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1. Einleitung

In den letzten Jahrzehnten wuchs das Wissen Ube den Aufbau des zen-
tralen Nervensystems (ZNS), dessen Funktionsweise und Zusammen-
hang mit seelischen und psychischen Vorgangen immens an. Diese Wis-
senserweiterung wurde vor alem durch das Aufkommen immer emp-
findlicherer und genauerer Mef3verfahren erreicht, die Einsichten in Vor-
gange auf Zellebene und auf molekularer Ebene ermoglichen. Ein Bei-
spiel ist die Bestimmung von Substanzen des Zellstoffwechsels, deren
physiologische Konzentrationen sich in Bereichen von Piko(10™)- oder
Nano(10°)gramm pro ml bewegen, mittels High-Performance-Liquid-
Chromatography (HPLC) - ein Verfahren, welches auch in dieser Arbeit
zur Messung der Abbauprodukte von Neurotransmittern im zentralen
Nervensystem verwendet wurde.

Zum besseren Verstandnis der Hintergriinde folgt ein kurzer Uberblick
uber die fur diese Arbeit wesentlichen anatomischen und physiologi-
schen Gegebenheiten im ZNS.

1.1 Wesentliche anatomische, physiologische und biochemi-
sche Eigenschaften des zentralen Nervensystems (ZNS)

1.1.1 Anatomie

Das ZNS gliedat sich in Rickenmark und Gehirn. Dieses setzt sich aus
Medulla oblongata (verlangertes Mark), Pons (Bricke), Mesenzephalon
(Mittelhirn), Dienzephalon (Zwischenhirn), Cerebellum (Kleinhirn) und
Telenzephalon (Grof?- oder Endhirn) zusammen %,

Das Gehirn besteht aus Milliarden von Nervenzellen (Neuronen), welche
durchschnittlich mit 2000 anderen direkt kommunizieren “.

Eswird von drel Meningen (Hirnhduten) umhillt. Von auf3en nach innen
sind dies Dura mater (harte Hirnhaut), Arachnoidea und Pia mater (beide
zusammen werden als weiche Hirnhaut bezeichnet).

Das ZNS liegt weiterhin in einem FlUssigkeitskissen aus Liquor cere-

%gospi nalis zwischen Arachnoidea und Pia mater im Subarachnoidalraum



1.1.2 Nervenzelle und Erregungsiibertragung

Die einzelne Nervenzelle besteht aus dem Zelkorper (Soma) mit dem
Zellkern und zwei verschiedenen Arten von Zellfortsétzen: einerseits
meist sehr zahlreiche Dendriten, Audaufer des Somas, die wie das Soma
selbst zur Erregungsaufnahme dienen, und andererseits meistens nur ei-
nem Neurit (Axon) zur Erregungsweitergabe, welches sich jedoch in di-
verse Seitenzweige (Kollateralen) aufspaten kann.

An den Enden des Axons befinden sich die synaptischen Endkndpfe
(boutons termineaux). Zwischen den letztgenannten und der Zellmem-
bran der nachfolgenden Zelle liegt der sog. synaptische Spalt von 20-30
nm Breite; adle drei zusammen bilden die Synapse, den Ort der Erre-
gungslibertragung zwischen zwei Nervenzellen #.

Durch die Depolarisation der Zellmembran durch ein ankommendes Ak-
tionspotential werden spannungsabhangige Ca*-Kandle gedffnet, wor-
aufhin Ca*-lonen ins Zdlinnere einstrémen und die intrazellulére Ca*-
Konzentration erhéhen. Dies fihrt unter Betelligung von Proteinen wie
Synapsin, Synaptotagmin oder rab3 zur Verschmelzung von Vesikeln
angefiillt mit Transmitter, der vor Ort in der Endigung *’ produziert wur-
de, mit der Zellmembran. Dabel geben sie ihren Inhalt in den synapti-
schen Spalt ab '**.

Die Transmittersubstanz diffundiert in hoher Konzentration zur postsy-
naptischen Membran und bindet an dort vorhandene Rezeptoren, die
Entweder selbst lonenkandle sind oder tUber G-Protein an diese gekoppelt

Dort efolgt die chemische Transmisson auf zwel Arten: enerseits
schnell (<1 ms) durch direkte Offnung von Liganden gesteuerten lonen-
kanden und anderersaits langsam (mehrere Hundertstel Millisekunden
bis Minuten) durch ein zwischengeschaltetes Second-messenger System
(z.B. cAMP, cGMP, Cacium oder Diacylglycerol).

Dieses letztgenannte wiederum aktiviert Proteinkinasen, die ihrerseits
Uber Kaskaden verschiedene Hfekte in der Nervenzelle hervorrufen wie
z.B. De-/Aktivierung von Neurotransmitterrezeptoren, Transkriptions-
faktoren, lonenpumpen und -kanéen “.

Nach der Offnung von lonenkandlen erzeugt der Einstrom von Natrium-
bzw. Chloridionen ein exzitatorisches postsynaptisches Potential, wel-
ches bei Uberschreiten einer bestimmten Schwelle wieder ein Aktions-
potential aud6st, das in diesem Neuron weitergeleitet wird, bzw. ein n-
hibitorisches Potential, das die Erregbarkeit der Zelle herabsetzt Z.

Der im synaptischen Spalt befindliche Neurotransmitter diffundiert ent-
weder aus diesem hinaus, wird durch Enzyme abgebaut oder durch



Transportproteine in die Nerventerminale oder umliegenden Zellen wie-
deraufgenommen .

Im Neuron wird der wiederaufgenommene Transmitter in Vesikeln g
speichert oder wie auch in den benachbarten Gliazellen durch Enzyme
abgebaut *.

Im ZNS des Menschen existieren Ansammlungen von Neuronen mit der
gleichen Transmittersubstanz (u.a. Acetylcholin, Monoamine wie Do-
pamin, Noradrenalin, Serotonin und Histamin, Aminosduren wie ¢
Aminobuttersdure (GABA) und Glutamat, neuroaktive Peptide wie Sub-
stanz P und Stickoxide wie Stickstoffmonoxid), die z.T. bestimmten
funktionellen Systemen zugeordnet werden kénnen *°.

Fur diese Arbeit wichtige Transmitter sind die Monoamine Dopamin,
Noradrenalin und Serotonin.

1.1.3 Dopamin

Die Biosynthese von Dopamin (DA) geht von der Aminoséure Tyrosin
aus. Diese wird durch das Enzym Tyrosinhydroxylase zu L-Dihydroxy-
phenylalanin (DOPA) hydroxyliert, welches seinerseits durch das Enzym
Dopadecarboxylase zu Dopamin umgesetzt wird *.

Der Abbau von DA erfolgt durch die Enzyme Monoaminooxidase in
erster Linie durch Typ B (MAO-B)-, Aldehyddehydrogenase und Cate-
chol-O-methyltransferase (COMT) in die Hauptabbauprodukte 3,4
Dihydroxyphenylessigsaure (engl. DOPAC) und 3-Methoxy-4-hydroxy-
phenylessigsaure = Homovanillinsdure (engl. Homovanillic Acid =
HVA) umgewandet ® ™. In Anlehnung an die internationale Nomenkla-
tur wird im folgenden die englische Abktrzung HVA verwendet. Da in
dieser Arbeit vorrangig die HVA betrachtet werden soll, ist in Abbildung
1 nur dieses Hauptabbauprodukt aufgefihrt. Das Molekulargewicht von
HVA betrégt 182,2 g/mal.

Eine indirekte Beurteilung des Gesamtumsatzes von Dopamin im ZNS
(v.a_Gim Striatum) ist durch die Bestimmung von HVA im Liquor mog-
lich ™.

Dabel ist ein Gradient der HV A zwischen Liquor der Seitenventrikel mit
der héchsten Konzentration und aus dem Bereich der Lendenwirbelsaule
mit niedrigerer Konzentration zu berticksichtigen. Die IumbalelonVA

spiegelt somit nur einen Tell des gesamten DA-Metabolismus dar =



Abbildung 1: Synthese und Abbau von Dopamin
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Mit TH, D-Dec., MAO, AO und COMT sind die Enzyme Tyrosinhydroxylase,
Dopa-Decar boxylase, Monoaminooxidase, Aldehydoxidase und Catechol-O-me-
thyltransfer ase abgekdir zt.

Ansammlungen dopaminerger Nervenzellen liegen im Mes-, Di- und
Telenzephaon und werden in folgende Systeme unterteilt:

Das mesostriatale System entspringt v.a. in der Pars compacta der Sub-
stantia nigra und innerviert das Striatum ”. Fast 80 Prozent des DA des
Gehirns sind dort zu finden ®

Ferner existieren ein meﬁollmbokortikales System (aus dem Mesen-
zephalon und Teilen der Substantia nigra ns limbische System und in
die Grorhirnrinde) ® ”°, ein dienzephalospinales System (vom Hypo-
thalamus zu Hinterhorn, Ncl. intermediolateralis und Bereich um den
Zentralkanal des Rickenmarks),
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ein tuberoinfundibulares System (von Ncl. infundibularis (arcuatus) zu
Eminetiaintermediana und Hinterlappen der Hypophyse) ™ ** sowie ein
magnozelluléares System (Bereich der Nuclei paraventricularis und su-
praopticus) ”.

Die Wirkung von DA an den Zielzellen hangt vom jeweiligen Rezeptor
ab. Es sind die Rezeptortypen Dy (in Striatum, Ncl. accumbens, (Hy-
po)thalamus, limbisches System, ...), D, (in Substantia nigra pars com-
pacta, Striatum, Area tegmentalis anterior des Mittelhirns, Ncl. accum-
bens, ...), D; (in Ncl. accumbens, Tuberculum olfactorium, Substantia
nigra pars compacta, Kleinhirn, Area tegmentalis anterior des Mittel-
hirns, ...), D4 (in frontalem Cortex, Medulla oblongata, Amygdala, Hypo-
thalamus und Mittelhirn, ...) und Ds (in Hippocampus und Thalamus, ...)
fir DA bekannt. Die Ortsangaben beziehen sich sowohl auf Rezeptoren
als auch deren mRNA und sind beim Menschen, jedoch vor alem bel
Ratten festgestelIt .

1.1.4 Noradrenalin

Noradrenalin (NA) wird in den Vesikeln noradrenerger Neurone durch
das Enzym Dopamin-b-Hydroxylase aus Dopamin synthetisiert.

Im ZNS wird NA durch die Enzyme COMT, MAO (v.aTyp A) und Al-
dehydreduktase zu 3-Methoxy-4-hydroxymandelessigsaure = Vanillin-
mandelsdure (VMA) und 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycol (engl. 3-
Methoxy-4-hydroxyphenylglycol = MHPG, oft auch HMPG abgekiirzt

% 19) abgebaut, welche wie HVA im Liquor bestimmt werden kénnen ®"
68

In Abbildung 2 ist nur MHPG = HMPG (Molekulargewicht 184,2 g/mol)
als Abbauprodukt dargestellt.

Im Locus coeruleus, am Boden der rostraen Rautengrube liegt das
wichtigste noradrenerge System mit Efferenzen zu Kernen des Thalamus
und Hypothalamus, aber auch zu Teilen des limbischen Systems (Cortex
piriformis, Amygdala, Septum und Hippocampus) und zum gesamten
Neocortex.

Neben diesen aufsteigenden Fasern existieren absteigende zu sensori-
schen Relais- und Assoziationskernen des Hirnstamms (z.B. Coalliculi
inferiores und superiores, Vestibularis- und Cochleariskerne, ...) und
zum gesamten Rickenmark.
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Abbildung 2: Synthese und Abbau von Noradrenalin

I\|IH2 I?IHZ
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3-M ethoxy-4hydroxy-
phenylglycol (MHPG)

Die Abktrzungen DBH, COMT, MAO und AD stehen fir die Enzyme Dopa-

min-b -Hydroxylase, Catechol-O-methyltransferase, M onoaminoxydase und Al-
dehydreduktase.

Afferenzen zum Locus coeruleus stammen v.a. aus somato- und viszero-
sensorischen Systemen Uber Kerngebiete der ventrolaterale Medulla ob-
longata und in der Umgebung des Ncl. pragpositus.



12

Weitere Zellgruppen liegen u.a. im ventrolateralen Briickentegmentum
um den Fazialiskern und die Olive sowie im Bereich des Ncl. subcoeru-
leus und der Parabrachialkerne, welche somato- und viszeromotorische
Hirnstammkerne und das gesamte Riickenmark innervieren ™ °.

NA interagiert mit a- und b-Rezeptoren, welchein a 1., sowie b, unter-
teilt sind ®.

1.1.5 Serotonin

Der Hauptneurotransmitter dieser Systeme ist Serotonin oder 5-Hy-
droxytryptamin (5-HT). Es wird im Neuron aus der Aminosaure L-
Tryptophan durch die Enzyme Tryptophanhydroxylase und aromatische
Aminosduredecarboxylase Uber das Zwischenprodukt 5-Hydroxy-
tryptophan produziert. Der Abbau erfolgt Uber die Enzyme MAQO, vor-
wiegend der A-Typ, und Aldehyddehydrogenase zu 5-Hydroxy-
indolessigsaure (engl. 5-Hydroxyindolacetic Acid = 5-HIAA) mit eéinem
Molekulargewicht von 191,2 g/mol. Abbildung 3 zeigt den Synthese-
und Abbauweg *.

Serotonerge Neurone finden sich vor alem in Tellen der Raphekerne,
aber auch auf¥erhalb dorsal des Lemniscus medialis und lateral des Ncl.
reticularis tegmenti pontis.

Aufsteigende Bahnen haben ihren Ursprung grofdtentells aus den Nucle
raphe medianus und dorsalis und fihren im zentralen Grau sowie im
ventralen Tegmentum des Mittelhirns vor ihrer Vereinigung im medialen
Vorderhirnbiindel zu Vierhiigel platte, Ncl. interpeduncularis, Kernen des
Hypothalamus und des dorsomedialen Thalamus, zu Ncl. subthalamicus
und Striatum, Septum, Amygdala, Bulbus olfactorius und schliefdich
zum Neo- und Allokortex. Diese Bahnen zeigen unterschiedliche Vulne-
rabilitdt gegentiber stimmungsverandernden Substanzen, unterschiedli-
che Kaliber und verschiedene Vertellung in den Endigungsgebieten.

Absteigende Bahnen ziehen aus dem Ncl. raphe magnus im Hintersai-
tenstrang zu Hinterhorn und Zona intermedia sowie aus den Nuclei raphe
pallidus und obscurus im Vorderseitenstrang zu Vorderhorn und Ncl.
intermediolateralis.

Es bestehen ferner Verbindungen aus den Raphekernen zum Klenhirn,
somato- und viszeromotorischen und sensorischen Hirnstammkernen
sowie unter den Raphekernen selbst ™.
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Abbildung 3: Synthese und Abbau von Serotonin (5-Hydroxytryptamin)

COOH

I
CHs;— CH—NH,
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H CH>— CHO
5-Hydroxyindol-
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(5-HIAA)

Die Abkurzungen TH, AADC, MAO und AD stehen fur die Enzyme Tryp-
tophanhydroxylase, aromatische Aminosaur endecar boxylase, M onoaminoxyda-
se und Aldehyddehydrogenase.
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Das Spektrum der interzelluldren Kommunikation wird durch das Vor-
kommen von verschiedenen Rezeptoren fur SHT erweitert. ES wurden
bisher dre Hauptklassen identifiziert: die 5-HT,-Familie, die 5-HT,-
Familie und eine Familie, die 5-HT,und 5-HT, umfal.

Diese Familien werden weiter in Untergruppen untertellt, die in ver-

schiedenen Regionen und Zellen auftreten:

5-HT..: Hippocampus, Amygdala, Raphekerne, ... °" % %

5-HT,p: Substantianigra, Basalganglien, ... *; Autorezeptor ® an Soma
und Terminalen ®;

5-HT,= cerebraler Cortex, Striatum, Hippocampus, ...

5-HT,s: Thrombozyten ®; Claustrum, Striatum, ... *
5-HT,c: Plexus choroideus, Substantia nigra, Riickenmark, ... %

5-HT,: Hippocampus, Striatum, ... *
5-HT,: cerebraer Cortex, Thalamus, Hypothalamus *

Der 5HTs-Rezeptor ist ein Liganden-gesteuerter lonenkanal im Gegen-
satz zu den oben genannten. Er kommt in folgenden Regionen vor:

5-HT;: peripheres Gewebe ®; Hippocampus, Area postrema, Rik-
kenmark, ... =

Es existieren weitere Rezeptor(sub)typen, die hier nicht angefihrt wer-
den, da sie beim Menschen nicht nachgewiesen sind.

1.1.6 Funktionen und Pathologie des dopaminergen, nor-
adrenergen und serotonergen Systems

Den Neurotransmittern Dopamin, Noradrenalin und Serotonin lassen
sich bestimmte funktionelle Systeme im ZNS zuordnen. Bei Stérung die-
ser Systeme sind Veranderungen im Transmitterstoffwechsel nachweis-
bar.

So wurden beispielsweise bei Liguoranalysen erniedrigte Konzentratio-
nen von HVA bei Patienten mit Depression *, seniler Demenz vom Alz-
heimer Typ ® *, Morbus Parkinson ™* und Fibromyal giesyndrom % fest-
gestellt, was auf eine Storung eines oder mehrerer dopaminerger Syste-
me hinweisen kann. Auch die sog. Dopamin-Hypothese der Schizophre-
nie geht von einer Stérung im dopaminergen System des Gehirns aus,
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wobei auch eine Mitbetroffenheit u.a. des serotonergen und noradrener-
gen Systems wahrscheinlich ist %,

Der noradrenerge Locus coeruleus ist u.a. an der Regelung des Bewuf3t-
seinszustandes und des Wachheitsgrades, von Verhaltensmustern wie
Lernen und Verstéarkung sowie des cerebralen Blutflusses und der Per-
mesbilitét des cerebralen Mikrogefalsystems beteiligt *°.

So ist es keine Uberraschung, da Stérungen im noradrenergen System,
die durch erhohte oder erniedrigte Konzentrationen des Hauptmetaboli-
ten MHPG im Liquor festgestellt werden, bel Patienten mit Krankheiten
wie Manie, Depression, amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und Chorea
Huntington festzustellen sind %2,

Die Mdoglichkeiten von Stérungen in serotonergen Systemen sind man-
nigfaltig, zumal Serotonin neben der Funktion als Neurotransmitter auch
als trophischer Faktor bel der Entwicklung des Nervensystems, als Ho-
moostasefaktor fur die Aufrechterhaltung der Funktion und Anpassungs-
fahigkeit des Nervengewebes an externe Stimuli erflllt sowie an Regel-
kreisen wie z.B. der Stimulation der Ausschiittung von Corticotropin-
releasing hormone (CRH) im Hypothalamus beteiligt ist ® ®.

So wurden beispielsweise bel depressiven Patienten z.T. erniedrigte
Werte des Serotoninabbauproduktes 5-HIAA festgestellt, woraus ein
Mangel des Neurotransmitters abgeleitet wurde ® . Ein &hnlicher
Mangel an 5HIAA im Liquor wurde auch bei Patienten mit M. Alzhei-
mer festgestellt *. Auch aggressives und suizidales Verhalten stehen in
Zusammenhang mit Stérungen im serotonergen System %’. Bei der Pa
thogenese von schizophrenen Storungen scheint ebenfalls eine Imbalan-
ce in serotonergen Teilsystemen vorzuliegen %,

1.1.7 Liquor cerebrospinalis

Der Liquor cerebrospinalis, kurz Liquor, ist eine klare Flissigkeit, wel-
che das Ventrikelsystem des Gehirns und den Subarachnoidalraum von
Gehirn und Rickenmark ausfullt. Er wird zu 70 % von den Plexus chori-
oidel in den Ventrikeln sezerniert. Der restliche Anteil entsteht durch
Ubertritt aus dem Kapillarbett des Gehirns und durch metabolische Was-
serproduktion des Parenchyms. Das Gesamtvolumen betrdgt beim Er-
wachsenen etwa 140 ml und wird im Laufe von 57 Stunden vollstandig
erneuert.

Durch den hydrostatischen Druck von ca. 15 cm Wassersdule bel der
Produktion und durch den Zilienschlag des Ependyms der Ventrikelin-
nenwand entsteht ein Flul3 vom inneren Liquorraum in den aul3eren, d.h.
von den Seitenventrikeln ber den dritten in den vierten Ventrikel und
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aus diesem durch den Canalis centralis des Rickenmarks nach kaudal

oder durch die Aperturae laterales und Apertura media in die Cisterna
cerebellomedullaris des Subarachnoidalraumes. VVon hier aus fliefdt der
Liquor einerseits weiter nach kranial zu den vendsen Sinus, in welche er
uber Villi der Arachnoidea absorbiert wird, anderersaits nach kaudal ent-
lang des Ruckenmarkkanals, wo er ebenfalls Uber arachnoidale Villi ins
vendse System aufgenommen wird. Der absteigende Flul3 ist dabei etwa
um den Faktor 10 bis 20 schneller als der aufsteigende.

Der Liquor schitzt das ZNS, indem durch den Dichteunterschied von

beiden die effektive Masse des ZNS um etwa das 30fache reduziert wird
und dadurch die Auswirkungen von Beschleunigungs- und Abbremsbe-
wegungen bei plotzlichen Kopfbewegungen wesentlich verringert wer-
den. Als weitere Funktion ist der direkte Austausch mit dem Extrazellu-
larraum des Nerven- und Bindegewebes (Glia) des Gehirns anzufthren,
welcher die Versorgung mit Vitaminen, im wesentlichen jedoch die Ent-
sorgung von Stoffwechselprodukten gewahrleistet °. Neben diesen
Endprodukten des zelluléren Metabolismus gelangen Uber die Synapsen,
d.h. den Extrazellularraum, auch Neurotransmitter und deren Metaboli-
ten in den Liquor. Durch Punktion des Liquorraums und Entnahme des-
selben ist deren Analyse méglich ™.
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1.2 Das Fibromyalgiesyndrom (FMS)

Das Fibromyalgiesyndrom (FMYS) ist seit Jahren das Thema zahlreicher
Studien unterschiedlicher Fachbereiche, welche zu zum Tell kontrover-
sen Ergebnissen Uber pathologische Veranderungen und Hinweisen fir
mogliche Pathogenesen kommen. Es wurde 1993 in die zehnte Revision
der "International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems’ (ICD-10) der WHO unter Punkt M79.0 "Rheumatis-
mus, nicht naher bezeichnet: Fibromyalgie" aufgenommen 2.

Die Bezeichnung dieses klinischen Bildes anderte sich im Laufe der Zeit
und mit jeweils neuen Erkenntnissen von "Neurasthenie”" (1869) ** tiber
"Fibrositis' (1904) * zu "Fibromyalgie" *** bzw. "Fibromyalgiesyndrom
(FM9)" ®. Synonym wurden auch Begriffe wie generalisierte Tendo-
myopathie, polytope (multilokul&re) Insertionstendopathie ™ und myo-
faszidler Schmerz * verwendet.

In dieser Arbeit wird der Terminus "Fibromyalgiesyndrom (FMS)" in
Anlehnung an Mas vorgezogen, da es sich um kein Krankheitsbild im
engeren Sinne handelt, sondern lediglich um die Beschreibung klinischer
Symptome %.

1.2.1 Klinik/Symptomatik

Namengebend fiir das Fibromyalgiesyndrom ist der chronische, generali-
sierte Schmerz im muskul oskel ettalen Bereich ohne Vorliegen einer ent-
ziindlichen oder degenerativen Verénderung *. Hinzu kann eine Vielfalt
an diversen Beschwerden kommen, z.B. Raynaud-Symptomatik, Band-
scheibenprolaps, Nahrungsmittelunvertréglichkeit, Thrombophlebitis,
Reizdarmsyndrom, Depression, hormonelle Dysfunktionen, Dysme-
norrhoe, Dysurie, Gesichtsfeldausfélle, usw., wobei Mudigkeit, Schlaf-
storungen und K opfschmerzen am spezifischsten sind > .

1.2.2 Epidemiologie

Epidemiologischen Untersuchungen zufolge reicht die Pravalenz des
FMS von 2,0% ™° tiber 3%, 6,2% (nur Kinder) und 10,5% (nur Frauen)
% bis 17% * und steigt mit zunehmendem Alter an, wobei Frauen haufi-
ger betroffen sind (bel einem Alter Gber 50 Jahren ca. sechsmal mehr

Frauen als Méanner) *°.
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1.2.3 Diagnostik

Die Diagnose FM S wird anhand Kklinischer Untersuchungskriterien nach
umfassender und kompetenter korperlicher Untersuchung gestellt

chronischer, generalisierter Schmerz, dem keine inflammatorische
oder degenerative Ursache zuzuordnen ist %, d.h. andere Erkrankun-
gen muissen ausgeschlossen sein wie z.B. Polymyalgia rheumatica,
Morbus S 6gren, Bandschei bengrol aps, Enzephalitis disseminata oder
auch eine larvierte Depression ™.

Um diese eher weit gefaldten Kriterien von generalisiertem, chronischem
Schmerz zu standardisieren, wurden folgende 1990 vom American Col-
lege of Rheumatology (ACR) zur Klassifikation empfohlen:

Schmerz in beiden Korperhéften sowie tber und unter der Gurtelli-
nie, zusétzlich axialer Skelettschmerz (zervikale, thorakale oder lum-
bale Wirbelsaule bzw. vorderer Brustkorb) Gber mindestens drei Mo-
nate, wobel Lumbalgien in den Bereich unter der Glrtellinie gerech-
net werden.

mindestens 11 von 18 schmerzhaften Punkten (tender points) bel -

ner Palpation von ca. 4 kg/cnt

1. Occiput: an den suboccipitalen Muskelansétzen bds.

2. unterer Hals: vordere Anteile der Intertransversalréume C5-C7 bds.

3. Trapezius. Mittelpunkt der oberen Begrenzung bds.

4. Supraspinatus. am Ursprung Uber der Spina scapularis bds,

5. zweite Rippe: oben lateral bis zur 2. costochondralen Verbindung
bds.

6. Epikondylus lateralis humeri: 2 cm distal der Epikondylen bds.

7. Glutealbereich: oberer, aul3erer Quadrant der anterioren Muskelfalte
bds.

8. Trochanter maior femoris. posterior des Trochanters bds.

9. Knie: medialer Fettpolster proximal der Gelenkslinie bds. **’

zusdtzlich sollten anhatende Mudigkeit, nicht-erholsamer Schlaf und
allgemeine Steifigkeit vorhanden sein .

In der Kopenhagener Erklarung werden die verschiedenen oben genann-
ten Kriterien fiir den klinischen Gebrauch neu zusammengefaldt * %,
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Allein dieser Dissertation zitierten Arbeiten richten sich nach den ACR-
Kriterien. Sollten in einzelnen Fallen andere Leitlinien verwendet wer-
den, wird auf den Vergleich der verschiedenen Kriterien im Hinblick auf
Sensitivitat und Spezifitét in der ACR-Klassifikation verwiesen ™.

1.2.4 Therapie

Eine effiziente Monotherapie gibt es derzeit nicht *. Versuche mit ver-
schiedenen pharmakol ogischen und anderen Verfahren ergeben, dal3 eine
Behandlung mit Antidepressiva noch den gréfdten Erfolg verspricht.

Trizyklische Antidepressiva wie Amitryptilin bringen bei einem Teil der
Patienten zumindest voriibergehend eine deutliche Besserung der Sym-
ptomatik *. Fir die Wirkweise dieser Pharmaka wird eine Verstérkung
von inhibitorischen, absteigenden kortikalen, supraspinalen und spinalen
Bahnen vorgeschlagen, welche Noradrenalin und Serotonin als Mediato-
ren verwenden. Hinzu kommt eine mdgliche Modulation der Effekte von
Endorphinen durch serotonerge Bahnen *.

Selektive Serotonin Wiederaufnahme Inhibitoren (SSRI) verbessern De-
presson und Schlafstérungen und lindern in Kombination mit trizykli-
schen Antidepressiva (wie Fluoxetin und Amitryptilin) die Symptome
des FM S signifikant besser al's ein Wirkstoff aleine *" *.

Nichtsteroidale antiinflammatorische Arzneien sNSAIDs) werden zwar
von Patienten héufig in Eigenregie verwendet ™, haben jedoch laut Stu-
dien lediglich den gleichen Effekt wie Placebos *.

Tramadol erwies sich as niitzlich bei der Behandlung von FM S-Schmerz
% % Uber Versuche mit weiteren Opioiden liegen derzeit noch keine
Daten vor *.

Aminosaurederivate wie S-adenosyl-L-methionin wurden z.T. mit Erfolg
getestet ',

Eine regionale sympathische Blockierung brachte nur geringe *, Lido-
caininjektionen in tender points * nur kurzfristige Besserung.

Von getesteten physikalischen Behandlungsansétzen brachten Leibes-
tbungen/Gymnastik, Biofeedback und Akupunktur ® teilweise Linde-
rung, ebenso wie Verhaltenstherapie und Coping-Strategien *.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 die Symptome des FMS
meist nur durch die Kombination pharmakologischer und nicht-
pharmakologischer Intervention gebessert werden kdnnen. Eine Heilung
ist aufgrund der unbekannten Atiologie derzeit nicht méglich .
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1.2.5 Prognose

Aus diesem Grund ist auch die Prognose Erkrankter eher schlecht, da das
FMS in den meisten schwereren Fallen persistiert oder nach kurzer Re-
mission wieder auftritt. Dennoch kommt es -wenn auch selten- zur Spon-
tanremission .

Langzeitstudien ergaben, dal? bei Patienten mit starker Ausprégung des
FMS auch nach einer Behandlung in einem spezidisierten Zentrum tber

7 bzw. 10 Jahre deren Gesundheitszustand unverandert bleibt %>,

1.2.6 Ergebnisse von Studien uber Veranderungen beim H-
bromyalgiesyndrom (FMS)

In diesem Abschnitt wird ein kleiner Uberblick tber festgestellte Veran-
derungen im Rahmen des FMS gegeben, die zur Klérung einer mogli-
chen Pathogenese beitragen konnen.

Histologie

Bartels berichtete 1986 tber Einschnirungen von Muskelfaserbiindeln,
die wie durch Gummibander verursacht aussehen (“rubber-band-like
structures') und ein Netzwerk von reticularen oder elastischen Fasern,
welche die Muskelfasern verbinden *°. Die verwendeten Kriterien ent-
sprechen nicht den ACR-Richtlinien.

Pongratz et a. stellten nur geringfligige Verénderungen fest, die "als un-
spezifisches Sekundarphanomen eingestuft werden" % miissen. Weiter
wird ausgefihrt, dal die "generalisierte Tendomyopathie ... sicher keine
entziindliche oder degenerative Muskelerkrankung” % sei. Der Arbeit
war nicht zu entnehmen, welche Klassif ikationskriterien zugrunde lagen.

Immunologie

Als immunologische Auffalligkeit stellten Klein et al. AntikGrper gegen
Serotonin sowie gegen Ganglioside im Serum von Patienten mit FMS
fest . Eswurde nach Yunus et al. diagnostiziert ™.

Eine weitere mogliche Ursache des FMS vermuten Hey et a. in einer
"Im Darm dattfindenden Bakteriophageninduzierte Lyse von E. cali,
der daraus resultierenden Endotoxinfreisetzung im Darm und deren Re-

sorption via Darmwand in den Blutkreislauf ..." * aufgrund signifikant
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erhdhter Titer von Antikorpern gegen die Endotoxine Lipopolysaccha:
nd-S und Lipid-A im Serum und dem Nachweis von spezifischen Coli-
Phagen im Stuhl von FM S-Patienten .

Weitere Hinweise fir eine Betelligung des Immunsystems fand auch
Nasralla, der multiple Infektionen mit verschiedenen Mykoplasmenarten
im Blut einer Testgruppe von Patienten mit FMS und chronic fatigue
syndrome (CFS) fand. Leider erfolgten keine Angaben Uber die genaue
Zusammensetzung der Testgruppe ™.

Psychiatrie

Haufig werden Zusammenhange zur Depression gefunden. Hudson stellt
beispiel sweise einen hohen Anteil an gegenwaértigen oder zurtickliegen-
den affektiven Storungen, v.a. Depressionen und Angststérungen, sowie
eine erhdhte familidre Préavalenz dazu beim Vergleich von Patienten mit
FMS (nach den Kriterien von Yunus ") und rheumatoider Arthritis fest
und diskutiert eine affektive Stérung als prédisponierenden Faktor fir
das FM S oder dieses ds eine affektive Stérung mit prominenten somati-
schen Symptomen *.

Neurologie

Im Bereich des Nervensystems finden sich ebenfalls Auffélligkeiten. So
stellen sich beim Vergleich von FM S-Patienten mit einer Kontrollgruppe
aus Gesunden und an rheumatoider Arthritis Erkrankten signifikant e-
niedrigte Werte von MHPG, 5-HIAA und HVA im Liquor dar .

Auch werden erhdhte Werte an Substanz P (SP) im Liquor von FMS-
Patienten festgestellt '®. Die verwendeten Diagnostikkriterien sind von
Yunuset d. und Smythe ™.

@usgh andere Arbeiten zeigen diese erhdhten Spiegel von SP im Liquor
Schwarz et d. finden im Serum von Patienten mit FM S eine starke nega-
tive Korrelation zwischen Substanz P und 5HIAA und verweisen auf
elnen maglichen Antagonismus von Substanz P und serotoninergem Sy-
stem *®. Einen &hnlichen Regelmechanismus zwischen Serotonin und
Substanz P schlégt auch Russell auf sowohl zerebraler als auch spinaler
Ebene vor *.
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1.3 Ziel der Arbeit

Zwischen dem Fibromyalgiesyndrom (FMS) und Depression werden
aufgrund von genetischen und biochemischen Untersuchungen Zusam-
menhénge in der Pathophysiologie vermutet.

So berichten zahlreiche Arbeiten Uber Stérungen des Serotoninstoff-
wechsels mit erniedrigten Konzentrationen von Serotonin bzw. 5-HIAA
bei Patienten mit Depression >"%, welche auch beim FMS gefunden
werden % (siehe auch 1.2.6).

Hinzu kommt das Ansprechen des FMS auf die Therapie mit Antide-
pressiva ® * " (siehe auch 1.2.4), welche die Konzentrationen zentral-
nervoser Neurotransmitter (u.a. Noradrenalin, Dopamin und Serotonin)
beeinflussen > .

Im Rahmen der Nozizeption werden ferner Zusammenhange zwischen
Substanz P und Serotonin vermutet " ® ™, Auch Schwarz et a. *® und
Russell * verweisen auf einen moglichen Regelmechanismus zwischen
Serotonin und Substanz P.

Aufgrund der erhéhten Konzentrationen an Substanz P bel Patienten mit
FMS liegt die Vermutung einer gestdrten Schmerzverarbeitung nahe *.

Aufgrund der oben genannten Fakten wird in der vorliegenden Arbeit
untersucht, inwiefern sich Patienten mit FM S und chronischen Schmerz-
zustanden im direkten Vergleich der Neurotransmitter Noradrenalin, Se-
rotonin und Dopamin im ZNS unterscheiden, gemessen an deren Meta
boliten MHPG, 5-HIAA und HVA.

Fir die Durchfthrung dieses Vergleichs wird eine Methode fir die High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) mit elektrochemischer
Detektion (ECD) zur gleichzeitigen Messung von MHPG, 5-HIAA und
HVA im Liquor cerebrospinalis etabliert und in einer ersten vorlaufigen
Untersuchung die Konzentration dieser Neurotransmittermetaboliten bei
Patienten mit FMS im Vergleich zu neurologischen Erkrankungen wie
Polyneuropathien (PNP) oder Rickenschmerzen (low back pain) be-
stimmt.
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2. Etablierung einer Methode fir die High Performance Li-
quid Chromatography (HPLC) mit elektrochemischer Detekti-
on (ECD) zur gleichzeitigen Messung von MHPG, 5-HIAA und
HVA im Liquor von Patienten mit Fibromyalgiesyndrom (FMS)
und neurologischen Erkrankungen

2.1 Funktionsprinzip der HPLC

Das Trennprinzip der HPLC besteht darin, dal3 eine zu analysierend Pro-
be in einen Flissigkeitskreidauf injiziert und in dieser Flssigkeit, der
mobilen Phase, mittels einer Pumpe unter hohem Druck durch ene
Trennséule gepumpt wird, die mit einem sog. Packungsmaterial, der sta-
tionéren Phase, geflllt ist.

Bestandteile der Probe treten dabei mit der stationdren Phase in unter-
schiedliche Wechselwirkungen und werden verzogert aus der Saule aus-
geschwemmt.

Die Art und Kombination der beiden Phasen richtet sich nach den che-
mischen Eigenschaften der zu untersuchenden Substanzen.

Die so getrennten Antelle der Probe werden dann weiter in der mobilen
Phase in die Melizelle eines hinter die Séule geschalteten Detektors
transportiert und flief3en an einer Mef3elektrode vorbel, der eine elektri-
sche Spannung anliegt. Dabel werden die enthaltenen Substanzen teil-
weise oxidiert. Der dabel entstehende Elektronenflul® wird gegen eine
Referenzel ektrode gemessen und als (elektrisches) Signal an einen Inte-
grator oder Computer weitergeleitet, der die Signale graphisch in Form
von Ausschldgen, sog. Peaks, aufarbeitet.

Diese Form der elektrochemischen Detektion wird als amperometrisch
bezeichnet *°. Je groRer die Menge der oxidierten Substanz und des dar-
aus resultierenden Elektronenflusses, desto grof3er ist der Ausschlag
bzw. Peak am Integrator/ Computer.

Die Identifizierung der enthaltenen Substanzen erfolgt durch den Ver-
gleich mit isolierten Referenzsubstanzen in Reinform, welche separat
injiziert und mit der gleichen zeitlichen Verzégerung, der sog. Reten-
tionszeit, wieder aus der Saule ausgespuilt werden.
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2.2 Verwendetes Material und statistische Methoden

Zur Methodenetablierung wurden folgende Substanzen und Materiaien
verwendet. Im Anhang findet sich eine tabellarische Zusammenfassung.

2.2.1 HPLC-Saule

Nach dem Test verschiedener Modelle wird eine anaytische Saule vom
Typ LiChroCARTR 250-4 HPLC Cartridge mit dem Packungsmaterial
Superspher® 60 RP-select B der Firma Merck verwendet. Hierbel handelt
es sich um eine Saule mit einem Metallgehduse von 250 mm Lénge und
4 mm Innendurchmesser gepackt mit enem Fillmaterial aus Partikeln
von 4 um Durchmesser mit einer lipophilen (reversed phase) C18 Ober-
flache. Dieser Saulentyp wird héufig zur Bestimmung von Katecholami-
nen und deren Metaboliten eingesetzt *> % 4% 34,

Zum Abhalten von Verunreinigungen wird eine Vorsaule, ebenfalls von
Merck, mit gleichem Packungsmateria vor die anaytische Saule ge-
schaltet * %,

Vor Verwendung werden die Saulen mit Methanol und H,O in gleichem
Verhdtnis 15 Minuten lang aktiviert und mit mobiler Phase gespult. An-
schlief?end werden evtl. freie Bindungsstellen mit StandardlGsungen in
einer Konzentration von 10 ng/ml geséttigt.

2.2.2 mobile Phase

Eine mobile Phase aus Natriumacetat-Puffer wurde bereits mehrfach
verwendet ** * 3 und aufgrund der smplen Herstellung und guter
Resultate auch hier eingesetzt: Eine 1 molare Stammlésung, bel 4 °C im
Kuhlschrank gelagert, wird vor jedem Analysenlauf mit entionisiertem
Wasser auf 0,05 M verdiinnt *, mit Salzsiure (30%) auf pH 5,0 * einge-
stellt und gefiltert. AnschlieRend wird 1% Methanol beigefiigt * und 5
Minuten lang im Ultraschallbad entgast.

2.2.3 Detektor

Der fir diese Arbeit verwendete Detektor ist ein Typ M460 (Millipore”)
der Firma Waters mit einer Glassy Carbon Mef3elektrode und Ag/AgCH
Referenzelektrode der Firma Chromsystems in einer Edelstahimef3zelle,
der wie folgt eingestellt it:
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Oxidation, Offsat: on, Offset: oxidative setting mit einem Bereich von O-
15 nA, Empfindlichkeit: 2 nA, Filter/Zeit-konstante: 18 dB/Oktave bei 2
sec, Ausgangssignal: einem Melisigna von max. 50 nA entsprechen
max. 1V Ausgangssignal.

Zur Optimierung der Anayse werden Arbeitspotentiale von 60, 65, 72,
75 und 80 mV miteinander verglichen, um dagenige mit der besten
Trennung der Substanz-Peaks zu ermitteln.

2.2.4 Computer und Software

Die vom Detektor eingehenden Signale werden mit dem Computerpro-
gramm Millennium® (Version 3.05, Waters Co. 1998) auf einem Penti-
um 133 Personalcomputer verarbeitet und graphisch dargestelit.

2.2.5 Injektor

Ein automatischer Injektor Modell 717plus Autosampler der Firma Wa
ters Ubernimmt das Einspritzen der Proben in einem Volumen von g
weils 100 pl.

Der Thermostat des Injektors wird auf 4 °C justiert.

Die Prazision des Injektors wird durch die mehrmalige Injektion von 100
pl mobiler Phase mit einem Zusatz von 1so-HV A in einer Konzentration
von 500 ng/ml getestet.

2.2.6 Pumpe

Die mobile Phase wird durch eine pulsationsfreie Doppel kol benpumpe
Modell 300 der Firma Gynkotek bei einer Flulrate von 0,8 ml/min und
einem daraus resultierenden Druck von etwa 143 bar durch das System
transportiert.

2.2.7 Saulenthermostat

Um die Messung médichst konstant zu haten, wird ein Pdtier-
Kolonnenthermostat eingesetzt, der die Temperatur der analytischen
Saule stabil bei 30 °C hélt.
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2.2.8 Liquor cerebrospinalis

Zur Methodenentwicklung werden Reste an Liquor cerebrospinalis nach
der Durchfihrung der Routinediagnostik in der Neurochemischen Abtei-
lung gesammelt und ein "Pool" angelegt, welcher in Fraktionen zu 500
pl und 1000 ul aufgeteilt und bei -80 °C tiefgefroren wird.

Aus diesem Pool werden sdmtliche Liquorproben zur Bestimmung der
Validierungsparameter entnommen und jewells nach dem gleichen Ver-
fahren verarbeitet:

Nach dem Auftauen der Proben werden 400 pl Liquor abpipettiert, g
weils 15 ul Iso-HVA als interner Standard in einer Konzentration von
85,05 ng/ml (ergibt eine Endkonzentration von 20 ng/ml in der Probe)
und 10 pl Perchlorsdure (70%) zur Deproteinisierung zugegeben, ge-
mischt und 10 Minuten bei 20000 g und 4 °C zentrifugiert. Aus dem
Uberstand werden von zweimal 130 pl tber den automatischen Injektor
jewells 100 pl zur Doppel bestimmung eingespritzt.

Das Ausféllen von Proteinen ist zum Schutz der Trennsaule vor Verun-
reinigung notig, um Liquor ohne Extraktion direkt einspritzen zu kon-
nen. Dieses Vorgehen wird von der Analyse von Gehirngewebe Uber-
nommen * %,

2.2.9 Analyselauf

Zur Ermittlung der maximal erforderlichen Laufzeit einer Probe wird
nach dem Verstreichen der langsten Retentionszeit (Iso-HVA) noch 60
Minuten lang weitergemessen, um verspétet aus der Saule ausgewasche-
ne Substanzen identifizieren zu kdnnen, deren Signale moglicherweise
mit der nachfolgenden Probe interferieren.

Diese Ma3nahme ist notwendig, um den Zeitaufwand bel der Anayse
moglichst kurz zu halten.

2.2.10 statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse der Methodenetablierung
wurden Excel 97 von Microsoft und die Ausreil3ertests nach Dixon (bel
5n2ax. 5 bis 8 Werten) bzw. nach Grubbs (bei Uber 8 Werten) verwendet
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2.3 HPLC-Methode zur gleichzeitigen Messung von MHPG, 5-
HIAA und HVA im Liquor cerebrospinalis

Die im Laufe der Etablierung der HPL C-Methode erhaltenen Ergebnisse

werden, soweit moglich, in chronologischer und logischer Folge darge-
sellt.

2.3.1 physikalisch-chemische Parameter

2.3.1.1 Chromatogramm

Bel der oben beschriebenen Konfiguration der Mef3gerdte und Verarbei-
tung des Liquors entstanden nach der graphischen Aufarbeitung der
Mef3signale Chromatogramme wie in Abbildung 4.

Abbildung 4: Chromatogramm von Liquor aus dem Liquor pool
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Die Peaks sind mit der Bezeichnung der jeweils zugeordneten Substanz be-
nannt: hmpg=MHPG, 5-hiaa=5-HIAA, hva=HVA und iso-hva=Iso-HVA.

2.3.1.2 Modifikation der mobilen Phase

Bel einem pH-Wert der mobilen Phase von 4,5 zeigt sich eine bessere
Trennung der Peaks der sauren Metaboliten 5-HIAA und HVA von st6-
renden Substanzen as bei pH 5,0 und somit ein Optimum an Auflésung.
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2.3.1.3 Arbeitspotential des Detektors

Beim Vergleich verschiedener Arbeitspotentiale zeigt sich eine Span-
nung von +0,72 V as am besten zur Bestimmung von MHPG, 5-HIAA,
HVA und Iso-HVA geeignet.

Die Ergebnisse des Vergleichs sind in Tabelle 1 und Abbildung 5 zu-
sammengefalt.

Tabelle 1: Daten fur Voltammogramm
Potential 0,60 V 0,65V 0,72V 0,75V 0,80 V
Signal von
MHPG 5996810 6937769 7999064 7907711 8582959
5-HIAA 14053838 12609040 12917817 12695274 15452237
HVA 4599666 4194159 4756703 4133942 4536385
Iso-HVA | 10893005 12853046 16549842 15157525 18294397

Unter dem jewelligen Arbeitspotential ist die Hohe des entsprechenden Peaksin
Bildeinheiten angegeben.

Abbildung 5:Voltammogramm
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Ausder grafischen Darstellungist der Verlauf der Peakhthe bel jeweiligem Po-
tential ersichtlich.

2.3.1.4 Test des Injektionsvolumens

Nach 18maliger Injektion von 100 ul 1so-HVA (500 ng/ml) in einer Se-
rie ergibt sich ein Variationskoeffizient von 1,7 % (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Prazison des|njektors

Injektion I so-HVA [ng/ml] Injektion | so-HVA[ng/ml]
1 499 10 510
2 480 11 510
3 501 12 510
4 507 13 510
5 513 14 509
6 515 15 509
7 512 16 501
8 513 17 495
9 512 18 494

Mittelwert: 506 ng/ml
Standardabweichung: 8,6 ng/ml
Variationskoeffizient: 1,7 %

Nach mehrfacher Injektion (1-18) wird aus den gemessenen Konzentrationen
[ng/ml] Mittelwert, Standar dabweichung und Variationskoeffizient errechnet.

2.3.1.5 Verarbeitung des Liquors

Beim Vergleich von mit Perchlorsdure deproteiniertem und proteinhalti-
gem, nicht entproteiniertem Liquor zeigt sich eine Zunahme von 5-
HIAA um 45 % und HVA um 33 %. Be MHPG ist eine Abnahme um
18 % feststellbar. Beim internen Standard 1so-HV A ergibt sich ebenfalls
eine Zunahme des Signals in Liquor mit Perchlorsdure gegentber der
Verdinnung in mobiler Phase (Tabelle 3).

Tabelle 3: Recovery bel Deproteinisierung des Liquors

Probenzusammensetzung | MHPG S5-HIAA HVA Iso-HVA
1|P 0 0 0 0
2| P(512,5)+IS (20) 0 0 0 59832
3| L (500)+1 S(20)+PCS(12,5) 77288 138945 221278 63476
4| L(500)+PCS(12,5)+1 S(20) 79988 140549 229948 63896
5| L (500)+PCS(12,5)+P(20) 81683 140936 232584 0
6| L (500)+P(32,5) 96705 96835 171333 0
7P 0 0 11905 0
Mittelwert 3-5 79653 140143 227936
Recovery 82% 145% 133 %

Unter der Spalte Probenzusammensetzung sind die Bestandteile der Probenlo-
sung mit Mengenangabe (in pl) aufgeftihrt: mobile Phase (P), Interner Standard
Iso-HVA (1S), Liquor (L) und Perchlorsaure (PCS). Die Zahl in Klammern gibt
dasVolumen in pl an. Zur Berechnung der Recovery wird der Mittelwert der
Proben 3 bis 5 ermittelt und gegen Probe 6 verrechnet. Die Me3signale sind in
Bildeinheiten angegeben.



30

2.3.1.6 Modifikation des Analyselaufs

Im Zuge einer Anaysenreihe zeigt sch, dal3 Substanzen mit langer Re-
tentionszeit Mef3signale der folgenden Probe storen (Abbildung 6).

Abbildung 6: Verschleppung
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Durch Injektion von mobiler Phase nach einer Liquorprobe wird das Ausna-
schen einer Substanz mit einer Retentionszeit von 60 + 17,664 min sichtbar.

Aus diesem Grunde wird nach jeder Probenbestimmung ein kurzer Rei-
nigungsschritt dber 15 min mit einem Gemisch aus Acetonitril und H,O
im Verhdtnis 1:1 durchgeftihrt.

Bel Doppelbestimmung ergibt sich eine Analysendauer von 90 min je
Probe eines Patienten bel einer Analysendauer des Liquors von 30 min.
Die Probenabfolge in einem Analysendurchlauf ist folgendermalen:

1. Fraktion 1 des Gemisches aus Reinsubstanzen in mobiler Phase zur
Kontrolle der Retentionszeiten, Dauer 30 min;
2. Fraktion 1 der Prézisionskontrolle aus dem Liquorpool, Dauer 30
min;
Reinigungsschritt mit Injektion von Acetonitril/H,O, Dauer 15 min;
Fraktion 1 des Patientenliquors Nr.1, Dauer 30 min;
Reinigungsschritt mit Injektion von Acetonitril/H,O, Dauer 15 min;
Fraktion 2 des Patientenliquors Nr.1, Dauer 30min;
Reinigungsschritt mit Injektion von Acetonitril/H,O, Dauer 15 min;
Fraktion 1 des Patientenliquors Nr.2, Dauer 30 min;
Reinigungsschritt mit Injektion von Acetonitril/H,O, Dauer 15 min;
Fraktion 2 des Patientenliquors Nr.2, Dauer 30 min;
Reinigungsschritt mit Injektion von Acetonitril/H,O, Dauer 15 min;
USW.
Fraktion 2 des Gemisches aus Reinsubstanzen in mobiler Phase zur
Kontrolle der Retentionszeiten, Dauer 30 min;
Fraktion 2 der Prézisionskontrolle aus dem Liquorpool, Dauer 30
min;
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2.3.2 Validierung der Methode

Zur Vergleichbarkeit mit anderen Methoden werden im folgenden Ab-
schnitt wesentliche Validierungsparameter beschrieben. Dain der Litera
tur die Nomenklatur zum Teil uneinheitlich ist, erfolgt in jedem Punkt
eine kurze Definition des jewelligen Parameters.

2.3.2.1 Selektivitat und Retentionszeiten

"Selektivitét ist die Fahigkeit einer Methode, verschiedene, nebene nan-
der zu bestimmende Komponenten ohne gegenseitige Storung zu erfas-
sen und sie somit eindeutig zu identifizieren." *°

Zur ldentifizierung der den einzelnen Substanzen zugehérigen Peaks und
zur Bestimmung der Selektivitét werden gekaufte Reinsubstanzen (siehe
Anhang) in Konzentrationen von 240, 60, 15, 7,5 und 3,75 ng/ml erst in
mobiler Phase und diese Mischung dann in einem Aliquot des Liquor-
pools gel6st. Zur Analyse wird die erforderliche Menge Liquor aufgetaut
und entsprechend Punkt 2.2.8 verarbeitet. Zusdtzlich wird ein Aliquot
ohne Zusatz analysiert.

Durch den Vergleich der Retentionszeiten kann den einzelnen Peaks des
Liquors die entsprechende Substanz zugeordnet werden.

Die Abstande der Spitzen und Basen der Peaks voneinander erlaubt eine
Aussage Uber die Selektivitét:

Die Peaks der Metaboliten sind sowohl im Bereich der Gipfel als auch
der Basen in Konzentrationen von 240, 60, 15, 7,5, 3,75 und O ng/ml
deutlich von benachbarten Peaks zu unterscheiden.

Dabei sind die Basen von 5HIAA, HVA und Iso-HV A klar abgrenzbar,
lediglich bet MHPG ist dies wegen des vorausgehenden Peaks nicht der-
artig eindeutig moglich.

Die Abbildungen 7 und 8 zeigen zwel Chromatogramme von Liquor des
Pooles. einmal wurden 60 ng/ml jedes Metaboliten zugesetzt, die andere
Fraktion wurde ohne Zusatz zum Vergleich analysert.
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Abbildung 7: Selektivitat, Zusatz von jeweils 60 ng/ml Standardlidsung
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Abbildung 8: Selektivitat ohne Zugabe von Standards
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Bezeichnung der jeweils zugeordneten

Substanz benannt: hmpg=MHPG, 5-hiaa=5-HIAA, hva=HVA und iso-hva=Iso-

HVA.

Tabelle 4: Retentionszeiten in mobiler Phase und Liquor

mobile Phase MHPG S-HIAA HVA | so-HVA
RT (MW) 13,4 25,4 34,0 43,8
STABW 0,2 0,6 1,0 1,3
Bereich 13,0-13,6 23,9-26,3 31,6-35,4 40,7-45,7
Liquor MHPG S-HIAA HVA | so-HVA
RT (MW) 13,4 25,4 34,0 43,7
STABW 0,2 0,6 1,0 1,3
Bereich 13,0-13,6 23,9-26,4 31,6-35,5 40,7-45,7

Die Mittelwerte (MW) der Retentionszeiten (RT) sowie deren Standardabwei-
chung (STABW) und Streuung (Bereich) in mobiler Phase und in Liquor sind
dezimal in Minuten angegeben.

In Tabelle 4 sind die Mittelwerte der Retentionszeiten der Neurotrans-
mittermetaboliten in mobiler Phase und Liquor aufgeftihrt, welche aus
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den bel jedem Analyselauf zur Kontrolle der Retentionszeit mitgefthrten
Standardlésungen (in mobiler Phase) und Prézisionskontrollen (in Li-
guor) berechnet sind.

2.3.2.2 Wiederfindung (Recovery)

Die Wiederfindung gibt das Verhdltnis von Mittelwert zum richtigen
Wert eines Analyten in der Probe wieder *.

Im Wiederfindungsversuch werden Standardldsungen in Konzentratio-
nen von 7,5, 15, 60 und 240 ng/ml durch jewelliges Verdinnen im Ver-
haltnis 1 zu 1 Liquor aus dem Liquorpool zugegeben, vierma gemessen
und daraus der Mittelwert errechnet (S1).

Als Nullwert dient eine Liquorprobe, der lediglich ein entsprechendes
Volumen an mobiler Phase zugesetzt und zweimal bestimmt wird (S2).
Die gleichen Standardkonzentrationen werden in mobiler Phase gelost
und zweimal gemessen (S3).

Die Wiederfindung (W) berechnet sich nach der Formel W= ((S1 - S2) /
S3) x 100 und wird in Prozent angegeben *°.

Der Wiederfindungsversuch ergibt die in Tabelle 5 zusammengefaldten
Ergebnisse.

Tabelle 5: Wiederfindung (Recovery) der M etaboliten

Konzentration [ng/ml] MHPG 5-HIAA HVA Iso-HVA
7,5 105 % 102 % 98 % 102 %
15 107 % 100 % 101 % 103 %
60 116 % 104 % 105 % 102 %
240 120 % 106 % 104 % 100 %
Mittelwert 112 % 103 % 102 % 102 %
Standardabweichung 6 % 2% 3% 1%

Die Tabelle fuhrt die Wiederfindung in Prozent bei den jeweils gemessenen
Konzentrationen (in ng/ml) an. Daraus werden Mittelwert und Standar dabwei-
chung errechnet.

2.3.2.3 Prazision

Prézision ist das Mal3 fir die Streuung von Analysenergebnissen, ange-
geben u.a in Standardabweichung (s) und Variationskoeffizient (VK) **.
Fur diese Methode werden zwel Prézisionsarten ermittelt:
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Prazision in der Wiederholung

Als Mal3 fur die Reproduzierbarkeit der Methode erfolgt die Bestim-
mung der Wiederholprézision durch die Analsklse von Portionen aus dem
Liquorpool unter identischen Bedingungen > an insgesamt drei Tagen,
woraus ein Mittelwert bestimmt wird.

Die Prézision in der Wiederholung ergibt die in Tabelle 6 aufgefihrten
Variationskoeffizienten. Unter den Werten von Tag 3 identifizierte der
Dixon-Test bel der Bestimmung von MHPG einen Ausreil3er, der in der
Tabelle nicht gewertet wird. Ohne Korrektur betragt an Tag 3 der VK
6,8 % und der Mittelwert der VK dadurch 4,5 %.

Tabelle 6: Prazisionin der Wiederholung

Tag| n MHPG 5-HIAA HVA Iso-HVA
1|3 MW 34,6 11,8 37,3 24,2
STABW 0,7 0,1 0,3 0,1
Bereich 33,9-35,6 11,6-11,9 36,9-37,6 24,0-24,3
VK 2,1 % 1,1 % 0,8 % 0,5 %
211 3 MW 35,6 12,1 35,6 24,5
STABW 1,4 0,2 0,5 0,4
Bereich 34,2-37,5 11,8-12,2 35,1-36,2 24,1-25,0
VK 3,9 % 1,4 % 1,3 % 1,5 %
22| 3 MW 35,7 11,7 34,8 22,6
STABW 0,6 0,2 0,2 0,3
Bereich 35,0-36,5 11,5-11,8 34,5-35,0 22,3-22.9
VK 18% 1,4 % 0,6 % 1,1 %
3|5 MW 32,9 11,3 34,4 22,2
STABW 2,0 0,4 0,5 0,3
Bereich 29,0-34,9 10,9-11,9 33,8-35,2 21,8-22,7
VK 6,2 % 3,1 % 1,3 % 1,2 %
Mittelwerte der VK 3,5 % 1,7 % 1,0 % 1,1 %

An dre Tagen werden Aliquots des gepoolten Liquorsin bestimmten Wieder ho-
lungen (n) analysiert. Die Mittdwerte (MW), Standardabweichungen
(STABW), die Streuung (Bereich) und Variationskoeffizienten (VK) sowie die
Mittelwerte der jeweiligen Variationskoeffizienten werden errechnet. Die Kon-
zentrationen der Metaboliten sind in ng/ml angegeben. An Tag 2 werden zwei
Fraktionen des Liquorpools nacheinander analysiert und sind deshalb separat
aufgefuhrt (2.1 und 2.2).

Prazision von Tag zu Tag

Um die Qualitét der Methode bestimmen und kontrollieren zu kdnnen,
wird die Prézision von Tag zu Tag > in einem Vorlauf festgestellt, in-
dem Proben aus dem Liquorpool Uber vier Tage analysiert werden.



Abbildung 9: Prazision von Tag zu Tag- MHPG
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Abbildung 10: Prazision von Tag zu Tag - 5-HIAA
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Abbildung 11: Prézision von Tag zu Tag - HVA
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Abbildung 12: Prazison von Tag zu Tag - | so-HVA
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Abb. 9-12: Die Mel3werte der ersten vier Tage entstammen dem Vorlauf, die
restlichen ausden Prazisionskontrollen der zwdlf Analysenlaufe.

Tabelle 7: Prazision von Tag zu Tag und Trendtest nach Neumann

Tag n MHPG 5-HIAA HVA Iso-HVA
1 3 34,0 13,2 37,8 21,9
2 3 33,3 11,9 34,5
3 6 35,0 13,2 35,6 21,3
4 5 32,2 12,6 34,8 20,1
5 2 25,9 14,3 41,7 23,0
6 2 30,1 13,0 30,5 17,0
7 2 29,7 12,1 30,3 16,7
8 2 32,3 12,4 29,9 16,3
9 2 30,3 12,3 29,9 16,4
10 2 34,6 12,9 30,4 16,8
11 2 25,6 12,1 29,8 16,9
12 2 324 12,3 29,2 16,6
13 2 29,8 11,3 28,9 16,0
14 2 26,7 9,6 27,1 14,9
15 2 22,6 11,04 26,1 14,3
16 2 21,5 10,3 29,8 16,7
Mittelwert 29,8 12,2 31,6 17,7
Standardabweichung 4,1 1,1 4,0 2,5
Variationskoeffizient 13,6 % 9,3 % 12,6 % 14,3 %
Q (n=16, Q=1,2272) 1,01 1,21 1,25 1,76
Q (n=12, Q=1,1276) 0,85 1,73 1,12 1,12

An 16 Tagen (1-4: Vorlauf, 5-16 Prézisionskontrollen der Analyseldufe) werden
die Mittelwerte der Bestimmungen (n= Anzahl je Tag) in ng/ml berechnet und
aus diesen Mittelwert, Standar dabweichung und Variationskoeffizient.

Q gibt die Ergebnisse des Trendtests nach Neumann an. Bel einer Wahr schein-
lichkeit (P) von 95 % liegt der Schwellenwert, Gber dem ein Trend vorliegt, fur
16 Werte (n) bei 1,2272 und fur 12 Werte bei 1,1276.
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Die Abbildungen 9 bis 12 stellen den Verlauf der Prézision von Tag zu
Tag als Kurve sowie die Bereiche der positiven wie negativen 1fachen
(1s), 2fachen (2s) und 3fachen (3s) Standardabweichung dar.

Zusétzlich sind in die Kurven die Mef3werte der bel jedem Analysenlauf
mitgefUhrten Prézisionskontrollen zur Darstellung des Verlaufs mit auf-
genommen (Tag 5-16).

Die Mefl3werte aller vier Substanzen liegen innerhalb der dreifachen (3s-
Grenze), HMPG innerhalb der zweifachen Standardabweichung (2s-
Grenze). Aus dem Verlauf der Kurven ist ersichtlich, dal3 wahrend des
Vorlaufs die Mel3werte der Metaboliten hoher liegen als wahrend der
eigentlichen Anaysenléufe.

Der Trendtest nach Neumann ergibt Uber 16 Tage bei HVA und Iso-
HVA sowie Uber 12 Tage (ohne Beriicksichtigung des Vorlaufs) bei 5
HIAA einen Trend. Ohne Trend ist die Bestimmung von MHPG (Tabelle

7).

2.3.2.4 Kalibrationskurven und Linearitat

Kalibrierfunktion und Quantifizierung

Der Verlauf von Kalibrationskurven -deren Linearitét- gibt die Fahigkeit
einer Methode an, innerhalb eines gegebenen Konzentrationsbereiches
Ergebnisse zu liefern, die der Konzentration des Analyten direkt propor-
tional sind *’.

Die Linearité wird durch visuellen Test sowie Berechnung des Korrela-
tionskoeffizienten r und des Bestimmtheitsmalies r* gepriift.

Um den Verlauf der Kaibrationskurve in verschiedenen Konzentrations-
bereichen und einen eventuell vorhandenen Einflul der Matrix beurtei-
len zu kdnnen, werden Kalibrationsstandards einmal in Poolliquor und
einmal in mobiler Phase bestimmt.

Hierzu werden Standards mit einer elektronischen Mikrowaage einge-
wogen und jewells in gekuhlter 0,1 nolarer Salzsdure als Stabilisator in
einer Konzentration von 1 mg/ml gelést. Die einzelnen Stammldsungen
werden in Fraktionen zu 100 pl bei -80 °C eingel agert.
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Zum Erstellen von Kalibrationskurven werden die jeweiligen Standards
auf Konzentrationen von 240, 60, 15, 7,5 und 3,75 ng/ml verdinnt und je
zweimal bestimmt.

Die Quantifizierung der Metaboliten erfolgt durch das Erstellen einer
Kalibrationskurve mittels Standards in mobiler Phase, da Liquor ohne
die zu bestimmenden Metaboliten nicht verfligbar ist und eine Kalibrati-
on in Liquor keine Aussage Uber die Konzentrationsbereiche zwischen 0
ng/ml und der bereits im Liquorpool vorhandenen Konzentration erlaubt.
Die Quantifizierung aller darauffolgenden Mel3werte geschieht dann
durch den Vergleich der jeweiligen Hohe der Peaks mit denjenigen in
den entsprechenden Standardkurven.

Aus dem Verlauf der Kurven lassen sich ferner Aussagen tber die Emp-
findlichkeit und den Arbeitsbereich der Methode machen.

Aus den Melisignalen der paarigen Kalibrationslésungen erstellt die
Anaysensoftware lineare Kalibrationskurven fir jede Testsubstanz, n-
dem von den Mittelwerten ausgehend eine Durchschnittsgerade durch
diese Punkte errechnet wird.

Die verwendeten Daten der Kalibration in Liquor sind in Tabelle 8, die
jewelligen Kalibrationskurven in Abbildung 13 bis 16 aufgefiihrt.
Entsprechendes gilt fur die Kalibration in mobiler Phase (Tabelle 9 und
Abbildungen 17 bis 20).

Tabelle 8: Kalibrationsdaten bei Kalibration in Liquor

MHPG ng/ml | 5-HIAA ng/ml HVA ng/ml| Iso- ng/ml
HVA
0 51625 0,8 85008 0,2| 133795 0,0
50955 0,6 85632 01| 134144 0,0
3,75 | 59868 3,9 109319 3,5| 148850 3,3| 11450 31
59609 3,8/ 111000 3,7] 149101 34| 11156 3,0
7,50 | 68238 7,0] 134606 7,2| 163793 7,2| 22268 6,8
69504 7,5 136397 7,5| 164030 7,2| 22616 7,0
15 | 88424 145| 184872 14,8| 194906 15,2| 45039 148
89110 14,8| 184386 14,7| 192778 14,6| 44694 147
60 |209269 59,4 494221 61,1| 375545 61,7|180853 62,1
211093 60,1| 491816 60,7| 375923 61,8|180638 62,1
240 | 697249 240,6| 1700906 241,8| 1081984 243,8| 703665 244,5
694822 239,7| 1673539 237,7| 1048922 235,3| 675367 234,6
R 0,99999 0,99994 0,99975 0,99963
R? 0,99997 0,99988 0,99949 0,99926
m 2693 6877 4099 3162




Tabelle 9: Kalibrationsdaten bei Kalibration in mobiler Phase
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MHPG ng/ml | 5-HIAA ng/ml| HVA ng/ml | Iso- ng/ml
HVA
5 9347 5,0 34257 51| 18142 49| 14235 5,0
8846 4,7 33550 50| 18048 49| 14392 51
20 | 35621 20,5 132531 20,1| 70340 20,2| 55319 20,0
34579 19,8| 130763 19,9| 69563 20,0| 55077 19,9
160 | 274057 160,5| 1046983 160,2| 547346 160,3| 438592 160,1
272365 159,5]| 1044716 159,8| 545407 159,7| 438302 160,0
R 0,99997 0,99994 0,99975 0,99963
R? 0,99999 0,99988 0,99949 0,99926
m 1773 6628 3530 2784

Tabelle 8 und 9: Die Mel3signale bei Kalibrationskonzentrationen von 0, 3,75,
7,5, 15, 60 und 240 bzw. 5, 20 und 160 ng/ml sind in H6heneinheiten angegeben,
die aus der Kalibrationskurve errechneten Konzentrationen in ng/ml. Desweite-
ren ist die Steigung der Kalibrationsgeraden (m) in Hoéheneinheiten/ 1 ng/ml
K onzentration sowie der Korrelationskoeffizient (R) und R? angegeben.

Abbildung 13: Kalibrationskurve MHPG in Liquor
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Abbildung 14: Kalibrationskurve 5-HIAA in Liquor

2,000e+006;
150064006
210006406
=5 0064005
0000e400G

000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 20,00 2200 2400
Amount



40

Abbildung 15: Kalibrationskurve HVA in Liquor
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Abbildung 16: Kalibrationskurve Iso-HVA in Liquor
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Fir die Kalibration in mobiler Phase werden nur noch dre Konzentra-
tionen verwendet: 160, 20 und 5 ng/mll.

Abbildung 17: Kalibrationskurve MHPG in mobiler Phase
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Abbildung 18: Kalibrationskurve 5-HIAA in mobiler Phase
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Abbildung 19: Kalibrationskurve HVA in mobiler Phase
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Abbildung 20: Kalibrationskurve lso-HVA in mobiler Phase
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Abbildung 13-20: Die Einheiten der Achsen sind in Hoheneinheiten (Height)
und in ng/100ul (Amount) angegeben.
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2.3.2.5 Richtigkeit

"Richtigkeit ist das Mal3 der Ubereinstimmung zwischen dem ermittelten
Wert und einem als richtig angesehenem Wert." *°

Sie wird nach der Additionsmethode bestimmt, indem zu einer Liquor-
probe aus dem Pool Standardldsung gegeben (=S1), zu einer Liguorpro-
be aus dem Pool die gleiche Menge an mobiler Phase wie in S1 an Stan-
dardlésung (=S2) und schliefdich zu einem der Liquorprobe entspre-
chenden Volumen mobiler Phase die gleiche Menge Standardlosung wie
in S1 gegeben wird.

Aus der Formel R= g(Sl - S2) / S3) x 100 |8} sich die Richtigkeit (R) in
Prozent angegeben .

Die Standardlésung wird in Konzentrationen von 3,75, 7,5, 15, 60 und
240 ng/ml zugegeben.

Die Richtigkeit betragt im Mittel bei 1so-HVA 103 %, bet HVA 105 %,
bei 5-HIAA 106 % und bet MHPG 114 % (Tabdlle 10).

Tabelle 10: Richtigkeit

Konzentration [ng/ml] MHPG 5-HIAA HVA Iso-HVA
3,75 104 % 105 % 106 % 104 %
7,5 108 % 106 % 106 % 104 %
15 115 % 105 % 106 % 103 %
60 122 % 108 % 107 % 104 %
240 124 % 106 % 103 % 99 %
Mittelwert 114 % 106 % 105 % 103 %

Standardabweichung 8 % 1% 1% 2%

Nach Bilden der Differenz aus dem Mef3wert der angegeben Konzentrationen in
Liquor und dem Leerwert (S1-S2) wird der Quotient mit dem Mel3wert der
gleichen Konzentration in mobiler Phase (S3) in Prozent ausgedr tickt. Bel allen
Messungen erfolgt Doppelbestimmung und die Berechnung von Mittelwert und
Standar dabweichung.

2.3.2.6 Nachweisgrenzen

Die Nachweisgrenze ist die kleinste nachweishare Menge eines Analyten
in einer Probe *°.

Im Falle der HPLC ist dies digenige Konzentration, bel welcher der
Substanzpeak noch deutlich hoher als das Hintergrundrauschen der Ba
sidinieist. Fur diese Methode wird ein minimales Verhdltnisvon 3 zu 1
zwischen Peak und Grundrauschen postuliert *°. Zur Ermittlung des
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Grundrauschens wird mindestens die zehnfache Breite der Peakbasis be-
obachtet *°.

Zum Bestimmen der Nachweisgrenzen wird eine Verdiinnungsreihe a-
nes Aligquots des Liquorpools angelegt, indem das Aliquot in mehreren
Schritten im Verhdtnis 1:1 mit mobiler Phase verdinnt wird. Aus den
jewelligen Schritten werden die Konzentrationen von MHPG, 5HIAA,
HVA und Iso-HVA durch Doppelbestimmung ermittelt.

Durch die Verdinnung von externen Standards in Liquor ergeben sich
die in Tabelle 11 gezeigten unteren Nachweisgrenzen, wobel en Ver-
haltnis von mindestens 3:1 zwischen Substanzpeak und Hintergrundrau-
schen flr eine zuverlassige Bestimmung gefordert wird.

Tabelle 11: Nachweisgrenzen

Verdinnung MHPG 5-HIAA HVA Iso-HVA
1:32 11 0,8 1,3 0,0
1:16 2,1 14 3,0 1,0
1:8 4,0 2,6 6,4 2,4
1:4 7,0 51 13,0 4,8

1 27,2 19,7 54,0 20,7

Die Konzentrationen sind Mittelwerte aus Doppelbestimmungen und in ng/ml
angegeben. Der Mel3wert an der Nachweisgrenzeist fett hervorgehoben.

Abbildung 21 und 22 zeigen zur Ermittlung verwendete Chromato-
gramme.

Abbildung 21: untere Nachweis- und Bestimmungsgrenze, Verdinnung 1:16
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Abbildung 22: untere Nachweis- und Bestimmungsgrenze, Verdinnung 1:32
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Abbildung 21 und 22 zeigen jewells einen Verdinnungsschritt bei Feststellung
der unteren Nachwels- bzw. Bestimmungsgrenze. Dar Uber ist zum Vergleich des
Grundrauschens ein Chromatogramm von Liquor aus dem Pool mit zugesetzter
| so-HV A abgebildet.

Bei der Ermittlung der Nachweisgrenzen werden Standards in Liquor
verdinnt verwendet. Um die dadurch beeinfluf3te Richtigkeit (siehe Ta
belle 10) zu beriicksichtigen, werden die Werte aus Tabelle 11 korrigiert
(Tabelle 12).

Tabelle 12: Nachweisgrenzen unter Ber licksichtigung der Richtigkeit

Verdlinnung MHPG 5-HIAA HVA Iso-HVA
1:32 11 0,7 1,2 0,0
1:16 2,0 1,3 2,8 1,0
1:8 3,8 2,5 6,0 2,3
1:4 6,7 4,7 12,3 4,6

1 26,2 18,8 50,9 19,9

Die Konzentrationen sind Mittelwerte aus Doppelbestimmungen und in ng/ml
angegeben. Der Mel3wert an der Nachweisgrenzeist fett hervorgehoben.

2.3.2.7 Bestimmungsgrenzen

Die kleinste quantifizierbare Menge eines Analyten in einer Probe wird
as Grenze der Bestimmbarkeit bezeichnet. Oft wird dazu die dreifache
Nachweisgrenze verwendet .
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Auch fir diese Methode wird dieses Vorgehen gewahlt und die Bestim-
mungsgrenze bel einem Verhdtnis von 9 : 1 zwischen Peak und Grund-
rauschen festgesetzt *°. Das Grundrauschen wird hier ebenfalls durch die
Berticksichtigung mindestens der zehnfachen Breite der Reakbasis be-
stimmt.

Zur Ermittlung wird die gleich Verdinnungsreihe wie bei der Bestim-
mung der Nachweisgrenze (Tabelle 13) verwendet.

Tabelle 13: untere Bestimmungsgr enzen

Verdinnung MHPG 5-HIAA HVA Iso-HVA
1:32 11 0,8 1,3 0,0
1:16 21 14 3,0 1,0
1:8 4,0 2,6 6,4 24
1:4 7,0 51 13,0 4,8

1 27,2 19,7 54,0 20,7

Die Konzentrationen sind Mittelwerte aus Doppelbestimmungen und in ng/ml
angegeben. Der Mef3wert an der unteren Bestimmungsgrenze ist fett hervorge-
hoben.

Auch bei der Ermittlung der Nachweisgrenzen werden Standards in Li-
guor verdinnt verwendet. Um die dadurch beeinfluf3te Richtigkeit auch
hier zu berticksichtigen, werden die Werte aus Tabelle 13 ebenfalls kor-
rigiert (Tabelle 14).

Tabelle 14: untere Bestimmungsgrenzen in Beriicksichtigung der Richtigkeit

Verdlinnung MHPG 5-HIAA HVA Iso-HVA
1:32 11 0,7 1,2 0,0
1:16 20 1,3 2,8 1,0
1:8 3,8 25 6,0 2,3
1:4 6,7 49 12,3 4,6

1 26,2 18,8 50,9 19,9

Die Konzentrationen sind Mittelwerte aus Doppelbestimmungen und in ng/ml
angegeben. Der Mel3wert an der Nachweisgrenzeist fett hervor gehoben.

2.3.2.8 Arbeitsbereich

Der Arbetsbereich einer Methode bezeichnet denjenigen Konzentra-
tionsbereich eines Analyten in einer Probe, welcher mit einem akzepta:
blen Mal3 an Prazision, Richtigkeit und Linearitd bestimmt werden
kann. Empfohlen wird ein Bereich von 80 - 120 Prozent der Zielkonzen-
tration *°,

Stamm, Blittner et a. beziehen noch die Nachwels- bzw. Bestimmungs-
grenzen mit ein .



In der Literatur wird Uber folgende Konzentrationen (Mittelwert + Stan-
dardabweichung), z.T. von nmol/lI in ng/ml umgerechnet, berichtet:

MHPG: 10+ 2 ng/ml *
36+ 5ng/ml ™
9+ 2 ng/ml *®
33+0,3-10,7 +0,4ng/ml *

5-HIAA: 36+ 3 ng/ml >
29+ 2 ng/ml
24 + 10 ng/ml *®
222+0,2-118,0 + 3,1 ng/ml *®

HVA: 35+4ng/ml*
47 + 2 ng/ml ™
46 + 20 ng/ml *°
375+26-187,9 + 7,4 ng/ml *

Aus diesen sehr breit gestreuten zu erwartenden Zielkonzentrationen a-
geben sich bei jeweils vorgeschlagenen 80 bis 120 Prozent Arbeitsberei-
che von etwa 2,4 - 49,2 ng/ml fur MHPG, 17,6 - 145,3 ng/ml fur 5
HIAA und 24,8 - 234,4 ng/ml fur HVA.

Bel der Festlegung des Arbeits- oder Mef3bereiches werden der Verlauf
der Kadibrationskurve, die Prézision sowie die Richtigkeit und Nach-
weisgrenze bei verschiedenen Konzentrationen berlicksichtigt:

Der Verlauf der Kalibrationskurven ist von 3,75 bis 240 ng/ml linear.

Zunéchst wird in diesem Bereich die Richtigkelt in den jeweiligen Kon-
zentrationen betrachtet. Sie betragt fur MHPG, 5-HIAA, HVA und |so-
HVA bei einer Konzentration von 3,75 ng/ml 104 %, 105%, 106% und
104% sowie bel 240 ng/ml 124 %, 106 %, 103 % und 99 %.

Anschliefiend werden die Variationskoeffizienten der Wiederholprazisi-
on von 3,5% (MHPG), 1,7 % (5-HIAA), 1,0 % (HVA) und 1,1 % (Iso-
HVA) und der Prézision von Tag zu Tag von 13,6 % (MHPG), 9,3 % (5-
HIAA), 12,6 % (HVA) und 14,3 % (Iso-HV A) angerechnet, welche sich
bei Konzentrationen von 32 (MHPG), 12 (5-HIAA), 37 (HVA) und 24
ng/ml (Iso-HVA) sowie bei 30 (MHPG), 12 (5-HIAA), 32 (HVA) und
18 ng/ml (Iso-HVA) ergeben und auch fir andere Konzentrationen an-
genommen werden.

Es ergeben sich daraus die in Tabelle 15 zusammengefaldten Arbeitsbe-
reiche.
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Tabelle 15: Arbeitsbereiche

Arbeitsbereiche (in ng/ml)
MHPG 2,7-2475
5-HIAA 3,2-251,7
HVA 3,1-259,9
I so-HVA 3,1-269,3

Alle errechneten Arbeitsbereiche liegen Uber den jeweiligen unteren Be-
stimmungsgrenzen und decken die entsprechend der Literatur zu erwar-
tenden Konzentrationsbereiche bel weitem ab. Lediglich bas MHPG wird
die empfohlene 80-Prozentgrenze um 0,3 ng/ml nicht erreicht.



3 Diskussion der Ergebnisse der Methodenetablierung

Die Beurtellung der Methodik ist essentiell fUr die spétere Diskussion
der durch diese erhaltenen Mef3ergebnisse, da methodische Fehler unter
Umstdnden die Auswertung verfadschen oder gar unmoglich machen
konnen. Aus diesem Grund wird zunéachst auf physikalisch-chemische
Parameter, anschlief3end auf die Validierung der Methode elngegangen.

3.1 Diskussion der physikalisch-chemischen Parameter

Wahrend der Etablierung der Methode wurden verschiedene Anderungen
und Anpassungen erforderlich.

Arbeitspotential

Die Wahl elnes Arbeitspotentials von +0,72 V zur Bestimmung von
MHPG, 5-HIAA, HVA und Iso-HVA erfolgt aufgrund zweier Gesichts-
punkte. Einersaitsist die Spannung niedrig genug fur eine gute Selektivi-
tét, ohne durch die Oxidation von anderen Substanzen Stérungen zu ver-
ursachen, andererseits erlaubt die Stérke der durch dieses Potential ge-
wonnenen Signale noch eine zuverl dssige Messung .

pH-Wert der mobilen Phase

Die Anpassung der mobilen Phase durch Anderung des pH-Wertes von
5,0 auf 4,5 ist notwendig, um die Retentionszeit (RT) der sauren Meta-
boliten 5HIAA und HVA zu andern, dadurch den Abstand zu Peaks in-
terferierender Substanzen zu vergrofRern und somit ein Optimum an
Auflésung zu schaffen. Die RT von MHPG ist durch diese Modifikation
nicht betroffen.

Test des Injektionsvolumens

Der Variationskoeffizient von 1,7 % des Injektors flr dieses System liegt
im Rahmen des zu Erwartenden, da geringe Schwankungen technisch
bedingt snd wie beispielsweise auch bei den in dieser Arbeit verwende-
ten Pipetten. Die Abweichungen liegen laut Hersteller ** maximal bel
wenigen Prozent.
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Verarbeitung des Liquors

Durch Zugabe von Perchlorsdure wird die Richtigkeit der Methode z.T.
stark beeinfluf?. Eine mdgliche Ursache fir die geringe Recovery von
MHPG ist die chemische Verdnderung der Substanz. Perchlorsaure ist
eine der stérksten Sauren und kann durch ihr hohes Oxidationspotential
* funktionelle Gruppen veréndern, die fur die Identifikation mittels
HPLC wesentlich sind, d.h. die Retentionszeit wird durch Anderungen
am Molekil mal¥geblich verandert und macht die Quantifizierung dx
durch unmdglich. Diese Reaktion ist auch bei 5HIAA und HVA mdg-
lich, wirde jedoch die Signalstérke ebenfalls reduzieren. Der Zusatz von
Perchlorsaure und das dadurch beabsichtigte Ausféllen von Proteinen
kann alerdings auch zum Auseinanderbrechen der Proteinstruktur und
zur Freisetzung von Aminosduren und deren Derivaten fuhren. Wenn
diese Bruchstiicke sehr dhnliche molekulare Strukturen wie 5-HIAA und
HVA besitzen und somit sehr dhnliche Retentionszeiten, kann es zur
Uberlagerung dieser Peaks und zur Verstarkung des MefRsignals kom-
men.

Da diese Umstande jedoch fir alle verwendeten Proben durch die glei-
che Verarbeitung zutreffen und dadurch ein Vergleich der gebildeten
Gruppen moglich bleibt, wurde das Verfahren beibehaten.

Die Zunahme des internen Standards Iso-HVA hat insofern kein Ge-
wicht, da Iso-HVA lediglich zur Kontrolle der Richtigkeit bel der Pro-
benanalyse mitgeflihrt werden soll.

Eine Aussage Uber Absolutwerte kann bei diesen Gegebenheiten nicht
mehr gemacht werden.

Modifikation des Analyselaufs

Im Zuge einer Analysenreihe zeigt sich, dal3 Substanzen mit langer Re-
tentionszeit Mel3signale der folgenden Probe stéren (Abbildung 6).

Aus diesem Grunde wird nach jeder Probenbestimmung en kurzer Rei-
nigungsschritt Gber 15 min mit eéinem Gemisch aus Acetonitril und H,O
im Verhdltnis 1:1 durchgeftihrt, um unpolare und polare Substanzen aus
der Trennsaule auszuwaschen.

3.2 Diskussion der Validierung

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse diskutiert, die im Rah-
men der Validierung gewonnen wurden.
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Selektivitat und Retentionszeiten

Die Selektivitét der Methode zur Bestimmung von 5-HIAA und HVA ist
sehr gut. Bei MHPG ist Sie nicht ganz so gut durch den geringeren Ab-
stand zu benachbarten Peaks.

Die Retentionszeiten zeigen nur sehr kleine Schwankungen, wobel sie,
bedingt durch die grof3ere Verzbgerung bel Substanzen mit langerer Re-
tentionszeit, bei HVA und Iso-HVA am groften sind. Unterschiede zwi-
schen mobiler Phase und Liquor sind so gut wie nicht vorhanden.

Die Selektivitét der Methode und die unbedeutenden Schwankungen der
Retentionszeiten gentigen den Anforderungen dieser Arbeit.

Wiederfindung (Recovery)

Die bel der Berechnung der Wiederfindung erhaltenen Werte von Uber
100 Prozent sind auf einen systematischen Fehler zurlckzufUhren, der
durch die unvermeidbare Verwendung unterschiedlicher Matrices- Li-
guor und mobile Phase zustande kommt. Im Abschnitt "Richtigkeit"
wird dieser sog. Matrixeffekt ausfuhrlicher dargelegt.

Bel Bestimmung der Konzentration fur S1 und S2 wird Liquor als Medi-
um verwendet, bel S3 mobile Phase. Der durchschnittliche systematische
Fehler der Wiederfindung bel MHPG (112 %), 5-HIAA (103 %), HVA
(102 %) und Iso-HVA (102 %) liegt noch deutlich unter dem bei der
Richtigkeit festgestellten mit 114 %, 106 %, 105 % bzw. 103 %.

Wird diese Tatsache und die unten diskutierte Prézision berticksichtigt,
kann davon ausgegangen werden, dal3 sich die Wiederfindung um die
100 Prozent bewegt.

Der Anstieg der Wiederfindung bei MHPG im Bereich von 60 bis 240
ng/ml kann nicht erklart werden. Fur den folgenden Gruppenvergleich
muf3 dies berticksichtigt werden.

Prazision in der Wiederholung

Die Variationskoeffizienten der Rézision in der Wiederholung (Intra-
Assay-Precision) bel der Bestimmungen von HVA (1,0 %), I1so-HVA
(1,1 %), 5-HIAA (1,7 %) und MHPG (3,5 %) sind im Vergleich mit ar-
deren HPL C-Methoden durchaus vertretbar:

Goldberg berichtet bei der Bestimmung von Noradrenalin im Plasmain
Konzentrationen von 0,248-0,495 ng/ml von einem VK von 6-14 % und
bei Adrenalin im Bereich von 0,0183-0,0732 ng/ml von eéinem VK von
26-46 %.

Scheinin et a. analysierten parallel drei Liquorpools und ehielten bel
MHPG in Konzentrationen von 17,9 nM, 58,1 nM und 18,9 nM Variati-



51

onskoeffizienten von 4,3 %, 1,8 % und 6,2 %, bei 5-HIAA in Konzentra-
tionen von 617 nM, 343 nM und 116 nM 1,1%, 1,8 % und 2,3 % sowie
bae HVA in Konzentrationen von 1031 nM, 578 nM und 206 nM 1,1 %,
1,8 % und 2,2 % %,

Bel der Bestimmung von MHPG ermittelte Semba bei einer Konzentra-
tion von 4,12 ng/ml einen VK von 3,77 % .

Prazision von Tag zu Tag

Die Prézision von Tag zu Tag (Inter-Assay-Precision) liegt bei allen vier
Substanzen bel Konzentrationen von 30 (MHPG), 12 (5-HIAA), 32
(HVA) und 18 ng/ml (Iso-HVA) mit Variationskoeffizienten von 9,3 bis
14,3 % ungefdhr im Bereich der von der Bundesédrztekammer geforder-
ten Grenzwerten von 8 bis 15 % fir die Bestimmung von Albumin bzw.
Immunglobulin A (IgA) oder M (IgM) im Liquor %.

Albumin und IgA bzw. IgM werden gewahlt, da deren Konzentration
zwar um den Faktor 1000 (Albumin) bzw. 100 (IgA/IgM) grofder it,
aber dennoch am ehesten im Bereich der Konzentrationen der in dieser
Arbeit bestimmten Substanzen liegen. Die maximal zul&ssige Standard-
abweichung bel Albumin betrégt 0,24 mg/dl und diejenige von IgA und
IgM 0,09 mg/dl. Im Vergleich dazu liegen die Standardabwelchungen
von MHPG bei 0,0004 mg/dl, 5-HIAA bei 0,0001 mg/dl, HVA bei
0,0004 mg/dl und Iso-HVA bei 0,0018 mg/dl.

Zusétzlich liegen dle Mef3werte innerhdb der 3s-, MHPG sogar inner-
halb der 2s-Grenzen.

Zusammenfassend kann Uber die Prézision gesagt werden, dal3 zwar be-
dingt durch die Streuung der Mef3werte Unterschiede der Konzentratio-
nen erst bei grof¥eren Differenzen festgestellt werden konnen, sie aber
den Anforderungen dieser Arbeit sehr wohl gentigt.

Kalibrationskurven und Linearitat

Der lineare Verlauf der Kalibrationskurven aler vier Substanzen in Li-
guor im Konzentrationsbereich von 3,75 bis 240 ng/ml zeigt, dal3 Analy-
tenkonzentration und Mefl3werte direkt proportional sind und fiir die Be-
simmung keine welteren Kalibratorenzwischenschritte zwischen den
verwendeten Konzentrationen notwendig sind.

Auch die Korrelationskoeffizienten R und das jeweilige Bestimmtheits-
mal3 R? von Uber 0,999 in alen Fallen bestétigen den linearen Verlaf.
Deshab werden fir die Kalibration in mobiler Phase auch nur noch drei
Konzentrationen verwendet: 160, 20 und 5 ng/ml.
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Empfindlichkeit

Die Kalibrationsgeraden der einzelnen Substanzen besitzen unterschied-
liche Steigungen in Liquor und mobiler Phase, wobel die Steigung in
Liquor in alen vier Féllen gréfRer und die Bestimmung somit empfindli-
cher ist.

Dies bedeutet allerdings auch, dal3 bei der gleichen Substanzkonzentrati-
on bel einer Kdlibration in mobiler Phase ein schwécheres Signal mit
dieser Konzentration korreliert wird als bel einer Kalibration oder auch
Analysein Liquor.

Uberspitzt formuliert heifl?t das: was in mobiler Phase als 5 ng/ml quanti-
fiziert wird, ist in Liquor nur 2 ng/ml- es entsteht ein systematischer Feh-
ler, indem hohere Konzentrationen gemessen werden as eigentlich vor-
handen sind.

Eine Kadlibration im "empfindlicheren" Medium Liquor ist zum Zeit-
punkt dieser Arbeit jedoch nicht moglich, da kein "Leerliquor" beziehbar
Ist, d.h. Liquor ohne Gehalt an physiologisch vorkommenden Substan-
zen. Bel einer Eichung im Mischliquor des Pooles ist somit immer eine
bestimmte Menge an MHPG, 5HIAA und HVA vorhanden, so dal3 we-
der ein Nullwert noch der Abschnitt der Kalibrationsgeraden festgestellt
werden kann, der unter dieser "naturlich" vorkommenden Konzentration

liegt.

Richtigkeit

Die bestimmten Konzentrationen sind hoher als tatsachlich in der Probe
vorhanden.

Dieser Fehler ist gleichfals auf die unterschiedlichen Matrixeffekte von
mobiler Phase und Liquor zurlickzufihren. In der Formel zur Berech-
nung der Richtigkeit (und auch der Wiederfindung) wird unter S3 der
Standard in mobiler Phase gemessen und dabel ein schwécheres Sgnal
erhalten als bei den beiden anderen Bestimmungen S1 und S2 in Liquor.
Auf diese Weise kommen Werte an Richtigkeit Gber 100 % austande.
Gleichzeitig &% sich aber auch die Grof3enordnung dieses systemati-
schen Fehlers bestimmen: Er liegt bei MHPG etwa bei 14 %, bei HVA
etwa bei 6 % sowie bel 5-HIAA 5 % und Iso-HVA bel etwa 3 %.

Bel verschiedenen Konzentrationen bleibt die Richtigkeit- von kleinen
Schwankungen abgesehen- stabil. Eine Ausnahme bildet bei MHPG der
Konzentrationsbereich zwischen 15 und 240 ng/ml, in welchem die Ab-
weichung stérker angteigt. Da ein Pipettierfehler im Laufe der Verdin-
nungsreihe des Standardgemisches konstant bliebe, ist eéine mdgliche
Erkléarung flr dieses Phanomen der bereits erwadhnte Matrixeffekt: dieser
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kommt bei MHPG aufgrund der anderen chemischen Struktur- 5-HIAA
und HVA sind Sauren, MHPG dagegen ein Alkohol- bei steigender Kon-
zentration vermehrt zum Tragen.

Alle statistisch auffélligen Unterschiede der MHPG-K onzentration beim
unten folgenden Gruppenvergleich missen genauer betrachtet werden,
da mit steigender Konzentration auch die Abweichung nach oben hin
zunimmt und dadurch Differenzen verstarkt werden.

Die Richtigkeit der Bestimmung von 5HIAA, HVA und Iso-HVA &
gegen ist sehr zufriedenstellend. Die maximal zuldssige Abweichung der
Richtigkeit fir Albumin und IgA/IgM nach den Richtlinien der Bundes-
arztekammer liegt zum Vergleich bei 8 bzw. 15 %, wobei die Konzentra-
tionen dieser Stoffe deutlich gréRer ist als die der hier bestimmten %,

Nachweis - und Bestimmungsgrenzen

Beal Anlegen der Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der unteren Nach-
wels- und Bestimmungsgrenzen werden in Liquor geldste Standards mit
mobiler Phase verdinnt, wobei dadurch das Grundrauschen des Signals
abgeschwaécht wird.

Andererseits wird durch dieses Vorgehen die Differenz der Signastarke
durch den Matrixeffekt (s.0.) verkleinert und dadurch auch das Verhéalt-
nisvon Mef3signal zu Grundrauschen, so dal? die unteren Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen friher erreicht werden.

Ein direkter Vergleich des Grundrauschens der Verdinnungsreihe mit
dem eines "Leerliquors’ ist aus bereits genannten Grinden nicht mog-
lich.

Das in Abbildung 21 und 22 gezeigte Grundrauschen des Liquors aus
dem Pool unterscheidet sich nicht wesentlich von dem aus der Verdin-
nungsreihe.

Zu Beginn der Auswaschphase aus der Sdule finden sich eine Vielzahl
sich Uberlagernder Peaks, die in néchster Nachbarschaft zum Peak des
MHPG liegen. Die im Verdinnungsversuch festgestellte untere Nach-
weis- und Bestimmungsgrenze des MHPG trifft zwar zu, muf3 aber durch
die Interferenz dieser frihen Signale hdher gelegt werden, da auch sie
durch Verdinnung verringert werden.

Die hier bestimmten Nachwels- und Bestimmungsgrenzen sind fur das
Ziel dieser Arbeit weit ausreichend, da sie sowohl unter dem Arbeitsbe-
reich der Methode (s.u.) as auch unter den gemald anderer Verdffentli-
chungen zu erwartenden Mefl3werten liegen.
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Arbeitsbereich

Die aus der Literatur erstellten Vorschlage fur die Arbeitsbereiche lassen
sich bis auf MHPG vollstdndig umsetzen. Die Differenz von 0,3 ng/ml
bei MHPG entspricht einer Abweichung von etwa 11 Prozent und falt
angesichts eines Variationskoeffizienten von 13,6 % der Prézision von
Tag zu Tag nur unbedeutend ins Gewicht.

Allerdings macht die relativ grof3e Unrichtigkeit von MHPG im Konzen-
trationsbereich von 60 bis 240 ng/ml (122 % bzw. 124 %) eine genaue
Betrachtung von Mef3ergebnissen in dieser Grof3enordnung notwendig.

Die Annahme der Prézison fir andere Konzentrationswerte 1&8(% sich
dadurch vertreten, dal die zur Errechnung verwendeten Konzentrationen
von 32 (MHPG), 12 (5-HIAA) und 37 ng/ml (HVA) sowie 30 (MHPG),
12 (5-HIAA) und 32 ng/ml (HVA) innerhab der zu erwartenden Ar-
beitsbereiche von 2,4 - 49,2 ng/ml fir MHPG, 17,6 - 145,3 ng/ml fir 5
HIAA und 24,8 - 234,4 ng/ml fir HVA liegen, im Falle von 5-HIAA so-
gar noch tiefer.

AbschlieRende Beurteilung der Methode

Die hier vorgestellte Methode liefert aussagefahige Ergebnisse fir einen
Vergleich von 5HIAA und HVA im Rahmen dieser Arbeit. D.h. trotz
des festgestellten systematischen Fehlers bei Wiederfindung und Rich-
tigkeit sowie der unterschiedlichen Empfindlichkeit in den Matrices Li-
guor und mobiler Phase, welche kalibrationsbedingt zu einheitlich hdhe-
ren Konzentrationen fhrt, kdnnen die einzelnen Gruppen untereinander
verglichen werden, da jewelils die gleichen Ausgangsbedingungen vor-
liegen.

Dasselbe gilt fur die starke Schwankung der Recovery, welche durch die
Deproteinisierung mittels Perchlorsaure verursacht wird.

Ein Gruppenvergleich von MHPG ist be sorgfétiger Interpretation
ebenfalls mdglich, obwohl zu den oben genannten und auch hier zutref-
fenden Faktoren noch die relativ grof3e Abweichung der Wiederfindung
und der Richtigkeit in den Konzentrationsbereichen zwischen 60 und
240 ng/ml bzw. 15 und 240 ng/ml hinzukommen.

Die genannten Einschrankungen fihren zwar dazu, dal3 ein Vergleich der
hier gewonnenen Mef3ergebnisse mit Absolutwerten der Literatur nur
eingeschrankt moglich ist, jedoch sehr wohl Aussagen ber den Grup-
penvergleich innerhalb dieser Arbeit gemacht werden kénnen.
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4 Bestimmung von MHPG, 5-HIAA und HVA in Liquores von
Patienten mit FMS und neurologischen Erkrankungen

4.1 Verwendetes Material, beteiligte Patienten und statisti-
sche Methoden

4.1.1 Probenmaterial

Das verwendete Probenmaterial wurde teils wahrend der neurologischen
Routinediagnostik im Friedrich-Baur-Institut (FBI) im Klinikum der
Ludwig-Maximilians-Universitét (Minchen) gewonnen teils von Prof.
Muller aus dem Hochrhein-Institut fir Rehabilitationsforschung in Bad
Séackingen zur Verfligung gestellt. Durch Verwendung von routinemaldig
im Rahmen der stationéren Diagnostik enthnommenem Liquor wurden die
Patienten keinem zusétzlichen Risko ausgesetzt. Aufgrund dieses ethi-
schen Gesichtspunktes wurde die Patientenzahl der vorliegenden Studie
begrenzt.

Die Proben aus dem FBI wurden durch Lumbalpunktion in sitzender Po-
sition im Zwischenwirbelbereich L3/4 oder L4/5 zumeist vormittags ge-
wonnen. Die Patienten hielten dabei in der Regel eine vorherige Bettruhe
von etwa 8 Stunden ein.

Fur die Punktion wurden eine atraumatische Punktionskanile 21G* 3%
(Sprotte Standard Needle 90 mm) mit einer Fuhrungskantle 1,1*30 mm
Introducer Cannula) verwendet.

Nach der Entnahme wurde das Untersuchungsgut unbehandelt nach &-
nem kurzen Transport in Eis und unter Lichtschutz bei -80 °C tiefgefro-
ren.

Diese Bedingungen werden aufgrund folgender Arbeiten gewdahlt, um
gerade die Haltbarkeit von MHPG aber auch von 5-HIAA und HVA bel
einer Lagerdauer von bis zu 36 Monaten zu gewahrlei sten:

HVA istbei -20 °C mindestens 60 Monate stabil ** bzw. bei -60 °C 36
Monate . 5-HIAA halt sich bei einer Lagerung bei -60 °C 36 Monate
stabil ®® und MHPG bei -20 °C fiir 6 Monate ***.

Es wurde nur Liguor verwendet, der frel von Erythrozyten war, weniger
as5 Zdlen/pl und weniger als 45 mg/dl Protein enthielt.

Das Probenmaterial aus dem Hochrhein-Institut wurde im Rahmen der
dortigen neurologischen und neurochirurgischen Diagnostik entnommen.
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4.1.2 Patientengruppierung

Das so gewonnene Materia wird zunéchst in drei Gruppen aufgeteilt:

Gruppe 1. Patienten mit der Diagnose FM S entsprechend den Richtlinien
des ACR . Proben aus Miinchen, max. Probenalter 2 Jahre, mit und
ohne Schmerzmedikation

Gruppe 2. Patienten mit Erkrankungen des Nervensystems wie Polyneu-
ropathien (PNP) und Neuropathien, Proben aus Mtnchen, max. Proben-
dter 2 Jahre, mit und ohne Schmerzmedikation

Die Patienten fur diese Gruppe werden nach dem Lebensalter aus einer
grofkeren Anzahl ausgewdahlt, um ein Gruppe 1 entsprechendes Alters-
profil zu erhalten. Dabei wird nur die mdglichst genaue Ubereingtim-
mung des L ebensalters und des Geschlechts berticksichtigt.

Gruppe 3: Patienten mit Erkrankungen des peripheren Nervensystems
wie Wurzelkompressionen oder -irritationen, LWS-Syndrom und "lower
back pain"/Rickenschmerzen, Proben aus Bad S&ckingen, Probenalter
ca. 3 Jahre

Die Gruppen 1 und 2 werden weiter verkleinert, indem Patienten, die
zum Zeitpunkt der Probengewinnung Antidepressiva wie Amitryptilin,
Trimipramin oder Moclobemid sowie Analgetika wie Acetylsalicylsaure,
Paracetamol oder Diclofenac eingenommen hatten, aus den Gruppen ge-
nommen werden, da diese Medikamente den Neurotransmitterstoffwech-
sd im ZNS z.T. nachhaltig beeinflussen:

Psychopharmaka wie trizyklische Antidepressiva (TCA) beeinflussen die
Noradrenalin- und Serotoninspiegel *, selektive Serotonin-Wieder-
aufnahme-Inhibitoren (SSRI) den Serotoninspiegel *, Neuroleptika den
Dopaminspiege ®* sowie MAO-Inhibitoren die Spiegel aler drei Trans-
mitter im Liquor *. Analgetika reduzieren den durch Schmerz verursach-
ten Dysstress, der seinerseits die Liquorkonzentrationen von MHPG %,
5-HIAA und HVA *** erhoht.

In Gruppe 1 sind dies flnf Patienten (vier Frauen und ein Mann) sowie
in Gruppe 2 zwei Patienten (eine Frau und ein Mann). Um die angegli-
chene Altersstruktur in Gruppe 2 welter beizubehaten, werden drel

Frauen entsprechenden Alters aus dieser Gruppe genommen.

Diese beiden Gruppen werden as Gruppe 4 (Patienten mit FMS ohne
Einnahme von interferierenden Pharmaka) und Gruppe 5 (Patienten mit
neurologischen Erkrankungen ohne Einnahme von interferierenden Phar-
maka) benannt.

In Gruppe 3 ist dieses Vorgehen nicht maglich, da entsprechende klini-
sche Informationen nicht verfligbar sind.
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Die demographischen Daten der finf Patientengruppen sind in Tabelle
16 und 17 dargestellt.

Tabelle 16: Demogr aphische Daten der Studiengruppen 1 bis 3

Gruppe 1 2 3
Patientenzahl 15 15 22
weibl./mannl. 12/3 12/3 8/14

Alter:MW (STABW) 49,4 (9,5) 49,5 (10,3) n.b.

Bereich 28-60 26-61 n.b.

Tabelle 17: Demographische Daten der Studiengruppen 4 und 5
Gruppe 4 5
Patientenzahl 10 10
weibl./mannl. 9/1 9/1
Alter:MW(STABW) 51,5(8,1) 49,7 (8,5)
Bereich 33-60 32-60

Die Altersverteilung in den Gruppen ist mit Mittelwert (MW), Standar dabwei-
chung (STABW) und der Spannbreite (Bereich) in Jahren angegeben. Die A-
tersverteilung in Gruppe 3 ist nicht bekannt (n.b.). Die Geschlechterverteilung
ist unter "weibl./mannl." aufgefuhrt.

In Punkt A des Anhangs finden sich Listen der verwendeten Patientenda-
ten mit Diagnosen.

4.1.3 statistische Methoden

Zur Auswertung der Ergebnisse wurden das Statistikpaket SPSS, Versi-
on 9.0.1 und Excel 97 von Microsoft verwendet.

Esfolgt eine Liste der verwendeten Tests:

Normalverteilung: Schnelltest nach David
V arianzhomogenitét: F-Test
Ausreil3ertests: nach Dixon (bel max. 5 bis 8 Werten)

nach Grubbs (bel Uber 8 Werten) *
Vergleich der Mittelwerte: t-Test fir unverbundene Stichproben
Korrelation: Test nach Pearson (zweiseitig)

Nullhypothese ist die Annahme, dal3 sich die Konzentrationen von
MHPG, 5-HIAA und HVA zwischen den Patientengruppen nicht unter-
scheiden. Als signifikant werden Resultate mit der Wahrscheinlichkeit p
des Fehlers a bis einschlieldich £ 0,05, als Trends Resultate bis ein-
schliefdich p= 0,10 bezeichnet.



4.2 Qualitatskontrolle

Zur Qualitétssicherung wahrend der insgesamt zwolf Analysenlaufe
werden mitgefiihrte Prazisionskontrollen ™ aus dem Liquorpool durch
den Zusatz einer konstanten Menge 1so-HVA (20 ng/ml) zur Kontrolle
der Richtigkeit verwendet. Sie werden jeweils zu Beginn und Ende eines
Laufes gemessen (sehe auch 2.3.1.6).

Zusétzlich wird auch jeder Probe des Anaysenlaufes 1so-HVA (20
ng/ml) zugesetzt (siehe 2.2.8).

Die mitgefuhrten Prézisionskontrollen zeigen die in Abbildung 9 bis 12

(siehe 2.3.2.3) gezeigten Verlaufe, die sich in den Grenzen der dreifa
chen Standardabweichung (3s) bewegen.

Abbildung 23 stellt den Verlauf der zugesetzten 1so-HV A in den Proben
und Prazisionskontrollen der 12 Anaysenlaufe innerhalb der 3s-Grenzen
dar.

Abbildung 23: Iso-HVA
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Verlauf der zugesetzten 1so-HVA in den Proben und Prazisionskontrollen der
12 Analysenlaufe (n= 76) innerhalb der 3s-Grenzen

Der Ausreil3ertest nach Grubbs ergibt fur Wert 47 (20,7 ng/ml) einen
Ausreil¥er bei P=95 % und n=75. Nach Bereinigung des Ausreil3ers sind
ale 1so-HVA-Bestimmungen nach dem Schnelltest von David um den



59

Mittelwert normalverteilt (P=99,9 %). Ohne diese Malinahme liegt die
Wahrscheinlichkeit der Normalverteilung bei P=95 %.

Abgesehen von diesem Ausreil3er bewegen sich die Werte von 1so-HVA
innerhalb der dreifachen Standardabwel chung.

Dem Test nach Neumann zufolge liegt bel Iso-HVA im Verlauf kein
Trend vor (P=99 %) (Tabelle 18).

Tabelle 18: 1so-HVA - deskriptive Statistik und Trendtest nach Neumann

Iso-HVA

Mittelwert 16,7 ng/ml

Standardabweichung 1,0 ng/ml
Variationskoeffizient 5,9 %
Q (n=75, P=99 %, Q=2,00) 0,9005

Aus den Mel3werten der jeder Probe zugesetzten Iso-HVA (20 ng/ml) werden
Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient berechnet. Q gibt
die Ergebnisse des Trendtests nach Neumann an. Bei einer Wahr scheinlichkeit
(P) von 99 % liegt der Schwellenwert, Uber dem ein Trend vorliegt, fur 75 Wer-
te (n) bei 2,00.

Im Rahmen der Qualitétskontrolle ergaben sich keine Aufféligkeiten, so
dal3 nun ein Gruppenvergleich im Hinblick auf die Konzentrationen von
MHPG, 5-HIAA und HVA sattfinden kann.

Zur Verarbeitung der gewonnenen Mel3werte ist zu sagen, dald bel der
Doppelbestimmung der Probandenliquores (siehe auch 2.3.1.6) der Mit-
telwert der beiden Messungen errechnet und zur Auswertung herangezo-
gen wird. Wenn in der Probe enthaltene, unbekannte Substanzen mit ein-
zelnen Mef3signalen bel optischer Kontrolle des Chromatogramms inter-
ferieren, wird bel nur einem verwertbaren Mef3ergebnis dieses verwen-
det; snd beide nicht eindeutig, wird diese Bestimmung Uberhaupt nicht
zur Auswertung herangezogen.
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4.3 Vergleich von Patienten mit FMS, neurologischen Er-
krankungen/PNP und neurologischen Erkrankungen/Ruk-
kenschmerzen (Studiengruppen 1, 2 und 3)

4.3.1 Verteilung der Me3werte

Die Meldwerte der einzelnen Substanzen in den Gruppen 1 (FMS), 2
(neurol ogische Erkrankungen/PNP) und 3 (neurol ogische Erkrankungen/
Rickenschmerzen) zeigen die in Abbildung 24 und Tabelle 19 darge-
stellte Vertellung.

Abbildung 24: Boxplotsvon MHPG, 5-HIAA und HVA
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Die drei Gruppen sind mit ihrer jeweiligen Nummer (1= FM S, 2= neurolog. Er-
krankungen/PNP, 3= neurolog. Erkrankungen/Rickenschmerzen) benannt.
Konzentrationen sind in ng/ml angegeben. N gibt die Zahl der Werte je Gruppe
an; stark abweichende Werte sind mit ihrer Nummer gekennzeichnet.

Tabelle 19: Datenverteilung der Gruppen 1 bis3

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
MHPG
MW (STABW) 38,5 (8,4) 32,0(10,1) 35,6 (9,9)
Bereich 25,5-52,3 16,1-47,4 20,9-57,4
n 13 11 15
5-HIAA
MW (STABW) 20,2 (6,6) 18,2 (8,0) 18,8 (6,3)
Bereich 10,0-38,4 3,1-32,8 8,1-317
n 15 15 21
HVA
MW (STABW) 35,3 (13,3) 29,4 (15,1) 22,6 (7,5)
Bereich 11,8-70,7 11,7 - 65,3 115-41,1
n 15 15 22

Die drei Gruppen sind mit ihrer jeweiligen Nummer (1= FM S, 2= neurolog. Er-
krankunger/PNP, 3= neurolog. Erkrankungen/Riuckenschmerzen) benannt. Die
Einheit der Werte ist ng/ml; der Mittelwert ist mit MW, die Standar dabwei-
chung mit STABW und die Anzahl der verwertbaren Mefl3werte mit n abge-

kdrzt.

4.3.2 t-Test

Vorraussetzung fur die Anwendbarkeit des tTests ist die Normalvertei-
lung der Werte und Varianzhomogenitét.
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Mittels des Schnelltests auf Normalverteilung von David zeigen sich fir
alle Substanzen in den Gruppen 1 bis 3 normalverteilte Werte (P= 99,9
%, f= 1, P. Signifikanzniveau, f: Freiheitsgrad). Lediglich in Gruppe 1
betragt die Wahrscheinlichkeit fir Normalverteilung fur 5-HIAA und
HVA nur 95 %.

Die Varianzen der Mel3werte in den Gruppen 1 bis 3 ergeben bei An-
wendung des F-Tests Varianzgleichheit (P= 99 %) aul3er beim Vergleich
von HVA in den Gruppen 1 und 3 sowie 2 und 3.

Anschliel3end werden jeweils mittels des t-Tests fur unverbundene
Stichproben die Mittelwerte von MHPG, 5HIAA und HVA der Grup-
pen 1 und 2, 2 und 3 sowie der Gruppen 1 und 3 zweiseitig bei einem
Konfidenzniveau von 99 % verglichen.

Die Mittelwerte von HVA werden zwischen den Gruppen 1 und 3 sowie

2 und 3 dagegen mittels Zweistichproben t-Test fir unterschiedliche Va-
rianzen verglichen (P= 99 %).

Tabelle 20: Ergebnisse der t-Tests

gleiche Varianz MHPG 5-HIAA HVA
Gruppe 1 und 2 0,100 0,483 0,272
Gruppe 2 und 3 0,375 0,820 -
Gruppe 1 und 3 0,414 0,534 -
ungleiche Varianz MHPG 5-HIAA HVA
Gruppe 1 und 2 - - -
Gruppe 2 und 3 0,123
Gruppe 1 und 3 0,003*

*ggnifikant bel P=99 %

Diedre Gruppen sind mit ihrer jeweiligen Nummer (1= FM S, 2= neurolog. Er-
krankungen/PNP, 3= neurolog. Erkrankungen/Ruckenschmer zen) benannt.

Hierbei fallt beim Gruppenpaar 1 und 3 (Patienten mit FM S bzw. neuro-
log. Erkrankungen/Rickenschmerzen) ein signifikanter Unterschied der
mittleren Konzentrationen von HVA be verschiedener Varianz
(p=0,003) auf (Tabelle 20).

4.3.3 Korrelation

Weiterhin wurde innerhalb jeder Gruppe mit dem Verfahren von Pearson
nach bivariaten, zweisatigen Korrelationen zwischen den einzelnen
Substanzen gesucht (Tabelle 21).



Es finden sich dabei in alen drel Gruppen signifikante, positive Korrela:
tionen zwischen 5-HIAA und HVA (p = 0,000 bis 0,004).

Tabelle 21: Korrelationen in den Gruppen 1 bis 3

Korrelation Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
MHPG - 5-HIAA 0,173 0,426 0,255
5-HIAA - HVA 0,809* 0,854* 0,597*
MHPG - HVA 0,430 0,452 -0,034
*ggnifikant

Diedrel Gruppensind mit ihrer jeweiligen Nummer (1= FM S, 2= neurolog. Er-
krankungen/PNP, 3= neurolog. Erkrankungen/Ruckenschmer zen) benannt.
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4.4 Vergleich von Patienten mit FMS und neurologischen Er-
krankungen ohne Einnahme von interferierenden Pharmaka
(Studiengruppen 4 und 5)

4.4.1 Verteilung der Mel3werte
Die Vertellung der Mef3werte der Gruppen 4 (FMS ohne Einnahme von
interferierenden Substanzen) und 5 (neurologische Erkrankungen ohne

Einnahme von interferierenden Substanzen/PNP) gibt Abbildung 25 und
Tabelle 22 wieder.

Abbildung 25: Boxplotsder Gruppen 4 und 5
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Die beiden Gruppen sind mit ihrer jeweiligen Nummer (4= FM S ohne Einnah-
me interferierender Pharmaka, 5= neurolog. Erkrankungen/PNP ohne Ein-
nahme interferierender Pharmaka) benannt. Konzentrationen sind in ng/ml
angegeben. N gibt die Zahl der Werte je Gruppe an; stark abweichende Werte
sind mit ihrer Nummer gekennzeichnet.

Tabelle 22: Datenverteilung der Gruppen 4und 5

Gruppe4 Gruppe5
MHPG
MW (STABW) 40,9 (7,4) 30,5 (9,6)
Bereich 26,9-52,3 16,1 -46,7
n 9 I
5-HIAA
MW (STABW) 20,5 (7,4) 18,2 (8,3)
Bereich 10,0- 38,4 3,1-32,8
n 10 10
HVA
MW (STABW) 38,9 (13,0) 29,0 (15,6)
Bereich 19,8 -70,7 11,7 - 65,3
n 10 10

Die beiden Gruppen sind mit ihrer jeweiligen Nummer (4= FM Sohne Einnah-
meinterferierender Pharmaka, 5= neurolog. ErkrankungeryPNP ohne Ein-
nahme interferierender Pharmaka) benannt. Die Einheit der Werteist ng/ml;
der Mittelwert ist mit MW, Die Standar dabweichung mit STABW und die An-

zahl der verwertbaren Mef3werte mit n abgekrzt.

442 t-Test

Der Schnelltest auf Normalverteilung von David ergibt fur ale Substan-
zen der Gruppen 4 und 5 normalverteilte Werte (P= 99,9 %, f= 1, P. S-
gnifikanzniveau, f: Freiheitsgrad).
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Lediglich in Gruppe 4 betrégt die Wahrscheinlichkeit fir Normalvertei-
lung fir HVA 99 %.

Der F-Test ergibt fir die Gruppen 4 und 5 in den Mef3werten aller drel
Neurotransmittermetaboliten Varianzhomogenitét (P= 99 %).

Der zweisaitige tTest fir unverbundene Stichproben ergibt beim Ver-
gleich der Mittelwerte der Gruppen 4 (FM S ohne Einnahme von interfe-
rierenden Substanzen) und 5 (neurologische Erkrankungen ohne Ein-
nahme von interferierenden Substanzen) die in Tabelle 23 dargestellten
Ergebnisse.

Tabelle 23: Ergebnisse der t-Tests
gleiche Varianz MHPG 5-HIAA HVA

Gruppe 4 und 5 0,010* 0,511 0,136
* ggnifikant bei P=99 %

Die Gruppen sind mit ihrer Nummer (4= FM S ohne Einnahme interferierender
Pharmaka, 5= neurolog. Erkrankungen/PNP ohne Einnahme interferierender
Phar maka) benannt.

4.4.3 Korrelation

Bel der Untersuchung auf Korrelationen ergeben sich signifikante positi-
ve Korrelationen zwischen 5-HIAA und HVA (p= 0,05) in beiden Grup-
pen (Tabdle 24).

Tabelle 24: Korrelationen in den Gruppen 4 und 5

Korrelation Gruppe 4 Gruppe 5
MHPG - 5-HIAA 0,149 0,454
5-HIAA - HVA 0,936* 0,854*
MHPG - HVA 0,194 0,374
*ggnifikant

Die Gruppen sind mit ihrer Nummer (4= FM Sohne Einnahme interferierender
Pharmaka, 5= neurolog. Erkrankungen/PNP ohne Einnahmeinterferierender
Pharmaka) benannt.
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5 Diskussion des Vergleichs von MHPG, 5-HIAA und HVA in
den Studiengruppen

Vor der Diskussion des Gruppenvergleichs wird noch auf algemeine
Gesichtspunkte der Bestimmung von Neurotransmittermetaboliten im
Liquor cerebrospinalis eingegangen.

Die Bestimmung der Abbauprodukte soll einen Ruckschlul® auf den Ge-
samtumsatz der jeweiligen Neurotransmittern im ZNS erlauben, d.h. eine
Beurtellung der Aktivitét bestimmter Neuronensysteme oder funktionel-
ler Bereiche. Aufgrund von Konzentrationsgradienten der zu untersu-
chenden Substanzen bei durch Lumbalpunktion gewonnenem Liquor ist
zu berticksichtigen, dal3 ein Rickschlul® auf den zerebralen Transmitte-
rumsatz alleine nur bedingt gezogen werden kann:

Degrell et a. berichten von einem Gradienten zwischen lumbal und zy-
sternal entnommenem Liquor bei HVA und 5HIAA %, wobei die z/-
sternale Konzentration jeweils hdher ist °. Auch die lumbale Konzentra-
tion von MHPG soll zu einem gewissen Grad durch absteigenden Bah-
nen des Riickenmarks erhéht werden .

Aufgrund dieser Tatsachen kann festgestellt werden, dal3 aus lumbal ent-
nommenem Liquor gewonnene Neurotransmittermetaboliten lediglich
den Gesamtumsatz im kompletten zentralen Nervensystem, d.h. Gehirn
und Ruckenmark, reflektieren kénnen. Allerdings stellt die Untersu-
chung von Neurotransmittern und deren Metaboliten im Liquor die ein-
zig verflgbare und nichtoperative Mdglichkeit von Invivo-Studien am
Menschen dar ™°.

Weitere Konzentrationsgradienten treten nicht nur kraniokaudal, sondern
auch zwischen anfanglicher und nachfolgenden Liquorfraktionen aus
einer Punktionsstelle auf, wobel dieser |etztere Gradient durch den oben
genannten kraniokaudalen bedingt ist *®. Diese Konzentrationsgradien-
ten zwischen erster und spéterer Fraktion wurden fir alle drei in dieser
Arbeit bestimmten Metaboliten (MHPG, 5HIAA und HVA) festgestellt
1830192 Dabei korreliert die lumbale Konzentration von 5-HIAA signi-
fikant mit der zerebralen ° bzw. die Konzentration von 5HIAA besser
asdievon HVA 7.

Es werden ferner noch eine Relthe zusétzlicher Einfluf3grofzen wie Kor-
pergroRe '°, Geschlecht '® %, zirkadiane ® und jahreszeitliche ™
Schwankungen z.T. sehr widersprichlich diskutiert, welche die Konzen-
tration von Neurotransmittermetaboliten beeinflussen kénnen.

Eine Beeinflussung durch Pharmaka dagegen wird einstimmig erortert:
bei spielswel se beeinflussen trizyklische Antidepressiva (TCA) die Nora-

drenalin- und Serotoninspiegel **, selektive Serotonin-Wiederaufnahme-
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Inhibitoren (SSRI) den Serotoninspiegel *, Neuroleptika den Dopa
minspiegel ** sowie MAO-Inhibitoren die Spiegel aller drei Transmitter
im Liquor *. Analgetika reduzieren indirekt die Liquorkonzentrationen
von MHPG ", 5-HIAA und HVA " durch Beeinflussung des schmerz-
induzierten Dysstresses.

Als Konsequenz der obigen Diskussion wird ein strenges V ersuchspro-
tokoll mit einem festgelegten zu entnehmenden Liquorvolumen empfoh-
len *°. Weiter sollen Schwankungen durch die Auswahl von alters- und
geschlechtsentsprechenden Kontrollen, durch den Ausschlul3 von Pro-
banden mit Erkrankungen des zentralen Nervensystems, welche z.B. mit
einer Stérung der Blut-Hirn-Schranke einhergehen, durch Reduzierung
der korperlichen Aktivitét und von Dysstress vor der Probenentnahme
und durch Liquorpunktion zur jeweils gleichen Tageszeit verhindert
werden. Pharmaka wie Antiemetika, Neuroleptika, Hypnotika, Antide-
pressiva und Analgetika sollen abgesetzt werden, sofern dies medizi-
nisch und ethisch vertretbar ist. Das so gewonnene Probenmaterial soll
anschlief}end so analysiert werden, dald zur Minimierung von Inter-

ﬁgsay-Schwmkungm Proben und Kontrollen gemischt bestimmt werden

Bel der vorliegenden Untersuchung wurde den dargestellten Empfehlun-
gen Rechnung getragen. Anzumerken ist, dal3 ein solches Protokoll dem
klinischen Alltag nicht immer gerecht werden kann, wenn sich z.B. bel
schwieriger Punktion der Stref3 fur den Patienten nicht vermeiden 1803
oder aufgrund des téglichen Stationsablaufs Zugestandnisse zu Lasten
des Protokolls gemacht werden miissen.

Vor der Diskussion des Gruppenvergleichs dieser Studie folgt zunéchst
die Betrachtung der Qualitdt der gemessenen Werte.

Die Qualitétskontrolle mittels jeder einzelnen Probe zugesetzter |so-
HVA entspricht den geforderten Bedingungen der BAK fiir Routinever-
fahren *® ; abgesehen von einem a's AusreiRer identifizierten Wert bewe-
gen sich die Mefl3werte innerhalb der Grenzen der dreifachen positiven
und negativen Standardabwel chung wahrend der Anaysenlaufe.

Nach dem Trendtest nach Neumann liegt bel den Einzel proben- gemes-
sen an Iso-HVA- kein Trend vor.

Bel den Prazisionskontrollen zeigt sich m Gesamtverlauf der Kurve da
gegen bel HVA und Iso-HVA ein Trend nach unten (siehe Abb. 11 und
12: Prézision von Tag zu Tag). Bel Betrachtung der Kurve ist festzustel-
len, dal3 deren Verlauf wahrend der Zeit der Durchfiihrung der Analysen-
laufe (Tag 5 bis 16) durchaus stabil ist und ein Absinken der Mef3werte
durch die Differenz zu den (héheren) Bestimmungen wéahrend des Vor-
laufs entsteht. Aus diesem Grunde ist auch ein Gruppenvergleich trotz
dieser Differenz moglich, da alle Bestimmungen konstant niedriger sind.
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Der Trendtest nach Neumann bestétigt dies (siehe auch Tabelle 9: Préazi-
sion von Tag zu Tag und Trendtest nach Neumann).

Die Verlaufskurve von 5HIAA zeigt wahrend der zwolf Tage der Ana
lysenldufe einen leichten Trend nach unten, wahrend Uber den ganzen
Verlauf betrachtet kein solcher vorliegt.

Dieser Trend ist am ehesten auf die starke Beanspruchung des Saulen-
materials zurtckzufuhren, da die Anaysenrethen fast ohne Pausen
durchgefiihrt wurden. Da die Proben der drei Testgruppen jedoch g
mischt analysiert wurden, sind sie in gleichem Ausmal3 davon betroffen.
Die Bestimmung von MHPG hingegen unterliegt keinem feststellbaren
Trend.

Weiterhin liegen ale Mef3werte im Arbeitsbereich dieser Methode.

Es kann somit gesagt werden, dal3 die Qualitét der Bestimmung von
MHPG, 5HIAA und HVA trotz leicht abfallender Trends die weitere
statistische Auswertung zul &3.

5.1 Diskussion des Vergleichs von Patienten mit FMS, neuro-
logischen Erkrankungen/PNP und neurologischen Erkran-
kungen/Ruckenschmerzen (Studiengruppen 1, 2 und 3)

Die Gruppen 1 (Patienten mit FMS) und 3 (Patienten mit neurologischen
Erkrankungen/Rickenschmerzen) unterscheiden sich beim Vergleich der
Mittelwerte von HVA datistisch signifikant (p=0,003) von einander: in
Gruppe 1 ist die mittlere HV A-Konzentration (35,3 ng/ml) héher alsin
Gruppe 3 (22,6 ng/ml).

Uber erhohte HVA-Werte bei Patienten mit FMS findet sich bisher kein
Hinwelsin der Literatur.

Lediglich Uber einen Anstieg der HV A-K onzentration mit zunehmendem
Alter berichten Tohgi et al. '®. Dieser Anstieg ist erst im Alter ilber 65
Jahren signifikant (p<0,05).

In Gruppe 1 ist jedoch keine Testperson Uber 65 Jahre alt. Hinzu kommt,
dal? die Mefdwerte um den Mittelwert normalverteilt sind. Obwohl Uber
die Alterszusammensetzung der Gruppe 3 nichts bekannt ist, ist es trotz-
dem eher unwahrscheinlich, dal3 der Unterschied der mittleren HVA-
Konzentration auf eine Altersdifferenz zwischen den Testgruppen zu-
ruckzufUhren ist, da fur eine signifikante Differenz ein extrem niederes
Durchschnittsalter in Gruppe 3 vorliegen mifdte Dagegen spricht auch
die klinische Erfahrung hinsichtlich der Inzidenz der Erkrankungen von
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Gruppe 3 (LWS-Syndrom, Nervenwurzelkompression und —irritation,
»lower back-pain®).

Das unterschiedliche Alter des Probenmaterials kann ebenfalls keine
Rolle spielen, da sich HVA unter den in 4.1.1 beschriebenen Lagerbe-
dingungen als sehr stabil erweist.

Der festgestellte signifikante Unterschied der HVA-Konzentration ist
daher letztlich nur als Hinweis auf eine mogliche erhdhte Aktivitét des
dopaminergen Systems bel Patienten mit FM S gegeniber Patienten mit
neurol ogischen Erkrankungen (spezi€ell: Rickenschmerzen) zu bewerten.

In alen drel Gruppen finden sich weiterhin signifikante, positive Korre-
lationen zwischen 5-HIAA und HVA (p = 0,000 bis 0,004). Gleiches be-
richten auch Tohgi et a. '®, Aberg-Wistedt et d. ', Agren > * * und
Geracioti et al. *.

Agren et al. befassen sich eingehender mit diesem moglichen Zusam-
menhang. Im Tierexperiment stellen sie beim Hund sowohl positive als
auch negative Korrelationen zwischen HVA und 5HIAA in verschiede-
nen Regionen des Gehirns fest, wobei die positiven deutlich Gberwiegen.
Auch bel Patientengruppen mit verschiedenen depressiven Stérungen
findet sch die gleiche postive Korrelation. Als mogliche Erklarung
schlagen Agren et d.- bel Betrachtung des Gesamtumsatzes- eine phy-
siologische Beeinflussung der HVA durch 5HIAA bzw. des Dopamin
durch Serotonin vor .

Interessanterweise zeigt sich trotz der signifikanten, positiven Korrelati-
on von 5HIAA zu HVA und der signifikant erhohten HVA beim Ver-
gleich der Gruppen 1 und 3 keine ebenfalls signifikant erhthte Konzen-
tration an 5-HIAA.

Die hier dargestellten Ergebnisse lassen so einen Schiuld auf die gegen-
seitige Beeinflussung des dopaminergen und serotonergen Transmitte-
rumsatzes nicht ohne weiteres zu- zumindest nicht beztglich einer d-
rekt-proportionalen Beeinflussung.

Bel den Gruppen 1 bis 3 wird die Einnahme von Pharmaka nicht bertick-
sichtigt. Womdglich zeigen sich deutlichere Unterschiede zwischen den
Gruppen, wenn einer moglichen Einnahme Rechnung getragen wird.
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5.2 Diskussion des Vergleichs von Patienten mit FMS und
neurologischen Erkrankungen/PNP ohne Einnahme von inter-
ferierenden Pharmaka (Studiengruppen 4 und 5)

Nach Aussonderung von Patienten aus den Gruppen 1 und 2, die Analge-
tika oder Psychopharmaka einnehmen, finden sich in den Gruppen 4 (Pa-
tienten mit FM S ohne Einnahme interferierender Pharmaka) und 5 (Pati-
enten mit neurologischen Erkrankunger/PNP ohne Einnahme interferie-
render Pharmaka) z.T. bereits bekannte, aber auch neue Ergebnisse

Neben der auch in den Gruppen 1 bis 3 bereits gefundenen, statistisch
signifikanten, positiven Korrelation von SHIAA und HVA zeigt sich
beim Vergleich von MHPG der Gruppen 4 (Patienten mit FMS ohne
Einnahme interferierender Pharmaka) und 5 (Patienten mit neurologi-
schen Erkrankungen/PNP ohne Einnahme interferierender Pharmaka) ein
deutlicher Unterschied, wobei die mittlere Konzentration in Gruppe 4
(40,9 ng/ml) signifikant hoher ist als die der Gruppe 5 (30,5 ng/ml).

Vergleichbare Resultate finden sich in verdffentlichten Arbeiten nicht.
Lediglich Russdll et a. finden bel der Bestimmung von Noradrenalin
von Patienten mit muskulo-skelettalem Schmerz (kein FM S nach ACR-
Kriterien) beim Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe deutlich
erhohte Werte (p= 0,06) an Noradrenalin, wobei die Bestimmung im 24-
Stunden-Urin erfolgte ** und somit nur bedingt einen Riickschlu auf
zentralnervose Vorgange liefern kann.

In einer anderen Arbeit finden sich entgegengesetzte Ergebnisse: MHPG,
5-HIAA und HVA von Patienten mit primarem FMS (n=17) haben g
ringere Konzentrationen im Liquor als eine Vergleichsgruppe zusam-
mengesetzt aus Patienten mit rheumatoider Arthritis (n=5) und gesun-
den, schmerzfreien Kontrollen (n=7) ®. Allerdings wurde die Diagnose
FMS nicht nach den Kriterien des ACR *'" gestellt, so daR ein direkter
Vergleich mit dieser Arbeit nicht mdglich ist.

In der weiteren Diskussion der Ergebnisse sollte alerdings die Abwei-
chung der Richtigkeit der Bestimmung von MHPG bedacht werden:

Im Bereich von 15 bis 60 ng/ml liegt die Abweichung bei 15 bis 22 %.
Die Mef3werte der Gruppen 4 und 5 liegen beide in diesem Bereich
(Gruppe 4: 26,9 - 52,3 ng/ml; Gruppe 5: 16,1 - 46,7 ng/ml), so dal3 das
oben genannte Ergebnis sorgféltig beurtellt werden mulf3:

Der Mittelwert des MHPG der Patienten mit FMS ohne Einnahme von
interferierenden Pharmaka (Gruppe 4) steigt um 2,4 ng/ml gegeniiber
dem Mittelwert von Gruppe 1 an, der von Patienten mit neurologischen
Erkrankunger/PNP ohne Einnahme von interferierenden Pharmaka
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(Gruppe 5) sinkt um 1,5 ng/ml gegentiber dem Mittelwert der Gruppe 2
ab.

Um die Richtigkeit der Methode zu berlicksichtigen, wird folgende Be-
rechnung angestellt: der Mittelwert von Gruppe 4 liegt eher im Bereich
der Konzentration von 60 ng/ml mit einer Abweichung von 122 %, der-
jenige der Gruppe 5 im Bereich von 15 ng/ml mit 115 %. Somit e gibt
sich eine Differenz von 7 %, was einer Konzentration von 2,9 ng/ml- auf
den (gréflzeren) Mittelwert der Gruppe 4 bezogen- entspricht. Die Dimen-
sion der Unrichtigkeit liegt somit etwa im gleichen Bereich wie die Ver-
schiebung der Mittelwerte und kénnte eine von mehreren moglichen Er-
klarungen fur die festgestellte Differenz sein.

Eine weiter Mdglichkeit, de oben genannten Resultate miteinander in
Einklang zu bringen, wére folgende Hypothese:

Durch absteigende serotonerge und noradrenerge, anti-nozeptive bul-
bospinale Bahnen wird bei Schmerz Serotonin und Noradrenalin ver-
stérkt und in unterschiedlichem Male ausgeschiittet ™ 2% %% 881 Anzy-
merken ist hier, dal3 es sich in diesen Arbeiten um akuten Schmerz bel

Tieren handelt.

Bel Patienten mit starkerem Schmerz wéren folglich die Konzentrationen
dieser beiden Neurotransmitter bzw. deren Metaboliten hoher, es sei

denn, sie nédhmen Analgetika ein. Dadurch werden sehr hohe Konzentra-
tionen verhindert und so der Mittelwert nach unten beeinflufét. Dies e-
klarte die Zunahme der mittleren Konzentration des MHPG in Gruppe 4
(Patienten mit FM S ohne Einnahme von interferierenden Pharmaka) ge-
genliber Gruppe 1 (Patienten mit FMS).

Die Abnahme von Gruppe 2 (Patienten mit neurologischen Erkrankun-
gen/PNP) nach 5 (Patienten mit neurologischen Erkrankunger/PNP ohne
Einnahme von interferierenden Pharmaka) konnte dadurch bedingt sein,
dal3 das Schmerzniveau insgesamt geringer ist.

Dakeine Messungen Uber die Schmerzintensitét der Patienten vorliegen,
bleiben diese Annahmen spekulativ.

Ein welterer Gesichtspunkt sind die geringen Fallzahlen, welche die sta-
tistische Bewertung erschweren und eine eindeutige Aussage Uber einen
signifikanten Unterschied im Noradrenalinumsatz von Patienten mit
FMS und neurologischen Erkrankungen im Rahmen dieser Untersu-
chung nicht zulassen.

Moglicherweise sind auch die untersuchten Gruppen nicht klar genug
von einander abzugrenzen, ist ihnen doch chronischer Schmerz gemein-
sam:

Patienten mit FM S haben zumeist eine tber Jahre reichende "Patienten-
karriere" hinter sich bis zur Diagnosestellung, d.h. tellweise seit Jahren
Schmerzen ™'* . Zusitzlich ist anzumerken, dal? Untergruppen inner-



73

halb des FMS ® ™ vermutet werden, wodurch die Patientengruppe mit
FMS in sich bereits inhomogen wirde.

Polyneuropathien entwickeln sich ebenfalls meist chronisch progredient
(iber Monate bis Jahre hin ®. Be Riickenschmerzen zeigt der klinische
Alltag, dal? auch diese sehr oft einen Verlauf Uber |angere Zeit nehmen.
Es wird nun angenommen, dal3 langer bis lang anhaltender Schmerz zu
anatomischen und physiologischen Veranderungen auf Ebene der peri-
pheren Nozizeptoren, auf spinaler Ebene (u.a. zur Stérung von deszen-
dierenden anti-nozeptiven Systemen) ” und zentraler Ebene # filhrt.
Ahnliche Veranderungen wie eine qualitativ veranderte Schmerzwakr-
nehmung % * werden auch beim FM'S beobachtet. Beéim FMS zeigt sich
ferner ein verringerter regionaler Blutflufd in Thalamus und Nucl. cauda
tus wie auch bei chronischem Schmerz *.

Weitere Uberschneidungspunkte zwischen den in dieser Arbeit vergli-
chenen Patientengruppen machen Lapossy et a. deutlich, wenn sie vom
Ubergang von chronischem Riickenschmerz zu FMS berichten ®, wobel
die Diagnose FM S nach den Kriterien von Y unus et Wulfe (modifiziert
nach Mller und Lautenschléager) gestellt wurde. Auch ein Tell (15 von
135) der von Walter et a. untersuchten Patienten mit Rickenschmerzen
erfUllen die Kriterien des ACR fur FMS. Sie gelangen zu dem Schiuf3,
dal3 Einschrankung der Lebensqualitét, Schmerzverhalten, Behinderung
und schmerzbezogene Wahrnehmung generell durch Zusténde starken
Schmerzes verursacht werden und nicht spezifisch fir dasFMS sind ™.
So findet auch die Klassifikation des American College of Rheumatolo-
gy (ACR) an sich Kritiker. Quintner und Cohen bezeichnen das K onzept
des ACR as Argumentation im Kreisschlul® aufgrund der unzureichen-
den Trennung von Patienten mit FMS (mehr as 11 von 18 schmerzhafte
tender points) und Gesunden (weniger as 11 schmerzhafte tender points)
8 Ein weiterer Kritikpunkt ist die Diagnosestellung einzig aufgrund von
klinischen Symptomen ohne Konzept von pathophysiol ogischen Hinter-
%rUnden dieses chronischen Schmerzes und der Schmerzempfindlichkeit
Trotz aler Kritik muf3 jedoch gesagt werden, dal die Klassifikation des
ACR durch eine gewisse Standardisierung einen Vergleich der verschie-
denen Studien zum FM S erst ermdglicht.

Die eben erwdhnten Feststellungen zeigen, dal3 es anhand der Kriterien
des ACR zwar nach Ausschlul® anderer Erkrankungen moglich ist, die
Diagnose FMS zu stellen, diese Kriterien alerdings auch auf Patienten
mit anderen Erkrankungen wie beispielsweise chronischen Schmerzen
zutreffen. Manche Kritiker des FM S wie Bennett gehen dann gar soweit,
dal’ das FMS als einen "Zustand chronischen Schmerzes genannt Fibro-
myalgie' *® bzw. a's normale Erscheinung von chronisch-gesteigertem
MiRbefinden in einer Gesamtbevolkerung * bezeichnet wird und als &-
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ner von mehreren moglichen Endpunkten in der Entwicklung von chro-
nischem Schmerz gesehen wird .

Trotz der oben angeftihrten Argumente bleibt es dennoch weiterhin auf-
falig, dal die Differenz der Mittelwerte des MHPG erst nach Wegfall
von durch Pharmaka beeinflulten Mef3werten zwischen den Gruppen 4
(Patienten mit FM S ohne interferierende Pharmaka) und 5 (Patienten mit
neurologischen Erkrankungern/PNP ohne interferierende Pharmaka) zu
Tage tritt.
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6. Zusammenfassung

Beim Fibromyalgiesyndrom (FMS) wird Gber Veranderungen im Neuro-
transmitterstoffwechsal diskutiert. Auch @ne Besserung der Symptome
des AMIS durch Antidepressiva, die Uber noradrenerge, serotonerge und
dopaminerge Nervenzellsysteme wirken, weisen auf derartige Verande-
rungen hin.

Aus diesem Grunde werden die Abbauprodukte von Noradrenalin, Sero-
tonin und Dopamin an insgesamt funf Patientengruppen untersucht. Die
Vergleichsgruppen setzen sich aus Patienten mit FMS, neurologischen
Erkrankungen wie Polyneuropathien oder Riickenschmerzen (low back
pain) zusammen, wobel die ersten beiden Patientengruppen nach Weg-
fall von Patienten unter Einnahme von Psychopharmaka oder Analgetika
nochmals miteinander verglichen werden.

Fur die Durchfiihrung dieses Vergleichs wurde eine Methode fir die
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) mit elektrochemi-
scher Detektion (ECD) zur gleichzeitigen Messung der Metaboliten von
Noradrenalin, Serotonin  und Dopamin-  3-Methoxy-4-hydroxy-
phenylglycol (engl. 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglycole = MHPG), 5
Hydroxyindolessigsaure (engl. 5-Hdroxyindoleacetic acid = 5-HIAA)
und 4-Hydroxy-3-methoxyphenylessigsdure = Homovanillinsdure (engl.
Homovanillic acid = HVA)-, welche RiickschlUisse auf den Stoffwechsel
im zentralen Nervensystem erlauben, im Liquor cerebrospinalis etabliert.

Die Sdlektivitét der Methode ist hoch und &3 eine gute Auftrennung
von MHPG, 5-HIAA und HVA zu. Die Préazision liegt bel Variationsko-
effizienten von 3,5 % (MHPG), 1,7 % (5-HIAA) und 1,0 % (HVA) bei
der Prézison in der Wiederholung (Intra-Assay-Precision) sowie von
13,6 % (MHPG), 9,3 % (5-HIAA) und 12,6 % (HVA) bel der Prézision
von Tag zu Tag (Inter-Assay-Precision). Wiederfindung und Richtigkeit
liegen durch die nicht zu vermeidende Verwendung von unterschiedli-
chen Matrices bei deren Bestimmung bei 112 % (MHPG), 103 % (5
HIAA) und 102 % (HVA) bzw. 114 % (MHPG), 106 % (5-HIAA) und
105 % (HVA). Mit einem Arbeitsbereich von 3,0 — 248 ng/ml (MHPG),
3,5-252 ng/ml (5-HIAA) und 3,5 -269 ng/ml (HVA) wird das zu &-
wartende Spektrum an mdglichen Mef3werten gut abgedeckt.
Abschlief?end kann Uber die in dieser Arbeit etablierte Methode gesagt
werden, dald sie eine einfache Untersuchung von MHPG, 5HIAA und
HVA erlaubt und aussagefahige Ergebnisse bei deren Bestimmung er-
moglicht.
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Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Ergebnisse beim Vergleich
der finf Patientengruppen sind mit denjenigen veroffentlichter Arbeiten
teilweise konform:

In allen flnf Patientengruppen finden sich signifikante positive Korrela-
tionen zwischen 5HIAA und HVA (p = 0,000 bis 0,05), welche sich
auch in anderen Arbeiten finden.

Beim Vergleich der Mittelwerte von HVA von Patienten mit FMS (35,3
ng/ml) und von Patienten mit Rickenschmerzen (22,6 ng/ml) falt eine
statistisch signifikant (p=0,003) hohere Konzentration in der ersteren
Gruppe auf. Dieser festgestellte Unterschied ist letztlich as Hinweis auf
elne mogliche erhohte Aktivitat des dopaminergen Systems bei Patienten
mit FM S gegenlber Patienten mit neurologischen Erkrankungen, spezi-
dl Rickenschmerzen, zu bewerten.

Weliterhin zeigt der Vergleich der Mittelwerte von MHPG zwischen Pa
tienten mit FM 'S ohne Einnahme interferierender Pharmaka (40,9 ng/ml)
und Patienten mit neurologischen Erkrankungen wie Polyneuropathien
ohne Einnahme interferierender Pharmaka (30,5 ng/ml) eine signifikant
hohere mittlere Konzentration in der ersten Gruppe.

Auch nach Diskussion verschiedener Ursachen bleibt es auffélig, dal3
dieser Unterschied erst nach dem Wegfall von Patienten unter Einnahme
von Analgetika und Psychopharmaka zutage tritt.

Es zeigen sich in der vorliegenden Arbeit jedoch insgesamt Hinwelse auf
Storungen in zentralen Neurotransmittersystemen- insbesondere dem
dopaminergen und noradrenergen.

Fur weitere Studien erlaubt die hier etablierte Methode eine einfache Un-
tersuchung an groéReren Patientenkollektiven .
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8. Anhang

A Verwendete Patientendaten

Im Folgenden sind die verwendeten Mef3werte der Patienten sowie deren
Medikamention und Diagnose gruppenweise aufgefihrt.

Zusétzlich sind Geschlecht, Alter, der Zeitpunkt der Liquorpunktion und
der Analyse erwahnt.

Das Probenalter ist in Monaten angegeben, die einzelnen Mefl3werte in
ng/ml.

Mit * gekennzeichnete Proben werden wegen Einnahme von interferie-
renden Pharmaka (unterstrichen), die Einflul? auf die untersuchten Neu-
rotransmittersysteme nehmen, aus Gruppe 1 bzw. 2 herausgenommen;
die verbleibenden Patienten bilden die Gruppen 4 bzw. 5.

Um die Altersstruktur von Gruppe 5 wieder an Gruppe 4 anzugleichen,
wurden entsprechend weitere Patienten aus Gruppe 5 ausgeschl ossen.



Gruppe 1 bzw. 4

Nr |G| Alter Diagnose Medikamente zum Zeit- Punktion| Pro- | Analyse | MHPG| 5-HIAA | HVA | Iso-

punkt der am ben- am HVA

Liquorpunktion alter
1* 11| 46 FMS, Hypertriglyceridamie, Mydocalm, Stangyl, Decortin | 27.08.98 | 12 | 18.08.99| 34,15 | 22,05 |26,83|16,54
Gastritis
3*[1] 50 FMS Sostril, Noctamid, Saroten | 22.07.99| 1 |28.08.99| 27,20 | 20,33 |34,79|14,74
4 |1| 56 Arthralgien im Rahmen einer MTX, Prostagutt, Decortin, | 08.07.98| 13 | 18.08.99| 38,57 | 26,57 |45,82(16,37
Lyme-Arthritis, sek FMS, BPH Azulfidin
52| 28 FMS Paracetamol 22.01.98| 19 |27.08.99]| 44,90 | 15,78 |36,04(15,86
6 [2] 33 FMS 06.07.98| 13 |18.08.99| 26,85 | 16,70 [33,69(17,01
7 12| 41 FMS, Hypothyreose Jodid, L-Thyrox 27.05.98| 15 | 28.08.99 15,82 [30,52|15,24
8* 2| 45 sek FMS, progred ext Oph Paracetamol, Aurorix 31.0599| 3 |27.08.99| 25,50 | 14,84 (11,81|15,74
thalmoplegie bei mito-
chondr Myopathie

9 (2| 47 FMS Jodid 24.11.98| 9 [18.08.99]39,29 | 9,99 [19,81(17,30
10|2| 53 FMS 24.08.98| 12 |24.08.99| 44,15 | 21,83 |44,51|16,37
11[2| 55 FMS 19.02.98| 18 |18.08.99]| 46,04 | 22,93 |39,43|16,40
12|2| 56 FMS Jarsin iv. 16.02.98 | 18 |[18.08.99| 34,09 | 17,06 |35,43|16,29
13|2| 57 FMS, art. Hypertonie 10.03.98 | 17 |18.08.99| 52,31 | 16,47 [41,29(16,29
1412| 57 FMS Euthyrox 16.07.98 | 13 [24.08.99| 44,70 | 19,17 |27,84|16,29
15*|2| 57 FMS Voltaren, Mydocalm 05.03.98| 17 | 27.08.99 24,44 130,68|15,60
16[2| 60 FMS 17.09.98| 11 [18.08.99| 42,31 | 38,36 |70,72|16,92




Gruppe 2 bzw. 5

Nr |G | Alter Diagnose Medikamente zum Zeit- Punktion| Pro- | Analyse | MHPG| 5-HIAA | HVA | Iso-
punkt der am ben- am HVA
Liquorpunktion alter
17*| 1| 44 | prim axon betonte Neuropathie 10.07.98| 13 |17.08.99| 26,12 | 3,05 |11,69|16,67
unkl Gen
19/1| 51 sensomot symm demyel PNP 11.12.98| 8 17.08.99| 30,89 | 10,78 |13,96(17,32
unkl Gen, M Bechterew
20*| 1| 55 schwere sensomotor NP ASS, Metoprolol, Delix, Amaryl|{ 30.09.98| 11 | 16.08.99| 39,01 | 20,39 (34,84|17,35
21*| 2| 26 | heredit. sensomotor Neuropathie Contrazeptivum 05.10.98| 10 | 16.08.99| 25,62 | 25,74 |40,88[17,25
22|12 | 32 PNP unkl Gen 30.07.98| 13 |16.08.99| 46,67 | 18,25 |23,79(17,19
23| 2| 41 | Friedreichsche Ataxie (spinoce- 27.03.98| 17 |17.08.99| 24,20 | 18,20 |26,43(16,69
rebellare Heredoataxie)
24| 2| 46 chron entz ZNS-Erkr unkl Gen Acimethin, Euthyrox, Jodid | 27.01.99( 7 |[08.09.99| 16,08 | 11,73 |12,76|17,02
25| 2| 47 PNP unkl Gen 03.07.98| 13 |24.08.99| 26,68 | 9,06 [11,79[17,90
26 2| 52 dyst Parese li unkl Gen 20.07.98| 13 |16.08.99( 27,92 | 13,68 |26,84(17,05
2712 | 56 rasch progr sensomot PNP bei Decortin, Calcium, D- 04.11.98( 9 |24.08.99 18,72 |22,30|18,76
Wegener Granulomatose Vigantoletten, Sostril
28| 2| 56 |Ataxie u. Parasthesie bei zerebra- 22.06.98| 14 | 08.09.99 31,56 (65,32(18,63
ler Mikroangiopathie
29| 2| 57 unkl Myalgie/Arthralgie, Mydocalm, Jarsin, Spondivit, | 15.03.99| 5 | 08.09.99 20,45 |49,12(17,97
sek Sjogren-Syndrom Vesdil, Gynkordin, Zocor
30*| 2| 58 | dystsymm beinbet demyel sen- Paracetamol 25.01.99( 7 |17.08.99| 47,42 | 17,20 |30,15|16,74
somot PNP unkl Gen
31|2| 60 | beinbet dyst-symm sensibel be- 19.02.98| 18 |16.08.99| 41,16 | 32,77 |40,96(16,10
tonte PNP
32%| 2| 61 PNP unkl Gen L-Thyroxin 18.05.98| 15 | 16.08.99 22,12 [30,90]16,71




Gruppe 3

Nr |G | Alter Diagnose Medikamente zum Zeit- Punktion| Pro- | Analyse | MHPG| 5-HIAA | HVA | Iso-

punkt der am ben- am HVA

Liquorpunktion alter
33|1 Wurzelkompression bei Spinal- 13.09.96| 35 | 25.08.99 16,05 |20,40|16,85
stenose

34|1 Wurzelkompression L4 23.08.96| 36 |20.08.99( 32,38 | 13,32 |17,27|16,85
35[1 Wurzelkompression L5 23.08.96| 36 | 25.08.99( 40,17 | 25,26 |19,60(17,63
36[1 Wurzelirritation S1 21.08.96| 36 |20.08.99(57,35| 17,58 |28,98|16,60
37|11 Wurzelkompression L5 21.08.96| 36 | 25.08.99 15,54 [20,74(16,41
38[1 Wurzelirritation S1 16.08.96| 36 | 25.08.99| 45,29 | 22,82 |25,85|17,53
39[1 LWS-Syndrom 16.08.96| 36 |26.08.99| 30,47 | 15,23 [29,95|16,87
401 degenerat. LWS-Syndrom 14.08.96| 36 |26.08.99| 36,64 | 10,95 [14,74]|16,94
4911 Wurzelkompression S1 31.07.96| 37 |20.08.99| 20,89 | 18,30 |26,78|16,80
50[1 Wurzelkompression L5 26.07.96| 37 |20.08.99( 23,23 | 9,80 [13,20(16,96
511 Wurzelirritation S1 17.07.96| 37 |25.08.99|31,65| 16,91 [18,80|18,22
52|1 Wurzelkompression L5 31.07.96| 37 |25.08.99( 38,17 | 31,06 |20,68|17,22
53|1 Wurzelkompression S1 19.07.96| 37 |26.08.99| 31,58 | 25,42 |31,41|16,88
54| 1 Wurzelkompression L5 02.08.96| 36 |[26.08.99 15,63 [20,71)|15,68
4112 Wurzelkompression L4 28.08.96| 36 |25.08.99(49,92 | 19,41 (19,29(16,39
42| 2 Wurzelirritation S1 28.08.96| 36 | 25.08.99( 26,35 | 22,18 |41,14|20,66
43| 2 Wurzelkompression L5 09.08.96| 36 | 26.08.99 11,49(16,35
441 2 Wurzelkompression L5 07.08.96| 36 | 26.08.99( 39,39 | 22,42 |26,83(18,02
451 2 Wurzelkompression L5 31.07.96| 37 [20.08.99| 29,93 | 16,56 |20,92|16,83
46| 2 Wurzelirritation S1 26.07.96| 37 | 25.08.99 31,68 [35,77(17,66
47| 2 Wurzelkompression S1 26.07.96| 37 | 26.08.99 20,43 [20,40[16,15
48] 2 Wurzelkompression L5 24.07.96| 37 | 26.08.99 8,14 |12,55|15,95
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B Verwendetes Material

Pumpe:
Injektor:

Saule:

Fullmateridl:
Vorsaule:
Saulenthermostat:

Detektor:

Kapillaren:

Software:

Computer:

Substanzen:

Gynkotek High Precision Pump Mode 300
Waters 717plus Autosampler

Merck LiChroCART® 250-4 HPLC Cartridge,
Lot. L 293786, No. 832827

Superspher” 60 RP-select B
Merck LiChroCART 4-4 Superspher® 60 RP-select B
Peltier-K olonnenthermostat

Waters M460 (Millipore”) mit Glassy Carbon Wor-
king Electrode (Order No. 41.203) und Ag/AgCl-
Referenzelektrode fir Detektor No. 41.000 von
Chromsystems in einer Edelstahimelizelle

PEEK- und Stahlkapillaren mit Durchmesser 0,17 und
0,25 mm der Firma ERC Gesdllschaft fur den Ver-
trieb von wissenschaftlichen Gerdten

Millennium® Version 3.05 (Waters Co. 1998);

Statistical Package for the Sozial Sciences (SPSS) for
Windows Release 9.0.1;

ChemWindow3, Version 3.0 (Soft Shell Int. 1989-
1993) fur Graphiken der Strukturformeln

Personalcomputer mit Pentium 166 Prozessor

4-Hydroxy-3-methoxyphenylglycol (MHPG):
Sigma, EEC No: 266-689-7, H-1377, Lot 47H2622
3-Hydroxy-4-methoxyphenylglycol (Iso-MHPG):
aus Bestanden der neurochemischen Abteilung
5-Hydroxyindol-3-essigsaur e (5-HIAA):
Sigma, EEC No: 200-195-4, H-8876, Lot 65H1033
4-Hydroxy-3-methoxyphenylessigsaure (HVA):
Sigma, EEC No: 306-08-1,H-1252, Lot 42H7706
3-Hydroxy-4-methoxyphenylessigsaur e (1so-HVA):
Roche, 10-7666/000, F316b-11.89



Natriumacetat:
Methanol:
Salzsdure:
Perchlorsaure:
H,O:

Feinwaage:

Anaysenwaage:

Filter:

pH-Meter:

Zentrifuge:

Eluent:

Merck KGaA, Suprapur’, wasserfrei

pro analys, Merck, 1.06009.2500

30%, Merck, Suprapur”, 1.00318.0250

70%, Merck, Suprapur®, 1.00517.0250

entionisiert mit einer Millipore Milli-Q Plus Anlage
Sartorius M 2P elektronische Mikrowaage

Mettler P160 Analysenwaage

Schleicher und Schell, Membranfilter OE 66, 0,2 um,
47mm Durchmesser, Ref-No: 404112

inoLab pH Leve 1 mit WTW pH SenTix 81-
Elektrode

Hettich Mikro 22R

0,05 mol Natriumacetat-Puffer mit 1% Methanol auf
pH 4,50 mit HCI (30%, Suprapur®) eingestel It



95

Danksagung

Mein Dank gilt Herrn Prof. Dr. med. M. Ackenheil fiir die Uberlassung
des Themas und die hilfreiche Unterstiitzung und Beratung.

Weiterer Dank gebiihrt Herrn Dr. med. M. Schwarz fir die hilfsbereite
Betreuung in wissenschaftlichen und theoretischen Belangen sowie
Herrn L. Deuringer und Frau S. Sirch fur die Hilfe und Beratung in tech-
nischen Fragen.

Ebenso danke ich meiner Frau Christina und Herrn Dipl.-Ing. (FH) F.
Pollich, die durch ihre moralische und technische Unterstiitzung zum
Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.



96

Lebenslauf

12.11.1971

1978

1982

1991

1991 - 1994

1993 - 1994

1995 - 2001

2000 - 2001

2002 - 2003

2002

2003 - 2004

Geburt in Augsburg
Vater Dr. med. Walter Bentele
Mutter Annemarie Bentele, geb. Grofthauser

Einschulung in die Grundschule Kriegshaber,
Augsburg

Ubertritt auf das Gymnasium bei St. Stephan,
Augsburg

Abschlul’ des Gymnasiums mit Abitur

Ausbildung zum Sparkassenkaufmann bel der Stadt-
sparkasse Augsburg

Freistellung zum Grundwehrdienst als Sanitéter bel
der Luftwaffe

Studium der Humanmedizin an der Ludwig-
Maximilians-Universitdt, Minchen

Praktisches Jahr:

Innere Medizin in der 111. Medizinischen Klinik, Kli-
nikum Augsburg,

Anéasthesie in der Klinik fir Anésthesiologie und ope-
rative Intensvmedizin, Klinikum Augsburg,

Chirurgie in der I. und Il1. Chirurgischen Klinik, Kli-
nikum Augsburg und in den Departments of Upper
Gl, Colorectal and Thoracic Surgery, Concord Repa
triation General Hospital, Sydney, Austraien

Arzt im Praktikum in der Gemeinschaftspraxis for
Anésthesie an den Hessing-Kliniken, Augsburg

Hochzeit mit Christina Paulus

Arzt in Weiterbildung in der Gemeinschaftspraxis fur
Anésthesie an den Hessing-Kliniken, Augsburg



