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1. Abkurzungsverzeichnis

Thiopurine

AZA Azathioprin

6-MP 6-Mercaptopurin

6-MP-R 6-Mercaptopurinribosid (6-Thioinosin)
6-MMP 6-Methylmercaptopurin

6-MMP-R 6-Methylmercaptopurinribosid (6-Methylthioinosin)
6-MMP-MP 6-Methylthioinosin-5’-Monophosphat
6-MMP-DP 6-Methylthioinosin-5’-Diphosphat
6-MMP-TR 6-Methylthioinosin-5’-Triphosphat
6-MTG 6-Methylthioguanin

6-MTG-R 6-Methylthioguanosin

6-MTG-MP 6-Methylthioguanosin-5’-Monophosphat
6-MTG-DP 6-Methylthioguanosin-5’-Diphosphat
6-MTG-TP 6-Methylthioguanosin-5’-Triphosphat
8-OH-6-MP 8-Hydroxy-6-Mercaptopurin

6-TG 6-Thioguanin

6-TG-R 6-Thioguanosin

6-TG-MP 6-Thioguanosin-5’-Monophosphat
6-TG-DP 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat
6-TG-TP 6-Thioguanosin-5’-Triphosphat
6-TI-MP 6-Thioinosin-5-Monophosphat
6-TGN 6-Thioguanin-Nukleotide

6-THS 6-Thioharnsaure

6-TX 6-Thioxanthin

6-TX-MP 6-Thioxanthin-5’-Monophosphat
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Purine

AMP Adenosin-5’-Monophosphat

ADP Adenosin-5’-Diphosphat

ATP Adenosin-5’-Triphosphat

GMP Guanosin-5’-Monophosphat

GDP Guanosin-5’-Diphosphat

GTP Guanosin-5’-Triphosphat

Enzyme

AO Aldehydoxidase

AP Alkalische Phosphatase

GDA Guanindesaminase

GMPS Guanosin-Monophosphat-Synthase
HGPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
IMPDH Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase
NUK Nukleotidase

TPMT Thiopurin-S-Methyltransferase

XO Xanthinoxidase

Erkrankungen

ALL Akute Lymphoblastische Leukamie
AML Akute Myeloische Leukamie

CML Chronische Myeloische Leukamie
LNS Lesch Nyhan Syndrom
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Sonstige

DTT Dithiothreitol
FM Fliel3mittel

h Stunde

Hb Hamoglobin
HPLC High performance liquid chromatography
N Normalitat
min Minute

RBC red blood cells
Rt Retentionszeit
sec Sekunde

uv Ultraviollett-
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2. Einleitung

2.1. Thiopurine

6-Mercaptopurin ~ (6-MP,  Puri-Nethol®), 6-Thioguanin  (6-TG, Thioguanin-
WeIIcome®) und Azathioprin (AZA, Imurek®) sind Purinanaloga. Sie werden
entsprechend ihrer chemischen Struktur auch als Thiopurine bezeichnet, da die
6-Hydroxy-Gruppe der physiologisch vorkommenden Purinbasen Hypoxanthin und
Guanin durch eine Sulfhydryl-Gruppe ersetzt ist (Abb. 1; Nummerierung der Ring-

atome siehe Hypoxanthin).

OH OH
N N\ N5/6 1‘ ’E;l\>
)\\ ‘ > &\3 2 77
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SH SH N
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NZ N NT N S N
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H H N N
6-Thioguanin 6-Mercaptopurin |\_| Azathioprin

Abb. 1: Physiologische Purinbasen (Guanin und Hypoxanthin) und die analogen Thiopurine. Aus
AZA entsteht in vivo nichtenzymatisch 6-MP.

6-MP wurde von Elion und Hitchings synthetisiert und 1951 erstmalig als ,potential
antitumor agent® an Tieren getestet (nach Van Scoik et al., 1985). 6-MP war das
erste Thiopurin, welches bei der Behandlung der Akuten Lymphoblastischen
Leukamie (ALL), der Akuten Myeloischen Leukamie (AML) und der Chronischen
Myeloischen Leukamie (CML) wirksam war (Burchenal et al., 1953; Adamson et
al.,, 1994). 6-MP und auch das erst spater eingesetzte 6-TG sind heute feste
Bestandteile in den Therapieprotokollen zur Behandlung der Leukamien.

Daneben haben Thiopurine ein breites Anwendungsspektrum bei anderen neopla-

stischen Erkrankungen (z. B. Lymphomen), Behandlung von Autoimmunkrank-
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heiten sowie zur Immunsuppression nach Organtransplantationen gefunden
(Chocair et al., 1992; Chrzanowska und Krzymanski, 1999; Herfindal et al., 2000).
1961 wurde AZA (Abb. 1) synthetisiert und seine ausgepragte immunsuppressive
Wirkung erkannt (Murray et al., 1963). Wegen seiner geringeren Knochen-
marktoxizitat war die klinische Effektivitat derjenigen des 6-MP Uberlegen (Calne,
1961; Calne et al., 1962). AZA, ein S-Nitro-Imidazol-Derivat und Prodrug von
6-MP, wird heute auller bei der Nieren-, Herz-, Leber- und Knochenmark-
transplantation vor allem bei immunologisch vermittelten Krankheiten ange-
wendet, wie z. B. bei rheumatoider Arthritis (Gaffney und Scott, 1998; Clunie und
Lennard, 2004), Lupus erythrematodes dissemeninatus (Mosca et al., 2001),
Multipler Sklerose (Totaro et al., 2005; Markovic-Plese et al., 2003), Myasthenia
gravis (Mantegazza et al., 1988), Autoimmunhepatitis (Rumbo et al., 2002),
Morbus Crohn und Colitis Ulzerosa (Schwab und Klotz, 2001).

2.2. Pharmakokinetik und Metabolismus der Thiopurine

6-MP wird fast ausschlie3lich oral verabreicht, obwohl dessen mittlere orale
Bioverfugbarkeit von 16 % relativ niedrig ist und mit einer grolen Schwankungs-
breite (5-37 %) einhergeht (Zimm et al., 1983; Fachinformation, 6-Mercaptopurin
2005). Im Plasma lasst sich 6-MP nach oraler Gabe einer therapeutischen Dosis
nur fur kurze Zeit in niedriger Konzentration nachweisen; die Halbwertszeit wurde
mit 90 min berechnet (Fachinformation, 6-Mercaptopurin 2005). Dies wurde mit
einem hohen First-Pass-Metabolismus erklart, durch den nicht zytostatisch
wirksame Metaboliten entstehen. Deshalb wurde als Prodrug AZA entwickelt,
dessen systemische Bioverflugbarkeit aber auch nur mit 41-50 % ermittelt wurde
(Sandborn et al., 1995). AZA wird in vivo zu 88 % zu 6-MP umgewandelt. Diese
Reaktion erfolgt nichtenzymatisch; Gluthathion als Cofaktor Ubernimmt dabei den
Imidazolrest (Chalmers et al., 1967; Elion und Hitchings, 1975; Elion, 1989;
Lennard 1992a).

Thiopurine besitzen einen komplexen Metabolismus, der umfangreicher ist als der
der normalen Purine (Zimm et al., 1985; Martin, 1987; Elion, 1989; Keuzenkamp-
Jansen et al., 1995; Aubrecht et al., 1997). Abb. 2 zeigt einen Uberblick liber die

Stoffwechselwege der Thiopurine in kernhaltigen Zellen.
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Bei der intrazellularen Metabolisierung von 6-MP kommt es sowohl zur Aktivierung
als auch zur Inaktivierung. Die jeweiligen Reaktionen konkurrieren miteinander.

Folgende drei Metabolisierungswege werden unterschieden:

1. Aktivierung von 6-MP und 6-TG durch Phosphoribosylierung zu -5’-Mono-
phosphaten. Enzym: Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
(HGPRT).

2. Oxidation und Inaktivierung von 6-MP durch die Xanthinoxidase (XO) zu
6-Thioharnsaure (6-THS).

3. Methylierung durch Thiopurin-S-Methyltransferase (TPMT) (Elion und
Hitchings, 1975).

Die Bildungsgeschwindigkeit aktiver und inaktiver Metabolite wird im wesentlichen
durch die Aktivitat der Schlisselenzyme HGPRT, XO und TPMT bestimmt.
HGPRT (EC 2.4.2.8) ist X-chromosomal lokalisiert und katalysiert die Synthese
von 6-Thioinosin-5-Monophosphat (6-TI-MP) aus 6-MP mit Phosphoribosyl-
Pyrophosphat (PRPP) als Cofaktor. Das 6-TI-MP wird durch Inosin-Mono-
phosphat-Dehydrogenase (IMPDH, EC 1.2.1.14) zu 6-Thioxanthosin-5’-Mono-
phosphat (6-TX-MP) und durch die Guanosin-Monophosphat-Synthetase (GMPS,
EC 6.3.4.1) in das 6-Thioguanosin-5’-Monophosphat (6-TG-MP) uberfuhrt (De
Abreu et al., 1995).

6-Thioguanin wird in Gegenwart von PRPP Uber HGPRT direkt in
6-Thioguanosin-5’-Monophosphat umgewandelt. 6-TG-MP kann weiter Uber eine
Diphosphokinase (EC 2.7.6.1) zu 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat und weiter Uber
eine Guanylatkinase (EC 2.7.4.8) zu 6-Thioguanosin-5’-Triphosphat phospho-
ryliert werden (Abb. 2, Breter und Zahn, 1979; Uchida et al., 1985). 6-TG-DP wird
durch eine Reduktase zu 6-Desoxy-Thioguanosin-5-Diphosphat (6-dTG-DP)
umgewandelt, das weiter zu 6-Desoxy-Thioguanosin-5-Triphosphat (6-dTG-TP)
phosphoryliert wird. Ferner wurden 6-Desoxy-Thioguanosin-Nukleotide in der DNS
6-Mercaptopurin behandelter Tumorzellen nachgewiesen (Scannell und Hitching,
1966; Tidd und Paterson, 1974b).
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Abb. 2: Metabolismus der Thiopurine. Erklarung siehe Text. Dargestellt sind bisher bekannte
enzymatische Reaktionen von 6-MP, 6-TG und deren Metabolite.

6-MP: 6-Mercaptopurin, 6-TG: 6-Thioguanin, XO: Xanthinoxidase, 6-THS: 6-Thioharnsaure, GDA:
Guanylatdesaminase, 8-OH-6-MP: 8-Hydroxy-6-Mercaptopurin, TPMT: Thiopurin-S-Methyl-
transferase, 6-Methyl-MP: 6-Methylmercaptopurin, 6-Methyl-TG: 6-Methylthioguanin, GMPS:
Guanosin-Monophosphat-Synthetase, HGPRT: Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase,
IMPDH: Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase, 6-TI-MP: 6-Thioinosin-5’-Monophosphat,
6-Methyl-TI-MP:  6-Methylthioinosin-5’-Monophosphat, 6-Methyl-TI-DP:  6-Methylthioinosin-5’-
Diphosphat, 6-Methyl-TI-TP: 6-Methylthioinosin-5’-Triphosphat, 6-TX-MP: 6-Thioxanthin-5’-Mono-
phosphat, 6-TG-MP: 6-Thioguanosin-5’-Monophosphat, 6-TG-DP: 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat,
6-TG-TP: 6-Thioguanosin-5-Triphosphat, 6-dTG-DP: 6-Desoxy-Thioguanosin-5’-Diphosphat,
6-dTG-TP: 6-Desoxy-Thioguanosin-5’-Triphosphat, 6-Methyl-TG-MP: 6-Methylthioguanosin-5’-
Monophosphat, 6-Methyl-TG-DP: 6-Methylthioguanosin-5’-Diphosphat, 6-Methyl-TG-TP: 6-Methyl-
thioguanosin-5’-Triphosphat, PRPP: Phosphoribosyl-Pyrophosphat, PRA: 5-Phospho-3-D-Ribosyl-
amin, PPAT: Phosphoribosyl-Pyrophosphat-Amidotransferase, IMP: Inosin-5’-Monophosphat,
AMP: Adenosin-5’-Monophosphat, ATP: Adenosin-5-Triphosphat, GMP: Guanosin-5’-Mono-
phosphat.
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Die Metabolisierung durch die HGPRT ist der wichtigste Schritt zur Bildung aktiver,
zytotoxischer Thiopurin-Nukleotide. Die HGPRT-Aktivitat ist somit limitierend fir
die Entstehung aller 6-Thioguanosin-Nukleotide.

Die Bedeutung der HGPRT fur den Nukleotidstoffwechsel zeigt sich auch bei
Patienten mit Lesch Nyhan Syndrom. Diese homozygoten Trager dieser HGPRT-
Defizienz zeigen keine Wirkung/Toxizitat nach Gabe von 6-MP (Zimm et al., 1985;
Schutz et al., 1996a).

6-MP wird durch die Xanthinoxidase zu 6-Thioxanthin (6-TX) und zur inaktiven
6-THS oxidiert, die renal eliminiert wird (Bergmann und Ungar, 1960; Parks und
Granger, 1986; Guerciolini et al., 1991). Die zirkulierenden Erythrozyten besitzen
keine Xanthinoxidase (Parks und Granger, 1986; Lennard und Lilleyman, 1996).
Im Gegensatz zu 6-MP ist 6-TG kein Substrat der Xanthinoxidase. Es muss erst
durch die Guanylatdesaminase zu 6-TX konvertiert werden, bevor es durch die
Xanthinoxidase zu 6-THS umgewandelt wird. Dieser katabole Metabolismus ist
individuell unterschiedlich stark ausgepragt.

Die TPMT (EC 2.1.1.67) ist ein Enzym des Phase |l-Stoffwechsels, das auf dem
Chromosom 6 kodiert ist. Es methyliert 6-Mercaptopurin und 6-Thioguanin zu den
entsprechenden Methylthiopurin-Derivaten (Abb. 2). Die hierfur bendtigte Methyl-

gruppe wird vom S-Adenosylmethionin bereitgestellt.

2.3. Genetischer Polymorphismus der Thiopurin-S-Methyl-
transferase

FUr die interindividuell stark schwankende TPMT-Aktivitat wurde ein genetischer
Polymorphismus entdeckt (Weinshilboum und Sladek, 1980; Erb et al., 1998). In
allen bisher untersuchten Bevodlkerungsgruppen ist die TPMT-Enzymaktivitat
trimodal verteilt. Dies konnte durch Untersuchungen weltweit bestatigt werden
(Tinel et al., 1991; Klemetsdal et al., 1992; Chocair, 1993; Jones et al., 1993; Lee
und Kalow, 1993; Jacqz-Aigrain et al., 1994; Lennard und Singleton, 1994; Ferroni
et al., 1996; Jang et al., 1996; Park-Hah et al., 1996; Schitz et al., 1996b; Kroplin
et al., 1998; Kurzawski et al., 2004). Die Allele TPMT" und TPMT" codieren jeweils
fur eine hohe bzw. eine niedrigere Enzymaktivitat. Sie werden autosomal

codominant vererbt.
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Tab. 1: TPMT-Allele auf dem Chromosom 6 und ihre Mutationen.

Aufgelistet sind Wildtyp, der fur eine hohe TPMT-Aktivitat codiert und 19 Allel-Varianten, die fir eine
niedrige Enzymaktivitdt codieren. Die Haufigkeit (%) zeigt die Allel-Variationen, die zu einem
inaktivierten Enzym fuhrt.

e . Resultierende
9 0 Aminosauresequenz
TPMT*1 —_— wild type —_— —
TPMT*1S 474 T>C Silent Szumlanski et al., 1996
TPMT*2 10 238 G>C Ala—Pro Krynetski et al., 1995
460 G>A Ala—Thr .
TPMT*3A 70 719 A>G Tyr—Cys Tai et al., 1996
TPMT*3B 10 460 G>A Ala—Thr Szumlanski et al., 1996
. Yates et al., 1997
TPMT*3C 719 A>G Tyr—Cys Loennechen et al., 1997
292 G>T Glu—Stop
TPMT*3D 460 G>A Ala—Thr Otterness et al., 1997
719 A>G Tyr—Cys
TPMT*4 Intron 9 A>G Splicing site Otterness et al., 1998
TPMT*5 146 T>C Leu—Ser Otterness et al., 1997
. Spire-Vayron de la
TPMT*6 539 A>T Tyr—Phe Moureyre et al., 1998
. . Spire-Vayron de la
TPMT*7 681 T>G His—Glu Moureyre et al., 1998
TPMT*8 644 G>A Arg—His Hon et al., 1999
TPMT*10 430 G>C Gly—Arg Colombel et al., 2000
TPMT*11 395 G>A Cys—Tyr Schaeffeler et al., 2003
TPMT*12 374 C>T Ser—leu Hamdan-Khalil et al., 2003
TPMT*13 83 A>T Glu—Val Hamdan-Khalil et al., 2003
TPMT*14 1A>G Met—Val Lindqvist et al., 2004
TPMT*15 Intron 1 G>A Splicing site Lindqvist et al., 2004
TPMT*16 488 G>A Arg—His Hamdan-Khalil et al., 2005
TPMT*19 365 A>C Lys—Thr Hamdan-Khalil et al., 2005

Aus dem Wildtyp in homozygoter Form (TPMTH/TPMTH) resultiert phanotypisch

eine normale Enzymaktivitat; dieser Typ tritt mit einer Haufigkeit von 89 % auf.
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Homozygot TPMT-defiziente Patienten (TPMT-/TPMT") treten mit einer Haufigkeit
von 0,3 % auf. Bis heute (Oktober 2005) wurden 19 defiziente TPMT-Allele
charakterisiert (Tab. 1). Die TPMT Allele *2, *3A und 3C treten am haufigsten auf
und sind fur 65-95 % aller defizienten Allele verantwortlich (McLeod et al., 1994,
Yates et al., 1997; Rossi et al., 2001; Indjova et al., 2003). Alle anderen Allele sind
nur in Einzelfallen beschrieben. In Europa ist das TPMT *3A Allel mit einer
absoluten Haufigkeit von ca. 4 % (etwa 70 % aller defizienten Allele) am weitesten
verbreitet (McLeod und Siva, 2002).

Ca. 11 % der Bevdlkerung, die eine genotypisch heterozygote Form aufweisen
(TPMTH/TPMT"), zeigen eine intermedidre Aktivitat. Die phanotypische Abgren-
zung zwischen einer normalen und einer intermediaren TPMT-Aktivitat ist
methodenabhangig und liegt bei unserer Methode bei 23,5 U/gHb [nmol 6-MTG x
g" Hb x h"] (Krdplin et al., 1998).

2.4. Klinische Bedeutung der Thiopurin-S-Methylierung

Die Methylierung durch die TPMT spielt im Stoffwechsel der Thiopurine eine
besondere Rolle, da sie nicht allein aktivierend oder inaktivierend ist. Klinische
Beobachtungen haben dazu gefuhrt, dass der TPMT eine grol3e Bedeutung fur die
Wirksamkeit der Thiopurine zugesprochen wird. Dies wurde aus folgenden
Beobachtungen an Patienten geschlossen. Die TPMT-Aktivitat war umgekehrt
proportional zu 6-TGN-Konzentrationen in den Erythrozyten von Kindern mit
Akuter Lymphoblastischer Leukamie (ALL), die mit 6-MP behandelt wurden
(Lennard et al., 1987b). Eine hohe TPMT-Aktivitdt vermindert die Bildung von
6-TG-TP und bewirkt hierdurch eine geringere Zytotoxizitat mit einer dadurch
verminderten antileukamischen Wirkung und einem hoheren Rezidivrisiko bei ALL-
Kindern (Lennard und Maddocks, 1983; Lennard und Lilleyman, 1987a; Lennard
und Lilleyman, 1989; Lennard et al., 1990; Lilleyman und Lennard, 1994; Lennard
und Lilleyman, 1996; Lennard et al., 1997). Somit wurde diesem Stoffwechselweg
eine inaktivierende Funktion zugewiesen (Lennard, 1999). Bei Patienten, die eine
geringe bzw. fehlende TPMT-Aktivitat aufweisen, kommt es nach Gabe geringer
Dosen von 6-MP zu einer sehr hohen Konzentration der zytotoxischen Metabolite
6-TGN (Andersen et al., 1998).
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2.5. Wirkungsmechanismen

Fir die Thiopurine werden folgende Wirkungen diskutiert:

2.5.1. Zytotoxizitat durch Einbau in die DNS

Schon 1974 wurde gezeigt, dass 6-TGN als aktive 6-MP-Metabolite in die DNS
und RNS inkorporiert werden (Abb. 2) und dass eine Beziehung zwischen dem
Umfang der Inkorporation und der zytotoxischen Wirkung von 6-MP bestand (Tidd
und Paterson, 1974b; Lennard und Maddocks, 1983). 6-dTG-TP kann als falscher
Baustein in die DNS eingebaut werden. Durch veranderte Basenpaarungen und
Doppelstrangnstabilitdt wird die chromosomale Replikation und die DNS-
Reparatur gestort; es werden Replikationsschaden an der DNS induziert (Tidd und
Paterson, 1974b).

Studien haben gezeigt, dass die Zytotoxizitat verzogert eintritt und mit der
Hemmung der Zellteilung in den S- und G2-Phasen verbunden ist. Der Effekt tritt
wahrend der ersten Zellteilung nach der Inkorporation von 6-dTG-TP in die DNS
auf. Es wurde gezeigt, dass der Einbau von 6-dTG-TP in die DNS die Aktivitat der
RNase H hemmt, einem wichtigen Enzym, das an der Replikation der DNS
beteiligt ist (Maybaum und Mandel, 1983; Krynetskaia et al., 1999). AuRerdem
wird beim Einbau von 6-TG-TP in die RNS mit der mRNS-Synthese die Protein-

biosynthese gehemmt (Swann et al., 1996).

2.5.2. Hemmung der Purin-de-novo-Synthese (PDNS)

6-Methyl-TI-MP, ein Hauptmetabolit im 6-MP-Metabolismus, ist ein stark
wirksamer Hemmstoff der Phosphoribosyl-Pyrophosphat-Amidotransferase
(PPAT, EC 2.4.2.14), dem Schllsselenzym der PDNS (Tay et al., 1969; Bennett
und Allan, 1971; Bokkerink et al., 1993). PPAT katalysiert in der PDNS die
Umwandlung von PRPP zu 5-Phospho-B-D-Ribosylamin (PRA) (Abb. 2). Die
Hemmung der PPAT fuhrt zu einer Akkumulation von PRPP in den Zellen. Dieses

steht als Co-Substrat fir die Umwandlung von 6-MP zu 6-TI-MP vermehrt zur
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Verfligung, das dann durch die TPMT zu 6-Methyl-TI-MP methyliert wird. Eine
vermehrte Konzentration von PRPP flihrt somit zur erhdhten Bildung von
6-Methyl-TI-MP aus 6-MP (Bokkerink et al., 1993), was wiederum die PDNS
hemmt (Tay et al., 1969; Bokkerink et al., 1993; Vogt et al., 1993, Dervieux et al.,
2001b). Die Zellen verarmen an endogenen Nukleotiden, da die schnell
proliferierenden Zellen, insbesondere aber Lymphozyten von der PDNS abhangig
sind. Dies fuhrt zur Abnahme der DNS- und RNS-Synthese. Bokkerink et al.
(1993) diskutieren, dass eine Abnahme der Purinsynthese zu einer gleichzeitigen
Erhéhung der Pyrimidinsynthese fuhren wirde, die mit einem Ungleichgewicht des
Zellwachstums und dem Zelltod einhergeht.

Eine Hemmung der Inosin-5-Monophosphat-Dehydrogenase wird als weiterer
Wirkmechanismus der Thiopurine diskutiert. Auch hierfur soll 6-Methyl-TI-MP
verantwortlich sein (Tidd und Paterson, 1974a).

Die Hemmung der Purinnukleotid-Interkonversion und der PDNS behindern die
zelluldre Replikation. Uber diesen Mechanismus wird die antiproliferative und
immunsuppressive Wirkung der Thiopurine erklart (Erb et al., 1998; Bo et al.,,
1999). Beide Effekte tragen zur Zytotoxizitat der Verbindungen bei (LePage, 1960;
Nelson et al., 1975; Tidd und Dedhar, 1978; Maybaum et al., 1985; Rudy et al.,
1988; Warren et al., 1995; Aarbakke et al., 1997).

2.5.3. Weitere Mechanismen der immunsuppressiven Wirkung

T-Lymphozyten spielen eine sehr wichtige Rolle bei vielen Autoimmunkrankheiten
und bei AbstoRungsreaktionen (Maltzman und Koretzky, 2003). Die Thiopurine
sollen die Produktion von Interferon-y und Tumornekrosefaktor durch
T-Lymphozyten hemmen (Hildner et al., 1998). In einer Studie wird die immun-
suppressive Wirkung der Thiopurine durch die Konkurrenz von 6-TG-TP mit GTP
an der GTP-Bindungsstelle von Rac1 als moglicher molekularer Wirkmecha-
nismus postuliert. Eine durch 6-TG-TP vermittelte funktionelle Hemmung der
GTPase Rac1 wird diskutiert. Rac1 gehort zur Ras-Familie kleiner Guanosin-
Triphosphatasen (GTPasen), die als molekularer Schalter die Reorganisation des
Zytoskeletts und das Zellwachstum kontrollieren. In Folge der Hemmung kommt

es zu einer mitochondrial vermittelten, Caspase 9-abhangigen Apoptose der
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aktivierten T-Lymphozyten (Tiede et al., 2003). In einer weiteren Studie wurde
uber die selektive Hemmung der Genexpression von Entzindungsparametern

durch Thiopurine in aktivierten T-Lymphozyten berichtet (Thomas et al., 2005).

2.6. Thiopurine und Leukéamie

Bei Leukamien handelt es sich um eine maligne Neoplasie des blutbildenden
Gewebes, meist mit Stoérungen der Reifungsregulation. Das autonome Wachstum
der malignen Zellen fuhrt zur Infiltration des Knochenmarks und zum sekundaren
Befall weiterer Organe. Die Knochenmarkinsuffizienz durch Verdrangung aller drei
Zellreihen fihrt zu Infektionen, Anamien und Blutungen. Die unreifen Leukamie-
zellen kénnen im Blut auftreten, missen dies aber nicht; die Diagnose wird durch
eine Knochenmarkspunktion gestellt. Hier finden sich typischerweise viele
Granulozyten einer bestimmten Reifungsstufe, wahrend Granulozyten anderer
Reifungsstufen selten sind; dieses Phanomen wird als ,hiatus leukamicus®
bezeichnet.

Die Leukamien sind die haufigste maligne Erkrankung im Kindesalter. Jahrlich
erkranken etwa 600 Kinder in der Bundesrepublik Deutschland an einer Leukamie,
d. h. etwa eines von 1400 Kindern erkrankt in den ersten 15 Jahren an Leukémie
(Kaatsch et al., 1998). Im Gegensatz zum Erwachsenenalter handelt es sich bei
Kindern fast ausnahmslos um akute Leukamien, die unbehandelt innerhalb
weniger Monate zum Tod des Patienten fuhren. 80 % dieser Leuk@mien entfallen
auf die ALL.

Dank moderner Therapien Uberleben heutzutage 80 % der betroffenen Kinder.
Umgekehrt sterben noch 120 Kinder im Jahr an ihrer Erkrankung.

Die Behandlung der Kinder mit ALL Iasst sich in zwei Abschnitte unterteilen, die
Remissionsinduktion und -erhaltung. Der erste besteht aus mehreren Blocken
intensiver Chemotherapie. Der zweite Abschnitt ist die Erhaltungstherapie und
dauert 172 Jahre. Wahrend dieser Zeit werden die Kinder taglich mit 6-MP und
einmal wochentlich mit Methotrexat behandelt.

Da Lymphozyten einen begrenzten ,salvage pathway“ haben und daher die
Purinbasen nicht ausreichend wieder verwerten kdnnen, sind sie fur die Zellteilung

auf eine schnelle und effektive Neusynthese von Purinbasen angewiesen. Dies,
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sowie der hohe Bedarf an Purinbasen flur die Zellteilung, macht 6-Mercaptopurin
und ihre Derivate besonders effektiv. Durch Hemmung der Zellteilung eignet sich
6-MP bevorzugt fur die Behandlung von lymphoblastischen Leukamien und

Erkrankungen mit einer Uberaktivitat des zellularen Immunsystems.

2.7. Bestimmung von Thiopurinen zur Therapietberwachung

Wegen der interindividuell sehr variablen Pharmakokinetik und Bioverfugbarkeit
von 6-Mercaptopurin war eine Individualisierung der Therapie mit Thiopurinen
anhand von Blutkonzentrationen angestrebt worden. Im Gegensatz zum Plasma/
Serum, wo 6-TG und 6-MP nur direkt nach der Einnahme und zeitlich begrenzt
nachweisbar waren, konnten Metabolite dieser Substanzen in Erythrozyten der
behandelten Patienten gut nachgewiesen werden. Methoden zur Quantifizierung
von 6-TG in den Erythrozyten haben eine grof3e Akzeptanz zur Optimierung der
Dosierung erlangt. Da Erythrozyten aber nicht die Zielzellen der Therapie mit
Thiopurinen sind, konnen die Thiopurin-Nukleotide in Erythrozyten nur ein
Surrogatparameter sein. Allerdings konnte eine gute Korrelation der Konzentration
in den Erythrozyten zu anderen Geweben und zu leukamischen Blastenzellen
gezeigt werden (Kurowski und Iven, 1991; McLeod et al., 1995; Coulthard et al.,
1998). Ideal ware die Nukleotid-Bestimmung in Leukozyten und Lymphozyten,
welche bei immunologischen Erkrankungen die Zielzellen sind (Cuffari et al., 1996;
Welch et al., 1997). Dazu wird jedoch ein groferes Blutvolumen bendtigt, weil die
Anzahl der Leukozyten im Blut erheblich niedriger ist als die der Erythrozyten. Bei
Leukdmien und Lymphomen sind Lymphozyten auch nur Surrogatzellen; es wird
aber eine groRe physiologische Ahnlichkeit reifer Lymphozyten mit dem bei ALL

vermehrten Leukamiezellen angenommen.
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2.7.1. Bestimmung der Gesamtthiopurine

Eine fur die Routine geeignete Methode zur getrennten Quantifizierung der
6-Thioguanosin-Nukleotide existiert nicht. Routinemalig verwendete Methoden
basieren auf der Bestimmung der Gesamtkonzentration an Thiopurinen. Hierzu
werden die in den Erythrozyten vorliegenden Nukleotide durch Saure hydrolysiert
und die Basen freigesetzt (Lennard, 1987c; Erdmann et al., 1990; Lennard und
Singleton, 1992b; Dervieux und Boulieu, 1998; Mawatari et al., 1998; Pike et al.,
2001). Anschlief’end werden die Basen mit der HPLC quantifiziert. Die Methoden
unterscheiden sich wesentlich nach dem Untersuchungsmaterial, d. h. gewasche-
ne Erythrozyten (Dooley und Maddocks, 1982; Lavi und Holcenberg, 1985;
Lennard, 1987c; Erdmann et al., 1990; Lennard und Singleton, 1992b; Weller et
al., 1995; Dervieux und Boulieu, 1998; Mawatari et al., 1998), Vollblut (Pike et al.,
2001), Lymphozyten (Erdmann et al., 1991; Dervieux et al., 2002) und
Leukozyten-DNA (Warren und Slordal, 1993; Cuffari et al., 1996).

Die Bestimmung nach Lennard et al. (1987c) ist die alteste und hat eine grofRe
Verbreitung gefunden. Durch saure Hydrolyse wird 6-TG im Hamolysat aus seinen
Nukleotiden freigesetzt und als Phenylquecksilber-Derivat im alkalischen Milieu
mit Toluol extrahiert. Durch Rulckextraktion mit Salzsaure werden die Basen
wieder freigesetzt und konnen mit der HPLC quantifiziert werden. 6-MMP kann
jedoch mit Phenylquecksilberacetat nicht extrahiert werden, da die Sulfhydryl-
gruppe methyliert ist. Ein Zersetzungsprodukt von 6-MMP, das 4-Amino-5-
(methylthio)-carbonylimidazol wird dagegen erfasst (Dervieux und Boulieu 1998,
Erb et al., 2003).

Die Bestimmung ist zeitintensiv und erfordert einen gro3en materiellen Aufwand in
der Durchfihrung; das Phenylquecksilberacetat ist giftig und bedarf besonderer
VorsichtsmalRnahmen bei der Probenaufarbeitung. Andere Autoren extrahieren die
freien Thiopurin-Basen mit Quecksilbercellulose (Vermeidung von freiem
Quecksilber und Verminderung der Kontaminationsgefahr; Dooley und Maddocks,
1980; Bruunshuus und Schmiegelow, 1989) oder mit Alumminiumhydroxid

basierten Komplexbildnern (Su et al., 1999).
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Bei der Bestimmung nach Erdmann et al. (1990) wird aus dem Hamolysat nach
Saurehydrolyse zuerst 6-MMP und 6-MTG mit Chloroform-Isopropylalkohol
extrahiert. Das in der wassrigen Phase verbleibende 6-TG wird oxidiert und nach
HPLC-Analyse fluorometrisch bestimmt. 6-MTG hat eine Eigenfluoreszenz und
wird direkt fluorometrisch gemessen; 6-MMP wird durch UV-Absorption
quantifiziert. Eine alternative Methode verwendet flr die Extraktion ein Gemisch
aus Ethylacetat-Dichlormethan (Erdmann et al., 1991).

Die Methode nach Dervieux und Boulieu (1998) bestimmt 6-TG und 6-MMP
nach Proteinfallung mit Perchlorsdaure und anschlieRender Saurehydrolyse. Die
beiden Thiopurine werden nach HPLC-Trennung mit UV-Absorption detektiert.

Lowry et al. (2001), Shipkova et al. (2003a) und Stefan et al. (2004) zeigten,
dass abhangig von dem verwendeten Analyseverfahren und der dafur
erforderlichen Probenvorbereitung deutlich unterschiedliche Messwerte fur 6-TG
erhalten wurden. Diese Methoden liefern je nach eingesetzter Saure (Schwefel-
oder Perchlorsaure), Dauer der Saurehydrolyse (15 bis 90 min) und der zuge-
setzten Menge an Dithiothreitol unterschiedliche Ergebnisse. Beim Vergleich der
Methoden von Lennard (1987c) und Dervieux und Boulieu (1998) liefert die
Methode nach Dervieux und Boulieu 2,6-fach héhere Werte als die Methode nach
Lennard (Shipkova et al., 2003a). Stefan et al. (2004) fanden allerdings, dass die
Methode nach Dervieux und Boulieu (1998) nur 1,38-fach hohere Werte als die
Methode nach Lennard und Singleton (1992b) liefert. Einen um 1,6-fach hoheren
Wert fur 6-TG liefert die modifizierte Methode nach Lennard und Singleton (1992b)
im Vergleich mit der Methode nach Erdmann et al. (1990) (Lowry et al., 2001). Bei
der Beurteilung der Ergebnisse ist es also sehr wichtig zu erwahnen, mit welcher

Methode die 6-TGN-Konzentration bestimmt wurde.

2.7.2. Bestimmung als Nukleotide

FUr Trennung und Nachweis von Thiopurin-Nukleotiden wurden zwei Verfahren
publiziert, die auf Hochleistungsfllssigkeits-Chromatographie (HPLC, lonenaus-
tauschchromatographie bzw. lonenpaarchromatographie) beruhen. Die beiden

Trennprinzipien sollen im Folgenden kurz beschrieben werden. Die Ribonukleotide
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und die Desoxyribonukleotide von 6-TG werden als 6-Thioguanosin-Nukleotide
(6-TGN) bezeichnet (Lennard und Maddocks, 1983; Lennard, 1992a).

2.7.2.1. lonenaustauschchromatographie

Das Prinzip der lonenaustauschchromatographie beruht auf elektrostatischen
Wechselwirkungen geladener Substanzen mit den entgegen gesetzten Ladungen
der Saulenmatrix. Die stationare Phase besteht aus einem Harz oder Gel, die als
funktionelle Gruppen gebundene Sauren (Kationenaustauscher) oder basische
Gruppen (Anionenaustauscher) tragen. An diese stationaren lonen binden die zu
analysierenden Substanzen. Durch Erh6hung der lonenstarke im Laufmittel
werden die gebundenen Substanzen von der stationaren Phase verdrangt und
eluiert; die Retentionszeit eines lons beruht auf dem Verhaltnis der lonenstarke
der zu analysierenden Substanz im Vergleich zu der lonenstarke der zugesetzten
Salze.

Lavi und Holcenberg (1985) und Keuzenkamp-Jansen et al. (1995) entwickelten
zwei Methoden, die als Gradienten-Anionenaustauschchromatographie in der
Lage waren, die Thiopurin-Nukleotide voneinander zu trennen. Lavi und Holcen-
berg verwendeten einen Gradienten mit Kaliumdihydrogenphosphat und Kalium-
chlorid fur die Elution und konnten so vier Thiopurin-Nukleotide in den Erythro-
zyten bestimmen. Keuzenkamp-Jansen et al. (1995) verwendeten einen 3-fachen
Gradienten fur die Bestimmung der 6-Thioguanosin-Nukleotide und 6-Methyl-
thioinosin-Nukleotide in den Erythrozyten. Die 6-Thioguanosin-Nukleotide werden
vor der HPLC-Analytik oxidiert und fluorometrisch quantifiziert, 6-Methylthioinosin-
Nukleotide werden in einem zweiten Analysengang direkt mit UV-Detektion

bestimmt.

2.7.2.2. lonenpaarchromatographie

Das Prinzip der Umkehrphasen-(,reversed phase®)-lonenpaarchromatographie
(Ally und Park, 1992; Furst und Hallstrom, 1992; Gebelein et al., 1992) beruht auf
der Bildung von lonenpaaren zwischen verschieden geladenen lonen. Anders als

in der lonenaustauschchromatographie mit einer geladenen, stationaren Phase,
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befindet sich hier das Gegenion des lonenpaares in der mobilen Phase.
Typischerweise werden Ampholyte verwendet, d. h. Substanzen mit einem langen
unpolaren Rest sowie einer positiven (bei der Trennung von Anionen) oder
negativen (fir die Trennung von Kationen) Ladung. Als lonenpaarreagenzien fur
Thiopurin-Nukleotide kommen z. B. quartdre Ammoniumverbindungen in Frage,

wie Tetrabutylammoniumhydrogensulfat.

2.8. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

1. Entwicklung einer einfachen, schnellen, reproduzierbaren, automa-
tisierbaren und kostengunstigen Methode zur Bestimmung und Quanti-
fizierung der nativen Thiopurin-Nukleotide und -Nukleoside, die fur die
routinemafRigen Bestimmungen der Metabolite in den Erythrozyten geeignet
ist.

2. Pharmakokinetische Untersuchungen zur Aufnahme der Thiopurine in
humane Erythrozyten mit dem Ziel, einen Eindruck von der Entstehung der
Thiopurin-Nukleotide zu gewinnen.

3. Pharmakokinetische Untersuchungen der Aufnahme und der Metabo-
lisierung von 6-TG und 6-MP in verschiedenen Zelllinien.

4. Bestimmung der Thiopurin-Nukleotide bei padiatrischen Leukamie-
patienten.

5. Vergleich der neu zu entwickelnden Methode mit den Ergebnissen, die mit
der bisher etablierten Methode nach Erdmann et al. (1990) erhalten

wurden.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien

Alle in den Versuchen verwendeten Substanzen und Chemikalien zur Herstellung
von FlieBmitteln und Inkubationspufferldsungen mit ihrer jeweiligen Bezugsquelle
bzw. Lieferfirma sind in den Tabellen | bis VIl des Anhangs aufgefuhrt. Alle
benutzten Chemikalien waren von analytischer Reinheit (p. a.) und wurden nach
den Angaben des Herstellers aufbewahrt. Zum Ansetzen der wassrigen Lésungen

wurde Reinstwasser aus der Wasseraufbereitungsanlage verwendet.

3.1.1. Thiopurin-Stammlésungen

6-TG, 6-TG-R, 6-MP, 6-MP-R, 6-MMP, 6-MMP-R und 6-TX wurden als
Stammldésungen mit einer Konzentration von 0,6 mmol/l, 6-MTG mit einer
Konzentration von 0,55 mmol/l aus der Festsubstanz hergestellt (Anhang, Tab.
V). Die Stammlésungen wurden bei 4°C in lichtgeschitzten Flaschen gelagert
und waren etwa 14 Tage stabil. Vor Gebrauch wurden die Stamml6sungen durch
Messung der UV-Absorption (6-TG, 6-TGR, 6-TX 342 nm; 6-MP, 6-MP-R, 6-MTG
320 nm; 6-MMP, 6-MMP-R 290 nm) auf Zerfall Gberpruft.

3.2. Aufarbeitung der Proben

3.2.1. Gewinnung von gepackten Erythrozyten

Fir die Inkubationsversuche wurden gepackte Erythrozyten aus Resten von
anonymisierten EDTA-Vollblutproben Lubecker Blutspender innerhalb von
3 h nach Blutabnahme isoliert. Die Probe wurde 10 min bei 3000 g zentrifugiert,
das Plasma und der ,buffy coat® verworfen. Die Erythrozyten wurden in dem

3-fachen Volumen einer 0,9 %igen Kochsalzlésung (4°C) resuspendiert und
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erneut fir 10 min bei 3000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpippetiert, Uibrig
blieben die gepackten Erythrozyten.

FiUr die Bestimmung von Thiopurinen und ihren Metaboliten im Blut behandelter
Patienten wurde EDTA-BIut von padiatrischen Patienten aufgearbeitet, die an der
ALL-BFM 2000 Studie (ALL-BFM 2000 Therapieprotokoll zur Behandlung von
Kindern und Jugendlichen mit ALL) teilgenommen haben. Die Blutproben
stammten aus der Kinderklinik der Universitat Lubeck und 27 weiteren Kinder-
kliniken aus Deutschland und der Schweiz. Aus diesen Blutproben wurden die

gepackten Erythrozyten wie oben beschrieben isoliert.

3.2.2. Erythrozytenhamolysat

AnschlieRend wurden die gepackten Erythrozyten mit dem 5-fachen Volumen an
Aqua dest. hamolysiert und zentrifugiert.

Da die Konzentrationen von Thiopurinen und ihren Metaboliten auf den Hamo-
globingehalt bezogen werden, wurde dieser im Erythrozytenhamolysat mit der
Cyanmethamoglobin-Methode bestimmt. Hierflir wurde ein Kit der Firma Randox

(Cyanmethamoglobin Standard Set) verwendet.

3.2.3. Proteinfallung

Das Hamolysat wurde in 1,5 ml Eppendorf-Gefallen mit einem Heizblock 5320
(Eppendorf) 15 min auf 96°C erhitzt und anschlieend sofort fur 5 min auf Eis
gestellt. Zur Sedimentierung der denaturierten Proteine wurden die Proben 10 min
bei 14 000 g zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde direkt fiir die HPLC-Analytik
verwendet. Wurden die Proben nicht am gleichen Tag analysiert, so wurde der
klare Uberstand bei —20°C eingefroren. Unter diesen Bedingungen waren die

Thiopurin-Metabolite Uber mehrere Monate stabil.
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3.3. Invitro Inkubationen

3.3.1. Inkubationen von frischen Erythrozyten mit Thiopurinen

200 pl gepackte Erythrozyten wurden mit 700 ul Inkubationspuffer versetzt. Durch
Zugabe von 100 pl Thiopurin-Stammlésung wurde die Reaktion gestartet. Dem
Leerwert wurde statt der Thiopurin-Stammilésung 100 pl Inkubationspuffer
zugesetzt. Der Inkubationsansatz wurde mit einem Vortex-Mixer (Heidolph,
Schwabach) 10 sec gemischt und in einem Thermomixer bei 37°C inkubiert. In
Vorversuchen wurde sichergestellt, dass bei 650 U/min wahrend der Inkubation
keine Sedimentation der Erythrozyten im Reaktionsgefal} erfolgte. Die Inkubation
der Proben erfolgte fur 0, 5, 20, 45, 90 min bzw. 3, 6, 12 und 24 h. Nach
Beendigung der Inkubationszeit wurden die Proteine im Ansatz durch Erhitzen

denaturiert.

3.3.2. Inkubation von Zelllinien mit Thiopurinen

Alle in den Versuchen verwendeten Zelllinien wurden freundlicherweise von den
Arbeitsgruppen Prof. C. P. Siegers und PD Dr. O. Johren Institut fir experimen-
telle und klinische Pharmakologie und Toxikologie, Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein, Campus Lubeck zur Verfugung gestellt. Verwendet wurden
Nierenepithelzellen (LLC-MK2, Norval, 1979), humane Ovarialkarzinomzellen
(Ovcar-3, Hamilton et al., 1983), humane Nebennierenrindenzellen (NCI H 295,
Gazdar et al., 1990), Herzmyoblasten (H9C2, Kimes und Brandt, 1976), humane
Dunndarmepithelzellen (1-407, Henle und Deinhardt, 1957), humane Colon-
karzinomzellen (CaCO-2, Jumarie et al., 1991), humane Hepatomazellen (Hep
G2, Pandak et al., 1996), humane Prostatakarzinomzellen (PC-3, Kaighn et al.,
1979) und humane Corneaepithelzellen (HCE, SV-adenovirus immortalisiert,
Araki-Sasaki et al., 1995). Die Anzluchtung und lIsolierung der Zellen wurde von
Frau Dannenberg durchgefuhrt.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Kulturmedium in 75 cm? Gewebe-

schalen (Greiner bio-one) bei 37,5°C. Der Brutschrank wurde mit Carbogen (95 %
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02, 5 % COy) bei 90 % relativer Feuchtigkeit bellftet. Konfluenz der Zellen war
nach 48-72 h erreicht; die Zellen wurden mit Trypsin, NCI H 295 Zellen mit
Accutase abgeldst.

Medium und Zellen wurden entnommen, fUr eine Inkubation wurden die Zellen aus
einer Gewebeschale verwendet. Solubilisierte Zellen wurden bei 3000 g sedimen-
tiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden anschlieRend zur Entfernung
von restlichem Medium zweimal mit 0,9 %iger Kochsalzlésung (4°C) gewaschen.
Das verbleibende Zellpellet wurde mit 180 pl Inkubationspuffer versetzt und die
Reaktion durch Zugabe von 20 ul einer 0,042 mmol/l 6-Thioguanin-Lésung bzw.
20 pl einer 0,6 mmol/l 6-Mercaptopurin-Lésung gestartet. Die Inkubation erfolgte
fur 0, 5, 20, 45, 90 min bzw. 3, 6, 12 und 24 h.

Nach dem Inkubationsende wurden die Zellen analog zum Vorgehen bei
Inkubationen mit gepackten Erythrozyten erhitzt und zentrifugiert. Ca. 180 ul eines
klaren Uberstands konnten gewonnen werden. Wurden die Proben nicht direkt

analysiert, so wurde der klare Uberstand abpippetiert und bei —20°C eingefroren.

3.4. HPLC-Analytik

3.4.1. Nachsaulenderivatisierung der freien Thiole durch photochemische

Reaktion

Zur Oxidation der Thiolgruppen wurde dem Fliel3mittel nach Austritt aus der Saule
uber ein T-Stlck (T-junction) 10 uyl/min einer 0,3 % Wasserstoffperoxid-Losung mit
einer Knauer WellChromHPLC Pumpe K 1001 (KNAUER, Berlin) hinzugeftigt. Die
Reaktion (Oxidation) erfolgte in einer PTFE-Reaktionsschleife (ICT, Wien) von
2,5 m Lange, 0,3 mm Innendurchmesser, die um eine 8 W UV-Lampe (A=254 nm)
aufgerollt war (Abb. 3). Die Reaktionsschleife und UV-Lampe bilden die photo-
chemische Reaktionseinheit (PCRE). Unter diesen Bedingungen werden photo-
lytisch OH-Radikale gebildet, die die Sulfhydryl-Gruppen der Thiopurine und deren
Metabolite zum Sulfonat oxidieren. Nach dem Verlassen der PCRE werden die
oxidierten, z. T. stark fluoreszierenden Substanzen mit einem Fluoreszenz-Detek-
tor bei einer Anregungswellenlange von 315 nm und einer Emissionswellenlange

von 390 nm nachgewiesen.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der

HPLC-Anlage mit Gradienten-Analytik.
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3.4.2. Isokratische HPLC

Die isokratische HPLC wurde durchgefuhrt wie von Steenbock (Diplomarbeit,
1995) beschrieben. Das chromatographische System bestand aus einem
Shimadzu SIL 10 A Injektionsautomaten, einer Shimadzu LC 10 AT Pumpe und
einem Shimadzu RF 10 A Fluoreszenz-Detektor, die Trennung erfolgte auf einer
Cig-Saule (LiChroCART® 125-4, PartikelgroRe 5 um) der Firma E. Merck
(Darmstadt).

20 pl Probe wurden uber eine 50 pl Injektionsschleife aufgegeben. Die Elution
erfolgte mit 20 mmol/l Kaliumdihydrogenphosphat, pH 7,9 mit 15 % Acetonitril und
2 mmol/l N-Tetrabutylammoniumhydrogensulfat, bei einer Flie3geschwindigkeit
von 0,5 ml/min. Die 6-TG-Metabolite im Eluat wurden nach photochemischer
Oxidation durch Fluoreszenz (Ex: 315 nm, Em: 390 nm) nachgewiesen. Die Abb. 4
zeigt ein Beispielchromatogramm; die Identifizierung der Peaks erfolgte durch

Analyse von Standards unter identischen Bedingungen.

relative
Fluoreszenzintensitat
N

00 25 50 7.5 100 125 15.0 17.5 20.0
Zeit (min)

Abb. 4: Beispielchromatogramm nach isokratischer HPLC. Gezeigt werden
6-Thioguanosin-Nukleotide nach 90 min Inkubation von Erythrozyten mit
6-TG. Erklarung der Peaks: 1. Stor-,Peak”, 2. 6-Thioguanosin-5-Mono-
phosphat, 3. 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat, 4. 6-Thioguanosin-5-Tri-
phosphat. Die FlieRgeschwindigkeit betrug 0,5 ml/min.
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3.4.3. Gradienten-HPLC

Zur Verbesserung der chromatographischen Trennung wurde von mir eine
Gradienten-HPLC eingeflhrt.

Die Anlage bestand aus zwei LC 10AT Pumpen (2-Kolbenpumpen), einem SCL-
10A system controller (Systemsteuerungseinheit), einem SIL-10A auto injector
(Probengeber), einem SPD-10A UV-Vis detector (UV-Detektor) und einem RF-10A
Fluoreszenz-Detektor (Abb. 3). Wurde ein zweiter UV-Detektor verwendet, wurde
dessen Ausgangssignal Uber ein digitales Voltmeter mit einer seriellen Schnitt-
stelle im ASCII-Format gespeichert und anschliel3end integriert. Dieser Vorgang
war notwendig, da das Steuerungsprogramm nur zwei Detektionssignale
verarbeiten konnte (UV-Detektor bei 290 nm und Fluoreszenz-Detektor). Die
Anlage wurde mit dem Class LC 10 Steuerungsprogramm betrieben, die Peaks
wurden durch das Integrationsprogramm quantifiziert und ausgewertet. Das
Programm war unter Windows 95 auf einem Pentium | Personal Computer
lauffahig.

Die Trennung erfolgte mit einer ,reversed phase“ C1s-Séule (Purosphere® Star RP
18 endcapped 60x4 mm, PartikelgroRe 3 um) der Firma E. Merck (Darmstadt); die
Hauptsaule wurde durch eine Phenomenex SecurityGuard-Vorsaule vor
Verunreinigungen geschutzt. Die Vorsaule wurde nach jeweils 120 Analysen
gewechselt.

Ein linearer Acetonitril-Gradient zwischen 3 % und 20 % wurde aus zwei FlieR3-
mitteln erstellt [FM A: 20 mmol/l Kaliumdihydrogenphosphatpuffer (KH2PO4), pH
7,0, 3 % Acetonitril, 2 mmol/l N-Tetrabutylammoniumhydrogensulfat; FM B:
20 mmol/l Kaliumdihydrogenphosphatpuffer (KH2PO4), pH 7,0, 20 % Acetonitril,
2 mmol/l N-Tetrabutylammoniumhydrogensulfat]. Der Gradient ist in Abb. 5
wiedergegeben, die Acetonitril-Konzentration stieg linear uber 15 min von 3 % auf
20 % an, wurde 3 min bei 20 % konstant gehalten und dann auf 3 % zurlck-
gefuhrt. Das System wurde anschlielend mit FM A reaquilibriert. Alle 25 min

wurde eine Probe injiziert.
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Abb. 5: Zeitlicher Verlauf des Gradienten.

Jeweils 20 pl des klaren Uberstandes mit 6-Thioguanosin-Nukleotiden wurden
uber eine 50 pl Injektionsschleife auf das System aufgegeben. Die FlieBmittel-
geschwindigkeit betrug 1 ml/min, das Eluat passierte einen UV-Detektor (SPD
10A) bei 290 nm, anschlieend einen 2. UV-Detektor (SPD 6A) bei 246 nm bevor
die Oxidation der Thiolgruppen in der photochemischen Reaktionseinheit erfolgte.
AnschlieRend wurde die Fluoreszenz bei Ex. 315 nm und Em. 390 nm gemessen.
Nach 1,8 min war der erste Peak erkennbar; alle erwarteten Peaks eluierten
innerhalb von 17 min.

Unter diesen chromatografischen Bedingungen konnten die Nukleotide in den
untersuchten Patientenproben unter 6-MP- bzw. 6-TG-Therapie (Abb. 6, 7, 8)
ausreichend getrennt und quantifiziert werden.

Die Abb. 6 zeigt ein Chromatogramm als Beispiel einer Patientenprobe nach
Behandlung mit 6-TG.
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Abb. 6: Chromatogramm (Fluoreszenzsignal Ex. 315 nm, Em. 390 nm)
einer Patientenprobe nach Behandlung mit 6-TG im Protokoll I1l/2 der ALL-
BFM 2000 Studie. Gezeigt werden in vivo entstandene Nukleotide von
6-TG. Erklarung: 1. Stoér-,Peak”, 2. 6-Thioguanosin-5-Monophosphat,
3. und 4. unbekannte Metabolite, 5. 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat,
6. 6-Methylthioguanosin-5’-Monophosphat, 7. 6-Thioguanosin-5’-Tri-
phosphat, 8. 6-Methylthioguanosin-5’-Diphosphat, 9. 6-Methylthioguanosin-
5’-Triphosphat.

Die Abb. 7 zeigt das Chromatogramm einer Patientenprobe nach Behandlung mit
6-MP im Protokoll 1/2 der ALL-BFM 2000 Studie. Dargestellt ist die UV-Absorption
bei 290 nm zum Nachweis der 6-Methylthioinosin-Nukleotide.

Fur die Quantifizierung der endogenen Purinnukleotide wurde mit einem
weiteren UV-Detektor (Shimadzu SPD 6A) die Absorption bei einer Wellenlange
von 246 nm gemessen (Abb. 8).
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Abb. 7. Chromatogramm einer Patientenprobe nach Behandlung mit
6-MP im Protokoll 1/2 der ALL-BFM 2000 Studie. Registrierung der UV-
Absorption bei 290 nm. Dargestellt sind die in vivo entstandenen
Metabolite von 6-MP und die Adenosin-Nukleotide. Erklarung:
1. Adenosin-5-Monophosphat, 2. Adenosin-5’-Diphosphat, 3. 6-Methyl-
thioinosin-5’-Monophosphat, 4. Adenosin-5'-Triphosphat, 5. 6-Methyl-
thioinosin-5’-Diphosphat, 6. 6-Methylthioinosin-5'-Triphosphat. x* und x”
unbekannte Peaks.

80-
—_ 5
3
< 60+
E
c
SE ] 3
se
o
4 1
o)
< 20+
3
2 . L/v\.__/
0.

00 25 50 7.5 100 12.5 150 17.5 20.0
Zeit (min)

Abb. 8: Chromatogramm einer Patientenprobe registriert bei 246 nm, dem
UV-Maximum der Adenosin-Nukleotide. Erkldrung: 1: Adenosin-5'-
Monophosphat, 2: Guanosin-5-Diphosphat, 3: Adenosin-5-Diphosphat,
4: Guanosin-5’-Triphosphat, 5: Adenosin-5-Triphosphat.
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3.4.4. Bestimmung der UV-Maxima und des molaren Absorptions-

koeffizienten

Zur Bestimmung der spezifischen Absorption von 6-Thioguanin und seinen
Metaboliten wurden Verdinnungen (0,024 mmol/l) aus den entsprechenden
Stammlosungen (siehe 3.1.1.) hergestellt. Die von der Firma Jena Bioscience
synthetisierten Substanzen 6-Thioguanosin-5’-Di- und Triphosphat lagen als
wassrige Losung mit einer nominalen Konzentration von 1 mmol/l vor.

Von Guanin und Guanosin wurden Stammlésungen mit 0,66 mmol/l in Aqua dest.
hergestellt. Die Auflosung wurde durch 15 min Beschallung im Ultraschallbad
beschleunigt. Die Stammldsungen von Guanosin-5’-Mono-, Di- und Triphosphat
wurden auf eine Konzentration von 6,6 mmol/l gebracht und vor der Versuchs-
durchflihrung auf die Konzentration von 0,66 mmol/l mit Aqua dest. verdinnt. Die
Molekulargewichte und Reinheiten der Stoffe sind in der Tab. VIl im Anhang
zusammengestellt.

Alle Thiopurin-Stammldsungen wie auch die Stammldsungen von Guanin,
Guanosin und deren Nukleotiden wurden bei 4°C gelagert und direkt vor der
Versuchsdurchfuhrung auf die gewunschte Konzentration von 0,024 mmol/l mit
einem 0,2 mol/l Citratpuffer pH 5,2 verdunnt. Wassrige 1 mmol/l Losungen der
6-Thioguanosin-5’-Di- und Triphosphate wurden bei —20°C gelagert. Sie wiesen
eine Stabilitat von 12 Monaten auf.

Von 6-TG, 6-TG-R, 6-TG-DP, 6-TG-TP, 6-MTG, 6-MP, 6-MP-R, 6-MMP und
6-MMP-R wurden mit einem Uvikon-Zweistrahl-Spektrometer in Quarzkivetten die
UV-Spektren bestimmt. Aus den Spektren wurden die Absorptionsmaxima
bestimmt und mit den publizieten Daten verglichen. Diese wurden fur
6-Thioguanin, 6-Thioguanosin sowie ihren Nukleotiden zu 342 nm ermittelt und

der molare Absorptionskoeffizient berechnet.

3.4.5. Statistik

Alle Inkubationen wurden als Doppelansatze durchgefuhrt. FUr die Auswertung der

Ergebnisse wurde das Programm Graph Pad Prism 4.0 verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1. Methodenoptimierung

4.1.1. Retentionszeiten und Fluoreszenzcharakteristika der Purin-Derivate

Die chromatographischen Eigenschaften von 6-Thioguanin, 6-Mercaptopurin und
ihnren Metaboliten wurden, soweit kommerziell erhaltlich, mit Standardsubstanzen
ermittelt. In den Tab. 2 a-d sind die absoluten Retentionszeiten (Rt) der unter-
suchten Purine in Minuten angegeben. Die Durchbruchzeit unter den gewahlten
chromatographischen Bedingungen betrug 1,8 min. Die ,Peak“-Flache der Fluore-
szenzintensitat wurde jeweils mit und ohne photochemischer Reaktionseinheit
(PCRE) ermittelt. Zur Standardisierung sind die Messintensitaten jeweils in
Prozent des Messwertes fur 6-Thioguanin angegeben. In gleicher Weise wie fur
6-Thioguanin wurden auch fur 6-Mercaptopurin (Tab. 2b) sowie fur 6-Thioxanthin
(Tab. 2c) die Eigenfluoreszenz sowie die Fluoreszenz nach Aktivierung durch die
PCRE bestimmt. Wie aus der Tab. 2a zu ersehen ist, war bei 6-TG und den nicht
methylierten Metaboliten des 6-TG im nativen Zustand kein Fluoreszenzsignal
nachweisbar. Bei den methylierten 6-Thioguanin-Metaboliten (6-Methylthioguanin
und 6-Methylthioguanosin), bei denen auch ohne PCRE ein Signal gefunden
wurde, war die Fluoreszenzintensitat bei aquimolarer Konzentration in etwa gleich
der Intensitat von 6-Thioguanin mit PCRE.

Die Tab. 2d zeigt die Retentionszeiten von Adenin, Guanin und deren Phospho-
ribosiden sowie die flr die Messung eingesetzte Wellenlange. Alle untersuchten
endogenen Purine wiesen unter den gegebenen Bedingungen weder mit noch
ohne PCRE eine Fluoreszenz auf.

Die in den Tab. 2 a-d angegebenen UV-Maxima sind aus Spektren selbst ermittelt

oder aus der Literatur GUbernommen worden.
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Tab. 2a: Chromatographische KenngréRen,

6-Thioguanin und seinen Metaboliten.

Fluoreszenzintensitat und UV-Maxima von

Intensitat (%)

Nr. Substanzen Rt mit ohne UV-max
(min) PCRE PCRE o (nm)

1 [6-Thioguanin 1,8 100 %) 342
2 |6-Thioguanosin 2,6 120 ] 342
3 |6-Thioguanosin-5’-Monophosphat 43 keinsit?;g; nz- 342
4 |6-Thioguanosin-5’-Diphosphat 9,3 115 (] 342
5 |6-Thioguanosin-5’-Triphosphat 13,1 130 ] 342
6 [6-Methylthioguanin 4,8 80 95 320
7 |6-Methylthioguanosin 6,3 80 90 320
8 [6-Methylthioguanosin-5-Monophosphat 10,9 ke";i;?fairf nz- 320
9 [6-Methylthioguanosin-5'-Diphosphat 14,2 | keine Referenz- 320
10 [6-Methylthioguanosin-5-Triphosphat 16,5 30 30 320

J= kein Fluoreszenzsignal

Tab. 2b: Chromatographische Kenngrofien,

6-Mercaptopurin und seinen Metaboliten.

Fluoreszenzintensitat und UV-Maxima von

Intensitét (%)

substanz

Nr Substanzen Rt mit ohne UV-max
’ (min) PCRE PCRE a (nm)
11 |6-Mercaptopurin 2,0 4.4 ] 320
12 |6-Mercaptopurinribosid 2,8 3,5 J 320
13 [6-Thioinosin-5’-Monophosphat 5,0 3,5 (] 320
14 |6-Methylmercaptopurin 51 1] 4] 290
15 [6-Methylmercaptopurinribosid 7,2 0] ] 290
16 [6-Methylthioinosin-5’-Monophosphat 10,8 0] ] 290
17 |6-Methyithioinosin-5-Diphosphat 14,5 | keine Referenz- 290
18 [6-Methylthicinosin-5"-Triphosphat 17,1 | keine Referenz- 290

@= kein Fluoreszenzsignal
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Tab. 2c: Chromatographische KenngroRRen, Fluoreszenzintensitat und UV-Maxima der Meta-

boliten von 6-Mercaptopurin und 6-Thioguanin.

Intensitéat (%)
Nr Substanzen Rt mit ohne UV-max
) (min) PCRE PCRE o (nm)
19 [6-Thioxanthin 3,1 22 0] 342
20 |[6-Thioharnsaure 3 qualitativ ] 342
21 [8-Hydroxy-6-Mercaptopurin 2,4 12,1 ] 290

@= kein Fluoreszenzsignal

Tab. 2d: Chromatographische Kenngrofen von Adenin, Adenosin, Adenosin-Nukleotiden,

Guanin, Guanosin, Guanosin-Nukleotiden und dem Metaboliten Hypoxanthin.

Nr. Substanzen (rr?itn) VSCN :?:::)e Alg::)r::fii?\ngei
246 nm (0,024 mmol/l)

22 |Adenin 1,2 246

23 |Adenosin 2,3 246

24 |Adenosin-5’-Monophosphat 3,5 246

25 |Adenosin-5’-Diphosphat 7,7 246

26 |Adenosin-5-Triphosphat 11,3 246

27 |Guanin 0,8 246* 0,298

28 |Guanosin 1,4 246* 0,326

29 |Guanosin-5-Monophosphat 21 246* 0,284

30 ([Guanosin-5’-Diphosphat 5,9 246* 0,296

31 [Guanosin-5’-Triphosphat 10,1 246* 0,312

32 |Hypoxanthin 0,8 246*

* Fur Guanin und -Derivate und Hypoxanthin entspricht diese Wellenlange nicht

dem Maximum.

4.1.2. Identifizierung und Standardisierung der Thiopurin-Nukleotide

Zu Beginn meiner Untersuchungen waren von den Thiopurin-Ribosiden und

-Nukleotiden nur das 6-Thioguanosin, 6-Mercaptopurin-Ribosid (6-Thioinosin),
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6-Thioinosinsaure und 6-Methylthioinosin kauflich zu erwerben bzw. lagen als
Reinsubstanz vor. 6-Methylthioguanosin wurde von mir nach Keuzenkamp-Jansen
et al. 1995 synthetisiert.

Nach Inkubation von Erythrozyten mit 6-TG entstanden in der Zeit drei
Substanzen, die nach Trennung auf der HPLC durch Analogie im chromato-
graphischen Verhalten zu Adenosin-5’-Mono-, Di- und Triphosphat als 6-Thio-
guanosin-5-Mono-, Di- und Triphosphat eingestuft wurden. Zur weiteren
Abklarung wurden die Fraktionen aufgefangen und einer Saurehydrolyse unter-
zogen. Alle drei Substanzen eluierten danach als 6-TG von der Saule. Zusatzlich
wurden die aufgefangenen Fraktionen mit saurer Phosphatase behandelt, wobei
das spekulative Triphosphat, Uber Di- und Monophosphat zum Ribosid umgesetzt
wurde. Damit war die Identitat der gefundenen Substanzen gegeben. In Analogie
wurde mit den in Patientenerythrozyten gefundenen unbekannten Substanzen
verfahren, die ich aufgrund von Retentionszeiten und UV- bzw. Fluoreszenz-
verhalten spekulativ als Mono-, Di- und Triphosphat von 6-Methylthioinosin bzw.
6-Methylthioguanosin angesehen hatte.

Die Quantifizierung erfolgte Uber die Flache der eluierenden Substanzen (Peaks)
im Chromatogramm. Fur 6-TG, 6-TG-Ribosid und 6-TGN wurde die Fluoreszenz
bei Ex. 315 nm und Em. 390 nm nach Oxidation in der PCRE registriert. Dabei
zeigte sich bei den Inkubationsversuchen mit Erythrozyten, dass die Gesamtflache
der Peaks (Mono-, Di- und Triphosphat) trotz Umwandlung ineinander in der Zeit
praktisch konstant war und der Flache des zugesetzten 6-TG entsprach. Hieraus
habe ich geschlossen, dass die nach der Oxidation in der PCRE entstehende
Fluoreszenz von 6-TG und der 6-Thioguanosin-Nukleotide identisch ist. Ich habe
deshalb bei allen Untersuchungen die Eichung mit einem wassrigen 6-TG-
Standard (25 ng/ml) durchgefuhrt.

Die Quantifizierung der 6-MTG-Nukleotide erfolgte Uber Fluoreszenz und
Einpunkt-Kalibrierung mit 6-MTG (100 ng/ml). Es zeigte sich fruh, dass bei
6-MTG-Ribosid die Phosphorylierung zu einer starken Abnahme der Fluoreszenz-
intensitat fuhrt.

Die 6-Methylthioinosin-Nukleotide werden uber ihre UV-Absorption bei 290 nm
detektiert und quantifiziert. Nach Auskunft von Prof. Breter (Institut fur physio-

logoische Chemie und Pathobiochemie, Universitat Mainz), hat die Anzahl der
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Phosphatreste keinen wesentlichen Einfluss auf die UV-Absorption der nattrlichen
Purin-Nukleotide. Deshalb habe ich die Quantifizierung der 6-Methylthioinosin-
Nukleotide mit einem wassrigen Einpunkt-Standard (1 pug/ml) von 6-MMP durch-
gefluhrt.

Im Januar 2003 konnte ich von der Firma Jena Bioscience 6-Thioguanosin-5’-
Triphosphat erwerben. Die Substanz wurde als 1 mmol/l wassrige Losung vertrie-
ben. Eigene Untersuchungen mit HPLC und UV-Absorption ergaben, dass die
nominale Konzentration nicht stimmen konnte, dies wurde auch von anderen
Arbeitsgruppen bestatigt. Somit konnte die Substanz ebenso wie das gleichzeitig
gelieferte 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat nur zur ldentifizierung aber nicht zur

Quantifizierung verwendet werden.
4.1.3. Bestimmung von 6-Thioguanosin-Nukleotiden durch Gradienten-HPLC

Durch die Umstellung des isokratischen HPLC-Verfahrens auf eine HPLC mit
binarem Gradienten wurde die Trennleistung deutlich verbessert. Die Verwendung
einer kiirzeren Saule (LiChroCART® 55-4, Purosphere® Star RP 18 endcapped
60x4 mm, Partikeldurchmesser 3 um, Firma E. Merck, Darmstadt), die Senkung
des pH-Wertes von 7,9 auf 7,0 und eine Erhdhung der FlieRgeschwindigkeit auf
1 ml/min verklrzte die Retentionszeit und erhdohte die Symmetrie der Peaks.

Da die Nachweisbarkeit des nicht fluoreszierenden 6-Thioguanins und seiner
Nukleotide von der Menge an H,0O,, sowie der UV-Bestrahlung abhangt, wurden
diese beiden Parameter variiert. Die Erhéhung des Wasserstoffperoxids von
5 pl/min auf 10 pl/min fahrte zum Anstieg des Fluoreszenzsignals (Abb. 9). Im
Bereich zwischen 10 und 20 pl/ml H,O. blieb die Fluoreszenzintensitat von
6-Thioguanin konstant.

Fir die HPLC-Analytik wurde 10 pl/min H,O, gewahlt, da durch gréliere Mengen

an H,0, das 6-Methylthioguanin und seine Nukleotide zerstort wurden.
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Abb. 9: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von der H,O,-Menge.

Jeweils 20 pl einer 25 ng/ml 6-Thioguanin-Lésung wurden injiziert.

Die Durchflusszeit des Eluates durch den 2,5 m langen, 0,3 mm Durchmesser
PTFE-Schlauch (Reaktionsschleife) in der PCRE betragt bei einer Laufmittel-
geschwindigkeit von 1 ml/min 11 sec. Eine Anderung der Lange der Reaktions-
schleife zwischen 2 und 5 m hatte keinen wesentlichen Einfluss auf das 6-TG-
Signal, wahrend das Signal bei einer Reaktionsschleifenlange von 1 m durch
fehlende Oxidation und tber 5 m durch oxidative Zerstérung abnahm.

Eine Erhohung der Saulentemperatur auf bis zu 70°C brachte keine bessere
Trennleistung. Eine Verkurzung der Retentionszeiten trat zwar ein, allerdings
verschob sich der erste Peak (6-TG-MP) in einen Stor-,Peak” zum Retentions-
zeitpunkt von 1,8 min. Daher wurden die Untersuchungen bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

4.1.4. Linearitat und Nachweisgrenze

Die Linearitat wurde durch Analyse steigender 6-TG-Mengen (100-2000 pg
aufgegebene Substanzmenge) bestimmt; jede Analyse wurde dreimal durch-
gefuhrt. In der Abb. 10 sind die erhaltenen ,Peak“-Flachen gegen die aufgegebene

6-TG-Menge aufgetragen; wegen der geringen Streuung der Messwerte sind die
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Fehlerbalken kleiner als die Symbole. Fur die Bestimmung des 6-TG Uber die

Fluoreszenz ergab sich ein Korrelationskoeffizient von r=0,9977.

r=0,9977

relative
Fluoreszenintensitat

0 500 1000 1500 2000
Menge (pg)

Abb. 10: Zusammenhang zwischen 6-TG und Fluoreszenzdetektion. Auf
die HPLC wurden 100 bis 2000 pg 6-TG aufgegeben und gegen das

erhaltene Fluoreszenzsignal aufgetragen (Mittelwert von drei Analysen).

Auch fur 6-MMP und 6-MTG wurde die Linearitat der Eichkurven ermittelt, die Gber
einen Konzentrationsbereich von 100 bis 1200 pg bei 6-MTG und von 2000 bis
12000 pg bei 6-MMP ebenfalls linear waren.

Die Nachweisgrenze von 6-Thioguanin, 6-Methylthioguanin und 6-Methyl-
mercaptopurin wurde durch Analyse von Standardldsungen ermittelt. Als Peak
wird bezeichnet, wenn der Flacheninhalt eines Signals mehr als das Dreifache des
Grundrauschens entspricht. Diese Menge ist unter den Analysebedingungen
detektierbar, d. h. vom Nullwert sicher zu unterscheiden, aber nicht notwendiger-
weise quantifizierbar.

Die Nachweisgrenze lag fur 6-Thioguanin bei 15 pg (0,1 pmol), fur 6-Methyl-
thioguanin bei 20 pg (0,11 pmol) und fir 6-Methylmercaptopurin bei 30 pg
(0,2 pmol). Die Quantifizierungsgrenze der Substanzen lag fur 6-TG bei 50 pg, fur
6-Methylthioguanin bei 70 pg und fur 6-Methylmercaptopurin bei 150 pg. Bei den
Werten handelt es sich um die Werte flr die Basen der Thiopurine. Die Nach-

weisgrenze der Nukleotide ist unterschiedlich und von der Retentionszeit und der
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Fluoreszenzintensitat abhangig. Da die Nukleotide langere Retentionszeiten als
die freien Basen haben, ist die Nachweisgrenze der Nukleotide bei gleicher

Fluoreszenzintensitat groRer, d. h. die erforderliche Konzentration hoher.
4.1.5. Prazision der Methode

Zur Bestimmung der Prazision der Methode wurde eine Losung mit 6-TGN 10 mal
am gleichen Tag (,Intraday“-Variability) bzw. 40 mal an aufeinander folgenden
Tagen wahrend eines Zeitraums von 6 Monaten analysiert (,Interday“-Variability).
Die Losung wurde durch Inkubation von frischen Erythrozyten mit 0,042 mmol/l
6-TG-Losung fur 1,5 h hergestellt. Nach der Proteinfallung wurde der nukleotid-
haltige Uberstand (Testlésung) aliquotiert und eingefroren. Zur Analyse wurde die
Testlosung 1:10 verdunnt.

Aus den ,Peak‘-Flachen des 6-Thioguanosin-5’-Monophosphates, 6-Thioguano-
sin-5’-Diphosphates und 6-Thioguanosin-5’-Triphosphates wurde der Mittelwert
und die Standardabweichung bestimmt. Die Summe der Flachen der 6-TGN
streuten nur wenig (VK < 1,8 %). Fir die einzelnen Phosphate sind die Variations-

koeffizienten der Tab. 3 zu entnehmen.

Tab. 3: ,Intraday“-Variabilitat der gemessenen 6-TGN in der Testldsung (n=10).

Substanz MW-,,Peak‘“-Flache SD* VK (%)
6-TG-MP 1211,7 61,1 5,04
6-TG-DP 1292,2 63,6 4,92
6-TG-TP 10798,7 220,9 2,05

Fiar die ,Interday“-Variabilitat wurde die Testldsung an 40 verschiedenen Tagen
jeweils doppelt gemessen. Aus den ,Peak“-Flachen des 6-Thioguanosin-5’-Mono-,
6-Thioguanosin-5’-Di- und 6-Thioguanosin-5’-Triphosphates wurden der Mittelwert

und die Standardabweichung bestimmt (Tab. 4).
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Abb. 11: Prazision der 6-TGN-Bestimmung. Eine durch Inkubation von
Erythrozyten mit 6-TG erhaltene Lésung mit 6-TGN wurde an 40 aufeinander
folgenden Tagen analysiert. Die Summe der Fluoreszenzsignale fur 6-TG-
MP, 6-TG-DP und 6-TG-TP sind in der zeitlichen Reihenfolge der Analyse

aufgetragen.

Die Summe der Flachen der 6-Thioguanosin-Nukleotide streute in den 40 Tagen
um 6 %. Die Schwankungen zeigen, dass wahrend der 6 Monate keine systema-
tischen Abweichungen auftraten (Abb. 11). Ahnliche Streuungen wurden firr die

einzelnen Phosphate erhalten (Tab. 4).

Tab. 4: ,Interday“-Variabilitdt der gemessenen 6-TGN in der Testlésung (n=40).

Substanz MW-,,Peak“-Flache SD+ VK (%)
6-TG-MP 1159,9 97,4 8,4
6-TG-DP 1377,3 111,4 8,1
6-TG-TP 10440,5 686,7 6,6

Aulerdem wurde die Prazision auch mit einer 6-Thioguanin-Lésung bestimmt. Fir
die ,Intraday“-Variabilitat wurde die Losung, wie oben beschrieben, 10 mal am
gleichen Tag bzw. fur die ,Interday“-Variabilitdt 20 mal in einem Zeitraum von 2

Monaten analysiert. Die ,Peak“-Flachen des 6-Thioguanins streuten bei der
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.intraday“-Variabilitdt wenig (VK 2,2 %). Bei der ,Interday“-Variabilitdt lag der
Variationskoeffizient bei 7 % (Tab. 5).

Tab. 5: Prazision der Methode bei der Bestimmung einer 25 ng/ml 6-Thioguanin-Lésung.
Lntraday“-Variabilitdt der 6-TG (n=10) und ,Interday“-Variabilitat der 6-TG (n=20).

6-Thioguanin MW-,,Peak“-Flache SD* VK (%)
LIntraday“-Variabilitat 3528 76,1 2,2
»interday“-Variabilitat 3711 262,5 7,0

4.1.6. Selektivitat

Zur Bestimmung der Selektivitat wurden Reinsubstanzen von 6-TG, 6-TG-R,
6-MTG, 6-MTG-R und die Nukleotide in einem Gemisch hergestellt. Jeweils ein
Aliquot dieser Mischung wurde ohne bzw. mit PCRE analysiert. Die aus diesen

Analysen erhaltenen Chromatogramme sind in der Abb. 12 wiedergegeben.
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Abb. 12: HPLC-Trennung der Thiopurine. Ein Gemisch aus Rein-
substanzen von 6-TG und seinen Metaboliten wurde ohne bzw. mit PCRE
analysiert. Die Peaks entsprechen: 1. 6-Thioguanin, 2. 6-Thioguanosin,
3. 6-Methylthioguanin, 4. 6-Methylthioguanosin, 5. 6-Thioguanosin-5’-
Diphosphat, 6. 6-Thioguanosin-5-Triphosphat, 7. 6-Methylthioguanosin-5'-
Triphosphat.
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Ohne Oxidation sind 6-Thioguanin [1] und seine Metabolite [2, 5, 6] nicht
nachweisbar, wahrend 6-Methylthioguanin [3], 6-Methylthioguanosin [4] und
6-Methylthioguanosin-5’-Triphosphat [7] deutlich als Peaks erkennbar sind. Mit
PCRE werden auch 6-Thioguanin und seine anabolen Metabolite nachweisbar,
wahrend die ,Peak“-Flache fur 6-Methylthioguanin grélRer wird. Die Flachen-
zunahme entspricht den in der Tab. 2a angegebenen Verhaltnissen der
Fluoreszenz ohne bzw. mit PCRE.

Dieses Ergebnis wurde mit einer Patientenprobe bestatigt (Abb. 13). Mit PCRE
sind: 6-Thioguanosin-5’-Monophosphat [1], 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat [2] und
6-Thioguanosin-5’-Triphosphat [4] sichtbar. Zusatzlich sind Peaks unbekannter
Struktur (x1 und x2) bei einer Rt von 5,2 min und 5,8 min, sowie zwei weitere
unbekannte Peaks x3 und x4 bei Rt von 12 min und 12,5 min vorhanden.
6-Methylthioguanosin-5’-Mono- [3], Di- [5] und Triphosphat [6] sind ebenfalls zu

sehen.

Stor-,Peak* X1x2 2 4 —  mit PCRE
1
W W | —— ohne PCRE

x3

1

LD AR

00 25 50 7.5 10.0 12.5 150 17.5 20.0
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relative
Fluoreszenintensitat

Abb. 13: HPLC-Trennung einer Patientenprobe mit und ohne PCRE. Die
Peaks entsprechen: 1. 6-Thioguanosin-5’-Monophosphat, x1 und x2 unbe-
kannte Peaks, 2. 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat, 3. 6-Methylthioguanosin-5’-
Monophosphat, x3 und x4 unbekannte Peaks, 4. 6-Thioguanosin-5’-Tri-
phosphat, 5. 6-Methylthioguanosin-5’-Diphosphat, 6. 6-Methylthioguanosin-
5’-Triphosphat.
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Sicher kénnen durch die Eigenfluoreszenz (ohne PCRE) nur die methylierten
Metabolite (6-Methylthioguanosin-5’-Mono-, Di- und Triphosphat) nachgewiesen
werden. Auch die unbekannten Peaks x3 und x4 haben eine Eigenfluoreszenz und
sind ohne PCRE nachweisbar.

Unter den gewahlten chromatographischen Standardbedingungen konnten alle in
den Tab. 2 a-d aufgelisteten Substanzen gut voneinander getrennt werden. Die
Abb. 12 zeigt die Trennung der Thiopurine, aufgegeben als Reinsubstanzen. Alle
identifizierten Substanzen konnten als Peaks auf der Basislinie getrennt werden.
Die Halbwertsbreite der Peaks betrug im Durchschnitt 15 sec.

Probleme der ,Peak“-Trennung traten bei Patientenproben auf, wenn sie in sehr
grolRer Menge die unbekannten Peaks x1 und x2 aufwiesen. Hier kam es zur
teilweisen Uberlagerung der beiden Peaks. Durch manuelles Setzen der
Integrationsgrenzen konnten beide Peaks getrennt quantifiziert werden.

Analoge Probleme durch sehr nahe beieinander eluierende Peaks traten auch in
anderen Experimenten auf, vor allem wenn gro3e Peaks nachweisbar waren, bei
denen es durch ,Tailing“ zu einem verzogerten Abfall des Signals auf die Nulllinie
kam. Bei der Inkubation von Zelllinien trat eine Uberlagerung der Metabolite von
6-Mercaptopurin auf, bei dem das entstandene 6-Thioguanosin-5’-Monophosphat
durch den Hauptmetaboliten 6-Thioinosin-5’-Monophosphat leicht Uberlagert
wurde. Auch bei der Inkubation von 6-Thioguanin mit Zelllinien wurde das
6-Thioguanosin-5-Monophosphat von dem nur in vitro entstandenen 6-Methyl-
thioguanin Uberlagert. In beiden Fallen handelt es sich allerdings um Substanzen,

die in Patientenproben nicht nachweisbar waren.

4.1.7. Stabilitat

41.71. Stabilitat der 6-Thioguanosin-Nukleotide im Uberstand

Da die HPLC-Analytik mit einem Injektionsautomaten durchgefihrt wird und je

nach Anzahl der Proben die letzten 12-18 h bei Raumtemperatur stehen, musste

die Stabilitat der 6-TGN im Uberstand nach Proteinfallung Uberpriift werden.
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Die Stabilitat der 6-TGN im Uberstand nach Proteinfallung wurde bei Raum-
temperatur Uber 6 Tage (Kurzzeitstabilitdt) und bei —20°C Uber 18 Monate
(Langzeitstabilitat) ermittelt.

Fir die Stabilitat des Uberstandes nach Proteinfallung bei Raumtemperatur wurde
eine frisch hergestellte 6-TGN-Testldsung verwendet. Die Probe wurde sofort bzw.
nach 24, 48 und 144 h analysiert.

Die erhaltenen ,Peak®-Flachen fur die 6-TGN sind in der Tab. 6 zusammen-
gestellt. Bei bis zu 48 h Lagerung der Proben bei Raumtemperatur konnte keine
wesentliche Umwandlung der Nukleotide vom Triphosphat zum Monophosphat
festgestellt werden. Nach 144 h war allerdings die Gesamtmenge der 6-TGN
deutlich auf 43 % abgefallen. Bei den parallel gemessenen Phosphaten des
Adenosins trat innerhalb von 48 h ebenfalls nur eine geringe Umwandlung auf.
Nach 144 h wurden 64 % der Nukleotide als Adenosin wieder gefunden.

Daraus lasst sich schlielen, dass die Phosphate des 6-Thioguanosins im
Uberstand nach Proteinfallung des Hamolysates bei Raumtemperatur eine
Stabilitat von 48 h aufweisen.

Die 6-TGN-Testlosung wurde bei allen routinemaligen Analysen wahrend einer
Zeit von 18 Monaten mituntersucht, um die einwandfreie Funktion der Methode zu
kontrollieren. Hieraus lasst sich eine Aussage zur Langzeitstabilitat bei Lagerung
bei —20°C herleiten. Exemplarisch sind im Abstand von jeweils 135 Tagen
erhaltene ,Peak“-Flachen in der Tab. 7 wiedergegeben. Auch 18 Monate nach der
Inkubation und Lagerung der Proben bei —20° C wurde kein Abfall bzw. Verlust bei
den Nukleotiden beobachtet.

Die im gleichen Ansatz mitgemessenen Adenosin-Nukleotide zeigten die gleiche

Kurzzeitstabilitat bei Raumtemperatur und Langzeitstabilitat bei —20°C.
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Tab. 6: Kurzzeitstabilitdt von 6-TG und seinen Metaboliten Uber 144 h Lagerung der

Uberstande bei Raumtemperatur.

Stunden 6-TG-MP 6TG-DP 6-TG-TP Z Nukleotide
0 1191 1347 10176 12714
24 1139 1425 9660 12224
48 1384 1165 9714 12263
144 216 411 4898 5525

Tab. 7: Langzeitstabilitdt von 6-TG und seinen Metaboliten iber 18 Monate Lagerung der

Uberstande bei —20°C.

Tage 6-TG-MP 6-TG-DP 6-TG-TP % Nukleotide
1 1261 1326 10999 13586
135 1197 1281 11026 13504
270 1193 1357 10550 13100
405 1142 1244 10731 13117
540 1204 1251 10759 13214
4.1.7.2. Stabilitat der Thiopurine im Uberstand nach Proteinfillung von

Patientenproben

Da in den Blutproben von Patienten, die mit Azathioprin oder 6-Mercaptopurin
behandelt werden, neben den 6-TGN noch 6-Methylthioguanosin- und 6-Methyl-
thioinosin-Nukleotide vorhanden sind, wurde der Versuch zur Stabilitdt der
Nukleotide bei Raumtemperatur mit der Blutprobe eines behandelten Patienten
wiederholt.

Hierzu wurde die Blutprobe aufgearbeitet und der Uberstand sofort bzw. nach 24
und 48 h Lagerung des Aliquots bei 22°C analysiert.

Nach den ersten 24 h Lagerung des Uberstandes konnte kein Abfall bei den
Thiopurin-Nukleotiden festgestellt werden. Jedoch wurde nach 48 h Lagerung der
Proben bei 22°C eine Abweichung von 12 % in der Gesamtflache der 6-TGN
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beobachtet. Ebenfalls konnte ein Abfall der 6-Methylthioguanosin- und 6-Methyl-
thioinosin-Nukleotide zwischen den beiden Analysezeitpunkten (24 und 48 h)
gesehen werden. Die Nukleotide in einem Uberstand einer Patientenprobe nach

Proteinfallung eines Hamolysates weisen eine Stabilitat von 24 h auf.

41.7.3. Stabilitat der Nukleotide im Vollblut von behandelten Patienten

Die Stabilitdt von 6-TGN wurde an einer Patientenprobe aus Libeck untersucht.
Diese Probe war fur die routinemallige Bestimmung von 6-TGN abgenommen
worden und gelangte ca. 5 h nach Abnahme in unser Labor. Sie wurde auf dem
Labortisch bei Raumtemperatur (22°C) stehen gelassen und ein Aliquot sofort
entnommen, aufgekocht und analysiert. Jeweils zu den Zeitpunkten 24, 48,
72, 96 und 120 h wurde ein weiteres Aliquot der Blutprobe aufgearbeitet. Die Abb.
14 zeigt die erhaltenen Chromatogramme.

Wie aus der Abb. 14 und der Tab. 8 zu erkennen ist, wurden die Nukleotide des
6-Thioguanins schnell abgebaut. Bereits 24 h nach der Blutabnahme fand sich
eine Abnahme des 6-Thioguanosin-5-Triphosphates [5] um 17 %, mit einer
Zunahme des 6-Thioguanosin-5’-Diphosphates [4] um 16 % gegenuber den
Werten nach 5 h. Nach 48 h fiel das 6-Thioguanosin-5’-Triphosphat [5] um 39 %
ab, das Diphosphat nahm um 14 % zu, das 6-Thioguanosin-5’-Monophosphat [3]
nahm um 68 % gegenuber 24 h zu.

Nach 120 h ist das 6-Thioguanosin-5-Triphosphat [5] auf 14 % der Ausgangs-
menge gefallen. Die Menge des 6-Thioguanosin-5’-Diphosphates [4] als Inter-
mediarprodukt anderte sich kaum, wahrend das 6-Thioguanosin-5-Monophosphat
[3] um das 8-fache im Vergleich zu den 24 h Werten zugenommen hat. Ahnlich
verhalten sich die 6-Methylthioguanosin-Nukleotide. Das Triphosphat [10] des
6-Methylthioguanosins war nach 120 h auf 10 % des Ausgangswertes abgefallen,
wahrend das 6-Methylthioguanosin-5’-Monophosphat [8] nach 120 h um 45 %

zunahm.
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Abb. 14: Stabilitdt von 6-TG und seinen Metaboliten in der Vollblutprobe

Uber 120 h. Die zu einem definierten Zeitpunkt entnommene Blutprobe

eines behandelten Patienten wurde bei Raumtemperatur 5, 24, 48 und

120 h gelagert. Die nach der Aufarbeitung erhaltenen Uberstande wurden

direkt analysiert; die erhaltenen Chromatogramme sind in der Abbildung

Ubereinander dargestellt. Die Zahlen Uber den Einzel-,Peaks® entsprechen

der Nummerierung der Tab. 2a.

Tab. 8: Stabilitdt von 6-TG und seinen Metaboliten in der Vollblutprobe tber 120 h.

Zeitpunkt| 6-TG-MP | 6-TG-DP | 6-TG-TP | Peak x1 Peak x2 |(6-MTG-MP | 6-MTG-DP | 6-MTG-TP
5h 0 6185 24772 11748 2620 218 959 5348
24 h 1961 7267 19924 11872 3854 174 983 3423
48 h 6226 8298 7480 5201 5005 204 1792 1940
72 h 8604 4496 2578 2106 4822 222 1143 1591
96 h 12592 6363 2607 1190 5117 352 1672 961
120 h 17770 5760 3103 789 5689 394 1584 582

Die parallel aufgezeichneten Chromatogramme der 6-Methylthioinosin-Nukleotide

(Abb. 15) zeigten einen ahnlichen Abfall wie die Nukleotide des 6-Thioguanosins

(Abb. 14). Nach 24 bzw. 48 h bei Raumtemperatur beobachtete man einen
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deutlichen Abfall des 6-Methylthioinosin-5’-Triphosphates [18] um 18 bzw. 58 %.
Das 6-Methylthioinosin-5’-Diphosphat [17] nahm in der Zeit um 20 bzw. 26 % zu.
Nach 120 h ist das 6-Methylthioinosin-5’-Triphosphat um 82 % abgefallen. Das
6-Methylthioinosin-5’-Diphosphat nahm in der Zeit um 40 % und das 6-Methyl-
thioinosin-5’-Monophosphat [16] um 52 % zu, jeweils im Vergleich zum Zeitpunkt
5 h. Ferner entstehen nach 120 h zwei unbekannte (x’ und x”) Peaks bei einer Rt

von 1,2 min und 1,7 min.
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Abb. 15: Stabilitat von 6-MMP-Nukleotiden in einer Vollblutprobe. Eine
Blutprobe wurde zu einem definierten Zeitpunkt entnommen und bei Raum-
temperatur 5, 24, 48 und 120 h gelagert. Die nach der Aufarbeitung
erhaltenen Uberstande wurden direkt analysiert. Die erhaltenen UV-
Chromatogramme (290 nm) sind in der Abbildung lbereinander dargestellt.
Die Zahlen Uber den Einzel-,Peaks” entsprechen der Nummerierung der
Tab. 2b und 2d.

4.1.7.4. Zeitlicher Abbau der Adenosinphosphate

Die endogenen Adenosin-Nukleotide wurden durch UV-Absorption bei 246 nm
gemessen (Abb. 16). 5 h nach Abnahme wird fir die Adenosin-Nukleotide im Blut
des Patienten ein Mengenverhaltnis von 4 % zu 25 % zu 71 % gefunden, das dem

Verhaltnis in den frischen Proben der Blutspender entspricht (Adenosin-5-
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Monophosphat 6,4 %, Adenosin-5-Diphosphat 19,5 %, Adenosin-5-Triphosphat
74,1 %).

Das Adenosin-5’-Triphosphat [26] nahm nach 24 h um 31 % ab, das Adenosin-5'-
Diphosphat [25] nahm im gleichen Zeitraum um 9 % zu. Nach 48 h fiel das
Adenosin-5’-Triphosphat um 84 % ab, nach 120 h war es fast verschwunden. Das
Adenosin-5’-Diphosphat nahm ebenfalls um 78 % ab, wahrend das Adenosin-5’-
Monophosphat [24] nur wenig Uber die Zeit zunahm. Dafur erreichte Adenosin [23]
nach 48 h sein Maximum, wurde aber nach 120 h Uber Adenin [22] zu
Hypoxanthin [32] weiter abgebaut. Zur Verdeutlichung sind die Chromatogramme

in der Abb. 16 Ubereinander dargestellt.
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Abb. 16: Stabilitdt von Adenosin-Nukleotiden in einer Vollblutprobe. Eine
Blutprobe wurde zu einem definierten Zeitpunkt entnommen und bei Raum-
temperatur 5, 24, 48 und 120 h gelagert. Die nach der Aufarbeitung
erhaltenen Uberstande wurden direkt auf Adenosin und seine Nukleotide
analysiert. Die erhaltenen UV-Chromatogramme (246 nm) sind in der
Abbildung Ubereinander dargestellt. Die Zahlen Uber den Einzel-,Peaks"

entsprechen der Nummerierung der Tab. 2d.

Die zeitlichen Anderungen der Adenosin-Nukleotide sind in der Tab. 9 und Abb. 17

zusammengestellt.
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Tab. 9: Zeitliche Anderung der Adenosin-Nukleotide in einer Patientenvollblutprobe nach

5 Tagen Lagerung bei Raumtemperatur. Im Vergleich die zeitliche Anderung der Nukleotide, die

bei einer Probandenvollblutprobe gemessen wurde.

AMP (%) ADP (%) ATP (%)
Proband 1 Tag 6,4 19,5 741
Proband 5 Tag 61,8 20 9,2
Patient 1 Tag 4 24.8 71,2
Patient 5 Tag 45 21,7 3.4

Bei der Analyse von Patientenproben ist die Stabilitdt der nachzuweisenden

Substanzen wahrend des Transportes und eventueller Lagerungszeiten nicht

gegeben; vor allem die energiereichen Triphosphate werden durch den weiter

bestehenden Stoffwechsel schnell abgebaut und umgewandelt. Daher wurde die

Stabilitat von ATP als Markersubstanz untersucht. Hierzu wurden zwei freiwilligen

Blutspendern Blut mit EDTA-Vollblutréhrchen entnommen und dieses Blut sofort

bearbeitet.
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Abb. 17: Abbau der Adenosin-Nukleotide bei Lagerung einer Probanden-
vollblutprobe Uber 5 Tage bei Raumtemperatur. Der Summe der Nukleotide
ist die Summe aller Substanzen, einschliel3lich der Abbauprodukte Adeno-
sin, Adenin und Hypoxanthin, die in den 5 Tagen entstanden sind, gegen-
Ubergestellt. Die Substanzen wurden mit UV-Absorption bei 246 nm

gemessen. Hypoxanthin wurde mit dem Faktor 1,38 multipliziert, um die

Differenz zum Adenin in der Absorption auszugleichen.
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Um den Einfluss von Glucose auf den Energiehaushalt der Erythrozyten zu
bestimmen, wurde dem entnommenen Blut jeweils 0, 5 oder 10 mg Glucose in
0,1 ml 0,9 % NaCl pro 2,7 ml Blutvolumen zugesetzt und fur 5 Tage gelagert, um
eine langere Transportzeit zu imitieren.

Durch Zusatz von Glucose verzogerte sich der Abfall der Adenosin-Nukleotide um
24 h gegenuber der Kontrolle. Es konnte jedoch kein wesentlicher Unterschied
beim Abbau der Phosphate zwischen 5 mg und 10 mg Glucose festgestellt werden

(Daten nicht gezeigt).

4.1.7.5. Einfluss der Transportzeit der Blutproben auf die Konzentration
der Thiopurin-Nukleotide im Vergleich zur Routinemethode

(nach Erdmann)

Da die mit der ,Nukleotid“-Methode gemessenen Thiopurine stark durch die Zeit
der Lagerung und des Transportes beeinflusst werden, sollte an einer weiteren
Patientenprobe der Einfluss der Transportzeit auf das Ergebnis der ,Nukleotid®-
Methode im Vergleich zur Routinemethode untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurde eine Patientenvollblutprobe aus Libeck bei Raum-
temperatur 8 Tage gelagert. Alle 24 h wurde ein Aliquot dieser Blutprobe ent-
nommen und die Thiopurin-Metabolite mit der Methode nach Erdmann et al.
(1990) sowie mit der hier entwickelten HPLC-Methode vergleichend bestimmt.

Wie aus Tab. 10 ersichtlich, liefert die Routinemethode wahrend der 8 Tage
konstante Werte fir die gemessenen Metabolite, wahrend bei der ,Nukleotid®-
Methode die Gesamtkonzentrationen nach 24 h schon geringer sind und ein
weiterer starker Abfall nach 48 h eintritt (Tab. 11).
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Tab. 10: Konzentrationen in der Blutprobe eines Patienten in Abhangig-
keit von Zeit der Lagerung bei Raumtemperatur. Die Bestimmung
erfolgte mit der Methode nach Erdmann et al. (1990), d. h. nach Saure-

hydrolyse wurde die Gesamtkonzentration der einzelnen Thiopurine als

freie Basen bestimmt.

Konzentrationen

6-MMP 6-MTG 6-TG
Stunden ng/g Hb ng/g Hb ng/g Hb
24 90063 643 648
48 85957 640 601
72 81919 732 655
96 84622 561 599
120 87511 577 791
144 85971 581 714
168 84711 518 678
192 75714 513 684
MW 84558,5 595,6 671,3
SD+ 4279,3 73,1 62,5
VK (%) 5,1 12,3 9,3
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Tab. 11: Einfluss der Lagerung bei Raumtemperatur auf die Summe
der ,Peak®-Flachen der Mono,- Di- und Triphosphate von 6-Thio-
guanosin, 6-Methylthioguanosin und 6-Methylthioinosin und die daraus
berechneten Konzentrationen. Die Bestimmung erfolgte mit der
.Nukleotid“-Methode.

Konzentrationen
6-MMP 6-MTG 6-TG
Stunden ng/g Hb ng/g Hb ng/g Hb

24 75150,1 291 224.6
48 34769,5 106,7 97,9
72 46843,9 137,6 1347
96 419554 98,4 127,4
120 38605,4 77,8 118,1
144 44625,9 51,8 104,4
166 51181,5 65,1 128,4
192 33052,4 51 92,4

4.2. Inkubation von Erythrozyten mit Thiopurinen

4.2.1. Metabolismus von Thiopurinen in Erythrozyten

Auch wenn Erythrozyten nicht das Zielgewebe fir die therapeutische Wirkung
sind, wird fur die Optimierung der Therapie die Konzentration der 6-TG- und
6-MMP-Nukleotide in Erythrozyten herangezogen. Wie sie in die Erythrozyten
gelangen, ist bisher nicht geklart. Deshalb wurden gewaschene Erythrozyten
in vitro mit 6-Thioguanin und 6-Mercaptopurin sowie mit deren Metaboliten fir bis
zu 24 h inkubiert. Die Inkubationsansatze wurden aufgearbeitet und die hierin
enthaltenen Substanzen mit der HPLC analysiert. Nach der Quantifizierung der
Substanz-,Peaks“ wurde der zeitliche Verlauf der Bildung und Metabolisierung der

Substrate und deren Hauptmetaboliten dargestellt.
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Die Chromatogramme enthalten in der zeitlichen Reihenfolge der Elution folgende
Substanzen:

6-Thioguanin [1], 6-Mercaptopurin [11], 8-Hydroxy-6-Mercaptopurin [21], 6-Thio-
guanosin [2], 6-Mercaptopurinribosid [12], 6-Thioxanthin [19], 6-Thioguanosin-5’-
Monophosphat [3], 6-Methylthioguanin [6], 6-Thioinosin-5-Monophosphat [13],
6-Methylmercaptopurin [14], 6-Methylthioguanosin [7], 6-Methylmercaptopurin-
ribosid [15], 6-Thioguanosin-5'-Diphosphat [4], 6-Methylthioinosin-5-Mono-
phosphat [16], 6-Methylthioguanosin-5-Monophosphat [8], 6-Thioguanosin-5'-
Triphosphat [5], 6-Methylthioguanosin-5-Diphosphat [9], 6-Methylthioinosin-5’-
Diphosphat [17], 6-Methylthioguanosin-5'-Triphosphat [10], 6-Methylthioinosin-5’-
Triphosphat [18].

1a) Inkubation von Erythrozyten mit 6-Thioguanin

Die Abb. 18 zeigt exemplarisch Chromatogramme nach Inkubation von Erythro-
zyten mit 6-TG fur 0, 3 und 24 h. 6-Thioguanin selbst ist nach 3 h weitgehend
umgesetzt, als Hauptmetaboliten sind 6-TG-MP [3] und 6-TG-TP [5] zu erkennen.
Auch nach 24 h stellen diese beiden Substanzen die Hauptmetaboliten dar; als
weitere Umsetzungsprodukte sind nach 3 h neben 6-TG-DP [4] noch 6-MTG-TP
[10] sowie als Peak eine unbekannte Substanz [x1] zu erkennen. Nach 24 h
nehmen die Nukleotidphosphate [3] und [5] mengenmalig ab, das Methylierungs-
produkt [10] findet sich dagegen zu einem grofleren Anteil. Besonders stark
zugenommen hat die Menge der beiden unbekannten Substanzen [x1] und [x2].

6-Thioguanosin war nicht nachweisbar (Rt 2,4 min).
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Abb. 18: Inkubation von Erythrozyten mit 6-TG. 200 pl gepackte
Erythrozyten wurden mit 60 pmol/l 6-TG fir 0, 3 und 24 h wie unter
Material und Methoden beschrieben, inkubiert. Die Nummerierung der

Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2a angegebenen Ziffern.

1b) Zeitlicher Verlauf der Metabolisierung von 6-Thioguanin

Der zeitliche Verlauf der Bildung und Umsetzung der 6-TG-Metabolite ist in der
Abb. 19 wiedergegeben.

Wahrend nach einer Stunde nicht verstoffwechseltes 6-TG noch die Hauptmenge
ausmachte, waren nach 3 h nur noch geringe Mengen 6-TG (etwa 2 % der
zugesetzten Menge) nachweisbar. Nach langeren Inkubationszeiten war
6-TG nicht mehr nachweisbar (< 0,1 % der zugesetzten Menge). Parallel zum
Abfall des 6-TG wurden 6-TG-MP und 6-TG-TP in groRen Mengen gebildet,
wahrend das nur intermediar gebildete 6-TG-DP in allen Chromatogrammen
einen geringen Anteil der Gesamtfluoreszenz ausmachte. Im weiteren zeitlichen
Verlauf fallt 6-TG-MP wieder ab (nach 6 und 12 h), wahrend 6-TG-TP im Zeitraum
zwischen 3 und 12 h weitgehend konstant bleibt. Erst bei langerer Inkubation
nimmt die Menge an 6-TG-TP ab, wahrend parallel hierzu wieder die Menge an
6-TG-MP zunimmt.
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Abb. 19: Zeitlicher Verlauf des Abfalls von 6-TG und der Bildung von
6-TG-MP, 6-TG-DP und 6-TG-TP in den Erythrozyten wahrend 24 h
Inkubation mit 6-TG.

1c) Bildung unbekannter Metaboliten aus 6-Thioguanin

Neben den Nukleotiden lassen sich bei der Inkubation von isolierten Erythrozyten
mit 6-TG auch zwei Substanzen in den Chromatogrammen nachweisen, deren
Retentionszeit mit keiner der getesteten Standardsubstanzen ubereinstimmt. Der
zeitliche Verlauf der Bildung dieser beiden Substanzen im Vergleich zu 6-TG-TP
ist in der Abb. 20 wiedergegeben. Bereits nach 3 h konnte die mit x1 bezeichnete
Substanz deutlich nachgewiesen werden (vgl. Abb. 18), erreichte nach 6 h ihr
Maximum und fiel im weiteren Verlauf um 40 % ab. Die Substanz x2 war erstmals
nach 6 h sicher nachweisbar und nahm Uber den gesamten untersuchten Zeitraum
(24 h) zu. Dabei verdoppelte sich die Substanzmenge zwischen den Zeitpunkten
12 und 24 h. Der Verlauf der Bildung und Umsetzung dieser Metabolite verlauft

etwa parallel zur Bildung und zum Abbau des 6-TG-TP.
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Abb. 20: Zeitlicher Verlauf des Abfalls von 6-TG und der Bildung von
6-TG-TP und den zwei unbekannten Substanzen x1 und x2 in den
Erythrozyten wahrend 24 h Inkubation mit 6-TG.

2 a) Inkubation von Erythrozyten mit 6-Thioguanosin

Die Chromatogramme nach 0, 3 und 24 h Inkubation sind in der Abb. 21
zusammengestellt. Bereits zum Zeitpunkt 0 h war etwa die Halfte des zugesetzten
6-TG-R [2] in der zur Hitzedenaturierung erforderlichen Zeit in 6-TG [1] und 6-TG-
MP [3] umgewandelt. Nach 5 min Inkubation lie3en sich nur noch 6 % von 6-Thio-
guanosin nachweisen (Chromatogramm nicht gezeigt).

Der weitere Stoffwechsel des 6-TG-R verlauft weitgehend wie der des 6-TG. In
den Chromatogrammen sind keine zusatzlichen Peaks zu erkennen, die die
Bildung anderer Metaboliten anzeigen; auch die relativen Mengenverhaltnisse des
Mono-, Di- und Triphosphates sind vergleichbar. Lediglich die initiale Geschwin-

digkeit der Aufnahme und des Metabolismus waren unterschiedlich.
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Abb. 21: Inkubation von Erythrozyten mit 6-TG-R. 200 pl gepackte
Erythrozyten wurden mit 60 ymol/l 6-TG-R flr 0, 3 und 24 h inkubiert. Die
Nummerierung der Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2a angegebenen
Ziffern.

2b) Geschwindigkeit der Aufnahme von 6-Thioguanin und 6-Thioguanosin

in Erythrozyten

Bei der Inkubation von Erythrozyten mit 6-TG und 6-TG-R findet man das 6-TG-
MP als ersten Metaboliten, aus dem dann im weiteren Verlauf das Triphosphat
entsteht. Aus dem zeitlichen Verlauf der 6-TG-MP-Bildung lasst sich daher die
Aufnahmegeschwindigkeit der beiden Substrate abschatzen. Die Abb. 22 zeigt
den zeitlichen Verlauf der Bildung von 6-TG-MP aus 6-TG und 6-TG-R. Wie man
sieht, wird 6-TG-R wesentlich schneller in die Erythrozyten aufgenommen als
6-TG. So war zum Zeitpunkt 45 min doppelt so viel 6-TG-MP bei Inkubation von
6-TG-R als mit 6-TG nachweisbar, andererseits fiel die 6-TG-MP-Menge nach
Inkubation von 6-TG-R auch schneller wieder ab. Die Gesamtmenge der bis zum
Zeitpunkt 6 h gebildete 6-TG-MP ist annahrend gleich (Vergleich der Flache unter

der Kurve).
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Abb. 22: Bildung von 6-TG-MP nach Inkubation von Erythrozyten mit
jeweils 4,2 ymol/l 6-TG und 6-TG-R fiir 0 bis 6 h.

3a) Inkubation von Erythrozyten mit 6-Methylthioguanin

Unter einer Langzeittherapie von Patienten mit 6-MP/Azathioprin findet man in den
Erythrozyten der Patienten neben den 6-Thioguanosin-Nukleotiden (6-TGN) auch
in etwa die gleiche Menge an methylierten 6-TGN. Diese kdnnen durch
Methylierung der 6-TGN oder durch Aufnahme von 6-MTG bzw. 6-MTG-Ribosid
mit anschlieBendem Stoffwechsel zu den Nukleotiden entstanden sein.

Die nach 0, 3 und 24 h Inkubation von Erythrozyten mit 6-MTG erhaltenen
Chromatogramme sind in der Abb. 23 wiedergegeben. Nach Angaben von Elion
(personliche Mitteilung, 1994) kann 6-MTG nicht wieder anabol verstoffwechselt
werden. Aus den Chromatogrammen der Abb. 23 ist jedoch ersichtlich, dass
bereits nach 3 h die Phosphate 6-MTG-DP [9] und 6-MTG-TP [10] in sehr
geringen Mengen erkennbar sind. Entsprechende kleine Mengen an 6-MTG-MP
mit einer Rt von 10,9 min konnten am Ende des unbekannten Peaks xwtc4
koeluieren, waren aber nicht eindeutig nachweisbar. Neben den Nukleotiden
entstanden vier unbekannte Substanzen in bedeutsamen Mengen mit Rt von 7,7
min (Peak xwrc3), 9,4 min (Peak xutc4), 11,3 min (Peak xurs5) und 11,9 min

(Peak xutc6). Alle vier Substanzen haben Fluoreszenzcharakteristika wie
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6-Thioguanin, d. h. sie fluoreszieren nur nach Oxidation mit der PCRE, ohne
PCRE waren zu den ermittelten Retentionszeiten keine Substanzen nachweisbar
(Chromatogramm nicht gezeigt).

Da 6-MTG und seine bekannten methylierten Metaboliten eine Eigenfluoreszenz
aufweisen (Tab. 2a), gehe ich davon aus, dass es sich hierbei um demethylierte
Umsetzungsprodukte handelt, ahnlich wie drei weitere Peaks, die bei Retentions-
zeiten zwischen 1,8 und 4,5 min eluierten.

Nach 24 h Inkubation waren die Substanzen xutc3, Xutcd und xursgb nicht mehr
nachweisbar, wahrend xurc4 auf mehr als das Doppelte anstieg. Nach 24 h war
auch 6-MTG-R [7] in gréReren Mengen nachweisbar. Nach 3 h war die in diesem

Peak nachweisbare Substanzmenge sehr gering.
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Abb. 23: Inkubation von Erythrozyten mit 6-MTG. 200 ul gepackte Erythro-
zyten wurden mit 55 pmol/l 6-MTG fur 0, 3 und 24 h wie unter Material und
Methoden beschrieben, inkubiert. Die Nummerierung der Peaks erfolgt

nach den in der Tab. 2a angegebenen Ziffern.

3b) Zeitlicher Verlauf des Metabolismus von 6-Methylthioguanin

Aus den zwischen 0 und 24 h erhaltenen Chromatogrammen nach der Inkubation
von Erythrozyten mit 6-MTG wurden die Flachen der unbekannten Peaks xwrc3
bis xutcb im zeitlichen Verlauf in der Abb. 24 dargestellt. Daneben ist die Bildung

von 6-MTG-R aufgetragen. Unter der Voraussetzung, dass die Fluoreszenz-
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intensitat aller Metabolite und 6-MTG auf molarer Basis gleich ist, betrug der Anteil

aller Metabolite maximal 15 % der zugesetzten Menge an 6-MTG.

relative Fluoreszenzintensitat
"Peak"-Flachen

Zeit (h)

Abb. 24: Zeitlicher Verlauf des Metabolismus von 6-MTG. Erythrozyten
wurden mit 55 ymol/l 6-MTG fiir O bis 24 h inkubiert. Der zeitliche Verlauf

von 6-MTG-R und der unbekannten Peaks xyrs3-6 ist aufgetragen.

Nach 3 h waren nachweisbare, aber kleine Mengen 6-MTG-R vorhanden. Diese
erreichten nach 12 h ein Maximum und fielen nach 24 h um 26 % gegenuber dem
12 h Wert ab. Wahrend der Peak xyrc4 in den ersten 12 h mit weitgehend gleicher
Geschwindigkeit gebildet wurde, nahm er im weiteren Verlauf bis 24 h leicht
wieder ab. Die Substanzen xutc5 und xu7c6 erreichten die Maximalmenge bereits
zwischen 3 und 6 h und waren nach 12 h nicht mehr nachweisbar; auch der nur in
sehr geringen Mengen nachweisbare Peak xurg3 war nur nach 3 und 6 h nach-

weisbar.
4a) 6-Mercaptopurin
Nach der Inkubation von Erythrozyten mit 60 ymol/l 6-MP [11] wird das 6-TI-MP

[13] sehr schnell gebildet und erreicht nach 3 h sein Maximum. In kleinen Mengen

ist auch das 6-MP-R [12] nachweisbar, hdhere Phosphate entstehen nicht.
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Abb. 25: Inkubation von Erythrozyten mit 6-MP. 200 ul gepackte Erythro-
zyten wurden mit 60 pmol/l 6-MP fir 0, 3 und 24 h inkubiert. Die Nummerie-
rung der Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2b angegebenen Ziffern.

Erst nach 24 h zeigten sich neben dem 6-MP und dem 6-TI-MP geringe Mengen
eines weiteren Metaboliten (xup9) mit der Rt von 13,9 min, dessen Identitat nicht
geklart ist (Abb. 25).

Auffallend ist, dass nur 6-TI-MP gebildet wird, dessen Konzentration nach 3 h
maximal ist und bis 24 h fast konstant bleibt. Weitere Metabolite, insbesondere
das Di- und Triphosphat waren zu keinem Zeitpunkt nachweisbar, so dass
6-TI-MP als Endprodukt des anabolen 6-MP-Stoffwechsels in Erythrozyten

angesehen werden muss.

5a) 6-Mercaptopurinribosid

In Analogie zu den Ergebnissen nach der Inkubation von 6-TG-R sieht man in der
Abb. 26, dass das eingesetzte 6-MP-Ribosid bereits wahrend der Vorbereitung der
Inkubation und des Denaturierens zum Zeitpunkt 0 h zum Uberwiegenden Teil in
6-MP [11] sowie 6-TI-MP [13] umgesetzt wurde. Nach 3 und 24 h waren nur noch

kleine Mengen 6-MP-R nachweisbar. In Analogie zur Inkubation von Erythrozyten
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mit 6-MP fand sich auch bei der Inkubation des 6-MP-R nur 6-TI-MP aber kein Di-
oder Triphosphat.
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Abb. 26: Inkubation von Erythrozyten mit 6-MP-R. 200 pl gepackte
Erythrozyten wurden mit 60 ymol/l 6-MP-R fiir 0, 3 und 24 h inkubiert. Die
Nummerierung der Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2b angegebenen
Ziffern.

Neben 6-TI-MP entstanden zeitabhangig in sehr geringen Mengen drei weitere
Metaboliten xup7, Xup8 und xup9 mit Rt von 7,7 min, 9,9 min und 13,9 min. Der
unbekannte Peak xyp9 mit der Rt von 13,9 min konnte ebenfalls bei der Inkubation

von 6-Mercaptopurin beobachtet werden.

5b) Zeitlicher Verlauf des Stoffwechsels von 6-Mercaptopurinribosid

Der zeitliche Verlauf des Metabolismus von 6-MP-R ist in der Abb. 27 zusammen-
gefasst. Dargestellt ist die Menge des 6-TI-MP sowie der unbekannten
Metaboliten xup7, xmp8 und xwp9.

Deutlich erkennbar ist der sehr schnelle Umsatz des 6-MP-R, welches nur bis zum
Inkubationszeitpunkt 3 h nachweisbar war. Nach 3 h hatte 6-TI-MP sein Maximum
erreicht, dass sich auch bis 24 h nicht wesentlich anderte. Von den unbekannten

Metaboliten xup7, xwp9 und xuyp9 nahm die gebildete Menge der ersten beiden
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Peaks kontinuierlich zu, wahrend der Peak xup7 nur zu den Inkubations-

zeitpunkten 3 und 12 h deutlich nachweisbar war, nicht jedoch nach 24 h.
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Abb. 27: Zeitlicher Verlauf der Entstehung von 6-TI-MP und den
unbekannten Peaks xyp7-9 nach 24 h Inkubation von Erythrozyten mit
6-MP-R.

5c¢) Bildungsgeschwindigkeit von 6-Thioinosin-5’-Monophosphat

Um die Unterschiede in der Geschwindigkeit der Aufnahme und Metabolismus von
6-MP und 6-MP-Ribosid aufzuklaren, wurde die Inkubation wahrend der ersten 3 h
in kurzen Zeitintervallen wiederholt.

Aus den Kurvenverlaufen der Abb. 28 ist deutlich erkennbar, dass sich 6-TI-MP
bei der Inkubation von Erythrozyten mit 6-MP-R wesentlich schneller bildet. Nach
10 min Inkubation war aus 6-MP-R 47 % mehr 6-TI-MP gebildet als aus 6-MP.
Nach 45 Minuten war die aus 6-MP-R gebildete Menge an 6-TI-MP um 12 %
groler; dieser Unterschied blieb Uber den Rest des untersuchten Zeitraumes in

etwa gleich.
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Abb. 28: Bildungsgeschwindigkeit von 6-TI-MP nach Inkubation von
Erythrozyten mit jeweils 6 umol/l 6-MP und 6-MP-R fiir O bis 3 h.

6a) Inkubation von Erythrozyten mit 6-Methylmercaptopurin

Aus 6-MP kann durch Methylierung an der Thiolgruppe der Metabolit
6-MMP entstehen, welcher ebenfalls als nicht weiter verstoffwechselbares
Endprodukt angesehen wird (Elion, personliche Mitteilung, 1994). Da nach der
Inkubation von Erythrozyten mit 6-MTG ein zwar langsamer, aber gut
nachweisbarer Umsatz zu weiteren Metaboliten beobachtet wurde, wurden
Erythrozyten ebenfalls mit 6-MMP inkubiert.

Die nach 0, 3 und 24 h erhaltenen Chromatogramme sind in der Abb. 29 wieder-
gegeben. Wahrend nach 3 h Inkubation kein Stoffwechsel beobachtet werden
konnte (kein Auftreten eines neuen Peaks mit mehr als 1 % der Gesamt-,Peak®-
Flache, keine Flachenanderung des 6-MMP), wurde nach 24 h ein deutlicher Peak
gefunden, der nach seiner Lage im Chromatogramm am ehesten dem 6-MMP-MP
[16] entsprach. Auch nach 24 h konnte keine nennenswerte Menge an hdheren
Phosphaten von 6-MMP nachgewiesen werden (Retentionszeiten der Referenz-
substanzen liegen bei 14,5 min fur 6-MMP-DP und 17,1 min fur 6-MMP-TP). Zu

dieser Zeit war in den Chromatogrammen ein Peak von 6-MMP-R [15] bei der Rt
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von 7,2 min nachweisbar, dessen Flache etwa 4 % vom inkubierten 6-MMP
ausmachte. Ferner entsteht nach 24 h ein unbekannter Peak (x”) bei einer Rt von

1,7 min.
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Abb. 29: Chromatogramm des Inkubationsansatzes von Erythrozyten mit
6-MMP. 200 pl gepackte Erythrozyten wurden mit 60 ymol/l 6-MMP far 0, 3
und 24 h inkubiert. Die Nummerierung der Peaks erfolgt nach den in den
Tab. 2b und 2d angegebenen Ziffern. (DTT= Dithiotreitol)

6b) Zeitlicher Verlauf des Stoffwechsels von 6-Methylmercaptopurin

Bei der Inkubation von Erythrozyten mit 6-MMP konnte ein verzogert einsetzender,
nach 24 h jedoch deutlicher Metabolismus beobachtet werden. Wie in der Abb. 30
zu erkennen ist, fallt in den ersten 3 h der Gehalt an 6-MMP um 10 % ab, bleibt
aber bis 12 h weitgehend konstant. Nach 6 h wurde eine Phosphoribosylierung
des 6-MMP beobachtet (0,6 % des Gesamtgehaltes). Nach 24 h wurde neben
dem zugesetzten 6-MMP auch das 6-MMP-MP nachgewiesen, das etwa 56 % der
eingesetzten 6-MMP-Menge entsprach. Daneben war nach 24 h 4 % der Gesamt-
menge an 6-MMP als 6-MMP-R sichtbar.
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Abb. 30: Zeitlicher Verlauf der Entstehung von 6-MMP-MP nach 24 h
Inkubation von Erythrozyten mit 6-MMP.

7a) 6-Methylmercaptopurinribosid

Die nach 0, 3 und 24 h Inkubation mit 6-MMP-R erhaltenen Chromatogramme sind
in der Abb. 31 Ubereinander gelegt. Zum Zeitpunkt O h ist das 6-MMP-R [15] und
das sehr schnell entstandene 6-MMP-MP [16] zu sehen. Nach 3 h ist kein
6-MMP-R mehr nachweisbar. Wie zu erkennen ist, wird das 6-MMP-R nicht in
6-MMP gespalten. Nach 24 h Inkubation fallt auch die Menge an 6-MMP-MP ab,
wobei zu diesem Zeitpunkt 6-MMP-DP [17] und 6-MMP-TP [18] in kleinen Mengen
zu sehen sind. Die Flachen der beiden Phosphate machen jedoch nur 7 % der
Flache vom 6-MMP-MP aus.
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Abb. 31: Inkubation von Erythrozyten mit 6-MMP-R. 200 pl gepackte
Erythrozyten wurden mit 60 ymol/l 6-MMP-R flr 0, 3 und 24 h inkubiert.

Die Nummerierung der Peaks erfolgt nach den in den Tab. 2b und 2d

angegebenen Ziffern. (DTT= Dithiotreitol)

7b)  Zeitlicher Verlauf des Stoffwechsels von 6-Methylmercapto-

purinribosid

Der zeitliche Verlauf der Bildung von 6-MMP-MP aus 6-MMP-R unterscheidet sich
deutlich von dem nach Inkubation mit 6-MMP. Bereits zum Zeitpunkt O h liegt 50 %
des zugesetzten 6-MMP-R im Ansatz als 6-MMP-MP vor. Nach 3 h ist kein
6-MMP-R mehr nachweisbar, die ,Peak“-Flache des 6-MMP-MP nahm um weitere
50 % gegenuber dem Zeitpunkt 0 h zu. Auch nach 12 h war der Wert in etwa

konstant geblieben. Nach 24 h Inkubation fallt das Monophosphat um 21 % ab.
6-MMP-MP ist der wesentliche Metabolit, auch wenn 6-MMP-DP und 6-MMP-TP

deutlich nachweisbar sind, so sind diese beiden Metaboliten nur in geringen

Konzentrationen vorhanden (Abb. 32).
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Abb. 32: Zeitlicher Verlauf der Entstehung der 6-MMP-MP nach 24 h
Inkubation von Erythrozyten mit 6-MMP-R.

8) 6-Thioxanthin

6-TX ist ein Abbauprodukt des 6-TG, welches durch Guanylatdesaminase aus
dem 6-TG entsteht. Unklar ist jedoch, ob 6-TX, ahnlich wie 6-TG oder
6-MP ein Substrat der HGPRT ist. Um dies zu prufen, wurden Erythrozyten mit
6-TX fir 0 bis 24 h inkubiert. Die nach 0, 3 und 24 h erhaltenen Chromatogramme
sind in der Abb. 33 wiedergegeben.

Zum Zeitpunkt 0 h sind das zugegebene 6-TX sowie ein weiterer unbekannter
Peak erkennbar (mit Stor-,Peak” markiert). Nach 3 h Inkubationszeit entstand ein
grolRerer Peak unbekannter Struktur, mit einer Rt von 9,7 min [xrx11], dem sich
nach 24 h ein zweiter Peak [x1x10] mit einer Rt von 4,7 min hinzugesellte.

Alle beobachteten Peaks enthalten wahrscheinlich eine Thiolgruppe, da keine
Peaks gefunden werden, wenn die 24 h Probe ohne PCRE chromatographiert
wird. Um zu untersuchen, ob diese unbekannten Peaks mogliche Nukleotid-
phosphate sind, wurde die nach 24 h erhaltene Probe mit saurer Phosphatase (EC

3.1.3.2) inkubiert, wodurch die Nukleotide zu dem Ribosid gespalten werden.
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Nach dieser Inkubation waren die Peaks xtx11, xrx12 und xtx13 nicht mehr
nachweisbar. Der Peak x1x10 blieb jedoch erhalten und vergréflierte seine Flache.
Daraus kann geschlossen werden, dass 6-TX in Erythrozyten zu 6-TX-MP (x1x11)
und in geringen Mengen zu Di- (xrx12) und Triphosphat (xtx13) verstoffwechselt

wird, aus dem beim Abbau das 6-Thioxanthosin (xrx10) entsteht.
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Abb. 33: Inkubation von Erythrozyten mit 6-TX. 200 ul gepackte Erythro-
zyten wurden mit 60 pmol/l 6-TX fir 0, 3 und 24 h inkubiert. Die Nummerie-

rung der Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2c angegebenen Ziffern.

9) 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat und 6-Thioguanosin-5’-Triphosphat

Bei der Inkubation von Erythrozyten (n=2) mit 6-TG-DP und 6-TG-TP konnten
nach 60 min und 90 min Inkubationszeit keine aufgenommenen 6-TGN in den
Erythrozyten nachgewiesen werden. Das Chromatogramm (Abb. 34b) sieht fast
identisch wie das Chromatogramm von Kontrollerythrozyten aus, die ohne die
Nukleotide inkubiert wurden (Abb. 34a). Nur in dem vor (Abb. 34c) und nach (Abb.
34d) der Inkubation abgenommenen Inkubationspuffer wurden die Nukleotide

gefunden.
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Somit nehmen Erythrozyten 6-TG-DP und 6-TG-TP nicht auf, auch findet kein

wesentlicher Metabolismus im Inkubationspuffer aul3erhalb der Erythrozyten statt.
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Abb. 34a zeigt ein Leerwert-Chromatogramm,
bei dem Erythrozyten ohne Zusatz von 6-TG-DP
und -TP fir 60 min inkubiert und mit der
»Nukleotid“-Methode nach der

bestimmt wurden.

Proteinfallung

Abb. 34b zeigt ein Chromatogramm, bei dem
Erythrozyten mit 6-TG-DP und -TP fir 60 min
inkubiert und mit der ,Nukleotid“-Methode nach

der Proteinfallung bestimmt wurden.
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Abb. 34c zeigt ein Chromatogramm des Inku-
bationspuffers mit 6-TG-DP und -TP vor der

Inkubation.

4.3.

4.3.1. Eingesetzte Zelllinien

Abb. 34d zeigt ein Chromatogramm des Inku-
bationspuffers mit 6-TG-DP und -TP nach der

Inkubation.

Inkubation von Zelllinien mit 6-MP und 6-TG

Der Stoffwechsel von 6-Mercaptopurin und 6-Thioguanin durch andere Zellen als

Erythrozyten ist schlecht untersucht, obwohl z. B. Knochenmark, Leber und Niere
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Hauptorte der pharmakologischen Wirkung und der Nebenwirkungen sind. Aus
diesem Grunde wurden Zellkulturen aus verschiedenen Organen mit 6-TG bzw.
6-MP inkubiert und die hierbei entstandenen Metaboliten durch HPLC bestimmt.
Dunndarmepithelzellen (1-407) und Leberzellen (Hep-G2) wurden als Organe der
Resorption und des prasystemischen Metabolismus und Nierenepithelzellen (LLC-
MK2) als Ausscheidungsorgan verwendet. Diese Organe spielen fir die
Pharmakokinetik eine wesentliche Rolle. Als Zelllinien von haufig auftretenden
Tumoren wurden Colon- (CaCo-2), Ovarial- (Ovcar-3) und Prostatakarzinomzellen
(PC-3) untersucht. Als Zelllinien von Organen, die nicht mit der Wirkung oder
Toxizitat von Thiopurinen in Verbindung gebracht werden, wurden Neben-
nierenrindenzellen (NCI H 295), Corneaepithelzellen (HEC) und Herzmyoblasten
(H9C2) eingesetzt.

Mit der Methode von Kroplin et al. (1998) wurde die TMPT-Aktivitat in diesen Zell-
linien gemessen. Die Ergebnisse sind in der Tab. 12 zusammengestellt.
Bemerkenswert ist insbesondere die relativ hohe TMPT-Aktivitat in den Tumor-
zellen, die zwischen 160 mU/10° Zellen in Ovarialkarzinomzellen und 360 mU/10°
Zellen in Prostatakarzinomzellen liegt. Auch in Corneaepithelzellen findet sich mit
140 mU/10° Zellen eine vergleichsweise hohe TMPT-Aktivitit. Erythrozyten
besitzen mit 1,5 mU/10° RBC im Vergleich eine niedrige TMPT-Aktivitat.

Tabelle 12: TPMT-Aktivitat in den verwendeten Zelllinien. Die TPMT-Aktivitat der untersuchten
Zelllinien wurde mit der Methode von Kroéplin et al. (1998) gemessen. Die erhaltenen Werte

wurden zur Normierung auf 10° Zellen bezogen.

Zelllinien
LLC- OVCAR NCI H
MK2 3 PC-3 295 I-407 | CaCo-2 | Hep G2 HEC H9C2
TPMT-Aktivitat
(mU)/106 Zellen 468 160 360 32 273 310 138 140 n.g.

4.3.2. Humane Intestinalzellen (1-407)

Humane intestinale Zellen weisen eine sehr hohe Stoffwechselaktivitat auf.
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a) Inkubation von humanen Intestinalzellen mit 6-TG

Um den Stoffwechsel von 6-TG in Intestinalzellen zu untersuchen, wurden diese
mit 4,2 umol/l 6-TG inkubiert. Die Abb. 35 zeigt die nach 0, 6 bzw. 24 h erhaltenen
Chromatogramme. Zum Zeitpunkt 0 h war bereits 6-TG-MP [3] nachweisbar. Nach
6 h war dieser Anteil nur wenig weiter angestiegen. Auffallig ist, dass nur geringe
Mengen an 6-TG-DP [4] und 6-TG-TP [5] bei 6 bzw. 24 h gefunden wurden.

In den Dunndarmepithelzellen wurden gréRere Mengen an methylierten Metabo-
liten gefunden. Nach 6 h sind deutliche Peaks an 6-MTG [6] sowie den
Nukleotiden 6-MTD-DP [9] und 6-MTG-TP [10] erkennbar.

Far die Quantifizierung von 6-Methylthioguanosin-Nukleotiden muss berucksichtigt
werden, dass 6-MTG-TP nur 30 % der Fluoreszenzintensitat von 6-TG aufweist;
dementsprechend ist die absolute Menge dieser Metaboliten wesentlich hoher, als
es aus der ,Peak“-GrofRe der Abb. 25 erkenntlich ist. So ist die Absolutmenge an
6-MTG-R [7] groRer als die Menge an 6-TG [1].
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Abb. 35: Inkubation von humanen Intestinalzellen mit 6-TG. Die Zellen
wurden mit 4,2 ymol/l 6-TG fiir 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerierung der

Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2a angegebenen Ziffern.
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Nach 24 h sind keine 6-Thioguanosin- und 6-Methylthioguanosin-Nukleotide mehr
nachweisbar, auch der Peak von 6-MTG-R [7] war um 65 % reduziert. Stattdessen
entstanden 6-MTG [6], 6-TX [19] und zwei unbekannte Peaks x17 und x18 (Rt 3,5
und 8,0 min), die auch bei Hepatomazellen (Hep G2) nachweisbar waren. Peak

x20 (Rt 8,3 min) war in anderen untersuchten Zelllinien nicht aufgetreten.

b) Inkubation von humanen Intestinalzellen mit 6-MP

Dudnndarmepithelzellen wurden mit 60 pmol/l 6-MP flr 0 bis 24 h inkubiert. Die bei
0, 12 und 24 h erhaltenen Chromatogramme sind in der Abb. 36 wiedergegeben.
Bereits zum Zeitpunkt 0 h waren geringe Mengen an 6-TI-MP [13] nachweisbar;
dieser Metabolit war nach 12 h auf die 5-fache Menge angestiegen. Gleichzeitig
entstanden kleine Mengen an 6-TG-MP [3] und -DP [4] als Konversionsprodukte
des 6-Mercaptopurins.

Auch 6-MP-R [12] war nach 12 h nachweisbar. Nach 24 h war kein 6-TG-DP [4]
mehr zu sehen. Als wesentliche Produkte wurden grofiere Mengen an 6-TI-MP
[13] und 6-MP-R [12] gefunden. Daneben war 6-TG-MP [3] als Produkt des
Interkonversionsstoffwechsels, sowie grofiere Mengen des Abbauproduktes 8-OH-
6-MP [21] (2,2 min) vorhanden.

Bei allen Zellen, die mit 6-MP inkubiert wurden, wurde parallel zur Fluoreszenz
auch die Absorption bei 290 nm gemessen, um zu sehen, ob 6-MMP und seine
Nukleotide gebildet wurden. In 5 Zelllinien (DuUnndarmepithel-, Nierenepithel-,
Corneaepithel-, Ovarialkarzinom- und Prostatakarzinomzellen) wurden geringere
Mengen (< 1% der Gesamtmenge) an 6-MMP-MP gefunden. Wegen der geringen

Menge sind diese Ergebnisse im folgenden Text nicht aufgefuhrt.
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Abb. 36: Inkubation von humanen Intestinalzellen mit 6-MP. Die Zellen
wurden mit 60 pmol/l 6-MP fir 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerierung der

Peaks erfolgt nach den in der Tabelle 2b angegebenen Ziffern.

4.3.3. Humane Hepatomazellen (Hep G2)

a) Inkubation von humanen Hepatomazellen mit 6-TG

Humane Hepatomazellen wurden mit 4,2 pymol/l 6-TG fur 0 bis 24 h inkubiert. In
der Abb. 37 sind die nach 0, 12 bzw. 24 h erhaltenen Chromatogramme
abgebildet.

Auffallig ist, dass in Hep G2-Zellen - anders als die 1-407-Zellen- zum Zeitpunkt
0 h keine Stoffwechselprodukte nachweisbar waren, nur das eingesetzte
6-TG war im Chromatogramm sichtbar. Auch nach 12 h waren im Vergleich zu
den intestinalen Zellen nur wenige Metaboliten zu erkennen. 6-TG-MP [3] bildete
den Hauptmetaboliten, wahrend die Methylierungsprodukte 6-MTG-DP [9] und
-TP [10] in geringen Mengen nachweisbar waren. Bemerkenswert ist, dass von
den Nukleotiden des 6-TG nur 6-TG-TP [5] an der Nachweisgrenze nachgewiesen
werden konnte. Zwei unbekannte Peaks x18 und x19 (8,0 min und 12,4 min)
waren nach 12 h sichtbar, nicht aber nach 24 h. 6-TG-MP [3] und kleine Mengen

an 6-TG-R [2] waren nach 24 h nachweisbar. Ein unbekannter Peak x17 erschien
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nach 24 h bei Rt von 3,5 min. Im Vergleich zu den Intestinalzellen war der

Metabolismus der Leberzellen gering.
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Abb. 37: Inkubation von humanen Hepatomazellen mit 6-TG. Die Zellen
wurden mit 4,2 ymol/l 6-TG fir 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerierung der

Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2a angegebenen Ziffern.

b) Inkubation von humanen Hepatomazellen mit 6-MP

6-MP [11] war zum Zeitpunkt O h nur als Ausgangssubstanz sichtbar. Nach
3 h waren kleine Mengen an 6-TI-MP [13], 6-TG-MP [3], 6-TG-DP [4] und
6-MP-R [12] nachweisbar. 6-TG-MP [3] nahm nach 24 h zu, 6-TG-DP [4] dagegen
war nicht mehr vorhanden. Daneben entstanden 8-OH-6-MP [21] und zwei unbe-
kannte Peaks (X’ und x”), die zeitlich sehr nah nebeneinander aufgetreten sind
(3,1 min und 3,4 min). Beim Peak mit der Retentionszeit von 3,1 min kdnnte es
sich um 6-TX handeln. Die Gesamtmenge an 6-MP betrug nach 24 h noch 80 %
der Ausgangsmenge, was auf einen geringen Umsatz der Hepatomazellen
schlie®en lasst (Abb. 38).
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Abb. 38: Inkubation von humanen Hepatomazellen mit 6-MP. Die Zellen
wurden mit 60 pmol/l 6-MP fir 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerierung der

Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2b angegebenen Ziffern.

4.3.4. Nierenepithelzellen (LLC-MK2)

a) Inkubation von Nierenepithelzellen mit 6-TG

Nierenepithelzellen nehmen 6-TG [1] schnell auf und verstoffwechseln es zu
Nukleosid und Nukleotiden. Die bei Inkubation der Zelllinien nach 0, 3 und 24 h
erhaltenen Chromatogramme sind in der Abb. 39 Ubereinander dargestellt. Bereits
zum Zeitpunkt 0 h entstand sofort und in groRer Menge das 6-TG-MP [3]. Nach
3 h waren auch das 6-TG-DP [4] und 6-TG-TP [5] in gro3en Mengen nachweisbar,
alle drei Phosphate wurden zu diesen Zeiten in gleichen Mengen gefunden.
Zusatzlich konnten zwei Zusatz-,Peaks” bei 5,4 min [x1] und 5,9 min [x2] beoba-
chtet werden. Auch nach 24 h waren die drei Phosphate in gleichen Mengen in
den Zellen enthalten. Die Flache des Peaks x2 bei Rt von 5,9 min nahm um das
8-fache zu. Kleine Mengen an methylierten 6-TG in Form von 6-MTG-DP [9] und
6-MTG-TP [10] waren zu sehen, wie auch das aus den 6-TGN durch Abspaltung
der Phosphate gebildete 6-TG-R [2] bei 2,5 min.
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Abb. 39: Inkubation von Nierenepithelzellen mit 6-TG. Die Zellen wurden
mit 4,2 pymol/l 6-TG flr 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerierung der Peaks

erfolgt nach den in der Tab. 2a angegebenen Ziffern.

b) Inkubation von Nierenepithelzellen mit 6-MP

6-MP wird durch Nierenepithelzellen nur langsam metabolisiert. In der Abb. 40
sind die nach 0, 3 und 24 h erhaltenen Chromatogramme dargestellt. Zum
Zeitpunkt 0 h fand sich neben 6-MP [11] eine kleine Menge an 6-TI-MP [13]. Nach
3 h erreichte das 6-TI-MP sein Maximum. Daneben waren mit 6-TG-MP [3],
6-TG-DP [4], 6-MP-R [12] auch weitere Produkte des Purinkonversions-
stoffwechsels nachweisbar. Das 6-TG-TP war nicht nachweisbar. Nach 24 h
Inkubation war nur noch 8-OH-6-MP [21] in grolieren Mengen als Abbauprodukt
des 6-Mercaptopurins zu sehen, wahrend alle anderen Metaboliten nur in geringen

Mengen vorhanden waren.
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Abb. 40: Inkubation von Nierenepithelzellen mit 6-MP. Die Zellen wurden
mit 60 pmol/l 6-MP fur 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerierung der Peaks

erfolgt nach den in der Tab. 2b angegebenen Ziffern.

4.3.5. Humane Ovarialkarzinomzellen (Ovcar-3)

a) Inkubation von humanen Ovarialkarzinomzellen mit 6-TG

Die Ovcar-3-Zellen bildeten sehr schnell das 6-TG-MP [3], welches bereits zum
Zeitpunkt 0 h als groler Peak imponierte (Abb. 40). Nach 45 min waren auch
6-TG-DP [4] und -TP [5] als grol3e Peaks nachweisbar.

Nach 24 h Inkubation blieb die Flache des Monophosphates [3] in etwa gleich,
wahrend die Flachen des Di- [4] und Triphosphates [5] jeweils um 23 %
zunahmen. Nach 24 h waren auch 6-MTG-DP [9] und -TP [10] nachweisbar,
ebenso das 6-MTG-R [7]. Der unbekannte Peak x1 war schon nach 45 min zu
sehen, seine Flache nahm mit langerer Inkubationszeit nicht zu. Der Peak x2, der
in Nierenepithelzellen in gleich groen Mengen gebildet worden war, konnte in

Ovcar-3-Zellen nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 41: Inkubation von Ovarialkarzinomzellen mit 6-TG. Die Zellen
wurden mit 4,2 pmol/l 6-TG flr 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerierung der

Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2a angegebenen Ziffern.

b) Inkubation von humanen Ovarialkarzinomzellen mit 6-MP

6-MP wurde durch Ovcar-3-Zellen wesentlich schneller metabolisiert als von den
vorher erwahnten Zelllinien. Die Abb. 42 zeigt die Chromatogramme, die nach 0, 3
und 24 h Inkubation erhalten wurden.

Nach 3 h waren 25 % des zugesetzten 6-Mercaptopurins zu 6-TI-MP [13]
umgesetzt. Auch 6-TG-MP [3] und 6-TG-DP [4] sind nach 3 h entstanden,
allerdings in sehr kleinen Mengen. Nach 24 h fiel das 6-MP [11] stark ab und
6-TI-MP bildete neben geringen Mengen an 6-MP-R [12] den Hauptmetaboliten.
Zusatzlich erschien ein unbekannter Zusatz-,Peak® [x'] bei Rt von 3,2 min; die
Retentionszeit entsprach der des 6-TX. 6-TG-DP [4] war nach 24 h nur noch in

Spuren nachweisbar.
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Abb. 42: Inkubation von Ovarialkarzinomzellen mit 6-MP. Die Zellen
wurden mit 60 pmol/l 6-MP fiir 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerierung der
Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2b angegebenen Ziffern.

4.3.6. Prostatakarzinomzellen (PC-3)

a) Inkubation von Prostatakarzinomzellen mit 6-TG

Auch Prostatakarzinomzellen verstoffwechselten 6-TG [1] sehr schnell zum 6-TG-
MP [3], welches bereits zum Zeitpunkt 0 h nachweisbar war. Nach 3 h konnten alle
spezifischen Phosphate von 6-TG in grollen Mengen nachgewiesen werden
[3, 4, 5]. Daneben fand sich der unbekannte Peak x1, sowie die Methylierungs-
produkte 6-MTG-DP [9] und -TP [10].

Nach 24 h Inkubation waren die Phosphate des 6-TG und des 6-MTG rlcklaufig,
als Abbauprodukte sind das 6-TG-R [2] und 6-MTG-R [7] zu sehen. Bemerkens-
wert war weiterhin, dass, wie in einigen anderen Zelllinien, x1 und x2 als
Metaboliten unbekannter Struktur nachweisbar waren, wobei die Menge an x2
allerdings gering blieb. Abb. 43 gibt die Chromatogramme nach 0, 3 und 24 h

Inkubationszeit wieder.
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Abb. 43: Inkubation von Prostatakarzinomzellen mit 6-TG. Die Zellen
wurden mit 4,2 uymol/l 6-TG fir 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerierung der

Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2a angegebenen Ziffern.

b) Inkubation von Prostatakarzinomzellen mit 6-MP

Die Abb. 44 gibt die Chromatogramme wieder, die nach 0, 3 und 24 h Inkubation
von PC-3-Zellen mit 60 umol/l 6-MP erhalten wurden. Zum Zeitpunkt O h konnte
nur 6-MP [11] nachgewiesen werden. Nach 3 h war zwar eine kleine Menge vom
6-TI-MP [13] gebildet worden, gleichzeitig waren sehr kleine Mengen an 6-TG-MP
[3] und -DP [4] vorhanden. Nach 24 h ist kein 6-TI-MP [13] mehr nachweisbar,
dagegen wurde 6-TG-MP [3] deutlich zu sehen. Die Flache des 6-MP-,Peaks” ist
in dieser Zeit um 45 % abgefallen. 6-MP-R [12] war nach 3 h bereits sichtbar,
seine Flache nahm nach 24 h deutlich zu. Zusatzlich entstand nach 24 h das
Abbauprodukt 8-OH-6-MP [21].
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Abb. 44: Inkubation von Prostatakarzinomzellen mit 6-MP. Die Zellen
wurden mit 60 pymol/l 6-MP fir O bis 24 h inkubiert. Die Nummerierung der

Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2b angegebenen Ziffern.

4.3.7. Humane Colonkarzinomzellen (CaCo-2)

Neben Ovarial- und Prostatakarzinomzellen wurden Colonkarzinomzellen
(CaCo-2) als drittes Beispiel eines Tumors eingesetzt. Auch CaCo-2-Zellen
zeigten einen deutlichen 6-TG-Umsatz; die Abb. 45 zeigt die nach 0, 6 und 24 h

erhaltenen Chromatogramme.

a) Inkubation von humanen Colonkarzinomzellen mit 6-TG

Humane Colonkarzinomzellen bildeten bereits zum Zeitpunkt O h geringe Mengen
an 6-TG-MP [3]. Nach 6 h entstanden neben 6-TG-MP auch 6-TG-DP [4],
6-TG-TP [5] und das 6-TG-R [2]. Eine kleine Menge an 6-MTG-DP [9] und -TP [10]
ist neben 6-MTG-R [7] entstanden. Nach 24 h nahm die Menge an 6-TGN weiter
zu und stellte die Hauptmetabolite dar. Die unbekannten Peaks x1 und x2 konnten
neben 6-TX [19] nach 24 h in kleinen Mengen beobachtet werden.
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Abb. 45: Inkubation von humanen Colonkarzinomzellen mit 6-TG. Die
Zellen wurden mit 4,2 ymol/l 6-TG fur 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerie-

rung der Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2a angegebenen Ziffern.

b) Inkubation von humanen Colonkarzinomzellen mit 6-MP

6-MP wurde von CaCo-2-Zellen nur in geringem Male verstoffwechselt. Die Abb.
46 zeigt die nach 0, 3 und 24 h Inkubation erhaltenen Chromatogramme.

Zum Zeitpunkt 0 h entstand eine kleine Menge an 6-TI-MP [13]. Ein Zusatz-
.Peak” [x] bei 8,1 min war nur beim Zeitpunkt 0 h sichtbar. Nach 3 h vergroRlerte
sich die Flache des 6-TI-MP um 46 %; das 6-TI-DP und -TP waren jedoch nicht
nachweisbar. Zugleich konnte das 6-MP-R [12] nachgewiesen werden.

Nach 24 h ist kein 6-TI-MP mehr sichtbar, 6-MP-R nahm in der Zeit zu und war
neben dem 8-OH-6-MP [21] als Hauptmetabolit zu sehen. Kleine Mengen an
6-TG-MP [3] waren sichtbar, jedoch kein 6-TG-DP und -TP. Innerhalb von 24 h
nahm die 6-MP-Menge um insgesamt 55 % ab.
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Abb. 46: Inkubation von humanen Colonkarzinomzellen mit 6-MP. Die
Zellen wurden mit 60 umol/l 6-MP fur 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerie-

rung der Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2b angegebenen Ziffern.

4.3.8. Humane Nebennierenrindenzellen (NCI H 295)

Humane Nebennierenrindenzellen, Corneaepithelzellen und Herzmyoblasten-
zellen wurden als Beispiele flr Zellen untersucht, die weder zu den Zielzellen der
Thiopurinwirkungen gehoéren, noch von denen ein groRerer Stoffwechsel erwartet

wird.

a) Inkubation von humanen Nebennierenrindenzellen mit 6-TG

Die humanen Nebennierenrindenzellen zeigten einen ausgepragten Stoffwechsel
des 6-TG. In der Abb. 47 sind die nach Inkubationszeiten von 5 min, 3 und
24 h erhaltenen Chromatogramme zusammengestellt. Bereits nach 5 min war die
Masse des 6-TG zu Metaboliten umgesetzt; die Nukleotidphosphate
6-TG-MP [3], -DP [4] und -TP [5] sind gut zu erkennen. Auch der in Erythrozyten
und in mehreren anderen Zelllinien gefundene unbekannte Peak x1 war schon
nach 5 min in groReren Mengen gebildet. Nach 3 h war 6-TG-R [2] als weiterer

Metabolit nachweisbar.



4. Ergebnisse 84

1 3 x1 4 5
g1 1 ﬂ
2 | ——0,08 h
o 2
SE ——3h
= N
gé ——24 h
0
e
(o]
ol I 10

00 25 50 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0
Zeit (min)

Abb. 47: Inkubation von humanen Nebennierenrindenzellen mit 6-TG. Die
Zellen wurden mit 4,2 pymol/l 6-TG fir 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerie-

rung der Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2a angegebenen Ziffern.

Alle drei 6-Thioguanosin-Nukleotide wurden bei untersuchten Inkubationszeiten
von 3 und 24 h in gleichen Verhaltnissen gebildet. Eine sehr kleine Menge an
6-MTG-TP [10], die unter 1 % lag, wurde nach 3 und 24 h nachgewiesen.
Nebennierenrindenzellen nahmen 6-TG also schnell auf und verstoffwechselten
dieses zum Nukleosid und den Nukleotiden mit einer den Nierenepithelzellen oder
Prostatakarzinomzellen vergleichbaren Geschwindigkeit. Der oxidative Abbau
oder der Umsatz zu Metaboliten noch unbekannter Struktur verlaufen dagegen
langsamer und sind hier nur als untergeordnete Stoffwechselwege anzusehen
(6-TX, [19]).

b) Inkubation von humanen Nebennierenrindenzellen mit 6-MP

Wie bei den meisten anderen untersuchten Zellen haben auch Nebennieren-
rindenzellen 6-MP nur langsam umgesetzt (Abb. 48). Zum Zeitpunkt O h war nur
sehr wenig 6-TI-MP [13] entstanden, welches erst nach 3 h den Hauptmetaboliten
darstellte. Daneben wurden nach 3 h 6-TG-MP [3] und 6-TG-DP [4] identifiziert.
Nach 24 h war kein 6-TI-MP mehr nachweisbar, dafur war jetzt 6-MP-R [12] und
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6-TG-MP in gréReren Mengen vorhanden. Zudem war nach 24 h 8-OH-6-MP [21]

entstanden.
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Abb. 48: Inkubation von humanen Nebennierenrindenzellen mit
6-MP. Die Zellen wurden mit 60 pmol/l 6-MP fir 0 bis 24 h inkubiert. Die
Nummerierung der Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2b angegebenen
Ziffern.

4.3.9. Humane Corneaepithelzellen (HCE)

Humane Corneaepithelzellen kommen auch bei 6-TG behandelten Patienten
kaum mit 6-TG in Kontakt. Auf3erdem teilen sich diese Zellen normalerweise nur
langsam und haben von daher keinen gro3en endogenen Purin-Metabolismus.
Daher stellen diese Zellen ein Beispiel fur einen Zelltyp mit nur geringer Thiopurin-

Exposition in behandelten Patienten dar.
a) Inkubation von humanen Corneaepithelzellen mit 6-TG
Wie auch in anderen Zelllinien war bereits nach 0 h Inkubation ein betrachtlicher

Anteil des 6-TG zum 6-TG-MP [3] umgewandelt; auch das 6-TG-R [2] ist
nachweisbar (Abb. 49).



4. Ergebnisse 86

12 36 S)
R | | —0h
2 . ——6h
()
0= x2 ——24 h
= N J x1
o <
° 2 j
9 7
g 9 10
=2
E-_M

00 25 50 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0
Zeit (min)

Abb. 49: Inkubation von humanen Corneaepithelzellen mit 6-TG. Die
Zellen wurden mit 4,2 pymol/l 6-TG flt 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerie-

rung der Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2a angegebenen Ziffern.

Nach 6 h waren 6-TG-MP [3], 6-TG-DP [4] und 6-TG-TP [5] in gleich groRRen
Mengen gebildet worden. Auch 6-Thioguanosin [2] und die Produkte der
S-Methylierung, 6-MTG-R [7], 6-MTG-DP [9] und -TP [10] waren nach 6 h deutlich
erkennbar, nicht aber zu Inkubationsbeginn. Die zwei unbekannten Substanzen x1
und x2 sind vor allem nach 6 h deutlich sichtbar; von x1 nimmt die Gesamtmenge
nach 24 h wieder ab.

Nach 24 h sind keine Di- und Triphosphate des 6-Thioguanosins und 6-Methyl-
thioguanosins mehr nachweisbar. Das 6-TG-MP [3] war ebenso wie 6-TG-R [2]
und der unbekannte Peak x1 wesentlich kleiner. In den groften Anteilen werden
nach 24 h das 6-MTG [6] und das 6-MTG-R [7] sichtbar.

b) Inkubation von humanen Corneaepithelzellen mit 6-MP
Der 6-MP-Metabolismus durch Corneaepithelzellen unterschied sich nicht

wesentlich von demjenigen der anderen untersuchten Zelllinien. Zum Zeitpunkt O h

entstand bereits eine kleine Menge an 6-TI-MP [13]. Nach 3 h war dieser Peak um
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das 5-fache groRer; gleichzeitig entstand 6-MP-R [12]. Die Konvertierungs-
produkte von 6-MP, die durch Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase und
Guanosin-Monohydrat-Dehydrogenase zu den 6-Thioguanosin-Derivaten ent-
standen sind, waren nach 6 h ebenfalls sichtbar, namlich das 6-TG-MP [3] und
6-TG-DP [4].

Nach 24 h war kein 6-TI-MP mehr nachweisbar, auch das 6-TG-DP war nicht
mehr zu sehen. Die Flache des 6-TG-MP blieb dagegen konstant und 6-MP-R [12]
war vermehrt sichtbar. Zusatzlich entstand 8-OH-6-MP [21]. Innerhalb von 24 h
nahm die 6-MP-Menge um 57 % ab (Abb. 50).
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Abb. 50: Inkubation von humanen Corneaepithelzellen mit 6-MP. Die
Zellen wurden mit 60 ymol/l 6-MP flr 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerie-

rung der Peaks erfolgt nach den in der Tab. 2b angegebenen Ziffern.

4.3.10. Herzmyoblasten (H9C2)

a) Inkubation von Herzmyoblasten mit 6-TG

Zum Zeitpunkt 0 h war das 6-TG-MP [3] bereits entstanden (Abb. 51). Nach 6 h
waren alle Nukleotide [3, 4, 5] und das 6-TG-R [2] als Produkte der metabolischen
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Aktivierung zu erkennen, daneben die unbekannten Substanzen x1 und x2 sowie
6-TX [19] als Abbauprodukt.

Nach 24 h konnte fast ausschliel3lich 6-MTG [6] beobachtet werden, wahrend die
Nukleotide des 6-Thioguanosins und des 6-Methylthioguanosins sowie die unbe-

kannten Peaks x1 und x2 nicht mehr zu erkennen waren.
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Abb. 51: Inkubation von Herzmyoblasten mit 6-TG. Die Zellen wurden mit
4,2 ymol/l 6-TG fur O bis 24 h inkubiert. Die Nummerierung der Peaks

erfolgt nach den in der Tab. 2a angegebenen Ziffern.

b) Inkubation von Herzmyoblasten mit 6-MP

Wie bei anderen Zellen wurde 6-MP auch durch Herzmuskelzellen nur zu wenigen
Produkten umgesetzt. Bereits zum Zeitpunkt O h war eine kleine Menge zu
6-TI-MP [13] metabolisiert, die Flache des Peaks von 6-TI-MP war bereits nach
90 min um den Faktor 12 grofRer. Zu diesem Zeitpunkt wurden aber nur kleine
Mengen an weiteren Stoffwechselprodukten beobachtet.

Nach 24 h nahm die Flache des 6-TI-MP fast auf Null wieder ab. Neben 6-TG-MP
[3] entstand das 6-MP-R [12] und 8-OH-6-MP [21] und kleine Mengen an 6-TX
[19].
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Nach 24 h Inkubation konnte eine starke Abnahme von 6-MP [11] um 80 %
zugunsten des 8-OH-6-MP [21] beobachtet werden. Die Chromatogramme nach 0,
1,5 und 24 h Inkubation sind in der Abb. 52 wiedergegeben.
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Abb. 52: Inkubation von Herzmyoblasten mit 6-MP. Die Zellen wurden mit
60 pmol/l 6-MP fir 0 bis 24 h inkubiert. Die Nummerierung der Peaks

erfolgt nach den in der Tab. 2b angegebenen Ziffern.

4.3.11. Metabolisierungswege von 6-TG und 6-MP durch die

verschiedenen Zelllinien

Leider war eine Quantifizierung der einzelnen Metaboliten nicht moglich, da ihre
Fluoreszenzintensitat unbekannt war und in einigen Fallen die ,Peak“-Spitzen
oberhalb des Messbereiches lagen. AuRerdem war die Zellzahl im Inkubations-
ansatz bei den verschiedenen Zelllinien nicht einheitlich. Die folgenden
Ausflhrungen mussen deshalb unter dieser Einschrankung gesehen werden.

In den Tab. 13 und 14 werden die in den Inkubationsansatzen gefundenen
Metaboliten unterteilt in Hauptmetabolit (H), Nebenmetabolit (N; ,Peak“-Flache =
20 % der des Hauptmetaboliten) und Spurenmetabolit (S; ,Peak“-Flache < 20 %

des Hauptmetaboliten).
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Die Gegenuberstellung der Stoffwechselwege lasst einige Gemeinsamkeiten aller
Zellen bzw. der drei Zellgruppen erkennen. In allen Zelllinien findet eine schnelle
Aufnahme von 6-TG in den Nukleotid-Pool als 6-TG-MP statt. Wahrend die
Phosphorylierung zum 6-TG-TP in den meisten Zellen einen Hauptstoffwechsel-
weg darstellt, trifft dies interessanterweise fur intestinale und epitheliale Zellen
nicht zu.

Auch wenn die Menge wesentlich geringer ist, so fallt doch auf, dass die beiden
unbekannten Peaks x1 und x2 in 1-407- und Hep G2-Zellen in den kleinsten
Mengen gebildet werden und damit der kleineren Bildung des 6-TG-TP parallel
laufen. 6-TX als Abbauprodukt des 6-Thioguanin-Stoffwechsels findet sich in
Herzmyoblasten, Nebennierenrinden-, Dunndarmepithel- und Colonkarzinom-
zellen wieder. Die letzten beiden Zelltypen entstammen dem Darmtrakt (Dunn-
und Dickdarm).

Bemerkenswert ist ebenfalls die Parallelitdt zwischen der Aktivitat der TPMT und
der Methylierung von 6-TG zu den 6-MTG-Metaboliten. Auch wenn die Di- und
Triphosphate des 6-MTG in keiner Zelllinie als Hauptmetaboliten nachgewiesen
werden konnten, so fanden sich doch hohe Anteile in Leber- und Dinndarm-
epithelzellen, sowie auffalligerweise in den Corneaepithelzellen. In den Zellen mit
der geringsten TPMT-Aktivitat (Nebennierenrindenzellen) war dagegen 6-MTG-TP

nur in kleinen Mengen nachweisbar.

Tab. 13: Vergleich der Metabolisierung von 6-TG durch Zellkulturen. Die Zuordnung erfolgt
im Vergleich zum gréRten Peak (Hauptmetabolit) aller Metaboliten in derselben Zelle.
H= Hauptmetabolit; N= Peaks mit mehr als 20 % der Flache des Hauptmetaboliten
(Nebenmetabolite); S= Peaks mit weniger als 20 % der Flache des Hauptmetaboliten

(~Spurenmetabolite”).

407 | P | LLE- | [OVERr] pe.3 Icaco-g| | NG | HEC | Hoc2
l6-TG-R - | s | s s N N N N N
|6-TG-MP N | H | H H N H H H N
|6-TG-DP s | s | N N N N N N N
le-Te-TP s | s | N N H N N N H
lunb. x1 S - N S N S N N N
Iunb. x2 - - N - S S - S S
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a07 | TP | LLE | [OVERr] pe.3 Icaco-g] | NG | HEC | Hoc2
l-MTG Ho| - | - : : : i N N
|&MTGR Nl - | - s N s i N i
|6-MTG-MP A : : i i i i
|6-MTG-DP N | s | s s N s i s s
|&MTGJP N | s | s s s s s s s
kqx N |- ] - : : s s i s

Ahnlich gestalteten sich die relativen Verhaltnisse des 6-MP-Umsatzes (Tab. 14).
Alle Zelllinien verstoffwechselten 6-MP zum 6-TI-MP, aus dem in der Zeit 6-MP-R
entstand, aulder den Leberzellen. Als weiteres Abbauprodukt wird 8-OH-6-MP in
grolien Mengen in allen Zelllinien gefunden, aulder in den Ovarialkarzinomzellen.
6-TX konnte in den Leberzellen, Ovarialkarzinomzellen und den Herzmyoblasten

nachgewiesen werden. In geringer Menge bildeten alle Zelllinien 6-TG-MP uber

den Purininterkonversionsstoffwechsel.

Tab. 14: Vergleich der Metabolisierung von 6-MP durch Zellkulturen. Die Zuordnung erfolgt

im Vergleich zum grofdten Peak (Hauptmetaboliten) aller Metaboliten in derselben Zelle.

H= Hauptmetabolit; N= Peaks mit mehr als 20 % der Flache des Hauptmetaboliten

(Nebenmetabolite); S= Peaks mit weniger als 20 % der Flache des Hauptmetaboliten

(~Spurenmetabolite®).

Hep | LLC- Ovcar- NCI
1-407 G2 | MK2 3 PC-3 |CaCo-2 H 295 HEC | H9C2
|6-MP-R H N N S H H N N S
|6-TI-MP N S H H S N H H H
I8-0H-6-MP N H N - N N N N N
- S S S - - S -

|6-MMP-MP S

|6-MMP-DP -

|6-MMP-TP -
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407 | P | LLC | [OVER) pe.3 Icaco-2 | NG | HEC | Hoc2
l6-TG-mP N | N | s s s s N s s
|6-TG-DP s | s | s s s i s s ;
|6-TG-TP i i : i i i i i i
|unb. x1 - - - - - - - - -
|unb. x2 - - - - - - - - -
J6-Tx AV N i i i ; s

Die weitere Phosphorylierung des 6-TG-MP zum -DP findet in allen Zelllinien
aulBer den Darmzellen (CaCo-2) und Herzmyoblasten (H9C2) statt. Die Neben-
nierenrindenzellen bilden die groRten Mengen an 6-TG-MP und 6-TG-DP. In den
Nierenepithel-, Intestinal-, Ovarialkarzinom-, Prostatakarzinom- und Cornea-
epithelzellen lassen sich auch kleine Mengen an 6-MMP-MP nachweisen,
dagegen kein 6-MMP-DP und -TP.

4.4. Vergleich der Ergebnisse gewonnen mit der ,Nukleotid“-
Methode und der ,Erdmann“-Methode aus Blutproben von

ALL-Patienten unter Therapie

4.4.1. 6-Thioguanin

Wie unter Material und Methoden beschrieben, wurde von Patienten, die im
Rahmen der ALL-BFM 2000 Therapiestudie mit 6-TG und 6-MP behandelt
wurden, an 11 definierten Zeitpunkten Blutproben abgenommen und nach Lubeck
per Post geschickt. Hieraus wurden Erythrozytenhamolysate hergestellt und der
Hamoglobingehalt dieser Hamolysate bestimmt. Ein Aliquot der Hamolysate wurde
angesauert und durch 15 min Kochen die Thiopurin-Nukleotide hydrolysiert und

als freie Basen nach der Methode von Erdmann et al. (1990) quantifiziert. In einem
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weiteren Aliquot wurden die Proteine durch Hitzedenaturierung entfernt, und der
klare Uberstand nach Zentrifugation durch HPLC analysiert (,Nukleotid“-Methode).

Die Tab. 15 zeigt die 6-TG-Mengen in den Blutproben eines Patienten, zu
den entsprechenden Zeitpunkten des Therapieprotokolls (ALL-BFM 2000
Therapieprotokoll zur Behandlung von Kindern und Jugendlichen mit ALL).
Nebeneinander dargestellt sind die Ergebnisse, gewonnen mit der Routine-
methode nach Erdmann et al. (1990) und der neu entwickelten ,Nukleotid®-
Methode.

Die Routinemethode liefert die Gesamtsumme der 6-TG-Metaboliten, die
nach der Saurebehandlung zu 6-TG hydrolysiert worden sind. Die ,Nukleotid®-
Methode quantifiziert alle Metaboliten getrennt. Fur die Summe des 6-TG wurden
alle Nukleotide des 6-Thioguanosins zusammengefasst. In den Chromato-
grammen der Patientenproben, wie auch in vielen Inkubationsversuchen von
Erythrozyten und Zellen mit 6-TG, fanden sich zwei unbekannte Peaks (x1 und
x2), die in manchen Patientenproben als groRe Peaks imponierten (bis zu 30 %
der Gesamt-,Peak”-Flache).

Wie man sieht, liefert die direkte Bestimmung der 6-TG-Metaboliten mit der
»Nukleotid“-Methode Uberwiegend héhere Werte im Vergleich zur Routinemethode
nach Erdmann et al. (1990).
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Tab 15: Vergleich der 6-TG-Bestimmung nach Erdmann et al. (1990) mit
der ,Nukleotid“-Methode. Die Ergebnisse der 6-TG-Quantifizierung zu den

angegebenen Therapiezeitpunkten des ALL-Chemotherapieprotokolls sind

exemplarisch am Beispiel eines ALL-BFM 2000 Patienten aufgelistet.

Routinemethode ”N“:I':tlﬁgg:“'

Hb-Gehalt 6-TG 6-TG

Hamolysat ng/g Hb ng/g Hb
Therapiebeginn 4,3 0 0
Ende Protokoll (2) 4,9 515 1271
Beginn Protokoll M 3,8 45 0
Ende Protokoll M 5,6 182 386
Ende Protokoll I11(2)1 49 3656 2864
Beginn Dauertherapie 5,6 684 463
Dauertherapie W55 4.6 590 918
Dauertherapie W62 5 387 624
Dauertherapie W74 4,5 239 372
Dauertherapie W86 49 324 608
Dauertherapie W98 4.8 16 0

Von 20 Patienten der ALL-BFM 2000 Studie wurden fur alle in der Tab. 15

angegebenen Zeitpunkte die Konzentration an 6-TG einmal mit der Routine-

methode nach Erdmann et al. (1990) zum anderen mit der ,Nukleotid“-Methode in

den Blutproben bestimmt. Diese Wertepaare wurden in der Abb. 53 gegen-

einander aufgetragen;

aus den insgesamt

Regressionsgerade und der Korrelationskoeffizient berechnet.

160 Wertepaaren wurde die
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Abb. 53: Zusammenhang zwischen der Konzentration an 6-TG-
Nukleotiden gemessen mit der Routinemethode nach Erdmann et al.
(1990) und der ,Nukleotid“-Methode.

Die Steigung der Regressionsgeraden betragt 1,475 und zeigt, dass im Mittel die
mit der ,Nukleotid“-Methode gemessenen Konzentrationen um diesen Faktor
hoher sind, als sie mit der Routinemethode nach Erdmann et al. (1990) gemessen

werden.

4.4.2. 6-Methylmercaptopurin

Tab. 16 zeigt die 6-MMP-Mengen in den Blutproben eines Patienten zu den
entsprechenden Zeitpunkten des ALL-BFM 2000 Therapieprotokolls, wie sie mit
der Routinemethode nach Erdmann et al. (1990) gemessen wurden im Vergleich
zu den Daten, die mit der neu entwickelten ,Nukleotid“-Methode bestimmt worden

sind.
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Tab. 16: Vergleich der 6-MMP-Bestimmung nach Erdmann et al. (1990) mit der
.Nukleotid“-Methode. Die Ergebnisse der 6-MMP-Quantifizierung zu den ange-
gebenen Therapiezeitpunkten des ALL-Chemotherapieprotokolls sind exempla-

risch am Beispiel eines ALL-BFM 2000 Patienten aufgelistet.

Routinemethode ”Nﬁz:ﬁgg:“'

Hb-Gehalt 6-MMP 6-MMP

Hamolysat ng/g Hb ng/g Hb
Therapiebeginn 4,3 0 0
Ende Protokoll (2) 49 59412 74841
Beginn Protokoll M 3,8 8639 7265
Ende Protokoll M 5,6 5779 6818
Ende Protokoll 111(2)1 4,9 0 0
Beginn Dauertherapie 5,6 0 0
Dauertherapie W55 4,6 48772 59319
Dauertherapie W62 5 45507 58005
Dauertherapie W74 4,5 57676 53360
Dauertherapie W86 4,9 71663 103173
Dauertherapie W98 4.8 11174 18987

In gleicher Weise wie fur 6-TG wurden fur alle Zeitpunkte und fur alle 20 Patienten
die Konzentrationen von 6-MMP mit beiden Methoden unabhangig voneinander
bestimmt. Fur 6-MMP wurde aus 139 Wertepaaren die Regressionsgerade und
der Korrelationskoeffizient berechnet. Die Zahl der Wertepaare ist geringer als fur
6-TG, da am Ende von Protokoll Il bzw. Il und zu Beginn der Dauertherapie kein
6-MMP in den Proben der Patienten vorhanden ist. Die Wertepaare und die
berechnete Regressionsgerade sind in der Abb. 54 wiedergegeben. Die Steigung
der Regressionsgeraden von 0,9813 zeigt, dass statistisch beide Methoden das

gleiche Ergebnis liefern.
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Abb. 54 zeigt den Zusammenhang zwischen der Konzentration an 6-MMP-
Nukleotiden gemessen mit der Routinemethode nach Erdmann et al. (1990)
und der ,Nukleotid“-Methode.

4.4.3. 6-Methylthioguanin

Beim Vergleich der 6-MTG Werte (n=165) liefert die Methode nach Erdmann et al.
(1990) hohere Werte als die ,Nukleotid“-Methode (Abb. 55). Die Steigung der
Regressionsgeraden betragt 0,5872, d. h. die ,Nukleotid“-Methode liefert nur ca.
60 % der mit der Routinemethode nach Erdmann et al. (1990) ermittelten

Konzentration.
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Abb. 55 zeigt den Zusammenhang zwischen der Konzentration an 6-MTG-
Nukleotiden gemessen mit der Routinemethode nach Erdmann et al.
(1990) und der ,Nukleotid“-Methode.
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5. Diskussion

5.1. Optimierung der , Nukleotid“-Methode

Im Rahmen der individuell angepassten Therapie wird als Parameter fir die
Dosierung von 6-Mercaptopurin/Azathioprin die 6-TGN-Konzentration in Erythro-
zyten zunehmend herangezogen. Alle Routineverfahren bedienen sich der Saure-
hydrolyse der Nukleotide/Nukleoside zur freien Base und bestimmen diese dann
als Summe aller vorhandenen 6-TG-Nukleotide/Nukleoside mit HPLC. Analog wird
mit den methylierten Thiopurin-Nukleotiden verfahren (Erdmann et al., 1990;
Dervieux und Bolieu 1998; Erb et al., 2003). Diese Methoden liefern je nach
eingesetzter Saure (Schwefelsaure oder Perchlorsaure), Dauer der Hydrolyse (15
bis 90 min) und zugesetzter Menge an Dithiothreitol sehr unterschiedliche
Ergebnisse (Lowry et al., 2001; Shipkova et al., 2003a; Stefan et al., 2004).

Das Ziel dieser Arbeit war, eine Methode zu entwickeln, mit der ohne
praanalytische Manipulationen die Bestimmung und Quantifizierung der Thio-
purine und ihrer Metaboliten in biologischem Material mdglich ist. Die Methode
sollte robust und ausreichend sensitiv sein, um auch aus geringem Probenmaterial
reproduzierbare Ergebnisse zu liefern. AuRerdem sollten kurze Analysezeiten den
routinemafigen Einsatz ermdglichen.

Die dargestellte Methode erlaubt es, den Stoffwechsel der Thiopurine sowohl
nach in vitro Inkubation als auch bei Patienten unter der Therapie mit
6-Thioguanin oder 6-Mercaptopurin/Azathioprin qualitativ und quantitativ zu
erfassen. Die mit der Methode in einem Analysengang nachweisbaren Metaboliten
umfassen:

- das 6-Thioguanin, 6-Thioguanosin und seine Nukleotide 6-Thioguanosin-5'-
Monophosphat (6-TG-MP), 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat (6-TG-DP) und 6-Thio-
guanosin-5-Triphosphat (6-TG-TP),

- die Produkte der S-Methylierung 6-Methylthioguanin, 6-Methylthioguanosin,
6-Methylthioguanosin-5’-Monophopsphat (6-MTG-MP), 6-Methylthioguanosin-5'-
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Diphosphat (6-MTG-DP) und 6-Methylthioguanosin-5’-Triphosphat (6-MTG-TP),
das 6-Mercaptopurin, 6-Mercaptopurinribosid (6-Thioinosin) und Metabolit
6-Thioinosin-5-Monophosphat (6-TI-MP),

die Methylierungsprodukte 6-Methylmercaptopurin, 6-Methylmercaptopurin-
ribosid und Metaboliten 6-Methylthioinosin-5’-Monophosphat (6-MMP-MP),
6-Methylthioinosin-5’-Diphosphat (6-MMP-DP) und 6-Methylthioinosin-5’-Tripho-
sphat (6-MMP-TP),

die Abbauprodukte 6-Thioxanthin, 6-Thioharnsdure und 8-Hydroxy-
6-Mercaptopurin,

die endogenen Purine Adenin, Adenosin, AMP, ADP, ATP, Guanin,
Guanosin, GMP, GDP, GTP und Hypoxanthin.

Nur in sehr wenigen Fallen lieRen sich zwei Substanzen nicht komplett
trennen, vor allem wenn einer der beiden Peaks grof} ist und ein , Tailing“ aufweist.
So wird nach Inkubation von Zellen mit 6-MP neben 6-Thioinosin-5-Mono-
phosphat (Rt 5,0 min) auch das durch den Purininterkonversionsstoffwechsel
entstandene 6-Thioguanosin-5’-Monophosphat (Rt 4,3 min) gefunden. Das
6-Thioguanosin-5’-Monophosphat (Rt 4,3 min) kann von 6-Methylthioguanin (Rt
4,8 min) uberdeckt werden, das nach 24 h Inkubation mit 6-TG in den Zelllinien
entsteht.

Neben den identifizierten Substanzen fanden sich weitere unbekannte
Substanzen, die wahrend in vitro Inkubation und in vivo bei den Patienten

entstehen und auf weitere, bisher unbekannte Stoffwechselwege hindeuten.

5.1.1. Bisherige Methoden zur Quantifizierung der Thiopurin-Nukleotide

Methoden zur direkten Bestimmung der Thiopurin-Nukleotide wurden von
Zimmerman et al. (1974), Lavi und Holcenberg (1985), Zimm et al. (1987) und
Keuzenkamp-Jansen et al. (1995) publiziert. Alle Verfahren nutzen die HPLC-
Analytik und haben die intakten 6-Thioguanosin-Nukleotide getrennt quantifiziert.
Auch Dooley et al. (1982) beschreiben ein HPLC-Verfahren zur quantitativen
Bestimmung von 6-Thioguanosin-5’-Monophosphat, das allerdings bestenfalls als

Vorversuch gewertet werden kann.
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- Zimmerman et al. (1974) verwendeten die lonenaustauschchromatographie
mit UV-Detektion. Sie konnten mit ihrer Methode das 6-Methylmercapto-
purinribosid und die 6-Methylmercaptopurin-Nukleotide (6-Methylthioinosin-5’-Di-
und das Triphosphat), sowie Adenosin und seine Nukleotide bestimmen. Die
anderen Thiopurin-Nukleotide wurden aufgrund der geringen Menge und der
verwendeten Wellenlange (290 nm) nicht erfasst. Bei einer langen Analysedauer
von 100 min und geringer Empfindlichkeit konnten insgesamt so nur drei
Thiopurin-Metabolite getrennt erfasst werden.

- Lavi und Holcenberg (1985) trennten die Nukleotide mit HPLC auf einer
lonenaustauscher-Saule durch eine Gradienten-Elution. Die Quantifizierung
erfolgte mit UV-Detektion bei 313 nm (6-Thioinosinsdure) und 342 nm
(6-Thioguanosin-Nukleotide). Sie bestimmten nach Inkubation von Erythrozyten
mit 6-TG oder 6-MP das 6-Thioguanosin-5’-Mono-, Di- und Triphosphat bzw. das
6-Thioinosin-5’-Monophosphat. Die verwendete Festphasen-Extraktion der Thio-
purine mit Quecksilbercellulose (mercurial cellulose resin) kann zur Anreichung
genutzt werden und machte es moglich, 6-Thioguanosin-Nukleotide auch in
Erythrozyten von Patienten unter der Therapie mit 6-MP zu bestimmen. Allerdings
werden Methylderivate nicht erfasst. Die Methode ist insgesamt zeitaufwandig,
aullerdem ist Quecksilbercellulose nicht kauflich zu erwerben.

- Zimm und Strong (1987), in einer Weiterentwicklung der Methode von
Zimmerman et al. (1974), benutzten eine ,reversed phase“ Cig-Saule mit
isokratischer lonenpaarchromatographie mit UV-Detektion bei 313 nm und
340 nm. Durch die Verwendung von Tetrabutylammoniumphosphat als lonenpaar-
bildner war eine gute Trennung der einzelnen Nukleotide moglich. Bei einer
Trennzeit von 20 min konnten in Extrakten aus Erythrozyten, malignen peripheren
Monozyten oder malignen Knochenmarkzellen nur 6-Thioguanosin-5’-Mono-
phosphat und 6-Thioinosin-5’-Monophosphat nachgewiesen werden aber keine
anderen Nukleotide. Das Saulenmaterial erlaubte nacheinander nur 6 Analysen-
gange.

- Bei der Methode von Keuzenkamp-Jansen et al. (1995), kdnnen aus einer
Blutprobe in zwei getrennten Extraktions- und Analysengadngen 18 Substanzen

nachgewiesen werden. In beiden Fallen ist eine Gradienten-Elution mit jeweils
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60 min Laufzeit erforderlich, wobei die 6-Thioguanosin-Nukleotide und
6-Methylthioinosin-Nukleotide Uber lonenaustauschchromatographie, die Basen
und Nukleoside Uber eine ,reversed phase” Cig-Saule analysiert werden. Um die
Empfindlichkeit fur 6-TG und seine Metabolite zu erhéhen, verwenden die Autoren
vor der Chromatographie eine Oxidation mit KMnOs und anschliefende
Fluoreszenzdetektion. Da bei der Oxidation die methylierten 6-Thioinosin-
Nukleotide zerstort werden, ist ein zweiter Analysengang der gleichen Probe mit
UV-Detektion (290 nm) erforderlich. Diese Methode ist sehr zeitaufwandig und fur
eine Routineanalytik nicht geeignet.

Im Vergleich zu den oben aufgefihrten Methoden zeichnet sich die von mir
erarbeitete Analytik durch eine wesentlich einfachere Probenvorbereitung aus. Die
Beschrankung auf das Hamolysieren und die Bestimmung des Hb-Wertes im
Hamolysat (in gleicher Weise wie in den Routinemethoden) und der Proteinfallung
durch Hitzedenaturierung lasst es zu, dass eine grofl’e Anzahl von Proben parallel
aufgearbeitet werden kénnen. Durch Verzicht auf eine Sdurebehandlung bleiben
die saurelabilen aber hitzestabilen Nukleoside und Nukleotide erhalten. Die
Optimierung der Saulenmatrix und des Gradienten erlaubt kurze Analysezeiten
von 25 min (Dauer des Gradienten 18 min, Reaquilibrierung der Saule
7 min), so dass uber einen Injektionsautomaten jeden Tag bis zu 50 Proben per
HPLC analysiert werden konnen. Unter der jetzigen apparativen Ausstattung ist
die Auswertung jedoch durch das Nachintegrieren einer Vielzahl von Substanzen
mit einem erheblichen Zeitaufwand verbunden, da pro Analysengang eines
Patienten unter 6-MP Therapie drei Chromatogramme mit jeweils 3 bis 6
Substanzen anfallen. Somit ist die Auswertung der anfallenden Chromatogramme

der zeitlich limitierende Faktor.

5.1.2. Nachséaulenderivatisierung und Fluoreszenzspektroskopie

Die fluoreszenzspektroskopische Bestimmung der Thiopurine durch Kopplung
einer post-column photochemischen Oxidation mit direkt anschliel3ender Fluores-
zenzmessung resultiert in einer sehr niedrigen Nachweisgrenze. Auch in der

Routinemethode nach Erdmann et al. (1990) erfolgt die Detektion von 6-TG durch
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Fluorometrie, allerdings erfolgt die Oxidation durch KMnO4 vor der HPLC-
Auftrennung. Durch die unbegrenzte Mischbarkeit von H,O, in Wasser ist eine
exakte und einfache Dosierung moglich. Die wahrend der photochemischen
Oxidation vermuteten Reaktionen zur Radikalbildung lassen sich wie folgt

zusammenfassen:

Photolyse des Peroxids unter Bildung von OH-Radikalen:
H,O, + hv — 2 OH- [1]

Oxidation der Sulfhydrylgruppe des 6-Thioguanimolekils mit OH-Radikalen:
OH-+R-SH — R-S(OH)--H [2]

Reaktion mit einem weiteren OH- und einer Umlagerung zum Sulfonat:
20H +R-S(OH) -H - R-S03-H [3]

(Nebenreaktion: Reaktion der OH-Radikale mit undissoziertem Peroxid):
OH- + H,O, — H,O + HO,- [4]

Wie aus den Reaktionsgleichungen [2] und [3] erkennbar ist, ist dieser
Reaktionsweg spezifisch fur freie Thiole; bereits bei Methylthiopurinen erfolgt
keine Oxidation zum Hydroxythiol-Radikal, so dass die Aktivierung selektiv ist. Wie
aus den Ergebnissen der H,O,-Titration ersichtlich ist, gibt es ein optimales
Verhaltnis von H,O,-Menge und Reaktionszeit (Abb. 9).

5.1.3. Nachweisgrenze bei fluorometrischer Detektion

Als absolute Nachweisgrenze wird diejenige Substanzmenge bezeichnet, die noch
eindeutig als Peak vom Grundrauschen unterschieden werden kann. Bei einem
Signal-Rauschverhaltnis von 3:1 (Erdmann et al., 1990) betragt sie 0,1 pmol
6-Thioguanin absolut. Sie liegt damit um etwa 200-300 niedriger als in der
Methode von Lennard (1987c, 30 pmol flr 6-TGN und 33 pmol fir 6-TI-MP) oder
Keuzenkamp-Jansen et al. (1995, 20 pmol). Von Dervieux und Bolieu (1998) wird
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eine Nachweisgrenze von 1,8 pmol angegeben, die 18 mal unempfindlicher ist.
Aus der absoluten Nachweisgrenze und dem Blutprobevolumen errechnet sich
eine relative Nachweisgrenze. Bei dem hier aufgegebenen Probenvolumen von
20 pl entspricht die absolute Nachweisgrenze von 0,1 pmol 6-TG einer Konzentra-
tion von 5 nmol/l im Hamolysat.

Vergleicht man die Nachweisgrenzen der Methode nach Erdmann et al. (1990) mit
denen der ,Nukleotid“-Methode, so misst die ,Erdmann“-Methode empfindlicher,
da bei der ,Nukleotid“-Methode die einzeln integrierten Peaks der Nukleoside und
Nukleotide aufsummiert werden mussen, wobei jede einzelne Substanz eine
Nachweisgrenze hat.

Die durch die post-column Oxidation erreichte niedrige Nachweisgrenze ist die
Vorbedingung fur die direkte Analyse, da ohne Extraktionsschritte keine
Anreicherung aus groRReren Blutvolumina mdglich ist. Das geringe Ausgangs-
volumen ermdglicht die Bestimmung der Thiopurine auch aus kleinsten Blut-
mengen, z. B. bei Patienten aus der Padiatrie.

Die direkte HPLC-Analyse ist robust und liefert bei wiederholter Analyse
identischer Proben konstante Werte. Sie weist eine gute Reproduzierbarkeit auf,
was an der niedrigen ,Intraday“-Variabilitat von 1,8 % ersichtlich ist. Die ,Interday*“-
Variabilitdt Gber 40 Tage weist einen Variationskoeffizienten von 6 % auf; die
Proben wurden hierzu bei —20°C eingefroren und direkt vor der Analyse aufgetaut.
Die hier beschriebene Methode erflllt damit die Voraussetzung fur eine Routine-

tauglichkeit, fur die eine Streuung der Messwerte unterhalb 10 % gefordert wird.

5.1.4. Nachweisgrenze der UV-spektrometrischen Detektion

Die Konzentration von 6-Methylthioinosin-Nukleotiden in Blutproben der Patienten
unter Therapie mit 6-Mercaptopurin ist 100 mal hoher als die Konzentration der
6-TG- und 6-MTG-Nukleotide (Prof. H. Iven, unpublizierte Ergebnisse). So ist es
moglich die 6-Methylthioinosin-Nukleotide mit UV-Detektion (290 nm) nachzu-
weisen. Durch parallele Aufzeichnung der Absorption bei 246 nm kdnnen auch die
endogenen Adenin- und Guanin-Nukleotide bestimmt werden.

Im Folgenden sollen die Unterschiede, Starken und Schwachen der routine-
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mafig verwendeten Methode nach Erdmann et al. (1990) und der in dieser Arbeit

beschriebenen Methode verglichen werden.

Tab. 17: Gegenuberstellung der bisherigen Routinemethode mit Gradienten-HPLC
bei der Bestimmung von 6-TG, 6-MMP und 6-MTG.

Erdmann-Methode

Erdmann-Methode

. Nukleotid“-Methode

6-MTG/6-MMP 6-TG Thiopurin-Nukleotide
Blutabnahme 4 v
Versand v v
Enthrozyten d d
Hamolysat v v
Saurehydrolyse 2 N H2S04
15 min 95°C 15 min 95°C

Zentrifugieren

10 min bei 14 000 g

10 min bei 14 000 g

UV-Detektion

Uberstand v v v
Extraktion/ Isopropanol/
Proteinfallung Chloroform HCIO4 B
CH2CI2
Eindampfen der wassrige Phase
organischen Phase + KMnO4
Wiederaufnahme im
FlieRmittel + H202
5 min bei 56°C 5 min bei 37°C ---
Zentrifugieren | 10 min bei 14 000 g {10 min bei 14 000 g -—-
klarer
Oberstand HPLC HPLC HPLC
Detektion Fluoreszenz, Fluoreszenz Fluoreszenz,

UV-Detektion

In der Tab. 17 sind die wichtigen Schritte beider Verfahren gegentbergestellt. Wie
bereits diskutiert, unterscheiden sich die beiden Methoden im wesentlichen durch
die Saurebehandlung mit starken Sauren, bei der Methode nach Erdmann et al.

(1990) im Speziellen durch die Schwefelsaure (1 N).
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5.2. Stoffwechsel von Thiopurinen in Erythrozyten

Bei Patienten, die mit 6-MP/Azathioprin behandelt werden, kdnnen in den
Erythrozyten 6-Thioguanosin (Lennard et al., 1987b), 6-Methylthioguanosin und
6-Methylmercaptopurinribosid (lven 1996; Erb et al., 1998; Dervieux et al., 2001a)
in Form der Mono-, Di- und Triphosphate (Rowland et al., 1998) nachgewiesen
werden.

Methylierungsprodukte entstehen durch die Thiopurin-S-Methyltransferase
(TPMT) und stellen den katabolen Hauptstoffwechsel der Thiopurine dar (Rowland
et al., 1999). Die Methylierungsrate ist interindividuell stark unterschiedlich, ent-
sprechend dem TPMT-Phanotyp (Kroplin und Iven, 2000). Sowohl 6-Mercapto-
purin als auch 6-Thioguanin sind Substrate der TPMT, die aus 6-Mercaptopurin
die Methylierungsprodukte 6-Methylmercaptopurin und 6-Methylthioinosin-Nukleo-
tide, aus 6-Thioguanin die Produkte 6-Methylthioguanin und 6-Methylthioguanosin-
Nukleotide bildet. Ich konnte in eigenen Untersuchungen zeigen, dass wahrend
der Inkubation von 6-TG bzw. 6-TG-R nach 24 h eine kleine Menge 6-MTG-
Triphosphat entstanden war (< 6 % des 6-TG-TP). Eine Methylierung von 6-MP
und 6-MP-R durch die TPMT fand in meinen Untersuchungen bei Inkubation von
Erythrozyten nur in sehr geringen Mengen statt (< 1 % der zugegebenen
Substanzen). Nelson et al. (1977) zeigten, dass nach Inkubation von Erythrozyten
mit 6-Mercaptopurin und [°H]-Methionin neben Tritium markiertem 6-Methyl-
thioinosin-5’-Mono-, auch das Di- und Triphosphat gebildet wurden.

Nach Inkubation der Erythrozyten mit 6-Mercaptopurin oder 6-Mercapto-
purinribosid (= 6-Thioinosin) konnte ich nur die Bildung von 6-Thioinosin-5'-
Monophosphat beobachten, aber keine hoheren Phosphate. Das 6-Mercapto-
purinribosid wurde in den ersten drei Stunden deutlich schneller aufgenommen als
das 6-Mercaptopurin. 6-Mercaptopurin und 6-Mercaptopurinribosid sind gute
Substrate der HGPRT in Erythrozyten (Elgemeie, 2003), jedoch nicht der
Phosphorylasen; dies zeigt sich auch in meinen Ergebnissen, da nur das 6-TI-MP

nachgewiesen wurde.
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Das Fehlen der hoheren Phosphate von 6-Mercaptopurin wurde auch von anderen
Arbeitsgruppen beschrieben (Kong und Parks, 1974; Zimm et al., 1985). Nur
Nelson et al. (1977) fanden bei Inkubation von Erythrozyten mit 6-Mercaptopurin
nach 24 h neben dem 6-Thioinosin-5’-Monophosphat auch das 6-Thioinosin-5'-Di-
und das Triphosphat (keine Mengenangabe).

Unklar ist, woher in den Erythrozyten von Patienten die hohen Konzentra-
tionen an 6-MMP-Nukleotiden stammen. In meinen Untersuchungen konnte ich
zwar nachweisen, dass Erythrozyten 6-MP schnell aufnehmen und zu 6-Thio-
inosinsaure metabolisieren, der Stoffwechsel zu 6-Methylthioinosin-5’-Mono-
phosphat war allerdings nur sehr gering. Die in den Erythrozyten von Patienten
gefundene oft grole Menge an 6-Methylthioinosin-Nukleotiden kann m. E. hier-
durch nicht erklart werden. Da in Erythrozyten auch die Methylierung von
6-Thioguanosin-Nukleotiden zu 6-Methylthioguanosin-Nukleotiden nur begrenzt
war, konnte ein Substratmangel (S-Adenosylmethionin) fir den nur niedrigen
Umsatz in vitro verantwortlich sein.
6-MMP ist nach Aussage von Elion (personliche Mitteilung, 1994) ein schlechtes
Substrat der HGPRT. So wurde auch in eigenen Experimenten 6-Methyl-
mercaptopurin  nur sehr langsam zum 6-Methylthioinosin-5-Monophosphat
umgewandelt, eine weitere Phosphorylierung zum Di- und Triphosphat fand nicht
statt. Dagegen wurde 6-MMP-R sehr schnell zum 6-Methylthioinosin-5’-Mono- und
in kleinen Mengen zum Di- und Triphosphat phosphoryliert.

Da die 6-Thioinosinsdure und die weiteren 6-Thioinosin-Nukleotide als
Vorstufe der 6-Methylthioinosin-Nukleotide in Patientenblutproben bisher nicht
gefunden wurden (Fletcher und Maddocks, 1980) und auch ich in Blutproben von
Patienten, die mit 6-Mercaptopurin/Azathioprin behandelt wurden, kein
6-Thioinosin-5’-Monophosphat fand, mdchte ich meine Ergebnisse wie folgt
interpretieren: 6-MMP-Nukleotide werden in anderen Zellen, z. B. im Dunndarm-
epithel gebildet. 6-MMP-Ribosid erscheint im Blut und wird Uber den Nukleosid-
Carrier schnell in die Erythrozyten aufgenommen. Als gutes Substrat der
Phosphorylasen wird es zu den Nukleotiden verstoffwechselt.

Eine Metabolisierung von 6-Mercaptopurin zu 6-Thioguanosin-Nukleotiden

konnte ich in Erythrozyten nicht nachweisen. Auch andere Arbeitsgruppen fanden
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keine 6-Thioguanosin-Nukleotide nach Inkubation von Erythrozyten mit 6-MP
(Kong und Parks, 1974; Zimm et al., 1985). Dies entspricht den Erwartungen, da
Erythrozyten das Enzym Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) nur noch
in sehr geringer Menge aufweisen, weil sie es beim Ubergang vom Retikulozyten
zum reifen Erythrozyten verlieren (Montero et al., 1995; Goldsmith et al., 2004).
Da keine Interkonversion von 6-MP zu 6-TG in den Erythrozyten stattfinden kann,
wird das an anderer Stelle im Korper gebildete 6-TG vermutlich in die Erythrozyten
aufgenommen. Diese Annahme wird dadurch gestutzt, dass ich in allen 9 mit
6-MP inkubierten Zelllinien die Umwandlung des 6-Mercaptopurins zum
6-Thioguanosin-5’-Monophosphat tUber 6-Thioinosin-5’-Monophosphat nachweisen
konnte (siehe Kapitel 4.3).

Erythrozyten bilden aus 6-Thioguanin und 6-Thioguanosin in kirzester Zeit
die Mono-, Di- und Triphosphate als anabole Metabolite; diese sind bereits nach
wenigen Minuten in groflen Mengen nachweisbar. 6-TG ist ein Substrat der
HGPRT und 6-TG-R ein Substrat der Phosphorylasen (Elgemeie, 2003). Der
Metabolismus beider Substanzen ist qualitativ vergleichbar und unterscheidet sich
nur in der initialen Geschwindigkeit. Wahrend 6-Thioguanosin sehr schnell durch
einen aktiven Transport aufgenommen wird, erfolgt die Aufnahme des 6-Thio-
guanins langsamer. Fur beide Substrate Uberwiegt in den ersten sechs
Inkubationsstunden der Stoffwechsel zum 6-Thioguanosin-5’-Triphosphat. Der
katabole Stoffwechsel in den folgenden Stunden sorgt dafir, dass das gebildete
Triphosphat wieder zum 6-Thioguanosin-5’-Monophosphat, aber auch in zwei
unbekannte Substanzen umgewandelt wird. Eine Aufnahme von 6-Thioguanosin-
Nukleotiden (6-Thioguanosin-5’-Di- und 6-Thioguanosin-5’-Triphosphat) in die
Erythrozyten wurde in eigenen Untersuchungen nicht beobachtet. Ich konnte auch
keine Literaturstellen finden, die eine solche Aufnahme beschreiben. Eine
Aktivierung eines Purinnukleotids zum Triphosphat mit anschlieRendem Abbau
zum Monophosphat wurde am Beispiel der Adenosin-Nukleotide publiziert (Tewari
et al., 1991).

Nach Elion (personliche Mitteilung, 1994) kann 6-Methylthioguanin nicht
wieder in den anabolen Stoffwechsel eingefiihrt werden, so dass keine 6-Methyl-

thioguanosin-Nukleotide daraus entstehen sollten. Nach Inkubation von Erythro-
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zyten mit 6-MTG fand ich kleine Mengen von 6-Methylthioguanosin-Nukleotiden.
Die hohere Empfindlichkeit meiner Methode kann den Gegensatz zur Arbeits-
gruppe von Elion erklaren. 6-Methylthioguanosin stand mir leider nicht zur
Verfugung. Es ware interessant, ob auch dieses Ribosid Substrat eines Carriers
und Phosphorylasen ist und damit schnell und in groler Menge als Nukleotide in
den Erythrozyten zu finden ware.

Die Inkubation von Erytrozyten mit 6-Thioxanthin zeigt ein interessantes
Metabolitenmuster. 6-Thioxanthin wird in die Erythrozyten aufgenommen und ist
ein gutes Substrat der HGPRT und der Phosphorylasen. Ob es ein Substrat der
TPMT ist, kann nicht gesagt werden, da mir die methylierten Reinsubstanzen nicht
zur Verfugung standen. Nelson et al. (1977) beschreiben die Bildung kleiner
Mengen von 6-Methylthioxanthin-5’-Mono- und Triphosphat nach Inkubation von

Erythrozyten mit 6-Thioxanthin und [*H]-Methionin.
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Abb. 56: Zusammenstellung der Methylierungsreaktionen an Thiopurinen. Die Abbildung
zeigt die mdglichen Methylierungsprodukte der Thiopurine durch Thiopurin-S-Methyl-

transferase.
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Die Abb. 56 fasst die Entstehungswege von Methylierungsprodukten in Erythro-
zyten zusammen, wie sie sich aus meinen Untersuchungen und den wenigen
Literaturangaben ergeben. Aufgrund der schnellen Aufnahme und Metabolisierung
schlie3e ich, dass die Riboside von 6-TG, 6-MTG und 6-MMP aus anderen Zellen
freigesetzt, in die Erythrozyten aufgenommen und zu den Nukleotiden phospho-

ryliert werden.

5.3. Inkubation von Zelllinien mit 6-MP und 6-TG

Da Erythrozyten als kernlose Zellen nur ein Surrogatsystem darstellen, wurden
verschiedene Zelllinien der Aufnahmegewebe (Dinndarm, und Colon), des
prasystemischen Stoffwechsels (Leber) und der Ausscheidung (Niere) mit 6-Thio-
guanin und 6-Mercaptopurin inkubiert. Daneben wurden Zellen inkubiert, die
wahrscheinlich von Thiopurinen nicht beeinflusst werden (Corneaepithel, Neben-
nierenrinde, Herzmuskel), sowie Zellen solider Tumoren (Prostata, Ovar). Diese
Zellen decken sowohl die fur die Pharmakokinetik relevanten Organe ab, als auch
weniger differenzierte Tumorzellen und andere typische Gewebe. Mit diesen
Versuchen sollte der anabole und katabole Stoffwechsel von 6-TG und 6-MP in
den Koérpergeweben charakterisiert werden. Zu erwarten ist, dass alle Zelllinien
die Enzyme des anabolen und katabolen Purinstoffwechsels einschlieRlich des
Interkonversionsstoffwechsels besitzen (Rowland et al., 1999). Bisher liegen keine
Untersuchungen daruber vor, ob gewebespezifische Unterschiede in der
Aktivierung von Thiopurinen existieren. Auch fur die katabolen Reaktionen sind
keine Daten publiziert worden; zumindest flr Tumorzelllinien wird jedoch
angenommen, dass die Aktivitat der katabolen Enzyme im allgemeinen niedriger
ist als in normalen Zellen (Elion, 1989).

Bei den in vitro Untersuchungen zur Aufnahme und Metabolisierung von 6-TG und
6-MP in die verschiedenen Zelllinien handelte es sich um Erstversuche. Die
Zellzahl pro Inkubationsansatz war bei den untersuchten Zelllinien unter-
schiedlich. Dies kann einen Einfluss auf die beobachteten Unterschiede in der

Geschwindigkeit der Aufnahme und Metabolisierung (Qualitat) nicht aber auf das
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Metabolisierungsmuster haben. Die anabole Aktivierung von 6-Thioguanin zu den
Phosphaten wurde von den Zelllinien in der Reihenfolge: Nebennierenrinde >
Dunndarm > Nierenepithel > Colon > Corneaepithel > Prostata > Herzmuskel >
Ovar > Leber katalysiert. Die Bildung methylierter Produkte entsprach in etwa der
TPMT-Aktivitat dieser Zellen, wobei die Nebennierenrindenzellen mit der
geringsten TPMT-Aktivitat auch die geringste Menge methylierter Metaboliten
aufwiesen (Tab. 13).

Ein qualitativ ahnliches Muster wurde auch nach der Inkubation der Zelllinien mit
6-Mercaptopurin gefunden, wobei 6-Thioinosin-5’-Monophosphat als einziges
Phosphat des 6-Mercaptopurins nachgewiesen wurde. Geschwindigkeit und
Ausmaly der Bildung war unterschiedlich, wobei die Prostatakarzinom- und
Leberzellen nur sehr kleine Mengen 6-Thioinosin-5’-Monophosphat bildeten.
6-Thioguanosin-5’-Mono- und 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat konnte bei fast allen
Zelllinien nach 6-MP Inkubation identifiziert werden. Damit war der Inter-
konversionsstoffwechsel auch von mir in vitro nachweisbar. Bisherige
Publikationen konzentrieren sich auf den Stoffwechsel von Thiopurinen in MOLT-4
Zellen (humane maligne lymphoblastische T-Zelllinie). Der Wirkungsmecha-
nismus, die Zytotoxizitat und die therapeutische Bedeutung von 6-Thioguanin und
6-Mercaptopurin bei der Therapie der ALL standen bei diesen Untersuchungen im
Vordergrund (Bokkerink et al., 1993; Adamson et al., 1994; De Abreu et al., 2003).
Shi et al. (1998) untersuchten CCRF-CEM-Leukamie Zelllinien (humane
T-lymphoblastische Zelllinie) und fanden, dass 6-Mercaptopurin zu allen
bekannten Metaboliten, die fir die Hemmung der Purin-de-novo-Synthese
verantwortlich sind, verstoffwechselt wird. Neben dem 6-Methyl-TI-MP und 6-TX-
MP entstanden das Mono-, Di- und Triphosphat von 6-Thioguanosin. Nach 6-TG
Inkubation entstanden neben 6-TX-MP, ebenfalls das Mono-, Di- und Triphosphat
von 6-Thioguanosin. In diesen Zellen hemmt 6-Methyl-TI-MP bevorzugt die
Phosphoribosyl-Pyrophosphat-Amidotransferase (PPAT), das Schlusselenzym der
Purin-de-novo-Synthese, die Nukleotide von 6-Thioguanin und 6-Mercaptopurin
dagegen die DNS-Synthese. Liliemark et al. (1990) inkubierten die murine
Leukamie-Zelllinie WEHI-3b mit 6-Mercaptopurin; bei der Quantifizierung der

DNS-Inkorporation fanden die Autoren, dass bei 1 pmol/l 6-MP mehr
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6-Thioguanosin-5’-Triphosphat in die DNS eingebaut wurde als bei 50 pmol/l
6-MP. Die Autoren flhren den Uberraschend geringen 6-MP-Einbau in die DNS
bei der hohen Substratkonzentration auf den beobachteten ATP-Mangel zurtck
(,self-limiting“ phenomenon; Liliemark et al., 1990). Aufgrund der limitierten Anzahl
der quantifizierten Metaboliten in diesen Arbeiten sind keine Vergleiche mit
meinen Ergebnissen moglich, obwohl im Rahmen dieser Arbeit mit 60 pmol/l 6-MP
ebenfalls eine hohe Substratkonzentration verwendet wurde.

Rowland et al. (1999), untersuchten den Stoffwechsel von 6-MP in
humanem Leberzytosol. Nach Zusatz von 500 pmol/l 6-MP wurden, 6-Thio-
harnsaure (31 umol), 8-Hydroxy-6-Mercaptopurin 19,5 umol), 6-Methylmercapto-
purin (8,8 pmol), 6-Thioxanthin (2,1 pmol) und eine sehr kleine Menge an
6-Thioguanin (0,79 umol) nach 72 h Inkubation nachgewiesen. Da die Autoren zur
Analytik eine Saurehydrolyse nach Lennard und Singleton (1992b) verwendeten,
sind keine Aussagen zur Bildung von Nukleotiden mdglich. Nach eigener
Inkubation von Leberzellen mit 6-MP konnen nach 24 h ebenfalls katabole
Stoffwechselprodukte nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich um kleine
Mengen an 8-Hydroxy-6-Mercaptopurin und 6-Thioxanthin, welche als Base
nachweisbar waren. 6-Thioharnsaure wurde nicht gefunden, obwohl die Xanthin-
oxidase in der Leber die hochste Aktivitat besitzt (Guerciolini et al., 1991).
Uberraschend war, dass Thiopurine von allen untersuchten Zelllinien aufge-
nommen und aktiviert wurden. Unabhangig vom Gewebe wurden sie in den
Nukleotidpool eingeschleust, so dass zu erwarten ist, dass die beschriebenen
Wirkungen, d. h. die Hemmung der Purin-de-novo-Synthese durch 6-Methylthio-
inosin-5’-Monophosphat oder der Einbau von 6-dTG-TP/6-TG-TP in neu synthesti-
sierte DNA und RNA in allen Geweben stattfinden kann. So kann auf diesem
Wege die Zytotoxizitat der Thiopurine in vielen Geweben erklart werden (De Abreu
et al., 1995). Spekulativ muss bleiben, ob der relativ niedrige anabole Umsatz des
6-TG, bei gleichzeitig recht hohem katabolen Stoffwechsel vor allem in intestinalen
Zellen und Leberzellen einen Schutzmechanismus darstellt. Auch der Uberra-
schend hohe Umsatz von 6-TG und 6-MP in Nebennierenrindenzellen kann

derzeit nicht erklart werden.
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5.4. Versuche zur ldentifizierung der unbekannten Substanzen

Wahrend der Inkubation von Erythrozyten mit 6-Thioguanin, 6-Thioguanosin,
6-Mercaptopurin, 6-Mercaptopurin-Ribosid, 6-Methylthioguanin oder 6-Thioxan-
thin, konnte ich eine Vielzahl an unbekannten Substanzen beobachten. Es
entstanden Metabolite, die unter den gegebenen chromatographischen Bedingun-
gen mit keiner der als Standards verfugbaren Substanzen Ubereinstimmten. So
entstanden x1 und x2 in vitro wahrend der Inkubationen von Erythrozyten und
Zelllinien mit 6-Thioguanin und 6-Thioguanosin. Sie waren auch in vivo bei
Patienten nach Therapie mit 6-MP und 6-TG zu sehen. Bei den unbekannten
Substanzen kénnte es sich um homologe oder heterologe Disulfide mit anderen
thiolhaltigen Gruppen wie Cystein oder Glutathion (Abb. 57) handeln. Homologe
Disulfide zwischen zwei 6-Thioguanin-Molekulen wurden in eigenen Versuchen in
vitro beobachtet, diese wurden erwartungsgemall durch Zugabe von 2 mmol/l

Dithiotreitol wieder gespalten.

SH (Cys) (GSH) (Ac) (CoA)

fice

(NH,) H
R (H)

Abb. 57: Mdgliche Disulfid-Verbindungen von 6-TG. Darge-
stellt sind mégliche Reaktionsorte am 6-TG- und 6-MP-GerUst,

die zu homologen oder heterologen Disulfiden fihren.

Folgende Aussagen zur mdoglichen Struktur von x1 und x2 kdnnen getroffen

werden:
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- Es kann sich nicht um Metaboliten handeln, die als Standard-Rein-
substanzen vorlagen (andere Retentionszeiten, Tab. 2a).

- Die Substanzen x1 und x2 mussen die Sulfhydryl-Gruppe besitzen, da sie
nach Oxidation mit H,O, fluoreszieren, jedoch nicht ohne Oxidation. Sie verhalten
sich damit wie 6-TG und seine anabolen Metabolite.

Sie entstehen nur nach 6-Thioguanin und 6-Thioguanosin Zugabe, nicht
aber nach Inkubation von Erythrozyten mit anderen Substanzen wie 6-Mercapto-
purin, 6-Mercaptopurinribosid oder 6-Thioxanthin.

- Die unbekannten Substanzen besitzen gleiche Fluoreszenzspektren wie
6-TG.

- Eine Zugabe von Dithiotreitol zum Inkubationsansatz mit Erythrozyten und
6-TG oder 6-TG-R verhinderte nicht die Bildung der beiden Substanzen, d. h.
Disulfide liegen nicht vor.

- Die Substanzen werden in vitro nur langsam gebildet.

- Nach Inkubation mit Purinnukleotid-Phosphatase (EC 2.4.2.1) oder saurer
Phosphatase (EC 3.1.3.2) blieben die chromatographischen Eigenschaften von x1
und x2 unverandert, so dass eine Nukleosid- bzw. Nukleotid-Struktur unwahr-
scheinlich ist.

Eine strukturelle Aufklarung dieser beiden Substanzen ware winschenswert, da
sie in relativ grolen Mengen durch Erythrozyten und Zelllinien gebildet werden
und auch in den Patientenproben in stark unterschiedlichen Mengen vorliegen.

Auch Lavi und Holcenberg (1985) fanden nach Inkubation von Erythrozyten
mit 6-TG zwei Peaks unbekannter Struktur, die zwischen 6-Thioguanosin-5’-Mono-
und 6-Thioguanosin-5’-Diphosphat eluieren und im Chromatogramm deutlich
erkennbar sind. Als Methode benutzten sie eine lonenaustauschchromatographie.
Diese Peaks konnten den Peaks x1 und x2 entsprechen. Die Autoren haben
keinen Versuch zur Strukturaufklarung der Substanzen unternommen.

Kitchen et al. (1999) konnten bei Patienten, die Uber 24 h intravends mit
6-Thioguanin behandelt wurden, 8-Hydroxy-6-Thioguanin im Plasma charakte-
risieren. Den Autoren stand eine moderne HPLC/Mass Spektrometrie (HPLC-MS)
Analytik zur Verfligung, die die Aufklarung der Struktur erméglichte. 8-Hydroxy-6-
Thioguanin entsteht wahrscheinlich durch die Aldehydoxidase (AO). 8-Hydroxy-
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Thioguanin sollte eine Retentionszeit in der HPLC haben, die nur etwas langer ist
als die der Ausgangssubstanz; dies zeigt sich am 8-OH-6-MP, welches mit 2,4 min
eine gegenuber dem 6-MP mit 2,0 min nur unwesentlich langere Retentionszeit
hatte. Die Substanzen x1 und x2 haben dagegen Retentionszeiten um 5 min und
entsprechen damit keinem moglichen 8-Hydroxylierungsprodukt vom 6-Thio-
guanin.

Keuzenkamp-Jansen et al. (1996) konnten bei 17 Patienten, die Uber 24 h
intravends mit einer Hochdosis 6-Mercaptopurin behandelt wurden, 8-Hydroxy-6-
Methylmercaptopurin im Plasma von allen Patienten charakterisieren. Die Autoren
konnten die Substanz mit Gaschromatographie/Massenspektirometrie (GC-MS)
identifizieren. Sie schrieben, dass ein Funftel der verabreichten 6-MP-Dosis im
Plasma der Patienten als 8-OH-6-MMP gefunden wurde.

Weitere unbekannte Produkte entstanden bei der Inkubation von
Erythrozyten mit 6-MTG. Zwei der vier gebildeten Substanzen fluoreszierten ohne
PCRE, zwei Substanzen waren ohne PCRE nicht mehr nachweisbar. Da 6-Methyl-
thioguanin, 6-Methylthioguanosin und ihre Nukleotide durch den ausgepragten
Chromophor auch ohne Oxidation fluoreszieren, ist flur die entsprechenden
Metabolite mit Eigenfluoreszenz anzunehmen, dass sie die 6-Methylthioguanin-
Struktur beinhalten. Bei den beiden anderen unbekannten Substanzen ohne
Eigenfluoreszenz ist dies wahrscheinlich nicht gegeben.

Nach der Inkubation von Erythrozyten mit 6-TX konnten die entstandenen
unbekannten Substanzen mit saurer Phosphatase (EC 3.1.3.2) eindeutig als

6-Thioxathosin und 6-Thioxanthosin-Nukleotide identifiziert werden.

5.5. Vergleich der Methoden

Die direkte Quantifizierung der 6-Thioguanosin-Nukleotide in Blutproben von
Patienten kann genutzt werden, um die Gesamtkonzentration an 6-Thioguanin zu
bestimmen. Diese setzt sich zusammen aus der Summe der Flachen aller Einzel-
metabolite. Addiert man die Flachen der drei Nukleotide des 6-Thiogianosins
zusammen, und rechnet diese Flachen anhand einer Eichkurve in absolute 6-TG-

Mengen um, so ergeben sich gegenluber der Routinemethode nach Erdmann et al.
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(1990) hohere 6-TG-Mengen. Der errechnete Faktor von 1,475 fir 6-Thio-
guanosin-Nukleotide zeigt an, dass durch die HPLC rechnerisch im Mittel etwa 1,5
mal soviel 6-TG-Aquivalente gemessen werden.

Auch andere Autoren haben zwei Methoden zur Bestimmung von
6-Thioguanin miteinander verglichen. Shipkova et al. (2003a) verglichen die
Methode von Lennard (1987c) mit der Methode nach Dervieux und Boulieu (1998).
Dabei wurden bei der Methode nach Dervieux und Boulieu etwa 2,6-fach hohere
6-TGN-Konzentrationen als mit der Methode nach Lennard (1987c) gemessen, bei
einer exzellenten Korrelation (r=0,98). Wurde die in der Extraktion nach Lennard
(1987c) eingesetzte Schwefelsaure durch die in der Methode nach Dervieux und
Boulieu (1998) benutzte Perchlorsaure ersetzt, so reduzierte sich der Unterschied
zwischen den beiden Methoden auf einen Faktor von 1,4. Einen ahnlichen Wert
beim Vergleich der beiden Methoden fanden Stefan et al. (2004). Die Methode
nach Dervieux und Boulieu liefert im Durchschnitt um 1,38-fach hohere 6-TG-
Konzentration als die Methode nach Lennard und Singleton (1992b). Lowry et al.
(2001) verglichen die Methode nach Erdmann et al. (1990) mit einer modifizierten
Methode nach Lennard und Singleton (1992b). Die Methode nach Erdmann et al.
(1990) liefert 1,6-fach niedrigere Werte als die Methode nach Lennard und
Singleton (1992b). Der Unterschied zwischen den Methoden kénnte durch die
unterschiedlich lange Zeit der Saurehydrolyse bedingt sein.

Die 6-MMP-Konzentrationen scheinen dagegen weniger abhangig von
methodischen Unterschieden zu sein. Hierfur kdnnte eine hdhere Stabilitat des
6-MMP-Molekils gegentber einer Oxidation im Vergleich zum 6-Thioguanin-
Molekul verantwortlich sein (Shipkova und Ahsen, 2003b). Auf Grund der
analytischen Differenzen muissen die angegebenen therapeutischen Bereiche

methodenabhangig betrachtet werden.

5.6. Schlussfolgerung

Die entwickelte HPLC-Methode erlaubt es, einen detaillierten Einblick in den

Stoffwechsel der Thiopurine im Vergleich zu den natirlichen Purinen zu nehmen.
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Durch einfache Probenaufbereitung (Hitzedenaturierung), kurze Analysezeiten (25
min), groRer Empfindlichkeit fur 6-TG und seine Metabolite durch online post-
column Oxidation (PCRE), Fluoreszenzdetektion und paralleler Bestimmung
methylierter Metabolite und natirlicher Purine (Nukleotide) mit zwei in Serie
geschalteten UV-Detektoren, eignet sich die Methode hervorragend zur Untersu-
chung des Stoffwechsels von Thiopurinen und endogenen Purinen in vitro und in
vivo. Als Routinemethode fur das Drug Monitoring ist sie weniger geeignet, weil

1. der apparative Aufwand mit Gradienten-HPLC und drei Detektoren sehr

grol} ist,
2. die Auswertung der Chromatogramme zu viel Zeit in Anspruch nimmt,
3. die Dauer des Versands und die Lagerung der Proben einen grof3en
Einfluss auf das Ergebnis haben.

Woher kommen die Thiopurin-Nukleotide bei Patienten unter der Therapie mit
6-Mercaptopurin/Azathioprin in den Erythrozyten?
Meine in vitro Untersuchungen zeigen eine sehr schnelle Aufnahme von 6-TG und
Metabolisierung zu den Nukleotiden. Eine geringe Methylierung zu den 6-Methyl-
thioguanosin-Nukleotiden war ebenfalls nachweisbar. Da nach Inkubation mit
6-Mercaptopurin keine 6-Thioguanosin-Nukleotide nachweisbar waren, gehe ich
davon aus, dass auch in vivo das 6-TG in den Erythrozyten an anderer Stelle
gebildet wurde (kernhaltige Zellen, die den vollstandigen Purininterkonversions-
stoffwechsel haben), dieses dann ins Blut abgegeben und von den Erythrozyten
aufgenommen wird. 6-Methylmercaptopurin war nach Inkubation von Erythrozyten
mit 6-Mercaptopurin nicht nachweisbar und wurde von den Erythrozyten auch nur
sehr langsam aufgenommen. Im Gegensatz dazu wurde 6-MMP-Ribosid sehr
schnell aufgenommen und zu den entsprechenden Nukleotiden umgesetzt.
Hieraus schliele ich, dass in vivo die Methylierung von 6-Mercaptopurin in
anderen Zellen stattfindet (wie auch von mir in vitro mit den Zellkulturen beob-
achtet) als Ribosid ins Blut abgegeben wird und dann von den Erythrozyten

aufgenommen und zu den Nukleotiden verstoffwechselt wird.
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6. Zusammenfassung

Es wurde eine Methode zur direkten Quantifizierung von Thiopurin-Nukleotiden in
biologischem Material erarbeitet und validiert. Hierzu wurden die Proteine in den
Proben durch Hitze denaturiert und abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde
direkt auf eine ,reversed phase“-HPLC aufgegeben, die Metaboliten durch einen
Acetonitril-Gradienten mit lonenpaar-Reagenz getrennt. Thiopurine wurden nach
Oxidation mit einer photochemischen Reaktionseinheit (PCRE) fluorometrisch
nachgewiesen und quantifiziert, die Methylierungsprodukte von 6-Mercaptopurin
wurden mit UV-Absorption bestimmt. Die Nachweisgrenze der Methode lag fur
6-Thioguanin bei 15 pg (0,1 pmol), fur 6-Methylthioguanin bei 20 pg (0,11 pmol)
und fir 6-Methylmercaptopurin bei 30 pg (0,2 pmol). Die ,Intraday“-Variabilitat fur
6-Thioguanosin-Nukleotide ergab einen Variationskoeffizient von 2,1-5,0 %, die
.nterday“-Variabilitdt betrug zwischen 6,6-8,8 %. 6-TGN-L6sungen waren nach
der Deproteinierung bei Raumtemperatur 48 h, bei —20°C Uber 18 Monate stabil.

In vitro Inkubationen von Erythrozyten mit Thiopurinen bestéatigen den komplexen
Stoffwechsel. Es wurden mehrere bisher nicht beschriebene Metabolite nach-
gewiesen, die Identitat konnte leider nicht aufgeklart werden. Riboside der
Thiopurine wurden sehr schnell in die Erythrozyten aufgenommen und bis zu den
Triphosphaten phosphoryliert. 6-Mercaptopurin ist ein schlechteres Substrat der
HGPRT im Vergleich zu 6-Thioguanin. Das 6-Thioinosin-5’-Monophosphat wird
nicht weiter phosphoryliert. Die Methylierung durch die TPMT (Thiopurin-S-
Methyltransferase) von 6-Thioguanin erfolgte in vitro langsam. Das bisher als
Stoffwechselendprodukt aufgefasste 6-Methylthioguanin wird durch Erythrozyten

in geringem Umfang zu den Nukleotiden verstoffwechselt.

Die neun untersuchten Zelllinien verstoffwechselten die Thiopurine in qualitativ
und quantitativ unterschiedlichem Ausmaf3. Alle Zelllinien waren in der Lage
Thiopurine aufzunehmen und zu den Nukleotiden umzuwandeln. Methylierte
Metabolite von 6-MP waren bei 4 der 9 Zelllinien, von 6-TG bei allen Zelllinien

nachweisbar. In Erythrozyten von Leukdmiepatienten wurden Mono-, Di- und
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Triphosphat von 6-Thioguanosin, 6-Methylthioguanosin und 6-Methylthioinosin
nachgewiesen.

Die 6-Thioguanin-Konzentration in den Patientenproben ergab mit der
“Nukleotid“-Methode um den Faktor 1,5 hohere Werte im Vergleich zur Routine-
methode nach Erdmann et al. (1990) bei guter Korrelation. Fir 6-MMP wurde ein
Faktor von 0,98 ermittelt. Ein Grund fir die Abweichung der 6-Thioguanin-Werte
durch die Methode war bisher nicht zu erkennen.

Die Methode erlaubt eine schnelle, parallele Bestimmung aller Nukleotide und der
Methylierungsprodukte von 6-Thioguanin und 6-Mercaptopurin. Aufgrund der
aufwandigen Auswertung ist ein Einsatz als Routinemethode nicht sinnvoll, far

Forschungszwecke ist sie jedoch hervorragend geeignet.
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8. Anhang

Tab. I: Chemikalien und Reagenzien.

Bezeichnung

Bezugsquelle

Acetonitril Baker 8143
Dithiothreitol (DTT) Sigma D-5545
Citronensaure Merck 244
Cyanmethamoglobin Standard Set f.?gdﬁé Lla5b309ratories
Glucose, fur Mikrobiologie Merck 108342
Kaliumdihydrogenphosphat Merck 4873

Magnesiumsulfat-Heptahydrat

Merck 105886

Natriumchlorid

Merck 106404

Natriumhydroxid

Fluka 71690

Salzsaure

Merck 109970

Schwefelsaure

Merck 109981

Tetrabutylammoniumhydrogensulfat

Serva 35854

Wasserstoffperoxid 30 %, reinst, stabilisiert

Merck 8597
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Tab. II: Referenzsubstanzen und Enzyme.

Bezeichnung

Bezugsquelle

Adeninhemisulfat

Sigma-Aldrich A-9126

Adenosin

Sigma-Aldrich A-9251

Adenosin-5’-Monophosphat

Sigma-Aldrich A-2002

Adenosin-5’-Diphosphat

Sigma-Aldrich A-2754

Adenosin-5’-Triphosphat

Sigma-Aldrich A-0770

Guanin

Sigma-Aldrich G-0506

Guanosin

Sigma-Aldrich G-6752

Guanosin-5’-Monophosphat

Sigma-Aldrich G-8377

Guanosin-5’-Diphosphat

Sigma-Aldrich G 7127

Guanosin-5-Triphosphat

Sigma-Aldrich G 8877

Hypoxanthin

Sigma-Aldrich H-9377

8-Hydroxy-6-Mercaptopurin

Sigma-Aldrich

6-Mercaptopurin Monohydrat

Sigma-Aldrich M-7000

6-Mercaptopurinribosid

Sigma-Aldrich M-7250

6-Methylmercaptopurin

Sigma-Aldrich M-3877

6-Methylmercaptopurinribosid

Sigma-Aldrich M-4002

6-Mercaptopurinribosid-5’-Monophosphat
(6-Thioinosin-5’-Monophosphat)

Sigma-Aldrich M-7638

6-Methylthioguanin

Sigma-Aldrich A-9546

6-Methylthioguanosin

eigene Synthese*

6-Methylthioguanosin-5-Triphosphat

Jena Bioscience

6-Thioguanin

Sigma-Aldrich A-4882

6-Thioguanosin

Sigma-Aldrich A-6625
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Tab. Il: Fortsetzung. Referenzsubstanzen und Enzyme.

Bezeichnung Bezugsquelle
6-Thioguanosin-5’-Diphosphat Jena Bioscience, Jena
6-Thioguanosin-5’-Triphosphat Jena Bioscience, Jena

Geschenk von Burroghs

6-Thioharnsaure Wellcome Co. Research

6-Thioxanthin Sigma-Aldrich T-8125
Nucleosid Phosphorylase (EC 2.4.2.1) Sigma-Aldrich N-8264
Saure Phosphatase (EC 3.1.3.2) Sigma-Aldrich P-1146

* 6-Methylthioguanosin wurde aus 6-Thioguanosin nach Keuzenkamp-Jansen et
al. (1995) synthetisiert.

Tab. lll: Lésungen.

75 mmol/l NaCl, 2 mmol/l MgSQO4-7 H20, 50 mmol/l KH,P Oy,
Inkubationspuffer 10 mmol/l Glucose, 2 mmol/l DTT, mit 0,1 N NaOH auf pH 7,4

eingestellt.

20 mmol/l KHoPO4, 3 % Acetonitril; 2 mmol/l (BusN)"HSOy4,

FlieBmittel A ) o
eingestellt auf pH 7,0; 15 min im Ultraschallbad entgasen.
_ _ 20 mmol/l KH,POy4, 20 % Acetonitril; 2 mmol/l (BusN) ' HSOy,
FlieBmittel B . o
Einstellung auf pH 7,0; 15 min im Ultraschallbad entgasen.
Losung zur

_ 1 Teil der LOsung mit 9 Teilen Aqua dest. verdiunnen, bei
Bestimmung von o _
) _ Raumtemperatur im lichtgeschutzten Behaltnis aufbewahrt.
Hamoglobin
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Tab. IV: Herstellung der Stammlésungen.

6-Thioguanin
0,6 mmol/l

(200 pg/ml)

1 mg 6-TG (6 mmol/l) wird in 0,4 ml 0,1 N NaOH fur 15
min in einem Ultraschallbad geldst. Die Endkonzentration
von 0,6 mmol/l wird durch Zugabe eines entsprechenden

Volumens an Wasser eingestellt.

6-Thioguanosin
0,6 mmol/l

(200 pg/ml)

1,79 mg 6-Thioguanosin (6 mmol/l bezogen auf das
molekular Gewicht von 6-TG) wird in 0,4 ml 0,1 N NaOH
15 min in einem Ultraschallbad geldst. Die Endkonzentra-
tion von 0,6 mmol/l wird durch Zugabe eines entspre-
chenden Volumens an Wasser eingestellt.

6-Methylthioguanin
0,55 mmol/l
(200 pg/ml)

1 mg 6-MTG (5,5 mmol/l) wird in 0,4 ml 0,1 N NaOH fur
15 min in einem Ultraschallbad geldst. Die Endkonzentra-
tion von 0,55 mmol/l wird durch Zugabe eines entspre-
chenden Volumens an Wasser eingestellt.

6-Mercaptopurin
0,6 mmol/l
(200 pg/ml)

1 mg 6-MP (6 mmol/l) wird in 0,4 ml 0,1 N NaOH fir 15
min in einem Ultraschallbad geldst. Die Endkonzentration
von 0,6 mmol/l wird durch Zugabe eines entsprechenden
Volumens an Wasser eingestellt.

6-Mercaptopurinribosid
0,6 mmol/l

(200 pg/ml)

1,67 mg 6-MP-R (6 mmol/l) wird in 0,4 ml 0,1 N NaOH fur
Die End-

konzentration von 0,6 mmol/l wird durch Zugabe eines

15 min in einem Ultraschallbad gelost.

entsprechenden Volumens an Wasser eingestellt.

6-Methylmercaptopurin
0,6 mmol/l

(200 pg/ml)

Einwaage von 1 mg 6-MMP und Lo6sen in 0,4 ml 0,1 N
NaOH in einem Ultraschallbad; neutralisieren mit 0,04 ml
1 N HCI. Anschlie3end wird das zum Erreichen der End-
konzentration benétigte Volumen (0,56 ml) Wasser

zupipettiert.
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Tab. IV: Fortsetzung.

6-Methylmercaptopurin-
ribosid
0,6 mmol/l

(200 pg/ml)

Einwaage von 1,78 mg 6-MMP (0,6 mmol/l) und Lésen in
0,4 ml 0,1 N NaOH in einem Ultraschallbad: neutra-
lisieren mit 0,04 ml 1 N HCI. AnschlieRend wird das zum
Erreichen der Endkonzentration benétigte Volumen

(0,56 ml) Wasser zupipettiert.

6-Thioxanthin
0,6 mmol/l

(200 pg/ml)

1 mg 6-TX (6 mmol/l) wird in 0,4 ml 0,1 N NaOH fur 15
min in einem Ultraschallbad geldst. Die Endkonzentration
von 0,6 mmol/l wird durch Zugabe eines entsprechenden

Volumens an Wasser eingestellt.

Tab. V: HPLC-Séaulen.

LiChroCART® 55-4, Purosphere ® Star RPe 18 60x4 mm (3 pum) | Merck, Darmsatdt

LiChroCART® 125-4, LiChrospher ® 60 RP- select B (5 um) Merck, Darmsatdt

Nova-Pac ® Cig 3,9 x150 Column Waters, Eschborn

Vorsaule: SecurityGuard Cartridge

Phenomenex,
Aschaffenburg
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Tab. VI: Geréate.

Beam Boost: (post-column Reaktionsschleife)

ICT Chemietechnik, Wien

BP 210 D Feinwaage

Sartorius, Gottingen

Centrifuge 5415 C

Eppendorf, Hamburg

Digital Multimeter M-4650 CR

Conrad Elektronik, Hirschau

Thermomixer Compact

Eppendorf, Hamburg

Thermomixer 5436

Eppendorf, Hamburg

Thermostat 5320

Eppendorf, Hamburg

GR 4-12 Zentrifuge

Jouan, Dreieich/ Frankfurt

Inkubationsbad MGW Lauda CS 20

Lauda, Lauda-Konigshofen

WellChromHPLC Pump K 1001

KNAUER, Berlin

pH-Meter GPHR 1400 A

Greisinger Electronic, Regenstauf

Ruhrer IKA-Combimag Typ Ret

Jahnke & Kunkel, Staufen i.Br.

Ultraschallbad Bransonic 220

Branson Ultrasonics, Danbury

Uvikon Spectrophotometer 932

Kontron Instruments, Italien

Tube UV 8 W 254 nm

Novodirect GmbH, Kehl/ Rhein

Vortex-Mixer Reax 2000

Heidolph, Schwabach
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Tab. VII: Chemische Daten von Guanin und 6-Thioguanin sowie

deren Metaboliten. Reinheit (%) nach Angaben des Herstellers.

NF. Substanz Mol. Gewicht Reinheit
g/mol %
1. |6-Thioguanin 167,2 99
2. |6-Thioguanosin 299,31 98
3. |6-Thioguanosin-5’-Diphosphat 457,24 > 95
4. |6-Thioguanosin-5’-Triphosphat 536,22 > 95
5. |Guanin 151,13 99
6. |Guanosin 283,2 98
7. |Guanosin-5'-Monophoshat 362,2 99
8. |Guanosin-5’-Diphoshat 4432 96
9. |Guanosin-5’-Triphoshat 523,2 97
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