Einfluss von Methotrexat auf den Homocysteinstoffwechsel:

Untersuchungen an Leukamie- und Lymphompatienten

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades (Dr. rer. nat.)
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Rheinischen-Friedrich-Wilhelms-Universitdat Bonn

vorgelegt von
ACHIM BECKER

aus Trier

Bonn 2004



Angefertigt mit Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Rheinischen-Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn.

Diese Dissertation ist auf dem Hochschulschriftenserver der ULB Bonn http://hss.ulb.uni-

bonn.de/diss_online/ elektronisch publiziert.

1. Referent: Prof. Dr. U. Jaehde
2. Referent: Prof. Dr. G. Bendas

Tag der Promotion: 16.12.2004



Die vorliegende Arbeit wurde am Pharmazeutischen Institut der Rheinischen
Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn unter der Leitung von Prof. Dr. Jaehde

angefertigt.

Herrn Prof. Dr. Jaehde danke ich fur die Uberlassung des interessanten Themas,
sein Vertrauen und fur die jederzeit vorhandene Diskussionsbereitschaft wéahrend

meiner Promotion.

Ebenso gilt mein besonderer Dank Herrn Prof. Dr. Bendas fur die Bereitschaft, das

Koreferat zu tibernehmen.

Den Kooperationspartnern in den verschiedenen Kliniken Prof. Dr. Schlegel, Prof. Dr.
Bode, Dr. Goértz und Dr. Liebeskind danke ich stellvertretend fiir alle beteiligten Arzte,
Doktoranden und technischen Assistenten. Die intensiven Zusammenarbeiten und
die konstruktiven Diskussionen haben die Arbeit entscheidend bereichert.

Very special thanks to Prof. Dr. Relling of the St. Jude Children’ s Research Hospital
(Memphis) for providing patients’ samples and clinical information on the ALL
patients. | was deeply impressed of her way of doing “good research”. Her

cooperativeness and support is highly appreciated.

Mein besonderer Dank gilt auch Frau Alexandra Binczyk fur ihre tatkraftige

Unterstitzung und die angenehme Zusammenarbeit.

Allen Mitgliedern des Arbeitskreises und den Kollegen des Praktikums
.Instrumentelle Analytik® danke ich herzlich fur die gute Zusammenarbeit und die
Uberaus gute Arbeitsatmosphéare. Ganz besonders danke ich Herrn Dr. E. Scheuch,
der vor allem zu Beginn der Arbeit stets ein offenes Ohr fur alle grél3eren und
kleineren Probleme hatte, der Projektpartnerin Frau S. Vezmar, mit der ich viele
Aufgaben und Probleme gemeinsam bearbeitete, Herrn D. Garmann fir die
freundliche Kooperation im CE-Labor und Frau M. Westfeld fir das kritische

Korrekturlesen der Arbeit.



Ganz besonders danke ich meiner Freundin Jutta Schneider fir ihre Geduld und ihre

Hilfsbereitschaft, vor allem in der Endphase der Arbeit.

Schlief3lich mochte ich meiner Mutter und meinen Geschwistern danken, die mich
immer unterstitzten und auch in schwierigen Zeiten stets einen verlasslichen

Ruckhalt gaben.



Meiner Familie

.Zweifel ist keine angenehme Voraussetzung,
aber Gewissheit ist eine absurde”.
Voltaire



Inhaltsverzeichnis

L =111 =1 (0 [ Vo PRSP 1
1.1 HOMOCYSEEIN ..ottt 1
1.1.1 Homocysteinstoffwechsel.............o 2
1.1.2 Ursachen einer Hyperhomocysteinamie ...........ccccocceeiiiiiiiiieccceeee, 4
1.1.3  Klinische Symptomatik einer Hyperhomocysteindmie und
therapeutische Empfehlungen ..., 8
1.1.4 Pathomechanismen ... 9
1.2 MethotreXat ..o 13
1.2.1 Chemische STrUKIUN..........oooii e 13
1.2.2 PharmakoKinetiK.............oooiiiiiiie 14
1.2.3  WirkungSmeChaNISMUS ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
1.2.4 Klinische ANWENAUNGEN ........cooiiiiiiiiiiieeeeeeee e 20
1.2.5  NeurotoXizitat VO MTX ......ooiiiiiiii e 21
1.3  Problemstellung und Zielsetzung ..o, 27
2 Material und MethOdEN ... 30
2.1 Materiali@N ... .o 30
211 Chemikalien und Reagenzien .............oeeeeeieiiiiiiicceee e 30
2.1.2  Verwendete Losungen und Puffer...........cccoooeiiiiiiiiiiiii, 32
21.3  Verbrauchsmaterialien ............cccooiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 33
214 1= = (= 3 33

2.2 CE-ANAIYEK ..o 35



Inhaltsverzeichnis

2.21 Grundlagen der Kapillarelektrophorese............ccccceeeeiiiiiiiiiiiiicceeeee, 35
2.2.2  Entwicklung eines Trennsystems zur Bestimmung von schwefel-
haltigen exzitatorischen Aminosauren (SEAA) ... 42
2.2.3 MethodenentwiCKIUNG .........coouuiiiii e 45
224 Methodenoptimierung fir die Bestimmung der SEAA im Liquor ......... 47
2.25 Validierung der CE-Methode............cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 48
2.2.6  Vermessung der Liquorproben..........ccouviiiiiiiii 53
2.3 HPLC-ANAIYTK ..ottt e a e 55
2.3.1 HPLC-System und chromatographische Bedingungen ....................... 55
2.3.2 Reduktion und Vorsaulenderivatisierung der Aminothiole................... 55
233 Methodenentwicklung und -optimierung...........ccccccvveviiiiiiiiiiiiiinnnnennn. 57
234 Methodenvalidierung...........oooooiiiiiiiieee 59
2.3.5 Vermessung der Liquorproben...........cccoovvviiiiiiiiiiiii e, 61
2.4  Fluoreszenzpolarisations-Immunoassay ..........ccccevvevieeeieiiieeeeeiieee e 62
241 Messprinzip des Fluoreszenzpolarisations-Immunoassays ................ 62
242 DurchfUhrung der MessuNg...........cooovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 64
2.4.3  Spezifikationen des IMXC-SYStEMS.........c.coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 65
2.4.4  Validierung der FPIA-Methode durch den Hersteller........................... 65
245 Teilvalidierung der FPIA-Methode zur Bestimmung von Homocystein im
Plasma ... .o 67
2.5 Kilinische UNtersuChUNgeN...........couuiiiiiiiiiii e 68
251 Padiatrische Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie................. 68



Inhaltsverzeichnis

2.5.2 Erwachsene Patienten mit primaren Lymphomen des zentralen

NEIVENSYSIEIMS ... . 76

253  Gesunde Erwachsene (Kontrollgruppe) ...........ceeeeeveeeiieiiiieieeieeeeeeeennn. 79
254 Fallbericht einer Patientin mit MTX-Uberdosierung.............cc.covcve...... 81
2.6  Pharmakokinetische Berechnungen..............ccoooiiiiiii i, 83
2.6.1 ClEaranCe..........ooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 84
2.6.2  AUC e a e e naeeeeeeas 84
2.7  Statistische DatenanalySe ... 85
2.71 Deskriptive StatistiK..........ccoooviiiiiiiiee e, 85
2.7.2 Statistische Tests zur Prufung von Unterschiedshypothesen ............. 86
2.7.3 Korrelationsanalyse..............oooooiiiiiiie 88
274 Regressionsanalyse...........oooooiiiie 88

3 EIFQEDNISSE ..o 90

3.1  CE-Methode zur Bestimmung von schwefelhaltigen, exzitatorischen

AMINOSAUreN iM LIQUOT .......uiei e e e e e e e e e eeeeees 90
3.1.1 Trennung der schwefelhaltigen, exzitatorischen Aminosauren ........... 90
3.1.2  Optimierung der Derivatisierung............cccccceeeiiiiiiiiiiiiicie e, 93
3.1.3  Vergleich der Empfindlichkeit von UV- und LIF-Detektion................... 96
3.1.4 Methodenoptimierung fur die Liquoranalyse ..........cccccccevvveviiiiiininnnnnn. 96
3.1.5  Validierung .....ooooviiiiiiiii 100

3.2 HPLC-Methode zur Bestimmung von Cystein, Homocystein und Glutathion

1 1 o U o P 111



Inhaltsverzeichnis

3.2.1 Methodenentwicklung/-optimierung..............cccooevvviiiiiiiie e, 111
3.2.2  Validierung der HPLC-Methode ............ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciceeee 114
3.3  Ergebnisse der Teilvalidierung des FPIA ... 122

34 Einfluss von hochdosiertem MTX auf den Stoffwechsel des Homo-

(03251 (=11 1< PSSP 123

3.4.1 Untersuchungen an padiatrischen Patienten mit akuter lymphatischer

Leukamie (Studie ,Total XV) ... 123

3.4.2 Untersuchungen an PZNSL-Patienten ............cccccoiiiii e, 136
3.4.3 Fallbericht einer Patientin mit MTX-Uberdosierung...........c..cccue....... 151

4 DISKUSSION ... 154

41 CE-Methode =zur Bestimmung von schwefelhaltigen, exzitatorischen

AMINOSAUreN iM LIQUOT ......euiiiiee e 154

4.2 HPLC-Methode zur Bestimmung von Homocystein, Cystein und Glutathion

1 1 o 8 o 161

4.3 Einfluss einer hochdosierten MTX-Chemotherapie auf den Stoffwechsel des

HOMOCYSTEINS ...ttt enensnnne 165

4.3.1 Untersuchungen an padiatrischen Patienten mit ALL ....................... 165
4.3.2 Untersuchungen an Patienten mit PZNSL .............cccccooeeiiiiiiinnnn, 177
4.3.3 Fallstudie einer Patientin mit MTX-Uberdosierung.........c..c.cc.cu......... 189

4.4  Homocystein — ein Biomarker der MTX-induzierten Neurotoxizitat?....... 193

5  ZUSamMMENTASSUNG .....ccoiiiiiiiiiiie et e e e e e eanaas 197
B LI OIatUI <. 203



Abkurzungsverzeichnis

ABDF
AG
AICAR
AICAR-TF
AK

AL

ALL

ASP

ATP
BHMT
C1(8),(15)
C1h23(42)

C15h23(42)

CA
CBQCA
CBS
CGL
CFSE
CPss
CNS
CSA
Ccv
CYS
DAMPA
DHB
DHF
DHFR
DHP
DHPR

4-(Aminosulfonyl)-7-Fluor-Benzofurazan
Antigen
Aminoimidazol-Carboxamid-Ribonukleotid
Aminoimidazol-Carboxamid-Ribonukleotid-Transformylase
Antikorper

Arbeitslosung

Akute Lymphatische Leukamie
L-Asparaginsaure (Aspartat)
Adenosintriphosphat
Betain-Homocystein-Methyltransferase

1. (bzw. 8. oder 15.) Tag der Konsolidierung

1. Tag der Konsolidierung, 23 (42) Stunden nach Beginn der
hochdosierten MTX-Infusion

15. Tag der Konsolidierung, 23 (42) Stunden nach Beginn der
hochdosierten MTX-Infusion
Cysteinsulfonsaure
4-(2-Formyl-3-chinolincarbonyl)-benzoesaure
Cystathionin-R-Synthase

Cystathionin-y-Lyase
5-Carboxyfluoresceinsuccinimidylester
Steady-State-Konzentration im Plasma
Central nervous system (Zentralvervensystem)
Cysteinsulfinsaure

Coefficient of variation (Variationskoeffizient)
Cystein

2,4-Diamino-N"’-methyl-pteroinséure
Dihydrobiopterin

Dihydrofolsaure (Dihydrofolat)
Dihydrofolatreduktase

Dihydropteridin

Dihydropteridin-Reduktase



DMF
DTT

E

ECD
EDTA
EOF

FD

FDA
FGAR
FICAR
FITC
FPGS
FPGH
FPIA
FQCA
FR
GAR
GAR-TF
GLU
GSH
GTP
HCY
HCSA
HCA
HDMTX
HR

ICV
ICVMTX

N,N-Dimethylformamid

Dithiothreitol

Elektrische Feldstarke
Elektrochemische Detektion
Ethylendiammintetraessigsaure
Elektroosmotischer Fluss
Fluoreszenzdetektion

Food & Drug Administration
Formylglycinamidribonukleotid
5-Formamido-imidazol-4-carboxamidribonukleotid
Fluoresceinisothiocyanat
Folsaure-Polyglutamatsynthetase
Folsaure-Polyglutamathydrolase
Fluoreszenzpolarisations-Immunoassay
3-(2-Furoyl)-chinolin-2-carbaldehyd
Folatrezeptor

Glycinamidribonukleotid
Glycinamidribonukleotid-Transferase
Glutaminsaure (Glutamat)

Glutathion

Guanosintriphosphat

Homocystein

Homocysteinsulfinsaure
Homocysteinsulfonsaure
Hochdosis-Therapie mit Methotrexat (intravends verabreicht)
High-Risk

Intracerebroventrikular
Intracerebroventrikular verabreichtes Methotrexat
Intramuskular

Inosinmonophosphat

Intrathekal

Intrathekal verabreichtes Methotrexat

Intravenos



K

KPF
LDL
LIF(D)
LLOQ
LOD
LR
MAT
ME
MP
MEKC
MeOH
mFBP
MS
MTHFR
MTX
MTX

H,
H eff

Heor

NAC
N°-FTHF
N'°-FTHF
NHL

N° N'-MTHF
N°-MTHF
NMDA
PRPP
PO
PZNSL
QC-Probe

r

Kontrollgruppe
Korrigierte Peakflache
Low density lipoproteins

Laser-induzierte Fluoreszenz (-detektion)

Lower limit of quantification (untere Bestimmungsgrenze)

Limit of detection (Nachweisgrenze)
Low-Risk

Methionin-Adenosyltransferase
Mercaptoethanol

Mercaptopropanol

Micellare elektrokinetische Chromatographie
Methanol

membrane-associated folate binding protein
Methioninsynthase

N® N'°-Methylentetrahydrofolat-Reduktase
Methotrexat

Methotrexat-Polyglutamat(e)
Elektrophoretische Mobilitat

Effektive elektrohoretische Mobilitat

Elektrophoretische Mobilitat des EOF
N-Acetylcystein
N°-Formyltetrahydrofolat
N'°-Formyltetrahydrofolat
Non-Hodgkin-Lymphome

N® N'°-Methylentetrahydrofolat
N°-Methyltetrahydrofolat
N-Methyl-D-Aspartat
a-5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphat
per os (oral)

Primare Lymphome des zentralen Nervensystems
Qualitatskontrollprobe

Korrelationskoeffizient



RE
RFC
RI
ROS
RSD

SD
SAH
SAHH
SAM
SBDF
SDS
SEAA

SHR
sL
SR

SS

t %
TBP
THB
THF
TIT
uLOQ

= |

N =

ZNS

Relative error (relativer Fehler)

Reduced folate carrier

Remission/Induktion

Reaktive Sauerstoffspezies

Relative standard deviation (Variationskoeffizient)
Standard

Standard deviation (Standardabweichung)
S-Adenosylhomocystein
S-Adenosylhomocystein-Hydrolase
S-Adenosylmethionin
4-(Sulfo)-7-Fluor-Benzofurazan
Natriumdodecylsulfat

Sulphur-containing excitatory amino acids (schwefelhaltige,
exzitatorische Aminosauren)

Standard/High-Risk

Stammldsung

Standard-Risk

Steady-State

Halbwertszeit

Tributylphosphin

Tetrahydrobiopterin

Tetrahydrofolsaure (Tetrahydrofolat)

Intrathekale Tripeltherapie

Upper limit of quantification (obere Bestimmungsgrenze)
Wanderungsgeschwindigkeit

Variationskoeffizient

Mittelwert

Median

Transformierter Korrelationskoeffizient

Zentrales Nervensystem



Einleitung Seite 1

1 Einleitung

1.1 Homocystein

Homocystein (s. Abb. 1-1) ist eine schwefelhaltige, nicht-proteinogene Aminosaure,
die als Zwischenprodukt im Rahmen des Methioninabbaus anfallt. Sie besitzt flr den
menschlichen Organismus keine essentiell wichtige Funktion. Grof3es Interesse an
Homocystein wurde geweckt, als McCully 1969 zeigte, dass ein Zusammenhang
zwischen erhdhten  Homocysteinkonzentrationen  und  arteriosklerotischen
GefaRerkrankungen besteht'. Nachfolgende Forschungen konnten herausstellen,
dass Homocystein einen unabhangigen Risikofaktor fur arteriosklerotische
GefaRerkrankungen®®, Herzinfarkt’ und Schlaganfalle®® darstellt. Dariiber hinaus
verdichten sich mittlerweile auch Hinweise, dass dementive Erkrankungen mit

Homocystein assoziiert sind”®.

Abb. 1-1: Strukturformel von Homocystein.

Homocystein liegt im Plasma hauptsachlich gebunden an Serumalbumin (bis zu
80 %) oder in Form von Disulfiden vor. Neben Homocystin, dem reinen Disulfid,
existieren auch gemischte Disulfide, insbesondere solche mit Cystein und
Cysteinylglycin. Nur ein geringer Anteil des Homocysteins kommt in der freien,
reduzierten Form vor. Homocystein und Disulfide werden renal eliminiert. Im Falle
deutlich erhéhter Homocystein-Plasmakonzentrationen werden grofiere Mengen an
Homocystin im Urin gefunden (Homocystinurie).

Normale Homocystein-Plasmakonzentrationen Erwachsener liegen zwischen 5 und
15 uM, Manner zeigen tendenziell héhere Konzentrationen als Frauen. Kang nahm
1992 basierend auf diesen Werten eine Einteilung in die moderate (16-30 uM),

intermediare (31-100 uM) und schwere Hyperhomocysteinamie (> 100 uM) vor®.
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Jungere Studien deuten darauf hin, dass das Risiko flr vaskulare Krankheiten schon
unterhalb einer Homocysteinkonzentration von 16 uM signifikant erhoht ist. So kam
z.B. eine 1995 veroffentlichte Metaanalyse zu dem Ergebnis, dass jede Erhéhung
der Nuchtern-Homocysteinkonzentration um 5 uM (oberhalb eines Ausgangswerts
von 10 yM) mit einem Anstieg des Risikos fur koronare Herzerkrankungen um 60 %
bei Mannern und 80 % bei Frauen verbunden ist’. Die ,D.A.CH-Liga Homocystein®
empfiehlt daher eine Homocysteinkonzentration < 10 uM anzustreben. Nach Ansicht
der Liga liegt eine moderate Hyperhomocysteindmie bereits bei 12 uM vor'®. Dieser
Grenzwert ist heute international anerkannt. Bei Kindern (< 15 Jahre) betragen die
Homocysteinkonzentrationen im Plasma zwischen 4 und 8 uM""'?, Normwerte sind

bislang nicht definiert.

1.1.1 Homocysteinstoffwechsel

Die rasche Entfernung des intermediar gebildeten Homocysteins ist aus
toxikologischer Sicht auRerordentlich wichtig. Neben einer direkten Ausscheidung
uber die Nieren, kann die Homocysteinkonzentration Uber zwei Stoffwechselwege
reguliert werden, die Remethylierung zu Methionin und die Transsulfurierung zu
Cystein (s. hierzu auch Abb. 1-2).

Die Remethylierung erfolgt Uber die Methioninsynthase (MS) und erfordert die
Cofaktoren Vitamin Biz und N°-Methyltetrahydrofolat (N°-Methyl-THF). N°-Methyl-
THF wird durch die N° N'°-Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) aus N° N'-
Methylentetrahydrofolat (N°,N'°-Methylen-THF) synthetisiert. Die Verfugbarkeit von
N°® N'"°-Methylen-THF ist von der Folsaure-Aufnahme mit der Nahrung abhangig.
Neben der Methioninsynthase-Reaktion ist eine Methioninbildung auch durch die
Betain-Homocystein-Methyltransferase (BHMT) maoglich. Bei dieser Variante
(ibertragt nicht N°>-Methyl-THF, sondern Betain die Methylgruppe auf Homocystein.
Die quantitative Gewichtung dieser beiden Remethylierungswege, die insbesondere
in der Leber stattfinden, ist wenig erforscht. Zudem ist kaum etwas Uber die
gewebeabhangige Expression der MS und der BHMT bekannt. Neueren Befunden
zufolge scheint beim Menschen das Vorkommen der BHMT auf die Leber und die

Niere beschrankt zu sein'>.
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Abb. 1-2: Der humane (Methionin-)Homocystein-Stoffwechsel. Abkirzungen: ATP:
Adenosintriphosphat, N°-Methyl-THF: N°-Methyltetrahydrofolat, N° N'°-Methylen-
THF: N° N'°-Methylentetrahydrofolat, SAH: S-Adenosylhomocystein; SAM: S-
Adenosylmethionin,  THF:  Tetrahydrofolat. — Enzyme:  (1): N°,N'°-Methylen-
tetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR), (2): Methioninsynthase (MS), (3): Betain-
Homocystein-Methyltransferase (BHMT), (4): Methionin-Adenosyltransferase (MAT),
(5): R-Methyltransferase (6): S-Adenosylhomocystein-Hydrolase (SAHH), (7):
Cystathionin-3-Synthase (CBS), (8): Cystathionin-y-Lyase (CGL), (9): Cystein-
Dioxygenase, (10): Cysteinsulfinséure-Dehydrogenase, (11): y-Glutamyl-Cystein-
Synthetase, (12): Glutathion-Synthetase.

Die irreversible Umwandlung zu Cystein (Transsulfurierung) erfolgt in zwei Schritten.
Zuerst wird Homocystein mit Serin zu Cystathionin kondensiert. Diese
Pyridoxalphosphat (Vitamin Bg)-abhangige Reaktion wird durch die Cystathionin-3-
Synthase (CBS) katalysiert, welche beim Menschen insbesondere in Leber, Niere,
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Dinndarm und Pankreas exprimiert wird". Im zweiten Schritt wird Cystathionin durch
die Cystathionin-y-Lyase (CGL) zu Cystein und a-Ketobutyrat gespalten. Als Cofaktor
dient wiederum Vitamin Be.

Remethylierung und Transsulfurierung stehen ungefahr im gleichen Verhaltnis. Dies
hangt damit zusammen, dass zum einen CBS und Methyltransferasen (MS und
BHMT) vergleichbare Enzymaktivitdten aufweisen'®, zum anderen das AusmaR der
Remethylierung bzw. Transsulfurierung durch S-Adenosylmethionin (SAM), welches
beim Abbau von Methionin zu Homocystein entsteht, gesteuert wird. SAM vermag
die MS und BHMT zu inhibieren, die CBS hingegen zu aktivieren. Somit wird bei
hohen SAM-Konzentrationen Homocystein vermehrt transsulfuriert, wahrend niedrige
Konzentrationen an SAM eher die Remethylierung begiinstigen'.

Cystein kann fur die Synthese des Radikalfangers Glutathion (y-Glutamyl-
Cysteinylglycin)  verwendet oder durch die Cystein-Dioxygenase zu
Cysteinsulfinsdure (cysteine sulphinic acid, CSA) und nachfolgend durch die
Cysteinsulfinsdure-Dehydrogenase zu Cysteinsulfonsaure (cysteic acid, CA)
aufoxidiert werden'®. Vergleichbare Enzymsysteme, die Homocystein zur
Homocysteinsulfinsaure (homocysteine sulphinic acid, HCSA) bzw. Homo-
cysteinsulfonsaure (homocysteic acid, HCA) oxidieren, sind bislang nicht identifiziert
worden. Es wurde daher angenommen, dass HCSA und HCA in Abhangigkeit vom

17,18

Oxidationspotential des Korpers spontan entstehen konnen Alle vier

Metaboliten — CSA, CA, HCSA und HCA -sind in der Lage, uUber ionotrope

1922 und werden daher zusammen als

Glutamat-Rezeptoren Neuronen zu erregen
schwefelhaltige, exzitatorische Aminosauren (,sulphur-containing excitatory amino
acids®, SEAA) bezeichnet. Von diesen SEAA wird insbesondere Cysteinsulfinsaure

als Neurotransmitter-Kandidat diskutiert'®'”.

1.1.2 Ursachen einer Hyperhomocysteinamie

Durch die Vielfalt der am Homocysteinstoffwechsel beteiligten Enzyme und
Cofaktoren sind viele genetische und alimentare Stérungen dieses Stoffwechsels
mdglich (s. Tab. 1-1). Im Folgenden soll auf die haufigsten Ursachen, die zu einer

Hyperhomocysteinamie fuhren, naher eingegangen werden.
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1.1.2.1 Genetische Storungen

Recht haufig kommen Punktmutationen der N°N'>-Methylentetrahydrofolat-
Reduktase (MTHFR) vor. Besonders oft wird eine thermolabile Variante der MTHFR
mit einer Mutation im Nukleotid 677 (MTHFR 677C->T) identifiziert?>. Man schétzt,
dass dieser genetische Defekt in Deutschland bei ca. 5-15 % der Bevolkerung in
homozygoter und bei ca. 35% in heterozygoter Form vorliegt’®. Wahrend
heterozygot Betroffene nur geringfligig erhohte Homocysteinkonzentrationen im
Plasma aufweisen, treten bei homozygot Betroffenen Homocysteinkonzentrationen
auf, die bis zu 10 uM hoher liegen als bei Gesunden?®. Der Mangel der MTHFR
induziert eine schwere Hyperhomocysteinamie mit Homocystinurie und verlauft
unbehandelt, bedingt durch eine ausgepragte Demyelinisierung des
Zentralnervensystems, haufig letal®*.

Ein ahnliches klinisches Bild und vergleichbar unglnstige Prognosen weisen
Patienten mit defekter Methioninsynthase auf®. Von differentialdiagnostischem
Interesse ist, dass sowohl der MTHFR- als auch der MS-Mangel von signifikant
niedrigeren Methionin-Plasmakonzentrationen begleitet sind. Auch ein Mangel der
Cystathionin-R-synthase (CBS), der in Deutschland mit einer Haufigkeit von ca.
1:130.000 vorkommt', fiilhrt zu einer schweren Hyperhomocysteinamie;
Homocystein-Plasmakonzentrationen bis zu 400 yM werden beobachtet und
Homocystin wird mit dem Urin ausgeschieden (klassische Homocystinurie). Aufgrund
der gestorten Transsulfurierung finden sich im Plasma niedrige Cystein- aber hohe

Methioninkonzentrationen.

1.1.2.2 Vitaminmangel

Haufig werden Hyperhomocysteindmien aufgrund alimentarer Mangel (Fehl- oder
Mangelernahrung) sowie einer Malabsorption oder Maldigestion, die einen Mangel
an Vitamin Bs-, Vitamin B1,- oder Folsaure nach sich ziehen, beobachtet?®%2,

In einer Studie von Stabler et al. wiesen sowohl Patienten mit Folsauremangel als
auch solche mit Vitamin B12-Defiziten stark erhohte Homocysteinkonzentrationen im

Plasma auf, teilweise lagen die Konzentrationen tiber 100 pM?. Bedingt durch einen
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Mangel an frischem Obst und Gemise ist der Folatmangel das haufigste
Vitamindefizit in Europa. Die durchschnittliche tagliche Folataufnahme mit der
Nahrung (~300 pg)® liegt deutlich unter den empfohlenen Richtwerten (400 pg)*.
Erhebungen in Deutschland offenbarten, dass 50 % der Bevolkerung weniger als
200 ug Folsaure taglich zu sich nehmen. In Kanada, Chile, Ungarn und den USA
werden Mehlprodukte bereits seit einigen Jahren mit Folsaure versetzt. In den USA
z.B. muss Weizenmehl seit Januar 1998 mit 140 uyg Folsaure je 100 g Mehl
angereichert sein. Diese MalRnahme erfolgte unter anderem auch deswegen, weil ein
Folatmangel zu Neuralrohrdefekten bei Neugeborenen fihren kann. Ein Vitamin B1,-
Mangel kommt seltener vor. Er betrifft insbesondere altere Menschen (bis zu 40 %),
die Vitamin B4, wegen altersbedingter verminderter Magensauresekretion oder eines
Mangels an intrinsischem Faktor nur unzureichend resorbieren'. Die ,Framingham
Heart Study“ konnte zeigen, dass Vitamin Bs-Aufnahmen von weniger als 1,4 mg/Tag
leicht erhdhte Homocysteinkonzentrationen nach sich ziehen®'. Im Vergleich zu
Vitamin B12 und Folsaure beeinflusst jedoch ein Mangel an Vitamin Bs die
Homocysteinkonzentration weniger stark. Vitamin Bg-Defizite sind vergleichsweise
selten, sie kdnnen aber durch Arzneistoffe, die Vitamin Bs komplexieren (Isoniazid)

oder dessen Funktionsweise hemmen (Theophyllin, Niacin) hervorgerufen werden.

Tab. 1-1: Haufige Ursachen der Hyperhomocysteindmie/Homocystinurie und deren
Auswirkung auf die Plasmakonzentrationen von Methionin und Cystein. Néhere

Erlduterungen im Text.

Entitit I;I;/sti ri?\?\m?e- cyllt’:il:\]l?;ie Methionin  Cystein

MTHFR-Variante*® + - - —
MTHFR-Mangel + + l -
MS-Mangel + + -
CBS-Mangel + + !
Folsdure-Mangel + —/+ - —
Vitamin B42-Mangel + —/+ — —
Vitamin Bg-Mangel + S - — —

*MTHFR 677C->T (thermolabile MTHFR)
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1.1.2.3 Sonstige Ursachen

Haufig fuhren Einschrankungen der Nierenfunktion zu erhdhten Homocystein-
konzentrationen. Dies ist unter anderem auch der Grund dafur, dass mit steigendem
Alter zunehmend hdhere Homocysteinkonzentrationen beobachtet werden'®.
Zahlreiche Arzneistoffe koénnen ebenfalls eine Erhéhung der Homocystein-
Plasmakonzentration induzieren. Sie wirken auf direktem oder indirektem Weg
antagonistisch zu den Cofaktoren bzw. Enzymen des Homocysteinstoffwechsels
oder interferieren mit der renalen Elimination von Homocystein. Eine Auswahl haufig
eingesetzter Arzneistoffe, die eine Hyperhomocysteinamie hervorrufen kdnnen,
beinhaltet Tab. 1-2.

Tab. 1-2: Arzneistoffe, die zu einer Hyperhomocysteindmie fiihren kénnen'®.

Arzneistoff(gruppe) Mechanismus

Metformin, Protonenpumpenblocker
(z.B. Omeprazol), Colestyramin,
Diuretika (z.B. Furosemid, Triamteren,
Thiazide)

Verminderte Resorption von Vitamin B+,

Antifolate (z.B. Trimethoprim,

Methotrexat) Hemmung der Dihydrofolatreduktase

Antiepileptika (z.B. Carbamazepin,

i Interaktion mit dem Folatstoffwechsel
Phenytoin)

Vitamin Be-Antagonismus

lsoniazi
soniazid (Hydrazonbildung)

Methylxanthine (z.B. Theophyllin, Hemmung der Pyridoxal-Kinase

Coffein)
Lachgas (N2O) Inaktivierung der Methioninsynthase
Cyclosporin, Fibrate (z.B. Clofibrat) Verminderte Nierenfunktion

Ferner konnte gezeigt werden, dass Rauchen®, Kaffee®® und bermaRiger

Alkoholgenuss®* zu einer Erhéhung der Homocysteinkonzentration fiihren kann.
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1.1.3 Klinische Symptomatik einer Hyperhomocysteinamie und

therapeutische Empfehlungen

Das klinische Bild von Patienten mit Hyperhomocyst(e)inamie/Homocystinurie ist von
der Art und dem Ausmal} der Stérung abhangig, die der Erkrankung zugrunde liegt.
Bereits moderat erhohte Homocystein-Plasmakonzentrationen (D.A.CH-Liga:

>12-30 uM) kénnen kardiovaskulare Erkrankungen®*?°

, osteoporotische Knochen-
veranderungen mit erhdhter Frakturrate®® und kognitive Stérungen”®*” hervorrufen.
Nach metaanalytischen Berechnungen wurde eine Homocysteinsenkung um 3-5 uM
die Inzidenz von vendsen Thrombosen, zerebralen Insulten und Herzinfarkten um bis
zu 25 %(!) reduzieren®*. Die D.A.CH-Liga Homocystein empfiehlt zur Senkung
moderat erhdhter Homocysteinkonzentrationen eine  Kombinationstherapie
bestehend aus Folsaure (0,2-0,8 mg), Vitamin B4, (3-30 ug, > 60 Jahre: 100 ug) und
Vitamin Bg (2-6 mg)'®.

Patienten, die unter einer massiven Stérung der Remethylierung von Homocystein
leiden (z.B. infolge eines ausgepragten Mangels an Vitamin B4, oder reduzierten

Folaten oder infolge eines Defektes der MS oder MTHFR), weisen im Gegensatz zu

Tab. 1-3: Klinische Symptomatik und Therapie von Stérungen im Homocystein-

stoffwechsel.

Storung Klinische Symptome (Auswabhl) Therapie
Remethylierungs- Megaloblastare Anamie, Gabe von
stérun Myelopathien, Neuropathien, .

g , Vitamin Bg/B12,
. Atherosklerose, Thromboembolien, B}
(ausgepragter Folat- Folsaure,

Osteoporose, Ataxie,

und/oder Vitamin B1,- . ]
psychomotorische Retardierung,

Methionin, Betain,

Mangel, sowie N°-Methyl-
g Demenz, zerebrale Anfallsleiden, . y
MTHFR-Mangel L THF bei MTHFR-
’ Demyelinisierung, zerebrale 44,45
MS-Mangel) Atrophig?440-43 Mangel
Atherosklerose, Thromboembolien,
; . . Gabe von
Transsulfurierungs- Luxation der Augenlinsen, Y
B} Vitamin Bs und
storung Osteoporose, helle Haare, mentale . .
. . Betain, Methionin-
(CBS-Mangel) Retardierung, psychiatrische Di&t!547

Stérungen*?
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Patienten mit Transsulfurierungsdefekt (z.B. bei homozygoten CBS-Mangel) eine
schwerwiegende  neurologische  Symptomatik auf (s. Tab. 1-3).  Neben
Krampfanfallen steht ein rapider mentaler Abbau im Vordergrund, der unter anderem

Folge einer zerebralen, kernspintomographisch gut nachweisbaren Demyelinisierung
iSt4O’43.

1.1.4 Pathomechanismen

Nachfolgend werden die wichtigsten pathologischen Mechanismen diskutiert, die fur

die Schadigung von Gefallen, Knochen und Nerven verantwortlich gemacht werden.

Atherogene Mechanismen
Eine vaskulare Dysfunktion soll insbesondere durch reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) ausgeldst werden, die bei der Oxidation des Homocysteins freigesetzt werden

)48 Sie wirken direkt

(Wasserstoffperoxid, Superoxidanionen, Hydroxylradikale
toxisch auf das Endothel, inaktivieren vasoprotektives NO (,endothelium derived
relaxing factor, EDRF)* und oxidieren Lipide, die reich an ungesattigten Fettsduren
sind. Es konnte In-vitro gezeigt werden, dass auch LDL-Partikel (Low density
lipoproteins) durch ROS oxidiert werden®. Die LDL-Oxidation wird als
Schlusselschritt der Atherosklerose angesehen.

Neben oxidativen Mechanismen wird ein Methylierungsdefizit fur Gefallschaden
verantwortlich gemacht®'. Es tritt insbesondere dann auf, wenn SAM, der wichtigste
Ubertrager von Methylgruppen im Organismus, nicht in ausreichender Menge zur
Verfugung steht (z.B. aufgrund einer gestorten Remethylierung). Allerdings kdnnen
Methylierungsreaktionen trotz suffizienter Mengen an SAM auch dann gestort sein,
wenn infolge erhdhter Homocysteinkonzentrationen (z.B. bei CBS-Mangel) die
Konzentration des SAH ansteigt®®*? (
den Abbau von SAH®). Da SAH von SAM-nutzenden Methyltransferasen mit hdherer

Affinitat gebunden wird als SAM, stellt es einen starken Inhibitor far

die SAH-Hydrolase begulnstigt die Bildung, nicht

Methylierungsreaktionen dar®*. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass der
Zustand der Hypomethylierung auch eine verminderte Methylierung der DNA von

Muskelzellen der Intima nach sich zieht und dadurch bedingt Mutationen auftreten,
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die zur Proliferation glatter Muskelzellen und nachfolgender Verengung des
GefaRlumens fiihren®.

Aus In-vitro-Studien ist bekannt, dass Homocystein Uber verschiedene Mechanismen
mit dem Gerinnungssystem interferieren kann. Es steigert die Aktivierung des
Gerinnungsfaktors V*° und férdert die Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin®,
sowie die Bildung der Gewebsthrombokinase (tissue factor*)®’. Wichtige
Hemmstoffe des Gerinnungssystems werden in geringerem Ausmall} gebildet
(Heparansulfat®) bzw. aktiviert (Thrombomodulin, Antithrombin I, Protein C°%%2).
Daruber hinaus beeintrachtigt Homocystein die Bindung des Gewebe-Plasminogen-
Aktivators an Endothelzellen und verringert somit die Fibrinolyse®®. Alle diese
Mechanismen fuhren zur vermehrten Bildung von Thrombin und schaffen so eine
prothrombotische Situation. Es muss einschrankend erwahnt werden, dass in den
oben angeflhrten In-vitro-Studien in der Regel Homocysteinkonzentrationen
eingesetzt wurden, die weit Uber der Plasmakonzentration von Patienten mit
moderater Hyperhomocysteinamie lagen und in-vivo oftmals nicht bestatigt werden

konnten.

Mechanismen der Knochenschadigung

McKusick konnte bereits 1966 zeigen, dass Homocystein mit der Kollagen-
Quervernetzung interferiet und diese Interaktion in einer verminderten
Knochenstabilitédt resultiert®®. Dieser Mechanismus der Knochenschadigung wurde
spater durch Kang et al. bestatigt®®.

Mechanismen der neurotoxischen Wirkung

Auch die neurotoxische Wirkung des Homocysteins wird auf einen erhdhten
oxidativen Stress und Methylierungsstérungen zurtickgeflihrt. Ferner sollen NMDA-
Rezeptor-vermittelte toxische Reaktionen eine grofere Rolle spielen.

ROS stellen fur das Gehirn eine besondere Gefahr dar, da es einen hohen Anteil
mehrfach ungesattigter Fettsauren besitzt, die Aktivitat ROS-detoxifizierender
Enzyme (Katalase, Superoxid-Dismutase, Glutathion-Peroxidase) im Gehirn
vergleichsweise niedrig ist und abgestorbene Neuronen nicht ersetzt werden
konnen®. ROS, die im Rahmen der Oxidation von Homocystein anfallen, konnten

daher die Entgiftungskapazitaten des Gehirns Ubersteigen und zu neuronalen
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Schaden fuhren. Von besonderem Interesse ist, dass ROS-induzierte DNA-
Strangbriche und nachfolgende Apoptose bereits bei Homocysteinkonzentrationen
von 0,5 uM beobachtet wurden®’. White et al. konnten zeigen, dass die Oxidation von
Homocystein insbesondere durch zweiwertige Kupferionen katalysiert wird und dass
Kupfer komplexierende Substanzen (Chelat-Bildner) die neurotoxische Wirkung von
Homocystein weitgehend aufheben. Sie zeigten weiterhin, dass auch Katalase, ein
Enzym, welches Wasserstoffperoxid entgiftet, in der Lage ist, Homocystein induzierte
neurotoxische Effekte zu verhindern und schlossen daraus, dass bei der Oxidation
des Homocysteins insbesondere Wasserstoffperoxid freigesetzt wird®. Verschiedene
Arbeitsgruppen konnten belegen, dass auch Glutathion aufgrund seiner
antioxidativen Wirkung neurotoxische Effekte des Homocysteins deutlich verringern
kann®7°,

Methylierungsdefizite kdnnen sich auf zerebraler Ebene besonders fatal auswirken,
da sie zu einem Mangel an Cholin, einem essentiellen Bestandteil der Myelinscheide
von Neuronen, fuhren. Ein langfristig ausgepragter Mangel an Cholin wurde fur
Demyelinisierungen verantwortlich gemacht, welche man bei Patienten mit massiv
gestorter Remethylierung beobachtet?**%*®. Ho et al. konnten zeigen, dass SAM die
Homocystein induzierte Apoptoserate bei Neuronen signifikant reduzieren kann — ein
Indiz dafur, dass Methylierungsdefizite auch zur Einleitung apoptotischer Prozesse
fithren kdnnen”".

Homocystein, insbesondere aber seine Metaboliten HCSA und HCA und in weiterem
Sinn auch CSA, CA, haben eine hohe Affinitat zu ionotropen Glutamat-Rezeptoren,
vor allem dem NMDA-Rezeptor'®'92"2272 Eine intensive Stimulation des Rezeptors
mit exzitatorischen Substanzen fuhrt zu einem Anstieg der intrazellularen
Calciumkonzentration und nachfolgend zur Aktivierung zahlreicher zytotoxischer

375 Bei massiver Uberladung mit Calciumionen geht die Nervenzelle

Enzyme
aufgrund osmotischer Lyse oder durch das Einleiten der Apoptose zugrunde (s. Abb.
1-3). Das Konzept der Exzitotoxizitat (Kunstwort aus Exzitation und Toxizitat) ist fur
das Entstehen zahlreicher neurodegenerativer Erkrankungen verantwortlich gemacht
worden"®. Homocystein und dessen oxidative Metaboliten wurden in den Liquores
von Patienten mit gestorter Homocysteinverstoffwechslung und ausgepragter
Neurotoxizitat in zum Teil deutlich erhdéhten Konzentrationen nachgewiesen®®’®.

Anhand von Versuchen mit neuronalen Zellkulturen wurde demonstriert, dass
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Homocystein vermittelte neurotoxische Reaktionen durch die Gabe von NMDA-

Rezeptorantagonisten signifikant reduziert werden kénnen®”"""2,

Ca?*-Kanal Kainat oy AMPA

TN

¢ Na PLC

l Na* Na*
v /

cr Ca** 11 <«——— |PJDAG

Proteasen (Kalpaine I/11), Phospholipasen (PLA;, PLC),
Endonukleasen, Proteinkinasen (CaMPK I, PKC), NO-Synthase

l

Lipidperoxidation, Schaden an Zytoskelett, DNA und Mitochondrien

|

Osmotische Lyse, Apoptose

Abb. 1-3: Mechanismus der Exzitotoxizitat.

Abklrzungen: Kainat: Kainat-Rezeptor; NMDA: N-Methyl-D-Aspartat(-Rezeptor); AMPA: L-a-
Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionsaure(-Rezeptor); mGLU: metabotroper Gluta-

matrezeptor; PLC: Phospholipase C; IP3: Inositoltriphosphat; DAG: Diacylglycerol

Ferner wird diskutiert, dass Homocystein induzierte atherosklerotische
Veranderungen zerebraler Gefalle zu Ischamie und Hypoxie fuhren konnten, und
dadurch bedingt Neuronen zu Schaden kommen”’.

Auch Cystein steht im Verdacht, in hdheren Konzentrationen neurotoxische
Wirkungen hervorzurufen’®®®. Diese additive Toxizitat kénnte insbesondere dann
zum Tragen kommen, wenn die Blut-Hirn- bzw. Blut-Liquor-Schranke durch eine
Infiltration mit Tumoren oder durch Bestrahlungen geschadigt wird und groRere

Mengen Cystein aus dem Blut ins ZNS gelangen kénnen.
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1.2 Methotrexat

Im Jahre 1948 berichtete Farber Uber den ersten erfolgreichen Einsatz des
Folsaureantagonisten Aminopterin in der Behandlung der akuten lymphatischen
Leukamie bei Kindern®'. Kurze Zeit spater wurde mit Methotrexat (Amethopterin,
MTX) ein weiterer Folsaureantagonist eingefuhrt. Es verdrangte Aminopterin in der
Therapie, da es sich als weniger toxisch erwies. Seitdem wird MTX zur Behandlung
verschiedener maligner Erkrankungen, in der Rheumatologie und der Immunologie
eingesetzt. Einen bedeutenden Wandel erlebte die MTX-Therapie, als Djerassi 1967
zeigen konnte, dass MTX in potentiell letalen Dosen appliziert werden kann, wenn
nach einer MTX-Infusion Calciumfolinat (Leucovorin®) zum Schutz normaler Zellen
verabreicht wird (,Rescue®)®’. Durch dieses Konzept konnte insbesondere die
Behandlung der akuten lymphatischen Leukamie, der Lymphome und der

Osteosarkome entscheidend verbessert werden.

1.2.1 Chemische Struktur

MTX besteht aus einem Pteridinring, p-Aminobenzoesaure und Glutaminsaure (s.
Abb. 1-4). Es unterscheidet sich von der nattrlich vorkommenden Folsaure durch
den Austausch der Hydroxy- gegen die Aminogruppe in Position 4 des Pteridinrings

sowie eine N-Methylierung am p-Aminobenzoesaurerest.

COOH
by
l L,
CH,— —@—CO NH— C|:H
COOH
| | 1 |
Pteridinring p-Amino- Glutamin-
benzoesaure saure

Abb. 1-4: Chemische Struktur von MTX (4-Amino-4-desoxy—N1O-methyl-fo/séure).
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1.2.2 Pharmakokinetik
Resorption und Verteilung

Methotrexat wird in einer Dosierung bis zu 25 mg/m? gut aus dem Gastro-
intestinaltrakt resorbiert®, héhere Dosen werden unvollstindig resorbiert. Nach
subkutaner Applikation werden bis zu 40 mg/m?®*, nach intramuskuldrer bis zu
100 mg®° resorbiert. Ungefahr 50 % des MTX sind an Plasmaproteine gebunden®.
Nach erfolgter Resorption verteilt sich MTX rasch im gesamten Korperwasserraum.
Aus pathologisch vergroRerten, extravaskularen Raumen (Pleuraerguss, Aszites,
Odeme) wird MTX nur verzogert wieder freigesetzt. Die Folge sind protahiert erhdhte
Plasmakonzentrationen und eine deutliche Verlangerung der terminalen
Halbwertszeit. Zytotoxische Konzentrationen konnen unter Umstanden noch nach
erfolgter Rescue-Therapie vorliegen. Aus diesem Grund muissen vor einer
hochdosierten MTX-Gabe (HDMTX) Erglisse entfernt und Odeme ausgeschwemmt
werden®.

MTX gelangt durch passive Diffusion oder Carrier-vermittelte Transportsysteme in
den Intrazellularraum. Die zwei wichtigsten Transportsysteme sind der ,Reduced
Folate Carrier* (RFC) und ein membranstandiger Folatrezeptor (FR), auch
,Membrane-Associated Folate Binding Protein® (mFBP) genannt. Naturliche
Substrate fiir den RFC sind reduzierte Folate, insbesondere N°-Methyltetrahydrofolat
(N°-Methyl-THF). Der bidirektionale RFC-Transport ist pH-abhangig und stellt ein
sattigbares  System fir reduzierte Folate (Ky=1-10 uM)®*®  und MTX
(Kw = 0,8-26 uM)®’ dar. Eine verminderte oder fehlerhafte Expression des RFC-
Transporters kann die Zytotoxizitdt mindern und somit zur Resistenzentwicklung

gegen Antifolate fiihren®®®

. Der Folatrezeptor (FR) besitzt eine etwas hohere
Affinitat zu Folsaure (Ky = 1-5 nM) als zu reduzierten Folaten und MTX. Er spielt
wegen seiner geringen Kapazitat fur den MTX-Transport in die Zelle nur eine
untergeordnete Rolle®’.

MTX passiert aufgrund seiner hohen Polaritdt nur sehr schlecht die Blut-Hirn-
Schranke. Unter einer Dauerinfusion erreichen die MTX-Konzentrationen im Liquor

90-92

nur 1-5% der Steady-State-Konzentrationen im Serum Zytotoxische

Konzentrationen (> 1,0 pM93) im Liquor werden daher nur erzielt, wenn MTX in



Einleitung Seite 15

hohen Dosen infundiert oder intrathekal (intralumbal oder intraventrikular) verabreicht
wird. Da sich MTX nach intralumbaler Applikation schlecht im Ventrikelsystem verteilt
und zudem die Konzentration im ventrikularen Liquor nur ca. 10 % der Konzentration

t94

im Lumbalsack betragt™, wird MTX alternativ auch direkt in die Seitenventrikel

appliziert.

Metabolisierung

Bislang sind drei verschiedene Metaboliten von MTX identifiziert worden (s. Abb.
1-5). Der Hauptmetabolit, 7-OH-Methotrexat (7-OH-MTX), wird durch unspezifische
Aldehydoxidasen der Leber gebildet. 7-OH-MTX ist 40-200fach schwacher wirksam
als MTX und gilt daher als inaktiver Metabolit®®. Wegen der geringen
Wasserloslichkeit tragt 7-OH-MTX entscheidend zur Nephrotoxizitat von MTX bei. Es
wurde gezeigt, dass ein akutes Nierenversagen nach HDMTX unter anderem durch
ausgefallenes 7-OH-MTX in den Nierentubuli zuriickzufiihren ist®. Die renale
Toxizitat kann weitgehend vermieden werden, wenn man vor Anlegen der MTX-
Infusion fur eine ausreichende Hydrierung sorgt (Infusion von 0,9 % NaCl-Lésung
und 5 % Glucose-Lésung im Wechsel, mindestens 3 L/m?Tag) und den Urin durch
Gabe von Natriumbicarbonat alkalisiert.

Ein weiterer Metabolit, die 2,4-Diamino—N1°-methylpteroinséure (DAMPA), wird
haupts&chlich von intestinalen Darmbakterien gebildet®. Klinisch wird DAMPA keine
Bedeutung beigemessen, da sie nur zu einem geringen Prozentsatz entsteht (3-5 %)
und eine wesentlich niedrigere Affinitdt zum Zielenzym, der Dihydrofolatreduktase,
besitzt als MTX (ca. 1/200 der MTX-Affinitat)*.

Intrazellular werden an MTX, wie auch an die naturlich vorkommenden Folate, durch
die Folsaure-Polyglutamatsynthetase (FPGS) bis zu sechs Glutaminsaurereste
angehangt®®®. Die gebildeten mehrfach negativ geladenen MTX-Polyglutamate
(MTX-PG) konnen weder uber den RFC und den FR noch durch passive Diffusion
die Zelle verlassen und verbleiben somit langer als MTX in der Zelle. Sie werden, wie
die natlrlich vorkommenden Folsaurepolyglutamate, aktiv in die Lysosomen der
Zelle transportiert und dort gespeichert. Erst nach Abspaltung des
Polyglutamatrestes durch die Folsaure-Polyglutamathydrolase (FPGH) kann MTX
wieder die Zelle verlassen. Da die MTX-PG eine ahnlich hohe Affinitat zur DHFR
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haben wie MTX und zudem in der Lage sind, Enzyme der Purinbiosynthese direkt zu

hemmen, kommt ihnen eine grol3e Bedeutung fur die Zytotoxizitat zu (s. 1.2.3).

N NH

~ T CHy ?
H
HOO;/N

COOH

Carboxypeptidase Aldehydoxidase

Folséure-

No N _NH, HO
- | Y Polyglutamat- ~ | Y
X N AN N
N synthetase N
AMen, N y Men, e
HO HoOC. N

(e} O

COOH
2,4-Diamino-N"’-methyl-

pteroinsaure (DAMPA)

N NH
~ > CH, 2
H
Hoocg/ N

CO(GLU)N

Methotrexat-Polyglutamate (MTX-PG)

7-Hydroxymethotrexat (7-OH-MTX)

Abb. 1-5: Metabolisierung von MTX.
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Elimination

MTX wird hauptsachlich Uber die Nieren in unveranderter Form ausgeschieden. Die
renale Elimination erfolgt zum Teil durch glomerulare Filtration, zum Teil durch
tubulare Sekretion. Ein gewisser Teil wird auch tubular rlckresorbiert. Insgesamt ist
die renale Clearance sehr variabel. Sie ist im Besonderen abhangig von der
Hydrierung, dem Urin-Fluss und -pH-Wert, sowie einer eventuell gegebenen
Komedikation. Daruber hinaus ist sie aufgrund der sattigbaren tubularen Sekretion
abhangig von der verabreichten MTX-Dosis®. Kinder (ca. 80 mL/min/m?) zeigen
nach einer HDMTX-Infusion allgemein eine hohere Clearance als Erwachsene (ca.
57 mL/min/m?)%.

Weniger als 10 % werden Uber die Galle ausgeschieden. Biliar eliminiertes MTX
unterliegt dem enterohepatischen Kreislauf, so dass nach einer Infusion nur geringe
Mengen an MTX (< 2 %) im Stuhl gefunden werden'®.

Nach intravendser Gabe wird MTX aus dem Plasma biphasisch eliminiert. Auf eine
Phase schneller Verteilung (t, = 1,5-3,5 h) folgt eine Phase, die durch die renale
Elimination gepragt ist (t,, = 8,0-15,8 h)'°"'%2, Bei Vorliegen dritter Verteilungsraume
(Odeme, Aszites, Pleuraerguss) kann sich die terminale Halbwertszeit
vervierfachen®’.

Nach intrathekaler Applikation erfolgt die Elimination aus dem zentralen
Nervensystem durch Resorption von Liquor und ein unspezifisches aktives
Transportsystem, welches im Choroid-Plexus liegt'®. Die Ausscheidung aus dem
lumbalen bzw. ventrikularen Liquor verlauft ebenfalls biphasisch, die Halbwertszeiten
betragen 4,5 und 14,0% bzw. 1,7 und 6,6 Stunden'®. Die Clearance aus dem ZNS-
Kompartiment kann bei meningealer Leukamie, Hydrocephalus und dem

postpunktionellen Syndrom nach Lumbalpunktion vermindert sein®.

1.2.3 Wirkungsmechanismus

MTX ist ein Antimetabolit. Es imitiert das naturliche Substrat der Dihydrofolat-
reduktase, die Dihydrofolsdure (DHF), ohne deren Funktion zu Ubernehmen. Die
kompetitive Hemmung der DHFR (K;~0,01-0,2 nM)® bewirkt einen Mangel an
reduzierten Folaten, die der Organismus zur Synthese von Purin- und

Pyrimidinbasen bendtigt (s. Abb. 1-6). Intrazellular gebildete MTX-PG hemmen trotz
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vergleichbarer Affinitat die DHFR starker als MTX, da sie wesentlich langsamer von

der DHFR abdissoziieren®.

N°-FTHF FPGH MTX

MTX-PG
Folsé DHE CHER
CEEUR ——————= %‘
\ / TIfF

N°-FTHF ——  N5N10-MTHF === N10-FTHF

X> dTMP L PURINE

MTX

NS - MTHF

Abb. 1-6: Intrazelluldre Wirkungsmechanismen von MTX und Rescue mit
Calciumfolinat (N°-Formyltetrahydrofolat, N°-FTHF). Abkiirzungen: RFC: Reduced
Folate Carrier, FR: Folate Receptor, MTX-PG: Methotrexat-Polyglutamate, FPGS:
Foly-Polyglutamatsynthetase, FPGH: Foly-Polyglutamathydrolase, DHFR:
Dihydrofolatreduktase, N°-FTHF: N°-Formyltetrahydrofolat, N'°-FTHF: N'°-Formyl-
tetrahydrofolat, ~ N°,N'°-MTHF:  N° ,N'°-Methylentetrahydrofolat, N°-MTHF:
N°-Methyltetrahydrofolat.

* und Enzyme der

Dariiber hinaus sind sie in der Lage, die Thymidilatsynthase'
Purinbiosynthese, die Glycinamidribonukleotid-Transformylase (GAR-TF) und die
5-Aminoimidazol-4-carboxamidribonukleotid-Transformylase (AICAR-TF)'%>"% direkt

zu hemmen (s. Abb. 1-7). Die Biosynthese kommt auf der Stufe des
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Glycinamidribonukleotids  (GAR)  bzw.

ribonukleotids zum Stehen.

des 5-Aminoimidazol-4-carboxamid-

PRPP
#04P0—CH, O ¢
0
I .
o—llv—o—||>—o ¢
OH OH - -
0 0 o
N
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¢ HoN 'I“
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Abb. 1-7: Interaktion von MTX-PG mit der De-Novo-Synthese von Purinbasen
(ausgewéhlte Schritte). Abkirzungen: PRPP: a-5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphat,
GAR: Glycinamidribonukleotid, GAR-TF: GAR-Transformylase, FGAR:
Formylglycinamidribonukleotid, ~ N'°-FTHF:  N'°-Formyltetrahydrofolat, ~ THF:
Tetrahydrofolat, AICAR: 5-Aminoimidazol-4-carboxamid-ribonukleotid, AICAR-TF:
AICAR-Transformylase, FICAR: 5-Formamido-imidazol-4-carboxamidribonukleotid,

IMP: Inosinmonophosphat.
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Da AICAR ein Hemmstoff der AMP- und Adenosin-Desaminase ist'®’, kann nach
einer HDMTX-Therapie die Konzentration an Adenosin im Plasma bzw. Liquor erhoht
sein%8109, Insgesamt wird den MTX-PG ein grol3er Stellenwert flr die Wirksamkeit
von MTX zugeschrieben. Whitehead konnte z.B. zeigen, dass die Uberlebensrate
nach funf Jahren bei Kindern, deren Lymphoblasten grole Mengen an MTX-PG
akkumulierten, deutlich groBer war als bei Kindern, deren Lymphoblasten nur in
begrenztem Umfang MTX-PG aufnahmen®.

1.2.4 Klinische Anwendungen

Zur Therapie maligner Erkrankungen wird MTX in niedriger Dosierung (< 100 mg/m?)
bei der akuten lymphatischen Leukamie (ALL), Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL),
Meningiosis leucaemica, Chorionepitheliom, Mamma-Karzinom, Cervix-Karzinom,
Ovarial-Karzinom, kleinzelligem Bronchial-Karzinom, Malignomen im Hals und
Kopfbereich und bei ZNS-Tumoren verwendet.

Mittelhohe (MDMTX, 100-1000 mg/m?) und hohe Dosierungen (HDMTX,
> 1000 mg/m?) werden immer dann eingesetzt, wenn schlecht perfundierte Tumore
(z.B. Osteosarkome) erreicht werden sollen oder zytotoxische Konzentrationen im
ZNS erforderlich sind (Malignome im Kopf-Hals-Bereich, ZNS-Tumore, ZNS-
Prophylaxe bei der ALL und NHL). Daruber hinaus werden hohe Dosen an MTX
eingesetzt, um Resistenzen zu Uberwinden, die sich durch einen reduzierten MTX-
Membrantransport auszeichnen. In solchen Fallen werden rein durch passive
Diffusion zytotoxische Konzentrationen in den Zellen aufgebaut. Die Verabreichung
mittelhoher und hoher MTX-Dosen erfordert, neben einer ausreichenden Hydrierung
und Urin-Alkalisierung, zum Schutz gesunder Wechselgewebe (insbesondere
Schleimhaute, gastrointestinale Epithelien, Knochenmark) eine Rescue-Therapie mit
Calciumfolinat (N°-Formyltetrahydrofolat). Calciumfolinat wird rasch in N'°-FTHF, und
N°® N'°-MTHF umgewandelt, so dass eine ausreichende Bereitstellung aktivierter C1-
Einheiten fur die Purin- und Pyrimidinsynthese gewahrleistet ist (s. Abb. 1-6). Die
Rescue-Therapie muss spatestens 42-48 h nach Beginn der MTX-Infusion eingeleitet
werden. Die zu verabreichende Dosis an Calciumfolinat richtet sich nach den

individuell bestimmten MTX-Serumkonzentrationen.
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Aufgrund der lymphostatischen Wirkung wird MTX auch zur Therapie der
generalisierten Psoriasis vulgaris und der rheumatoiden Arthritis eingesetzt. Bei

diesen Krankheitsbildern wird MTX in einer Dosierung von 5-25 mg/Woche gegeben.

1.2.5 Neurotoxizitat von MTX

MTX wird bei ordnungsgemafler Anwendung durch einen erfahrenen Onkologen
auch in hohen Dosen relativ gut vertragen. Zwischenzeitlich auftretende
Nebenwirkungen betreffen insbesondere schnell proliferierende Gewebe, wie
Schleimhaute (Mucositis) und das Knochenmark (Myelosuppression). Gelegentlich
kommt es zu Nieren-, Leber- und Hautschadigungen (Erytheme, exfoliative
Dermatitis). All diese unerwunschten Wirkungen sind in der Regel reversibel und
fuhren selten zum Abbruch der Therapie.

Die MTX-induzierte Neurotoxizitat hingegen stellt, insbesondere dann, wenn sie
einen chronischen Verlauf annimmt, eine aulerst ernsthafte Komplikation dar,
therapeutische Optionen fehlen bislang. Sie tritt insbesondere nach HDMTX auf, eine
gleichzeitige Bestrahlung oder die intrathekale Gabe von MTX (ITMTX) erhéhen das
Risiko'"’. Ferner ist gezeigt worden, dass auch kumulativ hohe Dosen das Entstehen

der Neurotoxizitat begiinstigen 3.

1.2.5.1 Klinische Symptomatik

Die MTX-induzierte Neurotoxizitat wird nach ihrem zeitlichen Verlauf in die akute,
subakute und chronische Form eingeteilt (s. Tab. 1-4).

Die akute Form tritt ein bis zwei Tage nach HDMTX auf. Die Patienten leiden unter
Schlafrigkeit,  Verwirrung,  Desorientiertheit und  Krampfanfallen'% "4,
Insbesondere nach ITMTX findet man eine akute Arachnoiditis, eine Entzindung der
Hirn- und Ruckenmarkshaut, die mit einer Pleocytose (Erhéhung der Zellzahl im
Liquor) verbunden ist'"®""®""7 " Sje ist in aller Regel von Kopfschmerzen, Ubelkeit,
Erbrechen und Fieber begleitet und klingt nach ca. 3 Tagen ab''%""8,

Symptome der subakuten Neurotoxizitat zeigen sich mehrere Tage nach der MTX-
Initialtherapie. Teilweise kdnnen aber auch Wochen verstreichen, bis das Bild der

subakuten Form manifest wird''®. Im Vordergrund steht eine Enzephalopathie, die
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sich klinisch mit affektiven Stérungen, Verwirrung, Krampfen, Lahmungs-
erscheinungen (insbesondere Hemiparesen) und Sprachstérungen (Dysphasie,

Dysarthrie) Zeigt11o,115,120-123_

Diese Enzephalopathie ist in aller Regel voll
reversibel'™""%'* " Sje wird aufgrund des klinischen Bildes auch als ,stroke-like-
syndrom* bezeichnet. ITMTX erhoht das Risiko, eine schmerzhafte Myelopathie mit
Paraparesen bzw. Paraplegien zu entwickeln''®*'?1%  Seltener sind sowohl das
Gehirn als auch das Ruckenmark betroffen (Myeloenzephalopathie). Diese Variante
ist mit schwerwiegenden neurologischen Ausfallen verbunden und besitzt in

ausgepragten Fallen eine infauste Prognose'?’.

Tab. 1-4: Formen der MTX-induzierten Neurotoxizitat.

Form Eintritt nach MTX-Gabe Klinische Symptome

Akut Nach 1-2 Tagen Schlafrigkeit, Verwirrung, Krampfe,
chemische Arachnoiditis mit Kopf-
schmerzen, Ubelkeit, Erbrechen und
Fieber

Subakut Nach Tagen bis Wochen Enzephalopathie mit Hemiparese, Ataxie,
Sprachstdrungen, Krampfen, Verwirrung
und affektiven Stérungen; Myelopathie
mit schmerzhaften Empfindlichkeits-
stdérungen in den Beinen, Paraplegie und
Blasenfunktionsstérungen

Chronisch  Nach Monaten, teilweise Lern- und Gedachtnisstdérungen, Ver-
erst Jahre spater minderung des Intelligenzquotienten,
Leukenzephalopathie mit Verwirrung,
Krampfen, Ataxie, Quadriparese, Dys-
phasie, Demenz, Koma, Tod

Monate bis Jahre nach einer Behandlung mit MTX kann sich eine chronisch progre-
diente Form entwickeln, die durch eine Leukenzephalopathie, eine demyelinisierende
Enzephalomyelitis, gepragt ist. Diese Form tritt insbesondere dann auf, wenn
Patienten MTX sowohl intravends als auch intrathekal verabreicht bekamen und

zusatzlich eine Bestrahlung erhielten'™. Charakteristische Symptome einer
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Leukenzephalopathie sind Desorientierung, Lahmungserscheinungen, Ataxie,
Sprach- und Sehstérungen, Krdmpfe sowie dementive Erscheinungen'?*28131,
Leichte Formen der Leukenzephalopathie kdnnen sich teilweise

119128132134 " qusgepragte hingegen verlaufen letal’®'*. Patienten, die

zurUckbilden
klinisch asymptomatisch  sind, konnen im Alltag durch Lern- und
Gedachtnisstorungen sowie einem verminderten Intelligenzquotienten auffallen.
Diese Defizite sind besonders stark ausgepragt, wenn im Rahmen der Therapie eine

Schadelbestrahlung stattgefunden hat'¢41,

1.2.5.2 Genese der Neurotoxizitat

Die Genese der Neurotoxizitat bleibt, obwohl seit Jahren intensiv beforscht, im
Wesentlichen unklar. Neben einer direkt toxischen Wirkung auf das

142

Nervengewebe *“, wird vor allem MTX-induzierten Veranderungen im Adenosin-,

Biopterin- und Homocystein-Stoffwechsel ein hoher Stellenwert beigemessen*4'*.
Die Interaktion des MTX mit diesen Stoffwechselwegen und mogliche Konsequenzen

werden nachfolgend erlautert.

Interaktion mit dem Adenosinstoffwechsel

MTX interagiert mit dem Adenosinstoffwechsel Uber die intermediar gebildeten MTX-
PG. Sie bedingen durch Hemmung der AICAR-Transformylase die Anhaufung von
AICAR, einem starken Inhibitor der AMP- und Adenosin-Desaminase, und
nachfolgend auch von Adenosin (s. Kap. 1.2.3).

Bernini et al. zeigten, dass Patienten, die mit HDMTX therapiert wurden, erhohte
Adenosinkonzentrationen im Liquor aufwiesen und dass Symptome einer akuten
Neurotoxizitdt durch die Gabe von Aminophyllin, einem Adenosin-

144

Rezeptorantagonisten, abgeschwacht werden konnten ™. Auch Peyriere et al.

konnten eine ausgepragte akute Neurotoxizitat mit Aminophyllin erfolgreich

behandeln'*®

. Prospektiv angelegte Studien mit einer grolReren Fallzahl fehlen
bislang, so dass bis dato nicht geklart ist, welchen Stellenwert die Interaktion mit dem

Adenosinstoffwechsel fir die Genese friher neurotoxischer Symptome besitzt.
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Interaktion mit dem Biopterinstoffwechsel

Tetrahydrobiopterin (THB) ist Cofaktor der Hydroxylierung von Phenylalanin, Tyrosin
und Tryptophan und somit essentiell fir die Biosynthese der Neurotransmitter
Dopamin und Serotonin. Die enzymatisch katalysierte Wiedergewinnung von THB
(aus Dihydrobiopterin)  erfolgt  Uber  die Dihydrofolatreduktase, die
N® N'°-Methylentetrahydrofolatreduktase oder die Dihydropteridinreduktase (DHPR)
(s. Abb. 1-8). Methotrexat beeinflusst alle drei Wege der Rickgewinnung von THB:
die Enzyme DHFR und DHPR'® werden direkt, die N°,N'-Methylen-THFR indirekt,
bedingt durch einen Mangel an reduzierten Folaten, gehemmt. THB kann bei
vollstandiger Blockade dieser drei Enzymsysteme nur Uber die Neusynthese aus
Guanosintriphosphat (GTP) geliefert werden.

Abelson et al. stellten bereits 1978 die Hypothese auf, dass ein MTX-induzierter
Mangel an THB zur verminderten Synthese von Dopamin und Serotonin fihrt und die
unzureichende Verfugbarkeit dieser Neurotransmitter flir das klinische Bild der
akuten bzw. subakuten Neurotoxizitat verantwortlich ist™’. Diese Theorie konnte bis
heute nicht bewiesen werden. Es existieren lediglich zwei Einzelfallberichte, die die
Hypothese von Abelson et al. stitzen. Aus dem einen geht hervor, dass ein Patient
mit subakuter Neurotoxizitat eine erniedrigte THB-Konzentration im Liquor besal’ und
dass die Gabe von DOPA, Carbidopa und 5-Hydroxytryptophan (so genannte
Substitutivtherapie bei Patienten mit Biopterinmangel) die Symptomatik des
Patienten verbesserte'*®. Der andere Fallbericht kam zu dem Ergebnis, dass nach
Verabreichung von HDMTX im Liquor eines Patienten weniger Abbauprodukte von
Dopamin (Homovanillinsaure) und Serotonin (Hydroxyindolessigsaure) gefunden
wurden'*®. Zwei groRere klinische Studien, durchgefiihrt jeweils an Kindern mit ALL,
offenbarten, dass HDMTX keine signifikante Veranderungen im Stoffwechsel des
Dopamins bzw. Serotonins bewirkt™® ', In-vitro-Versuche, einen Mangel an THB
durch MTX zu induzieren, scheiterten’'">®; wahrscheinlich liefert die Neusynthese
aus GTP ausreichend groRe Mengen an THB, sodass MTX, in therapeutischen

Dosen verabreicht, keine Verarmung des THB-Pools bewirkt'*°.
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Abb. 1-8: Interaktion von MTX mit dem Biopterinstoffwechsel. Abkirzungen:
7,8-DHB: Dihydrobiopterin, GTP: Guanosintriphosphat, 5-HT3: Serotonin, Phe:
Phenylalanin, Trp: Tryptophan, Tyr: Tyrosin; Enzyme: (1): Dihydrofolatreduktase
(DHFR), (2): N°,N'°-Methylentetrahydrofolatreduktase (N°,N'°-Methylen-THFR) (3):
Dihydropteridinreduktase (DHPR).

Interaktion mit dem Homocysteinstoffwechsel

MTX beeinflusst den Stoffwechsel des Homocysteins, indem es einen Mangel an N°-
Methyl-THF, dem Cofaktor der Methioninsynthase, induziert’®'**. Somit unterdriickt
MTX die Remethylierung zu Methionin, welche im Gehirn die wichtigste
Abbaureaktion von Homocystein darstellt (s. Kap. 1.1.1).

155-159

Erhohte Homocysteinkonzentrationen wurden sowohl im Plasma als auch im

Liquor76,160,161

von Patienten, die wegen einer onkologischen Erkrankung HDMTX
verabreicht bekamen, gefunden. Quinn et al. stellten die Hypothese auf, dass

insbesondere Mikroangiopathien und fokale neurologische Ausfalle, welche man bei
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Patienten mit MTX-induzierter = Neurotoxizitat = beobachtet, durch die
gefaRschadigende Wirkung des Homocysteins verursacht werden’. Kishi et al.
zeigten, dass Kinder, die im Rahmen einer Hochdosis-Chemotherapie mit MTX unter
Krampfanfallen litten, tendentiell hdhere Homocysteinkonzentrationen im Plasma
besafen als solche, die keine neurologischen Symptome aufwiesen'®.

Die Arbeitsgruppe um Quinn konnte in retrospektiv untersuchten Liquores von MTX-
behandelten Patienten auch die oxidativen Metaboliten des Homocysteins (CSA, CA,
HCSA, HCA), zum Teil (insbesondere CSA und HCA) in extrem hohen

Konzentrationen’® 16"

nachweisen. In den Liquores einer gleichzeitig untersuchten
Kontrollgruppe (gesunde Erwachsene) konnten die exzitatorischen Metaboliten des
Homocysteins (SEAA) hingegen nicht detektiert werden™. Interessanterweise
besal3en diejenigen Patienten, die neurotoxische Symptome aufwiesen, die hdchsten
SEAA-Konzentrationen.

Surtees et al. zeigten, dass unter einer HDMTX-Therapie die Konzentrationen an
SAM und Methionin im Liquor abfallen und dass die gemessenen SAM-
Konzentrationen invers mit den Konzentrationen an MBP (Myelin basisches Protein),
einem Marker fiir die Demyelinisierung, korrelierten'*. Kishi et al. zeigten, dass zwei
ALL-Patienten mit ausgepragter Leukenzephalopathie einen deutlich niedrigeren
SAM/SAH-Quotienten besallen, als sieben ALL-Patienten, die klinisch unauffallig
waren'®®. Beide Studien geben starke Hinweise dafiir, dass ein MTX-induziertes
Methylierungsdefizit dazu beitragt, dass sich eine chronische Form der MTX-
Neurotoxizitat entwickelt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass aufgrund der bisher
durchgefuhrten Studien, nicht zuletzt aber auch wegen der sehr vergleichbaren
klinischen ~ Symptomatik  von MTX-Neurotoxizitat und  (ausgepragtem)
Methylierungsdefizit (s. Kap. 1.1.3), vieles daflir spricht, dass als Hauptausloser der
MTX-Neurotoxizitat die gestorte Remethylierung des Homocysteins in Frage kommt.
Homocystein und seine exzitatorischen Metaboliten sowie eine verringerte
Methylierungskapazitat sind Mediatoren dieser Toxizitat. Ein eindeutiger Beweis
dieser These ist allerdings bis heute, nicht zuletzt aufgrund mangelhaften

Studiendesigns und zu geringer Fallzahlen, nicht erbracht worden.
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1.3  Problemstellung und Zielsetzung

Die neurotoxische Wirkung von Methotrexat wird unter anderem auf Methotrexat-
induzierte  metabolische Veranderungen zurlckgefuhrt. Es scheint sich
herauszukristallisieren, dass insbesondere Veranderungen im Homocystein-
stoffwechsel eine Bedeutung fur die Genese neurotoxischer Symptome zu haben
scheinen.

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass unter einer Chemotherapie mit
hochdosiertem Methotrexat einerseits Homocystein und dessen oxidative
Metaboliten im Plasma bzw. Liquor akkumulieren, andererseits Methionin und SAM
depletieren.

In der Regel wurden diese Daten punktuell, d.h. oft nur zu einem bestimmten
Zeitpunkt der Chemotherapie, erhoben. Die quantitative Beschreibung einer
veranderten Verstoffwechslung von Homocystein im Verlauf einer Chemotherapie mit
HDMTX fehlt bislang oder ist nur ansatzweise vorhanden.

Besonders sparlich sind die Informationen dariber, wie sich die gestorte
Metabolisierung von Homocystein, bedingt durch eine intravendse oder intrathekale
Verabreichung von MTX, auf das zentrale Nervensystem (ZNS) auswirkt. Dies ist von
besonderem Interesse, wenn man berucksichtigt, dass im ZNS weder die Betain-

13,163 14,164 Zzur

Homocystein-Methyltransferase noch die Cystathionin-R-Synthase
Verstoffwechslung von Homocystein zur Verfligung steht. Aufgrund dieser Tatsache
sollte eine Methotrexat-induzierte gestorte Remethylierung zu Methionin, bedingt
durch einen Mangel an N°-Methyltetrahydrofolat, einen besonders deutlichen Anstieg
der Homocysteinkonzentration im ZNS nach sich ziehen. Darlber hinaus sollten —
bedingt durch die Akkumulation des Homocysteins — auch die Konzentrationen an
SAH und den oxidativen Metaboliten des Homocysteins im Verlauf der

Chemotherapie ansteigen.

Um ein besseres Bild bezuglich MTX-induzierter Veranderungen des Homocystein-
stoffwechsels zu gewinnen und um die Bedeutung dieser Veranderungen auf die
Genese der Neurotoxizitat zu evaluieren, wurde zum Ziel gesetzt, neben Methotrexat
gleichzeitig alle Substanzen, die in den Stoffwechsel des Homocysteins involviert

sind und denen eine pathophysiologische Rolle bei der Genese der Neurotoxizitat
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zukommen konnte, in Proben von Tumorpatienten, die eine Hochdosis-
Chemotherapie mit Methotrexat erhalten, zu bestimmen. Ausgewahlt wurden:

o N°-Methyltetrahydrofolat

e Homocystein

e Metaboliten des Homocysteins: HCSA, HCA

¢ S-Adenosylmethionin/S-Adenosylhomocystein

e Cystein

e Metaboliten des Cysteins: CSA, CA

e Glutathion

Zusatzlich wurde festgelegt, die Konzentrationen von MTX im Liquor zu bestimmen.
Die Bestimmung von MTX, N°-Methyltetrahydrofolat und SAM/SAH im Liquor wurde
von der Projektpartnerin Frau Sandra Vezmar (Dissertation in Vorbereitung)
ubernommen.

Als Patientenkollektive wurden ALL-Patienten und Patienten mit primaren
Lymphomen des ZNS ausgewahlt, die im Rahmen ihrer Behandlung keine
Bestrahlung erhielten. Diese Kollektive stellen ein hochst interessantes Patientengut
dar, da sie im Rahmen der Chemotherapie mit HDMTX behandelt werden und daher
MTX-induzierte Veranderungen des Homocysteinstoffwechsels besonders stark
ausgepragt sein sollten. Ferner ist die Inzidenz der Neurotoxiziat bei diesen
Patienten recht hoch, was nicht zuletzt mit den relativ aggressiven
Therapieprotokollen zusammen hangt. Bei ALL-Patienten treten beispielsweise

Symptome der akuten bzw. subakuten Neurotoxizitat in 1-20 %''%1%°

112,132

und Symptome
der chronischen Neurotoxizitat in 5-40 % aller Falle auf.

Von Vorteil ist des Weiteren, dass Liquorproben bei diesen Patienten leicht erhaltlich
sind, da die Patienten zur Verabreichung der Zytostatika vergleichsweise haufig
lumbal oder intraventrikular punktiert werden. Da neurotoxische Wirkungen das
zentralnervose Kompartiment betreffen, sollte der Analyse von Liquorproben ein
hoherer prognostischer Stellenwert zukommen als der Analyse von Plasmaproben.
Um die obigen Ziele zu erreichen, wurden im Rahmen dieser Arbeit folgende

Schwerpunkte gesetzt:
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. Entwicklung und Validierung einer CE-Trennmethode zur simultanen
Bestimmung schwefelhaltiger, exzitatorischer Aminosauren (HCSA, HCA,
CSA, und CA) im Liquor

. Entwicklung und Validierung einer HPLC-Methode zur Bestimmung von
Homocystein, Cystein und Glutathion im Liquor

. Entwicklung und Validierung einer HPLC-Methode zur Bestimmung von
Methotrexat und 5-Methyltetrahydrofolat (diese Aufgabe wurde von der
Projektpartnerin Frau Sandra Vezmar Gbernommen)

. Untersuchung von Liquores und Plasmaproben von ALL- bzw.
Lymphompatienten mittels dieser Methoden

e Beschreibung bzw. Quantifizierung des Einflusses von MTX auf den
Stoffwechsel des Homocysteins

e  Evaluierung eventuell auftretender neurotoxischer Symptome nach dem
Common Toxicity Criteria Katalog (in Kooperation mit den jeweils
verantwortlichen Arzteteam)

. Identifizierung von Risikofaktoren (Biomarkern) fur die Neurotoxizitat von

Methotrexat
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2 Material und Methoden

21 Materialien

Ein Markenname kann warenrechtlich geschutzt sein, auch wenn ein Hinweis darauf

fehlt.
2.1.1 Chemikalien und Reagenzien
Acetonitril

N-Acetylcystein (NAC)
4-(Aminosulfonyl)-7-Fluor-Benzofurazan
(ABDF)

L-Asparaginsaure (ASP)

Borsaure

5-Carboxyfluorescein-
succinimidylester (CFSE)

L-Cystein (CYS)

L-Cysteinsulfinsaure (CSA)
L-Cysteinsulfonsaure, Monohydrat (CA)
N, N-Dimethylformamid (DMF)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA,
Dinatriumsalz)

FPIA-Puffer

L-Glutaminsaure (GLU)

Glutathion (GSH)

HCI-Lésung (1 M)

L-Homocystein (HCY)
L-Homocysteinsulfinsaure (HCSA)

L-Homocysteinsulfonsaure (HCA)

Promochem GmbH, Wesel
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm
Fluka Chemie AG, Neu-Ulm
Molecular Probes, Eugene, USA

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

ABBOTT GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Grissing, Filsum

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

IMx® Homocystein-Kalibratoren ABBOTT GmbH & Co. KG, Wiesbaden
ABBOTT GmbH & Co. KG, Wiesbaden

ABBOTT GmbH & Co. KG, Wiesbaden

IMx® Homocystein-Kontrollen

IMx® Probenspiillésung
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IMx® Reagenzienpackung ABBOTT GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Kaliumdihydrogenphosphat Fluka Chemie GmbH, Neu-Ulm
Methanol (MeOH) Merck, Darmstadt

NaOH-Lésung (0,1 M und 1 M) Riedel de Haén AG, Seelze
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Phosphorsaure, 85% (V/V) Fluka Chemie GmbH, Neu-Ulm
Purelab™ Plus-Wasser USF, Ransbach-Baumbach
Tributylphosphin (TBP) Fluka Chemie GmbH, Neu-Ulm

Zusammensetzung der verwendeten Reagenzien:

IMx® Homocystein Reagenzienpackung
Die Homocystein-Reagenzienpackung besteht aus insgesamt vier Losungen
folgender Zusammensetzung:
e Losung A (Vorbehandlungsldsung): enthalt Dithiothreitol (DTT) und Adenosin;
Stabilisator: Zitronensaure
e Losung B: enthalt S-Adenosyl-L-Homocystein-Hydrolase (Rind) in Phosphat-
Puffer; Konservierungsmittel: Natriumcitrat
e Losung C: enthalt Anti-S-Adenosyl-L-Homocystein-Antikdrper (Maus, mono-
klonal) in Phosphat-Puffer; Konservierungsmittel: Natriumcitrat
e Losung D: enthalt S-Adenosyl-L-Cystein-Fluorescein-Tracer in Phosphat-
Puffer; Konservierungsmittel: Natriumcitrat
IMx® Homocystein-Kalibratoren
S-Adenosyl-L-Homocystein in Phosphat-Puffer in den folgenden Konzentrationen:
0,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 uM.
IMx® Homocystein-Kontrollen
L-Homocystein in behandeltem Humanserum in den folgenden Konzentrationen: 7,0;
12,5; 25,0 uM.
IMx® Probennadel-Spiillésung
2 % (VIV) Tetraethylammoniumhydroxid-Losung (TEAH)
FPIA-Puffer
0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4), 0,1 g/L Rindergammaglobulin und 0,5 g/L

Natriumcitrat
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2.1.2 Verwendete Losungen und Puffer

ABDF-Stammlosung

ABDF 4,3 mg

0,1 M Boratpuffer, pH 8,0 ad 2,0 mL
NAC-Stammldsung

NAC 8,2 mg

0,1 M Boratpuffer, pH 8,0 (+ 2 mM Na,EDTA) ad 5,0 mL
ASP-Stammldsung (0,01 M)

ASP 6,7 mg

0,1 M Boratpuffer, pH 8,9 ad 5,0 mL
Boratpuffer (0,1 M, pH 8,0-9,5)

Borsaure 618,3 mg

Purelab™ Plus-Wasser ad 100,0 mL

(mit 1 M NaOH auf den jeweiligen pH-Wert eingestellt)
Boratpuffer (0,1 M, pH 8,0), Na,EDTA-haltig

EDTA-Stammldsung 1,0 mL

0,1 M Boratpuffer, pH 8,0 ad 100,0 mL
CA-Stammlésung

CA 9,4 mg

0,1 M Boratpuffer, pH 8,9 ad 5,0 mL
CFSE-Stammlésung (0,01 M)

CFSE 4,7 mg

DMF ad 1,0 mL
CSA-Stammldsung (0,01 M)

CSA 7,7 mg

0,1 M Boratpuffer, pH 8,9 ad 5,0 mL
EDTA-Stammiésung (0,2 M)

Na,EDTA 8240 mg

0,1 M Boratpuffer, pH 8,0 ad 100,0 mL
HCY-Stammlésung (0,01 M)

HCY 6,8 mg

0,1 M Boratpuffer, pH 8,9 (+ 2 mM Na,EDTA) ad 5,0 mL
HCSA-Stammlésung (0,01 M)

HCSA 8,4 mg

0,1 M Boratpuffer, pH 8,9 ad 5,0 mL
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HCA-Stammlésung (0,01 M)

HCA 9,2 mg

0,1 M Boratpuffer, pH 8,9 ad 5,0 mL
GLU-Stammldsung (0,01 M)

GLU 7,4 mg

0,1 M Boratpuffer, pH 8,9 ad 5,0 mL
Phosphatpuffer (pH 2,0)

Kaliumdihydrogenphosphat 13,6 g

Purelab™ Plus—Wasser ad 1000,0 mL

(mit 85%iger Phosphorsaure auf pH-Wert 2,0 eingestellt)
SDS-Stammldsung (0,1 M)

SDS 2884 mg

0,1 M Boratpuffer, pH 9,0 ad 100,0 mL
Tributylphosphin-Ldsung, 20 % (V/V)

TBP 0,2mL

N, N-Dimethylformamid ad 1,0 mL
2.1.3 Verbrauchsmaterialien
Einmalspritzen (10 mL) B. Braun Melsungen AG, Melsungen
IMx®-Glaskiivetten (10 mL) ABBOTT GmbH & Co. KG, Wiesbaden
IMx®-Probengefale ABBOTT GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Kapillaren Beckman-Coulter, Fullerton, USA

(fused silica, 75 ym ID, 365 ym OD)

Membran-Filter (0,22 ym, Celluloseacetat) Macherey-Nagel, Duren

Pipettenspitzen Brand GmbH & Co., Wertheim
Probengefalde (2,0 mL) Sarstedt, Numbrecht
Probengefalldeckel Sarstedt, NiUmbrecht
Reaktiongefalle (0,5 mL) Eppendorf AG, Hamburg
21.4 Gerate

Analysenwaage Kern 770 Gottlieb Kern & Sohn, Albstadt
Einkanal-Pipetten (10-1000 pL) Fisher Scientific, Schwerte

Magnetrihrer RMH71 Gerhardt GmbH & Co. KG, Konigswinter
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pH-Meter inoLab pH level 2 WTW, Weilheim

Probenmixer Gesellschaft fur Laborbedarf, Wirzburg
Reinstwasseranlage Purelab™ Plus USF, Ransbach—Baumbach

Savant Speed-Vac® (SC 110) ThermoQuest™ Analytische Systeme

GmbH, Egelsbach
Ultraschallbad Sonorex Super RK 103 H  Bandelin, Berlin
Wasserbad MGW Lauda RM 6 Werk Lauda, Lauda-Konigshofen
Zentrifuge (Microfuge® Lite) Beckman-Coulter, Fullerton, USA

Kapillarelektrophorese
P/ACE® 5510 Beckman-Coulter, Fullerton, USA
Dioden-Array-Detektor, Beckman-Coulter, Fullerton, USA
UV-Absorptionsdetektor,
LIF-Detektor, Argon lon Laser
Kapillaren Beckman-Coulter, Fullerton, USA
(fused silica, 75 ym ID, 365 ym OD)
P/ACE Station software (Version 1.21) Beckman-Coulter, Fullerton, USA

HPLC-System

L-6200 Intelligent Pump Merck-Hitachi, Darmstadt
L-6000 Pump Merck-Hitachi, Darmstadt
Interface D-6000 Merck-Hitachi, Darmstadt
Autosampler AS-2000A Merck-Hitachi, Darmstadt
Fluoreszenzdetektor L-7480 Merck-Hitachi, Darmstadt
Kromasil® 100-5 C 18-Saule Macherey-Nagel, Diren
(150 x 4,6 mm)

Nucleodur® 100-3 C 18-Vorsaule Macherey-Nagel, Duren
(8 x 3 mm)

Model D-7000 Chromatography Merck-Hitachi, Darmstadt

Station software

Fluoreszenzpolarisationsimmunoassay (FPIA)
IMx®-System ABBOTT GmbH & Co. KG, Wiesbaden
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TDx®-Probenkarussel ABBOTT GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Kartusche ,Metabolic” ABBOTT GmbH & Co. KG, Wiesbaden

2.2 CE-Analytik

2.2.1 Grundlagen der Kapillarelektrophorese

Der prinzipielle Aufbau eines CE-Systems ist in Abb. 2-1 schematisch gezeigt. Die
Hauptelemente der Kapillarelektrophorese sind demnach die Kapillare selbst, zwei
Puffergefale, die den so genannten Lauf- oder Trennpuffer beherbergen, eine
Hochspannungsquelle, die Uber zwei Platin-Elektroden mit den beiden Puffergefallen
verbunden ist, ein Detektor und ein System zur Datenerfassung.

Das bei weitem am haufigsten eingesetzte Kapillarmaterial ist fused-silica (amorphes
Glas), welches sich durch UV-Transparenz auszeichnet. Um die mechanische
Stabilitdt zu erhdhen, ist die fused-silica Kapillare mit einer diunnen Polyimidschicht
Uberzogen. In einem bestimmten Abstand zum Ein- bzw. Auslassende der Kapillare
(engl. capillary inlet und outlet) wird diese Polyimidschicht mechanisch oder durch
Abbrennen entfernt, um ein Detektionsfenster zu schaffen. Ublicherweise ist die
Elektrode am Kapillareinlass als Anode, die am Kapillarauslass als Kathode
geschaltet. Die Injektion der Probe kann entweder elektrokinetisch, wobei die Probe
durch Anlegen einer Hochspannung elektrophoretisch in die Kapillare transportiert
wird, oder hydrodynamisch erfolgen.

Die am haufigsten eingesetzte Detektionsmethode ist die Messung der UV-
Absorption. Prinzipiell ist dies bei einer fest eingestellten Wellenlange oder tUber
einen grolReren Wellenlangenbereich (Diodenarray-Detektion) moglich. Bedingt
durch die kurze optische Weglange, die durch den Innendurchmesser der Kapillare
festgelegt ist, ist die Konzentrationsempfindlichkeit relativ gering; die
Detektionsgrenze liegt bei ungefahr 1 uM. Weitere gebrauchliche Detektoren sind der
elektrochemische Detektor, der Brechungsindexdetektor, das Massenspektrometer
und der Laser-induzierte Fluoreszenz-Detektor (LIF-Detektor). Die LIF-Detektion
stellt die zur Zeit empfindlichste Detektionsmethode dar. Nicht selten kann die

Empfindlichkeit im Vergleich zur UV-Detektion um den Faktor 1000 erhéht werden.
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Kommerziell erhaltiche CE-Systeme arbeiten vollautomatisch; Steuerung und

Datengewinnung erfolgen EDV gestutzt.

Detektor
|

Kapillare f

Puffer- _|
P reservoir ~
Anode Kathode

4

Hochspannungsquelle

Abb. 2-1: Schematischer Aufbau eines CE-Systems.

Trennprinzip

Kapillarelektrophoretische Trennungen beruhen auf unterschiedlichen Wanderungs-
geschwindigkeiten (v) geladener Teilchen im elektrischen Feld. Die Geschwindigkeit
der lonen ist gemaf nachstehender Formel von der elektrophoretischen Mobilitat (ue)

und der elektrischen Feldstarke (E) abhangig:

v=u. E Gl. 2-1

Die elektrophoretische Mobilitat eines Teilchens wird nach dem Stokes’schen Gesetz

durch den Ladungs-Masse-Quotienten bestimmt:

u =—> Gl. 2-2
6.”r7]

u, = elektrophoretische Mobilitat
g = Ladung
r = Radius

n = Viskositat
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Gl. 2-2 ist zu entnehmen, dass insbesondere kleine, hochgeladene Teilchen eine
hohe Mobilitat haben. Die Wanderungsrichtung hangt von der Ladung ab; Kationen
wandern zur Kathode, Anionen zur Anode.

Die effektive Mobilitat Iasst sich anhand experimenteller Daten gemal Gl. 2-3

ermitteln:

L-L,

— Gl. 2-3
U-t,

ﬂ eff =

U, = effektive elektrophoretische Mobilitat

L = Gesamtlange der Kapillare

L, = effektive Kapillarlange (Lange bis zum Detektionsfenster)

U = angelegte Spannung

t, = Migrationszeit

Elektroendosmotischer Fluss

Die Tatsache, dass bei normaler Polung (Anode am Kapillareinlass, Kathode am
Kapillarauslass) auch Neutralteilchen und sogar Anionen detektiert werden kénnen,
ist durch den elektroendosmotischen Fluss (EOF) begriindet. Voraussetzung fur den
EOF ist, dass Silanolgruppen der fused-silica Kapillare im deprotonierten Zustand
vorliegen. Die Deprotonierung der Silanolgruppen (sie setzt bei pH-Werten > 2 ein)
fuhrt zu einer negativen Aufladung der Kapillarinnenwand (s. Abb. 2-2). Die Folge ist
eine Anlagerung von Kationen und die Bildung einer Ladungsdoppelschicht. Da die
negativen Ladungen durch diese fest fixierten Kationen nicht kompensiert werden,
lagern sich weitere Kationen an. Es bildet sich eine diffuse Grenzschicht
(Sternschicht).

Beim Anlegen einer Spannung wandern die solvatierten Kationen der Sternschicht
Richtung Kathode. Aufgrund des geringen Kapillarinnendurchmessers bewegt sich
im Prinzip die gesamte Pufferldsung zur Kathode (EOF). Da die treibende Kraft des
EOF Uber die gesamte Kapillare wirkt und Flussigkeitsschichten mit einem Abstand
von 10 nm zur Kapillarwand bereits gleichféormig bewegt werden, entsteht ein

flaches, stempelformiges Stromungsprofil (s. Abb. 2-2).
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Detektion

_____________________________ Ladungs-

CICICICICICICICICICICICICICICIC R
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©,

©)
Pp@ 00| 200,0p 6

Abb. 2-2: Entstehung des elektroendosmotischen Flusses einer Fused-Silica-

Kapillare.

Die Mobilitdt des EOF () ist abhangig vom Zetapotential (¢ ), dem Potential in

der Scherebene zwischen der fest fixierten Doppelschicht und der Sternschicht,

sowie der Dielektrizitatskonstante und Viskositat des Puffers:

u, =4 Gl. 2-4

U, = elektrophoretische Mobilitat des EOF
{ = Zetapotential

¢ = Dielektrizitatskonstante

n = Viskositat

Bei normaler Polung tragt der EOF dazu bei, dass die Analyten schneller detektiert
werden; er Uberlagert die elektrophoretische Wanderung der Analyten. Die effektive

Mobilitat eines Analyten (u,, ) ergibt sich aus der vektoriellen Summe der g, und

eff

der u,:

My = Hipor T H, Gl. 2-5
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Der Gleichung ist zu entnehmen, dass Anionen, die gegen den EOF wandern
(Kontramigration) nur detektiert werden konnen, falls die Mobilitat des EOF die
Mobilitat des Anions Ubersteigt.

Der EOF spielt bei kapillarelektrophoretischen Untersuchungen zur Detektion und
Trennung von Substanzen eine entscheidende Rolle. Bei normaler Polung wird die

Auflésung durch Erniedrigung des u,,, verbessert. Prinzipiell kann dies durch eine

Anderung der Ladungsverhaltnisse an der Kapillaroberflaiche oder durch eine
Verdnderung der Pufferviskositat erzielt werden. Eine Ubersicht (ber

Beeinflussungsmaoglichkeiten des EOF liefert Tab. 2-1.

Tab. 2-1: Méglichkeiten zur Beeinflussung des EOF.

Parameter Auswirkung auf Bemerkungen
den EOF
Elektrische EOF 1, falls E1T Bei hdheren E: kirzere Analysenzeiten,
Feldstarke (E) gleichzeitig aber auch geringere Auflo-

sung und starkere Joule’sche Erwarmung

pH-Wert des EOF 1, falls pH 1 Beeinflusst auch die Ladung der Analyten
Laufpuffers und somit deren elektrophoret. Mobilitat

Pufferkonzentration EOF 1, falls Hohe Konzentrationen fihren zu hohen
(lonenstarke) Konzentration | Stromen und starker Joule’scher Erwar-
mung

Beeinflusst stark die Peakform

Temperatur EOF 1, falls Verandert die Viskositat des Puffers (wie
Temperatur 1 die Feldstarke leicht instrumentell steuer-
bar)
Organische EOF | Verandern Viskositat,
Losungsmittel Dielektrizitatskonstante etc.
Tenside EOF 1 oder |  Anionische und neutrale Tenside: zur

oder Umkehr  Erhohung der Auflosung, kationische
(je nach Tensid) Tenside: zur EOF-Umkehr

Kapillarbelegungen EOF | bzw. Belegte Kapillaren werden insbesondere
(Coatings) vollige im Rahmen der Kapillargelelektrophorese
Ausschaltung  (CGE) eingesetzt, reduzieren die
des EOF Adsorption von Proteinen
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Sehr einfach und effektiv kann der EOF durch Veranderung der lonenstarke oder des

pH-Wertes des Trennpuffers modifiziert werden.

Anreicherung bei der Probenaufgabe (sample stacking)

Eine Aufkonzentrierung der Probe in der Kapillare Iasst sich erreichen, indem man
die Probe in einem Puffer 10st, der eine geringere Leitfahigkeit als der Laufpuffer
besitzt. Aufgrund der hoheren Feldstarke in der Probenldsung — die Feldstarke ist der
Leitfahigkeit invers proportional — werden die Analyten der Probe bis zur Grenzflache
zwischen Laufpuffer und Probenlésung beschleunigt. Bei Eintritt in den Laufpuffer
werden die Teilchen der Probe abgebremst, so dass die Probe an der Grenze zum
Laufpuffer aufkonzentriert vorliegt. Da unterschiedliche elektrische Feldstarken fur
die Probenanreicherung verantwortlich sind, spricht man auch von ,Electro-

Stacking®. Das Prinzip des Electro-Stacking ist in Abb. 2-3 dargestellt.

++++++++++++ ++++++++++++ A+
Puffer Puffer Puffer Probenzone Puffer
o O e ®
o> o» Q Q 8
o2 2 O 8 o) ©]
(oF 2 ®
++++++++++++ ++++++++ A+

Abb. 2-3: Electro-Stacking bei normaler Polung (Kathode detektorseitig). Linke
Abbildung: kurz nach der Injektion der Probe werden die Teilchen der Probe durch
die hohe elektrische Feldstdrke der Probenzone beschleunigt. Rechte Abbildung:
Aufkonzentrierte Banden gegen Ende des Stacking; Kationen konzentrieren sich am
vorderen Ende der Probenzone auf, Anionen am hinteren Ende. Neutrale Teilchen

reichern sich in der Mitte der Probenzone an.

Rein theoretisch sollte das Stacking umso ausgepragter sein, je hoher der
Unterschied der elektrischen Feldstarke ist. In der Praxis wird die Aufkonzentrierung
durch laminare Flusse, die aus lokal unterschiedlichen elektroosmotischen
Geschwindigkeiten resultieren, sowie durch eine Temperaturerhdhung in der

Probenzone, induziert durch die hohe Feldstarke, begrenzt. Beide Effekte fihren zur
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Bandenverbreiterung und wirken daher dem Stacking entgegen. In der Regel werden
gute Aufkonzentrierungseffekte erzielt, wenn die Probe in einem Puffer gelost wird,

dessen Konzentration zehnfach geringer ist als die des Laufpuffers'®®.

Micellare elektrokinetische Chromatographie
Die micellare elektrokinetische Chromatographie (MEKC) stellt eine Hybridtechnik
aus Elektrophorese und Chromatographie dar, die Anfang der 80er Jahre durch

Terabe et al."®’

entwickelt wurde. Sie erlaubt die Auftrennung von Neutralmolekilen
durch unterschiedliche Verteilung zwischen einer wassrigen, mobilen Phase und
einer lipophilen, pseudostationaren Phase. Die lipophile Phase wird hierbei von
Micellen gebildet. Als Micellbildner werden Detergenzien benutzt, die eine hohe UV-
Durchlassigkeit besitzen. Sie werden dem Laufpuffer hinzugesetzt und muassen
daher eine hinreichende Loslichkeit in diesem besitzen. Weit verbreitet ist der
Einsatz anionischer Detergenzien. Am haufigsten wird Natriumdodecylsulfat (sodium
dodecylsulfate, SDS) eingesetzt. Die Micellen besitzen im Innern einen hydrophoben
Kern und sind nach aul3en geladen, wodurch eine elektrophoretische Mobilitat erzielt
wird. Da anionische Micellen eine elektrophoretische Mobilitat zur Anode aufweisen,
konnen sie nur bei hinreichend starkem EOF detektiert werden. Die Analyten
verteilen sich in Abhangigkeit ihrer Lipophilie zwischen dem Puffer und dem
hydrophoben Innern der Micellen, die aufgrund der Eigenmobilitat pseudostationare
Phasen darstellen. Das Prinzip der MEKC ist in Abb. 2-4 dargestellt. Polare Analyten
(in der Abb. 2-4 Ap genannt) zeigen keine Wechselwirkung mit der Micelle und
wandern daher mit der Geschwindigkeit des EOF (t). Lipohile Analyten (in der Abb.
2-4 A genannt) hingegen werden von den Micellen eingeschlossen und wandern mit
deren Geschwindigkeit zum Detektor (tmc). Substanzen, die bezlglich ihrer Lipophilie
zwischen Ap und A_ liegen, werden demzufolge im Zeitfenster t,—to detektiert.

Heutzutage beschrankt sich der Einsatzbereich der MEKC nicht nur auf die Trennung
neutraler Verbindungen. Sie wird im steigenden Malde auch zur Verbesserung der
Auflosung geladener Teilchen mit &ahnlichen elektrophoretischen Mobilitaten
eingesetzt. Durch den zusatzlichen Trennmechanismus der Verteilung konnen

extrem hohe Trennscharfen erreicht werden.
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Abb. 2-4: Schematische Darstellung des Trennprinzips der MEKC. A,: polarer Analyt,

A/ lipophiler Analyt; anionische Micelle (z.B. aus SDS) als pseudostationére Phase.

2.2.2 Entwicklung eines Trennsystems zur Bestimmung von schwefel-

haltigen exzitatorischen Aminosauren (SEAA)

Zur Klarung der Frage, ob untypische Metaboliten des Homocysteins (bzw. Cysteins)
im Liquor von Tumorpatienten, die unter einer hochdosierten Therapie mit MTX
stehen, akkumulieren, wurde eine kapillarelektrophoretische Trennmethode
entwickelt, die die sensitive Bestimmung der Metaboliten HCSA, HCA, CSA und CA

im Liquor erlaubt.

Trennsystem und Detektion

Alle Messungen wurden mit einer 57 cm langen Kapillare (Fused-Silica)
durchgefuhrt. Der Innendurchmesser betrug 75 um. Die Analysenlésungen wurden
am anodischen Ende hydrodynamisch in die Kapillare eingebracht. Hierzu wurde ein
Druck von 0,5 psi (= 34,5 mbar) fur 5 s angelegt. Das injizierte Volumen ist abhangig
von der Temperatur und dem Kapillarinnendurchmesser. Bei einer Temperatur von
19 °C und einem Innendurchmesser von 75 um werden ca. 23 nL injiziert. Das
Probevolumen betrug somit ca. 1 % des Kapillarvolumens bis zum Detektionsfenster
(2209 nL).
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Zur Trennung der mehrfach negativ geladenen, derivatisierten Aminosauren wurden
nur solche Laufpuffer verwendet, die zu einem starken EOF fuhren. Die angelegte
Trennspannung betrug 25 kV.

Die Detektion erfolgte durch Messung der UV-Absorption bei 490 nm (Diodenarray-
Detektor) oder der Laser-induzierten Fluoreszenz bei 520 nm. Das Prinzip der LIF-

Detektion ist Abb. 2-5 zu enthehmen.

488 nm

Argon-Laser H Kapillare
Spiegel ! - v T
1 \ / —
! /
1 X < / AV
' \ il J A—
' l ' Parabolspiegel
1 1
488 nm \ 4 \ 4
Rejection-Filter l l
520 nm
Bandpass-Filter > andere A
520 nm
------ > 488 nm
Photo-Multiplyer-Tube PMT

Abb. 2-5: Prinzip der LIF-Detektion.

Derivatisierung

Als Fluoreszenzmarker zur Derivatisierung der SEAA wurde 5-Carboxy-
fluoresceinsuccinimidylester (CFSE) ausgewahlt. CFSE zeigt ein
Absorptionsmaximum bei 494 nm und kann daher effektiv durch die
Hauptspektrallinie eines Argon-Lasers (488 nm) angeregt werden. Dartber hinaus
zeichnet sich CFSE durch einen hohen molaren, dekadischen Extinktions-
koeffizienten (& =90.000 L'mol™cm™ bei pH 9,0'®) aus, was eine hohe Intensitat

des emittierten Fluoreszenzlichtes gewahrleistet.
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Da CFSE im geldsten Zustand selbst bei -20 °C instabil ist'®®, wurden die CFSE-
Stammlosungen (0,01 M in DMF) nach der Herstellung aliquotiert und das
Lésungsmittel DMF durch Anlegen von Vakuum entfernt (Speed-Vac®-System). Die
verbliebenen Rickstande wurden bei -20 °C eingefroren.

In allen Derivatisierungsreaktionen betrug die Konzentration an CFSE 1 mM.
Niedrigere Konzentrationen wurden ebenfalls eingesetzt, um Peaks von
Verunreinigungen bzw. Abbauprodukten in den Elektropherogrammen zu
minimieren, allerdings wurden die hochsten Ausbeuten mit der hoch konzentrierten
Ldsung erzielt. Als Derivatisierungspuffer wurden 0,1 M Boratpuffer (pH 8,5-9,4)
verwendet. Die Stammlésungen der Aminosauren wurden ebenfalls in 0,1 M
Boratpuffer hergestellt und bei -20 °C bzw. 2-8 °C gelagert. Die Derivatisierung
wurde, soweit nicht anders erwahnt, 30 min lang bei Raumtemperatur durchgefuhrt.
Im Falle der sensitiven LIF-Detektion wurde die Reaktionsmischung vor der Injektion
1:100 mit 0,01 M Boratpuffer (pH 8,9) verdinnt. Die Derivatisierung der SEAA mit
CFSE ist in Abb. 2-6 dargestellt.

I I

CSA: R= %—CHZ—S—OH HCSA: R= %—CHZCHZ—S—OH
i ?

CA: R= %—CHz—ﬁ—OH HCA: R= %—CHZCHZ—ﬁ—OH

Abb. 2-6: Derivatisierungsreaktion schwefelhaltiger exzitatorischer Aminoséuren mit
CFSE. CSA: Cysteinsulfinsdure, CA: Cysteinsulfonséure, HCSA: Homo-

cysteinsulfinsdure, HCA: Homocysteinsulfonséure.
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2.2.3 Methodenentwicklung

2.2.3.1 Trennung der derivatisierten SEAA

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde zuerst versucht, die markierten SEAA
innerhalb moglichst kurzer Zeit in einem Lauf zu trennen. Da die Intensitat des
emittierten Fluoreszenzlichtes bei Fluoresceinverbindungen stark pH-abhangig ist
— bei Carboxyfluoresceinderivaten wird ein Maximum ab pH 9 erreicht — wurden nur
basische Trennpuffer (pH 9,0) verwendet. Die derivatisierten SEAA lagen bei diesem
pH-Wert mehrfach negativ geladen vor, die kathodenseitige Detektion erforderte
daher einen relativ starken EOF.

Ausgehend von einem Laufpuffer bestehend aus 0,1 M Borat, pH 9,0 (Puffer A der
Tab. 2-2) wurden zur Optimierung der Trennung insbesondere der Effekt des
Micellbildners SDS wund des organischen Ldsungsmittels Methanol (MeOH)
untersucht. Die Tab. 2-2 zeigt die im Rahmen der Trennungsoptimierung

verwendeten Laufpuffer.

Tab. 2-2: Laufpuffer, die im Rahmen der Trennungsoptimierung verwendet wurden.

Puffer Puffersystem Additive Strom [pA]
A 0,1 M Borat, pH 9,0 66,8
B 0,1 M Borat, pH 9,0 SDS (20 mM) 81,0
C 0,1 M Borat, pH 9,0 SDS (50 mM) 102,0
D 0,1 M Borat, pH 9,0 SDS (50 mM), MeOH (5% V/V) 92,5

2.2.3.2 Optimierung der Derivatisierungsbedingungen

Im zweiten Schritt der Methodenentwicklung wurden die optimalen
Reaktionsbedingungen fur die Umsetzung der SEAA mit CFSE ermittelt. Hierbei
wurden insbesondere der Einfluss des pH-Wertes und der Inkubationsdauer

untersucht.
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Einfluss des pH-Wertes

Die Reaktivitat primarer Amine wird entscheidend von der Basizitat der Aminogruppe
gepragt. Die Basizitat ist abhangig von der Struktur des gesamten Molekuls und des
lonisierungsgrades der Aminogruppe, der wiederum vom pH-Wert der Ldsung
abhangt. Um aliphatische Amine mit acylierenden Reagenzien (wie z.B. CFSE)
umzusetzen, wird ein pH-Wert > 8,5 empfohlen®®. Problematisch ist, dass Succin-
imidylester im Alkalischen hydrolysieren, wobei die Hydrolysegeschwindigkeit umso
groRer ist, je alkalischer das Reaktionsmilieu ist'’®. Der optimale pH-Wert, der eine
maximale Reaktionsausbeute garantiert, ist daher flr den zu bestimmenden Analyten
individuell zu ermitteln.

Die Reaktionsausbeute der Derivatisierung wurde Uber einen Bereich von pH 8,5 bis
9,3 untersucht. Die Konzentrationen der SEAA betrugen jeweils 0,1 mM. Alle
Messungen wurden zweifach nach einer 30-minlitigen Derivatisierungszeit
durchgefuhrt, da vorlaufige Ergebnisse bei einem pH-Wert von 9,3 zeigten, dass die

Reaktion nach ca. 30 min abgeschlossen ist.

Einfluss der Inkubationsdauer

Zur Ermittlung der Inkubationsdauer, die mit der maximalen Reaktionsausbeute
einhergeht, wurden die korrigierten Peakflachen der Produkte in Abhangigkeit von
der Derivatisierungszeit registriert.

Der Derivatisierungspuffer bestand aus 0,1 M Boratpuffer (pH 8,9), die Konzentration
der SEAA in der Reaktionsmischung betrug jeweils 1 mM. Der Versuch wurde
zusatzlich unter Verwendung der LIF-Detektion wiederholt. In diesem Fall betrug die

Konzentration der Aminosauren jeweils 0,01 M.

2.2.3.3 Vergleich UV- und LIF-Detektion

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) der Methode wurde unter den
optimierten Trennungs- (24 kV, 25 °C, Laufpuffer: 0,1 M Borat, pH 9,0, 50 mM SDS,
5% (V/V) MeOH) und Derivatisierungsbedingungen (Puffer: 0,1 M Borat, pH 8,9,
Konzentration CFSE: 1 mM, Inkubationszeit: 30 min) unter Verwendung der UV- und
LIF-Detektion bestimmt.
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Die Konzentration der SEAA in der Probe zur Bestimmung des LOD fiur die UV-
Detektion betrug jeweils 50 uM, fur die LIF-Detektion jeweils 1 uM (vor Verdunnung).

2.2.4 Methodenoptimierung fir die Bestimmung der SEAA im Liquor

Im Anschluss an die Methodenentwicklung wurde Uberprift, ob sich die Methode
auch zur Bestimmung der SEAA im Liquor eignete. Da Elektropherogramme von
Liquorproben, die mit den SEAA versetzt worden waren, zeigten, dass insbesondere
der Peak der exzitatorischen Aminosaure Aspartat (ASP) mit den Peaks von CSA
und HCA interferierte, mussten die Trennungsbedingungen verandert werden, um
eine selektive Bestimmung aller interessierenden Analyten zu gewahrleisten.

Ausgehend vom optimierten Laufpuffer der Methodenentwicklung (Puffer A, der Tab.
2-3) wurden die Konzentrationen der Pufferadditiva Methanol und SDS systematisch
variiert und der Effekt auf die Trennung der interessierenden Aminosaurederivate

verfolgt. Eine Ubersicht tber die hierbei verwendeten Puffer zeigt Tab. 2-3.

Tab. 2-3: Verwendete Puffersysteme im Rahmen der Methodenoptimierung.

Puffer Puffersystem Additive (Konzentration) Strom [pA]
A 0,1 M Borat, pH 9,0 SDS (50 mM), MeOH (5 % V/V) 92,5
B 0,1 M Borat, pH 9,0 SDS (50 mM), MeOH (6 % V/V) 90,0
C 0,1 M Borat, pH 9,0 SDS (50 mM), MeOH (7 % VIV) 88,0
D 0,1 M Borat, pH 9,0 SDS (50 mM), MeOH (8 % V/V) 86,3
E 0,1 M Borat, pH 9,0 SDS (50 mM), MeOH (9 % V/V) 84,8
F 0,1 M Borat, pH 9,0  SDS (50 mM), MeOH (10 % V/V) 84,2
G 0,1 M Borat, pH 9,0  SDS (40 mM), MeOH (10 % V/V) 70,1
H 0,1 M Borat, pH9,0  SDS (30 mM), MeOH (10 % V/V) 64,0
I 0,1 M Borat, pH 9,0  SDS (20 mM), MeOH (10 % V/V) 57,5
J 0,1 M Borat, pH 9,0  SDS (10 mM), MeOH (10 % V/V) 51,5
K 0,1 M Borat, pH 9,0 SDS (5 mM), MeOH (10 % V/V) 48,4
L 0,1 M Borat, pH 9,0 MeOH (10 % V/V) 43,3
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Zusatzlich wurde zur Verbesserung der Auflésung die Kapillartemperatur von 25 °C
schrittweise reduziert und ebenfalls der Effekt auf die Trennung verfolgt. Fur diese
Versuche wurde der Puffer verwendet, der die beste Aufldsung gewahrleistete
(Puffer J). Samtliche Messungen im Rahmen dieser Trennungsoptimierung wurden

unter Verwendung der sensitiven LIF-Detektion durchgefihrt.

2.2.5 Validierung der CE-Methode

Die Validierung der entwickelten Methode wurde nach den Richtlinien der Food and
Drug Administration (Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation)
durchgefiihrt''. Zur Auswertung der Validierungsdaten wurde die Software ,Method
Validation in Analytics® (MVA®), Version 2.0 (Novia GmbH Saarbrucken) benutzt.

2.2.5.1 Selektivitat

Die Selektivitat ist die Fahigkeit einer analytischen Methode, alle interessierenden
Analyten ohne Verfalschung durch andere in der Probe vorhandene Komponenten
(z.B. Verunreinigungen, Nebenprodukte, Degradationsprodukte, Matrix usw.) zu
erfassen und sie somit eindeutig zu identifizieren.

Bestimmt wurde die Selektivitat durch Vergleich der Elektropherogramme einer
Leerprobe (Puffer bzw. Liquor ohne Analyt) und einer Probe, der die vier SEAA

zugesetzt wurden.

2.2.5.2 Prazision und Richtigkeit

Prazision und Richtigkeit bestimmen die Genauigkeit einer analytischen Methode.
Die Prézision ist ein MaB fur die Ubereinstimmung (Streuung) der Messergebnisse
bei wiederholter Durchfuhrung des Analysenverfahrens mit einer homogenen Probe
und gibt somit Hinweise auf zufallige Fehler. Die statistische Grolke der Prazision ist
die relative Standardabweichung (RSD), oder synonym der Variationskoeffizient

(VK), der wie folgt berechnet wird:
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i(x,- %)

1 n=l 400 (%) Gl. 2-6
X

VK =

VK = Variationskoeffizient

x = Mittelwert aus n Einzelmessungen
x; = Einzelmesswert
n = Anzahl der Messungen

Prinzipiell unterscheidet man zwischen der Wiederholprazision oder Wiederholbarkeit
(repeatability) und der Vergleichsprazision (reproducibility), bei der bestimmte
Parameter verandert werden (z.B. Gerat, Probe, Zeit etc.).

Zur Bestimmung der Wiederholprazision wird eine stabile Probe mindestens finfmal
unter denselben Operationsbedingungen innerhalb eines kurzen Zeitraums
vermessen. Da diese Prazision zur Beurteilung der Genauigkeit des analytischen
Gerates dient, nennt man sie auch System- oder Gerateprazision. Zur Ermittlung der
Prazision der gesamten analytischen Methode (Methodenprazision) wurden drei
Messproben mit unterschiedlicher Konzentration funfmal jeweils unabhangig
voneinander hergestellt und vermessen. Hierzu wurden so genannte
Qualitatskontrollproben (QC-Proben, s. Kap. 2.2.5.3) verwendet. Die Methodenprazi-
sion ist ein Maly fur die Schwankungen, die durch alle Schritte der Methode
verursacht werden. Sie ist innerhalb eines Tages zu bestimmen (Within-day-
Prazision).

Die Vergleichsprazision umfasst verschiedene Messserien bei Variation bestimmter
Parameter wie Zeit, Bearbeiter, Gerat, Reagenzien etc. Zur Bestimmung der
Prazision Uber einen langeren Zeitraum (Between-day-Prazision) wurden drei QC-
Proben unterschiedlicher Konzentration an funf aufeinander folgenden Tagen

vermessen.
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Die Richtigkeit driickt die Ubereinstimmung zwischen dem gefundenen Wert und
einem als richtig akzeptierten Wert oder einem akzeptierten Referenzwert aus. Sie ist
ein Lageparameter und gibt einen Hinweis auf systematische Fehler.

Sie kann durch Vergleich der Uber die Kalibrierfunktion errechneten Konzentration
und der nominalen Konzentration beschrieben werden. Als Mal} fir die Abweichung
dient der prozentuale relative Fehler (Relative Error, RE), der wie folgt berechnet
wird:

RE = €= ) 100 1o Gl. 2-7

nom

RE Relative Error

Errechnete Konzentration

)
1l

Nominalkonzentration

9}
1

Die Richtigkeit Iasst sich folglich nach folgender Gleichung bestimmen:

Richtigkeit = RE +100 [%] Gl. 2-8

Die experimentelle Bestimmung der Richtigkeit erfolgte Uber die Quantifizierung der

drei unterschiedlich konzentrierten QC-Proben an funf verschiedenen Tagen.

2.2.5.3 QC-Proben

Zur Ermittlung der Prazision und Richtigkeit wurden Ldsungen mit drei
unterschiedlichen Konzentrationen der SEAA hergestellt, die den gesamten

Arbeitsbereich abdeckten:

Niedrige QC-Probe: Konzentration < dreimal so hoch wie die Konzentration des
niedrigsten Standards (3 pM jeweils)

Mittlere QC-Probe: Konzentration im mittleren Konzentrationsbereich der Kalibrier-
gerade (50 uM jeweils)

Hohe QC-Probe: Konzentration, die 75-90 % der Konzentration des hochsten

Standards betragt (90 uM jeweils)



Material und Methoden Seite 51

Die QC-Proben wurden ausgehend von der Stammldsung der Analyten durch
entsprechende Verdunnung mit 0,1 M Boratpuffer (pH 8,9) hergestellt und nach
Aliquotierung bei -20 °C gelagert.

2.2.5.4 Wiederfindung

Da Liquor als Matrix fur eine Validierung bzw. flr die Kalibrationsreihen nicht in
ausreichender Menge zur Verfugung stand, wurde uberpruft, ob Puffer als Matrix far
die Kalibratoren geeignet ist. Die Ermittlung der Wiederfindungsrate unter
Verwendung von Liquor als Probenmatrix erfolgte durch Aufstockungsexperimente
(sog. ,spiken“). Im Rahmen dieser Versuche wurde sowohl Liquor (Mischung
verschiedener Liquores, in der keine der vier SEAA nachzuweisen war) als auch
Puffer mit jeweils gleichen Mengen der Analyten versetzt und analysiert. Die absolute
Grole der Abweichung wurde nach folgender Gleichung berechnet:

_ fLiquor
W =52 100 [%] Gl. 2-9

X Puffer

w = prozentuale Wiederfindungsrate
X Liguor = Mittelwert aus n Einzelmessungen (Matrix Liquor)

X purer = Mittelwert aus n Einzelmessungen (Matrix Puffer)

2.2.5.5 Linearitat, Arbeitsbereich

Die Linearitat ist die Fahigkeit einer Methode, innerhalb eines gewissen Bereichs
Testergebnisse zu erzielen, die der Konzentration des Analyten direkt proportional
sind.

Die Beziehung zwischen Konzentration und Messsignal wurde mittels
Kalibrierfunktion bestimmt. Der Arbeitsbereich, dessen Spanne vom LLOQ (lowest
limit of quantification) bis zum ULOQ (upper limit of quantification) reicht, orientierte
sich an den zu erwartenden Konzentrationen des Analyten im Liquor’®. Fiir jede
Kalibrierfunktion wurden jeweils sechs Standards (S) vermessen, die aus drei

verschiedenen SEAA-Arbeitslosungen (AL) hergestellt wurden (s. Tab. 2-4).
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Tab. 2-4: Pipettierschema zur Herstellung der SEAA-Standards der Kalibriergeraden.

Lésung S1 S2 S3 sS4 S5 S6
(1pM)  @BpM) (1OpM) (20 pM) (S0 pM) (100 pM)
AL 1 (10 pM) 10 30
AL 2 (100 uM) 10 20
AL 3 (1000 uM) 5 10
O’ZPL/' gg;at 190l 170pL  190pL  180pL  195uL 190 pL
CFSE 20uL 20 L 20 L 20 L 20 L 20 pL

Anmerkung: Die Konzentrationen der Standards beziehen sich auf 100 yL (Volumen der Messprobe).

Nach abgeschlossener Derivatisierung (30 min lang bei Raumtemperatur, vor Licht
geschutzt) wurde die Reaktionsmischung 1:100 mit 0,01 M Boratpuffer (pH 8,9)
verdunnt. Hierzu wurden 5 pL des jeweiligen Ansatzes entnommen, in ein Safe-Lock
Tube (0,5 mL) Uberfuhrt und mit 495 uL 0,01 M Boratpuffer (pH 8,9) versetzt.

Zur Beurteilung der Regression wurden der Korrelationskoeffizient r (s. auch Kapitel
2.7.4) und die Residuen, die prozentuale Abweichung der experimentellen von den
mittels Regressionsgerade berechneten Werten, herangezogen. Ferner wurde
getestet, ob eine gewichtete lineare Regression (1/x und 1/x?) zu einer besseren
Anpassung flhrt.

Eine Wichtung empfiehlt sich immer dann, falls der Arbeitsbereich relativ grof} ist
(> Faktor 10). In diesem Fall ist in aller Regel Homoskedastizitat (d.h.
Varianzenhomogenitat der Messwerte) nicht gegeben. Durch die Wichtung wird eine
zu starke Beeinflussung der Regression, bedingt durch die relativ groReren

Abweichungen der hohen Messwerte, vermieden'’?.

2.2.5.6 Bestimmungs- und Nachweisgrenze

Nach den Richtlinien der FDA ist die Bestimmungsgrenze (LLOQ) eines
Analysenverfahrens die geringste Analytmenge in einer Messprobe, die mit

hinreichender Prazision und Richtigkeit quantifiziert werden kann. Fir die LLOQ wird
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hinsichtlich der Prazision ein Variationskoeffizient < 20 %, hinsichtlich der Richtigkeit
ein relativer Fehler bis 20 % gefordert'”".

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) ist die geringste Analytmenge, die
detektiert, aber nicht exakt quantitativ bestimmt werden kann. Sie wurde basierend

auf einem Signal-Rausch-Verhaltnis (Signal-to-noise ratio) von 3:1 ermittelt.

2.2.5.7 Stabilitatsuntersuchungen

Im Rahmen der Stabilitatsuntersuchungen wurden folgende Aspekte untersucht:
e Der Einfluss mehrerer Einfrier-Auftau-Vorgange auf die Stabilitat der SEAA
in der Stammldsung (,Einfrier-Auftau-Stabilitat®)
e Die Stabilitat der SEAA in der Arbeitslosung (gelagert bei Raumtemperatur)
e Die Stabilitat der SEAA in Liquor (gelagert bei Raumtemperatur)
e Die Stabilitat der gebildeten SEAA-Derivate in der Messprobe (gelagert

bei Raumtemperatur im Autosampler des CE-Systems)

Zur Berechnung der Stabilitat wurden jeweils die korrigierten Peakflachen (KPF) der

derivatisierten Aminosauren zugrunde gelegt:

Stabilitat =225 100 9] Gl. 2-10

REF

KPF, korrigierte Peakflache der Probe zur Zeit x.

KPF,.. = Korrigierte Peakflache der Referenz

Die Referenz stellte eine frisch hergestellte Probe, die die SEAA in der jeweils

gleichen Konzentration enthielt, dar.

2.2.6 Vermessung der Liquorproben

Vor dem Vermessen der Patientenproben wurde zuerst ein Systemeignungstest
durchgefiuhrt, der insbesondere zur Beurteilung der Trennleistung des Systems

diente. Hierzu wurde eine Mischung CFSE-derivatisierter Aminosauren (HCSA, CSA,
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HCA, CA, ASP und GLU, Konzentration jeweils 10 uM) vermessen. Nur bei

Basislinientrennung aller Peaks wurde mit der Kalibrierung begonnen.

Kalibrierung
Vor jeder Messserie wurde eine Kalibrierung analog zur Kalibrierung in Kapitel
2.2.5.5 durchgefuhrt. Die Kalibrierung wurde akzeptiert, wenn folgende Kriterien
erfullt waren:
e Abweichung der Residuen < 15 %, LLOQ: <20 %
e Mindestens vier von sechs Standards, inklusive des LLOQ- und des ULOQ-
Standards mussten vorangehende Kriterien erflllen

e Korrelationskoeffizient r = 0,99 (lineare Regression, gewichtet 1/x?)

Herstellung der Messprobe

100 pL Liquor wurden mit 80 yL 0,1 M Boratpuffer (pH 8,9) und 20 yL CFSE (0,01 M)
versetzt. Nach 30-mindtiger Derivatisierung wurde die Reaktionsmischung 1:100 mit
0,01 M Boratpuffer (pH 8,9) verdinnt.

Konzentrationsberechnung
Die Konzentrationsberechnung erfolgte Uber die Geradengleichung der jeweiligen

Kalibriergeraden (gewichtet 1/x?).

Qualitatssicherung wahrend der Messung

Zur Qualitatssicherung der Probenmessung dienten die Qualitatskontrollproben (QC-
Proben), die auch im Rahmen der Validierung verwendet wurden (s. Kap. 2.2.5.3).
Es wurde gefordert, dass mindestens 67 % der berechneten Konzentrationen
innerhalb von £15 % des nominalen Wertes liegen und dass mindestens 5 % der

Proben einer Messreihe aus QC-Proben bestehen.
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2.3 HPLC-Analytik

Zur Quantifizierung der Aminothiole Cystein, Homocystein und Glutathion im Liquor
von Tumorpatienten wurde eine HPLC-Methode mit Fluoreszenzdetektion entwickelt
und validiert. Die Entwicklung erfolgte basierend auf einer von Toyo’oka und Imai
publizierten HPLC-Methode'”®, bei der Thiole mit dem fluorogenen Reagenz
4-(Aminosulfonyl)-7-Fluor-Benzofurazan (ABDF) umgesetzt und anschliellend auf

einer Umkehrphase (Reversed phase, RP) getrennt wurden.

2.3.1 HPLC-System und chromatographische Bedingungen

Die einzelnen Komponenten des HPLC-Systems sind in Kapitel 2.1.4 aufgefuhrt.

Die Trennung der derivatisierten Aminothiole erfolgte mittels eines binaren
Gradientensystems, bestehend aus einem 0,1 M Phosphatpuffer, pH 2,0 (Eluent A)
und Acetonitril (Eluent B). Die Flussrate betrug jeweils 0,9 mL/min.

2.3.2 Reduktion und Vorsaulenderivatisierung der Aminothiole

Soweit nicht anders spezifiziert, wurde zur Reduktion von Disulfiden und zur
Freisetzung der proteingebundenen Aminothiole (Liquorproben) die Methode von
Araki und Sako verwendet'’®. Zu 100 pL der Messprobe, die mit 100 uL 0,1 M
Boratpuffer (pH 8,0, 2 mM NayEDTA) versetzt wurde, wurden 10 yL einer 20%igen
(V/V) Tri-N-butylphosphin-Lésung (TBP) hinzu gegeben und die Mischung bei 4 °C
fur 30 min gelagert. Na;EDTA wurde dem Derivatisierungspuffer hinzugefugt, um
zweiwertige Kupferionen zu komplexieren; sie katalysieren die Oxidation von Thiolen
zu den entsprechenden Disulfiden. Das Reaktionsschema ist nachfolgend

dargestellt:

RS-SR (Disulfid) 18P
RS-SR’ (gemischtes Disulfid) > RSH (frei)
Protein-SR
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Die Derivatisierung erfolgte nach der Methode von Toyo’ oka und Imai'”®. Um ein
Verdinnen der Messprobe weitestgehend zu vermeiden, wurden maoglichst

konzentrierte Losungen an ABDF und HCI eingesetzt.

Nach abgeschlossener Reduktion wurden zur Reaktionsmischung 20 uL einer
0,01 M ABDF-L6sung gegeben und 10 min bei 50 °C inkubiert. Zur Beendigung der
Derivatisierung und zur Stabilisierung der gebildeten Produkte wurde der Ansatz
anschlieBend mit 10 yL einer 1 M HCI-Lésung versehen. Von dieser Mischung
wurden mittels Autosampler 150 pL in das HPLC-System injiziert.

Die Anregung der derivatisierten Aminothiole erfolgte mit Licht der Wellenlange
380 nm, das emittierte Fluoreszenzlicht wurde bei einer Wellenlange von 510 nm
aufgenommen.

Die Derivatisierungsreaktion von ABDF mit Cystein, Homocystein und Glutathion
zeigt Abb. 2-7.

T
F S
/N H—SR /N
\O . \O
~ 7/ ~ 7/

N N
SO2_NH2 SOz—NHz
ABDF ABD-SR

GOOH COOH
CYS: R= HN—CH HCY: R= HN—CH

CHy CHz

e CH,

NH;
|
GSH: R=  HOOC—CH-CH,;—CH,—CO—HN—CH—CO—NH—CH,-COOH
CH,

WWWA

Abb. 2-7: Derivatisierung der Aminothiole Cystein (CYS), Homocystein (HCY) und
Glutathion (GSH) mit ABDF.
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2.3.3 Methodenentwicklung und -optimierung

Das Ziel der Methodenentwicklung bestand darin, ein chromatographisches
Trennsystem aufzubauen, welches die selektive Bestimmung von Cystein,
Homocystein und Glutathion im Liquor ermoglichte. Da die Konzentration an
Homocystein im Liquor normalerweise im unteren nanomolaren Bereich liegt, wurde
angestrebt, fur Homocystein eine untere Bestimmungsgrenze (LLOQ) von

mindestens 50 nM zu erreichen.

Trennung der derivatisierten Aminiothiole

Die Trennung der derivatisierten Aminothiole, unter Verwendung von Liquor als
Probenmatrix, wurde durch schrittweises Verandern der mobilen Phase, die sich aus
0,1 M Phosphatpuffer (pH 2,0) und Acetonitril zusammensetzte, optimiert. Basierend
auf dem Trennergebnis einer einfachen isokratischen Elution (10 % Acetonitril, 90 %
Phosphatpuffer) wurden drei verschiedene Gradienten (A, B und C) getestet, bei
denen die Erhdhung des Acetonitrilanteils von der 5. bis zur 13. Minute variierte
(siehe Tab. 2-5).

Tab. 2-5: Gradientenprogramme, die zur Trennung ABDF-derivatisierter Thiole

verwendet wurden.

Zeit [min] Gradient A Gradient B Gradient C
Eluent A EluentB EluentA EluentB EluentA EluentB
0 90 10 90 10 90 10
5 90 10 90 10 90 10
13 75 25 70 30 65 35
15 75 25 70 30 65 35
18 90 10 90 10 90 10
20 90 10 90 10 90 10

Eluent A: 0,1 M Phosphatpuffer (pH 2,0); Eluent B: Acetonitril

Von einer Abanderung des pH-Wertes zur Optimierung der Trennung wurde
abgesehen, da die maximale Fluoreszenzintensitat der Benzofurazanderivate bei
pH 2,0 erreicht wird'">.
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Optimierung der Derivatisierungsbedingungen fur die Matrix Liquor

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde gepruft, wieviel Derivatisierungspuffer (0,1 M
Borat, pH 8,0, 2 MM Na,EDTA) der Messprobe (Liquor) zuzusetzen ist, um eine
maximale Ausbeute an derivatisiertem Homocystein zu erhalten. Diese
Untersuchung wurde auf Homocystein beschrankt, da Cystein und Glutathion im
Liquor in deutlich hdheren Konzentrationen vorliegen.

Ausgehend von 200 pL reinem Liquor wurde das Volumen des Liquors schrittweise
reduziert, gleichzeitig das Volumen des Derivatisierungspuffers so erhdht, dass das
Gesamtvolumen der Probe jeweils 200 yL betrug (s. Tab. 2-6). Die zugesetzte
Menge an TBP, ABDF und HCI wurde bei jedem Ansatz konstant gehalten und
entsprach den Derivatisierungsbedingungen unter 2.3.2. Der verwendete Liquor
wurde jeweils einer Liquormischung entnommen, die Homocystein in einer

Konzentration von ungefahr 1 uM enthielt.

Tab. 2-6: Liquor-Puffer-Mischungen zur Optimierung der Derivatisierung im Liquor.

V (Liquor) [uL] Vv (D:ﬂ}/faet:)si[zll'_u]ngs- Gesa;:tc:/l;)elu[m_e]n der
200 0 200
180 20 200
160 40 200
140 60 200
120 80 200
110 90 200
100 100 200
90 110 200
80 120 200

60 140 200
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2.3.4 Methodenvalidierung

Die Validierung der HPLC-Methode wurde, wie die kapillarelektrophoretische
Methode zur Bestimmung der SEAA, nach der FDA-Richtlinie ,Bioanalytical Method
Validation® durchgefihrt. Ausflhrliche Anmerkungen sowie Berechnungsformeln zu

den einzelnen Validierungskriterien finden sich unter Kapitel 2.2.5.

2.3.4.1 Spezifitat

Die Spezifitat der HPLC-Methode wurde durch den Vergleich der Chromatogramme
einer Liquorprobe und einer Liquorprobe, die zusatzlich mit den interessierenden
Analyten (Cystein, Homocystein und Glutathion) sowie dem internen Standard

N-Acetylcystein versetzt wurde, demonstriert.

2.3.4.2 Prazision und Richtigkeit

Die Bestimmung der Within-day- bzw. Between-day-Prazision sowie der Richtigkeit
erfolgte wie in Kapitel 2.2.5.2 beschrieben. Zur Erhéhung der Prazision wurde der
interne Standard NAC der Messprobe zugesetzt (Endkonzentration 4 uM). Die
Auswertung erfolgte jeweils Uber das Peakflachenverhaltnis von Analyt zu internem
Standard. Zur experimentellen Ermittlung von Prazision und Richtigkeit dienten
folgende QC-Proben:

Niedrige QC-Probe: ¢ (CYS, HCY und GSH) jeweils 130 nM
Mittlere QC-Probe: ¢ (CYS, HCY und GSH) jeweils 1000 nM
Hohe QC-Probe: ¢ (CYS, HCY und GSH) jeweils 1800 nM

Die QC-Proben wurden durch Verdinnen einer Stammldsung, die CYS, HCY und
GSH in einer Konzentration von jeweils 10 mM enthielt, hergestellt und bei -20 °C
eingelagert. Als Lésungsmittel diente 0,1 M Boratpuffer, pH 8,0 (2 mM Na;EDTA).
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2.3.4.3 Wiederfindung

Die Ermittlung der Wiederfindungsrate unter Verwendung von Liquor als
Probenmatrix erfolgte auch bei der Validierung der HPLC-Methode durch
Aufstockungsexperimente (vgl. Kapitel 2.2.5.4). Da Cystein, Homocystein und
Glutathion normalerweise im Liquor prasent sind, wurden die Peakflachen dieser
Liquor-assoziierten Aminothiole vor der Aufstockung durch eine Dreifachbestimmung
ermittelt.

2.3.4.4 Linearitat, Arbeitsbereich

Fir jede Kalibrierfunktion wurden jeweils sechs Standards (S) vermessen, die wie

folgt hergestellt wurden:

Tab. 2-7: Pipettierschema zur Herstellung der Thiol-Standards fiir die Kalibrierung.

Lésung S1 S2 s3 sS4 S5 S6
(50 nM) (150 nM) (400 nM) (800 nM) (1500 nM) (2000 nM)
AL2 (1 M) 5L 154l
AL1 (10 uM) 4 pL 8 L 15uL 20 L
NAC (100 pM) 4 pL 4 pL 4 pL 4 L 4 pL 4 pL
Borat 191uL  181pL  192pL  188pL  181uL 176 4L

TBP(20%) 10uL  10pL 10 pL 10 pL 10 pL 10 pL
ABDF (10mM) 20puL 20 pL 20 pL 20 pL 20 pL 20 L
HCI (1 M) 0L 10pL 10 pL 10 pL 10 pL 10 pL

Anmerkung: Die Konzentrationen der Standards beziehen sich auf 100 yL (Volumen der Messprobe).

Die Arbeitslosung 1 (AL1) enthielt Cystein, Homocystein und Glutathion in einer
Konzentration von jeweils 10 uM, die Arbeitslosung 2 (AL2) in einer Konzentration
von jeweils 1 uM.

Die Berechnung der Kalibrierfunktion erfolgte  wiederum Uber das
Peakflachenverhaltnis von Analyt zu internem Standard (NAC).

Zur Beurteilung der Regression dienten die in Kapitel 2.2.5.5 beschriebenen

Kriterien.
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Verdiinnung hochkonzentrierter Liquorproben

Liquores von Patienten, die Cystein und Glutathion in einer Konzentration jenseits
der oberen Bestimmungsgrenze (ULOQ) enthielten, wurden mit 0,1 M Boratpuffer,
pH 8,0 (2 mM NazEDTA) 1:10 verdinnt und erneut vermessen.

Zur Validierung dieses Verfahrens wurde eine Liquormischung, deren Cystein- und
Glutathionkonzentration durch eine Dreifachbestimmung ermittelt wurde, mit Cystein
bzw. Glutathion so aufgestockt, dass die Endkonzentrationen jeweils 10 uM
betrugen. Anschlie3end wurden die so vorbereiteten Proben verdinnt und der Gehalt
an Cystein bzw. Glutathion mittels der ,Standard-Kalibriergeraden® (Arbeitsbereich:
50-2000 nM) bestimmt.

Es wurde festgelegt, dass der relative Fehler, berechnet durch den Vergleich von

Nominal- und berechneter Konzentration, maximal 10 % betragen durfte.

2.3.4.5 Bestimmungs- und Nachweisgrenze

Die Bestimmungs- und Nachweisgrenze wurde wie in 2.2.5.6 beschrieben ermittelt.

2.3.4.6 Stabilitatsuntersuchungen

Im Rahmen der Stabilitdtsuntersuchungen wurden die Stabilitat der Aminothiole im
Liquor und die Stabilitat der derivatisierten Aminothiole in der Messprobe untersucht.

Die Stabilitat von Cystein, Homocystein und Glutathion in EDTA-haltigem Boratpuffer
(pH 8,0) wurde durch Araki und Sako gezeigt'™.

Die Stabilitatsberechnungen wurden gemafy GL. 2-10 durchgefuhrt, eine Korrektur
der Peakflachen wurde nicht vorgenommen, da diese nur bei kapillarelektro-

phoretischen Prozessen erforderlich ist.

2.3.5 Vermessung der Liquorproben

Herstellung der Messprobe
100 pL Liguor wurden mit 4 pL des Internen Standards (0,1 mM) und 96 yL 0,1 M
Boratpuffer, pH 8,0 (2 mM Na;EDTA) versetzt und anschlieRend wie in Kapitel 2.3.2

beschrieben reduziert und derivatisiert.
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Konzentrationsberechnung und Qualitatssicherung

Die Quantifizierung von Cystein, Homocystein und Glutathion erfolgte mittels einer
1/x-gewichteten Kalibriergeraden (vgl. Kapitel 2.3.4.4), die jeweils vor dem
Vermessen der Proben erstellt wurde. Bezuglich der Kalibriergeraden und der
Qualitatskontrolle bei der Vermessung von Patientenproben wurden die in Kapitel

2.2.6 angefuhrten Anforderungen gestellt.

2.4  Fluoreszenzpolarisations-Immunoassay

Die Bestimmung von Homocystein (HCY) im Plasma erfolgte anhand eines
Fluoreszenzpolarisations-Immunoassays (FPIA) der Firma Abbott (IMx®-System).
Diese voll automatisierte Methode erlaubte eine schnelle und prazise Quantifizierung

von freiem und gebundenem Homocystein im Plasma.

241 Messprinzip des Fluoreszenzpolarisations-Immunoassays

Die Bestimmung von Homocystein mittels FPIA besteht im Wesentlichen aus den

folgenden drei Schritten:

1. Reduktion
Im Rahmen dieser initial stattfindenden Reaktion werden Homocystin, gemischte
Disulfide und proteingebundenes Homocystein durch das Reduktionsmittel

Dithiothreitol (DTT) zu freiem Homocystein reduziert (vergl. hierzu auch 2.3.2).

2. Enzymatische Umwandlung

Im zweiten Schritt wird das gesamte Homocystein durch SAH-Hydrolase und
Adenosin, welches im Uberschuss zugesetzt wird, zu S-Adenosyl-L-Homocystein
(SAH) umgewandelt (s. Abb. 2-8).
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Abb. 2-8: Enzymatisch katalysierte Bildung von SAH aus HCY und Adenosin.

3. Inmunoassay

Im letzten Schritt werden zu der Losung Anti-SAH-Antikdrper (AK) und Fluorescein
markiertes S-Adenosyl-Cystein (Analyt-Tracer) hinzugefligt. Der Immunoassay
basiert auf folgendem Prinzip:

Der zu quantifizierende Analyt (SAH) und der Analyt-Tracer konkurrieren kompetitiv
um die Bindungsstellen am Antikorper (siehe Abb. 2-9).

< e

Analyt
+ —
E i * v
Analyt-Tracer Antikorper

Abb. 2-9: Bindung freier Antigene (Analyt) und Fluorescein-markierter Antigene
(Analyt-Tracer) an AK.

Enthalt die Patientenprobe eine hohe Konzentration des zu bestimmenden Analyten,
wird weniger Analyt-Tracer an den Antikorper gebunden. Wird in diesem Fall die
Messlosung mit polarisiertem Licht (Licht einer Schwingungsebene) durchstrahlt, ist
der Polarisationsgrad der emittierten Strahlung gering, da sich die relativ kleinen,

ungebundenen Fluoreszenzmolekile schnell drehen und Licht in verschiedenen
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Ebenen emittieren. Enthalt die Probe hingegen eine geringe Konzentration des
Analyten, wird mehr Analyt-Tracer an den Antikorper gebunden. Dieser AG-AK-
Komplex bewegt sich aufgrund seiner GroRe sehr langsam. Bei Anregung durch
polarisiertes Licht wird das Licht in derselben Ebene emittiert —die
Fluoreszenzpolarisation (im Vergleich zu einer Blindprobe) bleibt im Wesentlichen
erhalten. Die Abhangigkeit des Fluoreszenzpolarisationsgrades des emittierten Lichts
von der Molekulgro3e ist schematisch in Abb. 2-10 dargestellt.

AK + Analyt-Tracer

Polarisiertes Licht Emittiertes Licht
(A =485 nm) (N = 525-550 nm)

a
X
Rotierender N

Analyt-Tracer

Abb. 2-10: Abhédngigkeit des Fluoreszenzpolarisationsgrades von der Moleklilgro3e

des Fluorophors.

Die Quantifizierung des Analyten erfolgt letztendlich anhand der Intensitat des

emittierten Fluoreszenzlichtes.

2.4.2 Durchfiihrung der Messung

Alle Verdiinnungen und Pipettiervorgdnge wurden vom IMx®-System durchgefiihrt.
Die vollautomatisierte Messung begann mit der Mischung von 50 pL Kalibrator (bzw.
Probe), 25 uL 200 yM Adenosinlésung (inklusive 10 mM DTT), 60 uyL SAH-
Hydrolaseldésung und 70 uL FPIA-Puffer. Nach einer 30-minutigen Inkubation bei
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34 °C wurden 23 pyL dieser Reaktionsmischung und 65 pyL von der Anti-SAH-
Antikorper-Losung in Glaskuvetten transferiert und zu 1 mL mit FPIA-Puffer verdunnt.
Nach einer weiteren Inkubationszeit von 10 Minuten wurde die Hinter-
grundfluoreszenz gemessen. Der S-Adenosyl-L-Cystein-Fluorescein-Tracer (85 L)
und ein zweites Aliquot der Reaktionsmischung (23 uL) wurden hinzugefiigt und auf

2 mL verdinnt. Die Fluoreszenz wurde erneut nach 10 Minuten vermessen.

2.4.3 Spezifikationen des IMx®-Systems

Im Folgenden sind die Angaben des Herstellers zum IMx®—Systems zusammen-

gefasst:

Probenvolumen 25 uL

Untere Bestimmungsgrenze 0,5 uM

Messbereich 0,5-50,0 uM

Konzentrationen der Kalibratoren 0,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 uM
Konzentrationen der QC-Proben 7,0; 12,5; 25,0 uM

Testzeit 54 min

Durchsatz 20 Tests/h

2.4.4 \Validierung der FPIA-Methode durch den Hersteller

Spezifitat

Die Kreuzreaktivitat wurde an Substanzen getestet, deren chemische Struktur zu
einer moglichen Interferenz mit dem IMx®-Homocystein-Assay fuhren konnte. Die
Ergebnisse sind in Tab. 2-8 dargestellt. Es sei angemerkt, dass die verwendeten
Konzentrationen jeweils Uber dem 20fachen Wert der physiologischen Konzentration

lagen.
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Tab. 2-8: Kreuzreaktivitdten bei der Bestimmung von Homocystein im Plasma mittels
FPIA (IMx®-System).

Substanz Konzentration [mM] Kreuzreaktivitat [%]
S-Adenosyl-L-Methionin 0,50 12,9
L-Cystein 100 <0,1
L-Cystathionin 0,50 0,1
Adenosin 5,00 0,9
Glutathion 100 <0,1
DL-Homocystein-Thiolacton 0,25 0,2

Interferenzen

Die Interferenz von Bilirubin, Hamoglobin, Triglyceriden, Erythrozyten, Eiweil3 und
Natriumfluorid mit dem IMx®-Homocystein-Assay wurde untersucht. Hierzu wurden
Plasmaproben mit potentiell interferierenden Substanzen angereichert und auf
Homocystein getestet. Der IMx®-Homocystein-Assay wies die in der Tab. 2-9

aufgefuhrten Interferenzen auf.

Tab. 2-9: Interferenzen bei der Bestimmung von Homocystein im Plasma mittels
FPIA (IMx®-System).

Substanz Konzentration Interferenz
Bilirubin 20 mg/dL <10 %
Hamoglobin 1000 mg/dL 9 %
Triglyceride 1000 mg/dL <5%
Erythrozyten 5% <2%
Eiweil} 8 g/dL <8%

Natriumfluorid 1000 mg/dL <3%
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Prazision und Richtigkeit

Die Prazision wurde ermittelt, indem drei Proben Uber 5 Tage hinweg zweimal taglich
auf 10 Geraten in Doppelbestimmung analysiert wurden. Somit lagen pro Probe

insgesamt 200 Messungen vor. Die Ergebnisse sind in Tab. 2-10 dargestellt.

Tab. 2-10: Préazision der Bestimmung von HCY im Plasma mittels FPIA (IMx®-

System.
Mittelwe.rt der n Within-day-Prazision  Between-day-Prazision
Konzentration [uM] VK [%] VK [%]
5,9 200 2,2 52
10,8 200 1,9 4,1
21,6 200 1,4 3,7

Zur Bewertung der Richtigkeit des FPIA wurde ein Vergleich mit einem

automatisierten HPLC-Verfahren durchgefiihrt'”.

114 Plasmaproben mit einer
Gesamt-Homocystein-Konzentration zwischen 3,9 und 40,2 yM wurden jeweils mit
HPLC und IMx® getestet. Der ermittelte Korrelationskoeffizient betrug 0,989.
Detailliertere Angaben zur Richtigkeit (z.B. relativer Fehler) gibt der Hersteller nicht

an.

245 Teilvalidierung der FPIA-Methode zur Bestimmung von

Homocystein im Plasma

Da die FPIA-Methode =zur Bestimmung von Homocystein im Plasma ohne
Anderungen tGbernommen wurde, wurde lediglich eine Teilvalidierung durchgefiihrt.
Hierbei wurden die Richtigkeit sowie die Between- und Within-day-Prazision
Uberpruft.

Zur Bestimmung der Within-day-Prazision wurden drei QC-Proben (7 uM, 12,5 yM,
25 uM) an einem Tag jeweils fUnfmal vermessen.

Die Between-day-Prazision wurde ermittelt, indem die Konzentration dieser QC-
Proben an 5 verschiedenen Tagen mittels einer Kalibriergeraden bestimmt wurde.
Der Bezug auf eine Kalibriergerade erfolgte vor dem Hintergrund, dass die

Kalibriergerade des FPIA laut Hersteller zwei Wochen lang verwendet werden kann.
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Als Malk fur die Prazision wurde die relative Standardabweichung
(Variationskoeffizient) herangezogen (siehe Gl. 2-6).
Zur Bestimmung der Richtigkeit wurden ebenfalls obige QC-Proben verwendet. Die

Richtigkeit wurde an flnf aufeinander folgenden Tagen gemaf Gl. 2-7 ermittelt.

2.5 Klinische Untersuchungen

2.5.1 Padiatrische Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie

In Zusammenarbeit mit Prof. M. Relling, St. Jude Children’s Research Hospital,
Memphis, USA wurde ein Kollektiv padiatrischer Patienten mit akuter lymphatischer
Leukédmie (ALL) untersucht, die im Rahmen der Therapie mit hochdosiertem MTX
behandelt wurden. Das primare Ziel der durchgefuhrten klinischen Untersuchung
bestand darin, zu untersuchen, inwiefern eine Therapie mit HDMTX die Verstoff-
wechslung von Homocystein beeinflusst. Hierzu wurden sowohl Plasma- als auch
Liquorproben nach Verabreichung von MTX auf Homocystein analysiert. Zusatzlich
sollte untersucht werden, ob die Chemotherapie die Liquorkonzentrationen von
Cystein, dem Endprodukt der Homocystein-Transsulfurierung, und Glutathion beein-

flusst.

2.5.1.1 Patientencharakteristika

Die Patienten wurden aufgrund des Immunophanotyps und -genotyps, des klinischen
Bildes und des Ansprechens im Fruhstadium der Therapie in drei Risikogruppen
unterteilt:
e LOW-RISK (LR)
- Alter: 1-10 Jahre
- B-Vorlaufer ALL
- Leukozytenzahl < 50 x 10%/L

e STANDARD-RISK (SR)
- Alter: 1-16 Jahre
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- B-Vorlaufer ALL (mit der Translokation t(1;19), der E2A-PBXI-Fusion oder
dem MLL-Rearrangement), T-Linien ALL, testikulare Leukamie, hypodi-
ploider Chromosomensatz (< 45 Chromosomen)

- ZNS-Status 3 (= 5 L eukozyten/pL Liquor, Nachweis von Blasten im Liquor)

-25% Blasten im Knochenmark am 19. oder 26. Tag der Remission/
Induktion

- Minimale Resterkrankung (= 0,01 %) am 46. Tag der Remission/Induktion

e HIGH-RISK (HR)
- Alter: 1-16 Jahre
- Patienten mit Philadelphia-Chromosom (Bcr-Abl)
- 21 % Blasten im Knochenmark am 46. Tag der Remission/Induktion

- 20,1 % Blasten im Knochenmark 16 Wochen nach Remission/Induktion

Standard- und High-Risk-Patienten erhielten in dieser Studie die gleiche
Chemotherapie (s. Kap. 2.5.1.2). Daher wurde bei der Auswertung nur zwischen den
Low-Risk- und den Standard-/High-Risk-Patienten (SHR-Patienten) unterschieden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden von insgesamt 116 Patienten 390 Plasma- und
190 Liquorproben untersucht. Von 17 Patienten standen sowohl Plasma- (104) als
auch Liquorproben (47) zur Verfugung. Die Charakteristika der untersuchten
Patienten sowie Anzahl und Art der untersuchten Proben sind Tab. 2-11 zu

entnehmen.

Tab. 2-11: Patientencharakteristika sowie Art und Anzahl der untersuchten Proben.

Anzahl der Median des Anzahl der LR- bzw. Anzahl der

Kollektiv Patienten Alters [Jahre] = SHR-Patienten Proben

Patienten mit

Plasmaproben 65 7,1 (1,0-18,3) 28/37 390
Patienten mit 65 57 (1,9-16,3)" 33/32 190
Liquorproben
Patienten mit Plasma- . 104 bzw.
und Liquorproben 17 7,2(2,1-15.2) 710 47

* Minimum und Maximum
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2.5.1.2 Therapieplan

Samtliche ALL-Patienten des St. Jude Children’s Research Hospital wurden nach
dem Protokoll ,Total XV“'"® therapiert, welches im Wesentlichen aus drei
Behandlungsblocken, der Remission/Induktion, der Konsolidierung und der

Erhaltungstherapie besteht.

Remission/induktion (Dauer 6-7 Wochen)

Die Remission/Induktion wurde mit der intrathekalen Gabe von Cytarabin (je nach
Alter 20-40 mg) und einer HDMTX-Infusion (1g/m? (ber 4 bzw. 24 Stunden)
eingeleitet (Upfront-HDMTX). MTX-Plasmakonzentrationen wurden nach 1, 4, 23 und
42 Stunden (gerechnet ab Infusionsbeginn) mit einem Fluoreszenzpolarisations-
Immunoassay (TDx/TDcFLx®) der Firma Abbott bestimmt. 42 Stunden nach Beginn
der MTX-Infusion wurde die Rescue-Therapie mit Calciumfolinat gestartet. Initial
wurden 50 mg/m? intravends (IV) verabreicht, alle 6 Stunden spater 15 mg/m? IV.
Insgesamt wurden, normale MTX-Plasmakonzentrationen vorausgesetzt, nach der
Initialdosis sieben Dosen Calciumfolinat gegeben. Die Rescue-Therapie wurde im
Falle erhdohter MTX-Plasmakonzentrationen (> 1 uyM 42 Stunden nach Infusions-
beginn) intensiviert.

4 Tage nach der HDMTX-Therapie wurde die Behandlung mit Prednison, Vincristin,
Daunorubicin und Asparaginase fortgesetzt. Diese Zytostatika wurden Uber einen
Zeitraum von insgesamt 3,5 Wochen verabreicht. In der zweiten Halfte der
Remission/Induktion wurde die Kombination aus hochdosiertem Cyclophosphamid,
Cytarabin und Mercaptopurin eingesetzt. Die Tab. 2-12 zeigt das exakte
Dosierungsschema dieser Arzneistoffe wahrend der Remission/Induktion.

Am 19. Tag der Remission/Induktion (Patienten mit ZNS-Status 2 oder 3, sowie
Patienten mit Philadelphia-Chromosom: zusatzlich am 8. und 26. Tag) wurde eine
intrathekale Tripeltherapie (TIT) bestehend aus MTX, Hydrocortison und Cytarabin
verabreicht. Die Dosierung richtete sich nach dem Alter der Patienten (s. Tab. 2-13).
Auch nach der intrathekalen MTX-Gabe wurde eine Rescue-Therapie mit
Calciumfolinat (5 mg/m? PO 24 und 30 Stunden nach Gabe der TIT) durchgefiihrt.
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Tab. 2-12: Dosierungsschema der Arzneistoffe in der 2. Phase der Remission/

Induktion.
. . I . Anzahl der
Arzneistoff Dosierung Applikationszeitraum Applikationen
Prednison 40 mg/m? IV Tage 5-32 84
Vincristin 1,5 mg/m2 v Tage 5, 12, 19, 26
Daunorubicin 25 mg/m? IV Tage 5, 12
, Tage 6, 8, 10, 12, 14, 16
L-A 10. 2 IM o T -
sparaginase 0.000 U/m (19, 21, 23)" 6-9
Cyclophosphamid 1000 mg/m? IV Tag 26
Cytarabin 75 mg/m? IV Tage 27-30, 34-37 8
Mercaptopurin 60 mg/m? PO Tage 26-39 14

* Diese zusatzlichen Applikationen erfolgten, falls am 19. Tag der Remission/Induktion =5 % Blasten

im Knochenmark vorlagen

Tab. 2-13: Dosierung der intrathekalen Tripeltherapie (TIT) in der 3. Phase der

Remission/Induktion.

Alter [Monate] Methotrexat [mg] Hydrocortison [mg] Cytarabin [mg]

13-23 8 16 24
24-35 10 20 30
= 36 12 24 36

Konsolidierung (Dauer 8 Wochen)

Im Rahmen der Konsolidierung wurde den Patienten taglich Mercaptopurin
(50 mg/m? PO) sowie viermal (Tag 1, 15, 29, 43) eine HDMTX-Infusion verabreicht,
die mit einer intrathekalen Tripeltherapie (s. Tab. 2-13) kombiniert wurde. Die Dauer
der HDMTX-Infusion betrug 24 Stunden, 10 % der Gesamtdosis (loading dose)
wurden innerhalb der ersten Stunde gegeben. Die MTX-Dosierung richtete sich nach
der Risikoklassifizierung der Patienten und der MTX-Clearance, die nach der ersten
Infusion von HDMTX (Upfront-HDMTX) ermittelt wurde. Das Dosierungsschema von

Mercaptopurin und MTX ist in Tab. 2-14 aufgeflhrt.
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Tab. 2-14: Dosierungsschema der eingesetzten Arzneistoffe in der Konsolidierung.

. . s . Anzahl der
Arzneistoff Dosierung Applikationszeitraum Applikationen
Mercaptopurin 50 mg/m? PO Tage 1-56 56
Meth .2 2 IV (LR)
ethotrexat ca. 2,5 g/m (LR) Tage 1, 15, 29, 43 4

ca. 5,0 g/m? 1V (SHR)*

* Angestrebte Steady-State-Konzentration im Plasma bei Low-Risk-Patienten: 33 uM

* Angestrebte Steady-State-Konzentration im Plasma bei Standard/High-Risk-Patienten: 65 uM

MTX-Plasmakonzentrationen wurden 6, 23 und 42 Stunden nach Infusionsbeginn
bestimmt. Die Rescue-Therapie wurde 42 Stunden nach Beginn der HDMTX
gestartet und alle sechs Stunden wiederholt, bis insgesamt funf Dosen Calciumfolinat
(SHR-Patienten: 15 mg/m2 IV oder PO, LR-Patienten: 10 mg/m2 IV oder PO)
verabreicht wurden. Wiederum wurde die Rescue-Therapie intensiviert, falls die

MTX-Plasmakonzentrationen zur Stunde 42 tber 1 uM lagen.

Erhaltungstherapie (Dauer 120-146 Wochen)

Mit der Erhaltungstherapie wurde 7 Tage nach der 4. HDMTX-Infusion der
Konsolidierung begonnen. Die Chemotherapie in diesem Therapieabschnitt wurde
stark auf das Risikoprofil der Patienten zugeschnitten. Das Therapieschema der

Wochen 1-6 (bzw. 11-16) ist in der Tab. 2-15 zusammengefasst.

Tab. 2-15: Therapieschema der Erhaltungstherapie (Woche 1-6 bzw. 11-16).

Applikations- Gesamtzahl d.

Arzneistoff Dosierung zeitraum/Woche Applikationen
LR SHR LR SHR LR SHR
Dexamethason 8 mg/m? PO 12 mg/m? PO Tage 1-5* Tage 1-5* 30 30
Doxorubicin - 30 mg/m? IV - Tag 1* ---
Vincristin 2mg/m?IV. 2mg/m?IV  Tag1* Tag1* 2
L-Asparaginase 25000 U/m? - Tag 1 -
Methotrexat 40 mg/m? IV — Tag 1* . 4 .

Mercaptopurin 75 mg/m? PO 50 mg/m? PO Tage 1-7 Tage 1-7 42 42

*Nur in der 1. und 4. Woche; * nur in der 2. und 3. sowie 5. und 6. Woche
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Die erste Behandlungsphase (Woche 1-20) beinhaltete zusatzlich zwei dreiwdchige
Reinduktionen (I und Il), die in der Woche 7-9 bzw. 17-19 verabreicht wurden
(s. Tab. 2-16).

Tab. 2-16: Therapieschema der Reinduktionstherapie | (Woche 7-9) und Il (Woche
17-19).

Reinduktionstherapie |

Dosierung Applikations- Gesamtzahl d.

Arzneistoff zeitraum Applikationen
LR SHR LR SHR LR SHR
T T
Dexamethason 8 mg/m? PO 8 mg/m?PO 1_8,a195e-21 1_8,31956_21 48 48
Doxorubicin =~ 30 mg/m?1V. 30 mg/m?IlV  Tag1 Tage 1,8 1 2
L Tage Tage
2 2
Vincristin 1,5 mg/m° IV 1,5 mg/m* IV 1815 1.8 15 3 3
. 2 2 Tage
L-Asparaginase 10000 U/m“ 25000 U/m= 3x/Woche 1815 9 3
TIT altersabh. altersabh. Tag 1 Tag 1 1 1

Reinduktionstherapie Il

Applikations- Gesamtzahl d.

Arzneistoff Dosierung zeitraum Applikationen
LR SHR LR SHR LR SHR
T T
Dexamethason 8 mg/m? PO 8 mg/m? PO 1—8,31959:21 1_8’81956_21 48 48
Doxorubicin 30 mg/m? IV Tag 1 1
, Tage
2
Cytarabin 2g/m° IV 1516 4
L Tage Tage
2 2
Vincristin 1,5 mg/m“ IV 1,5 mg/m* IV 1815 1.8.15 3 3
: 2 2 Tage
L-Asparaginase 10000 U/m= 25000 U/m* 3x/Woche 1817 9 3
TIT altersabh. altersabh. Tag 1 Tag 1 1 1

"Intrathekale Tripeltherapie (s. Tab. 2-13)
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Ab der 21. Woche wurde die Therapie der Konsolidierung wie in Tab. 2-17 zusam-

mengefasst fortgesetzt.

Tab. 2-17: Therapieschema der Erhaltungstherapie (Woche 21-28).

Dosierung Applikations- Gesamtzahl der

Arzneistoff zeitraum/Woche  Applikationen
LR SHR LR SHR LR SHR
Dexa- 2 9 . .
methason 8 mg/m“ PO 12 mg/m* PO Tage 1-5* Tage 1-5 30 30
Cytarabin 300 mg/m? IV Tag 1* 2
Cyclo- 2 "
phosphamid --- 300 mg/m* IV --- Tag 1 --- 2

Vincristin 2 mg/m? IV 2mg/m?IV  Tag1*  Tag 1*
Methotrexat 40 mg/m?1IV 40 mg/m?IV  Tag 1*'  Tag 1%

6-Mercapto-

ourin 75 mg/m*PO  75mg/m? PO Tage 1-7 Tage 1-7 56 28

* Nur in der 24. und 28. Woche; # nur in der 23. und 27. Woche; ! nur in der 21.-23. sowie 25.-27.
Woche *® nur in der 21. und 22. sowie 25. und 26. Woche

Das Therapieschema der Wochen 21-28 wurde funfmal wiederholt. Anschlie3end (ab
Woche 68) erhielten alle Patienten taglich Mercaptopurin (75 mg/m?), wochentlich
MTX (40 mg/m?) und alle vier Wochen Dexamethason (8 bzw. 12 mg/m?), kombiniert
mit Vincristin (2 mg/m?). Ab der 100. Woche wurde nur noch MTX und Mercaptopurin
verabreicht. Madchen wurden 100 Wochen, Jungen 146 Wochen lang therapiert.

Die intrathekale Tripeltherapie wurde je nach Risikoprofil der Patienten mindestens

siebenmal, hdochstens jedoch sechzehnmal verabreicht.

2.5.1.3 Probenentnahmen

Zur Bestimmung von Homocystein wurden wahrend der Therapie sowohl Blut- als
auch Liquorproben gezogen. Liquor (ca. 2 mL) wurde vor der Remission/Induktion
(RI), sowie am ersten (C1) und 15. Tag (C15) der Konsolidierung durch eine

Lumbalpunktion entnommen. Zusatzlich wurde zeitweise auch am 8. Tag der
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Konsolidierung (C8) eine Liquorprobe gezogen. Die Liquorentnahmen erfolgten

jeweils kurz vor der intrathekalen Verabreichung von MTX (ITMTX).

Blutproben (ca. 3-4 mL), die anschlieBend zu Plasma aufgearbeitet wurden, wurden
vor Beginn der Remission/Induktion (RI)—zum Zeitpunkt der Diagnose — und
wahrend der Konsolidierung gezogen. In letzterer Therapiephase erfolgte die
Blutentnahme jeweils vor sowie 23 und 42 Stunden nach Verabreichung der 1. bzw.
2. HDMTX-Infusion (gerechnet ab Infusionsbeginn). Insgesamt wurden in dieser
Therapiephase von jedem Patienten sechs Blutproben enthommen (C1, C1h23 und
C1h42, C15, C15h23, C15h42). Das Probenentnahmeschema ist in Abb. 2-11

dargestellt.

§J HDMTX I ITMTX
] Liquorprobe
T Biut- bzw. Plasmaprobe

f o 1 g fo 1 fo 0 0
(] (]

Remissions-/Induktionstherapie Konsolidierung

* Nur bei Patienten mit besonders ausgepragtem Risiko

Abb. 2-11: Zeitpunkte der Entnahme von Liquor- bzw. Blutproben.

Sowohl die Liquor- als auch die Plasmaproben wurden nach ihrer Gewinnung sofort
bei -80 °C eingefroren. Die Versendung der Proben nach Bonn erfolgte auf
Trockeneis, um ein zwischenzeitliches Auftauen der Proben zu vermeiden. Bis zur
Untersuchung wurden alle Proben im Pharmazeutischen Institut der Universitat Bonn

bei -20 °C eingelagert.
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2.5.2 Erwachsene Patienten mit primaren Lymphomen des zentralen

Nervensystems

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Schlegel (Klinik fir Neurologie, Abteilung
Neuroonkologie, Universitatsklinikum der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat
Bonn) wurden vier Patienten mit primaren Lymphomen des Zentralnervensystems
(PZNSL) untersucht. PZNSL sind definiert als Lymphome, die in Gehirn, Augen,

weichen Hirnhauten und/oder dem Spinalmark entstehen'’”.

2.5.2.1 Patientencharakteristika
Die Charakteristika der vier untersuchten Patienten finden sich in Tab. 2-18.

Tab. 2-18: Charakteristika der ZNS-Lymphompatienten.

Patient [‘f;llt:,;] Geschlecht Iﬁgzﬁ;o[t:{]- Erkrankung
1 40 w 1,62 PZNSL (B-Zellreihe)
2 66 w 1,63 PZNSL (B-Zellreihe)
3 64 w 1,79 PZNSL (B-Zellreihe)
4 73 w 1,94 Rezidiv. PZNSL (B-Zellreihe)

2.5.2.2 Therapieplan

Samtliche Patienten wurden nach dem so genannten ,Bonner Protokoll flr primare,
zentralnervose Lymphome® therapiert. Dieses Protokoll beinhaltet insgesamt sechs
Blocke einer Hochdosis-Chemotherapie (Block Al, Bl, Cl sowie All, Bll und ClII), die
im zeitlichen Abstand von zwei Wochen verabreicht werden. Patienten mit
rezidivierendem PZNSL wurden nach einem leicht modifizierten Protokoll behandelt
(es beinhaltete lediglich die Blocke Al, Cl sowie All und CIl). Das detaillierte
Therapieschema ist in Tab. 2-19 aufgeflhrt. Die Dosis der MTX-Infusion wurde der
Kreatinin-Clearance angepasst, die vor jedem Block bestimmt wurde.

Eine Dosisreduktion wurde bei eingeschrankter Nierenfunktion, sowie bei alteren

Patienten (> 65 Jahre) vorgenommen.
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Tab. 2-19: Therapieschema zur Behandlung der Patienten mit PZNSL (,Bonner
Protokoll zur Therapie PZNSL").

Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag

Arzneistoff Dosierung 1 2 3 4 5 6 7
Block A
Methotrexat 5 g/m? IV* +
Vincristin 2mg/m?IlV. +
[fosfamid 800 mg/m? IV + + + +
Dexamethason 10 mg/m? PO + + + +
Methotrexat 3 mg ICV + + +
Prednisolon 2,5mgICV + + +
Cytarabin 30 mg ICV +
Block B
Methotrexat 5 g/m? IV* +
Vincristin 2mg/m?IV  +
Cyclophosphamid 200 mg/m? IV + + + +
Dexamethason 10 mg/m? PO + + + +
Methotrexat 3 mg ICV + + +
Prednisolon 2,5mgICV + + +
Cytarabin 30 mg ICV
Block C
Cytarabin 3g/m? IV + +
Vindesin 5 mg/m? IV +
Dexamethason 10 mg/m? PO + + + + +
Methotrexat 3 mg ICV + + + +
Prednisolon 2,5mg ICV + + + +
Cytarabin 30 mg ICV +

* Patienten > 65 Jahre bekamen 3 g/m2 infundiert

ICV: intra(cerebro)ventrikular

Zur Beachtung: Die Blocke A-C wurden in folgender Reihenfolge verabreicht: Al (Tag 1-5), Bl (Tag 22-
26), Cl (Tag 39-43), All (Tag 64-68), BIl (Tag 85-89), CII (Tag 106-112). Patienten, die aufgrund eines
PZNSL-Rezidivs therapiert wurden, bekamen nur Block A (Al, All) und C (Cl, CllI) verabreicht.

MTX-Serumkonzentrationen wurden 24, 42, 48 und 54 Stunden nach jeder HDMTX-

Infusion (gerechnet ab Infusionsbeginn) mittels Fluoreszenzpolarisations-
Immunoassay (TDx/TDcFLx®) der Firma Abbott bestimmt.

Calciumfolinat (30 mg/m? 1IV) wurde 34, 42, 48 und 54 Stunden nach Beginn der
MTX-Infusion verabreicht. Bei erhdhten MTX-Serumkonzentrationen (> 150 uM zur
24., >1uM zur 42., > 0,4 yM zur 48. oder > 0,2 pyM zur 54. Stunde) wurde eine

intensivierte Rescue-Therapie vorgenommen. In diesem Fall wurde im Abstand von
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vier Stunden solange Calciumfolinat (30 mg/m?1V) verabreicht, bis die MTX-
Serumkonzentration < 0,2 uM betrug. Nach der intraventrikularen Gabe von MTX
(ICVMTX) erfolgte keine Rescue-Therapie.

2.5.2.3 Probengewinnung und -aufarbeitung

Die Probenentnahme erfolgte jeweils kurz vor Verabreichung der intraventrikularen
MTX- bzw. Cytarabin-Gabe durch Punktion eines Ommaya-Reservoirs (s. Abb. 2-12).
Hierbei handelt es sich um einen Silikonport, der subkutan implantiert wird. Von dem
Silikonport reicht ein anhangender Katheter durch das Cranium in einen lateralen
Ventrikel. Das Reservoir erlaubt die vergleichsweise einfache Entnahme von

Liquorproben bzw. Applikation von Arzneistoffen.

Abb. 2-12: Schematische Darstellung eines intraventrikuldren Zugangs mit Ommaya-
Reservoir. Die VergréBerung zeigt den nach Applikation eines Arzneistoffs

notwendigen Pumpvorgang®.

Abb. 2-13 gibt eine Ubersicht darliber, wann MTX infundiert bzw. intraventrikular
verabreicht wurde und zu welchen Zeitpunkten der Therapie Liquorproben
entnommen wurden. Daruber hinaus ist der Abbildung das zeitliche Schema der

Rescue-Therapie zu entnehmen.
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ﬂ Liquorprobe

I 1ITMTX
Il Calciumfolinat

f f f {
4 4 4
HDMTX | 7 1331
| I I : : '
| Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 |

Abb. 2-13: Zeitpunkte der Entnahme von Liquorproben im Block A/B.

Zur Abtrennung zellularer Bestandteile wurden die Liquorproben 10 min bei
Raumtemperatur und 1000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis zur quantitativen

Analyse bei -24 °C eingelagert.

2.5.3 Gesunde Erwachsene (Kontroligruppe)

In Zusammenarbeit mit Dr. Gortz (Neurologie des Universitatsklinikums der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf) wurde eine Kontrollgruppe fur die
Lymphompatienten-Studie zusammengestellt. Es wurde gefordert, dass die
Personen der Kontrollgruppe

e keine Erkrankung aufwiesen, die in irgendeiner Art und Weise den

Homocysteinstoffwechsel hatte beeinflussen kénnen,

e gehobenen Alters waren und

e Uber eine intakte Blut-Liquor-Schranke verfugten.
Die Liquores dieser Personen wurden hinsichtlich des Gehaltes an schwefelhaltigen,
exzitatorischen Aminosauren (SEAA) sowie Cystein, Homocystein und Glutathion

untersucht. Die ermittelten Konzentrationen dieser Substanzen dienten als



Seite 80

Material und Methoden

Referenzwerte fir die Interpretation der Daten, die anhand der Studie mit den

Lymphompatienten erhoben wurden.

Die nachfolgende Tab. 2-20 beinhaltet die Charakteristika der Kontrollgruppe. Alle

Personen dieser Kontrollgruppe erhielten aus diagnostischen Grinden eine

Lumbalpunktion. Die Blut-Liquor-Schrankenfunktion wurde anhand des Albumin-

Quotienten beurteilt.

Tab. 2-20: Charakteristika der Kontrollgruppe.

Nr Alter Ge- Protein'  Albumin-Quotient” Drittel-
' [Jahre] schlecht [g/L] (x10®) zellen*
1 72 m 0,53 5,44 1
2 89 w 0,30 4,33 1
3 69 m 0,59 8,68 2
4 69 m 0,72 7,38 9
5 69 w 0,50 9,17 1
6 65 m 0,43 7,23 1
7 64 m 0,15 4,66 1
8 76 w 0,22 3,20 1
9 69 w 0,20 3,33 1
10 67 w 0,28 4,98 1
11 67 m 0,77 10,22 1
12 59 w 0,33 4,39 1
13 70 w 0,39 6,34 1
X 69,6 0,42 6,10
S 7,09 0,20 2,27
RSD[%] 10,2 473 372
X 69,0 0,39 5,44

* Normwert des Proteingehalts im Liquor: 0,15-0,45 g/L (erhéht bei Schrankenstérungen und

pathologischen Prozessen)

* Quotient aus der Albuminkonzentration im Liquor und der Albuminkonzentration im Plasma;
altersabhangiger Normwert: bis 15 Jahre: < 5,010, bis 40 Jahre: < 6,5x107, bis 60 Jahre: < 8,0x10”

* Drittelzellen: Zellzahl in 3 pL unverdiinntem Liquor; Normwerte: 1 bis max. 12 Drittelzellen

Die Albuminquotienten der Tabelle zeigen auf, dass alle Personen uber eine intakte

Blut-Liquor-Schranke verfligten. Die Albuminquotienten der Personen 3, 5 und 11,

welche Uber dem Grenzwert der Altersklasse ,bis 60 Jahre® lagen, sind normal flr

Personen, die alter als 60 Jahre sind, und klinisch nicht von Bedeutung'’®.
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2.5.4 Fallbericht einer Patientin mit MTX-Uberdosierung

In Zusammenarbeit mit Dr. Liebeskind (Klinikum Buch, Abteilung Hamatologie und
Onkologie, Helios Klinikum Berlin) und Prof. Dr. Bode (Kinderklinik, Abteilung
Hamatologie und Onkologie, Universitatsklinikum der Rheinischen Friedrich-
Wilhelms-Universitat Bonn) wurde eine Patientin, die eine 10fach erhéhte MTX-Dosis

intraventrikular verabreicht bekam, untersucht.

2.5.4.1 Fallbeschreibung

Die Patientin wurde aufgrund eines Astrozytoms (WHO-Grad V) nach dem
sogenannten ,HIT-SKK 2000-Protokoll“ therapiert. Zum Zeitpunkt der fehlerhaften
MTX-Applikation — die Patientin bekam anstatt 2mg 20 mg MTX intraventikular
verabreicht — befand sich die Patientin im zweiten Therapiezyklus (1. Tag des
Elements E Il S1, s. Tab. 2-21) und war ein Jahr alt.
Sechs Stunden nach Applikation dieser hohen MTX-Dosis wurden folgende Notfall-
MalRnahmen eingeleitet:
e Abbruch der laufenden MTX-Infusion (5g/m?), die kurz vor der
intraventrikularen Gabe von MTX gestartet wurde
e Fraktionierte ventrikulare Liquorspulung mit insgesamt 50 mL
0,9 % Kochsalzldésung, die 16 Stunden nach Uberdosierung wiederholt wurde
e Intravendse Gabe von insgesamt 11 Dosen Calciumfolinat (6 mg/m?), die im
zeitlichen Abstand von jeweils 6 Stunden verabreicht wurden
e Forcierte alkalische Diurese
e Gabe von Dexamethason (3x1 mg|V), Phenobarbital (2x25 mgIV) und
Furosemid (5 mg V)

Nach der fehlerhaften MTX-Gabe wurden keine neurologischen Komplikationen
beobachtet'’®. Eine Kernspinuntersuchung (MRT), die 4 Monate nach der
Uberdosierung  durchgefiihrt wurde, offenbarte  keine  Anzeichen einer

Demyelinisierung bzw. Leukenzephalopathie'’.
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2.5.4.2 Therapieplan

Nach der operativen Entfernung des Hirntumors erhielt die Patientin eine
Chemotherapie, die neben Methotrexat die Zytostatika Vincristin, Cyclophosphamid,

Carboplatin und Etoposid beinhaltete. Das genaue Therapieschema zeigt Tab. 2-21.

Tab. 2-21: Therapieschema des ,HIT-SKK 2000-Protokolls*.

Arzneistoff Dosierung Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4
ElementEIl S
Vincristin 1,5 mg/m2 v +
Cyclophosphamid 800 mg/m? IV + + +
Methotrexat* 2mg ICV + + + +
Element E Ill S1
Vincristin 1,5 mg/m? IV +
Methotrexat 5 g/m? IV +
Methotrexat 2 mg ICV + +
Element E Ill S2
Vincristin 1,5 mg/m? IV +
Methotrexat 5 g/m? IV +
Methotrexat 2 mg ICV + +
ElementEIV S
Carboplatin 200 mg/m? IV + + +
Etoposid 150 mg/m? IV + + +
Methotrexat* 2 mg ICV + + + +

Zur Beachtung: Die Elemente E Il S, E Ill S1, E Il S2 und E IV S stellen zusammen einen Zyklus dar.
Dieser Zyklus wurde in der ersten Therapiephase insgesamt dreimal verabreicht (Zyklus 1-3), die
Zeitspanne zwischen den einzelnen Zyklen betrug jeweils mindestens zwei Wochen. In einer spateren
Therapiephase (nach kompletter Remission) wurden zwei weitere Zyklen (Zyklus 4-5) verabreicht,
wobei in diesen Zyklen die Elemente E Il S1 und E Il S2 ausgelassen wurden.

* Nur Zyklus 1-3

Tab. 2-21 ist zu entnehmen, dass HDMTX insgesamt sechsmal, ICVMTX insgesamt
36-mal verabreicht wurde. Die Rescue-Therapie nach HDMTX wurde 42 Stunden
nach MTX-Infusionsbeginn mit der Gabe von Calciumfolinat (15 mg/m? 1V) gestartet
und alle sechs Stunden solange wiederholt, bis insgesamt sechs Dosen
Calciumfolinat verabreicht worden waren. Die letzte Gabe Calciumfolinat erfolgte
somit 72 Stunden nach Beginn der MTX-Infusion. Bei erhéhten MTX-
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Serumkonzentrationen (> 1 uM zur Stunde 42, >0,4 yM zur Stunde 48 oder
> 0,25 yM zur Stunde 54) wurde die sechsstindliche Calciumfolinatdosis den MTX-
Serumkonzentrationen angepasst und solange fortgesetzt, bis die MTX-
Serumkonzentration < 0,25 uyM betrug. Nach der intraventrikularen Gabe von MTX
(ICVMTX) erfolgte keine Rescue-Therapie.

2.5.4.3 Probenentnahmen

Liquorproben wurden 6, 6 V2 (nach der 1. Spulung), 10, 16 (vor der 2. Spulung), 24,
34, 48, 62 und 66 Stunden nach der fehlerhaften intraventrikularen Instillation von
MTX aus dem implantierten Ommaya-Reservoir entnommen. Diese Proben wurden
weder zentrifugiert noch anderweitig behandelt.

Im Klinikum Buch wurden in all diesen Proben die Konzentrationen an MTX mit
einem Fluoreszenzpolarisations-Immunoassay (TDx/TDcFLx®) der Firma Abbott
bestimmt.

Cystein, Homocystein und Glutathion, die Metaboliten des Cysteins (CSA und CA)
und Homocysteins (HCSA und HCA) sowie N°-Methyl-THF wurden in den Proben,
die 10, 16 (vor 2. Spullung), 24, 34, 62 und 66 Stunden nach ICVMTX gezogen
wurden, quantifiziert. Die Ubrigen Proben standen fir diese biochemische Analyse

nicht zur Verfugung.

2.6 Pharmakokinetische Berechnungen

Die MTX-Clearance und die AUC (Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve) der
ALL-Patienten nach HDMTX (s. Kapitel 2.5.1) wurden basierend auf den MTX-
Steady-State-Konzentrationen, die wahrend der 24-stiindigen MTX-Infusion bestimmt

wurden, ermittelt.
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2.6.1 Clearance

Die Gesamtclearance (CL) von MTX nach Verabreichung der hochdosierten MTX-
Infusion wurde aus der verabreichten Dosis und der mittleren Steady-State-

Konzentration im Plasma nach folgender Gleichung berechnet:

D

o T

av

CL= Gl. 2-11

D = Dosis

Ss

c¢? = mittlere Steady-State-Konzentration

av

7 = Infusionsdauer

Die mittlere  Steady-State-Konzentration wurde aus den MTX-Plasma-
konzentrationen, die zur 6. und 23. Stunde der insgesamt 24-stindigen MTX-Infusion

bestimmt wurden, berechnet.

2.6.2 AUC

Die AUC nach HDMTX wurde nach Ermittlung der jeweiligen MTX-Clearance gemalf}

folgender Gleichung berechnet:

AUC = D Gl. 2-12
CL

D = Dosis

CL = Gesamtclearance
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2.7  Statistische Datenanalyse

Die statistische Datenanalyse erfolgte mit Hilfe der Software Excel® 2002 (Microsoft®)

und SPSS 11.0 fiir Windows® (SPSS Inc.).

2.7.1 Deskriptive Statistik

Zur zusammenfassenden Darstellung der Daten wurden verschiedene Lage- und

Streumalde herangezogen. Dies waren:

Median (X ):

Arithmetischer Mittelwert (x ):

Standardabweichung (SD):

Relative Standardabweichung (RSD):

Spannweite (Range):

Der Wert, Uber und unter dem jeweils die

Halfte aller Falle liegt; das 50. Perzentil.

Bei einer geraden Anzahl von Fallen ist

der Median der Mittelwert der
mittleren Falle, wenn diese auf-

absteigend sortiert sind

x = 4= Gl. 2-13

Gl. 2-14

X = Mittelwert aus n Einzelmessungen
x; = Messwert
n = Anzahl der Messungen

siehe GI. 2-6

zZwei

oder

Die Spannweite wird durch den grof3ten

(Maximum) und kleinsten Wert

(Minimum) der Verteilung terminiert.

Zur graphischen Darstellung der Lage- und Streumafle wurden in aller Regel

Boxplots verwendet. Der Boxplot besteht aus einer Box, die vom ersten und dritten
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Quartil (25. und 75. Perzentil) begrenzt wird. Die innere horizontale Linie
reprasentiert den Median, die obere Linie markiert den grofdten, die untere den
kleinsten Wert. Ausreil3er sind definiert als Werte, die um mehr als anderthalb
Boxlangen aulRerhalb der Box liegen. Sie sind durch einen Kreis gekennzeichnet.
Extremwerte liegen um mehr als drei Boxlangen aulRerhalb der Box und sind durch
ein Sternchen markiert (s. Abb. 2-14).

% Extremwert

o Ausreiler

*'7 grofliter Wert

Median

— kleinster Wert

Abb. 2-14: Boxplot zur Darstellung der Lage- und Streumal3e.

2.7.2 Statistische Tests zur Priifung von Unterschiedshypothesen

Mit Hilfe der klassischen Teststatistik wird ermittelt, welche von zwei gegensatzlichen
Hypothesen — Nullhypothese oder Alternativhypothese — angenommen werden kann.
Die Nullhypothese ist eine Negativhypothese, mit der behauptet wird, dass die zur
Alternativhypothese (Ha) komplementare Aussage richtig ist. Die Entscheidung, ob
die Alternativhypothese, die die zu beweisende Theorie beinhaltet, akzeptiert werden
kann oder nicht, wird von der Nullhypothese aus getroffen. Ziel der Teststatistik ist
es, die Wahrscheinlichkeit (p) zu berechnen, mit der die Nullhypothese
falschlicherweise abgelehnt wird (lrrtumswahrscheinlichkeit). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Nullhypothese verworfen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit
kleiner oder gleich 5 % betrug (p < 0,05), das Signifikanzniveau lag somit bei 5 %.
Ein hochsignifikantes Ergebnis lag bei p < 0,01, ein héchstsignifikantes bei p < 0,001
vor. Nachfolgend werden die verwendeten Tests kurz erlautert.
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Priufung auf Normalverteilung

Zur Prufung auf Normalverteilung wurde bei Stichprobenumfangen mit bis zu
50 Messwerten der Shapiro-Wilk-Test, bei groleren Stichprobenumfangen der
Kolmogorov-Smirnov-Test angewendet. Bei beiden Tests stellt die Nullhypothese
(die Daten sind normalverteilt) die ,Wunschhypothese“ dar, d.h. bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 weicht die gegebene Verteilung signifikant von
einer Normalverteilung ab. Die untere Grenze der ,echten Signifikanz® wurde bei
p=0,2 festgelegt, d.h. bei p-Werten =0,2 wurden normalverteilte Daten

angenommen.

Gruppenvergleich

Zur Beurteilung, ob sich Gruppen hinsichtlich bestimmter Merkmale signifikant
unterscheiden, wurden diverse statistische Tests herangezogen. Die Testauswahl
erfolgte in Abhangigkeit von der Skalierung und Verteilung der Daten, der
Stichprobengrofle und der Anzahl der untersuchten Gruppen. Des Weiteren wurde
berlcksichtigt, ob die Variablen voneinander abhangig waren oder nicht.
Intervallskalierte, nicht-normalverteilte Daten wurden mit nicht-parametrischen Tests

analysiert. Die Tab. 2-22 liefert einen Uberblick Uber die verwendeten Testverfahren.

Tab. 2-22: Statistische Tests zur Priifung von Unterschiedshypothesen.

Test Skalierung s";‘i’;ap'}'o%‘; Abhingigkeit
Mann-Whitney-U-Test ordinal® 2 unabhangig
Wilcoxon-Test ordinal* 2 abhangig
Kruskal-Wallis-Test ordinal* > 2 unabhangig
Friedman-Test ordinal* >2 abhangig
t-Test nach Student intervallskaliert 2 unabhangig
Verbundener t-Test intervallskaliert 2 abhangig
Einfache Varianzanalyse intervallskaliert >2 unabhangig
Varianzanalyse mit intervallskaliert >2 abhangig

Messwiederholungen

* oder nicht-normalverteilt, intervallskaliert
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2.7.3 Korrelationsanalyse

Die Korrelationsanalyse eignet sich, um die Starke und die Richtung eines
Zusammenhangs zwischen zwei Variablen zu untersuchen. Die Berechnung basiert
auf Wertepaaren, die aus den zur Verfugung stehenden Daten gebildet werden. Der
Korrelationskoeffizient r gibt die Starke des Zusammenhangs an. Er kann Werte
zwischen -1 und +1 annehmen. Ein perfekter Zusammenhang liegt bei r = 1 vor; fehlt
jeglicher Zusammenhang ist r = 0. Ein negativer Korrelationskoeffizient signalisiert
einen gegenlaufigen Zusammenhang. Es ist Ublich, das Ausmal} der Korrelation in

Abhangigkeit von r naher zu benennen:

Tab. 2-23: Korrelationskoeffizient und Ausmall des Zusammenhangs zwischen zwei

Variablen.
Korrelationskoeffizient AusmahR der Korrelation
r=0,9 sehr hoch
r<o,9 hoch
r<0,7 mittel
r<0,5 gering
r<o0,2 sehr gering

Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten richtet sich nach dem Skalenniveau
und der Verteilung der Variablen. Bei intervallskalierten, normalverteilten Variablen
wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson, bei mindestens einer ordinal-
skalierten oder nicht-normalverteilten Variable wurde der Rangkorrelationskoeffizient

nach Kendall berechnet.

2.7.4 Regressionsanalyse

Mit Hilfe der Regressionsanalyse wird der mathematische Zusammenhang zwischen
einer unabhangigen und einer abhangigen Variablen ermittelt. Bei der einfachen
linearen Regression mir nur einem unabhangigen Parameter wird, basierend auf

dem Prinzip der kleinsten Fehlerquadrate, eine Geradengleichung ermittelt, die den
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linearen Zusammenhang der unabhangigen Variablen x von der abhangigen

Variablen y beschreibt:
y=a-x+b Gl. 2-15

a = Steigung
b = Ordinatenabschnitt

Auch bei der linearen Regression wird der Korrelationskoeffizient herangezogen, um

das Ausmall des Korrelierens (oder Nicht-Korrelierens) zu beurteilen. Zur

Berechnung des mittleren Korrelationskoeffizienten (;) wurde zunachst eine
Z-Transformation nach Fisher vorgenommen (s. Gl. 2-16) und anschlielRend das
arithmetische Mittel der Z-Werte zurticktransformiert (s. Gl. 2-17).

z:o,s-m[l”j

—-r

Gl. 2-16

2Z
e’ —1

=

e’ +1 Gl. 2-17

Z = transformierter Korrelationskoeffizient (nach Fisher)

Diese Umrechnung erfolgte vor dem Hintergrund, dass die Werte fir den
Korrelationskoeffizienten nicht Malzahlen einer Kardinalskala sind und somit der
Mittelwert der Korrelationskoeffizienten ohne vorherige Z-Transformation nicht

interpretierbar ist'®.
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3 Ergebnisse

3.1  CE-Methode zur Bestimmung von schwefelhaltigen,

exzitatorischen Aminosauren im Liquor

Um die Liquores von Krebspatienten auf schwefelhaltige, exzitatorische
Aminosauren untersuchen zu koénnen, wurde eine kapillarelektrophoretische
Methode entwickelt, die es erlaubt, auch sehr niedrige Konzentrationen der SEAA im
Liguor zu detektieren. Im Folgenden werden die Ergebnisse der

Methodenentwicklung und Validierung aufgefuhrt.

3.1.1 Trennung der schwefelhaltigen, exzitatorischen Aminosauren

Die Grundlage der Methodenentwicklung stellte ein von Lau et al. beschriebenes
Verfahren dar, bei dem primare Amine mit CFSE umgesetzt und anschlieend

70 Initial wurden sowohl die Derivatisie-

kapillarelektrophoretisch getrennt werden
rungs- als auch die Trennbedingungen dieser Methode Ubernommen und Uberpruft,
ob sich die Methode auch zur Bestimmung der SEAA eignete. Abb. 3-1 zeigt das
entsprechende Elektropherogramm einer Losung derivatisierter SEAA, welches unter
den Bedingungen der Methode von Lau et al. erhalten wurde. Sie verdeutlicht, dass
sowohl die Trennung als auch die Peakscharfe unzureichend waren.

Da eine pH-Wert-gesteuerte Trennungsoptimierung nicht in Frage kam
(s. Kap. 2.2.3.1), daruber hinaus die Analyten bei pH9,0 Uber die gleiche
Nettoladung und ahnliche Massen verfugten, wurde versucht, Uber die micellare
elektrokinetische Chromatographie (MEKC, s. Kapitel 2.2.1) eine ausreichende
Trennung der Analyten zu erzielen. Vor diesem Hintergrund wurden dem Laufpuffer
(0,1 M Borat, pH 9,0) unterschiedlich grole Mengen des Micellbildners SDS
zugesetzt und der Effekt auf die Trennung der SEAA-Derivate verfolgt. Die
SDS-Konzentration im Laufpuffer lag hierbei jeweils oberhalb der kritischen
Micellbildungskonzentration (CMC) von 8,2 uM'™'. Eine Zusammenstellung der
Puffer, die in dieser Studie verwendet wurden, zeigt Tab. 2-2.

Der Abb. 3-2 A ist zu entnehmen, dass die SDS-Zugabe (Endkonzentration 20 mM,
s. Puffer B der Tab. 2-2) die Auftrennung der Analyten deutlich verbesserte.
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Absorption 490 nm

Zeit [min]

Abb. 3-1: Elektropherogramm einer Lésung derivatisierter SEAA (c: jeweils 0,5 mM).
Trennbedingungen: 25 kV, Temperatur 25 °C, hydrodynamische Injektion (5s),
Laufpuffer: 0,1 M Borat (pH 9,0). CF: Carboxyfluorescein.

Die Zunahme der Peakscharfe wurde durch eine Aufkonzentrierung der Probe in der
Kapillare bewirkt (,stacking“, s. Kapitel 2.2.1), denn der SDS-Zusatz fuhrte zu einer
deutlichen Erhéhung der Leitfahigkeit des Laufpuffers (s. Strome der Laufpuffer in
Tab. 2-2). Die Tatsache, dass sich nach Zugabe von SDS die Migrationszeiten aller
Analyten verlangerten, ist ein Indiz dafur, dass Interaktionen zwischen den Analyten
und den Micellen stattgefunden haben. Eine weitere Verbesserung der Auflésung
konnte durch eine hoéhere Konzentration an SDS (Puffer C der Tab. 2-2) erzielt
werden. Allerdings konnte auch mit diesem Trennsystem keine befriedigende
Trennung zwischen CSA und HCA (jeweils als Derivat vorliegend) erreicht werden (s.
Abb. 3-2 B). Zur weiteren Optimierung der Trennung und zur Senkung des Stromes
in der Kapillare — es wird empfohlen mit Stromen unterhalb 100 pA zu arbeiten, um
eine zu starke Erwarmung und eventuell nachfolgende Gasentwicklung zu
vermeiden'® — wurde dem Laufpuffer zusatzlich Methanol hinzugesetzt. Organische
Ldsungsmittel, insbesondere Alkohole, werden recht haufig zur Verbesserung der
Auflésung verwendet, da sie in der Lage sind, den EOF zu verringern und somit das
Zeitfenster fUr die Trennung zu vergrofRern. Mit einem 0,1 M Boratpuffer (pH 9,0), der
SDS in einer Konzentration von 50 mM und zusatzlich 5 % (V/V) Methanol enthielt,

konnte eine vollstandige Trennung aller Aminosauren erzielt werden (Abb. 3-2 C).
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Abb. 3-2: Optimierung der Trennung derivatisierter SEAA (0,56 mM jewelils).
Trennbedingungen: 25 kV, 25 °C; Laufpuffer: A: 0,1 M Borat (pH 9,0), 20 mM SDS;
B: 0,1 M Borat (pH 9,0), 50 mM SDS; C: 0,1 M Borat (pH 9,0), 50 mM SDS, 5 %
(V/V) MeOH.
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3.1.2 Optimierung der Derivatisierung

pH-Abhangigkeit

Abb. 3-3 zeigt die Abhangigkeit der korrigierten Peakflache derivatisierter HCSA vom
pH-Wert des Derivatisierungspuffers (0,1 M Borat). Die Kurvenanpassung erfolgte
durch polynomische Regression. Vergleichbare Kurven wurden auch fir CSA, CA
und HCA erhalten. Die Maxima der Kurven lagen bei 8,98 fur HCSA, 8,81 fur HCA,
8,92 fur CSA und 8,73 fur CA. Als pH-Optimum fur die gemeinsame Derivatisierung
der SEAA wurde der Mittelwert dieser Maxima (pH 8,87) definiert.

6200 -
6000 -
5800 — o
5600 -
5400 - o
5200 -

5000

Korrigierte Peakflache (HCSA)

4800

d T d T d T d T d 1
8,4 8,6 8,8 9,0 9,2 9,4

pH-Wert

Abb. 3-3: pH-Abhéngigkeit der Derivatisierungsreaktion. Korrigierte Peakfléache
derivatisierter HCSA in Abhéngigkeit vom pH-Wert des Derivatisierungspuffers
(0,1 M Borat). Derivatisierungsdauer: 30 min, Konzentration der SEAA jeweils
0,1 mM.

Der Kurvenverlauf in Abb. 3-3 lal3t sich dadurch erklaren, dass vor dem Maximum die
Protonierung der Aminogruppe, nach dem Maximum die Hydrolyse des
Fluoreszenzmarkers die Reaktionsausbeute limitierte. Die Hydrolysereaktion von
CFSE ist in Abb. 3-4 dargestellt.
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©
+ HpO/OH® coo
+ HO—N

Carboxyfluorescein

Abb. 3-4: Hydrolysereaktion von CFSE.

Zeitabhangigkeit

Nach der Ermittlung des optimalen pH-Wertes fur die Derivatisierung wurde die
Derivatisierungszeit bestimmt, die die maximale Ausbeute an Produkten liefert. Abb.
3-5 zeigt die korrigierten Peakflachen der Aminosaurederivate in Abhangigkeit von
der Derivatisierungszeit. Abb. 3-5 A zeigt das Ergebnis unter Verwendung der UV-,
Abb. 3-5 B unter Verwendung der sensitiven LIF-Detektion.

Bedingt durch die empfindlichere Messtechnik ist der Anstieg der Kurven in Abb.
3-5 B steiler, was zur Folge hat, dass das Maximum deutlicher sichtbar ist. Man
sieht, dass sowohl bei Abb. 3-5 A als auch bei Abb. 3-5 B ein Maximum nach ca.
35 min erreicht wird. Diese Zeit entspricht einer 30-minutigen Derivatisierungszeit, da
ungefahr 5 min bis zur Vermessung der Probe verstreichen. Im Gegensatz zu Lau et
al., die eine wesentlich langere Derivatisierung empfehlen (iiber Nacht)'’’, zeigt
diese Studie, dass 30 min ausreichend sind, um eine maximale Ausbeute an
Derivaten zu erzielen.

Darlber hinaus lassen die Ergebnisse erkennen, dass die Reaktionsausbeute stark
von der Reaktivitat der Aminogruppe der jeweiligen Aminosaure beeinflusst wird.
Aminosauren, die eine Sulfinsauregruppe tragen, zeigen im Vergleich zu den

entsprechenden Aminosauren mit einer Sulfonsauregruppe gegenuber CFSE eine
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hohere Reaktivitat. Dies ist dadurch zu erklaren, dass die Basizitat der Aminogruppe
bei den Sulfinsduren hoher ist als bei den Sulfonsauren, weil von der
Sulfinsauregruppe ein schwacherer negativer induktiver Effekt ausgeht als von der
Sulfonsauregruppe. Ferner reagieren Aminosauren, die sich vom Homocystein
ableiten lassen, besser als die Abkdmmlinge des Cysteins, da die zusatzliche
Methylengruppe der Homocysteinderivate den elektronenziehenden Effekt der Sulfin-

bzw. Sulfonsauregruppe reduziert.
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Abb. 3-5: Korrigierte Peakflachen derivatisierter SEAA in Abhéngigkeit von der
Derivatisierungszeit. Derivatisierungspuffer: 0,1 M Borat (pH 8,9). A: UV-Detektion
(490 nm), B: LIF-Detektion.
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3.1.3 Vergleich der Empfindlichkeit von UV- und LIF-Detektion

Nach Optimierung der Trenn- und Derivatisierungsbedingungen wurde die
Nachweisgrenze (LOD), basierend auf einem Signal-Rausch-Verhaltnis von drei,
unter Verwendung der UV-, sowie der empfindlichen LIF-Detektion bestimmt. Tab.

3-1 sind die ermittelten LODs fir beide Detektionsmethoden zu entnehmen.

Tab. 3-1: Limits of Detection der SEAA (UV- und LIF-Detektion).-

Substanz LOD [pM] LOD* [pM] LOD** [amol]
UV-Detektion (490 nm) LIF-Detektion LIF-Detektion
HCSA 54 90 21
CSA 8,2 170 3,9
HCA 5,6 210 4,6
CA 4,2 600 13,8

"Nach Verdiinnung der Probe mit 0,01 M Boratpuffer

# Massenempfindlichkeit (Injektionsvolumen: 23 nL)

FUr die UV-Detektion lagen die ermittelten LODs im unteren pM-Bereich. Die im
Vergleich zu HPLC-Methoden relativ geringe Konzentrationsempfindlichkeit ist durch
den geringen Kapillarinnendurchmesser (ID: 75 um) begrindet, der die Schichtdicke
der Detektionszelle festlegt. Das Ergebnis zeigt deutlich, dass die UV-Detektion zur
Bestimmung niedriger Konzentrationen (unterer ymolarer Bereich) der SEAA nicht
ausreicht.

Die Verwendung der LIF-Detektion fuhrte zu einer extrem gesteigerten
Empfindlichkeit. Fur die 1:100 verdiinnte Messprobe lagen die LODs im picomolaren

Bereich. Die Massenempfindlichkeit lag zwischen 2,1 und 13,8 amol (10 x 10™'® mol).

3.1.4 Methodenoptimierung fir die Liquoranalyse

Erste Elektropherogramme derivatisierter Liquorproben, die mit den SEAA
aufgestockt wurden, zeigten, dass unter Verwendung des Laufpuffers, der die

Trennung aller interessierenden Analyten in rein wassriger Losung gewahrleistete
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(0,1 M Borat (pH 9,0), 50 mM SDS, 5 % (V/V) MeOH), die Aminosaure Aspartat
(ASP) nicht von CSA bzw. HCA abgetrennt werden konnte.

Da die Trennung der Analyten im Rahmen der Methodenentwicklung schnell und
effizient durch Variation der SDS- und MeOH-Konzentration im Laufpuffer gesteuert
werden konnte, wurde dieses Konzept auch fir die Trennung im Liquor verfolgt. Die
Zusammensetzung der eingesetzten Puffersysteme zeigt Tab. 2-3.

Zunachst wurde die MeOH-Konzentration im Laufpuffer variiert (Puffer A-F der Tab.
2-3). Die Erhohung des MeOH-Anteils fuhrte schrittweise zu einer besseren
Trennung zwischen ASP und HCA (s. Abb. 3-6 A-C). Leider flhrte diese MalRnahme
nicht zu einer befriedigenden Trennung zwischen CSA und ASP —sie wurde
tendenziell eher schlechter. Dies war der Grund dafur, dass der MeOH-Anteil nicht
uber 10 % erhoht wurde. Stattdessen wurde die SDS-Konzentration im Laufpuffer
variiert. Interessanterweise bewirkte das Absenken der SDS-Konzentration — trotz
kirzerer Migrationszeiten — eine bessere Trennung zwischen CSA und ASP. Ein
Optimum wurde bei einer SDS-Konzentration von 10 mM erreicht (s. Abb. 3-7 A). Der
vollige Verzicht auf SDS fuhrte zu einer deutlich schlechteren Auflosung — ein Beleg
daflr, dass SDS eine tragende Rolle bei der Trennung der Analyten zukam (s. Abb.
3-7 B). Eine Basislinientrennung aller derivatisierten Aminosauren konnte schlief3lich
durch ein Absenken der Kapillartemperatur von 25 auf 19 °C erzielt werden (Abb.
3-7 C). Bedingt durch den verringerten EOF verlangerten sich die Migrationszeiten
der Analyten um knapp sieben Minuten.

Dieses Beispiel der Trennungsoptimierung zeigt, dass die Auftrennung ionischer
Substanzen in der MEKC durch viele Faktoren beeinflusst werden kann und dass
eine Vorhersage, wie sich die Variation eines Parameters auf die Trennung auswirkt,
kaum zu treffen ist. Neben dem zugrunde liegenden elektrophoretischen
Trennprinzip spielen Verteilungsprozesse und ionische Wechselwirkungen zwischen
den Analyten und den Micellen eine Rolle, so dass insgesamt ein hoch komplexes

Trennsystem vorliegt.
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Abb. 3-6: Elektropherogramme einer Liquorprobe, gespikt mit SEAA (10 uM) sowie
GLU und ASP. Laufpuffer: 0,1 M Borat (pH 9,0), 50 mM SDS (25 °C); Methanol-
gehalt: A: 5 %, B: 7 %, C: 10 % MeOH (V/V).
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Abb. 3-7: Elektropherogramme einer Liquorprobe, gespikt mit SEAA (10 uM) sowie
GLU und ASP. Laufpuffer: A: 0,1 M Borat (pH 9,0), 10 % MeOH (V/V), 10 mM SDS
(25 °C). B: 0,1 M Borat (pH 9,0), 10 % MeOH (V/V), 0 mM SDS (25 °C) C: 0,1 M
Borat (pH 9,0), 10 % MeOH (V/V), 10 mM SDS (19 °C).
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3.1.5 Validierung

3.1.5.1 Selektivitat

Im Rahmen der Selektivitdtsuntersuchung wurden die Elektropherogramme funf
verschiedener Liquores vor und nach Zugabe der Analyten untersucht. Abb. 3-8 zeigt
ein typisches Elektropherogramm einer Liquorprobe, die nicht mit den SEAA

aufgestockt wurde.
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Abb. 3-8: A: Typisches Elektropherogramm einer Liquorprobe. B: Ausschnitt des

Elektropherogramms A (gestrichelter Kasten im Elektropherogramm A).
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Da der Fluoreszenzmarker CFSE in verhaltnismalig hoher Konzentration eingesetzt
wurde, pragten die Peaks von CFSE und dessen Hydrolyseprodukt CF die
Elektropherogramme. Das Zeitfenster, in dem die SEAA detektiert wurden, ist durch
den gestrichelten Kasten in Abb. 3-8 A angedeutet. In Abb. 3-8 B ist dieser
Ausschnitt dargestellt. Neben Glutamat und Aspartat wurden Verunreinigungen (oder
Abbauprodukte) des Fluoreszenzmarkers detektiert. Die Substanz, die kurz vor dem
Glutamat-Peak detektiert wurde, war nicht in allen Chargen des Fluoreszenzmarkers
CFSE vorhanden. An dieser Stelle sei angemerkt, dass fur die empfindliche LIF-
Detektion ein héherer Reinheitsgrad von CFSE wlnschenswert gewesen ware. Abb.
3-9 zeigt das Elektropherogramm einer Liquorprobe gespikt mit HCSA, CSA, HCA
und CA (3 uM jeweils). Der Vergleich der Elektropherogramme in Abb. 3-8 und Abb.
3-9 zeigt, dass HCSA, HCA und CA ohne stérende Nebenpeaks detektiert werden
konnten. Die Verunreinigung, die mit CSA komigrierte, fihrte dazu, dass sich der
Ordinatenabschnitt der Kalibriergeraden von CSA signifikant von Null unterschied.
Da die Flache der ,Storsubstanz® relativ klein war, konnte CSA trotzdem mit

hinreichender Genauigkeit bestimmt werden (siehe Tab. 3-4).
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Abb. 3-9: Elektropherogramm einer Liquorprobe, gespikt mit SEAA (3 uM).
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3.1.5.2 Wiederfindung im Liquor

Die Wiederfindung im vergleich zu 0,1 M Boratpuffer (pH 8,9) wurde anhand einer
Liquormischung, die mit sechs verschiedenen Konzentrationen der SEAA (Tab. 3-2)
versetzt wurde, bestimmt. Die prozentuale Wiederfindung (W) wurde nach Gl. 2-9
berechnet.

Die mittlere Wiederfindungsrate (n=3) bezuglich der sechs untersuchten
SEAA-Konzentrationen lag zwischen 92,6 (HCA, 10 uM) und 106,6 % (CA, 20 uM),
die absolute Abweichung (von 100 %) betrug somit in allen Fallen weniger als 7,4 %.
Effekte beobachtet werden. Die

Konzentrationsabhangige konnten  nicht

Gesamtwiederfindungsrate (W ) betrug fir HCSA 98,0 %, fiir CSA 97,7 %, fiir HCA
97,0 % und far CA 102,9 % (s. Tab. 3-2).

Tab. 3-2: Wiederfindungsraten (W) der SEAA unter Verwendung von Liquor als

Probenmatrix (n = 3).

Czugesetzt [uM]

W (HCSA) [%]

W (CSA) [%]

W (HCA) [%]

W (CA) [%]

100 99,0 101,9 98,3 104,6
(98,1-101,7)  (101,2-104,1)  (95,6-101,3)  (99,2-106,0)
50 102,2 102,5 99,5 103,9
(88,2-110,0)  (89,1-110,6)  (89,6-109,6)  (99,2-106,6)
20 95,4 94,8 97,2 106,6
(94,4-96,6)  (86,3-105,0) (93,2-99,5)  (102,0-110,6)
10 93,8 93,8 92,6 102,7
(89,5-101,4)  (86,5-101,9) (87,5-95,8) (97,9-106,3)
3 98,8 93,2 95,8 104,1
(95,2-104,0)  (88,8-101,1) (94,8-97,6) (99,6-107,7)
1 98,9 99,8 98,9 95,5
(94,0-107,5)  (93,3-107,4)  (96,7-101,1) (92,3-97,5)
W * [%] 98,0 97,7 97,0 102,9
s 6,3 7.8 4,8 5,0
VK [%] 6,5 8,0 5,0 4,9

* Gesamtwiederfindungsrate (n = 18)
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Die Versuche zur Wiederfindung verdeutlichen, dass 0,1 M Boratpuffer (pH 8,9) ein

geeignetes Medium zur Kalibrierung ist.

3.1.5.3 Linearitat

Da die Ergebnisse der Wiederfindung zeigten, dass sich Puffer zur Kalibrierung
eignet, wurden die Untersuchungen zur Linearitat unter Verwendung von 0,1 M
Boratpuffer (pH 8,9) durchgefuhrt. Insgesamt wurden sechs Kalibriergeraden
(Arbeitsbereich 1-100 uM, sechs Standards) ausgewertet. Die Ergebnisse sind in

Tab. 3-3 zusammengefasst.

Tab. 3-3: Korrelationskoeffizienten (r) und Residuen der Kalibriergeraden der SEAA

in Abhéngigkeit vom verwendeten Regressionsmodell.

HCSA CSA HCA CA

linear (ungewichtet)
o 0,99958 0,99953 0,99958 0,99937
Residuen (n = 36)
Spannweite [%] -390,9-85,1 -12,6-29,0 -22,5-1104,5 -677,6-3124,2

Mittelwert” [%] 50,0 5,9 56,4 167,3
linear (Wichtung 1/x)
Py 0,99916 0,99908 0,99838
Residuen (n = 36)
Spannweite [%]  -14,5-34,3 -13,4-11,9 -15,0-22,1 -17,9-40,1
Mittelwert” [%] 6,5 3,6 6,9 11,0
linear (Wichtung 1/x%)
Py 0,99801 0,99777 0,99691 0,99457
Residuen (n = 36)
Spannweite [%] -13,2-8,6 -12,8-13,0 -10,1-9,4 -13,9-12,9
Mittelwert” [%)] 4,6 3,6 5,4 7,6

" Mittelwert des Korrelationskoeffizienten, Berechnung nach Gl. 2-16 bzw. GI. 2-17 (n = 6)

* Die Mittelwerte wurden nach Betragsbildung berechnet

Da Homoskedastizitat, Varianzenhomogenitat der Messwerte, bei grof3en

Arbeitsbereichen (> Faktor 10) in aller Regel nicht gegeben ist, empfiehlt es sich,
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eine Wichtung vorzunehmen, um einen zu starken Einfluss der hohen Messwerte auf
die Regression zu vermeiden'’?. Die beste Anpassung wurde durch eine lineare
Regression (gewichtet 1/x?) gefunden. Bei diesem Modell lagen die Residuen
zwischen -13,9 und 13,0 %, die Mittelwerte (n=36) zwischen 3,6 und 7,6 %.
Ausreiller (Residuen > 15 %, LLOQ > 20 %) wurden unter Verwendung dieses
Modells nicht gefunden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde dieses Modell zur
Quantifizierung der SEAA gewahilt.

Die Abb. 3-10 zeigt eine charakteristische Kalibriergerade (HCSA), die durch eine

lineare Regression (gewichtet 1/x?) erhalten wurde.

Berechnet - - = = 95% Prognosebereich

5x10" A

4x10" -

3x10" A

2x10" A

Korrigierte Peakflache

1x10" 1

o s 100
HCSA-Konzentration [uM]

Abb. 3-10: Charakteristische Kalibriergerade der Aminoséure HCSA, Wichtung 1/x.
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3.1.5.4 Bestimmungs- und Nachweisgrenze

Als Bestimmungsgrenze (Lower Limit of Quantification, LLOQ) wurde fur alle SEAA
eine Konzentration von 1 uM ermittelt. Die Tab. 3-4 zeigt die Daten zur Prazision und
Richtigkeit bezuglich des LLOQ. Sie demonstrieren, dass das jeweilige LLOQ mit
hinreichender Prazision und Richtigkeit erfasst werden konnte.

Die Nachweisgrenze (LOD) der vier SEAA wurden anhand von drei
unterschiedlichen Liquores, die mit den SEAA gespikt wurden (Endkonzentration
1 uM), bestimmt. Pro Liquor wurde jeweils eine Doppelbestimmung durchgefihrt. Die
ermittelten LODs lagen im unteren nanomolaren Bereich und waren vergleichbar mit
den LODs, die im Rahmen der Methodenentwicklung mit einem anderen Trennpuffer

bestimmt wurden (s. Kap. 3.1.3).

Tab. 3-4: LLOQ inklusive Daten zur Prézision und Richtigkeit sowie LODs der vier
SEAA.

HCSA CSA HCA CA
LLOQ [uM] (n = 5) 1,0 1,0 1,0 1,0
Prazision, VK [%] 11,3 11,5 9,1 10,2
Richtigkeit [%] 106,2 102,2 104,4 107,0
LOD [nM] (n = 6) 5,7 13,6 9,1 33,3

3.1.5.5 Prazision und Richtigkeit

Injektionsprazision

Die Injektionsprazision wurde ermittelt, indem dieselbe Probe sechsmal
hintereinander injiziert wurde. Sie wurde fur drei verschiedene Konzentrationen der
SEAA untersucht. Tab. 3-5 =zeigt, dass die Variationskoeffizienten der
Injektionsprazision flr die hoheren Konzentrationen (90 und 50 uyM) durchweg unter
2 % liegen. Etwas weniger prazise war die Bestimmung der korrigierten Peakflache
der niedrig konzentrierten Probe (3 pM).
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Tab. 3-5: Injektionsprézision der entwickelten Methode (n = 6).
Konzentration [uM] Injektionsprazision, VK [%]
(Puffer) HCSA CSA HCA CA
90 0,28 0,53 0,47 0,71
50 1,45 1,79 1,18 1,60
3 1,85 1,95 2,35 5,79

Within-day-Prazision

Die Within-day-Prazision wurde sowohl unter Verwendung von Puffer als auch unter

Verwendung von Liquor als Matrix untersucht. Der Tab. 3-6 sind die jeweiligen

Variationskoeffizienten zu entnehmen.

Tab. 3-6: Within-day-Prézision der entwickelten Methode (n = 5).

Konzentration [uM]

Within-day-Prazision, VK [%]

(Puffer) HCSA CSA HCA CA
90 3,8 3,6 4,3 4,0
50 2,4 2,2 1,8 1,5
3 2,3 2,5 2,8 3,7
Konzentration [uM] Within-day-Prazision, VK [%]
(Liquor) HCSA CSA HCA CA
90 6,2 6,7 7,2 7,8
3 2,5 2,9 2,9 4,3

Alle ermittelten Variationskoeffizienten lagen unter 8 %. Die Ergebnisse zeigen, dass

Liquor die Prazision der Methode nur unwesentlich beeinflusst.

Between-day-Prazision

Die Between-day-Prazision gilt als Kriterium der Reproduzierbarkeit der Methode

uber einen langeren Zeitraum. Die berechneten Variationskoeffizienten der Between-

day-Prazision sind in Tab. 3-7 aufgefuhrt. Die Ergebnisse sind mit den Ergebnissen

zur Within-day-Prazision vergleichbar. Erwartungsgemall war die Streuung der

Messergebnisse im Rahmen der Between-day-Prazision etwas groRer.
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Tab. 3-7: Between-day-Prézision der entwickelten Methode (n = 5).

Konzentration [uM] Between-day-Prazision, VK [%]
(Puffer) HCSA CSA HCA CA
90 3,1 3,0 2,4 50
50 5,1 4,8 8,3 8,7
3 4,5 5,7 11,5 11,6
Konzentration [uM] Between-day-Prazision, VK [%]
(Liquor) HCSA CSA HCA CA
90 3,1 3,4 4,9 2,8
3 7,3 53 13,7 9,9
Richtigkeit

Zur Untersuchung der Richtigkeit wurden drei QC-Proben (90, 50 und 3 pM) an funf
aufeinander folgenden Tagen vermessen. Die Richtigkeit wurde nach Gl. 2-8

berechnet. In der folgenden Tab. 3-8 sind die Ergebnisse dargestellt.

Tab. 3-8: Richtigkeit der Methode (n = 5).

Konzentration [uM] Richtigkeit [%]
(Puffer) HCSA CSA HCA CA
90 103,7 99,9 93,6 93,3
50 107,3 102,3 98,6 95,8
3 97,5 97,5 103,1 96,7

Die berechneten Konzentrationen wichen in allen Fallen um weniger als £ 8 % von

den Nominalwerten ab.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Methode hinsichtlich Prazision und

Richtigkeit die Akzeptanzkriterien der FDA, wonach Variationskoeffizient und relativer

Fehler nicht groRer als 15 % sein diirfen, erfiillt'"".
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3.1.5.6 Stabilitatsuntersuchungen

Einfrier-Auftau- und Langzeitstabilitat der SEAA in der Stammlésung

Initial wurde die Einfrier-Auftau-Stabilitat der SEAA in der Stammldsung
(Losungsmittel: 0,1 M Boratpuffer, pH 8,9) untersucht. Diese Untersuchung erfolgte,
um den Einfluss extremer Temperaturschwankungen von -24 °C (Tiefkihlfach) bis
25 °C (Raumtemperatur) zu Uberprufen. Die Stabilitat wurde nach einem, zwei bzw.
drei Einfrier-Auftau-Zyklen nach Gl. 2-10 berechnet. Als Referenz diente jeweils eine

frisch hergestellte Losung, die die SEAA in der gleichen Konzentration enthielt.

Tab. 3-9: Einfrier-Auftau- und Langzeitstabilitdt der SEAA in der Stammlésung
(Konzentration der SEAA: 1 mM jeweils).

Zyklus Einfrier-Auftau-Stabilitat [%]

HCSA CSA HCA CA
1 97,8 96,4 96,4 94,7
2 98,1 96,4 96,4 97,0
3 96,5 95,2 95,2 95,7

Zeitdauer [Monate] Langzeitstabilitat [%)]

HCSA CSA HCA CA

7 97,9 99,0 98,8 98,6

Die Ergebnisse der Tab. 3-9 zeigen, dass sowohl wiederholte Einfrier-Auftau-Zyklen
als auch eine Zeitspanne von sieben Monaten keinen relevanten Einfluss auf die
Stabilitat der SEAA in der Stammlésung haben.

Stabilitat der SEAA in der Arbeitslosung

Die Stabilitat der SEAA in der Arbeitslosung (Konzentration der SEAA 0,1 mM
jeweils, Losungsmittel 0,1 M Boratpufffer, pH 8,9), die bei Raumtemperatur
aufbewahrt wurde, wurde nach 2, 4, 6 und 8 Stunden untersucht. Tab. 3-10 legt dar,
dass die Stabilitdt der Sulfin-, als auch die der Sulfonsduren bis zu 8 Stunden
gewabhrleistet ist. Die prozentualen Abweichungen vom Wert 100 % bewegen sich im

Rahmen der Messprazision (vgl. Tab. 3-6).
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Tab. 3-10: Stabilitdt der SEAA in der Arbeitslésung, gelagert bei Raumtemperatur
(Konzentration der SEAA: 0,1 mM jeweils).

Zeitdauer [h] Stabilitat der SEAA in der AL [%)]
HCSA CSA HCA CA
2 99,8 102,3 103,1 103,5
4 96,5 96,7 101,5 100,5
6 103,1 102,6 104,4 102,9
8 101,1 100,8 103,2 102,8

Stabilitat der SEAA im Liquor

Die Stabilitat der SEAA im Liquor, aufbewahrt bei Raumtemperatur, wurde anhand
einer Mischung funf verschiedener Liquores, welche mit den SEAA aufgestockt
wurde (Endkonzentration im Liquor: 3 bzw. 90 uM) nach einer Lagerungszeit von
9 Stunden untersucht. Diese Untersuchung erfolgte, um zu prifen, ob eine
zwischenzeitliche Lagerung der Liquorproben bei Raumtemperatur eine Veranderung
der SEAA-Konzentrationen nach sich zieht (z.B. durch Adsorptionsphanomene,
Proteinbindung oder Oxidationsreaktionen). Tab. 3-11 ist zu entnehmen, dass nach
einer neunstindigen Lagerungszeit die berechnete prozentuale Stabilitat im Bereich
von 92,9 % (CA, 3 uM) bis 105,5 % (CSA, 90 uM) lag. Eine zwischenzeitliche
Aufbewahrung der Liquorproben bei Raumtemperatur hat somit keine relevante

Veranderung der Konzentrationen zur Folge.

Tab. 3-11: Stabilitat [%] der SEAA im Liquor.

Zeitdauer [h] Stabilitat der SEAA in Liquor [%)]
HCSA CSA HCA CA
Oum 3puyM 9OpyM 3puyM 90OpuM 3puM 90puM 3 uM
3,5 108,17 102,8 102,5 1024 1083 102,2 106,5 102,2
6 109,5 104,5 106,5 1089 107,5 104,0 1089 99,9

9 1046 971 1046 1055 1043 957 1044 929
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Stabilitat der derivatisierten SEAA in der Messprobe
Zusatzlich wurde die Stabilitat der derivatisieten SEAA in der Messprobe,
aufbewahrt bei Raumtemperatur im Autosampler des CE-Systems, Uber einen

Zeitraum von ca. 10,8 Stunden untersucht (s. Tab. 3-12).

Tab. 3-12: Stabilitdt der SEAA-Derivate in der Messprobe, gelagert bei Raum-

temperatur im Autosampler des CE-Systems.

Zeitdauer [h] Stabilitat der SEAA-Derivate [%)]
HCSA CSA HCA CA

Oum 3pyM 9OpuyM 3pyM 9OpuM 3puyM 9OuM 3 uM
0,6 999 103,00 100,14 100,17 100,3 100,7 100,4 100,2
2,5 96,0 98,9 96,7 97,9 97,5 99,1 96,9 98,9
5,1 94,0 100,0 96,0 97,9 96,9 98,9 96,4 98,5
8,2 96,4 98,8 98,3 955 1019 969 100,8 96,6
10,8 97,9 99,4 99,8 95,6 100,2 97,9 98,5 96,7

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Stabilitdt der Derivatisierungsprodukte Uber
einen Zeitraum von 10,8 Stunden gewahrleistet ist.
Aufgrund dieser Stabilitdtsdaten konnten somit bis zu 18 Messproben gleichzeitig

hergestellt und nacheinander vermessen werden.
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3.2 HPLC-Methode zur Bestimmung von Cystein, Homocystein

und Glutathion im Liquor

3.2.1 Methodenentwicklung/-optimierung

Optimierung der chromatographischen Trennung

Die Trennung der Analyten wurde durch schrittweises Abandern der
Zusammensetzung der mobilen Phase optimiert, die sich aus Acetonitril und 0,1 M
Phosphatpuffer (pH 2,0) zusammensetzte. Von einer pH-Wert gesteuerten Trennung
wurde abgesehen, da die Fluoreszenzintensitat der Benzofurazanderivate bei pH 2,0
maximal ist.

Die isokratische Elution mit 10 % Acetonitril und 90 % 0,1 M Phosphatpuffer (pH 2,0)
fuhrte bereits zu einer recht guten Auflosung der derivatisierten Thiole Cystein,
Homocystein und Glutathion. Von Nachteil war allerdings, dass der zugesetzte
interne Standard (N-Acetylcystein, NAC) erst nach ca. 23 Minuten eluiert wurde
(siehe Abb. 3-11).
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Abb. 3-11: Chromatogramm einer Liquorprobe, gespikt mit HCY (200 nM) und dem
internen Standard NAC (1 uM), nach Derivatisierung mit ABDF. Isokratische Elution
(Acetonitril/0,1 M Phosphatpuffer, pH 2,0: 10/90, V/V).
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Zur Verklrzung der Retentionszeit des internen Standards wurden insgesamt drei
Gradientenprogramme (A-C) getestet, die den Acetonitrilanteil in der mobilen Phase
von der 5. zur 13. Minute unterschiedlich stark erhdhten (siehe Tab. 2-5).

Die schnellste Elution des internen Standards — bei gleichzeitiger guter Auflésung
aller interessierenden Analyten — konnte mit dem Gradientenprogramm C erreicht
werden (s. Abb. 3-12 A und B).
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Abb. 3-12: A: Chromatogramm einer Liquorprobe, gespikt mit HCY (200 nM) und
dem internen Standard NAC (1 uM), nach Derivatisierung mit ABDF.
Gradientenprogramm C (s. Tab. 2-5). B: Ausschnitt aus dem Chromatogramm aus
Abbildung A (gestrichelter Kasten).
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Ein weiterer Vorteil dieses Gradienten bestand darin, dass, bedingt durch den
zeitweise recht hohen Acetonitrilanteil in der mobilen Phase, weitere lipophile
Verbindungen von der Saule eluiert wurden (s. Abb. 3-12 A und Abb. 3-11). Somit

konnte auf ein Spullen der Saule zwischen zwei Laufen verzichtet werden.

Optimierung der Derivatisierungsbedingungen

Da der optimale pH-Wert fur die Derivatisierung von Thiolen mit ABDF bei 8,0 liegt,
Liquor hingegen normalerweise einen pH-Wert von 7,4 besitzt und zudem Uber
Puffersysteme verflgt, wurde untersucht, welches Mischungsverhaltnis zwischen
Liquor und Boratpuffer (0,1 M Borat, pH 8,0, 2 mM Na;EDTA) zur maximalen
Ausbeute der Derivatisierungsreaktion fuhrt (s. Kapitel 2.3.3).

Vor diesem Hintergrund wurde der Anteil an Boratpuffer in der Messprobe (Liquor)
sukzessive erhoht und — nach Derivatisierung mit ABDF — jeweils die Flache der
gebildeten Derivatisierungsprodukte ermittelt. Das Ergebnis dieser Untersuchung,

exemplarisch mit dem Aminothiol Homocystein durchgefuhrt, zeigt Abb. 3-13.
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Abb. 3-13: Peakflache des Homocystein-Derivates (ABD-HCY) in Abhdngigkeit vom
Volumenverhéltnis Liquor zu Derivatisierungspuffer (bezogen auf 200 uL Mess-

probe).
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Die Abbildung verdeutlicht, dass mit steigendem Anteil an Derivatisierungspuffer in
der Probe groRere Peakflachen fur das Homocysteinderivat erhalten wurden. Bei
gleichen Volumina von Liquor und Puffer (jeweils 100 uyL) war die Ausbeute der
Derivatisierungsreaktion maximal. GroRere Pufferanteile fihrten, bedingt durch die
Verdlinnung der Messprobe, zu einer Abnahme der Peakflache. Aufgrund dieses
Ergebnisses wurden alle Liquores vor der Derivatisierung mit ABDF 1:1 mit 0,1 M
Boratpuffer verdunnt.

3.2.2 Validierung der HPLC-Methode

3.2.2.1 Selektivitat

Die Selektivitat der Methode konnte durch den Vergleich der Chromatogramme funf
verschiedener Liquorproben, die jeweils vor und nach Zugabe von Cystein,
Homocystein, Glutathion und N-Acetylcystein aufgenommen wurden, demonstriert
werden (s. Abb. 3-14).

Der Vergleich der Chromatogramme in Abb. 3-14 zeigt, dass sich durch das
Aufstocken der Liquorprobe nur die Peakflachen der Aminothiole vergrélierten, der
interne Standard NAC wurde nach ungefahr 12 min eluiert. In keiner der funf
untersuchten Liquorproben wurden storende Substanzen detektiert, d.h. die

interessierenden Analyten konnten eindeutig identifiziert werden.
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Abb. 3-14: A: Typisches Chromatogramm einer Liquorprobe ohne den internen
Standard (NAC). B: Typisches Chromatogramm einer Liquorprobe, die zusétzlich mit
CYS, HCY, GSH (2 uM) und NAC (4 uM) versetzt wurde.

3.2.2.2 Wiederfindung

Die Wiederfindung wurde anhand einer Mischung sechs verschiedener Liquores, die
mit unterschiedlichen Konzentrationen an Cystein, Homocystein und Glutathion bzw.
dem internen Standard NAC gespikt wurden (s. Tab. 3-13), untersucht. Die
zugesetzte Menge des internen Standards NAC (Endkonzentration 4 uM) entsprach
derjenigen Menge, die auch den Messproben jeweils zugesetzt wurde. Die jeweilige

Wiederfindungsrate wurde nach Gl. 2-9 berechnet.
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Tab. 3-13: Wiederfindungsraten (W) der Thiole CYS, HCY, GSH und NAC unter

Verwendung von Liquor als Probenmatrix (n = 3).

czugesetzt [n M]

W (CYS) [%]

W (HCY) [%]

W (GSH) [%]

W (NAC) [%]

200 97,4 102,7 99,0
(96,0-105,0)  (98,9-106,8)  (94,4-106,5)
600 104,3 98,6 99,2
(98,3-108,8)  (95,1-101,3)  (95,3-105,9)
1000 97,2 103,7 101,5
(91,2-103,7)  (98,7-108,5)  (92,3-103,5)
4000 103,7
(100,4-107,4)
W * [%] 99,6 101,7 98,4
s 6,5 4,3 5,4
VK [%] 6,5 4,2 5,4

* Gesamtwiederfindungsrate (n = 9)

Die Ergebnisse der Tab. 3-13 verdeutlichen, dass die Wiederfindung jeweils

reproduzierbar war (die Variationskoeffizienten der Gesamtwiederfindungsrate (W)
lagen zwischen 4,2 und 6,5 %) und in keinem Fall wesentlich von 100 % abwich.

Eine Kalibrierung in der Matrix Liquor war somit nicht von Néten.

3.2.2.3 Linearitat

Im Rahmen der Untersuchungen zur Linearitat wurden sechs Kalibriergeraden
(Arbeitsbereich 50-2000 nM, sechs Standards) ausgewertet, die Ergebnisse sind in
Tab. 3-14 zusammengefasst.

Eine gute Anpassung wurde durch eine lineare Regression (gewichtet 1/x) gefunden.
Im Vergleich zur ungewichteten Regression fielen die Spannweiten der Residuen
wesentlich geringer aus; die gemittelten Residuen (nach Betragsbildung) lagen
zwischen 2,6 (Glutathion) und 5,1 % (Homocystein), ein Indiz fur die gute

Anpassung.
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Tab. 3-14: Korrelationskoeffizienten (r) und Residuen der Kalibriergeraden von CYS,

HCY und GSH in Abhéngigkeit vom verwendeten Regressionsmodell.

CYS HCY GSH
linear (ungewichtet)
- 0,99944 0,99978
Residuen, n = 36
Spannweite [%] -20,6-84,8 -49,3-27 1 -17,1-61,4
Mittelwert” [%] 7,6 7,7 4,9
linear (Wichtung 1/x)
- 0,99951 0,99930 0,99977
Residuen, n = 36
Spannweite [%] -14,7-22,4 -16,4-10,5 -11,6-7,2
Mittelwert” [%] 3,8 5,1 2,6

" Mittelwert des Korrelationskoeffizienten, Berechnung nach Gl. 2-16 bzw. GI. 2-17 (n = 6)

* Die Mittelwerte wurden nach Betragsbildung berechnet

Die Abb. 3-15 zeigt eine charakteristische Kalibriergerade, die durch eine lineare

Regression (gewichtet 1/x) erhalten wurde.

Erweiterung des Arbeitsbereichs durch Verdinnung

Da insbesondere die Liquores alterer Lymphompatienten Cystein- und
Glutathionkonzentrationen oberhalb der oberen Bestimmungsgrenze (ULOQ)
aufwiesen, wurde Uberprift, ob hdéher konzentrierte Proben nach Verdinnung mit
0,1 M Boratpuffer (pH 8,0) exakt quantifiziert werden konnen.

Vor diesem Hintergrund wurde die Cystein- bzw. Glutathionkonzentration in einer
Liquormischung auf 10,0 uM eingestellt und nach einer 1:10-Verdinnung mit 0,1 M
Boratpuffer (pH 8,0) die Konzentration an Cystein bzw. Glutathion in den verdinnten
Proben durch eine Dreifachbestimmung ermittelt. Durch den Vergleich von
berechneter Konzentration und Nominalkonzentration wurde der relative Fehler des

Verfahrens berechnet.
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Abb. 3-15: Charakteristische Kalibriergerade der Aminosédure HCY, Wichtung 1/x.

Die Tab. 3-15 zeigt, dass die berechneten Konzentrationen um 0,8 bzw. 1,3 % von
der Nominalkonzentration abwichen. Somit konnten Cystein- und Glutathion bis zu
einer Konzentration von 10 uM nach einer 1:10-Verdinnung mit 0,1 M Boratpuffer

exakt bestimmt werden.

Tab. 3-15: Relativer Fehler (RE) der Bestimmung einer 10 uM CYS- bzw. GSH-

Konzentration (n = 3).

¢ (Verdinnung) [nM] ¢ (Liquor) [nM] Cnom [NM] RE [%)]

CYS 1008,2 10082 10000 0,8
GSH 987,3 9873 10000 -1,3




Ergebnisse Seite 119

3.2.2.4 Bestimmungs- und Nachweisgrenze

Die niedrigste Konzentration (LLOQ), die mit hinreichender Prazision und Richtigkeit
bestimmt werden konnte, betrug jeweils 50 nM. Der Tab. 3-16 sind die Daten zur
Prazision und Richtigkeit bezliglich des LLOQ zu entnehmen.

Die Nachweisgrenze (LOD), ermittelt anhand eines Signal-Rausch-Verhaltnisses von
3, lagen zwischen 1,2 und 3,8 nM (s. Tab. 3-16).

Tab. 3-16: Ermittelte LLOQs und LODs von CYS, HCY und GSH.

CYS HCY GSH
LLOQ [nM] (n = 6) 50 50 50
Prazision, VK [%] 12,2 12,2 13,6

Richtigkeit [%] 103,5 106,9 105,6
LOD [nM] (n = 3) 3,8 1,9 1,2

3.2.2.5 Prazision und Richtigkeit

Within-day-Prazision
Die Within-day-Prazision wurde durch funfmalige Bestimmung der QC-Proben
ermittelt. Zusatzlich wurde eine Liquorprobe wiederholt analysiert, um zu unter-

suchen, ob die Matrix Liquor einen Einfluss auf die Prazision der Methode besitzt.

Tab. 3-17: Within-day-Prézision der HPLC-Methode (n =5). Konzentrationen der
Thiole im Liquor: CYS: 1828 nM, HCY: 326 nM, GSH: 1123 nM.

Konzentration [uM] Within-day-Prazision, VK [%]
(Puffer) CYS HCY GSH
1800 nM 4,8 5,8 5,9
1000 nM 3,4 29 2,2
130 nM 11,4 53 5,0

Konzentration [uM] Within-day-Prazision, VK [%]
(Liquor) cYs HCY GSH

siehe Legende 4,3 3,5 2,2
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Die Ergebnisse der Tab. 3-17 verdeutlichen, dass die Analyten sowohl im Puffer als
auch im Liquor mit hoher Prazision bestimmt werden konnen. Dies ist insbesondere
darauf zurtckzufuhren, dass der Messprobe ein interner Standard zugesetzt wurde.
Bei Verzicht auf den internen Standard fiel die Prazision wesentlich schlechter aus

und genugte teilweise nicht den gestellten Anorderungen.

Between-day-Prazision

Auch bei dieser Untersuchung wurde zusatzlich eine Liquorprobe analysiert. Die
ermittelten Variationskoeffizienten zur Between-day-Prazision (s. Tab. 3-18) lagen
durchweg alle unter 10 %.

Da die Liquorprobe zwischen den einzelnen Bestimmungen bei -20 °C eingelagert
wurde, zeigt diese Untersuchung auch, dass wiederholte Einfrier-Auftau-Zyklen

keinen negativen Einfluss auf die Stabilitat der Analyten im Liquor haben.

Tab. 3-18: Between-day-Prézision der Methode (n = 5). Konzentrationen der Thiole
im Liquor: CYS: 1752 nM, HCY: 133 nM, GSH: 461 nM.

Konzentration [uM] Between-day-Prazision, VK [%]
(Puffer) CYS HCY GSH
1800 nM 7,8 9,9 6,6
1000 nM 2,2 6,0 4,9
130 nM 8,7 9,5 9,2
Konzentration [uM] Between-day-Prazision, VK [%]
(Liquor) CYS HCY GSH
siehe Legende 9,2 6,9 9,7
Richtigkeit

Die Prufung auf Richtigkeit erfolgte an funf Tagen fur jeweils drei verschiedene
Konzentrationen der Aminothiole. Tab. 3-19 ist zu entnehmen, dass die Richtigkeit
der HPLC-Methode den gestellten Anforderungen genugte, wonach die prozentuale
Abweichung zwischen der berechneten Konzentration und der Nominalkonzentration

maximal 15 % betragen darf.
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Tab. 3-19: Richtigkeit der HPLC-Methode (n = 5).

Konzentration [uM] Richtigkeit [%]
(Puffer) CYS HCY GSH
1800 92,8 98,0 98,7
1000 95,5 98,0 99,7
130 94,2 98,5 94,0

3.2.2.6 Stabilitatsuntersuchungen

Stabilitat der Aminothiole im Liquor

Die Stabilitdt der Aminothiole im Liquor, welcher bei Raumtemperatur gelagert
wurde, wurde exemplarisch an einer frisch aufgetauten Liquorprobe, Uber einen
Zeitraum von 6 Stunden untersucht. Die berechnete prozentuale Stabilitat (s. Tab.
3-20) verdeutlicht, dass eine zwischenzeitliche Lagerung der Liquorproben bei
Raumtemperatur unproblematisch ist. Die Abweichungen vom Wert 100 % (maxi-
male Stabilitdt) bewegen sich im Rahmen der Prazision der Methode (vgl. 3.2.2.5).
Es sei angemerkt, dass die Liquorproben kurz vor der Bestimmung mit einem
Reduktionsmittel (TBP) behandelt wurden; somit ist nicht auszuschlieRen, dass

wahrend der sechsstlindigen Lagerungszeit eine Oxidation der Thiolgruppe stattfand.

Tab. 3-20: Stabilitét [%] von CYS (1828 nM), HCY (326 nM) und GSH (1123 nM) im

Liquor.

Zeitdauer [h] Stabilitat in Liquor [%]
CYS HCY GSH
2 98,1 101,4 102,8
4 101,0 107,3 99,9
6 95,1 97,8 95,7

Stabilitat der Aminothiolderivate in der Messprobe

Die Stabilitat der Aminothiolderivate in der Messprobe, welche bei Raumtemperatur
im Autosampler des HPLC-Systems gelagert wurde, wurde unter anderem
untersucht, um zu klaren, Uber welchen Zeitraum sich Sequenzen von Analysen im
Voraus programmieren lassen. Die Untersuchung wurde unter Verwendung von
Boratpuffer (0,1 M, pH 8,0) und Liquor als Matrix durchgefuhrt.



Seite 122 Ergebnisse

Tab. 3-21. Stabilitdt der Aminothiolderivate in der Messprobe, gelagert bei Raum-
temperatur. Konzentrationen der Thiole: Puffer: CYS, HCY u. GSH: 1000 nM jeweils,
NAC 4000 nM; Liquor: CYS: 3699 nM, HCY: 237 nM, GSH: 437 nM, NAC: 4000 nM.

Zeitdauer [h] Stabilitat der Aminothiolderivate [%] (Puffer)
CYS HCY GSH NAC
3 100,5 98,1 96,4 95,7
7 101,6 97 .4 87,9 92,0
10 102,9 108,3 95,2 96,8
Zeitdauer [h] Stabilitat der Aminiothiolderivate [%] (Liquor)
CYS HCY GSH NAC
3 98,1 101,4 102,8 99,9
7 101,0 107,3 99,9 100,3
10 95,1 97,8 95,7 102,5

Die Daten der Tab. 3-21 zeigen, dass die Derivate Uber eine Zeitraum von zehn
Stunden stabil sind. Das Vorhandensein von Liquor in der Messprobe (100 uL in

insgesamt 240 pL Probe) hatte keinen negativen Effekt auf die Stabilitat.

3.3 Ergebnisse der Teilvalidierung des FPIA

Die Ergebnisse, die im Rahmen der Teilvalidierung des Fluoreszenzpolarisations-
Immunoassays erhoben wurden, sind in Tab. 3-22 zusammengefasst. Untersucht

wurden die Validierungsparameter Prazision und Richtigkeit (s. Kapitel 2.4.5).

Tab. 3-22: Prézision und Richtigkeit der immunologischen Bestimmungsmethode
(FPIA); n = 5.

c (HCY) [uM] Within-day-Prazision Between-day-Prazision Richtigkeit

VK [%] VK [%] [%]
7,0 4,5 3,1 101,2
12,5 1,1 1,6 100,2
25,0 1,9 4,2 105,1

Sowohl Prazision als auch Richtigkeit gentgten in hohem Male den gestellten

Anforderungen an eine bioanalytische Methode'"".
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3.4 Einfluss von hochdosiertem MTX auf den Stoffwechsel des

Homocysteins

Der Einfluss von hochdosiertem MTX auf den Stoffwechsel des Homocysteins wurde
an zwei Kollektiven — padiatrischen Patienten mit ALL und erwachsenen Patienten
mit primaren, zentralnervosen Lymphomen (PZNSL) — untersucht. Beide Kollektive
wurden im Rahmen der Therapie nicht bestrahlt und bekamen MTX sowohl

intravenos als auch intrathekal verabreicht.

3.4.1 Untersuchungen an padiatrischen Patienten mit akuter

lymphatischer Leukdamie (Studie ,, Total XV*)

Das Ziel der Studie ,Total XV*, die voraussichtlich 2006 auslauft'®, besteht unter
anderem darin, zu evaluieren, ob als Homocystein Biomarker fur die MTX-induzierte
Neurotoxizitat eingesetzt werden kann. Insgesamt sollen mehr als 1000 Patienten in
diese Studie eingeschlossen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden von jeweils 65 Patienten die Homocystein-
konzentrationen im Plasma und Liquor untersucht. Die Liquorproben wurden
zusatzlich auf Cystein und Glutathion untersucht. Auf die Bestimmung der
exzitatorischen Metaboliten (CSA, CA, HCSA und HCA) im Liquor wurde verzichtet,
da die Vorlauferstudie ,Total XIV“, die an 53 Patienten durchgefihrt wurde,
offenbarte, dass keiner der vier Metaboliten 7 Tage nach HDMTX/ITMTX im Liquor
der Patienten nachzuweisen war'®. Die Nachweisgrenze der eingesetzten HPLC-
Methode betrug 5 nM. Eigene Untersuchungen, die an einem Kollektiv von 13 ALL-

Patienten durchgefuhrt wurden, bestatigten dieses Ergebnis.

Homocysteinkonzentrationen im Plasma

Nachfolgend werden die Homocysteinkonzentrationen aller untersuchten Patienten
(n=65) dargestellt. Das mediane Alter der Patienten betrug 7,1 Jahre
(1,0-18,3 Jahre). Die Bestimmung der Homocysteinkonzentration erfolgte, wie in
Kapitel 2.4 beschrieben, mit einem Fluoreszenzpolarisations-lmmunoassay der
Firma Abbott. Insgesamt wurden 390 Plasmaproben analysiert. Abb. 3-16 zeigt die

Homocysteinkonzentrationen in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Therapie.
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Abb. 3-16: Homocysteinkonzentrationen der ALL-Patienten im Verlauf der Therapie.

Die mediane Homocysteinkonzentration

der

ALL-Patienten vor der anti-

neoplastischen Therapie (Tag 1 der Remission/Induktion) betrug 4,48 uM (s. Tab.

3-23). Eine Korrelation zwischen diesen Homocysteinkonzentrationen und dem Alter

der Patienten bestand nicht (p = 0,931, Rangkorrelation nach Kendall).

Tab. 3-23: Homocysteinkonzentrationen (Mediane, Minima und Maxima) der ALL-

Patienten, bestimmt zu verschiedenen Zeitpunkten der Therapie.

Zeitpunkt n HCY-Konzentration [puM] Kolmogorov-Smirnov-Test

RI 52 4,48 (0,00-36,83) p < 0,001

C1 54 4,68 (2,81-14,31) p < 0,001
C1h23 57 7,83 (4,19-34,80) p < 0,001
C1h42 56 8,73 (2,21-49,60) p < 0,001
C15 57 4,61 (2,79-11,92) p < 0,001
C15h23 58 7,90 (4,02-20,15) p = 0,082
C15h42 55 9,40 (4,43-25,54) p = 0,005
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Finf (Pat. 6, 13, 14, 60 und 63) der insgesamt 65 Patienten zeigten zu diesem
Zeitpunkt erhohte Homocysteinwerte im Plasma (> 10 puM), die sich
interessanterweise nach der Remission/Induktion normalisierten.

Der Vergleich der HCY-Plasmakonzentrationen vor (C1 bzw. C15), sowie
23 Stunden nach (C1h23 bzw. C15h23) den MTX-Infusionen zeigt, dass MTX bereits
nach 23 Stunden zu einer deutlichen Erhohung des Homocysteins im Plasma fluhrte,
der Unterschied war jeweils hochstsignifikant (p < 0,001, Wilcoxon). Zu einem
weiteren Anstieg der Homocysteinkonzentrationen kam es in den folgenden
19 Stunden (s. Tab. 3-24); die Homocysteinkonzentrationen der Proben, die
18 Stunden nach Ende der 24-stiindigen MTX-Infusion gezogen wurden (C1h42 bzw.
C15h42), waren im Vergleich zu den 23-Stunden-Konzentrationen signifikant hoher
(p=0,04 bzw. p<0.001, Wilcoxon) und ungefahr doppelt so hoch wie die
Konzentrationen, die vor Verabreichung der MTX-Infusion bestimmt wurden (s. Tab.
3-24). Der Anstieg der Homocysteinkonzentrationen nach der ersten bzw. zweiten
MTX-Infusion der Konsolidierung war vergleichbar (s. Abb. 3-16 bzw. Tab. 3-24).

Tab. 3-24: Vergleich der Homocysteinkonzentrationen, die zu verschiedenen

Zeitpunkten der Therapie ermittelt wurden (Nicht-parametrische Testung).

Kollektive Friedman-Test Wilcoxon-Test

RI, C1, C1h23, C1h42, C15,

C15h23, C15h42 p < 0,001 (n = 40)

RI, C1, C15 p = 0,397 (n = 46)
C1, C1h23 p < 0,001 (n = 54)
C1, C1h42 p < 0,001 (n = 52)
C1h23, C1h42 p=0,04 (n=55)
C15, C15h23 p < 0,001 (n = 54)
C15, C15h42 p < 0,001 (n = 52)
C15h23, C15h42 p < 0,001 (n = 52)

Kein signifikanter Unterschied wurde zwischen den Homocysteinkonzentrationen des
ersten Tages der Remission/Induktion (RI) und des 1. (C1) und 15. Tages (C15) der
Konsolidierung festgestellt (p = 0,397, Friedman). Der Median der Konzentrationen
zum Zeitpunkt C15 war mit dem Median der Konzentrationen zum Zeitpunkt C1 fast
identisch (4,61 zu 4,68 pM). Somit wiesen die Patienten 14 Tage nach HDMTX wie-

der normale Homocysteinwerte im Plasma auf.
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Homocystein- und MTX-Konzentrationen im Plasma der Low-Risk- bzw. SHR-
Patienten

Neben einer gemeinsamen Auswertung aller Patienten wurden LR- und SHR-
Patienten auch getrennt voneinander untersucht, um den Effekt unterschiedlich hoch
dosierter MTX-Infusionen beurteilen zu kénnen (LR-Gruppe: ~2,5g/m? SHR-
Gruppe: ~5 g/m?).

Hierzu wurde das gesamte Kollektiv in das Kollektiv der LR- und SHR-Patienten
aufgeteilt und beide Gruppen getrennt voneinander ausgewertet.

Nachfolgend werden zuerst die MTX-Plasmakonzentrationen vorgestellt. Sie wurden
im St. Jude Children’s Research Hospital (Memphis, USA) mit einem

Fluoreszenzpolarisations-Immunoassay bestimmt.
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Abb. 3-17: MTX-Plasmakonzentrationen der LR- und SHR-Patienten, die jeweils 6,

23 und 42 Stunden nach Infusionsbeginn bestimmt wurden.

Abb. 3-17 ist zu entnehmen, dass die MTX-Zielkonzentrationen von 33 (LR-Gruppe)
bzw. 65 puM (SHR-Gruppe) annahernd erreicht wurden. Bedingt durch die

Infusionstechnik (10 % der gesamten Dosis wurden in der ersten Stunde, die
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restlichen 90 % wurden in den verbleibenden 23 Stunden der MTX-Infusion
verabreicht) wurde relativ rasch ein Steady-State-Zustand erreicht: die MTX-
Konzentrationen, die sechs Stunden nach Infusionsbeginn bestimmt wurden, lagen in
der gleichen GroRRenordnung wie die 23-Stunden-Werte (s. Tab. 3-25). Auffallend
war jedoch, dass die MTX-Konzentrationen der SHR-Gruppe im Median von der
6. zur 23. Stunde leicht anstiegen und die Werte des SHR-Kollektivs insgesamt eine
deutlich groRere Streuung aufwiesen als die des LR-Kollektivs.

Tab. 3-25: MTX-Plasmakonzentrationen (Mittelwerte (x ), Mediane (% ), Minima und
Maxima) der LR- und SHR-Patienten, bestimmt 6, 23 und 42 Stunden nach Beginn
der 24-stiindigen MTX-Infusion.

Zeit- LR-Patienten, ¢ (MTX) [uM] SHR-Patienten, ¢ (MTX) [uM]
punkt X X Spannweite n X ¥  Spannweite n

Cthe 30,1 30,2 1,97-63,2 27 57,3 57,6 24,9-957 37
C1h23 306 294  0,36-51,5 28 645 62,2 304-127,5 37
Cth42 0,71 0,38  0,11-4,91 28 1,0 0,53 0,14-7,4 37
C15h6 33,6 30,6 21,6-54,6 28 63,6 59,2 28,9-98,6 34
C15h23 324 311 21,4-54,3 28 690 704 19,5-105,9 34
C15h42 059 0,46  0,14-2,56 28 061 044 0,18-2,56 34

Zwei Patienten der LR- (Pat. 2 und 13) und insgesamt sieben Patienten der SHR-
Gruppe (Pat. 31, 34, 42, 44, 46, 57, 59 und 60) besalRen nach der ersten MTX-
Infusion der Konsolidierung erhohte MTX-Plasmakonzentrationen (> 1 yM 42 h nach
Beginn der MTX-Infusion), die einen intensivierten Calciumfolinat-Rescue
erforderten. Nach der zweiten MTX-Infusion, die am 15. Tag der Konsolidierung
verabreicht wurde, wiesen drei Patienten der LR- (Pat. 10, 17 und 23) und nur noch
zwei Patienten der SHR-Gruppe (Pat. 30 und 42) erhohte MTX-Konzentrationen im
Plasma auf (> 1 yM 42 h nach Beginn der MTX-Infusion).



Seite 128 Ergebnisse

Die getrennte Darstellung der Homocysteinkonzentrationen der LR- bzw. SHR-
Patienten zeigt Abb. 3-18. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass sowohl in dem LR-
als auch in dem SHR-Kollektiv die Verabreichung der 24-stindigen MTX-Infusion zu
deutlich erhohten HCY-Plasmakonzentrationen fihrte. Ein hdchstsignifikanter
Unterschied wurde bei beiden Kollektiven bereits nach den ersten 23 Stunden der

Infusion festgestellt (s. Tab. 3-27).
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Abb. 3-18: Homocystein-Plasmakonzentrationen der LR- und SHR-Patienten im

Verlauf der Therapie.

In beiden Patientengruppen waren die medianen Homocysteinkonzentrationen der
Proben, die den Patienten 18 Stunden nach Beendigung der Infusion (C1h42 bzw.
C15h42) entnommen wurden, hoher als die Homocysteinkonzentrationen der
Proben, die zur 23. Stunde der MTX-Infusion (C1h23 bzw. C15h23) gezogen
wurden. Die hochste gemessene Homocysteinkonzentration betrug 49,57 uM
(Patient 42, Zeitpunkt: C1h42). Tab. 3-26 liefert einen Uberblick Gber die

Homocysteinkonzentrationen beider Patientenkollektive.
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Tab. 3-26: Homocysteinkonzentrationen (Mediane, Minima und Maxima) der LR- und

SHR-Patienten, bestimmt zu verschiedenen Zeitpunkten der Therapie.

Zeit- LR-Patienten SHR-Patienten
punkt HCY-Konzentration [uM] n HCY-Konzentration [uM] n
RI 4,85 (0,93-12,48) 24 4,05 (< 0,50-36,83) 28
C1 4,24 (2,80-14,30) 25 4,85 (2,90-7,80) 29
C1h23 7,57 (5,00-20,99) 26 7,90 (4,19-34,80) 31
C1h42 8,30 (2,21-20,13) 25 8,76 (4,31-49,60) 31
C15 4,41 (2,91-9,20) 27 4,93 (2,79-11,92) 30
C15h23 7,90 (4,20-20,15) 25 7,90 (4,02-16,50) 33
C15h42 9,09 (5,90-25,54) 24 9,79 (4,43-21,30) 31

Tab. 3-27: Vergleich der Homocysteinkonzentrationen innerhalb der Gruppe LR-

bzw. SHR-Patienten (Nicht-parametrische Testung).

Kollektive LR-Patienten SHR-Patienten
Wilcoxon-Test n Wilcoxon-Test n
C1, C1h23 p < 0,001 25 p < 0,001 29
C1,C1h42 p < 0,001 24 p < 0,001 28
C1h23, C1h42 p=0,716 25 p=0,02 30
C15, C15h23 p < 0,001 25 p < 0,001 29
C15, C15h42 p < 0,001 23 p < 0,001 29
C15h23, C15nh42 p=0,014 21 p < 0,001 30

Tab. 3-26 ist zu entnehmen, dass die Homocysteinkonzentrationen nach HDMTX in
der SHR-Gruppe tendenziell etwas hoher waren, als die der LR-Gruppe. Ein
signifikanter Unterschied bestand jedoch nicht (LR C1h42 und SHR C1h42:
p =0,9002, LR C15h42 und SHR C15h42 p =0,387, Mann-Whitney-Test). Der
mediane Anstieg der Homocysteinkonzentration — die Differenz  zwischen den
Homocysteinkonzentrationen 18 Stunden nach Beendigung der Infusion und den
Homocysteinkonzentrationen vor Verabreichung der Infusion — betrug nach der
1. und 2. MTX-Infusion der Konsolidierung in der LR-Gruppe 3,71 yM (n = 48), in der
SHR-Gruppe 4,14 uM (n = 55).
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Korrelation zwischen MTX-Exposition und Homocysteinkonzentration

Um zu Uberprufen, ob eine Korrelation zwischen der MTX-Exposition und der
gemessenen Homocysteinkonzentration, die 18 Stunden nach Ende der MTX-
Infusion bestimmt wurde (C1h42 bzw. C15h42), bestand, wurde die AUC, die Flache
unter der Konzentrations-Zeit-Kurve, nach Gl. 2-12 berechnet. Die Gesamtclearance
wurde aus den gemittelten Steady-State-Plasmakonzentrationen (6-und 42-
Stunden-Werte) nach Gl. 2-11 ermittelt. Die folgende Abbildung verdeutlicht, dass
sowohl die MTX-Clearance als auch die AUC bei beiden Patientenkollektiven relativ

stark variierte.
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Abb. 3-19: MTX-Clearance der LR- bzw. SHR-Patienten und ermittelte AUCs nach
der ersten (Zeitpunkt C1) und zweiten (Zeitpunkt C15) MTX-Infusion der

Konsolidierung.

Die Gruppe der SHR-Patienten zeigte eine etwas hohere Clearance als das LR-
Kollektiv — der Unterschied war allerdings nicht signifikant (p jeweils > 0,05, Mann-
Whitney). Die mediane Clearance nach der ersten und zweiten MTX-Infusion betrug
5,32 und 5,13 L/h (LR-Kollektiv) bzw. 7,06 und 6,65 L/h (SHR-Kollektiv). Die Mediane
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der AUCs (LR: 803,3 und 809 pMh, SHR: 1604,9 und 1729,8 uM'h) spiegeln wieder,
dass der SHR-Gruppe eine doppelt so hohe Dosis an MTX verabreicht wurde wie der
LR-Gruppe.

FUr die Korrelationsanalyse wurden die Kollektive der LR- und SHR-Patienten
zusammengefasst. Da eine Normalverteilung der Daten nicht vorlag, wurde eine
Rangkorrelation nach Kendall durchgefuhrt. Abb. 3-20 zeigt, dass eine Korrelation
zwischen der AUC von MTX und den Homocysteinkonzentrationen der Proben, die
18 Stunden nach Ende der MTX-Infusion gezogen wurden, nicht bestand (r = 0,075,
p = 0,247, n = 108). Offensichtlich bedingten alle verabreichten hochdosierten MTX-
Infusionen vergleichbar hohe Anstiege der Homocysteinkonzentration (vgl. hierzu
auch Tab. 3-26).
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Abb. 3-20: Korrelation zwischen der AUC von MTX und der Homocystein-

konzentration (n = 108).
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Homocysteinkonzentrationen im Liquor

Zur Bestimmung von Homocystein im Liquor wurde die in Kapitel 2.3 beschriebene
HPLC-Methode verwendet. Die Bestimmungsgrenze der Methode lag bei 50 nM.
Insgesamt wurden von 65 Patienten 190 Liquorproben, die zu vier verschiedenen
Zeitpunkten der Therapie gezogen wurden, analysiert. Die ermittelten

Homocysteinkonzentrationen im Liquor sind in Abb. 3-21 dargestellt.

800 200
700 x
*
S 600 150 o
£ o o
(o] O
_5 500 B
£~ 100 T o
£ 400 _ T
c
N 3001
*
g * * 504
X 200
>_ * *
U (@]
I 100/ © 2 3 B L
T ; = 01
04 ) == i ——
N= 56 62 17 55 N= 56 62 17 55
RI c1 c8 c15 RI C1 c8 c15
Zeitpunkt Zeitpunkt

Abb. 3-21: Homocysteinkonzentrationen im Liquor der ALL-Patienten. Linke
Abbildung: mit Extremwerten; rechte Abbildung: ohne Extremwerte. Die gestrichelte
Linie der rechten Abbildung kennzeichnet das LLOQ (50 nM).

Aus Abb. 3-21 geht hervor, dass zu allen Untersuchungszeitpunkten sehr niedrige
Homocysteinkonzentrationen im Liquor bestimmt wurden. Ein Grofteil der
analysierten Proben besall Homocysteinkonzentrationen, die unter der
Bestimmungsgrenze von 50 nM lagen. Tendenziell am hochsten waren die
Homocysteinkonzentrationen der Proben, die am achten Tag der Konsolidierung
gezogen wurden (s. auch Tab. 3-28). Zu allen Probenentnahmezeitpunkten wurden
vereinzelt extrem hohe Homocysteinkonzentrationen gefunden (Sternchen in Abb.
3-21). Die hochste Konzentration mit 704,5 nM wurde bei Patient 111, 14 Tage nach

Verabreichung der ersten MTX-Infusion der Konsolidierung (C15), gefunden.
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Mediane, Minima und Maxima der Homocysteinkonzentrationen sind in der
folgenden Tab. 3-28 zusammengefasst. Die medianen Homocysteinkonzentrationen
zum Zeitpunkt RIl, C1 und C8 waren praktisch identisch. Somit lagen (spatestens)
14 Tage nach der Therapie mit MTX, welches intravends und intrathekal verabreicht

wurde, wieder normale Homocysteinkonzentrationen im Liquor vor.

Tab. 3-28: Homocysteinkonzentrationen (Mediane, Minima und Maxima) im Liquor
der ALL-Patienten (LLOQ: 50 nM).

Zeitpunkt n HCY-Konzentration [nM] Kolmogorov-Smirnov-Test
RI 56 ~31,9 (0,0-178,3) p = 0,001
C1 62 ~31,9 (3,0-667,8) p < 0,001
C8 17 ~ 62,0 (32,5-268,0) p < 0,001
C15 55 ~35,3 (10,8-704,5) p < 0,001

Zum Zeitpunkt Rl bzw. C1 waren die medianen Homocysteinkonzentrationen im
Liquor der ALL-Patienten (~31,9 nM jeweils) mehr als 100-mal niedriger als die
Homocysteinkonzentrationen, die zum selben Zeitpunkt im Plasma bestimmt wurden
(4,48 uM bzw. 4,68 uM). Auch bei der Untersuchung der Liquorproben wurde die
Beobachtung gemacht, dass sich erhohte Homocysteinwerte nach der
Remission/Induktion normalisierten (s. Patient 67, 72 und 75, Anhang A).

Zum Vergleich der Homocysteinkonzentrationen wurde, da ein Grofteil der Werte
unter der Bestimmungsgrenze lag —und diese Werte folglich mit einem relativ

grolden Fehler behaftet sind — eine Transformation der Daten vorgenommen.

Tab. 3-29: Einteilung der Homocysteinkonzentration im Liquor in sieben Klassen.

Klasse Klassenbreite (b) [nM] Anzahl
1 b <50,0 131
2 50,0 <b < 60,0 14
3 60,0=b<70,0 8
4 70,0=b<80,0 14
5 80,0 =<b<90,0 6
6 90,0 =b<100,0 1
7 b=100,0 16
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Die ermittelten Homocysteinkonzentrationen wurden sieben Klassen zugeordnet,
wobei der untersten Klasse 1 alle Werte zugeordnet wurden, die unter der Bestim-
mungsgrenze lagen (s. Tab. 3-29). Die intervallskalierten Daten wurden somit in
Ordinaldaten umgewandelt. Der Vergleich der transformierten Homocysteinkon-
zentrationen offenbarte, dass zwischen den verschiedenen Therapiephasen kein
signifikanter Unterschied bestand (p = 0,771, n = 12, Friedman-Test). Auch der Ein-
zelvergleich der Konzentrationen zum Zeitpunkt C1 und C8 fuhrte zu keinem signi-
fikanten Unterschied (p = 0,906, n =17, Wilcoxon). Eine Korrelation zwischen den
Plasma- und (transformierten) Liquorkonzentrationen (Zeitpunkt RI, C1 und C14)
konnte bei den 17 Patienten, von denen sowohl Liquor- als auch Plasmaproben zur
Verfugung standen, nicht gefunden werden (p =0,484, Rangkorrelation nach
Kendall).

Cystein- und Glutathionkonzentrationen im Liquor
Die Konzentrationen an Cystein und Glutathion sind in Abb. 3-22 dargestellt. Sie ver-
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Abb. 3-22: CYS- und GSH-Konzentrationen (Liquor) zu verschiedenen Zeitpunkten
der Therapie; aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind in der linken Abbildung (CYS-

Konzentrationen) die Extremwerte (insgesamt 11 Werte) nicht dargestellt.
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deutlicht, dass sich die Konzentrationen an Cystein und Glutathion im Verlauf der
Therapie nur marginal unterschieden.

Auch die CYS- bzw. GSH-Konzentrationen waren am 8. Tag der Konsolidierung
leicht erhdht (s. Tab. 3-30). Ein signifikanter Unterschied zu den Konzentrationen, die
zum 1. Tag der Konsolidierung bestimmt wurden (Zeitpunkt C1) bestand nicht (CYS:
C8/C1: p = 0,463, GSH: C8/C1: p = 0,435, Wilcoxon).

Tab. 3-30: CYS- und GSH-Konzentrationen im Liquor (Mediane, Minima und

Maxima).

Kollektiv Cyste.in- n Glutath.ion- n
konzentration [uM] konzentration [puM]

RI 937,5 (515,5-2992) 56 486,5 (157,7-1078) 56

C1 937,4 (405,0-52419) 62 542,7 (137,3-2696) 62

C8 1161,7 (548,3-19202) 17 627,0 (353,4-2380) 17

C15 887,5 (508,3-10864) 54 573,7 (264,5-2602) 55

Im Rahmen von Korrelationsanalysen wurde zwischen den (transformierten)
Homocystein- und den Cysteinkonzentrationen ein geringer (r = 0,316, p < 0,001,
n =189, Rangkorrelation nach Kendall), zwischen den Homocystein- und den
Glutathionkonzentrationen ein sehr geringer Zusammenhang (r = 0,188, p = 0,001,
n = 190, Rangkorrelation nach Kendall) festgestellt.

Die individuelle Betrachtung der Thiolkonzentrationen lieR erkennen, dass all
diejenigen Patienten, die extrem hohe Homocysteinkonzentrationen aufwiesen
(Extremwerte der Boxplots in Abb. 3-21), auch extrem hohe Glutathion- und
Cysteinkonzentrationen zeigten (Patienten 76, 85, 99, 105 und 111, s. Anhang B).
Nur Patient 72 stellte diesbezuglich eine Ausnahme dar. Bei ihm wurde zu Beginn
der Remission/Induktion eine deutlich erhdhte Homocysteinkonzentration festgestellt

(178 nM), die sich im Verlauf der Therapie weitgehend normalisierte.
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3.4.2 Untersuchungen an PZNSL-Patienten

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Schlegel (Neurologie des Universitatsklinikums
Bonn) wurde ein Kollektiv von Patienten mit primaren Lymphomen des zentralen
Nervensystems untersucht. Diese Patientengruppe war aullerst interessant, da sie
im Rahmen der zytoreduktiven Therapie intensiv mit MTX behandelt wurde (s. Tab.
2-19 in Kap.2.5.2) und Uber das implantiete Ommaya-Reservoir in allen
Therapieblocken mehrere Liquorproben entnommen werden konnten (s. Abb. 2-13).
Somit lieRen sich MTX-induzierte Veranderungen im Metabolismus des
Homocysteins Uber mehrere Tage hinweg verfolgen. Die (glticklicherweise) niedrige
Inzidenz der Erkrankung bedingte, dass trotz einer mehr als zweijahrigen
Rekrutierungszeit (Juni 2001 und Oktober 2003) insgesamt nur vier Patienten in die
Studie eingeschlossen werden konnten. Alle Liquorproben wurden auf Homocystein,
Cystein und Glutathion, sowie die exzitatorischen Metaboliten des Homocysteins und
Cysteins (SEAA) analysiert. Die Projektpartnerin Sandra Vezmar ubernahm die
Bestimmung von Methotrexat, N°>-Methyl-THF, SAM und SAH.

Homocystein-, Cystein- und Glutathionkonzentrationen im Liquor der
Lymphompatienten

In den folgenden vier Abbildungen (Abb. 3-23 bis Abb. 3-26) werden jeweils die
Konzentrationen an Homocystein, Cystein und Glutathion im Liquor der vier
Lymphompatienten vorgestellt. Verspatete Einschlisse in die Studie (Patient 2 und
Patient 3: Studienbeginn ab Tag BI3 bzw. BI2), Komplikationen wahrend der
Therapie (Patient 1: Auslassen des Blocks All), Therapieabbriche (Patient 3:
Abbruch nach Block All, Patient 4: Abbruch nach CI) und ein modifiziertes Protokoll
fur altere Patienten bedingten, dass bei keinem der untersuchten Patienten alle
sechs Therapieblocke (Al bis CIl) verfolgt werden konnten. Ferner konnte aus
medizinischen Grinden nicht immer aureichend viel Liquor entnommen werden, so
dass teilweise nicht genugend Liquor fur eine Untersuchung zur Verfligung stand
(Patient 1: Proben Al2, CII6, Patient 2: Probe All2, Patient 3: Probe All2). Dennoch
konnten von den vier PZNSL-Patienten insgesamt 63 Liquorproben gewonnen und

analysiert werden.
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Abb. 3-23: Konzentrations-Zeit-Profile der Thiole HCY, CYS und GSH im Liquor des

Patienten 1.
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Abb. 3-24: Konzentrations-Zeit-Profile der Thiole HCY, CYS und GSH im Liquor des

Patienten 2.
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Abb. 3-25: Konzentrations-Zeit-Profile der Thiole HCY, CYS und GSH im Liquor des

Patienten 3.
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Abb. 3-26: Konzentrations-Zeit-Profile der Thiole HCY, CYS und GSH im Liquor des

Patienten 4.
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Bei den Cystein- und Glutathionkonzentrationen der vier Patienten konnte im
zeitlichen Verlauf eines jeweiligen Therapieblocks kein eindeutiger Trend beobachtet
werden. Auch zwischen den Cystein- bzw. Glutathionkonzentrationen der
verschiedenen Therapieblocke konnte kein wesentlicher Unterschied festgestellt
werden.

Abb. 3-27 zeigt, dass die Cystein- und Glutathionkonzentrationen der Patienten
sowohl eine hohe intra-, als auch eine hohe interindividuelle Variabilitat aufwiesen.
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Abb. 3-27: Cystein- und Glutathionkonzentrationen (Liquor) der PZNSL-Patienten
und der Kontrollgruppe.

Der Verlauf der Homocysteinkonzentration war im Gegensatz zu den Cystein- und
Glutathionkonzentrationen stark von der Therapiephase gepragt. Die niedrigsten
Konzentrationen, wurden, abgesehen von der Homocysteinkonzentration des
Patienten 1 zum Zeitpunkt BII2, jeweils am dritten Tag des Blocks C, kurz vor
Verabreichung der ersten intraventrikularen MTX-Gabe gemessen. Zu diesem
Zeitpunkt lag die letzte Applikation von MTX mehr als zwei Wochen zurtck (s. Tab.
2-19).
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Im Block C lie die wiederholte intraventrikulare Verabreichung von MTX (ICVMTX)
die Homocysteinkonzentrationen der Patienten stark ansteigen. Bei Patient 2
(Block ClI) fiel der Anstieg von Tag 3 zu Tag 7 am grofRten aus: die Homocysteinkon-
zentration stieg von 67,6 nM auf 1161 nM, also um mehr als das 17fache (s. Abb.
3-24).

Auch im zeitlichen Verlauf der Blocke A und B konnte jeweils ein Ansteigen der
Homocysteinkonzentrationen beobachtet werden. Mit Ausnahme des ersten
Patienten waren die Homocysteinkonzentrationen der Proben, die am zweiten Tag
des Blocks A bzw. B —also ein Tag nach Beginn der MTX-Infusion — gezogen
wurden, deutlich hoher als die Konzentrationen der Proben, die am dritten Tag des
Blocks C entnommen wurden. Somit lagen bei diesen Patienten bereits gegen Ende

der 24-stindigen MTX-Infusion erhdhte Homocysteinkonzentrationen im Liquor vor.

Der Anstieg der Homocysteinkonzentrationen in therapiegleichen Behandlungs-
blocken (Blocke Al, All, Bl und Bll zum einen sowie Cl und Cll zum anderen) fiel
teilweise recht unterschiedlich aus. Bei Patient 1 waren die Homocysteinkonzentra-
tionen, die am 4.-7. Tag im Block Cl bestimmt wurden, wesentlich héher als die
entsprechenden Konzentrationen im Block CIl (s. Abb. 3-23); Patient 2 zeigte im
Verlauf der Blocke All und BIl deutlich hohere Konzentrationen als im Block Bl
(s. Abb. 3-24).

In allen Liquores mit sehr hohen Homocysteinkonzentrationen wurden normale
Cystein- und Glutathionkonzentrationen ermittelt (s. Anhang B), so dass eine
artifizielle Erhdhung der Homocysteinkonzentration durch eine defekte Blut-Liquor-

Schranke oder eine Kontamination mit Blut ausgeschlossen werden kann.

Nach der individuellen Betrachtung der einzelnen Konzentrationsverlaufe wurde die
Gruppe der Lymphompatienten kollektiv ausgewertet. Im Rahmen dieser Auswertung
wurden die Blocke Al, All, Bl und Bll zu A/B und die Blécke Cl und CIl zu C
zusammengefasst, da in diesen jeweils die gleiche Chemotherapie verabreicht
wurde. Die folgende Tab. 3-31 liefert einen Uberblick Uber die medianen
Konzentrationen von Homocystein, Cystein und Glutathion im Verlauf der Blocke A/B

bzw. C. Zusatzlich finden sich in dieser Tabelle die Referenzwerte der Kontrollgruppe
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(s. Kapitel 2.5.3). Die graphische Darstellung der Thiolkonzentrationen in Form von
Boxplots zeigt Abb. 3-28 (Homocystein) bzw. Abb. 3-29 (Cystein und Glutathion).

Tab. 3-31: HCY-, CYS- und GSH-Konzentrationen der Lymphompatienten wéhrend
der Chemotherapie (Mediane, Minima und Maxima).

Kollektiv ¢ (HCY) [nM] c (CYS) [nM] ¢ (GSH) [nM]
(Median) (Median) (Median)
Block AAB2 n=5 195 (23,4-725) 1837 (1414-4965) 1433 (809-1746)
Block AAB3 n=9 295 (149-944) 2248 (1293-4502) 1177 (921-1658)
Block AAB4 n=9 389 (224-1088) 2075 (1732-4132) 1248 (882-2307)
Block AAB5 n=9 448 (277-1116) 2782 (1896-4873) 1399 (1022-1950)
Block C3 n==6 73,6 (50,6-200) 2804 (2186-3885) 1217 (1022-1539)
Block C4 n==6 238 (188-771) 2209 (867-4008) 1232 (927-1572)
Block C5 n=6 482 (151-1167) 3938 (1713-4904) 1268 (600-1703)
Block C6 n=>5 689 (271-1010) 2813 (2279-4410) 1124 (1001-1337)
Block C7 n==6 569 (239-1162) 3423 (2044-8155) 1205 (1015-1974)
Alle n=61 2711 (867-8155) 1233 (600-2307)
Kontrolle n=13 71,3 (31,9-161) 3775 (2662-7688) 746 (394-1034)

Weder in den Blocken A/B noch im Block C wurde eine signifikante Veranderung der
Cystein- bzw. Glutathionkonzentration festgestellt (p jeweils > 0,05, Wilcoxon). Vor
diesem Hintergrund wurden alle ermittelten Konzentrationen dieser Thiole zu einer
Gruppe zusammengefasst und der jeweilige Median bestimmt (s. Tab. 3-31). Der
Median der Cysteinkonzentrationen (2711 nM) war signifikant niedriger (p < 0,001,
Mann-Whitney), der Median der Glutathionkonzentrationen (1233 nM) war hingegen
signifikant hdher als der der Kontrollgruppe (p < 0,001, Mann-Whitney).

Tab. 3-31 ist zu entnehmen, dass die medianen Homocysteinkonzentrationen im
Block A/B von 195 nM (A/B2) auf 448 nM (A/BS) und im Block C von 73,6 nM (C3)
auf 569 nM (C7) stiegen. Homocysteinkonzentrationen, die einen Tag nach der
intravendsen bzw. intraventrikularen MTX-Gabe gemessen wurden, waren
vergleichbar hoch (Median der Proben A/B2: 195 nM, Median der Proben C4:
238 nM).

Trotz der geringen Fallzahl unterschieden sich die Homocysteinkonzentrationen der

Tage A/B3-5 signifikant von den Konzentrationen der Tage A/B2 und die Homo-
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cysteinkonzentrationen der Tage C4-7 signifikant von den Konzentrationen des
Tages C3 (s. Tab. 3-32).

Tab. 3-31 und Abb. 3-28 zeigen, dass — abgesehen von den Konzentrationen, die am
dritten Tag des Blocks C bestimmt wurden (sie waren ahnlich hoch wie die
Homocysteinkonzentrationen der Kontrollgruppe) — alle Homocysteinkonzentrationen

der Lymphompatienten durchweg deutlich h6her waren als die der Kontrollgrupe.
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Abb. 3-28: HCY-Konzentrationen der Lymphompatienten im Liquor im Verlauf der

Chemotherapie.
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Abb. 3-29: CYS- und GSH-Konzentrationen im Liquor der Lymphompatienten im

Verlauf der Chemotherapie.
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Tab. 3-32: Vergleich der Homocysteinkonzentrationen.

Intragruppenvergleiche Intergruppenvergleiche
Kollektive Wilcoxon-Test Kollektive Mann-Whitney
A/B2, A/B3 p=0,043 (n=5) A/B2, K p = 0,095 (n =5/13)
A/B2, A/B4 p=0,043 (n=5) A/B3, K p < 0,001 (n =9/13)
A/B2, A/B5 p=0,043 (n =5) A/B4, K p < 0,001 (n =9/13)

C3,C4 p =0,028 (n =6) A/B5, K p < 0,001 (n=9/13)
C3,C5 p =0,028 (n =6) C3,K p = 0,639 (n =6/13)
C3, C6 p =0,043 (n =5) C4,K p < 0,001 (n =6/13)
C3,C7 p =0,028 (n =6) C5,K p < 0,001 (n =6/13)
C6, K p < 0,001 (n=5/13)
C7,K p < 0,001 (n =6/13)

Der Unterschied zwischen den Homocysteinkonzentrationen der Proben A/B3-5 und
C4-7 und den Homocysteinkonzentrationen der Kontroligruppe war jeweils
hdchstsignifikant (s. Tab. 3-32).

Auch bei dieser Studie wurde zwischen den Homocystein- und den Cystein-
konzentrationen nur eine geringe Korrelation gefunden (r= 0,269, p = 0,002,
Rangkorrelation nach Kendall). Ein Zusammenhang zwischen den Homocystein- und
den Glutathionkonzentrationen bestand nicht (r = 0,110, p = 0,211, Rangkorrelation

nach Kendall).

Konzentrationen der SEAA im Liquor der Lymphompatienten

Mittels der validierten kapillarelektrophoretischen Methode wurden sowohl die
Liquores der Lymphompatienten als auch die der Kontroligruppe auf die exzitato-
rischen Metaboliten des Homocysteins (HCSA, HCA) bzw. Cysteins (CSA, CA)
untersucht.

Bei drei der vier Patienten (Patienten 2-4) konnte nach MTX-Gabe die exzitatorische
Aminosaure HCSA, nicht aber HCA, CSA und CA, nachgewiesen werden. In den
Liquorproben der Kontrollgruppe konnte keine dieser vier Aminosauren detektiert
werden (LOD: 5,7-33,3 nM). Die HCSA-Konzentrations-Zeit-Profile der Patienten 2-4
sind in Abb. 3-30 dargestellt. lhnen ist zu entnehmen, dass auch die HCSA-
Konzentrationen am Tag 3 des Blocks C am niedrigsten waren (sie lagen unter der
Nachweisgrenze der Methode). Alle anderen HCSA-Kozentrationen lagen zwischen
1,48 und 2,78 uM.
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Abb. 3-30: HCSA-Konzentrations-Zeit-Profile im Liquor der Patienten 2 (Abb. A), 3
(Abb. B) und 4 (Abb. C); *: < 5,7 nM (LOD fiir HCSA)
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Zusammenhinge zwischen den MTX- bzw. N°-Methyl-THF- und den
Homocysteinkonzentrationen

Zwischen den Homocystein- und den MTX-Konzentrationen, die im Liquor der
PZNSL-Patienten bestimmt wurden, wurde eine geringe Korrelation ermittelt
(r=0,354, p<0,001, n=259, Rangkorrelation nach Kendall). LieR man in die
Korrelationsanalyse nur die Homocystein- und MTX-Konzentrationen, die im Verlauf
der Therapieblocke C (in diesen wurde kein Calciumfolinat verabreicht) bestimmt
wurden, einflieBen, wurde eine geringfigig hdohere Korrelation gefunden (s. Abb.
3-31). Diese Korrelation war auch dann hochsignifikant, wenn man die drei
Ausreisser (Sternchen in der linken Darstellung der Abb. 3-31) nicht bertcksichtigte
(r=0,407, p < 0,005, n = 25, Rangkorrelation nach Kendall).

= = =-0,571, p < 0,001
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Abb. 3-31: Korrelation zwischen den im Liquor gemessenen MTX-, bzw. N5-Methyl-
THF-Konzentrationen und den Homocysteinkonzentrationen (Rangkorrelation nach
Kendall, n = 28). Dargestellt sind nur die Werte aus den Therapieblécken C.

Ausreisser sind durch ein Sternchen gekennzeichnet.

Eine geringe, gegenlaufige Korrelation wurde zwischen Homocystein und N5-Methyl-
THF — dem Cofaktor der Methioninsynthase — ermittelt (r = -0,217, p = 0,019, n = 57,

Rangkorrelation nach Kendall). Unter Berlcksichtigung der Homocystein- und
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N°-Methyl-THF-Konzentrationen der C-Blécke wurde eine mittlere, hdchstsignifikante
Korrelation gefunden (r =-0,571, p < 0,001, n = 28, Rangkorrelation nach Kendall, s.
Abb. 3-31). Die zwischenzeitliche Gabe von Calciumfolinat (in der Regel dreimal
30 mg/m? am dritten, sowie einmal 30 mg/m? am vierten Tag der Blécke A/B), erwies

sich somit als starker Storfaktor dieser Korrelation.

Zusammenhang zwischen den Homocystein- und den HCSA-Konzentrationen
Der Zusammenhang zwischen den Homocystein- und HCSA-Konzentrationen der
Patienten 2-4 ist in Abb. 3-32 dargestellt. Sie zeigt, dass bei diesen Patienten HCSA
nur dann nachgewiesen wurde, wenn die Homocysteinkonzentration mindestens
146 nM betrug (s. gestrichelte Linie in Abb. 3-32).
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Abb. 3-32: Zusammenhang zwischen den im Liquor gemessenen HCY- und HCSA-

Konzentrationen der Patientinnen 2, 3 und 4 (n = 42).

Es sei an dieser Stelle erwahnt, dass eine ausfuhrliche Darstellung und Diskussion
der MTX- und 5-MTHF-Konzentrationen in der Dissertation der Projektpartnerin S.

Vezmar zu finden sein wird.
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Ergebnisse der Untersuchungen zur Evaluierung der Neurotoxizitat

Alle Untersuchungen zur Evaluierung der Neurotoxizitat wurden von Prof. Dr.
Schlegel bzw. Dr. Pels (Neuroonkologie des Universitatsklinikums Bonn)
durchgefuhrt und ausgewertet.

Patient 1 klagte im Verlauf des Blocks Bl Uber starke Kopfschmerzen, die
hochstwahrscheinlich durch eine Infektion im Bereich des Ommaya-Reservoirs
hervorgerufen wurden. MRT-Untersuchungen ergaben keine Anzeichen einer MTX-
induzierten Demyelinisierung oder Arachnoiditis.

Die Patienten2 und 4 waren klinisch unauffallig. Dennoch lieRen MRT-Bilder
(T2-gewichtet) erkennen, dass sich bei diesen Patienten wahrend der
Chemotherapie fokal begrenzte Demyelinisierungen manifestiert hatten.

Patient 3 entwickelte nach dem ersten Zyklus der Chemotherapie (nach Block ClI)
eine ausgepragte Leukenzephalopathie. MRT-Bilder (T2-gewichtet) des Patienten
zeigten flachig konfluente Signalsteigerungen, die als schwere Demyelinisierungen
zu interpretieren sind. Die Leukenzephalopathie und der insgesamt reduzierte
Allgemeinzustand bedingten, dass die Chemotherapie nach dem Block All
abgebrochen wurde.

Symptome einer akuten bzw. subakuten Neurotoxizitdt wurden nach Bekunden des

jeweils zustandigen Arzteteams bei keiner der vier Patientinnen beobachtet.
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3.4.3 Fallbericht einer Patientin mit MTX-Uberdosierung

In Kooperation mit Dr. Liebeskind (Helios Klinikum Berlin, Klinikum Buch, Abteilung
Hamatologie und Onkologie) und Prof. Dr. Bode (Kinderklinik des Universi-
tatsklinikums Bonn, Abteilung Hamatologie und Onkologie) wurde eine Patientin, der
irrtimlicherweise eine 10fach erhdéhte MTX-Dosis (20 mg) intraventrikular verabreicht
wurde, untersucht.

Diese Patientin wies sechs Stunden nach der fehlerhaften, intraventrikularen
MTX-Instillation (kurz vor der ersten Liquorspllung) im Liquor eine MTX-
Konzentration von 87,20 uM auf. Trotz zweier ventrikularer Liquorspllungen (6 bzw.
16 Stunden nach Uberdosierung) wurde noch 66 Stunden nach ICVMTX eine stark
erhohte MTX-Konzentration (9,46 uM) im Liquor gefunden (s. Abb. 3-33).
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Abb. 3-33: MTX-Konzentrationen im Liquor der Medulloblastom-Patientin.

Die Tab. 3-33 zeigt die Konzentrationen der Substanzen, die in den Liquorproben
quantifiziert wurden. Alle gemessenen Homocysteinkonzentrationen waren im
Vergleich zu den Homocysteinkonzentrationen der padiatrischen ALL-Patienten, die
in der Regel ungefahr zwischen 30 und 40 nM lagen (s. Tab. 3-28), deutlich erhéht.

Bereits 10 Stunden nach intraventrikularer MTX-Gabe wurde mit 598 nM eine sehr
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hohe Homocysteinkonzentration ermittelt,
Probenentnahme (Stunde 66) weiter anstieg (s. Tab. 3-33 bzw. Abb. 3-34).

die bis zum Zeitpunkt der letzten

Tab. 3-33: Konzentrationen an HCY, CYS, GSH, HCSA, HCA, CA, MTX und 5-MTHF

im Liquor der Medulloblastom-Patientin, die 20 mg MTX intraventrikulér verabreicht

bekam.
Zeit nach HCY CYS GSH HCSA HCA CA MTX  MTHF*
ICVMTX[h] [nM] [nM] [nM] [pM] [uM] [pM]  [pM] [nM]
6 KP KP KP KP KP KP 87,20 KP
6,25 KP KP KP KP KP KP 67,87 KP
10 598 16950 884 ~0,72 ~0,50 ~0,96 66,38 48,3
16 652 17992 861 ~0,96 ~0,10 ~0,44 55,27 59,0
24 799 19572 1099 1,12 ~0,20 ~0,40 40,79 59,7
34 NB NB NB NB NB NB 29,76 78,5
48 KP KP KP KP KP KP 18,82 KP
62 930 18530 895 1,12 ~0,32 ~0,73 11,42 113,7
66 1028 14222 1032 1,20 ~0,32 ~0,62 9,46 95,5

* NS-MethyItetrahydrofoIat

NB: nicht bestimmt (Probe war sehr blutig!); KP: keine Probe verflugbar

Zur Beachtung: Das LLOQ zur Bestimmung von HCSA, HCA und CA betrug 1,0 uM.

Abb. 3-34: HCY-Konzentrationen im Liquor der Medulloblastom-Patientin.
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Auch die Cysteinkonzentrationen (14,2-19,6 uM), nicht aber die Glutathion-
konzentrationen (861-1099 nM) der Patientin waren auffallend hoch (s. Tab. 3-33).

In allen Proben wurden die Metaboliten des Homocysteins (HCSA und HCA) sowie
Cysteinsulfonsaure (CA) detektiert. Mit Ausnahme der HCSA-Konzentrationen der
Proben, die 24, 62 und 66 Stunden nach der intraventrikularen Verabreichung von
MTX gezogen wurden, lagen die Konzentrationen der exzitatorischen Aminosauren
unter der unteren Bestimmungsgrenze (1 uM) der kapillarelektrophoretischen
Methode. Die Konzentrationen an HCSA stiegen mit zunehmendem zeitlichem
Abstand zur ICVMTX an und lagen in der gleichen GroéRenordnung wie die

Homocysteinkonzentrationen.

Die Konzentrationen an N°-Methyl-THF der 10-, 16-, 24- und 34 h-Proben lagen im
Normbereich (40-90 nM)"®'818 Dje |eicht erhdhten Konzentrationen, die 62 bzw.
66 Stunden nach ICVMTX gemessen wurden, waren sehr wahrscheinlich Folge des

intensivierten Rescue mit Calciumfolinat (s. Kapitel 2.5.4.1).
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4 Diskussion

Im Folgenden werden die in Kapitel 3 aufgefuhrten Ergebnisse diskutiert. Die
Diskussion folgt dabei prinzipiell der Gliederung des Ergebnisteils. Im
abschlielRenden Kapitel der Diskussion wird erértert, ob Homocystein einen

Biomarker fur die MTX-induzierte Neurotoxizitat darstellen konnte.

41 CE-Methode zur Bestimmung von schwefelhaltigen,

exzitatorischen Aminosauren im Liquor

Sowohl die exzitatorischen Metaboliten des Homocysteins (HCSA und HCA), als
auch die des Cysteins (CSA und CA), sind in retrospektiv analysierten Liquorproben
von Krebspatienten, die mit hochdosiertem MTX behandelt wurden, nachgewiesen
worden. Bislang konnte allerdings nicht gezeigt werden, dass sich diese Substanzen
im Verlauf einer Chemotherapie mit MTX im Liquor anhaufen. Der Stellenwert dieser
exzitatorischen Aminosauren fur die MTX-induzierte Neurotoxizitat ist, nicht zuletzt
aufgrund der sparlichen Datenlage, bis heute weitgehend unklar.

Zur simultanen Bestimmung aller vier SEAA in biologischen Matrices sind bislang
funf verschiedene HPLC-Methoden sowie eine GC-Methode publiziert worden, wobei
nur die Arbeitsgruppe um Quinn’® die SEAA im Liquor bestimmten (s. Tab. 4-1).
Leider finden sich in den Publikationen, die diese Methoden beschreiben, kaum
Informationen zur Validierung. Oftmals werden nur Angaben zur Nachweisgrenze
(Limit of Detection, LOD) und der unteren Bestimmungsgrenze (Lower Limit of
Quantification, LOQ) gemacht.

Daruber hinaus konnte, mit Ausnahme der GC-Methode, bei allen Methoden die
eindeutige, selektive Bestimmung der Analyten nur in wassriger Losung demonstriert
werden. Die Trennleistung der verwendeten HPLC-Systeme reichte nicht aus, die mit
o-Pthaldialdehyd (OPA) derivatisierten SEAA untereinander bzw. von anderen
Aminosauren oder Bioaminen der biologischen Matrix eindeutig abzutrennen (mit
OPA werden alle Substanzen erfasst, die eine primare Aminogruppe tragen, s. Abb.
4-1).
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Tab. 4-1: Analytische Methoden zur simultanen Bestimmung von HCSA, HCA, CSA

und CA in biologischen Matrices.

LOD
Referenz  Methode Matrix bzw. Anmerkungen
LLOQ
Walleret HPLC-FD  Mikro- ribiind
I OPAME" dialyse- LODs: chromatographische Trennung
(1981')186 ( ) proben ~2-3 nM - Geringe Stabilitat der Produkte
(Rattenhirn) - Keine Angaben zur Validierung
- Unzureichende
chromatographische Trennung
Orwar et HP(I;](;;E]CD Mikro- (HLCOSI?A‘). - Geringe Stabilitat der Produkte
al. Derivati- dlrac%se?l_ 1.3nM - Keine Angaben zur Validierung
(1991)'®"  sierung mit (Rgttenhirn) LLOQ: - Teure Arbeitselektrode (Hg-Au-
OPA/ME) 50 nM Elektrode) mit sehr begrenzter
Lebensdauer'®
LOD: - Unzureichende
Orwar et HPLC-LIFD dMilkFO- 38?())5-M chromatographische Trennung
al. (OPA/ME") a 3t/)se— LLO% - Geringe Stabilitat der Produkte
188 proben : _ . . . .
(1994) (Rattenhirn) 0.3- Keine Angat.)en zur Richtigkeit
13.3 nM und Wiederfindung
GC-MS LOD: - Aufwandige, zeitintensive
Santosh- (nach 2,5- Probenaufarbeitung
Kur;iar et Derivati- Plasma I‘_‘E(;g' - Erfordert Synthese von
(1994)189 sierung mqi;[ 0.3 ’ Isotopen
MTBSTFA") 18uM - Sehr kostenintensiv
HPLC- LOD: Keine Beurteilung der
QUIanIn et Ep/ECD Licuor 50 nM  Chromatographischen
(199'7)76 (OPA/MP%) q LLOQ: Trennung im Liquor mdglich
k.A. - Keine Angaben zur Validierung

) ortho-Phthaldialdehyd/Mercaptoethanol

# N-Methyl-N-t-butyldimethylsilyl-trifluoracetamid

x ortho-Phthaldialdehyd/Mercaptopropanol

k. A.: Keine Angaben
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Abb. 4-1: Derivatisierung primérer aromatischer Amine mit o-Phthaldialdehyd (OPA)

und Mercaptoethanol (Mercaptopropanol).

Die mangelnde Trenneffizienz der HPLC-Methoden ist damit begrindet, dass eine
Vielzahl von vergleichsweise polaren Substanzen (unter den gegebenen
chromatographischen Bedingungen lagen die Derivate der SEAA sogar zweifach
negativ geladen vor) auf Reversed-phase-Saulen (RP-18) getrennt wurden. Es ist
nicht Uberraschend, dass unter den chromatographischen Bedingungen der oben
angefuhrten HPLC-Methoden Analyten, die sich hinsichtlich ihrer Lipophilie kaum
unterscheiden (z.B. Isoindolderivate von CSA, CA und ASP bzw. Isoindolderivate
von HCSA, HCA und GLU), nicht ausreichend getrennt werden konnten.

Ein weiterer Nachteil der oben angefuhrten HPLC-Methoden liegt darin, dass der
eingesetzte Fluoreszenzmarker OPA, insbesondere aber die Produkte der
Derivatisierungsreaktion, die fluoreszierenden lIsoindolverbindungen (s. Abb. 4-1),
sehr instabil sind. Dieser Umstand bedingt, dass Derivatisierungszeiten auf die
Sekunde genau eingehalten werden mussen und dass Methoden, bei denen OPA als

Derivatisierungsreagenz verwendet wird, kaum zu automatisieren sind'®®'%,

Da sich — wie oben erlautert - HPLC-Methoden nur in begrenztem Umfang eignen,
SEAA selektiv in einer komplexen biologischen Matrix zu bestimmen und die GC-
MS-Methode sehr kostenintensiv ist, wurde zur quantitativen Analyse der SEAA in
Liquor die Kapillarelektrophorese (CE) ausgewahlt. Im Gegensatz zur HPLC werden
bei kapillarelektrophoretischen Methoden die Analyten nicht nach Lipophilie, sondern
nach GroRe und Ladung getrennt (s. Gl. 2-2). Daher ist diese Methode prinzipiell
besser geeignet, geladene Aminosauren, die sich hinsichtlich der Lipophilie teilweise
nur geringflgig unterscheiden, zu trennen. Die Trennleistung der CE ist im

Allgemeinen deutlich hoéher als die der HPLC, da keine Bandenverbreiterungen durch
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laminare Flussprofile entstehen''. Des Weiteren besitzt die Kapillarelektrophorese
im Vergleich zur HPLC den Vorteil, dass man mit kleineren Probenvolumina
auskommt (teilweise reichen schon wenige nL aus), die Analysenzeiten in der Regel
deutlich kdrzer und die Kosten generell niedriger sind, da groRere Mengen an

hochreinen Losungsmitteln nicht bendotigt werden.

Um auch sehr niedrige Konzentrationen der Metaboliten im Liquor nachzuweisen,
wurden die SEAA mit einem Fluoreszenzfarbstoff (CFSE) markiert und die Derivate
durch die energiereiche Hauptspektrallinie (488 nm) eines Argon-Lasers angeregt
(Konzept der Laser-induzierten Fluoreszenz (LIFD, s. Abb. 2-5). Als Fluoreszenz-
marker wurde CFSE eingesetzt, da das Absorptionsmaximum der Derivate nahe der
Anregungswellenlange des Argon-Lasers liegt, es gegenluber primaren Aminen eine
hohe Reaktivitat und Selektivitat aufweist und die gebildeten Produkte Uber eine
hohe Stabilitat verfligen. Aufgrund dieser Eigenschaften zeigt CFSE gegenlber
Fluoresceinisothiocyanat (FITC), welches in groliem Maldstab zur Derivatisierung von
primaren Aminen, im Besonderen Aminosauren, verwendet wird, deutliche Vorteile
(s. Tab. 4-2).

Die eigenen Ergebnisse bestatigten, dass CFSE zur Derivatisierung primarer Amine
hervorragend geeignet ist. Die hohe Stabilitdt der Derivatisierungsprodukte (s.
Kapitel 3.1.5.6) trug dazu bei, dass die Analyten prazise bestimmt werden konnten
und ermoglichte, dass bis zu 18 Liquorproben gleichzeitig derivatisiert und
anschlielRend der Reihe nach vermessen werden konnten. Unter Verwendung der
LIFD lagen die LODs zwischen 5,7 und 33,3 nM. Somit ist die Methode vergleichbar
empfindlich wie die Methode von Quinn et al. (1997), nach der die SEAA (ebenfalls
im Liquor vorliegend) zuerst mit OPA derivatisiert und anschliel3iend coulometrisch
detektiert werden (s. Tab. 4-1). Die hohe Empfindlichkeit der LIFD bedingte leider
auch, dass selbst Spuren von Verunreinigungen bzw. Abbauprodukten von CFSE,
welches eine intrinsische Fluoreszenz (Autofluoreszenz) aufweist, detektiert wurden
(s. hierzu Abb. 3-8). Dieser Umstand erforderte eine 1:100-Verdlinnung der
Messprobe, brachte aber gleichzeitig den Vorteil mit sich, dass die Liquorprobe ohne
weitere Aufarbeitung (z.B. Proteinfallung) problemlos in das CE-System injiziert

werden konnte.
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Tab. 4-2: Fluoreszenzmarker, die im Rahmen kapillarelektrophoretischer Verfahren

mit LIFD zur Derivatisierung primédrer Amine eingesetzt werden.

)\ex )\em

Vorteile Nachteile
[nm] [nm]

Fluoreszenzmarker

- Hohe Reaktivitat und - Intrins. Fluoreszenz
Selektivitat'"
- Hohe Stabilitat der
494 520 Produkte’92193
- Hohe
Empfindlichkeit' 1%

- Hohe - Intrins. Fluoreszenz
Empfindlichkeit'®* - MaRige Reaktivitat'™®
- Geringe
490 519 Selektivitat 6919
- FITC und Derivate
sind relativ instabil'®®
- Keine intrins. Fluores- - Derivatisierung
7 . zenz erfordert tox. KCN
T o . ... -GuteReaktivitat'®® - Begrenzte Stabilitat
N oo 4867 9917 iohe Selektivitat der Produkte'®
- Hohe - Spezieller Bandpass-
Empfindlichkeit'%®% Filter erforderlich®
CBQCA™'
- Keine intrins. Fluores- - Derivatisierung
o zenz erfordert tox. KCN
O N O o yp psn7 Gute Reaktivitat'®® - Begrenzte Stabilitat
N CcHo - Hohe Selektivitat der Produkte
- Hohe - Teurer He-Cd-Laser
Empfindlichkeit'®® erforderlich

Anmerkung: Absorptions- und Emissionsmaximum wurden unter Verwendung des Ldsungsmittels
MeOH bestimmt'®®.

B Fluoresceinisothiocyanat; # 3-(2-Furoyl)-chinolin-2-carbaldehyd; X1 4-(2-Formyl-3-chinolincarbonyl)-
benzoesaure;

" Bezogen auf das Derivatisierungsprodukt aus CBQCA bzw. FQCA, CN” und Glycin;

*2 Kommerziell erhéltliche LIF-Detektionssysteme, die Argonlaser als Anregungsquelle nutzen, sind

mit einem 520 nm Bandpass-Filter ausgestattet
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Da verschiedene Chargen des Fluoreszenzmarkers unterschiedliche Verun-
reinigungen beinhalteten (sowohl in quantitativer als auch in qualitativer Hinsicht),
wurde vor einer Probenmessung immer zuerst das Elektropherogramm einer
Leerprobe (CFSE geldst in 0,1 M Boratpuffer, pH 9,0) aufgezeichnet.

Vor diesem Hintergrund mdgen die Fluoreszenzmarker CBQCA (4-(2-Formyl-3-
chinolincarbonyl)-benzoesaure) und FQCA (3-(2-Furoyl)-chinolin-2-carbaldehyd),
speziell entwickelt zur Derivatisierung von primaren Aminen mit anschlielender
LIFD, vorteilhaft sein, da sie wie OPA selbst keine Fluoreszenz zeigen (s. Tab. 4-2).
Allerdings erfordert FQCA einen Umbau kommerziell erhaltlicher LIF-
Detektionssysteme, die mit einem 520 nm Bandpass-Filter ausgestattet sind und
CBQCA einen Helium-Cadmium-Laser, der im Vergleich zu einem Argon-Laser
erheblich teurer ist und nur eine sehr begrenzte Lebensdauer besitzt. Dariber hinaus
ist zur Umsetzung von primaren Aminen bei beiden Substanzen hochtoxisches

Kaliumcyanid erforderlich.

Im Rahmen der Methodenentwicklung konnte die Trennung der derivatisierten SEAA
vergleichsweise einfach und effizient durch Variation des SDS- bzw. MeOH-Gehalts
im Laufpuffer (0,1 M Borat, pH 9,0) optimiert werden. Fir die Trennung war von
Vorteil, dass die SEAA-Derivate, aufgrund der sauren Sulfin- bzw.
Sulfonsauregruppe, nicht drei —wie die meisten Aminosauredrivate — sondern vier
negative Ladungen trugen. Die zusatzliche negative Ladung bedingte, dass die
CFSE-markierten Analyten eine relativ niedrige effektive Mobilitat (s. Gl. 2-5)
besallen und erst nach ca. 20 min detektiert wurden (s. ,Detektionsfenster der
SEAA® in Abb. 3-8). Nur die sauren Aminosauren Glutamat und Aspartat, die nach
Umsetzung mit CFSE auch Uber vier negative Ladungen verfligten, wurden ebenfalls
in diesem Zeitfenster detektiert. Die selektive Bestimmung aller interessierenden
Analyten konnte mit einem 0,1 M Boratpuffer (pH 9,0), der 10 mM SDS sowie 10 %

MeOH enthielt, bei einer Kapillartemperatur von 19°C erzielt werden.

Waller et al. wiesen darauf hin, dass starke Sauren (z.B. Trichloressigsaure in
Kombination mit Ether oder Perchlorsaure), die haufig im Rahmen von
Proteinfallungen eingesetzt werden, Homocystein und Cystein zur entsprechenden

Sulfin- bzw. Sulfonséure oxidieren kénnen'®. Aufgrund dieser Tatsache sind SEAA-
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Konzentrationen, die in biologischen Matrices bestimmt wurden, immer dann kritisch
zu bewerten, wenn im Rahmen der Probenaufarbeitung eine Proteinfallung mit
starken Sauren vorgenommen wurde. Bei der entwickelten CE-Methode ist, aufgrund
der 100fachen Verdunnung der Liquorprobe mit 0,1 M Boratpuffer (pH 8,9), eine
Proteinfallung nicht notwendig.

Die Thiolgruppe des Homocysteins bzw. Cysteins wird auch im Alkalischen
aufoxidiert, wenn ausreichend Sauerstoff und zweiwertige Kupferionen zu gegen
sind®. Da Cu(ll)-lonen obligat im Liquor vorkommen (~0,13-0,75 uM®) und die
Derivatisierung der Liquorproben im alkalischen Milieu durchgeflhrt wurde, wurde
getestet, ob im Rahmen der 30-minutigen Derivatisierungszeit aus Homocystein bzw.
Cystein die entsprechenden Sulfinsauren entstehen. Hierzu wurde einer
Liquormischung, in der keine der vier SEAA detektiert werden konnte, groRere
Mengen Homocystein bzw. Cystein zugesetzt (jeweils 10 uM) und Uberpruft, ob nach
der 30-minutigen Derivatisierung (pH 8,9) HCSA bzw. CSA gebildet wurden. Da
weder HCSA noch CSA in den anschlieend aufgezeichneten Elektropherogrammen
detektiert wurden, kann ausgeschlossen werden, dass im Rahmen der
Derivatisierung groRere Mengen an HCSA bzw. CSA entstehen, die zu einer

Verfalschung der Ergebnisse fuhren wirden.

Zusammenfassend  kann  festgehalten  werden, dass eine einfache
kapillarelektrophoretische Methode zur Bestimmung von schwefelhaltigen,
exzitatorischen Aminosauren entwickelt und nach international anerkannten Kriterien
validiert wurde. Sie zeichnet sich im Besonderen durch eine hohe Empfindlichkeit,

kurze Analysenzeiten und niedrige Kosten aus.
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4.2 HPLC-Methode zur Bestimmung von Homocystein, Cystein

und Glutathion im Liquor

Aufgrund des standig wachsenden Interesses an Homocystein, welches
insbesondere darauf zurlckzufuhren ist, dass Homocystein eine groRere Rolle in der
Genese vieler kardiovaskularer Erkrankungen zukommt (s. Kapitel 1), sind eine
Vielzahl an analytischen Methoden entwickelt worden, die die Bestimmung von
Homocystein im Plasma erlauben. Ubersichtsarbeiten zu diesem Thema finden sich
unter Ueland et al.’® und Bayle et al.?®®. In der Regel sind diese Methoden allerdings
nicht empfindlich genug, die geringen Mengen an Homocystein, die im Liquor
vorkommen, exakt zu quantifizieren. Bei gesunden Menschen, insbesondere bei
Kindern, liegen die Homocysteinkonzentrationen im Liquor oftmals deutlich unter
100 nM52’201’2°2.

Die erste Methode, die die Bestimmung von Homocystein in Liquor erlaubte, wurde
1992 von Hyland et al. verdffentlicht’® (s. Tab. 4-3). Sie setzt, da OPA als
Derivatisierungsreagenz verwendet wird, eine Maskierung der Thiolgruppe mit
lodessigsaure voraus. Das LOD (80 nM) der Methode — Angaben zur Bestimmungs-
grenze werden nicht gemacht — deutet darauf hin, dass Konzentrationen unter
100 nM nicht mit ausreichender Prazision und Richtigkeit erfasst werden kdnnen.
Somit ist die Methode nur geeignet, Homocystein in Liquores von Patienten zu
bestimmen, die aufgrund einer Stérung im Homocysteinstoffwechsel deutlich erhdhte
Liquor-Homocysteinkonzentrationen aufweisen.

Wesentlich empfindlicher ist die Methode nach Quinn et al.”®, nach der Homocystein
mit dem Fluoreszenzmarker SBDF (4-Sulfo-7-Fluor-Benzofurazan) umgesetzt und
anschlie3end auf einer Microbore-Saule (Saule mit einem Innendurchmesser von ca.
1 mm) von anderen Thiolen getrennt wird (s. Tab. 4-3). Leider liegen auch zu dieser
Methode nur wenige Informationen zur Validierung vor, so dass auch sie nur in
begrenztem Umfang beurteilt werden kann.

Nach der bis dato wohl empfindlichsten Methode wird Homocystein elektrochemisch
(coulometrisch) detektiert?® (s. Tab. 4-3). Obwohl zur Bestimmung von Homocystein
(und anderer Aminothiole) im Plasma entwickelt und validiert, wird diese Methode

mittlerweile auch zur Quantifizierung von Homocystein in Liquor eingesetzt?®.
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Tab. 4-3: Analytische Bestimmungsmethoden, die die Bestimmung von Homocystein

in Liquor erlauben.

LOD bzw.
Referenz Methode LLOQ Anmerkungen
- Zeitintensive Probenvorbereitung
- Fluoreszenzmarker ist nicht spezifisch
LOD: fur Thiole

Hyland et HPLC-FD 80nM - Methode ist nicht empfindlich genug,
al. (1992)203 (MFE/(S)*I;A/ LLOQ: ? HCY-Konzentrationen von Gesunden
exakt zu quantifizieren
- Keine Angaben zur Richtigkeit,
Wiederfindung und Bestimmungsgrenze

- Keine Beurteilung der chromatogra-

phischen Trennung in der Matrix Liquor
HPLC-FD LOD: ? mdglich
(TBP/SBDF*)  LLOQ:
5nM

Quinn et al.

(1997)7 - Sehr zeitintensive Probenvorbereitung
- Keine Angaben zur Selektivitat,

Richtigkeit und Wiederfindung

- Proteinfallung notwendig
Melnyk et HP[\IJ_CE;EE;D LOD: 5 pM - Daten zur Validierung in Liquor sind
al. (19090 (NaBH) "/ 505" nicht bekannt
- ECD ist relativ teuer und stéranfallig

204

" Reduktionsmittel: Mercaptoethanol (ME), Derivatisierungsreagenz: ortho-Phthaldialdehyd (OPA),
Reagenz zur Maskierung der Thiolgruppe: lodessigsaure (IES)

* Reduktionsmittel: Tributylphosphin, Derivatisierungsreagenz: 4-Sulfo-7-Fluor-Benzofurazan (SBDF)
* Reduktionsmittel: Natriumborhydrid (NBH)

Von Nachteil ist bei diesem Bestimmungsverfahren, dass auch bei der Analyse von
Liquorproben eine zeit- und kostenintensive Proteinfallung notwendig ist, um eine
Schadigung der coulometrischen Messzelle zu vermeiden®”. Um die oben erwahnte
Empfindlichkeit zu erreichen, sind absolut hochreine Ldsungsmittel, ein
kontinuierliches Entgasen der mobilen Phase mit Helium, auferst pulsationsarme
Pumpen sowie ein Pulsdampfer notwendig®®*.

Von den drei aufgefuhrten Methoden besticht die Methode nach Quinn et al., die eine

leicht abgeanderte Variante der Methode von Araki et al.'™ darstellt, durch ihre
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Einfachheit bei gleichzeitig guter Empfindlichkeit und niedrigen Kosten. Dies war der
Grund dafur, eine vergleichbare Methode zur simultanen Bestimmung von

Homocystein, Cystein und Glutathion im Liquor aufzubauen.

Fir die Derivatisierung wurde nicht SBDF, sondern das Benzofurazanderivat ABDF
(4-(Aminosulfonyl)-7-Fluor-Benzofurazan) verwendet, das wie SBDF keine Eigen-
fluoreszenz zeigt. ABDF besitzt eine hohe Selektivitat gegenuber Thiolen, aber im
Vergleich zu SBDF eine deutlich hohere Reaktivitat: wahrend zur Derivatisierung von
Thiolverbindungen mit SBDF eine 60-minutige Inkubationszeit bei 60 °C und pH 9,5
von Néten ist?®, reichen im Falle von ABDF bereits 10 min bei 50 °C und pH 8,0'">.
Daruber hinaus ist gezeigt worden, dass bei Verwendung von ABDF die

Empfindlichkeit hdher?®"?°® und die Produkte stabiler sind als im Falle von SBDF?*°.

Die Trennnung der Aminothiolderivate wurde durch einen binaren Gradienten (0,1 M
Phosphatpuffer, pH 2,0 und Acetonitril) optimiert. Aufgrund der hohen Selektivitat des
eingesetzten Fluoreszenzmarkers wurden, trotz der hohen Empfindlichkeit,
vergleichsweise wenige Substanzen detektiert (s. Abb. 3-12), wodurch sich die
Trennung der Aminothiolderivate als recht unkompliziert erwies. Erwartungsgemaf
lieRen sich die Retentionszeiten leicht anhand des Acetonitrilanteils in der mobilen
Phase steuern, wobei ein hdherer Acetonitrilanteil die Retentionszeiten verkurzte.
Das Gradientenprogramm C (s. Tab. 2-5) erlaubte die selektive Bestimmung von
Homocystein, Cystein, Glutathion und N-Acetylcystein (interner Standard) in einer
Zeit von 20 min (s. Abb. 3-12 und Abb. 3-14).

Um die Methode so empfindlich wie mdglich zu gestalten, wurden
e die optimalen Derivatisierungsbedingungen fur die Matrix Liquor ermittelt (s.
Kap. 3.2.1)
e moglichst konzentrierte LOsungen verwendet, um eine Verdunnen der
Messprobe weitestgehend zu vermeiden (s. Kap. 2.3.2)
e ein moglichst grof3es Injektionsvolumen gewahlt (150 pL)
e der pH-Wert der mobilen Phase auf pH 2,0 eingestellt, weil bei diesem pH-

Wert die Fluoreszenz der gebildeten Aminothiolderivate maximal groR ist'"
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e und ein sehr empfindlicher Fluoreszenzdetektor verwendet (FL-7480, Merck-
Hitachi).

Mit diesen Mallnahmen wurde, fur Homocystein, ein LOD von 1,9 nM erzielt. Die
untere Bestimmungsgrenze (LLOQ) wurde bei 50 nM festgelegt. Die entwickelte
Methode ist somit empfindlicher als die Methode von Hyland et al., aber weniger
empfindlich als die Methode nach Quinn et al., bei der anstatt ABDF das
Benzofurazan SBDF zur Derivatisierung eingesetzt wird.

Es wurde gezeigt, dass der Arbeitsbereich durch einfaches Verdunnen konzentrierter
Liquorproben erweitert werden kann. Dieses Vorgehen war notwendig, um die zum
Teil deutlich erhdhten Cystein- bzw. Glutathionkonzentrationen einiger Patienten zu
bestimmen.

Die gute Within- bzw. Between-day-Prazision der Methode (s. Kap. 3.2.2.5) ist auf
die hohe Stabilitdt der derivatisierten Aminothiole und den internen Standard
zurtuckzufihren. Er kompensiert Fehler, die beim Pipettieren oder bei der Injektion
auftreten konnen, sowie Fehler, die durch nicht exakt eingehaltene Zeiten im

Rahmen der Reduktion und Derivatisierung entstehen konnen.

Insgesamt ist die Methode hinreichend empfindlich, um Homocystein im Liquor von
Erwachsenen zu bestimmen und - wie die kapillarelektrophoretische Methode —
nach international anerkannten Kriterien vollstandig validiert. Alle untersuchten
Validierungsparameter genugten den Anforderungen, die an eine bioanalytische

Methode gestellt werden'"".

Um die sehr niedrigen Homocysteinkonzentrationen im Liquor gesunder Kinder, die
nach eigenen Untersuchungen nur ungefahr halb so hoch sind wie die von
Erwachsenen, exakt zu bestimmen, ware eine weitere Steigerung der Empfindlichkeit
notwendig. Sie lielRe sich bei dieser Methode nur mit einem noch empfindlicheren

Fluoreszenzdetektor realisieren.
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4.3 Einfluss einer hochdosierten MTX-Chemotherapie auf den

Stoffwechsel des Homocysteins

4.3.1 Untersuchungen an padiatrischen Patienten mit ALL

Die Studie , Total XV* geht unter anderem der Fragestellung nach, ob Homocystein
einen Biomarker fur die MTX-induzierte Neurotoxizitat darstellt oder nicht. Die
Vorlauferstudie (,Total XIV*), die an 53 padiatrischen ALL-Patienten durchgefuhrt
wurde, lie3 erkennen, dass Kinder, die unter einer akuten Neurotoxizitat litten,
tendentiell hohere Homocysteinkonzentrationen im Plasma besal3en als Kinder ohne
neurotoxische Symptome'®. Da die Inzidenz der Neurotoxizitat unter ,Total XIV*
relativ niedrig war, sollen in die laufende Studie ,Total XV* mindestens
1000 Patienten eingeschlossen werden. Sie wird voraussichtlich Ende 2006
abgeschlossen sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden von insgesamt 116 Patienten der ,Total XV-Studie®
Plasma- und Liquorproben analysiert; die Ergebnisse werden nachfolgend diskutiert.
Aus statistischen Grunden wurde davon Abstand genommen, bei dieser
Zwischenauswertung Zusammenhange zwischen erhdhten Homocysteinkonzentra-
tionen im Plasma- bzw. Liquor und neurotoxischen Symptomen zu untersuchen.
Diese Evaluation wird erst nach Beendigung der Studie in Kooperation mit Prof. M.

Relling durchgefuhrt werden.

Homocysteinkonzentrationen im Plasma der ALL-Patienten

Die Plasma-Homocysteinkonzentrationen der ALL-Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnose (Median: 4,48 uM) lagen in einem Bereich, der als normal anzusehen
ist'"12. Allerdings wiesen fiinf der 65 untersuchten Patienten (Pat. 6, 13, 14, 60 und
63, s. Anhang A) zu Beginn der Chemotherapie erhdhte Homocysteinkonzentra-
tionen (> 10 uM) auf, die sich nach der Remission/Induktion normalisierten.
Vermutlich hatten diese Patienten zu Beginn der Therapie eine besonders hohe
Tumorlast. Kishi et al. zeigten, dass die Plasma-Homocysteinkonzentration von ALL-
Patienten mit der Zahl der weilden Blutkdrperchen korreliert und stellten die
Hypothese auf, dass ein tumorinduzierter Mangel an reduzierten Folaten das

Ansteigen der Homocysteinkonzentration bedingte'®.
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Die Plasma-Homocysteinkonzentrationen, die am ersten Tag der Konsolidierung
(Zeitpunkt C1), also nach der Phase der Remission/Induktion, gemessen wurden,
lagen in der gleichen GroRenordnung wie die Konzentrationen vor der
Chemotherapie. Somit wurden —im Gegensatz zur Vorlauferstudie ,Total XIV* -
nach dem ersten Therapieabschnitt keine signifikanten Anderungen der
Homocysteinkonzentration beobachtet. Aufgrund voranstehender Erlauterungen
scheint es plausibel, dass die ALL-Patienten dieser Studie zu Beginn der Therapie
eine niedrigere Tumorlast hatten. Informationen zur Leukozytenzahl lagen leider
nicht vor.

Die hochdosierten MTX-Infusionen der Konsolidierung fihrten zu einem deutlichen
Anstieg des Homocysteins im Plasma. Bereits 23 Stunden nach Beginn der
24-stundigen MTX-Infusionen waren die Homocysteinkonzentrationen im Plasma
signifikant erhoht. Ein weiterer Anstieg der Homocysteinkonzentrationen wurde Uber
die folgenden 19 Stunden beobachtet: die 42-Stunden-Werte waren signifikant hoher
als die, die zur 23. Stunde der MTX-Infusion ermittelt wurden. Die prozentuale
Erh6hung der Homocysteinkonzentration zur Stunde 23 betrug 67,3 bzw. 71,3 %
(C1h23, C15h23) und 86,5 bzw. 103,9 % (C1h42, C15h42) zur Stunde 42. Da die
Rescue-Therapie erst 42 Stunden nach Beginn der MTX-Infusionen eingeleitet
wurde, wurde der Anstieg der Homocysteinkonzentration in Abwesenheit von
Calciumfolinat verfolgt.

Studien mit kleineren, zum Teil recht heterogenen Patientenkollektiven fuhrten zu
ahnlichen Ergebnissen (s. Tab. 4-4). Auffallig ist allerdings, dass bereits 10-25 mg
MTX (oral oder intramuskular verabreicht) ahnlich hohe Homocysteinkonzentrationen
induzierten wie HDMTX (1-33,6 g/m?)'*""*°. Die offensichtlich fehlende Dosis-
abhangigkeit wurde von Refsum et al. darauf zurlckgeflhrt, dass die Dauer der
MTX-Exposition (bis zur Rescue-Therapie mit Calciumfolinat) unterschiedlich war,
Homocystein auch Uber folatunabhangige Enzymsysteme verstoffwechselt werden
kann (Betain-Homocystein-Methyltransferase, Cystathionin-R-Synthase), zytoto-
xische MTX-Konzentrationen den Efflux von Homocystein aus Zellen inhibieren und
die renale Elimination des Homocysteins durch MTX beeinflusst wird'*®2'°. Letzterer

Aspekt konnte von Guttormsen et al. widerlegt werden®'".
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Tab. 4-4: Homocysteinkonzentrationen im Plasma von Patienten, die mit MTX

behandelt wurden.

Dosis der Beginn Zel:',t::::)ne':_d' HCY- 5\:,3:_ Analvt
Referenz Patienten MTX- des tnah Konz. Meth y d.
Infusion Rescue Cnonanme [uM] rung Methode
nach MTX [%]
5 NHL- .
Refsum  Pat.; , 24p VOrHDMIX 6,47 Radio-
otal  1Patmit 1-136g/m* 7 24 h 91* 422 | -
(1986)157 Ewing- uber 2-4 h HDMTX 48 h 6,1 -4.7 Assaym
sarkom
Refsum 13 25 mg IM/ vor LDMTX 14,77 Radio-
et al. Psoriasis- 10 mg PO -— 1-3 Tage Immuno-
(1989)"*%  Pat. (wéchentl.) nach LDMTX* 20,1% 36,7 Assay?"?
vor HDMTX 5,27
36 h 6 h 53 19
6 ALL- 33,6 g/m? ~ach 24 h 6,6: 26,9
Patienten  Uber 24 h HDMTX 36 h 7,8 50,0
Broxson 48 h 6,9 326 gC-
etal, 72 h 56 77 wus?
(1989)%1®
oqp  Vor HDMTX 9,9"
2;3?;?:- 8 g/m2 nach 4.5h 11’9: 20,2
) Uber 4 h 24 h 15,2" 53,5
vor HDMTX 5,8:
Refsum 8 g/m? 36 h 24 h 74" 276
et al. 12P':'t-'-' tber24 h/  nach 36 h 8,37 43,1 ';FE)'E%'
(1991)'° ' 3-6 mgIT HDMTX 48 h 717 224
72 h 6,4* 10,3
Kishi et 2,5-5g/m* 44h  vor HDMTX 5,8*
al. 53PA'-'-' tber 24 h/  nach 23 h 9,0 55,2 'T:F[’)'q%'
(2003)'°° at. 8-12mg IT HDMTX 44 h 10,1* 74,1
vor HDMTX
(Konsolid. 1) 4,7*
2 23 h 7,8 65,9
Diese  65ALL- 2>°09/m  42h 42 h 87* 851
: uber 24 h/  nach FPIA
Studie Pat. 8-12mg IT HDMTX O HDMTX
9 (Konsolid. 2)  4,6*
23 h 7,9* 717
42 h 94 1043

* Median; #Mittelwert

* Fur die Auswertung wurden nur die jeweils hdchsten Homocysteinkonzentration, die 1-3 Tage nach

LDMTX gemessen wurden, berlcksichtigt
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Vor dem Hintergrund der fehlenden Dosisabhangigkeit ist auch erwahnenswert, dass
Psoriasis-Patienten, die keinen Calciumfolinat-Rescue verabreicht bekamen, recht
unterschiedlich auf MTX reagierten. Wahrend bei einigen dieser Patienten bereits
innerhalb von 24 Stunden maximal hohe Plasma-Homocysteinkonzentrationen
beobachtet wurden (schnelle Responder) wurden bei anderen erst nach ca. drei
Tagen Homocystein-Spitzenkonzentrationen registriert (langsame Responder)'®.
Aufgrund dieser Tatsache ist plausibel, dass auch Patienten, die unter einer
Hochdosis-Chemotherapie mit MTX stehen, erst mehrere Tage nach der Gabe von
MTX maximal hohe Homocysteinkonzentrationen im Plasma aufweisen wirden,
wenn nicht Calciumfolinat, welches rasch den Mangel an N°-Methyl-THF ausgleicht,
verabreicht werden wurde. Unter den Gegebenheiten der bisherigen Studien sind
somit dosisabhangige Effekte kaum herauszuarbeiten. Die Frage, wann maximal
hohe Homocysteinkonzentrationen nach HDMTX erreicht werden, kann nur anhand
von Therapieprotokollen beantwortet werden, die nicht Calciumfolinat, sondern
Thymidin zur Rescuebehandlung vorsehen?®.

Die eigenen Untersuchungen zeigten, dass bei den meisten Patienten die
Homocysteinkonzentrationen 42 Stunden nach HDMTX deutlich hdher waren als
23 Stunden nach HDMTX, was die Vermutung zulasst, dass bei diesen Personen die
maximale Response zur Zeit der zweiten Probenentnahme noch nicht erreicht wurde.
Allerdings wurden bei funf der 65 Patienten bei beiden MTX-Infusionen der
Konsolidierung zur Zeit der ersten Probenentnahme (23-Stunden-Wert) hdhere
Homocysteinkonzentrationen gemessen als zur Zeit der zweiten (42-Stunden-Wert).
Diese — nach Refsum — schnellen Responder mussen in der Lage sein, Homocystein
effizienter zu metabolisieren bzw. auszuscheiden als die langsamen Responder.
Bislang undiskutiert ist auch die Frage, ob niedrige MTX-Dosen (10-100 mg)
bezuglich der Homocystein-Plasmakonzentration  ahnliche Veranderungen
hervorrufen kdnnen wie hohe (> 1 g/m?). Die Frage ist nicht unberechtigt, wenn man
bedenkt, dass MTX-Konzentrationen von ~0,01-0,1 nM eine 50%ige Hemmung der
Dihydrofolatreduktase bewirken®® und Kesavan et al. belegen konnte, dass bereits
LDMTX (10-100 mg) rasch einen intrazelluldren Mangel an N°-Methyl-THF
hervorruft?"”.

Nach vorhergehender Diskussion ist es nicht Uberraschend, dass auch im Rahmen
der ,Total XV-Studie* LR- und SHR-Patienten, trotz unterschiedlich hoch dosierter
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MTX-Infusionen (2,5 g/m? bzw. 5 g/m?), vergleichbare Anstiege der Homocystein-
konzentration im Plasma zeigten und auch keine Korrelation zwischen der Exposition
mit MTX (AUC) und den Homocysteinkonzentrationen der Proben, die 42 Stunden
nach der MTX-Infusion gezogen wurden, ermittelt wurde. An dieser Stelle sei
angemerkt, dass eine Korrelation zwischen der MTX-Exposition und der
Homocysteinkonzentration wesentlich aussagekraftiger ist als eine Korrelation
zwischen der MTX-Dosis und der Homocysteinkonzentration, da gleiche MTX-Dosen
selbst bei dem gleichen Patienten zu stark unterschiedlichen Plasmakonzentrationen

fiuhren konnen.

Erwartungsgemal® wurden zwei Wochen nach der ersten MTX-Infusion der
Konsolidierung vergleichbar hohe Homocysteinkonzentrationen bestimmt wie vor der
MTX-Infusion, da 18 Stunden nach Ende der MTX-Infusion eine Rescue-Therapie mit
Calciumfolinat eingeleitet wurde. Sowohl Broxson et al."®®, als auch Refsum et
al.”®"" konnten herausstellen, dass die Gabe von Calciumfolinat eine rasche

Normalisierung der Plasma-Homocysteinkonzentration bewirkt (s. Tab. 4-4).

Die zweite MTX-Infusion der Konsolidierung fihrte zu einem ahnlich ausgepragten
Response (Anstieg der Homocysteinkonzentration) wie die vorausgehende MTX-
Infusion. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Beobachtungen von Refsum
et al., die bei acht hochdosierten MTX-Infusionen jeweils vergleichbar hohe Anstiege
der Homocysteinkonzentration im Plasma registrierten'®. Beide Untersuchungen
sprechen daflur, dass nach wiederholter MTX-Gabe keine adaptiven Mechanismen
zum Tragen kommen, die die (indirekt) hemmende Wirkung von MTX auf die
Methioninsynthase abschwachen oder die (folatunabhangige) Verstoffwechslung

oder Ausscheidung von Homocystein erhohen.

Bei einigen Patienten (z.B. Pat. 2, 6, 12 und 42) wurde nach HDMTX ein besonders
drastischer Anstieg der Homocysteinkonzentration beobachtet. Diese Patienten
hatten auch vor Verabreichung der MTX-Infusion deutlich héhere Homocysteinkon-
zentrationen als die anderen Patienten. Moglicherweise besallen diese Patienten
angeborene Storungen im Bereich des Homocysteinstoffwechsels und/oder einen

ausgepragten Mangel an B-Vitaminen (s. hierzu auch Kap. 1.1.2).
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Homocysteinkonzentrationen im Liquor der ALL-Patienten

Zur Zeit der Diagnose wurden im Liquor der ALL-Patienten sehr niedrige
Homocysteinkonzentrationen gemessen. Sie lagen in der Regel unter der
Bestimmungsgrenze der entwickelten HPLC-Methode (50 nM). Ob diese Werte
Normwerte darstellen, lasst sich bei dem heutigen Kenntnisstand nur schwer
abschatzen, da ,normale® Liquor-Homocysteinkonzentrationen bislang kaum
publiziert wurden. Dies hangt zum einen damit zusammen, dass aufgrund der sehr
niedrigen Konzentrationen im Liquor nur wenige analytische Methoden zur
Verfligung stehen, die die Bestimmung im Liquor erlauben und zum anderen Liquor —
abgesehen von wenigen Ausnahmen —aus ethischen Grinden nur zu
diagnostischen Zwecken entnommen werden darf (jede Lumbalpunktion ist mit
Risiken verbunden und erfordert einen stationaren Aufenthalt). Eine
Zusammenfassung der bis dato veroffentlichten Liquor-Homocysteinkonzentrationen
zeigt Tab. 4-5. Diese Daten sind durchaus kritisch zu hinterfragen, da die
eingesetzten analytischen Methoden oftmals nur in begrenztem Ausmal} geeignet
waren, die niedrigen Homocysteinkonzentrationen im Liquor exakt zu quantifizieren
(s. hierzu auch Kapitel 4.2). Den bisher veroffentlichten Daten zufolge, scheinen
Erwachsene tendenziell etwas hohere Homocysteinkonzentrationen zu besitzen als

Kinder. Ausgepragter Folat- bzw. Vitamin Bs-Mangel'®*%'®

, sowie ein Mangel der
Cystathionin-B-Synthase®® kann mit deutlich erhéhten Homocysteinkonzentrationen
im Liquor verbunden sein.

Die ermittelten Homocysteinkonzentrationen der ALL-Patienten, die zwischen 1,9
und 16,3 Jahren alt waren, liegen in der gleichen GrolRenordnung wie die Liquor-
Homocysteinkonzentrationen, die van Hove et al. °! bei Kindern bestimmte, die sich
aus diagnostischen Grunden einer Lumbalpunktion unterziehen mussten (20-80 nM).
Auch Surtees et al. zeigten, dass die Homocysteinkonzentrationen von Kindern, die
weder eine Storung im Bereich des Homocysteinstoffwechsels noch einen Mangel an
B-Vitaminen hatten, durchweg unter 100 nM liegen®2. Der recht hohe Referenzwert
(210 nM), den Quinn et al.”® publizierten, ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass
ein Grofdteil der untersuchten Liquores von Kindern stammte, bei denen eine
Leukamie diagnostiziert wurde. Da diese Kinder —wie erwahnt — haufig erhohte
Homocysteinkonzentrationen im Plasma aufweisen, ist nicht auszuschlielen, dass

auch in dem von Quinn et al. untersuchten Kollektiv viele Kinder anormal hohe
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Tab. 4-5: Bislang publizierte Homocysteinkonzentrationen im Liquor von Kindern und

Erwachsenen.
Referenz Patienten Erkrankung HC{r;:\(nc]mz. Analyt. Methode
Stabler et al Spinocerebellare
a91yé 4 Erwachsene ~Degeneration  500-3000 GC-MS?™
(1991) (Vit. B1o-Mangel)
Hyland etal. o .  Neurologische 280-660 HPLC-FD2% #1

(1992)2%3 Erkrankung®  (Median: 460)

Blom et al. Neurologische

6 Erwachsene 7-20 HPLC-FD?'>*!

(1993)2%2 Erkrankung®
glaﬂag%%‘;z?é 18 Erwachsene N;‘;g';fﬂi;ﬂf Median: 88  HPLC-FD? 2
18 Erwachsene N;E;ngi;?? 15-140
Bottiglieri et 1 Erwachsener  Folatmangel 493 Keine Angaben
al. (1996)"* Spinocerebellare 9
4 Erwachsene  Degeneration 1377-4732
(Vit. B12-Mangel)
. Klassische Median: 1180 .
Surtees et 5 Kinder Homocystinurie  (Median:320)" Radloenzyma-
G Neurologische tische Methode
(1997)™ 27 Kinder Erkram?ung#s <100 (RIA)
ALL*/Neuro-
Quinn et al. : : 3-700 26 *3
76 34 Kinder logische o HPLC-FD’®
(1997) Erkrankung (Median: 210)
Neurologische .
o 1';%‘233)2% 13Kinder  Eranmg® 20-80 HPLC-FD?": 2

" Gaschromatographie mit Massenspektrometrie, LOD der Methode: 200 nM;

*! Reduktionsmittel: Mercaptoethanol, Derivatisierungsreagenz: o-Phthaldialdehyd/lodessigsaure;
LOD der Methode: 80 nM (s. Tab. 4-3)

*! Reduktionsmittel: Natriumborhydrid, Derivatisierungsreagenz: Monobrombiman; keine Angaben zur
Validierung der Methode

"2 Reduktionsmittel: Tributylphosphin, Derivatisierungsreagenz: SBDF; keine Angaben zur Validierung
der Methode

2 nach Betainbehandlung

*21.OD der Methode: 100 nM

" Reduktionsmittel: Tributylphosphin, Derivatisierungsreagenz: SBDF (s. hierzu auch Tab. 4-3)

* Keine mit dem Homocysteinstoffwechsel assoziierte Erkrankung; X3 Zur Zeit der Diagnose
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Liquor-Homocysteinkonzentrationen besallen. Die eigenen Untersuchungen geben
hierfur ebenfalls Hinweise, denn bei drei der insgesamt 65 untersuchten ALL-
Patienten wurden zur Zeit der Diagnose auch im Liquor deutlich erhdhte
Homocysteinkonzentrationen (> 125 nM) gemessen, die sich nach der zytoreduktiven
Remission/Induktion normalisierten.

Bei den 17 Patienten, von denen sowohl Plasma- als auch Liquorproben zur
Verfugung standen, wurde keine Korrelation zwischen den Homocystein-
konzentrationen im Plasma und Liquor (Untersuchungszeitpunkte RI, C1 und C15)
ermittelt. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dem Ergebnis von Kishi et al., die
diesbezuglich bei insgesamt 53 ALL-Patienten ebenfalls keinen Zusammenhang

finden konnten®,

Zwischen den Homocysteinkonzentrationen der vier Untersuchungszeitpunkte
(s. Abb. 2-11) wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Hochst
wahrscheinlich bedingten der Calciumfolinat-Rescue, sowie die relativ grolden
Zeitabstande zwischen HDMTX bzw. ITMTX und Probenziehung, dass zu den
Zeitpunkten C1, C8 und C15 keine erhdhten Homocysteinkonzentrationen gemessen
wurden. Die Daten, die im Rahmen der Untersuchung der Lymphompatienten
gewonnen wurden (s. Kap. 4.3.2) bekraftigen diese Vermutung. Zum Untersuchungs-
zeitpunkt C1 lag die letzte intrathekale MTX-Gabe mindestens 3 Wochen, die letzte
intravendse Gabe (Upfront-HDMTX) etwa sieben Wochen zurlick; bezogen auf die
Zeitpunkte C8 und C15 lag die letzte MTX-Gabe (HDMTX/ITMTX) ein bzw. zwei
Wochen zuruck. Tendenziell wurden in den 17 Proben, die eine Woche nach der
ersten MTX-Infusion der Konsolidierung gezogen wurden, leicht erhohte
Homocysteinkonzentrationen gefunden. Leider war es aus ethischen Griinden nicht
moglich, weitere Liquorproben zu entnehmen, die zeitlich gesehen naher an
vorausgehenden HDMTX-Infusionen gelegen hatten®?",

Auch Kishi et al. konnten in der Vorlauferstudie ,Total XIV*“ keine signifikanten
Unterschiede der Homocysteinkonzentration wahrend der Therapie mit MTX
beobachten. Die gemessenen Homocysteinkonzentrationen waren — eventuell durch
die andere analytische Bestimmungsmethode bedingt — durchweg hdher als die, die

im Rahmen der eigenen Studie bestimmt wurden (s. Tab. 4-6).
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Tab. 4-6: Homocysteinkonzentrationen im Liquor von Patienten, die zur Therapie

onkologischer Erkrankungen mit MTX behandelt wurden.

. . Mediane
Dosierung/ Rescue Zeitpunkt
. e HCY- Analyt.
Referenz Patienten Applikation nach d. Proben-
Konz. Methode
von MTX MTX entnahme
[nM]
23 ALL- In der
Quinn et Patienten/ 44, mg/m? IV Regel 567 HPL%-
al. oA Patmit o gmzy KA I Woche g asoy  FD
(1997)¢  Neuro- 9 nach MTX-
blastom Gabe
12 g/m? IV
. (2 Osteo-
gaii&errr/"t sarkom-Pat.)
12 IT 925
Neuro- : k.A. nach MTX- 4710
Dracht- o 100 mg/m?/ )
toxizitat 12 T Gabe HPLC-
man et al. (13-32 mgtl, ECD2%
(2002)'° Jah bzw.1 g/m?/
ahre) 7 5mgicv
(2 ALL-Pat.)
10 asymp- 201
tomatische k.A. K.A. K.A. (170-
Patienten 980)
5 Dosen HDMTX
S3ALL ) o g gme ity Caldum- 7y ~98
Kishi etal. Patienten 29971 V' folinata 29U ~100* HFP[')‘%'
(2003)'62  (0-18 10 bzw. 9 ~104*
8-12mg IT nach
Jahre) 15
2 HDMTX
mg/m
2 mg/Tag ICV vor 1. ~240*X
Quinnet 1 ALL- an drei ICVMIX (729097 g .
. aufeinander- vor 2. ~700 e
al. Patient - ~aenxyx  FD
(200422 (4 Jah folgenden ICVMTX  (~850%)
(4 Jahre) Tagen vor. 3. ~800*
(2 Zyklen) ICVMTX  (~900*)*
) gaﬁ’é’lﬁf‘n” vor HDMTX a0
2,5- v - T7T .
Diese  65ALL- 2o 29M Vo Ciiata 298l 62 HpLC-
Studi . uber 24h/ 14 Tage ~35%
tudie Patienten g 45 mg IT 101bzw. nach FD
5 HDMTX
mg/m

* Exakte Konzentrationen wurden nicht angegeben, die aufgeflhrten Konzentrationen wurden

graphischen Darstellungen entnommen; *LLOQ: 50 nM; * zweiter Zyklus
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In der Tab. 4-6 finden sich auch die Ergebnisse weiterer Untersuchungen, die
ebenfalls der Frage nachgingen, ob MTX die Homocysteinkonzentration im Liquor
ansteigen lasst.

Quinn et al. (1997) zeigten, dass Kinder ein bis sieben Tage nach einer Therapie mit
MTX hoéhere Homocysteinkonzentrationen im Liquor aufwiesen (Median: 567 nM) als
Kinder einer Kontrollgruppe, die nicht mit MTX behandelt wurden (Median:
210 nM)’®. Leider gibt die Studie wenig Aufschluss dariiber, ob MTX oder andere
Parameter fur die erhdhten Homocysteinkonzentrationen verantwortlich waren, da
vor der Chemotherapie mit MTX keine Liquoranalysen durchgefuhrt wurden und
zudem weder die genauen Zeitpunkte der Probenentnahme im Hinblick auf die
vorausgehende MTX-Gabe noch Informationen zum Calciumfolinat-Rescue berichtet
wurden.

Aus selbigen Grunden erlaubt auch die retrospektive Untersuchung nach Drachtman
et al.’® keine Aussage dariiber, ob MTX einen Anstieg der Homocysteinkonzentra-
tion im Liquor induziert. Das Hauptergebnis der Studie, Patienten mit akuter bzw.
subakuter Neurotoxizitdt zeigen hohere Liquor-Homocysteinkonzentrationen als
asymptomatische Patienten, ist kritisch zu hinterfragen, da zum zeitlichen Bezug
zwischen Liquoranalyse und dem Auftreten der neurotoxischen Symptome keine
naheren Angaben gemacht werden und Informationen zur Kontrollgruppe vollig
fehlen (s. hierzu auch Kapitel 4.4).

Lediglich der Fallbericht von Quinn et al. (2004)*? konnte Hinweise darauf geben,
dass MTX (intraventrikular verabreicht) zu einem Anstieg der Homocysteinkonzentra-
tion im Liquor fuhrt. Bei zwei Behandlungszyklen wurden jeweils einen Tag nach
ICVMTX ungefahr dreimal so hohe Homocysteinkonzentrationen gemessen wie vor
MTX-Gabe.

Bei der Interpretation von Homocysteinkonzentrationen im Liquor muss erwahnt
werden, dass eine Kontamination der Liquorprobe mit Blut zu betrachtlichen Fehlern
fuhren kann. Bedenkt man, dass die Homocysteinkonzentrationen im Plasma mehr
als 100-mal hoéher sind als im Liquor, so kénnen schon wenige uL Blut grol3e
Mengen an Homocystein in die Liquorprobe eintragen. Um diesen Fehler zu
minimieren sollten Liquorproben nach der Gewinnung sofort zentrifugiert werden, um

eventuell vorhandene Erythrocyten, die besonders viel Homocystein enthalten®,
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abzutrennen. Des Weiteren ist zu bedenken, dass leichte Schrankenstérungen, die
nicht selten bei cerebrospinaler Aussaat von Tumorzellen vorkommen, ebenfalls
erhdhte Homocysteinkonzentrationen im Liquor bedingen koénnen. Daher sollte
idealerweise zu jedem Zeitpunkt der Liquorentnahme auch die Schrankenfunktion
charakterisiert sein (z.B. anhand des Albuminquotienten).

Die extrem hohen Homocysteinkonzentrationen, die in den Liquorproben der
Patienten 76, 85, 99, 105 und 111 gemessen wurden, sind hdchstwahrscheinlich auf
eine dieser beiden (oder beide) Fehlerquellen und nicht auf die Wirkung von MTX
zuruckzufihren, denn in den entsprechenden Liquorproben wurden gleichzeitig auch
extrem hohe Cystein- und Glutathionkonzentrationen gemessen (s. Anhang A). Auch
bezuglich dieser Substanzen werden bei Kindern im Plasma wesentlich hohere
Konzentrationen gefunden als im Liquor: fur Cystein betragt der Quotient aus
Plasma- und Liquorkonzentration ~100, fiir Glutathion ~40%°*?**_ Leider lagen keine
Informationen vor, anhand derer man die Blut-Hirn-Schranke hatte charakterisieren
konnen. Die Tatsache, dass die Liquorproben, die sehr hohe Homocystein-
konzentrationen aufwiesen, leicht rétlich gefarbt waren und eine Zentrifugation der
Proben nicht erfolgte, spricht dafir, dass diese Proben mit Blut kontaminiert waren.
Da bei keinem der oben aufgeflihrten Patienten in durchweg allen Proben erhéhte
Homocysteinkonzentrationen vorgefunden wurden, kann ausgeschlossen werden,

dass genetische Defekte die hohen Homocysteinkonzentrationen bedingten.

Cystein- und Glutathionkonzentrationen im Liquor der ALL-Patienten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Daten zu Cystein- bzw.
Glutathionkonzentrationen im Liquor von Kindern erhoben, die aufgrund einer
onkologischen Erkrankung mit HDMTX therapiert wurden.

Die Quantifizierung dieser Substanzen erfolgte aus verschiedenen Gesichtspunkten.
Cystein wurde bestimmt, um zu prufen, ob eine MTX-induzierte Stérung der
Remethylierung mit einer gesteigerten Transsulfurierung einhergeht. In diesem Fall
sollten nach HDMTX die Konzentrationen von Cystein, welches das Endprodukt der
Transsulfurierung darstellt, zunachst im Plasma und anschlieend auch im Liquor
ansteigen. Da Cystein potentiell neurotoxisch ist’®®°, kénnten eventuell auch erhdhte
Cysteinkonzentrationen neurologische Symptome hervorrufen, die man bei der

Neurotoxizitat von MTX beobachtet.
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Glutathion wurde in die Liquoruntersuchungen einbezogen, da gezeigt wurde, dass
neurotoxische Wirkungen des Homocysteins durch Glutathion deutlich abgeschwacht

werden kdnnen®®°

. Es ist denkbar, dass bereits leicht erhohte Homocystein-
konzentrationen toxische Wirkungen hervorrufen, wenn gleichzeitig ein Mangel an
Glutathion vorliegt.

Bei den 65 untersuchten Patienten der Studie ,Total XV* wurden weder bei den
Cystein- noch bei den Glutathionkonzentrationen signifikante Anderungen
beobachtet (s. Kap. 3.4.1). Die zum Teil deutlich erhdhten Cystein- und Glutathion-
konzentrationen einiger Proben sind — wie bereits erlautert — vermutlich auf eine
Kontamination mit Blut zurlckzufihren. Abgesehen von diesen Ausreilern, lagen
alle ermittelten Cystein- und Glutathionkonzentrationen in einem Bereich, der fur

Kinder als normal anzusehen ist®°".

Aufgrund der Tatsache, dass unter dem gegebenen Probenentnahmeschema der
Studie ,Total XV* keine biochemischen Veranderungen bei der Analyse der
Liquorproben beobachtet werden konnten, wurde in Absprache mit der
Studienleitung beschlossen, auf weitere Liquoruntersuchungen zu verzichten.

Die Daten, die an insgesamt 65 ALL-Patienten erhoben wurden, zeigen, dass eine
Woche nach Verabreichung einer hochdosierten MTX-Infusion (und anschlieRendem
Calciumfolinat-Rescue) Homocystein und dessen Abbauprodukt Cystein im Liquor in
normalen Konzentrationen vorliegen.

Um anhand von Liquorproben biochemische Veranderungen im Homocysteinstoff-
wechsel nach HDMTX untersuchen zu konnen, ware ein engmaschigeres
Probenentnahmeschema von No6ten. Da nach einer hochdosierten MTX-Therapie
obligat eine Rescue-Therapie mit Calciumfolinat eingeleitet wird und gezeigt wurde,
dass Calciumfolinat schnell eine Senkung der erhéhten Homocysteinkonzentrationen
bewirkt'®>'%"1%% " solite nach Méglichkeit vor Beginn der Rescue-Therapie eine
Liquorprobe untersucht werden. Dieser Aspekt sollte bei zuklnftigen Liquoranalysen
bertcksichtigt werden.

Es Dbleibt abzuwarten, ob diejenigen Patienten, die deutlich erhohte
Homocysteinkonzentrationen im Plasma aufwiesen, auch neurologische

Komplikationen hatten.
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4.3.2 Untersuchungen an Patienten mit PZNSL

Das Ziel dieser Untersuchungen bestand darin, die Liquores der PZNSL-Patienten
auf Substanzen des Homocysteinstoffwechsels zu untersuchen, die eine Rolle bei
der Genese der MTX-induzierten Neurotoxizitat spielen kdnnten (s. Kap. 1.3). Im
Vordergrund stand hierbei die Frage, ob und in welchem Ausmall MTX (intravends
oder intraventrikular verabreicht) die Konzentrationen dieser Substanzen im Liquor
beeinflusst. Im Rahmen dieser Arbeit wurde besonderes Augenmerk auf
Homocystein und Cystein, sowie die oxidativen Metaboliten dieser beiden
Aminosauren gerichtet.

Da bezuglich Homocystein, aber auch bezuglich der schwefelhaltigen exzitatorischen
Metaboliten (SEAA), kaum valide Daten zu ,normalen® Konzentrationen im Liquor
existieren und von den untersuchten PZNSL-Patienten leider keine Liquorproben vor
Therapiebeginn untersucht werden konnten (und somit keine Referenzwerte fir
dieses Kollektiv zur Verfugung standen), wurden zusatzlich die Liquores von
Erwachsenen, die aus diagnostischen Grinden eine Lumbalpunktion erhielten, auf
die oben genannten Substanzen untersucht.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Liquoranalysen, die bei den
Lymphompatienten vorgenommen wurden, diskutiert. Eine ausfuhrliche Diskussion
zum Verlauf der Methotrexat-, N°>-Methyl-THF-, SAM- und SAH-Konzentrationen wird

in der Dissertation von Frau S. Vezmar zu finden sein.

Homocysteinkonzentrationen im Liquor der PZNSL-Patienten

Anhand des Kollektivs der PZNSL-Patienten konnte erstmalig gezeigt werden, dass
sowohl intravends (3-5g/m?) als auch intraventrikuldr verabreichtes MTX (3 mg)
einen deutlichen Anstieg der Homocysteinkonzentration im Liquor bewirkt (s. Kap.
3.4.2).

Zieht man den Median der Homocysteinkonzentrationen, die jeweils am dritten Tag
des Blocks C, also mindestens 14 Tage nach der letzten Applikation von MTX,
gemessen wurden, als Referenzwert heran — er war mit 73,6 nM fast identisch mit

dem Median der Homocysteinkonzentrationen der Kontrollgruppe (71,3 nM) —so
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bedingte sowohl die intraventse als auch die intraventrikulare Gabe von MTX
ungefahr eine Verdreifachung der Homocysteinkonzentrationen im Liquor.

Einen vergleichbar hohen Anstieg beobachteten Quinn et al. bei einem vier Jahre
alten Kind, das 2 mg MTX intraventrikular verabreicht bekam?? (s. Tab. 4-6).

Die eigenen Untersuchungen, die an den PZNSL- und den ALL-Patienten (Studie
,rotal XV*) durchgefuhrt wurden, geben Hinweise darauf, dass HDMTX die Homo-
cysteinkonzentration im Liquor starker beeinflusst als die im Blut (bzw. Plasma),
obwohl MTX nur in begrenztem Malke die Blut-Hirn-Schranke passieren kann (im
Steady-State betragen die MTX-Konzentrationen im Liquor in der Regel nur 1-5 %
der Konzentrationen, die man im Plasma misst®>?). Wahrend bei dem Kollektiv der
ALL-Patienten 23 Stunden nach Beginn der 24-stindigen MTX-Infusion die
Homocysteinkonzentrationen im Plasma nur moderat erhoht waren (65,9 bzw.
71,7 %, s. Tab. 4-4), fuhrte — wie bereits erwahnt — die MTX-Infusion, die den
PZNSL-Patienten verabreicht wurde, nach ca. 24 Stunden annadhernd zu einer
Verdreifachung der Homocysteinkonzentration im Liquor. Bei Patient 2 wurde einen
Tag nach der MTX-Infusion des Blocks BIl mit 725 nM eine Homocystein-
konzentration bestimmt, die sogar ca. 10-mal hdher war als die ,Referenz-
Konzentrationen® zum Zeitpunkt CI3 (79,5 nM) bzw. CII3 (67,6 nM).

Der Grund fur diesen unterschiedlich ausfallende Response liegt hochstwahr-
scheinlich darin, dass in neuronalen Geweben nur die Methioninsynthase zur
Verstoffwechslung von Homocystein zur Verfiigung steht™'*. Wird dieses Enzym
durch MTX inaktiviert, kann Homocystein nur noch im Rahmen der Liquorresorption,
die hauptsachlich im Subarachnoidealraum des Ruckenmarks stattfindet, aus dem
zentralen Nervensystem entfernt werden. Fur diese Theorie spricht auch die
Tatsache, dass man bei Patienten mit ausgepragtem Vitamin Bi>-Mangel —
Vitamin B4, ist Cofaktor der Methioninsynthase — extrem hohe Homocysteinkon-
zentrationen im Liquor gefunden hat'®*%'%(s. Tab. 4-5).

Vermutlich waren limitierte Verstoffwechslungskapazitaten auch der Grund dafur,
dass wiederholte intraventrikulare Verabreichungen von MTX zu einer Akkumulation
von Homocystein im Liquor flhrten (s. Abb. 3-28).

Erwartungsgemal® war der Anstieg der Homocysteinkonzentration im Block C
besonders ausgpragt, da in diesem kein Rescue mit Calciumfolinat erfolgte. Einen

Tag nach der dritten intraventrikularen Gabe von MTX (Zeitpunkt C6) waren die
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Homocysteinkonzentrationen 9,4-mal so hoch wie zu Beginn des Blocks C (Zeitpunkt
C3). Die hochstsignifikante (gegenlaufige) Korrelation, die zwischen den
Homocystein- und den N°-Methyl-THF-Konzentrationen des Blocks C bestimmt
wurde (s. Abb. 3-31), ist ein starkes Indiz, dass ein MTX-induzierter Mangel an

N°-Methyl-THF die hohen Homocysteinkonzentrationen bedingte.

Uberraschend war, dass die Lymphompatienten auch am dritten, vierten und flinften
Tag der Blocke A und B sehr hohe Homocysteinkonzentrationen im Liquor zeigten (s.
Tab. 3-31), obwohl in diesen Blocken aufgrund der initialen MTX-Infusion mit Beginn
des dritten Tages eine Rescue-Therapie mit Calciumfolinat eingeleitet wurde und
dieser Rescue —wie in Anhang B ersichtlich —in aller Regel zu einer raschen
Normalisierung der N°-Methyl-THF-Konzentrationen im Liquor filhrte. Noch
Uberraschender war die Tatsache, dass die héchsten Homocysteinkonzentrationen
der Blécke A/B bei Patient 2 im Verlauf der Blécke All und Bll beobachtet wurden. In
diesen Therapieblocken erhielt dieser Patient ab der 42. Stunde nach HDMTX (ca.
6 Stunden vor Ziehung der Probe All3 bzw. BlI3) einen intensivierten Calciumfolinat-
Rescue, der bis zur 72. Stunde (kurz vor Ziehung der Probe All4 bzw. Bll4)
fortgesetzt wurde. Diese Gegebenheiten bedingten, dass nur ein geringer
Zusammenhang zwischen den N°-Methyl-THF- und den Homocysteinkonzentra-
tionen gefunden wurde, lie® man auch die Daten der Therapieblocke A und B in die
Korrelationsanalyse einfliel3en (s. Kap. 3.4.2).

Dass groflere Mengen an Homocystein trotz ausreichender Verfugbarkeit von
N°-Methyl-THF offensichtlich nur in begrenztem AusmaR metabolisiert werden
konnen, konnte darauf zurickzufUhren sein, dass die Methioninsynthase eine
vergleichsweise niedrige Kapazitat besitzt (sie ist ungefahr 200-mal niedriger als die
mer Cystathionin-R-Synthase'®) und deren Aktivitat durch SAH, welches bei erhdhten
Homocysteinkonzentrationen vermutlich ebenfalls vermehrt vorliegt (leider lagen die
Ergebnisse der SAH-Analysen bei Fertigstellung der Arbeit noch nicht vor), gehemmt
werden kann. Kishi et al. konnten anhand von ALL-Patienten zeigen, dass unter
einer Chemotherapie mit MTX die SAH-Konzentrationen im Liquor ansteigen'®?.
Wabhrscheinlicher ist, dass Homocystein aufgrund eines intrazellularen Mangels an
N°-Methyl-THF nur unzureichend verstoffwechselt werden konnte. Vermutlich hatten

die hohen extrazellularen MTX-Konzentrationen zur Folge, dass nur geringe Mengen
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an N°-Methyl-THF in das Zellinnere gelangen konnten (MTX und reduzierte Folate
konkurrieren um den gleichen Transporter (RFC) an der Zellmenbran, s. Abb. 1-6).

Eine direkte Hemmung der Methioninsynthase durch MTX oder MTX-PG kann
ausgeschlossen werden, da Broxson et al. anhand von In-vitro-Versuchen zeigten,
dass die humane Methioninsynthase weder durch MTX (10 uM) noch durch MTX-
Heptaglutamat (10 uM), welches hauptsachlich im Rahmen der Polyglutamierung

gebildet wird, gehemmt wird"*°.

Die individuelle Analyse offenbarte, dass selbst in therapiegleichen
Behandlungsblécken (Al, All, Bl und Bll sowie Cl und CIl) die Konzentrationsverlaufe
von Homocystein zum Teil recht unterschiedlich ausfielen. Bei Patient 1 wurden
beispielsweise im Block Cl wesentlich hdhere Homocysteinkonzentrationen bestimmt
als im Block Cll und die Homocysteinkonzentrationen, die bei Patient 2 im Block All
und BIl gemessen wurden, waren um ein Vielfaches hoher als die des Blocks Bl. Die
Grunde hierfir mogen in einer unterschiedlichen Exposition mit MTX (Patient 1 wies
im Block Cl deutlich hdhere MTX-Konzentrationen im Liquor auf als im Block Cll),
unterschiedlichen Aktivitaten der Methioninsynthase, einer unterschiedlichen
Tumorlast (Informationen zur Anzahl der Leukozyten im Liquor lagen nicht vor) oder
tumorbedingten Storungen der Liquorzirkulation liegen — um nur die wichtigsten zu
nennen. Unwahrscheinlich ist, dass eine Kontamination mit Blut die differierenden
Konzentrations-Zeit-Profile bedingte, da keine der analysierten Proben sichtbar
kontaminiert war, alle Proben zur Abtrennung von Erythrocyten zentrifugiert wurden
und auch die Cysteinkonzentrationen der Proben, die extrem hohe
Homocysteinkonzentrationen besallen, keine extrem hohen Cysteinkonzentrationen
auswiesen (s. Anhang B). Den Befunden von MRT-Untersuchungen zufolge, wies
nur Patient 3 wahrend der Chemotherapie eine Stérung der Blut-Liquor-Schranke
auf. Da allerdings in allen Liquorproben dieses Patienten sowohl ein normaler
Proteingehalt (0,14-0,31 g/L), als auch normale Cystein- und Glutathionkon-
zentrationen vorgefunden wurden, kann davon ausgegangen werden, dass die
diagnostizierte Schrankenstdérung nur schwach ausgepragt war und keine klinische

Relevanz besal}.
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Die Homocysteinkonzentrationen, die im Liquor der PZNSL-Patienten im Verlauf der
Therapieblocke A/B, insbesondere aber im Block C, bestimmt wurden, liegen in der
gleichen GroRenordnung wie die Homocysteinkonzentrationen von Patienten mit
Vitamin  Bqo- bzw. Folsduremangel und ausgepragten neurologischen
Symptomen'®*?'® (s. Tab. 4-5). Wie lange die Patienten den hohen Homocystein-
konzentrationen exponiert waren, kann nicht beantwortet werden, da ethische
Grunde weitere Liquorentnahmen nicht zulieRen. Die Tatsache, dass zu Beginn der
C-Blocke Homocysteinkonzentrationen bestimmt wurden, die ahnlich hoch waren wie
die der Kontrollgruppe (s. Tab. 3-31), lasst den Schluss zu, dass spatestens zwei
Wochen nach BlockB (und somit vermutlich auch nach Block A) die
Homocysteinkonzentrationen wieder im Normbereich lagen. Hochstwahrscheinlich
waren die Patienten in den C-Blocken langer hohen Homocysteinkonzentrationen
ausgesetzt als in den Blocken A/B, da das Therapieprotokoll fur die C-Blocke keine

Rescue-Therapie mit Calciumfolinat vorsah.

Dass zwischen den im Liquor gemessenen MTX- und Homocysteinkonzentrationen
ein geringer Zusammenhang gefunden wurde, kdnnte darauf zurickzuflhren sein,
dass die Korrelation Uber einen recht gro3en Konzentrationsbereich von MTX
untersucht wurde (0-10 yM) und Homocystein im ZNS nur durch die
Methioninsynthase verstoffwechselt werden kann. Wie bereits mehrfach erlautert,
steht zur Verstoffwechslung von Homocystein im ZNS weder die Cystathionin-R3-
Synthase noch die Betain-Homocystein-Methyltransferase zur Verfligung, so dass
weder eine Betain-vermittelte Remethylierung noch eine Transsulfurierung im ZNS

stattfinden kann.
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Cystein- und Glutathionkonzentrationen im Liquor der PZNSL-Patienten

Bei den PZNSL-Patienten konnten trotz des engmaschigen Probenentnahme-
schemas im Verlauf der Blocke A/B, die eine hochdosierte MTX-Infusion
beinhalteten, keine signifikanten Anderungen beziiglich der Cysteinkonzentrationen
im Liquor festgestellt werden. Die Hypothese, dass eine MTX-induzierte Hemmung
der Remethylierung mit einer gesteigerten Transsulfurierung in der Leber einhergeht
und diese gesteigerte Transsulfurierung sich auch in erhOhten Liquor-
Cysteinkonzentrationen niederschlagt’®, konnte anhand der Untersuchungen an den
Lymphompatienten somit nicht bestatigt werden. Die Cysteinkonzentrationen der
Liquorproben, die einen Tag nach HDMTX gezogen wurden (Proben A/B2) — sie
hatten nach der Hypothese von Quinn et al.”® besonders hoch sein miissen — waren
sogar niedriger als die Cysteinkonzentrationen der Ubrigen Untersuchungszeitpunkte
(s. Tab. 3-31).

Leider standen von den PZNSL-Patienten keine Plasmaproben nach HDMTX zur
Verfligung, so dass nicht vollig auszuschlieRen ist, dass in den Blocken A/B
zeitweise erhohte Cysteinkonzentrationen im Plasma der PZNSL-Patienten vorlagen.
Da die Aktivitat der CBS insbesondere durch SAM reguliert wird (hohe
Konzentrationen an SAM steigern, niedrige Konzentrationen hingegen senken die
Aktivitat der CBS™) und nach Verabreichung von MTX SAM nur noch in begrenztem

194162 ist es unwahrscheinlich, dass HDMTX die

Ausmaly zur Verflgung steh
Transsulfurierung induziert. Bekraftigt wird diese Vermutung durch die Tatsache,
dass Broxson et al. bei einem Kollektiv von ALL- und Osteosarkompatienten 6, 24,
36, 48 und 72 Stunden nach Beginn einer 24-stindigen, hochdosierten MTX-Infusion
keine Veranderungen bei den Cysteinkonzentrationen (Plasma) der Patienten
beobachten konnte'°.

Erwartungsgemall wurden auch im Verlauf der C-Blocke keine signifikanten
Veranderungen der Cysteinkonzentrationen  beobachtet, da in diesen
Behandlungsblocken MTX ausschlieBlich intraventrikular verabreicht wurde und
daher hohe MTX-Konzentrationen nur im ZNS nicht aber im Blut erzielt wurden (nach
ITMTX werden im Plasma MTX-Konzentrationen gemessen, die um mehr als das
100fache niedriger sind als die MTX-Konzentrationen im Liquor®™). Vor diesem

Hintergrund und der Tatsache, dass Homocystein im ZNS nicht transsulfuriert
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werden kann, sollten die Cysteinkonzentration im Liquor nach intraventrikularer Gabe
nicht ansteigen.

Insgesamt gesehen lagen die Cysteinkonzentrationen der PZNSL-Patienten (der
Median aller Cysteinkonzentrationen betrug 2,71 uM) im Normbereich. Er liegt bei
Erwachsenen ungefiahr zwischen 1,5und 4,0 uM?'°. Unklar ist, warum mehrere
Personen der Kontrollgruppe leicht erhohte Cysteinkonzentrationen zeigten (s.
Anhang C). Sowohl die Albuminquotienten als auch die ermittelten Zellzahlen in den
Liquorproben dieser Personen lagen im Normbereich (s. Tab. 2-20). Eine Stdrung
der Blut-Liquor-Schranke oder eine Kontamination der Liquorproben mit Blut kommt

daher fr die erhéhten Cysteinkonzentrationen nicht in Frage.

Auch bei den Glutathionkonzentrationen der PZNSL-Patienten konnten keine
eindeutigen Veranderungen wahrend der Chemotherapie registriert werden (s. Abb.
3-29). Interessanterweise besallen alle vier PZNSL-Patienten signifikant hohere
Glutathionkonzentrationen als die Personen der Kontrollgruppe (s. Kap. 3.4.2), die
ihrerseits normale Glutathionkonzentrationen zeigten (Normbereich: 300-900 nM?"®).

Die Glutathionkonzentration des Liquors wird im Wesentlichen durch die Freisetzung
von Glutathion aus Gliazellen (insbesondere den Astrocyten) und die Aktivitat des
Glutathion-abbauenden Enzyms y-Glutamyltranspeptidase (y-GT), welches im ZNS
in hohem Malde in den Endothelzellen des Choroid-Plexus und zerebraler Blutgefalie
vorkommt, bestimmt®?.

Erhéhte Glutathionkonzentrationen im Liquor werden insbesondere bei gesteigertem
oxidativen Stress gefunden. Sagara et al. konnten zeigen, dass oxidativer Stress die
Aufnahme von Cystein in Gliazellen erhdoht und hierdurch bedingt die Biosynthese
von Glutathion gesteigert wird?*® (Cystein stellt in aller Regel den limitierenden Faktor
der Glutathionsynthese dar). Da im Rahmen der Oxidation von Homocystein reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) anfallen®®’®"" kénnte eventuell die Akkumulation von
Homocystein die erhohten Glutathionkonzentrationen der PZNSL-Patienten bedingt
haben. Eine gesteigerte Glutathionsynthese koénnte somit einen adaptiven
Mechanismus darstellen, neurotoxische Effekte des Homocysteins, die teilweise Uber
ROS vermittelt werden (s. Kap. 1.1.4), abzufangen. Ein Zusammenhang zwischen
den im Liguor gemessenen Homocystein- und Glutathionkonzentrationen konnte

allerdings nicht gefunden werden (s. Kap. 3.4.2).
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Die Abb. 4-2 zeigt die Entgiftung von Radikalen und Peroxiden durch Glutathion.

2 GSH
2R ROOH NADP+
(1) (2)
RH ROH NADPH
GSSG

Abb. 4-2: Entgiftung von Radikalen (R) und Peroxiden (ROOH) durch Glutathion
(GSH). Enzyme: (1): Glutathionperoxidase (GP), (2): Glutathionreduktase (GR).

Moglicherweise fuhrte auch die intensive intraventrikulare Chemotherapie mit
Cytarabin, die den PZNSL-Patienten verabreicht wurde, zu einer héheren Belastung
mit reaktiven Sauerstoffspezies und folglich zu einer verstarkten Glutathionsynthese.
Geller et al. konnte anhand von In-vitro-Versuchen zeigen, dass unter Cytarabin
vermehrt ROS gebildet werden und diese dazu beitragen, dass Cytarabin auch

apoptotische Vorgange induziert®*°.

SEAA im Liquor der PZNSL-Patienten

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal eindeutig gezeigt werden, dass
MTX eine Anhaufung von Homocysteinsulfinsdure (HCSA) im Liquor von
Krebspatienten verursachen kann.

Leider konnte aufgrund des Probenentnahmeschemas keine Aussage daruber
gemacht werden, Uber welchen Zeitraum die Patienten mit dieser exzitatorischen
Aminosaure exponiert waren. Dass HCSA in keiner Probe, die zum Zeitpunkt C3
gezogen wurde, detektiert wurde (s. Abb. 3-30), lasst lediglich den Schluss zu, dass
nach einer Zeitspanne von zwei Wochen HCSA mehr oder weniger vollstandig aus
dem Liquor eliminiert wurde.

Unklar ist, warum HCSA nicht im Liquor des Patienten 1 nachgewiesen werden
konnte, obwohl auch dieser Patient unter der Therapie mit MTX deutlich erhohte

Homocysteinkonzentrationen zeigte. Da HCSA nicht auf enzymatischem Weg
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entsteht (bis dato wurde zumindest kein Enzym gefunden, welches die Bildung von
HCSA katalysieren konnte), kann nur geschlussfolgert werden, dass bei diesem
Patienten Bedingungen vorlagen, die die Oxidation von Homocystein zu HCSA
unterdrickten. Mdglicherweise besall dieser Patient im Liquor eine besonders
niedrige Konzentration an zweiwertigen Kupferionen (Kupfer(ll)-lonen katalysieren
die Oxidation von Homocystein zu HCSA'®) und/oder einen sehr hohen Gehalt an
antioxidativ. wirksamen Biomolekulen. Neben Glutathion (die Glutathionkon-
zentrationen des Patienten waren im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht,
s. Abb. 3-27) stellen die Vitamine E und C, sowie Flavonoide die wichtigsten
Antioxidantien im Liquor dar®?’. Dass bei den Patienten 2, 3 und 4 — trotz hoher
Glutathionkonzentrationen (sie waren ebenfalls signifikant hoher als die
Glutathionkonzentrationen der Kontrollgruppe) — HCSA nachgewiesen wurde, lasst
vermuten, dass allein hohe Glutathionkonzentrationen nicht ausreichen, die Bildung
von HCSA zu vermeiden.

Aufgrund der Tatsache, dass die Cysteinkonzentrationen der PZNSL-Patienten im
Normbereich lagen und in der Kontrollgruppe kein Metabolit des Cysteins
nachgewiesen werden konnte (obwohl mehrere Personen der Kontrollgruppe sogar
leicht erhdhte Cysteinkonzentrationen zeigten), Uberraschte es nicht, dass auch in
den Liquores der PZNSL-Patienten weder CSA noch CA detektiert wurde.

Quinn et al. konnte in retrospektiv untersuchten Liquorproben von Kindern, die
mehrheitlich eine Woche nach der vorangegangenen MTX-Gabe gezogen wurden,
ebenfalls HCSA nachweisen’® (s. Tab. 4-7). Die ermittelten HCSA-Konzentrationen
lagen in der gleichen GroRenordnung wie die, die bei den PZNSL-Patienten
bestimmt wurden. Im Gegensatz zu den eigenen Untersuchungen konnten Quinn et
al. in den Liquores dieser Kinder jedoch auch HCA (Median: 96,0 uM) und die
oxidativen Metaboliten des Cysteins, CSA (Median: 24,9 yM) und CA (Median:
0,2 uyM) nachweisen. Keine der SEAA wurde hingegen in den Liquores einer
Kontrollgruppe, die aus 29 Kindern bestand, detektiert (s. Tab. 4-7).

Da die Untersuchungen an den Lymphompatienten zeigten, dass weder die
intravendse noch die intraventrikulare Gabe von MTX die Cysteinkonzentrationen im
Liquor beeinflusst, ist Uberraschend, dass Quinn et al. bei den Patienten solch hohe

Konzentrationen der Cysteinmetaboliten ermittelte. Noch Uberraschender ist aber die
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Tatsache, dass HCA in Konzentrationen von bis zu 416 yM(!) vorgefunden wurde.
Leider gibt die Studie keinen Aufschluss daruber, ob diejenigen Patienten, die extrem
hohe HCA-Konzentrationen aufwiesen, auch stark erhdhte Homocysteinkonzentra-

tionen besaflen.

Tab. 4-7: SEAA-Konzentrationen im Liquor von Kindern, die zur Therapie

onkologischer Erkrankungen mit MTX behandelt wurden.

Dosierung/ Rescue Zeitpunkt
Referenz Patienten Applikation nach d. Proben-
von MTX MTX entnahme

SEAA- Analyt.
Konz. [uM] Methode

23 ALL- 4 x 25 In der . )

Patienten/ mg/m?®/Tag Regel HCCS:A: 1,3*

1 Pat. mit PO bzw. K.A. 1 Woche  HCA:96,0

Neuro 2 24 CSA: 24,9*

Quinn et - g/m” Uber nach MTX-  ~~ ) 0'o
al blastom 4hIV Gabe - %% HPLC

(1997)"® 29 Kinder HOSA: ND ECD

(neurolog. N . HCA: ND

Erkran- - CSA: ND

kung) CA: ND

* Median

k.A.: Keine Angaben

Die Ergebnisse bezuglich der HCA-Konzentrationen miussen angezweifelt werden,
da (1) die extrem hohen HCA-Konzentrationen durch eine langer andauernde,
intensive enzymatische Verstoffwechslung, nicht aber durch eine spontan ablaufende
Oxidation von Homocystein erklarbar waren (die bisherigen Forschungsergebnisse
sprechen dagegen, dass ein Enzym, welches die Bildung von HCA katalysieren
kdnnte, existiert'”'®), (2) Relling im Liquor von insgesamt 53 ALL-Patienten eine
Woche nach HDMTX (2,5-5 g/m?) weder die Metaboliten des Homocysteins noch die
des Cysteins nachweisen konnten (die Nachweisgrenze bezlglich der SEAA lag
zwischen 5 und 50 nM%"), (3) die Patienten, trotz extrem hoher Konzentrationen an
HCA keine Anzeichen von Krampfen zeigten — HCA stellt ein stark wirksames

Convulsivum dar??%2%?

und (4) es fraglich ist, ob die eingesetzte analytische Methode
die exakte Bestimmung von HCA im Liquor gewahrleisten konnte (s. hierzu auch

Kap. 4.1). Nicht beantwortet werden kann die Frage, ob HCA (und die anderen
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Metaboliten) eventuell im Rahmen der Probenaufarbeitung gebildet wurden, da

nahere Informationen zur Methode nicht publiziert wurden’®.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass MTX zu einer Anhaufung von
HCSA im Liquor fuhren kann. Welche Faktoren die Bildung dieser exzitatorischen
Aminosaure fordern bzw. unterdriicken ist unbekannt. Unbekannt ist auch, wie lange
(nach Applikation von MTX) erhohte HCSA-Konzentrationen im Liquor vorliegen.
HCSA kann aufgrund fehlender Enzymsysteme nicht enzymatisch abgebaut werden.
Somit kommt der Liquorresorption und -neubildung eine entscheidende Rolle bei der
Elimination von HCSA aus dem Liquor/ZNS zu. Aufgrund der Tatsache, dass pro
Stunde ungefahr 20 mL Liquor produziert werden und somit der gesamte Liquor
(beim Erwachsenen betragt das Liquorvolumen ungefahr 130-150 mL) mehrmals
taglich erneuert wird, kann man annehmen, dass HCSA vermutlich nur fur begrenzte
Zeit in deutlich erhdhten Konzentrationen im Liquor vorliegt. Diese Annahme setzt
naturlich voraus, dass sich nach MTX auch die Homocysteinkonzentrationen rasch
normalisieren und dass keine Liquorzirkulationsstorungen vorliegen. Die eigenen
Untersuchungen zeigten, dass PZNSL-Patienten, die nach Gabe von MTX stark
erhdhte HCSA-Konzentrationen im Liquor aufwiesen, innerhalb von zwei Wochen
soviel HCSA aus dem Liquor eliminierten, dass die HCSA-Konzentrationen unter der

Nachweisgrenze lagen.

Ob unter MTX auch die Konzentrationen der Cysteinmetaboliten (CSA und CA)
ansteigen, ist ungewiss. Da — wie Dbereits erlautert —die bislang durchgefuhrten
Untersuchungen keinen Anlass dazu geben, dass die MTX-induzierte Hemmung der
Remethylierung mit einer gesteigerten Transsulfurierung in der Leber einhergeht,
und Homocystein im ZNS nicht transsulfuriert werden kann, sollte MTX keinen
Einfluss auf die Cysteinkonzentrationen im Liquor haben. Somit ist es auch
unwahrscheinlich, dass MTX die Konzentrationen von CSA und CA beeinflusst, da
beide aus Cystein hervorgehen.

Deutlich erhéhte Cysteinkonzentrationen im Liquor werden bei einer Stérung der
Blut-Hirn-Schranke oder bei blutkontaminierten Liquorproben gefunden. Es ist
denkbar, dass in diesen Fallen auch groRere Mengen der Cysteinmetaboliten im

Liquor vorkommen. Prinzipiell kénnten erhdhte Konzentrationen der Cystein-
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metaboliten auch infolge einer gesteigerten Biosynthese oder infolge eines
gehemmten Abbaus beobachtet werden (s. hierzu Abb. 4-3).

Cystein
lﬁ)
2 . (2) o (3) .
S04 =------- R-Sulfinyl-Pyruvat «——— Cysteinsulfinsdure ———>  Hypotaurin
l(4) l(5)
3) :
Cysteinsulfonsdure —— Taurin

Abb. 4-3: Biosynthese und Abbau der exzitatorischen Aminosduren CSA und CA
(nach Griffiths™®). Enzyme: (1): Cystein-Dioxygenase, (2): Cysteinsulfinsaure-
(B-Sulfinyl-Pyruvat)- Transaminase, (3): Cysteinsulfinsdure-Decarboxylase (CSD), (4):
Cysteinsulfinsdure-Dehydrogenase, (5): Hypotaurinoxidase.

Welche Faktoren die Aktivitat der einzelnen Enzyme, die Biosynthese und Abbau
regeln, beeinflussen, ist kaum erforscht. Bekannt ist lediglich, dass HCA die
Cysteinsulfinsdure-Decarboxylase (CSD) inhibieren kann und dass HCSA weder ein
Substrat noch ein Hemmstoff der CSD darstellt?*°.



Diskussion Seite 189

4.3.3 Fallstudie einer Patientin mit MTX-Uberdosierung

In dieser Arbeit wurde eine einjahrige Medulloblastom-Patientin, der anstatt 2 mg
20 mg MTX intraventrikular verabreicht wurden, untersucht. Diese Patientin zeigte
trotz der stark Uberhdhten MTX-Dosis keine neurotoxischen Symptome.

Hohe Dosen an intrathekal appliziertem MTX flhren haufig zu Kopfschmerzen und
Krampfen. In besonders ausgepragten Fallen wird eine toxische Enzephalopathie
beobachtet, die mit schwerwiegenden Komplikationen — unter Umstanden auch dem
Tod des Patienten — verbunden sein kann®*'%*?. Eine Ubersicht (iber die bislang
publizierten Falle von MTX-Uberdosierungen liefert Tab. 4-8. |hr ist zu entnehmen,
dass selbst bei extrem hohen MTX-Dosen (> 100 mg IT) neurologische Stérungen
auch vollig ausbleiben kdnnen.

Notfall-MaRnahmen nach intrathekaler MTX-Uberdosierung schlieBen — neben einer
sofortigen Liquorspuilung — einen intensiven Rescue mit Calciumfolinat (nicht IT oder
ICV, da Calciumfolinat nach diesen Applikationsarten epileptogen wirken kann??),
sowie die Gabe von Phenobarbital und Dexamethason ein. Phenobarbital wird zur
Erhdhung der Krampfschwelle, Dexamethason zur Vermeidung einer Arachnoiditis
gegeben. Bei massiver Uberdosierung (> 100 mg IT bzw. ICV) wird eine lumbale
Liquorspulung Uber zwei implantierte Katheter sowie die Verabreichung von
Carboxypeptidase, einem Enzym, welches MTX inaktiviert (s. hierzu auch Abb. 1-5),
empfohlen?**%3*, Letztere MaRnahmen sollten auch bei maRiger Uberdosierung und
ausgepragter Toxizitat in Erwagung gezogen werden®®.

Im Falle der Medulloblastom-Patientin beschrankte man sich aufgrund der
vergleichsweise moderaten Uberdosierung und der Tatsache, dass neurotoxische
Symptome nicht beobachtet wurden, auf zwei fraktionierte Liquorspulungen (sechs
bzw. 16 Stunden nach Uberdosierung), um die MTX-Konzentrationen im Liquor zu
senken. Im Rahmen der ersten Liquorspulung wurden ungefahr 20 % des im Liquor
vorliegenden MTX entfernt (die MTX-Konzentration sank von 87,2 auf 67,9 uM).
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Tab. 4-8: Ubersicht iiber bislang publizierte Félle von MTX-Uberdosierungen

(intrathekale Applikation jeweils).

Patient MTX- Neurotoxische MaBRnahmen Spiit-
Referenz (Alter, Dosis Svmbtome zur MTX- follo en
Geschlecht) [mg] ymp Elimination 9
Lampzkg'g] et 4 Jahre 52mgIT Nein Keine Nein
al.
Ettinger et Milde . :
51,236 2 Jahre 85mg IT Enzephalopathie Keine Nein
Milde Lumbal- .
12 Jahre S0 mg IT Enzephalopathie drainage Nein
. . Lumbal- .
Adglﬁ ? et 4 Jahre 50mg IT Nein drainage Nein
' Ausgepragte Lumbal- Schwere
9 Jahre 650 mg IT . , Hirn-
Enzephalopathie drainage ,
schaden
Ettinger et Ausgepragte Liquor- Tod
9% 9 Jahre, m 650 mg IT gepragte. quor, (1 Monat
al. Enzephalopathie spulung ..
spater)
Ventrikulo-
Spiegel et Ausgepragte lumbale .
al.?¥ 26 Jahre, m 625 mg IT Enzephalopathie Liquor- Nein
Spiilung®
: Liquor- .
Jacobsen et 11 Jahre, m 120 mg IT Nein spiilung” Nein
al.?* : Liquor- .
4 Jahre, m 100 mgIT Nein - # Nein
spulung
Ventrikulo-
, , N lumbale
O'Marcaigh ¢ jahre, m 600 mg (T _ Ausgepragte Liquor- Nein
et al. Enzephalopathie , #
Spulung”,
CPG, (IT)
Lee et al 2% 3Jahre,w 125mgIT Krampfe Keine Nein
) 4 Jahre, m 125mgIT Krampfe Keine Nein
Riva et Starke . .
51,239 7 Jahre, m 300 mg IT Kopfschmerzen Keine Nein
. Ventrikulo-
Finkelstein 1200 mg ~ Starke Rucken- %) i ale |
240 34 Jahre, m schmerzen, : Nein
et al. IT . Liquor-
Krampfe - #
Spulung

*CGGz:Carboxypeptidase G2, spaltet von MTX den Glutamatrest ab, so dass ein unwirksamer

Metabolit (DAMPA) entsteht (s. hierzu auch Abb. 1-5)

#30-50 mL Liquor wurden durch physiologische Kochsalzldsung ersetzt



Diskussion Seite 191

Warum die zweite Spulung (zumindest dem Verlauf der MTX-Konzentrationen nach
zu urteilen, s. Abb. 3-33) keinen bzw. nur einen unwesentlichen Einfluss auf die
MTX-Konzentrationen ausubte, ist unklar. Nach Bekunden der verantwortlichen
Arztin wurden beide Spiilungen in der gleichen Art und Weise durchgefiihrt'”.

Plausibel ware, dass durch die MTX-Infusion (5g/m?), die kurz vor der
intraventrikularen MTX-Gabe gestartet und sechs Stunden spater abgebrochen
wurde (dies war der Zeitpunkt, an dem man feststellte, dass eine zu hohe Dosis an
MTX intraventrikular appliziert wurde), nach der zweiten Spllung grof3ere Mengen an
MTX in den Liquor gelangten und hierdurch der Effekt der Liquorsplilung mehr oder

weniger kompensiert wurde.

Von besonderem Interesse war, wie sich die hohen Liquor-MTX-Konzentrationen auf
den Stoffwechsel des Homocysteins im ZNS auswirkten. Daher wurden die zur
Verfligung stehenden Liquorproben auf Homocystein, Cystein und Glutathion sowie
die Metaboliten des Homocysteins bzw. Cysteins untersucht. Zusatzlich wurden die
Konzentrationen an N°-Methyl-THF bestimmt (diese Analyse wurde wiederum von
Frau S. Vezmar durchgeflihrt). Eine solche biochemische Liquoranalyse nach MTX-
Uberdosierung existiert bislang nicht.

Die Homocysteinkonzentration, die 24 Stunden nach der intraventrikularen Gabe von
MTX bestimmt wurde (799 nM), war vergleichbar hoch wie die Homocysteinkon-
zentrationen, die bei einem vierjahrigen Kind einen Tag nach ICVMTX (2 mg)
ermittelt wurden (700-850 nM)???, aber deutlich hoher als die Homocystein-
konzentrationen, die im Liquor der PZNSL-Patienten, ebenfalls einen Tag nach
ICVMTX (3 mg), gefunden wurden (Median: 238 nM). Im weiteren Verlauf stieg die
Homocysteinkonzentration leicht an; 66 Stunden nach der intraventrikularen MTX-
Gabe betrug die Homocysteinkonzentration 1028 nM. Da der Patientin vor der
fehlerhaften MTX-Applikation keine Liquorprobe entnommen wurde, kann nicht
beurteilt werden, in welchem Ausmal} die Liquor-Homocysteinkonzentration von der
uberhdhten MTX-Dosis beeinflusst wurde. Geht man davon aus, dass die
Homocysteinkonzentration der Patientin vor der intraventrikularen MTX-Gabe nicht
erhoht war (die letzte Verabreichung von MTX lag mehr als zwei Wochen zuruck, s.
Kap. 2.5.4.2) und in der gleichen GroRenordnung lag, wie die Homocysteinkon-

zentrationen, die bei den padiatrischen ALL-Patienten im Rahmen der Total XV-
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Studie bestimmt wurden (~30-40 nM), so héatte die MTX-Uberdosierung die Liquor-
Homocysteinkonzentration innerhalb von 24 Stunden um mehr als das 20fache
ansteigen lassen —obwohl innerhalb dieses Zeitraums zwei Liquorspulungen
vorgenommen wurden. Die sehr hohen Cysteinkonzentrationen (16,95-19,95 uM) —
sie waren um ein Vielfaches hoher als die der ALL- und PZNSL-Patienten — sowie
die leicht erhohten Glutathionkonzentrationen (861-1099 nM), die in den Liquor-
proben der Medulloblastompatientin bestimmt wurden, lassen allerdings vermuten,
dass im Rahmen der Probengewinnung jeweils geringe Blutmengen in die
Liquorproben gelangten (optisch konnte allerdings keine rétliche Verfarbung der
Proben festgestellt werden) und/oder eine Schrankenstorung bei der Patientin vorlag.
Die hohen Homocysteinkonzentrationen sind daher hochstwahrscheinlich nicht allein
auf die intraventrikulare Instillation von MTX zurtckzufuhren.

Wiederum wurde (wie auch bei dem Kollektiv der PZNSL-Patienten) die
Beobachtung gemacht, dass der Calciumfolinat-Rescue keine Senkung der Liquor-
Homocysteinkonzentration bewirkt, wenn zeitgleich hohe MTX-Konzentrationen im
Liquor prasent sind.

Dass mit CA auch ein Metabolit des Cysteins im Liquor nachgewiesen wurde, mag
an den hohen Cysteinkonzentrationen gelegen haben. Neben CA wurden in allen
Proben auch geringe Mengen an HCA sowie HCSA detektiert. Die Konzentrationen
der letztgenannten Aminosaure waren ahnlich hoch wie die, die bei den PZNSL-

Patienten nach intravenoser bzw. intraventrikularer Gabe von MTX ermittelt wurden.

Insgesamt zeigt die biochemische Analyse der Liquorproben, dass nach der hohen
intraventrikular verabreichten MTX-Dosis (20 mg) vermutlich ahnlich ausgepragte
Veranderungen im Homocysteinstoffwechsel induziert wurden wie nach zehnfach
niedrigeren, therapeutisch angewendeten Dosierungen (2-3 mg). Dieses Ergebnis ist
nicht Uberraschend. Bereits die Daten, die im Rahmen der Bonner Lymphomstudie
erhoben wurden, zeigten, dass sehr hohe MTX-Konzentrationen im Liquor (30-
40 pM) mit vergleichbar hohen Homocystein- und HCSA-Konzentrationen assoziiert
waren wie MTX-Konzentrationen, die im therapeutischen Bereich von ungefahr 1 yM
lagen (s. Kap. 3.4.2).

Trotz der sparlichen Datenlage kann daher angenommen werden, dass bereits

therapeutische Dosen an intraventrikular verabreichtem MTX zu einem maximalen
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Anstieg des Homocysteins im Liquor fuhren. Wie stark die Erhéhung der
Homocysteinkonzentrationen im Liquor letzten Endes ausfallt und wie lange (nach
erfolgter Verabreichung von MTX) Patienten erhdhten Homocysteinkonzentrationen
im Liquor ausgesetzt sind, hangt von weiteren Faktoren ab, die ebenfalls die Liquor-
Homocysteinkonzentration beeinflussen. Hierunter fallen insbesondere die Aktivitat
der im ZNS lokalisierten Methioninsynthase (bei reduzierter, intrazellularer N°-Methy!-
THF-Konzentration), die Intensitat der Rescue-Therapie mit Calciumfolinat und die
Geschwindigkeit der Elimination von Homocystein aus dem Liquor bzw. ZNS. Diese
Faktoren tragen vermutlich auch dazu bei, ob nach massiver, intrathekaler MTX-

Uberdosierung neurologische Komplikationen auftreten oder nicht.

44 Homocystein — ein Biomarker der MTX-induzierten Neuro-

toxizitat?

Patienten, die aufgrund einer Stérung im Homocysteinstoffwechsel deutlich erhéhte
Homocysteinkonzentrationen im Plasma aufweisen, zeigen neben atherosklero-
tischen Gefallerkrankungen auch neurologische Stérungen (Krampfanfalle,
psychomotorische Retardierung, Demenz). Die neurologische Symptomatik ist — wie
eingangs erlautert — besonders ausgepragt, wenn hohe Homocysteinkonzentrationen
Folge einer massiv beeintrachtigten Remethylierung sind*®**. Da auch Methotrexat
die Remethylierung des Homocysteins inhibiert und gezeigt wurde, dass nach einer
Therapie mit MTX sowohl im Plasma als auch im Liquor erhdéhte Homo-
cysteinkonzentrationen vorliegen, wurde die Hypothese aufgestellt, dass
Homocystein und dessen Metaboliten (HCSA und HCA) auch Symptome der MTX-
induzierten Neurotoxizitat hervorrufen kénnen’®.

Um diese Hypothese zu verifizieren, wurden bislang lediglich drei kleinere Studien
durchgefuhrt (alle drei wurden im Rahmen dieser Arbeit bereits mehrfach erwahnt,
an dieser Stelle soll nur der Aspekt, ob Homocystein und dessen Metaboliten
Mediatoren der MTX-induzierten Neurotoxizitat darstellen, néher beleuchtet werden).
Quinn et al. beobachteten, dass Kinder nach einer Therapie mit MTX hohere
Homocysteinkonzentrationen im Liquor aufwiesen als Kinder einer unbehandelten

Kontrollgruppe und dass bei denjenigen Patienten, die unter neurotoxischen
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Symptomen litten, im Liquor besonders hohe Konzentrationen an Homocystein und
dessen Metaboliten vorlagen’.

Drachtman et al. analysierten die Liquores von Patienten mit subakuter
Neurotoxizitat auf Homocystein und bestimmten in diesen Liquores signifikant hdhere
Homocysteinkonzentrationen als in den Liquores einer Kontrollgruppe, bei der keine
neurologischen Komplikationen beobachtet wurden'®.

Der Evidenzgrad beider Studien ist jedoch gering, da sie retrospektiv durchgefuhrt
wurden und sowohl die Untersuchungs-, als auch die Kontrollgruppen sehr
heterogen waren. Somit konnten weder Beobachtungs- noch Strukturgleichheit —
wichtige Qualitatsstandards klinischer Studien — gewahrleistet werden. Beide
Untersuchungen geben daher bestenfalls Hinweise darauf, dass Homocystein in die
Pathogenese der MTX-induzierten Neurotoxizitat involviert ist.

Die bis dato groRte und methodisch beste Studie zu dieser Thematik wurde von Kishi
et al. durchgefiihrt (Studie ,Total XIV*)'*®. Sie analysierten prospektiv von insgesamt
53 padiatrischen ALL-Patienten, die mit hochdosiertem MTX behandelt wurden,
sowohl Plasma- als auch Liquorproben auf Homocystein und konnten herausstellen,
dass diejenigen Patienten, die Symptome einer akuten Neurotoxizitat entwickelten
(insbesondere Krampfanfalle), tendentiell hdhere Homocysteinkonzentrationen im
Plasma besalden als solche, die neurologisch unauffallig waren. Die Kontrollgruppe
wurde — zur Gewahrleistung maximaler Strukturgleichheit — so zusammengestellt,
dass jedem Patienten der Untersuchungsgruppe ein sogenannter statistischer
Zwilling zugeordnet wurde, der eine mdglichst groRe Ahnlichkeit mit dem
neurologisch auffalligen Patienten aufwies (,paarweises matching®). Zwischen den
Liquor-Homocysteinkonzentrationen und dem Auftreten neurotoxischer Symptome
konnte kein Zusammenhang festgestellt werden. Dies wurde im Wesentlichen darauf
zuruckgefuhrt, dass die Liquorproben zu Zeitpunkten gezogen wurden, an denen
keiner der Patienten durch neurologische Ausfalle auffiel.

Es bleibt abzuwarten, ob die Nachfolgestudie (,Total XV*), die momentan in
Kooperation mit Prof. M. Relling durchgefuhrt wird, zeigen kann, ob Patienten mit
MTX-induzierter Neurotoxizitat signifikant héheren Homocysteinkonzentrationen
exponiert waren als symptomfreie. Wie bereits zuvor erlautert, wurde aus
statistischen Grinden davon abgesehen, dies im Rahmen einer Zwischen-

auswertung zu Uberprifen.
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Die Untersuchungen an den PZNSL-Patienten und der Medulloblastompatientin (Fall
der MTX-Uberdosierung) zeigen, dass selbst hohe Homocystein- und HCSA-
Konzentrationen im Liquor nicht zwangslaufig mit akut/subakut neurotoxischen
Reaktionen verbunden sein mussen. Welche weiteren Faktoren die Entstehung
neurotoxischer Symptome fordern bzw. abschwachen, ist weitgehend unklar.
Glutathion mag aufgrund seiner neuroprotektiven Eigenschaften in der Lage sein,
Homocystein-vermittelte toxische Wirkungen abzumildern. Moglicherweise wurden
bei den PZNSL-Patienten keine Symptome einer akuten/subakuten Toxizitat
beobachtet, da deren Glutathionkonzentrationen im Liquor deutlich erhdht waren (sie
waren signifikant hdher als die der Kontrollgruppe).

Die Tatsache, dass bei zwei der vier untersuchten Lymphompatienten leichte und bei
einem Patienten stark ausgepragte Demyelinisierungen auftraten, lasst vermuten,
dass Homocystein und dessen exzitatorische Metaboliten (insbesondere HCSA)
pradisponierend fur die chronische Toxizitdt sein kdénnen. Diese Vermutung wird
dadurch bekraftigt, dass die Homocysteinkonzentrationen, die nach wiederholter
intraventrikularer Gabe von MTX im Liquor der PZNSL-Patienten gemessen wurden,
in einem Bereich lagen, der flir Neurone als zytotoxisch angesehen wird. Kruman et
al. konnten anhand von Zellversuchen demonstrieren, dass bereits Homo-
cysteinkonzentrationen von 0,5 yM innerhalb weniger Tage zur Apoptose von
Neuronen fiihren kdnnen®’.

Die Ergebnisse der PZNSL-Studie bieten einen Erklarungsansatz, warum
Chemotherapieprotokolle, die eine intensive intraventrikulare oder intrathekale MTX-
Therapie vorsehen, insbesondere dann mit einem hohen Mal} an Toxizitat verbunden
sind, wenn auf IT-/ICVMTX kein oder nur ein gering dosierten Calciumfolinat-Rescue
folgt''2241243 Eg liegt auf der Hand, dass diese Patienten (iber einen besonders
langen Zeitraum schadlichen Homocysteinkonzentrationen ausgesetzt sind und
dadurch bedingt neurotoxische Wirkungen verstarkt auftreten.

Vor diesem Hintergrund erfordert der Einsatz einer solch intensiven, ZNS-gerichteten
Chemotherapie eine sorgfaltige Nutzen-Risiko-Abschatzung. PZNSL-Patienten, die
oftmals einer besonders aggressiven Behandlung mit ITMTX unterzogen werden,
scheinen neueren Studien zufolge nicht von der intrathekalen MTX-Instillation zu

profitieren, wenn sie auch mit HDMTX behandelt werden®**2%_ Bei ihnen ist daher
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eine haufige intrathekale bzw. intraventrikulare MTX-Gabe vermutlich mit mehr Nach-
als Vorteilen behaftet.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass insbesondere die
Untersuchungen an den PZNSL-Patienten weitere Hinweise darauf geben, dass
Homocystein (und dessen oxidativen Metaboliten) eine Schllsselrolle bei der

Genese der MTX-induzierten Neurotoxizitat zukommen konnte.

Weitere prospektiv angelegte Studien muissen zeigen, ob zwischenzeitlich stark
erhdhte Homocysteinkonzentrationen, die man insbesondere im Liquor von MTX-
behandelten Patienten nachweisen kann, mit akuten/subakuten toxischen
Symptomen korrelieren oder einen pradiktiven Parameter fur die besonders
gefurchtete chronische Neurotoxizitat darstellen. Diese Untersuchungen sollten auch
weitere Erkenntnisse darlber liefern, ob ein zwischenzeitliches Methylierungsdefizit
ebenfalls das Entstehen der chronischen Neurotoxizitat beglinstigen kann.

Genetische Defekte, die einen negativen Einfluss auf die Aktivitat Homocystein-
verstoffwechselnder Enzymsysteme (MTHFR, MS, BHMT, CBS) besitzen, sowie ein
ausgepragter Mangel an Folsaure, Vitamin Bg und/oder Vitamin Bq, (sie stellen die
Cofaktoren der MS bzw. der CBS dar) kdnnten ein besonderes Risikopotential fur die
MTX-induzierte Neurotoxizitat darstellen. Es ware daher sinnvoll, bei zukunftigen

Studien auch diese Aspekte zu berucksichtigen.

Erhohte Homocysteinkonzentrationen, die im Rahmen von Remethylierungs-
storungen auftreten, konnen durch die kombinierte Gabe von Vitamin B4z, Vitamin Bg
und Betain effektiv gesenkt werden**. Diese Substanzen interferieren im Gegensatz
zur Folsaure nicht mit der Wirkung von MTX, so dass sie unbedenklich zusammen
mit der MTX-haltigen Chemotherapie gegeben werden kénnen. Da eine solche
Komedikation kostengunstig und praktisch ohne unerwunschte Wirkungen ist, sollte
eher frlher als spater evaluiert werden, ob Patienten, die einer intensiven
Chemotherapie mit MTX unterzogen werden mussen, von einer solchen

Begleitmedikation profitieren.
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5 Zusammenfassung

Der Folsaureantagonist Methotrexat (MTX) wird zur Behandlung rheumatoider und
onkologischer Erkrankungen eingesetzt. Hochdosiertes MTX (> 1 g/m? HDMTX) mit
anschlielendem Calciumfolinat-Rescue wird heute insbesondere zur Therapie von
Osteosarkomen, primaren Lymphomen des zentralen Nervensystems (PZNSL) und
der akuten lymphatischen Leukamie (ALL) verabreicht. Die Hochdosis-
Chemotherapie mit MTX konnte die Prognosen dieser malignen Erkrankungen
entscheidend verbessern, brachte andererseits aber auch ein hohes Mall an akut
und chronisch auftretenden neurotoxischen Symptomen mit sich. Letztere sind
besonders gefurchtet, da sie Ausdruck einer Leukenzephalopathie — einer
demyelinisierenden Enzehalopathie — sind. Ausgepragte Formen der chronischen
Neurotoxizitat verlaufen nicht selten letal.

Die Genese der MTX-induzierten Neurotoxizitat ist im Wesentlichen unklar. Es gibt
allerdings Hinweise, dass der Interaktion von MTX mit dem Homocysteinstoffwechsel
eine grofRere Rolle bei der Entstehung der Neurotoxizitat zukommen konnte. MTX ist
in der Lage, die Umwandlung von Homocystein zu Methionin (Remethylierung) zu
unterdriicken, indem es einen Mangel an N°-Methyltetrahydrofolat hervorruft;
N°-Methyltetrahydrofolat ist Cofaktor der Methioninsynthase, die die Remethylierung

des Homocysteins katalysiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss intravends bzw.
intraventrikular verabreichtes MTX auf den Homocysteinstoffwechsel ausibt und ob
Veranderungen im Stoffwechsel des Homocysteins eine Rolle bei der Genese der
MTX-induzierten Neurotoxizitat spielen kdonnten. Hierzu wurden Homocystein und
Cystein, sowie deren exzitatorischen Metaboliten — Homocysteinsulfinsaure (HCSA)
und Homocysteinsulfonsaure (HCA) bzw. Cysteinsulfinsaure (CSA) und
Cysteinsulfonsaure (CA) — insbesondere in Liquorproben von ALL- und PZNSL-
Patienten bestimmt, die unter einer Chemotherapie mit hochdosiertem MTX standen.
All diese genannten Substanzen sind potentiell neurotoxisch und daher als Ausléser
fur MTX-induzierte neurologische Komplikationen diskutiert worden. Zusatzlich
wurden die zur Verfugung stehenden Liquorproben auch auf Glutathion, welches

neuroprotektive Effekte entfalten kann, analysiert.
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Der erste Teil der Arbeit bestand darin, analytische Methoden zu entwickeln und
nach international anerkannten Kriterien zu validieren, um die oben erwahnten
Substanzen auch im Liquor von Krebspatienten exakt bestimmen zu kénnen. Bislang
existierten weder fir Homocystein noch fir die schwefelhaltigen, exzitatorischen
Aminosauren (HCSA, HCA, CSA und CA) solche Methoden. Dies hangt nicht zuletzt
damit zusammen, dass diese Biomolekule — Cystein und Glutathion ausgenommen —
im Liquor nur in Spuren vorkommen und die Abtrennung von anderen Liquor-
assoziierten Substanzen eine extrem hohe Trennleistung des analytischen
Verfahrens voraussetzt.

Zum Nachweis von HCSA, HCA, CSA und CA wurde eine spezielle kapillar-
elektrophoretische Methode (micellare, elektrokinetische Chromatographie, MEKC)
aufgebaut. Sie erlaubt die selektive und empfindliche Bestimmung der Homocystein-
bzw. Cysteinmetaboliten im Liquor. Die hohe Empfindlichkeit der Methode — die
Nachweisgrenze der exzitatorischen Aminosauren liegt im unteren nanomolaren
Bereich —wurde durch den Detektionsmodus der Laser-induzierten Fluoreszenz
(LIFD) erzielt. Als Fluoreszenzmarker wurde 5-Carboxyfluoresceinsuccinimidylester
(CFSE) eingesetzt. Die Methode wurde nach den Richtlinien der Food and Drug
Administration (Guidance for Industry: ,Bioanalytical Method Validation®) vollstandig
validiert und zeichnet sich im Besonderen dadurch aus, dass sie einfach
anzuwenden und mit geringen Kosten verbunden ist.

Zur simultanen Bestimmung der Aminothiole Homocystein, Cystein und Glutathion
wurde eine HPLC-Methode entwickelt. Auch sie wurde nach den international
anerkannten Richtlinien der Food and Drug Administration validiert. Die selektive und
hinreichend empfindliche Bestimmung von Homocystein im Liquor (die Liquor-
Homocysteinkonzentrationen gesunder Menschen liegen in der Regel unter 100 nM),
konnte durch den Thiol-selektiven Fluoreszenzmarker ABDF (4-(Aminosulfonyl)-7-
Fluor-Benzofurazan) gewahrleistet werden.

Im weiteren Fortgang der Arbeit wurden beide Methoden eingesetzt, um
Liquorproben von Tumorpatienten zu analysieren. Zur Bestimmung von Homocystein
im Plasma wurde ein vollautomatischer (und ebenfalls validierter) Fluoreszenz-

polarisations-Immunoassay der Firma Abbott verwendet.



Zusammenfassung Seite 199

Ein wesentlicher Teil der klinischen Untersuchungen erfolgte an padiatrischen ALL-
Patienten, die im St. Jude Children’s Research Hospital in Memphis (USA) nach dem
Protokoll der gegenwartig noch laufenden Studie , Total XV* behandelt wurden. Diese
Studie geht unter anderem der Frage nach, ob Homocystein einen Biomarker fur die
MTX-induzierte Neurotoxizitat darstellt.

Im Rahmen einer Zwischenauswertung, bei der die Daten von insgesamt 116 ALL-
Patienten analysiert wurden, konnte gezeigt werden, dass die haufig angewendete
Kombination aus intravends (2,5-5 g/m? HDMTX) und intrathekal verabreichtem
MTX (8-12 mg, ITMTX) einen raschen Anstieg der Plasma-Homocysteinkonzen-
trationen hervorruft. 18 Stunden nach Ende der 24-stundigen MTX-Infusionen (kurz
vor Beginn der Rescue-Therapie mit Calciumfolinat) wurden annahernd doppelt so
hohe Homocysteinkonzentrationen im Plasma ermittelt wie vor MTX-Gabe, der
Unterschied war hdchstsignifikant. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die
wiederholte Exposition mit MTX die Plasma-Homocysteinkonzentrationen ahnlich
stark ansteigen lasst und — entgegen bisheriger Vermutungen — keine adaptiven
Mechanismen zum Tragen kommen, die diesen unerwinschten Nebeneffekt einer
hochdosierten MTX-Therapie abschwachen konnten. Ferner konnte demonstriert
werden, dass (spatestens) zwei Wochen nach HDMTX und anschlieBRendem
Calciumfolinat-Rescue wieder normale Homocysteinkonzentrationen im Plasma
vorliegen. Ahnlich umfassende Untersuchungen zu dieser Thematik sind bislang
nicht durchgefihrt worden. Die bisherigen Studien beschrankten sich in der Regel
auf Einzelfalle oder wurden nur punktuell, d.h. zu einem bestimmten Zeitpunkt der
Chemotherapie, durchgefuhrt.

Die Homocysteinkonzentrationen der Liquorproben, die eine bzw. zwei Wochen nach
HDMTX/ITMTX gezogen wurden, waren nicht signifikant héher als die Homocystein-
konzentrationen, die kurz vor Beginn der MTX-Infusion bestimmt wurden. Sie lagen
in der Regel unter 50 nM, einem Bereich, der fur Kinder als normal angesehen wird.
Vermutlich bedingten der relativ grol3e Zeitabstand zwischen der Chemotherapie mit
MTX und der Probenziehung sowie die Rescue-Therapie mit Calciumfolinat (sie
gleicht einen MTX-induzierten Mangel an reduzierten Folaten rasch aus), dass im
Liquor keine erhdhten Homocysteinkonzentrationen gefunden wurden. Dieser Aspekt

sollte bei zuklnftigen Liquoranalysen berlcksichtigt werden.
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Auch bezlglich der im Liquor bestimmten Cystein- und Glutathionkonzentrationen
konnten keine signifikanten Veranderungen im Verlauf der Therapie festgestellt
werden. Alle ermittelten Cystein- und Glutathionkonzentrationen der ALL-Patienten
lagen — von einigen Ausnahmen abgesehen — im Normbereich.

Aus statistischen Grinden wurde im Rahmen der Zwischenauswertung davon
abgesehen, zu Uberprufen, ob Patienten mit neurologischen Komplikationen héhere
Homocysteinkonzentrationen nach HDMTX aufwiesen als symptomfreie. Diese
Analyse wird in Kooperation mit einem Arzteteam des St. Jude Children’s Research
Hospital erst nach Abschluss der Studie (vermutlich im Jahr 2006) durchgeflhrt

werden.

Untersuchungen, die an vier erwachsenen PZNSL-Patienten durchgeflhrt wurden,
lieferten weitere Informationen dartber, welche biochemischen Veranderungen im
Liquor durch MTX hervorgerufen werden konnen. Diese Patienten wurden nach dem
so genannten ,Bonner Protokoll zur Therapie von primaren Lymphomen des ZNS*
therapiert, welches eine besonders aggressive, ZNS-gerichtete Chemotherapie
vorsieht. MTX wurde unter anderem Uber ein implantiertes Ommaya-Reservoir direkt
in die Hirnkammern (intracerebroventrikular, ICV) der Patienten instilliert. Das
Ommaya-Reservoir ermoglichte, dass in allen sechs Behandlungsblocken mehrere
Liquorproben vergleichsweise problemlos entnommen und somit MTX-induzierte
biochemische Veranderungen im Liquor besonders engmaschig untersucht werden
konnten. Insgesamt wurden von den PZNSL-Patienten 63 Liquorproben analysiert.

Anhand des Kollektivs der PZNSL-Patienten wurde erstmals gezeigt, dass eine
einzige Gabe von intravends (HDMTX) oder intraventrikular applizietem MTX
(ICVMTX) einen deutlichen Anstieg der Homocysteinkonzentration im Liquor
bewirken kann. 24 Stunden nach HDMTX (3-5 g/m?) bzw. ICVMTX (3 mg) wurden
ungefahr dreifach erhohte Homocysteinkonzentrationen ermittelt. Darlber hinaus
konnte demonstriert werden, dass drei —im zeitlichen Abstand von jeweils einem
Tag — aufeinander folgende intraventrikulare Instillationen von MTX mit einer
besonders ausgepragten Erhohung der Liquor-Homocysteinkonzentrationen
einhergingen. Dieser Anstieg wurde Uberraschenderweise auch dann beobachtet,
wenn zeitgleich eine Rescue-Therapie mit Calciumfolinat durchgefuhrt wurde. Die

Homocysteinkonzentrationen, die nach wiederholter intraventrikularer MTX-Gabe im



Zusammenfassung Seite 201

Liquor der PZNSL-Patienten gemessen wurden, waren ahnlich hoch wie die, die bei
Patienten mit Vitamin B12- bzw. Folsauremangel und ausgepragten neurologischen
Symptomen vorgefunden werden und bis zu 16fach hoher als die Homocystein-
konzentrationen, die im Liquor gesunder Erwachsener bestimmt wurden.

Weiterhin wurde erstmals eindeutig gezeigt, dass HDMTX bzw. ICVMTX auch eine
Akkumulation von HCSA im Liquor bedingen kann. HCSA stellt einen oxidativen
Metaboliten des Homocysteins dar, der normalerweise nicht im Liquor prasent ist; er
steht im Verdacht, an der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen beteiligt zu
sein.

Weder die Cystein- noch die Glutathionkonzentrationen im Liquor der PZNSL-
Patienten wurden durch die intensive Chemotherapie mit MTX beeinflusst. Die zuvor
aufgestellte Hypothese, dass die durch MTX gehemmte Remethylierung die Aktivitat
der in der Leber lokalisierten Cystathionin-3-Synthase (sie katalysiert den Abbau von
Homocystein zu Cystein) erhoht und dadurch bedingt auch die Cystein-
konzentrationen im Liquor ansteigen, konnte somit nicht bestatigt werden. Da alle
gemessenen Cysteinkonzentrationen im Normbereich lagen und die oxidativen
Metaboliten des Cysteins im Liquor gesunder Erwachsener nicht detektiert werden
konnten, Uberraschte es nicht, dass auch bei den PZNSL-Patienten weder CSA noch

CA nachgewiesen wurden.

Bei der Liguoranalyse einer einjahrigen Medulloblastompatientin, die falsch-
licherweise anstatt 2 mg 20 mg MTX intraventrikular verabreicht bekam, wurden
ahnliche biochemische Veranderungen festgestellt wie bei den PZNSL-Patienten, so
dass die Vermutung nahe liegt, dass auch Dosierungen, die oberhalb des
therapeutischen Dosierungsbereichs liegen, den Stoffwechsel des Homocysteins
nicht starker beeinflussen als solche, die normalerweise im Rahmen onkologischer

Therapiekonzepte verabreicht werden.

Die Untersuchungen an den PZNSL- und der Medulloblastompatientin offenbarten,
dass stark erhohte Homocystein- und HCSA-Konzentrationen im Liquor nicht
zwangslaufig mit akut/subakut neurotoxischen Symptomen verbunden sein mussen.

Sie geben andererseits weitere Hinweise dafir, dass stark erhdhte Homocystein-

und HCSA-Konzentrationen neurodegenerative Prozesse der chronischen
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Neurotoxizitat auslosen konnen, da bei zwei der vier PZNSL-Patienten im Verlauf der
Chemotherapie leichte und bei einem Patienten stark ausgepragte Demyelini-

sierungen beobachtet wurden.

Ob Homocystein und HCSA Biomarker fur akut bzw. subakut auftretende Symptome
der MTX-induzierten Neurotoxizitat darstellen und/oder pradiktiv fur neurologische
Spatfolgen einer MTX-haltigen Chemotherapie sind, muissen weitere prospektiv
angelegte Studien an grolden Patientenkollektiven zeigen.

Diese Studien sollten auch der Frage nachgehen, ob genetische Stérungen, die mit
einer verminderten Aktivitat von Homocystein-verstoffwechselnden Enzymen
(N® N'°-Methylentetrahydrofolatreduktase, Methioninsynthase, Cystathionin-R-Syn-
thase, Betain-Homocystein-Methyltransferase) einhergehen, das Entstehen der

MTX-induzierten Neurotoxizitat begunstigen.
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7 Anhang

ANHANG A

Einzelergebnisse der Plasma- und Liquoranalysen der ALL-Patienten, die im St.

Jude Children’s Research Hospital (Memphis) behandelt wurden:

(1)  Homocysteinkonzentrationen im Plasma der LR-Patienten
(2) Homocysteinkonzentrationen im Plasma der SHR-Patienten

(3) Homocystein-, Cystein- und Glutathionkonzentrationen im Liquor
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(1) Homocysteinkonzentrationen der LR-Patienten.

Patient Homocysteinkonzentration im Plasma [pM]
RI C1 C1h23  C1h42 C15 C15h23 (C15h42

1 KP KP KP KP 2,91 5,44 6,91
2 KP KP KP KP 7,78 20,15 25,54
3 KP 4,81 10,45 7,56 4,40 9,38 KP
4 KP 7,02 14,74 13,09 5,66 10,74 12,69
5 5,88 3,33 5,05 6,55 4,05 6,99 6,58
6 12,48 8,92 12,72 20,13 KP KP KP
7 5,24 3,88 6,08 7,01 4,02 6,24 7,44
8* 4,91 3,71 7,24 8,29 3,89 7,16 8,93
9* 4,83 3,95 6,58 6,36 3,71 5,36 5,91
10* 1,07 3,03 5,03 6,40 4,62 7,90 10,10
11* 4,46 3,83 8,54 10,64 3,18 KP 9,40
12* 8,58 14,31 20,54 17,48 3,36 8,84 KP
13* 11,17 7,59 14,02 18,13 6,90 12,37 15,89
14 12,27 7,92 15,39 11,59 9,15 11,57 11,17
15 6,49 3,87 7,54 8,89 4,69 10,56 7,26
16 1,00 2,81 6,79 6,39 4,63 6,61 6,31
17 3,79 4,45 5,34 7,27 3,19 4,24 KP
18 0,93 5,66 7,64 5,53 3,77 5,8 9,52
19 5,44 3,41 7,49 9,10 3,70 4,97 6,55
20 5,38 10,47 20,99 17,50 5,66 8,27 10,74
21 2,95 KP 5,10 9,45 3,45 5,47 6,95
22 6,34 3,95 8,36 7,69 4,57 7,71 7,75
23 4,39 4,66 10,17 10,56 4,97 9,68 9,73
24 3,59 5,51 13,23 13,47 5,67 8,52 9,08
25 3,28 4,71 7,14 6,16 4,43 7,06 8,09
26 2,48 4,24 9,13 KP 4,24 KP 14,10
27 4,15 3,48 7,04 7,94 4,41 9,57 9,84
28 9,25 3,30 5,11 2,21 5,83 12,69 9,09

* Von diesen Patienten standen zuséatzlich Liquorproben zur Verfiigung

KP: keine Probe verflugbar
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(2) Homocysteinkonzentrationen der SHR-Patienten.

Patient Homocysteinkonzentration im Plasma [pM]
RI C1 C1h23  C1h42 C15 C15h23 (C15h42

29 KP KP KP 5,44 KP KP KP

30 KP KP KP KP KP 13,26 KP

31 KP 7,73 12,30 11,13 5,75 9,09 11,20
32 KP 3,12 6,91 6,24 3,05 4,02 4,43
33 KP KP KP KP 6,03 9,76 9,42
34 KP 5,61 7,83 7,10 KP KP 9,79
35+ 5,94 4,92 10,40 KP 4,63 10,16 14,3
36* 2,38 4,42 8,88 6,04 4,06 5,52 8,25
37* 0,15 5,80 11,06 9,44 4,19 7,23 7,40
38* 4,95 4,70 8,12 6,89 3,85 6,52 6,73
39+ 0,00 7,60 10,59 12,26 6,65 9,34 10,72
40* 5,53 3,79 6,05 6,53 5,02 7,85 8,58
41* 3,96 3,39 6,35 8,66 4,81 7,13 16,46
42+ 4,07 7,83 34,79 49,57 10,58 16,48 21,34
43 4,77 5,46 9,45 7,66 7,95 KP KP

44 8,33 6,76 12,36 16,92 6,63 10,80 14,39
45 8,10 KP KP KP KP KP KP

46 6,30 2,92 7,92 8,12 KP 7,16 7,12
47 0,53 5,24 6,48 7,16 4,38 6,26 6,35
48 2,58 3,93 6,12 6,73 5,07 6,42 7,59
49 1,67 3,05 4,98 7,70 2,79 9,03 10,29
50 3,02 5,64 6,25 9,54 4,09 8,15 8,51

51 3,87 3,02 5,23 4,31 3,12 6,67 7,06
52 2,97 4,11 4,19 7,80 3,55 5,77 7,69
53 5,31 2,93 5,64 8,65 3,75 5,16 7,70
54 0,00 5,28 8,79 9,91 5,52 9,41 13,43
55 2,73 4,77 9,89 9,11 4,86 9,68 11,78
56 0,00 4,66 10,22 10,21 5,51 11,69 11,09
57 5,67 KP 7,22 11,95 6,82 9,36 11,29
58 4,49 3,81 6,67 11,22 4,61 5,98 8,91

59 0,00 4,94 14,00 12,79 5,79 9,82 10,33
60 36,83 7,03 6,42 10,51 9,06 7,72 12,57
61 5,67 KP 9,36 11,68 5,05 10,96 12,44
62 3,35 4,85 6,62 8,76 4,18 5,04 6,47
63 10,83 5,33 8,01 9,75 11,92 9,67 10,48
64* KP KP KP KP KP 6,49 KP

65* KP KP KP KP KP 7,69 KP

* Von diesen Patienten standen zusatzlich Liquorproben zur Verfligung

KP: keine Probe verflugbar
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(3) Konzentrationen an HCY, CYS und GSH im Liquor der ALL-Patienten.

Pat. Konzentration im Liquor [nM]
RI C1 C8 C15

HCY CYS GSH HCY CYS GSH HCY CYS GSH HCY CYS GSH
7 21,3 735 431 {739 612 470 | KP KP KP | 17,8 517 450
8 23,1 934 441 19,6 716 495 KP KP KP 14,3 749 583
9 196 680 467 | KP KP KP | KP KP KP | 476 3625 816
10 476 853 733 {423 741 710 | KP KP KP | 30,1 775 384
11 KP KP KP | 248 85 491 | KP KP KP | 10,8 626 426
12 31,8 609 455 | 24,8 654 570 KP KP KP 23,1 685 618
13 77,4 758 547 | 63,4 803 583 | KP KP KP | 283 789 560
35, 20 542 480 | 26,6 758 687 | KP KP KP | 248 710 746
36 0,0 528 232 9,0 803 624 KP KP KP 353 1097 879
37 90 741 491 248 789 556 | KP KP KP | 16,1 738 546
38 441 578 615 | 143 705 858 | KP KP KP | 10,8 508 667
39 KP KP KP | 108 696 431 | KP KP KP | 16,1 831 547
40 19,6 1033 353 | 248 912 542 | KP KP KP KP KP KP
41 26,6 696 291 | 33,6 957 378 KP KP KP 58,1 1602 622
42 353 1019 449 | 16,1 1005 496 | KP KP KP | 248 1579 710
64 353 1394 808 | 31,8 1672 1066 | KP KP KP 30,1 1537 759
65 47,6 1243 326 | 49,3 1100 444 | KP KP KP | 72,1 864 804
66 29,0 980 641 | 51,6 1017 543 KP KP KP 81,1 1102 549
67 1245 2992 375 | 446 1877 322 | KP KP KP KP KP KP
68 846 1096 449 | 56,8 619 567 | 724 966 714,3 { 77,6 957 740
69 56,8 1724 866 | 75,9 73 453 | 32,5 602 866,1 | 34,2 651 322
70 585 736 1044 | 46,4 892 1587 | 49,8 548 792,3 | 34,2 1088 1640
71 63,7 540 650 | 60,2 972 680 | 116 1540 9796 | 74,1 1511 753
72 178,3 1380 472 | 89,8 1204 662 | 446 588 3534 | 55,0 747 337
73 741 900 415 | 828 943 411 | 776 1162 4463 | 325 577 265
74 KP KP KP | 724 1000 308 {655 1162 4518 | 516 679 415
75 1332 1670 426 | 446 554 137 | 111 886 457,3 | KP KP KP
76 0,0 2606 574 | 49,8 1304 401 | 56,8 1338 416,3 { 175 4679 1398
77 46,4 1838 662 | 741 1088 408 | 62,0 1048 529,8 | KP KP KP
78 KP KP KP 104 2475 1125 | 81,1 1366 583,1 | 79,3 1542 776
79 359 1488 1078 | 37,7 932 631 | 48,1 1664 11314} 102 1650 828
80 KP KP KP | 200 1343 689 | 863 2137 7233|268 1000 576
81 489 1577 822 | 404 762 928 | 38,7 1324 8583 | 47,2 648 647
82 744 861 463 | 125 1096 340 | 33,6 1105 4291 | 13,2 1247 492
83 30,2 1025 448 | 353 1179 575 | KP KP KP | 472 1176 511
84 KP KP KP |591 1244 386 | KP KP KP KP KP KP
85 26,8 812 416 | 288 28620 2606 | 268 19201 2379,9! 127 10863 1483
86 642 889 932 | 21,7 771 600 | 421 1185 627,0 | 38,7 1266 447
87 30 515 182 | 183 688 325 | KP KP KP | 251 707 394
88 132 518 158 | 21,7 901 223 | KP KP KP | 31,9 1284 451
89 234 753 297 {132 728 376 | KP KP KP | 57,4 907 491
90 38,7 1750 520 | 18,3 873 558 KP KP KP 30,2 802 443
91 608 1340 361 { 31,9 1046 353 KP KP KP 33,6 1250 398
92 11,5 991 603 | 81 537 311 | KP KP KP | 11,5 673 447
93 31,9 1207 575 | 20,0 1139 433 KP KP KP 57,4 4997 639
94 251 858 320 3,0 407 320 KP KP KP 38,7 883 580
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95 21,7 935 484 | 251 592 421 | KP KP KP KP  KP KP
96 40,4 1377 559 | 61,6 1299 1143 | KP  KP KP | 51,1 2559 1476
97 44,1 1854 470 | 12,6 1462 360 | KP  KP KP | 51,1 1324 554
98 196 940 629 | 31,8 1591 657 KP KP KP 26,6 892 532
99 KP KP KP | 267 24470 1866 | KP  KP KP KP KP KP

100 19,6 1103 406 | 31,8 867 495 KP KP KP 40,6 730 574
101 16,1 696 232 | 21,3 1391 457 | KP  KP KP | 231 786 383
102 14,3 679 696 | 28,3 1610 909 KP KP KP 38,8 735 1232
103 KP KP KP { KP KP KP | KP KP KP | 91,4 1450 359
104 196 836 922 | 301 845 608 | KP  KP KP {371 881 823
105 79,1 1215 560 | 147 17531 1048 | KP  KP KP KP  KP KP
106 14,3 1195 493 | 17,8 1363 578 KP KP KP 59,9 1941 696
107 17,8 1038 507 | 52,8 1579 597 | KP  KP KP | 17,8 1016 286
108 49,3 1100 444 : 30,1 876 378 KP KP KP 28,3 735 335
109 353 1077 387 | 669 2587 830 KP KP KP 42,3 578 308
110 KP KP KP | 17,8 707 452 | KP  KP KP | 336 859 624
111 37,1 548 409 | 668 53419 2696 | KP KP KP 704 NB 2602
12 55 766 275 {108 693 373 | KP  KP KP KP  KP KP
113 31,8 870 423 | KP KP KP | KP KP KP KPP  KP KP

NB: nicht bestimmt
KP: keine Probe verflgbar
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ANHANG B

Einzelergebnisse der Liquor- und Serumanalysen der Lymphompatienten, die in der

Neurologie des Universitatsklinikums Bonn therapiert wurden:

(1)  Konzentrationen an Homocystein, Cystein, Glutathion, HCSA, MTX und
N°-Methyl-THF im Liquor der Lymphompatienten.

(2) MTX-Konzentrationen im Serum der Lymphompatienten nach HDMTX
(1,5-5 g/m?).
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(1) Konzentrationen an Homocystein, Cystein, Glutathion, HCSA, MTX und
N°-Methyl-THF im Liquor der Lymphompatienten.

Pat Zeit- HCY CYS GSH HCSA MTX MTHF*
" punkt [nM] [nM] [nM] [uM] [uM] [hM]
1 Al 2 KP KP KP KP KP KP
1 Al 3 343 1914 1174 ND 2,61 32,4
1 Al 4 406 2162 1139 ND 6,65 22,7
1 Al 5 482 3632 1698 ND 1,57 27,1
1 Bl 2 195 1775 1560 ND 0,68 ND
1 BI3 329 1726 177 ND 5,47 65,6
1 Bl 4 389 1997 1211 ND 18,67 55,1
1 BI 5 450 2050 1169 ND 9,17 44,2
1 Cl3 200 3051 1021 ND 0,00 63,0
1 Cl4 771 2927 1175 ND 39,43 47,2
1 Cl5 628 3051 1480 ND 8,33 40,0
1 Cl6 689 2279 1001 ND 35,34 NB
1 Cl7 671 2125 1233 ND 30,76 26,0
1 BIl 2 23 1414 809 ND 0,91 9,6
1 BIl 3 273 1908 1325 ND 1,54 44,4
1 Bll 4 288 1732 1313 ND 2,54 50,7
1 BIl 5 316 3576 1456 ND 15,07 82,2
1 Cl 3 64,2 2773 1249 ND 0,00 75,0
1 Cll 4 190 2186 981 ND 1,46 62,5
1 Cll 5 151 3599 980 ND 2,13 56,8
1 Cll 6 KP KP KP KP KP KP
1 ci7 239 3144 1115 ND 3,37 48,5
2 Bl 2 KP KP KP KP KP KP
2 BI 3 193 1293 1009 1,48 5,60 97,9
2 Bl 4 224 2094 1083 2,03 2,24 35,9
2 BI 5 443 2649 1116 2,14 1,60 71,3
2 ClI3 79,5 2835 1185 ND ND 59,5
2 Cl4 280 867 1289 1,84 1,27 32,8
2 Cl5 1167 4564 1242 1,89 1,42 21,0
2 Cle6 1010 4410 1337 1,83 9,11 12,0
2 Cl7 852 4811 1015 2,18 3,35 15,3
2 All 2 KP KP KP KP KP KP
2 All 3 944 2248 1024 1,96 20,34 48,3
2 All 4 1088 2773 1247 1,82 3,54 90,9
2 All 5 1049 3082 1136 2,02 2,25 75,4
2 BIl 2 725 4965 1433 2,58 2,00 8,7
2 BIl 3 803 4502 1495 2,62 1,25 63,8
2 Bll 4 1014 4132 1871 2,60 2,06 84,8
2 BIl 5 1116 4873 1399 2,54 0,00 NB
2 Cli 3 67,6 2711 1066 ND ND 74,1
2 Cll 4 488 2231 1572 1,82 1,51 23,4
2 Cll 5 1048 4277 1702 1,83 1,28 33,2
2 Cll 6 1004 3607 1099 1,79 1,49 28,2
2 ci7 1161 3702 1215 2,18 2,18 20,6
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Pat Zeit- HCY CYS GSH HCSA MTX 5-MTHF
" punkt [nM] [nM] [nM] [uM] [uM] [nM]
3 BI 2 224 1837 821 1,99 1,08 13,3
3 BI 3 293 1664 1259 2,14 1,91 57,5
3 Bl 4 389 1936 1381 1,80 1,34 41,8
3 BI 5 375 1896 1021 2,78 2,57 23,0
3 Cl3 50,6 2186 1451 ND ND NB
3 Cl 4 188 1241 927 1,52 3,19 27,9
3 Cl5 263 1713 600 1,72 1,39 17,8
3 Cl6 370 2813 1124 1,90 2,80 16,2
3 Cl7 467 2044 1195 1,89 1,79 14,0
3 All 2 KP KP KP KP KP KP
3 All 3 295 2538 921 1,48 1,39 18,8
3 All 4 268 2075 882 2,10 3,80 27,8
3 All 5 448 2782 1473 2,19 1,87 7,9
4 Al 2 146 3329 1746 1,75 1,59 ND
4 Al 3 149 2927 1658 2,40 0,79 122,4
4 Al 4 253 3655 2307 2,02 0,33 75,9
4 Al 5 277 3607 1949 1,85 0,40 30,0
4 Cl3 103 3885 1539 ND 0,00 91,8
4 Cl 4 197 4008 1387 1,76 0,74 72,1
4 Cl5 336 4904 1294 2,13 NB 35,9
4 Cl6 271 2588 1286 1,70 0,33 56,2
4 Cl7 333 8155 1868 2,25 0,16 48,1

* NS-MethyItetrahydrofoIat
ND: nicht detektierbar
NB: nicht bestimmt

KP: keine Probe verflgbar
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(2) MTX-Konzentrationen, die im Serum der Lymphompatienten nach HDMTX

bestimmt wurden.

Pat Infusions- MTX- MTX-Konzentrationen im Serum [uM]
beginn  Dosis® 24 42h 48h 54h 60h 66h 72h
1 Al2 5 g/m2 25,73 0,36 0,17 k.A. NB NB NB
1 BI2 5 g/m2 78,00 0,29 k.A. k.A. NB NB NB
1 All2 5 g/m2 33,60 0,44 0,31 k.A. NB NB NB
1 BlI2 5 g/m2 104,00 0,48 0,22 k.A. NB NB NB
2 Bl 3 g/m2 21,5 0,84 0,39 0,32 k.A. 0,23 k.A.
2 All 3 g/m2 59,1 1,90 1,19 0,99 k.A. 0,28 0,21
2 Bl 3 g/m2 43,79 1,02 0,33 0,14 k.A. 0,13 0,08
3 Bl 3 g/m2 33,46 0,77 0,19 NB NB NB NB
3 All 1,5 g/m2+ NB 0,73 0,38 0,12 NB NB NB
3 BII entfiel
4 Al 3g/m? 5947 057 024 kA NB NB NB
4 BI entfiel*

* Die Dosis wurde an das Alter angepasst; Patienten, die alter als 65 Jahre waren, bekamen anstatt
5 g/m? nur 3 g/m? verabreicht

* Patient 4 wurde nach einem modifizierten Protokoll therapiert, da er wegen eines Rezidivs therapiert
wurde

* Patient 3 bekam im Block All —vermutlich aufgrund einer sich manifestierenden Leukenzepha-
lopathie — eine reduzierte MTX-Dosis

Erlduterungen:

NB: nicht bestimmt, k.A.: keine Angaben in den Patientenakten, vermutlich wurden diese Werte zum
Teil nicht bestimmt

Ein intensivierter Rescue mit Calciumfolinat wurde eingeleitet, falls die MTX-Serumkonzentrationen
zur Stunde 42 oberhalb 1 yM, zur Stunde 48 oberhalb 0,4 uM oder zur Stunde 54 oberhalb 0,2 uM
lagen. In diesen Fallen wurden weitere Messungen bezlglich der MTX-Serumkonzentrationen

vorgenommen.
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ANHANG C

Einzelergebnisse der Liquoranalyse der Kontrollgruppe, die in der Neurologie des

Universitatsklinikums der Heinrich-Heine-Universitat (Dusseldorf) untersucht wurden:
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Anhang

HCY-, CYS- und GSH-Konzentrationen im Liquor (lumbal) der Kontrollgruppe.

Nr HCY CYS GSH HCSA HCA  CSA CA
' [nM] [nM] [nM] [uM] [uM] [uM] [uM]
1 54,7 5533 799 ND ND ND ND
2 73,3 3236 898 ND ND ND ND
3 65,1 3236 544 ND ND ND ND
4 71,3 3775 637 ND ND ND ND
5 ~44.3 6037 820 ND ND ND ND
6 92,0 5390 865 ND ND ND ND
7 160 6611 925 ND ND ND ND
8 107 7688 1034 ND ND ND ND
9 ~31,9 6360 746 ND ND ND ND
10 158 3488 586 ND ND ND ND
11 87,9 3667 394 ND ND ND ND
12 ~46,4 2662 524 ND ND ND ND
13 56,8 3164 591 ND ND ND ND
X 80,7 4681 720
S 40,6 1645 189
RSD[%] 50,3 35,2 26,2
X 71,3 3775 746

ND: nicht detektierbar
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