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Verfahren zum Nachweis von g-Oxcaldehvden in Voll-

blut, Blutplasma und/oder Sertm ejines Patisnten

Die vorliegende Briindurg bezieht sich auf ein Ver-
fahren zum Nachweils von «-Oxcaldehyden in Vellblut,
im Blutplasma und/oder im Serum von Patilenten.

Infolge won langjihrigen Diabstes-Erkrankungen, d.h.
insulinabhingiger und/oder insulinunabhingiger Dizbe-
tes, avfhretends Kemplikabiconen, wie Nierenschidigun-
gen cder Triibungen der Bugenlinsen lassen sich nur
schwer und oft erst spat erkernen. Mitverantwortlich
fir diese Komplikationen und Folgeerkrankungen sind
oftmals reaktive Stoffwechselprodukte, die mit EKella-
gen, Enzymen oder anderen zelluldren EBestandtellen
Glykelate bilden und durch diesen Mechanismus als
Zellyifte wirken konnen. Entsprechende Marker fir
diese Erkrankung sind nach dem Stand der Technlk nuz

tiber eine zufwendige Blutanalytik im Labor erfaRbar.

JP 2004-501366 A 2004.1.15



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

10

15

25

30

35

(10)
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In den letzten drei bis vier Jahren haben Untersu—
chungen zur Aufkiirung von Folgeerkrankungen im Ver-
lauf einer langjahrigen Diabetes gezeigt, dabk die
cytotoxischen w-Oxoaldehyde eine wichtige und ursdch-
liche Rolle spislen (Beisswenger et al. (1933} Diabe-
tes, Band 48, 5. 198-202). Daher wird in diesem Zu-
sammenhang insbesonders die Rolle der a-0Oxcaldehvde
wie Methylglyoxal, Glyoxal cder 3-Deoxyglucuron dis-—
kutiert. Piese Stoffe werden in den roten Blutkdrper-
chen gebildet wnd liegen in sehr geringen Konzentra-
ticnen im Vollblut, im Blutplasma wnd im Serum vor.

Von besonderem Interesse ist hierbei das a-Oxoaldehyd
Methylglycxal., Methylglyoxral kann aus Triosephosphat,
der Metabclisierung von Eeton-Kérpern sowle beil der
Verstoffwechselung von Threonin entstehen und wird
durch Glyoxalase welter abgebzut. Methyliglyoxal rea-
giert dann mit Proteinen unter Bildung von Imidazo-
lon-Derivaten und bis-Lysyl-Quervarnetzungen. Diese
Quervernetzung der Proteine kann zur Stabilisierung
von Kollagen und damit zur Verdickung von Membranen
fihren. Damit erkldren diese Reaktionen zumindest ei-
nen Teil der diambetischen Komplikationen, wie Nieren-

versagan und Linsentribung.

Pie alleinige Blutzuckerbestimmung, wie sie bisher
hei Diabetikern ublich ist, gibt keinen direkten
Riickscnluf auf die momentane Methylglyoxalkonzentra-
tion im Veollblut, im Plasma cder im Serum.

Mach dem Stand der Techaik erfolgt die Bestimmung ven
a-Oxoaldehyden daher ausschlieRBlich invasiv, d.h. aus
dem Blutplasma. Bei Patienten mit einer insulinabhin-
gigen Diabetes konnte von Theornally T.J., "Advanced
Glycation and the development of diabetic comelica-

tions. Unifying the involvement of glucose, methyl-

JP 2004-501366 A 2004.1.15
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WO 01/44947 PCT/EPOLAIG 101

glyoxal and oxidative stress" Endecrinology and Meta-
bolism, 1996, 3, 149-186, direkt im Plasma im Ver—
gleich zu gesunden Vergleichsprobanden eine ftinf- bis
sechsfach hihere, bei Patienten mit insulinabhingiger
Diabstes eine zwei- bis dreifach hdhers Methylglyvoz-
alkonzentration nachgewiesen werden. Rlternativ wiare
eine Bestimmueng von o~Oxoaldebyd im Urin méglich, ist
jedoch in der Literatur nicht beschrieben, da die zu
erwartenden physiologisch bedingt sehr niedrigen Kon-
zentraticnen im Urin einer zu hohen Rnalyseaufwand
erfordern whrden. Daher ist eine direkte Bestimmung

der o-Oxoaldehyde im Plasma erforderlich.

Bufgrund dieser Untersuchungsmethoden nach dem Stand
der Technik sind regelmiBige Kontrellen und eine

eventuelle bedarfsorientisrfe Dosierung von Medika-~
menten zuxr gezislten Reduzierung von ¢-Oxoaldehyden
wie Methylglyoxal im Vollbklut, Blutrplasma und Serum

sehr aufwendig.

Die WO 928/57 145 Al beschreibt ein Verfahren zur
frihzeitigen Erxennung von biolegischen Zustinden wise
Krankbeiten durch die Bnalyse von gesigneten gesfor-
migen Proben.

Die WO $9/56 7390 A2 beschreint ein diagnostisches Kit
zur Durchfdhrung von Atemtests, die fir die Diabetik-

diagnose verwendst werden.

Die DO 213 287 Bl beschreibt ein KeBgerit zur gon-
trolle von Blutzucker bel Diabetikern auf 3asis der
selektiven Bestimmung der Konzentration ven Aceton im
Atemgas auf der Srundlage der Strahlungsabsorption
unter Verwendung einer Mefkivette, von Filtern, Lin-

sen und einem Stromversorgungstell.
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Diese Verfahren nach dem §tand der Technik sind folg-
lich extrem aufwendig und kostentridchtig und eignen
sich daher bisher nicht fir eine regelmiabige Routine-
kontrolle zur Bestimmung des o-Oxoaldehydgehaltes im
Voliklut, Blutplasma oder Serum.

Bufigabe der vorliegenden Brfindung ist es daher, ein
Verfahran zum Nachweis von o-Oxocaldehyden im Voll-

lut, Blutplasma und/cder Serum =ines Patienten zur
Verfiigung zu stellen, das einfach, kostengilinstig und

sicher durchgeftkrt werden kann.

Diese Aufgabe wird durch einm Verfahren mit dan Merk-
malen Ges Anspruches 1 gelést. Vorteilhafte Weiter-—
bildungen des erfindungsgemiben Verfahrens werden
in den abh#ngigen Bnspriichen gegeben,

pas erfindungsgemibe Verfahren bexrnht dazauf, dank
nicht etwa eins Untersuchung am Patienten selbst
durchgefithrt wird, sondern lediglich eine Atemluft-
probe (also Atemgas und/oder Atemkondensat) des Fati-
enten untersucht wird. Mit diesem Verfahren werden,
a-Oxoaldehyde zuch in der Btemluft nachgewiesen, 0f-
fenbar gind o-Oxoaldehyde, die havptsichlich im Elut-
plasma vorliegen, zusatzlich leicht membrangingig, so
dafl diese im Atemgas oder im Atemkondensat nachgewie-
sen werden kdnnen. Weiterhin sind sie im Gegensatz zu
anderen bekannten Markern wie Aceton, stoffwech-
selspezifisch und in Luft nicht ubiguitdr aufiretend.
Damit ist eine einfache, kostenginstige und sichere,
regelmalige und nicht invasive Uberwzchung der o-—
Cxoaldehydbildung im Vellklut, Blutplasma und Serum
bei Diabetikern méglich, so daf durch geeignete Medi-
kation das Risike méglicher Felgeerkrankungen von
Diabetes reduziert werden kann, Damit bestsht die
Mbtglichkeit bei Patienten mit Langzeit-Diabetes neue

JP 2004-501366 A 2004.1.15
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trateglen rur Vorbeugqung von diabetischen Komplika-
tionen einzufilhren. Zum Beispiel ist es moglich, dab
dureh Varabreichung wvon sogenanniten Scavender-—

Verbindungen die Konzentration von 9-Oxcaldshyden im
Blut reduziert werden kann. Derartige Therapien wer-—
den durch das erfindungsgemdfe nichtinvasive Testver-

fahrern unterstitzf und erst routinemafiig moéglich.

Die Probennahme kann entwedsr durch das Aufblasen
sntsprechender Frobenahmebesutel und/oder geeignefe:
Probenbehaltnisse oder dorch das Durchleiten ven
Atemluft durch einen Impinger erfolgen. Dieser Impin-
ger kann mit elnem Derivatisierungsmittel zum direk-
ten Nachweis {durch Fluoreszenz oder photometrisch)
oder fir eine chromatographische Bestimmung gefdllt
zeln. Moglich ist auch die Beftllung der Impinger mit
Reagenzien zur elektrochemischsn, spektrometrischen
{z.B. IR-spektrometrischen), enzymatischen oder im-

munchemischen Detektion.

Bin Nachwelsverfahren besteht in der enzymatischen
saetzurg von Methylglyoxal mit Glyoxalase zn Lactat
und die anschliefiende Bestimmung von Lactat mit eizem
modifizierten Sensorn.

Wesentlich bei dem verliegenden Verfahren ist dabei,
daf samtliche Bestandteile einer Atemluftpreche, d.bh.
sowchl die Atemluft als auch das Atemkondensat sich

zur Analyse des a-Oxoaldehydgehaltes eignen.

Im folgenden wird ein Beispiel filr das erfindungsge-
mibe Verfahren bheschrieben.

Bei diesem Belspiel wurde esine Atemluftprobe einer
Patientin mit Dizbetes vom Typ IT genommen und auf
die o-Oxoaldehyds Glyoxal und Methylglyoxzl unter~

JP 2004-501366 A 2004.1.15
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sucht. Als Untersuchungsverfahren wurde die DWEH-
Methode gem#B Zurek et sl., Analyst 1999, Bd. 174, 5.
1251~1235 verwsndst.

Dis Probenzhme der Atemluft wurde wie folgt durchge-—
fihrt: Ober ein Mundstick mit Schlauch wurde von der
Tastperson/ dem Patienten ein Propenahmebentel (hier
ein Tedlar®-Beutel) it einem Volumen won 30 Literzn
aufgebliasen.

Die Probenahme fiber einen Tedlar-Beutel wurde durch-
gefithrt, um aneschlieflend ein definiertes Volumen Gher

die Sammelphase leiten zu kinnen.

Im Arschluss an die Probenahme wurde mit Hilfe einer
Pumpe ein definiertes Luftvolumen (20 L bei elnem Vo-
jumenstrom von < 2 1/min) aus dem Beutel fiber sine
¥artusche, die das sammelmaterial enthilt, gesaugt.
Die kommerziell aerhdltliche Kartusche war mit 2, 4-
binitrophenylhydrazin belegtem Kieselgel (Supelco:
Brtikeinummer 505358) als Sammelmaterial beftllt, Die
~Oxcaldehyde reagierten entsprechend dexr feolgenden
Gleichung zu 2, 4~Dinitrochydrazonen und wurden auf dem
®ieselgel zurickgehalten.

1o

NCz : s e
. LN +Ho, . -
NOZQ—NHNHE + y o T NDzG'NHﬁNH =C~p

Dis entstandenen Derivate wurden anschliekend mit 4ml
Acetonitril von der Kartusche elujert und das erhal-
tere Eluat bis zur Trockne zingsengt. Der verbleiben-
ds Ritckstand wurde mit 500 nl Acetonitril wieder auf-
geldst. Ein Aliquot von 20 pl wurcde in das HPLC-
System zur Analyse Uberfithzt.

JP 2004-501366 A 2004.1.15
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Zur Analyse warde ein RPLC-Verfahren nach dem Prinzip
der Umkehrphasenchromatographis mit folgende methodi-
schen Parametern verwendet:

S#nla: Hypersil BDS C18, S4ulenidnge: 10 cm, Sdulen-
durchmezser: 4dmm, Teilchengrdsse: 3um

Mobile Phase: Gemisch aus Acetconitril und Wasser, Vo-
lumenstrom von 0,5 ml/min

Startbedingungen: Gemisch sus Acetenitril und Wasser
(50:50;Volumenverhalinisse)

Gradient: Konstante Startbedingungen iber 10 Minuien,
dann innerhally von 27 Miouten auf einen Volumenanteil
Acetonitril ven 100%. Die Daten wurden mittels UV-
Detektion bei 360 und 404 nm erfafit und mit siner
Hewlett-Packard Chem-Station aufgezelichnet.

Figur 1:

Zur Absicherung der Identifizierung der Substanzen
wurde ein Teil des Eluates der Sammelkartusche urnter
den cben beschriebenen Bedingungen mit einem APLC-
System analysisrt, das zusatzlich zum UV-Detektor
iitber einen Massenspektrometrischen Detektor verfligte
{fig. 1). Dieser erlaubt die Identifizierung der Sub-
stanzen anhand ihrer Molekiilmasse sowie durch den
Zerfall des Melekdl in charakteristische Molekilfrag-
mente.

Einen welteren Teil des Eluates wurden definlerte
Mengen der Derivate der g-Oxosldehyde zugesetzt und
die Liésung anschlieBend mittels HPFLC und UvV-Detektion
analysiert (Prinzip der Standardaddition} {(Fig. 2).
In Bbhingigkeit von der zugegebenen Menge an Derivat
wird im Chromatogramm das entsprechende Signal der
Verbindung erhdht und somit die Identifizierung be-
statigt.

JP 2004-501366 A 2004.1.15
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In Figur 1 ist unmittelbar der Peak fiir Aceton und
der Peak fiir Methylgiyoxal zu erkennen. Damit ist ge-
zelgt, daB das Stoffwechaelprodukt Methylglyoxal auch
in der Atemluftprobe und damit nichtinvasiv nachge-
wiesen werden kann und aufgrund einer Stoffwech-
selepezifitst unmittelbar anf das Vorhandenseln won
Methylglyoxal im Biutplasma der Patientin hinweist.
Da Methylglyoxal nicht ubiquitidr auftritt, sind Sté-
rungen der Messungen und Verfalschungen des Mebergeb-
nisses durch das Umfeld der Patientin nicht zu erwar-
ten.

Bei weiteren Vergleichsversuchen mit gesunden Ver-
gleichsprobanden kennte bisher kein a-Oxoaldehyd in

deren Atemluit nachgewiesen werden.

Beispielsweise wurde die Atemluftproben gesunder Ver-
gleichsprobanden entsprechend dem oben beschriebenen
Verfahren untersucht. Das resultierende Chromatogramn
fiir einen gesunden Frobanden zeigt Figur 3. Im Reten-—
tionszeitbereich der o-Oxcaldehyde izt kein auswert-
bares Signal zu erkemner. Wach Zusatz eines Methyl-
glyoxal-5tandards erscheint bei 19,50 Minuten im
Chromatogramm ein Signal, wie in Figor 4 gezelgt ist.

JP 2004-501366 A 2004.1.15
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Patentanspriche

Verfahren zum Nachweis von ¢-Oxoaldehyden in
Vollblut, Blutplasma und/oder Sertm eines Pati-
enten, wobei eine Atemluftprobe anf Verhanden-
gein mindestens eines a-Oxoaldehydes analysiert
wird und aus dem Analyseergebnis anf das Vorhan-—
densein von w-Cxcaldshyden im vollblut, Blut-
plasnma und/oder S3srum des Patienten geschlossen

wird.

Verfahren nach Anspruch 1, wobkei die Konzentra-—
ticn von o-Cxealdehyden ia der Atemluftprobe be-
stimmt wird und hisraws auf die Konzentratian
von e-~Oxoaldehyden im Voilblut, Blutvlasma

und/oder Berum eines Patienten geschlessen wird.

Verfahren nach Bnspruch 1 oder 2, wohei als o-
Oxoaldehyd Methylglyoxal, Glyoxal und/oder 3~

Decixyglucuron nachgewiesen wird.

JP 2004-501366 A 2004.1.15
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Verfahren nach einen der Anspriiche 1 bis 3, wo-
bei die Atemluftprobe in einen Probenbeutel
und/oder ein geelgnetes Probenbahdltnis einge-
schloszen und/eder durch einen Impinger geleitet

wird.

Verfahren nach einem dsr Anspriiche 1 his 4, wo-
bei die o-Oxcaldehyde in der Atemluftprobe mit-
tels eines Derivatislerungsmittels derivatisiert

und die entstehenden Derivate bestimmt werden.

Verfahren nzch Anspruch 5, wobel die Derivate
flucrometrisch, photometrisch und/oder chramato~

graphisch nachgewissen werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, wo-—
bei die o-Oxoaldehyde in der Atemluftprobe be-

stimmt werden, indem die n-Oxoaldshyde elektro-
chemisch, spektrometrisch, enzymatisch und/oder

immunchemisch nachgewiesen werden.

JP 2004-501366 A 2004.1.15
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Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, wo-
bel die a-Oxoaldehyde in der Atemluftprobe mas-

senspekirometrisch bestimnt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wo-
bei in der Atemluftrrobe enthaltenes Methyl-
glyexal mit Glyoxalase zu Lactat umgesetzt wird
und anschliefend das Lactat mit einem 3ensor

nachgewiesen wird.

JP 2004-501366 A 2004.1.15
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