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1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Entwicklung, Validierung und Anwendung einer HPLC-
MS/MS-Methode zur quantitativen Bestimmung von Tryptophan und seinen Metaboliten. Der Stoff-
wechsel der proteinogenen, essentiellen Aminosdure Tryptophan umfasst nicht nur den Neurotransmitter
Serotonin und das in der Epiphyse gebildete Hormon Melatonin, sondern er schliebt auch den Kynure-
nin Pathway mit ein. Die neurobiochemische Bedeutung dieses Stoffwechselweges wird bereits durch
die Tatsache offensichtlich, dass im zentralen Nervensystem mehr als 95% des Tryptophans iiber diesen
Weg metabolisiert werden. Die Intermediate des Kynurenin Pathways spielen eine bedeutende Rolle als
Mediatoren zwischen Immun- und Nervensystem. Dabei nehmen sie potenziell Einfluss auf héhere zentral-
nervése Funktionen, wie Kognition, Verhalten und Affekt, weshalb sie von herausragender Bedeutung fiir
das Forschungsgebiet der Psychoneuroimmunologie sind.

Auf molekularer Ebene wird Tryptophan im ersten Schritt durch die beiden Schliisselenzyme Tryptophan-
2,3-dioxygenase und Indoleamin-2,3-dioxygenase zu N-Formylkynurenin oxidiert. Durch Kynureninformi-
dase erfolgt eine Metabolisierung von N-Formylkynurenin zu Kynurenin - der Ausgangssubstanz des
gleichnamigen Stoffwechselweges. Wihrend die Tryptophan-2,3-dioxygenase ausschlieblich Tryptophan
oxidiert, ist die Indolamin-2,3-dioxygenase nicht nur fiir den Abbau von Tryptophan spezifisch, sondern
fiir alle Indolamine, inklusive Serotonin und Melatonin. Die Aktivitdt der Tryptophan-2,3-dioxygenase wird
dabei durch Glucocorticoide, die der Indolamine-2,3-dioxygenase durch bestimmte Zytokine reguliert. Die
Indolamin-2,3-dioxygenase spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Modulation der T-Zell-Toleranz. Des
Weiteren werden die Aktivitdtszustinde diverser Zellen des angeborenen und des erworbenen Immunsys-
tems durch Metabolite des Kynurenins gesteuert. Einige Bestandteile des Kynurenin Pathways besitzen
neuroprotektive oder neurotoxische Eigenschaften. So ist beispielsweise die neuroprotektive Kynurenin-
sdure der bisher einzige bekannte endogene Antagonist des NMDA-Rezeptors und zusdtzlich ein nicht-
kompetitiver Antagonist des a7-nikotinischen Acetylcholinrezeptors. Dieser Substanz steht der alternati-
ve Kynurenin-Metabolit, das exzitotoxische Neurotoxin Chinolinsdure gegeniiber, welcher ein Agonist des
NMDA-Rezeptors ist.

Bei Untersuchungen zum Tryptophanstoffwechsel ist es daher von entscheidender Bedeutung nicht nur
einzelne Substanzen sondern die Gesamtheit der Metabolite zu quantifizieren. Nur so kann die Balance
zwischen neuroprotektiven und neurodegenerativen Substanzen, aber auch die Balance zwischen inhibie-
renden und aktivierenden Mediatoren des Immun- und Nervensystems dargestellt werden. In klinischen
Studien kdnnen so Dysbalancen mit der Pathogenese einzelner Erkrankungen assoziiert werden, wodurch
die Mdglichkeit besteht, dass Biomarker zur frithzeitigen Diagnose identifiziert und neue Therapieansitze
postuliert werden kénnen.

In dieser Arbeit wird eine neue HPLC-MS/MS-Methode vorgestellt, mit der eine bisher unerreichte

Vielfalt an Tryptophan-Metaboliten quantifiziert werden kann. Die Probenvorbereitung ist eine einfache
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und kosteneffiziente Proteinfallung in zwei Stufen, wobei unterschiedliche Matrices, wie beispielsweise
Serum oder Liquor cerebrospinalis, als Probenmaterial verwendet werden kdnnen. Um Analyte mit sehr
niedrigen physiologischen Konzentrationen zu detektieren, wurde fiir diese eine Derivatisierung entwickelt.
Die Methode bendtigt ein sehr geringes Probenvolumen, ist durch die Verwendung der HPLC-MS/MS-
Technologie duBerst sensitiv und spezifisch und umfasst alle bedeutenden Metabolite des Tryptophan-
stoffwechsels mit nur einer Probenvorbereitung. Die Robustheit wurde in einer ausfiihrlichen Validierung
bestdtigt. Dabei wurden auch die analytischen Grenzwerte und Kennzahlen ermittelt, sowie die Stabilitat
der Proben untersucht. In Versuchen zu praanalytischen Einfliissen wurde festgestellt, dass unterschied-
liche Zeitpunkte der Blutentnahme, unterschiedliche Blutentnahmesysteme und die Nahrungsaufnahme
zu gravierenden Anderungen der Konzentrationen der Analyte fiihren. So fiihrt die Verwendung unter-
schiedlicher Blutentnahmesystem beispielsweise bei der Quantifizierung des Metaboliten Picolinsdure zu
Ergebnissen, die sich um bis zu 60% unterscheiden. Es wurde nachgewiesen, dass es postprandial zu star-
ken interindividuell unterschiedlichen Anderungen der Konzentrationen einzelner Intermediate kommt.
Dabei verhalten sich die freien und proteingebundenen Metabolite ebenfalls unterschiedlich. Deshalb
muss fiir Studien eine normierte Probengewinnung mit moglichst exakten Bedingungen eingefiihrt wer-
den. Auch konnte gezeigt werden, dass die Metabolisierung des Tryptophans in vivo einer circadianen
Rhythmik unterliegt. Aufbauend auf diesen Erkenntnisse wurden in einem in vitro Experiment tages-
zeitabhidngige Schwankungen nachgewiesen und der Einfluss einer LPS-Stimulation auf den Kynurenin
Pathway untersucht.

Durch den Einsatz dieser neuen HPLC-MS/MS-Methode besteht die Méglichkeit, die funktionellen
Zusammenhange zwischen Intermediaten des Kynurenin Pathways und diversen immunologischen, neu-
rochemischen und anderen pathophysiologischen Vorgdngen zu untersuchen. In der Literatur gibt es eine
Vielzahl an Hinweisen darauf, dass der Tryptophanstoffwechsel an der Pathogenese unterschiedlichster
Erkrankungen beteiligt ist. Jedoch bedarf es der genauen Klirung der Zusammenhinge und der Még-
lichkeit, die Gesamtheit einer potentiellen Stérung des Tryptophanstoffwechsels zu erfassen. So sind
im Bereich psychiatrischer und neurologischer Erkrankungen beispielsweise Schizophrenie, Alzheimer-
Krankheit, Chorea Huntington und Epilepsie zu nennen. Hier wurden in publizierten Studien haufig nur
einzelne Metabolite quantifiziert und isoliert betrachtet. Dariiber hinaus konnten unterschiedliche Arbeits-
gruppen zeigen, dass eine Aktivierung des Kynurenin Pathways auch bei der Pathogenese von Tumoren
beteiligt ist, weshalb auch hier die von uns entwickelte Methode fiir weitere Studien von groRem Nutzen

ist.
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2.1 Psychoneuroimmunologie

Die Psychoneuroimmunologie (PNI) ist ein Forschungsgebiet, welches die Interaktion von Psyche, Nerven-
und Immunsystem untersucht. Der Begriff wurde erstmals 1975 durch den Psychologen Robert Ader und
den Immunologen Nicholas Cohen geprégt [1]. Durch die gleichzeitige Gabe des neutralen Stimulus Sac-
charin und des immunsuppressiven Wirkstoffs Cyclophosphamid konnten Ader und Cohen an Ratten
die pawlowsche Konditionierung der immunsuppressiven Wirkung des Medikaments nachweisen: Das Im-
munsystem der Tiere zeigte nach der Konditionierung auch auf die alleinige Gabe von Saccharin eine
suppressive Reaktion. Somit konnte nachgewiesen werden, dass nicht nur das Verhalten, sondern auch
das Immunsystem von Saugetieren konditioniert werden kann. Ebenfalls in den 1970er Jahren begann
Besedovsky mit der systematischen Untersuchung der Verschaltung von Neuroendokrinologie und Im-
munsystem [2]. Wurde frither davon ausgegangen, dass das endokrine System, das Immunsystem und
Nervensystem voneinander getrennt agieren, so kann man heutzutage gegenseitige Interaktionen bele-
gen. Immunzellen kdnnen nicht nur Zytokine, sondern auch Hormone und Neurotransmitter produzieren.
Haufig geht die Produktion von Botenstoffen eines anderen Systems mit einer pathologischen Verdnde-
rung einher. Dies wird am Beispiel der rheumatoiden Arthritis deutlich. Wiahrend unter physiologischen
Bedingungen Noradrenalin im Synovialgewebe nur von sympathischen Nerven freigesetzt wird, wird der

Neurotransmitter im Krankheitsfall auch von lokalen synovialen Zellen produziert [3].

Psyche

Zytokine
Hormone

Neurotransmitter

Immunsystem Nervensystem

Abbildung 2.1: Psychoneuroimmunologie - Interaktion von Psyche, Nerven- und Immunsystem. Media-
toren sind Zytokine, Hormone und Neurotransmitter.

Von Williams et al. wurde 1981 der direkte Kontakt von noradrenergen sympathischen Nervenfasern mit

zelluldren Bestandteilen des Immunsystems beschrieben [4]. Diese Nervenfasern sind in speziellen Kom-
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partimenten lymphatischer Organe angesiedelt, in welchen sie enge Verbindungen zu T-Lymphozyten und
Makrophagen bilden, dhnlich wie die Synapsen zwischen den einzelnen Neuronen. Somit wurden diese
Verschaltungen zwischen Gehirn und Immunsystem als wichtige Kommunikationsschnittstelle identifiziert,
woriiber sowohl das Verhalten, als auch zentrale Zytokine, Einfluss auf immunologische Funktionen neh-
men kdnnen. Jedoch handelt es sich nicht nur um eine einseitige, sondern vielmehr um eine bidirektionale
Interaktion von Gehirn und Immunsystem, wodurch das Paradigma, dass das Gehirn ein immunologisch
privilegiertes Organ sei, aufgehoben wurde. Auch bei gesunden Menschen kénnen Immunzellen in das
Gehirn einwandern und dort mittels Zytokinen alle Zellarten des Gehirns, d.h. Neuronen, Astrozyten,
Mikroglia und Oligodendrozyten, beeinflussen [5]. Der Nachweis, dass neuronale Aktivitdten durch Zy-
tokine gesteuert werden kdnnen, wurde erbracht, indem unterschiedliche Zytokine entweder systemisch
oder intracerebroventrikular injiziert wurden. Durch die verabreichten Zytokine wurde beispielsweise die
Hypothalamus-Hypophyse-Nebennierenrinden-Achse (HPA - Hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis)
aktiviert [6, 7, 8], Fieber induziert [9] und bei Ratten die Aufnahme von Essen und Wasser [10, 11] bzw.
deren Motilitat reduziert [12].

Obwohl das Gehirn durch die Blut-Hirn-Schranke (BBB - Blood-brain-barrier) umschlossen ist, exis-
tieren mehrere Wege, wie Zytokine das Gehirn erreichen und dort interagieren kdnnen. Einige spezielle
Zytokine kénnen offenbar aktiv durch die BBB transportiert werden. Dies konnte beispielsweise durch
die Verwendung von radioaktiv markiertem Interleukin-1 (IL-1), IL-2 oder Tumornekrosefaktor-o. (TNF-
o) nachgewiesen werden [13, 14, 15]. Eine zweite Mdglichkeit besteht darin, dass Zytokine mit dem
Zentralen Nervensystem (ZNS) iiber die Zirkumventrikuldren Organe kommunizieren. Dies sind spezia-
lisierte Organe in den Ventrikelwdnden des Gehirns, die, im Gegensatz zu den iibrigen Hirnstrukturen,
ein fenestriertes Endothel aufweisen, wodurch die BBB an diesen Stellen undicht ist. Somit existiert eine
bedeutende Méglichkeit zum Zytokinaustausch zwischen peripherem Blut und der Zerebrospinalfliissig-
keit. Zu den Zirkumventrikuldren Organen gehdren die Zirbeldriise (Epiphyse), die Eminentia mediana,
das Organum subfornicale, das Organum subcommissurale, die Area postrema, das Organum vasculo-
sum laminae terminalis (OVLT) und der Plexus choroideus. Die Bedeutung der Balance zwischen den
einzelnen Zytokinen und deren gerichtete Kommunikationsfahigkeit mit dem ZNS wird offensichtlich,
wenn man sieht, dass Verletzungen des OVLT in Experimenten zu unterdriicktem Fieber nach intraperi-
tonealen Lipopolysaccharid (LPS) Injektionen fiihrten [16, 17]. Weitere Versuche mit peripher injiziertem
LPS oder IL-1 zeigten, dass auch durch die Hohe der Dosis die Art der Kommunikation mit dem ZNS
beeinflusst wird. Es scheint, dass eine niedrige Dosis an LPS oder IL-1 spezifisch die Zirkumventrikuldren
Organe beinflusst, wohingegen hohe Dosen iiber andere Wege auf das ZNS einwirken [18]. Eine dritte
Moglichkeit, wie periphere Zytokine das ZNS beeinflussen kdnnen, besteht in der Stimulation des Nervus
Vagus. So konnte eine libermiRige Schmerzempfindlichkeit nach LPS Injektion durch eine Vagotomie
unterbunden werden. Dies deutet darauf hin, dass Substanzen, die klassisch dem Immunsystem zuge-
ordnet und durch LPS freigesetzt werden, das Schmerzempfinden steigern konnen, wenn sie entweder
zentral, oder eben auch peripher, interagieren kdnnen [19]. Periphere Zytokine kdnnen die Epithelzellen
der BBB zur Zytokinneuproduktion stimulieren. Dadurch wird das Signal auf der Innenseite der BBB
weitergeleitet und kann nun an Rezeptoren des ZNS binden. Durch eine periphere Stimulation konnte die
Neubildung von IL-1, IL-6 und TNF-a nachgewiesen werden [20, 21, 22]. Eine weitere Mdglichkeit zur
Kommunikation mit dem ZNS besteht darin, dass Zytokine von Leukozyten durch die BBB transportiert
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werden kdnnen. Diese weien Blutkdrperchen konnen sowohl unter normalen als auch pathologischen
Bedingungen in das Gehirn einwandern, um ihre immunologischen Aufgaben zu erfiillen [23, 24]. Wie
bereits beschrieben, ist der Kommunikationsweg nach LPS- oder IL-1-Stimulation mit dem ZNS kon-
zentrationsabhingig. Ein weiteres Beispiel fiir eine konzentrationsabhéngige Signaliibermittlung ist IL-6.
In geringen Konzentrationen kann dieser Mediator nach lokaler Produktion nicht in die Blutbahn iiber-
treten oder Nerven stimulieren. In hoheren Konzentrationen kann er jedoch in der Blutbahn zirkulieren
oder afferente Nervenbahnen stimulieren, wodurch im Laufe einer Erkrankung auch vom Ausgangspunkt
entfernte Bereiche und auch das ZNS beteiligt werden [3].

Zytokine werden im Gehirn also unter physiologischen Bedingungen gebildet und agieren im ZNS als
Botenstoffe zwischen den einzelnen Zellen. Auch periphere Zytokine kdnnen als Mediatoren Informatio-
nen an das ZNS weiterleiten. Durch gesteigerte neuronale Aktivitdten oder im Krankheitsfall kann die
Zytokinproduktion und die Zytokinbalance im Gehirn verdndert werden, wenn bestimmte Schwellenwerte
iiberschritten wurden. Dass durch eine Anderung der Zytokinkonzentration auch kognitive Fihigkeiten
vermindert werden kdnnen, kann durch ein einfaches Tiermodell gezeigt werden. In einem Y-férmigen
Labyrinth konnten die Tiere in einem Arm Futter finden und dessen Position erlernen. Nach Inhibierung
von IL-6 durch einen spezifischen Antikdrper wurde die Fehlerrate signifikant erniedrigt, die Gedachtnis-
leistung der Tiere war also gesteigert. Im Umkehrschluss kann durch eine gesteigerte IL-6 Konzentration
infolge einer chronischen Entziindungsreaktion die Gedachtnisleistung reduziert werden [25].

Ebenfalls von Interesse fiir die Psychoneuroimmunologie ist die gesteigerte Ausschiittung des Hormons
Cortisol unter dem Einfluss von chronischem Stress und die daraus resultierende verminderte Immun-
abwehr, wodurch es zu Schwankungen der Zytokinkonzentrationen kommt [26]. Diese Zusammenhange
wurden in Tierstudien nachgewiesen, welche z.B. das "unpredictable chronic mild stress” Mausmodell
(UCMS) verwendeten [27]. Im UCMS wurde den Tieren unter anderem regellos das Streu getauscht,
der Tageslichtrhythmus gedndert oder kurzzeitig Raubtiergerdusche vorgespielt. Die Tiere zeigten da-
raufhin nicht nur erhdhte Cortisolspiegel, sondern auch eine gesteigerte Angstlichkeit und ein depressives
Verhalten.

Die Psyche hat also einen direkten Einfluss auf unser Immunsystem, welches wiederum auf die Psyche

einwirkt, wie die nachsten Kapitel zeigen.

2.2 Psychoneuroimmunologie in der Depressionsforschung

Eine der am haufigsten auftretenden psychiatrischen Erkrankungen ist die majore Depression. Es wird
durch die WHO geschatzt, dass bis zum Jahr 2020 weltweit 340 Millionen Menschen unter Depressi-
onen leiden werden. Damit wird dieses Krankheitsbild nach der Herzinsuffizienz das zweith&dufigste sein.
Die majore Depression ist durch einzelne oder wiederauftretende Episoden gekennzeichnet, die mit einer
erhohten Morbiditat und Mortalitdt einhergehen. Die von ihr betroffenen Personen gehdren allen Alters-
gruppen und Kulturkreisen an, wobei Frauen einem hdheren Krankheitsrisiko unterliegen als Manner.
Die Lebenszeitpravalenz wird mit 12-17%, die Einjahrespravalenz mit 5-10% angegeben [28]. Obwohl die
Krankheit in jedem Alter auftreten kann, wird berichtet, dass sie vermehrt im Alter zwischen 20 und 40
Jahren ausbricht [29]. Dabei ist die Einschrankung der Lebensqualitdt der Patienten durchaus vergleich-

bar mit der von Patienten, die an einer chronischen, somatischen Erkrankung leiden. Auch entstehen
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durch dieses Krankheitsbild fiir die Gesellschaft hohe Kosten, da sie haufig nicht richtig diagnostiziert
und therapiert wird, wodurch es in Folge zu einer sozialen Isolation, einem Verlust des Arbeitsplatzes und
deutlich héherem Therapieaufwand kommt [30].

In Tabelle 2.1 sind die Kriterien zur Diagnose und Klassifizierung der depressiven Episode nach ICD-10
dargestellt. Es muss wohl davon ausgegangen werden, dass unterschiedliche pathophysiologische Prozesse
zur Entstehung einer Depression fithren. Dazu gehdren unter anderem biologische, genetische, psychologi-
sche und soziale Faktoren, die einzeln oder in Kombination zu einer Krankheit fiihren, deren Symptomatik
als Depression bezeichnet wird. Auch kdnnen an der Entstehung der Krankheit Pharmaka (z.B. Opiate,
B-Blocker, Antibiotika, Cannabis) oder somatische Erkrankungen beteiligt sein. Zu den somatischen Er-
krankungen zdhlen dabei unter anderem Morbus Cushing, Meningitis, Enziphalitis, Schadel-Hirn-Trauma,
Schlaganfall, Vitamin B1p-Mangel, Morbus Wilson und Metastasen im ZNS [31].

Weder kann die Depression bisher durch neurobiologische, noch durch neurochemische Befunde ein-
deutig erklart werden. Obwohl Therapiemdglichkeiten mit unterschiedlichen Antidepressiva, wie z.B.
trizyklischen Antidepressiva, selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmern, selektiven Serotonin- und
Noradrenalinaufnahmehemmern, selektiven Noradrenalin- und Dopaminaufnahmehemmern, existieren,
bleiben ca. 30% der Patienten auch nach einem wiederholten Therapieversuch depressiv und erweisen

sich als therapieresistent [32].

Kriterien Schweregrad

Typische Syptome Leichtgradig

- depressive Verstimmung - mindestens 2 typische und 2 der iibrigen
Symptome

- Verlust von Interesse und Freude
- erhdhte Ermiidbarkeit infolge
Verminderung des Antriebs

Mittelgradig

Andere haufige Symptome - mindestens 2 typische und 3 der iibrigen
Symptome

- verminderte Konzentration und

Aufmerksamkeit

- vermindertes Selbstwertgefiihl und

Selbstvertrauen

- Schuldgefiihle und Gefiihle von Schwer

Wertlosigkeit

- negative und pessimistische - 3 typische und mindestens 4 der iibrigen

Zukunftsperspektiven Symptome

- Suizidgedanken, Selbstverletzungen oder
Suizidhandlungen

- Schlaflosigkeit

- verminderter Appetit

Tabelle 2.1: Kriterien zur Diagnose und Klassifizierung der depressiven Episode nach ICD-10.

Wie bereits erwihnt, handelt es sich bei der Depression wohl um eine multifaktorielle Krankheit, die auf-

grund ihrer Symptomatik zusammengefasst wurde. Daher gelang es bis heute nicht, sie in einem einzelnen
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Modell zu erkldren, obwohl dies durch mehrere neurochemische Hypothesen versucht wurde. Zu den be-
kanntesten Hypothesen gehdren die in den 1960er Jahren entwickelten Katecholamin-Mangelhypothesen,
insbesondere die Serotonin-Mangelhypothese [33]. Diese Theorie wird durch die Wirksamkeit norad-
renerger und serotonerger Antidepressiva und durch replizierte Befunde fiir eine gestérte noradrenerge
bzw. serotonerge Neurotransmission untermauert: Erniedrigung oder Erhdhung von 3-Methoxy-4-Hydro-
phenylglykol, Erniedrigung von 5-Hydroxyindolessigsdure (5-HIAA) im Liquor, Hochregulation postsy-
naptischer 5-HT»-Rezeptoren, Erniedrigung von Tryptophanplasmakonzentrationen, Hochregulation von
B-adrenergen Rezeptoren und deren Normalisierung nach antidepressiver Behandlung [28, 34]. Auf ein-
zelne Punkte dieser Auflistung wird spater noch ausfiihrlicher eingegangen.

Die Symptome der Depression konnen kurzfristig und in deutlich abgeschwichter Form auch durch
andere Erkrankungen hervorgerufen werden. Nach beispielsweise einer viralen oder bakteriellen Infekti-
on stellt sich bei fast jedem Patienten das "Gefiihl des Krankseins” (Sickness behavior) ein [35]. Dies
beinhaltet unter anderem Apathie, Lethargie, Schwiche, Unwohlsein, kognitive Beeintrachtigungen, Ap-
petitlosigkeit und Schlafstorungen. Zusitzlich verspiiren sie eine depressive Verstimmung [36]. Norma-
lerweise werden diese Symptome lediglich als unbequem und banal eingestuft und daher ignoriert [37].
Am Ort der Infektion werden proinflammatorische Zytokine produziert, wie zum Beispiel IL-1at, IL-18,
IL-6 oder TNF-a, die als Mediatoren fungieren und die Symptome des "Sickness behavior” auslésen [35].
Das fiir diese "depressive Symptomatik” nicht die Infektion oder Entziindung, sondern die Zytokine ver-
antwortlich sind, konnte durch die Tatsache bewiesen werden, dass Hepatitis B oder Hepatitis C positive
Patienten, die mit rekombinanten Zytokinen behandelt wurden, Symptome dhnlich einer majoren De-
pression zeigten [38]. In Ubereinstimmung mit dieser Erkenntnis treten depressive Erkrankungen haufiger
bei Patienen mit chronischen Entziindungen (z.B. Diabetes mellitus Typ 2, rheumatoide Arthritis) auf,
als in der Gesamtpopulation [35]. Maes et al. zeigten, dass die Konzentration proinflammatorischer Zy-
tokine bei depressiven Patienten erhdht ist und folgerten den Zusammenhang zwischen der Krankheit
und der Akute-Phase-Reaktion der unspezifischen Immunantwort [39]. Die gleiche Arbeitsgruppe konnte
einige Jahre spater nachweisen, dass durch Stress ebenfalls vermehrt proinflammatorische Zytokine aus-
geschiittet werden, wodurch es zu einem biochemischen Zusammenschluss von Stress und depressiven
Symptomen kam [40].

Um in Tierversuchen ein depressives Verhalten nachzuahmen, kénnen die Tiere ebenfalls mit LPS be-
handelt werden. Diese Endotoxine gramnegativer Bakterien fiihren zur Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine, wie sie bereits zuvor erwdhnt wurden. Im sogenannten "Tail-suspension test” oder dem "Forced-
swim test” zeigen die Tiere dann bis zu 24 Stunden nach der LPS Injektion ein depressives Verhalten.
Bei beiden Tests wird eine reduzierte Motilitdt (verringertes Fluchtverhalten) als depressives Verhalten
gedeutet. Dies ist von besonderem Interesse, da die motorischen Einschrinkungen, die als ein Indikator
fiir das "Sickness behavior” angesehen werden kdnnen, ihre maximale Auspragung nach ca. zwei bis sechs
Stunden aufweisen und nach 24 Stunden vollstindig verschwunden sind [41]. Somit fiihrt eine Infekti-
on zu einer Immunantwort, wodurch es innerhalb weniger Stunden zu einer erhdhten Konzentration an
proinflammatorischen Zytokinen kommt, die mit dem "Sickness behavior” einhergehen.

Ein Schwerpunkt der PNI Forschung ist der Tryptophanstoffwechsel (siehe Abschnitt 2.3), der unter
anderem zur Bildung von Serotonin und Melatonin fiihrt, aber auch den Kynurenin Pathway (KP) bein-

haltet, dessen Schliisselenzyme durch pro- und antiinflammatorische Zytokine gesteuert werden kdnnen.
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Die Katabolite des KP besitzen zum Teil neurochemische (siehe Abschnitt 2.4) oder immunmodulieren-
de Effekte (siehe Abschnitt 2.5) und sind daher von besonderem Interesse fiir die Depressionsforschung
(siehe Abschnitt 2.6).

2.3 Ubersicht iiber den Tryptophanmetabolismus

Im Jahr 1901 endeckte Hopkins die essenzielle, proteinogene, aromatische Aminosdure Tryptophan (Trp).
Der durchschnittliche Anteil an Trp betragt im menschlichen Korper ca. 1,2 g pro 100 g Protein und ist
damit deutlich niedriger als der Anteil von Lysin (7,6%), Leucine (7,1%) oder Threonin (4,0%) [42]. Trp
ist die Ausgangssubstanz fiir zwei Stoffwechselwege.

Zum einen wird Trp durch das Enzym Tryptophan-Hydroxylase (TPH) in die nicht proteinogene Ami-
nosdure 5-Hydroxytryptophan (5-HTP) und durch das Enzym Aromatische-L-Aminosaure-Decarboxylase
(AADC) weiter in den Neurotransmitter Serotonin (5-HT) verstoffwechselt. Eine Inaktivierung des Neuro-
transmitters erfolgt durch die Metabolisierung zu 5-Hydroxy-Indol-Essigsidure durch die Monoaminoxidase
(MAO). Ein weiteres Produkt des serotonergen Arms des Tryptophanstoffwechsels ist das Hormon Mela-
tonin, welches in der Epiphyse gebildet wird und den circadianen Rhythmus steuert [43]. Der serotonerge
Arm des Tryptophanstoffwechsels ist in Abbildung 2.2 dargestellt.

Aromatische-L-Aminosédure-  Serofonin-N-

Decarboxylase Acetyltransferase Aeclyeniopne -

Methyltransferase
Tryptophan ————— 5-Hydroxytryptophan —————> Serotonin —— > N-Acetylserotonin ———— Melatonin

Tryptophanhydroxylase

Cytochrom P450-

DO : DO Monoaminoxodase DO : DO Monocaeygenssen Do

5-Hydroxyindolessigsaure 6-Hydroxymelatonin

Abbildung 2.2: Der serotonerge Arm des Tryptophanstoffwechsels. Kursiv sind die beteiligten Enzyme
dargestellt. Das Enzym Indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) metabolisiert unspezifisch al-
le Indole, wie z.B. Tryptophan, 5-Hydroxytryptophan, Serotonin, N-Acetylserotonin und
Melatonin.

Zum anderen werden jedoch iiber 95% des Tryptophans im zentralen Nervensystem des menschli-
chen Kérpers liber den KP verstoffwechselt, dessen Metabolite teilweise einen neuroprotektiven oder
neurodegenerativen Einfluss besitzen oder zur Ausbildung von Immuntoleranz fiihren [44, 45, 46, 47|.
Der KP wurde vollstandig in Makrophagen, Mikroglia [48] und Neuronen [45] sowie teilweise in Astro-
zyten nachgewiesen [49]. Der KP und die daran beteiligten Enzyme sind in Abbildung 2.3 dargestellt.
Im ersten Schritt des KP katalysieren die beiden Schliisselenzyme Tryptophan-2,3-dioxygenase (TDO)
und Indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) die Oxidation von Trp zu N-Formylkynurenin (NFK) [50]. Durch
Kynureninformidase (auch als Arylformamidase bezeichnet) wird NFK zu Kynurenin (Kyn) abgebaut.
Dabei sind die beiden Enzyme IDO und TDO die geschwindigkeitsbestimmenden Faktoren.

Das zweite Schliisselenzym IDO ist nicht nur fiir den Abbau von Trp zu Kyn spezifisch, sondern fiir alle
Indolamine, inklusive 5-HT und Melatonin (siehe Abbildung 2.2). Seine Aktivitdt wird durch mehrere pro-
inflammatorische Zytokine (z.B. IL-1, IL-6, TNF-a und IFN-v) induziert und durch antiinflammatorische
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Zytokine (z.B. IL-4 and IL-10) inhibiert [51, 52, 53, 54].

Kynurenin wird durch drei Enzyme metabolisiert. Durch Kynureninaminotransferase (KAT) entsteht
Kynureninsiure (KynA), das Enzym Kynurenin-3-Hydroxylase (Kynurenin-3-Monooxygenase, KMO) fiihrt
zur Bildung von 3-Hydroxykynurenin (3-HK) [44] und das dritte Produkt der Metabolisierung von Kyn-
urenin ist Anthranilsdure (AA), welche unter dem Einfluss der Kynureninase (KYNU) entsteht. 3-HK und
AA kénnen beide zu 3-Hydroxyanthranilsdure (3-HAA) degradiert werden, was wiederum unter Beteili-
gung des Enzyms 3-Hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase (HAAQO) zur Bildung von Picolinsdure (Pic),

einem Isomer der Nicotinsdure, oder Chinolinsdure (Quin) fiihrt [46, 55] .

Tryptophan

Indoleamine-2, 3-dioxygenase Tryptophan-2, 3-dioxygenase

N-Formylkynurenin

Kynureninformidase

Kynurenin

Kynurenin-
3-Hydroxylase
%

Kynureninsaure 3-Hydroxykynurenin Anthranilsaure

Kynureninaminotransferase Kynureninase

\L\ Kynureninase
Xanthurinsdure

Chinolin-2-Carboxylsaure 3-Hydroxyanthranilsaure

3-hydroxyanthranilate 3 4-dioxygenase

Nicht enzymatisch "I’ Picolincarboxylase
Picolinsdure <—— 2ohrmma 3 Counpnymukar s —— = Chinolinsdure
semialdehyd

Abbildung 2.3: Der am Tryptophanstoffwechsel beteiligte Kynurenin Pathway. Kursiv sind die beteiligten
Enzyme dargestellt. Nicht dargestellt ist die Bildung von Nicotinamidadenindinukleotid
mittels Chinolinsdurephosphoribosyltransferase aus Chinolinsaure.

Aus Quin wird mittels Chinolinat-Phosphoribosyltransferase das Vitamin Nicotinamid und letztlich der
Kofaktor Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) gebildet und fiir den Citratzyklus zur Verfiigung gestellt
[56, 57]. Dabei werden ca. 2% des gesamten Tryptophans in Nicotinamid metabolisiert [58]. Weitere
Analyte des KP sind Xanthurinsdure (Xan), gebildet aus 3-HK und Chinolin-2-Carboxylsdure (Quinaldic
acid, QuinaldA), gebildet aus KynA. Die Strukturformeln der einzelnen Metabolite des KP sind in der
Abbildung 2.4 graphisch dargestellt.
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Abbildung 2.4: Die beiden Arme des Tryptophanstoffwechsels. Rechts der serotonerge Arm und auf der
linken Seite der Kynurenin Pathway.

In den folgenden Kapiteln wird auf einzelne Metabolite des Tryptophanstoffwechsels und auch auf die

neurochemischen und immunmodulierenden Effekte des Kynurenin Pathways eingegangen.

2.3.1 Serotonin

Serotonin (auch 5-Hydroxytryptamin, 5-HT oder Enteramin [59]) entsteht aus Trp durch Hydroxylierung
am 5C Atom und Decarboxylierung [60] durch die beiden Enzyme TPH und AADC. Dabei wird als Zwi-
schenprodukt die nicht proteinogene Aminosdure 5-HTP gebildet. 5-HT fungiert als Neurotransmitter
und Gewebshormon. Seine dlteste bekannte Funktion ist die als Blutgefdhe kontrahierende Substanz,
woher sich auch der Name ableitet - Serotonin, eine Substanz aus dem Serum, die den Tonus der Blutge-
fake kontrahiert [61]. Peripher wird es vor allem in den enterochromaffinen Zellen der Darmschleimhaut
durch TPH1 gebildet. Es wird durch Thrombozyten transportiert und erfiillt auRerhalb des ZNS vielfaltige
Aufgaben, vor allem im Bereich des Herz-Kreislauf-Systems und der Blutgerinnung.

5-HT kann jedoch nicht die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden, weswegen es im ZNS durch TPH2 vor
allem in den Raphe-Kernen [62] gebildet werden muss.

Der Vollstandigkeit halber muss erwdhnt werden, dass 5-HT durch die MAO zu 5-Hydroxyindolacet-
aldehyd und anschlieBend durch eine Aldehydreduktase zu 5-HIAA metabolisiert wird. Dies ist bei Sau-

getieren, nicht aber bei Arthropoden und Mollusken, der bevorzugte Abbaumechanismus. Ein weiterer
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sekundarer Abbauweg des Serotonin fiihrt bei Sdugetieren zur Bildung von N-Acetylserotonin unter Be-
teiligung des Enzyms N-Acetyltransferase. Mittels Hydroxyindol-O-Methyltransferase entsteht daraus in

der Epiphyse das Hormon Melatonin, welches den circadianen Rhythmus steuert [63].

2.3.2 1DO

Indoleamine-2,3-dioxygenase katalysiert in dem ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des KP
die sauerstoffabhdngige Oxidation von Tryptophan zu NFK durch Spalten der C2-C3 Bindung [64]. Das
Verhiltnis von Kyn zu Trp (Kyn/Trp) gibt Auskunft iiber die Aktivitdt der Dioxygenase. Im Gegensatz zur
TDO katalysiert die IDO nicht nur Tryptophan, sondern alle Indolamine, zu denen unter anderem auch
5-HTP, 5-HT und Melatonin gehdren (siehe Abbildung 2.2). Somit fiihrt eine gesteigerte IDO-Aktivitat
auf der einen Seite zur vermehrten Bildung von Kyn und dessen Metaboliten, auf der anderen Seite
zu einem gesteigerten Abbau von 5-HTP und 5-HT. Aufgrund dieser Veranderungen im Stoffwechsel
wird vermutet, dass es im ZNS zu niedrigeren Spiegeln von 5-HT kommt. Im Detail verstoffwechselt
IDO nicht nur Trp zu NFK, sondern auch 5-HTP zu Formyl-5-Hydroxytryptophan, 5-HT zu Formyl-5-
Hydroxytryptamin und Melatonin zu N-Acetyl-5-Methoxykynuramin [65].

IDO wird in allen Gewebetypen des menschlichen Korpers, vor allem aber in der Plazenta und den Ton-
sillen, sowie in einer Vielzahl von Zellen des Blutes exprimiert. Dazu gehéren unter anderem Fibroblasten,
Dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen und Mikroglia. Die Aktivitdt der IDO kann durch die
Zytokine IFN-o, IFN-B, IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-2 und TGF-B induziert und durch die Zytokine IL-4 und
IL-13 inhibiert werden [49, 46, 66]. Den starksten Effekt besitzt dabei das proinflammatorische IFN-y,
welches auch die Enzyme KMO und KYNU induziert.

Wenn bei Experimenten eine generelle Immunreaktion ausgeldst, jedoch aufgrund der Fragestellung
nicht einzelne Zytokine verwendet werden sollen, muss ein alternatives reproduzierbares Stimulans ver-
wendet werden. Fiir die Simulation einer bakteriellen Infektion hat sich der Einsatz von LPS bewahrt.
LPS ist in der duleren Membran gramnegativer Bakterien enthalten und wird beim Zerfall von Bakterien
freigesetzt. Wenn sie durch eine Infektion in das Blut gelangen, bilden sie mit dem Lipopolysaccharid-
bindenden Protein (LBP) einen Komplex, der wiederum an den Membranrezeptor CD14 bindet. Dadurch
wird iiber NF-kB die Freisetzung von TNF-aw und IL-1B induziert. Es kommt zu einer positiven Selbst-
verstarkung, da durch TNF vermehrt CD14 exprimiert wird. Bei in vitro und in vivo Experimenten wird
LPS verwendet, um eine Immunantwort auf eine bakterielle Infektion zu forcieren. Fiir den KP ist LPS
von Interesse, da IDO durch die LPS-induzierten Zytokine TNF-oo und IL-1B, unabhingig von einem
IFN-y-abhdngigen Mechanismus, aktiviert werden kann [67, 68, 69]. In einem Tiermodell mit deutschen
Hausschweinen konnten Wirthgen et al. zeigen, dass eine Stunde nach einer LPS-Injektion die Konzentra-
tionen an TNF-a und IL-10 signifikant angestiegen und nach drei Stunden wieder auf ihre Ausgangswer-
te zuriickgegangen sind. Die Trp-Konzentrationen wurden auch nach 24 Stunden signifikant erniedrigt
gemessen. Dass die IDO-Aktivitdt verstarkt wurde, zeigten auch erhohte Werte von Kyn, KynA und
Quin sechs Stunden nach der LPS-Injektion. Durch eine Western Blot-Analyse wurde die erhdhte IDO-
Exprimierung im Blutplasma bestatigt [70]. Moon et al. konnten in ihren Zellkulturexperimenten einen
signifikanten Anstieg von Kynurenin 72 Stunden nach einer LPS-Stimulation nachweisen [71]. Jedoch
wird durch LPS auch vermehrt KMO exprimiert [69, 72].
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2.3.3 TDO

Wie im vorherigen Kapitel erwdhnt, wurde das Enzym IDO in vielen Geweben nachgewiesen. Das zyto-
solische Enzym Tryptophan-2,3-dioxygenase verstoffwechselt hochspezifisch Tryptophan und verwandte
Derivate, wie 6-Fluortryptophan [73]. Tryptophan wird dabei zu NFK, dem Vorldufer von Kyn, oxidiert.
TDO wird, im Gegensatz zur IDO, hauptsachlich in der Leber produziert [50]. Es wird auch im Zytoplas-
ma von Neuronen, Astrozyten und Endothelzellen, nicht jedoch in Mikroglia exprimiert [45]. Nach einer
Stimulation, beispielsweise mit Steroidhormonen, kann es jedoch auch in der Placenta [74], dem Uterus
schwangerer Frauen [75], in Hoden und Nebenhoden [76] nachgewiesen werden. Das Enzym besteht aus
einem Homotetramer und bindet zwei Molekiile Ham. Seine Aktivitdt wird durch Glucocorticoide, wie
z.B. Cortisol, induziert [27].

Eine Uberaktivierung der TDO, z.B. durch chronisch erhhte Cortisolspiegel, kann zur Entstehung von
Krebs beitragen. Dies wird durch die Tatsache unterstrichen, dass in 41% der Blasenkarzinomen, 50%
der Melanome und 100% der hepatozelluldren Karzinome das Gen fiir TDO expressioniert wird [77].
Interessanterweise kann eine verringerte TDO-Expression beobachtet werden, wenn IDO durch IFN-y
aktiviert wird. Umgekehrt ist die TDO-Aktivitdt gesteigert, wenn kein IDO exprimiert wird. Dies deutet
auf einen noch unbekannten Regulationsmechanismus zwischen der Aktivitdt der IDO und der TDO hin
[45].

2.3.4 Kynurenin

Im ersten Schritt des KP katalysieren die beiden Schliisselenzyme TDO und IDO die Oxidation von Trp
zu NFK [50]. Durch Kynureninformidase (auch als Arylformamidase bezeichnet) wird NFK zu Kynurenin
abgebaut. Lange Zeit wurde angenommen, dass Kyn nahezu biologisch inaktiv ist. Kiirzlich konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass Kyn ein endogener Ligand des Aryl-Hydrocarbon-Rezeptors (AhR) ist [78].
Der AhR ist als Transkriptionsfaktor im Zytosol und Zellkern an der Kontrolle des Zellwachstums und der
Differenzierung beteiligt und wird durch die Bindung aromatischer Kohlenwasserstoffe, wie Dioxinen oder
polychlorierten Biphenylen, aktiviert. Dadurch wird die Bildung von Enzymen aus der Cytochrom P450
Familie eingeleitet, die fiir den Abbau von Xenobiotika in der Leber zustindig sind. Kyn kdnnte somit als
endogener Ligand am AhR den Organismus vor Schaden durch Chemikalien schiitzen. Die Expression des
AhR wurde in fast allen Zellen des angeborenen und des erworbenen Immunsystems nachgewiesen. Dabei
wurde festgestellt, dass Makrophagen mit intaktem AhR nach einer Stimulation mit LPS weniger pro-
inflammatorische Zytokine ausschiitten als Makrophagen, denen der AhR fehlt [79]. Dendritische Zellen
(DC) stellen eine wichtige Verbindung zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem
dar. Sie prasentieren den naiven T-Lymphozyten (T-Zellen) Antigene. Ob DCs primér einen immunstimu-
lierenden oder immunsuppressiven Phenotyp zeigen, bestimmt die Reaktion der T-Zellen. LPS vermittelt
ebenfalls die Expression des AhR in DC, wodurch IDO induziert wird [47]. Bei der gleichzeitigen Kultur
von AhR™/~ DCs und naiven T-Zellen konnte nach Zugabe von Kynurenin eine verstirkte Differen-
zierung in antiinflammatorische regulatorische T-Zellen beobachtet werden [80]. Somit fiihrt Kynurenin
durch Bindung an den AhR der DCs zu einer antiinflammatorischen Reaktion. Dies reduziert auch die Er-
kennung von Tumoren, wodurch die Aktivierung des AhR durch Kyn zu erhdhtem Wachstum, Migration
und zur Bildung von Metastasen fiihrt [81]. Da verstarkt Kyn durch die IFN-y und TNF-o aktivierte IDO
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produziert wird, kdnnte durch diesen Mechanismus erklart werden, weshalb eine chronische Entziindung
zur Entstehung von Krebs fiihrt.
Obwohl der Tryptophankatabolismus in Astrozyten und Mikroglia erfolgt, werden 60% des cerebralen

Kynurenins aus dem peripheren Blut bezogen [82].

2.3.5 Kynureninsdure

Durch Deaminierung entsteht Kynureninsdure aus Kyn. Diese Reaktion wird im Gerhirn von Siugetieren
durch vier Enzyme aus der Familie der Kynureninaminotransferasen katalysiert [83]. Da in menschlichen
Astrozyten das Enzym KMO nicht vorhanden ist, kann in ihnen nicht die Metabolisierung von Kyn zu
3-HK und weiter zu Quin stattfinden [84]. Somit kommt es in Astrozyten zu einer Ansammlung von
KynA.

KynA wird im KP weiter zu Chinolin-2-Carboxylsdure (Quinaldic acid) verstoffwechselt. Bis vor kurzem
gab es keine Beweise dafiir, dass dieser metabolische Schritt auch im Menschen stattfindet. Jedoch wurde
kiirzlich Chinolin-2-Carboxylsaure als ein potentieller Biomarker fiir die Diagnostik von Leberkarzinomen
entdeckt und diskutiert [85]. Nach wie vor gibt es jedoch keinen Nachweis fiir die Entstehung von
Chinolin-2-Carboxylsdure im ZNS.

KynA ist der bisher einzige bekannte endogene NMDA-Rezeptor-Antagonist und bindet dabei sowohl
an glutamaterge, als auch an Glycinbindungsstellen des Rezeptors. Zusitzliche ist KynA ein nichtkompe-
titiver Inhibitor des o7-nikotinischen Acetylcholinrezeptors (a7nAChR) [66, 47, 86]. Wahrscheinlich ist
der a7nAChR der primare Rezeptor fiir endogene KynA im Gehirn, wodurch eine Inhibierung der KynA-
Synthese zu einem Anstieg der Neurotransmitter Acetylcholin, Glutamat (Glutaminsiure) und Dopamin
fiihrt [87].

Es wurde gezeigt, dass KynA im Gehirn von Ratten hauptsédchlich durch Astrozyten synthetisiert wird
und in unmittelbarer Nahe von glutamatergen Synapsen freigesetzt wird, vermutlich um die neuroto-
xischen Effekte von exzitatorischen Aminosduren zu reduzieren [88]. KynA ist ein Ligand des G-Protein-
gekoppelten Rezeptors 35 (GPR35). GPR35 wird stark von CD14+ Monozyten, T-Lymphozyten, neu-
trophilen Granulozyten und Dendritischen Zellen exprimiert. In geringerem Ausmal wird GPR35 auch
von B-Lymphozyten, eosinophilen und basophilen Granulozyten expressioniert. Durch die Bindung an
GPR35 inhibiert KynA die LPS-induzierte TNF-o-Sekretion in mononukledre Zellen des peripheren Blu-
tes [89]. Im Gehirn kann TNF-a durch Astrozyten, Mikroglia, Oligodentrozyten und Neurone synthetisiert
werden und ist ein wichtiger Faktor bei der Pathogenese neurotoxischer und neurodegenerativer Erkran-
kungen. Die Inhibierung der TNF-a-Sekretion ist daher ein wichtiger Faktor der Neuroprotektion durch
KynA. Wenn der Tryptophanmetabolismus durch proinflammatorische Zytokine aktiviert wird, so stellt
der antiinflammatorische Effekt der KynA eine Riickkopplung dar, die den proinflammatorischen Effekten
entgegenwirkt [46, 45]. Auch ist KynA durch seine neuroprotektiven Eigenschaften der Gegenspieler zu
dem potentiellen Neurotoxin Chinolinsdure, da es die cholinerge Toxizitdt der Chinolinsdure im Tiermo-
dell (gleichzeitige Injektion von Quin und Inhibitoren in den Nucleus basalis von Ratten) aufheben kann
[55]. Ahnliches konnte in dem Experiment neben KynA auch fiir PIC gezeigt werden; der neuroprotektive
Mechanismus der PIC ist noch nicht geklart, sie konkurriert jedoch nicht mit Quin am NMDA-Rezeptor.

In einer Tierstudie konnte nachgewiesen werden, dass durch Stress die Konzentration an KynA in der
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Amygdala reduziert wird [27]. Neben Kyn ist auch KynA ein Agonist des AhR [90] und induziert somit
die Expression des Zytokins IL-6.

Da die Konzentrationen von KynA bei einigen neurodegenerativen Erkrankungen, wie Morbus Hunting-
ton (HD) oder Alzheimer-Erkrankung (AD), erniedrigt sind, konnte KynA der Ansatz fiir eine neuropro-
tektive Behandlung sein [83]. Die therapeutischen Eigenschaften der KynA als neuroprotektiver Wirkstoff
sind jedoch stark limitiert, da KynA kaum die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden kann [91]. In deutlich gro-
Berer Menge kann Kyn die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden, wodurch es wahrscheinlich erscheint, dass
ein Anstieg von KynA im Gehirn nur durch Steigerung der KAT-Aktivitat erzielt werden kann, oder das
Gleichgewicht zwischen Neuroprotektion und Neurodegeneration durch eine Reduktion der degenerativen

Komponenten des KP erzielt werden muss (siehe Abschnitt 2.3.6).

2.3.6 3-Hydroxykynurenin, 3-Hydroxykynureninsdure und Cinnabarinsidure

Unter Beteiligung des Enzyms KMO wird 3-Hydroxykynurenin aus Kyn gebildet [44]. 3-HK wird entweder
durch das Enzym KYNU zu 3-Hydroxyanthranilsdure, oder aber zu Xanthurinsdure abgebaut.

3-HK ist ein endogenes Neurotoxin, dessen Konzentration in einigen neurodegenerativen Erkrankungen
als erhéht beschrieben wird. In Zellkulturversuchen zeigten 3-HK und in geringerem AusmaB auch 3-
HAA ihre Toxizitdt gegeniiber primadren Neuronenkulturen aus dem Corpus striatum. Dabei konnte die
Toxizitat durch den Einsatz verschiedener Antioxidanzien inhibiert werden. Daraus kann gefolgert werden,
dass 3-HK und 3-HAA zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies fiihren. Der 3-HK-induzierte Zelltod zeigt
mehrere Funktionen der Apoptose. Die Toxizizdt von 3-HK ist abhangig von seiner Aufnahme in die
Zelle durch neutrale Aminosduretransporter, da die Blockade der Transporter die Toxizitdt unterbindet
[92, 93]. Eine andere Forschergruppe konnte zeigen, dass Astrozyten aufgrund des Fehlens von KMO
kein 3-HK produzieren kénnen [49].

Interessanterweise haben Krause et al. beschrieben, dass 3-HAA die Expression von Zytokinen und
Chemokinen in Mikroglia reduziert und den zytokininduzierten neuronalen Zelltod minimiert [94]. Leipnitz
et al. schreiben, dass 3-HK und 3-HAA eine antioxidative Funktion besitzen. Die Arbeitsgruppe zeigte,
dass im cerebralen Cortex von Ratten durch diese beiden Metabolite die Bildung von Peroxidradikalen
herabgesetzt wird [95]. Offenbar ist die Rolle dieser beiden Substanzen bisher durch die Literatur nicht
eindeutig geklart.

Die Inhibierung des Enzyms KMO ist von besonderem Interesse, da dadurch das Gleichgewicht zwischen
Neuroprotektion und Neurodegeneration zugunsten der neuroprotektiven KynA verschoben werden kann.
Ein in Tierexperimenten verwendeter Inhibitor der KMO ist die Substanz UPF 648, die zum Anstieg
von KynA und Kyn im Plasma und Gehirn fiihrt [96]. Des Weiteren fiihrt eine KMO-Inhibierung durch
UPF 648 zu einer Verminderung der neurodegenerativen Metabolite 3-HK und Quin.

An dieser Stelle muss erwdhnt werden, dass 3-HAA nicht nur durch das Enzym 3-Hydroxyanthranilate
3,4-dioxygenase zu 2-Amino-3-Carboxymukonsduresemialdehyd verstoffwechselt wird, sondern auch durch
oxidative Dimerisierung Cinnabarinsdure (CinA) entstehen kann (siehe Abbildung 2.5). Obwohl CinA als
Pigment in Pilzen und Insekten gut charakterisiert wurde [97], ist bisher kaum etwas iiber die human-
biologische Funktion dieses Nebenprodukts des KP bekannt. In Experimenten mit mononukledren Zellen

des peripheren Blutes nach einer IFN-y-Stimulation konnten um das Fiinffache erhdhte 3-HAA Spiegel
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detektiert werden. Jedoch wurde kein Anstieg von CinA festgestellt. Auch nach Zugabe von 3-HAA wur-
den nur sehr geringe Mengen zu CinA umgesetzt [98]. Kiirzlich konnte CinA bei Ratten in der Lunge, der
Leber, der Milz und den Nieren, jedoch nicht im Gehirn nachgewiesen werden. Die Arbeitsgruppe konnte
aber zeigen, dass CinA nach einer Stimulation mit LPS im Gehirn nachgewiesen werden kann. Des Wei-
teren konnte CinA als ein partieller Agonist des Typ 4 metabotropen Glutamatrezeptors (metabotroper
Glutamatrezeptor Gruppe Ill) identifiziert werden [99]. Die Oxidation von 3-HAA zu CinA kann durch das
Enzym Laccase, welches in vielen Pflanzen, Pilzen und Mikroorganismen vorkommt, katalysiert werden
[100]. Wie auch die Laccase gehort die Oxidas Caeroloplasmin zu der Gruppe der blauen Kupferoxidasen

und kann bei Sdugetieren ebenfalls 3-HAA zu CinA umwandeln.
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Abbildung 2.5: Entstehung von Cinnabarinsdure aus 3-Hydroxyanthranilsdure.

2.3.7 Xanthurinsdure

Die oxidative Ringdffnung von Trp fiihrt zur Bildung von Kyn, dem Ausgangspunkt des KP. Durch
Hydroxylierung entsteht aus Kyn 3-HK. Beide Trp Metabolite, Kyn und 3-HK, kdnnen nun durch Trans-
aminierung mittels unspezifischer Kynureninaminotransferasen weiter verstoffwechselt werden. Aus Kyn
entsteht so die KynA, aus 3-HK wird Xanthurinsdure gebildet [65]. Beide Substanzen besitzen eine
relativ dhnliche Struktur (siehe Abbildung 2.4), sodass Xan auch als 3-Hydroxykynureninsdure bezeichnet
werden kann. Obwohl die neurochemischen Effekte der KynA bisher gut erforscht wurden, konnte lange
kein Beweis fiir die neuroaktive Funktion von Xan erbracht werden. Hingegen wurde vermutet, dass die
Bildung von Xan einer erhohten Konzentration des endogenen Neurotoxins 3-HK entgegenwirken soll
[101].

Gobaille et al. konnten nachweisen, dass Xan unter physiologischen Bedingungen im Gehirn von Siu-
getieren gebildet wird und je nach Gehirnregion auch in unterschiedlichen Konzentrationen vorliegt.
Dabei ist zu beachten, dass eine periphere Gabe von Xan zu einem cerebralen Konzentrationsanstieg
fiihrt, was den Schluss zuldsst, dass Xan uber die Blut-Hirn-Schranke in das Hirnparenchym iibertreten
kann. Dabei scheint der Prifrontale Cortex von besonderem Interesse zu sein, da sich hier besonders
viel exogenes Xan ansammelt. Auch konnte die Substanz in synaptischen Vesikeln nachgewiesen wer-
den, wenn auch der exakte Mechanismus zur Aufnahme und Freisetzung nicht erkldrt werden konnte
[86]. Copeland et al. identifizierten in vivo Xan als vermeintlichen Liganden des Gruppe Il metabotropen
Glutamatrezeptors [102] und konnten somit in vitro Versuche bestdtigen. Dies bedeutet, dass Metabolite
des KP sowohl an metabotrope (Xan), als auch an ionotrope (KynA als Antagonist und Quin als Ago-
nist des NMDA-Rezeptors) Glutamatrezeptoren binden kénnen. Eine weitere Forschungsgruppe vermutet
hingegen die Existenz eines Xan-spezifischen neuronalen G-Protein-gekoppelten Rezeptors, da in ihren

Versuchen Glutamat nur einen geringen Einfluss auf die Bindung von Xan besall [103]. Auf jeden Fall ist
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Xan ein potentiell neurochemisch interessanter Metabolit des KP, dessen genaue Bedeutung noch nicht

ergriindet ist.

2.3.8 Chinolinsiure

Das exzitotoxische Neurotoxin Chinolinsdure ist ein Agonist des NMDA-Rezeptors und wohl der bedeu-
tendste Metabolit des KP. Sein Vorliufer ist die 3-HAA, die durch das Enzym KYNU zu 2-Amino-3-
carboxymuconat-semialdehyd und ohne enzymatischen Einfluss weiter zu Quin verstoffwechselt wird.
Abgebaut wird Quin durch das Enzym Quinolinat-phosphorribosyltransferase zu Nicotinamidadenin-
dinukleotid. Quinolinat-phosphorribosyltransferase kann durch das proinflammatorische Zytokin IFN-y
induziert werden [49].

Die Gruppe um Guillemin zeigte, dass der GroBteil an Quin durch Monozyten produziert wird. Die
Konzentration von Quin ist im Plasma wesentlich groRer als im Gehirn, jedoch steigt die Konzentra-
tion im Gehirn mit der peripheren Quin-Konzentration an, da vermutlich die Diffusion durch die BBB
zunimmt [104]. Das Gehrin ist jedoch durch die BBB gut gegen periphere Quin geschiitzt, wie Un-
tersuchungen nach intraateriellen Injektionen zeigten, da nur ein verhidltnismaRig kleiner Anteil in das
Gehirn einwandert [105]. Die im Gewebe lokalisierten Makrophagen besitzen die Mdglichkeit, die 20- bis
30-fache Menge an Quin zu produzieren, als die mit ihnen verwandten und im Gehirn lokalisierten Mikro-
gliazellen [48]. Dahingegen fehlt Astrozyten das Enzym KMO, wodurch groRe Mengen an Kyn und dem
Chinolinsdureantagonisten KynA gebildet werden [49]. Durch diese Reduktion der Quin-Konzentration
und gleichzeitiger Kumulierung von Kyn und neuroprotektiver KynA wirken Astrozyten alleine neuropro-
tektiv. Jedoch ist es mdoglich, dass sie indirekt neurotoxisch wirken, da die erhdhten Konzentrationen
an Kyn zu einer erhdhten Produktion an Quin in den benachbarten Mikroglia fiihren. Quin greift in
das Immunsystem ein, indem es gemeinsam mit dem Vorldufer 3-HAA die Initiator-Caspase-8 aktiviert,
wodurch Cytochrom C aus Mitochondrien freigesetzt und die Apoptose von TH1-Zellen induziert wird
[106].

In exzitotoxischen Konzentrationen fordert Quin die Freisetzung einiger Chemokine und proinflamma-
torischer Zytokine, wie IL-1B und Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP1). Dies spricht dafiir, dass
Quin Entziindungen im zentralen Nervensystem einleiten oder verstirken kann, wenn sie, wie z.B. bei
der Alzheimer-Erkrankung, bereits ausgeldst wurden [47]. So wurden in den Amyloid-Plaques von an
Alzheimer-Demenz erkrankten Patienten hohe Konzentrationen an Quin nachgewiesen [107] und gezeigt,

dass Quin die Dephosphorylierung der Tau-Proteine unterbindet [108].

2.4 Neurochemische Effekte des Kynurenin Pathways

Wie zuvor beschrieben, entsteht durch die oxidative Ringéffnung von Trp Kyn, welches zu 3-HK hydroxy-
liert werden kann. Durch Transaminierung mittels unspezifischer KAT enstehen nun die beiden Metabolite
KynA (aus Kyn) und Xan (aus 3-HK) [65]. KynA ist der bisher einzige bekannte endogene Antagonist des
NMDA-Rezeptors und zusitzlicher nichtkompetetiver Inhibitor des a7-nikotinischen Acetylcholinrezep-
tors (a7nAChR) [47, 66]. Das Enzym KMO hingegen fiihrt zur Bildung des neurotoxischen Metaboliten
3-HK [44]. Das dritte Produkt der Metabolisierung von Kyn ist AA, welche unter dem Einfluss der KYNU
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entsteht. 3-HK und AA kdnnen beide zu 3-HAA degradiert werden.

Tryptophan
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Abbildung 2.6: Neurochemische Efekte des Kynurenin Pathways.

Somit sind im Zusammenhang mit dem Kynurenin Pathway die glutamatergen Rezeptoren von be-
sonderer Bedeutung. KynA fungiert als Antagonist am ionotropen NMDA-Rezeptor. Xan wird hingegen
als Ligand des Gruppe Il metabotropen Glutamatrezeptors [102] mit antagonisierender Wirkung disku-
tiert. Da es durch Abbau des Neurotoxins 3-HK entsteht, besitzt es eine entgiftende und damit eine
indirekt-neuroprotektive Wirkung. Jedoch entstehen im KP nicht nur Antagonisten des Glutamatrezep-
tors, sondern durch die Verstoffwechslung von 3-HAA kann auch der potente neurodegenerative NMDA-
Rezeptor-Agonist Quin gebildet werden. 3-HAA muss jedoch nicht zwangslaufig zu Quin verstoffwechselt
werden, es kann auch die neuroprotektive Pic daraus gebildet werden [55]. Lapin zeigte bereits 1978,
dass Quin nach intracerebroventrikuldren Injektionen zu Krampfanfallen bei Mausen fiihrt [109]. Stone
und Perkins konnten 1981 nachweisen, dass Quin ein Agonist des NMDA-Rezeptors ist, und in seiner
Aktivitdt an diesem Rezeptor in etwa Glutamat und Aspartat entspricht [110]. Dabei ist von entschei-
dender Bedeutung, dass Quin nur langsam aus dem synaptischen Spalt entfernt werden kann, da die
Chinolinsdurephosphoribosyltransferase sehr schnell gesattigt ist. Dadurch kommt es zu einer betrachtli-
chen Schadigung. Schwarcz et al. zeigten wiederum, dass Quin zu selektiven neuronalen Li3sionen fiihrt
[111]. Zusatzlich generiert Quin reaktive Sauerstoffspezies, wodurch in Gegenwart von Eisenionen zellu-
lare Lipide oxidiert werden [112]. Zwar ist das Gehirn relativ gut gegen periphere Quin geschiitzt [105],
aber die Vorlaufersubstanzen Kyn und 3-HK kénnen durchaus die Blut-Hirn-Schranke durchwandern und
stehen dort einer intracerebralen Chinolinsduresynthese als Substrate zur Verfiigung [54].

Es stehen sich im KP also neuroprotektive und neurodegenerative Substanzen auf der einen Seite, auf
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der anderen Seite Antagonisten und Agonisten am Glutamatrezeptor gegeniiber.

Ein Anstieg der Konzentrationen von KynA und Quin wurde bei einigen neurologischen und psychia-
trischen Erkrankungen beobachtet, wie z.B. bei der Alzheimer-Erkrankung, Schizophrenie, Depression,
Autismus und bei der Huntington-Erkrankung [66, 113, 114, 115, 116, 117].

2.5 Immunmodulierende Effekte des Kynurenin Pathways

Nicht nur die Metabolite des Kynurenin Pathways, sondern auch das Schliisselenzym IDO besitzt eine
immunregulierende Wirkung. Einen allgemeinen Effekt auf das Immunsystem besitzt IDO durch die lokale
Tryptophan-Depletion. So kann durch Zugabe von IFN-y zu Toxoplasma gondii in Zellkulturen 1DO
induziert werden, wodurch vermehrt die essenzielle Aminosdure Trp abgebaut wird und der Mangel an
Trp das Wachstum von Toxoplasma gondii inhibiert [118].

Lange war unklar, weshalb ein F&tus nicht abgestoRen wird, obwohl er zur Halfte aus korperfremden
Proteinen besteht. Die Frage konnte beantwortet werden, als beobachtet wurde, dass es nach Gabe
der Substanz 1-Methyltryptophan zur AbstoRung der Fdten bei trachtigen Ratten kam. Bei der Substanz
handelt es sich um einen spezifischen IDO-Inhibitor, sodass ein direkter Zusammenhang von IDO-Aktivitat
und AbstoBungsreaktion nachgewiesen wurde. Die Erkldrung dafiir ist, dass die Plazenta normalerweise
die IDO-Aktivitdt hochreguliert, um im Gewebe niedrige Trp-Konzentrationen zu erlangen. Durch die
niedrige Trp-Konzentration wird die Aktivitat und Proliferation miitterlicher T-Lymphozyten inhibiert,
die ansonsten den allogenetischen Fotus toten wiirden. Wahrend der Schwangerschaft wird die 1DO-
Aktivitat durch Hormone induziert und somit der Fotus geschiitzt [119, 120]. Feng et al. konnten in ihrer
Arbeit zeigen, dass in Serumproben schwangerer Frauen signifikante Anderungen des KP festzustellen
sind. Diese Anderungen sind durch die gesteigerte IDO Aktivitit zu erkliren [121].

Interessanterweise konnte nachgewiesen werden, dass Frauen, deren KynA-Konzentrationen im Serum
erhdht sind, wahrscheinlicher an Praeklampsie (eine hypertensive Erkrankung wahrend der Schwanger-
schaft, die mit einer Proteinurie einhergeht) erkranken, als diejenigen mit durchschnittlichen Konzen-
trationen. Dies konnte jedoch fiir keinen anderen Metaboliten aus dem Tryptophanstoffwechsel gezeigt
werden [122]. In einer anderen Studie wurde nachgewiesen, dass bei dieser Schwangerschaftskomplikation
das Verhiltnis von Kyn zu Trp verringert ist [123] und auch vermehrt Xan nach Tests mit gesteigerter
Tryptophanaufnahme im Urin ausgeschieden wird [124]. Dies deutet darauf hin, dass die gesteigerte
Aktivitat der IDO wahrend der Schwangerschaft nicht nur zu lokalen, sondern auch zu systemischen
Verdnderungen im Tryptophanstoffwechsel fiihrt [125].

Der immunsuppressive Effekt der IDO scheint jedoch hauptsichlich das Produkt der erhdhten Kon-
zentrationen einzelner Produkte des KP zu sein. Quin und 3-HAA aktivieren die Initiator-Caspase-8,
wodurch Cytochrom C aus Mitochondrien freigesetzt und spezifisch die Apoptose von TH1-Zellen indu-
ziert wird [106]. Dies konnte im Mausmodell fiir TH1-Zellen, jedoch nicht fiir TH2-Zellen nachgewiesen
werden. Die Immunsupression wurde auch in humanen T-Zellen beobachtet. Durch die Substanzen 3-
HK und 3-HAA kdnnen ebenfalls B-Lymphozyten (B-Zellen), T-Lymphozyten (T-Zellen) und natiirliche
Killerzellen (NK-Zellen) beeinflusst werden. Terness et al. zeigten, dass die Proliferation der T-Zellen
durch diese Substanzen unterdriickt wird und nicht wieder aktiviert werden kann. Die Arbeitsgruppe

vermutet, dass diese Effekte darauf zuriickgefiihrt werden kdnnen, dass die aufgefiihrten Katabolite des
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Trp-Stoffwechsels in hdheren Konzentrationen zytotoxisch fiir CD3(+)-Zellen sind. Neben den T-Zellen,
werden auch noch B-Zellen und NK-Zellen durch die zytotoxischen Substanzen getdtet. Dendritische
Zellen werden hingegen nicht beeinflusst [126]. Auch durch die Reifung von DC kénnen Enzyme des KP
aktiviert werden, wodurch es zu einem Anstieg der neurochemisch aktiven Substanzen Kyn, 3-HK und
3-HAA kommt [127].

Ein weiterer Metabolit der 3-HAA ist die Pic. Sie gilt als neuroprotektiv und fiihrt zu einer von IFN-y
abhangigen, gesteigerten Genexpression in Makrophagen [128]. Auch fiihrt sie zu einer selektiv induzier-
ten Expression von macrophage inflammatory protein 1o und 1B [129]. In Zellkulturversuchen konnte
gezeigt werden, dass hohe Pic-Konzentrationen das Wachstum einer Reihe von Viren inhibieren kdnnen.
Dazu gehdrt unter anderem HIV, Herpes Siplex und Simian Virus [130, 131]. Es wurden sowohl ein an-
tibakterieller Effekt von Pic gegeniiber Mycobakterium Avium, als auch eine potenzierende Wirkung in
Kombination mit Antibiotika in der Literatur erwdhnt [132, 133]. In vivo Experimente konnten zeigen,
dass Ratten, denen Tumorzellen injiziert wurden, bei einer Behandlung mittels Pic Injektionen eine signi-
fikant erhdhte Lebensdauer zeigen, da die Aktivitat ihrer Makrophagen erhéht wurde [134]. Auch konnte
gezeigt werden, dass Pic das Wachstum von humanen Neuroblastom-Zelllinien inhibiert [45].

Die IDO-vermittelte Inhibierung von TH1-Zellen fiihrt zu einem selektiven Uberleben der TH2-Zellen
und beschreibt eine negative Kontrollfunktion der Immunsuppression: Eine erhohte Zahl an TH1-Zellen
nach Antigen Stimulation der DC fiihrt zu einer gesteigerten Ausschiittung der Zytokine TNF-o und IFN-
v, wodurch IDO aktiviert und die Aktivitdt der TH1-Zellen supprimiert und deren Apoptose eingeleitet
wird. Ein weiterer Weg der Kontrollfunktion ist der, dass die IDO-Expression zu einer gesteigerten Bildung
von regulatorischen T-Zellen fiithrt, wodurch die T-Zell Aktivitat inhibiert wird [120].

Die Proliferation und Funktion der NK-Zellen des angeborenen Immunsystems kdnnen durch die beiden
IDO-induzierten Metabolite des KP Kyn und Pic inhibiert werden [135]. Kyn kann auch, vermittelt durch
reaktive Sauerstoffspezies, zur Apoptose von NK-Zellen fiithren. Abhdngig von der Kyn-Konzentration
kommt es in der Zellkultur zu reduziertem Zellwachstum oder zur Apoptose. Dieser Effekt des Kyn
kann durch die gleichzeitige Inkubation mit dem Antioxidans N-Acetylcystein vollstindig unterbunden
werden [136]. Der Effekt scheint sich jedoch auf die NKp46- und NKG2D-aktivierenden Rezeptoren zu
beschranken [137].

2.6 Der Tryptophanstoffwechsel in der Depressionsforschung

Am Beispiel der Depression kann gezeigt werden, wie Zytokine, das Immunsystem und neurochemisch
aktive Substanzen des Kynureninstoffwechsels interagieren.

Es wurde der Zusammenhang einer Dysregulation der Serotonin-Transmission mit einer Vielzahl an
psychiatrischen Erkrankungen, wie Depression, gesteigerte Aggressivitdt, Psychosen und Angststérungen
berichtet [63, 138, 139]. Eine entscheidende Rolle spielt der Mangel an 5-HT bei depressiven Erkrankun-
gen. So konnte an Patienten, die sowohl| an Tuberculose, als auch an Depression litten, gezeigt werden,
dass das gegen Tuberculose entwickelte und verabreichte Medikament Iproniazid eine antidepressive Wir-
kung besitzt. Diese Wirkung wurde durch die Inhibierung des Enzyms Monoaminooxidase erzielt, wodurch
5-HT nicht zu 5-HIAA verstoffwechselt wurde und es zu einem Anstieg der 5-HT-Konzentrationen kam

[140]. Heute sind MAO-Hemmer als Antidepressiva weit verbreitet. In Tierstudien konnten bei Mausen
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mit fehlendem MAO-Gen gesteigerte Spiegel von 5-HT und Noradrenalin im Gehirn gemessen werden.
Die Jungtiere zeigten dabei ein dngstliches Verhalten und die ausgewachsenen Tiere ein gesteigertes Ag-
gressionsverhalten. Diese Wirkung konnte durch den Serotoninsyntheseinhibitor Parachlorophenylalanin
aufgehoben werden [141]. Beide Bespiele zeigen, dass der ausgeglichene 5-HT Spiegel fiir eine gesunde
Psyche wichtig ist und Synthese und Abbau in einem Gleichgewicht stehen miissen.

Neben der erdrterten Serotonin-Mangelhypothese [33] entstanden in den letzten Jahren mehrere Mo-
delle, die zeigen, dass nicht nur der reine Mangel an 5-HT, sondern auch eine Dysbalance im KP, bzw.
eine Dysbalance im Zytokinhaushalt, mit depressiven Erkrankungen korrelieren. So konnte in klinischen
Studien gezeigt werden, dass Patienten, die an einer schweren Depression leiden, erhéhte proinflam-
matorische Zytokinkonzentrationen und eine Hypercortisoldmie aufweisen [27, 142]. Das Glucocorticoid
Cortisol aktiviert das Enzym TDO, welches den Abbau von Trp zu N-Formylkynurenin katalysiert. Cortisol
ist ein Hormon, welches durch das endokrine System freigesetzt wird und beispielsweise bei Menschen
mit chronischem Stress erhdht ist. Durch Stress wird nicht nur vermehrt Cortisol ausgeschiittet, sondern
auch in gesteigertem Male proinflammatorische Mediatoren und reaktive Sauerstoffspezies gebildet, die
ebenfalls zu einem gesteigerten Trp-Abbau fiihren [143]. In Tiermodellen wurde gezeigt, dass es durch
unvorhersagbaren, chronischen, milden Stress (unpredictable chronic mild stress - UCMS) zu einer ver-
mehrten Bildung von Kyn und dessen Metaboliten kommt [144, 27]. Dabei wurden die peripheren Trp-
und KynA-Konzentrationen nicht verdndert, jedoch stieg der Anteil an Kyn und 3-HK signifikant an.
Im Gegensatz dazu wurden im Hippocampus und Striatum erniedrigte Trp-Konzentrationen gegeniiber
Kontrolltieren gemessen. Somit sind die Konzentrationen der Metabolite des Tryptophanstoffwechsels
sowohl auf Seite des KP, als auch auf der serotonergen Seite, abhangig von psychischen Faktoren. Nicht
nur Stress, sondern auch chronische Schmerzen kdnnen einen gesteigerten Abbau von Trp hervorrufen.
Durch chronische Schmerzen wird die IDO aktiviert und im Tierversuch ein angestiegenes Verhaltnis von
Kyn zu Trp, sowie ein reduziertes Verhaltnis von 5-HT zu Trp im Hippocampus festgestellt [145].

Weiters wurde nachgewiesen, dass psychisch unauffillige Patienten, die mit IFN-oc und IL-2 behandelt
wurden, neuropsychiatrische Nebenwirkungen entwickelten. Eine mégliche Erklarung fiir dieses Zytokin-
induzierte Krankheitsverhalten ist, dass durch die Zytokine IDO aktiviert wird und ein gesteigerter Tryp-
tophanabbau in Richtung KP stattfindet, wodurch es zu einem Mangel an 5-HT und einem Uberschuss
an Metaboliten des KP kommt [35, 53, 146]. Es muss auch beachtet werden, dass durch eine gesteigerte
IDO-Aktivitat nicht nur Trp, sondern alle Indolamine abgebaut werden, zu denen auch 5-HTP und 5-HT
selbst z3hlen. Somit wird durch eine gesteigerte IDO Aktivitdt sowohl 5-HT vermehrt abgebaut, als auch
weniger Substrat fiir eine 5-HT-Neusynthese bereitgestellt. IDO kann durch die Zytokine IFN-B, IFN-vy,
TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6 und Transforming Growth Factor-B (TGF-B) induziert und durch die Zytokine
[L-4, IL-10 und IL-13 inhibiert werden [35, 46, 49, 66, 52, 147, 116].

O'Connor et al. konnten in ihren Tierexperimenten nachweisen, dass durch eine spezifische IDO-
Inhibierung mittels Methyltryptophan die depressive Symptomatik nach einer LPS-Stimulation verringert
wird. Ebenfalls konnte die Forschergruppe zeigen, dass sich in den gleichen Experimenten das Verhiltnis
von Kyn zu Trp durch die Inhibierung wieder normalisiert, nachdem die Tiere zuvor mit LPS stimuliert
wurden. In einem dritten Experiment konnte gezeigt werden, dass durch i.p. Gabe von Kyn eine von der
IDO-Aktivitat unabhéngige depressive Symptomatik entsteht [148].
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Abbildung 2.7: Aktivierung und Inhibierung der Enzyme des Kynurenin Pathways durch Zytokine. Rot
hinterlegte Zytokine wirken inhibierend, blau hinterlegte Zytokine wirken aktivierend.

Die beiden Zytokine IL-2 und IFN-y werden vor allem durch T-Helfer-1-Zellen (TH-1) ausgeschiittet,
welche Bestandteil des adaptiven Immunsystems sind. Daher werden diese Zytokine auch Typ-1-Zytokine
genannt, obwohl sie auch von Makrophagen, Monozyten und anderen Zellen produziert werden. Dieser
Typ-1-Immunantwort steht die Typ-2-Immunantwort gegeniiber, welche Bestandteil der humoralen Im-
munantwort ist. Dabei werden vor allem durch die T-Helfer-2-Zellen (TH-2), aber auch durch Monozyten
und Makrophagen vom Typ-2 (M2), IL-4, IL-10 und IL-13 produziert. Die beiden Typen der Immunant-
wort stimulieren jeweils den eigenen Typ, antagonisieren sich jedoch gegenseitig [84]. Betrachtet man
nun mit diesem Hintergrund den KP und besonders die Méglichkeit der IDO-Aktivierung bzw. Inhibie-
rung, so stellt man fest, dass durch die Typ-1-Immunantwort eine Aktivierung erfolgt, durch die Typ-2-
Immunantwort jedoch eine Inhibierung. Auch hier antagonisieren sich beide Antwortarten gegenseitig. Bei
Patienten mit einer depressiven Erkrankung konnte nachgewiesen werden, dass eine Typ-1-Immunantwort
vorliegt und die damit einhergehenden proinflammatorischen Zytokine gegniiber Kontrollgruppen erhoht
sind [5, 46, 84].

Durch die proinflammatorischen Zytokine (TNF-a, IFN-v) der Typ-1-Immunantwort wird nicht nur
IDO, sondern auch das Enzym KMO aktiviert. Durch IFN-y und TNF-o werden ebenfalls die Enzyme
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KYNU und HAAOQ induziert, was zu einem gesteigerten Abbau von Kyn hin zum neurotoxischen 3-HK
und weiter zur Quin katalysiert. Durch IL-4 und IL-13 kann KMO inhibiert werden [46, 52, 84]. Gestarkt
wird die These der proinflammatorischen-zytokinvermittelten-Depression durch klinische Studien, die zum
einen zeigten, dass sich durch die Therapie mit antiinflammatorischen Medikamenten, wie dem COX-2-
Hemmer Celecoxib, bei depressiven Patienten ein Therapieerfolg einstellte [149]. Zum anderen konnten
Antidepressiva aber auch den inflammatorischen Status von Patienten verbessern [143].

Es ist bekannt, dass das CA-Wiederholungsallel 2 mit einer hohen in vitro Produktion von IFN-y asso-
ziert ist. Es wurde in einer klinischen Studie gezeigt, dass die Homozygotie des Allels einen Einfluss auf
die Serumspiegel von Trp, Kyn und 5-HIAA bei depressiven Patienten besitzt [150]. Somit ist nicht nur
die biochemische Induzierbarkeit von Zytokinen, sondern auch der Genotyp fiir eine Gleichgewichtsver-
schiebung innerhalb des Tryptophanstoffwechsels ausschlaggebend.

In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass erhdhte Konzentrationen der Metabolite des
KP mit depressiven Erkrankungen gekoppelt sind. Dazu gehdren die bipolare Stérung [151], die majore
Depression [152], pra- und postpartale Depression [153, 154] sowie Depressionen, die mit cardiovaskula-
ren Erkrankungen einhergehen [155]. Auch konnte gezeigt werden, dass bei depressiven Patienten nicht
nur die Konzentration von Trp sondern auch die von 5-HIAA erniedrigt sind und das Verhaltnis von Kyn
zu Trp mit dem Therapiefortschritt assoziiert ist [150]. Interessanterweise wurde nachgewiesen, dass ein
gesteigertes Verhiltnis von Kyn zu Trp positiv korreliert mit der Schwere der Erkrankung [156]. In Ge-
hirnproben von Patienten mit unipolarer Symptomatik wurde eine erhdhte Dichte von Mikrogliazellen mit
erhdhten Chinolinsdure-Konzentrationen im cinguldren Areal immunhistochemisch nachgewiesen [116].
Es existieren jedoch auch widerspriichliche Befunde. So zeigten Hughes et al., dass in Patienten mit ma-
jorer Depression ein signifikant niedrigerer Plasma Trp-Spiegel, jedoch keinerlei erhéhte KP-Metabolite,
trotz gesteigerter proinflammatorischer Zytokinspiegel (TNF-a, IFN-v, IL-6), gemessen wurden. Die For-
schergruppe konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe auch keine gesteigerte Enzymexpression nachweisen.
Gleichwohl korrelierte die Schwere der Erkrankung mit der Plasmakonzentration an IL-6 [51].

Die Neurodegenerations-Hypothese der Depression besagt, dass durch chronischen Stress oder eine
physische Erkrankung proinflammatorische Zytokine ansteigen und die Enzyme aktivieren, welche fiir
einen vermehrten Trp-Abbau und vermehrte Bildung von neurodegenerativen Metaboliten verantwortlich
sind. Dass jedoch nur ein bestimmter Anteil der Menschen an einer Depression erkrankt, erklart das
Modell dadurch, dass genau bei diesen Menschen die Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen gestort ist, wodurch keine antagonisierenden Effekte zum Tragen kommen [52]. Untermauert
wird die Hypothese durch epidemiologische Daten, die besagen, dass Depressionen haufig bei Patienten
mit inflammatorischen Erkrankungen (Reizdarmsyndrom, Diabetes Typ 2, Arthritis und Autoimmun-
erkrankungen) auftreten [53]. Mehrere Forscher zeigten, dass erhdhte Konzentrationen an C-reaktivem
Protein (CRP) mit dem Risiko, an einer Depression zu erkranken, korrelieren [157, 158] und diskutieren
CRP als Risikomarker fiir die majore Depression bei Frauen [159]. Jedoch ist CRP ein Akute-Phase-
Protein, das z.B. nach bakteriellen Infektionen ausgeschiittet wird und nicht im Ansatz spezifisch fiir
eine Depression ist. Daher ist die Suche nach einem spezifischen Biomarker nach wie vor ein offenes For-
schungsgebiet und Bedarf einer spezifischen Analysenmethode, die beispielsweise den KP als Gesamtbild

darstellen kann.
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2.7 HPLC-MS/MS-Analytik

2.7.1 Aligemeines zur HPLC-MS/MS-Analytik

Die Chromatographie ist eine Methode zur Trennung von Substanzen aus komplexen Gemischen. Da-
bei sind die Substanzen in einer mobilen Phase geldst, die sich durch eine mit ihr nicht mischbaren
stationdren Phase bewegt. Bei der High performance liquid chromatography (HPLC, zu Deutsch Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie - friither auch als High pressure liquid chromatography, zu Deutsch
Hochdruckflissigkeitschromatographie, bezeichnet) besteht die mobile Phase aus einer Flissigkeit. Im
Gegensatz dazu besteht die mobile Phase bei der Gaschromatographie aus einem Tragergas. Bei der
HPLC-Technik handelt es sich um eine Sdulenchromatographie, bei der sich die stationdre Phase in
einem schmalen Rohr befindet. Die stationdre Phase, in der Sdulenchromatographie auch Packung ge-
nannt, liegt in Form kleiner Partikel vor, die einen Durchmesser zwischen 3 und 10 pm besitzen. Diese
Partikel bestehen zumeist aus modifiziertem Silika. Fiir praparative Arbeiten werden oftmals Partikel
mit groRerem Durchmesser verwendet. Durch die Verwendung kleinerer Partikel wird die Oberfliche der
stationdren Phase und damit die Trennleistung vergroBert. Ein Nachteil der kleineren Partikel sind die
héheren Druckbelastungen der HPLC-Anlagen. Moderne HPLC-Anlagen konnen jedoch mit Driicken bis
zu 1000 bar arbeiten, wodurch die Verwendung von Partikeln kleiner als 2 pm géngig geworden ist. Eine
mogliche Bezeichnung solcher Anlagen lautet "Ultra High Performance Liquid Chromatography”, eine
Namensgebung durch die Firma Waters [160].

Mobile Phase

:I AB | Stationdre Phase |—>
t[}

Eine Mischung der beiden Komponenten A und B wird am Anfang der Trennsaule
aufgegeben und mit der mobilen Phase durch die stationare Phase bewegt.

g s [ [A —

Komponente B wird durch die stationare Phase starker zurickgehalten. Es kommt
zu einer raumlichen Trennung der beiden Komponenten.

— ] 7
2

A eluiert vor B und wird zuerst zum Detektor transportiert.

4

Abbildung 2.8: Prinzip der Trennung zweier Substanzen in einer HPLC-S3ule.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine sogenannte Umkehrphasenchromatographie (reversed phase,
RP) verwendet. In der RP-HPLC ist die stationdre Phase weniger polar als die mobile Phase. Die am
haufigsten verwendete stationdre Phase ist chemisch an Silikapartikel gebundenes Octadecylsilan (ODS),
ein n-Alkan mit 18 C-Atomen. Die mobile Phase, auch als Eluent oder Laufmittel bezeichnet, ist ein
Gemisch aus Wasser oder wassrigen Pufferldsungen mit organischen Losungsmitteln [161].

Zwischen der mobilen und der stationdren Phase stellen sich Verteilungsgleichgewichte ein. Kom-

ponenten, die von der stationdren Phase, z.B. aufgrund ihrer Ladung, Polaritit oder GroRe, starker
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zuriickgehalten werden, bewegen sich langsamer mit der mobilen Phase weiter. Aufgrund dieser Mobi-
litatsunterschiede entsteht eine rdumliche Trennung der einzelnen Komponenten (siehe Abbildung 2.8).
Die unterschiedlich starke Adsorption der Substanzen an die stationdre Phase bewirkt eine Auftrennung
der einzelnen Komponenten [162)].

Die Leistungsfihigkeit einer chromatographischen S&ule wird in theoretischen Trennstufen angegeben.
Je hoher die Zahl, desto bessere chromatographische Trennergebnisse werden erzielt. Trennstufen sind
fiktive Einheiten, in denen sich jeweils ein Verteilungsgleichgewicht einstellt. Je kleiner eine Trennstufe ist,
desto ofter kann die Gleichgewichtseinstellung in der Sdule mit einer gegebenen Linge erfolgen und desto
anspruchsvollere Trennprobleme kénnen geldst werden. Die theoretische Trennstufenhéhe hangt von der
Packungsqualitat, den Stoffaustauscheigenschaften der beteiligten Phasen und dem Korndurchmesser der
stationdren Phase ab. Je kleiner die PartikelgréBe, umso hdher ist die Trennstufenanzahl. Die Trennung
wird auch durch die Auswahl von mobiler und stationdrer Phase, die Temperatur, das Volumen der Probe
(Injektionsvolumen), die FlieBgeschwindigkeit und die Qualitdt des HPLC-Systems beeinflusst [162].
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Abbildung 2.9: Komponenten einer HPLC-Anlage. Das obere Schema zeigt das Prinzip einer HPLC mit
Hochdruckmischung, das untere eine HPLC mit Niederdruckmischung.
L: Laufmittel, P: Pumpe, M: Mischer, VS: Vorsaule

Wird die Zusammensetzung des Laufmittels wahrend der Elution nicht verdndert, so spricht man von
einer isokratischen Trennung. In der RP-Chromatographie eluieren Substanzen umso spéter, je unpolarer
sie sind. Um nun die Elution zu beschleunigen, kann die mobile Phase so verdndert werden, dass der
organische Anteil wihrend der Analyse zunimmt. Diese Art der Elution wird Gradientenelution genannt.
Dafiir ist ein System notwendig, welches in der Lage ist, mindestens zwei Elutionsmittel zu férdern
und zeitabhdngig in vorgegebenen Verhiltnissen zu mischen. Somit ist es mdglich, dass ein Gemisch aus
polaren und unpolaren Komponenten in einem annehmbaren Zeitrahmen getrennt werden kann. Prinzipiell
kann die Mischung eines Gradienten auf zwei unterschiedliche Arten durchgefiihrt werden (siehe Abbildung

2.9). Bei dem Prinzip der Hochdruckmischung werden die unterschiedlichen Laufmittel durch jeweils eine
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2 Einleitung

Pumpe angesaugt und auf der Hochdruckseite der Anlage gemischt. Im Gegensatz dazu wird bei der
Niederdruckmischung lediglich eine Pumpe verwendet, der ein Mischer vorgeschaltet ist. Dieser Mischer
offnet je nach Bedarf seine unterschiedlichen Ansaugventile so, dass das vorgegebene Mischungsverhiltnis
aus den unterschiedlichen mobilen Phasen erreicht wird. Mit beiden Methoden kdnnen gleichwertige
Ergebnisse erzielt werden [163].

In der Abbildung 2.9 ist zwischen Probeninjektion und Trennsdule eine Vorsdule eingezeichnet. Bei der
Vorsiule handelt es sich um eine sehr kurze, austauschbare HPLC-Siule, die optional eingebaut werden
kann, um die teure Trennsaule vor Verunreinigungen zu schiitzen.

Nach einer Trennung der Probenkomponenten werden sie am Detektor als diskrete Banden detektiert.
Diese Banden erzeugen ein vom Detektortyp abhdngiges Signal, welches im ldealfall die Form einer
GauRschen Normalverteilung besitzt. Dieses Signal wird als ,,Peak” bezeichnet. Die Aufzeichnung der
Signalintensitat iiber der Zeit wird Chromatogramm genannt.

Nachdem die Analyten chromatographisch getrennt wurden, erfolgt eine quantitative Auswertung.
Dazu muss das Signal eines jeden Analyten (der sogenannte Peak) einwandfrei identifiziert und von
benachbarten Signalen abgetrennt sein. Vor der quantitativen Analyse wird ein Standard injiziert, d.h.
eine Probe mit bekanntem Gehalt der zu analysierenden Substanz. Die Fliche des Peaks wird mittels
Integration durch die Software berechnet. Mit dem bekannten Substanzgehalt des Standards und der
gemessenen Peakfliche kann nun der Responsefaktor (Verhéltnis von Substanzkonzentration zur Peak-

flache) berechnet werden, wodurch dann auf den Gehalt der Probe geschlossen werden kann [164].

Peakflachep,obe

Konzentrationp,ope = Konzentrationsiandard * Peakiches, s

Um Schwankungen durch die Injektion oder die Probenvorbereitung rechnerisch zu kompensieren,
wird der Probe meist ein interner Standard (ISTD) zugesetzt. Dieser ISTD wird dabei jeder Probe und
auch dem Standard mit der bekannten Konzentration in identischer Menge zugesetzt. Da der ISTD nun
den gleichen Einfliissen unterliegt wie die zu bestimmende Substanz, kdnnen Schwankungen mit der

nachfolgenden Formel ausgeglichen werden [163, 165].

Peakflécheprobe/PeakflécheBTD in Probe
Peakflachesandard /Peakflacheistp in Standard

Konzentrationp,ope = Konzentrationsiandard *

Es sind eine Vielzahl an Detektoren erhiltlich. Zu den am meisten verwendeten gehdren die UV De-
tektoren und die Fluoreszenzdetektoren.

Beim UV-Detektor wird die Extinktion von monochromatischem Licht durch die Analyten gemessen. Im
ultravioletten Messbereich absorbieren viele organische Substanzen mit Doppelbindungen die Strahlung.
Beim UV-Detektor wird bei einer bestimmten Wellenlange gemessen, bei welcher (im ldealfall) die zu be-
stimmende Substanz ihr Absorptionsmaximum aufweist. Als Quelle fiir das monochromatische Licht wird
normalerweise eine Deuteriumlampe mit einem Prismen- oder Gittermonochromator verwendet. Gemal
dem Lambert-Beer'schen Gesetz gilt im UV-Detektor ein linearer Zusammenhang zwischen Absorption
und Konzentration des Analyten [160].
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Abbildung 2.10: Das Lambert-Beer’sche Gesetz. Die Schichtdicke ist durch die Flusszelle gegeben und
der Extinktionskoeffizient abhangig von der zu analysierenden Substanz bei der vorge-
gebenen Wellenlinge. Somit ist die Extinktion direkt proportional zur Konzentration der
zu quantifizierenden Substanz.

Ey : Extinktion bei der Wellenlinge ), lo: Intensitit des einfallenden Lichtes (W/m?),
l1: Intensitdt des transmittierten Lichtes (W/m?), c: Konzentration (mol/L), €: deka-
discher Extinktionskoeffizient bei der Wellenlinge A (m?/mol), d: Schichtdicke (m)

Wesentlich empfindlicher und spezifischer ist die Detektion mit einem Fluoreszenzdetektor, der jedoch
nur fiir fluoreszierende Substanzen verwendet werden kann. Dabei wird Licht bei einer substanzspezifi-

schen Wellenldnge absorbiert und anschlieBend energiedrmer emittiert [161].

Massenspektrometer

Neben den beiden aufgefiihrten Detektoren finden auch Massenspektrometer (MS) eine immer weitere
Verbreitung in der instrumentellen Analytik, vor allem bei der Quantifizierung aus komplexen Matrices.
Hier erfolgt die Identifizierung des Analyten durch die Bestimmung der Molekiilmasse. Dazu muss das
Molekiil in die Gasphase iiberfiihrt werden. Eine weitere Voraussetzung fiir eine massenspektrometrische
Untersuchung ist, dass das Molekiil ionisierbar ist. Kann es ein oder mehrere Protonen aufnehmen,
wodurch es als Kation vorliegt, so kann es im positiven Modus analysiert werden. Umgekehrt kann ein
Anion im negativen Modus detektiert werden. Beide Vorgange finden in der sogenannten lonenquelle statt.
Dazu stehen mehrere Techniken zur Verfiigung, wie z.B. chemische lonisation (Cl), Photoionisation (Pl),
Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption lonisation (MALDI), chemische lonisation unter Atmospharendruck
(APCI) und Elektrosprayionisation (ESI) [161].

In der vorliegenden Arbeit wurde zur lonisation eine ESI-Quelle verwendet. In dieser werden die gelosten
Analyte und Ladungstrager (z.B. Protonen) in einer Kapillare erhitzt, verspritht und das Losungsmittel
durch heike Inertgase verdampft. Dabei schrumpfen die Tropfchen, bis die AbstoBungskrafte der Ladungen
an der Oberfldche zu einer Explosion fiihren und der Vorgang mit den kleineren Tropfchen erneut beginnt.
Letztendlich bleibt im Idealfall nur das ionisierte Molekiil iibrig [166].

Das Ergebnis einer massenspektrometrischen Untersuchung ist das einheitenlose Verhiltnis von Masse
zu Ladung (m/z) eines ionisierten Probenmolekiils. Daraus kann auf die Molmasse geschlossen werden,
indem die aufgegebene Ladung herausgerechnet wird. Dazu muss zuerst ermittelt werden, wieviele La-
dungen auf das Molekiil iibertragen wurden. Aufschluss dariiber gibt der Abstand zwischen den einzelnen
Isotopen, wobei die Ladung der Kehrwert des Abstandes ist [167]. Die Masse des Molekiils kann mit

folgender Formel berechnet werden:
Massesybstanz = (M/Zsubstanz — Anzahl Ladungens,pstanz) * Anzahl Ladungensypstanz

Beispiel: Eine Substanz erzeugt im positiven Modus ein Signal bei m/z = 96. Der Abstand im Spektrum

zwischen dem ersten Peak und dem nachfolgendem lIsotop betrigt m/z = 0,5. Daraus kann gefolgert
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werden, dass die Ladung des Molekiils zwei Protonen betrdgt. Nun kann die resultierende Masse der

Substanz mit 188 g/mol berechnet werden.

Der ionisierte und in die Gasphase iiberfiihrte Analyt wird nun durch elektrische Felder in den Analysator
iberfiihrt, der das Verhéltnis aus Masse zu Ladung bestimmt. Dazu stehen wieder mehrere Techniken zur
Verfiigung, wie z.B. Flugzeitmassenspektrometer (Time of flight, TOF), Quadrupol-Massenspektrometer,
lonenfallen-Massenspektrometer oder Sektorfeld-Massenspektrometer. Werden zwei Massenspektrometer
gekoppelt, so spricht man von Tandemmassenspektrometern (MS/MS). Dabei sind mehrere Kombinatio-
nen moglich, wie z.B. aus zwei TOF-Massenspektrometern, aus zwei Quadrupol-Massenspektrometern
(siehe Abbildung 2.11) oder aus einem Quadrupol und einem TOF Massenspektrometer (QTOF). Um
Aufschluss tiber die Struktur eines Molekiils zu erhalten, kann nun eine Substanz ionisiert und ihr m/z-
Verhiltnis im ersten Massenspektrometer bestimmt werden. AnschlieBend kann sie in der sogenannten
Kollisionszelle fragmentiert und die Verhaltnisse aus Masse zu Ladung der entstandenen Bruchstiicke im

zweiten Massenspektrometer bestimmt werden [166].

lonenquelle Analysator Detektor

Quadrupol 1 Quadrupol 2

]
Spruﬁﬁ e \ D

nebel Kollisionszelle

Abfall

- .
. ) >

Atmospharischer Druck Hochvakuum

Abbildung 2.11: Schema eines Tandem-Massenspektrometer mit ESI und Quadrupolen.

Ein Quadrupol besteht aus vier parallelen Elektroden, wobei die sich gegeniiberliegenden Elektroden
identische, benachbarte Elektroden unterschiedliche Polarisationen aufweisen. Die lonen werden in den
Raum zwischen den Elektroden gelenkt. An den Elektroden liegen variable Hochfrequenz-Wechselspan-
nungen an. Fiir jedes individuelle m/z-Verhiltnis existiert bei konstanter Stromstérke eine Frequenz,
bei welcher die entsprechenden lonen im Quadrupol fokussiert und hindurchgeleitet werden. lonen mit
einem anderen m/z-Verhiltnis werden abgelenkt, bis sie gegen eine Elektrode prallen und dort ihre Ladung
verlieren. Limitiert werden Quadrupole jedoch durch ihren begrenzten Massenbereich. Sie kdnnen lediglich
bis m/z = 4000 arbeiten [161, 166].

Eine Substanz kann jedoch auch nach vorgegebenen Kriterien automatisch fragmentiert werden, wo-

durch im ersten MS eine Substanz (Mutterion) isoliert und im zweiten ein oder mehrere spezifische Frag-
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mente (Tochterionen) detektiert wird. Dadurch ist eine sehr substanzspezifische Messung méglich, die
storendes Hintergrundrauschen minimiert. Diese Technik wird als Multiple Reaction Monitoring (MRM)
bezeichnet (sieche Abbildung 2.12). Dabei ist zu beachten, dass nur die Kombination aus Mutter- und
Tochterion detektiert wird und keinerlei Aussage iiber weitere Substanzen getroffen werden kann. Diese
Kombination aus Mutter- und Tochterion wird als MRM-Ubergang bezeichnet. Andere Substanzen, wie
beispielsweise Komedikationen in einer Blutprobe, kdnnen nicht bestimmt werden [167]. Es gibt noch
eine Reihe weiterer Techniken, wie z.B. Neutral Loss Scan oder Selected lon Monitoring, auf die im
Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht eingegangen wird. Fiir die entwickelte und in dieser Arbeit beschrie-
bene HPLC-MS/MS-Methode wurde ein MS/MS-System mit positiver ESI-Quelle und Quadrupolen im
MRM-Modus verwendet.

Quadrupol 1 Quadrupol 2
o o
: T L
> o ° [+) 6. £ o
v B
o g
Kollisionszelle
A »

Abbildung 2.12: Prinzip einer Multiple Reaction Monitoring (MRM) Messung. In der lonenquelle wird der
zu messende Analyt und drei weitere Substanzen ionisiert. Eine Substanz kann aufgrund
der fehlenden Ladung nicht in den Analysator abgelenkt werden. Im ersten Quadrupol
werden zwei lonen aufgrund des falschen m/z Verhiltnisses aussortiert. In der Kollisions-
zelle wird nur ein Molekiil korrekt fragmentiert. Das nicht fragmentierte lon wird durch
den zweiten Quadrupol aussortiert. Nur die beiden Tochterionen des Analyten gelangen
durch beide Quadrupole zum Detektor.

2.7.2 Analytik des Kynurenin Pathway

Es sind verschiedene Methoden zur Analyse von Tryptophan und seinen Metaboliten publiziert worden.
So wurde mit einer HPLC-Methode und einem elektrochemischen Detektor AA aus Serum und Liquor
cerebrospinalis bestimmt [168]. Die beiden Substanzen AA und 3-HAA wurden gemeinsam aus Dialysaten
von Rattenhirnen mittels HPLC gekoppelt an einen Fluoreszenzdetektor (HPLC-FLD) quantifiziert [169].

Durch Guillemin et al. wurde der Kynurenin Pathway in Astrozyten untersucht [49]. Dazu wurden
parallel mehrere chromatographische Methoden verwendet. Ein Massenspektrometer gekoppelt an einen
Gaschromatographen (GC-MS) wurde zur Messung von Quin und PIC benutzt. Kyn wurde mittels HPLC-
UV bestimmt. Die Analyse von KynA fiihrte die Arbeitsgruppe mit einer HPLC-FLD nach der Methode
von Kapoor et al. [170] und die Analytik von 3-HK mit einem elektrochemischen Detektor gekoppelt an
eine HPLC nach der Methode von Heyes et al. durch [171]. Somit wurden zur Quantifizierung von Quin,
PIC, Kyn, KynA und 3-HK vier unterschiedliche Methoden mit jeweils unterschiedlicher Probenvorbe-

reitung benutzt. Eine solche Aufteilung ist nicht nur zeitaufwdndig und kostenintensiv, die bendtigten
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Probenvolumina kdnnen auch bei vielen klinischen Studien nicht bereitgestellt werden.

Auch Mackay et al. stellten zur Untersuchung des Tryptophanstoffwechsels die Kombination mehre-
rer Methoden vor. Sie verwendeten eine dreifache Proteinféllung mittels Perchlorsdure und analysierten
die Substanzen Trp und Kyn mittels UV- und KynA mittels Fluoreszenzdetektion nach einer isokrati-
schen Trennung. Zur Analyse von 3-HK, 3-HAA und Xan wurde die identische Probe in ein zweites,
unterschiedliches HPLC-System injiziert und durch einen elektrochemischen Detektor, nach isokratischer
Auftrennung der Analyten, bestimmt. Quin wurde durch eine Festphasenextraktion (SPE) aufgereinigt,
mit tert-Butyldimethylsilyl derivatisiert und mittels GC-MS quantifiziert [172].

Zwei getrennte HPLC-Methoden wurden von Kim et al. [173] zur Bestimmung von Trp und Kyn
verwendet. Trp wurde dabei mittels HPLC-FLD nach einer Derivatisierung mit Ortho-Phthaldialdehyd
und online Mikrodialyse detektiert. Zur Bestimmung von Kyn wurden die Plasmaproteine durch Per-
chlorsiurefillung entfernt und der Uberstand mittels HPLC-UV quantifiziert. Trp, Kyn, KynA und 3-HK
wurden von Munipally et al. mit einer HPLC-Methode analysiert und die IDO-Expression mittels semi-
quantitativer Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) bestimmt [174]. Anderungen
der Enzymaktivitdt kdnnen auch durch Anderungen des Verhiltnisses aus Produkt zu Substrat dargestellt
werden, wozu jedoch eine verldssliche Quantifizierungsmethode Voraussetzung ist. Eine weitere HPLC-
Methode mit elektrochemischer Detektion wurde von O'Connor et al. [148] beschrieben. Diese Gruppe
analysierte Trp, Kyn und 5-HIAA aus Plasmaproben und Gehirnhomogenisaten.

In der HPLC und auch in der GC-MS- und HPLC-MS-Analytik wird eine Derivatisierung, also eine
chemische Verdnderung der Probenkomponenten, meist dazu verwendet, um die Empfindlichkeit des
Nachweises zu erhéhen. Teilweise dient die Derivatisierung jedoch auch dazu, eine Substanz iiberhaupt
erst chromatographierbar zu machen [160]. Zur Diagnose der Ahornsirupkrankheit bei neugeborenen
Kindern wurden mehrere Aminosduren mittels GC-MS bestimmt. Dazu wurde die Carboxygruppe mittels
Butanol in Gegenwart von Salzsdure verestert [175]. Diese Methode zur Derivatisierung ist prinzipiell fiir
alle Carbonsauren moglich und wurde in der vorliegenden Arbeit fiir Carbonsauren des Tryptophanstoff-
wechsels optimiert.

Beretta et al. beschrieben eine Probenvorbereitung mittels SPE von KynA und anderen Chinolin Alka-
loiden aus Honig. Die Quantifizierung erfolgte durch eine HPLC gekoppelt an einen Diodenarraydetektor
und einem lonenfallen-Massenspektrometer. Der Gradient besall dabei eine Laufzeit von 60 Minuten
[176].

Eine HPLC-MS-Methode zur Analyse von C13-Isotopen von Trp und Kyn nach einer Derivatisierung mit
Pentafluorobenzylbromid und chemische lonisation (Cl) wurde von Boni et al. beschrieben. Zur chroma-
tographischen Trennung der Substanzen wurde eine Normalphase verwendet [177]. Kiirzlich wurde eine
aus Kernspinresonanz (NMR) und UPLC mit Flugzeitmassenspektrometer (UPLC-QTOF) kombinierte
Messung vorgestellt. Damit wurden eine Vielzahl an Aminos3uren und deren Metabolite, unter anderem
auch Trp, Kyn, KynA, in Urin detektiert. Semiquantitativ konnten hiermit bei Ratten Unterschiede zwi-
schen einer Kontrollgruppe und mittels "unpredictable chronic mild stress” (UCMS) gestressten Tieren
detektiert werden [144].

Im Jahr 2012 wurde eine HPLC-MS/MS-Methode zur Quantifizierung von Trp, Kyn, KynA, AA, 3-
HAA, Quin und PIC aus Rattenplasma vorgestellt [178]. Bei dieser Methode erfolgte die Probenvorbe-
reitung aus 800 pL Plasma durch eine SPE Aufreinigung. Der Gradient hatte eine Laufzeit von zwdlf
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Minuten. Die lonisation mittels ESI erfolgte fiir Quin und PIC im negativen, fiir die iibrigen Substanzen
im positiven Modus.

Eine weitere HPLC-ESI-MS/MS-Methode zur Bestimmung von Trp, Kyn, KynA und Quin aus Plasma
von Schweinen wurde von Wirthgen et al. beschrieben. Zur Probenvorbereitung wurden die Plasmapro-
teine durch Zugabe von Trichloressigsiure gefillt und der Uberstand ohne weitere Schritte zur Reinigung
oder Probenkonzentration analysiert. Die Fallung und die Inkubation mit den internen Standards bend-
tigte zwolf Stunden [70].

Am Klinikum der Universitdit Miinchen wurde im Labor der Psychiatrischen Klinik eine isokratische
HPLC-UV/FLD-Methode zur Bestimmung von Trp, 5-HIAA und Kyn nach einer Probenvorbereitung
mittels SPE verwendet [179]. Diese Methode kann als Ausgangspunkt der in dieser Arbeit beschriebenen
Analysenmethoden gesehen werden. In der Literatur wurde vor dieser Arbeit keine Methode beschrieben,
die in der Lage ist, den gesamten Kynureninstoffwechsel und den serotonergen Arm des Tryptophanstoff-

wechsels zu quantifizieren.
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Der vorliegenden Arbeit lagen mehrere Ziele zugrunde. Als erstes sollte fiir die HPLC-Analytik der Sub-
stanzen Trp, 5-HT, 5-HIAA, Kyn, 3-HK, 3-HAA und KynA die Probenvorbereitung optimiert werden,
um eine gesteigerte Sensitivitdt zu erhalten (sieche Abschnitt 5.1).

Das zweite Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer HPLC-MS/MS-Methode, die im Vergleich zur
etablierten HPLC-Methode folgende Punkte erfiillen sollte: Ein geringeres Probenvolumen bei gleichzeitig
gesteigerter Spezifitdt und Sensitivitat. Eine gesteigerte Anzahl an detektierbaren Analyten pro Analyse,
insbesondere die Bestimmung von Chinolinsdure, war ein wichtiger Schliisselpunkt bei der Methodenent-
wicklung. Die Laufzeiten sollten verkiirzt und die Kosten fiir Verbrauchsmaterialien durch den Einsatz
einer einfachen Probenvorbereitung, wie beispielsweise durch Fallung der Serumproteine oder eine Fliissig-
Flissig-Extraktion, reduziert werden. Der Einsatz dieser HPLC-MS/MS-Methode war fiir die Analyse von
teilweise multizentrischen klinischen Studien geplant. Bei diesen Studien findet die Akquise geeigneter
Probanden teilweise iiber einen sehr langen Zeitraum statt, so dass eine erneute Probengewinnung nicht
moglich ist. Die Vielzahl an Proben pro Studie bedingt eine Probenvorbereitung und Analyse an verschie-
denen Messtagen und durch mehrere Personen, wodurch diverse Fehlerquellen generiert werden. Daher
wurde die enwickelte HPLC-MS/MS-Methode einer umfangreichen Validierung unterzogen. Speziell wur-
de dabei die Reproduzierbarkeit der Probenvorbereitung und der Messung, die Vergleichbarkeit mit der
zuvor etablierten HPLC-Methode und die Stabilitdt der Proben bei unterschiedlichen Lagerbedingungen
untersucht. Neben diesen Punkten wurden die Nachweis- und Bestimmungsgrenze, die Linearitdt und die
aufarbeitungsbedingten Verluste ermittelt.

Das dritte Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung prdanalytischer Einfliisse auf die Analytik des
Tryptophan Metabolismus. Dazu wurde die Moglichkeit zur Bestimmung freier und proteingebundener
Kynurenine, der Einfluss von Nahrungsaufnahme und der Einfluss unterschiedlicher Blutentnahmesysteme
untersucht.

Im Anschluss an diese Versuche wurde die entwickelte HPLC-MS/MS-Methode in praktischen Ver-
suchen eingesetzt. Es wurde der Einfluss von Carbamazepin auf den Tryptophan Metabolismus von
PBMC-Kulturen untersucht, um festzustellen, ob durch Carbamazepin verstdrkt Chinolinsdure gebildet
wird, wie eine Publikation von Ghosh et al. vermuten lieR [180]. Ebenfalls wurde untersucht, ob der
Tryptophanstoffwechsel einem circadianen Rhythmus unterliegt. Dieser Versuch teilte sich in einen in

vivo und einen in vitro Abschnitt auf.
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4 Material und Methoden

4.1 Grundausstattung

4.1.1 Gerdte

Geréatetyp Name Hersteller

Zentrifugen Omnifuge 2.0RS Heraeus
Allegra™ 6R Centrifuge Beckmann
Rotaxia 120R Hettich
miniSpin Eppendorf
Mikro 22R Hettich

Schiittler Thermomixer comfort Eppendorf

Ultraschallbad
pH-Meter
Magnetriihrer
Waagen

Vakuumkonzentrator
Kihlfalle
Vakuumpumpe
Absaugstation
Metallblockthermostat
Brutschrank
Sicherheitswerkbank
Wasserbad

Vortex-Genie 2

8200

pH Level 1
IKAMAG RCT
PL200

M2P

RVC 2-18
CT02-50SR
2c
Laborport
13142
cytoperm 2
Hera safe
Typ 3043

Tabelle 4.1; Verwendete Gerate.

Scientific Industries

Branson
WTW Inolab
IKA

Mettler
Sartorius

Christ

Christ

Vacuumbrand

KNF Neuberger
Liebisch Labortechnik
Heraeus

Heraeus

Kottermann

Des Weiteren wurden Glaswaren und Kleingerdte namhafter Hersteller verwendet, welche dem aktuellen

Laborstandard entsprachen.
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Komponente Name Hersteller
HPLC Saule XBridge C18, 3,5 ym, 4,6 * 150 mm Waters
Vorsdule SecurityGuard C18, 4 * 2 mm Phenomenex
HPLC 2695 Alliance Waters
Saulenofen Jetstream plus Waters

UV Detektor 2487 Dual A Absorbance Detector Waters
Fluoreszenz Detektor 2475 Fluorescence Detector Waters
HPLC-MS/MS-Saule Kinetex XB-C18, 2,6 pm, 2,1 * 150 mm Phenomenex
UPLC-Pumpe Acquity Binary Solvent Manager UPB Waters
UPLC-Probengeber Sample Manager UPA Waters
UPLC-Siulenthermostat  Acquity Column Heater UPH Waters
Massenspektrometer Xevo TQ MS mit ZSpray ESI lonenquelle Waters

Tabelle 4.2: Verwendete HPLC- und HPLC-MS/MS-Komponenten fiir die Bestimmung von Trp und
Metaboliten.

Komponente Name Hersteller
HPLC-Pumpe 515 HPLC Pump Waters
HPLC-Probengeber 717plus Autosampler Waters
S&ulenofen Jetstream plus Waters

UV Detektor 2487 Dual A Absorbance Detector Waters

Tabelle 4.3: Verwendete HPLC-Komponenten fiir die Bestimmung von Carbamazepin und Carba-
mazepinepoxid.

4.1.2 Verwendete Software

Name Hersteller
MassLynx 4.1 Waters
Empower 2 Waters

SPSS 21 IBM

Dintest Version 2004 DE Arvecon GmbH

Excel-Tool Passing-Bablok-Regression ACOMED

Tabelle 4.4: Verwendete Software.
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4.1.3 Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller Bestellnummer
6-Well Platten Nunclon™ Surface Nunc 140675
Amicon 10,000 NMWL Filter Unit Millipore UFC3LGC00
BD Vacutainer Safety-Lok Becton Dickinson 367284

BD Vacutainer, SST Il Advance* Becton Dickinson 366444

BD Vacutainer, K2E (EDTA)* Becton Dickinson 367864

BD Vacutainer, NH (Sodium Heparin)* Becton Dickinson 367876
Deckel Chromacol 11-PEC1
Glaseinsatz 31 * 6 mm VWR 548-0006
Neubauer Zihlkammer, C-Chip Digital Bio DHC-NO1
Pipettenspitzen Mastertips Eppendorf 0030 001.320
Pipettenspitzen 2-200 pL Eppendorf 0030 073.800
Pipettenspitzen 50-1000 pL Eppendorf 0030 073.460
Probenglaser Chromacol 2-RV(A)
Probengldser Total Recovery Waters 186000385c¢
Reagiergefdle 1,5 mL Sarstedt 72.690
ReagiergefaRe 2,0 mL Eppendorf 0030 120.094
S-Monovette (R) EDTA/KE, 7,5 mL Sarstedt 01.1605
S-Monovette (R) Serum, 7,5 mL Sarstedt 01.1601
S-Monovette (R) Serum-Gel, 4,7 mL* Sarstedt 03.1524
Safety-Multifly(R)-Set Sarstedt 85.1638.205
SPE- S&ulen Oasis MCX 3 cc (60 mg) Waters 186000254
Spritzenfilter 0,2 pm, @ 25 mm Nalgene 190-2520
Zellkulturflasche 25cm? PE vented cap Sarstedt 83.1810.002
Zentrifugenrdhrchen 50 mL Sarstedt 62.547.254

Tabelle 4.5;: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

* Die gekennzeichneten Blutentnahmesysteme wurden lediglich fiir Vergleiche unterschiedlicher Systeme

verwendet und nicht zur quantitativen Bestimmung des KP aus Serum.

34



4 Material und Methoden

4.1.4 Chemikalien

Chemikalien Hersteller Bestellnummer
3-Nitro-Tyrosin Sigma N7389
Acetonitril ULC/MS Biosolve 01204102
Acetonitril LiChrosolv Merck 1.00029.
Ameisensdure ULC/MS Biosolve 06914131
Ammoniaklésung 32% Merck 1.05426.
Ammoniumacetat >99.99% Sigma Aldrich 431311-250G
Biocoll Separationslésung Biochrom L6715
Carbamazepine Sigma Aldrich C4024-1G
Carbamazepine-10,11-epoxide Sigma Aldrich C4206-5MG
Dithiothreitol Merck 1.11474.
Ethanol gradient grade Merck 1.11727.
FKS Biochrom S0615
Harnstoff Roth 2317.3
Methanol ULC/MS Biosolve 13684102
Methyltryptophan Aldrich 452483
Natriumdihydrogenohosphat-Monohydrat Merck 1.06346.
Natriumpyruvat 100 mM Biochrom L0473
Natronlauge 0,1 N Merck 1.09141.
PBS Dulbecco w/o Ca%*, w/o Mg+ Biochrom L182-50
Perfluorbuttersdure 98% Aldrich 16,419-4
Phosphorsaure 85% Merck 1.00552.
Salzsdure 0,1 N Merck 1.09060.
Salzsdure endotoxinarm 6 M Merck 1.10164.
Salzsdure 3 N in Butanol Fluka 87472-50ML-F
Trypanblau Fluka 93595

Tabelle 4.6: Verwendete Chemikalien.
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Analyte Hersteller Bestellnummer Lot
3-Hydroxyanthranilic acid Sigma 1448776 087K5010
3-Hydroxy-DL-kynurenine Sigma H1771 027K4034
5-Hydroxyindole-3-acetic acid Sigma H8876 146K1520
5-Hydroxytryptophan Aldrich 107751 1404641
Antranilic acid Sigma 10680 1367436
Kynurenic acid Sigma K3375 029K1297
L-Kynurenine Sigma K8625 027K1100
Picolinic acid Fluka 39245 1283509
Quinaldic acid Fluka 22560 BCBB8834
Quinolinic acid Fluka 22690 1293219
Serotonin hydrochloride Sigma H9523 046K7038
Tryptophan Sigma T-0254 011K0893
Xanthuric acid Aldrich D12,080-4 S73853-259
Deuterierte Analyte Hersteller Bestellnummer Lot
2-Picolinic-d4 acid CDN lsotopes D-5289 X103P1
Kynurenic-d5 acid CDN lIsotopes D-4391 B421P23
L-Tryptophan-d5 CDN lIsotopes D-1522 G368BP24

Tabelle 4.7: Verwendete analytische Reinsubstanzen.

Wasser wurde einem Millipore Milli-Q System mit LC-PAK™ und 0,22 pm Filter taglich frisch entnommen.
Die Namen der verwendeten Analyte sind in Tabelle 4.7 dem Hersteller entsprechend in englischer

Sprache angegeben. Die deutsche Ubersetzung ist dem Abkiirzungsverzeichnis zu entnehmen.

4.1.5 Sonstige Hilfsmittel

Fiir den Versuch zur Bestimmung des Einflusses tryptophanreicher Nahrung wurden Fresubin protein
energy Drinks der Firma Fresenius Kabi (704850S) und 500 mg Tryptophan Filmtablette der Firma
Ratiopharm (L-Tryptophan-ratiopharm 500mg) verwendet.

Fiir den Methodenvergleich zwischen HPLC und HPLC-MS/MS wurde die unter 4.3.1 beschriebene

Probenvorbereitung von Frau Doris Grillitsch durchgefiihrt.

4.2 Reagenzien fiir die HPLC-Analytik

4.2.1 Mobile Phasen und Nadelspiillésungen

Mobile Phase A: 50 mM Natriumdihydrogenhosphat-Monohydrat (6,90 g/L) in Wasser, pH 2,5
mit Phosphorsaure eingestellt.

93 Vol.-% mobile Phase A gemischt mit 7 Vol.-% Ethanol.

70 Vol.-% mobile Phase A gemischt mit 27 Vol.-% Acetonitril (LiChrosolv) und
3 Vol.-% Ethanol.

10 Vol.-% Acetonitril (LiChrosolv) in Wasser.

Mobile Phase B:
Mobile Phase C:

Nadelspiilldsung:

Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.
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4.2.2 Interne Standardlésung (ISTD)

Als interne Standardldsung fiir die HPLC-Analytik wurden je 7,5 pg/mL Methyltryptophan und 3-Nitro-
Tyrosin in Wasser geldst. Die Lagerung erfolgte bis zur Probenvorbereitung bei -20°C in Aliquoten zu je
2,0 mL.

4.2.3 Ammoniumacetatlésung zur Probenvorbereitung

Zur Herstellung einer 0,1 M Ammoniumacetatldsung wurden 771 mg Ammoniumacetat in 100 mL Wasser

geldst. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.

4.2.4 Phosphorsdurelésung zur Probenvorbereitung

Die 1 M Ortho-Phosphorsaure wurde hergestellt, indem 3,378 mL Ortho-Phosphorsdure im Messzylin-
der mit Wasser bis zu einem Gesamtvolumen von 50 mL verdiinnt wurden. Die Lagerung erfolgte bei

Raumtemperatur.

4.2.5 Waschlésung

Als Waschlésung fiir die SPE-S&ulen wurden 0,1 M Salzsaure (1,67 mL der 6 M HCl pro 100 mL) und
50 pg/mL Dithiothreitol in Wasser verwendet. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.

4.2.6 Elutionsldsung

Die Elutionslésung fiir die Probenvorbereitung bestand aus 32 Vol.-% Ethanol, 63 Vol.-% Acetonitril
(LiChrosolv) und 5 Vol.-% Ammoniaklésung 21%. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur fiir maximal

eine Woche.

4.2.7 WiederaufnahmelGsung

Zur Herstellung der Wiederaufnahmeldsung wurden 25 pg/mL Dithiothreitol in Wasser gelost. Die La-
gerung erfolgte bei 5-8°C.

4.2.8 Kalibratoren und Kontrollen fiir die HPLC-Analytik

Zur leichteren Herstellung von Kalibratoren und Kontrollen wurden sechs Spikelsungen hergestellt. Zu-
satzlich wurde ebenfalls eine Losung ohne jeglichen Analyt verwendet (Blank). Serum wurde iiber das
Routinelabor der Psychiatrischen Klinik, bzw. das Institut fiir Laboratoriumsmedizin bezogen. Es wurde
1+1 mit Wasser verdiinnt, mittels Rundfilter filtriert und mit 5 Vol.-% der entsprechenden Spikelésungen
versetzt. Die Lagerung erfolgt in Aliquoten zu je 2,2 mL bei -20°C.

Die absolute Konzentration eines jeden Analyten musste experimentell ermittelt werden, indem in
MassLynx mit den in Tabelle 4.8 angegebenen Konzentrationen eine Regressionsgerade berechnet wurde
(Wichtung 1/x, Ursprung nicht beriicksichtigt). Der Quotient aus Ordinate und Steigung ergab jeweils

den Blindwert der Leermatrix und musste zu jeder zugesetzten Konzentration hinzuaddiert werden. Es ist
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Analytname Level 1 Level 2 Level 3 Level4 Level 5 Level 6
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

3-HAA 3 7 12,5 25 50 100
3-HK 3 7 12,5 25 50 100
5-HIAA 3 7 12,5 25 50 100
5-HT 10 25 50 100 250 500
KynA 3 7 12,5 25 50 100
Kyn 10 25 50 100 250 500
Trp 1000 2000 3000 5000 10000 15000

Tabelle 4.8: Zugesetzte Konzentrationen fiir HPLC-Kalibratoren und HPLC-Kontrollen.

zu beachten, dass dieser Blindwert bei jedem neuen Kalibratorenset und jeder neuen Kontrolle berechnet

werden musste. Die jeweiligen absoluten Konzentrationen sind den Rohdaten zu entnehmen.

4.3 Bestimmung der Kynurenine mittels HPLC

4.3.1 HPLC-Methode zur Quantifizierung von Trp

Die in der Tabelle 4.9 beschriebene HPLC-Methode wurde zur quantitativen Bestimmung von Tryptophan
verwendet. Fiir die Analyte 3-HAA, 3-HK, 5-HIAA, 5-HT, Kyn und KynA wurde die unter dem Punkt
4.3.2 beschriebene HPLC-Methode verwendet.

Laufzeit 6,00 min

Flussrate 1,0 mL/min

Gradient isokratisch (50% A, 50% C)
Injektionsvolumen 0,5 pL

S&ulentemperatur 40°C

Temperatur Probengeber 6°C

UV-Detektion Aus

Fluoreszenzdetektion AEx 280 nm Agm 340 nm

Tabelle 4.9: HPLC-Methode zur Quantifizierung von Trp.

Auswertung

Eine lineare, 1/x gewichtete Auswertung erfolgte in Empower 2. Als ISTD wurde Methyltryptophan fiir

die Auswertung verwendet.
4.3.2 HPLC-Methode zur Quantifizierung von 3-HAA, 3-HK, 5-HIAA, 5-HT, Kyn
und KynA

Die in den Tabellen 4.10 und 4.11 beschriebene HPLC-Methode wurde zur quantitativen Bestimmung
von 3-HAA, 3-HK, 5-HIAA, 5-HT, Kyn und KynA verwendet. Fiir Trp wurde die unter dem Punkt 4.3.1

beschriebene isokratische Methode verwendet.

38



4 Material und Methoden

Laufzeit 26,00 min
Injektionsvolumen 60 pL
Saulentemperatur 40°C
Temperatur Probengeber 6°C
UV-Detektion 330 nm (KynA, 3-HAA)
365 nm (3-HK, Kyn)
Fluoreszenzdetektion Aex 300 nm Agp 340 nm (5-HIAA, 5-HT)

Tabelle 4.10: HPLC-Methode zur Quantifizierung von 3-HAA, 3-HK, 5-HIAA, 5-HT, Kyn und KynA.

Zeit (min) Flussrate (mL/min) % A %B %C %D Kurve

1 INITIAL 1,20 100 0 0 0

2 4,00 1,20 50 50 0 0 6
3 7,00 1,20 50 50 0 0 6
4 15,00 1,20 0 100 O 0 6
5 18,00 1,20 0 100 O 0 6
6 18,10 1,20 0 0 100 O 6
7 22,00 1,20 0 0 100 O 6
8 22,10 1,20 100 0 0 0 6
9 26,0 1,20 100 0 0 0 6

Tabelle 4.11: Gradient der HPLC-Methode zur Quantifizierung von 3-HAA, 3-HK, 5-HIAA, 5-HT, Kyn
und KynA.

Auswertung

Eine lineare, 1/x gewichtete Auswertung erfolgte in Empower 2. Der ISTD Methyltryptophan wurde fiir
die Auswertung von Serotonin und 5-HIAA verwendet. Fiir die iibrigen Analyte wurde 3-Nitro-Tyrosin als
ISTD verwendet.

4.4 Reagenzien fiir die HPLC-MS /MS-Analytik

4.4.1 Mobile Phasen und Waschlésungen
Mobile Phase A: 0,1% Ameisensaure, 0,01% HFBA
Mobile Phase B: Methanol
WWS: 10% ACN

SWS: 50% ACN 50% MeOH

Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.
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4.4.2 Interne Standardlésung (ISTD)

KynA-d5: 500 ng/mL
Trp-d5: 20 pg/mL
Pic-d4: 100 ng/mL

Als interne Standard|6sung fiir die HPLC-MS/MS-Analytik wurden die deuterierten Analyte in der oben
aufgefiihrten Konzentration in Wasser geldst. Vor der Probenvorbereitung wurde diese Ldsung erneut
1:10 mit Wasser verdiinnt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

4.4.3 Additionslésung

3-HAA: 120 ng/mL
5-HIAA: 120 ng/mL
5-HTP: 120 ng/mL

Als Additionslésung wurden die oben aufgefiihrten Analyte in der jeweiligen Konzentration in Wasser
geldst. Die Lagerung erfolgte bei 5-8°C.

4.4.4 Harnstofflésung

Als chaotrophes Reagenz zum L&sen von Proteinbindungen wurde 2,0 M Harnstoff in Wasser verwendet.
Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.

4.4.5 Fillungsmittel

Fallungsmittel 1: Methanol/Ethanol 2/1 v/v

Fillungsmittel 2: ACN

Die Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur.

4.4.6 Wiederaufnahmel6sung underivatisiert

Als Wiederaufnahmeldsung fiir die Probenvorbereitung ohne Derivatisierung wurden 10 Vol.-% mobile

Phase B mit 90 Vol.-% mobile Phase A gemischt. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.

4.4.7 Wiederaufnahmel6sung derivatisiert

Als Wiederaufnahmeldsung fiir die Probenvorbereitung mit Derivatisierung wurden 30 Vol.-% mobile Pha-

se B mit 70 Vol.-% mobile Phase A gemischt. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.
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4.4.8 Kalibratoren und Kontrollen fiir die HPLC-MS/MS-Analytik

Zur leichteren Herstellung von Kalibratoren und Kontrollen wurden sechs Spikelsungen hergestellt. Zu-
satzlich wurde ebenfalls eine Losung ohne jeglichen Analyt verwendet (Blank). Serum wurde iiber das
Routinelabor der Psychiatrischen Klinik, bzw. das Institut fiir Laboratoriumsmedizin bezogen. Es wurde
1+1 mit Wasser verdiinnt, filtriert und mit 5% der entsprechenden Spikelésungen versetzt. Die Lagerung
erfolgt in Aliquoten zu je 1,5 mL fiir die Kalibratoren bzw. 2,2 mL fiir die Kontrollen (Level 3 und 5) bei
-80°C.

Um Konzentrationen an Trp und den Metaboliten aus den Zellkulturversuchen zu bestimmen, wurde
ein Set an Kalibratoren und Kontrollen in RPMI 1640 der Firma Biochrom (1215) verwendet. Die weitere

Vorgehensweise entsprach dem oben aufgefiihrten Prozedere.

Analytname Level 1 Level 2 Level 3 Level4 Level 5 Level 6
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

3-HAA 20 50 75 100 150 200
3-HK 3 7 12,5 25 50 75
5-HIAA 3 7 12,5 25 50 75
5-HTP 5 10 25 50 75 100
AA 20 50 75 100 150 200
KynA 5 10 25 50 75 100
Kyn 50 100 200 300 400 500
Pic 3 7 12,5 25 50 75
QuinaldA 3 7 12,5 25 50 75
Quin 3 7 12,5 25 50 75
5-HT 50 100 200 300 400 500
Trp 1000 2000 3000 5000 10000 15000
Xan 5 10 25 50 75 100

Tabelle 4.12: Zugesetzte Konzentrationen fiir HPLC-MS/MS-Kalibratoren und HPLC-MS/MS-
Kontrollen.

Die absolute Konzentration eines jeden Analyten musste experimentell ermittelt werden, indem in
MassLynx mit den in Tabelle 4.12 angegebenen Konzentrationen eine Regressionsgerade berechnet wurde
(Wichtung 1/x, Ursprung nicht beriicksichtigt). Der Quotient aus Ordinate und Steigung ergab jeweils
den Blindwert der Leermatrix und musste zu jeder zugesetzten Konzentration hinzuaddiert werden. Es ist
zu beachten, dass dieser Blindwert bei jedem neuen Kalibratorenset und jeder neuen Kontrolle berechnet

werden musste. Die jeweiligen absoluten Konzentrationen sind den Rohdaten zu entnehmen.

4.5 Blutentnahme und Gewinnung von Serum

Die Blutentnahmen erfolgten durch medizinisches Personal an der Psychiatrischen Klinik der LMU Miin-
chen. Blut wurde nur freiwilligen, gesunden Probanden ohne jegliche Medikamentierung entnommen.
Dazu wurde mit einem BD Vacutainer Safety-Lok Blutentnahmesystem eine periphere Vene punktiert
und mittels Monovette(R) Serum, 7,5 mL Blut abgenommen. Dies wurde fiir zehn Minuten bei Raumtem-

peratur gelagert und anschlieend fiir sieben Minuten bei 3850 RPM und Raumtemperatur zentrifugiert
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(Rotaxia 120R), mit einer serologischen Pipette in 2,0 mL ReagiergefaRe iiberfiihrt. Entsprechend des
Versuchsplans wurde das Serum entweder unmittelbar weiterverarbeitet oder bei -20°C bis zur Analyse

gelagert.

4.6 Quantitative Bestimmung von Carbamazepin und

Carbamazepinepoxid

Fiir die quantitative Bestimmung der Wirkstoffe Carbamazepin und Carbamazepinepoxid aus den Zell-
kulturiiberstanden wurde der zertifizierte Kit 22000/HR der Firma Chromsystems verwendet. In diesem
Kit waren alle Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und die entsprechende HPLC-S3ule enthalten. Der Kit
ist im TDM Labor der Psychiatrischen Klinik iiber Jahre im Einsatz gewesen und ist dort dokumentiert.

Die Probenvorbereitung und die Analytik erfolgten entsprechend der mitgelieferten Arbeitsanweisung.

Hersteller Bestellnummer Lot
Kalibrator Chromsystems 22005/HR 0411
Kontrolle Chromsystems 0160 0411
Kontrolle Chromsystems 0170 0411
Kontrolle Chromsystems 0080 1411
Kontrolle Chromsystems 0064/1 1911
Kontrolle Chromsystems 0064/2 1911

Tabelle 4.13: Kalibrator und Kontrollen fiir die Bestimmung von Carbamazepin und Carbamazepinepoxid.

4.7 Reagenzien fiir die Zellkultur

Alle Zellkulturmedien basieren auf RPMI 1640 w/o Phenolrot der Firma Biochrom (FG1275). Die Me-
dien wurden unter der Sicherheitswerkbank steril hergestellt und bis zur weiteren Verwendung bei 5-8°C
gelagert. Vor der Verwendung in der Zellkultur wurde jedes Medium im Wasserbad auf 37°C angewdrmt.

4.7.1 Serum

Am 5.02.2013 wurde drei Spendern jeweils vierfach 7,5 mL Blut abgenommen (Monovette(R) Serum)
und nach zehn Minuten fiir sieben Minuten bei 3850 RPM und Raumtemperatur zentrifugiert (Rotaxia
120R). Das gewonnene Serum wurde bei 56°C fiir 30 Minuten im Wasserbad inaktiviert.

4.7.2 Medium |

500 mL RPMI Medium wurden mit fiinf mL der Natriumpyruvatlosung versetzt. Dies entsprach einer

Konzentration von 1 mM Natriumpyruvat.

4.7.3 Medium Il

Je Spender wurden 10 mL Serum mit 90 mL Medium | gemischt. Dies entspricht 10 Vol.-% Humanserum

im Medium 1.
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4.7.4 Medium Il + Carbamazepin

Es wurde eine Carbamazepinlésung hergestellt, indem 5,0 mg Carbamazepin eingewogen und in 2,5 mL
40 Vol-% EtOH und 60 Vol.-% Wasser geldst wurden. Dies entsprach einer Konzentration von 2,0 mg/mL.
Die Lésung wurde bis zur weiteren Verwendung bei 5-8°C gelagert und unmittelbar vor der Verwendung
mittels Spritzenfilter steril filtriert. 25,0 mL Medium Il wurden mit 125 pL der Carbamazepinldsung

versetzt. Dies entsprach einer Konzentration von 10 pg/mL Carbamazepin in dem fertigen Medium.

4.7.5 Medium Il + Carbamazepinepoxid

Es wurde eine Carbamazepinepoxidlosung hergestellt, indem 1,0 mg Carbamazepinepoxid eingewogen
und in 0,5 mL 40 Vol-% EtOH und 60 Vol.-% Wasser geldst wurden. Dies entsprach einer Konzentration
von 2,0 mg/mL. Die Lésung wurde bis zur weiteren Verwendung bei 5-8°C gelagert und unmittelbar vor
der Verwendung mittels Spritzenfilter steril filtriert. 25,0 mL Medium Il wurden mit 62,5 pL der Carba-
mazepinepoxidldsung versetzt. Dies entsprach einer Konzentration von 5 pg/mL Carbamazepinepoxid in

dem fertigen Medium.

4.7.6 Medium Il + Kontrolle

Als Kontrolllésung wurde eine Mischung aus 40 Vol-% EtOH und 60 Vol.-% Wasser verwendet. Wie
die wirkstoffhaltigen Lésungen wurde die Kontrollldsung bis zur weiteren Verwendung bei 5-8°C gelagert
und unmittelbar vor der Verwendung mittels Spritzenfilter steril filtriert. 25,0 mL Medium Il wurden mit
125 pL Kontrollldsung versetzt. Die drei Medien mit den beiden Wirkstoffen und der Kontrolle wurden
fiir jedes der drei unterschiedlichen Medien Il hergestellt. Somit wurden insgesamt neun unterschiedliche

Medien Il fiir die Zellkultur verwendet. Die Herstellung erfolgte unmittelbar vor dem Beginn der Zellkultur.

4.7.7 Medium Il Circadian

Es wurden 180 mL Medium | mit 20 mL FKS gemischt. Dies entsprach 10 Vol.-% Serum im Medium II.

4.7.8 Medium Il LPS

1,0 mg LPS wurden in 1,0 mL Wasser geldst und mittel Spritzenfilter steril filtriert. 50 mL Medium Il Cir-
cadian wurden mit 25 pL LPS-LOsung versetzt. Dies entsprach einer Konzentration von 0,5 ug/mL LPS
in dem fertigen Medium.

4.8 Statistik

Die massenspektrometrischen Daten wurden in MassLynx 4.1 und die HPLC-Daten in Empower 2 erho-
ben. Die statistische Auswertung erfolgte mit den Programmen SPSS und ACOMED. In SPSS wurden
die Korrelation nach Pearson bestimmt. Je nach Anwendung wurde ebenfalls mittels SPSS ein t-Test
oder eine einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni als Posthoc-Test durchgefiihrt. Passing-Bablok Regressi-
onsgeraden [181] wurden in dem Programm ACOMED erstellt.
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5.1 Probenvorbereitung fiir die HPLC-Analytik mittels
Dual-Load-SPE

Das erste Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Probenvorbereitung zur quantitativen Bestim-
mung von Tryptophan, Serotonin, 5-Hydroxyindolessigsdure, Kynurenin, 3-Hydroxykynurenin, 3-Hydroxy-
anthranilsdure und Kynureninsdure mittels HPLC-UV und HPLC-FLD. Dazu wurde die von uns als Dual-
Load-SPE bezeichnete Methode zur Probenvorbereitung entwickelt (siehe Abbildung 5.1). Nachfolgend
wird das Verfahren beschrieben, die benétigten Reagenzien sind dem Abschnitt 4.2 zu entnehmen.

Die benétigte Anzahl an S&ulen zur Festphasenextraktion wird auf die Absaugstation gesteckt und
beschriftet. Zur Vorbereitung (Aquilibrierung) werden jeweils 1,0 mL Acetonitril, 1,0 mL Ethanol und
1,0 mL Wasser aufgetragen und gewartet, bis das jeweilige Losemittel vollstandig durch die Saule gelaufen

ist.

1.0 mL Serum Waschlésung Elutionslésung

+ 500 uL Puffer 2x1.0mL 3.0mL

+ISTD \
g Durchfluss € E
i |+ HsPO, g !
g A g g

— =

Eindampfen
und in 100 pL
l6sen

Abbildung 5.1: Probenvorbereitung fiir die HPLC: Dual-Load-SPE.

Parallel werden zur Probenvorbereitung jeweils 1,0 mL Kalibrator, Kontrolle oder Probe mit 0,5 mL
Ammoniumacetatlésung und 150 pL ISTD gemischt (siehe Abschnitt 4.2) und fiir fiinf Minuten bei
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Raumtemperatur inkubiert. Die vorbereiteten Proben werden anschlieRend auf die dquilibrierten SPE-
Siulen aufgegeben (siehe Abschnitt 4.1.3), der Durchfluss mit beschrifteten Glasrohrchen aufgefangen
und mit 150 pL Phosphorsdurelosung gemischt (Vortex) und erneut aufgetragen. Der Durchfluss wird
diesmal verworfen. Nach dem zweiten Auftragen werden die Sdulen trocken gesaugt, zweifach mit 1,0 mL
Waschlosung gespiilt und erneut trocken gesaugt. Um sicherzugehen, dass keine restliche Waschldsung in
den SPE-S3ulen enthalten ist, wird diese in 15 mL Polipropylenvials umgesteckt und mit 1000 RPM fiir
ca. zwei Minuten zentrifugiert (Allegra™ 6R Centrifuge). Die SPE-S3ulen werden wieder auf die Absaug-
station gesteckt und die entsprechende Anzahl an Glasréhrchen in das Auffanggestell gestellt. Mit 3,0 mL
Elutionslésung werden die Analyte von den SPE-Siulen eluiert und bei 70°C im Metallblockthermostat,
unter einem konstanten Stickstoffstrom, bis zur Trockne eingedampft, in 100 uL Wiederaufnahmelsung
geldst, in Probenglaser (Total Recovery) tiberfiihrt und analysiert. Jede Probe wird doppelt injiziert und
mit zwei unterschiedlichen Methoden analysiert, um zum einen Trp (siehe Abschnitt 4.3.1) und zum
anderen die Kynurenine zu detektieren (siehe Abschnitt 4.3.2).

Im Vergleich mit der bisherigen Methode [179] konnte eine Steigerung der Signalintensitaten um bis
zu 237% beobachtet werden (siehe Tabelle 5.1). Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu ermitteln,
wurde eine Probe sechsfach aufgearbeitet und analysiert. Dabei wurde ein maximaler Variationskoeffizient

von 10% berechnet.

Analyt  Steigerung (%) VK (%)
5-HIAA 21 6
KynA 27 3
3-HK 99 7
Kyn 172 2
Trp 221 2
3-HAA 237 3
5-HT 0 10

Tabelle 5.1: Steigerung der Signalintensitdt durch die Probenvorbereitung mittels Dual-Load-SPE und
Variationskoeffizienten (n = 6).

5.2 HPLC-MS/MS-Methoden

Nachfolgend wird die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte HPLC-MS/MS-Methode zur quantitativen Be-
stimmung von Anthranilsdure, 3-Hydroxyanthranilsdure, Chinolin-2-Carboxylsdure, Serotonin, Kynurenin-
sdure, 5-Hydroxyindolessigsdure, Tryptophan, Xanthurinsdure, Kynurenin, 5-Hydroxytryptophan, Picolin-
saure, Chinolinsdure und 3-Hydroxykynurenin beschrieben. Die genaue Zusammensetzung und Herstellung

der verwendeten Reagenzien ist im Abschnitt 5.2 beschrieben.

5.2.1 Probenvorbereitung fiir die HPLC-MS/MS-Analytik

Zur Probenvorbereitung werden jeweils 300 pL Kalibrator, Kontrolle oder Probe mit 50 yL 2 M Harnstoff-
|6sung, 50 puL ISTD und 50 pL Additionslsung gemischt (siehe Abschnitt 4.4) und fiir fiinf Minuten mit
1400 RPM bei 23°C geschiittelt (Thermomixer comfort). AnschlieBend werden 150 pL Fallungsmittel 1
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hinzu pipettiert und fiinf Minuten mit 1400 RPM bei 23°C geschiittelt. Nachdem 800 pL Fallungsmit-
tel 2 zugesetzt wurden, wird erneut mit 1400 RPM bei 23°C geschiittelt und fiir zehn Minuten mit
14000 RPM bei 4°C abzentrifugiert (Mikro 22R). Je Probe werden zweimal 600 pL Fillungsiiberstand
in zwei 1,5 mL ReagiergefaRe tiberfiihrt und bei 60°C fiir 3,5 Stunden im Vakuumkonzentrator (Christ)
evaporiert.

Ein Aliquot wird mit 50 pL "Wiederaufnahmeldsung underivatisiert” rekonstituiert, in Probengliser mit
Glaseinsatz iiberfiihrt und analysiert. Das zweite Aliquot wird in 200 pL HCl/Butanol geldst und fiir
60 Minuten bei 90°C im Schiittler derivatisiert (1400 RPM) und anschlieBend bei 60°C fiir eine Stunde
im Vakuumkonzentrator evaporiert. AnschlieRend wird die Probe in 50 pL "Wiederaufnahmel6sung deri-
vatisiert” geldst, in Probengldser mit Glaseinsatz iiberfiihrt und analysiert. Die Probenvorbereitung ist in

der Tabelle 5.2 zusammengefasst.

300 uL Probe
+ 50 pL 2 M Harnstofflgsung
+ 50 pL ISTD

+ 50 pL AdditionslGsung — 5 Minuten schiitteln bei RT
+ 150 pL Fallungsmittel 1 — 5 Minuten schiitteln bei RT
+ 800 pL Fallungsmittel 2 — 5 Minuten schiitteln bei RT
10 Minuten bei 4°C zentrifugieren
2 * 600 pL Fillungsiiberstand abnehmen
in 2 1,5 mL ReagiergefaBe iiberfiihren — 3,5 h bei 60°C evaporieren

1. Aligout + 50 pL Wiederaufnahmeldsung underivatisiert —  underivatisierte Analyse

2. Aliquot + 200 pL HCl/Butanol — 60 Minuten schiitteln bei 90°C
1 h bei 60°C evaporieren
+ 50 pL Wiederaufnahmeldsung derivatisiert —  derivatisierte Analyse

Tabelle 5.2: Probenvorbereitung fiir die HPLC-MS/MS-Analytik.

Abbildung 5.2 A zeigt exemplarisch die Derivatisierung von Picolinsiure. In Gegenwart von Salzsdure
wird unter Abspaltung von Wasser aus Picolinsdure und Butanol ein Butylester gebildet. Dadurch wird
zum einen die Molekiilmasse erhdht, zum anderen verdndern sich aber auch die chromatographischen
Eigenschaften. Durch die Seitenkette wird das Molekiil deutlich unpolarer und dadurch starker auf der
verwendeten Umkehrphasensiule (Kinetex XB-C18, 2,6 ym, 2,1 * 150 mm, Phenomenex) retardiert.
Chinolinsédure ist eine Dicarbonsdure und kann daher auch zweifach verestert werden (siehe Abbildung
5.2 B). Um eine vollstindige Reaktion zu erzielen, wurden die Reaktionstemperatur und Reaktionszeit
optimiert und eine optimale Dauer von 60 Minuten bei einer optimalen Temperatur von 90°C ermittelt.
Nicht bei allen Substanzen ist eine Derivatisierung zur Quantifizierung mdglich. So kann 5-HT aufgrund
der fehlenden Carbonsiure nicht verestert werden. Die Substanzen 5-HTP und 5-HIAA kdnnen zwar
aufgrund ihrer chemischen Struktur derivatisiert werden, jedoch kann der Ester nicht reproduzierbar

nachgewiesen werden.
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Abbildung 5.2: A: Derivatisierung am Beispiel der Picolinsdure. Unter Abspaltung von Wasser wird in
Gegenwart von Salzsdure aus Picolinsdure und Butanol bei 90°C ein Butylster gebildet.
B: Chinolinsdure ist eine Dicarbonsdure und kann daher auch einen Dibutylester bilden.

5.2.2 MS Tunepage Parameter

Die Parameter fiir die Tunepage, d.h. die substanzunabhingigen Parameter der lonenquelle, wurden ma-

nuell ermittelt. Dabei haben insbesondere die Parameter "Capillary Voltage”, "Desolvation Temperature”

und "Desolvation Gas Flow” einen erheblichen Einfluss auf die Signalintensitat. Letztendlich stellen alle

Parameter einen Kompromiss dar, da sie allgemeingiiltig fiir alle Analyte ermittelt werden mussten.

Polarity ES+ Gas On MSMS Mode Entrance 0.50
Calibration Static 2 Gas On MSMS Mode Exit 0.50
Capillary (kV) 1.00 Gas Off MSMS Mode Entrance 30.00
Extractor (V) 3.00 Gas Off MSMS Mode Exit 30.00
Source Temperature (°C) 150 ScanWave MSMS Mode Entrance 0.50
Desolvation Temperature (°C) 650 ScanWave MSMS Mode Exit 0.50
Cone Gas Flow (L/Hr) OFF LM 2 Resolution 2.9
Desolvation Gas Flow (L/Hr) 1200 HM 2 Resolution 14.6
Collision Gas Flow (mL/Min)  0.15 lon Energy 2 0.8
LM 1 Resolution 2.9 Gain 1.00
HM 1 Resolution 14.5 Multiplier 514.53

Tabelle 5.3: Substanzunabhangige Parameter der lonenquelle.
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5.2.3 UPLC-Methode underivatisiert

Fiir die underivatisierte Analyse wird eine Kinetex XB-C18 Umkehrphasensdule mit 2,6 ym Partikeln,
2,1 mm Innendurchmesser und 150 mm Lange der Firma Phenomenex verwendet. Fiir die Analyse der
underivatisierten Substanzen sind die Parameter der UPLC-Pumpe in Tabelle 5.6, der Gradient in Tabelle
5.4 und die Einstellungen des automatischen Probengebers in der Tabelle 5.5 aufgefiihrt.

Zeit (min) Flussrate (mL/min) % A %B Kurve

1 INITIAL 0,25 90 10

2 1,00 0,25 90 10 6
3 4,00 0,25 60 40 6
4 4,50 0,25 60 40 6
5 4,51 0,25 5 95 6
6 6,00 0,50 5 95 6
7 6,25 0,50 5 95 6
8 6,26 0,50 90 10 6
9 7,50 0,50 90 10 6
10 7,51 0,25 90 10 6

Tabelle 5.4: Gradient der UPLC-Pumpe zur Analyse der underivatisierten Substanzen.

Run Time 1,00 min

Load Ahead Enabled

Loop Option Partial Loop With Needle Overfill
Loop Offline Disable

Weak Wash Solvent Name 10% ACN

Weak Wash Volume 600 pL

Strong Wash Solvent Name 50% ACN 50% MeOH
Strong Wash Volume 200 pL

Target Column Temperature 30,0°C

Column Temperature Alarm Band 5,0°C

Target Sample Temperature 6,0°C

Sample Temperature Alarm Band 5,0°C

Full Loop Overfill Factor Automatic

Syringe Draw Rate Automatic

Needle Placement 3.0

Pre-Aspirate Air Gap 1,0

Post-Aspirate Air Gap 1,0

Needle Overfill Flush 3,0

Sample Loop Size 10,0

Injection Volume (pl) 7,50

Tabelle 5.5: Parameter des Probengebers zur Analyse der underivatisierten Substanzen.
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Run Time 8,00 min
Low Pressure Limit 0 bar

High Pressure Limit 1034,2 bar
Seal Wash 5,0 min

Tabelle 5.6: Parameter der UPLC-Pumpe zur Analyse der underivatisierten Substanzen.

5.2.4 MS/MS-Methode underivatisiert

Fiir alle Analyte wurde die Scanzeit mittels der Option "Auto Dwell” festgelegt und fiir die Bestimmung

der einzelnen Substanzen ein Zeitfenster definiert, um eine mdglichst lange "Dwell Time" zu erhalten.

# Compound Parent m/z Daughter m/z Cone (V) Collision (V) Rt (min)
1 AA 138,11 92,10 12 20 5,45
1 AA 138,11 120,06 12 10 5,45
2 3-HAA 154,11 80,10 12 24 4,26
2 3-HAA 154,11 136,03 12 16 4,26
3 QuinaldA 174,14 128,10 16 22 4,98
3 QuinaldA 174,14 156,20 16 12 4,98
4 5-HT 177,11 132,17 12 20 4,40
4 5-HT 177,11 160,06 12 12 4,40
5 KynA 190,07 116,12 24 30 4,95
5 KynA 190,07 144,06 24 18 4,95
6 5-HIAA 192,08 91,09 16 30 4,69
6 5-HIAA 192,08 118,26 16 26 4,69
7 KynA-d5 195,14 121,20 18 30 4,93
7 KynA-d5 195,14 149,21 18 18 4,93
7 KynA-d5 195,14 177,21 18 12 4,93
8 Trp 205,07 118,03 12 26 5,33
8 Trp 205,07 146,04 12 18 5,33
9 Xan 206,07 132,08 18 26 4,87
9 Xan 206,17 160,09 18 20 4,87
10 Kyn 209,12 94,09 12 14 4,43
10 Kyn 209,12 192,05 12 8 4,43
11  Trp-d5 210,21 122,23 12 26 5,31
11  Trp-d5 210,21 150,24 12 18 5,31
11  Trp-d5 210,21 210,21 12 10 5,31
12 5-HTrp 221,20 162,15 12 20 4,18
12 5-HTrp 221,20 204,40 12 11 4,18
13 3-HK 225,11 162,10 14 18 3,16
13 3-HK 225,11 208,07 14 10 3,16

Tabelle 5.7: MRM-Uberginge und MS/MS-Parameter fiir die underivatisierte Analytik.
In der Software wurde festgelegt, dass je Peak zwdlf Datenpunkte aufgenommen werden sollen. Je

Analyt wurde der signalstirkere MRM-Ubergang zur Quantifizierung und der zweite MRM-Ubergang
zur Qualifizierung verwendet. Die Optimierung der Uberginge erfolgte zunichst automatisch, wurde
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spater jedoch manuell Gberpriift und gegebenenfalls korrigiert. Die substanzspezifischen Parameter der
MS/MS-Methode sind in Tabelle 5.7 aufgelistet.

5.2.5 UPLC-Methode derivatisiert

Wie bereits fiir die Analyse der underivatisierten Analyte wurde auch fiir die Analyse der derivatisierten
Substanzen eine Kinetex XB-C18 Umkehrphasensidule mit 2,6 ym Partikeln, 2,1 mm Innendurchmesser
und 150 mm Lange der Firma Phenomenex verwendet. Fiir die Analyse der derivatisierten Substanzen sind
die Einstellungen des automatischen Probengebers in der Tabelle 5.8, die Parameter der UPLC-Pumpe
in Tabelle 5.9 und der Gradient in Tabelle 5.10 aufgefiihrt.

Run Time 1,00 min

Load Ahead Enabled

Loop Option Partial Loop With Needle Overfill
Loop Offline Disable

Weak Wash Solvent Name 10% ACN

Weak Wash Volume 600 pL

Strong Wash Solvent Name 50% ACN 50% MeOH
Strong Wash Volume 200 pL

Target Column Temperature 30,0°C

Column Temperature Alarm Band 5,0°C

Target Sample Temperature 6,0°C

Sample Temperature Alarm Band 5,0°C

Full Loop Overfill Factor Automatic

Syringe Draw Rate Automatic

Needle Placement 3,0

Pre-Aspirate Air Gap 1,0

Post-Aspirate Air Gap 1,0

Needle Overfill Flush 3,0

Sample Loop Size 10,0

Injection Volume (pl) 7,50

Tabelle 5.8: Parameter des Probengebers zur Analyse der derivatisierten Substanzen.

Run Time 8,50 min
Low Pressure Limit 0 bar

High Pressure Limit 1034,2 bar
Seal Wash 5,0 min

Tabelle 5.9: Parameter der UPLC-Pumpe zur Analyse der derivatisierten Substanzen.
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Zeit (min) Flussrate (mL/min) % A %B Kurve

1 INITIAL 0,25 70 30

2 1,00 0,25 70 30 6
3 5,00 0,25 25 75 6
4 5,10 0,25 5 95 6
5 7,00 0,25 5 95 6
6 7,01 0,50 5 95 6
7 7,50 0,50 5 95 6
8 7,51 0,50 70 30 6
9 8,00 0,50 70 30 6
10 8,01 0,25 70 30 6

Tabelle 5.10: Gradient der UPLC-Pumpe zur Analyse der derivatisierten Substanzen.

5.2.6 MS/MS-Methode derivatisiert

Fiir alle Analyte wurde die Scanzeit mittels der Option "Auto Dwell” festgelegt und fiir die Bestimmung der
einzelnen Substanzen ein Zeitfenster definiert, um eine moglichst lange "Dwell Time” zu erhalten. In der
Software wurde festgelegt, dass je Peak zwdlf Datenpunkte aufgenommen werden sollen. Je Analyt wurde
der signalstirkere MRM-Ubergang zur Quantifizierung und der zweite MRM-Ubergang zur Qualifizierung
verwendet. Die Optimierung der Uberginge erfolgte zunichst automatisch, wurde spiter jedoch manuell
berpriift und gegebenenfalls korrigiert. Die substanzspezifischen Parameter der MS/MS-Methode sind
in Tabelle 5.11 aufgelistet.
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# Compound Name Parent m/z Daughter m/z  Cone (V) Collision (V) Rt (min)
1  Pic-butylester 180,13 106,09 14 18 5,99
1 Pic-butylester 180,13 124,07 14 10 5,99
2 Pic-d4-butylester 184,13 110,10 14 18 5,96
2 Pic-d4-butylester 184,13 28,07 14 10 5,96
3 AA-butylester 194,10 92,07 12 28 6,79
3 AA-butylester 194,10 120,09 12 10 6,79
4 3-HAA-butylester 210,14 108,05 12 26 6,65
4 3-HAA-butylester 210,14 136,07 12 14 6,65
5 QuinaldA-butylester 230,12 128,04 20 22 6,78
5  QuinaldA-butylester 230,12 156,04 20 16 6,78
6  KynA-butylester 246,14 144,07 20 26 6,39
6  KynA-butylester 246,14 190,05 20 14 6,39
7 KynA-d5-butylester 251,23 149,26 22 24 6,38
7 KynA-d5-butylester 251,23 177,26 22 18 6,38
7 KynA-d5-butylester 251,23 195,29 22 14 6,38
8  Trp-butylester 261,20 132,14 14 28 5,45
8  Trp-butylester 261,20 24419 14 12 5,45
9  Xan-butylester 262,12 132,08 22 36 6,501
9  Xan-butylester 262,12 160,02 22 26 6,51
10  Kyn-butylester 265,18 118,08 14 26 4,45
10  Kyn-butylester 265,18 136,12 14 18 4,45
11  Quin-2-butylester 280,18 78,06 16 32 6,78
11 Quin-2-butylester 280,18 149,99 16 14 6,78
12 3-HK-butylester 281,18 152,08 16 16 4,67
12 3-HK-butylester 281,18 264,12 16 10 4,67

Tabelle 5.11: MRM-Uberginge und MS/MS-Parameter fiir die derivatisierte Analytik.

5.2.7 Auswertung

Fiir alle Versuche wurde, soweit nicht anders erwdhnt, eine lineare, 1/x gewichtete Auswertung, bei
welcher die Regressionsgerade nicht durch den Ursprung gezwungen wurde (Exclude), in dem Mass-
Lynx Unterprogramm TargetLynx verwendet. Es wurden jeweils die Peakflichen beider MRM-Uberginge
addiert.
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5.3 Validierung der HPLC-MS/MS-Methoden

5.3.1 Reproduzierbarkeit des HPLC-MS/MS-Systems

Beliebige derivatisierte und underivatisierte Proben aus vorherigen Versuchen wurden gemischt und je-
weils 25-fach analysiert (siehe Abschnitt 5.2). Jede Probe wurde dabei als Standard definiert und jedem
Analyten die fiktive Konzentration 1 zugeordnet. Unter Beriicksichtigung des jeweiligen internen Stan-
dards wurden die Daten ausgewertet, eine Regelkarte erstellt und der entsprechende Variationskoeffizient
berechnet.

In nachfolgender Tabelle 5.12 sind die Variationskoeffizienten der einzelnen Analyte aufgefiihrt.

Analyt VK (%) Analyt VK (%)

AA 4,3 AA-but 4,6

3-HAA 5,6 3-HAA-but 1,5

QuinaldA 3,6 QuinaldA-but 2,0

5-HT 7,0

KynA 3,1 KynA-but 15

5-HIAA 8,0

Trp 3,8 Trp-but 1,2

Xan 4.8 Xan-but 1,4

Kyn 41 Kyn-but 1,3

5-HTP 5.3

3-HK 4.4 3-HK-but 1,9
Pic-but 1,9
Quin-but 2,7

Tabelle 5.12: Reproduzierbarkeit des LC-MS/MS-Systems. Auf der linken Seite sind die Variationskoef-
fizienten (VK) fiir 25 identische underivatisierte, auf der rechten Seite fiir 25 identische
derivatisierte Analysen aufgelistet.

Bei den in SPSS erstellten Regelkarten werden Punkte hervorgehoben, welche um mehr als +/- 3
Sigma vom Mittelwert abweichen, wenn sechs Punkte in einer Reihe einen Aufwérts- oder Abwartstrend
darstellen, oder acht Punkte iiber oder unter dem Mittelwert liegen. Die so hervorgehobenen Messwerte
wurden lberpriift. In Abbildung 5.3 werden exemplarisch die Regelkarten fir AA, 3-HAA und Quin-
butylester dargestellt.
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Abbildung 5.3: Reproduzierbarkeit des LC-MS/MS-Systems. A: Keine Regelverletzung bei AA. B: Regel-
verletzung bei 3-HAA. Mehr als acht aufeinander folgende Punkte befinden sich {iber dem
Mittelwert, bzw. mehr als drei Sigma kleiner als der Mittelwert. C: Regelverletzung bei
Quin-butylester. Der erste Punkt ist um mehr als drei Sigma kleiner als der Mittelwert und
acht aufeinander folgende Punkte befinden sich iiber oder unter dem Mittelwert. D: Keine
Regelverletzung bei Quin-butylester, wenn die ersten fiinf Injektionen zum Aquilibrieren
verwendet und daher aus der Darstellung entfernt werden.

Regelverletzungen wurden fiir folgende Substanzen festgestellt: 3-HAA (acht aufeinander folgende
Punkte liegen iiber der Mittellinie; ein Punkt ist um mehr als drei Sigma kleiner als der Mittelwert), 3-
HAA-butylester (ein Punkt ist um mehr als drei Sigma kleiner als der Mittelwert), Xan-butylester (mehr
als drei Sigma groBer als der Mittelwert) und Quin-butylester (ein Punkt um mehr als drei Sigma kleiner
als der Mittelwert). Wenn die ersten fiinf Injektionen zum Aquilibrieren verwendet und daher aus der

Darstellung entfernt werden, sind keine Regelverletzungen mehr vorhanden.

5.3.2 Optimale Derivatisierungsdauer und Derivatisierbarkeit des internen
Standards Trp-d5

Im Zuge der Methodenentwicklung wurde festgestellt, dass der interne Standard Trp-d5 nach der De-
rivatisierung lediglich zu einem sehr schwachen Signal fiihrte oder teilweise gar nicht detektierbar war.

Um den Einfluss der Derivatisierung zu iiberpriifen, wurde eine Serumprobe aus dem TDM Labor der
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Psychiatrischen Klinik mehrfach aufgearbeitet und dabei die Derivatisierungsdauer in Schritten von je
zehn Minuten bis maximal 60 Minuten variiert. AnschlieBend wurden alle Proben gleichzeitig evaporiert,
rekonstituiert und analysiert, wie in Tabelle 5.2 beschrieben wurde. Die Auswertung erfolgte in MassLynx
und die exportierten Daten wurden in Excel graphisch aufgearbeitet. Beispielhaft ist in Abbildung 5.4 der
Einfluss der Derivatisierungsdauer auf Tryptophan dargestellt.
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Abbildung 5.4: Einfluss der Derivatisierungsdauer auf die Signalintensitdt von Trp. Nach 40 Minuten wird
ein Plateau erreicht und die Signale steigen nicht weiter an.
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Abbildung 5.5: Einfluss der Derivatisierungsdauer auf die Signalintensitit des internen Standards Trp-d5.

Die Resultate zeigen eindeutig, dass eine Derivatisierungsdauer fiir alle Analyte, mit Ausnahme des
internen Standards Trp-d5, von mindestens 40 Minuten bei einer Derivatisierungstemperatur von 90°C
Pflicht ist. Danach erreichen die gemessenen Peakflachen ein Plateau. Die optimale Reaktionszeit wird auf
60 Minuten festgelegt (vergleiche Abschnitt 5.2). Nach dieser Zeit sind die Schwankungen deutlich kleiner
und eventuelle Fehlerquellen, wie z.B. ein nicht optimal vorgewarmter Heizblock, werden ausgeglichen.
Eine optimale Reaktion ist vor allem fiir Chinolinsdure wichtig (vergleiche Abbildung 5.2), da diese

Substanz eine Dicarbonsadure ist und zweifach verestert werden muss. Bei einer zu geringen Temperatur,

55



5 Ergebnisse

oder zu kurzer Reaktionszeit, wird Chinolinsdure nicht optimal umgesetzt und liegt teilweise als einfacher
Butylester vor.

Anders sieht dies jedoch fiir die Substanz Trp-d5 aus (siehe Abbildung 5.5). Sie zeigt einen deutlichen
Signalabfall mit langerer Derivatisierungsdauer. Dass bei 0 Minuten ein Signal zu erkennen ist, liegt daran,
dass die Derivatisierungsreaktion wahrend des Evaporierens bei 60°C stattfand. Der interne Standard Trp-

d5 kann somit nicht fiir die Auswertung herangezogen werden.

5.3.3 Reproduzierbarkeit

Zur Reproduzierbarkeitsiiberpriifung der Methode und zur Ermittlung der Schwankungen zwischen ein-
zelnen Messtagen wurden die Kalibratoren 0 bis 6 je einfach, die Kontrollen 3 und 5 je fiinffach an fiinf

unterschiedlichen Tagen aufgearbeitet und analysiert (Inter-Assay Reproduzierbarkeit - sieche Abschnitt

5.2).
Level 3 AA 3-HAA QuinaldA 5HT Kynd 5-HIAA Trp Xan Kyn 5HTP 3-HK
Wittelwert 81.3 247 13.0 254 313 396 12644 63.0 292 50.8 151
Standardabweichung 6.3 0l 03 14 1.0 34 446 06 9 2,6 18
VK 1% 4.6% 2.6% 5.6% 3.1% 8.7% 3.5% 1.0% 32% 5.2% 11.9%
Sollwert 84.1 256 135 244 316 40.1 13000 66.0 307 49.7 15,5
Abweichung 34% 3.4% 3T% 4.1% 1.1% 1.3% 27% 4.6% 4.9% 2.3% 26%
Level 4 AA 3-HAA QuinaldA 5-HT KynA 5-HIAA Trp Xan Kyn 5-HTP 3-HK
Mittelwert 114 296 257 356 57.6 534 15183 923 404 774 207
Standardabweichung 4 15 1.0 28 1.9 4.8 449 23 18 3.8 13
VK 3.6% 5.1% 4.0% 8.0% 3.3% 9.0% 3.0% 2.5% 44% 4.9% 4.4%
Sollwert 109 281 26,0 344 56.6 52.6 15000 91.0 407 747 280
Abweichung 41% 5.5% 1.0% 3.6% 1.8% 1.5% 1.2% 1.5% 0.6% 3.6% 6.0%
Level 5 AA 3-HAA QuinaldA 5-HT KynA 5-HIAA Trp Xan Kyn 5-HTP 3-HK
Wittelwert 150 3 51.0 437 62.2 78.6 19975 116 515 99.7 547
Standardabweichung 6 12 14 24 1.6 4.5 543 2 20 4.0 24
VK 4.0% 3.8% 2.7% 55% 1.9% 57% 2.7% 1.6% 3.9% 4.0% 4.4%
Sollwert 159 3N 51.0 444 81.6 776 20000 116 507 99.7 53.0
Abweichung 5.8% 2.9% 0.1% 1.6% 0.7% 1.3% 0.1% 0.4% 1,6% 0.0% 3.3%
Level 3 Picb AA-b  3-HAA-b QuinaldA-b  KynA-b Trp-b Xan-b Kyn-b Quin-b 3-HK-b
Mittelwert 19.2 84.8 941 129 317 13152 241 376 476 16.1
Standardabweichung 06 41 6.4 1.0 20 485 0.6 10 16 1,2
VK 3.0% 4.8% 6.9% 8.1% 6.3% 37% 2.4% 2.6% 3.3% 7.3%
Sallwert 19.6 84.1 99.3 135 325 13000 26.3 394 473 15.5
Abweichung 2.3% 0.9% 5.2% 4.5% 24% 1.2% §.4% 4.6% 0.6% 3.6%
Level 4 Pic-b AA-b  3-HAA-b QuinaldA-b  KynA-b Trp-b Xan-b Kyn-b Quin-b 3-HK-b
Mittelwert 348 m 127 265 58.6 15804 516 513 639 291
Standardabweichung 14 6 5 0.6 14 588 15 18 2.0 09
VK 4.0% 56% 4.0% 23% 24% 37% 3.0% 3.5% 3% 32%
Sallwert 321 109 124 26,0 57,5 15000 813 494 59.5 28.0
Abweichung 8.3% 1.5% 1.9% 1.7% 1.9% 54% 0.5% 3.9% 6.8% 4.0%
Level 5 Pic-b AA-b  3-HAA-b QuinaldA-b  KynA-b Trp-b Xan-b Kyn-b Quin-b 3-HK-b
Mittetwert 58.0 164 w7 523 8258 20323 774 584 86.2 52,7
Standardabweichung 1.8 6 8 08 1.7 423 1.1 25 13 32
VK 31% 34% 4.5% 1,6% 21% 21% 1.5% 4.3% 15% 6.0%
Sollwert 71 159 174 51.0 825 20000 76.3 594 848 53.0
Abweichung 1.5% 3.3% 1.7% 25% 0.0% 1.6% 1.5% 1.7% 1.6% 0.6%

Tabelle 5.13: Ergebnisse der Untersuchung zur Intra-Assay Reproduzierbarkeit. Das underivatisierte 3-HK
besitzt beim Level 3 den groten VK mit 11,9%. Die iibrigen VKs sind alle kleiner als 10%.
Die Abweichungen vom Sollwert betragen maximal 8,5% (Xan-b; Level 3).

Am ersten Tag wurde ebenfalls noch die Kontrolle 4 fiinffach aufgearbeitet und der Blindwert bestimmt.
Mit den Blindwerten des Leerserums und den zugesetzten Konzentrationen der einzelnen Kalibratoren und
Kontrollen konnten deren tatsdchliche Werte festgelegt werden. Am zweiten Tag wurde die Kontrolle 5

insgesamt zehnfach als Intra-Assay aufgearbeitet und analysiert. Genauso wurde mit der Kontrolle 3 am
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dritten Tag und mit der Kontrolle 4 am vierten Tag verfahren. Die Daten wurden mittels MassLynx aus-
gewertet, exportiert und in Excel die Variationskoeffizienten der Intra-Assay Reproduzierbarkeit (n = 10)
und der Inter-Assay Reproduzierbarkeit (n = 5 * 5) berechnet. Die Ergebnisse befinden sich in den beiden
nachfolgenden Tabellen 5.13 und 5.14.

Level 3 Al J-HAA QuinaldA 5HT KynA 5-HIAA Trp Xan Kyn 5HTP JHK
Mittelwert 80.8 255 132 242 308 40.6 12981 634 295 48.5 16.0
Standardabweichung 52 20 0.6 20 1.4 47 653 1,2 18 3.0 1.8
VK 6.4% 7.9% 4.5% 5.3% 4.7% 11.5% 5.0% 1.6% 6.2% 6.2% 11.3%
Sollwert 841 256 13.5 244 31.6 401 13000 66.0 307 49.7 15.5
Abweichung 3.9% 0.5% 2.0% 0.9% 2.6% 1.3% 0.1% 4.0% 3.7% 24% 3.0%
Level 5 Al J-HAA QuinaldA 5-HT KynA 5-HIAA Trp Xan Kyn 5-HTP 3-HK
Mittelwert 163 336 519 449 83.3 80.5 20408 119 a1 103.3 545
Standardabweichung 12 14 21 34 3.7 50 807 3 30 5.0 5.0
VK 7.6% 4.3% 4.0% 7.5% 4.4% 6.2% 4.0% 2.6% 5.9% 4.9% 9.2%
Sollwert 159 N 51.0 444 61.6 77.6 20000 116 507 99.7 53.0
Abweichung 2.7% 1.5% 1.6% 1.2% 2.0% 3.8% 2.0% 2.7% 0.9% 3.6% 2.6%
Level 3 Pic-b AAL  3-HAA-b QuinaldA-b  KynA-b Trp-b Xan-b Kyn-b Quin-b 3-HK-b
Mittelwert 19.9 46.4 98.8 134 326 13359 241 382 475 15.8
Standardabweichung 1.1 34 6.0 0.8 1,7 757 1.0 27 23 i
VK 5.6% 4.0% 6.1% 6.1% 5.2% 5.7% 4.1% 7.2% 4.8% 6.9%
Sollwert 19.6 441 99.3 13.5 325 13000 26.3 394 473 15.5
Abweichung 1.3% 2.8% 0.5% 0.9% 0.3% 2.8% 8.3% 3% 0.4% 2.2%
Level 5 Pic-b AAbL  3-HAA-b QuinaldA-b  KynA-b Trp-b Xanb Kyn-b Quin-b 3-HK-b
Mittelwert 56.8 159 183 51:3 §5.1 20186 75.0 599 54.4 54,7
Standardabweichung 31 11 10 1.9 23 930 55 38 5.5 5.1
VK 5.5% 7.2% 5.2% 3.6% 2.7% 4.6% T4% 6.3% 6.5% 9.3%
Sollwert 571 159 174 51.0 82.5 20000 76.3 594 84.8 53.0
Abweichung 0.6% 0.3% 5.0% 0.5% 3% 0.9% 1,7% 0.9% 0.5% 3.2%

Tabelle 5.14: Ergebnisse der Untersuchung zur Inter-Assay Reproduzierbarkeit. Die underivatisierten Ana-
lyte 3-HK und 5-HIAA besitzen beim Level 3 die groften VKs mit 11,3% und 11,5%. Die
ibrigen VKs sind alle kleiner als 10%. Die Abweichungen vom Sollwert betragen maximal
8,3% (Xan-b; Level 3).

Die Ergebnisse wurden als Boxplot-Diagramm dargestellt (sieche Abbildung 5.6 und 5.7) und nach Auf-
filligkeiten, wie z.B. eine vermehrte Anzahl an harten oder weichen Ausreillern, liberpriift. In Abbildung
5.6 ist zu erkennen, dass innerhalb der Untersuchungen zur Intra-Assay Reproduzierbarkeit fiir QuinaldA
keine Ausreiller beobachtet wurden. Fiir Xan sind zwei weiche AusreiBer hervorgehoben. 3-HK zeigt nach
der Veresterung (3-HK-b) eine deutlich geringere Streuung. Daher sollte 3-HK als Butylester analysiert
werden.

Die Abbildung 5.7 zeigt die exemplarischen Ergebnisse der Inter-Assay Reproduzierbarkeitsuntersuchung
als Boxplots. 5-HIAA besitzt zwar den groten VK (11,5%), jedoch sind nur zwei weiche Ausreiler
festgestellt worden. Underivatisiertes 3-HK zeigt, wie auch bei der Intra-Assay Reproduzierbarkeit, eine
starke Streuung, welche durch einzelne Ausreier erklart werden kann. Dass die Derivatisierung generell
reproduzierbar ist, kann der Darstellung des derivatisierten Kynurenins (Kyn-b) entnommen werden.
Hingegen besitzt die derivatisierte 3-Hydroxyanthranilsdure (3-HAA-b) einige starke Ausreifer, weshalb

sich eine Analyse im derivatisierten Zustand nicht empfiehlt.
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Abbildung 5.6: Intra-Assay Reproduzierbarkeit. Exemplarisch sind die Ergebnisse fiir underivatisierte

QuinaldA und 3-HK, sowie derivatisierte Xan und 3-HK als Boxplot abgebildet. Weiche
AusreiBer sind dabei als Kringel und harte als Sterne dargestellt.
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Abbildung 5.7: Inter-Assay Reproduzierbarkeit. Exemplarisch sind die Ergebnisse fiir underivatisierte 5-

HIAA und 3-HK, sowie derivatisierte KynA und 3-HAA als Boxplot abgebildet. Weiche
Ausreiler sind dabei als Kringel und harte als Sterne dargestellt.
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5.3.4 Stabilitdt der Serumproben

Die Stabilitdt der Serumproben wurde durch Lagerung der Kontrolle 4 bei unterschiedlichen Tempe-
raturen iiberpriift. Es wurden Kontrollen bei -20°C im Tiefkiihler, bei 5-8°C im Kiihlschrank und bei
Raumtemperatur fiir unterschiedliche Zeitraume eingelagert. Bis zum Zeitpunkt der Einlagerung bei der
jeweiligen Temperatur und anschlieBend bis zum Zeitpunkt der Probenmessung, wurden die gestress-
ten Serumproben und die Referenzproben bei -80°C gelagert. Jede Lagerbedingung wurde als Duplikat
untersucht, die Probenvorbereitung und Analyse erfolgte wie unter 5.2 beschrieben.

Bei jeder Lagertemperatur wurde die Kontrolle 4 fiir einen, zwei, drei, vier und sieben Tage eingelagert.
Des Weiteren wurden bei -20°C Kontrollen fiir zwei, drei und vier Wochen eingelagert. Auch wurde ein
Paar der Kontrolle einem fiinffachen Gefrierzyklus unterzogen. Die Probe wurde dazu bei Raumtemperatur
aufgetaut und erneut bis zum nachsten Tag bei -20°C eingefroren.

Es wurde vorab festgelegt, dass die Proben nur bis zu dem Tag als stabil gelten, an dem letztmalig alle

Analyte um weniger als 10% auf- oder abgebaut wurden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.15 aufgelistet.

Analyt -20°C 5-8°C  Raumtemp. Analyt -20°C 5-8°C  Raumtemp.
AA 4 Wochen 7 Tage 3 Tage AA-b 4 Wochen 7 Tage 3 Tage
3-HAA 4 Wochen 4 Tage 2 Tage 3-Haa-b 4 Wochen 7 Tage 3 Tage
QuinaldA 4 Wochen 7 Tage 7 Tage QuinaldA-b 4 Wochen 7 Tage 7 Tage
5-HT 4 Wochen 7 Tage 7 Tage
KynA 4 Wochen 7 Tage 4 Tage KynA-b 4 Wochen 7 Tage 4 Tage
5-HIAA 4 Wochen 7 Tage 7 Tage
Trp 4 Wochen 7 Tage 4 Tage Trp-b 4 Wochen 7 Tage 3 Tage
Xan 4 Wochen 7 Tage 7 Tage Xan-b 4 Wochen 7 Tage 3 Tage
Kyn 4 Wochen 7 Tage 4 Tage Kyn-b 4 Wochen 7 Tage 4 Tage
5-HTP 4 Wochen 7 Tage 7 Tage
3-HK 4 Wochen 7 Tage 3 Tage 3-HK-b 4 Wochen 7 Tage 3 Tage

Pic-b 4 Wochen 7 Tage 4 Tage
Quin-b 4 Wochen 7 Tage 7 Tage

Tabelle 5.15: Stabilitdt der Analyte im Serum.

Bei -20°C sind alle Analyte mindestens vier Wochen stabil. Aufgrund der Instabilitat von 3-HAA kdnnen
Serumproben im Kiihlschrank maximal vier Tage und bei Raumtemperatur maximal zwei Tage gelagert

werden. Alle Analyte sind fiir mindestens fiinf Gefrierzyklen stabil.

5.3.5 Stabilitdt aufgearbeiteter Serumproben

Durch diesen Versuch wurde die maximale Lagerdauer der aufgearbeiteten Serumproben festgelegt. Dazu
wurde die Kontrolle 4 32-fach aufgearbeitet (sieche Abschnitt 5.2), gemischt und bei -20°C im Tiefkiih-
ler, bei 5-8°C im Kiihlschrank und bei Raumtemperatur eingelagert. Bis zum Zeitpunkt der Einlagerung
bei der jeweiligen Temperatur und anschlieBend bis zum Zeitpunkt der Probenmessung wurden die auf-
gearbeiteten Serumproben und die Referenzproben bei -80°C gelagert. Jede Lagerbedingung wurde als
Duplikat untersucht.
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Bei -20°C wurden aufgearbeitete Proben fiir einen, zwei, drei, vier und sieben Tage, sowie zwei und
drei Wochen gelagert. Im Kiihlschrank wurden die aufgearbeiteten Proben fiir einen, zwei, drei und vier
Tage eingelagert. Bei Raumtemperatur wurden die aufgearbeiteten Proben lediglich fiir maximal drei
Tage eingelagert.

Auch wurde ein Paar der aufgearbeiteten Probe einem fiinffachen Gefrierzyklus unterzogen. Die aufge-
arbeitete Probe wurde dazu bei Raumtemperatur aufgetaut und erneut bis zum nichsten Tag bei -20°C
eingefroren.

Es wurde vorab festgelegt, dass die aufgearbeiteten Proben nur bis zu dem Tag als stabil gelten, an
dem letztmalig alle Analyte um weniger als 10% auf- oder abgebaut wurden. Die Ergebnisse sind der

Tabelle 5.16 zu entnehmen.

Analyt -20°C 5-8°C  Raumtemp. Analyt -20°C 5-8°C  Raumtemp.
AA 3 Wochen 4 Tage 3 Tage AA-b 3 Wochen 4 Tage 3 Tage
3-HAA 3 Wochen 1 Tag instabil 3-Haa-b 3 Wochen 4 Tage 1 Tag
QuinaldA 3 Wochen 4 Tage 3 Tage QuinaldA-b 3 Wochen 4 Tage 3 Tage
5-HT 3 Wochen 4 Tage 3 Tage
KynA 3 Wochen 4 Tage 3 Tage KynA-b 3 Wochen 4 Tage 3 Tage
5-HIAA 3 Wochen 1 Tag instabil
Trp 3 Wochen 4 Tage 3 Tage Trp-b 3 Wochen 4 Tage 3 Tage
Xan 3 Wochen 4 Tage 3 Tage Xan-b 3 Wochen 4 Tage 3 Tage
Kyn 3 Wochen 4 Tage 3 Tage Kyn-b 3 Wochen 4 Tage 1 Tag
5-HTP 3 Wochen 4 Tage 3 Tage
3-HK 3 Wochen 1 Tag instabil 3-HK-b 3 Wochen 1 Tag instabil

Pic-b 3 Wochen 4 Tage 3 Tage
Quin-b 3 Wochen 4 Tage 2 Tage

Tabelle 5.16: Stabilitdt der Analyte in aufgearbeiteten Proben.

Werden die aufgearbeiteten Serumproben bei -20°C gelagert, so sind alle Analyte mindestens drei Wo-
chen stabil. Im Kiihlschrank und im gekiihlten Probengeber kénnen die aufgearbeiteten Proben maximal
einen Tag gelagert werden, danach ist der Abbau von 3-HAA, 5-HIAA und 3-HK zu groB. Bei Raumtem-
peratur muss eine Lagerung ausgeschlossen werden, da mehrere Analyte nur fiir wenige Stunden stabil
sind. Alle Analyte konnen jedoch mindestens fiinffach eingefroren und wieder aufgetaut werden, ohne

dass es zu einem Verlust kommt.

5.3.6 Stabilitdt der internen Standards

Die Stabilitdt der internen Standards wurde untersucht, indem Aliquote der internen StandardlGsung
(sieche Abschnitt 4.4.2) zu je 50 pL bei -20°C im Tiefkiihler, bei 5-8°C im Kiihlschrank und bei Raum-
temperatur eingelagert wurden. Bis zum Zeitpunkt der Einlagerung bei der jeweiligen Temperatur und
anschlieBend bis zum Zeitpunkt der Probenmessung wurden die ISTDs und die Referenzldsung bei -80°C
gelagert. Jede Lagerbedingung wurde als Duplikat untersucht.

Bei jeder Lagertemperatur wurden die ISTDs fiir einen, zwei, drei, vier und sieben Tage eingelagert.
Des Weiteren wurde bei -20°C ISTD fiir zwei, drei und vier Wochen eingelagert. Auch wurden die ISTDs
einem fiinffachen Gefrierzyklus unterzogen. Die jeweiligen Aliquote wurden dazu bei Raumtemperatur
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aufgetaut und erneut bis zum nichsten Tag bei -20°C eingefroren.

Zur Messung der unterschiedlich gelagerten ISTDs wurde jedem Aliquot 50 pL einer wassrigen L&-
sung bestehend aus Tryptophan (2 pg/mL), Kynureninsdure (50 ng/mL) und Picolinsdure (10 ng/mL)
zugesetzt. AnschlieRend wurde jede Probe doppelt analysiert (siehe Abschnitt 5.2).

Zur Auswertung wurden dabei lediglich die I\/IRM—Ubergéinge fiir Pic, Pic-d4, KynA, KynA-d5, Trp und
Trp-d5 in MassLynx n3her betrachtet. Es wurde jeweils der Quotient aus deuteriertem zu undeuteriertem
Analyt gebildet und anschlieRend die belasteten internen Standardlésungen mit den Referenzproben ver-
glichen. Fiir diesen Versuch wurde also die Funktion der deuterierten ISTDs und undeuterierten Analyte
getauscht; die undeuterierten Analyte dienten diesmal als "interne Standards” zum Ausgleich geratespe-
zifischer Messschwankungen. Vorab wurde festgelegt, dass die internen Standards nur bis zu dem Tag
als stabil gelten, an dem letztmalig alle Analyte um weniger als 10% auf- oder abgebaut wurden. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 5.17 aufgelistet.

ISTD -20°C 5-8°C  Raumtemp.
Pic-d4 3 Wochen 7 Tage 7 Tage
KynA-d5 3 Wochen 7 Tage 7 Tage
Trp-d5 3 Wochen 7 Tage 4 Tage

Tabelle 5.17: Stabilitdt der internen Standardlésung.

Bei -20°C sind alle deuterierten internen Standards mindestens drei Wochen und im Kiihlschrank
mindestens eine Woche stabil. Bei Raumtemperatur wird Trp-d5 nach vier Tagen deutlich abgebaut.
Dies deckt sich mit den Erkenntnissen aus dem Abschnitt 5.3.2, in welchem festgestellt wurde, dass
Trp-d5 im Zuge der Derivatisierung innerhalb weniger Minuten nahezu ginzlich abgebaut wird. Alle

deuterierten internen Standards sind fiir mindestens fiinf Gefrierzyklen stabil.

5.3.7 Linearitdt, Bestimmungsgrenze, Nachweisgrenze

Zur Bestimmung der analytischen Grenzwerte wurden die Kalibratoren 0 bis 5 je vierfach aufgearbeitet
und doppelt analysiert (siche Abschnitt 5.2). Diese begrenzte Anzahl ergibt sich aus der Mdglichkeit,
maximal 24 Proben gleichzeitig im Heizblock derivatisieren zu kdnnen.

Die in MassLynx ausgewerteten Daten wurden exportiert, mit dem Programm Dintest Version 2004 DE
(sieche Abschnitt 4.1.2) gemaR der DIN 320645 die Linearitat tberpriift, sowie die Bestimmungsgrenze,
die Erfassungsgrenze und die Nachweisgrenze berechnet. Als Parameter wurden dabei eine Ergebnisunsi-
cherheit von 50% und eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 3% festgelegt.

An dieser Stelle ist die Nachweisgrenze als der kleinste Messwert definiert, welcher vom Blindwert
mit einer vorgegebenen Sicherheit unterschieden werden kann. Wenn eine Probe exakt diesen Gehalt
des Analyten enthilt, ist der konkrete Messwert in 50% der Fille kleiner als die Nachweisgrenze (B-
Fehler = 50%). Wenn die Messwerte einer Analyse im Bereich der Nachweisgrenze liegen, ist der Analyt
mit einer vorgegebenen Sicherheit von beispielsweise 99% und einer damit verbundenen Unsicherheit von
1% (o - Fehler) vorhanden. Die Erfassungsgrenze entspricht dem zweifachen der Nachweisgrenze. Es wird

die Anwesenheit des Analyten im Konzentrationsbereich der Bestimmungsgrenze (BG) vorausgesetzt. Die
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Kalibrationsgerade wird von einem Vertrauensband (VB) umschlossen, wodurch der Bestimmungsfehler
berechnet werden kann. Es gilt nun BG = k * VB (wobei k die relative Ergebnisunsicherheit ist). Die
Bestimmungsgrenze ist nun als die Konzentration definiert, bei der der relative Fehler erstmals die vor-
gegebene Schranke der Ergebnisunsicherheit unterschreitet [182, 183]. In Abbildung 5.8 sind die beiden

Formeln zur Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen dargestellt.

1 1 X2
XNGZSxO*tf,a*\/m+n+ Ox
1 1 XBa — X )?
XBG:k*SIO*%*\/++(BGM>
: m.n Qx

Abbildung 5.8: Formeln zur Bestimmung der Nachweisgrenze (NG) und der Bestimmungsgrenze (BG)
nach DIN 320645.
k: relative Ergebnisunsicherheit, sx,: Verfahrensstandardabweichung. t¢ o: Quantil der t-
Verteilung, m: Anzahl der Messungen, n: Anzahl der Kalibrationspunkte, X: Konzentration
X, Xar: Mittelwert der Kalibratorkonzentration, Qx:Summe der Abweichungsquadrate

Die Ergebnisse des Versuchs sind in Tabelle 5.18 aufgelistet.

Mit dem Programm Dintest Version 2004 DE wird ebenfalls ein statistischer Test auf Linearitdt nach
Mandel durchgefiihrt. Dieser Test bestimmt, ob das lineare oder das quadratische Regressionsmodell fiir
den vorliegenden Untersuchungsfall anzunehmen ist. Bei der Linearitatsiiberpriifung wurde festgestellt,
dass Tryptophan nur bis 15 pug/mL linear ist. Fiir Xanthurinsaure ist das lineare Regressionsmodell nicht

geeignet, sondern ein quadratisches.

under. 3-HAA 3-HK AA Kyn KynA QuinaldA Trp Xan 5-HIAA 5-HT 5-HTP

NG 3,3 0,9 10,0 359 23 2,0 1.834 1,8 3,2 30,0 3,8
EG 6,6 1,8 20,0 71,8 47 4.0 3.669 3,7 6,3 59,9 7.5
BG 8,3 2,3 225 77,7 5,6 4,8 3.388 4.5 7.2 66,8 8,7
Linear Ja Ja Ja Ja Ja Ja bis 15.000 Nein Ja Ja Ja
der.  3-HAA-b 3-HK-b AA-b Kyn-b KynA-b QuinaldA-b  Trp-b Xan-b Pic-b  Quin-b
NG 20,6 0,8 15,9 9,6 4,4 0,5 793 4,4 3,8 6,7
EG 41,2 1,6 31,7 19,2 8,8 0,9 1585 8,8 7,6 13,4
BG 41,3 2,0 36,5 239 10,1 1,2 1.780 10,3 8,4 13,6
Linear Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja

Tabelle 5.18: Nachweisgrenzen (NG), Erfassungsgrenzen (EG) und Bestimmungsgrenzen (BG). Alle An-
gaben in ng/mL.
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5.3.8 Methodenvergleich zwischen HPLC und HPLC-MS/MS

In diesem Experiment wurden Daten ermittelt, um die neu entwickelte HPLC-MS/MS-Analysemethoden
(siehe Abschnitt 5.2) mit der in Anwendung befindlichen HPLC-Methode (sieche Abschnitte 5.1) zu
vergleichen. Dies war methodenbedingt jedoch nur fiir die Analyte Trp, 5-HIAA, 5-HT, KynA, Kyn und
3-HK maoglich.

Als Ausgangsmaterial wurden mehrere Serumproben (Restmaterial) aus dem TDM Labor der Psychi-
atrischen Klinik verwendet. Diese Seren wurden teilweise mit unterschiedlichen Spikelosungen versetzt,
wodurch 30 individuelle Proben entstanden. Alle Seren wurden verblindet randomisiert, nummeriert und
anschlieBend jeweis fiir die HPLC und die HPLC-MS/MS aufgearbeitet und analysiert. Zur Auswertung
wurde die parametrische Korrelation nach Pearson bestimmt. Des Weiteren wurde fiir jede Substanz eine

Passing-Bablok Regressionsgerade erstellt.

Korrelation nach Pearson
HPLC / und. HPLC / der. der. / und.

Trp 0,891** 0,867** 0,867**
5-HIAA 0,952** - -
5-HT 0,875** ---- ----
KynA 0,971** 0,961** 0,989**
3-HK 0,966** 0,887** 0,847**
Kyn 0,973** 0,962** 0,958**

Tabelle 5.19: Korrelation nach Pearson. Test fiir die Analysen mittels HPLC, HPLC-MS/MS underivati-
siert (und.) und HPLC-MS/MS derivatisiert (der.). N jeweils 30.
** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

Im Vergleich zwischen HPLC und HPLC-MS/MS underivatisiert, HPLC und HPLC-MS/MS derivati-
siert, bzw. HPLC-MS/MS underivatisiert und HPLC-MS/MS derivatisiert korrelieren alle Analyte hoch-
signifikant.

HPLC / und. HPLC / der.
Steigung Ordinate Steigung Ordinate
Trp 1,12 4159 0,95 4813
5-HIAA 0,86 24,4 ---- ----
5-HT 1,15 44,2 N -
KynA 2,76 0,31* 2,78 0,38*
3-HK 0,64 0,44%* 0,94 3,39*
Kyn 0,97 -0,64* 1,22 12,5%*

Tabelle 5.20: Methodenvergleich nach Passing-Bablok fiir die Analysen mittels HPLC, HPLC-MS/MS
underivatisiert (und.) und HPLC-MS/MS derivatisiert (der.). N jeweils 30.
*Nullpunkt liegt im 95%-Vertrauensintervall.

Beim Vergleich von Trp wird mit der HPLC-MS/MS-Methode 4,2 pg/mL zu hoch gemessen (siehe

auch Tabelle 5.20). Dies liegt entweder daran, dass bei einem der beiden Kalibratorsets der Blindwert
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ungenau bestimmt wurde, oder bei der HPLC-Analyse das Signal durch eine konstante StérgroRe iiberla-
gert ist. Das gleiche Problem wird fiir 5-HIAA und 5-HT festgestellt. 3-HK muss derivatisiert gemessen
werden, da die Steigung beim Vergleich von HPLC und HPLC-MS/MS underivatisiert mit 0,64 deutlich
abweicht vom geforderten optimalen Wert. Eine optimale Ubereinstimmung ist bei 1,00 gegeben. Es wer-
den Abweichungen von 0,15 akzeptiert. Im Gegensatz dazu sollte Kyn underivatisiert gemessen werden.
Bei den beiden Korrelationsgeraden von KynA wird der Ursprung jeweils vom 95%-Vertrauensintervall
umschlossen. Jedoch ist die Steigung mit 2,76 bzw. 2,78 deutlich zu hoch. Dies deutet auf einen sys-
tematischen Fehler bei der Herstellung der Kalibratorsets hin. Entweder wurde bei der Einwaage der
Kalibratoren fiir die HPLC-MS/MS-Analyse zu wenig, oder bei der Einwaage der Kalibratoren fiir die
HPLC zu viel eingewogen. Eine dritte Mdglichkeit ist, dass die HPLC-Signale durch eine Uberlagerung
gestort sind. Diese Uberlagerung kann jedoch nicht konstant sein, da sonst die Steigungen gleich eins

und die Ordinaten deutlich groRer waren.

5.3.9 Aufarbeitungsbedingte Verluste

Um die aufarbeitungsbedingten Verluste zu ermitteln, wurden zehn Seren (Set A) mit 5% einer Spike-
|6sung Level 3 versetzt und aufgearbeitet (siehe 5.2). Als Referenz wurde parallel Serum aufgearbeitet
und anschlieBend so mit Spikeldsung Level 3 versetzt, dass theoretisch die gleiche Konzentration vorliegt
(Set B). Die Unterschiede sind ein MaR fiir die aufarbeitungsbedingten Verluste.
Mittels t-Test wurde gepriift, ob ein Unterschied zwischen den beiden Probensets vorliegt und dieser
in Prozent berechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.21 aufgelistet.
Mittelwert Set A — Mittelwert Set B

Aufarbeitungsbedingte Verluste (%) = Viticlwert Set B x 100
ittelwert Se

Die berechneten Werte sind negativ, wenn die Signale im Set A niedriger sind als im Set B. Durch die
Aufarbeitung kommt es also zu einem Substanzverlust. Sind die Werte jedoch positiv, so ist das mittlere
Signal aus Set B kleiner als jenes aus Set A. Dies erscheint auf den ersten Blick unlogisch, kann jedoch
durch drei Mdglichkeiten begriindet werden:

1. Der interne Standard unterliegt einem Verlust, wodurch der Quotient aus Analyt und internem
Standard fiir Set A groRer ist als der fiir Set B.

2. Die Messungen und Probenvorbereitungen unterliegen gewissen Schwankungen, wodurch die be-

rechneten Werte nicht signifikant, bzw. kleiner als 10% und damit vernachldssigbar sind.

3. Es besteht ein Loslichkeitsproblem, wodurch die Signale im Set B kleiner sind (Bsp.: Proteine

dienten als Losungsvermittler und fehlen nun nach der Fallung).

Wie aus Tabelle 5.21 ersichtlich, unterliegen die Substanzen AA, 3-HK, KynA und Trp weder undeu-
teriert noch deuteriert aufarbeitungsbedingten Verlusten. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen Set A und Set B berechnet werden. Auch sind die aufarbeitungsbedingten Verluste deutlich
kleiner als 10%. Im Zuge der Aufarbeitung erfahren diese Analyte keine nennenswerte Verluste. Xanthurin-

saure zeigt underivatisiert keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Sets. Derivatisiert ist der
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Verlust (-3,6%) zwar signifikant, jedoch vernachlissigbar gering. QuinaldA und Kyn zeigen derivatisiert
keinen signifikanten Unterschied. Underivatisiert sind die Unterschiede (3,5% und 8,1%) hingegen signifi-
kant. Gleiches gilt fiir die beiden Analyte 5-HIAA und 5-HTP, welche nur underivatisiert gemessen werden
konnen. Quin und Pic kdnnen nur derivatisiert gemessen werden. Die beiden Substanzen zeigen hoch-

und hochstsignifikante Verluste von -6,9 und -7,4%. Diese Verluste sind jedoch immer noch vertretbar.

T df Sig. Aufarbeitungsbedingte

(2-seitig) Verluste
3-HAA 4,263 19 0,000 *rx 25,5%
(alternativ) (-0,969) (0,345) (-2,7%)
3-HK 0,755 19 0,460 2,6%
5-HIAA 3,268 19 0,004 *x 7,1
5-HT 3,728 19 0,001 *x 11,1
(alternativ) (1,310) (0,206) (5,5%)
5-HTP 0,592 19 0,000 *rx 1,4%
AA 0,273 19 0,788 0,7%
Kyn 6,561 19 0,000 *okx 8,1%
KynA 1,199 19 0,245 1,1%
QuinaldA 4,740 19 0,000 ok 3,5%
Trp 0,751 19 0,462 1,0%
Xan -1,580 19 0,131 -1,5%

T df Sig. Aufarbeitungsbedingte

(2-seitig) Verluste
3-HAA-butyl -2,629 19 0,017 * -5,0%
3-HK-butyl -0,866 19 0,397 -2,1%
AA-butyl -0,889 19 0,385 -2,7%
Kyn-butyl 1,383 19 0,183 1,7%
KynA-butyl 0,354 19 0,727 0,3%
Pic-butyl -4,197 19 0,000 *rx -7,4%
QuinaldA-butyl 1,186 19 0,250 0,9%
Quin-butyl -4,085 19 0,01 *k -6,9%
Trp-butyl 1,558 19 0,136 1,3%
Xan-butyl -2,349 19 0,030 * -3,6%

Tabelle 5.21: Aufarbeitungsbedingte Verluste. Signifikanz berechnet mittels t-Test. Verluste bis maximal
10% werden akzeptiert. Fiir 5-HT und 3-HAA wurden die aufarbeitungsbedingten Verluste
alternativ mit dem internen Standard Trp-d5 berechnet.

* signifikanter Unterschied (p < 0,05), ** hochsignifikanter Unterschied (p < 0,01), ***
hochstsignifikanter Unterschied (p < 0,001)

5-HT zeigt einen hochsignifikanten Anstieg von 11,1%, wenn der interne Standard KynA-d5 verwendet
wird. Werden die Daten jedoch mit dem internen Standard Trp-d5 ausgewertet, verkleinert sich der
Anstieg auf 5,5% und ist nicht signifikant. 3-HAA unterliegt derivatisiert einem signifikanten Verlust
von -5,0%. Underivatisiert betrdgt der Unterschied jedoch 25,5% und ist dabei hochsignifikant. Wird
bei underivatisiertem 3-HAA lediglich die Peakfldche untersucht, so stellt man einen nicht signifikanten
Verlust von 2,7% fest.
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5.4 Untersuchung praanalytischer Einfliisse

5.4.1 Freie und proteingebundene Kynurenine

In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob generell eine Unterscheidung zwischen gesamter und freier,
nicht proteingebundener Konzentration der einzelnen Analyte méglich ist. Auch wurde der Einfluss der
Nahrungsaufnahme auf diese beiden Konzentrationsangaben tberpriift. Dazu wurde von sechs Probanden
niichtern (praprandial) und ca. 150 Minuten nach Nahrungsaufnahme (postprandial) Blut abgenommen
(siehe Abschnitt 4.5) und das gewonnene Serum unmittelbar fiir die HPLC-MS/MS-Analyse vorbereitet.
Zur Bestimmung der Gesamtkonzentration wurden die Proben wie unter 5.2 beschrieben aufgearbeitet.
Zur Quantifizierung der freien Analyte wurden vorab 1000 pL Serum in 10 kDa Zentrifugenfilter iiberfiihrt
und fiir 45 Minuten°C mit 14000 RPM zentrifugiert (Micro 22R). 300 pL des Permeats wurden nun der

Probenvorbereitung unterzogen.

praprandial postprandial
5-HIAA 0,780 n.s. -0,119 n.s.
AA 0,773 n.s. 0,598 n.s.
KynA 0,851 n.s. 0,637 n.s.
Pic 0,847 n.s. n.s.
QuinaldA 0,675 n.s. 0,714 n.s.
Quin 0,880 n.s. n.s.
3-HAA 0,955* 0,964**
3-HK 0,926* 0,907*
5-HT 0,985** 0,994 **
Kyn 0,887* 0,980**
Trp 0,750 n.s. 0,887*
Xan 0,947 * 0,050 n.s.
5-HTP 0,863 n.s. 0,984**

Tabelle 5.22: Korrelationskoeffizienten der freien und gesamten Analytmenge nach Pearson.
n.s. nicht signifikant, * signifikanter Unterschied (p < 0,05), ** hochsignifikanter Unter-
schied (p < 0,01)

Es zeigte sich, dass nach der priprandialen Blutabnahme fiir alle Analyte ein signifikanter Unterschied
zwischen freien und proteingebundenen Analyten besteht (p < 0,05). Durch die Nahrungsaufnahme kam
es zu einer Anderung der Werte, es konnte nun fiir QuinaldA und 5-HTP kein signifikanter Unterschied
zwischen freier Menge und Gesamtmenge festgestellt werden.

AnschlieBend wurde mit der Korrelation nach Pearson bestimmt, ob die freie und die gesamte Kon-
zentration korrelieren. Die Korrelation wurde sowohl praprandial, als auch postprandial berechnet (siehe
Tabelle 5.22).

Die Konzentrationen an freier und gesamter Substanz korrelieren nicht fiir die Analyte 5-HIAA, AA,
KynA, Pic, QuinaldA, Quin weder vor, noch nach der Nahrungsaufnahme. Fiir die Substanzen 3-HAA,

3-HK, 5-HT und Kyn existiert eine Korrelation zwischen freier und gesamter Analytkonzentration sowohl
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praprandial, als auch postprandial. Nur bei diesen Analyten kann also durch die Bestimmung der An-
derung der freien Analytkonzentration auf die Anderung der Gesamtkonzentration geschlossen werden.
Die Analyte Trp, Xan und 5-HTP zeigen teilweise vor und teilweise nach der Nahrungsaufnahme eine

Korrelation.

5.4.2 Der Effekt des Einfrierens

Unter Abschnitt "5.4.1 Freie und proteingebundene Kynurenine” wurde beschrieben, dass zwischen ge-
samter und freier, das heift nicht proteingebundener, Konzentration an Bestandteilen des Tryptophan-
stoffwechsels unterschieden werden kann. Dazu wurden native Serumproben aufgearbeitet, analysiert und
mit Serumproben verglichen, die zuerst mit einem 10 kDa Zentrifugenfilter vorbehandelt wurden. Als Fol-
ge dieses Experiments wurde nun getestet, ob sich bei eingefrorenen Serumproben noch die freien und
gesamten Konzentrationen unterscheiden, wie es bei nicht eingefrorenen der Fall ist. Wie im vorherigen
Abschnitt 5.4.1 beschrieben, wurde dazu sechs Probanden niichtern Blut abgenommen (siehe Abschnitt
4.5). 2,0 mL des daraus gewonnenen Serums wurden fiir drei Stunden bei -20°C eingefroren. Der restliche
Anteil wurde bis zur Probenvorbereitung im Kiihlschrank (5-8°C) gelagert. Zur Analyse wurde jeweils ein
Aliquot Serum (Bestimmung der gesamten Analytmenge) und ein mittels 10 kDa Zentrifugenfilter de-
proteiniertes Aliquot (Bestimmung der freien Analyte) fiir die HPLC-MS/MS-Analyse vorbereitet (siehe
Abschnitt 5.2).

Bei den nicht eingefrorenen Serumproben konnte fiir alle Analyte ein signifikanter Unterschied zwischen
freien und proteingebundenen Analyten (p < 0,05) bestimmt werden. Nach dem Einfrieren konnte kein
Unterschied festgestellt werden.

Um sicherzustellen, dass sich nur der freie Anteil, nicht aber die gesamte Menge andert, wurden 18
unterschiedliche Serumproben aus dem TDM Labor der Psychiatrischen Klinik untersucht. Von jeder
Probe wurden zweimal 300 pL in 1,5 mL Reagiergefale tiberfiihrt und diese beschriftet. Eine Serie wurde
als Referenz im Kiihlschrank (5-8°C) gelagert. Die zweite Serie wurde fiir eine Stunde bei -20°C eingefroren
und anschlieBend wieder bei Raumtemperatur aufgetaut. Nach identischer, paralleler Probenvorbereitung
erfolgte die Analyse mittels HPLC-MS/MS (siehe Abschnitt 5.2). Ein gepaarter t-Test zeigte keinerlei
signifikante Anderung der gesamten Analytmenge durch das Einfrieren.

5.4.3 Einfluss von Nahrungsaufnahme

Dieser Versuch war eine der direkten Konsequenzen aus dem Versuch "Freie und proteingebundene Kyn-
urenine” (siehe Abschnitt 5.4.1). Nun wurde genauer untersucht, wie sich die Metabolite des Tryptophan-
stoffwechsels nach einer tryptophanreichen Nahrungsaufnahme dndern. Dabei wurden nicht nur die Ge-
samtmengen aus dem Serum bestimmt, sondern auch der freie Anteil untersucht. In der Psychiatrischen
Klinik wurde dazu zwei freiwilligen, gesunden Probanden ohne jegliche Medikamentierung (méannlich, 34
und 37 Jahre, Nichtraucher) ein Venenverweilkatheter gelegt. Es erfolgte um 9:15 Uhr eine Blutabnahme
bei den niichternen Probanden (Monovette(®) Serum, 7,5 mL siehe 4.5). Danach nahmen beide Proban-
den eine tryptophanreiche Nahrung (je 2 x 200 mL Fresubin protein energy) und 500 mg L-Tryptophan
(Filmtablette L-Tryptophan-ratiopharm 500mg) zu sich. Weitere Blutentnahmen erfolgten 30, 60 und
135 Minuten nach Nahrungsaufnahme.
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Abbildung 5.9: Postprandiale Anderung der Chinolin-2-Carboxylsiure. Die obere Grafik zeigt die zeitliche
Anderung der Konzentration bezogen auf die praprandiale Konzentration. Die beiden un-
terschiedlichen Farben stehen fiir unterschiedliche Probanden. Gestrichelte Linien stellen
die freien, durchgezogene Linien die gesamte Konzentration dar. In der unteren Grafik
sind die Quotienten aus freier Konzentration und Gesamtmenge iiber der Zeit dargestellt.

Die Blutproben wurden jeweils zehn Minuten nach Abnahme fiir sieben Minuten bei 3850 RPM und
Raumtemperatur zentrifugiert (Rotaxia 120R) und das gewonnene Serum mit einer serologischen Pipette
in 2,0 mL Reagiergefile iiberfiihrt. Zur Bestimmung der freien und der Gesamtmenge an Kynureninen
wurde die Probenvorbereitung wie unter 5.4.1 beschrieben durchgefiihrt und die Proben mittels HPLC-
MS/MS analysiert (sieche Abschnitt 5.2).

Die Daten wurden in MassLynx ausgewertet, exportiert und mittels Excel graphisch dargestellt. Dabei
wurde die jeweilige priprandiale Konzentration als eins definiert und die anderen Werte darauf bezogen.
Auch wurde der Quotient aus freien Analyten bezogen auf die Gesamtmenge berechnet. Die Ergebnisse
fiir Chinolin-2-Carboxylsdure sind beispielhaft in der Abbildung 5.9 dargestellt.

Die Auswertungen lieferten keine einheitlichen Ergebnisse. Bei allen Analyten ist eine postprandiale An-

derung der Konzentrationen zu beobachten. Dabei findet eine maximale Anderung erst nach zwei Stunden
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statt. Weder ist die Gesamtmenge, noch die freie Menge konstant. Dabei sind zum einen starke inter-
individuelle Unterschiede festzustellen, zum anderen sind auch die Unterschiede zwischen den Analyten
sehr ausgepragt. Es ist zu beachten, dass sich nach zwei Stunden die gesamte QuinaldA-Konzentration
des einen Probanden um ca. 50% erhoht, wihrend die Kurve der Gesamtkonzentration des anderen Pro-
banden nach ca. 40 Minuten einen Tiefpunkt erreicht und nur noch 60% des Ausgangswerts gemessen
werden. Aus der Anderung der freien Analyte kann nicht auf die Anderung der Gesamtmenge geschlossen

werden, da beide Kurven ein unterschiedliches Verhalten zeigen.
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Abbildung 5.10: Postprandiale Anderung der KynA, der AA und des 3-HK bezogen auf Kyn. Die unter-
schiedlichen Verhaltensweisen der drei Metabolite deuten darauf hin, dass primar nicht
die Substratkonzentration den Metabolismus beeinflusst. Vermutlich dndern sich die
einzelnen Enzymaktivitdten des Kynurenin Pathways im Laufe der Zeit. Die beiden un-
terschiedlichen Farben stehen fiir unterschiedliche Probanden. Gestrichelte Linien stellen
die freien, durchgezogene Linien die gesamte Konzentration dar.

Auch der Quotient aus freien Analyten bezogen auf die Gesamtmenge dndert sich mit der Zeit. Bei
einem Probanden andert sich der freie Anteil innerhalb von zwei Stunden von 46% auf 39%, bei dem
anderen Probanden ist die Anderung jedoch wesentlich ausgepragter. Bei ihm wurde priprandial ein Anteil
von 46% bestimmt, der innerhalb von zwei Stunden jedoch auf 21% absank. Die Proteinbindung scheint
sich also entweder zeitlich, oder in Abhdngigkeit von der Konzentration des Metaboliten zu dndern und
unterliegt offensichtlich individuellen Schwankungen.

Wie aus Abbildung 2.3 ersichtlich ist, wird Kynurenin zu Kynureninsdure, Anthranilsdure oder 3-

Hydroxykynurenin verstoffwechselt. In einem weiteren Schritt der Auswertung wurden die Konzentra-
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tionen dieser drei Metabolite auf die Konzentration der gemeinsamen Vorlaufersubstanz Kyn bezogen.
Diese Ergebnisse sind in Abbildung 5.10 illustriert.

Es ist zu beobachten, dass sich die Kurven der drei Kynureninmetabolite unterschiedlich dandern. KynA
und 3-HK zeigen einen Anstieg, wiahrend AA einen moderaten Abfall zeigt. Die freien Anteile zeigen auch
in diesen Grafiken ein deutlich anderes Verhalten als die Gesamtmengen. Postprandial zeigt Kyn, bezogen
auf Trp, im Mittel einen Abbau. Dieser Abbau stimmt mit dem Anstieg der Metabolite 3-HK und KynA
iberein. Nach der Nahrungsaufnahme erfolgt also sehr schnell eine Verstoffwechslung des Tryptophans

und dessen Stoffwechselprodukte.

5.4.4 Einfluss der Blutentnahmesysteme

In diesem Versuch wurde der Einfluss unterschiedlicher Blutentnahmesysteme auf die Analytik des Kyn-
urenin Pathways untersucht. Dazu wurde einem freiwilligen, gesunden Probanden (ménnlich, 34 Jahre,
Nichtraucher, nicht niichtern) ohne jegliche Medikamentierung mit einem BD Vacutainer Safety-Lok
Blutentnahmesystem eine periphere Vene punktiert und mit unterschiedlichen Blutentnahmerdhrchen
(siehe nachfolgende Auflistung) Blut abgenommen. Dies wurde nach zehn Minuten fiir sieben Minuten bei
3850 RPM und Raumtemperatur zentrifugiert (Rotaxia 120R), mit einer serologischen Pipette in 2,0 mL
Reagiergefale iiberfiihrt und unmittelbar fiir die HPLC-MS/MS-Analyse vorbereitet (siehe Abschnitt 5.2).

Die Proben wurden dabei jeweils vierfach aufgearbeitet und analysiert.

1. Monovette(®) Serum, 7,5 mL

2. Monovette(R) Serum-Gel, 4,7 mL

3. BD Vacutainer SST Il Advance

4. BD Vacutainer SST Il Advance (1/2)
5. BD Vacutainer K2E (EDTA)

6. BD Vacutainer NH (Sodium Heparin)

Haufig sind Blutentnahmerdhrchen von Patienten nicht vollstindig befiillt. Um zu testen, ob dies
einen Einfluss auf die Analyse hat, wurde ein Blutentnahmerdhrchen des Typs BD Vacutainer SST Il
Advance nur zur Halfte gefiillt (Nr. 4). Es wurde eine einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni als Posthoc-
Test durchgefiihrt. Die statistische Auswertung zeigt signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Blutentnahmesystemen in Bezug auf die Analyte AA, 3-HAA, 5-HT, Quin, Pic, QuinaldA und KynA.
Die Ergebnisse des Posthoc Tests sind in Tabelle 5.23 aufgelistet. Exemplarisch sind die Ergebnisse
fiir AA, Trp und Pic in der Grafik 5.11 dargestellt. Dabei wurde die gemessene Konzentration aus der
Monovette(R) Serum (Nr. 1) als Referenz festgelegt und die Ergebnisse der anderen Blutentnahmesysteme
darauf bezogen.
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| System  J System Analyt Signifikanz Analyt Signifikanz
1 2 AA 0,009 *x 3-HAA 0,821
3 0,000 *rx 0,108
4 0,000 ok 0,005 ok
5 0,001 *x 0,000 kkx
6 1,000 0,854
1 2 QuinaldA 0,261 5-HT 1,000
3 0,074 0,532
4 0,853 1,000
5 1,000 1,000
6 1,000 0,000 Horx
1 2 KynA 1,000 Quin 0,056
3 0,754 0,142
4 0,014 * 0,160
5 1,000 0,000 Horx
6 1,000 1,000
1 2 Pic 0,004 *x
3 0,000 ok
4 0,000 *orx
5 0,005 ok
6 0,002 ok

Tabelle 5.23: Vergleich unterschiedlicher Blutentnahmesysteme.
* signifikanter Unterschied (p < 0,05), ** hochsignifikanter Unterschied (p < 0,01), ***
hochstsignifikanter Unterschied (p < 0,001). 1: Monovette(R) Serum, 7,5 mL 2: Mono-
vette(®R) Serum-Gel, 4,7 mL 3: BD Vacutainer SST Il Advance 4: BD Vacutainer SST I
Advance (1/2) 5: BD Vacutainer K2E (EDTA) 6: BD Vacutainer NH (Sodium Heparin)
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Vergleich unterschiedlicher Blutenthahmesysteme
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Abbildung 5.11: Vergleich unterschiedlicher Blutentnahmesysteme. Exemplarisch sind die Ergebnisse fiir
AA, Trp und Pic dargestellt.

* signifikanter Unterschied (p < 0,05), ** hochsignifikanter Unterschied (p < 0,01),
**¥* hchstsignifikanter Unterschied (p < 0,001)

Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen dem vollstandig und dem nur zur Halfte
befiillten Blutentnahmeréhrchen BD Vacutainer SST Il Advance festgestellt.

5.5 Praktische Anwendung der entwickelten
HPLC-MS/MS-Methode

5.5.1 Untersuchung des Einflusses von Carbamazepin auf PBMC-Kulturen

Es wurde untersucht, ob nach Stimulation von mononukledren Zellen des peripheren Blutes mit 10 pg/mL
Carbamazepin vermehrt Chinolinsdure, oder andere Metabolite aus dem Kynurenin Pathway gebildet
werden. Des Weiteren wurde mit dem Carbamazepin-Metabolit Carbamazepinepoxid stimuliert. Der Ver-
such wurde mit den PBMCs dreier gesunder, freiwilliger Spender ohne bekannte Medikamenteneinnahme
durchgefiihrt. Um die individuellen Kulturbedingungen der Zellen mdglichst physiologisch zu gestalten,
wurde statt dem iblichen fotalen Kalberserum das Serum des jeweiligen Spenders den Zellkulturmedien
(sieche 4.7.1) zugesetzt.

Nach Beendigung der Zellkultur wurden die Konzentrationen von Carbamazepin und Carbamazepin-
epoxid in jeder Probe bestimmt, um eine eventuelle Metabolisierung zu erkennen und zu quantifizieren.

Ebenfalls wurden mittels HPLC-MS/MS Tryptophan und seine Metabolite bestimmt. Insbesondere

wurde dabei auf Verdnderungen der Konzentration der Chinolinsdure und deren Vorlaufer im Kynurenin
Pathway geachtet.
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Gewinnung von PBMCs

Eine Woche vor dem Versuch wurde von den drei Spendern Serum gewonnen (siehe Abschnitt 4.7.1), um
die PBMCs spater mit individuellen Wachstumsfaktoren zu kultivieren. Im Wasserbad wurden die Seren
inaktiviert und bis zum Tag der Zellkultur im Kiihlschrank (5-8°C) gelagert. Zur Gewinnung der PBMCs
wurden den drei Probanden je vier R6hrchen Blut abgenommen (Monovette(®R) EDTA/KE). Unverziig-
lich wurde unter der Sicherheitswerkbank das Blut je zweier Rhrchen eines Probanden gemischt und in
ein 50 mL Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt. Dort wurde es auf 30 mL mit Medium | aufgefiillt. In sechs
50 mL Zentrifugenréhrchen wurden jeweils 15 mL Biocoll Separationslésung vorgelegt und vorsichtig mit
je 30 mL Blut/Medium | Mischung iiberschichtet und fiir 40 Minuten bei 1600 RPM und Raumtempe-
ratur zentrifugiert (Omnifuge 2.0RS). Nach dem Zentrifugieren wurden die Zentrifugenrohrchen in der
Sicherheitswerkbank vorsichtig gedffnet und der Zellring der PBMCs, welcher sich zwischen der Biocoll
Separationslosung und dem Medium gebildet hatte, mit einer serologischen Pipette abgenommen. Die
Zellen wurden in einem 50 mL Zentrifugenrdhrchen mit jeweils 10 mL Medium Il gewaschen, indem sie fiir
20 Minuten bei 1400 RPM zentrifugiert wurden (Omnifuge 2.0RS). Die Uberstinde wurden verworfen,
die Zellen der einzelnen Spender zusammengefiihrt und in 10 mL Medium Il aufgenommen.

Zur Zellzéhlung (siehe Abschnitt 5.5.1) wurden 2,5 pL abgenommen, der Rest erneut fiir 20 Minuten
bei 1400 RPM zentrifugiert (Omnifuge 2.0RS). AnschlieBend wurden die Zellen in 1,0 mL Medium Il
Ko aufgenommen und ihrer Konzentration entsprechend mit den unterschiedlichen Medien Il (Kontrolle,

+Carbamazepin, +Carbamazepinepoxid) zu einer finalen Konzentration von 1 * 10° Zellen/mL verdiinnt.

Zellzihlung

Zur Zellzdhlung wurden 2,5 pL der Zellen mit 97,5 pL Trypanblau gemischt und in einer Neubauer
Zdhlkammer ausgezdhlt. Durch das Trypanblau wurden dabei vitale Zellen nicht, tote Zellen hingegen
deutlich blau angefirbt. Die Zellzahl aus allen vier Feldern gab die Menge in 10° Zellen/mL an. Diese
Zahl wurde mit dem Volumen (10 mL) multipliziert. Es ergaben sich Zellzahlen von 5,9*%107, 6,3*107
und 6,9%107vitalen Zellen.

Kultur der PBMCs + /- Carbamazepin

Die neun unterschiedlichen Zellsuspensionen der einzelnen Spender, kombiniert mit den beiden Wirkstof-
fen und einer medikamentenfreien Kontrolllésung, wurden in 6-Well Platten jeweils dreifach zu je 2,0 mL
ausgesit. Als Referenz wurden je Spender 2,0 mL Medium Il Ko, je 2,0 mL Medium Il Carba und je
2,0 mL Medium Il Epoxid in 6-Well Platten iiberfiihrt und ohne Zellen inkubiert (sieche Tabelle 5.24).
Die Inkubation erfolgte im Brutschrank fiir 72 h bei 37°C, 5% CO2 und 95% rH. Nach der Inkubation
wurden die Zellsuspensionen und Blindlésungen in Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt und fiir 15 Minuten
bei 1400 RPM und Raumtemperatur zentrifugiert (Allegra™ 6R Centrifuge). Die Uberstinde wurden in
2,0 mL ReagiergefaRe iberfiihrt und bis zur Analyse bei -20°C gelagert. Das zellhaltige Pellet wurde

verworfen.
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Zellen Spender 2

Zellen Spender 3

Blindwert (ohne
Zellen)

+ Kontrolle

+ Carbamazepin
+Carbamazepin-
epoxid

Jje dreifach

+ Kontrolle

+ Carbamazepin
+Carbamazepin-
epoxid

Jje dreifach

+ Kontrolle

+ Carbamazepin
+Carbamazepin-
epoxid

je dreifach

+ Kontrolle

+ Carbamazepin
+Carbamazepin-
epoxid

je einfach

Tabelle 5.24: Ubersicht iiber die Kultur der PBMCs + /- Carbamazepin bzw. + /- Carbamazepinepoxid.

Bestimmung der Konzentrationen von Carbamazepin & Carbamazepinepoxid

Die Probenvorbereitung erfolgte nach Angaben der Firma Chromsystems. Es wurden 100 pL Kalibrator,
Kontrolle oder Probe mit je 150 pL Internal Standard mittels Vortex-Genie 2 Schiittler in 1,5 mL Rea-
giergefaBen gemischt. AnschlieBend wurden 50 pL Precipitation Reagent zugegeben und fiir eine Minute
geschiittelt. Die gefallten Proteine wurden durch Zentrifugation (Hettich) fiir 14 Minuten bei 14000 RPM
abgetrennt. 100 pL Uberstand wurden mit 100 pL Stabilisation Buffer gemischt und analysiert. Eine li-
neare Auswertung erfolgte in Empower 2, wobei die Regressionsgerade durch den Ursprung gezwungen
wurde. Die Ergebnisse sind in Grafik 5.12 illustriert. Es sind dabei keine statistisch signifikanten Unter-

schiede zwischen den Referenzen ohne Zellen und den drei Zellkulturen zu erkennen.

Laufzeit 25,00 min
Injektionsvolumen 20 pL
S&ulentemperatur 25°C

Temperatur Probengeber 6°C

UV-Detektion 204 nm
Flussrate 1,2 mL/min
Gradient isokratisch

Tabelle 5.25: HPLC-Methode zur Quantifizierung von Carbamazepin und Carbamazepinepoxid.
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Carbamazepin und Carbamazepinepoxid 72 h-Werte

12,0

10,0

8,0

6.0

4,0

Konzentration [g/mL]

20

0.0

Zeit [h]

B Carbamazepin ohne Zellen BCarbamazepin BCarbamazepinepoxid ohne Zellen Carbamazepinepoxid‘

Abbildung 5.12: Konzentrationen von Carbamazepin und Carbamazepinepoxid nach 72 Stunden Zell-
kultur. Es existieren keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der zellfreien
Inkubation und der Zellkultur.

Bestimmung der Konzentration von Chinolinsidure

Es wurden die Konzentrationen der Quin mittels HPLC-MS/MS bestimmt (siehe Abschnitt 5.2). Dazu
wurde zuerst ein Kalibratorset in Zellkulturmedium (siehe 4.7) hergestellt. Es wurden je Kalibrator 1,9 mL
Medium mit 100 pL der entsprechenden Spikeldsung versetzt (siehe 4.4.8). Die Daten wurden zunéchst
in MassLynx ausgewertet, exportiert und mittels Excel in Abbildung 5.13 graphisch dargestellt. Es wurden
die Konzentrationsunterschiede statistisch analysiert (einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni als Posthoc
Test). Dabei wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Kontrollen und
den stimulierten Zellkulturen der einzelnen Spender festgestellt.
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Chinolinsdure nach 72 h Zellkultur
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Abbildung 5.13: Konzentration der Chinolinsdure nach 72 Stunden Zellkultur in Kontrollmedium und
Medium mit Carbamazepin oder Carbamazepinepoxid. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Kontrollen und den stimulierten Zellkulturen der
einzelnen Spender festgestellt.

5.5.2 Untersuchung des circadianen Rhythmus in vivo

In diesem Versuch wurde die circadiane Rhythmik des Kynurenin Pathways in vivo untersucht. Dazu wurde
einem Probanden zu sechs unterschiedlichen Zeitpunkten Serum abgenommen und zu einem spéateren
Zeitpunkt mittels LC-MS/MS untersucht.

Wie im Abschnitt 4.5 beschrieben, wurde einem freiwilligen, gesunden Probanden (mannlich, 34 Jahre,
Nichtraucher) an einem Tag um 6:00 Uhr, 10:00 Uhr, 14:00 Uhr, 18:00 Uhr und 22:00 Uhr Blut ab-
genommen (zweimal Monovette(R) EDTA/KE und einmal Monovette(R) Serum) und daraus das Serum
gewonnen. Das Vollblut wurde fiir den im Abschnitt 5.5.3 beschriebenen Versuch verwendet. Um den
Einfluss der Nahrungsaufnahme maglichst gering zu halten, all der Proband jeweils zwei Stunden vor der
Blutabnahme eine identisch grole Portion eines handelsiiblichen Miislis. Das Serum wurde bis zur Analyse
bei -20°C gelagert und wie unter Abschnitt 5.2 beschrieben je dreifach aufgearbeitet und analysiert.

Die Daten wurden zunichst in MassLynx ausgewertet, exportiert und mittels Excel graphisch dar-
gestellt. In Abbildung 5.14 sind exemplarisch die Ergebnisse fiir Tryptophan, Kynurenin, Chinolin-2-
Carboxylsdure und Chinolinsdure dargestellt. Es wurde anschlieRend eine einfaktorielle ANOVA mit Bon-
ferroni als Posthoc-Test durchgefiihrt. Dabei wurden im ersten Schritt signifikante Anderungen der Ser-
umspiegel fir Trp (p = 0,003), Kyn (p = 0,004), QuinaldA (p = 0,041), Quin (p = 0,000), 3-HAA
(p = 0,011), 5-HT (p = 0,047), KynA (p = 0,007), 5-HIAA (p = 0,01),5-HTP (p = 0,000), 3-HK
(p = 0,000), Pic (p = 0,001) und AA (p = 0,011) festgestellt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.26 auf-
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gelistet. Fiir QuinaldA und 5-HT konnten im Posthoc-Test keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden. Fiir KynA und 5-HIAA konnten keine Unterschiede zum ersten Wert festgestellt werden. Jedoch
bestehen fiir KynA signifikante Unterschiede zwischen 14:00 Uhr und 18:00 Uhr (p = 0,030) und zwi-
schen 18:00 Uhr und 22:00 Uhr (p = 0,028). 5-HIAA zeigt einen signifikanten Anstieg der Konzentration
zwischen 18:00 Uhr und 22:00 Uhr.

Cir i y von Trytop| im Serum Circadianer Rhythmus von Kynurenin im Serum
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Abbildung 5.14: Circadianer Rhythmus von Trp, Kyn, QuinaldA und Quin im Serum. Signifikante Unter-
schiede zwischen dem jeweils ersten Wert um 6:00 Uhr und Folgewerten sind durch *
hervorgehoben (p < 0,05).
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| System  J System Analyt Signifikanz Analyt Signifikanz

6:00 10:00 Trp 1,000 Kyn 0,426
14:00 0,014 * 0,013 *
18:00 0,010 * 0,033 *
22:00 0,104 1,000

6:00 10:00 QuinaldA 0,688 Quin 0,004 *ok
14:00 0,055 0,000 ook
18:00 0,330 0,000 *kx
22:00 1,000 0,000 ook

6:00 10:00 3-HAA 0,017 * 5-HT 1,000
14:00 0,081 1,000
18:00 1,000 1,000
22:00 0,317 1,000

6:00 10:00 KynA 1,000 5-HIAA 1,000
14:00 0,063 0,334
18:00 0,058 1,000
22:00 1,000 0,145

6:00 10:00 5-HTP 0,065 3-HK 0,398
14:00 0,002 *x 0,001 ok
18:00 0,000 ok 0,000 ook
22:00 0,014 * 0,182

6:00 10:00 AA 0,393 Pic 0,330
14:00 0,037 * 0,003 ok
18:00 0,080 0,052
22:00 1,000 0,004 ok

Tabelle 5.26: Ergebnisse der Untersuchung zum circadianen Rhythmus in Serum. Es sind die Ergebnisse
bezogen auf den 6:00 Wert dargestellt.
* signifikanter Unterschied (p < 0,05), ** hochsignifikanter Unterschied (p < 0,01),
*** hochstsignifikanter Unterschied (p < 0,001)

Als letzter Schritt der Auswertung dieses Versuchs wurden die Konzentrationen der Metabolite auf die
Konzentrationen ihrer Vorlaufer bezogen, wie es auch im Abschnitt 5.4.3 liber den Einfluss der Nah-
rungsaufnahme durchgefiihrt wurde. Es sind exemplarisch die Ergebnisse von KynA, 3-HK, 3-HAA und
Xan in Abbildung 5.15 dargestellt. Die Konzentrationen der einzelnen Analyte wurden durch die Konzen-
trationen von Trp und Kyn geteilt. Die Quotienten wurden mit dem Faktor 1000 bzw. 100 multipliziert,
um eine bessere Darstellung zu erméglichen. Signifikante Unterschiede (einfaktorielle ANOVA mit Bon-
ferroni als Posthoc-Test) wurden fiir KynA/Trp zwischen 6:00 Uhr und 22:00 Uhr, zwischen 10:00 Uhr
und 22:00 Uhr und zwischen 14:00 Uhr und 22:00 Uhr ermittelt. Fiir 3-HAA/Trp wurden signifikante
Unterschiede zwischen 6:00 Uhr und 10:00 Uhr und zwischen 10:00 Uhr und 18:00 Uhr festgestellt.
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Cir i y der Quoti KynA/Trp und KynA/Kyn Cir i y der Quoti 3-HK/Trp und 3-HK/Kyn
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Abbildung 5.15: Circadianer Rhythmus von KynA, 3-HK, 3-HAA und Xan bezogen auf Kyn und Trp im
Serum.
* signifikanter Unterschied (p < 0,05), ** hochsignifikanter Unterschied (p < 0,01)

5.5.3 Untersuchung des circadianen Rhythmus in PBMC-Kulturen

Parallel zu der zuvor in Abschnitt 5.5.2 erdrterten Untersuchung des circadianen Rhythmus in vivo, wurde
auch der circadiane Einfluss auf eine Zellkultur getestet. Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, wurde
einem freiwilligen, gesunden Probanden (ménnlich, 34 Jahre, Nichtraucher) an einem Tag um 6:00 Uhr,
10:00 Uhr, 14:00 Uhr, 18:00 Uhr und 22:00 Uhr peripheres Blut abgenommen (zweimal Monovette(R)
EDTA/KE) und umgehend fiir die Isolierung der mononukledren Zellen (PBMC - Peripheral Blood Mo-
nonuclear Cell) verwendet. Um den Einfluss der Nahrungsaufnahme méglichst gering zu halten, aR der
Proband jeweils zwei Stunden vor der Blutabnahme eine identisch groRe Portion eines handelsiiblichen
Miislis.

Unmittelbar nach der Blutabnahme wurde unter der Sicherheitswerkbank das Blut der zwei EDTA-
Rohrchen in einem 50 mL Zentrifugenrohrchen gemischt und auf 30 mL mit PBS aufgefiillt. In einem
zweiten 50 mL Zentrifugenrohrchen wurden 15 mL Biocoll Separationslésung vorgelegt und vorsichtig
mit der Blut/PBS-Mischung iiberschichtet. Zur Separation erfolgte eine Zentrifugation fiir 40 Minuten
bei 1600 RPM und Raumtemperatur (Omnifuge 2.0RS). AnschlieBend wurden die Zentrifugenrohrchen
in der Sicherheitswerkbank vorsichtig gedffnet und der Zellring der PBMCs, welcher sich zwischen der
Biocoll Separationslosung und dem PBS gebildet hatte, mit einer serologischen Pipette abgenommen.
Die isolierten Zellen wurden in einem weiteren 50 mL Zentrifugenréhrchen mit 10 mL PBS gewaschen,
indem sie fiir 20 Minuten bei 1400 RPM und Raumtemperatur zentrifugiert wurden (Omnifuge 2.0RS).
Die Uberstinde wurden verworfen und die Zellen in 10 mL Medium | aufgenommen. Zur Zellzihlung
(sieche Abschnitt 5.5.1) wurden 2,5 pL verwendet, der Rest erneut fiir 20 Minuten bei 1400 RPM und
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Raumtemperatur zentrifugiert (Omnifuge 2.0RS). Vor der Inkubation wurden die Zellen in 1,0 mL Me-
dium Il Circadian aufgenommen und mit Medium Il Circadian (- LPS), bzw. Medium Il LPS (4 LPS),
zu der angestrebten Konzentration von 1 * 10° Zellen/mL verdiinnt (Reagenzien fiir die Zellkultur siehe
Abschnitt 4.7, Ergebnisse der Zellzdhlung siehe Tabelle 5.27).

Uhrzeit Zellzahl
6:00  28*10°/mL
10:00  37*10°/mL
14:00  31*10%/mL
18:00  25*10°/mL
22:00  30*10°/mL

Tabelle 5.27: Anzahl der gewonnen PBMCs zum jeweiligen Zeitpunkt der Blutabnahme.

Je Zeitpunkt wurde eine 6-Well Platte inkubiert. Drei Vertiefungen wurden dabei mit je 2,0 mL LPS
stimulierter Zellsuspension (4+ LPS) und drei Vertiefungen mit je 2,0 mL Zellsuspension ohne Stimulation
(- LPS) befiillt. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank fiir jeweils 48 Stunden bei 37°C, 5% CO, und
95% rH. Nach der Inkubation wurden die Zellsuspensionen in Zentrifugenrdhrchen iberfithrt und fiir
15 Minuten bei 1400 RPM und Raumtemperatur zentrifugiert (Allegra™ 6R Centrifuge). Die Uberstinde
wurden in 2,0 mL Reagiergefdfe iiberfiihrt und bis zur Analyse bei -20°C gelagert. Das zellhaltige Pellet

wurde verworfen.

Zur Quantifizierung der Metabolite des Kynurenin Pathways wurde ein Kalibratorset in Zellkulturme-
dium (siehe 4.7) hergestellt. Dazu wurden je Kalibrator 1,9 mL Medium mit 100 pL der entsprechenden
Spikelosung versetzt (siehe 4.4.8). Die Daten wurden zunichst in MassLynx ausgewertet, exportiert und
in Excel illustriert. Mit einem gepaarten t-Test wurde untersucht, ob die LPS-Stimulation zu signifikanten
Anderungen fiihrt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 5.28 aufgefiihrt. Pic konnte nicht ausgewertet wer-
den, da die niedrigen Signalintensititen keine Integration zulieBen. Die Substanzen QuinaldA, Xan und
5-HTP sind zwar integrierbar, aber die berechneten Konzentrationen zu klein, um eine sinnvolle Differen-
zierung zu ermdglichen. Nach einer LPS-Stimulation zeigt Kyn einen signifikanten Anstieg, wohingegen
3-HAA und 5-HT signifikant niedrigere Werte aufweisen.
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Konzentration (ng/mL)

Analyt - LPS + LPS T Signifikanz

Trp 3318 3068 1,0 0,313

Kyn 253 438 -2,6 0,021 *
QuinaldA 0,8 0,9 -0,9 0,375 a
Quin 68,3 61,2 1.3 0,213

3-HAA 1322 595 5,1 0,000 ok
5-HT 114 77,0 5,0 0,000 ook
KynA 17,0 20,7 -1,3 0,214

5-HIAA 67,7 60,7 1.4 0,181

Xan 0,4 0,3 0,6 0,546 a
5-HTP 0,0 0,1 -1,3 0,230 a
3-HK 22,1 26,7 -1,2 0,239

AA 36,6 28,0 1,5 0,144

Tabelle 5.28: Gepaarter t-Test: Einfluss der LPS-Stimulation unabhéngig von der Uhrzeit.
* signifikanter Unterschied (p < 0,05), ** hochsignifikanter Unterschied (p < 0,01),
*** hochstsignifikanter Unterschied (p < 0,001). a) Konzentrationen sind so klein, dass
eine Unterscheidung nicht moglich ist.

AnschlieBend wurde durch einen gepaarten t-Test zu den jeweiligen Zeitpunkten gepriift, ob signifikante
Unterschiede zwischen den stimulierten und den unstimulierten Kulturen bestanden (siehe Tabelle 5.29).
Die Zellkultur, die mit dem um 6:00 Uhr gewonnen Blut begonnen wurde, zeigt dabei keinerlei signifikante
Unterschiede. Zu den spateren Zeitpunkten sind teilweise signifikante Unterschiede fiir 3-HAA, 5-HT,
Kyn, 3-HK und AA zu beobachten.

Konzentration (ng/mL)

Uhrzeit Analyt - LPS + LPS T Signifikanz
10:00 3-HAA 2031 854 6,1 0,026 *
5-HT 27,0 17,3 5,2 0,035 *
14:00 Kyn 210 383 -6,1 0,026 *
3-HAA 1745 552 10,1 0,010 *
5-HT 168 108 5,5 0,031 *
AA 38,7 24,7 12,1 0,007 ok
18:00 3-HAA 409 136 8,5 0,014 *
AA 15,0 7,0 4,6 0,044 *
22:00 Kyn 190 833 -8,1 0,015 *
5-HT 132 70 6,1 0,026 *
KynA 13,7 32,7 -7,6 0,017 *
3-HK 17,0 40,7 -8,0 0,015 *

Tabelle 5.29: Einfluss der LPS-Stimulation zu den jeweiligen Zeitpunkten.
* signifikanter Unterschied (p < 0,05), ** hochsignifikanter Unterschied (p < 0,01).

Des Weiteren wurde eine einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni als Posthoc-Test durchgefiihrt, um fiir

die stimulierten und die unstimulierten Kulturen Unterschiede zwischen den einzelnen Zeitpunkten zu

ermitteln. Dabei wurden signifikante Unterschiede zwischen einzelnen Zeitpunkten fiir Trp, Kyn, 3-HAA,
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5-HIAA, 3-HK und AA sowohl ohne, als auch mit LPS-Stimulation festgestellt. Nach einer Stimulation,
jedoch nicht ohne die Verwendung von LPS, wurden Unterschiede fiir 5-HT und KynA festgestellt.
Die Konzentrationen aller Intermediate sind in den Abbildungen 5.16, 5.17, 5.18 dargestellt. Signifikante
Anderungen zum vorherigen Zeitpunkt wurden fiir Trp im Posthoc-Test weder mit noch ohne Stimulation
gefunden. 3-HAA zeigt signifikante Anderungen zum Vorwert um 10:00 Uhr, 14:00 Uhr, 18:00 Uhr und
um 22:00 Uhr nach einer Stimulation und um 18:00 Uhr ohne Stimulation. Fiir Kyn bestehen signifikante
Anderungen zum Vorwert nur nach LPS-Stimulation um 18:00 Uhr und um 22:00 Uhr. 5-HT zeigt
unabhingig von der Stimulation Anderungen um 14:00 Uhr, 18:00 Uhr und um 22.00 Uhr.

Circadianer Rhythmus von Trp nach 48 h Zellkultur Circadianer Rhythmus von 3-HAA nach 48 h Zellkultur
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Abbildung 5.16: Circadiane Rhythmik fiir Trp, 3-HAA, Kyn und 5-HT nach 48 Stunden Zellkultur, mit
und ohne LPS-Stimulation.
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Abbildung 5.18: Circadiane Rhythmik fiir Xan, 5-HTP, 3-HK und Quin nach 48 Stunden Zellkultur, mit
konnte kein 5-HTP nachgewiesen werden.



6 Diskussion

6.1 Bestimmung der Kynurenine mittels HPLC

Der vorliegenden Arbeit lagen mehrere Ziele zugrunde. Das erste Ziel war die Optimierung der Pro-
benvorbereitung fiir die im Labor etablierte Analyse mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC), um eine gesteigerte Sensitivitdt zu erhalten (sieche Abschnitt 5.1). Das Ergebniss ist eine
Festphasenextraktion (SPE) zur selektiven Aufreinigung der Substanzen Tryptophan (Trp), Serotonin
(5-HT), 5-Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA), Kynurenin (Kyn), 3-Hydroxykynurenin (3-HK), 3-Hydroxy-
anthranilsdure (3-HAA) und Kynureninsaure (KynA) aus unterschiedlichen biologischen Matrices, wie
beispielsweise Serum, Zellkulturmedium, Liquor Cerebrospinalis und Saliva. Diese Methode wurde Dual-
Load-SPE benannt, da im Zuge der Probenvorbereitung die Analyte zweifach auf die SPE Saule aufge-
tragen werden.

Durch den Einsatz dieser neuartigen Probenvorbereitung wurde, im Vergleich mit der zuvor verwendeten
Probenvorbereitung [179], eine deutliche Signalsteigerung auf bis zu 237% erzielt. In Versuchen zeigten
sich unterschiedliche, vom pH-Wert abhangige Bindungseigenschaften der zu untersuchenden Analyte
an die Partikel der SPE Kartusche. Die urspriingliche Methode sah eine stark acide Probenaufgabe vor.
Mittels Dual-Load-SPE werden die Analyte sowohl mit einem neutralen pH-Wert als auch in einem sauren
Milieu aufgetragen, wodurch die unterschiedlichen Bindungseigenschaften der Analyte optimal ausgenutzt
werden kdnnen.

Im Vergleich zu anderen Methoden ist die Anzahl der gemessenen Analyte hdher. Mit der von uns
entwickelten Methode kénnen sieben Analyte durch eine Probenvorbereitung aus unterschiedlichen bio-
logischen Matrices extrahiert werden und durch eine HPLC-Anlage mit UV-Detektor und Fluoreszenzde-
tektor (FLD) quantifiziert werden. Guillemin et al. beschrieben eine Methode, durch welche lediglich Kyn
mittels HPLC-UV bestimmt werden kann [49]. Auch mit den Methoden von Kapoor [170] und Heyes
[171] konnen lediglich KynA bzw. 3-HK analysiert werden. In einer im Jahr 2010 verdffentlichen Arbeit
stellte die Miinchner Arbeitsgruppe eine HPLC-UV/FLD-Methode nach einer Probenvorbereitung mittels
SPE vor, auf deren Basis die hier beschriebene Methode entwickelt wurde. Im Vergleich zur Dual-Load-
SPE wird in dieser Arbeit jedoch nicht die Analyse von 3-HAA und 5-HT beschrieben [184]. Durch die in
der vorliegenden Arbeit beschriebene HPLC-UV/FLD-Methode kann die Substanz Chinolinsdure (Quin)
nicht nachgewiesen werden. Ghosh et al. stellten 2012 eine HPLC-UV-Methode vor, die Quin, jedoch
keine weiteren Substanzen des Kynurenin Pathways (KP) detektieren kann [180]. Jedoch wurden damit
keine physiologischen Blutspiegel bestimmt. Durch die gleichzeitige Analyse mehrerer Analyte des KP
lasst sich nun ein umfangreicheres Bild der Aktivitaten des KP zeichnen. Dabei kdnnen Probenmaterial,
Arbeitszeit und Analysengerdte eingespart werden. Ein weiterer Vorteil einer multiparameter Analyse ist,

dass zwischen den einzelnen Quantifizierungen kein Zeitverzug stattfindet, oder Proben gar in ein anderes
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Labor versandt werden miissen. Durch derartige dulere Einfliisse kann es zu einem unterschiedlich stark
ausgepriagtem Substanzabbau kommen, was zu einem verfalschtem Bild des KP fiihren kann.

Die von uns verwendete Methode ermdglicht die Analyse der aufgefiihrten Substanzen mittels HPLC-
UV/FLD. Im Gegensatz dazu wird in der Literatur hadufig die Verwendung eines elektochemischen De-
tektors fiir die Quantifizierung einzelner Substanzen des Tryptophanstoffwechsels beschrieben [98, 168,
172, 148, 185]. Diese Art der Detektion gilt jedoch in der Praxis als sehr stéranffillig und ist deutlich
wartungsintensiver als ein UV-Detektor oder FLD.

Die neu entwickelte Dual-Load-SPE wurde bis zur Einfiihrung einer HPLC-MS/MS-Methode im Labor
der Arbeitsgruppe Neurobiochemie des Instituts fiir Laboratoriumsmedizin des Klinikums der Universitat
Miinchen als Standard zur Messung von Studien aus unterschiedlichen Matrices verwendet.

Trotz der deutlichen Verbesserungen gegeniiber herkdmmlichen Methoden zeigten sich sehr schnell
die Grenzen dieser Technik bei der Analyse endogener Substanzen aus Zellkulturmedien oder Patienten-
seren. So waren beispielsweise die bendtigten Probenvolumina mit jeweils 1,0 mL sehr grof und nicht
immer realisierbar. Die laufenden Kosten fiir die einzelnen Probenvorbereitungen waren durch die auf-
wendige SPE-Probenvorbereitung und spezielle Probengldser sehr hoch. Da sich die Konzentrationen
der einzelnen Analyte in einer Serumprobe drastisch unterscheiden, muss mit dieser Technik das relativ
hoch konzentrierte Trp in einer unabhéngigen Analysemethode gemessen werden (siehe Abschnitt 4.3.1),
um den Detektor nicht zu iiberladen und eine auswertbare, lineare Kalibriergerade zu ermdglichen. Die
weiteren Analyte miissen in einer zusatzlichen Analyse mit einem sehr groRen Injektionsvolumen quanti-
fiziert werden (siehe Abschnitt 4.3.2), um Substanzen wie 3-HK und 5-HIAA im physiologischen Bereich
noch detektieren zu kénnen. Das groBe Injektionsvolumen schlieBt jedoch eine erneute Injektion aus,
wodurch eine Verifizierung von Messungen oder Wiederholung bei etwaigen Fehlern unmdglich ist. Die
Analysedauer ist mit insgesamt mehr als 35 Minuten (6 Minuten Trp, 26 Minuten iibrige Analyte und
jeweils ca. 2 Minuten fiir die Injektion) sehr lang und limitiert die Anzahl der Proben, welche pro Tag
gemessen werden konnten. Aber die Laufzeit ist fiir eine HPLC-Methode durchaus konkurrenzfahig [43].
Da speziell die UV Analytik sehr unspezifisch detektiert und die Probenmatrices Serum und Zellkultur-
medium sehr komplex sind, wurden bei der HPLC-Analytik des 6fteren einzelne Analysen durch Proteine,
Peptide, zugesetzte Indikatoren wie Phenolrot, Medikamente und deren Metabolite iiberlagert, wodurch
die Ergebnisse nicht verwertbar, jedoch aufgrund der zuvor aufgefiihrten Griinde auch nicht wiederholbar

waren.

6.2 HPLC-MS/MS-Methoden

Das nachste Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer HPLC-MS/MS-Methode, die im Vergleich zur
zuvor entwickelten HPLC-Methode folgende Punkte erfiillen sollte: Ein geringeres Probenvolumen bei
gleichzeitig gesteigerter Spezifitat und Sensitivitat. Eine gesteigerte Anzahl an detektierbaren Analyten
pro Analyse, insbesondere die Bestimmung von Chinolinsdure, war ein wichtiger Schliisselpunkt bei der
Methodenentwicklung. Die Laufzeiten sollten verkiirzt und die Kosten fiir Verbrauchsmaterialien durch
den Einsatz einer einfachen Probenvorbereitung, wie beispielsweise durch Fallung der Serumproteine oder
eine Flissig-Flissig-Extraktion, reduziert werden.

Alle Punkte konnten erfiillt werden. Durch den Einsatz der MS/MS-Technik wurde eine deutlich spezi-
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fischere Nachweismethode etabliert. Zusatzlich zu den Analyten Tryptophan, Serotonin, 5-Hydroxyindol-
essigsaure, Kynurenin, 3-Hydroxykynurenin, 3-Hydroxyanthranilsdure und Kynureninsdure kénnen nun
die Tryptophanmetabolite Anthranilsdure (AA), Chinolin-2-Carboxylsdure (Quinaldic acid, QuinaldA),
Xanthurinsdure (Xan), 5-Hydroxytryptophan (5-HTP), Picolinsdure (Pic) und Chinolinsdure quantifiziert
werden. Keine der bisher publizierten Methoden konnte so viele Metabolite des Tryptophanstoffwechsels
durch eine Probenvorbereitung erfassen. Teilweise konnten durch einzelne HPLC-Analysen lediglich ein-
zelne Substanzen wie Trp und Kyn [173], KynA [170] oder 3-HK [171] bestimmt werden. Auch Quin
und Pic wurden nur in speziellen GC-MS-Methoden, getrennt von den anderen Analyten, untersucht
[49, 172, 185]. Feng et al. publizierten 2013 eine HPLC-Methode mit "on-column” Derivatisierung und
UV-, bzw. Fluoreszenzdetektion. Der Einsatz dieser technisch aufwendigen Analyse ermdglicht jedoch
auch nur die Quantifizierung von Trp, Kyn, 5-HIAA und KynA [121]. 2012 wurde eine HPLC-Methode
publiziert, die insgesamt acht unterschiedliche Probenvorbereitungen und Analysen fiir die Bestimmung
von neun Metaboliten des Kynurenin Pathways bendtigt [186]. Aktuell wurde im Jahr 2013 eine HPLC-
Methode mit kombinierter UV- und Fluoreszenzdetektion publiziert [187]. Sie ermdglicht die Analyse von
Trp, 5-HT, 5-HIAA, Kyn und KynA. Jedoch wird die aufgearbeitete Probe dreifach injiziert, wobei eine
Analyse ca. 30 Minuten bendtigt. Eine weitere HPLC-UV-FLD-Methode aus dem Jahr 2012 bendtigt
eine Laufzeit von 65 Minuten [43].

Auch im Vergleich zu aktuellen HPLC-MS/MS-Methoden ist die Anzahl der detektierbaren Metabolite
deutlich groRer. Huang et al. publizierten 2013 eine HPLC-MS/MS-Methode, mit welcher lediglich Trp
und Kyn aus humanem Plasma quantifiziert werden konnen [188]. Und Wirthgen et al. konnten mit ihrer
HPLC-MS/MS-Methode lediglichTrp, Kyn, KynA und Quin bestimmen [70].

Die Probenvorbereitung, welche im Rahmen der vorliegenden Arbeit etabliert wurde, ist eine zweistufige
Fallung mit anschlieRender, teilweiser Derivatisierung. Diese zweistufige Fallung ist deutlich einfacher als
die von Mackay beschriebene dreifache Fallung mit Perchlorsdure zur Bestimmung von Trp, Kyn,3-HK, 3-
HAA und Xan. Quin wurde bei dieser Methode separat durch eine Festphasenextraktion aufgereinigt, mit
tert-Butyldimethylsilyl derivatisiert und mittels GC-MS analysiert [172]. Auch ist die Probenvorbereitung
einfacher als eine wéssrige Extraktion, Reinigung von Lipiden etc. mittels Chloroform, anschlieRende
Fallung und letztlich Aufkonzentrierung durch Lyophilisation, wie sie von Lesniak et al. beschrieben
wurde [187].

Durch die Derivatisierung kann die Sensitivitat, vor allem fiir Quin und Pic, gesteigert werden. Fiir
Pic sind in der Abbildung 6.1 zwei Chromatogramme dargestellt. In dem linken Chromatogramm ist das
Signal der underivatisierten Pic zu sehen. Das rechte Chromatogramm zeigt den Peak der derivatisierten
Pic aus der identischen Probe. Die Signalintesitdt hat sich um mehr als Faktor 100 vergroRert. Durch die
Derivatisierung wird die Substanz deutlich starker von den Partikeln der HPLC-S3ule retardiert, wodurch
sich die Retentionszeiten deutlich verlingern. Dieser Effekt wirkt sich besonders stark auf 3-HK aus,
welches underivatisiert mit den polaren Verunreigungen der Probe eluiert. Nach der Derivatisierung ist
der Analyt deutlich von diesen stérenden Matrixeinfliissen getrennt. Dass der entstandene Butylester nun
nicht mit anderen Molekiilen um die lonisation konkurrieren muss, fiihrt ebenfalls zu einem gréReren
Signal. Da die Matrix zwischen den einzelnen Proben variiert, kommt es bei der underivatisierten Analyse
zu einer unterschiedlich starken lonensuppression. Dieser sich negativ auswirkende Effekt entfillt nach

der Derivatisierung, wodurch deutlich reprodizierbarere Ergebnisse generiert werden kdnnen. Bei der
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Derivatisierung handelt es sich um eine Veresterung der Carbonsduren mittels Butanol (siehe Abschnitt
5.2.1). Daher ist die Derivatisierung theoretisch fiir alle Substanzen des Kynureninstoffwechsels méglich,
mit Ausnahme von 5-HT, da diese Substanz keine Carbonsaure besitzt. Praktisch konnen 5-HTP und
5-HIAA nicht verestert werden. Da die Derivatisierungsreaktion bei einer Temperatur von 90°C ablauft,

wird vermutet, dass die beiden Substanzen thermolabil sind und es zu einem Substanzabbau kommt.
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Abbildung 6.1: Am Beispiel der Picolinsdure kann man erkennen, dass nach der Derivatisierung ein deut-
lich groReres Signal mit einem verbesserten Signal/Rausch-Verhaltnis detektiert werden
kann. Auch ist die Retentionszeit deutlich verlangert, wodurch die Substanz besser von
storenden Matrixeinflissen gereinigt werden kann.

Durch die gesteigerte Sensitivitat konnte das bendtigte Probenvolumen auf 300 pL gesenkt werden.
Die 2012 von Mdller et al. vorgestellte HPLC-MS/MS-Methode zur Quantifizierung von Trp, Kyn, KynA,
AA, 3-HAA, Quin und PIC aus Rattenplasma benétigt beispielsweise ein Volumen von 800 pL [178]. Auch
kann die aufgearbeitete Probe mehrfach injiziert werden, wodurch Analysen nach eventuellen Fehlern am
HPLC-MS/MS-System wiederholt werden kdnnen.

Die Probenvorbereitung verzichtet auf kostenintensive Verbrauchsmaterialien wie SPE-S3ulen, Filter
oder spezielle Probengldschen. Zur Analyse werden je Probe zwei Injektionen durchgefiihrt. Dabei bend-
tigt die Trennung der underivatisierten Metabolite 8,0 Minuten, und die der derivatisierten Metabolite
8,5 Minuten und ist in der Summe schneller als die zuvor beschriebene HPLC-Methode. Die Dauer der
chromatographischen Trennung ist mit anderen HPLC- oder HPLC-MS/MS-Methoden vergleichbar. So
stellten Moller et al. 2012 eine HPLC-MS/MS-Methode vor, die fiir die Bestimmung von sechs Me-
taboliten 12 Minuten bendétigt. [178]. Die von Lesniak publizierte Methode ist mit einer Laufzeit von
30 Minuten deutlich langer, obwohl nur fiinf Substanzen des KP quantifiziert werden kénnen [187]. Mit
insgesamt 60 Minuten Laufzeit ist die Methode von Beretta aus dem Jahr 2009 [176] fiir einen Analy-
ten (KynA) unverhiltnismaRBig langsam und fiir die Messung von Studien mit hoher Probenanzahl nicht
geeignet.

Ein sehr zeitintensiver Schritt bei der Probenvorbereitung ist das Eindampfen der Probe im Rotations-
verdampfer (3,5 Stunden nach der Fallung). Vergleicht man diese Methode jedoch mit anderen aktuellen

Methoden, so stellt man fest, dass teilweise Fillungen iiber Nacht [70] oder langandauernde Lyophili-
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sationen [187] zur Probenkonzentrierung durchgefiihrt werden. In der Praxis hat es sich bewahrt, diese
lange Probenvorbereitung {iber zwei Tage zu verteilen und die Proben iiber Nacht einzudampfen. Die
getrockneten Proben sind bei Raumtemperatur stabil und kénnen am nichsten Tag weiterverarbeitet

werden.

6.3 Validierung der HPLC-MS/MS-Methoden

Derivatisierungsdauer

Es wurde die optimale Derivatisierungsdauer ermittelt und die Derivatisierbarkeit des internen Standards
Tryptophan-d5 (Trp-d5) iiberpriift (sieche Abschnitt 5.3.2). Dabei wurde festgestellt, dass optimales Er-
gebnis bei einer Derivatisierungstemperatur von 90°C und einer Dauer von 60 Minuten erzielt wird. Nach
40 Minuten steigen die Signalintensitdten der Analyte nicht weiter an, jedoch kann durch eine 60 miniitige
Derivatisierung ein stabileres Ergebnis erzielt und eventuelle Fehler kdnnen ausgeglichen werden. Solch
ein Fehler kdonnte beispielsweise ein nicht vollstdndig vorgeheizter Heizschiittler sein. Der interne Stan-
dard Trp-d5 wird hierbei jedoch nicht derivatisiert. Die Substanz ist offenbar thermolabil und es kommt
bei der hohen Temperatur teilweise zu einem Deuteriumaustausch. Dass nicht alle fiinf Deuteriumatome
betroffen sind, erkennt man daran, dass es zu keinem Anstieg der Signale des undeuterierten Trypto-
phans kommt. Trp-d5 kann daher nicht als interner Standard fiir die Analyse derivatisierter Substanzen
verwendet werden. In der Literatur konnten keine vergleichbaren Daten zur Derivatisierung von fiinffach
deuteriertem Tryptophan bei 90°C gefunden werden.

Reproduzierbarkeit

Im Zuge der Validierung wurde zuerst die Reproduzierbarkeit des HPLC-MS/MS-Systems iiberpriift (sie-
he Abschnitt 5.3.1). Dabei wurde fiir jede Substanz der Variationskoeffizient (VK) aus 25 Injektionen
unter Beriicksichtigung des jeweiligen internen Standards berechnet. Der groRte VK wurde fiir Seroto-
nin mit 7,0% ermittelt. Es wurden zu jeder Substanz Regelkarten erstellt. Deutlich ist am Beispiel der
Chinolinsdure zu erkennen, dass das System offensichtlich fiinf Injektionen vor dem Beginn der eigent-
liche Analysensequenz zum Aquilibrieren bendtigt. Werden die ersten Injektionen aus den Regelkarten
entfernt, so werden keine Regelverletzungen fiir 20 Injektionen festgestellt. Das HPLC-MS/MS-System
arbeitet also reproduzierbar, bendtigt jedoch eine gewisse Aufwidrmphase. Diese kann durch den Bediener
genutzt werden, die Tagesleistung des Gerdtes mit der des Vortages zu vergleichen und somit eventuelle
Fehler friihzeitig zu erkennen. Dazu empfiehlt sich die mehrfache Injektion einer identischen L&sung,
deren Aliquote unter stabilen Lagerbedingungen aufbewahrt werden und somit auch nach Monaten einen
Vergleich zulassen. Dieses Vorgehen wurde neben den Anwendungen in der Forschung auch bei dem
ebenfalls durch unsere Arbeitsgruppe durchgefiihrten Medikamentenspiegelbestimmungen eingefiihrt, wo
es sich als gutes Werkzeug zur Uberwachung der Systemleistung bewihrt hat. An dieser Stelle sollte fiir
die Praxis folgendes bedacht werden: Wenn festgestellt wird, dass bei einer mehrfachen, direkt aufein-
ander folgenden Analyse einer identischen Probe die erste Injektion zu groBeren Signalen fiihrt, so ist
hiufig die Aquilibrierungsdauer am Ende des Gradienten zu kurz gewshlt. Bei der ersten Injektion wurde

zumeist das System deutlich langer mit den Startbedingungen &dquilibriert, was dann zu den beobachte-
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ten Unterschieden in der Chromatographie fiihrt. Eine Verldangerung der Analysendauer ist unter diesen
Umstanden angebracht.

Im Zuge der Reproduzierbarkeitsiiberpriifung (siehe Abschnitt 5.3.3) innerhalb eines Tages (Intra-Assay,
n = 10) und an mehreren Tagen (Inter-Assay, n = 5 * 5) wurden die Variationskoeffizienten aller Ana-
lyte bei unterschiedlichen Konzentrationen berechnet. Das underivatisierte 3-Hydroxykynurenin besitzt
innerhalb eines Analysetages bei der niedrigsten Konzentration den groBten VK mit 11,9% (n = 10).
3-HK zeigt nach der Veresterung (3-HK-b) eine deutlich geringere Streuung. Die iibrigen VKs sind alle
kleiner als 10%. Die Abweichungen vom Sollwert betragen maximal 8,5%. Betrachtet man die Ergebnisse
in einem Boxplot Diagramm (siehe Abbildung 5.6), so ist exemplarisch zu erkennen, dass fiir QuinaldA
keine AusreiRer vorliegen. Innerhalb einer Aufarbeitung ist die Methode also reproduzierbar.

Die Auswertung mehrerer unabhangiger Probenvorbereitungen (Inter-Assay) zeigt, dass die underiva-
tisierten Analyte 3-HK und 5-HIAA bei der niedrigsten Kontrolle die groRten VKs mit 11,3% und 11,5%
besitzen. Die lbrigen VKs sind alle kleiner als 10%. Die Abweichungen vom Sollwert betragen maximal
8,3%. Werden die Messdaten als Boxplot dargestellt (siehe Abbildung 5.7), so sind fiir 5-HIAA zwei
weiche Ausreiler zu erkennen. Mit der Methode von Perry und Keevil zur Analyse von 5-HIAA in Urin
mittels LC-MS/MS wurden vergleichbare VKs von < 12% erzielt [189]. Hierbei ist jedoch zu beachten,
dass nur ein Analyt aus einer deutlich weniger komplexen Matrix als Serum bestimmt wurde. Underiva-
tisiertes 3-HK zeigt, wie auch bei der Intra-Assay Reproduzierbarkeit, eine starke Streuung, welche sich
durch die Derivatisierung verringert. Dass die Derivatisierung generell reproduzierbar ist, kann man an der
Darstellung des derivatisierten Kynurenins (Kyn-b) erkennen. Hingegen besitzt 3-Hydroxyanthranilsaure-
butylester (3-HAA-b) einige deutliche Ausreiler, weshalb die Analyse im derivatisierten Zustand nicht
moglich ist. Ohashi et al. verwendeten fiir die Probenvorbereitung zur Bestimmung von Trp und Kyn aus
Serum mittels LC-MS, ebenfalls eine Fallung mit anschlieBender Derivatisierung [190]. Sie verwendeten
jedoch nicht Butanol, sondern R(-)-4-(3-Isothiocyanatopyrrolidin-1-yl)-7-(N,N-dimethylaminosulfonyl)-
2,1,3-benzoxadiazol, ein Reagenz, das urspriinglich zur Trennung chiraler Substanzen mit Fluoreszenz-
detektion verwendet wurde [191, 192]. Es wurden nach der Derivatisierung VKs (n = 4) von 0,24%
flir L-Trp und 4,44% fiir L-Kyn erzielt. Fiir Kyn, bzw. L-Kyn, sind die Schwankungen mit der von uns

entwickelten Methode vergleichbar.

Fiir die Auswertung von Studien und die Dateninterpretation miissen die ermittelten Schwankungen
beriicksichtigt werden. Um die Effekte moglichst gering zu halten, darf beispielsweise nicht an einem Tag
die Patientengruppe und an einem anderen Tag die Kontrollgruppe analysiert werden. Es empfiehlt sich,
dass Proben, deren Anzahl iiber ein Tagespensum hinausgehen, wie es z.B. bei klinischen Studien der
Fall ist, vor der Probenaufarbeitung randomisiert werden. Somit unterliegen alle Gruppen den gleichen
Schwankungen und das Ergebnis wird nicht verfalscht. Guillén-Casla et al. geben in ihrer Publikation aus
dem Jahr 2012 VKs < 5,3% bei der Inter-Assay Untersuchung (n = 3 * 5) der Analyte 5-HT, 5-HTP und
Trp an [193]. Jedoch ist zu beachten, dass diese Werte durch die Analyse identischer StandardlGsungen
ermittelt wurden. Sie beinhalten also keine aufarbeitungsbedingten Schwankungen, sondern geben nur
Auskunft iiber die Schwankung der Systemleistung. Badawy und Morgan ermittelten iiber einen Zeitraum
von vier Wochen die Schwankungen aus einer wassrigen Losung [194]. Sie berechneten fiir die Substanzen
Kyn, 3-HK, 3-HAA, KynA, Xan und AA VKs von maximal 7,7%. Auch diese Ergebnisse spiegeln nicht
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die tatsdchlichen Schwankungen durch individuelle Probenvorbereitungen wieder. Die in der Literatur
angegebenen VKs miissen also kritisch hinterfragt werden und kdnnen nicht immer direkt verglichen

werden.

Stabilitdt der Proben

Die Analysenmethode wurde im Hinblick auf klinische, teils multizentrische Studien entwickelt. In der
Praxis ist hierbei nicht immer eine unverziigliche Verarbeitung und adaquate Lagerung der Proben még-
lich. Als Beispiel sei hier der unterschiedlich lang dauernde Transport zum jeweiligen analytischen Labor
zu nennen. Daher muss festgestellt werden, iiber welchen Zeitraum die zu untersuchenden Substanzen
unter bestimmten Bedingungen stabil sind. Hierzu wurde eine Stabilitdtsuntersuchung (sieche Abschnitt
5.3.4) bei -20°C im Tiefkiihler, bei 5-8°C im Kiihlschrank und bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Es zeig-
te sich, dass Serumproben bei -20°C mindestens vier Wochen gelagert werden kénnen. Es wird vermutet,
dass Proben unter diesen Lagerbedingungen noch deutlich langer stabil sind, jedoch wurde keine langer
andauernde Studie durchgefiihrt. 3-HAA ist offensichtlich der limitierende Analyt beziiglich der Stabilitat
der Proben bei 5-8°C und bei Raumtemperatur. Im Kiihlschrank kdnnen Serumproben maximal vier Tage
und bei Raumtemperatur maximal zwei Tage ohne nennenswerten Abbau der Analyte gelagert werden.
Die Serumproben kdnnen mindestens fiinfmal eingefroren und aufgetaut werden. Wenn man die maxima-
len Lagerzeiten bei Raumtemperatur genauer betrachtet, so stellt man teilweise Unterschiede zwischen
der derivatisierten und underivatisierten Analyse fest (3-HAA, Trp, Xan). Da es sich jedoch um identische
Proben handelt, wird vermutet, dass es durch die Lagerung bei Raumtemperatur zu einer Verdnderung
der Matrix kommt, wodurch die Derivatisierung beeinflusst wird. Die Messergebnisse nach einer Verester-
ung zeigen, dass 3-HAA einen Tag ldnger bei Raumtemperatur gelagert werden kann. Die Analyse von
3-HAA-butylester kann jedoch aufgrund der starken Schwankungen nicht verldsslich durchgefiihrt werden
(siehe Abschnitt 5.3.3). Da die Proben aus klinischen Studien oder anderen Experimenten normalerweise
bei -80°C gelagert werden und erst am Tage der Probenvorbereitung aufgetaut und sofort aufgearbeitet
werden, kann man davon ausgehen, dass ein Substanzabbau im Serum ausgeschlossen werden kann.

Betrachtet man nun die Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchung der aufgearbeiteten Serumproben (siehe
Abschnitt 5.3.5), so wird beobachtet, dass bei -20°C alle Analyte fiir mindestens drei Wochen stabil
sind. Auch kdnnen die aufgearbeiteten Proben mindestens fiinfmal eingefroren und wieder aufgetaut
werden, ohne dass es zu einem Analytverlust kommt. Jedoch kdnnen im Kiihlschrank und im gekiihlten
Probengeber die aufgearbeiteten Proben maximal einen Tag gelagert werden, da zu einem spateren
Zeitpunkt der Abbau von 3-HAA, 5-HIAA und 3-HK zu grol} ist. In einer vergleichbaren Untersuchung
wurde gezeigt, dass Pic innerhab von 24 Stunden um ca. 25% abgebaut wird [178]. Dieses Ergebnis
konnte durch unsere Unteruchung nicht bestitigt werden. Die aufgearbeiteten Proben kdnnen nicht bei
Raumtemperatur gelagert werden, da mehrere Analyte nur fiir wenige Stunden stabil sind. Sollte es also
zu einem technischen Problem im Zuge der Analyse kommen, welches zu einem vorzeitigen Abbruch der
Sequenz fiihrt, so kann innerhalb von 24 Stunden die Analyse wiederholt werden. Auch muss aus Griinden
der Stabilitdt zwingend darauf geachtet werden, dass der automatische Probengeber ausreichend gekiihlt
wird.

Die internen Standards Picolinsdure-d4 (Pic-d4) und Kynureninsdure-d5 (KynA-d5) sind bei -20°C fiir
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mindestens drei Wochen, im Kiihlschrank und bei Raumtemperatur fiir mindestens eine Woche stabil.
Trp-d5 ist ebenfalls bei -20°C fiir mindestens drei Wochen und im Kiihlschrank fiir mindestens eine Woche
stabil, wird jedoch bei Raumtemperatur nach vier Tagen deutlich abgebaut. Es sollte also die interne
Standardlésung vorbereitet, aliquotiert und bei -20°C gelagert werden. Ein Aliquot kann anschlieBend fiir
eine Woche im Kiihlschrank gelagert werden.

Bei den in der Literatur beschriebenen Methoden fillt hdufig eine Stabilitdtsuntersuchung sehr ein-
fach aus. So wurde in der Arbeit von Monaghan et al. lediglich die Stabilitat der aufgearbeiteten Proben
untersucht [195]. Dabei wurde durch die Arbeitsgruppe festgestellt, dass 5-HT in aufgearbeiteten Serum-
proben fiir mindestens 48 Stunden bei Raumtemperatur stabil ist. Auch Perry und Keevil untersuchten
bei ihrer Methodenvalidierung die Stabilitdt von 5-HIAA nur in aufgearbeiteten Proben [189]. Sie stellten
eine Stabilitdt von mindestens 24 Stunden fest, geben jedoch nicht die Temperatur an. Fiir Kyn, 3-HK,
3-HAA, KynA, Xan und AA wurde eine Stabilitdt von vier Wochen nach einer Perchlorsiurefallung bei
-24°C ermittelt [194]. Diese in der Literatur aufgefiihrten Ergebnisse entsprechen nicht den Anspriichen
einer soliden Validierung. Gerade die Untersuchung der Stabilitdt ist bei biologischen Substanzen von
entscheidender Bedeutung und geben Auskunft iiber die Verlasslichkeit analytischer Ergebnisse. Durch
eine unzureichende Stabilitdtsuntersuchung besteht fiir jede analytische Methode die Gefahr, dass falsche

Werte generiert werden und die Interpretation der Ergebnisse zu einer falschen Schlussfolgerungen fiihrt.

Analytische Grenzwerte

Bei einer linearen analytischen Messmethode wird die Konzentration ¢ indirekt iiber eine Ersatzgrofe Y
bestimmt [196]. Diese ErsatzgroRe kann beispielsweise eine Spannung sein. Y und ¢ stehen gemaR der
Formel in Abbildung 6.2 in einem Zusammenhang. Y kann durch den jeweiligen Detektor gemessen und

¢, nach einer Kalibrierung, berechnet werden.

Y = f(e,w) x¢

Abbildung 6.2: Zusammenhang zwischen Konzentration und ErsatzgroRe.
Y: Ersatzgrole, c: Konzentration, w: weitere GroRe, €: Storgrofe

Dies bedeuted, dass Y als Funktion von c, eventuell einer weiteren GroBe w und einer StorgréRe € be-
trachtet wird. Wihrend c als exakter Wert vorliegt, muss Y jedoch, bedingt durch stochastisch wirkende
Nebenfaktoren, als ZufallsgroBe aufgefasst werden. Aufgrund dieser teils technisch bedingten Unsicher-
heiten, miissen im Zuge einer Validierung eindeutige Grenzen festgelegt werden, innerhalb derer ein sta-
titisch aussagekraftiger Riickschluss auf die Konzentration zugelassen werden kann. Dazu versteht man
unter der Nachweisgrenze (NG) die kleinste Substanzkonzentration, die mit einer definierten statistischen
Aussagewahrscheinlichkeit durch eine einmalige Messung qualitativ nachgewiesen werden kann und sich
signifikant von der Konzentartion Null unterscheidet [197]. Die Bestimmungsgrenze (BG) ist hingegen
die kleinste Konzentration, bei welcher die zu analysierende Substanz mit einer definierten statistischen
Aussagewahrscheinlichkeit durch eine einmalige Messung quantifiziert werden kann. Die NG kann iber
das Signal/Rausch-Verhaltnis (S/N) oder gemaR DIN 32645 [182, 183, 198] nach dem Leerwert- oder
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dem Kalibrierkurvenverfahren erfolgen. Teilweise wird in der Literatur die Erfassungsgrenze (EG) gleich
der BG gesetzt [197]. Jedoch ist die EG in etwa doppelt so hoch wie die NG, da hier die Substanz
mit einer hdheren statistischen Wahrscheinlichkeit berechnet wird. GemaR der DIN 32645 darf nur die
Erfassungsgrenze als Qualitdtsgarantie fiir den Hochstgehalt eines Bestandteils im untersuchten Stoff
herangezogen werden.

Im Abschnitt 5.3.7 wurde beschrieben, wie die NG, die EG und die BG gemal DIN 320645 gemihk der
Formel in Abbildung 6.3 ermittelt wurden [182, 183]:

1 1 X2
XNG:Sxo*tf,a*\/m+n+ Ox

1 1 Xpe — Xum)?
’ m.n Qx

Abbildung 6.3: Formeln zur Bestimmung der Nachweisgrenze (NG) und der Bestimmungsgrenze (BG)
nach DIN 320645. k: relative Ergebnisunsicherheit, sx,: Verfahrensstandardabweichung.
tr «: Quantil der t-Verteilung, m: Anzahl der Messungen, n: Anzahl der Kalibrations-
punkte, X: Konzentration X, Xyi: Mittelwert der Kalibratorkonzentration, Qx:Summe
der Abweichungsquadrate.

Betrachtet man die in Abbildung 6.3 dargestellten Formeln, so stellt man fest, dass die ermittelten
Werte umso kleiner werden, je groRer die Anzahl der Messungen (m) und die Anzahl der Kalibrations-
punkte (N) sind. Ebenso hat der Mittelwert der Kalibratorkonzentration (Xy1) einen Einfluss auf NG und
BG. Je niedriger Xy ist, desto niedriger ist also auch NG. Ebel und Kamm [197] zeigen sehr deutlich,
dass eine Erhéhung der Kalibrationspunkte zu einer deutlich niedrigeren BG fiihrt, jedoch ab einer Anzahl
von n > 10 kaum mehr ein positiver Effekt zu beobachten ist. Da es sich bei den Kynureninen jedoch
um endogene Substanzen handelt, kdnnen die Kalibrationspunkte nicht beliebig klein gewdhlt werden,
sondern sind durch das Versetzen der Seren mit zusidtzlichen Mengen an Analyt immer grdBer als die
nativen Konzentrationen. Somit kdnnen auf diese Weise keine wirklich aussagekraftigen Daten gewon-
nen werden, es sei denn, man wiirde auf die native Matrix verzichten, was jedoch dem Grundgedanken
einer analytischen Validierung widersprache. Eine alternative Methode zur Bestimmung der NG und BG
bezieht sich auf das Verhiltnis von Signal zu Rauschen (S/N), wie es z.B in den Methodenvalidierungen
von Mdller et. al [178], oder Zagajewski et al. [43] praktiziert wurde. Bei diesem Verfahren wird hiufig
definiert, dass die NG oder BG nicht unterschritten wurden, solange S/N groBer 3 bzw. 10 ist. Die Berech-
nung von S/N hingt jedoch von der verwendeten Software bzw. dem auswertenden Analytiker ab. Dabei
muss festgelegt werden, was als Rauschen definiert wird und mit welchem Algorithmus S/N berechnet
wird. Beispielsweise kann der maximale Wert des Rauschens, oder ein Durchschnittswert zur Berechnung
herangezogen werden. Auch kdnnen in modernen MS-Methoden Retentionszeitfenster definiert werden.
Dadurch kann nur ein sehr kleiner Zeitraum vor und nach dem Peak ausgewertet werden, was ebenfalls

kein reprasentatives Ergebnis fiir das Rauschen zuldsst. Es handelt sich also bei einer Auswertung nach
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dieser Methode immer um subjektive und nicht um objektive Werte. Zuvor wurde erwidhnt, dass die NG
und die BG gemaR DIN 32645 [182, 183, 198] auch nach dem Leerwertverfahren erfolgen kann. Dies ist
jedoch bei endogenen Substanzen nicht mdglich, da es keine analytfreie Matrix gibt. Die S/N-Methode
ist sehr gut fiir die Auswertung von UV-Chromatogrammen geeignet, da hier sowohl das Signal (Peakho-
he), als auch das Rauschen (beispielsweise mittlere Peakhchen + deren Standardabweichung), definiert
werden kdnnen. Die Auswertung nach DIN 320645 ist sehr gut fiir exogene Substanzen geeignet, da hier
eine beliebige Anzahl von Kalibrationspunkten mit relevanten Konzentrationen verwendet werden kdnnen.
Fiir eine MS/MS-Methode endogener Substanzen kann wiederum das Rauschen nicht eindeutig definert
werden, da im ldealfall nur der Analyt detektiert wird, bzw. zeitliche Messfenster so eng gesetzt wurden,
dass ein Rauschen zwar vorhanden ist, aber nicht aufgezeichnet wird. Aufgrund dieser Uberlegungen
werden die BGs und NGs somit niedriger als die in Tabelle 5.18 angegebenen Konzentrationen vermutet.
Die auf diese Weise berechneten NGs und BGs sind sehr hoch und erfiillen die Anforderungen an eine
sensitive Nachweismethode nicht. Die BG fiir Kyn liegt beispielsweise bei 77,7 ng/mL. In der Literatur
ist fiir Kyn z.B. eine BG von 11,6 ng/mL mittels HPLC-UV angegeben [121]. Jedoch ist die in dieser
Literaturstelle angegebene BG fiir KynA mit 243 ng/mL deutlich hdher als die in im Zuge der Validierung
ermittelte BG von 5,6 ng/mL. Winkler et al. geben in der Literatur die NG von 3-HK mit 11 ng/mL an
[199]. Mit der von uns entwickelten und validierten Methode kann sowoh! derivatisiert, als auch underi-
vatisiert um den Faktor zehn sensitiver gemessen werden. Aus der Arbeitsgruppe von Robert Schwarcz
stammt eine Publikation, die fiir Kyn eine Bestimmungsgrenze (ohne Angabe der Matrix) von 300 picomol
angibt. Dies entspricht einer Konzentration von weniger als 0,1 ng/mL [200]. Die Bestimmungsgrenze
wurde in diesem Fall durch den untersten Punkt definiert, bis zu welchem die Methode linear misst.
Die von uns ermittelte NG von 5-HT lag bei 30 ng/mL. Da Serotonin im nativen Serum relativ hoch
konzentriert ist, verwundert diese hohe NG, aus oben genannten Griinden nicht. Monaghan et al. erzielten
mit ihrer LC-MS/MS-Methode fiir 5-HT in Plasma eine NG von 0,9 ng/mL [195]. Sie definierten die NG
als die kleinste Konzentration, bei welcher der VK (n = 10) < 20% ist. Perry und Keevil ermittelten mit
der S/N-Methode die NG (S/N > 3) von 5-HIAA in Urin mittels LC-MS/MS mit 535 ng/mL und damit
um den Faktor 167 hoher als in der von uns beschriebenen Methode [189]. Fiir die Analyte Kyn, 3-HK,
3-HAA, KynA, Xan und AA ermittelten Badawy und Morgan NGs zwischen 1,0 und 10,0 ng/mL aus
wassrigen Standardldsungen mittels HPLC-UV/FLD [194]. Es wurde als Kriterium S/N > 5 definiert.
Méller et al. geben fiir ihre LC-MS/MS-Methode nach Probenvorbereitung mittels SPE die NGs zwischen
3,2 ng/mL fiir AA und 124 ng/mL fiir Pic an [178]. Auch diese Arbeitsgruppe definierte die NG mit
S/N > 3. Die Ergebnisse liegen in einer vergleichbaren GréRenordnung wie die von uns ermittelten NGs.
Ebenfalls mit der S/N-Methode bestimmten Guillén-Casla et al. die NG von 5-HTP und Trp in Schoko-
lade mit 0,01 pg/g und 0,12 pg/g [193]. Zwar ist diese Matrix ganzlich anders und der Einsatzbereich
nicht vergleichbar, aber die Probe ist dhnlich komplex. Zu beachten ist dabei, dass in der erwdhnten Pu-
blikation fiir unterschiedliche Schokoladesorten unterschiedliche NGs bestimmt wurden. Ubertrigt man
dieses Ergebnis auf die Analyse von Serumproben, so sollte immer die fiir die Methoden relevanten Ma-
trices untersucht werden. Ganz ohne Angabe der Methode wurden in der Publikation von Ohashi die
NGs von Trp und Kyn mit 30 ng/mL und 104 ng/mL aufgefiihrt [190]. Diese Werte sind deshalb von
Interesse, da die Quantifizierung der Analyte mittels LC-MS nach einer Derivatierung mit R(-)-4-(3-
Isothiocyanatopyrrolidin-1-yl)-7-(N,N-dimethylaminosulfonyl)-2,1,3-benzoxadiazol erfolgte. Fiir Kyn lag
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die von uns ermittelte NG mit 9,6 ng/mL nach der Derivatisierung deutlich niedriger. Fiir Trp jedoch
mit 793 ng/mL deutlich hdher. Diese hohe NG ist jedoch fiir die Praxis irrelevant, da die physiologischen
Konzentrationen der Aminosdure Trp deutlich hher liegen.

Diese Beispiele zeigen deutlich, wie gewissenhaft analytische Grenzwerte ermittelt, interpretiert und
verglichen werden miissen. Da die verwendeten Methoden zur Bestimmung der BG und NG in der Literatur

nicht konsitent sind, muss eine reine Zahlenangabe immer unter Vorbehalt betrachtet werden.

Methodenvergleich

Der Methodenvergleich (sieche Abschnitt 5.3.8) mit 30 unterschiedlichen Proben wurde fiir die Analyte 5-
HIAA, 5-HT, Kyn, KynA, Trp und 3-HK zwischen HPLC und HPLC-MS/MS durchgefiihrt. Es wurde die
parametrische Korrelation nach Pearson ermittelt, da es sich bei den Messwerten um verhiltnisskalierte,
normalverteilte Daten handelt [201]. Es zeigt sich, dass fiir alle Substanzen die Korrelation auf dem

Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant ist.
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Abbildung 6.4: Methodenvergleich nach Passing-Bablok. Auf den X- und Y-Achsen sind jeweils die ge-
messenen Konzentrationen in ng/mL dargestellt. Bei Kynurenin (linke Grafik) wird der
Ursprung durch das 95% Vertrauensintervall umschlossen, die Steigung liegt nahe bei
eins. Beim Vergleich von Trp (rechte Grafik) wird der Ursprung nicht durch das 95%
Vertrauensintervall umschlossen, die Steigung liegt nahe bei eins.
Suffix _der: derivatisierte MS/MS Messung, Suffix _und: underivatisierte MS/MS Mes-
sung, Suffix HPLC: Messung mittels HPLC.

Nachdem fiir die entsprechenden Wertepaare eine Passing-Bablok Regressionsgerade erstellt wurde,
konnte man folgendes feststellen: Die Messergebnisse von Kynurenin sind sowohl underivatisiert, als auch
derivatisiert mit denen der HPLC-Methode vergleichbar (siehe Abbildung 6.4). Die Messung von 3-HK ist

derivatisiert mit der HPLC-Methode vergleichbar, wohingegen underivatisiert ein deutlicher Unterschied
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Abbildung 6.5: Methodenvergleich nach Passing-Bablok. Auf den X- und Y-Achsen sind jeweils die ge-
messenen Konzentrationen in ng/mL dargestellt. 3-HK kann underivatisiert (linke Grafik)
nicht mit der HPLC-Methode verglichen werden, da die Steigung deutlich kleiner als eins
ist. Nach der Derivatisierung (rechte Grafik) betrdgt die Steigung annadhernd eins; die
Ergebnisse sind vergleichbar.

Suffix _der: derivatisierte MS/MS Messung, Suffix _und: underivatisierte MS/MS Mes-
sung, Suffix HPLC: Messung mittels HPLC.

besteht (siehe Abbildung 6.5). Fiir die Substanzen Trp (siehe Abbildung 6.4), 5-HIAA und 5-HT hingegen
zeigen die Passing-Bablok Regressionsgeraden einen deutlichen Achsenabschnitt, der vermuten l3sst, dass
in einer von beiden Methoden der Blindwert nicht korrekt ermittelt wurde, oder bei der HPLC-Analyse
das Signal durch eine konstante StdrgroRe lberlagert ist. Letzteres ist vor allem bei der Analyse von
5-HIAA und 5-HT haufig beobachtet worden. KynA zeigt einen deutlichen Unterschied zwischen den bei-
den MS-Methoden und der HPLC-Methode. Die Steigungen sind jeweils groRer 2,7, was bedeutet, dass
entweder die Kalibratoren fiir die HPLC zu hoch oder die Kalibratoren fiir die HPLC-MS/MS zu niedrig
sind. Eine dritte Mdglichkeit ist, dass die HPLC-Signale durch eine Uberlagerung gestért sind. Diese Uber-
lagerung kann jedoch nicht konstant sein, da sonst die Steigungen gleich eins und die Ordinaten deutlich
groler waren. Infrage kdme also nur eine koeluierende Substanz, welche als Kontamination in einer der
verwendeten Stammldsungen fiir die Herstellung der HPLC-Spikelésungen vorliegt. Bei der Uberpriifung
der Einwaagen und Herstellungsprotokolle fiir die HPLC-MS/MS-Kalibratoren konnte kein Fehler festge-
stellt werden. Die Richtigkeit der HPLC-MS/MS-Kalibratoren wurde durch Kontrollen, welche an einem
anderen Tag hergestellt wurden, betatigt, weshalb vermutet wird, dass die HPLC-Kalibratoren zu hoch

sind.

Wiederfindung und aufarbeitungsbedingte Verluste

Zur Bestimmung der aufarbeitungsbedingten Verluste wurden zwei Probensets verglichen (siehe Abschnitt

5.3.9). Set A bestand aus Seren, welche mit Analyten versetzt und aufgearbeitet wurden. Set B bestand
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hingegen aus Seren, die aufgearbeitet und anschlieRend mit Analyten versetzt wurden. Mittels SPSS wurde
fiir jeden Analyt ein Students t-Test durchgefiihrt und iiberpriift, ob der Unterschied zwischen den beiden
Probensets signifikant ist. Die Unterschiede der beiden Sets sind ein MaR fiir die aufarbeitungsbedingten
Verluste, dhnlich der von Matuszewski [202] oder Buhrman [203] vorgestellten Methoden. Im Unterschied
zu Matuszewskis wird jedoch nicht die Wiederfindung, sondern der Verlust angegeben (So entspricht z.B.
eine Wiederfindung von 95% einem Verlust von -5%, siehe Abbildung 6.6).

Mittelwert Set A — Mittelwert Set B

. ) _ 1
Aufarbeitungsbedingte Verluste (%) A ittolwort St B * 100
. ) Mittelwert Set A
Wieder findung (%) = M ittelwert Set B * 100

Abbildung 6.6: Die obere Formel zeigt die Berechnung der aufarbeitungsbedingten Verluste. Hierbei kon-
nen negative und positive Werte entstehen. Die untere Formel zeigt die Berechnung der
Wiederfindung nach Matuszewski. Set A: gespiktes und aufgearbeitetes Serum. Set B:
aufgearbeitetes Serum, anschlieBend gespiked.

Dabei kann es auch zu einem scheinbaren Anstieg kommen, wenn der interne Standard einem Verlust
unterliegt und der Quotient aus Analyt und internem Standard fiir Set A groRer ist als der fiir Set B.
Auch unterliegen Messungen und Probenvorbereitungen gewissen Schwankungen, die zu vernachlassigbar
kleinen Unterschieden zwischen den beiden Sets fiihren kdnnen. Eine weitere Ursache kann in einem
Loslichkeitsproblem bei der Herstellung von Set B liegen. Dies kdnnte beispielsweise der Fall sein, wenn
etwaige Proteine, die als Losungsvermittler dienten, nach der Fallung fehlen.

Die Auswertung der aufarbeitungsbedingten Verluste gestaltet sich als schwierig. Werden in Excel
aus den Mittelwerten die Verluste berechnet, so erhidlt man Werte zwischen -7,5% fiir Picolinsdure-
butylester (Pic-b) und +25,5% fiir 3-HAA. Fiir AA, 3-HK, KynA, Trp, Xan, QuinaldA, Kyn, 5-HIAA und
5-HTP, Quin und Pic wurde festgestellt, dass die Verluste vernachlassigbar klein sind. Fiir die Analyte
5-HT, 5-HTP und Trp geben Guillén-Casla et al. Wiederfindungen zwischen 76% und 98% an [193].
Dabei verwendet die Arbeitsgruppe eine HPLC-Methode mit UV- und Fluoreszenzdetektion. Die von uns
erzielten Wiederfindungen sind fiir Trp und 5-HTP vergleichbar gut oder besser.

Jedoch zeigt 5-HT einen hochsignifikanten Anstieg von 11,1%. Betrachtet man nun die Rohdaten
erneut, so wird festgestellt, dass Serotonin einem Signalverlust unterliegt, wenn die mittleren Signal-
intensitaten der beiden Sets verglichen werden. Der zur Auswertung herangezogene interne Standard
KynA-d4 unterliegt ebenfalls einem Signalverlust, der deutlich starker ist, wodurch es bei der Berech-
nung des aufarbeitungsbedingten Verlustes zu einem scheinbaren Anstieg kommt. Bei einer erneuten
Berechnung der aufarbeitungsbedingten Verluste unter Zuhilfenahme von Trp-d5 betrdgt der Anstieg nur
noch 5,5% und ist dabei nicht signifikant. Bei der LC-MS/MS-Analyse von 5-HT mit einem deuterierten
internen Standard konnten Monaghan und Kollegen eine Wiederfindung von 98% erzielen [195]. Der in-
terne Standard KynA-d5 sollte also durch deuteriertes Serotonin ersetzt werden, wenn ein Bedarf an der

quantitativen Bestimmung besteht. Dies ist jedoch fiir die derzeitigen Forschungsziele der Arbeitsgruppe
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nicht relevant, da peripheres 5-HT hauptsichlich von den enterochromaffinen Zellen und zusatzlich von
den Thrombozyten freigesetzt wird und daher nicht reprisentativ fiir die Konzentration im zentralem
Nervensystem ist. 3-Hydroxyanthranilsdure unterliegt derivatisiert einem signifikanten Verlust von -5,0%.
Underivatisiert betragt der Unterschied jedoch 25,5% und ist dabei hochsignifikant. Vorherige Versuche
zur Reproduzierbarkeit (siehe Abschnitt 5.3.3) zeigten jedoch, dass 3-HAA nicht derivatisiert gemessen
werden kann. Eine alternative Betrachtung der Rohdaten zeigt, dass 3-HAA underivatisiert ohne internen
Standard, also nur iber die Flichen ausgewertet, lediglich einen nicht signifikanten Verlust von 2,7%
zeigt. Die Substanz Trp-d5 ist demnach nicht als interner Standard geeignet. Es sollte auch hier 3-HAA
in einer deuterierten Form verwendet werden. Dass es durch den Einsatz nicht idealer interner Standards
zu Wiederfindungen groRer 100% kommen kann, ist auch in anderen Arbeiten zu beobachten. Feng et al.
verwendeten beispielsweise in ihrer Methode 3-Nitro-Tyrosin als internen Standard und erzielten Wieder-
findungen bis 114% [121]. Auch Badawy und Morgan erzielten durch eine Fallung mittels Perchlorsdure
fiir die Substanzen Kyn, 3-HK, 3-HAA, KynA, Xan und AA Wiederfindungen zwischen 62,3% und 111%
[194]. Der scheinbare Substanzgewinn kann auch hier durch einen Substanzverlust beim internen Stan-
dard erklart werden. Méller et al. konnten mittels SPE und anschlieBender LC-MS/MS-Analyse fiir die
Substanzen Trp, Kyn, KynA, AA, 3-HAA und Quin Wiederfindungen zwischen 95% und 100% erzielen
[178]. Jedoch zeigte ihre Methode fiir Pic Wiederfindungen von 37%. Zum einen unterliegt Pic in der
SPE Probenvorbereitung deutlich stirkeren Verlusten, als bei der Fallung, zum anderen ist der verwen-
dete interne Standard Ethyl-4-hydroxy-2-chinolincaboxylat wesentlich schlechter zur Quantifizierung von

Pic geeignet, als die von uns verwendete deuterierte Pic.

Matrixeffekt

Eine LC-MS/MS-Methode sollte auch immer auf eventuelle Matrixeffekte hin untersucht werden. Unter
Matrixeffekten versteht man unerwiinschte Effekte von nicht zu analysierenden Substanzen, die zu einer
Verdnderung der Signalintensitat fithren. Der hiufigste Effekt ist die sogenannte lonensuppression, wobei
koeluierende Substanzen die lonisation des Analyten unterdriicken und somit zu einem Signaleinbruch
fiihren. Zur Berechnung des jeweiligen Matrixeffekts wiirde ein Set C bend&tigt werden, welches aus mobi-
ler Phase besteht und identische Konzentrationen an Analyten und internen Standards besitzt wie Set B.
Dies ist sehr einfach bei exogenen Substanzen, wie beispielsweise Medikamenten, mdglich [204]. Fiir
endogene Substanzen miisste die exakte native Konzentration im Serum bekannt sein, die Methode sehr
niedrige Schwankungen in diesem Bereich aufweisen und alle Substanzen gut in einem wissrigen Milieu
|Gslich sein. Vor allem aufgrund des letzten Punktes war es nicht mdglich, diesen Versuchsteil befrie-
digend durchzufiihren. Eine alternative Methode zur Bestimmung des Matrixeffekts ist das sogenannte
"Postcolumn Infusion Experiment”, wie es z.B von Perry und Keevil [189] durchgefiihrt wurde. Dabei wird
eine analytfreie Probe aufgearbeitet und analysiert. Gleichzeitig wird durch eine Spritzenpumpe nach der
Sdule eine konstante Konzentration des zu untersuchenden Analyten zugefiihrt. Wird die lonisation nicht
gestort, so ist ein konstantes Signal zu detektieren. Kommt es jedoch durch koeluierende Stoffe, wie
beispielsweise Peptide oder Lipide, zu einer lonensuppression, so wird zu diesem Zeitpunkt ein niedrigeres
Signal detektiert. Solange also zur relevanten Retentionszeit keine Verdnderungen der Signalintensitat

zu beobachten ist, kann bei dieser Methode davon ausgegangen werden, dass kein Matrixeffekt vorliegt.
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Bei der Analyse von endogenen Substanzen ist dies jedoch nicht moglich, da in der aufgearbeiteten Pro-
be immer der zu untersuchende Analyt enthalten ist. Ein Signaleinbruch ist deshalb nicht zu erkennen,

sondern nur der jeweilige, erwiinschte Anstieg.

6.4 Praanalytische Einfliisse

Freie und proteingebundene Kynurenine

Als Anwendung fiir diese Methode ist die Analyse klinischer oder biologischer Proben geplant. Daher
war es von entscheidender Bedeutung die praanalytischen Einflussfaktoren zu untersuchen. Die Ami-
nosdure Tryptophan konkurriert mit den Aminosduren Phenylalanin (Phe), Tyrosin (Tyr), Valin (Val)
und Isoleucin (lle) um den Transport iiber die Blut-Hirn-Schranke (BBB). Dabei ist es von entscheiden-
der Bedeutung, dass nur die freien, nicht proteingebundenen Aminosauren die BBB passieren kdnnen.
Demzufolge sind sowohl eine geringe Konzentration konkurrierender Aminosduren am Transporter, als
auch ein hoher Anteil an freiem Trp, Voraussetzung fiir einen ausreichend hohen Trp Transport iiber
die BBB. Bei depressiven Patienten wurde wiederholt ein verringertes Verhiltnis von Trp gegeniiber den
konkurrierenden Aminosauren festgestellt [205, 206].

Durch die akute Tryptophan Depletion (ATD) kann ein Mangel an Trp im Gehirn herbeigefiihrt werden,
indem zum einen die Trp-Konzentration durch eine Didt mdglichst gering gehalten wird, und zum anderen
der Transport durch die BBB durch die Verabreichung einer hohen Dosis konkurrierender Aminosauren
unterdriickt wird. Ein weiterer Effekt ist die Induktion der Proteinsynthese durch die Zufuhr aller anderen
Aminosaduren und damit die Konsumierung des verbliebenen Trp. Durch die ATD kommt es somit zu
reduzierten Trp Spiegeln im Gehirn und einer reduzierten Neusynthese von 5-HT [207, 208, 209]. Im
Zuge dieses Experiments wurden die Konzentrationen an freiem Trp im Blut bestimmt, um Riickschliisse
auf den Ubertritt an der BBB zu erhalten. Auch in anderen Bereichen kommt eine Unterscheidung
zwischen freien und gebundenen Analyten zum Einsatz. So unterschieden Johnsen et al. beispielswiese
zwischen freier und gesamter Menge an 25-Hydroxyvitamin D [210]. Sie untersuchten dabei die "freie-
Hormon-Hypothese”, die besagt, dass nur die nicht gebundenen Hormone biologisch aktiv sind. Im Zuge
unserer Experimente wurde deshalb getestet, ob generell eine Unterscheidung zwischen gesamter und
freier, das heilit nicht proteingebundener Konzentration an Analyten des Kynurenin Pathways mdglich
ist. Diese Untersuchung fiir den gesamten KP ist bisher noch nicht in der Literatur beschrieben worden.

Plasmaproteine bestehen zu ca. 60% aus Albuminen und zu ca. 40% aus Globulinen [211]. Trp ist die
einzige Aminosadure, die an Albumin bindet. Insgesamt sind etwa 90% des Trp an Albumin gebunden
[212]. Der Einsatz von 10 kDa Filtern wird in der Literatur als gangige Methode zum Deproteinieren
beschrieben. Hijikata [213] und Jagannathan [214] distinguierten mittels diesem Filter zwischen freiem
und proteingebundenem Tryptophan. Zwar werden nicht alle Proteine durch diese Methode entfernt,
jedoch kénnen die ca. 67 kDa schweren Albumine und die 67 kDa bis 1,3 MDa schweren Globuline
mit hoher Wahrscheinlichkeit die Filtermembran nicht passieren. Deshalb ist die Filtration ein addquates
Mittel um fiir die Analyse zwischen freien und proteingebundenen Analyten zu unterscheiden.

Als zweites wurde der Einfluss der Nahrungsaufnahme auf diese beiden Konzentrationsangaben hin

iberpriift. Da Trp eine essentielle, proteinogene Aminosiure ist, wird sie durch proteinreiche Nahrung
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aufgenommen und im menschlichen Korper freigesetzt. Jedoch schwankt die Trp-Konzentration zwischen
unterschiedlichen Lebensmitteln erheblich. Beispielsweise besitzt Ananas keinerlei Trp, eine Banana ca.
18 mg/100 g, ein Hiihnerei 230 mg/100 g, Fleisch und Fisch ca. 250 mg/100 g. Uber 400 mg/100 g Trp
beinhalten Sojabohnen, Cashewniisse und Hartkase [215]. Aber auch die 5-HT-Konzentration schwankt
deutlich zwischen den einzelnen Lebensmitteln. So besitzt eine Tomate 1,2 mg/100 g und eine Banane
7,7 mg/100 g. Neben der Aufnahme von Aminosiuren und Proteinen iiben auch Kohlenhydrate einen Ein-
fluss auf die Trp Menge im Blut aus. Nach der Aufnahme von Kohlenhydraten steigt der Blutzuckerspiegel
an und stimuliert unter anderem das Pankreas Insulin freizusetzen. Durch die Insulinausschiittung wird
die Blutzuckerkonzentration geregelt und als Begleiterscheinung steigt die Trp-Konzentration im Blut
an, wohingegen die Konzentration der meisten anderen Aminos3uren absinkt [216]. Somit beinflusst die
Art der Erndhrung stark die aufgenommene Menge der Aminoséuren und letztlich die Trp-Konzentration
im Blut. Fiir einen ersten Versuch wurden daher die Seren von sechs Probanden niichtern (praprandial)
und nach Nahrungsaufnahme (postprandial) untersucht. Die Probanden wahlten dabei ihr Essen frei. Die
Gesamtkonzentrationen der Analyte wurde wie unter 5.2 beschrieben bestimmt. Zur Quantifizierung der
freien Analyte wurden vor der Probenaufarbeitung die Proteine durch einen 10 kDa Zentrifugenfilter aus
dem Serum entfernt.

Im Zuge der Auswertung wurde durch einen Student t-Test festgestellt, dass praprandial fiir alle Ana-
lyte ein signifikanter Unterschied zwischen freien und proteingebundenen Analyten besteht (p < 0,05).
Postprandial konnte fiir QuinaldA und 5-HTP kein signifikanter Unterschied mehr festgestellt werden.
In einer zweiten Auswertung wurde mit der Korrelation nach Pearson bestimmt, ob die freie und die
gesamte Konzentration korrelieren. Dabei ergab sich ein heterogenes Bild. Nur fiir die Substanzen 3-
HAA, 3-HK, 5-HT und Kyn existiert eine Korrelation zwischen freier und gesamter Analytkonzentration,
sowohl praprandial als auch postprandial. Fiir die iibrigen Analyte existiert diese Korrelation nicht, oder
wird durch die Nahrungsaufnahme verandert.

Durch den Einsatz eines 10 kDa Zentrifugenfilters kann also zwischen freien und proteingebundenen
Analyten des KP distinguiert werden und durch Nahrungsaufnahme werden die Analytkonzentrationen
wie erwartet verdndert. Wenn durch die Fragestellung also eine Quantifizierung der freien Analyte des
KP gefordert wird, ist dies folglich moglich. Da es durch die Nahrungsaufnahme zu Anderungen der
Konzentrationen einzelner Metabolite des KP kommt, wurde beschlossen, dass der Einfluss der Nah-

rungsaufnahme genauer untersucht werden muss.

Einfluss von Nahrungsaufnahme

In dem Experiment zur Unterscheidung von freien und proteingebundenen Substanzen des Kynurenin
Pathways wurde festgestellt, dass die Nahrungsaufnahme einen deutlichen Einfluss auf die Konzentration
der Analyte besitzt. Sowohl die Gesamtkonzentration, als auch der Anteil der freien Analyte dndert sich
dadurch. Diese Effekte der Nahrungsaufnahme wurden deshalb n3her untersucht (siehe Abschnitt 5.4.3).
Dazu wurde zwei iiber Nacht niichternen Probanden prédprandial und 30 Minuten, 60 Minuten und
135 Minuten nach Aufnahme einer tryptophanreichen Kost Blut abgenommen und dieses untersucht.
Es wurde zu jedem Zeitpunkt zwischen der Gesamtmenge und der freien Fraktion unterschieden. Zur

Auswertung wurde die jeweilige praprandiale Konzentration als eins definiert und die postprandialen Werte
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darauf bezogen. Des Weiteren wurde der Quotient aus freien Analyten und Gesamtmenge berechnet und
graphisch dargestellt. Exemplarisch sind die Ergebnisse fiir QuinaldA in der Abbildung 5.9 dargestellt.

Die Ergebnisse sind sehr inhomogen, die Analyte verhalten sich unterschiedlich. Es kann bei allen Ana-
lyten eine postprandiale Anderung der Konzentrationen beobachtet werden. Weder ist die Gesamtmenge,
noch die freie Menge konstant. Auch die freie Fraktion dndert sich, woraus gefolgert werden kann, dass
sich die Proteinbindung der Analyte ebenfalls dndert. Da maximale Anderungen erst nach 2 Stunden be-
obachtet werden, handelt es sich also nicht um einen kurzfristigen Effekt. Es sind starke interindividuelle
Unterschiede zu beobachten. Fiir diese Unterschiede gibt es eine Vielzahl mdglicher Erkldrungen. Da es
sich um nur zwei Probanden handelt, kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob einer der beiden
Verlaufe unphysiologisch ist, wie es z.B. bei einer Infektion der Fall ware. Auch konnen die Unterschiede
durch variierende Lebensgewohnheiten und dadurch bedingte Abweichungen im circadianen Rhythmus
des Cortisols erklart werden. In beiden mdglichen Fille kime es durch Zytokine oder Hormone zu unter-
schiedlichen Enzymaktivierungen und in Folge zu den festgestellten interindividuellen Schwankungen.

Kynurenin wird durch Kynureninaminotransferase zu Kynureninsdure, durch Kynureninase zu An-
thranilsdure oder durch Kynurenin-3-Monooxygenase zu 3-HK' verstoffwechselt (sieche Abbildung 2.3)
[44, 46, 55]. Wahrend KynA und 3-HK postprandial einen Anstieg zeigen, fallt AA moderat ab. Bezieht
man die Konzentration eines dieser Metabolite auf die Konzentration der gemeinsamen Vorlaufersubstanz
Kyn, so erhidlt man ein Mal fiir die jeweilige Enzymaktivitat. Betrachtet man so die Aktivitdt der KAT,
KYNU oder KMO, so stellt man ein inhomogenes Verhalten fest (siehe Abbildung 5.10). In der Literatur
wurde der Quotient aus Kyn und Trp als ein MabB fiir die fiir die Aktivitdt der Indolamin-2,3-dioxygenase
beschrieben (IDO) [217, 218]. Wird nun Kyn auf dessen Vorlaufer Trp bezogen, so wird auch hier im
Mittel ein Abfallen des Quotienten festgestellt. Dieser Abfall stimmt mit dem Anstieg der Metabolite
3-HK und KynA iiberein. Nach der Nahrungsaufnahme erfolgt also sehr schnell eine Verstoffwechslung
des Tryptophans und dessen Stoffwechselprodukte.

Da jedoch die drei Enzyme KAT, KMO und KYNU das selbe Substrat Kyn besitzen, kann das unter-
schiedliche Verhalten nicht alleine auf den Effekt der Nahrungsaufnahme zuriickgefiihrt werden. Wenn
nur die Nahrungsaufnahme und die daraus resultierenden hoheren Blutspiegel an Trp und nach einer
Metabolisierung die erhéhten Konzentrationen an Kyn, also ein Substratanstieg fiir die drei Enzyme, aus-
schlaggebend wire, dann miissten sich die Konzentrationen der drei Metabolite 3-HK, KynA und AA in
gleicher Weise verhalten. Daher wird das unterschiedliche Verhalten der Metabolitkonzentrationen durch

drei Hypothesen erklart:

1. Die drei Enzyme andern ihre Aktivitdt mit der Zeit, so dass zu unterschiedlichen Zeitpunkten

unterschiedliche Mengen an Kynureninmetaboliten gebildet werden.
2. Die drei Enzyme werden im Laufe der Zeit unterschiedlich stark exprimiert.

3. Die drei Substanzen werden unterschiedlich schnell metabolisiert (in QuinaldA, Xanthurinsdure
(Xan) oder 3-HAA), wodurch der Quotient stark schwankt. KynA und 3-HK werden demzufolge
langsamer als AA verstoffwechselt.

Vermutlich handelt es sich jedoch um eine Kombination der Hypothesen. Die Enzyme des Tryptophan-

stoffwechsels unterliegen offensichtlich einer starken Aktivititsschwankung, wodurch es zu einer Anderung
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der Metabolitgleichgewichte kommt. Diese Schwankungen sind vermutlich abhangig von der Substrat-
konzentration und unterliegen offensichtlich einem circadianen Rhythmus.

Die Anderungen der Metabolitkonzentrationen nach Nahrungsaufnahme werden durch die Literatur
bestatigt. So wird bespielsweise der Anstieg von KynA-Konzentrationen im Serum und im Gehirn von
Nagetieren nach einer systemischen Gabe von Trp beschrieben [219, 220]. Bereits 1969 wurde berich-
tet, dass eine Aktivierung der Tryptophan-2,3-dioxygenase (TDO) durch eine erhdhte Trp-Konzentration
erfolgt [221]. In einer weiteren Literaturstelle wurde der Anstieg von Kyn 30 Minuten nach einer in-
traperitonealen Injektion im Prosencephalon, Cerebellum, Plasma und in der Leber nachgewiesen [200].
Es ist bekannt und wurde bereits in dieser Arbeit erdrtert, dass die Aktivitat der TDO durch Gluco-
corticoide, wie z.B. Cortisol, induziert wird[27]. Im Jahr 2013 konnte gezeigt werden, dass postprandial
auch die Konzentration des Cortisols ansteigt [222]. Damit wird durch die Aufnahme von Trp zum einen
mehr Substrat zur Verfiigung gestellt, zum anderen wird die Aktivitdt des verstoffwechselnden Enzym
gesteigert.

Jedoch kdnnen generell die Ergebnisse einer Quantifizierung des Tryptophanstoffwechsels im Zuge
einer klinischen Studie durchaus verglichen werden, wie Hiratsuka und Kollegen zeigten [186]. Uber
einen Zeitraum von 22 Tagen konnte die Arbeitsgruppe keine signifikanten Anderungen der untersuchten

Metablite in Blut und Serum gesunder Frauen feststellen.

Der Effekt des Einfrierens

Bis zu diesem Zeitpunkt wurden bei allen Untersuchungen der Arbeitsgruppe eingefrorene Probenmate-
rialien aufgearbeitet und analysiert. Daher musste zwangsldufig gepriift werden, in wie weit sich durch
das Einfrieren das Verhaltnis aus freien und proteingebundenen Analyten gegeniiber der nativen Probe
andert (siehe Abschnitt 5.4.2). Es zeigte sich, dass nach dem Einfrieren keinerlei signifikante Unterschei-
dung zwischen freien Analyten und der Gesamtkonzentration mdglich ist. Die Analyse der deproteinierten
Fraktion zeigte die identischen Konzentrationen, wobei vor der Kiltebehandlung ein signifikanter Unter-
schied fiir alle Analyte bestand. Durch das Einfrieren werden also die Bindungen zwischen Proteinen und
den zu untersuchenden Tryptophanmetaboliten zerstort. Auch Chang et al. haben Beobachtungen zur
Proteinprézipitation und Denaturierung bei tiefen Temperaturen gezeigt [223]. Fiir Studien mit eingefro-
renen Probenmaterialien kann also nur die Summe aus freien und proteingebundenen Analyten bestimmt
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass diese Summe durch das Einfrieren nicht verandert

wird.

Einfluss der Blutentnahmesysteme

In klinischen Studien, vor allem bei multizentrischen Studien, oder solchen iiber einen langeren Zeitraum,
kénnen unter Umstdnden unterschiedliche Blutentnahmesyteme verwendet werden. Deshalb wurde der
Einfluss von Blutentnahmesystemen auf die Analytik des KP untersucht (siehe Abschnitt 5.4.4). In der
Praxis wird haufig beobachtet, dass Blutentnahmerdhrchen nicht vollstindig befiillt werden. Deshalb
wurde ein Blutentnahmerdhrchen des Typs BD Vacutainer SST Il Advance nur zur Hailfte gefiillt, um
den Einfluss dieses praanalytischer Fehlers zu untersuchen. Insbesondere bei EDTA und Heparin Plasma

kommt es durch ein unvollstandige Befiillung zu einem abweichenden Verhiltnis zwischen Antikoagulanz
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und Blut. EDTA und Heparin unterbinden beide die Gerinnung, indem EDTA das Kalzium und Heparin
das Antithrombin IlI bindet [224].

Die statistische Auswertung zeigt signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Blutentnahme-
systemen im Bezug auf die Analyte AA, 3-HAA, 5-HT, Quin, QuinaldA, Pic und KynA. Es fallt auf, dass
nicht nur die mittlere Konzentration von der des Bezugsystems abweicht, sondern auch die Schwankungen
drastisch zunehmen. Auch ist zu beobachten, dass bei den Substanzen, welche einem Einfluss durch das
Bluentnahmesystem unterliegen, die héchsten Signalintensitdten aus Serum gemessen werden. Daraus
kann einerseits gefolgert werden, dass durch die Gerinnung keine Analyte ausfallen. Andererseits kdnnen
bei bestimmten Analyten die verwendeten Gerinnungshemmer zu einer lonensuppression fiihren. Auch
durch den Einsatz von Gelseperatoren kommt es zu einem kleineren Signal, was entweder durch lonen-
suppression, oder durch eine Substanzadsorption an das Gel erklart wird. Lykkesfeldt zeigt in seiner 2012
publiziereten Arbeit den gleichen negativen Einfluss von Gelseparatoren bei der Blutspiegelbestimmung
von Vitamin C [225]. Er zeigt ebenfalls anschaulich, dass der Einstz von Fluorid als Antikoagulanz zu
deutlich niedrigeren Spiegeln bei Vitamin C und Dehydroascorbat fiihrt. Er verwendete Heparin Plasma
als Referenzmaterial, welches mit Serum vergleichbar ist. Die beiden von ihm untersuchten Analyte zei-
gen bei der Verwendung anderer Blutentnahmesysteme, wie EDTA, Fluorid oder Gel Serum, signifikant
kleinere Konzentrationen. Jedoch kommt er zu dem Ergebnis, dass durch den Einsatz von EDTA das
in vivo Redoxgleichgewicht zwischen Ascorbat und Dehydroascorbat am besten erhalten bleibt. Im Jahr
2008 zeigten Shich et al., dass bei der Quantifizierung von Myeloperoxidase die hochsten Spiegel bei
Verwendung von Lithium Heparin Réhrchen gemessen werden [226]. Dabei steigen die Konzentrationen
jedoch nach der Blutabnahme noch an und sind bei Raumtemperatur deutlich stirker ausgepragt als bei
gekiihlten Proben. In diesem Falle wird vermutet, dass Heparin bei der Gerinnung die Freisetzung von
Myeloperoxidase aus Leukozyten ermdglicht. Bei der Analyse von Metaboliten des Tryptophanstoffwech-
sel ist jedoch weder ein Redoxgleichgewicht noch eine Freisetzung aus Leukozyten wahrend der Gerinnung
in der Literatur beschrieben. Dies erlaubt also die Analyse aus Serum. Jedoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass es nach der Blutentnahme durch unterschiedliche Zytokinkonzentrationen zu unterschiedli-
chen Enzymaktivierungen kommt. Biancotto et al. fiihren in ihrer Publikation aus dem Jahr 2012 etliche
Zytokine auf, deren Konzentrationen, in Abhangigkeit des gewahlten Gerinnungshemmers, variieren [227].
So wurde beispielsweise Interferon-y (IFN-y) aus EDTA Plasma mit 11,7 pg/mL, aus Heparin Plasma
mit 33,8 pg/mL und aus Serum mit 52,6 pg/mL bestimmt. Da IFN-y zu einer Aktivierung der IDO
und damit zur Bildung von NFK [49] fiihrt, kdnnte dieser Effekt einen gewissen Einfluss auf nachfolgen-
de Experimente haben. Das diese Effekte nicht zwangslaufig fiir alle Analyte auftreten miissen, zeigte
ein dhnliches Experiment mit 25-Hydroxyvitamin D [228]. Hierbei konnten keine Unterschiede zwischen
Serum, Heparin und EDTA Plasma festgestellt werden. Auch die Dauer zwischen Blutentnahme und
Zentrifugation hatte innerhalb von 72 Stunden keinen Einfluss. Auch Tahir et al. konnten nachweisen,
dass das Blutentnahmesystem keinen Einfluss auf den untersuchten Progesteronspiegel besitzt [229]. Es
konnte von uns nachgewiesen werden, dass ein nur zur Hilfte mit Serum befiilltes Blutentnahmerdhrchen
keine statistisch signifikant anderen Ergebnisse liefert als das vollstiandig befiillte Blutentnahmerdhrchen.
Da bei der Verwendung von Serum keine Antikoagulanzien verwendet werden, war dieses Ergebnis zu
erwarten. Aus diesem Grund und der Tatsache, dass Serum zu den groRten Signalen fiihrt, sollte es bevor-

zugt verwendet werden. Ein weiterer positiver Effekt ist, dass Plasmaproben bei einer Probenvorbereitung
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mittels Festphasenextraktion hiufig zu Problemen fiihren, da es nach dem Einfrieren zu einer Gerinnung
kommen kann und dann die SPE Kartuschen verstopfen. Eine reproduzierbare Probenvorbereitung ist

dann nicht mehr gegeben. Dieser Nachteil ist jedoch bei einer Fillung nicht von Belang.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit kann also zusammenfassend gesagt werden, dass analytisch
prinzipiell zwischen freien und proteingebundenen Substanzen unterschieden werden kann. Diese Diffe-
renzierung jedoch nach dem Einfrieren nicht mehr méglich ist. Da es zu deutlichen Schwankungen der
Konzentrationen nach Nahrungsaufnahme kommt, sollte eine Blutabnahme immer niichtern erfolgen, um
kompetitive Ergebnisse zu erlangen. Ebenfalls von entscheidender Bedeutung ist die Verwendung iden-
tischer Blutentnahmesysteme. Nicht nur die Art, sondern auch der Hersteller miissen gleich sein. Nur
durch absolut identische Bedingungen zum Zeitpunkt der Blutentnahme kann iiberhaupt der Vergleich
der Analyte des KP angestrebt werden. Wiirde Patienten Blut mittels einer Monovette(®) Serum und
der Kontrollgruppe mittels BD Vacutainer SST Il Advance abgenommen werden, so sind z.B. fiir den
Analyten Pic bis zu 60% niedrigere Werte bei der Kontrollgruppe zu erwarten. Durch Unterschiede in
der Nahrungsaufnahme konnte dieser Effekt noch drastischer ausfallen. Es wurde in der Literatur iiber
den Tryptophanstoffwechel kein Beispiel gefunden, welches explizit die identischen Bedingungen als zwin-
gend hervorhebt. Es gilt zu iiberlegen, ob fiir groBere Studien die Abnahmesysteme zentral beschafft und

verteilt werden, damit die selbe Charge Verwendung findet.

6.5 Praktische Anwendung der entwickelten
HPLC-MS/MS-Methode

Untersuchung des Einflusses von Carbamazepin auf PBMC-Kulturen

In der Literatur [180] wurde beschrieben, dass in vivo aus dem Antiepileptikum Carbamazepin Chi-
nolinsdure gebildet wird. Dazu untersuchten Ghosh et al. ex vivo Blutproben und Gewebeproben von
arzneimittelresistenten Patienten, die an Epilepsie erkrankt waren. Die Gewebeproben wurden im Zuge
von Lobektomien des Temporallappens nach einer Therapie mit Carbamazepin entnommen. Die Arbeits-
gruppe etablierte ebenfalls ein in vitro Model der Blut-Hirn-Schranke mit Primarkulturen aus den Gehirn-
proben. Mittels LC-MS-Analysen quantifizierten sie die Carbamazepinkonzentrationen und untersuchten
mittels Beschleuniger-Massenspektrometrie (AMS - Accelerator Mass Spectrometry) *C Metabolite des
14C Carbamazepins. Die Arbeitsgruppe konnte dabei kein Carbamazepin in den Gewebeproben und nur
geringe Mengen in dem in vitro Versuch, auf der Hirnseite des Blut-Hirn-Schranken Models, nachweisen.
Sowohl in vitro als auch ex vivo konnten durch die AMS Untersuchungen die Carbamazepin Metabo-
lite Carbamazepinepoxid und 10,11-Dihydro-10,11-dihydroxycarbamazepin nachgewiesen werden. Quin
wurde ebenfalls durch diese Methode in mikromolaren Konzentrationen bestitigt. Die Arbeitsgruppe
sieht ihre Entdeckung dadurch bestatigt, dass Quin mit vergleichbarer Geschwindigkeit (3% pro Stunde)
gebildet wurde, wie Carbamazepinepoxid abgebaut wurde (5% pro Stunde).

Um die Richtigkeit dieser Aussage zu lberpriifen, wurden in einem Zellkulturexperiment (siehe Ab-
schnitt 5.5.1) mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC - Peripheral Blood Mononuclear Cell)

mit Carbamazepin, bzw. dessen Hauptmetaboliten Carbamazepinepoxid, inkubiert. Normalerweise wird
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in der Zellkultur fotales Kalberserum als Zusatz verwendet, da es eine Vielzahl von Proteinen enthilt,
die fiir das Kultivieren von Zellen in Kultur notwendig sind. Unter diesen Proteinen befinden sich auch
viele Wachstumsfaktoren [230, 231]. Um in diesem Versuch die Zellen nicht nur mit den bendtigten
Woachstumsfaktoren zu versorgen, sondern auch mit denjenigen Zytokinen, die im jeweiligen Spenderblut
vorkommen, wurden anstelle von fétalem Kalberserum die Seren der jeweiligen Spender verwendet.

Es wurde festgestellt, dass es innerhalb von 72 Stunden zu keinem signifikanten Abbau von Carba-
mazepin oder Carbamazepinepoxid kommt (siehe Abbildung 5.12). Es besteht jedoch die Mdglichkeit,
dass der von Ghosh et al. [180] beobachtete Effekt nicht auf einen Abbau von Carbamazepin zu Quin,
sondern auf eine vermehrte Produktion der Quin zuriickzufiihren ist. Dies wiirde bedeuten, dass Car-
bamazepin, oder dessen Metabolite, die Enzyme aktivieren, welche fiir eine vermehrte Quin Synthese
verantwortlich sind. Dies erscheint méglich, da in der Literatur beschrieben wurde, dass Antikonvulsiva,
wie Carbamazepin, Phenytoin, Phenobarbital, Felbamat und Lamotrigin, zu einer gesteigerten Produktion
der Kynureninsdure fiihren [232, 233]. Zwar wurde dabei nur eine gesteigerte Aktivitdt der Kynurenina-
minotransferase beschrieben, aber eine generelle Aktivierung des Kynurenin Pathways kdnnte auch zu
einer vermehrten Quin Bildung fiihren. Deshalb wurden auch die Konzentrationen von Quin analysiert
und verglichen. Es zeigte sich innerhalb von 72 Stunden kein signifikanter Anstieg von Quin nach einer
Inkubation mit Carbamazepin oder Carbamazepinepoxid im Vergleich zu nativen PBMC-Kulturen (siehe
Abbildung 5.13).

Betrachtet man die gemessenen Konzentrationen der Tryptophanmetabolite in unserem Zellkulturex-
periment, so stellt man signifikante Unterschiede gegeniiber den Kontrollen fest. Es findet also durch
die Zellen durchaus eine Metabolisierung innerhalb des KP statt, was ein Beweis fiir vitale, aktive Zel-
len ist. Auffallend ist auch der Unterschied zwischen den einzelnen Spendern. Die Unterschiede kdnnen
dabei nicht durch unterschiedliche Zellzahlen oder Zellkulturmedien begriindet werden. Die Kulturen un-
terscheiden sich nur durch ihre individuellen Zellpopulationen und die verwendeten individuellen Seren.
Durch den Einsatz individueller Seren und Zellen als Quelle von Wachstumsfaktoren, Zytokinen, etc. wird
somit ein individuelles Bild des Tryptophanstoffwechsels gezeichnet, welches zwar weniger gut vergleich-
bar mit anderen Experimenten ist, aber auf der Suche nach eventuellen Stoffwechseleffekten ein breiteres

Spektrum an mdglichen Metabolisierungen zuldsst.

Letztlich wird eine Bildung von Quin aus Carbamazepin, wie sie von Ghosh et al. postuliert wurde, aus

mehreren Griinden angezweifelt:

1. In den von uns duchgefiihrten Versuche konnte nach einer in vitro Stimulation mit Carbamazepin

oder Carbamazepinepoxid kein Anstieg der Quin nachgewiesen werden.

2. In der Literatur gibt es keine weiteren Hinweise auf eine Metabolisierung von Carbamazepin zu

Quin.
3. Ghosh et al. konnten 14C Metabolite des *C Carbamazepins, aber keine 14C Quin nachweisen.

4. Es kann an dieser Stelle die enzymatische Umsetzung von Carbamazepin zu Quin nicht ausge-
schlossen werden, jedoch erscheint der vermutete Mechanismus als sehr komplex und es miisste

eine Vielzahl an Enzymen daran beteiligt sein.
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5. Die UV-Chromatogramme von Ghosh et al. zeigen deutlich, dass das vermeintliche Quin mit an-
deren Substanzen koeluiert, weshalb diese Methode nicht zur eindeutigen ldentifikation dienen

kann.

6. Quin besitzt eine Molmasse von 167,119 g/mol. Einfach protoniertes Quin [Quin + H]' besitzt
demzufolge eine Verhitnis von Masse zu Ladung (m/z) von 168,127. Ghosh et al. ordneten das
vermeintliche Quin einem Signal mit m/z 167,96 bzw. 168,0 zu. Die Vermutung liegt also nahe,

dass es sich bei dem Signal um eine unbekannte Substanz mit einem dhnlichem m/z handelt.

7. Die mittels HPLC aufgereinigten und durch UV detektierten Fraktionen sind heterogene Stoffge-
mische. Quin wurde anschlieend lediglich durch einfache MS, nicht aber durch spezifischere und
dadurch beweiskraftigere MS/MS-Analysen identifiziert. Lutidinsdure, Dipicolinsdure und Dinicotin-
sdure besitzen die identische Molmasse wie Quin. Phthalsdure und Carbazol besitzen bespielsweise
relativ ahnliche Massen von 166,027 g/mol bzw. 167,207 g/mol.

8. In den ex vivo Untersuchungen von Ghosh et al. gab es keine Kontrollgruppe ohne Carbamazepin

Therapie, die beweist, dass das vermeintliche Quin auf das Antiepileptikum zuriickzufiihren ist.

Zwar besitzen Antikonvulsiva durchaus einen Einfluss auf den KP, jedoch konnte durch unsere Arbeit
nicht bewiesen werden, dass eine Therapie mit Carbamazepin zu gesteigerten Konzentrationen an Quin
fithrt. Die aufgefiihrten Uberlegungen lassen den Schluss zu, dass die Folgerungen von Gosh et al. nicht
korrekt sind und in den Experimenten nicht Quin identifiziert wurde, sondern eine unbekannte Substanz

quantifiziert wurde.

Untersuchung des circadianen Rhythmus in vivo

Von Coggan et al. konnten 2009 fiir Pic und Quin zeigen, dass es einen signifikanten Unterschied in
den cerebrospinalen Pic und Quin Konzentrationen in Abhéngigkeit von der Uhrzeit gibt [234]. Bereits
1968 konnten Rapoport und Beisel zeigen, dass die Gabe von drei Gramm Trp um 9:00 Uhr zu einer
anderen Exkretion von Metaboliten fiihrt, als eine Gabe der gleichen Menge um 21:00 Uhr [235]. Dabei
wurde festgestellt, dass im Laufe des Vormittags anndhernd dreifach grokere Mengen an Kyn, KynA und
Xan ausgeschieden werden. Rapoport und Beisel folgerten daraus, dass die Aktivitdit der TDO einem
circadianen Rhythmus unterliegt. Es ist bekannt, dass die TDO-Aktivitdt durch Glucocorticoide, wie z.B.
Cortisol, induziert wird [27]. Cortisol unterliegt wiederum einem circadianen Rhythmus, welcher zu einer
minimalen Konzentration gegen Mitternacht und einem Cortisol Peak in den friihen Morgenstunden fiihrt.
Die Cortisol Konzentration wird dann im Laufe das Tages abgebaut [236, 237, 238, 239]. Somit fiihrt die
tagliche Anderung des Cortisolspiegels zu einer Anderung der TDO-Aktivitit und es kann vermutet wer-
den, dass es letztlich zu zeitabhadngigen Konzentrationen der Metabolite des Kynurenin Pathways kommt.
Jedoch kénnen auch Effekte unabhéngig von der Tageszeit die Konzentration von Cortisol beeinflussen.
Beispielsweise kommt es bei einer allergischen Rhinitis zu einem niedrigeren Cortisolpeak und einem ver-
zGgerten Abbau [240]. Somit sollte bei einer klinischen Studie zum KP immer auch die Konzentration
des Cortisols bestimmt und statistisch gepriift werden, ob eine Krankheit mit Anderung des KP oder der

Cortisol-Konzentration korreliert.
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Auch Zytokine unterliegen einem taglichen Rhythmus. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass
beispielsweise IL-2 , IL-6, IL-12, TNF und IFN-y eine maximale Konzentration wahrend des nichtlichen
Schlafens besitzen [241, 242, 243]. Dies ist von Bedeutung, da die IDO durch die Zytokine IFN-c,
IFN-B, IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-2 und TGF-B induziert und durch die Zytokine IL-4 und IL-13 inhibiert
werden kann [49, 46, 66]. Das proinflammatorische IFN-y kann auch die Enzyme KMO und KYNU
induzieren. Einem Anstieg der proinflammatorischen Zytokine, wie z.B. IL-1, IL-12, TNF und IFN-y,
wirkt das Immunsystem dabei durch eine Erhdhung der Konzentrationen an Cortisol und Katecholaminen
entgegen [244]. Wenn nun dieses Gleichgewicht gestdrt wird, kann eine Verschiebung der Balance im
KP die Folge sein. Die Arbeitsgruppe von Jan Born konnte zeigen, dass die Produktion von IL-6 in
Monozyten einem circadianen Rhythmus unterliegt, dabei aber nicht abhingig vom Schlaf ist [245].
Interessanterweise unterliegt jedoch nicht nur das Zytokin einem taglichem Rhythmus, sondern auch der
membrangebundene Rezeptor fiir IL-6. Die Konzentration des im Plasma geldsten Rezeptors unterliegt
hingegen keinem circadianen Rhythmus, ist aber signifikant wahrend der Schlafphasen erhoht.

Aufgrund dieser publizierten Daten stellt sich die Frage, inwieweit der KP tageszeitabhangigen Schwan-
kungen unterliegt. Deshalb wurden, wie unter Abschnitt 5.5.2 beschriebenen, die circadianen Anderungen
des KP in vivo untersucht. Dazu wurde einem Probanden zu sechs unterschiedlichen Zeitpunkten Blut
abgenommen und die Konzentrationen der Metabolite des Tryptophanstoffwechsels mittels LC-MS/MS
bestimmt. Zuvor wurden bereits der Einfluss der Nahrungsaufnahme und andere prianalytische Fakto-
ren diskutiert (siehe Anschnitt 6.4). Aus diesem Grund wurde in diesem Experiment besonders darauf
geachtet, diese Einfliisse moglichst konstant zu lassen. Es wurden identische Blutentnahmesysteme und
standardisierte Aufarbeitungsprotokolle verwendet. Um den Effekt der Nahrungsaufnahme méglichst mi-
nimal zu halten, wurde eine konstante Nahrungsaufnahme iiber den gesamten Tag durchgefiihrt.

Die Auswertung ergab Schwankungen innerhalb des KPs iiber den Zeitraum eines Tages. In Abbildung
5.14 sind diese Kurven fiir Trp, Kyn, QuinaldA und Quin dargestellt. Es wurden signifikante Anderungen
der Serumspiegel fiir Trp, Kyn, Quin, QuinaldA, 3-HAA, 5-HT, KynA, 5-HIAA, 5-HTP, 3-HK, Pic und
AA festgestellt. Ein verstarkter Substanzabbau oder eine Akkumulation wurden dabei durch verdnderte
Enzymaktivitdten hervorgerufen. Hinweise auf die jeweilige Enzymaktivitdt kdnnen aus dem Quotienten
aus Produkt und Edukt abgeleitet werden. Deshalb wurden in einem weiteren Schritt der Auswertung
die Konzentrationen der Metabolite auf die Konzentrationen ihrer Vorldufer bezogen. In Abbildung 5.15
sind die jeweiligen Ergebnisse von KynA, 3-HK, 3-HAA und Xan exemplarisch dargestellt. Die Metabolite
wurden dabei auf die Vorldufer Kyn und Trp bezogen. Zwar sind in der Grafik Schwankungen zu erkennen,
jedoch wurden signifikante Unterschiede nur fiir den Quotienten KynA/Trp (zwischen 6:00 Uhr und
22:00 Uhr, zwischen 10:00 Uhr und 22:00 Uhr und zwischen 14:00 Uhr und 22:00 Uhr) und fiir den
Quotienten 3-HAA/Trp (zwischen 6:00 Uhr und 10:00 Uhr und zwischen 10:00 Uhr und 18:00 Uhr)
festgestellt.

Der Versuch wird dadurch limitiert, dass nur die Blutproben eines einzelnen Probanden untersucht
wurden, die kdrperliche Aktivitdt zwischen den einzelnen Blutentnahmen unterschiedlich und die Anzahl
an Datenpunkten innerhalb von 24 Stunden gering war. Aus diesen Griinden sind die Ergebnisse nur als
Hinweise und nicht als eindeutiger Beweis zu verstehen. Fiir weitere und genauere Versuche zu diesem
Thema ist eine Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Tanja Lange und Jan Born geplant, die bereits

etliche Untersuchungen zum circadianen Rhytmus des Immunsystems durchgefiihrt haben [245, 239, 246,
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244]. Die Veridnderungen des KP kdnnen in einer gemeinsamen Studie mit den Verdnderungen einzelner

Zytokine oder den Immunzellpopulationen verglichen werden.

Untersuchung des circadianen Rhythmus in PBMC-Kulturen

Parallel zu der Untersuchung des circadianen Rhythmus in vivo (siehe Abschnitt 5.5.2) wurde auch der
circadiane Rhythmus in vitro untersucht (siehe Abschnitt 5.5.3). Da die Konzentrationen verschiedener
Hormone, Zytokine und Chemokine, sowie Anzahl und Verhiltnis diverser Lymphozytenpopulationen ta-
geszeitlichen Schwankungen unterliegen [236, 237, 238, 239, 241, 242, 243, 244], |4sst dies die Vermutung
zu, dass auch in Zellkulturexperimenten die Konzentrationen der Metabolite des Tryprophanstoffwechsels
einer circadianen Rhythmik unterliegen. Dazu wurde an einem Tag zu fiinf unterschiedlichen Zeitpunkten
peripheres Blut abgenommen und umgehend die mononukledren Zellen isoliert. Dabei wurden nach jeder
Blutabnahme sechs Kulturen mit einer identischen Anzahl an vitalen Zellen vorbereitet. Bei jeweils drei
der Kulturen wurde die Aktivitdt der IDO durch 500 ng/mL Lipopolysaccharid stimuliert [70, 71]. Die
Vorgehensweise bei der Isolierung der PBMCs ist dabei mit anderen in der Literatur beschriebenen Ver-
fahren vergleichbar [185, 247, 248]. AnschlieBend wurden alle Zellkulturen unter identischen Bedingungen
fiir jeweils 48 Stunden inkubiert und die Uberstinde zu einem spiteren Zeitpunkt mittels HPLC-MS/MS
analysiert. Durch dieses Experiment konnten zwei unterschiedliche Fragestellungen beantwortet werden.
Zum einen wurde der Effekt der LPS-Stimulation auf diverse Intermediate des Tryptophanstoffwechsels,
zum anderen eventuelle tageszeitabhdngige Schwankungen dieser Metabolite untersucht. Der Vergleich
aller Proben zeigte fiir Kyn einen signifikanten Anstieg (p < 0,05), hingegen fiir 3-HAA und 5-HT einen
Abfall (p < 0,001) der Konzentrationen durch die Stimulation mit LPS (siehe Tabelle 5.28). Dies kann
dadurch erklart werden, dass nach einer Stimulation mit LPS auch vermehrt KMO exprimiert wird, was
zu einem gesteigerten Abbau von Kyn zu 3-HK fiihrt [69]. In einer Publikation beschrieben Connor und
Kollegen, dass LPS nicht zu einer vermehrten Expression von KAT fiihrt [72]. Dies erkldrt, warum es zu
keinen erhchten KynA-Spiegeln nach LPS-Stimulation kommt. Die verringerten Konzentrationen an 5-HT
kdnnen durch eine Stimulation der IDO erklart werden [67]. Da durch die IDO unspezifisch Indolamine ab-
gebaut werden, fiihrt eine gesteigerte IDO-Aktivitat auf der einen Seite zur vermehrten Bildung von Kyn
und dessen Metaboliten, wie Kynureninsiure, auf der anderen Seite zu einem gesteigerten Abbau von 5-
HTP und 5-HT [65]. Daher sollten in kiinftigen Untersuchungen ebenfalls Formyl-5-Hydroxytryptophan,
Formyl-5-Hydroxytryptamin und N-Acetyl-5-Methoxykynuramin quantifiziert werden.

Die verringerten 3-HAA-Konzentrationen stehen jedoch im Widerspruch zu einer fritheren Arbeit, in
welcher gezeigt wurde, dass eine PBMC-Stimulation mittels IFN-y zu einem signifikanten Anstieg der
3-HAA-Konzentration im Zellkulturiiberstand fiihrt [98]. Dieser Widerspruch kann derzeit nicht erklart
werden. Betrachtet man die Konzentrationen von 3-HAA, 5-HT, Kyn, 3-HK und AA, so stellt man
teilweise bei Kulturen aus bestimmten Blutentnahmen signifikante Anderungen nach LPS-Stimulation
fest (siehe Tabelle 5.29). Jedoch sind diese Anderungen nicht bei allen Kulturen zu beobachten. Es wird
vermutet, dass diese unterschiedlichen Ergebnisse auf zwei Effekten beruhen. Zum einen dndern sich die
Konzentrationen der durch LPS stimulierbaren Enzyme, zum anderen verdndert sich die Zellpopulationen
im Laufe des Tages, wie in der Literatur beschrieben [244].

Letztlich wurde noch untersucht, in wieweit die einzelnen Metabolite des Tryptophanstoffwechsels
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auch in einem in vitro Experiment tageszeitlichen Schwankungen unterliegen. Dabei wurden signifikante
Unterschiede fiir Trp, Kyn, 3-HAA, 5-HIAA, 3-HK und AA sowohl ohne als auch mit LPS-Stimulation
festgestellt (siehe Abbildungen 5.16, 5.17, 5.18). Nach einer Stimulation, jedoch nicht ohne die Ver-
wendung von LPS, wurden Unterschiede fiir 5-HT und KynA festgestellt. Der Posthoc Test zeigt nur
wenige signifikante Anderungen. Da es sich um eine hypothesengenerierende Pilotstudie mit sehr gerin-
ger Fallzahl und damit sehr geringer statistischer Aussagekraft handelt, sind auch die nichtsignifikanten,
jedoch deutlichen numerischen Anderungen zumindest hinweisgebend. Es wird vermutet, dass zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten unterschiedliche Verhiltnisse der Lymphozytenpopulationen aus dem Blut
in die Kultur tiberfiihrt wurden. IDO wird in einer Vielzahl von Zellen des Blutes exprimiert. Dazu gehéren
unter anderem Dendritischen Zellen und Monozyten, die Bestandteile der in diesem Experiment isolierten
PBMCs sind. Eine Stimulation mittels LPS fiihrt zu einer Freisetzung von TNF-o und IL-1B [67, 68].
Die Aktivitdt der IDO kann unter anderem durch diese Zytokine induziert werden [46, 66]. Da die freige-
setzte Menge einzelner Zytokine abhingig vom Zelltyp ist, kommt es folglich zu einer unterschiedlichen
Aktivierungen des Enzyms, wodurch die verschiedenen Konzentrationen der Indole erklédrt werden.

In diesem Versuch konnte somit nachgewiesen werden, dass auch ein Zellkulturexperiment tageszeit-
abhingigen Schwankungen unterliegt. Aufgrund dieser Erkenntnisse sollten in kiinftigen Untersuchungen
nicht nur die Konzentrationen der Metabolite des Tryptophanstoffwechsels, sondern auch die Hormon-
und Zytokinspiegel, sowie die Zellpopulation bestimmt werden, um vergleichbare Ergebnisse zu erzeu-
gen. Anderungen der freigesetzten Intermediate des Kynurenin Pathways kdnnen dann normiert und auf
die Zellzahlen einzelner Lymphozytenpopulationen bezogen werden, wie es auch von Besedovsky et al.
vorgeschlagen wurde [244].

6.6 Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellte Methode zur Analyse des Tryptophanstoffwechsels erméglicht sowohl die
gleichzeitige Quantifizierung der Metabolite des serotonergen Arms als auch der des Kynurenin Path-
ways. Erstmalig kann durch diese Methode aus einer einzigen Probe die Gesamtheit dieses komplexen
Stoffwechsels quantifiziert werden. Duch die Derivatisierung einzelner Substanzen kdnnen mit nur ei-
nem LC-MS/MS-System alle Katabolite chromatographisch von Kontaminationen abgetrennt werden.
Die Methode ermdglicht die Analyse aus unterschiedlichen biologischen Matrices und ist sehr robust und
sensitiv. Dabei sind die laufenden Kosten deutlich geringer als bei vergleichbaren Methoden mit teuren
Festphasenextraktionen. Auch ist durch die Probenvorbereitung mittels Proteinfdllung und Derivatisie-
rung die tatsachliche Arbeitszeit sehr gering, auch wenn die Summe der einzelne Schritte mehrere Stunden
betrdgt. Da die Verfiigbarkeit und Qualitdt einzelner deuterierter Substanzen in den letzten Jahren immer
weiter angestiegen ist, ist fiir die Weiterentwicklung dieser Methode die Integration weiterer deuterierter
interner Standards geplant. Dadurch sollen die Schwankungen zwischen den einzelnen Analysetagen und
matrixbedingte lonensuppressionseffekte noch kleiner werden. Von besonderem Interesse ist dabei der
Einsatz von deuterierter Chinolinsdure und deuteriertem 3-Hydroxykynurenin. Da diese beiden Substan-
zen nur nach einer Derivatisierung gemessen werden kdnnen, werden durch individuelle interne Standards
Schwankungen bei der Veresterung noch besser korrigiert.

Als Weiterfiihrung der Zellkulturexperimente mit LPS Stimulation ist eine Untersuchung der PBMCs
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+/- Poly I:C Stimulation von Interesse. Das virale Mimetikum induziert die Interleukine 1B und 6 und den
Tumornekrosefaktor o, was wiederum zu einer gesteigerten IDO-Aktivitat fiihrt. Gibney et al. konnten
zeigen, dass eine Poly I:C Injektion innerhalb von 24 Stunden bei Ratten zu einer um den Faktor 70
gesteigerte IDO-Aktivitat fiihrt [249]. Auch wurden in dieser Arbeit in den Hippocampi und den préfron-
talen Cortizes gesteigerte Konzenrationen an Kyn und Trp nachgewiesen. Sowohl bei einer Stimultaion
mit Poly I:C, als auch mit LPS sollte die Dauer der Inkubation in der Zellkultur und die jeweilige Konzen-
tration des Stimulus optimiert werden. Denkbar wire auch eine Stimulation einzelner Enzyme durch die
entsprechenden Zytokine, wie z.B. IL-6. Es wurde nachgewiesen, dass dieses proinflammatorische Zytokin
zu einem Anstieg der IDO mRNA und auch des IDO Proteins fiihrt [250], was wiederum einen gestei-
gerten Abbau von Trp zu Kyn zur Folge hat [145]. Auch wire eine Stimulation mittels Cobalt(Il)-chlorid
von Interesse [85]. Durch Cobalt(ll)-chlorid wird selektiv die TDO aktiviert, was zu einem spezifischen
Tryptophanabbau fiihrt, dabei aber nicht den serotonergen Arm des Tryptophanstoffwechsels beeinflusst.
Somit ware eine differenzierte Analyse zwischen TDO und IDO generiertem Kynurenin mdglich. Dadurch
konnen spezifische Modelle fiir unterschiedliche biochemische Fragestellungen etabliert werden.

Wie unter Abschnitt 6.5 beschrieben ist eine Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Tanja Lange und
Jan Born geplant, um den Circadianen Rhythmus des KP zu untersuchen. Neben grundsatzlichen Untersu-
chungen ist auch die Anwendung der entwickelten hochleistungsfliissigkeitschromatographiegekoppelten
Tandem Massenspektrometrie Methode (HPLC-MS/MS) bei Untersuchungen zur Pathogenese von an-
deren Krankheitsbildern als der eingangs beschriebenen majoren Depression von Interesse. Auf dem For-
schungsgebiet der Psychoneuroimmunologie sind hier insbesondere die Schizophrenie und die Alzheimer
Erkrankung zu nennen. Bei der Alzheimer Erkrankung werden beispielsweise vermehrt die proinflammato-
rischen Zytokine TNF-a und IFN-vy durch aktivierte Mikroglia Zellen ausgeschiittet [251], die wiederum
zu einer Aktivierung der IDO fiihren. Dies fiihrt zu einer vermehrten Bildung der Neurotoxine 3-HK und
Quin, welche vermutlich an den neurodegenerativen Prozessen beteiligt sind [93, 252, 250]. In Verbindung
dazu wurden im Blut [253] und im Liquor cerebrospinalis [254] geringere Spiegel der neuroprotektiven
KynA beobachtet. Jedoch wurden auch erhhte Konzentrationen der KynA im Corpus striatum und im
Hippocampus beschrieben [255]. Die erhdhten KynA Werte enstehen dabei durch eine gesteigerte Aktivi-
tat der Kynureninaminotransferase. Ebenfalls erhohte Konzentrationen des endogenen NMDA-Rezeptor
Antagonisten KynA wurden mit der Entstehung der Schizophrenie in Verbindung gebracht [256, 257].

Bei der vererblichen, neurodegenerativen Huntington-Krankheit wurden auch pathologische Verdnde-
rungen des KP beobachtet. Verringerte KynA-Konzentrationen wurden im Cortex [258], im Corpus stria-
tum [259, 260] und im Liquor cerebrospinalis [254] nachgewiesen. Die verringerten KynA-Konzentrationen
konnen dabei durch eine reduzierte Aktivitdt der KAT erklart werden, wie sie im Corpus striatum beob-
achtet wurden [259, 260]. Auch wurden erhdhte 3-HK [261, 262] und Quin [263] Spiegel beobachtet.
Bei Patienten mit einer Huntington Erkrankung wurden sowohl in Serum [264], als auch in Plasma [265],
eine erhohte IDO-Aktivitdt und erhdhte Kyn- und Neopterin-Werte nachgewiesen. In Zukunft ist eine
Quantifizierung aller Metabolite des Tryptophanstoffwechsels innerhalb einer Studie durch die in dieser
Arbeit vorgestellte Methode méglich. Damit kdnnen nicht nur einzelne Konzentrationen, sondern auch die
fiir die Enzymaktivitdt charakteristischen Quotienten aus Produkt und Substrat berechnet werden. Dabei
kann vor allem untersucht werden, ob die gemessenen Konzentrationen im Serum mit denen im Liquor

cerebrospinalis korrelieren, damit gegebenenfalls auf die Entnahme von Liquor cerebrospinalis verzichtet
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werden kann.

Wie bei der Huntington Erkrankung wurden erhdhte Konzentrationen an 3-HK, bei gleichzeitig verrin-
gerten KynA-Spiegeln im Liquor cerebrospinalis von Patienten mit Epilepsie beschrieben [266, 267]. Bei
Patienten mit dieser Erkrankung wurden auch reduzierte Kyn-Werte gemessen [266]. Die zur Therapie
eingestzten Antiepileptika Carbamazepin, Phenytoin, Phenobarbital, Felbamat und Lamotrigin, fiihren
zu einer gesteigerten KynA Produktion durch eine gesteigerte KAT-Aktivitat [232, 233]. Dies ist ein
weiterer Hinweis darauf, dass der KP eine bedeutende Rolle bei zentral nervosen Erkrankungen spielt.
Daher ist die Untersuchung von Serum und Liquor cerebrospinalis von an Epilepsie erkrankten Patienten,
mit und ohne medikamentdser Therapie, von grofem Interesse, um die pharmakologische Wirkung von
Antikonvulsiva besser zu verstehen.

Auch bei der amyotrophen Lateralsklerose (ALS), einer degenerativen Erkrankung des motorischen
Nervensystems, wurden Verdnderungen des KP beobachtet [268]. Es wurden erhdhte Spiegel der excito-
toxischen Quin im Serum und Liquor cerebrospinalis gemessen [113]. Dabei wurden eine groe Anzahl
aktivierter Mikroglia, reaktiver Astrozyten, T-Lymphozyten und eingewanderter Makrophagen im Gehirn
und Riickenmark beschrieben [269, 270]. Dadurch wird IFN-y sezerniert, was zu einer IDO-Aktivierung
fiihrt [271]. Chen et al. beobachteten im Liquor cerebrospinalis und im Serum signifikant erhdhte Konzen-
trationen an Trp, Kyn und Quin [272]. Die neuroprotektive Pic wurde dabei in reduzierter Konzentration
nachgewiesen. Im Zuge einer Kollaboration konnte mit der in dieser Arbeit vorgestellten Methode die
Gesamtheit der Metabolite des Tryptophanstoffwechsels quantifiziert und weitere Erkenntnisse iiber die
Pathogenese der ALS gewonnen werden.

Bei der multiplen Sklerose handelt es sich um eine chronische Autoimmunerkrankung des zentralen
Nervensystems. Bei Patienten mit multipler Sklerose wurden erhdhte Trp-Spiegel im Plasma und im
Liquor cerebrospinalis festgestellt [273]. Die Krankheit kann einen schubférmig remittierenden oder pro-
grienten Verlauf aufweisen. Im Liquor cerebrospinalis wurden bei der erstgenannten Variante erhohte
KynA Spiegel wahrend akuten Schiiben [274] und verringerte KynA Spiegel wahrend der Remission [275]
nachgewiesen. Auch bei dieser Erkrankung kann durch die von uns entwickelten Methode die Gesamtheit
der Metabolite des Tryptophanstoffwechsels quantifiziert und weitere Erkenntnisse iiber die Pathogenese
und Therapie der multiplen Sklerose gewonnen werden. Insbesondere die Identifizierung eines Biomarkers
zur frithzeitigen Diagnose der Erkrankung ist dabei von groBem Interesse.

Eine pathologische Veranderung des Tryptophanstoffwechsels wurde jedoch nicht nur bei Erkrankungen
des zentralen Nervensystems beobachtet. Auch bei der Pathogenese von Tumoren scheint eine Aktivierung
des KP beteiligt zu sein. Stapelberg et al. konnten zeigen, dass in Tumor-iniziierenden Zellen der KP der
einzige hochregulierte Pathway ist, bei welchem signifikant IDO hochreguliert ist [276]. Abhéngig von der
untersuchten Krebsart ist die IDO dabei durch transkriptionale oder posttranskriptionale Mechanismen
hochreguliert. Eine IDO-Aktivierung fiihrt zu einer gesteigerten Tryptophanmetabolisierung und ist eine
Mbglichkeit, wie Krebszellen der Immunantwort entgehen konnen [277]. Aus der IDO-Aktivierung folgt
eine Trp-Depletion, was wiederum die Bildung von zytotoxischen T-Zellen unterdriickt. Dadurch werden
MHC-I-tragende Zellen nicht vom Immunsystem angegriffen. Des Weiteren reifen naive T-Zellen vermehrt
zu regulatorischen T-Zellen, was zu einer weiteren Immunsuppression fiihrt. Pilotte et al. beschreiben
neben der Aktivierung der IDO auch eine Aktivierung der TDO bei einigen Krebsarten [77]. Bei 41%

der Blasenkarzinome, 50% der Melanome und 100% der hepatozelluldren Karzinome wird das Gen fiir
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TDO exprimiert. Pantouris und Mowat stellen daher einen selektiven TDO Inhibitor mit der Bezeichnung
NSC 36398 vor [278]. Diese Substanz wird neben IDO Inhibitoren [279] fiir zukiinftige Krebstherapien
untersucht.

Diese Beispiele zeigen, dass der Tryptophanstoffwechsel bei einer Vielzahl von medizinischen Fragestel-
lungen eine entscheidende Rolle spielt. Fiir die Beantwortung dieser Fragen ist eine méglichst liickenlose
Quantifizierung der einzelnen Metabolite notwendig. Dies kann durch die in dieser Arbeit vorgestellte LC-
MS/MS-Methode aus einem geringen Probenvolumen, mit der erforderlichen Sensitivitat und Prazision

erfolgen.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

Sollte das Akronym fiir einen englischen Begriff stehen, so wird die deutsche Ubersetzung in Klammern

aufgefiihrt. Gleiches gilt fiir die chemischen Substanzen, welche in englischer Sprache beschriftet waren.

3-HAA

3-HK

5-HIAA

5-HT

5-HTP

AA

AADC

ACN

AcOH

AD

AhR

ALS

AMS

APCI

ATD

o7nAChR

BBB

BG

cl

CinA

3-Hydroxyanthranilic acid (3-Hydroxyanthranilsaure)
3-Hydroxy-DL-kynurenine (3-Hydroxykynurenin)
5-Hydroxyindole-3-acetic acid (5-Hydroxyindolessigsaure)
5-Hydroxytryptamine (5-Hydroxytryptamin / Serotonin)
5-Hydroxytryptophan (5-Hydroxytryptophan)

Antranilic acid (Anthranilsiure)
Aromatische-L-Aminosdure-Decarboxylase

Acetonitril

Essigsdure

Alzheimer disease (Morbus Alzheimer)

Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor

Amyotrophe Lateralsklerose

Accelerator Mass Spectrometry (Beschleuniger-Massenspektrometrie)
Atmospheric Pressure Chemical lonization (chemische lonisation unter Atmosphéarendruck)
Akute Tryptophan Depletion

a7-nikotinischer Acetylcholinrezeptors

Blood-brain-barrier (Blut-Hirn-Schranke)

Bestimmungsgrenze

Chemische lonisation

Cinnabarinic Acid (Cinnabarinsdure)
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7 Anhang

CRP C-reaktives Protein
DC Dendritic cells (Dendritische Zellen)
DTT Dithiothreitol

EG Erfassungsgrenze

ESI Elektrosprayionisation
EtOH Ethanol

FA Ameisensaure

FKS Fetales Kalberserum
FLD Fluoreszenz Detektor
GC Gaschromatographie
h Stunde

HAAO 3-Hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase

HCI/But  Salzsdure 3 N in Butanol

HD Huntington disease (Morbus Huntington)

HFBA Heptafluorobutyric acid (Perfluorbuttersaure)

HPA Hypothalamus-pituitary-adrenal axis (Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse)
HPLC High-performance liquid chromatography (Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)
IDO Indoleamine-2,3-dioxygenase

IFN Interferon

lle Isoleucin

i.p. Intraperitoneal (Injektion in die Bauchohle)

ISTD Internestandardldsung

IL Interleukin

KAT Kynureninaminotransferase

kDa Kilodalton

KMO Kynurenin-3-Monooxygenase (alternative Bezeichnung: Kynurenin-3-Hydroxylase)
KP Kynurenin Pathway (Stoffwechselweg des Kynurenins)
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7 Anhang

Kyn Kynurenine (Kynurenin)
KynA Kynurenic acid (Kynureninsiure)
KynA-d5  Kynurenic-d5 acid (Kynureninsiure-d5)

KYNU Kynureninase

LBS Lipopolysaccharidbindendes Protein

LPS Lipopolysaccharid

MALDI Matrix-assisted Laser Desorption (Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption lonisation)
MAO Monoamin-Oxidase

MCP1 Monocyte chemoattractant protein-1

MeOH Methanol

min Minute

mL Milliliter

MRM Multiple Reaction Monitoring
MS Massenspektrometer

MS/MS  Tandem Massenspektrometer

mP A Mobile Phase A

mP B Mobile Phase B

m/z Verhiltnis von Masse zu Ladung
ul Mikroliter

NG Nachweisgrenze

NAD Nicotinamidadenindinukleotid

NaOH Natronlauge
NFK N-Formylkynurenin

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

nm Nanometer
OVLT Organum vasculosum laminae terminalis
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell (mononukledre Zellen des peripheren Blutes)
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7 Anhang

PBS Phosphate Buffered Saline (Phosphatgepufferte Salzldsung)
Phe Phenylalanin

Pl Photoionisation

Pic Picolinic acid (Picolinsdure)

Pic-d4 Picolinic-d4 acid (Picolinsaure-d4)
PNI Psychoneuroimmunologie

QuinaldA  Quinaldic acid (Chinolin-2-Carboxylsiure)

Quin Quinolinic acid (Chinolinsiure)

rH Relative humidity (Relative Luftfeuchtigkeit)
ROS Reaktive Sauerstoffspezies

RPM Rounds per Minute (Umdrehungen pro Minute)
RT Raumtemperatur

SPE Solid Phase Extraction (Festphasenextraktion)
SWS Strong Wash Solvent (Starke Nadelspiilldsung)
S/N Signal to noise ratio (Signal/Rausch-Verhiltnis)
TDO Tryptophan-2,3-dioxygenase

TGF Transforming Growth Factor

TNF Tumornekrosefaktor

TPH Tryptophan-Hydroxylase

Trp Tryptophan (Tryptophan)

Trp-d5 Tryptophan-d5 (Tryptophan-d5)
Tyr Tyrosin
UCMS Unpredictable chronic mild stress mice model

UPLC Ultra High Performance Liquid Chromatography (Bezeichnung der HPLC-Anlagen der Firma

Waters, welche mit Driicken bis zu 1000 bar arbeiten kénnen)

Val Valin

VK Variationskoeffizient
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7 Anhang

Vol.-% Volumenprozent

WWS Weak Wash Solvent (Schwache Nadelspiillésung)

Xan Xanthuric acid (Xanthurinsdure)
ZNS Zentrales Nervensystem
+/- X Stimulation mit/ohne Substanz X

-butyl / -b Butyliert - Suffix, das die derivatisierte Form eines Analyten bezeichnet.
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