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Eigenschaften der wichtigsten verwendeten Substanzen

1 Einleitung und Fragestellungen

Folsaureanaloga wie Methotrexat (MTX, Abbildung 1) oder Aminopterin (AMP) wa-
ren eine der ersten erfolgreich am Menschen eingesetzten Chemotherapeutika zur
Behandlung von Krebs [68, 108]. Seitdem hat sich MTX als eines der wichtigsten
Zytostatika im Kampf gegen kindliche Tumore [17] - insbesondere der akuten
lymphatischen Leukdmien [134] - etabliert, wird aber auch erfolgreich bei Tumoren

der Brust und des Kopf-Nacken Bereiches [17, 72] eingesetzt.

Ausgehend von Dosierungen von 0,5 —1 mg/m? [68] entwickelte sich in den siebzi-
ger Jahren die so genannte Hochdosistherapie (HD). Dabei werden Dosen ab
0,5 g/m? bis zu 33 g/m? [27] MTX eingesetzt, Mengen, die eigentlich fiir die Patien-
ten hochtoxisch bis letal waren [7, 165]. Leukovorin (LV, Abbildung 4), ein Folsdure-
abkdmmling, dient daher als lebensnotwendiger Rescue, der zum Schutz der ge-
sunden Korperzellen appliziert wird und die Wirkung des Hochdosis-MTX an diesen
gesunden Zellen aufhebt bzw. abmildert [21, 49, 50, 132, 180]. Dabei handelt es
sich bei LV um ein Diastereomerenpaar (s. S. 16). Davon besitzt ausschliellich
S-Leukovorin  (S-LV) pharmakologische Wirkung [80]. Es wird zur aktiven
5-Methyltetrahydrofolsaure (5-MTHF, Abbildung 6) reduziert [122] und in die Zelle
aufgenommen. Intrazellular erfolgt die Integration in den Folsdurepool und die Me-
tabolisierung zu weiteren Folsaurederivaten. R-Leukovorin (R-LV) wird dagegen
hauptsachlich unverandert renal eliminiert und gelangt nicht in die Zellen [119, 167,

168]. R-LV wird daher pharmakodynamisch keine Wirkung zugeschrieben [19].

Eine Reihe von Studien konnte zeigen, dass diese HD-Schemata mit anschlielRen-
dem LV-Rescue zu Verbesserungen des Therapieergebnisses bei Osteosarkom,
der akuten lymphatischen Leukdmie und Lymphomen flhrten [7, 47, 57, 71, 72, 81,
93, 125, 145, 151]. Obwohl nur wenige Studien einen direkten Vergleich zwischen
HD-MTX und einer Dosis unter 1 g/m2 durchfiihrten [112, 120], ist HD-MTX heute

ein entscheidender Baustein in der Therapie kindlicher und juveniler Tumore.

Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit werden vier klinisch orientierte Fragen un-
tersucht, die weitere Erkenntnisse zur Verbesserung der Behandlung beisteuern.
Dabei werden sowohl reine analytischen Fragestellungen (Kapitel 6) ebenso unter-
sucht wie analytische Fragestellungen, die in konkreten Anwendungsempfehlungen
minden (Kapitel 4). Weiterhin werden pharmakokinetische Untersuchungen, die zur

weiteren Planung von Therapieschemata nitzlich sind, vorgestellt und pharmakine-
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Eigenschaften der wichtigsten verwendeten Substanzen

tische Wechselwirkungen des MTX mit dem Metaboliten untersucht (Kapitel 5). Er-
ganzend werden in Kapitel 7 die pharmakodynamischen Eigenschaften des MTX
Metaboliten 7-Hydroxymethotrexat (7-OH MTX, Abbildung 2) und die Wechselwir-
kung mit der Muttersubstanz untersucht. Dies ermdglicht eine prazisere klinische
Interpretation der routinemaflig gemessenen Plasmakonzentration und ermdoglicht

ein Abschatzen dessen Effektes auf die Therapie.

1.1 Abbau von R,S-Leukovorin durch Carboxypep-
tidase G,

Meist aufgrund nicht ausreichender intravendser FlUssigkeitszufuhr (Hydrierung, s.
S. 54) und Alkalisierung [154], manchmal aber auch unerklarlich [5], ist die Niere in
seltenen Fallen bei den oben erwahnten HD-Zyklen mit der Ausscheidung des Zy-
tostatikums und seiner Metabolite Uberfordert und die Clearance der Antifolate sinkt
rapide ab [91, 92, 181]. Die dann verbleibenden stark erhdhten
MTX-Plasmakonzentrationen stellen eine lebensbedrohende Situation fur den Pati-
enten dar. Neben der Gabe von LV und Thymidin als Supplement fiir die fehlenden
Folsaurederivate und folsaureabhangigen Zellprodukte dient die peritoneale Dialyse,
Hamodialyse und die Gabe von  Aktivkohle der Senkung der
MTX-Plasmakonzentration. Der erzielte Effekt dieser aufwendigen Therapien ist
jedoch gering [10, 16, 85, 138].

1985 konnte mit der Gewinnung der Carboxypeptidase G, (CPG,) [117, 160] aus
rekombinant veranderten E. coli Bakterien ein Enzym gewonnen werden, das inner-
halb weniger Minuten die MTX-Plasmakonzentration auf einen Bruchteil senkt [179].
Dabei trennt die CPG, als Exopeptidase den Glutaminsaureanteil des MTX ab und
bildet dadurch die pharmakodynamisch  unwirksame  2,4-Diamino-N'’-
methylpteroinsdure (DAMPA, Abbildung 4). Die Selektivitat dieses Enzyms fir MTX
ist jedoch eingeschrankt. Nicht nur der Metabolit 7-OH MTX wird ebenfalls degluta-
miniert, auch vom lebensnotwendigen LV wird die fiir die Wirksamkeit unabkémmli-
che Glutaminsdure abgespalten [160] und der Rescue damit erheblich einge-

schrankt.

Wie oben erwahnt, handelt es sich bei LV um Epimere. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde daher die Stereoselektivat des Abbaus von R-LV und S-LV durch CPG; un-
tersucht. Dazu wurde eine kapillarelektrophoretische Methode entwickelt, welche

dieses Epimerenpaar und deren Abbauprodukte trennt und somit eine Aussage Uber
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Eigenschaften der wichtigsten verwendeten Substanzen

den Abbau des pharmakologisch aktiven S-LV zulasst und zur Diskussion um den

klinischen Nutzen dieses Enzym beitragt.

1.2 Pharmakokinetische Untersuchungen zu Me-

thotrexat

Bei der wichtigsten mit MTX behandelten kindlichen Tumorentitat, der akuten
lymphatischen Leukamie (ALL), setzt man MTX in Dosen von 5 g/m? {iber 24 h ein.
Diese HD-Therapie sollte aufgrund von vielfaltigen und maéglicherweise lebensbe-
drohenden Komplikationen nur in dafur eingerichteten Kliniken erfolgen, die unter
anderem Uber eine etablierte und schnelle MTX-Analytik verfigen. Seit 1998 ist in
der Klinik und Poliklinik fir Kinderheilkunde, Fachbereich Padiatrische Hamatolo-
gie/Onkologie in Muinster neben dem routinemaRig verfligbaren Fluoreszenz-
Antikoérper-Assay (EMIT) eine kapillarelektrophoretische Methode etabliert, die ne-
ben den MTX-Konzentrationen auch das bei der HD-Therapie gebildete 7-OH MTX
quantitativ erfasst [156].

In den Jahren 1998-2000 wurden Plasmaproben von Uber 60 Kindern gesammelt,
gemessen und in dieser Arbeit mittels zweier populationspharmakokinetischer Me-
thoden ausgewertet. Dabei wurde neben dem Metaboliten 7-OH MTX auch Einflis-
se anderer Kovariablen wie Geschlecht und Alter auf die Pharmakokinetik unter-
sucht. Besonderes Interesse lag weiterhin auf denen in Minster gemessenen 48 h
Werten. Diese Plasmakonzentrationen erwiesen sich als statistisch signifikant ge-
genuber anderen Klinken erhéht. Da es sich dabei um Werte handelt, die zur Steue-
rung des LV-Rescues mit herangezogen werden, kann somit moglicherweise die

Wirksamkeit der Antifolat-Therapie negativ beeinflusst werden [30].

Es handelt sich hier um die erste populationpharmakokinetische Auswertung fir
MTX in dieser Dosierung. Zusatzlich wird erstmals der Zusammenhang der
PK-Parameter mit dem Metaboliten 7-OH MTX untersucht und die Variabilitat der

pharmakokinetischen Parameter sowohl intra- als auch interindividuell abgeschatzt.

-11 -



Eigenschaften der wichtigsten verwendeten Substanzen

1.3 Bestimmung von an Humanem Serumalbumin
gebundenem Methotrexat und freiem Methotre-

xat mittels Kapillarelektrophorese

Mit Pharmakokinetik ist die quantitative Beschreibung des Umgangs des Koérpers
mit dem Arzneimittel definiert. Neue pharmazeutische Ansatze versuchen dabei, die
Pharmakokinetik zu beeinflussen [159] und damit eine erhdhte Wirksamkeit bei ge-
ringeren Nebenwirkungen zu erzielen. Ein wichtiger Ansatz in der Chemotherapie ist
dabei die Bindung eines bereits bekannten Zytostatikums an einen Tragerstoff wie
Polyethylenglykol (PEG) oder humanes Serumalbumin (HSA). Neben einer vermin-
derten Clearance des Arzneistoffes kann dabei die erhéhte Aufnahme in tumorésen
Gewebe das Ziel sein. Zur Untersuchung im Zellsystem, aber auch in-vivo, ist dafur
eine spezielle Analytik erforderlich, die das freie Zytostatikum vom gebundenen
Wirkstoff unterscheidet und zu quantifizieren ermdglicht. Fir an humanes Serumal-
bumin gebundenes MTX (HSA-MTX) wurde in dieser Arbeit eine kapillarelektropho-

retische Methode entwickelt, welche diese Anforderung erfullt (Kapitel 6).

1.4 Pharmakodynamische Untersuchungen zum
Metaboliten 7-OH Methotrexat gemessen mit
dem Thymidylat-Synthase Inhibition Assay

ex-vivo

Im Rahmen der Qualitatssicherung werden an den Universitatsklinken Munster die
Plasmakonzentrationen der ALL-Patienten bei ihren MTX-Zyklen mittels Kapillare-
lektrophorese (Kapitel 5.4.1.1, S. 56) tiberwacht. Die dabei verwendeten Dosen von

5 g/m? MTX (iber 24 h sind wichtiger Teil der so genannten Hochdosistherapie.

Nur in dieser Hochdosistherapie tritt neben dem MTX auch sein Metabolit
7-OH MTX (Kapitel 2.1.1.2, S. 15) in nennenswerten Konzentrationen auf. Am Infu-
sionsende Uberwiegt das MTX noch um etwa den Faktor 3. Kurz nach Infusionsen-
de jedoch Ubersteigt der Metabolit die Konzentration seiner Muttersubstanz
(Abbildung 58, S. 97) und erreicht wahrend der Eliminationsphase Konzentrationen,

die um etwa eine Zehnerpotenz hoher liegen als die des MTX.

-12 -
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Die Anwendung der Kapillarelektrophorese erméglicht im Gegensatz zum Emit-
Assay die parallele Quantifizierung von MTX und 7-OH MTX bei diesen Patienten

und damit eine Uberwachung dieser klinischen Laborparameter.

Um eine detailliertere Interpretation der gemessenen Werte zu ermdglichen, wurde
in Rahmen dieser Arbeit eine Methode etabliert, welche die Wechselwirkung zwi-

schen MTX und 7-OH MTX auf pharmkodynamischer Ebene untersucht.

Dabei zeigen Antifolate wie das MTX keine direkte Zelltoxizitat. lhre Wirkung be-
ruht vielmehr auf der Hemmung verschiedener Enzyme, vor allem der Dihydrofolat-
Reduktase (DHFR) und der Thymidylat-Synthase (TS). Diese Enzymhemmung
vermindert dabei die Bereitstellung flir die Zelle Gberlebenswichtiger Substrate wie
des Thymidins (Abbildung 61, S. 99).

Es ist daher nicht verwunderlich, dass einfache Zelltétungsassays —z.B. der
MTT-Assay — nur bedingt fir diese Art von Substanzen geeignet sind. Insbesondere
bei ex-vivo Versuchen versagen diese Assays. Es wird vermutet, dass zellulare
Bausteine bei der Lyse der ersten absterbenden Zellen frei werden. Diese dienen

dann den Uberlebenden Zellen als Rescuefaktoren (Kapitel 7.1, S. 96).

Grundlage der hier vorgestellten Methode ist daher ein indirekter Toxizitatsassay.
Der so genannte Thymidylat-Synthase Inhibition Assay (TSIA) quantifiziert die Wir-
kung durch die Hemmung des Thymidineinbaus in der Zelle (Kapitel 7.1, S. 96).
Dieser Assay ermoglicht daher, Patientenproben direkt zu messen. Ungenauigkei-
ten, die durch die Ubertragung von Ergebnissen aus Zelllinien auf Patientenblasten
entstehen, werden dadurch vermieden. Den Bezug zu weiteren klinischen Beobach-

tungen herzustellen wird dadurch erleichtert.

Bei unseren Untersuchungen wurden daher Patientenblasten ex-vivo mit
7-OH MTX allein, MTX allein und in verschiedenen Mischungsverhaltnissen inku-

biert und miteinander verglichen.

Im Rahmen dieser Versuchsreihen wird zum ersten Mal die pharmakodynamische
Wirkung von 7-OH MTX ex-vivo untersucht. Auch die Interaktion zwischen Metabolit
und Muttersubstanz wird erstmals in Patientenproben analysiert. Das Verwenden
von Patientenproben vermindert das Risiko, falsche Interpretationen aus den Er-

gebnissen fur die Klinik zu ziehen.
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Eigenschaften der wichtigsten verwendeten Substanzen

2 Chemisch-physikalische Eigenschaften der

wichtigsten verwendeten Substanzen

2.1.1.1 Methotrexat

Methotrexat (MTX) ist der internationale Freiname flir den Folsaure-Antagonisten
4-Amino-4-desoxy-10-methylfolsaure, auch Amethopterin genannt. Die Summen-
formel CyH22NgOs resultiert in einer Molmasse von 454,46 g/mol. Bei MTX handelt
es sich um ein gelbes bis orange-braunes, kristallines Pulver mit einem Schmelz-
punkt von 182-189° C. MTX ist in Wasser praktisch unléslich, in anorganischen
Sauren sowie im alkalischen Bereich |6slich. Die Lagerung sollte vor Licht und Luft
geschitzt erfolgen. Ebenso muss bei Dauerinfusionen Uber 12 h flr einen ausrei-
chenden Lichtschutz gesorgt werden [111]. MTX besteht aus einem Pteroingerist
und einer daran peptidisch verknlpften L-Glutaminsaure (Abbildung 1). Im Gegen-
satz zur Folsaure befindet sich am C, der Pteroinsdure eine primare Aminogruppe

und am N4 eine Methylgruppe.

Die pKs-Werte der funktionellen Gruppen liegen bei 3,4 und 4,7 fir die a- und
y-Carboxylfunktion der Glutaminsaure und bei 5,71 fir das N4 [2, 109].

O OH
@
O
N~ =
H
OH

NH,
N N\ N
NS P

H,N N N

Abbildung 1: Methotrexat (MTX).
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2.1.1.2 7-OH Methotrexat

Bei 7-Hydroxymethotrexat (7-OH MTX) handelt es sich um den in der Leber durch
unspezifische Aldehydoxidasen [91, 99] und Xanthinoxidase [99] gebildeten Haupt-
metaboliten in der Hochdosis-Chemotherapie [91]. Er unterscheidet sich von MTX
durch die Hydroxylgruppe am C; (Abbildung 2). Dabei wird die Léslichkeit im physio-
logisch interessanten Bereich von pH 5 bis 7 vermutlich aufgrund intramolekularer
Wasserstoffbriicken [170] deutlich erniedrigt (Tabelle 5, S. 46). Trotz fehlender di-
rekter Wirkung auf die DHFR [69] konnte gezeigt werden, dass dieser Metabolit so-

wohl in Affen [91] als auch in Ratten [162, 163] Nierenversagen induzieren kann.

O. OH
0
o)
NH, N~ *
N : OH
N | A N
PN W
HN" "N~ "N~ "OH
Abbildung 2: 7-Hydroxymethotrexat (7-OH MTX).
2.1.1.3 2,4 Diamino-N"’-methylpteroinsidure (DAMPA)

DAMPA ist ein hauptsachlich durch Intestinalbakterien gebildetes Abbauprodukt
von MTX, das nicht nennenswert im Blut der Patienten zu finden ist [52, 172]. Che-
misch unterscheidet sich DAMPA vom MTX durch das Fehlen des Glutaminsaure-
restes. Die Wirksamkeit auf die Dihydrofolatreduktase (DHFR) betragt nur 1/200 des
MTX [172]. Daher misst man diesem Metaboliten nur wenig Bedeutung zu. Interes-
sant ist dagegen sein Auftreten bei der Gabe von CPG,. Einerseits kreuzreagiert
DAMPA dabei erheblich mit dem EMIT-Assay [11], weiterhin ist seine Loslichkeit —
vermutlich aufgrund des fehlenden Glutaminsauresubstituenten — weiter einge-
schrankt (Tabelle 5, S. 46). DAMPA besitzt eine Molmasse von 326 g/mol.

-15-
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OH

NH,
NP NS TN
PN

HNT N7 N

Abbildung 4: 2,4 Diamino-N"’-methylpteroinsdure (DAMPA).

2.1.1.4 Leukovorin

Bei Leukovorin (LV) handelt es sich chemisch um N-[(6R,S)-5-Formyl-5,6,7,8-
tetrahydropteroyl]-L-glutaminsaure, auch 5-Formyltetrahydrofolsdure, Citrovorum

Faktor oder Folinsdure genannt.

Mit einer Summenformel CyH23N;O; betragt das entsprechende Molgewicht des
LV 473,45 g/mol. LV kommt in verschiedenen Mikroorganismen vor, fir die LV ein
Wachstumsfaktor darstellt, so z.B. fur das Milchsaurebakterium Leuconostoc citro-
vorum, weshalb LV auch als Citrovorum-Faktor bezeichnet wurde. LV tritt als aktiver
C-1-Kérper und Ubertrager der Formylgruppen im Stoffwechsel der Folsaureab-
kémmlinge auf. Das Calciumsalz des auch synthetisch zuganglichen LV findet the-
rapeutische Verwendung als Antidot gegen Folsaure-Antagonisten [142]. Dabei
muss es nach in-vitro Studien an Zelllinien spatestens 24 h nach MTX Gabe appli-

ziert werden [34].

o OA
0
o. H o
OY N~ =
H
N OH

HN N
O N

NS

HNT ON

N
H

Abbildung 4: Leukovorin (LV). Der Glutaminsaurerest ist als Abkdmmling einer nattrlichen

Aminosaure S-konfiguriert.

LV besitzt zwei Chiralitdtszentren. Es handelt sich daher um ein Diastereomeren-

paar [19, 20, 22]. Als Abkémmling der Folsaure ist dabei ein Chiralitatszentrum als
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Eigenschaften der wichtigsten verwendeten Substanzen

Teil der Glutaminsdure immer S- konfiguriert. Der asymmetrisch substituierte Koh-
lenstoff Cs - als Teil des Pteridinrings — kommt sowohl in S- als auch R- Konfigurati-
on vor, es handelt sich also um Epimere. Kommerziell erhaltliche Produkte enthalten
gleiche Mengen dieser Epimere. Dabei zeigt nur S-LV pharmakologische Aktivitat,
indem es rasch im Blut zum aktiven 5-MTFH (Abbildung 6) metabolisiert wird [19,
20]. L-LV wird unverandert vorwiegend renal eliminiert und zeigt keine pharmakody-
namische Aktivitat [119, 168].

Die pK, Werte des LV betragen 3,1, 4,8, und 10,6 [168].

(@) OH
(@)
@)
@) | N~ =
H
N OH
HN N
PN "
NN

HN" N7 N
H

Abbildung 6: 5-Methyltetrahydrofolsaure (5-MTHF).

2.1.1.5 Carboxypeptidase G, (CPGy)

Die Metall-Carboxypeptidase CPG, gehort zu der Substanzklasse der Carboxypep-
tidase G. Enzyme dieser Gruppe spalten C-terminale Glutaminsaure-reste von Fol-
saure und strukturell ahnlichen Substanzen enzymatisch ab. Es handelt sich bei der
CPG, um ein 2 x 42 kD schweres Protein, das Zn?" als Cofaktor zur Enzymfunktion
bendtigt. Das Aktivitatsmaximum fiir die Exopeptidaseaktivitat liegt im pH-Bereich
von 7,0 bis 7,5. Der isoelektrische Punkt betragt pH 7,8. Eine Einheit CPG, wird
dabei definiert als die Menge CPG,, die bendétigt wird, um 1 yM MTX pro Minute und
ml Reaktionsldsung abzubauen. Die Reaktionslosung besteht aus 100 pmol
Tris/HCI; 60 nmol MTX und 260 nmol ZnCl;, pro ml. Die Umsetzung erfolgt bei 37° C
und wurde bei 320 nm mit einem Absorptionskoeffizienten von 8300 I/mol/cm ge-
messen [114, 160].

2.1.1.6 Serumalbumin

Bei den Albuminen handelt es sich mit etwa 60 % des Gesamteiweiles um die
grofldte Gruppe von Proteinen im Plasma. Die Albumine unterscheiden sich durch
ihre Loslichkeit in elektrolytfreiem Wasser von den sie begleitenden Globulinen. Im
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Eigenschaften der wichtigsten verwendeten Substanzen

Vergleich zu den erwahnten Globulinen besitzen Albumine niedrigere Molmassen
(um 69000 g/mol) und sind erst durch relativ hohe Salzkonzentrationen ausfallbar.
Albumine sind reich an negativ geladenen Aminosauren (Glutamin- u. Asparagin-
saure) sowie an Leucin u. Isoleucin, wohingegen Glycin nur gering vertreten ist. Der
isoelektrische Punkt liegt bei 5,9. Albuminlésungen werden medizinisch bei Schock-
zustanden, Eiweild- und Blutverlusten infundiert. Die Halbwertszeit betragt dann et-
wa 10 Tage. Radioaktiv mit **'I markiertes Albumin wird in der Radiodiagnostik ein-
gesetzt [142].

Als pharmakodynamisch neutraler Trager flr Arzneistoffe wird zumeist humanes
Serumalbumin  (HSA) eingesetzt. MTX kann dabei durch die «- oder

y-Carbonsauregruppe der Glutaminsaure an das HSA kovalent gebunden sein.
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Verwendete Gerate, Programme und Substanzen

stanzen

Gerate

Tabelle 1: Verwendete Gerate.

Verwendete Gerédte, Programme und Sub-

Gerat Typ Firma
Analytische Waage Sartorius Waage BP 210 | Sartorius AG
S
pH Meter pH 530 WTW
Abblaseeinrichtung Supelco
Ultraschallbad Sonorex TK 20 Bandelin Elektronik

Schattler Vortex Genie 2 Bender & Hobein, Zurich
Kuihlzentrifuge Centrifuge 5417 R Eppendorf
Wasseraufbereitungsanlage | Mill-Q Millipore
Elektrophoresegerat 1 System P/ACE 5510 Beckman
Elektrophoresegerat 2 System P/ACE 5010 Beckman
Elektrophoresegerat 3 Biorad Focus 3100 Biorad

Kapillare Agilent Bubble Cell Agilent
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Substanzen

Tabelle 2: Liste der verwendeten Substanzen.

Substanz Abkiirzung Quelle CAS-Nr.
Methotrexat MTX Sigma 59052
7-Hydroxymethotrexat 7-OH MTX Schircks 86245
4-Deoxy-4-amino-N10- DAMPA Sigma 19741141
methylpteroinsaure
5-Methyltetrahydrofolsaure 5-MTHF Sigma 68703913
Leukovorin LV Sigma 6035456
S-Leukovorin S-LV Zamban, It. AM: Folaxin
Aminopterin als Interner Stan- | Sigma 54626

dard IS

Carboxypeptidase G, CPG, CAMR, Salis- AM : Lot 003

burg, GB Oct. 1991
Acetonitril ACN Roth 75058
2,6-Dimethyl-B-Cyclodextrin DM-B-CD Sigma 51166-713
Natriumdodecylsulfat SDS Sigma 151213
Harnstoff Urea Roth 57136
B-Hydroxypropyl-Cyclodextrin | B-HPCD Fluka 136019120
y-Cyclodextrin v-CD Wacker Chemie | 17465860
Natriumdihydrogenphosphat | Na,HPO,*2 H,O | Merck 75588058
Dinatriumhydrogenphosphat | Na;HPO4*1 H,O | Merck 7558794
Zinkchlorid ZnCl, Sigma 7646857
2-Amino-2-hydroxyethyl-1,3- | Tris Merck

propandiol
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Verwendete Gerate,

Programme und Substanzen

Programme

Tabelle 3: Verwendete Programme.

Softwareprogramm Version Hersteller

SigmaStat Version 2.03 SPSS Inc.

SigmaPlot Version 5 SPSS Inc.

Kinetica Version 4.00 Inna Phase Corporation

NonMem Version 5.0 NonMem Project Group,
University of California,
S.F.

Fortran Compiler Fortran 90 V 4.0 Lahey

Topfit Version 2.0 Thomae

Excel als Teil von MS Office|Microsoft

2000
Rechner Celeron Pro Intel
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Abbau von R,S-Leukovorin durch CPG,

4 Abbau von R,S-Leukovorin durch Carboxy-
peptidase G;

4.1 Einleitung und Fragestellung

Mit der zunehmenden Bedeutung von MTX in der Tumortherapie stieg auch das
Interesse, neue Wege zu finden, um in den Folsaurestoffwechsel einzugreifen und
damit eine tumorhemmende Wirkung zu erzielen. Levy et al. gelang 1967 die Syn-
these einer neuen Gruppe von Peptidasen, den Carboxypetidasen G [78]. Diese
Exopeptidasen spalten enzymatisch den fir die Wirksamkeit wichtigen Glutaminsau-
reanteil der reduzierten Folate und Antifolate ab [107] und bieten somit die gesuchte

Méglichkeit, den Folsaurestoffwechsel zu hemmen.

Mit der Carboxypeptidase G; konnten McCullough et al. 1971 eine Me-
tall-Carboxypeptidase gewinnen, die etwa gleich schnell Folsaure, Leukovorin, MTX
und Aminopterin abbaut [114]. In Zellversuchen zeigt diese Carboxypeptidase je-
doch nur eine geringe Hemmung des Tumorwachstums [42, 100]. Erste Untersu-
chungen am Menschen wiesen dabei schon auf die Einsatzmoglichkeiten der Car-
boxypeptidase als Notfallmedikament in der Antifolattherapie hin. Schlussendlich
ging der Bakterienstamm zur Gewinnung der CPG; jedoch verloren, so dass diese

Carboxypeptidase nicht mehr zur Verfligung steht [105].

Erst die Gewinnung der CPG; aus rekombinant veranderter E. coli Keimen [117,
160] im Jahre 1983 fuhrte zur erweiterten klinischen Anwendung. Im Mittelpunkt
steht seitdem die Verwendung der CPG, als Notfallmedikament in der HD-MTX
Therapie. Die unterschiedlichen Ky-Werte fur Folsaure (Ky =4 uM), 5-MTHF (Ky
=34 uM), MTX (Ky = 8 uM) und LV (Ky = 120 uM) [160] ermoglichen den schnellen
Abbau stark erhdhter und somit lebensbedrohende MTX-Werte innerhalb weniger
Minuten [179]. Untersuchungen an Rhesus-Affen konnten die Effektivitat des
MTX-Abbaus in-vivo durch dieses Enzyms belegen [8]. Die MTX-Konzentrationen
der drei mit CPG, behandelten Affen lag 15 min nach Gabe des Enzyms um zwei
Zehnerpotenzen niedriger als die der Kontrollgruppe. Auch am Menschen konnte

die Effektivitdt des Enzyms gezeigt werden [179].

Adamson et al. untersuchten die Kinetik des Enzyms an zwei Rhesus-Affen. Nach

einer Bolusgabe von 50 U/kg CPG, konnte die Elimination mit einem linearen
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1-Kompartiment Modell beschrieben werden. Das Enzym zeigte eine HWZ von
55 min in dieser Versuchsreihe [8]. Uber das Verteilungsvolumen wird keine Angabe
gemacht. Uber V =m/c bei einer Bolusgabe kann ein Verteilungsvolumen von
25 ml/kg' abgeschatzt werden. Dies entspricht in der GréRenordnung dem

Blutplasmavolumen.

Die klinische Wirksamkeit und Problematik der Anwendung der CPG; soll im fol-
genden Abschnitt am Beispiel einer Osteosarkom-Patientin, die im Rahmen einer
renalen Ausscheidungsstdrung stark erhdhte MTX-Plasmakonzentrationen zeigte,

erlautert werden.

4.1.1 Fallbericht einer Osteosarkom-Patientin

Die 15 jahrige Osteosarkom-Patientin erhielt in ihrer 18. Therapiewoche protokoll-
gemaR 12 g/m? MTX als 4 h Infusion. Dies entspricht bei einer Kérperoberfliche
(KOF) von 1,46 m? 17,5 g MTX. Der Kreatininwert als MaR fiir die Nierenfunktion
war eine Woche vorher bestimmt worden und zeigte mit 0,7 mg/dl keine Anzeichen
eines Nierenschadens. Die 4 h Infusion verlief unauffallig. Uberraschenderweise
zeigte sich am Infusionsende eine MTX-Konzentration, die mit 200 uM weit unter-
halb der Konzentration einer Vergleichspopulation auf Basis der Daten von Graf et
al. [81] von 1340 uM lag (Tabelle 24, S. 143). Die folgende routinemaRig mit der CE
gemessene 24 h Plasmakonzentration zeigte allerdings bereits einen Wert, der mit
238 uM (Tabelle 21, S. 137) deutlich erhoht war.

' Aus der Grafik wurde c(t,) von etwa 2 U/ml abgelesen. Die Bolusgabe betrug wie oben
erwahnt 50 U/kg.
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Abbildung 6: Elektropherogramm einer Plasmaprobe einer Osteosarkom-Patientin unmit-
telbar vor CPG,-Gabe (—: 270 nm;—: 300 nm;—: 310 nm; —: 320 nm).

Die weiteren engmaschig kontrollierten MTX-Plasmakonzentrationen sanken bedeu-
tend langsamer als Ublich (Abbildung 8, S. 26). Daher entschied man sich zur Stun-
de 54 fir die Gabe von 2000 U CPG.. Dies entspricht etwa der empfohlenen Dosis
von 50 U/kg. Abbildung 6 zeigt das Elektropherogramm (Methode nach Sczesny
[156]; Kapitel 5.4.1, S. 56) der Plasmaprobe dieser Patientin unmittelbar vor CPG.-
Gabe. Die Peaks lassen sich durch die Migrationszeiten, deren Reihenfolge und den
vier gleichzeitig gemessenen Wellenlangen (schwarz: 270 nm; rot: 300 nm; grin:
310 nm und blau: 320 nm) zu den entsprechenden Substanzen zuordnen. Die ho-

hen MTX-Plasmakonzentrationen zeigen sich durch einen Peak bei etwa 3,6 min.
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Abbildung 7: Elektropherogramm einer Plasmaprobe einer Osteosarkom-Patientin unmit-
telbar nach CPG,-Gabe (50 U/kg) (—: 270 nm;—: 300 nm;—: 310 nm; —: 320 nm).

Abbildung 7 zeigt das Elektropherogramm dieser Patientin unmittelbar nach Gabe
von 2000U CPG,. Der in Abbildung 6 klar erkennbare MTX-Peak liegt in
Abbildung 7 unterhalb der Bestimmungsgrenze von 5 uM. Zusatzliche Peaks wer-
den bei etwa 3,10 min sichtbar (vgl. [156]), dabei handelt es sich um die um eine
Glutaminsaure verklrzten Abbauprodukte der Folsaurederivate, hauptsachlich das
von MTX abgeleitete DAMPA (s. S. 15). Da die Ladung der bei pH 5,9 ionisierten
Glutaminsaure fehlt, wandern diese Metabolite verstarkt mit dem elektroosmoti-

schen Fluss (EOF), wodurch sich die Migrationszeiten verkiirzen.

Abbildung 8 zeigt den Plasmakonzentrationszeitverlauf dieser Patientin. Die
schwarze Linie zeigt den berechneten Normalverlauf dieser Werte, beruhend auf
den von Graf et al. verdffentlichten Daten [81] als Vergleich. Die mit dem Emit-
Assay gemessenen MTX-Werte sind aufgrund der Kreuzreaktivitat mit dem im Nor-
malfall nicht erscheinenden DAMPA gegenlber den CE-Werten falsch erhéht. Die
CE beweist hierbei den Wert dieser Analytik in klinisch seltenen, aber sehr gefahrli-

chen Situationen.
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Abbildung 8: Plasmakonzentrationen einer Patientin bei Gabe von CPG, (e: MTX-Werte
mittels CE gemessen; ¢: MTX gemessen mit dem Emit-Assay) gegenuber den Werten einer

vergleichbaren Population [81] (schwarze Linie: Normalverlauf mit Mittelwerten).

4.1.2 Fragestellung

Als Vorteil der CPG, gegenuber der CPG, und theoretische Grundlage fur die An-
wendung der CPG; als Notfallmedikament gelten die stark unterschiedlichen
Ku-Werte des Antifolates MTX gegentber dem LV-Rescue [160]. Der Ky-Wert flr
MTX wird dabei mit 8,0 uM angegeben, wahrend der Ky-Wert des LV auf 120 uM
bestimmt wurde. Weiterhin scheint das Allergisierungspotential der CPG, aufgrund

der rekombinanten Herstellung gegeniber ihrer Vorgangerin reduziert [6].

Wie in Kapitel 2.1.1.4 auf S. 16 beschrieben wurde, handelt es sich bei LV um E-
pimere. Aufgrund der Stereoselektivitat vieler Enzyme kann nicht von einem equi-
molaren Abbau des S- und des R-LV ausgegangen werden. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde daher eine stereoselektive kapillarelektrophoretische Methode entwickelt,
welche die beiden Diastereomere und deren Abbauprodukte trennt und somit einen
Ruckschluss auf den tatsachlich vorhandenen lebensnotwendigen Rescue fiir die

Patienten zulasst.

Diese Untersuchung leistet einen Beitrag in der Diskussion um die CPG, und dient
damit unmittelbar den Patienten, insbesondere in Anbetracht der immer weiter ver-
breiteten Anwendung der CPG,[105].
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4.2 Methoden
4.2.1 Herstellung der verwendeten Substanzen
4.2.1.1 LV-Stammlésung

100 mg R,S-LV wurde in einen 100 ml Messkolben eingewogen und mit unten er-
wahntem Tris-Puffer aufgefullt. Daraus wurde eine 554 uM Lésung (Endkonzentrati-
on der beiden Epimeren nach Zugabe von 1/10 CPG,-Lésung jeweils 250 uM) her-

gestellt. 2,62 ml wurden mit Tris-Puffer ad 10 ml im Messkolben aufgefillt.

2 x 15 ml der oben hergestellten Stammlésung (1 g/l) wurden vor Licht geschitzt
bei —20° C gelagert. Verdiinnte Lésungen wurden in Mengen um 10 ml zum tagli-
chen Arbeiten etwa eine Woche lang verwendet und anschlieBend verworfen. Wah-

rend dieser Zeit wurden sie im Kihlschrank bei —4° C aufbewahrt.

4.2.1.2 Tris-Puffer

26,8 mg ZnCl, und 12,2 g Tris wurden in ein 1 | Messkolben eingewogen. Mit Aqua
pur. wurde auf 1 | aufgefiillt und die Substanzen mittels eines Magnetrihrers gelost.
Anschlielend erfolgte mit 1 mM H3PO, die Einstellung des Puffers auf pH 7,3.

4.2.1.3 CPG,-L6ésung

Ein Vial mit 1000 U CPG, wurde mit 2,5 ml Tris-Puffer aufgeldst und etwa 10 min
ins Ultraschallbad gestellt. 500 pl dieser Lésung wurden mit Tris-Puffer zu einem

Gesamtvolumen von 20 ml aufgeflillt. Diese Lésung enthielt damit 10 U/ml CPG..

4.2.1.4 Phosphat-Puffer

Die Einstellung von 10 ml 90 mM NaH,PO, auf pH 7,0 erfolgte mit 90 mM
Na,HPO,. Dieser Puffer wurde taglich frisch hergestellt.

Der Laufpuffer selbst enthielt zusatzlich 50 mM DM-B-CD zur chiralen Trennung.
5 ml des oben hergestellten Phosphatpuffers wurde mit 380 mg DM-B-CD versetzt.
Der Puffer wurde gerthrt und fir mindestens 15 min ins Ultraschallbad gestellt. Der
Puffer wurde taglich durch einen Sterilfilter mit 0,45 ym Durchmesser filtriert und

jede Woche neu angesetzt.
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Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Dimethyl-B-Cyclodextrin handelt es sich um
Heptakis-(2,6-di-O-methyl)-beta-cyclodextrin  (Dimeb; DM-B-CD) mit einem
Schmelzpunkt von 298-310° C. Aus der Summenformel Cg4H4112040 ergibt sich eine

Molekulmasse von 1521 g/mol.
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Abbildung 9: 2,6-Dimethyl-B-Cyclodextrin (DM-B-CD).

Cyclodextrine enthalten in ihrem Kristallgitter Cyclohexa-(-hepta-, -octa-)amylosen,
die so aufeinander geschichtet sind, dass sie durchgehende innermolekulare Kanale
bilden, in denen sie hydrophobe Gastmolekiile, in wechselnden Mengen bis zur Sat-
tigung einschlieen kénnen (,molekulare Verkapselung“). Bekannteste Einschluss-
verbindung ist a-Cyclodextrin mit lod, die blau gefarbt ist und in der die lod-Atome
perlschnurartig in den Kanalen angeordnet sind. Cyclodextrine werden aufgrund
dieser Eigenschaften zur Fertigung von Nahrungsmitteln, Kosmetika, Pharmazeuti-
ka u. Pestiziden sowie zur Festphasenextraktion eingesetzt. Durch ihre Wechselwir-

kungen mit chiralen Molekulen eignen sie sich als chirale Selektoren [142].

4.2.1.5 Interner Standard

Als interner Standard wurde Aminopterin in einer Konzentration von etwa 0,1 g/l
verwendet. Die Substanz wurde abgewogen und in einem 100 ml Messkolben mit

Aqua pur. aufgefulit.
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Abbildung 10: Aminopterin (AMP).
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4.2.2 Probenvorbereitung

500 yl der zu untersuchenden LV-Ldsung wurden aus dem Kuhlschrank (4° C)
mind. 30 min vor Inkubationsbeginn mittels eines schuttelnden Thermostatblocks
auf 37° C erwarmt. Wahrenddessen wurde fur jede Zeitentnahme, jede Kalibration
und Richtigkeitskontrolle ein 2 ml Eppendorf-Gefald vorbereitet. In diese pipettierte
man 50 pl eiskaltes ACN und 20 pl der Aminopterin-Lésung als IS. Die Gefalte wur-
den verschlossen und auf Eis gestellt. Unmittelbar vor Beginn des Abbaus erfolgte
die Entnahme von 50 ul LV-Ldsung als 0 min Wert, die in das entsprechende Ep-
pendorf Gefald abgefiillt wurde. Zum Zeitpunkt t, wurden dann 50 ul, der ebenfalls
auf 37° C erwarmten 10 U/ml CPG,-Lésung zugegeben (Endkonzentration 1 U/ml)
und somit der enzymatische Abbau des LV gestartet. Zu den gewlinschten Zeit-
punkten wurden 50 pl der Lésung entnommen und in das jeweilige auf Eis stehende
Eppendorf-Gefal® pipettiert. AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation der Probenge-
fake fur 10 min (4° C; 15000 rpm). 35 pl des Uberstandes wurden zur Analyse in ein
CE-Vial abgefiillt.

4.2.3 Gerit und Trennbedingungen

Die oben gewonnenen Proben wurden mit Hilfe eines Beckman System P/ACE
5510 oder P/ACE 5010 analysiert. Zur Trennung wurde eine 20/26,8 cm lange Ka-
pillare mit erweitertem Detektionsfenster verwendet. Der Durchmesser betrug
50 um. Die Konditionierung erfolgte vor jedem Lauf durch Spillen der Kapillare
2 min mit NaOH, 2 min mit Laufpuffer ohne Zusatz von DM-B-CD und anschlieend
30 sec mit Laufpuffer, der 50 mM DM-B-CD enthielt. Die Trennung erfolgte bei nor-
maler Polung (Kathode an der Detektorseite) und einer angelegten Spannung von

8 kV. Die resultierende Stromstarke betrug bei dem verwendeten 90 mM Phosphat-
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puffer mit 50 mM DM-B-CD etwa 60 pA. Der Puffer wurde flr bis zu 7 Laufe ver-

wendet und dann erneuert.

Zur Detektion wurde entweder ein Diodenarray Spektrum von 220 bis 330 nm auf-
genommen oder die UV-Absorption bei 300 nm mittels eines UV-VIS Detektors ge-

messen.

Die Injektion der Probe erfolgte im hohen Konzentrationsbereich (Abbau von
250 uM LV) fir 6 s bzw. im niedrigen Konzentrationsbereich (Abbau von 30 uM)
10 s mit jeweils 3448 Pa.

4.3 Validierung

4.3.1 Peakbestimmung

Die Peakzuordnung erfolgte durch Zumischung des S-LV direkt bzw. nach 10 min
Abbau durch die CPG, zu den entsprechenden Ldsungen der Epimere.
Abbildung 11 zeigt die Zumischung von S-LV (rot) zu dem Epimerengemisch R- und
S-LV. Wie zu erwarten sind die korrigierten Peakflachen (kA) der beiden Epimere
mit kAr.Lv= 1964 und kAs y= 1936 im ersten Lauf (rot) praktisch gleich. Da keine

CPG; zugesetzt wurde, treten hierbei keine Abbauprodukte auf.
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Abbildung 11: Elektropherogramme der Epimere S-LV und R-LV (rot) und Zumischung von

S-LV zu diesem Gemisch (blau).
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Zur weiteren Ildentifizierung wurden Dioden-Array Spektren im Bereich von 220 bis
330 nm aufgenommen. Fur R-LV (Abbildung 12) konnten zwei Maxima bei 292 und
222 nm, sowie ein Minimum bei 248 nm ermittelt werden. S-LV (Abbildung 13) zeigt
das gleiche Spektrum. Diese liegen flir die Maxima bei 293 nm und 225 nm und fir
das Minimum bei 248 nm. Auch die grafische Betrachtung zeigt die Ubereinstim-

mung der UV-Spektren der beiden Diastereomere untereinander und mit der Litera-

tur [79].

Absorption
3

b i

Wellenlange [nm]

Abbildung 12: UV-Spektrum von R-LV im Bereich von 220 nm bis 330 nm mit Maxima bei
224 nm und 292 nm.

Absorption

YWellenlange [nm]

Abbildung 13: UV-Spektrum des S-LV im Bereich von 220 nm bis 330 nm mit Maxima bei
225 nmund 293 nm.
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Nach 16 min Abbau (rot) von R,S-LV durch CPG; zeigen sich in Abbildung 14 ne-
ben den beiden Epimeren auch die um die Glutaminsaurereste verkirzten Abbau-
produkte (Abbildung 15). Dabei handelt es sich um die beiden Enantiomere der N-
(6R,S)-5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydropteroinsdauren (FTHPA). Die Zumischung von
S-LV, das ebenfalls mit CPG, abgebaut wurde zeigt, dass es sich bei den beiden
spater auftretenden Peaks um S-LV bzw. seinen Abkdmmling (in Abbildung 14 als
S-FTHPA bezeichnet) handelt (Abbildung 14, blau).
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Abbildung 14: Elektropherogramm der Zumischung von 16 min abgebautem S-LV (blau,
Druckinjektion 6 s bei 3448 Pa) zu R,S-LV (rot, Druckinjektion bei 10 s bei 3448 Pa). Neben
R- und S-Leukovorin sind die beiden Abbauprodukte N-(6R,S)-5-Formyl-5,6,7,8-
tetrahydropteroinsauren (R-FTHPA bzw. S-FTHPA) und der interne Standard Aminopterin
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Abbildung 15: N-(6R,S)-5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydropteroinsaure (6R,S-FTHPA).
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Die beiden Abbauprodukte wurden mittels DAD untersucht. Als Enantiomere dir-

fen sie sich in ihren UV-Spektren nicht unterscheiden.

Abbildung 16 zeigt das Spektrum der N-(6R)-5-Formyl-5,6,7,8-
tetrahydropteroinsaure im Bereich von 220 nm bis 330 nm. Darin sind zwei Maxima
bei 226 nm und 289 nm zu erkennen. Weiterhin zeigt sich ein Extinktionsminimum
bei 246 nm. Das Spektrum entspricht dem in Abbildung 17 gezeigten Spektrum von
N-(6S)-5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydropteroinsaure. Die Maxima liegen bei 288 nm und
225 nm, das Minimum bei 247 nm. Insgesamt ist bei beiden Spektren die nahe Ver-
wandtschaft zu den Spektren der Muttersubstanzen zu erkennen, da das fiir die UV-
Absorption verantwortliche konjungierte n-Elektronensystem des Pteridinrings von
der abgespaltenen Glutaminsaure (vgl. Strukturformel in Abbildung 4, S. 14 und
Abbildung 15, S. 32) nur wenig beeinflusst wird.
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Abbildung 16: UV-Spektrum der N-(6R)-5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydropteroinsaure im Bereich
von 220 nm bis 330 nm.
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Abbildung 17: UV-Spektrum der N-(6S)-5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydropteroinsdure im Bereich
von 220 nm bis 330 nm.

4.3.2 Inaktivierung und Stabilitit der Proben

Zur Bestimmung des Abbaus muss ausgeschlossen werden, dass nach Ablauf der
gewlnschten Reaktionszeit eine weitere Umsetzung der Folate und Antifolate durch
die CPG; stattfindet. Nach Widemann et al. wird der Plasmaprobe ein Zehntel des
Probenvolumens an 1 N HCI zugesetzt [178]. Die Zugabe der Saure fiihrte in dieser
Versuchsreihe jedoch zu keiner vollstandigen Inaktivierung der CPG, und fihrte
gleichzeitig zu einer verminderten Trennleistung, insbesondere der Abbauprodukte
(Abbildung 19). Der gleich schnelle Abbau beider Diastereomere kann dabei als
Hinweis auf eine unspezifische saure Verseifung der Peptidbindung angesehen

werden.
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Abbildung 19: Abbau von R,S-LV (rot) zu 5-FTHPA (blau) nach Zugabe von 1 N HCI (1+9)
zur Inaktivierung der CPG..

Alternativ wurde daher 10 %, 20 %, 100 % (bezogen auf die Probenmenge) eisge-
kiihltes ACN zur Inaktivierung zugesetzt. Dabei zeigte sich nur fur die 100 % ACN-
Zugabe eine vollstandige Inaktivierung der CPG, (Abbildung 20). Fur niedrigere
Konzentrationen an ACN wurde ein Abbau beider Diastereomere beobachtet. Dabei

Uberwog der Abbau des S-LV gegeniber dem Abbau von R-LV.
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Abbildung 20: Elektropherogramme der R,S-LV Probe direkt (blau) nach Inaktivierung mit
ACN (1+1) und nach 4 h Lagerung (rot) germessen.
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4.3.3 Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten

Zur Identifizierung und Zuordnung der Peaks sind neben den oben erwahnten
UV-Spektren, der Reihenfolge der Peaks auch die Migrationszeiten der Peaks zu
verwenden. Aufgrund der fehlenden Referenzsubstanz fur die FTHPA wurden die
Migrationszeiten beim Abbau analysiert und die entsprechenden Peaks ab dem Lauf
der Detektion (zwei bzw. 3) aufgetragen (Abbildung 21). In Tabelle 4 sind die Migra-
tionszeiten an mehreren Tagen mit ihrem Mittelwert der Migrationszeiten, Standard-
abweichungen und Variationskoeffizienten aufgetragen. Die héchsten Variationsko-
effizienten zeigten sich bei S-LV, das auch die grofiten Migrationszeiten aufwies.
Der maximale VK betrug 7,5 % am Tag 1. Eine Zuordnung der Peaks war, wie in
Abbildung 23 auf S. 40 dargestellt, aufgrund der Reihenfolge der Peaks trotzdem
problemlos moéglich. Weiterhin kénnen auch UV-Spektren zur Identifizierung, wie in

Kapitel 4.3.1 auf S. 30 beschrieben, herangezogen werden.

Tabelle 4: Migrationszeiten der Analyten an drei verschiedenen Tagen mit Standardabwei-
chung (SD) und Variationskoeffizient (VK).

R-FTHPA | S-FTHPA IS R-LV S-LV
Mittelwert
Tag 1 [min] 6,6 6,9 8,1 11,2 11,8
SD [min] 0,2 0,2 0,4 0,8 0,9
VK 2,7% 2,3% 5,0% 6,8% 7,5%
Mittelwert
Tag 2 [min] 6,9 7,0 8,5 11,5 12,0
SD [min] 0,1 0,1 0,4 0,6 0,7
VK 1,8% 1,5% 4,8% 5,4% 5,6%
Mittelwert
Tag 3 [min] 6,5 6,7 8,1 11,1 11,6
SD [min] 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2
VK 0,8% 1,5% 4,8% 5,4% 5,6%
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Abbildung 21: Migrationszeiten bei 7 Laufen innerhalb eines Tages (A: S-FTHPA; A:
R-FTHPA,; e: IS; e: R-LV; e: S-LV).

4.3.4 Kalibrierung

Zur quantitativen Bestimmung wurde eine Kalibrationsgerade fir R- und S-LV aus
jeweils funf unterschiedlichen Konzentrationen erstellt. Die Auswertung erfolgte Gber
das Verhaltnis der korrigierten Peakflache (kA) des Analyten zu der kA des Internen
Standards. Als Bereich fir die Kalibration wurden Konzentrationen von 250 uM bis
zu 31 yM verwendet. In diesem Bereich liegen auch die wahrend des Abbaus erhal-
tenen Konzentrationen. Wie nach dem Lambert-Beerschen Gesetz zu erwarten,
zeigt sich fur alle Kalibrationsgeraden Linearitat (Abbildung 21). Das Bestimmt-
heitsmal} R liegt fir alle Ausgleichgeraden ber 0,993. Fir R-LV berechnet sich die
durchschnittliche Steigung der Ausgleichsgeraden (n =5) auf 0,0175 uM™, der y-
Achsenabschnitt auf 0,0002. Fir S-LV (n=5) betragt die mittlere Steigung
0,0176 pM'1 mit einem y-Achsenabschnitt von —0,016.
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Abbildung 21: Kalibrationsgeraden von R-LV (blau) und S-LV (rot). Das Bestimmtheitsmal}

lag bei allen Kalibrationsgeraden tber 0,993.

4.3.5 Priazision und Richtigkeit

Zur Uberpriifung der Prazision und Richtigkeit wurden zwei verschiedene Konzent-
rationen mit 50 yM und 200 yM mehrfach (n =5) an einem Tag und an vier ver-
schiedenen Tagen gemessen. Die Mehrfachmessung eines Tages zeigte einen Mit-
telwert fir die 200 yM Konzentration von 201,7 uM bzw. 201,9 uM (R- bzw. S-LV).
Der Variationskoeffizient lag bei 2,7 % und 3,3 %. Die vier Messungen an verschie-
denen Tagen zeigten einen Mittelwert von 200,5 yM (R-LV) und 199,3 uM (S-LV)

mit einem Variationskoeffizienten von 2,4 % bzw. 2,7 %.

Fir die 50 uM Konzentration zeigten sich ahnliche Ergebnisse. Der Mittelwert der
Messungen an einem Tag betrug 50,6 uM fur R-LV und 51,4 yM fir S-LV. Die zu-
gehorigen Variationskoeffizienten konnten auf 6,9 % und 7,1 % bestimmt werden.
Die Ergebnisse fiir die vier Messungen an verschiedenen Tagen betrugen 50,6 uM
(R-LV) und 51,5 uM (S-LV). Die Variationskoeffizienten lagen bei 3,9 % und 6,3 %.

Die Methode konnte damit fur die im Rahmen dieser Arbeit gestellten Anforderun-

gen verwendet werden.
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4.4 Ergebnis

Nach der oben beschriebener Methode wurde der Abbau des LV durch CPG, un-
tersucht. Dabei lagen R- und S-LV in einer jeweils Startkonzentration von 250 uM
vor. An den Zeitpunkten tys, t1, t15, t2, t3, 14, ts, t1s, t30, tso Wurde der Abbau mit ACN

gestoppt und nach Aufarbeitung mittels CE bestimmt.

Abbildung 23 (S. 40) zeigt den Abbau des R,S-LV. Wie oben beschrieben verwen-
dete man als Laufpuffer einen 90 mM Phosphatpuffer pH 7,0. Diesem Puffer waren
50 mM 2,6-DM-B-CD als chiraler Selektor zugesetzt. Die Trennung erfolgte nach 6 s
langer Druckinjektion bei 3448 Pa mit normaler Polung und 8 kV Spannung. Die
Detektion erfolgte bei 300 nm. Im obersten Pherogramm (rot) liegen beide Epimere
R-LV (10,2 min) und S-LV (11 min) vor Beginn des Abbaus in etwa gleichen Kon-
zentrationen vor. Der IS Aminopterin erscheint bei 7,9 min. Bereits nach 8 min Ab-
bau mit CPG, (schwarze Abbildung) erscheinen zusatzlich die beiden Abbauproduk-
te des LV, die N-(6R,S)-5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydropteroinsduren deutlich erkenn-
bar. Der S-LV Peak ist dabei schon deutlich kleiner als der R-LV Peak und zeigt den
schnelleren Abbau des aktiven Epimers. Das R-Enantiomer (R-FTHPA) erscheint
bei 6,6 min vor dem S-Enantiomer bei 6,9 min. Bei den folgenden Bildern erfolgte
der Abbau Uber einen Zeitraum von 30 min (blau) bzw. 60 min (grin). Die S-LV
Peaks sind deutlich kleiner als die Peaks des R-LV und somit auch die Konzentrati-
on des S-LV kleiner als die des R-LV. Entsprechend ist die Konzentration des Ab-
bauproduktes S-FTHPA hdher als die des R-FTHPA. Neben den Epimeren R-LV
und S-LV liegen auch die Enantiomere R-FTHPA und S-FTHPA getrennt vor.
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Abbildung 23: Elektrophe-
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R- (2) und S-Leukovorins (3)
mit CPG, zu Beginn des
Abbaus (rot), nach 8 min
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produkt R- (4) und
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hydropteroinsaure (5) sind
bereits nach 8 min sichtbar.
Als interner Standard wurde

Aminopterin (1) verwendet.
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Die Peaks wurden quantitativ ausgewertet. In Abbildung 23 sind die gemessenen
Konzentrationen zu den entsprechenden Zeitpunkten halblogarithmisch aufgetragen
(Tabelle 23, S. 140). Die roten Messpunkte stellen die gemessenen S-LV Werte dar.
Sie liegen an den jeweiligen Zeitpunkten niedriger als die entsprechenden blau ein-
gezeichneten R-LV Messwerte.
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Abbildung 23: Abbau von R,S-LV in halblogarithmischer Auftragung. S-LV (rot) wird signifi-
kant schneller abgebaut als R-LV (blau). Angezeigt sind Median, 25 % und 75 % Perzentile.

Quantitativ unterscheiden sich die beiden Diastereomere in ihrer gemessenen
Konzentration zum Zeitpunkt t, in einem verbundenen t-Test (n = 6) erwartungsge-
maf nicht (P > 0,9). Bereits zum Zeitpunkt t; jedoch zeigt ein verbundener t-Test
einen hochsignifikanten Unterschied im Abbau beider Substanzen (p < 0,001). Da-
bei betragt der Mittelwert der sechs Versuche fir das R-LV 235,5 yM + 10,3 uM. Fir
das S-LV betragt der Mittelwert 224 pM + 10,3 uM. Grafisch ist zu erkennen, dass

sich die Konzentrationen an allen weiteren Zeitpunkten ebenfalls unterscheiden.

Weiterhin wurde aus den Differenzen der Konzentrationen zweier aufeinander fol-

gender Zeitpunkte (v, =4¢) die Abbaugeschwindigkeit v, abgeschéatzt (dies ent-

spricht der 1. Ableitung). Die Zeitpunkte tys, t15 und t;5 wurden nicht mit einbezo-
gen, da es sich dabei um Einzelbeobachtungen handelte. Die grafische Auftragung
(Abbildung 25) zeigt deutlich die groRere Abbaugeschwindigkeit des S-LV gegen-
Uber dem R-LV. Eine Bestimmung von V,.x und Ky ist nicht méglich, da im beo-

bachteten Konzentrationsbereich noch keine V.« erreicht wurde. Vnax Scheint aber
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in unserer Versuchsreihe fir S-LV weit oberhalb von 30 uM/min gelegen zu haben.
Fir R-LV kann man einen Wert oberhalb von 20 uM/min abschatzen. Die Literatur
gibt wie oben erwahnt nur einen gemeinsamen Ky-Wert fir R- und S-LV von
120 uM an [160].
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Abbildung 25: Abbaugeschwindigkeiten [uM/min] gegen die Konzentrationen fir S-LV (rot)
und R-LV (blau).

Weiterhin wurde ein niedrigerer Konzentrationsbereich untersucht. Die untersuch-
ten Konzentrationen der Epimere liegen dabei im Konzentrationsbereich des Res-
cues nach Standarddosierung [126, 168, 171, 183, 187]. Die Ausgangskonzentrati-
onen von R- und S-LV betrugen nach Zugabe von CPG, 30 uM. Wie in
Abbildung 26 ersichtlich wird auch bei diesen Konzentrationen das aktive Epimer
S-LV deutlich schneller abgebaut als R-LV. Die Aufarbeitung und Trennung erfolgte
nach der oben beschriebenen Methode, allerdings ohne IS und einer auf 10 s ver-
langerten Druckinjektion bei 3448 Pa. Es erfolgte keine quantitative Auswertung, da
bei diesen Versuchen aufgrund der geringen Konzentration keine Kalibration durch-
geflhrt werden konnte. Die Konzentrationen beziehen sich daher auf das Verhaltnis

zur Ausgangskonzentration (30 uM) und sind mit Vorsicht zu interpretieren.
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Abbildung 26: Abbau des R-LV (blau) und S-LV (rot) ab einer Konzentrationen von jeweils
30 uM.

4.5 Diskussion

4.5.1 Analytik

In dieser Arbeit ist die erste analytische Methode dargestellt, die kapillarelektropho-
retisch die beiden Diastereomere R-LV und S-LV trennt. Diese wurde verwendet,
um den Abbau durch CPG; zu untersuchen. Die dabei gewonnenen Ergebnisse
stehen im Einklang mit der Literatur. Cellai et al. gelang ebenfalls durch 2,6-
DM-B-CD die kapillarelektrophoretische Trennung der Epimere. Unter Einsatz von
B-CD oder Trimethyl-B-CD konnte keine Trennung erreicht werden. Dabei verwen-
dete Cellai et al. eine belegte Kapillare, die nur einen geringen elektroosmotischen
Fluss (EOF) aufweist [40]. Die Methode von Cellai et al. eignet sich allerdings nicht
fur die Detektion der beiden N-(6R,S)-5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydropteroinsauren
(FTHPA). Aufgrund der fehlenden dissoziierten Glutaminsaure ist die Wanderungs-
geschwindigkeit im elektrischen Feld geringer als die des LV, und die Laufzeiten
verlangern sich entsprechend. Dies wird in der hier vorgelegten Arbeit durch den
Einsatz des EOF umgekehrt und ermdglicht auch eine Detektion der LV-
Abbauprodukte.

In der hier vorgestellten Methode wurden erstmals die beiden chiralen Abbaupro-
dukte der beiden Leukovorine kapillarelektrophoretisch getrennt und spektro-
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metrisch bestimmt. Eine Quantifizierung erfolgte dabei nicht. Bei den Abbauproduk-
ten handelt es sich mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit um die FTHPA, den um die
Glutaminsaure verkiirzten Teil der beiden LV Diastereomere, parallel dem Abbau
von MTX zu DAMPA dem Wirkmechanismus der CPG, folgend.

Analytisch kann durch Zumischung gezeigt werden, dass die Wechselwirkung des
S-LV mit dem chiralen Selektor schwacher ist als die Wechselwirkung des R-LV mit
DM-B-CD. Durch diese Wechselwirkung wird der Analyt trotz seiner negativen La-
dung, die ihn im elektrischen Feld zum Kapillareneinlal® zurtickbeschleunigt, zum
Detektor gezogen. Als Konsequenz dieser geringeren Wechselwirkung folgt - wie in
Abbildung 11 auf S. 30 gezeigt -, dass S-LV spater den Detektor erreicht als R-LV.
Entsprechende Uberlegungen fiihren zu dem Ergebnis, dass das Abbauprodukt des

S-LV gegenuber dem R-FTHPA eine geringere Wechselwirkung mit DM-B-CD zeigt.

Da die Paare R- und S-LV bzw. R- und S-FTHPA jeweils trennbar sind, scheint der
Glutaminsdurerest - wenn Uberhaupt - eine geringe Wechselwirkung mit dem Cyc-
lodextrin zu besitzen und wenig Einfluss auf die Trennung zu haben. Weiterhin un-
terstlitzt ACN die Trennung der beiden Abbauprodukte. Dieser Effekt kdnnte auf-
grund einer erhohten lokalen Feldstarke, aber auch durch Veranderung der Wech-

selwirkung zwischen dem eingesetzten DM-B-CD und den Analyten erfolgen.

4.5.2 Klinische Anwendung der Carboxypeptidase G,

Grundlegende Idee flr die Entwicklung der Carboxypeptidasen war deren Wirkung
auf Folsaurederivate und damit auf den fur das Tumorwachstum notwendigen Fol-
saurepool. Als weitere Option flr die Anwendung der Carboxypeptidasen erkannte
man die Mdglichkeit, das klinisch immer wichtiger werdende MTX in Notfallsituatio-
nen schnell abbauen zu kénnen. Die Gewinnung der CPG; als Nachfolger der CPG;
war dabei ein Fortschritt, konnte doch eine Ky, fiir MTX erreicht werden, die sich um
mehr als eine Zehnerpotenz von der des LV unterschied. Dabei kénnen auch Kklini-
sche Falle belegen, dass selbst héchste MTX-Plasmakonzentrationen innerhalb
klrzester Zeit zu dem pharmakodynamisch inaktiven Metaboliten DAMPA abgebaut

werden konnten.

Dieser Anwendung stehen allerdings gravierende Nachteile gegenlber. So eignet
sich der routinemalfig verwendete Emit-Assay nach Einsatz von CPG; nicht mehr
zur Bestimmung der MTX-Plasmakonzentrationen (Abbildung 8, S. 26), da aufgrund
der erheblichen Kreuzreaktivitdt des DAMPA mit den verwendeten Antikorpern eine

zu hohe Konzentration bestimmt wirde [4, 51, 52, 128]. Daher muss bei
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CPG,-Gabe auf sehr viel aufwendigere und meist auch zeitintensivere Trennmetho-
den wie HPLC und CE zurlckgegriffen werden [9], falls diese Uberhaupt validiert
vorhanden sind. Dies stellt einen erheblichen Nachteil in solchen fiir den Patienten

bedrohlichen Situationen dar.

Trotz seiner pharmakologischen Inaktivitdt muss man auch das weitere Verhalten
des DAMPA beachten. Dieses Abbauprodukt unterliegt wie die anderen Folsaure-
abkdmmlinge der renalen Ausscheidung. Diese pharmakokinetische Komponente
wird mafgeblich durch die fehlende Glutaminsdure beeinflusst. Diese liegt bei pH
7,3 —einem pH, wie er bei den Patienten in Blut und Harn herrschen sollte - gréfi3-
tenteils ionisiert vor und erhdéht somit die Léslichkeit. Diese durch Fehlen der Gluta-
minsaure stark verminderte Ld&slichkeit (Tabelle 5) von DAMPA gegentber MTX
kann somit die Nieren noch weiter belasten und schlimmstenfalls gar zum Verlust
dieses Ausscheidungsorgan fiihren. Weiterhin ist zu beachten, dass nicht wie
selbstverstandlich der Abbau einer bestimmten MTX-Konzentration zu gleichen
DAMPA-Konzentrationen fihren muss. Uber die Massengleichung
curx*Vurx = Cpampa*Voampa Zeigt sich, dass dabei die Verteilungsvolumina ebenfalls
eine Rolle spielen. Die einzige Literaturstelle beschreibt jedoch in einem Einzelfall
gleiche Konzentrationen von MTX vor und DAMPA nach CPG,-Gabe. Eine interes-
sante Beobachtung, da die Glutaminsaure als eine Voraussetzung fir die Aufnahme
in die Zellen angesehen wird. Das Fehlen dieser Struktur kdnnte somit zu einem
kleineren Verteilungsvolumen und damit einer hdheren Konzentration von DAMPA
im Plasma fuhren. Fur die Niere, die meist die Ursache fur die verminderte Aus-
scheidung ist, eine weitere Belastung. Analoge Uberlegungen kann man auch fir
die Abbauprodukte des 7-OH MTX und des LV anstellen. Von besonderer Interesse
kénnte dabei das R-LV sein. Inm wird pharmakodynamisch ebenfalls keine Aktivitat
zugeschrieben. Kinetisch verteilt es sich hauptsachlich im Blut und zeigt daher ein
kleineres Verteilungsvolumen als S-LV [168]. Somit ist R-LV auch dem Abbau durch
die CPG, unterworfen. Bei fehlender Glutaminsaure dirfte auch sein Metabolit N-
(6R)-5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydropteroinsdure schlechter wasserldslich sein und die

Niere weiter belasten.
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Tabelle 5: Laslichkeiten von MTX, 7-OH MTX und DAMPA im wassrigen [51, 91, 166].

pH 5 pH 6 pH7
g/l UM g/l uM gll uM
MTX 0,39 859 1,55 3414 9,04 19912
7-OH MTX 0,13 276 0,37 786 1,55 3291
DAMPA 0,05 153 0,1 307 0,85 2607

Wie in Kapitel 2.1.1.5 (S. 17) beschrieben, handelt es sich bei der CPG, um ein
Protein. Aufgrund dieser Eigenschaft kann CPG, weder in die Zelle noch in den Li-
quor vordringen, um dort wirksame MTX-Konzentrationen abzubauen. Daher kdénnte
bei alleiniger Anwendung der CPG; kein intrazellularer Rescue erfolgen und Toxizi-

taten waren unvermeidlich. Die Gabe von Leukovorin ist daher lebensnotwendig.

Wie oben erwahnt, wurde die Ky, der CPG, fir LV und MTX bestimmt. AuRer Acht
wurde dabei gelassen, dass es sich bei LV im Gegensatz zu MTX um ein Diastere-
omerengemisch handelt. In der hier vorgestellten kapillar-elektrophoretischen Me-
thode konnte dabei die Trennung der beiden Substanzen erfolgen und der Abbau
untersucht werden. Dabei zeigt sich, dass das pharmakodynamisch aktive S-LV
einem signifikant starkeren Abbau (p > 0,001) unterliegt als das R-LV. Der lebens-
notwendige Rescue in der Zelle und im Liquor wird daher vermindert. Eine reaktive
Erhohung der LV-Dosis ist dabei ebenfalls nicht bedenkenlos moglich, da - wie be-
reits mehrfach erwahnt - die Niere die Folate, Antifolate und deren Abbauprodukte

ausscheiden muss.

Eher zu Vernachlassigen ist das Allergisierungsrisiko des Proteins. Bei einmaliger
Anwendung ist eine Allergie aber hoéchst unwahrscheinlich. Auch vermindert die
rekombinante Darstellung des Proteins im Gegensatz zur CPG, das Allergisie-

rungspotential weiter, so dass hierbei kaum klinische Probleme zu erwarten sind.

Der anwendende Arzt muss sich weiterhin Uber den klinischen Status der Sub-
stanz klar werden. Es handelt sich bei der CPG, nicht um ein zugelassenes Arznei-

mittel. Qualitat und Anwendung unterliegen dabei keinen festgeschriebenen Regeln.

Trotz alledem ist der Enthusiasmus fur die CPG, ungebremst, hat man doch eine

Hand, die

MTX-Plasmakonzentrationen senkt. Im Gegensatz dazu wird die Wirkung des LV
- 46 -
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analytisch kaum wahrgenommen, da sie die MTX-Werte selbst nicht beeinflusst.
Weiterhin wird auch die Effektivitat des LV ab MTX-Konzentrationen tber 10 yM in
Frage gestellt [5, 72, 76, 132].

Flombaum et al. konnte allerdings an 13 Patienten zeigen, dass auch stark Uber-
hdéhte MTX-Werte allein durch LV-Gaben beherrscht werden kénnen [70]. Dies deu-
tet mit weiteren Einzelfallbeschreibungen [104, 173] und eigenen klinischen Erfah-
rungen auf eine ausreichende Wirkung des LV-Rescues auch bei hdéheren

MTX-Konzentrationen hin.

4.6 Schlussfolgerung flir die klinische Anwendung

der Carboxypeptidase G,

Nach obiger Diskussion ist eine Anwendung der CPG; mit zahlreichen Begleiter-
scheinungen belastet. Ein vermeintlich schneller Erfolg durch die Abnahme der
MTX-Plasmakonzentration wird durch eine weder analytisch noch pharmakokine-
tisch oder pharmakologisch Uberschaubare Situation erkauft. Die Anwendung ist
daher nur in absoluten Notféllen und bei vélligem Versagen der MTX-Clearance zu
empfehlen. Dann sollte sie jedoch so friih wie médglich begonnen werden, um das
Eindringen von MTX in Bereiche, in denen die CPG, nicht wirken kann, so gering
wie moglich zu halten. Aufgrund des schnellen Abbaus von MTX und des mdgli-
chem Allergisierungspotential ist eine Wiederholung der Gabe des Proteins zu ver-
meiden. Weiterhin darf trotz CPG,-Gabe weder auf die forcierte Diurese noch auf
den LV-Rescue verzichtet werden. Der Rescue kann dabei, um die Calcium und
Folatbelastung flr die Niere zu minimieren, mit reinem S-LV erfolgen. Dabei scheint
eine Dosis des S-LV, die der Halfte des Epimerengemisches entspricht, ausrei-
chend [80, 94, 187].

Eine Fallbeschreibung einer 16-jahrigen Osteosarkom-Patientin zeigt die Regene-
ration der Nierenfunktion nach MTX-Konzentrationen von 300-500 uM am Tag drei
nach HD-MTX und einem maximalen Kreatininwert von 5,2 mg/dl. Die Therapie
wurde anschlieRend mit Ifosfamid, Cisplatin und Doxorubicin fortgefihrt. Trotz die-
sen potentiell nephrotoxischen Substanzen entwickelte die Patientin keine weiteren
Zeichen einer Nierentoxizitat [179]. Eine Fortfihrung der Uberlebenswichtigen Che-

motherapie nach Erholung der Laborparameter scheint daher empfehlenswert.
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Die MTX-Hochdosistherapie sollte immer in dafir spezialisierten Zentren erfolgen.
Diese sollten bei Anwendung des Enzyms zumindest Uber eine adaquate Analytik

verfigen, um den Abbau und die klinische Situation kontrollieren zu kénnen.

Besonderen Wert sollte auf die Vorbeugung von solchen schwierigen klinischen
Situationen gelegt werden. Hierzu zahlt vor allem die ausreichende und regelmafig
kontrollierte Alkalisierung und Hydrierung der Patienten vor, wahrend und nach der
MTX-Gabe, sowie regelmallige Gewichtskontrolle und Bestimmung der

MTX-Plasmakonzentrationen.
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5 Pharmakokinetische Untersuchungen zum

Methotrexat bei einer Dosierung von 5 g/m?

5.1 Einleitung

5.1.1 Populationspharmakokinetik

Pharmakokinetik (PK) beschreibt quantitativ den Umgang des Koérpers mit dem
gegebenen Arzneistoff [82]. Insbesondere bei Arzneimitteln mit einer geringen the-
rapeutischen Breite — wie sie vielfach in der Chemotherapie eingesetzt werden —
kann die PK wichtige Hinweise fur die Anwendung der Wirkstoffe geben. Mathema-
tische Modelle dienen dabei der Beschreibung und Vorhersage von Konzentrations-
zeitverlaufen, meist denen des Plasmas. Ziel ist die Bestimmung der PK-Parameter
fur jeden einzelnen Patienten unter Einsatz der in bereits behandelten Patienten
gewonnenen Erfahrungen Uber das Verhalten des Arzneistoffes im Kérper, um eine

optimale Therapie ansteuern zu kénnen [95].

Sich diesem Ziel anzunahern ist Zweck der Populationspharmakokinetik. Diese
schatzt neben den PK-Parameter auch die Variabilitdten zwischen den Patienten
(interindividuell) als auch die Variabilitdt innerhalb eines Patienten bei wiederholter
Gabe (intraindividuell) ab. Zusatzlich ermdglichen komplexere Modelle auch die
Integration von Kovariablen wie Geschlecht und Alter, aber auch Metabolitenkon-
zentrationen oder Laborparametern. Durch die Bestimmung der individuellen PK-
Parameter als Teil einer gesamten Population verringert sich die Anzahl der bené-
tigten Messpunkte [152]. Fehlende Parameter und Messpunkte werden mit Hilfe der
zugrunde liegenden Populationsparameter und deren Variabilitdt abgeschatzt. Dies
erhoht die Durchflihrbarkeit von PK-Studien und fiihrt zu erheblichen Einsparungen
an Blutentnahmen. Es verwundert daher nicht, dass sich die Populationspharmako-
kinetik bei der Arzneistoffentwicklung in der pharmazeutischen Industrie durchge-

setzt hat und zwischenzeitlich auch von den Zulassungsbehoérden gefordert wird [1].

Obwohl die Vorteile der Populationspharmakokinetik gegentber der tblichen klas-
sischen, individuellen Kinetikauswertung auf der Hand liegen, hat sie sich im klini-
schen Alltag der Kinderheilkunde noch nicht durchgesetzt [141]. Ansatze wie beim

Busulfan zeigen dabei aber heute schon Méglichkeiten auf, aufgrund rationaler indi-
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vidueller Dosierung verbesserte Therapieergebnisse bzw. verminderte Toxizitaten

zu erreichen [23].

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Populationspharmakokinetik mittels zweier etab-
lierter PK-Programme auf die Anwendbarkeit in klinischen Datensatzen untersucht.
Insbesondere sollen die PK-Parameter und deren Variabilitat in der zugrunde lie-
genden Population abgeschatzt und mit den vorhandenen deskriptiv beschriebenen
Werten der Literatur verglichen werden. Weiterhin wird der Einfluss der Kovariablen
und des Metaboliten 7-OH MTX untersucht. Schlussendlich wird Uberpriift, ob die in
Mdinster im Vergleich mit anderen Kliniken beobachteten erhéhten 48 h Plasmakon-
zentrationen mittels PK-Analyse erklart werden kénnen und ob die 24 h Maximal-
konzentrationen einen pradiktiven Wert flir die Plasmakonzentrationszeitverlaufe

besitzen.

5.1.2 Pharmakokinetik des Methotrexates

Wie in vielen Studien gezeigt wurde, steht in chemosensiblen Tumoren die appli-
zierte Dosis oft in einer linearen Beziehung zur Wirksamkeit und somit zum Thera-
pieerfolg [25, 39]. In solchen Studien profitierten Patienten von einer héheren Gabe
des Zytostatikums. Fur die meisten Substanzen ist die maximale Dosis durch die
Vertraglichkeit bzw. das Auftreten von Toxizitaten limitiert. Eine Ausnahme stellt das
MTX dar [143, 144], das bereits in Dosen von 33 g/m? verwendet wurde. Durch die
Moglichkeit des Rescue mittels LV kann MTX daher theoretisch in der Dosierung
verwendet werden, die eine optimale Therapie unterstiitzt [56], ohne die Grenze an
tolerierbarer Toxizitat zu Uberschreiten. Es ist daher nicht verwunderlich, dass fir
MTX sehr viele Arbeiten erschienen sind, die sich mit der Pharmakokinetik und dem

Bezug zur Pharmakodynamik beschaftigen (vgl. [47]).

Beim Osteosarkom wiesen Stoller et al. bereits 1977 darauf hin, dass eine 48 h
MTX-Plasmakonzentration Gber 0,9 yM mit einem erhdhten Risiko zur Entwicklung
von Toxizitaten einhergeht [165]. Nachdem erstmals die PK des heute gultigen
Schema von 12 g/m? Giber 4 h von Erttmann et al. 1985 beschrieben wurde [55],
zeigten Delepine et al., dass Patienten von einer individualisierten Dosierung profi-
tieren kdnnen und eliminierten damit das Alter als negativen Prognosefaktor [48].
Die dort als Ziel verwendete Spitzenkonzentration von 1 mM bestatigte Graf et al. in
einer weiteren Studie mit 198 Patienten und 1703 Zyklen als wichtige Zielgrofie flr

die Wirksamkeit der MTX-Therapie bei dieser Tumorentitat [81]. In einer weiteren

-50 -



Pharmakokinetische Untersuchungen zum Methotrexat

Studie konnten Saeter et. al zeigen, dass Patienten, die schlechter auf die Therapie

ansprachen, niedrigere 24 h und 48 h Plasmakonzentrationen aufwiesen [151].

Die zweite groRRe Indikation fiir die HD-Gabe von MTX ist die akute lymphatische
Leukdmie (ALL). Evans et al. entdeckten schon 1984 bei einer Dosierung von
1 g/m? einen méglichen Zusammenhang zwischen dem ereignisfreien Uberleben
(EFS) und der Clearance (Cl) des MTX [58]. Diese Cl wird durch die renale Aus-
scheidung von 80 % bestimmt, die wiederum bei etwa 65 % der glomerularen Filtra-
tionsrate liegt [32, 90].

Diese Ergebnisse wurden von Borsi et al. bei 21 Patienten bestatigt. Diese fanden
eine Korrelation bei Anderung der Clearance? (Cl) zwischen der ersten und zweiten
MTX-Gabe und dem EFS. Dabei verwendeten sie Dosen von 500 mg/m? liber 24 h
[29]. In einer weiteren Arbeit zeigten sie an 58 ALL-Patienten, dass diese erhohte
systemische Cl in einem Dosisbereich von 0,5 g/m? bis 33 g/m? auch dosisunab-
hangig einen prognostischen Faktor darstellt. Eine grof3e inter- und intraindividuelle
Variabilitdt der PK-Parameter konnte ebenfalls beobachtet werden [27, 28]. Donelli
et al. unternahmen den Versuch, mit einer Standard-two-Stage (S2S) pharmakoki-
netischen Analyse Unterschiede zwischen verschiedenen Altersgruppen in einem 1-
oder 2-Kompartimentmodell zu beschreiben. Aufgrund der geringen Anzahl an
Messwerten (Kapitel 5.1.1) verwendeten sie aber auch hier schlie3lich eine kompar-
timentfreie PK-Analytik der 122 untersuchten Patienten [75], obwohl auch diese
kompartimentfreie Analytik Schwachen bei einer geringen Anzahl von Messwerten
zeigt. Schlussendlich kamen Donelli et al. zu dem Ergebnis, dass die Cl bezogen
auf die KOF bei Patienten {iber 10 Jahren (10,7 I/m?h) kleiner ist als die bei Patien-
ten unter 10 Jahren (6,6 I/m?/h). Eine Veranderung der Pharmakokinetik bei aufein-
ander folgenden Zyklen konnte hierbei nicht gefunden werden. Donelli et al.
schlussfolgerten, dass die gute Vertraglichkeit der MTX-Zyklen und die schlechtere
Prognose bei jungen Patienten daher moglicherweise einen pharmakokinetischen
Hintergrund besitzt [53]. Im folgenden Jahr zeigte eine Vergleichsstudie zwischen
HD-Therapie (1 g/m? (iber 24 h) und peroraler MTX-Gabe (30 mg/m? 6 x alle 6 h)
eine erhohte Wirksamkeit der HD-Therapie gemessen an den Surrogat-Parametern
zirkulierende Blasten am Tag 4 und intrazellular gebildete Polyglutamate 44 h nach

Infusionsbeginn [112].

% Die Clearance wurde hierbei berechnet als Cl = ko / cp(ss) und ist damit nur vom Plas-

maspitzenspiegel (cp(ss)) abhangig.
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Einen neuen Ansatz unternahmen Evans et al. 1998 in einer Studie mit dem Ver-
gleich von konventioneller Dosierung nach Quadratmeter gegen eine individualisier-
te Dosierung [60]. Als Ziel fur die Dosisindividualisierung wurde eine AUC von
580 uM*h bis 950 uM*h ausgegeben, an der schlussendlich zumindest bei der B-
ALL, der groRten ALL-Subgruppe, ein Nutzen fiir die Patienten gezeigt werden
konnte. Die optimierte Dosis wurde so eingestellt, dass ein cn.x am Ende der 24 h
Infusion von mindestens 20 uM erreicht wurde. Dieser Grenzwert ergab sich aus
einer vorangegangenen Studie. Diese Studie zeigte, dass ein cnax bei diesem Infu-
sionsschema von Uber 16 yM mit einer geringeren Rezidivrate verbunden war
(p < 0,05). Zu diesen 16 uM kam fiir diese individuelle Dosierung ein ,Sicherheits-

zuschlag“ von 25 % und somit 20 uM.

Wall et al. versuchten, von dieser Dosisindividualisierung Kinder, die bereits ein
Rezidiv erlitten hatten, profitieren zu lassen. Durch die Bestimmung der
MTX-Plasmakonzentration wahrend der Infusion und anschlielender Dosisanpas-
sung gelang es, eine Maximalkonzentration von 65 yM am Infusionsende zu errei-
chen. Dies entspricht der mittleren Konzentration, die Kinder bei einer Dosierung
von 5 g/m? Uiber 24 h erzielt hatten, die rezidivfrei geblieben waren [60]. Die media-
ne Zeit bis zum erneuten Rezidiv dieser Gruppe war mit 180 Tagen allerdings weiter

gering [175].

5.1.3 Pharmakokinetik des 7-OH Methotrexates

Auch die PK des 7-OH MTX war Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. 1989
verglichen Fahrig et al. die PK des 7-OH MTX nach i.v. Gabe von 4 mg/kg in einem
Rattenmodell mit der PK des MTX. Bei beide Substanzen zeigten sich biphasische
Plasmakonzentrationsverldufe mit einer terminalen HWZ von etwa 90 min und dar-
aus folgend einer Cl von etwa 9 ml/kg/min [67]. Im Gegensatz zum MTX konnte bei
Gabe von 7-OH MTX ein Grofteil (73 %) des Metaboliten in der Gallenflissigkeit
wiedergefunden werden. Die renale Ausscheidung betrug hingegen nur etwa 11 %.
Bremnes et al. konnten ebenfalls in einem Rattenmodell zeigen, dass der hepati-
sche Metabolismus von MTX zu 7-OH MTX keiner Sattigung unterliegt [33]. Eine
iBeobachtung zeigte in 5 von 6 Ratten das Auftreten einer Cholestase bei einer Ga-
be wvon 1g/kg MTX. Bei diesen fiinf Ratten konnte eine bilidre
7-OH MTX-Konzentration von 9,8 mM + 1,1 mM gemessen werden, wahrend in der
anderen Ratte nur 1/5 dieser Konzentration gefunden werden konnte. Die Analyse
zeigte, dass 97 % des Prazipitates aus 7-OH MTX und nur 3 % aus MTX bestand.
Neben der Leber [99], die hauptsachlich fiur die Bildung des 7-OH MTX verantwort-
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lich ist, scheinen auch die Lunge und Niere diesen Metaboliten in geringen Mengen
- zumindest in der Ratte - zu bilden [153]. Ebenfalls zeigte sich akute Toxizitat durch
7-OH MTX bei Dosen von 0,4 g/kg. Diese Dosen resultierten in einer Plasmakon-
zentrationen tber 1,4 mM, die mit der Ausfallung von gelben Kristallen in den Nie-
rentubuli einhergingen. In einer anderen Studie konnte bei Gaben von 100 mg/kg
eine Erh6hung des Serumkreatinin um 2,6 und der Aspartataminotransferase um
den Faktor zwei beobachtet werden [162]. Schlussendlich zeigte Fuskevag et al. bei
Ratten sogar eine um den Faktor 10 niedrigere tolerable Dosis von 7-OH MTX als
die tolerierte Dosis von 3 g/kg fur MTX [73].

PK-Untersuchungen an Kaninchen zeigten, dass bei dieser Spezies das
7-OH MTX ebenfalls gebildet wird. Dabei scheint der Metabolit eine langere Ver-
weildauer im Koérper und ein grofieres Verteilungsvolumen als die Muttersubstanz

zu besitzen. Die Ausscheidung erfolgt hierbei vorwiegend renal [44, 45].

Die ersten Untersuchungen im Menschen konnten 1976 zeigen, dass 7-OH MTX
als Metabolit des MTX im Harn ausgeschieden wird [91]. Breithaupt et al. unternah-
men 1982 die ersten Versuche, den Metaboliten in-vivo zu bestimmen und beobach-
teten die Plasmakonzentrationszeitverldufe bei 7 Osteosarkompatienten bei einer
Dosierung von 140-350 mg/kg MTX uber 6 h. Der Metabolit Uberstieg dabei die
Konzentration des MTX deutlich und wurde sowohl Uber die Nieren als auch tber
die Galle ausgeschieden. Der Plasmakonzentrationszeitverlauf konnte mit einem
linearen 1-Kompartiment Modell beschrieben werden, bei dem die Halbwertszeit
(HWZ) 23,8 h + 15,2 h betrug. 7-OH MTX zeigte dabei eine hohe Plasmaproteinbin-
dung von Uber 90 % [32]. Dieser Befund konnte spater in anderen Arbeiten bestatigt
werden [161]. Ahnliche Ergebnisse erzielte eine Studie an 13 erwachsenen Patien-
ten mit unterschiedlichsten Tumorerkrankungen, die MTX in Dosen von 750 mg bis
6 g Uber 6 h verabreicht bekamen. Dabei konnte auch eine Korrelation zwischen der
gegebenen MTX-Dosis und der 7-OH MTX Maximalkonzentration im Plasma gefun-
den werden. Dies gibt einen Hinweis auf eine lineare Kinetik in diesem Konzentrati-
onsbereich [116]. Diese Ergebnisse konnten auch auf Jugendliche Ubertragen wer-
den. Erttmann et al. untersuchten 19 Osteosarkom-Patienten (7 a bis 24 a), die das
heute noch giiltige Infusionsschema von 12 g/m? (iber 4 h fiir diese Erkrankung er-
hielten. Neben einer groRRen interindividuellen Streubreite des Metaboliten zeigte
diese Studie auch eine starke intraindividuelle Variabilitat bei den sich wiederholen-
den MTX-Zyklen. Diese Variabilitat zeichnete sich durch sinkende
7-OH MTX-Konzentrationen bei steigenden Therapiezyklen aus und steht damit im

Widerspruch zu Untersuchungen von Lakelma et al., die aufgrund Enzyminduktion
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eine vermehrte Produktion von 7-OH MTX vermuteten [106]. Fir den Metaboliten
wurde bei einer Kinetik 1. Ordnung eine HWZ von 6,6 h und fir MTX von 2,5 h be-
stimmt. Dabei konnte kein Zusammenhang zwischen dem 7-OH MTX / MTX Ver-
haltnis und den Kovariablen Alter, Geschlecht, Leukozytenzahl oder Kreatinin ge-
funden werden [55]. 1986 untersuchten Winograd et al. 8 Kinder im Alter von 7 bis
12 Jahren mit verschiedenen Lymphatischen Leukdmien. Die Dosierung betrug da-
bei 18-200 mg/kg MTX Uber 24 h und ahnelt damit dem hier vorgestellten Protokoll.
Dabei konnte erneut gezeigt werden, dass die renale Clearance des Metaboliten
geringer war als die des MTX. Sie betrug 18 ml/min + 8 ml/min und war abhangig

vom Urinfluss [182].

Zusammenfassend sieht man bei einer Vielzahl veroffentlichter Studien, dass
7-OH MTX eine klinische Wirkung besitzt, die aller Wahrscheinlichkeit nach phar-
makokinetische Natur ist. In dieser Arbeit soll daher auch der Einfluss des
7-OH MTX auf die kinetischen Parameter bei Kindern, die aufgrund ihrer ALL Er-
krankung mit MTX behandelt werden, untersucht werden. Dies dient der besseren
Interpretierbarkeit der routinemalig gemessenen Plasmakonzentrationen des Meta-

boliten und damit direkt der Sicherheit der Patienten.

5.2 Protokoll

Die ausgewerteten Patienten wurden gemaf den ALL-Therapieprotokollen Berlin-
Munster-Frankfurt (BFM) der Jahre 1998 bis 2000 behandelt [155]. Bei allen diesen
Protokollen erhalten die Patienten viermal 5 g/m? MTX (iber 24 h im Abstand von
zwei Wochen. Der LV-Rescue beginnt zur Stunde 42 nach Infusionsbeginn und be-
tragt 15 mg/m? i.v.. Die LV-Gabe wird im Regelfall dreimal in sechsstiindigem Ab-

stand wiederholt.

Besondere Beachtung muss in der MTX-Hochdosistherapie auf Hydrierung und Al-
kalisierung gelegt werden [121, 154]. Der Hydrierungsvorlauf beginnt im Protokoll M
am Abend vor der MTX-Gabe. Dabei werden 2 mmol/kg NaHCO; in 2 ml/kg H,O
Uber 1 h p.i. infundiert. AnschlieRend ist die Gabe von 500 ml einer Lésung aus
0,45 %iger NaCl und 5 %iger Glucose mit 40 ml NaHCO; und 10 ml einer
7,45 %igen KCI-Lésung vorgeschrieben. Die MTX-Infusion fuhrt den Patienten wei-
tere 3270 ml/m? verteilt (iber einen Tag zu. Die Hydrierung wird ohne MTX an den

zwei folgenden Tagen weitergefiihrt.
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5.3 Patienten

Fir die pharmakokinetische Auswertung wurde die Datenbank des Fachbereichs
klinische Pharmakologie der Klinik und Poliklinik fur Kinderheilkunde - Padiatrische

Hamatologie/Onkologie — mit Stand vom Dezember 2000 verwendet.

Pharmakokinetisch ausgewertet werden konnten schlielich 59 Patienten
(Tabelle 25, S. 137), von denen 471 Messwerten zur Verfugung standen. Das Alter
betrug im Mittel 6,0 + 4,4 Jahre (a) (n = 57). Das Minimum bei Pat. 32 betrug 0,8 a.
Das Maximum lag mit 16,8 a bei Pat. 21. Der Median unterschied sich mit 5,4 a nur

unwesentlich vom Mittelwert. In Abbildung 27 ist die Altersverteilung der Patienten

aufgetragen.
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Abbildung 27: Altersverteilung der ausgewerteten ALL-Patienten.

Die weiteren Kovariablen Lange, KOF und Masse korrelierten (nicht linear) wie er-
wartet mit dem Alter und sind in Tabelle 25 (S. 137) aufgeflihrt.

Die Unterteilung nach Geschlecht zeigt 30 weibliche und 29 mannliche Patienten.

Die absoluten MTX-Dosen reichten von 1,5 g (Pat. 32) bis 9,7 g (Pat. 16) und la-
gen im Mittel bei 4,4 g = 1,9 g bzw. im Median bei 3,9 g. Dabei wurden den Patien-
ten im Mittel 98 % + 6 % und im Median 100 % der Solldosis von 5 g/m? verabreicht.
Die kleinste Dosis bekam mit 73 % der jungste Pat. 32. Die hochste Dosis liegt mit

104 % nur unwesentlich (iber der Solldosis von 5 g/m?.
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Ingesamt handelt sich hierbei um eine reprasentative Gruppe von ALL-Patienten,
wie sie auch in anderen Studien beobachtet wurde [29, 53, 123, 135].

54 Messmethoden
54.1 Kapillarelektrophoretische Bestimmung der
Methotrexat und 7-OH Methotrexat

Plasmakonzentrationen

Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen erfolgte durch eine im Labor des Ar-
beitskreises Klinische Pharmakologie der Kinderklinik validierte kapillarelektrophore-

tische (CE) Bestimmungsmethode, die 1998 von Sczesny etabliert wurde [156].

Einige Plasmaproben, die am Infusionsende abgenommen wurden, bestimmte
man sowohl mit dem Emit-Assay als auch mit der CE-Methode. Im Fall solcher dop-
pelt bestimmter Proben wurde die kapillarelektrophoretische Methode in die Auswer-
tung integriert und das Ergebnis des Emit-Assays verworfen, um keine zu starke
Wichtung dieses Messwertes zu bekommen. Die kapillarelektrophoretische Methode
wurde dem Emit-Assay vorgezogen, da zur Bestimmung dieser cna.x Konzentratio-
nen bei der CE-Methode keine Verdinnungsschritte angewandt werden missen.
Der Emit-Assay ist daher eher mit Fehlern behaftet [54]. Weiterhin konnten somit die
MTX und 7-OH MTX-Werte mit der gleichen Methode, die ja nur durch die CE zu

bestimmen sind, ausgewertet werden.

5.4.1.1 Durchfiihrung der CE-Bestimmung

Die abgeserten Plasmaproben wurden im Gefrierschrank bei 4° C bis zur Aufarbei-
tung gelagert. 20 pl dieser Proben wurden mit 20 yl PBS und 10 yl Aminopterin als
Internem Standard versetzt. Anschlielend setzte man 500 pl eiskaltes Acetonitril
(ACN) zur Fallung der Proteine zu. Die aufgearbeiteten Proben wurden dann 15 min
bei 15000 rpm und 4° C abzentrifugiert. Etwa 30 pl des Uberstandes wurden in CE-
Probengefalle Uberfihrt.

Die Trennung erfolgte in einem taglich frisch hergestellten Puffer aus 90 mM
NaH,PQO,, dem 8 mg/ml B-Hydroxypropyl-Cyclodextrin zugesetzt werden. Der Puffer
wurde schliefdlich mit Na,HPO, auf pH 5,9 eingestellt. Die 30/37 cm Kapillare (ID:
50 um) mit erweitertem Detektionsfenster (Bubble Cell) wurde 2 min mit NaOH und
2 min mit Laufpuffer vor jedem Lauf gespilt. Nach der Druckinjektion (10 s mit
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3448 Pa) der Analyse erfolgte die Trennung bei 20 kV. AnschlieRend wurde 1 min
mit H,O nachgespiilt.

Zur Quantifizierung der Proben wurde eine Kalibrationsgerade, bestehend aus 6
Messpunkten im Bereich von 5 uM bis 150 uM, erstellt. Als Kontrolle bestimmte man

vier Richtigkeitskontrollen in diesem Bereich.

Die Bestimmungsgrenze der Methode liegt sowohl fir MTX als auch fiir 7-OH MTX
bei 5 uM.

5.4.2 Emit-Methotrexat-Test

Der Emit-MTX-Test ist ein homogener Enzymimmunoassay, der zur Verwendung
bei der quantitativen Analyse von MTX in menschlichem Serum oder Plasma ver-
wendet wird. Er wird in der Routine im Stationslabor zur Kontrolle der MTX-Werte
und zur Steuerung des LV-Rescues verwendet. Der angegebene Messbereich liegt
zwischen 0,3 uM und 2600 uM. Konzentrationen Uber 2,0 yM missen entsprechend
verdinnt werden [169]. Bis zu einer Grenze von 0,2 uM werden die Messwerte
quantitativ dokumentiert (vgl. Bestimmungsgrenze). Werte unter dieser Grenze wer-
den als LOQ gekennzeichnet und wurden in der folgenden pharmakokinetischen

Auswertung nicht mit einbezogen.

5.5 Populationspharmakokinetik

5.5.1 Kinetica 2000

Bei Kinetica handelt es sich um eine pharmakokinetische Software, die zur Be-
stimmung von PK-Parametern so genannte ,nonlinear mixed effect* Modelle ver-
wendet. Dabei kann die Verteilung der kinetischen Populationsparameter (normal-
verteilt oder log-normalverteilt) ebenso abgeschatzt werden wie die interindividuelle
Variabilitat und der so genannte Restfehler, der nicht durch das Modell beschrieben
werden kann. Im Gegensatz zur Standard-2-Stage (S2S) Methode kénnen hierbei
Kovariablen wie Alter und Koérperoberflache in die Auswertung eingeschlossen wer-

den.

Die Abschatzung der individuellen und der populationspharmakokinetischen (PK)
Parameter erfolgt in zwei Schritten. Beim Schritt E, der ,,Conditional Expectation®,
werden die individuelle PK-Parameter unter der Annahme einer bekannten Vertei-

lung der Populationsparameter (Mittelwert + Varianz) und einer bekannten Fehler-
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verteilung (Mittelwert + Varianz) abgeschatzt. Beim Schritt M, der ,Likelihood Maxi-
mization“, werden die neuen Populationsparameter (Mittelwert + Varianz) aus den
im ersten Schritt gewonnen Werten berechnet. Diese iterativen Schritte werden wie-
derholt dieser EM-Prozedur unterzogen, bis ein vorher definiertes Abbruchkriterium
erreicht wird. Bei solch einem Abbruchkriterium kann es sich um die Anzahl der
Wiederholungen oder die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier aufeinander
folgender Laufe handeln. Diese Kiriterien konnen frei festgelegt werden
(Abbildung 28).

Schlussendlich erhalt man sowohl die Populationsparameter fir die kinetischen
Parameter (,fixed Effect’) als auch die Abschatzung der interindividuellen Schwan-

kung und des Restfehlers.

Populationsparameter

Beobachtung
Zeit
Konzentrationen
Kov ariablen

TV(k)

+
Varianzmatrix der zuf alligen
Parameter
Onega (k)

+

des Individuums j
Varianz des Restfehlers
Sigma(k) NO

Schritt E\ /

Individuelle Parameter]
TVj(k+1)

Schritt M l

Yes

Populationsparameter
TV(k+1)

+
Varianzmatrix der zuf &lligen
Parameter
Omega(k+1)

+

Varianz des Restfehlers
Sigma(k +1)

Abbildung 28: Beschreibung der Methode zur Gewinnung der Populationsparameter nach

dem EM-Prinzip (Estimation and Maximization), wie es in Kinetica integriert ist.

5.5.2 NONMEM

Bei NONMEM (nonlinear mixed effects model) handelt es sich um eine Software,
das computergestitzt nichtlineare Regressionsmodelle an Daten mittels des ,Maxi-

mum likelihood“-Algorithmus anpasst [3, 14, 24]. In unserem Fall werden populati-
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onpharmakokinetische (PK) Parameter durch diese Modelle abgeschatzt, wobei
sowohl berechnete feste Parameter (fixed effects) als auch durch das Modell nicht
erklarbare inter- und intraindividuelle Effekte (random effects) berticksichtigt werden,
daher der Name ,mixed effect model. Nonmem ist insbesondere dann nitzlich,
wenn nur eine geringe Anzahl an Messwerten fir jedes Individuum (sparse data)
vorhanden sind (z.B. aus ethischen Griinden) [177]. Dabei schatzt es fehlende PK-
Parameter aus den Werten der Ubrigen Population ab. Weiterhin erméglicht Non-
mem den Einfluss von Kovariablen wie Alter, Masse und Kreatininclearance in das

Modell quantitativ zu integrieren [174].

5.6 Ergebnisse

5.6.1 Deskriptive Statistik der Rohdaten

Im folgenden Abschnitt werden die Rohdaten des 5 g/m? MTX iiber 24 h Protokolls
deskriptiv beschrieben. Dabei werden die 24 h und 48 h Werte detailliert bespro-

chen und kdnnen als Richtgrofie fur weitere Messwerte herangezogen werden.

Soweit bekannt, werden die in Mlinster gemessenen Daten mit dem Gesamtkollek-

tiv der Daten der ALL-Patienten verglichen.

5.6.1.1 24 h Werte von Methotrexat und 7-OH Methotrexat

Von besonderem Interesse fir die Therapie sind die 24 h Werte, die am Ende der
Infusion gemessen werden. Da MTX nach Infusionsende sehr schnell eliminiert
wird, korreliert diese Maximalkonzentration stark mit der AUC, einem Parameter flr
die Therapieintensitat der Substanz. Es verwundert daher nicht, dass dieser 24 h

Wert als Ziel fur individuell dosierte Therapieschemata diente [60, 175].

Bei den hier untersuchten Patienten betrug der Mittelwert der 160 bestimmten Pro-
ben 57,9 uM + 23,3 uM (Abbildung 29). Der Median lag bei 55,9 uM. Der Streube-
reich der Daten reichte von einem Minimum von 14,8 pM bis zu einem Maximum bei

157,6 uM. Die Werte erstreckten sich also Uber mehr als eine Zehnerpotenz.

Die Ergebnisse der Studienzentrale in Hannover, welche die Daten fiir Deutsch-
land erhebt, zeigten fir das ALL 95 Protokoll statistisch die gleiche Werte (P > 0,8,
unverbundener t-Test). Die Standardabweichung der Werte war allerdings etwa

doppelt so hoch wie in Mlnster (Tabelle 6, S. 63).

-50-



Pharmakokinetische Untersuchungen zum Methotrexat

180
160 - °
140 - e
5120A .
= 100 - cegee
l\j [ ] [ ) : [ ] [ ]
8 80 1 o'o'o'o
S ol * 0,8 888zl g ¢ o
[ J [ J [ J [ J
o oL
20 - o 0'050'0 .
0

Abbildung 29: Haufigkeitsverteilung der 24 h MTX-Werte. Der Mittelwert der 160 gemesse-
nen Werte liegt bei 57,9 uM (rot) + 23,3 yM (blau).

Die 159 gemessenen 7-OH MTX-Werte zeigten einen Mittelwert von 22,9 yM
+ 10 uM (Abbildung 31). Damit lagen die Werte des Metaboliten um etwa den Faktor
2,5 niedriger als die MTX-Werte. Vergleichsdaten mit anderen deutschen Kliniken

waren hier nicht vorhanden.
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Abbildung 31: Haufigkeitsverteilung der 7-OH MTX-Werte am Ende der Infusion (Stunde
24). Der Mittelwert (n = 159) betragt 22,9 yM (rot) + 10,0 uM (blau).

5.6.1.2 44 h und 48 h Werte

Obwohl die AUC von MTX bei diesem Infusionschemata maf3geblich von den 24 h
Werten gepragt wird, fallt den 44 h und 48 h Spiegeln erhebliche klinische Bedeu-
tung zu. Mit Mittelwerten von 0,57 yM bzw. 0,49 uM lagen diese Werte zwar nur
noch bei etwa 1 % der 24 h maximal erreichten Plasmakonzentrationen, sie sind
jedoch noch immer hochtoxisch [59, 127, 165]. Weiterhin wird die Dosis des lebens-
notwendigen Rescue nach diesen Werten eingestellt. Dies kann nicht nur zur Ver-
meidung von Toxizitdten, sondern auch zur Abschwachung bzw. Aufhebung des
zytostatischen Effektes flihren [34], wie Borsi et al. in einer retrospektiven Studie mit
71 ALL-Patienten zeigen konnte [30].

Die 44 h Werte lagen in unserem Patientenkollektiv bei 0,57 yM # 0,21 yM. Der
Median betrug 0,55 uM und lag damit etwa beim Mittelwert. Das Minimum lag bei
0,24 uM und somit noch oberhalb der Grenze, bei der die Kinder aus der stationa-

ren Behandlung entlassen werden (s. S. 57).

Der Mittelwert der 99 gemessenen 48 h Werte bestimmt man auf 0,49 pM

+ 0,19 yM mit einem Median von 0,5 uM. Das Minimum lag hier bereits unter der
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0,2 uM Grenze. Betrachtet man die Mittelwerte der in Minster gemessenen Werte
und den in Hannover gesammelten Werte, zeigt sich auf den ersten Blick kein Un-
terschied. Allerdings ist die Standardabweichung (SD) dieser Werte 4mal groRer als
der beschriebene Mittelwert. Dies ist ein klares Zeichen, dass keine Normalvertei-
lung der Daten vorliegt. Betrachtet man daher die normierte Haufigkeitsverteilung
(Abbildung 32) zeigt sich ein deutlicher Unterschied der Messergebnisse. Dieser
schlagt sich ebenfalls in den unterschiedlichen Medianen von 0,5 uM in Minster

und 0,26 uM des Gesamtkollektivs nieder.

45%

40%
35%

30% A

25% -

20% -

Haufigkeit (%)

15% -

10% -
5% -

0.06 0.18 0.3 0.42 0.54 0.66 0.78 0.9 1.02 1.14 1.26 1.38 1.5 1.62
MTX Konz. [uM]

0% -

Abbildung 32: Haufigkeitsverteilung der 48 h MTX-Werte. Trotz eines identischen Mittelwer-
tes erkennt man die Unterschiede zwischen den Werten aus Minster (rot) und den 48 h

Werten des Gesamtkollektiv aller mit diesem Therapieschema behandelten Patienten (blau).
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Tabelle 6: Deskriptive Beschreibung der in dieser Arbeit und in der Gesamtstudie bestimm-
ten MTX und 7-OH MTX Plasmakonzentrationen. ,< 5 bzw. ,< 0,2“ zeigen, dass diese Wer-

te unter der Bestimmungsgrenze der CE-Methode bzw. des Emit-Assays lagen.

Miinster Gesamtstudie
7-OH MTX MTX MTX
24 h 24 h 44 h 48 h 24h 48h
n 159 160 78 99 1221 1044
Mittelwert [uM]| 22,9 57,9 0,57 0,49 57,3 0,47
SD [uM] 10 23,3 0,21 0,19 41,6 2,11
Max [uM] 86 157,6 1,15 0,93 k.A. k.A.
Min [uM] <5 14,8 0,24 <0,2 k.A. k.A.
Med [uM] 22 55,9 0,55 0,5 48,6 0,26
25% [pM] 17 40,7 0,39 0,363 32,4 0,2
75% [uM] 27 68,6 0,7 0,618 72,5 0,4
5.6.2 Kinetica 2000
5.6.2.1 Bestimmung des Strukturmodells

Nach Aufbereitung der Rohdaten wurde mittels Kinetica das so genannte Struk-
turmodell bestimmt. Dieses Modell stellt die Grundlage fur weitergehende pharma-
kokinetische Untersuchungen dar. Es bestimmt die Anzahl der verwendeten Kom-
partimente [74], die zugrunde liegende Kinetik, die Wichtung der Messpunkte sowie
die Verteilung der verwendeten pharmakokinetischen Parameter. Bereits durch vi-
suelle Betrachtung der halblogarithmisch aufgetragenen Rohdaten kann man ein
1-Kompartiment Modell ausschlielen, da sich durch die Messpunkte in
Abbildung 33 keine sinnvolle Ausgleichsgerade legen lasst. Die schlechte Anpas-
sung der berechneten MTX-Plasmakonzentrationen (Cyeq) an die beobachteten
Werte (Cos) bestétigt dies im Kinetikmodell (Abbildung 34). Aufgrund der Literatur
kann von einer linearen Kinetik (Kinetik 1. Ordnung) ausgegangen werden. Dies
wurde hier nicht weiter untersucht, da keine Daten mit verschiedenen Dosierungen
vorhanden waren, wie sie fur diese Analyse notwendig waren.
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Abbildung 33: Halblogarithmische Auftragung der 471 MTX-Plasmakonzentrationen bei ei-

ner 24 h Infusion von 5 g/m2 Methotrexat.
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Abbildung 34: Logarithmische Auftragung

der beobachteten MTX-Konzentrationen
(cobs) gegen die berechneten Konzentratio-
(Cpred) bei

1-Kompartimentmodell.
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Abbildung 35: Logarithmische Auftragung

von Cobs gegen Cpred eines

2-Kompartimentmodells und erster Winkel-

halbierenden.
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In Tabelle 8 (S. 68) sind die Ergebnisse verschiedener PK-Auswertungen der Pati-
enten und deren gemessen Plasmakonzentrationen zusammengestellt. Die Auswer-

tungen unterscheiden sich in dem Modell, das der Auswertung unterstellt wurde.

So unterscheiden sich die Modelle 1, 4 und 5 jeweils in der Wichtung der Messwer-
te. Modell 5 verwendet ein additives oder auch homoskedastisches Fehlermodell.
Bei diesem Fehlermodell geht man davon aus, dass der Messfehler bei allen Kon-
zentrationen gleich ist. Dieses Fehlermodell zeigt bereits grafisch eine sehr schlech-
te Anpassung der Cqps- gegen die cyeg-Werte (nicht gezeigt). Das zugrunde liegende

Modell kann daher verworfen werden.

In Modell 1 und 4 sind so genannte proportionale oder auch heteroskedastische
Fehlermodelle verwendet worden. Dabei handelt es sich um Fehlermodelle, bei de-

nen man davon ausgeht, dass der Messfehler proportional zum Messwert ansteigt.

Dabei wurde in Modell 4 ein Proportionalitatsfaktor, der umgekehrt proportional
zum Quadrat der beobachteten Konzentrationen (1/cob82) steht, verwendet. In Mo-
dell 1 erfolgte die Auswertung Uber einen Proportionalitatsfaktor der, reziprok zur
beobachteten Konzentration (1/coys) steht. Die grafische Auswertung von Modell 1
(Abbildung 36) zeigt, dass die gewichteten Restfehler (wres) gleichmaRig Uber alle
Konzentrationsbereiche verteilt sind. Im Gegensatz dazu unterscheiden sich im Mo-
dell 4 die Restfehler zwischen dem hohen und dem niedrigen Konzentrationsbereich

nicht zufallig (Abbildung 37). Das Modell wird daher verworfen.
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Abbildung 36: Halblogarithmische Auftragung der 1/c,.q gewichteten Residuen (wres) ge-

gen die berechneten MTX-Konzentrationen der Kinetica Auswertung von Modell 1.
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Abbildung 37: Halblogarithmische Auftragung der 1/cpred2 gewichteten Residuen (wres) ge-

gen die berechneten Konzentrationen (cq,c) aus Modell 4.

In Abbildung 35 (s. S.64) sind die beobachteten MTX-Plasmakonzentrationen
(cobs) gegen die berechneten MTX-Werte (cyeq) von Modell 1 aufgetragen. Die ein-
gezeichnete 1. Winkelhalbierende zeigt den Idealfall der Ubereinstimmung von be-
rechnetem (predicted) und gemessenem (observed) Wert an. In Abbildung 35 sieht
man das regellose Schwanken der Punkte um diese Winkelhalbierende. Dies

schliefdt einen systematischen Fehler aus.
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Mit der Wichtung 1/c,.q Wurde anschlielend die Verteilung der kinetischen Para-
meter V, Ke, Ki2, K21 untersucht. Dabei kann eine Normalverteilung (NV) oder eine

log-Normalverteilung dieser Parameter unterstellt werden.

Tabelle 8 (S. 68) zeigt mit den Modellen 1, 6, 9, 12 und 13 verschiedene Ansatze,
die sich nur in der unterlegten Verteilung der vier PK-Parameter unterscheiden. Bei
NV aller vier PK-Parameter zeigt sich dabei die geringste Objective Function (ObjF)
(Modell 1). Diese dient dabei als eines der Kriterien fur die Gute der Anpassung der
Plasmakonzentrationen des Modells an die gemessenen Plasmakonzentrationen

und errechnet sich aus der Summe der Abweichungsquadrate [133]

Fir das Modell 1 ergeben sich schlielllich folgende PK-Parameter. Aus V1 = 12,41,
ke = 0,519 1/h, kq2 = 0,014 1/h und ko4 = 0,046 1/h (Variationskoeffizient s. Tabelle 8)
berechnet sich V, = 3,8 | und Vdss = 16,2 |. Die Clearance berechnet sich zu 6,43 I/h.
Die Flachenanteile von 99,7 % fir die Verteilungsphase und 0,3 % flur die Eliminati-
onsphase stellen MTX aufgrund der langen Verteilungsphase als eine Ausnahme
unter den Arzneistoffen heraus. Die Halbwertszeiten betragen 1,3 h (t124) und 15,5 h
(t128). Weiterhin kann das V auf die KOF normiert werden und ergibt sich aus

12,41
0,87m

- zu 14,3 /m?, wobei 0,87 m? die durchschnittliche KOF unserer Population

ist.
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Tabelle 8: Ubersicht Uber die wichtigsten Kinetica 2-Kompartimentmodelle ohne

Kovariablen zur Ermittlung des Strukturmodells

ModellNr. 1 4 5 6 9 12 13

Wichtung | 1/Coreq | 1/Cored’ 1 VCorea | Cored | 1/Corea | 1/Corea
Y NV NV NV IgNV | IgNV | IgNV NV
ke NV NV NV IgNV | IgNV NV IgNV
Ki2 NV NV NV IgNV NV NV NV
ka1 NV NV NV IgNV NV NV NV

ObjF 1281 612 2460 1797 1509 1843 1234

Vi 12,4 11,4 12,3 12,0 10,2 15,0 11

ke [1/h] 0,52 0,53 0,54 0,588 0,69 0,47 0,59

ki2 [1/h] 0,014 | 0,019 0,011 0,046 0,017 0,014 0,15

ka1 [1/h] 0,046 | 0,036 0,08 0,073 0,039 0,046 0,043

VK(V) [%] 48 39 46 50 48 43 56
VK(ke) [%] 38 40 0,1 11

VK(kz) [%] | 57 113 0 47 51 54
VK(k+2) [%] 131 97 1 152 117 141
5.6.2.2 Integration von Kovariablen

Weiterhin wurde die Abhangigkeit der kinetischen Parameter von den Kovariablen
Alter und Kérperoberflache (KOF) untersucht. Kinetica bietet dabei die Moglichkeit,
Uber eine lineare Regression die Kovariablen einzubinden und die Abhangigkeit
abzuschatzen. Die ObjF dient dabei erneut als eines der Kriterien fiir die Annahme
der Hypothese, dass das erweiterte Modell eine Verbesserung darstellt. In
Tabelle 10 sind unterschiedliche Modelle aufgelistet. Gegenliber dem Basismodell
(Modell 1), dass absolute PK-Parameter liefert, zeigen alle aufgeflihrten Modelle
eine Verbesserung der ObjF (niedrigerer Wert). Am besten schneidet dabei das
Modell 15 ab, das die Kovariable Alter in das Verteilungsvolumen Uber eine lineare
Regression integriert. Die ObjF sinkt dabei von 1239 (ohne Kovariablen) auf 1174

ab. Weiterhin sinken auch die interindividuellen Variabilitaten aller vier PK-
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Parameter. So betragt der Variationskoeffizient (VK) anstatt 49 % nach Integration
der Kovariable V nur noch 24 %. Das Einschliel3en weiterer Kovariablen, wie in den
Modellen 18, 19, 22 und 23 gezeigt, verbessert die ObjF nicht weiter. Ebenfalls zu
keiner Verbesserung des Modells fuhrt die Integration von Kovariablen in die Para-
meter k12 und ky1. Diese Parameter beschrieben im wesentlichen das 2. Komparti-
ment. Da vom peripheren Kompartiment keine Messwerte vorliegen, dient dieses
Kompartiment nur der mathematischen Beschreibung der Verteilungsvorgange. Ein
Bezug zu physiologischen Variablen wie dem Verteilungsvolumen V ist nicht zu er-

warten.

Tabelle 10: Kinetica 2-Kompartimentmodelle mit integrierten Kovariablen, normalverteilten
Parametern und einer Wichtung 1/ceq. Dabei beziehen sich die blau markierten Werte auf
einen Patienten mit durchschnittlichem Alter (5,9 a). Die rot markierte Werte beziehen sich
auf einen Patienten mit durchschnittlicher Kdérperoberflache (KOF [mz]), die hier 0,87 m?
betragt. Der grin markierte Wert bezieht sich auf einen Patienten mit durchschnittlicher KOF
(0,87 m?) und einem Alter von 5,9 a. Die Einheit ist daher [1/m?a].

Modell Nr. 1 15 25 22 23 18 19 20 21

Kovariablen |keine| Alter | Alter | Alter | Alter | KOF | KOF | KOF |[KOF+Alter|

auf Vv ke |V ke |V,ki2| V |V, ke [V, ko \
ObjF 1239 | 1174 | 1200 | 1209 | 1200 | 1201 | 1229 | 1224 | 1200
Vi 12,4 | 13,7 | 12,6 | 18,7 | 156 | 18,0 | 20,3 | 17,9 17,8

ke [1/h] 0,520]0,490|0,519|0,350(0,44210,378|0,320|0,378| 0,380

k12 [1/h] 0,01410,013|0,014|0,011|0,01410,011|0,013|0,012| 0,011

ka1 [1/h] 0,04610,045|0,044 | 0,048|0,048]0,045|0,010|0,025| 0,045

VK(V) [%] 49 | 24 | 33 | 23 | 23 | 23 | 25 | 23 22

VK(ke)[%] | 38 | 28 | 25 | 26 | 28 | 28 | 28 | 29 27

VK(k12) [%] 58 55 63 66 56 63 82 66 63

VK(kz) [%] | 132 | 128 | 194 | 166 | 156 | 174 | 143 | 263 | 175

Fur Modell 18 ergibt sich aus den ermittelten Mikrokonstanten eine Cl von 7,99 I/h

mit einem Verteilungsvolumen von 21,1 I/m? + 4,9 I/m?, das wie erwahnt in diesem
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Modell linear abhangig von der KOF ist (V = KOF *24,7 I/m? — 3,56 1). Die Halb-

wertszeiten berechnen sich fur ty2q zu 1,77 h und fur ty,23 zu 15,8 h.

Wie Abbildung 38 verdeutlicht, steigt im Modell 18 das V trotz Normierung durch
die KOF mit zunehmender KOF an.
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Abbildung 38: Das auf die Kérperoberflache normierte Verteilungsvolumen (V/KOF) steigt

mit zunehmender Kérperoberflache an.
Dies filhrt bei Patienten mit kleiner KOF bei der Gabe von 5 g/m? MTX zu héheren

Plasmakonzentrationszeitverldufen. In Abbildung 39 sind die Plasmakonzentrations-

zeitverlaufe basierend auf Modell 18 in Abhangigkeit von der KOF dargestellt.
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Abbildung 39: MTX-Plasmakonzentrationszeitverlaufe basierend auf Modell 18 bei ver-
schiedenen KOF. Die (extrapolierten) Werte bei 0,25 g/m2 (blau) liegen deutlich oberhalb der
Werte fiir 0,5 g/m? (rot), 0,87 g/m? (schwarz) und 1,5 g/m? (griin).

5.6.3 Nonmem

5.6.3.1 Strukturmodell

Aus den in Kapitel 5.6.2.1 (S. 63) genannten Grinden wurde auch fur die Auswer-
tung mit Nonmem ein lineares 2-Kompartimentmodell verwendet. Dieses
2-Kompartiment Modell schatzt die PK-Parameter V, ke, k12 und ko4, die mit theta (6)
1-4 benannt sind, ab. Diese Parameter schwanken von Individuum zu Individuum.
Neben der interindividuelle Variabilitdt eta (n) und deren Varianz omega (w) wird
auch der Restfehler epsilon (¢) und dessen Varianz sigma (o) abgeschatzt. Dabei
wird in dieser Auswertung ein gemischtes Fehlermodell aus additivem und multipli-
kativem Fehler verwendet. In Tabelle 28 (S. 144) sind die Fortran-Befehlszeilen des

hier verwendeten Strukturmodells aufgefiihrt.

Wie in Tabelle 9 bei Modell 45 gezeigt, ergibt sich fiir die Population ohne Einar-
beitung von Kovariablen ein Verteilungsvolumen von 14,1 |. Die Eliminationskon-
stanten ke, k12, ko1 werden auf 0,347 1/h, 0,00598 1/h und 0,0332 1/h bestimmt. Auf-
fallend sind die Variationskoeffizienten (VK) dieser Parameter mit 57 % fir das Ver-
teilungsvolumen V, 0 %, 46 % und 0 % fir ke bzw. ki und ko4. Erst die Einflihrung
der Korperoberflache (KOF) als Kovariable (Modell 46) fiihrt zu einem sinnvollen
Ergebnis, das sich auch durch eine niedrigere ObjF auszeichnet. Dabei ergeben
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sich V zu 12,7 IIm? £ 27 %, ke zu 0,73 1/h/m* £ 37 %, ki zu 0,022 1/h/im* + 27 %
und ky¢ zu 0,0234 1/h/m? + 54 %. Die Darstellung der beobachteten Konzentrationen
gegen die durch das Modell vorhergesagten Konzentrationen (Abbildung 40)
schwanken sowohl im niedrigen als auch im hohen Konzentrationsbereich um die
erste Winkelhalbierende. Bei der Darstellung der gewichteten Residuen (wres) -
also den um die Konzentration normalisierten Abweichungsquadraten — zeigt sich
sowohl im niedrigen als auch im hohen Konzentrationsbereich keine regellose
Streuung um die y-Achse (Abbildung 41). In beiden Konzentrationsbereichen stei-
gen die wres mit steigender Konzentration an. Dies deutet vorhandene Schwierig-
keiten fur die Anpassung der PK-Parameter des Modells an. Daher sind die hierbei

gewonnenen Ergebnisse kritisch zu bewerten und vorsichtig zu interpretieren.

1000 -
100 4

10 3

predicted [pM]

0.1 .!"""'I T T T T T T T T T T T T T T 1T
0.1 1 10 100 1000

observed [pM]

Abbildung 40:  Logarithmische  Darstellung der  beobachteten  (gemessenen)
MTX-Plasmakonzentrationen (c.,s) gegen die vom Modell 46 vorhergesagten (Cpreq)
MTX-Plasmakonzentrationen. Zur Orientierung ist die erste Winkelhalbierende mit einge-

zeichnet.
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wres

0.1 10 1000
predicted MTX [uM]

Abbildung 41: Halblogarithmische Darstellung der gewichteten Residuen (wres) gegen die

vorhergesagte Konzentration (predicted) aus Modell 46.

Weitere Modelle mit der Kovariablen Alter wurden ebenfalls untersucht und sind in
Tabelle 9 aufgefiihrt. Im Gegensatz zu Kinetica konnte zwar auch hierbei eine Ver-
besserung der ObjF erreicht werden, dabei gab es jedoch Ergebnisse, die das Mo-

dell in Frage stellten. So konnte z.B. keine Variabilitat fir ke gefunden werden.
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Tabelle 9: Nonmem Modelle zur Bestimmung des Grundmodells. Dabei wurde jeweils ein
lineares 2-Kompartimentmodell mit kombiniertem Fehlermodell und normal verteilten PK-
Parametern verwendet. Bei den rot markierten Werten ist die Kérperoberflache in das Modell
integriert. Daher bezieht sich dieser Wert auf m?. Bei den blau markierten Werten ist das
Alter als Kovariable integriert. Daher beziehen sich diese Werte auf Jahre [a]. Die kursiv
gedruckten Werte 65 und 65 entsprechen dem y-Achsenabschnitt der Regressionsgerade

und waren auf diesen Wert fixiert.

Modell | 45 | 26 | 20 | 51 | 46 | 47 | 52 | 55 | 56 | 57
Alter Age* 6 (Age™ 8)+ B5
auf alle | alle Vu.ks| V Ke
KOE (g)?gs KOF* 8
auf vV V  |Vu. ks alle
ObjF. 708 | 508 | 515 | 775 | 659 | 1400 | 731 | 533 | 531 | 653
V1] 1411216 | 21,6 12,7 218 | 2,45 | 11,5
ke [1/h] | 0,347 0,328 0,328 Fehler 0,728 Fehler 0,0001| 0,308 | 0,023
ki2 [1/h] | 0,006 | 0,008 | 0,008 0,022 0,008 | 0,007 | 0,009
kzq [1/h] | 0,033 0,029 | 0,029 0,023 0,030 | 0,028 | 0,034
05 [1] ~ 6,24 | 6,24
s [1/h] 0,33 0,33
VK(V) | 57% | 20% | 19% 27% 24% | 24% | 39%
VK(ke) | 0% 0% 0% 37% 0% 0% 0%
Fehler Fehler
VK(kiz) | 46% | 15% | 16% 27% 21% | 21% | 57%
VK(k21) | 0% | 24% | 25% 54% 28% | 31% | 22%
5.6.3.2 Einbau der Inter-Occasional-Variability (IOV)

Als einziges Kinetikprogramm ermaoglicht Nonmem den Einbau einer so genannten
Inter-Occasional Variability (IOV). Diese ermoglicht - analog zur Abschatzung der
Variabilitat zwischen zwei Individuen - die Abschatzung der Variabilitat der
PK-Parameter eines Individuums bei zwei oder mehr Gaben eines Arzneimittels.
Diese wird parallel zu den PK-Parametern abgeschatzt. Da MTX im Protokoll der
akuten lymphatischen Leukamie aus vier Gaben im Abstand von jeweils zwei Wo-
chen besteht, kann man neben der interindividuellen Variabilitat auch die Variabilitat

abschatzen, die ein Patient bei mehreren Gaben zeigt. Diese so genannte Interoc-
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casional Variability (IOV) wurde ebenfalls in das Nonmem Modell 46 integriert. Da-
bei ergibt sich in allen drei Modellen eine um etwa 10 Punkte verbesserte ObjF. Ein
Wert, der auf dem 1 % Signifikanzniveau eine Verbesserung des Modells anzeigt
[43]. Dabei scheint es unwesentlich, ob die 10V in das Verteilungsvolumen oder in
die Eliminationskonstante integriert wird. In der Darstellung der beobachten zu den
vorhergesagten MTX-Konzentrationen (nicht abgebildet) ist kein Unterschied zu
Abbildung 40 zu erkennen. Die interindivuelle Variabilitat bleibt nahezu unverandert,

wahrend der Restfehler sich leicht verringert.

Tabelle 10: Nonmem-Modelle mit integrierter Interoccasional Variability (I0V). Als Grund-
modell dient jeweils ein Modell bei der die Kérperoberflache in alle PK-Parameter (V, ke, k12,
ko) integriert ist (KOF * ). Die rot markierten Werte beinhalten die IOV.

Modell Nr. 46 48 49 50
oV - *(1+10V) *(1+10V) *(1+10V)
auf - V Ke V und kg

ObjF. 659 649 650 648
V [I/m?] 12,7+27% 13,3+26% 12,5+23% 13,3+26%
ke [1/h/im?] 0,728+37% | 0,72+42% 0,78+47% | 0,721+42%
ki2 [1/h/im?] 0,022+27% | 0,021+28% | 0,0215+32% | 0,021+28%

k1 [1/h/m?] 0,0234+54% | 0,025+64% | 0,024+77% | 0,0253+64%
85 (I0V auf V) 19,8% 19,8%
85 (IOV auf k) 11,8% ~ 0%

o (prop.) [%] 33% 28% 32% 29 %

Effekt von 7-OH Methotrexat auf die Pharmakokinetik des
Methotrexat

5.6.3.3

In Modell 49 wurde zusétzlich der Einfluss des Metaboliten auf die PK-Parameter
des MTX untersucht. Dabei kdnnen zwei physiologische Mechanismen auftreten. Da
der Metabolit aus seiner Muttersubstanz gebildet wird, wirde eine hohe 7-
OH MTX-Konzentration fir eine grole metabolische Clearance des MTX sprechen.
Auf der anderen Seite werden beide Substanzen renal eliminiert. Eine hohe
7-OH MTX-Plasmakonzentration kdnnte ebenfalls flir eine geringe renale Clearance

sprechen, die eine hohe MTX-Konzentration zur Folge hatte.
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In Abbildung 42 ist der Zusammenhang zwischen den gemessenen 7-OH MTX-
Werten und den entsprechenden vorhergesagten MTX-Konzentrationen dargestellt
(Modell 49). Durch die Regressionsgerade erkennt man, dass die vorhergesagten
MTX-Konzentrationen ~ unabhangig von den gemessenen 7-OH MTX

MTX-Plasmakonzentrationen sind.

100
%0 =-0.0087x + 23.046
° R* = 0.0004
— 80
=
= 70 A °
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Abbildung 42: Darstellung der gemessenen 7-OH MTX-Konzentrationen gegen die vorher-

gesagten MTX-Konzentrationen.

Abbildung 43 und Abbildung 44 zeigen die Abhangigkeit von k. bzw. V und der
gemessenen 7-OH MTX-Konzentration. Dabei zeigt sich fiir die Eliminationskon-
stante eine schwache negative Korrelation (R? = 0,07), wahrend das Verteilungsvo-

lumen unabhangig von der Metabolitenkonzentration ist.

Aufgrund der fehlenden Abhangigkeit wurde 7-OH MTX nicht in das Modell integ-

riert.
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Abbildung 43: Eliminationskonstante ke gegen die gemessenen 7-OH

MTX-Konzentrationen.
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Abbildung 44: Verteilungsvolumen V gegen die gemessenen 7-OH MTX-Konzentrationen.
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5.7 Diskussion

Obwohl bereits eine grofle Anzahl an Veroffentlichungen erschienen ist, die sich
mit der Kinetik des MTX beschaftigen, findet man bis heute nur eine Veroffentli-
chung, die eine populationspharmakokinetische Methode zur Berechnung der
PK-Parameter des MTX verwendet. Bei dieser im Jahre 1999 erschienenen Arbeit
untersuchten Odoul et al. 23 an ALL erkrankte Kinder, die nach dem franzdsischen
ALL-Protokoll 8 g/m? {iber 24 h erhielten. Sie verwendeten ebenfalls ein
2-Kompartimentmodell mit 234 Messwerten. Die dabei ermittelten PK-Paramter (VK)
fur CI, V, kq2 und ky¢ betrugen 3,51 I/h (65,8 %), 8,67 | (58,1 %), 0,0044 1/h (105 %)
bzw. 0,039 1/h (24,9 %) [124] ohne Integration von Kovariablen. Weiterhin behan-
delten Odoul et al. jede Gabe eines Patienten als unabhangige Beobachtung und
somit als eigenstandigen Patienten. Die PK-Parameter unterscheiden sich dabei
wesentlich von den in dieser Arbeit gefundenen. Das Verteilungsvolumen betragt
70 %, die Cl 55 %, das kq2 31 % und schlie3lich kp1 85 % von den entsprechenden
in dieser Arbeit bestimmten Werten, obwohl sich die beiden Strukturmodelle in den
Ausgangsbedingungen nicht unterscheiden. Sie verwenden beide ein lineares
2-Kompartimentmodell mit proportionalem Restfehler (1/cpeq). Interessanterweise
fanden nur Borsi et al. keinen Unterschied zwischen den cgs einer 24 h Infusion von
4 g, 6 g und 8 g [27]. Dies deutet auf eine nichtlineare Kinetik des MTX in diesem
Bereich hin und kénnte eine Erklarung fur die unterschiedlichen PK-Parameter sein.
Geht man allerdings wie alle anderen Autoren von einer linearen Kinetik in diesem
Bereich aus, kann man die PK-Parameter trotz unterschiedlicher Dosierung verglei-
chen. Interessant scheint dann die Beobachtung, dass die Mikrokonstante k., die
ein Parameter fur die Diffusion in das periphere Kompartiment darstellt, nur 31 %
des in unserer Arbeit bestimmten Wertes betragt. Dies wird zwar dadurch relativiert,
dass auch die den umgekehrten Vorgang beschreibende Konstante k,; kleiner ist,
letztlich bleibt jedoch ein geringerer Abfluss ins periphere Kompartiment in der Ar-
beit von Odoul et al. (vgl. Abbildung 45). Mdglicher, allerdings spekulativer Hinter-
grund konnte die unterschiedliche Hydrierungsmodalitat der Protokolle sein. Bei
Odoul et al. werden die Kinder 2 h vor Beginn der Infusion mit 10 ml/kg und mit
2 1/m?/24 h wahrend der Infusion hydriert. Zusatzlich erhalten die Patienten mit der
MTX-Infusion bis zu 1,2 | Fllissigkeit und somit trotz der héheren Dosierung weniger
als in dem hier verwendeten Protokoll (vgl. Kapitel 5.2, S. 54). Das deutlich niedrige-
re Verteilungsvolumen des peripheren Kompartiments V, bei Odoul et al. von 1|

gegeniber 3,8 | in dieser Arbeit untermauert diese These.
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Ein weiterer Hinweise fir den mdglichen Einfluss der Hydrierung auf die PK-
Parameter sind die MTX-Vergleichswerte mit anderen Zentren aus der Bundesrepu-
blik. Trotz gleicher 24 h Werte Uberragen die in Mlnster gemessenen 48 h Werte
die Vergleichswerte (Tabelle 6, S. 63). Auch dies kann hypothetisch mit einer ver-
mehrten Aufnahme von MTX in das durch die vermehrte Hydrierung vergrélerte 2.
Kompartiment erklart werden. Nach Infusionsende kann diese Anreicherung zu ei-
nem vermehrten Rickfluss aus diesem Kompartiment fiihren und kénnte die erhdh-
ten 48 h Werte erklaren. Allerdings bleibt die Frage ungeklart, ob die in dieser Arbeit
gemessenen hoheren Konzentrationen der Rohdaten die veranderten PK-Werte

bedingen oder umgekehrt.

Ein Vergleich mit der Ubrigen Literatur wird aufgrund der verschiedenen verwende-
ten Parameter, Dimensionen und Definitionen der Konstanten sowie der verschie-
denen Dosierungen und Patienten erschwert [123]. Jedoch liegen alle hier bestimm-

ten Parameter in der GréRenordnung der veréffentlichten Werte (vgl. Tabelle 11).
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Tabelle 11: Ubersicht Giber die wichtigste MTX-PK Literatur.

Lit. Autor Jahr [n(Pat) | Zyklen | Diagnose. Dosierung Modell
[32] | Breithaupt | 1982| 7 | 27 0s 140'352?:‘9/ KgU-| o Komp.
[29] | Borsi |1987| 21 42 ALL 0,59/m? ii. 24 h Cl= kKo / Ces
. ALL (1.0d.2. i _
[28]| Borsi |1987| 58 | 380 [o Lol 05-33g0.24h Cl= ko / Cos
[183]| Wolfrom |1990| 5 20 ALL 5g/m? Ui. 24 h Cl= Ko / Css
81]| Graf |1994| 198 | 1703 0s 12g/im? i, 4 | 2Komp. ohne
9 ’ Inf. Phase
. auf 1TmM nach 6h _
[131]| Pignon [1994| 22 222 OS Erw. (=>13,2 J_rzg/mz ) Cl=k, / Cgs
[150]| Sabot 1995| 10 10 diff. diff/4h 2 Komp.
[53] | Donelli |[1995| 122 ALL 5g/m? {i. 24 h Cl= kKo / Ces
[157]| Seidel |1997| 42 293 ALL 6-8g/m? Ui. 24 h Cl= Ko / Css
[124]] Odoul [1999| 23 | 234 ALL 8g/m? ii. 24 h 2 Komp.
3 adaptiert: 3-6,7
[175]| Wall |2000| 24 24 rALL g/m? i, 24 h 2 Komp.
Kinetica |2002| 59 471 ALL 59/m2 U.24 h 2 Komp.
Kinetica |2002| 59 471 ALL 59/m2 U.24 h 2 Komp.
Nonmem |2002| 59 | 471 ALL 5g/m? Ui. 24 h 2 Komp.
Nonmem [2002| 59 471 ALL 5g/m? Ui. 24 h 2 Komp.

® rALL: relapsed ALL
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Fortsetzung von Tabelle 11:

Autor ki [1/h]|ks2 [1/h]| kas [1/0] | V. [1] Cl [I/h] sonstiges
Breithaupt|0,39 kg'|0,11 kg™'| 1,03 kg™ [0,19kg"| 0,021 kg™
Borsi Vdss= 14 4,0m?
Borsi Clretapsed = 7,3 I/m?/h bzw, Clees = 4,3 I/h/m?
Kompartimentdefinition
Wolfrom ["3Komp" 6,6 I/h2 aufgrund der 4 Mess-
punkte
Graf | 022 | 0,014 | 0064 [0,00074 berschnet aus a und B, 7
nicht einberechnet
Pignon 0,32kg"| 2,94m?
Sabot | 0,33 |00054 | 0,045 | 22 nur 1. Zyklus in Studie
integriert

Cl nach Alter: von 10 I/m*h (0-10a)

Donelli bis 6,6 I/m%h (>10a)
. 5 Clo(1. Gabe) > Cly(2.
Seidel 42m Gabe)4
Odoul | 04 |00044| 0039 | 867 35
Wall 0,58 | 0,134 | 0,11 [10,9m? 6,18 m?
Kinetica | 0,519 | 0014 | 0,046 | 124 6.43
Kinetica [0.447m?20,011m2 O’Enz.?G 16,6 m?2

Nonmem |0,728m?(0,022m®0,024m?| 12,7 m™?

Nonmem | 0,347 | 0,006 | 0,033 14,1

4 Cl. ist die Clearance bei Patienten, die ein Rezidiv erlitten.
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Ebenfalls schwierig ist der Vergleich zwischen den beiden Kinetikprogrammen

Nonmem und Kinetica.

Die Ergebnisse unterscheiden sich hier mafigeblich durch die unterschiedliche
Wichtung. Da bei Kinetica mit einer 1/cyeq Wichtung gearbeitet wurde, sind die ho-
hen MTX-Konzentrationen zum Zeitpunkt ty4, besser angepasst als die entsprechen-
den Nonmem-Werte (Abbildung 45). Fir die niedrigen Konzentrationen gilt umge-
kehrtes. Wahrend jedoch fiir Kinetica eine gleichmafige Verteilung der gewichteten
Residuen (wres) mittels dem oben genannten Fehlermodell erreicht wurde
(Abbildung 36), konnte bei Nonmem stets ein Trend (Abbildung 41) und keine zufal-
lige Verteilung beobachtet werden. Daher scheinen die durch Kinetica gewonnen

Ergebnisse glaubwirdiger.
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Abbildung 45: Vergleich des Nonmem-Modells 45 (—), des Kinetica-Modells 1 (—) und der
Mittelwerte der Rohdaten bei t4, 44, t1s. Beide Modelle sind als 2-Kompartiment Modell ohne
Kovariablen dargestellt. Weiterhin ist der Plasmakonzentrationszeitverlauf auf Basis der PK-

Parameter von Odoul et al. dargestellt (—), die fir 5 g/m® simuliert wurde.

Zum ersten Mal konnte im Rahmen einer pharmakokinetischen Untersuchung mit
Hilfe einer populationspharmakokinetischen Methode die intraindividuelle Variabilitat
auch - interoccasional variability (IOV) - abgeschatzt werden. Dies ist mittels Non-
mem moglich [101]. Die IOV kann dabei fur das Verteilungsvolumen auf etwa 20 %
und getrennt davon fur die k. auf etwa 11 %. abgeschatzt werden. Bei beiden Mo-

dellen anderte sich dabei die ObjF als Mal fur die Gilite der Anpassung signifikant.
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Die Varianz ¢ des Restfehlers ¢ konnte ebenfalls von 33 % auf 28 % gesenkt wer-
den. Die interindividuelle Variabilitat blieb wie erwartet etwa gleich grof3. Zu beach-
ten ist jedoch, dass bei Nonmem die vorhergesagten MTX-Plasmakonzentrationen
(cprea) schlechter an die gemessenen Werte (Cops) angepasst wurden als bei Kineti-

ca. Die Ergebnisse sind daher vorsichtig zu interpretieren.

Weiterhin wurde erstmals die Korrelation zwischen dem Metaboliten 7-OH MTX
und den PK-Parametern des MTX untersucht. Dabei zeigte erwartungsgemal die
Metabolitenkonzentration keine Abhangigkeit vom individuell abgeschatzten Vertei-
lungsvolumen. Auch die vorhergesagte MTX-Konzentration zum Zeitpunkt 24 h
scheint keinen Einfluss auf die 7-OH MTX-Konzentration zu besitzen. Einzig die
Eliminationskonstante k. des MTX scheint mdglicherweise schwach negativ mit der
Metabolitenkonzentration korreliert. Daher zeigt der kinetische Effekt von 7-OH MTX
eher eine niedrigere Ausscheidung der Muttersubstanz aus dem Koérper an als einen
verstarkten Metabolismus und damit eine groRere Elimination des MTX. Allerdings
ist die hier gefundene Korrelation mit R? von 0,07 sehr schwach. Die Mdéglichkeit
aus gemessenen 7-OH MTX-Plasmakonzentrationen auf den weiteren Verlauf der
MTX-Plasmakonzentrationen zu schlieen, scheint daher gering. Dies steht insofern

in Einklang mit der Literatur, da es hierfur keine Anhaltspunkte gibt.

In dieser Arbeit wird die Méglichkeit moderner computergestitzter pharmakokineti-
scher Auswertungsmethoden und deren Nutzen flir den Patienten erortert. Dabei
zeigt sich, dass Programme wie Nonmem ein sehr interessantes Spektrum an neu-
en Methoden eroffnet, jedoch aufgrund der schweren Verstandlichkeit und Handha-
bung sich flir die patientenorientierte Versorgung kaum verwenden lasst. Kinetica
2000 ist anwendungsfreundlicher und durfte fir die Losung der meisten klinischen

Fragen ausreichend sein.
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6 Bestimmung von an Humanem Serumalbu-
min gebundenem Methotrexat und freiem

Methotrexat mittels Kapillarelektrophorese

6.1 Einleitung und Fragestellung

Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, wird MTX mehrfach Uber langere Zeit-
raume in Hochdosisschemata angewandt. Eine Optimierung der pharmakokineti-
schen Eigenschaften kénnte sowohl zu einer Erleichterung in der Anwendung fir die
Patienten als auch zu einer Veranderung der Wirksamkeit filhren. Dabei werden
verschiedene Ansatze verfolgt, wie eine liposomale Verkapselung [87] von MTX, die
ein verlangertes Verweilen des MTX im Blut erreichen soll. Auch gewebespezifisch
wirksame Arzneiformen, z.B. die mit MTX beladenen Erythrozyten, die zur verstark-
ten Aufnahme in die Leber mit Biotin verestert wurden, sind bereits in Tiermodellen
getestet worden [118, 159].

Eine weitere Option besteht durch peptidische a- oder y-Verknupfung des Gluta-
minsaureanteils des MTX (Abbildung 1) an humanes Serumalbumin (HSA-MTX)
[35, 36]. Niedrigere Dosen bei gleicher Antitumorwirksamkeit sind eines der er-
wlnschten Ziele. Postuliert wird bei dieser Kopplung eine verstarkte Aufnahme in
Tumorgewebe und in die Tumorzelle, da das Wachstum des Tumors auf eine hohe
Proteinlieferung — wie HSA - angewiesen ist. Eine veranderte Freisetzung und damit

veranderte Einwirkzeit auf den Tumor kann ebenfalls festgestellt werden [84].

In Walker-256-Carcinom-Ratten zeigte sich bei Gabe von an Rattenserumalbumin
gekoppeltem MTX nach 24 h eine Anreicherung von 14 % der applizierten Gesamt-
dosis im Tumorgewebe. Gewebe, das phagozytotisch aktiv ist, zeigte deutlich nied-
rigere Anreicherung. So fanden sich in der Leber weniger als 7 %, in der Milz sogar
unter 2 % der Gesamtbelastung. Freies MTX selbst erreichte unter den gleichen
Versuchsbedingungen nur eine Akkumulation von unter 0,1 % im Tumorgewebe
[164]. Allerdings flihrte bei diesen Ratten die Albumingabe nur zu einem leicht bes-
seren Ansprechen als bei einer alleinigen Gabe von MTX [184]. Ahnliche Ergebnis-

se zeigten sich in Zellkulturen [31].
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Eine Phase 1 Studie bei Tumorpatienten verschiedener Entitaten wurde bereits
1999 in Deutschland durchgefuhrt [37, 86]. Hierbei zeigte sich bei einigen Erkran-

kungen ein teilweises Ansprechen.

Zum Nachweis der veranderten Wirksamkeit gegenlber konventionellem MTX sel-
ber ist eine Bestimmung bzw. Abtrennung des MTX und des HSA-gebundenen MTX
voneinander notwendig. Dies ermdglicht ein Abschatzen, in wie weit das an Albumin
gebundene MTX zur Wirkung beitragt bzw. freies MTX die Versuche unerwiinscht
beeinflusst. Ziel der folgenden Versuchsreihe war die Uberpriifung der Mdglichkeit
an Albumin kovalent gebundenes MTX (HSA-MTX) mittels Kapillarelektrophorese

(CE) zu bestimmen und dabei das freie MTX zu bestimmen bzw. abzutrennen.

6.2 Methoden und Stoffeigenschaften

Alle Analysen wurden auf einer BioRad Focus 3100 durchgefiihrt. Die verwendeten
Substanzen (s. S. 20) und Gerate (s. S. 19) sind in Kapitel 3 dokumentiert. Details
Uber die Eigenschaften der verwendeten Substanzen sind fir MTX auf S. 14 und flr

Serumalbumin auf S. 17 (Kapitel 2) zusammengefasst.

6.2.1 Methode 1: 60 mM Boratpuffer pH 10,0 mit 200 mM
SDS
6.2.1.1 Herstellung:

Aus Borsaure wurde 11 60 mM Boratpuffer hergestellt. 15 ml dieses Puffers wur-
den mit 1 N NaOH auf pH 10,0 eingestellt. 864 mg SDS (entspricht 200 mM) gab
man unter Rihren und leichter Erwarmung zu. Der Puffer wurde anschliel3end filt-

riert.
Die Trennung erfolgte in einer Fused-Silica Kapillare der Lange 20,3/25 cm mit ei-
nem Innendurchmesser von 50 um.

6.2.1.2 CE-Bedingungen:

Bei normaler Polung (Kathode an der Detektorseite) wurde eine Spannung von
8,1 kV Uber zwei Minuten kontinuierlich angelegt. Die Probenaufgabe erfolgte durch
eine 6 sek Injektion mit 3448 Pa. Vor jedem Lauf wurde 3 min jeweils mit H,O, 0,1 N

NaOH und dem oben genannten Puffer gespult. Das Gerat wurde dabei auf 20° C
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temperiert. Bei der Trennung wurde ein Hochgeschwindigkeitsspektrum von 250 nm

bis 330 nm aufgenommen.

6.2.1.3 Ergebnisse:

Unter den oben genannten Bedingungen wurde 1:100 verdinntes HSA injiziert und
durch das entsprechende Spektrum detektiert. Neben den vier im Elektrophe-
rogramm aufgezeichneten Wellenlangen (schwarz: 270 nm, rot: 300 nm, grun:
310 nm und blau: 320 nm) konnte durch ein UV-Spektrum ein weiteres Kriterium fr
die Zuordnung genutzt werden (Abbildung 47). Die beobachtete Stromstarke betrug
etwa 100 pA.
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Abbildung 47: Elektropherogramm des HSA (12 min) (schwarz: 270 nm; rot: 300 nm; grin:
310 nm und blau: 320 nm).

Fir die HSA-MTX Probe zeigte sich ebenfalls ein Peak bei etwa 12 min, der weder
durch die Migrationszeit noch durch das UV-Spektrum vom entsprechenden reinen
HSA-Peak unterschieden werden konnte. Weiterhin konnte ein zusatzlicher Peak
bei etwa 19 min gefunden werden (Abbildung 48). Dieser Peak konnte durch ein
UV-Spektrum und durch Zumischung (60 uM MTX) als freies MTX identifiziert wer-
den (Abbildung 49).
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Abbildung 48: Elektropherogramm des HSA-MTX (12 min) und freigesetztem MTX (18 min)
in 60 mM Boratpuffer pH 10,0 mit 200 MM SDS (schwarz: 270 nm; rot: 300 nm; grin:

310 nm und blau: 320 nm).
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Abbildung 49: HSA-MTX mit zugesetztem MTX in Boratpuffer pH 10 mit 200 mM SDS

(schwarz: 270 nm; rot: 300 nm; grin: 310 nm und blau: 320 nm).

-87-



Bestimmung von an humanem Serumalbumin gebundenem Methotrexat

6.2.2 Methode 2: 50 mM Phosphat Puffer pH 5,0

6.2.2.1 Pufferherstellung:

50 mM wassrige Na,HPO, Lésung wird mit H;PO, auf pH 5,0 eingestellt, anschlie-
Rend filtriert und bei 12000 U fir 5 min zentrifugiert.

6.2.2.2 CE-Bedingungen:

Bei dieser Methode wurden 25 kV (Anode an der Detektorseite) als Trennspan-
nung angelegt. Die Temperatur der Kapillare und des Probentellers wurde auf 20° C
fixiert. Eine 45,3/50 cm lange mit Polyvinylalkohol (PVA) beschichtete Kapillare von
Agilent mit erweitertem Detektionsfenster und einem Innendurchmesser von 50 uM
wurde zur Trennung benutzt. Die Injektion der Proben erfolgte mit einem Druck von
3448 Pa fir 10 s. Bei der Trennung wurde ein Spektrum mittels Hochgeschwindig-
keits-Scanning im Bereich von 250-330 nm aufgenommen, das zusatzlich zu den
Migrationszeiten zur ldentifizierung der Peaks herangezogen werden konnte. Vor

jedem Lauf wurde 1 min mit HO und 1 min mit Laufpuffer vorgesplilt.

6.2.2.3 Ergebnisse:

Unter oben genannten Bedingungen konnten die Peaks von HSA (Abbildung 50)
und HSA-MTX (Abbildung 51) bei etwa 9 min gefunden werden. Die HSA-MTX Pro-
be zeigte auch hierbei einen zusatzlichen Peak, dessen UV-Spektrum ihn als MTX
identifiziert. Auch durch Zumischung von MTX zu HSA (Abbildung 52) bzw. HSA-
MTX (nicht gezeigt) konnte dieser Peak als MTX-Peak identifiziert werden.
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Abbildung 50: HSA in Phosphatpuffer pH 5,0 und beschichteter Kapillare (schwarz:

270 nm; rot: 300 nm; grin: 310 nm und blau: 320 nm).
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Abbildung 51: HSA-MTX in Phosphatpuffer pH 5,0 und beschichteter Kapillare; (schwarz:
270 nm; rot: 300 nm; grin: 310 nm und blau: 320 nm) mit freigesetztem MTX.
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Abbildung 52: HSA+MTX in Phosphatpuffer pH 5,0 (schwarz: 270 nm; rot: 300 nm; grin:
310 nm und blau: 320 nm).

Wie in Abbildung 53 und Abbildung 54 gezeigt ist, unterscheiden sich die beiden
UV-Spektren des HSA und des HSA-MTX unter diesen Bedingungen nicht. Eine

direkte Bestimmung der Konzentrationen ist allein durch UV-Detektion daher nicht

moglich.
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Abbildung 53: UV-Spektrum von humanen Serumalbumin in Phosphat-Puffer pH 5,0.
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Abbildung 54: UV-Spektrum von an humanes Serumalbumin gebundenem Methotrexat im

Bereich von 250 —320 nm.

Auch bei dieser Methode konnte gezeigt werden, dass freies MTX und HSA voll-

standig getrennt und detektiert werden kénnen.
Auffallend ist bei dieser Methode, dass trotz konstanter Migrationszeit des HSA

Peaks die MTX Peaks in ihren Migrationszeiten deutlich schwanken.

6.2.3 Methode 3: 60 mM Borat Puffer pH 9,7

6.2.3.1 Pufferherstellung:

60 mM Boratpuffer wurde mit 1 N NaOH auf pH 9,7 eingestellt, anschlieRend filt-
riert und 5 min bei 12000 U zentrifugiert.

6.2.3.2 CE-Bedingungen:

Da der Puffer selbst kein SDS enthalt, wurde 3 min mit 60 mM Boratpuffer 200 mM
SDS gespdlt, um an der Kapillare anhaftende Proteine zu entfernen. Daraufthin wur-

de 2 min mit 0,1 N NaOH und 2 min mit dem SDS freien Laufpuffer gesplilt.

Die Probenaufgabe erfolgte 6 s lang mit einem Druck von 3448 Pa. Anschlielend

wurde eine Spannung (Kathode an der Detektorseite) von 10 kV Uber 2 min aufge-
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baut. Die Temperatur des Probentellers und der Kapillare war auf 20° C fixiert. Die
Kapillare besal® eine Lange von 21,4/25cm und einen Innendurchmesser von

50 um. Ein Spektrum wurde im Bereich von 250 nm bis 320 nm aufgenommen.

6.2.3.3 Ergebnisse:

Die angelegte Spannung von 20 kV resultierte in einer Stromstarke von etwa
100 pA.

Gezeigt werden konnte das Auftreten eines HSA-Peaks bei 6 min (Abbildung 55).
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Abbildung 55: HSA in Boratpuffer, pH 9,7 (schwarz: 270 nm; rot: 300 nm; griin: 310 nm und
blau: 320 nm).

Bei der Injektion von HSA-MTX zeigt sich bei 6 min ein Peak, der sich weder durch
die Migrationszeit noch durch das UV-Spektrum von reinem HSA unterscheiden
I&sst. Bei 8 min erscheint ein zusatzlicher Peak, bei dem es sich um freies MTX
handelt (Abbildung 56).

-92 -



Bestimmung von an humanem Serumalbumin gebundenem Methotrexat

0,0200

00130

0,0100

Absorption

10,0050

T

-0,0050 . T T T . T T T T
10

Zeit [min]

Abbildung 56: HSA-MTX in Boratpuffer, pH 9,7 (schwarz: 270 nm; rot: 300 nm; grin:
310 nm und blau: 320 nm).

Neben dem UV-Spektrum kann dies durch Zugabe von MTX (60 uM) bewiesen
werden. In Abbildung 57 erscheint neben dem HSA-Peak nach etwa 8 min ein

MTX-Peak.
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Abbildung 57: HSA mit freiem MTX in Boratpuffer pH 9,7 (schwarz: 270 nm; rot: 300 nm;

grun: 310 nm und blau: 320 nm).
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Auch bei Zumischung von MTX zum HSA-MTX erscheinen diese beiden Peaks im
Pherogramm (Abbildung 58).
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Abbildung 58: HSA-MTX mit zugemischtem MTX in Boratpuffer pH 9,7 (schwarz: 270 nm;
rot: 300 nm; griin: 310 nm und blau: 320 nm).

6.3 Ergebnisse der Trennversuche und Diskussion

Bei diesen Versuchsreihen handelt es sich um die erste Methode zur Abtrennung
von HSA-MTX und MTX mittels Kapillarelektrophorese.

Unter keiner der oben genannten Trennbedingungen konnte Albumin und an Al-
bumin gebundenes MTX kapillarelektrophoretisch getrennt werden. Eine Unter-
scheidung durch die Messung bei 300 nm (das Optimum fir MTX) bzw. bei einer
noch hdéheren Wellenlédngen (bis 320 nm) ergab ebenfalls keine Mdglichkeit zur Be-
stimmung bzw. Unterscheidung, obwohl Albumin bei diesen Wellenlangen aufgrund
seiner Aminosaurezusammensetzung sehr wenig bzw. gar nicht mehr absorbieren
sollte (vgl. S. 17). Vermutlich ist die Absorption des geringen gebundenen Anteils an
MTX nicht ausreichend, um eine messbare Differenz zur Absorption des HSA zu
erreichen. Dabei entsprechen 2 mol gebundenem MTX an ein Mol Albumin einem
Massenverhaltnis von etwa 1:60. Mdglicherweise ware bei einer Erhéhung des
MTX-Anteils, wie er bei Bures et al. beschrieben wird [36], eine solche Bestimmung
moglich. Dabei wird ein Molverhaltnis von 60:1 erreicht, was in einem Massenver-

haltnis von 1:2 resultiert.
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Freies MTX konnte mit allen drei Methoden von HSA bzw. an HSA gebundenem
MTX getrennt werden. Dabei zeigte sich auch, dass bei den HSA-MTX Proben be-
reits freies MTX nachzuweisen ist. Dies konnte durch Aufnahme von UV-Spektren
und durch Zumischung von MTX gezeigt werden. Die Migrationszeiten waren fiir die
unbeschichteten Kapillaren stabil. Dabei ist nochmals zu bemerken, dass bei der
SDS-freien Trennungsmethode (s. S. 91), vor der Trennung SDS-Boratpuffer als
Waschldsung benutzt wurde. Die Methode (s. S. 88) mit beschichteter Kapillare und
Phosphatpuffer zeigte allerdings an zwei verschiedenen Tagen unterschiedliche
Migrationszeiten, die sich mit zunehmender Analysenzahl immer weiter verlanger-
ten. Dabei zeigte sich am 2. Versuchstag zusatzlich eine Verringerung der Strom-
starke von etwa 50 pA auf 35 pA trotz gleicher Bedingungen, die sehr wahrschein-
lich der Grund flr die verlangerten Migrationszeiten ist. Moglicherweise flihrt hier
eine Optimierung der Spulschritte zu gleich bleibenden Migrationszeiten. Ein weite-
rer Nachteil dieser Methode ist moglicherweise die deutlich héhere Spannung von
25 kV. Hierbei sind unerwiinschte Reaktionen wahrscheinlicher als bei den beiden

Methoden, die nur etwa 10 kV als Trennspannung benutzten.

Eine Validierung zur Bestimmung des freien MTX ist moéglich. Bei Methode 3
(s. S. 91) konnte die Trennung in weniger als 9 min durchgefiihrt werden. Dabei ist
zu beachten, dass dem Laufpuffer kein SDS zugesetzt war und nur zur Spulung der
Kapillare SDS benutzt wurde. Daher ist bei weiteren Versuchen zu klaren, wie lange

die Kapillare aufgrund der Albuminbelastung verwendbar ist.

Insgesamt stellen diese Methoden eine Moglichkeit dar, bei geringem Substanzbe-
darf eine rasche effiziente Trennung und Bestimmung von HSA-MTX und freiem

MTX zu erreichen.
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7 Pharmakodynamische Untersuchungen zum
Metaboliten 7-OH Methotrexat, gemessen mit
dem Thymidylat-Synthase Inhibition Assay

ex-vivo

71 Einleitung und Fragestellung

Wie bereits mehrfach in dieser Arbeit erwahnt, gilt MTX als eines der wichtigsten
Zytostatika im Kampf gegen kindliche Tumore [17]. In den aktuellen Studien ver-
wendet man bei der akuten lymphatischen Leukamie (ALL) ein Hochdosis-Regime,
das einen spateren Rescue mit Leukovorin benétigt. In diesen Hochdosis-Schemata
wird in der Leber der primare Hauptmetabolit 7-Hydroxymethotrexat (7-OH MTX,
Abbildung 2, S. 15) gebildet [99]. Abbildung 58 zeigt die in der Arbeit von Wolfrom et
al. [183] publizierten MTX-Daten®. Die MTX-Plasmakonzentration erreicht am Ende
der 24-stiindigen Infusion (Stunde 24) von 5 g/m? einen Wert von etwa 60 uM. Der
zugehdrige 7-OH MTX Messwert liegt bei ungefahr 20 yM und damit etwa um 2/3
niedriger. Bereits wenige Stunden nach Ende der Infusion jedoch Ubersteigen die
gemessenen Plasmakonzentrationen des 7-OH MTX die Plasmakonzentrationen
des MTX [26, 106, 116]. Zu Beginn des lebensnotwendigen LV-Rescues zur Stunde
36 h liegt die Plasmakonzentration des Metaboliten um etwa eine Zehnerpotenz
hoher als die des MTX [70, 96, 99].

® Der Plasmakonzentrationszeitverlauf wurde auf Basis der HPLC-Werte von Wolfrom et al.
[183] mit der Software Topfit berechnet. Die Emit-Werte wurden nicht bertcksichtigt. Die
Berechnung erfolgte mit einer Wichtung von 1/c in einem linearen 2-Kompartiment Modell.

tig Setzte man auf 0,01 h fest.

Die 7-OH MTX-Konzentrationen wurden in diese Berechnung nicht integriert und sind da-

her als Punkte aufgetragen.
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Abbildung 58: Berechneter Verlauf der Plasmakonzentrationen fir MTX (—) und gemesse-
ne 7-OH MTX (e) bei einer 24-stiindigen MTX Infusion von 5 g/m2 und 60-minitiger Bolus-
gabe.

Zur Qualitatssicherung der Therapie werden an der Klinik und Poliklinik fir Kinder-
heilkunde - Abt. Padiatrische Hamatologie/Onkologie - in Minster regelmaRig Plas-
maproben entnommen und die MTX und 7-OH MTX-Konzentrationen mittels Kapil-

larelektrophorese bestimmt.

Fur die klinische Interpretation dieser Messwerte ist ein besseres Verstandnis der
Interaktionen von MTX und seines Hauptmetaboliten 7-OH MTX sowohl auf phar-
makokinetischer (vgl. Kapitel 5.6.3.3, S. 75) als auch auf pharmakodynamischer
Ebene ein wesentlicher Schritt vorwarts. In diesem Abschnitt der Arbeit sollen daher
die Wirkung und Wechselwirkung zwischen 7-OH MTX und MTX untersucht werden.
Dabei fuhrte man ex-vivo Versuche durch, d. h. man verwendete Zellen, die unmit-
telbar aus Patienten gewonnenen wurden. Veranderungen, die bei der Gewinnung
von Zelllinien auftreten, sind damit praktisch ausgeschlossen. Auch spiegelt dieser
Versuchsansatz die groRen Unterschiede der verschiedenen Zellklone in den Pati-

enten besser wieder als standardisierte Zelllinien.

Normalerweise werden flir Dosis-Wirkungsuntersuchungen bzw. Untersuchungen
von konzentrationsabhangigen Effekten zytotoxischer Arzneistoffe Zellwachstums-
versuche, z.B. der so genannte MTT-Assay durchgefuhrt. Bei diesem Assay werden
Zellen mit MTT (=3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyltetrazoliumbromid) ver-
setzt, das durch mitochondriale Hydrolasen zu einem purpurnen Formazan umge-
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setzt wird. Diese Anderung der Farbintensitat wird photometrisch gemessen und

anhand einer Kalibrationsgeraden quantitativ ausgewertet [103, 130].

Fir Patientenproben ex-vivo sind solche Sensitivitatsassays, welche die Zelltétung
messen, bei MTX nicht zu verwenden [148], weil etwa 35 % dieser Zellen spontan
absterben [102]. Diese geringe Uberlebensfahigkeit der aus Patienten gewonnenen
Blasten fuhrt zu einem internen Rescue der Ubrigen Blasten durch Zellmetabolite
wie Purine und Pyrimidine [38, 83, 88, 89, 129, 148]. Als Alternative wurde daher ein
in-situ Thymidylat-Synthase Inhibition Assay (TSIA) entwickelt [140, 185]. Dieser
zeigte bei leukdmischen Zelllinien mit geringer Absterbe- und somit Rescuerate
streng korrelierte Ergebnisse mit den konventionellen Assays [113]. Dieser sehr viel
aufwendigere indirekte quantitative Toxizitdtsassay kann auch zur Resistenztestung
von Antifolaten benutzt werden [148]. Er beruht auf der Freisetzung von H,O bei der
folsdureabhangigen Methylierung von 5-dUMP zu 5-dTMP durch das Enzym Thymi-
dylat-Synthase (TS). Durch Einsatz von 3[5H]-dCyt, das Uber die zellzyklusunab-
hangige Cytidinkinase und spontane Desaminierung zu dUMP derivatisiert wird
[148], wird durch die TS *H,O abhangig von der Aktivitat des Enzyms freigesetzt
(Abbildung 60). Die Menge der Freisetzung dieses - Strahlers kann dann nach ent-
sprechender Aufarbeitung bestimmt und eine quantitative Abschatzung der TS-
Aktivitat gegenuber den unbehandelten Kontrollen (ohne Substanz) und den Blind-

werten (ohne Zellen) vorgenommen werden.

Abbildung 60: Biochemisches
Prinzip des Thymidylat-Synthase
Inhibition Assays (TSIA).

CH,-THF DHF

dCyt - dCMP - dUMP 5% dTMP
H,0

Durch den TSIA besteht daher die Mdglichkeit, eine quantitative Aussage Uber die
Wirkung der Folsaureantagonisten auf zellularer Ebene zu machen [140, 185]. Da-
bei wird ein entscheidender Teil des Wirkungsspektrums der Folsaureantagonisten
[77], die Hemmung der TS [46], quantitativ ausgewertet und eine halbmaximale
hemmende Konzentration TSA(50%) (Kapitel 7.2.3.6, S. 105) bestimmt. Die Hem-
mung der TS resultiert einerseits indirekt aus dem Fehlen der reduzierten Folate
und andererseits aus einer direkten Hemmung der TS durch die intrazellular gebil-
deten Methotrexat-Polyglutamate (MTX-PG) (Abbildung 61, S. 99).
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Sowohl MTX als auch 7-OH MTX werden intrazellular polyglutaminiert [61, 63, 97,
139, 158, 176]. Diese Polyglutaminierung flhrt zu einem veranderten Wirkspektrum
[41, 97]. Dies qilt insbesondere fiir die Hemmung der TS [12], aber auch flr Enzyme
der Purin-de-Novo-Synthese (PDNS) [13]. Weiterhin ermdglicht die Polyglutaminie-
rung einen langeren Verbleib der Antifolate innerhalb der Zelle [97, 98]. Dadurch
kann die Zelle trotz fehlendem extrazellularem MTX am Wachstum gehemmt wer-
den. Diese Polyglutaminierung und Retention des MTX wird stark vom Zelltyp beein-
flusst und erklart zum Teil die unterschiedliche Wirkstarken des MTX bei verschie-
denen Tumorentitaten [77]. Um einen Eindruck Uber die Effekte der Polyglutaminie-
rung zu gewinnen, unterscheidet der Assay den short exposure Ansatz und den

long exposure Ansatz. Die Durchflihrung ist in Kapitel 7.2.3.5 (S. 103) beschrieben.
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7.2 Material und Methoden

7.2.1 Proben

Fur diese Versuchsreihen wurden Restproben von Patientenproben verwendet, de-
ren Blasten fiir diagnostischen Punktionen entnommen wurden. Insgesamt wurden
33 Patientenproben aufgearbeitet, die irreversibel anonymisiert wurden. Aus flnf
dieser Patientenproben konnte keine ausreichende Anzahl lebender Zellen gewon-
nen werden (s. S. 143). Weiterhin war bei funf Versuchen der Aktivitdtsunterschied
zwischen den Blindwerten und den Kontrollen kleiner als Faktor zwei (s. S. 145) und
somit nicht auswertbar. Bei weiteren funf Versuchen wurde aufgrund fragwurdiger
Ergebnisse der Versuch wiederholt und die Wiederholung anstatt der ersten Durch-
fuhrungen in die Auswertung einbezogen (s. S. 145). Die verbleibenden 18 Proben

(16 Patienten) benutzte man dann fur die gemeinsame Auswertung.

7.2.2 Patientenstatistik

Untersucht wurden 18 Proben von 17 verschiedenen Patientenproben. Dabei han-
delte es sich um 9 Zellproben von mannlichen, vier von weiblichen und vier vom
Geschlecht unbekannter Patienten. Bei den Diagnosen handelte es sich um 11 aku-
te myeloische Leukdmie (AML)-Proben, die sich weiter in drei monozytische (M5),
vier myelomonozytare (M4) inklusive eines Rezidives und eine myeloblastische (M2)
Leukamie aufteilten. Ein weiterer Patient mit AML-Rezidiv war, wie auch ein weiterer
mit myeloischer Leukamie, nicht genauer beschrieben. Die 6 akuten lymphatischen
Leukdmien (ALL) teilten sich in drei T-ALL, zwei c-ALL und eine nicht naher be-
schriebene ALL auf (Tabelle 12).

Ein mannlicher Patient ging mit einer primaren AML-M4 (#15) und einem erlittenen
Rezidiv (#14) (s. S. 123) in die Untersuchungen ein und Patient #6 lieferte eine aus-
reichende Anzahl an Zellen fur die Durchfuhrung von zwei Assays. Damit konnte ein
Anhaltspunkt Uber die Reproduzierbarkeit dieses Assays gewonnen werden
(s. S.119).

- 100 -



Pharmakodynamische Untersuchungen zu 7-OH Methotrexat

Tabelle 12: Daten der untersuchten Patienten.

Geschlecht Nr. Diagnose Alter | % Blasten | Jahrgang
mannlich #1 ALL(t) 95% 98
mannlich #2 AML M5 86% 00
weiblich #3 AML M4 84% 98
mannlich #4 ALL(c) 94% 91
weiblich #5 AML-M2 82%
mannlich #6(1) AML-M5 1,3 84% 97
mannlich #6(3) AML-M5 1,3 84% 97
weiblich #7 ALL 98%
weiblich #8 ALL(c) 10,5 96% 84
mannlich #9 ALL(t) 5,1 94% 87

#10 AML
mannlich #11 AML-M4 8,1 91
mannlich #12 AML-M5 96%
#13 AML-Rezidiv
mannlich #14 AML-M4/rez 91%
mannlich #15 AML M4/prim
#16 ALL(t) 96,5% 87
#17 ALL
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7.2.3 Versuchsdurchfiihrung

7.2.3.1 Material

Tabelle 14: Ubersicht Uber die beim Thymidylat-Synthase Inhibition Assay verwendeten

Substanzen.

Substanz Abkurzung |Hersteller

Methotrexat MTX Pharmachemie (Haarlem,
Niederlande)

7-OH Methotrexat 7-OH MTX Schircks (Jona, Schweiz)

5-[*H]-2"-Desoxicytidin 5-[*H]-dCyt Moravek Biochemicals (Brea,
CA, USA)

Fetales Kalberserum (hitzeinakti- FCS Flow Laboratories (Irvine, UK)

viert)

Dextran, Kohle Sigma (Zwijndrecht, Nieder-
lande)

Bovines Serumalbumin BSA Organon Technika (Oss, Nie-
derlande)

Roswell Park Memorial Institute RPMI Sigma (Zwijndrecht, Nieder-

Kulturmedium lande)

Phosphat-Borat-Puffer PBS Flow Laboratories (Irvine, UK)

Streptomycin, Penicillin, Fungizon, Flow Laboratories (Irvine, UK)

Gentamycin, L-Glutamin Flow Laboratories (Irvine, UK)

Insulin, Transferrin, Na,SeO; Flow Laboratories (Irvine, UK)

7.2.3.2 Vorbereitung der Zellen, Auftauen

Die in flissigem N, gelagerten Zellvials (Volumen etwa 1-2 ml RPMI inkl. 20 %
FCS und 10 % Dimethylsulfoxid) wurden im Wasserbad bei 37° C permanent ge-
schattelt, bis die Zellsuspension aufgetaut war. Die Vials spilte man sofort mit EtOH
ab und o6ffnete sie unter der Sterilbank. Mittels einer sterilen Pipette wurden die
Blasten in eine sterile Auftauldsung, die aus 4 ml hitzeinaktiviertem fetalem Kalber-
serum (FCS) und 14 ml RPMI bestand, Uberfuhrt. Diese Schritte wurden sehr zlgig
hintereinander durchgefihrt, um das zytotoxische, aber fir den Einfriervorgang un-
abdingbare Dimethylsulfoxid (DMSO) rasch zu verdinnen. Die Zellsuspension wur-
de daraufhin 10 min bei 250 g (1200 rpm) zentrifugiert und der zellfreie Uberstand

durch schwachen Unterdruck (Pipette) unter der Sterilbank abgesaugt. Nach erneu-
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tem vorsichtigem Aufschitteln der Zellsuspension zentrifugierte man zwei weitere
Male in 10 ml Waschlésung (1 % FCS in RPMI) bei oben genannten Bedingungen,
und erneut wurde vorsichtig der zellfreie Uberstand abgesaugt. AnschlieBend wur-
den die Zellen in der fur den TSIA benétigten Menge Kulturmedium, bestehend aus
40 ml RPMI, 10 ml FCS, 100 IU/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 0,125 ug/mil
Fungizon, 200 pg/ml Gentamycin, 2 mM L-Glutamin, 5 pg/ml Insulin, 5 ug/ml Trans-

ferrin und 5 ng/ml Na,SeOs3;, aufgenommen.

7.2.3.3 Cytospins

Cytospins dienen der Bestimmung der Anzahl Blasten im Verhaltnis zu den gesun-
den Zellen der Zellprobe. Cytospins verhindern daher, Effekte zu messen, die nicht

auf Blasten zurtickgehen, und sichern somit die Ergebnisse des TSIA ab.

Etwa 25000 Zellen wurden zur Cytospinbestimmung in die Gefale pipettiert. Die
Zellsuspension wurde fur 7 min bei 680 rpm zentrifugiert. Die Zellen wurden an-
schlieend getrocknet und nach Pappenheimer (Kombination von May-Grinwald
und Giemsa-Farbung) angefarbt. Nach einem weiteren Tag zahlte man die Anzahl
der Blasten und die Anzahl der gesunden Zellen unter dem Mikroskop aus. Die An-
gabe erfolgt in Prozent der Blasten zu der Gesamtzellzahl. Dabei sollte die Anzahl

Blasten mindestens 80 % betragen.

7.2.3.4 Zellzahlbestimmung

Zu Beginn der Inkubation und am Ende der Inkubation nahm man 20 pl Zellsus-
pension zum Zahlen ab. Diese wurden mit weiteren 20 pl Trypanblau versetzt und

im Mikroskop ausgezahlt.

7.2.3.5 Durchfiihrung des Thymidylat-Synthase Inhibition Assay

Die Versuchsdurchfiihrung teilte sich in einen short exposure Teil (auch Efflux ge-

nannt) und einen long exposure Teil (Influx) (Abbildung 62).

Der short exposure Ansatz zeichnete sich durch eine 3 Stunden Inkubation von
135 ul Zellsuspension (etwa 1x10° Zellen/ml) und 15 pl der verschiedenen Antifolat-
konzentrationen aus. Nach der 3 h Inkubation mit der gewiinschten Konzentration
an Antifolaten wurde 1 ml RPMI-Medium (inkl. 1 % FCS) mittels einer Repetierpipet-
te zu jedem Vial zugegeben und anschlieRend 5 min bei 20°C mit 1500 rpm zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig und gleichmaRig abgegossen, wobei keine
Zellen verloren gehen sollten. Die abgesetzten Zellen schuttelte man daraufhin wie-
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der vorsichtig auf. Diese Schritte wurden zweimal wiederholt und nach dem letzten
Zentrifugationsschritt 135 pl Kulturmedium zugegeben und im Wasserbad (37° C;
100 rpm) weiter inkubiert, um den Zellen unter optimalen Bedingungen wieder das
Wachstum zu ermdglichen. Ab diesem Punkt wurden die beiden Varianten gemein-

sam weiter verarbeitet (Abbildung 60).

Beim long exposure erfolgte die Inkubation mit den verschiedenen Antifolatkon-
zentrationen 21 h lang (also bis zur Aufarbeitung). Daher entfiel der Waschschritt.
Auch hier wurden antifolatfreie Kontrollen (Cg) in vier- oder funffach Bestimmung

verwendet.

Zu Stunde 4 nach Inkubationsbeginn wurde bei beiden Varianten den Zellen 5-[3H]-
2"-Desoxicytidin ([*H]-dCyt) mit einer Endkonzentration von 1 pyM in PBS-Puffer

pH 7,4 und einer Endaktivitat von 2,5 Ci/mmol® zugesetzt.

21 Stunden nach Beginn der Inkubation wurden beide Versuchsansatze zusam-
men aufgearbeitet. Die Vials stellte man auf Eis, und jedes Vial versetzte man dar-
aufhin mit 150 pl eiskalter Trichloressigsaure (35 %), um die Reaktion zu beenden
und die Zellen aufzuschliefien. AnschlieRend wurde 750 pl aktivierter Kohle, beste-
hend aus 10 g gewaschener Kohle, 0,5 g Dextran und 2,5 g humanem Serumalbu-
min in 100 ml gereinigtem Wasser, zugegeben. Dies bindet das nicht umgesetzte
[’H]-dCyt. Die Zellen wurden gevortext und fiir etwa 30 Minuten auf Eis stehen-
gelassen. Anschliefiend erfolgte ein Zentrifugationschritt bei 800 g Uber 30 Minuten
(4° C). 450 pl der wassrigen Phase, die das radioaktive *H,O enthielt, wurden an-
schliefend entnommen und in Szintillationsgefal’e pipettiert. Daraufhin gab man

noch 4-5 ml Szintillationsflussigkeit zu.

Alle Proben wurden doppelt aufgearbeitet und bestimmit.

® In 1 g Radium finden in jeder Sek. 3,7-10" Zerfallsreaktionen statt (Definition des Curie u.
des Rutherford als — veralteten — Einheiten der Aktivitat; 1 Ci = 37000 rd = 37 GBq)
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Oh 3h  4h 21h
Short Exposure _ _ N
3h incubation washing adding of ’[H]dCyt  stop reaction

Long Exposure N
21h incubation adding of )[H]dCyt stop reaction

Abbildung 62: Durchfiihrung des Thymidylat-Synthase Inhibition Assays (TSIA). Schwarz
zeigt die gesamte Zeitachse, grin den short exposure Teil (Efflux) und blau den long expo-

sure Teil (Influx).

7.2.3.6 Auswertung und Statistik:

Nach Abzug der Blindwerte (Vials ohne Zellen) - dem 0 %-Wert TS-Aktivitat ent-
sprechend - wurden die Aktivitdtswerte als Mittelwert aus den Doppel-
bestimmungen im Verhaltnis zur substanzfreien Kontrolle C; und Cg (Zellen in rei-
nem Kulturmedium) - dem 100 %-Wert TS-Aktivitat entsprechend - bestimmt. Die
TSA(50%) wurde daraufhin bestimmt, indem der Wert vor und nach der 50 % Gren-
ze als Punkte einer Gerade angesehen wurden (also Linearitat zwischen Konzentra-
tion und Effekt in diesem Bereich angenommen wird). Durch diese Gerade wurde
der 50 % TS-Aktivitatswert berechnet und daraus die Konzentration ermittelt, die
TSA(50%) genannt wurde.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SigmaStat Version 2.03.
Dem Friedman-Test, der einen verbundenen Rangtest darstellt, um signifikante Un-
terschiede der Ergebnisse zu erkennen, folgend wurden die Daten nach Dunn als
multiple Vergleichsmethode ausgewertet, falls ein Unterschied (Ho wurde abgelehnt)

gefunden wurde.
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7.3 Ergebnisse

7.3.1 Allgemein

Zur Absicherung der Ergebnisse wurde in 13 Fallen ein Cytospin (s. S. 103) durch-
gefuhrt. Hierbei wurde die Anzahl an Blasten an der Gesamtpopulation der Zellen

bestimmt.

Bei allen Proben lag der Prozentsatz an Blasten Uber den laborintern geforderten
80 %. Bei #5 lag das Minimum (82 %) dieser Versuchsreihen. Damit konnte gezeigt
werden, dass das freigesetzte 3H,0 tatsachlich aus Blasten und nicht aus gesunden

Zellen stammte.

Weiterhin wurde fir die Doppelbestimmung eine Abweichung (berechnet nach der
Formel fir die Standardabweichung) berechnet. Eine Abweichung von bis zu 15 %
im Mittel aller Abweichungen der 7-OH MTX, MTX und 1:1-Versuche tolerierte man.

Als weiteres Qualitatskriterium musste das Verhaltnis der Kontrollen (C4 und Ce¢) zu
den Blindwerten mindestens den Faktor zwei betragen. #8 lag mit Werten von 3911
(C4) und 4658 (Ce) zu 2020 (Blindwert) genau an dieser Grenze (Abbildung 63).

25000

——#6(1) AML M5
—=—#16 ALL

#5 ALL
20000 #8 ALL
—x—#7 ALL
——#9 T-ALL
——#10 AML
15000 - - ——#6(3) AML M5

/' #11 AML M4
——X #2 AML M5
/‘ _— Y #3 AML M4

#14 AML Rez
// #12 AML M5
5000 Z #13 AML Rez

% / —— ——#1(2) T-ALL
#17 ALL
7~ #15 AML M4 prim.

Blindwert C1 C6

CPM

Abbildung 63: Freigesetzte Radioaktivitat in ,Counts per minute“ (CPM) der Blindwerte und

der Kontrollen bei jeder Versuchsdurchfiihrung zur Qualitatssicherung.
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Am Beispiel des Patienten #2 wird ein Versuchsergebnis beschrieben. Auf der x-
Achse sind die MTX bzw. 7-OH MTX-Konzentrationen logarithmisch aufgetragen
(Abbildung 64 und Abbildung 65). Die y-Achse zeigt die gemessene TSA. 7-OH
MTX zeigte keine Enzymhemmung, da alle Werte etwa 100 % Aktivitdt — verglichen
mit den Kontrollen (C4 bzw. Cg) - aufwiesen. MTX zeigte einen konzentrationsab-
hangigen Aktivitatsabfall, da mit steigenden MTX-Konzentrationen die Enzymaktivi-
tat der TS immer weiter sank und schliellich auf dem Niveau der zellfreien
Blindwerte endete. Das 1:1-Verhaltnis von MTX und 7-OH MTX beschrieb einen
dazu nach links verschobenen konzentrationsabhangigen Effekt. Niedrigere MTX-
Dosen waren mit diesem Gemisch erforderlich, um die gleiche TS-Hemmung zu
erreichen. Die 16:1 Proben zeigten einen konzentrationsabhangigen Aktivitatsabfall,

der wieder etwa auf dem Niveau der MTX-Kurve lag.

150%
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gmo% 3 s I R > * * &
™ 75% yiy
2
b
é 50% I % ¥
(7))
- 25% 8 $

R e
0% I 1
-25% R . R ey . ey
0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
Konz. [uM]

Abbildung 64: Short exposure Versuch der Probe #2. 7-OH MTX (¢) zeigte keinen konzent-
rationsabhangigen Effekt. Alle Werte lagen um 100 % TS-Aktivitadt. MTX (¢), 1-1 () und 5-1
(, Konzentration im Diagramm bezieht sich auf MTX) zeigten jeweils einen konzentrations-

abhangigen Aktivitatsabfall.
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Abbildung 65: Long exposure Versuch des Patienten #2. 7-OH MTX (¢) zeigte auch hier
keinen konzentrationsabhangigen Effekt auf die Thymidylat-Synthase. Alle Werte lagen um
100 % TS-Aktivitdt. MTX (¢), 1-1 (e) und 5-1 (, im Diagramm angegebene Konzentration

bezieht sich auf MTX) beschrieben jeweils eine konzentrationsabhangige Wirkung.

7.3.2 Ergebnisse der 7-OH Methotrexat Versuchsreihen

7.3.2.1 7-OH Methotrexat short exposure

Fir die Bestimmung der Hemmung der TS durch 7-OH MTX wurden 18 Proben un-
tersucht. Von diesen 18 Versuchsreihen lieferte #13 funf von 8 mdglichen Werten.
Bei #6(3), #2 und #3 fehlten jeweils die héchste 7-OH MTX-Konzentration.

In dem verwendeten Konzentrationsbereich von 0,01 uM bis 1 mM konnte in kei-

nem dieser Versuche ein konzentrationsabhangiger Effekt nachgewiesen werden.

Wie Abbildung 66 zeigt, schwankten die Messreihen regellos um die 100 % TS-
Aktivitat. Dabei erzielte keine Patientenprobe eine TS-Aktivitat konstant Gber 100 %
und nur eine Patientenprobe (#15) zeigte eine TS-Aktivitat standig unter 100 %. Aus
den oben genannten Griinden konnte fir die 7-OH MTX short exposure Werte keine
TSA(50%) bestimmt werden.

- 108 -



Pharmakodynamische Untersuchungen zu 7-OH Methotrexat

180%
160%
140%
120%
100%
80%
60%
40%
20%

0% Ly Ly Ly Ly Ly Ly
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

7-OH MTX Konz. [puM]

——#6(1) AML M5 —#16 ALL #5 ALL —#8 ALL #7 ALL —#9 T-ALL
—#10 AML —#6(3) AML M5 #11 AML M4 #2 AML M5 #3 AML M4 #4 T-ALL
#14 AML Rez #12 AML M5 #13 AML Rez —#1(2) T-ALL #17 ALL #15 AML M4 prim.

TS Aktivitit (%)

Abbildung 66: Halblogarithmische Darstellung der Rohdaten der 7-OH MTX short exposure

Versuche.

Uber den gesamten Konzentrationsbereich lagen die Mediane der TSA bei 100 %.
Ausnahme war die 1 mM 7-OH MTX-Konzentration, deren Median auf 80 % TSA
bestimmt wurde und die 40 uM Gruppe mit einem Median von 90 %. Alle 25 % Per-
zentilen lagen unter 100 % TSI, alle 75 % Perzentilen lagen tber 100 % (s. S. 145
und Abbildung 67).
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Abbildung 67: Boxplot der 7-OH MTX short exposure Versuche mit Minimum, 25 % Perzen-
tile, Median, 75 % Perzentile und maximal gemessener Thymidylat-Synthase Aktivitat.
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Der Friedman-Test zeigte mit einem p-Wert von 0,429, dass alle 7-OH
MTX-Konzentrationen die TS gleich (s. S. 145) hemmten. Bemerkenswert ist hier-
bei, dass die Patienten #2, #13, #6(3) und #3 nicht in die Auswertung eingingen, da
samtliche Reihen mit mindestens einem fehlenden Wert beim nichtparametrischen
Friedman-Test eliminiert werden. Daher wurde erneut der Friedman-Test ohne die
hochste Konzentration (1 mM) geprift. 17 Patienten konnten dabei in die Auswer-
tung eingehen (fehlend: #13). Erneut ergab sich kein Unterschied innerhalb der ein-

zelnen Konzentrationsgruppen. Der p-Wert betrug nun 0,76.

7.3.2.2 7-OH Methotrexat long exposure

Bei den 7-OH MTX long exposure (influx) Versuchen kamen 16 Patienten zur
Auswertung (Abbildung 68).
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40%
20%
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7-OH MTX Konz. [uM]
—#16 ALL —#5 ALL #8 ALL —#7 ALL #9 T-ALL —#10 AML
—#6(3) AML M5 —#11 AML M4 #2 AML M5 #3 AML M4 #4 T-ALL #14 AML Rez
#12 AML M5 #1(2) T-ALL #17 ALL —#15 AML M4 prim.

Abbildung 68: Die 7-OH MTX long exposure Versuche zeigen keinen konzentrationsab-
hangigen Effekt auf die TS.

Auch bei dieser Versuchsreihe konnte keine Patientenprobe eine konzentrations-
abhangige TS-Hemmung zeigen. Es ergab sich fir den untersuchten Konzentrati-
onsbereich von 16 yM bis 0,001 uM kein signifikanter Unterschied (p = 0,166) in der
Hemmung der TS bei dieser 21 h Inkubation mit 7-OH MTX.

Der Median der TSA lag bei allen eingesetzten Konzentrationen bei 100 % mit
Ausnahme der 0,001 uM 7-OH MTX-Konzentration und der 1 yM Konzentration
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(jeweils 90 % TSA) (Abbildung 69). Die 25 % Perzentile lag immer unterhalb 100 %
und die 75 % Perzentile oberhalb 100 % TSA (s. S. 146).
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Abbildung 69: Boxplot der 7-OH MTX long exposure Versuche mit Minimum, 25 %

Perzentile, Median, 75 % Perzentile und Maximum.

7.3.3 Ergebnisse der Versuchsreihen mit Methotrexat und

7-OH Methotrexat

7.3.3.1 Short exposure

Im Gegensatz zu den 7-OH MTX short exposure Versuchen konnte fir die MTX
Versuchsreihen jeweils ein konzentrationsabhangiger Effekt auf die TS gefunden
werden. Mit steigenden Konzentrationen an MTX sank die Aktivitat der TS bis zur
TSA der Kontrollen (Abbildung 71). Der Median der dabei bestimmten TSA(50%)
Konzentrationen betrug 0,857 uM.
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Abbildung 71: Halblogarithmische Darstellung der Rohdaten der MTX short exposure Ver-

suche. Bei allen Versuchsreihen erfolgte eine Abnahme der TS-Aktivitat mit steigender

MTX-Konzentration.

Weiterhin wurde ein Gemisch von

MTX und 7-OH MTX mit einem Molverhaltnis

von 1:1 (1:1) unter den Bedingungen des short exposure untersucht. Auch hierbei

zeigte sich ein konzentrationsabhangiger Effekt der 14 ausgewerteten Versuchsrei-
hen auf die TS (Abbildung 72). Dabei konnte der Median der TSA(50%) auf

0,0088 uM bestimmt werden.
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Abbildung 72: Halblogarithmische Darstellung der Rohdaten der 1:1 short exposure Versu-

che.

Weiterhin wurde ein Uberschuss an 7-OH MTX seiner Muttersubstanz zugesetzt.

Dieses Verhaltnis betrug beim short exposure 5:1 (5:1). Auch bei dieser 5:1-
Versuchsreihe konnte eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung gefunden werden
(Abbildung 73). Der Median der TSA(50%) betrug 0,699 uM.
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Abbildung 73: Halblogarithmische Auftragung der Rohdaten der 7-OH MTX: MTX=5:1 short

exposure Versuche.

-113 -



Pharmakodynamische Untersuchungen zu 7-OH Methotrexat

Tabelle 15 vergleicht die Ergebnisse verschiedener short exposure Durchfiihrun-
gen. Wahrend bei 7-OH MTX allein zwischen der niedrigsten und hdchsten einge-
setzten Konzentration kein Unterschied in der TS-Aktivitat zu erkennen war, sank
bei den Versuchsreihen mit MTX die Aktivitat der TS mit steigenden Konzentratio-

nen der Antifolate und eine TSA(50%) konnte berechnet werden.

Tabelle 15: Uberblick tiber die durchgefiihrten short exposure Versuchsreihen. Die ange-

gebenen Konzentrationen beziehen sich auf MTX in yM.

MTX 1:1 5:1 7-OH MTX
n 15 15 11 18
max. eingesetzte Konz. 40 1000 40 1000
min. eingesetzte Konz. 0,0128 0,0128 0,0005 0,0125
TSA bei der max. Konz. 10 % -2 % 8 % 80 %
TSA bei der min. Konz. 90 % 80 % 80 % 100 %
Median der TSA(50%) 0,857 0,088 0,699 -

Vergleich zwischen den short exposure Versuchsreihen

Bei den MTX und 1:1 short exposure Auswertungen konnte fur 14 Patienten eine
TSA(50%) bestimmt werden. Patient #3 zeigte alle TS-Aktivitatswerte fir den MTX
short exposure oberhalb der 50 % TSA, daher wurde der Wert auf 20 yM gesetzt
(oberhalb der héchsten Konzentration von 16 uM). Bei 1:1 erreichten vier Proben
(#1, #10, #11, #15) niemals eine 50 % Hemmung. Diesen wurde fur die Auswertung
ein TSA(50%)-Wert von 0,0128 uM (kleinste eingesetzte Konzentration) zugewie-

sen.

Die 5:1 Reihe bestand aus 11 Patienten. #3 zeigte - wie bereits beim MTX-Teil —
alle Aktivitadten Gber 50 % der TSA verglichen mit den Kontrollen. Der TSA(50%)-
Wert dieser Probe wurde daher auf 20 uM festgesetzt. Die Ubersicht der gesamten
TSA(50%)-Werte ist auf S. 150 zu finden. Rot markiert sind diese abgeschatzten
Werte.
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Tabelle 16: Mediane der TSA(50%) short exposure Versuche. Zahlen in Klammern geben

die Anzahl der gemessenen Proben an.

Gruppe 7-OH MTX MTX 1:1 5:1
alle >50% 0,939 uM (14) | 0,088 uM (14) | 0,699 uM (11)
ALL >50% 0,857 uM (5) 0,059 uM (5) 0,661 uM (3)
AML >50% 0,819 uM (9) 0,144 pM (9) 1,030 uM (8)
T-ALL >50% 3,212 uyM (2) 0,769 uM (2) 0,063 uM (1)
c/preB-ALL >50% 0,857 uM (3) 0,059 pM (3) 0,822 uM (2)

Auffallend ist, dass ausnahmslos alle MTX TSA(50%) short exposure Werte grof3er
waren als die dazugehorigen 1:1-Werte (Abbildung 74). Dies zeigte sich in den Me-
dianen der 1:1-Werte (Tabelle 16), die etwa eine Zehnerpotenz niedriger lagen als
die Mediane der MTX-Versuchsgruppe. Unterteilt man die Patienten weiter nach
ihrer Diagnose (AML gegen ALL) liegt der Median der 1:1 AML-Proben etwa 6mal,
der Median der 1:1 ALL-Proben sogar 15mal niedriger als bei den entsprechenden
MTX Versuchen.

Gleiches galt fir das Verhaltnis der 1:1 und 5:1-Versuchsreihen. Hierbei waren 10
der 11 gemeinsamen TSA(50%)-Werte bei den 1:1-Versuchen kleiner. Ausnahme
war Patient #2 (Abbildung 64). Bei diesem Patienten (AML-M5) lag die TSA(50%)
fur den 1:1 short exposure bei 0,399 uM bei dem 5:1-Versuch bei 0,229 uM. Die
Mediane dieser Versuchsreihen wiesen ebenfalls auf einen Unterschied zwischen

diesen beiden Versuchsreihen hin.
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Abbildung 74: TSA(50%)-Werte der short exposure Versuche. Dabei sind die MTX und 5:1
Werte signifikant vom 1:1-Gemisch verschieden. Zwischen den ALL- (e) und AML-Werten

(®) kann kein Unterschied beobachtet werden.

Ein gemeinsamer Vergleich der TSA(50%) short exposure Werte erfolgte durch ei-
nen nichtparametrischen Friedman-Test (s. S. 151). Dabei zeigte sich ein statistisch
signifikanter Unterschied (p < 0,001) zwischen den drei Gruppen. Die folgende sta-
tistische Auswertung mittels multipler Vergleiche nach Dunn bewies einen signifi-
kanten Unterschied zwischen MTX und 1:1 (p < 0,05) und 5:1 und MTX (p < 0,01).

Beim Vergleich von MTX und den 5:1 Durchfuhrungen, zeigte sich kein signifikan-
ter Unterschied. Der Mittelwert von 2,8 yM £ 5,2 yM der MTX-Versuche war nur
leicht geringer als der Mittelwert des Gemisches von 3,12 yM + 5,9 uM. Analoge

Ergebnisse zeigte der Median von MTX und dem 5:1-Gemisch.

Die Unterteilung nach Diagnose zeigte fir den Median der AML-Patienten einen
leicht niedrigeren Wert fur MTX gegenuber den ALL-Patienten. Die MTX TSA(50%)-
Werte der ALL-Patienten waren dagegen mit 0,857 uM als Median geringfligig ho-
her als bei 5:1 mit 0,661 uM.

7.3.3.2 Long exposure

Auch bei den long exposure Versuchsreihen zeigte sich fur MTX eine konzentrati-
onsabhangige Wirkung, die fir 7-OH MTX nicht gefunden werden konnte. Dabei
konnte durch Einsatz steigender Konzentrationen die TSA auf 0 % reduziert werden
(Abbildung 75). Der Median der TSA(50%) wurde dabei auf 0,031 pM bestimmt.
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Abbildung 75: Halblogarithmische Darstellung der Rohdaten der MTX long exposure Ver-

suche.

Weiterhin wurden equimolare Verhaltnisse (1:1) von MTX und 7-OH MTX sowie ein
16facher Uberschuss von 7-OH MTX (16:1) untersucht. Fiir beide Versuchsreihen
konnte erneut ein konzentrationsabhangiger Effekt gezeigt werden, der auch zu
einem signifikanten Unterschied in der TSA zwischen der hochsten und der

niedrigsten eingesetzten Konzentration fuhrte (Tabelle 17).

Tabelle 17: Uberblick tiber die durchgefiihrten long exposure Versuchsreihen. Die angege-

benen Konzentrationen beziehen sich auf MTX in uM.

MTX 1:1 16:1 7-OH MTX
n 14 13 11 16
max. eingesetzte Konz. 1 16 1 16
min. eingesetzte Konz. 0,004 0,001 0,0002 0,001
TSA bei der max. Konz. 2% 0% 6 % 100 %
TSA bei der min. Konz. 80 % 90 % 80 % 90 %
Median der TSA(50%) 0,031 0,004 0,027 -
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Vergleich zwischen den long exposure Versuchsreihen

Bei der long exposure Versuchsreihe konnte fir MTX bei 14 Patienten eine Kon-
zentrations-Wirkungsbeziehung gesehen werden. Der Median des TSA(50%) betrug
hierbei 0,031 yM. Ohne Patient #13, der aus Mangel an Zellen nur fir den MTX-
Versuch benutzt wurde, sank der Median nur unwesentlich auf 0,028 yM. Anzumer-
ken ist dabei, dass die TSA(50%) von #10 und #11 auf 0,001 uM gesetzt wurde, da
bei beiden Proben alle MTX-Konzentrationen unter 50 % TSA blieben.

Die Versuchsreihe 1:1 zeigte einen Median von 0,004 uM (n = 13). Dabei wurden
die TSA(50%) der Patienten #10 und #11 auf 0,001 pM festgesetzt, da alle TS-
Aktivitaten (wie auch dies entsprechenden MTX-Werte) unterhalb von 50 % gegen-
Uber den Kontrollen blieb. Den héchsten TSA(50%)-Wert hatte #7 mit einer
TSA(50%) von 0,021 uM.

Weiterhin wurde fir die 11 16:1-Versuche ein Median von 0,027 uM bestimmt. Die
Mittelwerte waren hierbei 0,041 uM = 0,04 uM.

Die Werte sind zusammenfassend im Anhang auf S. 151 aufgefihrt.

Tabelle 18: Mediane der TSA(50%) long exposure Versuche. Die Zahlen in Klam-

mern geben die Anzahl der ausgewerteten Proben an.

Gruppe 7-OH MTX MTX 1:1 16:1
alle > 50 % 0,028 uM (14) | 0,004 pM (13) 0,027 uM (11)
ALL > 50 % 0,035 uM (5) 0,011 uM (5) 0,046 uM (3)
AML > 50 % 0,0144 uM (9) 0,003 pM (8) 0,027 uM (8)

Es zeigte sich fur alle Patienten ein niedrigerer TSA(50%)-Wert fur die 1:1-
Versuchsreihe als fur die MTX-Versuchsreihe. Weiterhin #16, der im Rahmen der
Genauigkeit dieser Versuchsreihe mit 0,0094 pM fir MTX und 0,0089 pM fir 1:1,
gleiche TS-Aktivitaten aufwies. Auch gegenulber den 16:1-Versuchen zeigten die
1:1-Versuchen bei allen Patientenproben héhere TSA(50%)-Werte (Abbildung 76).
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Abbildung 76: TSA(50%)-Werte der long exposure Versuche: MTX und 1:1 sowie 16:1 und
1:1 unterscheiden sich auf dem 5 % Niveau signifikant. AML-Patientenproben (e) unter-

scheiden sich jedoch nicht von den ALL-Proben (e)

Durch einen Friedman-Test konnte gezeigt werden, dass sich die TSA(50%)-Werte
innerhalb dieser drei Versuchsreihen signifikant unterschieden. Die folgenden mul-
tiplen Vergleiche nach Dunn’s Methode zeigten einen signifikanten Unterschied auf
dem 5 % Signifikanzniveau zwischen der 1:1-Versuchsreihe und MTX, bzw. 1:1 und
16:1, nicht jedoch zwischen der 16:1 Reihe und MTX. Dabei ist zu beachten, dass
die Patienten #16 und #7 nicht in die Auswertung mit eingingen, da flr sie keine

16:1-Versuchsergebnisse vorlagen. Die Ergebnisse sind im Anhang auf S. 153 an-

geben.

7.3.4 Weitere Ergebnisse des Thymidylat-Synthase
Inhibition Assays

7.3.4.1 Patientenprobe #6: Abschétzung der Reproduzierbarkeit

Da es sich bei dem TSIA um einen ex-vivo Toxizitatsassay handelt, werden hierbei
Zellen von Leukamiekranken verwendet, die aus Knochenmarkspunktionen gewon-
nen wurden. Bei einem Patienten konnte eine ausreichende Anzahl Blasten gewon-

nen werden, um die Reproduzierbarkeit des Assays zu Uberprifen. Bei diesem etwa
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1,7 Jahre alten Patienten handelt es sich um eine AML-M5 Erkrankung. Die Anzahl
der Blasten an der Gesamtzellzahl im Ausstrich betrug dabei 84 % (s. S. 100). Fur
diesen Patienten wurden sowohl die long exposure als auch die short exposure

Versuche mit verschiedenen MTX bzw. 7-OH MTX Lésungen wiederholt.

Die Zellzahlen betrugen zu Beginn der Versuchsreihe 1,6 bzw. 1,1*10° Blasten/ml.
Am Ende der short exposure wurde die Zellzahl auf 1,1 bzw. 1,0*10° Blasten/ml

bestimmt. Dies entspricht in der GréRenordnung dem Zielwert von 1*10° Blasten/ml.

Es zeigte sich fiir keinen der beiden 7-OH MTX short exposure Versuche eine
konzentrationsabhangige Anderung der TS-Aktivitat. Die Werte schwankten im ge-
samten Konzentrationsbereich um die 100 % TSA der entsprechenden Kontrollen
(Abbildung 77).
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Abbildung 77: Reproduzierbarkeit der 7-OH MTX short exposure Versuche (¢: 1. Versuchs-

reihe; ¢: 2. Versuchsreihe).

Auch fir die MTX short exposure Versuche ergab sich bei beiden Versuchsreihen
ein ahnliches Bild (Abbildung 78). Neben dem konzentrationsabhangigen Aktivitats-
abfall, die bei beiden Versuchsreihen deutlich sichtbar war, unterschieden sich die
berechneten TSA(50%)-Werte mit 3,47 yM und 2,89 yM nur unwesentlich, wenn
man sie mit dem Bereich in dem die TSA(50%)-Werte insgesamt lagen, vergleicht.
Dieser erstreckte sich von 0,055 uM bis 16 yM (Maximum der eingesetzten Kon-
zentration), also etwa um den Faktor 300 bzw. mehr als zwei Zehnerpotenzen (s.
S. 151).
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Abbildung 78: Reproduzierbarkeit der MTX short exposure Versuche (¢: 1. Versuchsreihe;

¢: 2. Versuchsreihe).

Fur die short exposure 1:1-Versuchsreihen gilt, dass sich beide Kurven sehr gut
entsprachen (Abbildung 80). Der maximale Abstand der Versuchsreihen betrug
20 % und ist im Vergleich zur Schwankungen, die schon bei den Doppelbestimmun-
gen innerhalb einer Probe auftraten, als akzeptabel zu betrachten. Bei beiden Ver-
suchsreihen konnte eine konzentrationsabhangige TS-Aktivitdtsdnderung gesehen
werden. Die TSA(50%) zeigte hierbei mit 0,25 yM und 0,22 yM praktisch sogar den
gleichen Wert an.
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Abbildung 80: Reproduzierbarkeit der 1:1 short exposure Versuche (¢: 1. Versuchsreihe; ¢:

2. Versuchsreihe).

Zum Ende der long exposure Versuche wurde eine Zellzahl von 6,6*10° Blasten/ml
bzw. 9*10° Blasten/ml bestimmt. Bei diesen Versuchen zeigte sich fiir 7-OH MTX
bei keinem der beiden Versuchsreihen eine Abhangigkeit der TSA von der einge-
setzten Konzentration (Abbildung 81). Allerdings war hierbei auffallig, dass die Wer-

te der 1. Versuchsreihe zu Beginn deutlich unterhalb der 100 % TSA und unterhalb
-121 -



Pharmakodynamische Untersuchungen zu 7-OH Methotrexat

der 2. Versuchsreihe lagen, die zwei hdchsten Konzentrationen mit etwa 120 % an
TSA jedoch deutlich tber den Kontrollen und der 2. Versuchsreihe. Die 2. Versuchs-

reihe zeigte alle Werte zwischen 78 % und 100 % verglichen mit den Kontrollen.
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Abbildung 81: Reproduzierbarkeit der 7-OH MTX long exposure Versuche (¢: 1. Versuchs-

reihe; ¢: 2. Versuchsreihe).

Fir die MTX long exposure Werte zeigte sich bei beiden Versuchsreihen eine kon-
zentrationsabhangige Anderung der TSA (Abbildung 82). Die TSA(50%)-Werte un-
terschieden sich mit 0,048 yM und 0,0091 yM immerhin um den Faktor finf und
zeigten somit die gréldte Differenz dieser gesamten Doppelbestimmung. Auch hier
bleibt anzumerken, dass dieser Unterschied im Hinblick auf den grof3en Bereich von
0,001 uM bis 0,147 pM in dem die TSA(50%) bei allen Versuchen insgesamt lagen
(s. S. 151) noch akzeptabel ist. Allerdings deutet es auch auf Probleme hin, die bei
der Interpretation dieser Versuche zu beachten sind und zeigt die Problematik vieler
biologischer Untersuchungen mit Patientenproben, die von vielen Faktoren, z.B. der

Zellzahl, abhangig sind.
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Abbildung 82: Reproduzierbarkeit der MTX long exposure Versuche (¢: 1. Versuchsreihe;
¢: 2. Versuchsreihe).
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Beide 1:1-Versuchsreinen zeigten wieder eine gute Ubereinstimmung
(Abbildung 84). Die TSA nahm mit Zunahme der eingesetzten Substanzmenge ab
und resultierte in einem TSA(50%)-Wert von 0,0085 pM bzw. 0,0034 uM. Diese un-

terscheiden sich um etwa den Faktor 2,5.
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Abbildung 84: Reproduzierbarkeit der 1:1 long exposure Versuche (¢: 1. Versuchsreihe; ¢:

2. Versuchsreihe).

Insgesamt zeigten diese Versuchsreihe eine deutlich bessere Ubereinstimmung
bei den short exposure Versuchen als bei den long exposure Versuchen. Dies ist
insoweit verwunderlich, da man erwarten kénnte, dass die short exposure Versuche,
die drei Waschschritte beinhalteten, deutlich grofiere Schwankungen zeigen wirden
als die long exposure Versuche, die nach der Inkubation nur noch am Ende aufge-

arbeitet wurden.

7.3.4.2 Patientenprobe #15, #14 : AML Primérerkrankung und

Rezidiv

In der Versuchsreihe befand sich auch ein Junge, von dem sowohl Blasten seiner
primaren AML-M4 (#15) als auch seines AML-M4 Rezidives (#14) zur Untersuchung
zur Verfligung standen (s. S. 101). Wichtig ist dabei zu beachten, dass das normale
AML-Therapieschema keine MTX-Gaben vorsieht, da die bisher angewandten The-
rapieversuche keine oder nur geringe Wirkung zeigten [15] und MTX hauptsachlich
aufgrund fehlender Polyglutaminierung als nicht wirksam gegen AML angesehen
wird [18, 110, 149, 186].

Diese Versuchsreihen in Abbildung 85 (Primarerkrankung) und Abbildung 86 (Re-
zidiv) zeigten ebenfalls keine konzentrationsabhangige TS-Hemmung fir 7-OH
MTX, somit wurde auch keine TSA(50%) berechnet. Die TSA(50%) von MTX bei der

-123 -



Pharmakodynamische Untersuchungen zu 7-OH Methotrexat

short exposure betrug fur die Primarerkrankung 0,114 uM gegentiber 0,233 uM fir
das Rezidiv. Auch die long exposure stimmte mit 0,0147 yM und 0,0092 uM im

Rahmen der Mdglichkeiten dieses Assays Uberein (s. S. 125).

Weiterhin unterschieden sich beide Versuche bei den 1:1-Versuchen beim short
exposure etwa um Faktor drei (0,0128 yM gegenuber 0,038 uM) bzw. Faktor vier
beim long exposure (0,0081 uM gegenuber 0,0021 uM). Dies erscheint im Rahmen

der Genauigkeit dieser Methode zu gering, um weitere Interpretationen zuzulassen.
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Abbildung 85: Short exposure eines AML-M4 Patienten. 7-OH MTX (#) zeigt bei allen ver-
wendeten Konzentrationen 100 % TS-Aktivitat. Alle Ubrigen Versuchsreihen zeigen eine
Abnahme der TS-Aktivitat mit steigenden Konzentrationen. Dabei liegt die 1:1 (e) unterhalb
der MTX-Kurve (¢) und des 5:1 () Gemisches.
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Abbildung 86: Short exposure des AML-M4 Rezidives. Hierbei zeigt 7-OH MTX (¢) eben-
falls bei allen verwendeten Konzentrationen 100 % TS-Aktivitat. Die lbrigen Versuchsreihen

zeigen eine konzentrationsabhangige Wirkung auf die TS (e: 1:1; ¢: MTX; = :5:1).

Bei 7-OH MTX im Uberschuss (7-OH MTX:MTX=5:1) unterschieden sich die bei-
den short exposure Durchfihrungen um den Faktor 4. Der long exposure Teil dieser
Versuchsreihe zeigte allerdings mit 0,16 uM flr die Primarerkrankung und 0,014 uM
fur das Rezidiv, der immerhin eine Zehnerpotenz Uberschritt. Dabei schien das Re-
zidiv weniger empfindlich gegenliber der Zugabe von 7-OH MTX zu sein. Ein-
schrankend ist dabei zu sagen, dass die Versuchsreihe der Primarerkrankung hier-
bei TS-Aktivitadten von —30 % bis +150 % gezeigt hat und somit diese Ergebnisse

als fragwurdig anzusehen sind.

Tabelle 19: Gegenuberstellung der TSA(50%)-Werte der AML-M4 mit Rezidiv. Bei
#15, 1:1 ist die minimale eingesetzte Konzentration angegeben, da selbst bei dieser

Konzentration keine TSA(50%) erreicht wurde.

TSA(50%) von: #15 (prim.) #14 (rez.)
MTX (short exposure) 0,114 uM 0,233 uM
MTX (long exposure) 0,0147 uM 0,0092 uM
1:1 (short exposure) ~0,0128 uM 0,038 uM

1:1 (long exposure) 0,0081 uM 0,0021 uM
5:1 (short exposure) 1,36 uM 0,31 uM
16:1 (long exposure) 0,1648 uM 0,0142 uM
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7.3.4.3 Vergleich mit Literaturwerten

Der Median der funf gemessenen ALL short exposure TSA(50%)-Werte liegt wie in
Tabelle 16 (S. 115) gezeigt bei 0,93 uM. Dieser Wert kann man auf zwei T-ALL mit
Median 3,2 uM (#1: 0,055 uyM und #16: 6,37 uM) und drei c/pre B-ALL mit Median
0,86 uM unterteilen. Rots et al. beschreiben hierfir Werte von 1,66 uM fir die dort
gemessenen 29 T-ALL-Proben und 0,49 uM fir die 51 c/pre B-ALL-Proben [148].
Die hier gezeigten TSA(50%)-Werte korrelieren gut mit der Literatur und geben ei-
nen weiteren Hinweis Uber die Giite und Reproduzierbarkeit der Versuchsreihen
(Tabelle 21).

Unterteilt man die Mediane der gemessenen long exposure TSA(50%) Versuche in
die ALL-Subtypen T-ALL (0,038 uM) und c/pre B-ALL (0,047 uM), ergibt sich fur die
Versuchsreihen hier ein maximaler Unterschied von etwa Faktor zwei gegenuber
der Literatur. Dem Median der T-ALL Werte von 0,038 uM steht ein Literaturwert
von 0,06 yuM und dem c/pre B-ALL Wert von 0,047 uM ein Literaturwert von 0,10 yM
gegenlber [148].

Fir die AML-Werte unterscheiden Rots et al. in ihrer Arbeit [147] die AML-M5 (mo-
nozyten Leuk@mie) von den ubrigen myeloischen Leukamien. Hierbei zeigt sich bei
der AML-MS5 fir die short exposure eine TSA(50%)-Wert von 0,73 uM (n = 15), der
etwa die Halfte unserer gemessenen 1,5 yM (n = 3) betragt. Die long exposure zeigt
in oben genannter Veroffentlichung einen Wert von 0,04 uM (n = 22), der mit den
hier bestimmten 0,038 uM Ubereinstimmt. Die Ubrigen AML-Werte (ohne Rezidive)
wurden in der Literatur auf 2,1 uyM (short exposure) bzw. 0,05 uM (long exposure)
bestimmt. Die korrespondierenden Werte betrugen in dieser Messreihe 0,48 uM
(short exposure) bzw. 0,01 (long exposure) und damit jeweils etwa 1/5 der Literatur-
angaben. Anzumerken ist hierbei, dass derselbe Patient mit zwei Proben #14 und
#15 (Primarerkrankung und Rezidiv) in diese Auswertung einging. Dieser Patient
stellt die beiden kleinsten TSA(50%)-Werte dieser AML-Reihe.

Zieht man die weite interindividuelle Streubreite der TSA(50%)-Werte, die sich hau-
fig Uber 2-3 Zehnerpotenzen erstreckt, mit in Betracht, kann man die TSA(50%)-
Werte, die sich um den Faktor 4-5 unterscheiden, als gleich betrachten (vgl.
Abbildung 74, S. 116 und Abbildung 76, S. 119, jeweils MTX Teile bzw. Lit. [148]).
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Tabelle 19: Vergleich der gemessenen short exposure Werte mit der Literatur. Die hier vor-
gestellten AML-Ergebnisse beinhalten im Gegensatz zur Literatur zwei AML-Rezidive. Die

Zahlen in Klammern geben die Anzahl an untersuchten Proben an.

Diagnose gemessen (n) Literatur (n) Bereich
c/pre B-ALL 0,86 uM (3) 0,49 uM (51) 0,16-15 uyM
T-ALL 3,21 uM (2) 1,66 uM (29) 0,16->40 uM

AML-M5 1,53 uM (3) 0,73 uM (15) 0,2-25 uM
ubrige AML 0,48 uM (6) 2,16 uM (22) 0,2->40 uM

Tabelle 21: Vergleich der gemessenen long exposure Werte mit der Literatur. Die hier vor-

gestellten AML Ergebnisse beinhalten im Gegensatz zur Literatur zwei AML-Rezidive. In

Klammer ist die Anzahl der untersuchten Proben angegeben.

Diagnose gemessen (n) Literatur (n) Bereich
c/pre B-ALL 0,05 uM (3) 0,10 uM (51) 0,006-1 uM
T-ALL 0,04 uM (2) 0,06 uM (29) <0,007-0,2 uM
AML-M5 0,04 uM (3) 0,04 uM (15) 0,015-0,15
ubrige AML 0,01 uM (6) 0,05 uM (22) 0,01-1 uM
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7.4 Diskussion

7.4.1 7-OH Methotrexat

Bereits 1969 konnte von Johns et al. in zellfreiem Medium gezeigt werden, dass
7-OH MTX nur sehr schwach an die Dihydrofolatreduktase (DHFR) bindet [64, 96].
1976 erkannte man, dass dieser Metabolit auch im Menschen eine Rolle spielt [91].
Weiterfihrende Untersuchungen von Fabre et al. 1984 kamen zu dem Ergebnis
[87], dass 7-OH MTX in Dosen bis 50 uM selbst keine Wirkung auf Ehrlich-Aszites-
Tumorzellen in-vitro besitzt. Dabei konnte allerdings gezeigt werden, dass eine Auf-
nahme in die Zellen vonstatten geht [64, 106]. Diese unterscheidet sich mit einer Ky
fur MTX von 5 uyM und fir 7-OH MTX von 9 uM kaum.

Intrazellular wird 7-OH MTX sowohl in Ehrlich-Aszites-Tumorzellen [62] als auch in
MOLT-4-Zelllinien [65] polyglutaminiert. Polyglutaminierung des 7-OH MTX und
Aufnahme in die Zelle sind Charakteristika, die auch die Muttersubstanz MTX zeigt
und Hinweise auf Wechselwirkungen gibt. Hier zeigten Fabre et al. auch, dass beide
Substanzen durch eine kompetitive Inhibition sich gegenseitig bei der Aufnahme in
die Zelle hemmen, die aber nach einer Inkubationszeit von mehr als 40 Minuten bei
Konzentrationen von 10 yM 7-OH MTX und 1 yM MTX nicht in einer niedrigeren
Bindung des MTX an die DHFR miindet, jedoch den Einbau von dUrd in die DNA

vermindert.

Im Widerspruch zu diesen Ergebnissen zeigten Fabre et al. 1985 allerdings, dass
in der chronisch myeloischen Zelllinie K-562 eine Hemmung des Zellwachstums
dieser Zelllinie erfolgt, die mit 7-OH MTX bei einer zweistiindigen Exposition etwa
eine Zehnerpotenz niedriger liegt als mit MTX und daraus die Schlussfolgerung der
Zytotoxizitat fur 7-OH MTX zog.

Im Jahr 2000 zeigten Fuskevag et al., das Ratten durch Gabe hoher 7-OH MTX
Dosen verenden. Die zugehoérigen gemessenen Plasmakonzentrationen lagen dabei
beim 7-OH MTX mit 1 mM niedriger als die MTX-Konzentration von 22 mM, die fir
die Ratten letal war [73].

Unsere Versuchsreihe zeigt zum ersten Mal ex-vivo Versuche, welche die Wirkung
von 7-OH MTX direkt auf Patientenblasten untersucht. Dabei zeigen die short expo-
sure Versuche statistisch signifikant, dass 7-OH MTX keine Wirkung im Bereich von

1 mM bis 0,0125 uM zeigt (s. S. 108). Auch fir die long exposure Versuchsreihe
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konnte kein konzentrationsabhangiger Effekt gesehen werden. Dies wurde durch
den Vergleich der TS-Aktivitdten bei den unterschiedlichen Konzentrationen, den
Vergleich der TS-Aktivitatsdifferenz innerhalb einer Probe und der deskriptiven Sta-

tistik gezeigt werden.

Dabei fand man keinen Unterschied zwischen dem long und short exposure . Dies
legt daher nahe, dass die Polyglutaminierung dabei keine entscheidende Rolle
spielt. Es scheint kein direkter Effekt des 7-OH MTX auf die TS vorzuliegen. Diesen
Ergebnissen zufolge hat 7-OH MTX selbst keinen zellularen Effekt auf das Wachs-

tum von AML oder ALL Blasten ex-vivo.

Vergleicht man weiterhin die TSA(50%)-Werte, die bei dieser Versuchsdurchfih-
rung fur MTX bestimmt wurden, mit den eingesetzten 7-OH MTX-Konzentrationen
und setzt sie mit den vorherrschenden in-vivo Plasmakonzentrationen ins Verhalt-
nis, kann man zu dem Schluss kommen, dass 7-OH MTX in dem momentanen The-
rapieschema von 5g/m? MTX (ber 24 h fiir die pharmakodynamische Wirkung

selbst keine Rolle spielt.

7.4.2 Wechselwirkung zwischen 7-OH Methotrexat und
Methotrexat

Von klinischem Interesse sind die Kombinationsversuche der Antifolate, da 7-OH
MTX alleine in der Therapie nicht eingesetzt wird und die beiden Substanzen nur
gemeinsam auftreten. Quantitativ liegen die TSA(50%)-Werte der 1:1 Kombination
signifikant niedriger als die entsprechenden MTX TSA(50%)-Werte. Da 7-OH MTX
in diesen Konzentrationen keine Wirkung auf die TS zeigte, kann man hierbei von
einem Sonderfall von Synergismus der beiden Substanzen sprechen. Der Effekt ist
starker als die Summe der Einzeleffekte, wobei jedoch eine Substanz (7-OH MTX)
selbst keinen Effekt zeigt. Eine weitere Erhéhung der 7-OH MTX fihrte zu einer
Abschwachung dieses Synergismus, der bei den 5-1 bzw. 16-1 (also etwa eine
Zehnerpotenz) Versuchen sich der TSA(50%) von MTX alleine anndhert bzw. leicht

schwacher (nicht signifikant) ist.

Es ware mdglich, dass eine weitere Erhéhung der 7-OH MTX-Konzentration ge-
genuber der MTX-Konzentration zu einer weiteren Abschwachung und somit zu

einem 7-OH MTX-,Rescue” fihren konnte.
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7.4.3 Hypothese eines Wirkmechanismus

Durch equimolare Konzentrationen von 7-OH MTX und MTX verstarkt sich bei die-
sem Versuchsaufbau die Hemmung der TS gegeniber MTX selbst. Diese Wir-
kungsverstarkung koénnte durch einen Synergismus erklart werden, in dem die
schwach TS inhibierenden 7-OH MTX-Polyglutamate die wesentlich starker wirken-
den MTX-Polyglutamate schwach, aber bemerkbar unterstiitzten. Ein Uberschuss
an 7-OH MTX schwacht diese Wirkung wieder ab. Dies ist auf der Ebene der Po-
lyglutaminierung vorstellbar, da nun sehr viel mehr kaum TS hemmende 7-OH MTX-
Polyglutamate gebildet werden und somit die Bildung der starker wirkenden MTX-
Polyglutamate vermindert wird. Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass 7-OH MTX
Uber die Hemmung der De-Novo-Purin-Synthese [66], die durch den TSIA kaum
erkannt wird, die MTX Wirkung unterstitzt. Eine Hemmung, die ausschliefdlich auf
der Aufnahme oder Ausscheidung in bzw. aus der Zelle beruht, ist eher unwahr-
scheinlich, da flr den short und long exposure gleiche Ergebnisse erzielt wurden,

obwohl die Literatur dort Wechselwirkungen beschreibt [106].

7.4.4 Klinische Relevanz der Versuchsergebnisse

Durch diese Versuche konnte ex-vivo gezeigt werden, dass weder in einem equi-
molaren Verhéltnis von MTX zu 7-OH MTX noch bei einem etwa 10fachen Uber-
schuss von 7-OH MTX eine geringere Wirkung des Antifolatgemisches auf die TS
auftritt als durch MTX allein. Dies gilt sowohl fur AML- als auch fur
ALL-Patientenblasten.

Von Beginn bis Ende der Infusion von 5 g/m? — der heute iiblicherweise verwende-
ten Dosierung - Uberwiegt die Konzentration von MTX im Plasma deutlich. Nach
Infusionsende zur Stunde 24 bis zur Stunde 36 h nach Infusionsbeginn lberwiegt
der Metabolit um etwa den Faktor 10 [32, 183]. Ab diesem Zeitpunkt (36 h) wird den
Patienten das lebensnotwendige Leukovorin [7] verabreicht und damit die Wirkung
der Antifolate durch diesen Rescue aufgehoben. Eine Wechselwirkung zwischen
MTX und 7-OH MTX spielt somit ab diesem Moment auf zelluldrer Ebene sehr

wahrscheinlich keine entscheidende Rolle mehr.

Eine von uns beobachtete konzentrationsabhangige Wirkungsverstarkung durch
den Metaboliten kann aufgrund der 1:1-Versuchsreihen postuliert werden. Allerdings
ist der Effekt in der Therapie nicht quantifizierbar, da weder konstante Konzentratio-
nen der beiden Substanzen vorliegen noch der Effekt unseres Erachtens nach grof3

genug im Verhaltnis zur eigenen Wirkung des HD-MTX ist. Interessanterweise wird
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klinisch von Rask et al. in 13 Kindern mit 28 Infusionen beobachtet, dass ein gerin-
ges 7-OH MTX zu MTX Verhaltnis zur Stunde 66 mit einem erhdhten Risiko einer
oralen Mukositis einhergeht [136]. Erhéht man bei der vorgestellten Versuchsreihe
das Antifolatverhaltnis zugunsten des 7-OH MTX minimiert Uber das 1:1 Verhaltnis
hinaus, minimiert sich dieser synergistische Effekt, bis er bei einem Verhaltnis von
etwa 10:1 nur noch etwa dem Effekt von MTX entspricht. Dies ist auch wie oben

beschrieben etwa das Konzentrationsverhaltnis zum Zeitpunkt der Rescuegabe.

Daher wird postuliert, dass bei ,normaler® Metabolitenbildung die MTX Wirkung
nicht negativ moduliert wird. Eine unerwartet hohe Konzentration des Metaboliten
kdnnte allerdings zu einer Wirkungsverminderung fuhren. Dies wirde auch mit einer
Beobachtung von Redeztki et al. Gbereinstimmen, der bereits 1966 die Unempfind-
lichkeit von Kaninchen, die MTX in hohem MafRe zu 7-OH MTX verstoffwechseln,
gegeniuber MTX belegen konnte. [137].
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8 Zusammenfassung

Die hier vorgelegte Arbeit entstand in enger Zusammenarbeit zwischen dem Insti-
tut fir Pharmazeutische und Medizinische Chemie und der Abteilung flir Padiatri-
sche Hamatologie und Onkologie des Universitatsklinikums Munster. Die Ergebnis-
se dieser Arbeit reichen dabei von klinischen Anwendungsbeobachtungen bis zu
analytischen Ergebnissen und ex-vivo Zellversuchen. Damit wird der gesamte fur
die klinische Pharmazie relevante Arbeitsbereich abgedeckt und, wo immer mdglich,

ein direkter Bezug zur klinischen Versorgung geschaffen.

Analytisch konnte eine kapillarelektrophoretische Methode validiert werden, die
neben den beiden Epimeren R- und S-Leukovorin (LV) gleichzeitig die beiden Enan-
tiomere (6-R,S)-5-Formyltetrahydropteroinsaure  trennt und quantifiziert
(Abbildung 89). Diese Methode wurde verwendet, um den Einsatz des Notfallmedi-
kamentes Carboxypeptidase G, (CPG,) in der Hochdosis-Chemotherapie mit Me-
thotrexat (MTX) zu hinterfragen.

(0] OH
O o]
o} Y /@/\‘\H A CPG, 0 Y /@)‘\oH
N OH N
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\N N )\\N N

H,N N H,N

H

Abbildung 81: Abbau von R- und S-Leukovorin (LV) durch die Carboxypeptidase G, zu
(6-R,S)-5-Formyltetrahydropteroinsaure.

Durch diese stereoselektive Analysenmethode wurde gezeigt, dass die CPG; ne-
ben dem MTX auch hauptsachlich S-LV spaltet und somit den lebensnotwendigen
Rescue abbaut. Dies hat zur Folge, dass der Einsatz von CPG; in jedem Einzelfall
kritisch diskutiert und abgewogen werden muss und der Einsatz nur in seltenen Fal-

len sinnvoll ist.
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Abbildung 89: Kapillarelektrophoretische Trennung der Enantiomere 6S- und 6R- Formyl-
tetrahydropteroinsaure (5,4), der Epimere 6S- und 6R- Leukovorin (3,2), sowie Aminopterin
(1) als Internem Standard. S-LV wird durch die CPG, dabei schneller abgebaut als R-LV.

Weiterhin wurden in dieser Arbeit kapillarelektrophoretische Methoden vorgestellt,
welche die Trennung von MTX und kovalent an humanes Serumalbumin gebunde-
nem MTX erlauben. Diese Verfahren kénnen insbesondere fur die Weiterentwick-

lung und Wirksamkeitsuntersuchungen dieses Arzneistoffes dienen.

Im Rahmen pharmakokinetischer Untersuchungen wurden die Plasmakonzentrati-
onen der in Mlnster behandelten, an akuter lymphatischer Leukadmie erkrankten
Kinder gemessen und ausgewertet. Die deskriptive Statistik dieser Plasmakon-
zentrationen wird dabei als Kontrolle flir den klinischen Alltag benétigt. Sie zeigte im
Vergleich mit anderen Behandlungszentren bei der hier verwendeten Dosierung von
5 g/m? MTX signifikant erhdhte 44 h- und 48 h-Werte, die verstarkte Rescuegaben

von LV zur Folge hatten.

)I j/\(@)L I/\( Metabolisierung )jz: I\l/Q)L I/\g'o

Abbildung 83: Methotrexat und der in der Leber gebildete Metabolit 7-Hydroxymethotrexat.

Zusatzlich wurden erstmals populationspharmakokinetische Auswertungen fiir die-
ses Dosierungsschema durchgefihrt. Mit den dabei verwendeten Programmen
Nonmem und Kinetica (Abbildung 84) konnten die intra- und interindividuelle Varia-
bilitat der populationspharmakokinetischen Parameter abgeschatzt werden. Zudem
konnte gezeigt werden, dass durch die Einfihrung bestimmter Kovariablen (hier

Kdrperoberflache) die Variabilitat dieser Parameter sinkt und damit eine genauere
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Vorhersage der Plasmakonzentrationszeitverlaufe durch den Einsatz dieser Kovari-

ablen mdglich wird.
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Abbildung 84: Vergleich eines Nonmem-Modells (—), eines Kinetica-Modells 1 (—) und der
Mittelwerte der Rohdaten bei ty4, t44, 4. Beide Modelle sind als 2-Kompartiment Modell ohne
Kovariablen dargestellt. Weiterhin ist der Plasmakonzentrationszeitverlauf auf Basis der PK-
Parameter von Odoul et al. dargestellt (—), die fur 5 g/m2 simuliert wurde.

Weiterhin untersuchte man auch den Effekt des Metaboliten 7-Hydroxymethotrexat
(7-OH MTX) auf die Pharmakokinetik der Muttersubstanz. Ein Einfluss des
7-OH MTX auf die PK-Parameter konnte dabei jedoch nicht gefunden werden. Dies
lasst vermuten, dass eine routinemaRige Bestimmung des Metaboliten nicht sinnvoll
ist (Abbildung 85).
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Abbildung 85: Die gemessenen 7-OH MTX Plasmakonzentrationen beeinflussen die durch

das Modell vorhergesagten MTX Konzentrationen nicht.

Ein Vergleich der hier gewonnen PK-Parametern mit der Literatur zeigte, dass die
durch die Populationspharmakokinetik gewonnenen Parameter in der GréRenord-
nung denen durch klassische Analyse gewonnenen entsprechen. Verglichen mit
einer populationspharmakokinetischen Analysenmethode flir das Dosierungssche-
ma von 8 g/m? (Abbildung 84) zeigte sich eine verstarkte Aufnahme des MTX in das
periphere Kompartiment. Méglicher klinischer Hintergrund kdnnten dabei die unter-

schiedlichen Hydrierungsmodalitadten der beiden Protokolle sein.

In einer weiteren Untersuchungsreihe wurde zudem erstmals der pharmakodyna-
mische Effekt des 7-OH MTX auf Patientenblasten ex-vivo untersucht. Dabei wurde
ein indirekter Toxizitatsassay -der Thymidylat-Synthase Inhibition Assay —
angewandt. Dieser bestimmt die Syntheserate des fiir die DNA-Replikation unab-

dingbaren Desoxythymidinmonophosphates (dTMP).

Es konnte bewiesen werden, dass das 7-OH MTX in klinisch beobachtbaren Kon-
zentrationen selbst keinen Effekt auf die Thymidylat-Synthase (TS) der Blasten
zeigt. Eine pharmakodynamische Wirkung des 7-OH MTX allein ist daher sowohl bei
akuter lymphatischer Leukamie (ALL) als auch bei akuter myeloischer Leukamie
(AML) auszuschliefen.

In-vivo tritt jedoch der Metabolit immer gemeinsam mit MTX auf. Daher untersuchte
man die TS-Hemmung mit verschiedenen Konzentrationsverhaltnisse der beiden
Substanzen. Dabei zeigte das 1:1-Gemisch eine signifikant starkere Hemmung der
TS als MTX allein oder Gemische mit einem Uberschuss von 7-OH MTX
(Abbildung 86). Dabei waren die Ergebnisse unabhangig von der Diagnose AML
oder ALL.
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Abbildung 86: Long exposure Versuchsreihe eines Patienten. 7-OH MTX (¢) zeigte keinen
konzentrationsabhangigen Effekt auf die Thymidylat-Synthase. Alle Werte lagen um 100 %
TS-Aktivitat. MTX (¢), 1:1 (e) und 5:1 ( , im Diagramm angegebene Konzentration bezieht
sich auf MTX) beschrieben jeweils eine konzentrationsabhangige Wirkung, wobei die 1:1-

Versuchsreihe, die fiir die Hemmung der TS niedrigsten Konzentrationen an MTX bendtigte.

Aufgrund des vielfaltigen Eingriffs der Folsdurederivate in das Zellwachstum kann
Uber einen Wirkungsmechanismus nur spekuliert werden. Allerdings werden min-
destens zwei Angriffspunkte bendtigt, um einerseits die Wirkungsverstarkung des
1:1-Gemisches wie auch die Abschwéchung bei einem Uberschuss an 7-OH MTX
erklaren zu kénnen. Dabei scheint die Polyglutaminierung nicht die entscheidende
Rolle zu spielen. Die beiden Versuchsmodifikationen long und short exposure, die
einen Hinweis Uber die Polyglutaminierung geben, zeigten entsprechende Ergebnis-

se.

Klinisch scheint dabei ableitbar zu sein, dass bei durchschnittlicher Metabolisie-
rung und normalen Plasmaskonzentrationszeitverlaufe der beiden Substanzen zu-
mindest keine Abschwachung der Antifolattherapie durch den Metaboliten stattfin-

det. Dies gilt allerdings nur fiir das Schema von 5 g/m?, das hierbei simuliert wurde.
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9 Anhang
9.1 Abbau von R,S-Leukovorin durch Carboxypep-
tidase G,
9.1.1.1 Tabelle 21: Klinische Daten der Osteosarkom
Fallbeschreibung.
Stunde
nach Emit CE
MTX Gar Kreatinin| Ereignis| CE MTX MTX . DAMPA| 5-MTHF| Gewicht
be
[h] [mg/dl] [uM] [uM] [uM] [uM] [uM] [ka]
-169,75 0,70
0,00 12g/m? (17,5g/4h) MTX Gabe 46
4,00 Ende der Gabe 200
22,25 46,1
24,00 287 138,0
34,25 48,5
46,25 72
46,25 49,1
49,75 1gLV
49,83 54 64,4
51,00 59
52,75 1gLV
54,00 49
54,25 44 62,8
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Stunde
nach
MTX Ga-
be

Kreatinin

Ereignis

CE MTX

Emit MTX

CE 7-OH

DAMPA

5-MTHF

54,42

Carboxypeptidase G, 2000 U, langsam iv,

54,58

0,20

36,4

54,58

0,20

14

9,2

0,45

54,92

0,2

36

54,92

0,2

8,8

9,6

0,57

55,25

2,00

55,42

0,2

27

55,42

0,2

9,4

7,2

0,6

56,25

0,2

21

56,25

23,7

56,25

0,2

5,8

0,45

58,25

48,4

60,25

12,1

69,25

7,5

70,25

47,9

70,83

0,2

2,9

57

1,6

72,80

2,00

77,25

0,2

3,0

1,2

1,3

82,25

47,5

82,50

02

34

1,2

3,2

94,25

48,1

95,25

1,9

106,25

47,8

142,25

1,3

142,25

1,40
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Stunde
nach
MTX Ga-
be

Kreatinin

Ereignis

CE MTX

Emit
MTX

CE
7-OH

DAMPA

5-MTHF

Gewicht|

166,25

0,7

166,25

1,30

190,25

1,20

214,25

0,5

214,25

1,10

238,25

0,4

238,25

1,30

262,25

1,00

622,25
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9.1.1.2 Tabelle 23: Konzentrationen von R- und S-LV [uM] nach
Abbau durch CPG..

Zeit [min] R-LV(1) S-LV(1) R-LV(2) S-LV(2) R-LV(3) S-LV(3)
0,1 252 250 261 259 258 256
0,5 245 246
1 237 225 245 232 245 238
1,5 231 223
2 208 190 239 206 210 201
2,5 213 196
3 203 180 204 181
4 218 152
8 192 146 228 129
16 179 106 188 73

R-LV(4) S-LV(4) R-LV(5) S-LV(5) R-LV(6) S-LV(6)

0,1 250 253 248 249 253 259
0,5

1 217 208 234 222 235 221
1,5

2 221 203 205 187 224 196
3 200 177 208 184
4 237 200

8 192 138 189 143 200 152
16 196 102 177 104 182 85
30 178 61 180 73 165 58
60 21 139 39 130 34
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9.2 Pharmakokinetische Untersuchungen zum Me-

thotrexat bei einer Dosierung von 5 g/m?

9.2.1.1 Tabelle 25: Demografische Daten der Patienten.
ID Alter [a] |Lénge [m] abs'[gfs‘s Geschlecht | KOF [m?] |Gewicht [kg]
1 4,5 118 4,1 m 0,82 20,3
2 2,5 0,93 3,2 m 0,64 15,8
3 16 0,8 25 m 0,5 115
4 168 | 1,76 8,8 w 1,76 60
5 3,3 0,99 3,5 w 0,7 18
6 2,3 2,5 w 0,5
7 3,6 3,1 w 0,62
8 3,9 1,02 3,3 w 0,66 15
9 4 0,95 3 w 0,6 13
10 6,2 4,4 m 0,88
11 14,5 17 8,2 m 1,64 88
12 16,1 1,84 9,5 m 1,9 70,3
13 1,9 0,81 2,3 m 0,46 10
14 144 | 154 6,5 w 13 39,5
15 6,6 4,5 m 0,9
16 159 | 1,85 9,7 w 1,94 73
17 5,5 1,09 3,5 m 0,7 17
18 18 0,83 25 m 0,5 12,7
21 167 | 1,72 7.8 m 1,56 51
22 12,1 1,58 7.3 m 1,46 48
23 10,3 5,8 w 1,16
24 12 1,56 8,5 m 17 61,4
25 3,1 4 m 0,8
26 8,1 5 w 1
27 5,2 4,3 w 0,86
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abs. Dosis

ID Alter [a] |Lédnge [m] lq] Geschlecht | KOF [m?] |Gewicht [kg]
28 57 1,17 4 w 0,8 20
29 2,4 3 m 0,6

30 1,14 3,5 w 0,7 16
31 10,3 1,43 6 m 1,2 35,7
32 0,8 0,72 1,5 m 0,3 8,4
33 12,2 1,57 7,5 m 1,5 51,3
35 2,3 0,82 2,6 w 0,52 13,5
36 4.4 1,17 4,6 w 0,92 29
37 2,8 0,89 2,6 w 0,52 11,7
38 11,9 6,5 w 1,3

40 1,5 2,5 w 0,5

41 2,6 0,96 3,3 m 0,66 16
42 4,8 1,04 3,7 w 0,74 19
43 5,1 1,12 4 m 0,8 20,5
44 4.4 1,04 3,6 m 0,72 18
45 2,5 3 m 0,6

47 4,5 1,15 4 w 0,8 21,8
48 0,9 1,7 w 0,34

49 5,9 1,25 5,3 m 1,06 33
50 5,4 4 w 0,8

51 7,1 4,6 w 0,92

52 4,5 3,5 m 0,7

53 3,9 1,01 3.4 m 0,68 17,5
55 3,2 3,1 m 0,62

56 6,3 4,5 w 0,9

57 3,4 3,5 w 0,7

58 3,4 0,97 3,3 w 0,66 16
60 3,2 0,99 3,1 m 0,62 13,3
62 5,9 43 w 0,86

63 3,8 3,2 w 0,64

64 1,19 4,2 w 0,84 19,8
66 4,7 1,11 3,9 w 0,78 19,6
67 2,8 0,91 3,3 m 0,66 16,6
68 5,9 1,15 43 m 0,86 23,5
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ID Alter [a] |Liinge [m] abs'[gl“is Geschlecht | KOF [m?] |Gewicht [kg]
N 57 38 59 59 59 38
Mw 6,0 1,18 4,35 0,87 28,02
Harm. MW 3,6 1,11 3,71 0,74 19,60
Geometr. MW | 469 1,14 4,00 0,80 22,89
SD 4,38 0,32 1,93 0,39 20,23
Median 4,5 1,16 3,9 0,78 19,3
Min 0,8 0,72 1,5 0,3 8,4
Max 16,8 1,85 9,7 1,94
9.2.1.2 Tabelle 24: Deskriptive Statistik der Daten von Graf [81] bei
einer 4 h Infusion von 12 g/m* MTX.
Zeit MW SD Max Min Median | 25 % 75 %
4h 1748 | 1340,2| 774,7| 142260| 0,4 1238,0 | 985,0| 1555,0
24h 36 7,8 7,2 36,5 0,9 5,6 3,3 9,5
40h 102 2,3 3,0 16,8 0,1 1,0 0,5 3,0
44h 155 0,9 1,9 19,8 0,1 0,5 0,3 0,6
48h 37 0,6 1,0 6,5 0,1 0,4 0,3 0,5
72h 19 0,3 0,1 0,8 0,1 0,3 0,2 0,3

Konzentrationen in yM
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9.2.1.3 Tabelle 28: Fortran Routine, die fiir die Bestimmung der
PK-Parameter des Strukturmodelles in Nonmem verwendet

wurde.

$PROBLEM MTX5g2komptrans1

$INPUT ID TIME DV AMT RATE EVID AGE L M DABS GEND DPRO META GABE ASS
KOF

$DATA c:\nmv\5gm2\oh650log.csv IGNORE=#
$SUBROUTINES ADVAN3 TRANS1

$PK

TVV  =THETA(1)

TVK  =THETA(2)

TVK12 =THETA(3)

TVK21 =THETA4)

\Y =TVV*(1+ETA(1))

K =TVK*(1+ETA(2))

K12  =TVK12*(1+ETA(3))

K21 =TVK21*(1+ETA(4))

F1 =1

St =v
$ERROR

IPRED =F

Y =F+(F*EPS(1))+EPS(2)
S INITIAL ESTIMATES
$THETA  (0.0001,10); Vv
$THETA  (0.0001,0.5); K
$THETA  (0.0001,0.01); k12
$THETA  (0.0001,0.1); k21

$OMEGA 1111
$SIGMA 10.01

$EST METHOD=0 POSTHOC MAXEVALS=9900 PRINT=5 MSFO=msfb11

$TAB ID TIME V K K12 K21 ONEHEADER NOPRINT FILE=mut.txt

$TAB ID TIME META ONEHEADER NOPRINT FILE=pat.txt

$TAB ID TIME AGE L M DABS GEND DPRO GABE ASS KOF ONEHEADER NOPRINT
FILE=cov.txt
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9.3 Pharmakodynamische Untersuchungen zum
Metaboliten 7-OH Methotrexat, gemessen mit
dem Thymidylat-Synthase Inhibition Assay ex-

vivo

9.3.1.1 Patientenproben mit nicht ausreichender Anzahl lebender

Zellen:

1x AML-M1; 1x AML-M5; 1x ALL; 2x T-ALL

9.3.1.2 Patientenproben bei denen die Kontrollen die gleiche

Aktivitédt zeigten wie die Blindwerte:

1x AML-M4; 1x ALL; 1x AML-M5; 1x AML sek.; 1x T-ALL

9.3.1.3 Patientenproben, die wiederholt wurden:
#6 (2x); #18; #1; #8; #12

9.3.1.4 7-OH MTX; short exposure; nichtparametrische

Auswertung

Friedman Repeated Measures Analysis of Variance on Ranks

Normality Test: Failed (P =<0,001)

Konz. n Median 25% 75%
1000 pM 14 0,8 0,7 1,1
200 uM 18 1,0 0,9 1,1
40 pM 18 0,9 0,9 1,0

8 uM 18 1,0 0,8 1,1
1,6 M 18 1,0 0,9 1,1
0,32 uM 18 1,0 0,9 1,1
0,064 uM 17 1,0 0,9 1,1

0,0125 uM 17 1,0 0,9 1,2
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Chi-square= 7,0 with 7 degrees of freedom. (P = 0,429)

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude
the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically signifi-
cant difference (P = 0,429)

9.3.1.5 7-OH MTX; long exposure; nichtparametrische Auswertung

Friedman Repeated Measures Analysis of Variance on Ranks

Normality Test: Failed (P =<0,001)
Konz. n Median 25% 75%
16 uM 16 1,0 0,9 1,2
4 uM 16 1,0 0,9 1,1
1M 16 0,9 0,7 1,0
0,25 uM 16 1,0 0,9 1,0
0,0625 uM 16 1,0 1,0 1,2
0,0156 uM 16 1,0 0,9 1,2
0,0039 uM 16 1,0 0,9 1,1
0,001uM 16 0,9 0,8 1,1

Chi-square= 10,4 with 7 degrees of freedom. (P = 0,166)

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude
the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically signifi-
cant difference (P = 0,166)

9.3.1.6 MTX; short exposure; deskriptive Statistik

Konz. n Mw SD Max Min Median

40 uyM 15 0,1 0,2 0,6 -0,06 0,06

8 uM 15 0,1 0,2 0,5 -0,07 0,10

1,6uM 15 0,3 0,3 0,8 -0,010 0,2

0,32 pM 15 0,7 0,3 0,9 0,08 0,7

0,0640 uM 15 0,8 0,2 1,2 0,5 0,8

0,0128 uM 15 0,9 0,2 1,4 0,6 0,9
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9.3.1.7 MTX; long exposure; deskriptive Statistik
Konz. n Mw SD Max Min Median
1.0000 uM 14 0,1 0,2 0,16 -0,1 0,02
0.2500 M 14 0,1 0,1 0,37 0,5 0,04
0.0625 uM 14 0,3 0,3 0,38 -0,5 0,20
0.0156 pM 14 0,7 0,3 0,97 90 0,53
0.0039 M 14 0,8 0,2 1 -0,1 0,83
9.3.1.8 7-OH MTX-MTX =1:1 ; short exposure; deskriptive Statistik
Konz. n MwW SD Max Min Median
1000 pM 6 -0,01 0,06 0,08 -0,09 -0,02
100 pM 15 -0,009 0,08 0,09 -0,2 0,010
40 uM 15 -0,008 0,08 0,10 -0,2 0,010
8 uM 15 0,03 0,1 02 -0,2 0,0
1,6 uM 15 0,1 0,2 0,5 -0,08 0,04
0,32 uM 15 0,2 0,2 0,7 -0,03 0,1
0,064 pM 14 0,5 0,3 0,8 0,05 0,5
0,0128 uM 14 0,7 0,3 1,1 0,3 0,8
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9.3.1.9 7-OH MTX-MTX =1:1 ; long exposure; deskriptive Statistik
Konz. n MW SD Max Min Median
16 uM 5 -0,02 0,1 0,2 -0,3 0,002
4 uM 8 0,02 0,06 0,2 -0,1 0,03
1M 8 0,03 0,1 04 -0,2 0,02
0,25 uM 8 0,06 0,1 04 -0,09 0,03
0,0625 uM 8 0,06 0,1 04 -0,09 0,06
0,0156 uM 8 0,2 0,2 0,6 -0,1 0,1
0,0039 uM 8 0,5 0,3 0,9 0,007 0,5
0,0010 pM 13 0,8 0,3 1,2 0,2 0,9

9.3.1.10 7-OH MTX-MTX =5:1 ; short exposure; deskriptive Statistik

Konz. n MwW SD Max Min Median
40 uM 11 0.1 0.2 0,6 -0,05 0,08
8 uM 11 0,2 0,2 0,7 -0,04 0,1
1,6 yM 11 0,3 0,2 0,7 0,0010 0,3
0,32 yM 11 0,6 0,2 0,9 0,2 0,6
0,064 uM 11 0,8 0,2 1,3 0,5 0,8
0,0128 uM 11 0,9 0,3 1,7 0,6 0,9
0,0026 uM 11 0,9 0,3 1,7 0,7 0,9
0,0005 uM 11 1,0 0,3 1,8 0,6 0,8
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9.3.1.11 7-OH MTX-MTX =16:1 ; long exposure; deskriptive Statistik

Konz. n MW SD Max Min Median
1 puM 11 0,2 0,2 0,6 -0,02 0,06
0,25 uM 11 0,10 0,09 0,3 -0,04 0,10
0,0625 M 11 02 02 07 0,05 02
0,0156 uM 11 07 02 1,0 02 06
0,0039 uM 11 09 03 1,4 05 09
0,0008 pM 11 0,9 0,3 1,5 0,4 0,9
0,0002 pM 11 0,9 0,3 1,6 0,4 0,8
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9.3.1.12 TSA(50%): Aufstellung der Werte
short exposure [pM] long exposure [uM]

Nr. | Diagnose

7-OH| MTX | 1:1 51 | 7-OH | MTX 1:1 16:1
#1 ALL(t) >50% | 0,055 - 0,063 | >50% | 0,028 0,003 0,028
#2 AMLM5 | >50% | 1,527 | 0,399 | 0,229 | >50% | 0,014 0,003 0,027
#3 AML M4 | >50% >50% | 0,011 0,004 0,015
#4 ALL(c) |>50% | 0,857 | 0,059 | 0,661 | >50% | 0,035 0,011 0,046
#5 AML-M2 | >50% >50%
#6 AML-M5 | >50% | 3,466 | 0,222
#6 AML-M5 | >50% | 2,892 | 0,250 | 5,770 | >50% | 0,048 0,003 0,024
#7 ALL >50% | 1,020 | 0,034 >50% | 0,047 0,021
#8 ALL(c) | >50% >50%
#9 ALL(t) >50% >50%
#10 AML >50% | 0,560 0,487 | >50% 0,014
#11 AML-M4 | >50% | 0,538 0,699 | >50% 0,021
#12 AML-M5 | >50% | 1,078 | 0,476 | 3,717 | >50% | 0,038 0,010 0,042
#13 AML-Rez | >50% | 0,416 >50% | 0,043
#14 | AML-M4/rez | >50% | 0,233 | 0,038 | 0,306 | >50% | 0,147 0,008 0,014
#15 | AML M4/prim | >50% | 0,114 - 1,360 | variabl, | 0,009 0,002 0,165
#16 ALL(t) >50% | 6,369 | 1,513 >50% | 0,009 0,009
#17 ALL >50% | 0,769 | 0,116 | 0,982 | >50% | 0,049 0,011 0,056

rote TSA(50%)-Werte sind abgeschatzt.
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9.3.1.13 TSA(50%): deskriptive Statistik short exposure:
Versuch n Mw SD Max Min Median
MTX 14 2,820 5,23 20,000 0,055( 0,939
11 14 0,287 0,43 1,513 0,0130 0,0875
51 11 3,116 5,86 20,000 0,0630 0,699
9.3.1.14 TSA(50%): deskriptive Statistik long exposure:
Versuch n MwW SD Max Min Median
MTX 13 0,0336 0,03 0,147 0,00100 0,028
11 13 0,0066 0,005] 0,0210 0,00100 0,0040
16-1 11 0,0411 0,04 0,165 0,014 0,027
9.3.1.15 TSA(50%): short exposure, nichtparametrische
Auswertung

Friedman Repeated Measures Analysis of Variance on Ranks

Normality Test: Failed (P =<0,001)

Versuch n Median 25% 75%
MTX 14 0,939 0,538 2,892
1-1 14 0,0875 0,0130 0,399
5-1 11 0,699 0,351 3,128

Chi-square= 14,372 with 2 degrees of freedom. (P =<0,001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.
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All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunn's Method) :

Vergleich Diff. der Q P<0,05
Rénge
5-1 gg. 11 1,500 3,518 Ja
5-1 gg. MTX 0,273 0,640 Nein
MTX gg. 1-1 1,227 2,878 Ja
9.3.1.16 TSA(50%): short exposure, parametrische Auswertung
Normality Test: Failed (P =<0,001)

Equal Variance Test: Passed (P =0,754)

Versuch n Mw SD SEM

MTX 14 2,820 5,234 1,399

11 14 0,287 0,430 0,115

5-1 11 3,116 5,869 1,770

Ursache d. Variation DF SS MS F P
Patienten 13 483,215 37,170
Konzentrationen 2 66,393 33,196 3,474 0,048

Restfehler 23 219,780 9,556
Gesamt 38 767,160 20,188

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P = 0,048). To isolate the group or groups that differ

from the others use a multiple comparison procedure.

Power of performed test with alpha = 0,050: 0,437

The power of the performed test (0,437) is below the desired power of 0,800.

You should interpret the negative findings cautiously.
Expected MW Squares:

Approximate DF Residual = 23

Expected MS(Subj) = var(res) + 2,769 var(Subj)
Expected MS(Treatment) = var(res) + var(Treatment)

Expected MS(Residual) = var(res)
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All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparisons for factor:

Vergleich Differenz p q P P<0,050
der MW
5-1 gg. 1-1 2,978 3 3,285 0,073 Ja
5-1 gg. MTX 0,446 2 0,492 0,731 Ja
MTX gg. 1-1 2,632 2 3,065 0,041 Nein
9.3.1.17 TSA(50%): long exposure, nichtparametrische Auswertung
Normality Test: Failed (P =<0,001)
Versuch n Median 25% 75%
MTX 13 0,0280 0,00900 0,0473
1-1 13 0,00400 0,00275 0,0103
16-1 11 0,0270 0,0165 0,0450

Chi-square= 17,024 with 2 degrees of freedom. (P =< 0,001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P =<0,001)

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunn's Method) :

Vergleich Diff. der Q P<0,05
Rénge
16-1 gg. 1-1 1.682 3,944 Yes
16-1 gg. MTX 0.636 1,492 No
MTX gg. 1-1 1.045 2,452 Yes
Note: The multiple comparisons on ranks do not include an
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9.3.1.18 TSA(50%): long exposure, parametrische Auswertung

Normality Test: Failed (P =<0,001)

Equal Variance Test: Passed (P =0,759)

Versuch n Mw SD SEM
MTX 13 0,0336 0,0385 0,0107
1-1 13 0,00669 0,00574 0,00159
16-1 11 0,0411 0,0434 0,0131
Ursache d. Variation DF SS MS F P
Patienten 12 0,0107 0,000894
Konzentrationen 2 0,00800 0,00400 3,353 0,054
Restfehler 22 0,0263 0,00119
Gesamt 36 0,0451 0,00125

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the possi-
bility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference
(P =0,054).

Power of performed test with alpha = 0,050: 0,415

The power of the performed test (0,415) is below the desired power of 0,800.
You should interpret the negative findings cautiously.

Expected MW Squares:

Approximate DF Residual = 22,000

Expected MS(Subj) = var(res) + 2,833 var(Subj)

Expected MS(Treatment) = var(res) + var(Treatment)

Expected MS(Residual) = var(res)
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Abkulrzungsverzeichnis

10

Abkurzung
*H-dCyt
5-MTHF
7-OH MTX
ACN

1:1
5:1

16:1

ALL
AML
AMP
ANOVA

CE
Cl

Cobs
CPG;
Cored

DAD
DAMPA
DF
DHFR
DM-B-CD
DMSO
EFS

EMIT

EOF
Epsilon (¢)
Eta (n)
EtOH

Abkiirzungsverzeichnis

Erklarung
5-[*H]-2"-Desoxicytidin
5-Methyltetrahydrofolsaure
7-Hydroxymethotrexat
Acetonitril

Versuchreihe mit equimolaren Konzentrationsverhatinissen von
MTX und 7-OH MTX

Versuchsreihe mit einem 5fachen 7-OH MTX Uberschuss gegen-
uber MTX

Versuchsreihe mit einem 16fachen 7-OH MTX Uberschuss ge-
genuber MTX

Akute lymphatische Leukamie

Akute myeloische Leukamie

Aminopterin

Varianzanalyse

y-Achsenabschnitt

Kapillarelektrophorese

Clearance

Beobachtete (gemessene) Konzentration
Carboxypeptidase G2

Durch das Modell vorhergesagte Konzentration
Dioden Array Detektor
2,4-Diamino-N"°-methylpteroinsaure

Anzahl der Freiheitsgrade (Degrees of Freedom)
Dihydrofolatreduktase

Dimethyl-B-Cyclodextrin

Dimethylsulfoxid

Ereignisfreies Uberleben

Homogener Enzymimmunoassay (enzyme-multiplied immunoas-
say)

Elektroosmotischer Fluss (electroosmotic flow)
Restfehler in Nonmem
Interindividuelle Variabilitat in Nonmem

Ethanol
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Abkiirzung
FCS
FTHPA

HD

HSA
HSA-MTX
HWzZ

IOV

MTT
MTX
MW

NV
ObjF.

Omega (w)

PBS
PDNS
PEG

PK

RPMI
Sigma (o)
SD

SS

Erklarung

Fetales Kalberserum
5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydropteroinsaure

Hochdosis

Humanes Serumalbumin

An humanes Serumalbumin gebundenes Methotrexat
Halbwertszeit

Interoccasional Viability (Variabilitat zwischen verschiedenen Ga-
ben des gleichen Patienten)

Eliminationskonstante vom zentralen Kompartiment in das peri-
phere Kompartiment

Eliminationskonstante vom peripheren Kompartiment in das zent-
rale Kompartiment

Keine Angabe

Korrigierte Peakflache

Eliminationskonstante aus dem zentralen Kompartiment
Michaelis-Menten-Konstante

Kdrperoberflache

Logarithmisch normalverteilt

Leukovorin

Geradensteigung
3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazoliumbromid
Methotrexat

Mittelwert

Anzahl

Normalverteilt

Objective function

Varianz der interindividuelle Variabilitat in Nonmem
Signifikanzniveau

Phosphat gepufferte NaCl Lésung
Purin-De-Novo-Synthese

Polyethylenglykol

Pharmakokinetik

Roswell-Park-Memorial-Institute Kulturmedium
Varianz des Restfehlers in Nonmem
Standardabweichung

Summe der Abweichungsquadrate (Sum of Squares)
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Abkurzung
Theta (0)

TS
TSA

TSA(50%)

TSIA
\Y
VK

Vmax

wres

Erklarung

Mittelwerte der Populationpharmakokinetischen Parameter in
Nonmem

Thymidylatsynthase
Thymidylatsynthase-Aktivitat

Bendtigte Konzentration um 50 % der Thymidylatsynthase im Ver-
gleich mit Kontrollen zu hemmen

Thymidylatsynthase-Inbibiton-Assay
Verteilungsvolumen
Variationskoeffizient

Maximale Umsetzungsgeschwindigkeit der Michaelis-Menten
Gleichung

gewichteter Restfehler (weighted residual)
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