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Einleitung und Fragestellung

1. Einleitung und Fragestellung
1.1 Nierentransplantation

Die Nierentransplantation (NTx) ist neben der Dialyse die wichtigste Behand-
lungsmaglichkeit nach terminalem Nierenversagen [1]. Im Gegensatz zur Dialyse
kann durch die NTx auch die endokrine Funktion des Organs wieder hergestellt
werden. Eine erfolgreiche NTx flhrt zu einer Verbesserung der Lebensqualitat des
Patienten. Grundlage flr ein gutes Langzeitergebnis ist eine intensive Nachsorge

des transplantierten Patienten [2].

Die erste erfolgreiche NTx wurde am 23. Dezember 1954 von Joseph E. Murray in
Boston (USA) als Lebendspende zwischen eineiigen Zwillingen durchgefuhrt [3-5].
Durch das isogene Transplantat konnte eine Abstol3ung des Spenderorgans
verhindert werden. Die ersten NTx verliefen zum grof3en Teil erfolgreich und
konnten in einigen Fallen die Lebensqualitdt vollstandig wieder herstellen [4].
Diverse Versuche mit allogenen Organen fuhrten zu der Erkenntnis, dass
immunologische Mechanismen Ausldser fur die Abstof3ung der Transplantate sein
konnten. Um diesen Effekt zu beeinflussen, wurden Methoden zur Modulation der
Immunantwort entwickelt. Zunéchst erfolgte eine Immunsuppression durch Rént-
genbestrahlung und Corticosteroide bis eine rein medikamentdse Behandlung mit
Methotrexat und 6-Mercaptopurin, spater mit Azathioprin und polyklonalen Anti-
korpern, eingefuhrt wurde [5-8]. Die Einbeziehung der Blutgruppen und des
humanen Leukozytenantigen (HLA)-Systems in die Organauswahl, sowie tiefere
Einblicke in die Mechanismen des Immunsystems, fuhrte zu einer besseren
Selektion allogener Spender und einer Weiterentwicklung der medikamentdsen

Immunmodulation [5, 9, 10].

1.2. Cyclosporin A
1.2.1. Entwicklung und chemische Eigenschaften

Eine wesentliche Verbesserung des Transplantationserfolgs brachte die
Einfihrung des Immunsupressivums Cyclosporin A (Cyc) [11]. Cyc wurde 1971
aus dem Schlauchpilz Tolypocladium inflatum, beheimatet in der Hardanger Vidda
im Suden Norwegens, isoliert. Die immunmodulierenden Eigenschaften von Cyc

wurden von Jean F. Borel 1972 in Tierversuchen nachgewiesen [5, 12, 13]. Die
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chemische Struktur besteht aus elf cyclisch angeordneten Peptiden. Sieben
Aminosauren sind methyliert. Vier dieser Aminosauren bilden Wasserstoffbriicken
mit den Carbonylgruppen, so dass ein starres Peptidskelett entsteht. Die Amino-
saure in Position 1 enthalt neun Kohlenstoffatome und wurde erstmals in diesem
Molekul identifiziert. Man nimmt an, dass diese Aminosaure hauptsachlich fur die
pharmakologische Aktivitdt des Molekils verantwortlich ist [11, 14]. Die Struktur-

formel wird in Abbildung 1 dargestellt.

CHs3

OH R: Val Cyclosporin D

Abu Cyclosporin A

—— Me - Leu- Me - Val R-Me-Gly —

L Me-Leu-D-Ala-Ala-Me-Leu-Val-Me-Leu—

Abbildung 1: Strukturformel von Cyclosporin A und Cyclosporin D (interner
Standard; IS)

Cyc zeigt stark lipophile Eigenschaften mit einem Octanol-Ringerldsung-
Verteilungskoeffizienten von 991. Die Loéslichkeit bei 25°C betragt 0,04 mg/g in
Wasser, 1,6 mg/g in n-Hexan und grof3er als 500 mg/g in Methanol, Ethanol oder
Acetonitril [11]. Cyc ist eine unpolare Substanz mit der Summenformel

C44H111N11012 und einem Molekullgewicht von 1203 g/mol [15].

1.2.2. Pharmakokinetik und Pharmakodynamik

Uber 90% der Cyc-Dosis werden metabolisiert. Die Hauptstoffwechselwege sind
Hydroxylierung und N-Demethylierung. Die Ausscheidung erfolgt hauptsachlich
Uber die Gallenflussigkeit. Etwa 6% der Dosis werden uber den Urin
ausgeschieden, 0,1% unmetabolisiert [11, 16]. Einige der Metaboliten sind
pharmakologisch aktiv [17]. Die Eliminationshalbwertszeit liegt zwischen 6 und 27
h. Die Bioverfugbarkeit betragt 10 bis 60% [11]. Das Verteilungsvolumen wurde
mit 3,1 — 4,3 I/kg bestimmt [14].
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Cyc bindet intrazellular an das Immunophilin Cyclophilin. Der Cyclosporin A-
Cyclophilin-Komplex inhibiert das Enzym Calcineurin und verhindert somit die
Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktor NFAT (nuclear factor of activated T-
cell) [18]. Hierdurch wird dessen Aktivierung verhindert. Aktiviertes NFAT
transloziert in den Zellkern und aktiviert dort wiederum Gene zur Expression
zahlreicher Zytokine und Zelloberflachenrezeptoren wie IL-2, IL-3, IL-4, TNF-a und
y-Interferon. Somit wird die Immunantwort moduliert und die Lymphozyten-

proliferation gehemmt [5, 11, 19-21].

Mit dieser immunsuppressiven Wirkung gehen jedoch einige unerwinschte
Nebenwirkungen einher. Die Inhibition des Calcineurin-NFAT-Signalwegs ist nicht
spezifisch fir Immunzellen. Hierin liegt eine Ursache flr toxische Effekte [18]. Bei
dem Einsatz von Cyc zur Immunmodulation bei lebertransplantierten Patienten
wurde eine Verschlechterung der Nierenfunktion beobachtet [22]. So zeigt die
Behandlung mit Cyc neben nephrotoxischen auch neurotoxische Effekte [5, 23].
Eine akute Nephrotoxizitdt wird durch hamodynamische Effekte der Cyc-
Medikation hervorgerufen, die unter anderem durch eine Aktivierung des Renin-
Angiotensin Systems und einer damit verbundenen Vasokonstriktion verursacht
wird [18, 23]. Die zunachst reversiblen Veranderungen der Morphologie fihren bei
Chronifizierung zu irreversiblen Schadigungen des Nierenparenchyms [18, 23].
Die akute und chronische Nephrotoxizitat kann die Funktion des transplantierten
Organs signifikant beeintrachtigen [18]. Auch die Metaboliten tragen zur Nephro-
toxizitat bei [24]. Die moglichen neurotoxischen Effekte zeichnen sich durch das
Auftreten von Tremor und Parasthesien bis hin zu Sehstdérungen und epileptischen
Anféllen aus [25]. Unter Cyc Therapie treten Hirsutismus und Hypertrichosen auf.
Bei etwa 40-60% der Patienten tritt eine behandlungspflichtige Hypertonie auf [26].
Daruiber hinaus kann die Behandlung zu einer Hypercholesterindmie fuhren.
Dieser Effekt bedingt eine erhthte Diabetogenitat. Zum Teil werden hepato-
toxische Effekte beobachtet. Durch die Immunsuppression steigt die Inzidenz
opportunistischer bakterieller, viraler und mykotischer Infektionen [23]. Bei
immunsupprimierten Patienten wird ein erhOhtes Auftreten von Malignomen
beobachtet [2]. Viele der Nebenwirkungen sind dosisabhangig [5]. Diese
unerwinschten Effekte erfordern haufig eine gezielte medikamentdse
Behandlung. Hierbei sind sowohl pharmakokinetische als auch pharmako-

dynamische Wechselwirkungen zu beriicksichtigen [27].
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Erste klinischen Studien mit Cyc an nierentransplantierten Patienten von 1978
durch R. Calne zeigten neben einer verlangerten Vitalitat des Transplantats trotz
HLA-Missmatches auch einige der beschriebenen Nebenwirkungen [11, 12, 28].
Zum Anfang der NTx mit Immunsuppression durch Cyc stieg die Zwei-Jahres-
Uberlebensdauer des Transplantats von etwa 18% auf (ber 50%. Nach
Optimierungen der Therapie und Kombination von Cyc mit Azathioprin und
Prednison als Triple-Therapie konnte die Zwei-Jahres-Uberlebensdauer des
Transplantats in den 90er Jahren auf Uber 80% erhoht werden [5, 29]. Ein
Problem bei der Einfihrung von Cyc zur Immunsuppression war zunéchst die
Resorption des Wirkstoffes [5, 29]. Auf Grund der hohen Lipophilitat und der damit
verbundenen geringen Wasserloslichkeit resultieren starke Schwankungen in der
Bioverfligbarkeit. Somit traten bei geringer Bioverfligbarkeit Abstol3ungsreaktionen
des Transplantats oder toxische Nebenwirkungen bei hoher Bioverfigbarkeit auf
[11, 28]. Optimierungen der oralen Cyc-Formulierung fihrten zu einer Ver-
ringerung der inter- und intraindividuellen Schwankung der Blutkonzentrationen
und weiterer pharmakokinetischer Parameter [30]. Mit der Einfihrung von Nach-
weismethoden konnte die Therapie weiter verbessert werden. Der schmale
Konzentrationsbereich, in dem eine ausreichende Immunsuppression
gewahrleistet ist und gleichzeitig Nebenwirkungen so gering wie méglich gehalten
werden, macht ein therapeutisches Drug Monitoring (TDM) erforderlich [18, 26,
31].

Die Pharmakokinetik von Cyc wird zu einem Grol3teil von den metabolisierenden
Enzymen Cytochrom P450 (CYP) und dem Transportprotein P-Glycoprotein (Pgp)
bestimmt. FUr die Hydroxylierung und Demethylierung von Cyc zu seinen
Metaboliten sind sowohl die Enzyme CYP3A4 und CYP3A5 als auch zu einem
geringeren Anteil das CYP3A7 verantwortlich [11, 18, 27, 32]. Alle beteiligten
Enzyme unterliegen einer genetischen Variabilitdt, die durch single-nucleotide
Polymorphismen verursacht wird [18, 33]. Diese Polymorphismen beeinflussen die
Aktivitat der Enzyme. Insbesondere fir Pgp und CYP3A4 sind Wechselwirkungen
mit Medikamenten und anderen Xenobiotika beschrieben, die signifikanten
Einfluss auf die Enzymaktivitat haben [5, 27, 34, 35]. Folgende CYP3A4-
Inhibitoren kénnen eine Erh6hung der Cyc-Konzentrationen und damit toxische
Effekte = bewirken:  Ketoconazol, Fluconazol, Itraconazol, @ Myconazol,

Clarithromycin, Erythrimycin, Fluvoxamin, Nefazodone, Sertralin, Losartan oder

4



Einleitung und Fragestellung

Bergamottin (Grapefruitsaft). Auch eine Co-Medikation mit Sirolimus und
Everolimus kann zu einem Anstieg der Konzentrationen im Blut fihren [34].
Carbamazepin, Phenobarbital, Phenytoin, Rifampin, Modafinil, Sulfinpyrazon und
Johanniskraut induzieren CYP3A4 und Pgp und kénnen somit Abstol3ungs-
reaktionen hervorrufen [27]. Pgp und CYP3A4 sind intestinal expremiert und
haben so Einfluss auf die Bioverfligbarkeit von Cyc. CYP3A4 und CYP3AS5
nehmen in der Leber am Fremdstoffmetabolismus teil. Die Aktivitat dieser Enzyme
hat einen erheblichen Einfluss auf die Eliminationshalbwertszeit von Cyc [18]. Die

Clearance von Cyc zeigte keine relevante Beeinflussung durch Hamodialyse [36].

1.3. Tacrolimus
1.3.1. Entwicklung und chemische Eigenschaften

Toru Kino isolierte 1986 in dem Labor von Fujisawa Pharmaceutical Co. in Japan
aus dem Pilz Streptomyces tsukubaensis aus einer Bodenprobe des Berges
Tsubuka (bei Tokio) ein Makrolid-Lacton mit der Bezeichnung FK506 [37-39].

FK506 erhielt spater auch die Bezeichnung Tacrolimus (Tac).

R: — CH= CHp Tacrolimus

— CH3 Ascomycin

Abbildung 2: Strukturformeln von Tacrolimus (FK506) und Ascomycin (interner
Standard; IS)

Mit der Summenformel C44HggNO;, besitzt Tac ein Molekllgewicht von 803 g/mol
[37, 40]. Das Molekul weist sich durch ein hemiketal-maskiertes a,p-Diketonamid

in einem 23-gliedrigen Ring aus (Abb. 2) [40]. Tac ist stark lipophil und nahezu
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unléslich in Wasser [37, 41]. Der Wirkstoff ist gut I6slich in Methanol, Ethanol,
Propanol, Aceton, Ethylacetat, Chloroform, Methylenchlorid und Diethylether. Die
Ldslichkeit in Hexan und Petrolether ist gering. In kristalliner Form ist Tac fur

mehrere Monate stabil. In LOsung ist die Stabilitat geringer [40].

1.3.2. Pharmakokinetik und Pharmakodynamik

Die Bioverfluigbarkeit von Tac schwankt bei organtransplantierten Patienten
zwischen 4 und 89%. Sie kann durch die schlechte Loslichkeit im Mageninhalt,
Nahrungsmittelaufnahme, veranderte Darmtatigkeit und den Metabolismus bzw.
die Transportprozesse durch Pgp und CYP3A4 beeinflusst werden [32]. Die
Peakkonzentration bei oraler Gabe liegt bei 2.0 + 1,6 h [25]. Die Bindung an die
Plasmaproteine a-1 saures Glykoprotein, Albumin, Lipoproteine und Globuline
betragt 75 bis 99% [25]. Das Verteilungsvolumen bezogen auf Vollblut liegt bei
1,67 + 1,02 I/kg [25, 42]. Die Eliminationshalbwertszeit wurde mit 18.2 + 12,1 h
bestimmt [25, 42]. Die Clearance betragt 0,071 + 0,034 I/h/kg [25, 42]. In Studien
an Ratten konnte gezeigt werden, dass ein Grof3teil der Dosis Uber Stuhl und
Galle ausgeschieden werden. Weniger als 0,4% der Dosis werden unmetabolisiert
Uber Urin, Gallenfliissigkeit und Stuhl ausgeschieden. Auch Tac bildet eine Viel-

zahl grofitenteils pharmakologisch inaktiver Metaboliten [41].

Auch wenn die chemische Struktur sich sehr von der des Cyc unterscheidet,
ahneln sich die Substanzen in ihren pharmakokinetischen und pharmako-
dynamischen Eigenschaften. Tac bindet intrazellular an das Immunophilin FK
binding protein (FKBP). Der Tac-FKBP-Komplex bindet seinerseits den
calciumabhéngigen Calcineurin-Calmodulin-Komplex. Auf diese Weise wird die
Phosphataseaktivtat des Komplexes inhibiert und komplementar zum Cyc die
Cytokintranskription reduziert [26, 43]. Tac supprimiert das Immunsystem bei in

vitro Versuchen bei hundertfach niedrigeren Konzentrationen als Cyc [37].

Die erste Behandlung mit Tac an leber-, nieren- und pankreastransplantierten
Patienten erfolgte 1989 durch Thomas E. Starzl [44]. Bei der Behandlung mit Tac
treten ahnliche Nebenwirkungen wie bei der Behandlung mit Cyc auf: Nephro-
toxizitdt, Neurotoxizitat, Hyperglykamie, Hypertension und Magen-Darmbe-

schwerden [25, 27, 43]. Dartber hinaus wird eine erhéhte Inzidenz an Infektionen
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und Malignomen beobachtet [40]. Im Gegensatz zur Cyc-Behandlung treten
Hirsutismen und gingivale Hyperplasien seltener auf [25].

Auch die Pharmakokinetik von Tac unterliegt starken inter- und intraindividuellen
Schwankungen [29]. Tac wird wie Cyc durch die Enzyme der Cytochrom P450 3A
Subfamilie metabolisiert. In Studien an humanen Lebermikrosomen und in der
Klinik konnten zahlreiche Pharmaka identifiziert werden, die den Metabolismus
von Tac Iinhibieren: Bromocriptine, Corticosteron, Dexamthason, Diltiazem,
Ergotamin, Cyc, Claritomycin, Erythromycin, Fluconazol, Indinavir, Irtaconazol,
Ketoconazol, Nefazodon, Ritanovir, Clotrimazol, Felopidin, Omeprazol, Tamoxifen,
Troleandomycin, Verapamil und Bergamottin (Grapefruitsaft) [25, 27, 34, 41, 45].
Fur den Phase-I-Metabolismus sind im wesentlichen CYP3A4 und CYP3A5
verantwortlich [41]. Tac unterliegt zusatzlich einem Phase-lI-Metabolismus Uber
Uridinediphosphat-Glucuronyltransferase (UGT) zu weiteren glucuronierten
Metaboliten. Wie Cyc ist Tac ein Substrat und Inhibitor des Transportproteins Pgp
[27, 43]. Bei mit Inhibitoren fur CYP3A4 und Pgp behandelten Patienten konnte
ein signifikanter Anstieg der Tac-Konzentration nachgewiesen werden. Als
Inhibitoren sind folgende Substanzen zu nennen: Rifampizin, Phenytoin,
Phenobarbital und Johanniskraut [27, 41].

1.4. Therapeutisches Drug Monitoring

1.4.1. Grundlegende Anforderungen an das therapeutische Drug Monitoring

der Calcineurininhibitoren

Die hohe inter- und intraindividuelle Variabilitat der Pharmakokinetik und die
geringe therapeutische Breite erfordern ein engmaschiges therapeutisches Drug
Monitoring (TDM) [21]. Die Verteilung von Cyc zwischen Blut und Plasma ist
abhangig von Temperatur, Wirkstoffkonzentration, Hamatokrit und der
Konzentration der Plasmalipoproteine [11]. Um eine ausreichende Korrelation
zwischen dem pharmakodynamischen Effekt und der gemessenen Cyc-
Konzentration zu erhalten, erfolgt die Bestimmung aus EDTA-Vollblut [32, 46]. Fur
Cyc Co-Spiegel werden bei NTx therapeutische Bereiche von 150 bis 225 ng/ml far
die Initialtherapie und von 100 bis 150 ng/ml fur die Erhaltungstherapie
angegeben [39]. C,-Spiegel sind initial zwischen 1600 und 2000 ng/ml und mit
1200 bis 1400 ng/ml in der Erhaltungstherapie anzustreben. Auch fur Tac wurde

7
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die Bestimmung aus Vollblut als die Methode der Wahl ermittelt [29]. Die
Absorption von Cyc steigt in den ersten zwei Wochen der Behandlung und
stabilisiert sich zum Ende des ersten Behandlungsmonats [47]. Die Bestimmung
des Cyc-Talspiegels (Cyp) findet weit verbreitet Anwendung. Die Cyp-Spiegel zeigen
nur eine schwache Korrelation mit dem area under the curve (0 bis 4 Stunden
nach Gabe; AUCy.,). Eine Peakspiegelbestimmung 2 Stunden nach Gabe (C,)
korreliert besser mit dem AUC [47, 48]. Bei Tac korreliert die Cp-Konzentration mit
dem AUC und ist ausreichend fur das TDM [5, 42, 47, 49]. Die Tac-
Konzentrationen sollten sich an der Abstol3ungsgefahr des transplantierten
Organs orientieren und zu Beginn der Behandlung héher eingestellt werden als im
weiteren Verlauf der Behandlung [47]. Fur die Co-Spiegel von Tac finden thera-
peutische Bereiche bei NTx-Patienten von initial 10 bis 15 ng/ml bzw. 5 bis 10
ng/ml in der Erhaltungstherapie Anwendung. Bei der Gabe von Tac mit Nahrungs-
mitteln konnte eine Verringerung der Bioverfuigbarkeit im Mittel um 20%
beobachtet werden [50]. Tac zeigt chronopharmakologische Effekte. Bei der Gabe
am Morgen konnte eine signifikant héhere Absorptionsrate als bei abendlicher
Gabe nachgewiesen werden, ohne jedoch den Behandlungseffekt signifikant zu
beeinflussen [50, 51].

1.4.2. Analysenmethoden
1.4.2.1. Immunchemische Methoden

Zur quantitativen Bestimmung der Calcineurininhibitoren (CNI) werden sowohl
immunchemische als auch chromatographische Methoden eingesetzt. Zum
immunchemischen Nachweis stehen unterschiedliche Testdesigns zur Verfigung.
Es kommen kommerzielle Radioimmunoassays (RIA), Fluoreszenzpolari-
sationsimmunoassays (FPIA), als auch Enzym-multiplied Immunoassays, Chemi-
lumineszenz-Mikropartikelimmunoassays (CMIA) und Cloned Enzyme Donor
Immunoassays (CEDIA) zum Einsatz [29, 52-54]. Es besteht ein Konsens, dass
eine selektive Bestimmung des Wirkstoffs erfolgen sollte [35, 46]. Die Spezifitat
der monoklonalen Antikorper fur den jeweiligen Wirkstoff variiert, da die Metabolite
zum Teil eine Kreuzreaktion besitzen [17, 46, 55]. Steimer zeigte in einer
Vergleichsstudie, dass die Abweichung der Immunoassay-Ergebnisse im
Vergleich zu einer HPLC-Methode 9 bis 57% betrug [53]. Daraus folgt, dass die
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Messwerte einer methodenspezifischen Bewertung bedirfen. In den meisten
Fallen ist eine Proteinfallung mit entsprechenden Prazipitationsreagenzien
erforderlich, bevor die Messung auf einem Kklinisch-chemischen Analyser durch-
gefuhrt werden kann. Die Analyse muss zeithah durchgefiihrt werden. Die
erforderlichen Gerate und das Personal sind in den meisten medizinischen
Zentren verfigbar und die Immunoassays erfordern nur relativ geringe
Investitionskosten. Die Analysengerate konnen online an den Zentralrechner des

Labors angeschlossen werden.

1.4.2.2. Chromatographische Methoden

Alternativ zu den immunchemischen Methoden kommen chromatographische
Methoden zum Einsatz. Zuné&chst standen HPLC-Methoden mit UV-Detektion zur
Verfligung. Diese bendtigen zunachst eine Probenvorbereitung mit Proteinfallung
und Festphasenextraktion. AnschlieBend werden die Analyten in das HPLC-
System injiziert und chromatographisch getrennt. Der quantitative Nachweis
erfolgt dann nach UV-Detektion an Hand der gemessenen Peakflachen/-hdhen.
Die HPLC bietet die Moglichkeit, neben dem Wirkstoff auch die Metaboliten nach-

zuweisen [56].

Eine Verbesserung der aufwéandigen HPLC-Methoden brachte die Kopplung von
Flissigchromatographie (LC) und Massenspektrometrie (MS) Ende der 90er
Jahre. Die Selektivitdt und Sensitivitat der zunachst eingesetzten Single-
Quadrupol-Massenspektrometer wurden spater durch den Einsatz von Triple-
Quadrupol-Geraten weiter optimiert [57-60]. Bei der Kopplung mit der Flussig-
chromatographie findet die Elektrospray-lonisation (ESI) eine weit verbreitete
Anwendung. Bei dieser Technik werden die Analyten mit der mobilen Phase durch
eine Metallkapillare geleitet, an der eine Spannung angelegt ist. Analyten und
Losemittel treten in Aerosolen aus der Kapillare aus. Bei der Verdampfung der
Losemittel werden die Analyten ionisiert. Die Analytionen werden in einem
Magnetfeld beschleunigt und in das Massenspektrometer geleitet. Auf Grund ihres
Masse/Ladungsverhaltnisses werden die lonen im ersten Quadrupol extrahiert.
Der zweite Quadrupol dient als Kollisionszelle und erzeugt charakteristische
Fragmente der Analytionen. Ein oder mehrere der geladenen Fragmente werden

im dritten Quadrupol selektiert. Diese sogenannten Tochterionen werden




Einleitung und Fragestellung

anschlieBend mit einem Photomultiplier oder anderen Detektoren quantifiziert [59,
60]. Dieses ist eine Methode mit der die als Liguidchromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie (LCMS) bezeichnete Technik betrieben werden kann. Heute
hat die LCMS die Analyse mittels HPLC-UV weitestgehend abgeltst und stellt die
Referenzmethode in der klinisch-chemischen Analytik der Immunsuppressiva dar
[55]. Hierbei konnen auch mehrere Immunsuppressiva parallel quantitativ
bestimmt werden [29, 61-67]. Der Einsatz kommerzieller Matrixreferenzmaterialien
zur Kalibration und Kontrolle kann die Richtigkeit der Analysenergebnisse
sicherstellen [68]. Die hohe Spezifitdt und Selektivitit sowie die niedrigen
Reagenzienkosten stehen jedoch einer relativ zeitaufwandigen Analytik mit hohen
Investitions- und Personalkosten entgegen [55, 61]. Eine automatisierte, durch die

Labor-EDV gesteuerte Bearbeitung ist nur begrenzt moglich.

1.4.2.3. Alternative Matrices

In den letzten Jahren wurden Methoden zum Nachweis von Immunsuppressiva
aus alternativen Matrices publiziert. Hier sind vor allem Kapillarblut aus Finger-
beere oder Ohrlappchen [69-78], Trockenblut [72, 79-85] und Speichelflissigkeit
[86] zu nennen. Mendonza et al. publizierten eine LCMS-Methode aus Speichel-
flussigkeit und zeigten einen Korrelationskoeffizienten zwischen Speichel und Voll-
blut von 0,695 [86]. Die Konzentrationen in Speichelflissigkeit spiegeln die
ungebundene Fraktion eines Pharmakons wieder. Diese unterliegt bei den Immun-
suppressiva starken Schwankungen [11]. Dariber hinaus verlauft die
Sezernierung in den Speichel selektiv. Bei der kapillaren Blutentnahme bietet die
Fingerbeere im Gegenteil zum Ohrl&appchen die Moglichkeit der eigenstandigen
Blutentnahme durch den Patienten. Dartber hinaus erleichtert diese Enthahme-
methode die Bestimmung von C,-Spiegeln. Das Blut aus der Hautpunktion besteht
aus einem Gemisch aus arteriellem, vendsem und kapillarem Blut. Der Anteil an
arteriellem Blut ist auf Grund des hoheren Drucks in der arteriellen Blutbahn

grolRer als der Anteil an vendsem Blut [73].

In einer der ersten Methoden von Lampe et al. wurde Kapillarblut zum Nachweis
von Cyc auf ein Filterpapier gegeben und so eine Trockenblutprobe (engl. dried
blood spot, DBS) hergestellt [83]. Die Analyse von DBS wurde erstmals von

Robert Guthrie 1963 eingefiihrt und ist bis heute in der Pranataldiagnostik im
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Einsatz [87]. Cyc wurde dann mit Tris/Tween-L6sung von dem Filterpapier extra-
hiert und mittels RIA quantifiziert. Die Methode zeigte eine gute Korrelation mit der

venosen Entnahme [83].

In weiteren Publikationen werden unterschiedliche Blutentnahmemethoden ein-
gesetzt und Cyc oder Tac quantitativ analysiert. In einer Publikation wird die
Analyse von Cyc und Kreatinin aus dem Kapillarblut beschrieben [71].

1.5. Fragestellung

Nach einer Organtransplantation muss eine lebenslange Immunsuppression
erfolgen. Diese wird in der Regel mit den CNI Cyc oder Tac durchgefihrt. Auf
Grund der geringen therapeutischen Breite der Pharmaka ist eine regelmafiges
TDM erforderlich, um Nebenwirkungen zu verhindern und dennoch eine
ausreichende Immunmodulation sicherzustellen. In der ambulanten Therapie ist
die Bestimmung von Cy-Spiegeln aus Grinden der Praktikabilitat weit verbreitet.

Bei Cyc korrelieren C,-Spiegel besser mit den pharmakodynamischen Effekten.

Eine Entnahme von Kapillarblut aus der Fingerbeere eignet sich zur selbstandigen
Blutentnahme durch den Patienten. Hierbei kdnnen spezielle Filterpapiere zur
Gewinnung von DBS verwendet werden. Die Proben kdénnen nach Probenvor-
bereitung mittels LCMS analysiert werden. Der klinische Vorteil fir den Patienten
ware, dass keine regelmafiige Vorstellung zu einer vendsen Blutentnahme in einer
Arztpraxis erfolgen muss. Durch die Methode kdnnte ein engmaschiges TDM auch
von ambulanten Patienten ermdglicht werden, da die Kapillarblutproben auf Filter-
papier vom Patienten selbst gewonnen und mit der Post an ein medizinisches

Labor zur Analyse versendet werden kénnen.

Ziel der Arbeit ist die Durchfilhrung einer Studie zur Frage der Aquivalenz der
Bestimmung der CNI aus DBS zu den Routineverfahren aus vendsem Blut. In der
Studie wurde die LCMS-Methode im Vergleich zu immunchemischen Methoden
anhand von Proben immunsupprimierter Patienten aus DBS und aus vendsem
Blut charakterisiert. Es sollen Co- und C,-Spiegel in die Studie einbezogen
werden, um einen breiten Konzentrationsbereich  abzudecken. Als

Referenzmethode soll eine in house-LCMS-Methode dienen.

11
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Die HauptzielgroRe stellt die Korrelation zwischen der Bestimmung aus DBS und
der im Vollblut dar. Hierbei soll sowohl die Richtigkeit als auch die Reproduzier-
barkeit betrachtet werden. Es sollen Riickschlisse zur Ubertragbarkeit der thera-
peutischen Bereiche auf die Kapillarblutmethode gezogen werden. Als Nebenziel-
gréRen wird der Vergleich zwischen immunchemischen und chromatographischen
Methoden erfasst und die Praktikabilitéat der eingesetzten Methoden beurteilt. Aus
den Co- und C,-Spiegel sollen die Moglichkeiten fir weitere pharmakologische

Kenndaten untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Acetonitril HPLC ultragradient
Ameisensaure
Ammoniumacetat

Architect Cyclosporin Ragenz Kit (1L75)
Architect Tacrolimus Reagenz Kit (1L77)

Architect System i2000 SR
Ascomycin

Cyclosporin D

Eppendorfpipette 10 — 100 pl
Eppendorfpipettenspitzen 100 pl
Eppendorfpipette 100 — 1000 pl
Eppendorfpipettenspitzen 1000 pl
Ethanol

Waters Nova Pack C18 2,1 x 10 mm
LC Autosampler Alliance 2795

LC Pumpe Alliance 2795

LC Saulenofen Alliance 2795
Lochstanze 10 mm

Lochstanze 5 mm
Massenspektrometer Quattro Micro
Methanol LCMS Grade

Monovette EDTA 2 ml

Propanol, 2-

Proteinsaver'™ 903 Card
Reaktionsgefal’ 1,5 ml
Reaktionsgefald 2,0 ml

Safty Lanzetten 1,5 mm

Software MassLynx 4.1
Heizthermomixer MHR 23
Transplant-Vorbehandlungsrohrchen
Vortexer REAX 2000
96-Well-Microtiterplatten

Zentrifuge EBA12
Zinksulfat-Heptahydrat

(Baker, Griesheim, Germany)
(Merck, Darmstadt, Germany)
(Merck, Darmstadt, Germany)
(Abbott, Wiesbaden, Germany)
(Abbott, Wiesbaden, Germany)
(Abbott, Wiesbaden, Germany)
(Recipe, Minchen, Germany)
(Recipe, Minchen, Germany)
(Eppendorf, Hamburg, Germany)
(Eppendorf, Hamburg, Germany)
(Eppendorf, Hamburg, Germany)
(Eppendorf, Hamburg, Germany)
(Merck, Darmstadt, Germany)
(Waters, Eschborn, Germany)
(Waters, Eschborn, Germany)
(Waters, Eschborn, Germany)
(Waters, Eschborn, Germany)
(E-Top)

(E-Top)

(Waters, Eschborn, Germany)
(Baker, Griesheim, Germany)
(Sarstedt, Nurnbrecht, Germany)
(Merck, Darmstadt, Germany)
(Whatman, Maidstone, U. K.)
(Sarstedt, Nurnbrecht, Germany)
(Sarstedt, Nurnbrecht, Germany)
(HTL-Strefa, Ozorkow, Poland)
(Waters, Eschborn, Germany)
(DITABIS, Pforzheim, Germany)
(Abbott, Wiesbaden, Germany)
(Heidolph, Schwabach, Germany)
(Waters, Eschborn, Germany)
(Hettich, Tuttlingen, Germany)
(Merck, Darmstadt, Germany)
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2.2. Methoden
2.2.1. Immunchemische Methoden
2.2.1.1. Kalibratoren und Kontrollen

Zur Kalibration der immunchemischen Analyse wurden kommerzielle Standards in

Matrix (Abbott, Wiesbaden, Germany) verwendet. Die Kalibration erfolgte in Doppel-

bestimmung.

Tabelle 1. Konzentration der Kalibratoren fur Cyclosporin A und Tacrolimus fir die
immunchemische Bestimmung

Bezeichnung Konzentration Cyc Konzentration Tac

[ng/ml] [ng/ml]
STANDARD CAL A 0 0
STANDARD CAL B 40 3
STANDARD CAL C 150 6
STANDARD CAL D 400 12
STANDARD CAL E 800 20
STANDARD CAL F 1500 30

Tabelle 2: Konzentration der Qualitatskontrollen fir Cyclosporin A und Tacrolimus

fur die Immunchemie

Bezeichnung

Konzentration Cyc
Sollwert (Kontrollbereich)

Konzentration Tac
Sollwert (Kontrollbereich)

[ng/ml] [ng/ml]
MCC 1 96,5 (77,2 — 116) 4,75 (3,80 — 5,70)
MCC 2 186 (149 — 224) 8,58 (6,86 — 10,3)
MCC 3 312 (250 — 375) 15,3 (12,2 - 18,4)

Die immunchemische Analytik von Tac und Cyc wurde mit dem kommerziellen

Kalibratorset

BIO-RAD Abbott

Minchen, Germany) durchgefuhrt.

Immunosuppressant-MCC  Trilevel

(Bio-Rad,
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2.2.1.2. Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung zur immunchemischen Bestimmung von Cyc und Tac ent-
spricht den Standardarbeitsanweisungen SV — Cyclosporin (Stand: 15.07.2009;
[88]) und SV — Tacrolimus (Stand: 12.11.2009; [89]) des Zentrallabors Bereich
Klinische Chemie des UK S-H Campus Libeck, mit freundlicher Genehmigung
von Dr. rer. nat. Leif Dibbelt. Die Analysen wurden dort durch das Fachpersonal im

Rahmen der Routineanalytik durchgefinhrt.

LOsungen:

Cyclosporin Whole Blood Solubilization Reagenz (Abbott, Wiesbaden, Germany)
Cyclosporin Whole Blood Precipitations Reagenz (Abbott, Wiesbaden, Germany)
Tacrolimus-Vollblut-Fallungsreagenz (Abbott, Wiesbaden, Germany)

Probenvorbereitung Cyclosporin:

Zunachst wird das EDTA-BIut grindlich gemischt. Es werden dann 200 pl Probe
mit 100 pl Cyclosporin Whole Blood Solubilization Reagenz und 400 pl
Cyclosporin Whole Blood Precipitations Reagenz versetzt und auf dem Vortexer
homogenisiert. AnschlieBend wird die Probe 4 min zentrifugiert. Der Uberstand
wird in ein Transplant-Vorbehandlungsrohrchen tberfiihrt und 5-10 sec auf dem
Vortexer gemischt. Die Probe wird daraufhin im Transplant-Vorbehandlungs-
rohrchen auf dem Architect System i2000 SR (Abbott, Wiesbaden, Germany)
gemessen [88, 90].

Probenvorbereitung Tacrolimus:

Das EDTA-BIut wird zun&chst homogenisiert. Im Anschluss werden 200 pl Probe
mit 200 pl Tacrolimus-Vollblut-Fallungsreagenz versetzt und umgehend auf dem
Vortexer gemischt. Es folgt eine Zentrifugation fiir 4 min. Der Uberstand wird in die
Transplant-Vorbehandlungsréhrchen Uberfihrt, 5 — 10 sec auf dem Vortexer
gemischt und innerhalb von 30 min auf dem Architect System i2000 SR (Abbott,

Wiesbaden, Germany) gemessen [89, 91].

2.2.1.3. Durchfuhrung der immunchemischen Analyse

Zur quantitativen immunchemischen Analyse von Cyc und Tac aus EDTA-Vollblut

wurden Chemilumineszenz-Mikropartikelimmunoassays (CMIA) auf einem
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Architect i2000 SR eingesetzt. Bei dem Test handelt es sich um einen Zwei-
Schritt-Immunoassay. Im ersten Schritt werden die vorbereitete Probe, das Assay-
verdinnungsmittel und die mit anti-Cyc/Tac beschichteten paramagnetischen
Mikropartikel gemischt. In der Probe vorhandenes Cyc/Tac bindet an die
markierten Mikropartikel. Nach einem Waschschritt wird akridiniummarkiertes
Konjugat zugegeben und so ein Reaktionsgemisch hergestellt. Dieses wird nach
einem weiteren Waschgang mit Trigger- und Pre-Trigger-Losung versetzt. Die
resultierende Lumineszenz ist im Messbereich proportional zur Konzentration der

Analyten Cyc respektive Tac.

Der Messbereich der Methode liegt fur Cyc zwischen 30 und 1500 ng/ml. Proben
oberhalb von 1500 ng/ml werden verdiinnt gemessen. Im Zentrallabor wurden flr
den Variationskoeffizienten Werte zwischen 4,52 und 8,51% und fir die
Unrichtigkeit 6,65 bis 12,13% ermittelt. Der Messbereich fur Tac liegt zwischen 2
und 30 ng/ml. Messwerte Uber 30 ng/ml werden verdinnt wiederholt. Im Zentral-

labor wurden Variationskoeffizienten zwischen 5,3 und 13,7% ermittelt [88-91].

2.2.2. Chromatographische Methoden

2.2.2.1. Kalibratoren und Kontrollen

Tabelle 3. Konzentration der Kalibratoren fur Cyclosporin A und Tacrolimus fir die
Chromatographie (Charge 839)

Bezeichnung Konzentration Cyc Konzentration Tac

[ng/ml] [ng/ml]
Level O 0,0 0,00
Level 2 48.4 2,46
Level 3 92,4 5,03
Level 4 187,0 10,20
Level 5 4720 20,50
Level 6 1345,0 39,70
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Kalibratoren:

Zur

lyophilisierte  Vollblutreagenzien (Recipe, Minchen, Germany) verwendet. Diese

Kalibration der chromatographischen Methode werden kommerzielle

wurden vor dem Einsatz mit 2 ml Aqua bidest. (H,O) rekonstituiert. Die Haltbarkeit

der rekonstituierten Lésungen betragt bei -20°C mindestens 30 Tage.

Qualitatskontrollen:

Zur Qualitatskontrolle der chromatographischen Methode werden kommerzielle
lyophilisierte Vollblutreagenzien (Recipe, Munchen, Germany; Invicon, Miinchen,
Germany) verwendet. Das Kontrollmaterial UTAK L3 wird fir die Bestimmung aus
dem Kapillarblut verwendet. Die Reagenzien werden vor dem Einsatz mit 2 ml
H,O rekonstituiert. Die Haltbarkeit der rekonstituierten Lésungen betragt bei -20°C

mindestens 30 Tage.

Tabelle 4: Konzentration der Qualitatskontrollen fir Cyclosporin A und Tacrolimus
fur die Chromatographie

Bezeichnung | Charge | Konzentration Cyc Konzentration Tac
Sollwert (Kontrollbereich) | Sollwert (Kontrollbereich)
[ng/ml] [ng/ml]
Recipe L 1 8830 62,5 (46,9 — 78,1) 3,28 (2,30 — 4,26)
Recipe L 3 8832 258 (206 — 310) 13,3 (9,98 — 16,6)
UTAK L 3 3267 1173 (997 — 1349) 24,9 (21,2 — 28,6)
2.2.2.2. Probenvorbereitung fir vendses Blut

LOsungen:

Arbeitslosung IS:

Zum Ansetzen der Arbeitslésung werden 25 pg Cyclosporin D mit 5 ml Methanol /
H,O 30 Vol.-% und 2 pg Ascomycin in 2,5 ml Methanol / H,O 30 Vol.-% aufgelost.
Die Losung enthalt dann 5000 ng/ml Cyclosporin D und 800 ng/ml Ascomycin.
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Herstellen der 0,2 M ZnSO,4-L6sung:

11 g Zinksulfat-Heptahydrat wird in einem 100 ml Messkolben eingewogen, in 34

ml H,O gel6st und mit Methanol auf 100 ml aufgefillt.

Prazipitationsreagenz:

Zur Herstellung des Prazipitationsreagenzes werden 9 ml 0,2 M ZnSO4-L6sung
mit 0,5 ml der Arbeitslosung Cyclosporin D sowie 0,5 ml der Arbeitslésung

Ascomycin frisch hergestellt.

Durchfihrung:

Die Probenvorbereitung fur die chromatographische Bestimmung der CNI aus
vendsem Blut entspricht der Routineanalytik des Medizinischen Versorgungs-
zentrums (MVZ) Dr. Kramer und Kollegen (Laborarztliche Arbeitsgemeinschaft fir
Diagnostik und Rationalisierung, LADR GmbH, Lauenburger Str. 67, 21502

Geesthacht). Die Methode wurde dort entwickelt und validiert.

200 pl EDTA-BIut, Kalibratoren oder Kontrollen werden in ein 1,5 ml Reaktions-
gefald gegeben. AnschlielRend werden 500 pl Prazipitationsreagenz hinzugefugt.
Diese Losung enthalt die 1Ss Cyclosporin D in einer Konzentration von 500 ng/ml
und Ascomycin in einer Konzentration von 80 ng/ml. Dieses Gemisch wird dann
fur mindestens 10 sec gevortext. Daraufhin wird die Losung 10 min bei 14000 rpm
und 10°C zentrifugiert. Der Uberstand wird sofort nach der Zentrifugation in Glas-
réhrchen dberfuhrt. Die aufgearbeitete Probe kann dann in die LCMS injiziert

werden.
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2.2.2.3. Probenvorbereitung fir die Analyse aus Trockenblutproben
LOsungen:

Siehe 2.2.2.2

Durchfthrung:

Die Probenvorbereitung fur die chromatographische Bestimmung der CNI aus
Kapillarblut ist eine Weiterentwicklung der bestehenden Routinemethode aus
vendsem Blut. Im Rahmen der Weiterentwicklung wurden unterschiedliche

Parameter variiert:
- GroRRe des ausgestanzten DBS
- Zusammensetzung und Volumen des Extraktionsmittels
- Dauer der Extraktion
- Extraktionstemperatur

Aus der Optimierung ergab sich die im Folgenden beschriebene Vorschrift zur

Probenvorbereitung.

Zur Vorbereitung der Kalibratoren und Kontrollen wurden 50 pl der rekonstituierten
Losung auf ein Filterpapier gegeben. Dieses wurde fur 2 h getrocknet,
anschlieBend ausgestanzt, in ein 2 ml Reaktionsgefal3 tberfihrt und bis zur

weiteren Bearbeitung bei -20°C gelagert.

Die DBS wurden mit einer Lochstanze manuell ausgestanzt. Der Innendurch-
messer betrug 10 mm. Der ausgestanzte DBS wurde dann in ein 2 ml Reaktions-
gefal’ Uberfihrt. AnschlieRend wurden 250 ul Prazipitationsreagenz hinzugefugt.
Diese LOsung enthielt die internen Standards (IS) Cyclosporin D (Abb. 1) in einer
Konzentration von 500 ng/ml und Ascomycin (Abb. 2) in einer Konzentration von
80 ng/ml. Die Lésung wurde dann fir mindestens 10 sec gevortext. Die Proben
wurden 20 min bei 40°C auf einem Thermomixer geschuttelt. Die Losung wurde
daraufhin 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde sofort nach der
Zentrifugation in eine 96-Well-Microtiterplatte Gberfuhrt. Der aufgearbeitete Extrakt

stand dann zur Injektion in die LCMS bereit.
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Frobenaufarbeitung chromatographische Trennung
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Probenaufarbeitung und chromato-
graphischen Trennung

2.2.2.4. Chromatographische Trennung
Losungen:

Mobile Phase (MP):
MP-A: 2 mM Ammoniumacetat / 0,1 Vol.-% Ameisensaure in H,O
MP-B: 2 mM Ammoniumacetat / 0,1 Vol.-% Ameisensaure in Methanol

Durchfihrung:

Die chromatographische Analyse wurde auf einem Alliance System (Waters,
Eschborn, Germany) durchgefiihrt. Zur Analyse wurde ein Gradient der Mobilen
Phasen eingesetzt (Tab. 5). Als Stationédre Phase wurde eine Waters Nova Pack
mit den Dimensionen 2,1 x 10 mm eingesetzt. Bei dieser Trennsaule handelt es
sich um ein endgecapptes Silicamaterial mit C18-Gruppen. Die chromato-
graphische Trennung entspricht fir beide Methoden der in der Routine des MVZ
Dr. Kramer und Kollegen validierten Methode. Die Retentionszeiten ergeben sich

hiernach wie folgt:
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Cyclosporin A 1,72 min
Cyclosporin D 1,74 min
Tacrolimus 1,53 min
Ascomycin 1,52 min
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Abbildung 4: Chromatographische Trennung von Cyclosporin A, Tacrolimus,
Ascomycin (IS 1) und Cyclosporin D (IS 2); a) negative Probe, b) Kalibrator Level
4 und c¢) Qualitatskontrolle RECIPE Level 3

Tabelle 5: Gradient der chromatographischen Trennung

Zeit | Mobile Phase A | Mobile Phase B Flussrate
[min] [%0] [%0] [ml/min]
0,0 50 50 0,5
0,3 0 100 0,5
1,0 50 50 0,5
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Die weiteren Parameter wurden wie folgt festgelegt:

Saulentemperatur:
Injektionsvolumen:
Probentemperatur:

Analysendauer:

2.2.2.5.

50°C
30 pl
10°C

2,5 min

Massenspektrometrische Detektion

Im Anschluss an die chromatographische Trennung erfolgte die Kopplung mit dem

Tandem-Massenspektrometer. Zur quantitativen Detektion wurde ein Quattro

Micro (Waters, Eschborn, Germany) mit einer Z-Spray lonenquelle eingesetzt. Die

lonisierung erfolgte im ESI-positiv Mode. Fir die Quantifizierung wurde das

Multiple Reactant-lon Monitoring (MRM) mit Argon als Kollisionsgas eingesetzt.

Elektrospray lonisation

ZmAr L

Tandem-Massenspeblrametine
Craadrgpal
~ Cunain Flatz
J— Curain Gas
Crifica
o Q a2 [# X
= = PEEE————— S —
-y ¥ ® |
L] -
B w :
[ - &
= P S O ——
I e | —
e 5 =4 —
1.1\;
Crpadrupol

Muliphar

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Elektrospray lonisation mit nach-

folgender Tandem-Massenspektrometrie
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oden

Zum Tuning des Massenspektrometers wurden Losungen der Analyten und der

ISs in Mobiler Phase in die lonenquelle des Massenspektrometers infundiert. Zur

Optimierung des Mutterions im ersten Quadrupol (Q1) wurden die Ammonium-

addukte der Analyten und ISs verwendet. Als Tochterion im dritten Quadrupol (Q3)

wurden die Masseniubergdnge mit der hochsten Intensitat herangezogen. Die

Optimierung erfolgte mit der MassLynx 4.1 Software.

MS-Tune Methode:

cone gas flow:

desolvation gas flow:

nebuliser gas flow:

CID gas pressure:

Source temperatu

re:

30 I/h
900 I/h

max.

130°C

Desolvation temperature: 300°C

2,4 — 2,6 x 10 mbar Argon

immunquanttune.ipr / SUPRE_WATERS_NEU.ipr

Nach Tuning der Analyten auf dem Massenspektrometer ergaben sich folgende

Massenubergange und Geréatekonfigurationen:

Tabelle 6: Massenibergange und Geratekonfigurationen

Analyt Q1 Q3 Dwell [s] | Cone Coall Delay
[V] [V] [sec]
Cyclosporin A | 1219,7 | 1202,7 | 0,05 30 20 0,1
Tacrolimus 821,4 768,3 0,05 30 20 0,1
Ascomycin 809,5 756,4 0,03 30 20 0,1
Cyclosporin D | 1233,6 |1217,0 | 0,03 30 20 0,1
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2.2.2.6. Quantitative Auswertung

Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte Uber die Peakflache. Zur Normier-
ung der Messwerte wurden die Peakflachen der Analyten auf den IS bezogen. Als
IS fir Cyc wurde Cyclosporin D und fur Tac Ascomycin verwendet. Die ausge-
wahlten ISs zeigen ahnliche chemische Eigenschaften wie ihre Analyten und
wurden in der Literatur beschrieben [66]. Zur Quantifizierung wurden die 5
Kalibratoren ohne Einbeziehung des Nullpunktes einer linearen Regression mit

der Formel y =a+b>x unterzogen.

2.2.2.7. Mathematische Grundlagen der Methodenvalidation und Auswertung

Die Validation entspricht den Anforderungen in der klinischen Chemie und den

Empfehlungen der Literatur [92-96].

Kalibrierung 1. Ordnung:

Bei der Verwendung einer Kalibration 1. Ordnung wird postuliert, dass sich das
Messsignal proportional zur Konzentration des Analyten in der Probe verhalt. Die
Berechnung erfolgt nach folgender Gleichung ohne Einbeziehung der Blankprobe
[92]:

(1.1) y=a+b:>x

Zur Erhdhung der Reproduzierbarkeit der Messergebnisse wurden die Messwerte

y. durch das Messsignal des IS y,; normiert.

12) y=2=
IS

(1.3) x=-=
XIS

1.4) Yo=a+bxle

yIS XIS
In dieser Gleichung ist y das Messsignal zu einer Konzentration x. Die Variable b
ist die Steigung der Kalibrationsgeraden und a der Achsenabschnitt. Die Berech-
nung der Steigung und des Achsenabschnitts erfolgte nach folgenden Gleich-

ungen [92]:
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a (% - )y - V)
é. (Xi B X)2

(15) b=

(1.6) a= %(é Y - b>sé X;) N = Anzahl der Kalibrationspunkte

Der Korrelationskoeffizient r der Geradengleichung wurde nach der folgenden
Formel berechnet [92]:

w7 1= 800y -Y)
JA (% - 078y, - )

Prufung auf Linearitat:

Zur mathematischen Prifung auf Linearitat wurde der Anpassungstest nach

Mandel durchgefiihrt. Hierbei wurde die Reststandardabweichung einer Kalibrier-

funktion 1. Ordnung s mit der einer Kalibrierfunktion 2. Ordnung

s,, herangezogen. Aus den Reststandardabweichungen wurde die Differenz der

Varianzen DS? berechnet und ein Prifwert PW ermittelt [92].

Kalibrierfunktion 2. Ordnung:

(2.1) y=a+bxx+cxx?

(2.2) :%x(é Yi'bxé Xi'Cxé. Xi2)

Q 'C)Qa
2.3) b=>%
(2.3) o
(2.4) (::QXV’Q“QXZWQxx

(25) Q.=ax-(@x)*/N)

(26) Q,=a (xy)- (@ x)X& y)/N)
(27) Q.=ax - (@ x)Xa x)/N)
(28) Q.=ax - (ax)?IN

(29) Q., = (¢y)- (@ ¥)Xa x)/N)
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Reststandardabweichung s:

é (y, - a- bxx - cxx?)?
N-3

(2.10) s, = \/

Fur die Kalibration 1. Ordnung gilt c=0.
Differenz der Varianzen DS

(2.11) DS? =(N- 2)>82 - (N- 3)>s2
Prufwert PW:

DS?
2
Y2

(2.12) PW = Tabellenwert F (f1=1, f,=N-3,P=99%)

Wenn der Prufwert PW kleiner oder gleich F ist, wird durch die Kalibrierfunktion 2.

Ordnung keine signifikant bessere Anpassung erreicht und die Kalibrierfunktion

kann als linear angesehen werden [92].

Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze:

Als Mal3 fur die Leistungsfahigkeit und Empfindlichkeit einer Analysenmethode
wurde die Nachweisgrenze xnywe herangezogen. xywe gibt die Konzentration an,
bei der die Probe mit einer definierten Wahrscheinlichkeit substanzfrei ist. Hierbei
konnen falsch positive Messwerte (a-Fehler) oder falsch negativ (B-Fehler)
auftreten. Zur Berechnung von xywe stehen mehrere Methoden zur Verfliigung.
Bei kalibrierfahigen Verfahren findet die Berechnung Uber die Kalibriergerade nach
DIN 32645 weite Verbreitung. Hierbei erfolgt eine Kalibration mit mindestens N=5
Kalibrationspunkten im Bereich der zur erwartenden xywg. Aus dem Messwert y

wird zunachst der kritische Wert y. berechnet [92, 96].
Kritischer Wert:

(3.1) y . =a+Da

1 @x/N)
(38.2) Da=s %, \/N o= (f=N-1 Freiheitsgrade)

é (Xi - ;()

Durch Einsetzen von y. in die Kalibriergeradenfunktion ergibt sich dann xywg wie

folgt:
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y -a
b

(3.3) Xy =

Die Erfassungsgrenze Xgg ergibt sich entsprechend der nachstehenden Formel:

s, 1 (& % /N)? o

(34) Xeg =Xy T—%;, [—+t———=— (f=N-2 Freiheitsgrade)
b Y N a (Xi - X)

Fur die Berechnung der Bestimmungsgrenze Xgg wird der Faktor k mit einem Wert

von 3 verwendet bei dem die maximale zulassige relative Ergebnisunsicherheit bei

33,3% liegt [92].

1, @x/N)

o = (f=N-2 Freiheitsgrade)
N a (Xi - X)

S
(35) e :kxg%,a\/

Genauigkeit:

Zunachst erfolgt die Berechnung des systematischen Fehlers BIAS. Die Berech-
nung des BIAS erfolgt nach der Formel (4.1) mit p als Sollwert des Kontroll-

materials und x als Mittelwert der Messwerte. Der BIAS sollte unter 15% und im

Bereich xgg unter 20% liegen:

4.1) BIAS%] =M x00%
H

Die Wiederholprazision RSD, [%] gibt die Prazision eines Kontrolimaterials an, das
unter Wiederholbedingungen mit derselben Methode im selben Labor von
derselben Person mit denselben Geratschaften erhalten wurde. Die Berechnung

erfolgt nach der Formel (4.2):

SZ
(4.2) RSD,[%] = Y= x00%
X

o & 2
a a (Xr,t - X)

(43) SZ - t=1 r=1
r I\Ir >(Nt - 1)

Hierbei stehen die Indices N, fir die Anzahl der Tage und N,die Anzahl der

Messungen eines Tages.

Zur Bestimmung der tagesverschiedenen Laborpréazision RSD; [%] wird der Faktor

Tag variiert. Die Berechnung erfolgt nach der Formel (4.4).
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Js'+st
(4.4) RSD,[%] =Y x100%
X

Eoi (Z' ;)2 52
(45) §*=12

r

N-1 N,
RSD; und RSD; sollten unter 15% und im Bereich xgs unter 20% liegen.

Zusatzlich zu den oben genannten separaten Akzeptanzkriterien fur BIAS und
Prazision sollte die Genauigkeit (Kombination BIAS und Prazision), ausgedrickt
als sogenanntes 95% [-Toleranzintervall £Lu [%], vollstandig innerhalb eines
Akzeptanzintervalls von +30% liegen (x40% nahe Xxgg). Die Berechnung erfolgt
nach der Formel (4.6) [95].

/ 1
(46) + LU[%] = BlAS:%] itf;0’975 X 1+er—Nth XRS:)t [%]

(4.7) B=

(& 41y
48) f=— >
(2[2+(1/ N))?/(N, - ) +(@- 1/ N)/(N, xN,)

r

28



Material und Methoden

2.2.3. Klinische Studie
2.2.3.1. Studiendesign und Ethik

Um die Vergleichbarkeit der Methoden zu untersuchen, wurde eine klinische
Studie bei der Ethikkommission der Universitdt zu Libeck beantragt und
genehmigt (Nr. 09-057). Bei der Studie handelte es sich um eine monozentrische
Aquivalenzstudie. Der Prifplan, die Probandeninformation und die Einverstandnis-
erklarungen (siehe Anhang) wurden gemal den Richtlinien der Deklaration von
Helsinki 2008 erstellt [97].

In die Studie sollten nierentransplantierte Patienten einbezogen werden, die mit
Cyc oder Tac im interdisziplindren Transplantationszentrum des Universitats-
klinikkums Schleswig-Holstein, Campus Libeck, behandelt wurden. Fir jede
Behandlungsform wurde eine Gruppe gebildet, in die mindestens 31 Patienten
einbezogen werden sollten. Diese Patienten sollten an 3 bis 5 Tagen innerhalb
von 2 Wochen bei gleichbleibender medikamentéser Therapie sowohl Kapillarblut
auf einem Filterpapier als auch venoses Blut enthommen werden. Es fanden
jeweils zwei Blutentnahmen durch das medizinische Personal statt. Die erste Blut-
entnahme erfolgte unmittelbar vor der Medikamenteneinnahme (Co-Spiegel). Eine
zweite Blutentnahme fand 2 h nach der Medikamenteneinnahme (C,-Spiegel)
statt. Bei allen Proben wurden die Cyc- und Tac-Konzentrationen aus EDTA-Blut
mittels CMIA und LCMS bestimmt. Die Bestimmung mittels CMIA wurde im
Zentrallabor des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Libeck,
durchgefiihrt. Aus den DBS wurden die Konzentrationen mit der entwickelten
LCMS-Methode gemessen. Die Analyse des EDTA-Bluts und des Kapillarblutes
mittels LCMS wurde im MVZ Dr. Kramer und Kollegen durchgefiihrt. Zusatzlich zu
der ersten Blutentnahme fir die Medikamentenspiegel wurde eine vendse Probe
zur Kreatininbestimmung im Rahmen der Routinediagnostik des Transplantations-
zentrums abgenommen. In einem anonymisierten Patientenbogen wurden die
Vitalparameter (Blutdruck, Puls), Koérpergewicht, Co-Medikationen und Angaben

Uber moégliche Nebenwirkungen festgehalten.

2.2.3.2. Kriterien zur Intervention

Im Rahmen der Studie waren keine studienbedingten weiterfihrenden Inter-

ventionen zu erwarten. Die vendse Blutentnahme zur Bestimmung der Immun-
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suppressivaspiegel und des Kreatinins erfolgte unabhéngig von der Studie im
Rahmen der Routinediagnostik des Transplantationszentrums. Zusatzlich erfolgte
nach arztlicher Aufklarung und Einwilligung des Patienten die hahezu schmerzlose
und nicht mit Nebenwirkungen verbundene Entnahme von Kapillarblut aus der

Fingerbeere nach ausreichender Hautdesinfektion.

2.2.3.3. Studienteilnehmer

Einschlusskriterien

In die Studie sollten nierentransplantierte Patienten einbezogen werden, die mit
Cyc oder Tac im Interdisziplindren Transplantationszentrum des Universitats-
klinikum Schleswig-Holstein, Campus Ltbeck behandelt wurden. Die Behandlung
der Patienten mit dem Immunsuppressivum sollte sich im steady state mit relativ
stabilen Blutspiegeln befinden. Es wurden nur volljahrige Patienten, die selbst-
standig ihr Einverstandnis geben konnten, eingeschlossen.

Auschlusskriterien

Ein Wechsel des Immunsuppressivums aus Kklinischen Griinden wahrend der

Studienphase wurde als Ausschlusskriterium definiert.

2.2.3.4. Fallzahlberechnung

Die Planung und Teile der Auswertung der Studie erfolgten mit fachlicher Berat-
ung durch Herrn Dr. rer. pol. Reinhard Vonthein, Institut fir Biometrie und Statistik,

Universitat zu Libeck.

Zur Schatzung der Fallzahl wurden die Variationskoeffizienten der Referenz-
methoden mit 5% und die der Kapillarblutbestimmung mittels LCMS mit 10%
herangezogen. Fir die Studienplanung wurde angenommen, dass die
Konzentrationen der Immunsuppressiva fur beide Messzeitpunkte und Blutent-

nahmearten Normalverteilt sind.

Mit 31 Werten liegt das Verhaltnis von oberer Konfidenzintervallgrenze zur Punkt-
schatzung des Verhaltnisses der Standardabweichungen mit einer Gute von 80%
zwischen der Wurzel aus 2 und der Wurzel aus 3. Die Abschatzung stellt eine

untere Grenze dar, so dass im Fall von fehlenden Werten mehr Messungen und
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Patienten einbezogen werden missen. Eine detailierte Beschreibung der
tatsachlich in der Studie einbezogenen Anzahl von Patienten unter Berick-
sichtigung der Gruppen erfolgt im Zusammenhang mit der Auswertung der

Studienergebnisse (siehe 3.3).

2.2.3.5. Auswertungsplan

Ziel war der Nachweis der Aquivalenz der Analysenmethoden. Hierzu sollte das
95%-Konfidenzintervall fur die MW-Differenz der Werte im Bereich 10g(95%) bis
log(105%) liegen. Als Grundlage fur die Auswertung wurde die DIN 53804 fur
statistische Auswertung paarweise verbundener Stichproben herangezogen [98].

Nur Messungen zum gleichen Zeitpunkt am gleichen Tag und Patienten wurden
zur Aquivalenzanalyse herangezogen. Nur Patienten mit mindestens 12 Mess-
werten (3 Tage x 2 Zeitpunkte x 2 Analysen) wurden in die statistische Aus-
wertung nach DIN 53804 einbezogen. Die geplanten aber nicht ausgewerteten
Messungen und Patienten wurden dokumentiert. In Untergruppenanalysen wurden
die verschiedenen zum Einsatz gelangten Immunsuppressiva und Messzeitpunkte
getrennt betrachtet (Tab. 7).

Es erfolgte eine Analyse der Daten im Normal Plot, Bland-Altman Plot und einer
Passing-Bablok Regression. Hierbei wurden die Medikationen, Methoden und

Messzeitpunkte unabhangig untersucht.

Tabelle 7: Codierung der Studiengruppen nach Medikation, Enthahmezeitpunkt,
Versuchsmethode und Referenzmethode

Ebene: 0 1 2

VM: IC DBS DBS

RM: LCMS vends LCMS vends IC

Cyc-Cy Cyc-1Co Cyc-DBSy Cyc-ICDBSy

= Cyc

§ Y Cyc-C, Cyc-I1C, Cyc-DBS, Cyc-ICDBS;
e

'§ Tac-Cq Tac-ICq Tac-DBSg Tac-ICDBSg
(]

@ Tac 4306, Tac-IC, Tac-DBS, Tac-ICDBS,
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2.2.3.6.

Auswertung der Studiendaten nach DIN 53804

Die Auswertung der Studiendaten nach DIN 53804 erfolgte entsprechend nach-
folgendem Flussdiagramm (Abb. 6). Die mathematischen Grundlagen sind in dem

Flussdiagramm enthalten [98].

Anfang

v

Nr._ Messreihne RM | Messreihe VM
I XRM J XVM,i
1 XRM 1 XVM 1
2 XRM,Z XVM,2
3 XRM 3 XVM,S
N XRM,N X'\/M,N

A4

Differenzen der Wertepaare berechnen
(5.1) d; =Xgy; - X, (=1,2,3,...,N)

A

Mittelwert der N Differenzen berechnen

N
(5.2) MW =%><é d
i=1

A

Standardabweichung der N Differenzen berechnen

1 a!\l 2 1 é\l 26
(5.3) :\/— d’-—=—xad)~
N-163 S TN RS

l

siehe weiter auf S. 33
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Siehe S. 32

l

Erwartungswerte vergleichen
Hypothese Hp und H; formulieren
Signifikanzniveau a festlegen

Ho: ey - b =0 Hil Py - By * O

\4

Prufwert berechnen:

_mMw]
(5.4) t_gwﬁ

l

Nein Prufwert t > Tabellenwert?

f(N;a =0,05; einseitig)

A4

Ho wird nicht Ho wird
verworfen verworfen

v

Vertrauensbereich fur die Differenzen der
Erwartungswerte berechnen:

(5.5) [MW|- W £ pg, - By £[MW|+W

mitW:Ext

JN e

v

> Ende

n

Abbildung 6 (S.32/33): Schematische Darstellung der Auswertung der
Studienergebnisse nach DIN 53804
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2.2.3.7. Bland-Altman Plot

Zur graphischen Auswertung wurden Bland-Altman Plots erstellt. In der
Darstellung wird auf der X-Achse der MW eines Wertepaares der Referenz- und
Vergleichsmethode abgebildet. Die Y-Achse zeigt die Differenz des Wertepaars
[99]. Aus den berechneten Differenzen einer Studiengruppe wurde der MW und
die SD ermittelt. In dem Diagramm wird der MW und ein Kontrollbereich des
+1,96fachen SD dargestellt .

(6.1) iy = Xens - Xonrs (=1,2,3,...,n)
(6.2) MW =05 Xey ; + X ;) (=1,2,3,...,n)

Die Berechnung des MW und SD erfolgte nach den Formeln (5.2) und (5.3). Die
Berechnung des Kontrollbereichs erfolgte dann entsprechend nachfolgender

Formel:
(6.3) kg, =MW £196x3D

Die Analyse eines Methodenvergleichs mittels Bland-Altman Plot ist der
Auswertung mit einer linearen Regression und dem Korrelationskoeffizienten

Uberlegen und in klinischen Studien etabliert [100].

2.2.3.8. Normierung mit dem Hamatokrit

Zur Normierung der Messwerte der LCMS-Analyse aus DBS wurde ein Faktor Fyy
aus dem Quotient der Hamatokritwerte der vendsen Blutprobe des Patienten (Hk;)
und des Kalibrators (Hky) berechnet und mit den Messwerten der LCMS aus den

DBS multipliziert:

Hk.
6.4 F =_ 1
(64 Fu HK,
(6.5) Hk, = Flache, - Achsenabschnitt(a)

Seigung(b)
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2.2.3.9. Naherungsformel zur Berechnung der Kreatinin-Clearance
Zur Berechnung der Kreatinin-Clearance wurden die N&herungsformel nach
Cockcroft-Gault (Cl;) und die MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) -

Formel (eGFR) verwendet. In die Berechnung flie3en Alter ( A) in Jahren, Gewicht

(G) in kg, Serumkreatinin (S, ) in mg/dl und das Geschlecht ein [101].

(7.1) Clg = (140- A)>G Geschlecht mannlich
72X5,, »*0,0113

(7.2) Cl, =_{40=A°C 4qn Geschlecht weiblich
7255, 0,013

(7.3) eGFR=186>3, M xA %8 Geschlecht mannlich

(7.4) eGFR=186>S, "™ xA**®>0,742  Geschlecht weiblich

Die Cl., wird in ml/min angegeben. Die eGFR wird in der Einheit ml/min/1,73m?

dargestellt. Die MDRD-Formel kann nur bis zu glomeroléaren Filtrationsraten von

60 ml/min verwendet werden.

2.2.3.10. Klassifizierung der Nierenfunktion

Zur Klassifizierung der Nierenfunktionsleistung wurde die Empfehlung der Kidney
Disease Outcome Quality Initiative (KDOQI) zu Grunde gelegt (Tab. 8). Hierbei
wird der Grad der Nierenschadigung an Hand der Kreatinin-Clearance beurteilt
[101].

Tabelle 8: Stadien der chronischen Nierenerkrankungen gemald KDOQI (engl.
Kidney Disease Outcomes Quality Initiative)

Einteilung Clearance [ml/min] | Bewertung

Stadium | > 90 normale oder erhdhte GFR
Stadium Il 60 - 89 geringgradiger Funktionsverlust
Stadium 1l 30-59 mittelgradiger Funktionsverlust
Stadium IV 15-29 schwerer Funktionsverlust
Stadium V <15 terminales Nierenversagen
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2.2.4.  Berechnung pharmakokinetischer Daten

Zur Beurteilung der Elimination wurde zunachst das Verhéltnis Q. von Cp- zu Cp-
Spiegel berechnet.
C
8.1 =_0
8.1 Qc c,
Zur Berechnung der Eliminationshalbwertszeit (teim) konnen die Konzentrationen
zu den Entnahmezeitpunkten Cy, und C, herangezogen werden. Fir ein Ein-

Kompartiment-Modell gelten folgende Gleichungen mit At als Zeitintervall und ke

als Eliminationskonstante [102]:

— - ke
(8.2) Cy =C e ™

83 t, =—
( ) elim k

In2
Durch Umformung der Gleichung 8.2 und Einsetzen der Gleichung 8.3 in
Gleichung 8.2 ergibt sich folgende Formel fiir die Berechnung der Eliminations-

halbwertszeit teim. Hierbei wird der C,-Spiegel gleich C, und der Co-Spiegel
gleich C, gesetzt. Das Dosierungsintervall betragt 12 h. Somit ist At gleich 12 h —
2h=10h.

In2:Dt

84) t, =
( ) elim |nC |nC

mit C(t): Co und C(O): C,

(0 ~ (t)

Zur Berechnung der relativen Dosis Dy zum Koérpergewicht wurde ein Quotient
aus der absoluten Dosis Dyps und dem Korpergewicht M gebildet:

(85) Drel =

Aus Dy und der gemessenen Konzentration wurde der Quotient Qpc gebildet.

_G
(8-6) QDC_D_

rel
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3. Ergebnisse

3.1. Optimierung der quantitativen Bestimmung von Cyclosporin A und

Tacrolimus aus Tockenblutproben mittels LCMS
3.1.1. Zusammensetzung des Extraktionsmittels

Zunachst wurde eine Optimierung des Extraktionsmittels durchgefiihrt. Es wurden
Losemittel ausgewahlt in denen Tac und Cyc I6slich sind. Hierzu zahlen Methanol
(MeOH), Acetonitril (AcCN), Ethanol (EtOH) und 2-Propanol (PropOH). Daruber
hinaus wurde Aqua bidest. (H,0) und ein Zusatz von 0,2 M ZnSQO, in das Experi-
ment mit einbezogen. Zusétzlich zu den reinen Losemitteln wurden folgende Lose-
mittelgemische untersucht: Methanol / H,O 50 Vol.-%, Methanol / H,O 75 Vol.-%,
Acetonitril / H,O 50 Vol.-%, Ethanol / H,O 50 Vol.-%, 2-Propanol / H,O 50 Vol.-%
und Methanol / H,O 34 Vol.-% mit 0,2 M ZnSO,.

Zur Extraktion wurden 50 pl des Vollblutkalibrators Level 5 auf das Filterpapier
aufgetragen und fir 2 h getrocknet. Aus der Filterpapierkarte wurde ein 10 mm
grol3er DBS ausgestanzt und in ein 2 ml Reaktionsgefald tberflhrt. Zur Extraktion
dienten jeweils 250 pl der vorbereiteten Extraktionsldsungen. Die Proben wurden
anschlieend gevortext, 20 min bei 40°C in einem Thermomixer geschuttelt und 3
min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die Extrakte wurden dann optisch auf den Antell
extrahierter Matrixbestandteile gepruft und anschlieRend mittels LCMS quantitativ

analysiert. Fur jedes Extraktionsmittel erfolgte eine Doppelbestimmung.

Zum Teil ergaben sich fur die Extraktionsmittel nach optischer Beurteilung starke
Matrixbelastungen. Bei zwei Extrakten konnte auf Grund der hohen Matrix-
belastung keine Messung mittels LCMS durchgefuhrt werden. Die Extraktions-
ausbeuten wurden anhand der Peakflachen der Analyten bestimmt und ein Mittel-
wert der Doppelbestimmungen berechnet. Die relative Extraktionsausbeute wurde
auf die maximale mittlere Ausbeute jedes Analyten bezogen. Die maximale
Extraktionsausbeute fiir Tac und Cyc konnte fir Methanol / H,O 34 Vol.-% mit 0,2
M ZnSO, ermittelt werden. In diesen Extrakten ergab sich zuséatzlich eine geringe
optische Matrixbelastung. Die Extraktionsausbeuten der anderen Ldosemittel und
Gemische lagen zwischen 0 und 71% (Abb. 7). Hierfur kann sowohl die Ldslichkeit
der Analyten als auch der Einfluss der extrahierten Matrix auf die lonisierung in

der LCMS verantwortlich gemacht werden. FUr weitere Optimierungsversuche
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wurde somit das Extraktionsmittel Methanol / H,O 34 Vol.-% mit 0,2 M ZnSO,

verwendet.
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Abbildung 7: Optimierung des Extraktionsmittels anhand von DBS eines
kommerziellen Kalibrators mit 20,5 ng/ml Tacrolimus und 472 ng/ml Cyclosporin A.
Die relative Extraktionsausbeute ist bezogen auf die Peakflachen des Losemittels
Methanol / H,O 34 Vol.-% mit 0,2 M ZnSO4. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert
aus 2 unabhangigen Versuchen (+) — keine optische Matrixbelastung; (-) — geringe
optische Matrixbelastung; (--) — starke Matrixbelastung, Extrakte noch messbar; 4

- starke Matrixbelastung, Extrakte nicht mehr messbar.

3.1.1.1. Groéfe und Eigenschaft der ausgestanzten Trockenblutprobe und
Volumen des Extraktionsmittels

Im Rahmen der Optimierung wurden unterschiedlich grof3e DBS untersucht.
Hierzu dienten zwei Stanzen mit einem Durchmesser von 10 mm bzw. 5 mm. Es
wurden 5 Ansétze in Doppelbestimmung fur die LCMS-Analyse aufgearbeitet. Bei
zwei Ansatzen wurde der 10 mm DBS mit einer Flache von 78,5 mm? mit 250 pl
(entsprechend 0,314 mm?%pl) und 500 pl der Extraktionslosung versetzt
(entsprechend 0,157 mm?%pl). Bei zwei Ansatzen wurden 5 mm DBS mit einer
Flache von 19,6 mm? mit 250 ul (entsprechend 0,079 mm?%pl) und 150 pl
(entsprechend 0,131 mm?%pl) versetzt. In einem Versuchsansatz wurden drei 5
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mm DBS mit einer Gesamtflache von 58,9 mm? mit 250 pl (entsprechend 0,236
mm?/ul) der Extraktionslésung aufgearbeitet (Abb. 8).
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Abbildung 8: Abhangigkeit der Peakflache der Analyten Tacrolimus und
Cyclosporin A und des Signal to Noise von der GrofRe des ausgestanzten DBS
und des Volumens des Extraktionsmittels. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus
2 unabhangigen Versuchen

Der Versuchsansatz mit dem 10 mm DBS in 250 ul (entsprechend 0,314 mm?/ul)
Extraktionslosung ergab die grolite Peakflache und das beste Signal to Noise
Verhaltnis (S/N) fir Tac. Die Streuung der Peakflachen fur Cyc war geringer. Fur
Cyc konnten die hochsten Flachen und Signal to Noise Werte fur den Ansatz mit 5
mm DBS in 150 pl Extraktionslésung erzielt werden (entsprechend 0,131 mm?/pl).
Die Handhabung der 10 mm Spots war praktikabler als die der 5 mm Spots. Das
Volumen des Extraktionsmittels musste so gewahlt sein, dass eine ausreichende
Beflullung der 96-Well-Plats fiir die LCMS-Analyse gegeben war. Fur Tac sind die
Anforderungen an die Empfindlichkeit héher als fir Cyc. Somit war der Ansatz mit
einem 10 mm DBS in 250 pl Extraktionsmittel der beste Kompromiss.
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Ein Einflu3faktor auf die Beschaffenheit des DBS ist der Hamatokrit (Hk) der
Blutprobe. Zur Untersuchung dieses Faktors wurden 50 ul von 5 Proben mit einem
Hk zwischen 0,22 und 0,54 I/l in Doppelbestimmung auf das Filterpapier auf-
getragen. Nach 2 h Trocknung bei Raumtemperatur wurde die Flache aus dem

Mittelwert des vertikalen und horizontalen Durchmessers des Spots berechnet.

Hamatokrit Flache DBS

1] |
022 132,73 e

12C \
0.28 125 19 \\

e

0.38 109,82 £ \

1CC *
0.44 101.62

*
Er
07 0 04 0= nF

0.54 92:03 Hewn ata krit [L1]

Abbildung 9: Abhangigkeit der Flache des DBS auf der Filterkarte vom
Hamatokrit.

Die Flache verhielt sich antiproportional zum Hk. Bei einer Flache 92,03 bis
132,73 mm? ergab sich ein Variationskoeffizient von 18% (Abb. 9). Nach linearer

Regression ergab sich die Geradengleichung wie folgt:
y =-130,93>x +160,99 r=0,9918
Aus dieser Gleichung ergab sich fur die lyophilisierten Kalibratoren und Kontrollen

bei einem Durchmesser des Spots von 12 mm ein theoretischer Hamatokrit Hk
von 0,37 I/l.
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Die Homogenitat des DBS kann durch die Affinitat von Analyt und Matrix zu dem
Filterpapier beeinflusst werden. Bei einer hohen Affinitdt der Analyten zum Filter-
papier kann ein Effekt wie in der Dunnschichtchromatographie auftreten. Dieser
Effekt ist an Hand von schwarzen und griinen Farbpunkten von Permanentmarker-
filzstiften, die mit Ethylacetat auf dem Filterpapier eluiert wurden, visualisiert (Abb.
10). Hierbei zeigte sich, dass sich der schwarze Farbpunkt nur zu einem geringen
Teil Gber den Spot verteilt hat. Bei Grin kénnte eine Trennung von Gelb und Blau
beobachtet werden. Dieser Effekt ist ebenfalls bei der Verteilung von Cyc und Tac

auf dem Filterpapier zu erwarten.

a) Schwarz in Ethylacetat b) Grin in Ethylacetat

Abbildung 10: Einfluss der Affinitat von Substanzen auf die Homogenitat des
DBS

3.1.2. Dauer der Extraktion

Bei der Ermittlung der optimalen Extraktionszeit wurden DBS des Vollblut-
kalibrators Level 5 verwendet. Diese wurden in ein 2 ml Reaktionsgefald gegeben
und mit 250 pl Methanol / H,O 34 Vol.-% mit 0,2 M ZnSO, versetzt. Das
Extraktionsmittel enthielt als IS Ascomycin in einer Konzentration von 80 ng/ml
und Cyclosporin D in einer Konzentration von 500 ng/ml. Die Proben wurden
anschlieRend gevortext und fur 0, 5, 10, 15, 20, 30 und 40 min bei 40°C auf einem

Thermomixer extrahiert. Nach Zentrifugation fir 3 min bei 13.000 rpm wurden die
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Extrakte umgehend in eine Mikrotiterplatte zur Messung mittels LCMS Uberfihrt.

Fir jede Extraktionszeit erfolgte eine Doppelbestimmung.
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Abbildung 11: Optimierung der Extraktionszeit anhand von DBS eines
kommerziellen Vollblutkalibrators mit 20,5 ng/ml Tacrolimus und 472 ng/ml
Cyclosporin  A. Die relative Extraktionsausbeute ist bezogen auf das
Peakflachenverhaltnis Analyt/IS zur Extraktionszeit O min. Dargestellt ist der
Mittelwert aus jeweils 2 unabhangigen Versuchen.

Zur Ermittlung der relativen Extraktionsausbeute wurden die Peakflachen der
Analyten und der ISs ausgewertet und ins Verhaltnis gesetzt. Aus den Doppel-
bestimmungen wurde der MW berechnet. Die so ermittelte absolute Extraktions-
ausbeute wurde auf den Messzeitpunkt O min normiert und in Prozent angegeben
(Abb. 11). Die relativen Extraktionsausbeuten lagen fur Tac zwischen 91 und
106%. Fur Cyc konnten entsprechende Ausbeuten zwischen 100 und 126%
ermittelt werden. Bei keiner Probe wurde eine auffallige optische Matrix-
belastungen festgestellt. Der Einfluss der Extraktionszeit zeigte sich als relativ
gering. Somit wurde fir die verwendete Methode eine Extraktionszeit von 20 min
verwendet, um eine optimale Extraktion fur beide Analyten bei einem vertretbaren

Zeitaufwand fur die Probenaufarbeitung zu gewéhrleisten.
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3.1.3. Extraktionstemperatur
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Abbildung 12: Optimierung der Extraktionstemperatur anhand von DBS eines
kommerziellen Vollblutkalibrators mit 20,5 ng/ml Tacrolimus und 472 ng/ml
Cyclosporin  A. Die relative Extraktionsausbeute ist bezogen auf das
Peakflachenverhaltnis Analyt/IS bei einer Extraktionstemperatur von 8°C. # -

Extraktion unter kontinuierlicher Durchmischung. Dargestellt ist der Mittelwert aus
jeweils 2 unabhangigen Versuchen.

Bei der Bestimmung der optimalen Extraktionstemperatur wurden DBS des Voll-
blutkalibrators Level 5 verwendet. Zur Extraktion wurden 250 pl Methanol / H,O 34
Vol.-% mit 0,2 M ZnSO,4 mit den ISs Cyclosporin D in einer Konzentration von 500
ng/ml und Ascomycin mit einer Konzenrtation von 80 ng/ml verwendet. Nach
Zugabe des Extraktionsmittels wurden die Proben auf einem Vortexer gemischt
und bei 8, 21, 40 und 60 °C inkubiert. Die Inkubation bei 40 und 60°C fand auf
einem Thermomixer statt. Bei 8 und 21°C wurden die Proben aus technischen
Grunden nicht geschittelt. Zu jeder Temperatur wurden Doppelbestimmungen
durchgefiihrt. Nach 20 minitiger Inkubation wurden die Proben 3 min bei 13.000
rpm zentrifugiert und umgehend in die Mikrotiterplatten zur Messung mittels LCMS

Uberfihrt.
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Die Ermittlung der relativen Extraktionsausbeute erfolgte in der gleichen
Vorgehensweise wie bei der Optimierung der Extraktionszeit. Die Normierung fand
auf die Mittelwerte der Analysen bei 8°C statt. FUr Tac ergaben sich relative
Extaktionsausbeuten zwischen 100 und 115%. Bei Cyc lagen die Werte zwischen
96 und 117% (Abb. 12). Der Einfluss der Extraktionstemperatur auf die relative
Extraktionsausbeute war somit relativ gering. Bei 40°C und kontinuierlicher Durch-
mischung zeigten sich fir beide Analyten hohe Ausbeuten. Eine Erhéhung der
Temperatur auf 60°C fuhrte zu keiner weiteren Verbesserung der Extraktions-

ausbeute.

3.2. Validation der LCMS-Analyse zur quantitativen Bestimmung von

Cyclosporin A und Tacrolimus aus Trockenblutproben
3.2.1. Prufung auf Linearitat

Zur Prifung auf Linearitat der Methode wurden mehrere Proben mit
Konzentrationen Uber den Kalibrationsbereich gemessen. Hierfir wurden neben
den Kalibratoren L2 bis L6 einige Verdinnungen der Kalibratoren mittels einer
kommerziellen Negativprobe untersucht. Die Konzentrationen fir Tac lagen
zwischen 1,34 und 39,7 ng/ml. Der Konzentrationsbereich fiir Cyc lag zwischen
24,9 und 1345 ng/ml. Jeweils 50 ul der homogenisierten Kalibratoren und deren
Verdinnungen wurden auf das Filterpapier aufgetragen und fur 2 h getrocknet.
Die Probenvorbereitung wurde im Weiteren gemal der beschriebenen Methode
fur DBS durchgefuhrt.

Nach der LCMS-Analyse erfolgte die Prifung auf Linearitat nach Mandel an Hand
der beschriebenen Formeln (siehe 2.2.2.7). Die Berechnung erfolgte in dem
Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Office Excel 2003. Die Berechnungen

wurden an Hand von Rechenbeispielen aus der Literatur validiert [92].
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Tabelle 9: Daten zur Prifung auf Linearitdt nach Mandel.

Cyclosporin A Tacrolimus

N 22 23
Kalibration 1. Ordnung

Achsenabschnitt a 0,04881 -5,68*10°
Steigung b 0,00034 0,00014
Korrelationskoeffizient r 0,99795 0,99911
Kalibration 2. Ordnung

Achsenabschnitt a 0,04548 -3,467*10°
Steigung b 0,00037 0,00015
Steigung ¢ -2,8149*10°® -1,7432*10”
Reststandardabweichung s, 0,0085222 7,5032*10-5
Reststandardabweichung s, 0,0786345 7,29163*10-5
Varianz der Differenzen DS? 0,0002777 1,118899*10-8
Prufwert PW 4,49 2,23
Tabellenwert f (f1=1,f2=N-3,P=99%) 8,18 8,10

Fur beide Analyten konnte ein Prifwert PW niedriger als der Tabellenwert f nach-

gewiesen werden. Somit konnte fir Tac ein linearer Bereich von 1,34 bis 39,7

ng/ml und fur Cyc von 24,9 bis 1345 ng/ml belegt werden. Damit ist die Methode

Uber den gesamten Kalibrationsbereich linear, da die Kalibrierfunktion 2. Ordnung

keine signifikant bessere Anpassung ergab [92].
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3.2.2. Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze

Zur Bestimmung der Grenzwerte mit der Kalibriergeradenfunktion nach DIN 32645
wurden die kommerziellen Vollblutkalibratoren L1 bis L6 mit einer Negativprobe
verdinnt, so dass ausreichend Messpunkte im Bereich der zu erwartenden
Nachweisgrenze Diese Proben wurden

Xnwe  zur - Verfigung standen.

homogenisiert, auf das Filterpapier aufgetragen und entsprechend der
entwickelten Methode zur Analyse in der LCMS aufgearbeitet. Die Berechnung
erfolgte mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogramms Microsoft Office Excel 2003
(Tab. 10). Die Berechnungen wurden an Hand von Rechenbeispielen aus der

Literatur validiert [92].

Tabelle 10: Bestimmung der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen
nach DIN 32645

Cyclosporin A Tacrolimus
N 8 8
Achsenabschnitt a 0,048117 -3,27*10°
Steigung b 0,00033 0,00015
Reststandardabweichung s, 0,00074 0,00002
kritischer Wert y 0,05087 4,21*10°
Nachweisgrenze Xnwe 8,21 0,49
Erfassungsgrenze Xeg 16,42 0,98
Bestimmungsgrenze Xgg 27,33 1,63

Die berechneten Werte flr

Xnwe  und  Xge

unterhalb der

liegen sowohl
therapeutischen Bereiche wie auch der unteren Qualitatskontrolle mit 62,5 ng/ml
fur Cyc und 3,28 ng/ml fur Tac.
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3.2.3. Genauigkeit

Zur Bestimmung der Genauigkeit der Methode wurden die 3 Level der Qualitats-
kontrollen an mindestens 8 Tagen in Doppelbestimmung analysiert. Flr jede
Kontrolle wurden Berechnungen fur den MW, BIAS, RSD;, RSD; und das R3-
Toleranzintervall £Lu durchgefiihrt. Die Berechnungen wurden mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogramms Microsoft Office Excel 2003 durchgefiihrt. Die
Berechnungen wurden an Hand von Rechenbeispielen aus der Literatur validiert
[92]. Dartiber hinaus erfolgte eine Bewertung in Anlehnung an die Richtlinien der

Gesellschaft fur Toxikologische und Forensische Chemie (GTFCh).

Tabelle 11: Untersuchung der Genauigkeit der Bestimmung von Cyclosporin A
und Tacrolimus an Hand von Wiederholbestimmungen von 3 kommerziellen

Qualitatskontrollen an mehreren Tagen. Fortsetzung S. 48

Level 1 Cyclosporin A Tacrolimus Bewertung
Sollwert 62,5 ng/ml 3,28 ng/ml

Mittelwert x 63,73 ng/ml 3,30 ng/ml

Richtigkeit BIAS 1,97% 0,61% | <20%
Laborprazision RSDy 9,58% 16,17% | <20%
Wiederholpréazision RSD; 9,57% 8,66% | <20%
3-Toleranzintervall Lu -20,9 — 24,9% -37,8 — 39,0% | <40%
Level 2 Cyclosporin A Tacrolimus Bewertung
Sollwert 258 ng/ml 13,30 ng/ml

Mittelwert x 244,19 ng/ml 13,52 ng/ml

Richtigkeit BIAS 5,35% 1,62% | <15%
Laborpréazision RSD; 8,40% 11,38% | <15%
Wiederholpréazision RSD, 8,89% 11,24% | <15%
[3-Toleranzintervall Lu -14,8 — 25,5% -25,6 — 28,8% | <30%
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Tabelle 11: Fortsetzung von S. 47

Level 3 Cyclosporin A Tacrolimus Bewertung
Sollwert 1173 ng/ml 24,90 ng/ml

Mittelwert x 1290 ng/ml 22,98 ng/ml

Richtigkeit BIAS 9,94% 7,72% | <15%
Laborpréazision RSD; 12,13% 9,09% | <15%
Wiederholpréazision RSD; 11,40% 8,74% | <15%
3-Toleranzintervall £Lu -18,8 — 38,6% -14,1 - 29,6% | <40/ 30%

Alle erhaltenen Werte fur Richtigkeit und Prazision der Methode lagen unterhalb
der von der GTFCh vorgeschlagenen Streuung von 15 bzw. 20%. Lediglich fir das
3-Toleranzintervall von Cyc wurde der Bereich fur die hohe Kontrolle aul3erhalb
der vorgegebenen 30% Abweichung bestimmt. Da sich diese Kontrolle im oberen
linearen Bereich befindet, war hier auch eine erhéhte Streuung zu erwarten. Der
Wert lag mit 38,6% innerhalb der Vorgabe fir Kontrollen am Rand des Mess-

bereichs.

3.2.4. Robustheit

Zur Untersuchung der Robustheit der Methode wurden unterschiedliche Para-
meter variiert. Die Dauer der Extraktion und die Extraktionstemperatur (Abb. 11
und 12) zeigten keinen wesentlichen Einfluss auf die Wiederfindung und folglich
das Analysenergebnis. Eine veranderte Zusammensetzung des Ldsemittels (Abb.
7) hatte jedoch einen erheblichen Einfluss auf dasselbe. Dies war jedoch durch
den veranderten optischen Eindruck des Extrakts zu erkennen und somit

unproblematisch.

3.2.5. Selektivitat

In der zur Analyse der DBS entwickelten Methode zeigten sich keine inter-
ferierenden Peaks bei der Analyse von Negativproben. Im Rahmen der klinischen

Studie wurden Negativproben von Patienten gemessen, die eine fur nieren-

48



Ergebnisse

transplantierte Patienten typische Medikation erhielten. Fir die Tac-Gruppe
wurden 4 weitere Immunsupressiva, ein Statin, 7 Antihypertensiva, 3 Anti-
koagulanzien, ein Virustatikum, ein Antimykotikum, 7 Antibiotika, ein Protonen-
pumpenhemmer, ein Sulfonylharnstoff, ein Vitamin, 3 Analgetika, 2 Diuretika, ein
Urikostatikum, 3 Thyreostatika, 2 Sedativa/Hypnotika und 5 weiter Pharmaka
untersucht. In der Cyc-Gruppe wurden 5 Immunsupressiva, ein Statin, 7 Anti-
hypertensiva, 2 Antikoagulanzien, 2 Virustatika, ein Antimykotikum, 10 Antibiotika,
ein Protonenpumpenhemmer, 2 Vitamine, 3 Analgetika, 2 Diuretika, ein
Urikostatikum, 2 Thyreostatika, 2 Sedativa/Hypnotika und 13 weitere Pharmaka
auf mogliche Interferenzen untersucht. Fir keines dieser Pharmaka konnten

interferierende Peaks in der chromatographischen Trennung detektiert werden.

3.2.6. Stabilitat

Zur Untersuchung der Stabilitat der Analyten auf dem Filterpapier wurden
Mischungen mehrerer Patientenproben hergestellt. Von diesen homogenisierten
EDTA-Blutproben wurden je 50 pl auf die Filterpapierkarten aufgetragen. Fir eine
zweite Messreihe wurde die homogenisierte EDTA-Blutprobe in eine Natrium-
fluorid- / Kaliumoxalat-Monovette (Beckton Dickinson, Heidelberg, Germany)
Uberfuhrt, um die Enzymaktivitat der Probe als Einflussparameter auf die Stabilitat
zu unterdriicken. Auch von dieser Probe wurden 50 pl auf eine Filterpapierkarte
aufgetragen. Die DBS wurden fir 2 h getrocknet und dann ausgestanzt. Der 10
mm groRe DBS wurde in ein 2 ml Reaktionsgefald tberfihrt und bei Raum-
temperatur und bei 4°C aufbewahrt. Die Proben wurden nach dem im
Versuchsplan festgelegten Zeitschema in einen Tiefkihlschrank bei -21°C
umgelagert. Alle Proben einer Versuchsserie wurden in einer Analysenserie
gemessen um die Homogenitat der Messwerte zu gewéabhrleisten. Zu jedem Mess-
wert erfolgte eine Doppelbestimmung. Die Probenaufarbeitung fur das LCMS

erfolgte entsprechend der entwickelten Methode fir DBS.

Zur Auswertung der Analysenserie wurden die Peakflachen der Analyten und ISs
auf die der Kalibratoren bezogen. Nach linearer Kalibration wurden die
Konzentrationen der Analyten berechnet. Zur Berechnung der relativen Wieder-
findung wurde der erste Messpunkt + 2 h als 100% definiert. Fir Cyc wurde in

diesem Versuch der Zeitraum O bis 96 h und fur Tac der Zeitraum O bis 81 h
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untersucht (Abb. 13). Fur Cyc ergaben sich relative Wiederfindungen zwischen 92
und 97%. Fur Tac lagen die relativen Wiederfindungen zwischen 95 und 103%.

In einem weiteren Versuch wurde die Stabilitat anhand der Qualitatskontrolle L2
(Recipe, Minchen, Germany) Uber einen Zeitraum von 14 Tagen untersucht. In
diesem Versuch ergab sich eine relative Wiederfindung fur Tac von 102% bei
Raumtemperatur respektive von 75% bei +4°C. Die relativen Wiederfindungen
betrugen nach der gleichen Zeit fur Cyc 94% bei Raumtemperatur und 89% bei
+4°C.

a) Cyc aus EDTA-Blut b) Cyc aus NaF-Blut
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Abbildung 13: Stabilitat von Cyclosporin A und Tacrolimus bei Raumtemperatur
und bei 4°C. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2
unabhangigen Untersuchungen pro Untersuchungszeitpunkt. a) Cyclosporin A aus
EDTA-Blut, b) Cyclosporin A aus Natriumfluorid (NaF) / Kaliumoxalat-Blut, c)
Tacrolimus aus EDTA-BIut, d) Tacrolimus aus Natriumfluorid (NaF) / Kaliumoxalat-
Blut.
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3.3. Auswertung der Studienergebnisse

Die Studie an nierentransplantierten Patienten am Interdisziplindren Trans-
plantationszentrum des Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Lubeck,
wurde im Zeitraum vom 05.11.2009 bis 16.06.2011 durchgefiihrt. Es konnten
insgesamt 68 Patienten in die Studie einbezogen werden. Die Patienten teilten
sich mit je 34 Patienten auf die Cyc- und die Tac-Gruppe auf. In der Cyc-Gruppe
konnten bei 32 Patienten die geforderten 3 Peak- und Talspiegel gewonnen
werden. In 2 Fallen konnten nur 2 Probennahmen durchgefihrt werden. Bei den
Patienten mit Tac-Behandlung wurden in 33 Féllen die geforderten 3 Proben-
nahmen erreicht. In einem Fall konnten nur 2 Probennahmen durchgefihrt

werden. In 5 der 32 Falle konnten 4 Probenahmen erfolgen.

In der Cyc-Gruppe wurden die Proben innerhalb von 3 bis 12 Tagen gewonnen
(MW 6,26 + 1,96 Tage). Das Alter der Studienteilnehmer lag zwischen 26 und 74
Jahren mit einem Median von 62 Jahren (MW 56 = 14 Jahre). 10 Studien-
teilnehmer waren weiblich (29%), 24 (71%) der Studienteilnehmer waren

mannlich.

Bei der Tac-Gruppe erfolgte die Probennahme innerhalb von 2 bis 14 Tagen (MW
6,15 + 2,73 Tage). In der Studiengruppe lag das Alter zischen 20 und 75 Jahren
mit einem Median von 49 Jahren (MW 49 £ 13 Jahre). Die Anzahl der weiblichen
Studienteilnehmer betrug 14 (41%). Der Anteil der mannlichen Teilnehmer lag mit
20 Personen bei 59%.

3.3.1. Vitalparameter

Die Vitalparameter Koérpergewicht, Blutdruck und Puls sowie das Ergebnis der
Kreatininbestimmung wurden auf Dokumentationsbdgen ubermittelt. Die Aus-

wertung erfolgte fur die Gruppen Cyc- und Tac-Medikation separat.

K&rpergewicht:

Das Korpergewicht der Cyc-Gruppe lag zwischen 56 und 109,6 kg (MW 82,2 +
13,31 kg). Die Anderung des Korpergewichts der Studienteilnehmer tber die Zeit
der Studienteilnahme betrug -3,1 bis 8,6 kg mit einem MW von 0,69 £ 1,69 kg. Bei
74% der Studienteilnehmer blieb das Kérpergewicht Uber die Zeit der Studie

konstant (<1 kg). Fir die Tac-Gruppe wurde ein Koérpergewicht zwischen 41,6 bis
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109,9 kg (MW 74,58 + 14,85 kg) festgestellt. Fir die Anderung des
Korpergewichts der Studienteilnehmer der Tac-Gruppe ergaben sich Werte
zwischen -9,5 bis 3,6 kg mit einem MW von -0,76 £ 2,49 kg. In der Tac-Gruppe
zeigte sich bei 67% der Studienteilnehmer keine Verdnderung des Korperge-

wichts. Bei einem Studienteilnehmer lagen keine Angaben zum Kdérpergewicht vor.
Blutdruck:

Der systolische Blutdruck in der Cyc-Gruppe betrug zwischen 110 und 220 mm Hg
(MW 143,34 + 18,19 mm Hg). 48% der Messwerte lagen oberhalb einem Wert von
140 mm Hg als Obergrenze fir eine isolierte systemische Hypertonie [103]. Kein
Messwert lag unterhalb von 90 mm Hg. Die Messwerte des diastolischen Blut-
drucks lagen im Bereich von 45 bis 130 mm Hg (MW 80,31 = 12,89 mm Hg). In
17% der Falle wurde ein Wert oberhalb von 90 mm Hg ermittelt. 1% der Mess-
werte lagen unter 50 mm Hg. In der Cyc-Gruppe wurden 100 Blutdruckmessungen

dokumentiert.

In der Gruppe der Studienteilnehmer mit einer Tac-Medikation lag der systolische
Blutdruck zwischen 85 und 185 mm Hg (MW 145,64 + 18,38 mm Hg). Bei 60% der
Studienteilnehmer dieser Gruppe wurde ein Messwert oberhalb von 140 mm Hg
gemessen. 1% der Patientenwerte des systolischen Blutdrucks lagen unter 90 mm
Hg. Der diastolische Blutdruck der Tac-Gruppe streute im Bereich 32 bis 110 mm
Hg (MW 83,13 £ 13,96 mm Hg). 25% der diastolischen Messwerte Uberschritten
den Grenzwert von 90 mm Hg. In 2% der Falle wurde der diastolische Blutdruck
unter 50 mm Hg ermittelt. Zur Auswertung der Tac-Gruppe lagen 106 Blutdruck-

messwerte vor.
Puls:

Fur die Cyc-Gruppe lagen 95 Pulsmessungen vor. Hierbei wurde lediglich die
Frequenz und nicht der Rhythmus dokumentiert. In 5 Fallen wurde keine Puls-
frequenz auf dem Dokumentationsbogen aufgefiihrt. Die Messwerte lagen in dem
Bereich von 48 bis 131 min™ (MW 73,99 + 12,30 min™). In 1% der Falle wurde ein
Messwert oberhalb von 100 min™® gemessen. 2% der Pulsmessungen ergaben

einen Wert unter 50 min™.

In der Tac-Gruppe standen fir alle 106 Probennahmen Pulsmesswerte zur

Verfligung. In dieser Gruppe konnten Messwerte zwischen 49 und 124 min™ (MW
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75,39 + 12,33 min™). 2% der Pulsmessungen hatten einen Wert tiber 100 min™. In

1% wurde ein Wert unter 50 min™ gemessen.
Hamatokrit:

Die Hamatokritbestimmung aus vendsem Blut wurden im Zentrallabor des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Lubeck, durchgefiihrt. Im
Rahmen dieser Studie standen fur die Cyc-Gruppe 98 Hamatokritwerte der
Studienteilnehmer zur Verfiigung. Die Messwerte lagen zwischen 0,21 und 0,35 I/l
(MW 0,28 + 0,04 I/l). Somit lagen alle Werte unterhalb des Normbereichs von 0,42
bis 0,5 I/l fir Manner und 0,37 bis 0,45 I/l fir Frauen. Fur die Tac-Gruppe lagen 92
Hamatokritwerte vor. In dieser Gruppe wurden Werte in dem Bereich von 0,18 I/l
bis 0,42 I/l (MW 0,3 = 0,06 I/l) ermittelt. In dieser Gruppe lagen 4 Messwerte
innerhalb des Normbereichs. Diese Verschiebung ist auf den erhdhten Wasser-

anteil bei verminderter Nierenleistung der Patienten zuriickzufiihren.

Kreatinin im Serum:

Die Kreatininbestimmung erfolgte im Rahmen der Routineanalytik im Zentrallabor
des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Lubeck, und wurde durch
das Transplantationszentrum auf dem Dokumentationsbogen zu jeder Proben-
nahme Gbermittelt. Fir die Gruppe mit Cyc-Medikation ergaben sich Werte im
Konzentrationsbereich von 48 bis 902 umol/l (MW 288,0 £ 214,5 umol/l). 90% der
Werte lagen oberhalb eines Wertes von 106 umol/l. Kein Patient dieser Gruppe
zeigte eine Serumkreatininkonzentration unter 44 pmol/l. Uber den Zeitraum der
Studienteilnahme wurden Differenzen zwischen dem letzten und dem ersten Tag
der Teilnahme jedes Patienten berechnet. Hierbei ergaben sich Differenzen
zwischen -589,6 und 122,5 yumol/l (MW -125,9 + 160,3 umol/l).

Die Kreatininkonzentrationen flr die Tac-Gruppe lagen in einem Bereich von 56
und 1068 pmol/l (MW 273,4 = 235,8 umol/l). In dieser Gruppe lagen 80% der
Kreatininwerte oberhalb von 106 pmol/l. Kein Messwert lag unter dem Norm-
bereich von 44 pmol/l. Auch fir die Tac-Gruppe wurden die Differenzen zwischen
dem letzten und ersten Kreatininwert berechnet. Die Differenzen lagen in einem
Bereich von -676 und 323 pmol/l (MW -73,5 + 204,9 pmol/l). Fur die
Berechnungen in dieser Gruppe standen 104 Messwerte zur Verfigung. In zwei

Fallen wurde kein Kreatininwert dokumentiert.

53



Ergebnisse

3.3.2. Kreatinin-Clearance
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Abbildung 14: Verteilung der Kreatinin-Clearance fur die Gruppen Cyclosporin A
und Tacrolimus nach Berechnung uber Cockcroft-Gault-Naherung Clce und die
MDRD-Formel eGFR. # - Der Vollstandigkeit halber sei darauf hingewiesen, dass
die MDRD-Formel nicht zur genaueren Beschreibung und Diskriminierung der
glomerolaren Filtrationsrate >60 ml/min verwendet werden kann.

Zur Berechnung der Kreatinin-Clearance standen in der Cyc-Gruppe fir 100 und
in der Tac-Gruppe fur 101 Probennahmen ausreichend Daten zur Verfiigung. Fur
die Cl;ergaben sich Werte zwischen 8,4 und 117 ml/min. Der MW lag bei 42,6 +
25,5 ml/min. Die eGFR lag in dieser Gruppe in einem Bereich zwischen 5,5 und
121 ml/min/1,73m?. Der MW lag mit 32,8 + 21,4 ml/min/1,73m? etwas niedriger als
bei der Cl;.

Far die Gruppe mit Tac-Medikation ergaben sich Cl;-Werte von 9,2 bis 116 (MW
47,5 + 29,0 ml/min). Auch in dieser Gruppe lagen die Werte fur die eGFR mit 5,2
bis 106,1 ml/min/1,73m? etwas niedriger als bei der Cl. (MW 40,6 + 284
ml/min/1,73m?).

Ein Grol3teil der Patienten ist diesen Berechnungen nach dem Stadium Il

(mittelgradiger Verlust der Nierenfunktion) zuzuordnen. Je nach Berechnungs-

modell sind 33 bis 59 der Studienteilnehmer zum Zeitpunkt der Messung in das
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Stadium V einzuteilen. Die MDRD-Formel bezieht sich auf eine Korperoberflache
von 1,73 m?. Die Konstitution flieRt nicht in die Berechnung der MDRD-Formel ein.
In dem Entscheidungsbereich iber 90 ml/min/1,73 m? lagen nur wenige Studien-
teilnehmer, so dass die Ungenauigkeit in diesem Bereich keinen gro3en Einfluss

auf die Werte des Patientenpools haben.

3.3.3. Medikation

Auf dem Dokumentationsbogen wurden sowohl Angaben zur CNI-Medikation als
auch zu weiteren, im Verlaufe der Studie verabreichten Medikamenten
festgehalten.

Cyc-Medikation:

Fur die Gruppe der Patienten mit einer Cyc-Medikation lagen 100 Angaben zur
Auswertung vor. Die Cyc-Tagesdosis lag zwischen 100 und 700 mg/Tag (MW
338,5 + 111,9 mg/Tag). Bei einer Korrektur der Dosierungsangaben durch das
Korpergewicht wurden Werte im Bereich von 1,26 bis 9,10 mg/kg*Tag berechnet
(MW 4,17 + 1,37 mg/kg*Tag). Bei 71% der Patienten fand eine Dosisanpassung
im Verlauf der Studie statt. Hierbei wurde die Dosierung um bis zu 3,09 mg/kg*Tag

verandert.

Bei den Patienten der Cyc-Gruppe wurden zur Unterstitzung der Immun-
suppression bei 96% der Probanden Mycophenolat-Mofetil gegeben. Die
Konzentrationen lagen zwischen 1000 und 4000 mg/Tag (MW 1975 + 906
mg/Tag). Bei 94% der Proben wurde eine Medikation mit Methylprednisolon
angegeben. Die taglichen Dosen lagen zwischen 6 und 125 mg (MW 22,51 +
21,99 mg/Tag).

Aus der Dokumentation wurde eine Aufstellung der gesamten Medikation der
Patienten an den Studientagen erstellt. Es wurden insgesamt 41 weitere
Medikamente wahrend der Studie verabreicht. Die Haufigkeit der Medikationen

wurde in Prozent bezogen auf die Anzahl der Entnahmen berechnet:
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Immunsupressiva:

Statine:
Antihypertensiva:

Antikoagulanz:

Virustatika:

Antimykotika:
Antibiotika:

Protonenpumpenhemmer:

Sulfonylharnstoff:
Vitamin:

Analgetika:
Diuretika:
Urikostatika:
Thyreostatika:
Sedativa/Hypnotika:

sonstige:

Mycophenolat-Mofetil (96%), Methylprednisolon (94%),
Tacrolimus (1%; CNI-Umstellung), Leflunomid (2%)
Paravastatin (94%)

Metoprolol (46%), Valsartan (40%), Amlodipin (54%),
Moxonidin (13%), Bisoprolol (28%), Minoxidil (4%),
Nebivolol (3%)

Deltaparin (73%), Acetysalicylsaure (20%),
Phenprocoumon (1%)

Valgancyclovir (33%)

Amphothericin B (58%)

Sulfamethoxazol (28%), Ceftriaxon (3%), Sulbactam
(1%), Ampicillin (1%), Metronidazol (3%), Ciprofloxacin
(1%), Amoxicillin (1%)

Pentazol (95%)

Gliquidon (4%)

Calcitriol (88%)

Tramadol (5%), Metamizol (3%), Tilidin (1%)

Torasemid (12%), Furosemid (4%)

Allopurinol (6%)

Thyroxin (12%), Cinacalet (9%), Thiamazol (4%)
Zopiclon (3%), Lorazepam (1%)

Sevelamer (2%), Tamsulosin (6%), Doxazosin (2%),
Levodopa (7%), Benserazid (7%)

Bei folgenden dieser Medikamente liegt eine Wechselwirkung mit dem fir den

Cyc-Stoffwechsel relevanten Enzymen CYP3A4, -5 und -7 vor.

CYP3AA4/-5/-7-Substrat:

CYP3A4/-5/-7-Hemmer:

CYP3A4/-5/-7-Induktor:

Amlodipin, Zopiclon, Tacrolimus
Ciprofloxacin

Methylprednisolon

56



Ergebnisse

Tac-Medikation:

In der Tac-Gruppe lagen 106 Angaben zur Medikation vor. Die taglichen Tac-
Dosen lagen im Bereich 1 bis 22 mg/Tag (MW 7,85 = 3,99 mg/Tag). Die Dosis-
angaben wurden auf das Korpergewicht bezogen. Hierfir fehlten bei einem
Patienten die Angaben zum Kodrpergewicht, so dass nur 103 Werte einbezogen
werden konnten. Die korrigierten Dosierungen lagen in einem Bereich von 0,014
bis 0,313 mg/kg*Tag (MW 0,111 £ 0,063 mg/kg*Tag). Bei 94% der Studienteil-
nehmer wurde eine Dosisanpassung innerhalb der Studienteilnahme durchgefthrt.

Hierbei wurden die Dosierungen um bis zu 0,160 mg/kg*Tag geandert.

In 84% der Félle wurde die Tac-Medikation mit Mycophenolat-Mofetil kombiniert.
Die Dosierungen lagen in dem Bereich 1000 bis 4000 mg/Tag (MW 1967 * 862
mg/Tag). Bei 87,7% wurde eine Medikation mit Methylprednisolon vorgenommen.
Die Dosierungen des Cortikosteroids lagen zwischen 2 und 528 mg/Tag (MW
42,34 £ 89,42 mg/Tag).

Aus der Patientendokumentation wurde eine Aufstellung der Co-Medikation der
Gruppe mit Tac-Medikation erstellt. Es wurden insgesamt 51 weitere Medikamente
verordnet. Die Prozentangaben beziehen sich wiederum auf die Gesamtzahl der

Probennahmen in der Gruppe.

Immunsupressiva: Mycophenolat-Mofetil (84%), Methylprednisolon (88%),
Everolimus (1%), Basiliximab (1%), Azathioprin (1%)

Statine: Pravastatin (83%)

Antihypertensiva: Metoprolol (47%), Valsartan (29%), Amlodipin (64%),

Moxonidin (17%), Bisoprolol (22%), Minoxidil (2%),
Nebivolol (9%)

Antikoagulanz: Dalteparin (64%), Acetysalicylsaure (13%)

Virustatika: Valgancyclovir (22%), Aciclovir (1%)

Antimykotika: Amphothericin B (47%)

Antibiotika: Sulfamethoxazol (22%), Metronidazol (8%),

Ciprofloxacin (6%), Piperacillin (2%), Tazobactam (2%),

Vancomycin (2%), Cefpodoxim (6%), Clarithromycin

(2%), Clindamycin (2%), Sultamicillin (2%o)
Protonenpumpenhemmer: Pentazol (93%)

Vitamin: Calcitriol (77%), Colecalcefirol (3%)
Analgetika: Tramadol (1%), Metamizol (5%), Oxycodon (2%)
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Diuretika: Torasemid (9%), Furosemid (4%)

Urikostatika: Allopurinol (2%)

Thyreostatika: Thyroxin (9%), Cinacalet (9%)

Sedativa/Hypnotika: Zopiclon (3%), Zolpidem (2%)

sonstige: Tamsulosin (9%), Doxazosin (2%), Mirtazapin (3%),

Digitoxin  (3%), Citalopram (2%), Metformin (2%),
Trospium (3%), Metoclopramid (7%), Amiodaron (3%),
Doxepin  (1%), Timolol (3%), Pregabalin (3%),
Carbamazepin (2%)

Bei folgenden dieser Medikamente liegt eine Wechselwirkung mit dem fir den

Tac-Stoffwechsel relevanten Enzymen CYP3A4, -5 und -7 vor.

CYP3A4/-5/-7-Substrat: Amlodipin,  Zopiclon,  Zolpidem,  Clarithromycin,

Everolimus

CYP3A4/-5/-7-Hemmer: Clarithromycin, Ciprofloxacin, Amiodaron

CYP3A4/-5/-7-Induktor:  Methylprednisolon, Carbamazepin

3.3.4.  Prufung auf Normalverteilung

Zur grafischen Beurteilung der Normalverteilung wurden die Daten als Normal Plot
dargestellt. Hierbei wird auf der X-Achse des Diagramms die Konzentration
dargestellt. Die Y-Achse gibt die Abweichung von der Normalverteilung wieder.
Die Gerade in dem Diagramm stellt die Normalverteilung da. Somit befinden sich
normalverteilte Daten in der ndhe der Geraden. Die Auswertung erfolgte mit dem

Programm MedCalc Version 12.1.4 (MedCalc Software, Mariakerke, Belgien).

Die grafische Darstellung zeigt eine Normalverteilung der Untergruppen fur die
Cyc- und Tac-Medikation.
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a) Cyclosparin A, Immunchemie, Tal- und Peakspiegel
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Abbildung 15: Normal Plot fir Cyclosporin A. a) Immunchemie, Tal- und
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a) Tacrolimus, Immunchemie, Tal- und Peakspiegeal
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3.3.5.  Prifung auf Gleichwertigkeit

Die Prufung auf Gleichwertigkeit der Referenz- und Vergleichsmethoden erfolgte
nach DIN 53804. Die Berechnungen wurden mit Hilfe des Tabellenkalkulations-
programms Microsoft Office Excel 2003 durchgefiihrt. Die Gruppen wurden
unabhangig voneinander untersucht. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 12 und
13 dargestellt. Zusatzlich zu den Rohdaten wurden die Werte der Cyc- und Tac-

DBS Gruppe mit dem Hamatokrit normalisiert (Formel 6.4).

Cyclosporin A:

Fur die Berechnung wurden alle Werte einbezogen, auch wenn die Cp- und C,-
Spiegel nicht an drei Tagen mit beiden Methoden bestimmt werden konnten. Je
Studiengruppe konnten zwischen 95 und 98 Wertepaare von 34 Patienten
einbezogen werden. Die Differenzen der Mittelwerte lagen zwischen -240,5 ng/ml
(Cyc-IC5) und 30,7 ng/ml (Cyc-ICDBS:,). Die Standardabweichung der Differenzen
ergaben Werte von 39,1 ng/ml (Cyc-DBSy) bis 463,0 ng/ml (Cyc-ICy).

Tabelle 12: Prifung auf Gleichwertigkeit nach DIN 53804 fiir die Bestimmung von
Cyclosporin A fur die Studiengruppen Cyc-DBS (LCMS aus DBS versus LCMS
aus venodsem Blut; a), Cyc-IC (Immunchemie versus LCMS aus vendsem Blut; b),
Cyc-ICDBS (LCMS aus DBS versus Immunchemie aus vendsem Blut; ¢) und Cyc-
DBS Hk (LCMS aus DBS nach Hamatokritkorrektur versus LCMS aus vendsem
Blut; d) je fur Co- und C,-Spiegel. Fortsetzung der Tabelle auf S. 62 und 63.

a Cyc-DBSy Cyc-DBS»

MW der Differenzen d -34,4 ng/ml -212,4 ng/ml
SD der Differenzen s, 39,1 ng/ml 240,06 ng/ml
Anzahl der Wertepaare N 98 96
Prufwert t 8,713 8,669
Tabellenwert 1,985 1,988

f (n;a =0,05; einseitig)

Vertrauensbereich fur die 34,30 — 34,55 ng/ml | 211,64 — 213,18 ng/ml

Differenzen der

Erwartungswerte
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Tabelle 12: Fortsetzung von S. 61

f (n;a =0,05; einseitig)

b Cyc-1Cy Cyc-I1C;

MW der Differenzen d -12,6 ng/ml -240,5 ng/ml
SD der Differenzen s, 45,3 ng/ml 463,0 ng/ml
Anzahl der Wertepaare N 97 96
Prifwert t 2,750 5,090
Tabellenwert 1,985 1,985

Vertrauensbereich fur die

Differenzen der

12,50 — 12,78 ng/ml

239,05 - 242,02 ng/ml

Differenzen der

Erwartungswerte

Erwartungswerte

C Cyc-ICDBSq Cyc-ICDBS;

MW der Differenzen d -22,5 30,7
SD der Differenzen s, 53,3 378,7
Anzahl der Wertepaare N 96 97
Prifwert t 4,136 0,800
Tabellenwert 1,985 1,985
f (n;a =0,05; einseitig)

Vertrauensbereich fur die 22,32 — 22,66 keine Abweichung
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Tabelle 12: Fortsetzung von S. 61/62

d Cyc-DBSoHk Cyc-DBS;Hk

MW der Differenzen d 4,5 22,6
SD der Differenzen s, 39,17 196,91
Anzahl der Wertepaare N 96 95
Prifwert t 1,128 1,119
Tabellenwert 1,985 1,986

f (n;a =0,05; einseitig)

Vertrauensbereich fur die keine Abweichung keine Abweichung

Differenzen der

Erwartungswerte

Fur die Gruppen Cyc-DBSy, Cyc-DBS,, Cyc-ICy, Cyc-IC, und Cyc-ICDBSy lag der
Prufwert Gber dem Tabellenwert f. Somit ist fiir diese Gruppen mit einer konstant-
systematischen Abweichung der Methoden auszugehen. Daraufhin wurde der
Vertrauensbereich fir die Differenzen der Erwartungswerte berechnet. Fir die
Gruppe Cyc-ICDBS:; lag der Prufwert unterhalb des Tabellenwerts f. Somit ist flr
diese Gruppe eine Aquivalenz der Methoden nachgewiesen.

Nach Normierung der Messwerte aus den DBS mit dem Hamatokrit (siehe 2.2.3.8)
konnte eine Gleichwertigkeit der Methode mit der Referenzmethode LCMS aus

DBS nachgewiesen werden.

Tacrolimus:

Fur die Berechnung wurden alle Werte einbezogen, auch wenn die Co- und C,-
Spiegel nicht an drei Tagen mit beiden Methoden bestimmt werden konnten. Je
Studiengruppe wurden zwischen 88 und 106 Wertepaare von 34 Patienten
einbezogen. Die Differenzen der Mittelwerte lagen zwischen -3,34 ng/ml (Tac-
DBS,) und 0,406 ng/ml (Tac-ICy). Die Standardabweichung der Differenzen
ergaben Werte von 2,38 ng/ml (Tac-ICy) bis 8,6 ng/ml (Tac-ICy,).
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Tabelle 13: Prufung auf Gleichwertigkeit nach DIN 53804 fur die Bestimmung von
Tacrolimus fir die Studiengruppen Tac-DBS (LCMS aus DBS versus LCMS aus
venodsem Blut; a), Tac-IC (Immunchemie versus LCMS aus vendsem Blut; b), Tac-
ICDBS (LCMS aus DBS versus Immunchemie aus vendsem Blut; ¢) und Tac-DBS
Hk (LCMS aus DBS nach Hamatokritkorrektur versus LCMS aus ventésem Blut; d)
je fur Co- und C,-Spiegel. Fortsetzung der Tabelle auf S. 65.

f(n;a =0,05;einsatig)

a Tac-DBSq Tac-DBS;

MW der Differenzen d -1,88 ng/ml -3,34 ng/ml
SD der Differenzen s, 3,07 ng/ml 6,77 ng/ml
Anzahl der Wertepaare N 101 106
Prufwert t 6,168 5,068
Tabellenwert 1,984 1,983

Vertrauensbereich fir die

Differenzen der

1,874 — 1,893 ng/mi

3,314 — 3,355 ng/ml

f (n;a =0,05; einseitig)

Erwartungswerte

b Tac-ICq Tac-IC;

MW der Differenzen d -0,71 ng/ml -1,85 ng/ml
SD der Differenzen s, 2,38 ng/ml 8,60 ng/ml
Anzahl der Wertepaare N 101 106
Prifwert t 3,012 3,928
Tabellenwert 1,984 1,983

Vertrauensbereich fur die
Differenzen der

Erwartungswerte

0,706 — 0,721 ng/ml

1,831 — 1,860 ng/ml
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Tabelle 13: Fortsetzung von S. 64

© Tac-ICDBSg Tac-ICDBS;

MW der Differenzen d -1,17 -1,49
SD der Differenzen s, 2,46 5,88
Anzahl der Wertepaare N 101 106
Prifwert t 4,778 2,608
Tabellenwert 1,984 1,983

f (n;a =0,05; einseitig)

Vertrauensbereich fur die 1,163-1,178 1,471 - 1,507
Differenzen der

Erwartungswerte

d Tac-DBSgHk Tac-DBS;Hk

MW der Differenzen d 0,406 0,140
SD der Differenzen s, 3,27 7,18
Anzahl der Wertepaare N 88 92
Prufwert t 1,165 1,186
Tabellenwert 1,988 1,986

f(n;a =0,05;einsatig)

Vertrauensbereich fur die keine Abweichung keine Abweichung
Differenzen der

Erwartungswerte

Die Prifwerte fur alle Gruppen lagen tber den Tabellenwerten f. Somit ist fur alle
drei Methoden von einer konstant-systematischen Abweichung auszugehen. Es
folgte die Berechnung des Vertrauensbereichs fur die Differenzen der Erwartungs-

werte.
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Nach Normierung der Werte auf den Hamatokrit (siehe 2.2.3.8) konnte eine
Gleichwertigkeit der Bestimmung von Tac aus DBS mittels LCMS zur Referenz-

methode LCMS aus vendsem Blut nachgewiesen werden.

3.3.6.  Darstellung der Ergebnisse im Bland-Altman Plot

Zur grafischen Beurteilung der Methodenvergleiche wurde eine Darstellung nach
Bland-Altman erstellt. Hierbei werden auf der X-Achse die Mittelwerte der
korrespondierenden Messwerte von Referenz- und Vergleichsmethode dargestellt.
Auf der Y-Achse erfolgt die Darstellung der prozentualen Differenzen der Mess-
werte der Referenz- und Vergleichsmethode. Darlber hinaus werden der Mittel-
wert aller Differenzen und der Bereich der +1,96fachen SD grafisch dargestellt.
Die Auswertung erfolgte mit dem Programm MedCalc Version 12.1.4 (MedCalc

Software, Mariakerke, Belgien).

Cyclosporin A:

Zur grafischen Darstellung im Bland-Altman Plot wurden Werte von 34 Patienten

mit Cyc-Medikation einbezogen, entsprechend der Prifung auf Gleichwertigkeit.

Tabelle 14: Mittelwerte (MW) der Differenzen, Standardabweichungen (SD) der
Differenzen und +1,96fache Standardabweichungen zur grafischen Darstellung
der Bland-Altman Plots fir die Analyse von Cyclosporin A in Abb. 17.

Gruppe Anzahl MW der SD der +1,96fache SD
der Falle | Differenzen | Differenzen
Cyc-DBSy 98 -23,3% 26,0% -74,2 - 27,7%
Cyc-DBS, 96 -21,4% 21,5% -63,7 — 20,8%
Cyc-ICo 97 -8,0% 23,9% 54,9 — 38,7%
Cyc-IC; 96 -20,6% 29,0% -77,5-36,3%
Cyc-ICDBSy 96 -15,7% 28,8% -72,1 - 40,8%
Cyc-ICDBS; 97 -0,2% 28,3% -55,6 — 55,3%
Cyc-DBSpHk 96 4,7% -29,0% -52,1 -61,4%
Cyc-DBS;Hk 95 7,3% 24,0% -39,7 — 54,4%
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In der Analyse der Co,-Spiegel fur die LCMS-Analyse der DBS gegenuber der
Bestimmung aus ventsem Blut (Cyc-DBS;) lagen 3 Werte oberhalb der
1,96fachen SD. 3 Wertepaare lagen unterhalb der Standardabweichung. Fur die
Gruppe Cyc-DBS, lagen 2 Werte oberhalb und 2 Wertepaare unterhalb des

Kontrollbereichs.

Bei der Analyse der Co-Spiegel mit Immunchemie (IC) versus LCMS-Analyse aus
venodsem Blut (Cyc-1Cy) befanden sich keine Werte unterhalb der 1,96fachen SD.
3 Werte befanden sich auf3erhalb des Bereichs. Bei der Gruppe Cyc-IC, stellten 2
Wertepaare oberhalb und 1 Wert unterhalb des Bereichs der 1,96fachen SD dar.

Die Analyse der Co-Spiegel fur die IC und die LCMS aus DBS (Cyc-ICDBSy)
zeigten 4 Proben Werte oberhalb des Kontrollbereichs. Ein Wert lag unterhalb
dieses Bereichs. FUr die C,-Spiegel (Cyc-ICDBS;) zeigten je 2 Messwerte
Differenzen oberhalb und unterhalb der 1,96fachen SD.

Die Bland-Altman Plots fur die Co-Spiegel der Hk normierten LCMS-Analysen aus
den DBS und LCMS aus vendsem Blut (Cyc-DBSgHk) zeigten 2 Werte oberhalb
und 4 Werte unterhalb des Kontrollbereichs. Bei den Peakspiegeln (Cyc-DBS;Hk)
lagen 2 Werte oberhalb und 3 Werte unterhalb der 1,96fachen SD (Abb. 17).
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Abbildung 17 (siehe S. 68): Bland-Altman Plot fir die Analyse von Cyclosporin A
mit Mittelwert (durchgezogene Linie) und 1,96fache Standadabweichung
(gestrichelte Linie). a) Cyc-DBS, und Cyc-DBS, fur die Methoden LCMS aus DBS
versus LCMS aus vendsem Blut, b) Cyc-ICy; und Cyc-IC, fur die Methoden
Immunchemie versus LCMS aus vendsem Blut, ¢) Cyc-ICDBS, und Cyc-ICDBS,
fur die Methoden LCMS aus DBS versus Immunchemie aus vendsem Blut, d) Cyc-
DBSoHk und Cyc-DBS,Hk fur die Methoden LCMS aus DBS nach Normierung
uber den Hamatokrit versus LCMS aus vendsem Blut.

Die prozentualen Differenzen der Mittelwerte lagen mit Werten zwischen -23,3%
(Cyc-DBSp) und 7,3% (Cyc-DBS,HK) fur alle Gruppen ohne Normierung im
negativen Bereich. Die Standardabweichungen der Differenzen lagen mit Werten
zwischen 21,5% (Cyc-DBS;) und 29% (Cyc-IC,;, Cyc-DBSpHK) in einer

vergleichbaren Gro3enordnung (Tab. 14).

Tacrolimus:

Zur grafischen Darstellung im Bland-Altman Plot wurden Werte von 34 Patienten

mit Tac-Medikation einbezogen, entsprechend der Prifung auf Gleichwertigkeit.

Tabelle 15: Mittelwerte (MW) der Differenzen, Standardabweichungen (SD) der
Differenzen und +1,96fache Standardabweichungen zur grafischen Darstellung
der Bland-Altman Plots fir die Analyse von Tacrolimus in Abb. 18.

Gruppe Anzahl MW der SD der +1,96fache SD
der Falle | Differenzen | Differenzen
Tac-DBSy 101 -22,3% 32,7% -86,4 - 41,8%
Tac-DBS, 106 -16,6% 39,6% -94,3 -61,1%
Tac-I1Co 101 -11,1% 27,1% -64,2 — 41,9%
Tac-IC, 106 -11,7% 30,5% -71,5-48,1%
Tac-ICDBS, 101 -11,5% 28,4% -67,2 - 44,2%
Tac-ICDBS; 106 -5,2% 35,4% -74,6 — 64,1%
Tac-DBSpHk 88 -0,5% 38,7% -76,4 - 75,3%
Tac-DBS;Hk 92 3,9% 43,3% -80,1 - 88,7%
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Abbildung 18 (siehe S. 70): Bland-Altman Plot fiir die Analyse von Tacrolimus mit
Mittelwert (durchgezogene Linie) und 1,96fache Standadabweichung (gestrichelte
Linie). a) Tac-DBSy und Tac-DBS; fur die Methoden LCMS aus DBS versus LCMS
aus venodsem Blut, b) Tac-ICy und Tac-I1C, fur die Methoden Immunchemie versus
LCMS aus ventdsem Blut, ¢) Tac-ICDBS, und Tac-ICDBS:; fiur die Methoden LCMS
aus DBS versus Immunchemie aus vendsem Blut, d) Tac-DBSgHk und Tac-
DBS,HKkK fiur die Methoden LCMS aus DBS nach Normierung tber den Hamatokrit
versus LCMS aus vendsem Blut.

Der Vergleich der LCMS-Methode aus DBS mit der LCMS-Methode aus ventsem
Blut zeigten fur die Gruppe Tac-DBSy 3 Wertepaare oberhalb des
Kontrollbereichs. 5 Wertepaare lagen unterhalb dieses Bereichs. In der Gruppe
Tac-DBS;, kamen je 4 Wertepaare oberhalb und unterhalb des Kontrollbereichs
1,96*SD zur Darstellung.

Bei der Auswertung des Methodenvergleichs Immunchemie (IC) versus LCMS aus
vendsem Blut fir die Co-Spiegel (Tac-1Cp) lagen 4 Wertepaare oberhalb und 3
unterhalb des Kontrollbereichs 1,96*SD. In der Gruppe Tac-IC, lagen 5 Werte-

paare oberhalb und 3 unterhalb des Kontrollbereichs.

Die Analysen der Co-Spiegel fur die IC und die LCMS aus DBS (Tac-ICDBSy)
zeigten einen Wert oberhalb des Kontrollbereichs. 5 Werte lagen unterhalb dieses
Bereichs. Fur die C,-Spiegel (Tac-ICDBS;) zeigten 4 Messwerte Differenzen
oberhalb und 5 unterhalb der 1,96fachen SD.

Fur den Vergleich der Hk normierten Werte der LCMS-Analyse aus DBS mit der
LCMS aus ventsem Blut (Tac-DBSgHk) befanden sich je 2 Differenzen oberhalb
und unterhalb des Kontrollbereichs. Fur Tac-DBS,Hk lagen je 3 Wertepaare ober-
und unterhalb der 1,96fachen SD (Abb. 18).

Die prozentualen Differenzen der Mittelwerte lagen mit Werten zwischen -22,3%
(Tac-DBSp) und 3,9% (Tac-DBS,Hk) fur alle nicht normierten Gruppen im
negativen Bereich. Die Standardabweichungen der Differenzen zeigten mit Werten
zwischen 27,1% (Tac-ICo) und 43,3% (Tac-DBS,Hk) eine hohere Streuung als bei
der Cyc-Medikation (Tab. 15).
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3.3.7.  Passing-Bablok Regression

Zur weiteren grafischen Auswertung wurden die Wertepaare in einem X-/Y-
Diagramm dargestellt. Auf der X-Achse wird die Referenzmethode dargestellt. Die
Werte der Vergleichsmethode werden auf der Y-Achse abgebildet. Zur
Orientierung wurde die Ideallinie Y=X eingefiigt. Die Werte wurden einer Passing-
Bablok Regression mit dem Programm MedCalc Version 12.1.4 (MedCalc
Software, Mariakerke, Belgien) durchgefuhrt. In der Grafik wird die Geraden-

gleichung und das 95% Konfidenzintervall (Cl) dargestellt.

Tabelle 16: Achsenabschnitt (a) und Steigung (b) sowie das 95%
Konfidenzintervall (Cl) zur grafischen Darstellung der Passing-Bablok Regression
fur die Analyse von Cyclosporin A in Abb. 19.

Gruppe Anzahl Achsenabschnitt Steigung
der Falle a (x95% ClI) b (x95% CI)
Cyc-DBSy 98 -3,36 1,270
(-43,3 -19,8) (1,058 — 1,554)
Cyc-DBS, 96 -173 1,481
(-294 — -56,5) (1,318 - 1,657)
Cyc-ICo 97 -3,74 1,091
(-22,8 — 14,2) (0,940 - 1,276)
Cyc-IC, 95 -122 1,447
(-222 — -45,3) (1,333 -1,591)
Cyc-ICDBS, 96 -2,19 1,227
(-33,3-23,9) (1,027 — 1,470)
Cyc-ICDBS; 97 4,40 1,006
(-88,5-78,7) (0,917 - 1,107)
Cyc-DBSoHk 96 -18,5 1,068
(-45,2 -7,2) (0,870 — 1,273)
Cyc-DBS;Hk 95 -124 1,124
(-221 - -38,7) (0,978 — 1,287)
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a) Cyclosporin A: LGMS (DBS) vs LCMS [vends), Tal- und Peakspiegel
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Abbildung 19 (siehe S. 73): Passing-Bablok Regression flr die Analyse von
Cyclosporin A. a) Cyc-DBSy und Cyc-DBS, fur die Methoden LCMS aus DBS
versus LCMS aus vendsem Blut, b) Cyc-ICy, und Cyc-IC, fur die Methoden
Immunchemie versus LCMS aus vendsem Blut, c) Cyc-ICDBS, und Cyc-ICDBS,
fur die Methoden LCMS aus DBS versus Immunchemie aus vendsem Blut, d) Cyc-
DBSgHk und Cyc-DBS;Hk fir die Methoden LCMS aus DBS nach Normierung
Uber den Hamatokrit versus LCMS aus ventsem Blut.

Die fir den Achsenabschnitt (a) ermittelten Werte lagen zwischen -173 (Cyc-
DBS;,) und 4,40 fur die Gruppe Cyc-ICDBS,. Die Steigung (b) lag fur die Cyc-
Medikation zwischen 1,006 (Cyc-ICDBS;) und 1,481 (Cyc-DBS,). Somit zeigten
die Gruppen Cyc-ICDBS,; und Cyc-ICy die beste Korrelation zur jeweiligen
Referenzmethode (Abb. 19, Tab. 16).

Tacrolimus:

Tabelle 17: Achsenabschnitt (a) und Steigung (b) sowie das 95%
Konfidenzintervall (Cl) zur grafischen Darstellung der Passing-Bablok Regression
fur die Analyse von Tacrolimus in Abb. 20.

Gruppe Anzahl Achsenabschnitt Steigung
der Félle a (£95% ClI) b (+95% CI)
Tac-DBSy 101 -1,28 1,402
(-2,49 - -0,30) (1,246 — 1,640)
Tac-DBS, 106 -0,77 1,230
(-3,43-0,61) (1,106 — 1,390)
Tac-1Cy 101 -0,42 1,178
(-1,15-10,35) (1,063 — 1,304)
Tac-1C, 106 0,40 1,104
(-0,90 — 1,75) (1,021 — 1,194)
Tac-ICDBSy 101 -0,95 1,240
(-2,05 - -0,03) (1,072 - 1,411)
Tac-ICDBS; 106 -1,69 1,148
(-3,62 - 0,05) (1,036 — 1,299)
Tac-DBSgHk 88 -2,69 1,482
(-4,43 - -1,20) (1,236 — 1,778)
Tac-DBS,Hk 92 -1,40 1,079
(-3,92 -0,71) (0,907 — 1,293)
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a) Tacrolimus: LCWS {DBS) vs LCMS [venas), Tal- und Peakspiegel
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Abbildung 20 (siehe S. 75): Passing-Bablok Regression flr die Analyse von
Tacrolimus. a) Tac-DBS, und Tac-DBS; fiir die Methoden LCMS aus DBS versus
LCMS aus vendsem Blut, b) Tac-ICy und Tac-IC, fur die Methoden Immunchemie
versus LCMS aus vendsem Blut, c¢) Tac-ICDBSy und Tac-ICDBS, fir die
Methoden LCMS aus DBS versus Immunchemie aus ventsem Blut d) Tac-
DBSoHk und Tac-DBS,Hk fur die Methoden LCMS aus DBS nach Normierung
Uber den Hamatokrit versus LCMS aus ventsem Blut.

Fur die Berechnung des Achsenabschnitts (a) lagen die Werte zwischen -2,69
(Tac-DBSpHK) und 0,40 fiur die Gruppe Tac-IC,. Die Steigung (b) zeigte Werte
zwischen 1,079 (Tac-DBS;Hk) und 1,482 (Tac-DBSoHkK). Die Tac-Gruppen zeigten
eine geringere Korrelation zur jeweiligen Referenzmethode als bei der Cyc-
Medikation (Abb. 20, Tab. 17).

3.4. Darstellung der pharmakologischen Berechnungen

Im Rahmen der Studie wurden C,- und C,-Spiegel gemessen. Die pharma-
kologische Beurteilung der Messwerte erfolgt in der Routine Uber therapeutische
Bereiche. Zur Analyse der Daten wurden die Spiegel der Referenzmethode mittels

LCMS aus vendsem Blut verwendet.

Fur die Gruppe Cyc standen 96 Wertepaare der LCMS-Analyse aus venésem zur
Verfigung. In der Gruppe Cyc-C, lag der MW der Messwerte bei 127,7 + 45,3
ng/ml mit einem Bereich von 46,4 bis 301,5 ng/ml. 25 (26%) der Cyc-Co-Spiegel
lagen unterhalb des therapeutischen Bereichs von 100 ng/ml. Bei 3 (3%) der

Probanden wurden Messwerte oberhalb von 225 ng/ml gemessen.

Die Cyc-C,-Werte ergaben einen MW von 740,7 + 285,0 ng/ml (Bereich: 57,8 bis
1350,0 ng/ml). 5 (5%) der Messwerte der Gruppe Cyc-C, lagen unterhalb des
therapeutischen Bereichs von 1200 ng/ml. Der hoéchste Messwert der Cyc-Co-

Gruppe lag mit 1350 ng/ml innerhalb des therapeutischen Bereichs.

In der Gruppe der Patienten mit Tac-Medikation lagen 104 Wertepaare vor. In der
Tac-Cy-Gruppe wurde ein MW von 6,8 = 3,8 ng/ml berechnet (Bereich: 2,3 bis
36,6 ng/ml). 35 (34%) der Werte aus der Gruppe Tac-Cy lagen unter dem thera-
peutischen Bereichs von 5 ng/ml. In der Gruppe lag 1 (1%) Wert oberhalb des

therapeutischen Bereichs von 15 ng/ml.
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Fur die Gruppe Tac-C, lagen keine therapeutischen Bereiche aus der Literatur vor.
Hier lag der MW bei 16,3 = 8,0 ng/ml (Bereich: 3,0 bis 40,2 ng/ml).

Die Messwerte der LCMS-Analyse aus DBS lagen, wie aus den Daten des
Methodenvergleichs zu erwarten, hoher als bei der Messung aus ventsem Blut
(Abb. 21).
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Abbildung 21: Box-Plots zur Verteilung der mittels LCMS aus den DBS

gemessenen Konzentrationen fur Cyclosporin A (a) und Tacrolimus (b).

3.4.1. Berechnung der Eliminationshalbwertszeit aus Cy- und C,-Spiegeln

Therapeutische Bereiche geben Grenzwerte fur ein Pharmakon an, innerhalb
derer zum einen eine erwinschte Wirkung zu erwarten ist und zum anderen
unerwiinschte Wirkungen nur mit geringer Wahrscheinlichkeit auftreten [104]. Die
Bewertung bezieht sich auf einen Messzeitpunkt. Insbesondere bei Pharmaka, die
eine grof3e Streuung in ihrer Pharmakokinetik aufweisen, kann an Hand eines
einzelnen Messpunktes nicht ausgeschlossen werden, dass die Konzentration im
Therapieverlauf aul3erhalb des therapeutischen Bereichs liegt. Insbesondere
Patienten mit einer kurzen Eliminationshalbwertszeit (teim) weisen hohe C,-Spiegel
bei normalen C,-Spiegeln auf. Aus den vorliegenden Messwerten wurde tejim
berechnet (siehe 2.2.4). Hierbei wurde postuliert, dass die Pharmaka einem Ein-
Kompartiment-Modell unterliegen. Die Co-Spiegel wurden vor dem C,-Spiegel

entnommen. Um die tegim berechnen zu kénnen, wurde postuliert, dass der Co-
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Spiegel dem Messwert am Ende des Wirkungsintervalls nach Gabe im Steady

state entspricht (C12-Spiegel).

In der Gruppe Cyc standen 96 Wertepaare zur Verfugen. Bei 3 Wertepaaren lag
der Co-Spiegel Uber dem C,-Spiegel. Diese Werte wurden ausgeschlossen. Die
auf diese Weise berechnete teim lag fir Cyc bei 4,3 + 1,5 h mit einem Bereich von
2,6 bis 11,1 h.

Bei den Teilnehmern mit Tac-Medikation standen 104 Wertepaare zur Verfligung.
Bei 4 Wertepaaren wurde ein Co-Spiegel gemessen, der grofRer oder gleich dem
C,-Spiegel war. Auch diese Werte wurden aus der Berechnung ausgeschlossen.
In der Tac-Gruppe lag der MW fUr teim bei 14,4 £ 20,7 h mit einem Bereich von 3,7
bis 128,9 h.

3.4.2.  Verhaltnis von Cp- zu C,-Spiegeln

Die Berechnung des Verhaltnis von Cy- zu C,-Spiegeln Qc bietet die Moglichkeit
einer mathematisch einfacheren N&herung an die teim. Darlber hinaus kann Qc
Aufschluss uber die Resorbtion des Pharmakons bieten. In diesem Fall ist bei
vergleichbarer Bioverfuigbarkeit eine gute Korrelation zur relativen Dosis Dy zu

erwarten.

Fur Cyc wurde ein MW fr Qc von 0,220 + 0,201 mit einem Bereich von 0,1 bis 1,5

berechnet. Fiur die Korrelation zu D wurde einer Geradengleichung von
Qc(Cyc) = -0,05 * Dy +0,424 (r=-0,3299)

berechnet. Die Berechnung der Geradengleichung zu teim ergab folgende Funktion
(Abb. 22):

Qc(Cyc) = 0,074 * teim -0,033  (r=0,9879)
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Abbildung 22: Darstellung der berechneten teim zum Verhaltnis von Co- zu C,-

Spiegeln fur Cyclosporin mit linearer Korrelation der Werte.

In der Gruppe der Patienten mit Tac-Medikation ergab sich ein MW fir Qc von
0,490 = 0,311 (Bereich: 0,2 bis 2,7). Die Berechnung der Geradengleichung ergab
folgende Funktion:

Qc(Tac) =-1,45 * D + 0,652  (r=-0,2939)

Fur die Proportionalitat von Qc zu teim wurde die Geradengleichung wie folgt
ermittelt (Abb. 23):

Qc(Tac) = 0,009 * tgm + 0,38 (r=0,7732)
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Abbildung 23: Darstellung der berechneten teim zum Verhaltnis von Co- zu C,-

Spiegeln fur Tacrolimus mit linearer Korrelation der Werte.

3.4.3.  Verhaltnis der relativen Dosis zu den Cy- und C,-Spiegeln

Uber die in 2.2.4 und 3.4.1 sowie 3.4.2 beschriebenen pharmakologischen
Berechnungen und Darstellungen wurde das Verhéltnis der relativen Dosis des
Pharmakons zu den Cp- (Qpco) und C,-Spiegeln (Qpcz) untersucht (siehe 2.2.4;
Formel 8.6).

Fur das Verhéltnis Qpco ergab sich in der Cyc-Gruppe ein MW von 33,7 = 14,0.
Das Verhéltnis Qpcy lieferte einen MW von 186 + 70. Die Korrelation von Cy-
Spiegel zu Dy ist mit r=0,2495 relativ gering. Fur die C,-Spiegel ergab sich ein
etwas hoherer Korrelationskoeffizient mit r=0,5230.

Die Berechnungen von Qpco fur die Patientengruppe mit Tac-Medikation ergab
einen MW von 89 + 79. Der MW flr Qpc, lag bei 189 + 118. Die Korrelation von
Co-Spiegel zu Dy war mit r=0,0550 gering. Fur die C,-Spiegel war die Korrelation
mit r=0,4834 etwas hoher.
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4. Diskussion

Die in dieser Arbeit dargestellten analytischen und konzeptionellen
Weiterentwicklungen des TDMs von CNIs bei NTx-Patienten sollen zu einer
Erhohung des Therapieerfolgs und der Lebensqualitdt der Patienten beitragen.
Insbesondere auf Grund der hohen inter- und intraindividuellen Variabilitat in der
Resorption und Elimination der CNIs besteht die Hoffnung so auch die Lebens-
erwartung des Transplantats verlangern zu konnen. Die CNIs zeigen eine geringe
therapeutische Breite, da AbstolRungsreaktionen bei Unterdosierungen und
toxische Effekte bei hohen Konzentrationen unter anderem die Lebenserwartung
des Transplantats beeintrachtigen [105]. Die therapeutischen Bereiche stehen in
Abh&ngigkeit von dem transplantierten Organ, dem Zeitpunkt der Probennahme,
der Medikation mit anderen Immunsuppressiva und der patientenspezifischen
Pharmakokinetik des CNIs.

Im TDM werden in der Praxis Methoden mit unterschiedlicher Selektivitat,
Prazision und Richtigkeit eingesetzt. Dieses wurde von Holt et al. an methoden-
spezifischen Abweichungen vom Zielwert von Ringversuchen gezeigt [39, 106].
Die Analyse aus vendsem Blut entspricht zur Zeit der gangigen Praxis. Korrelation
zu Referenzmethoden und Praktikabilitdt von Methoden zur quantitativen
Bestimmung von CNIs aus Kapillarblut oder DBS wurden in verschieden Arbeiten
seit 1987 untersucht [83], finden zur Zeit in der Praxis jedoch nur selten
Anwendung. In der Literatur wurden Methoden zum Nachweis einzelner Immun-
suppressiva aus Kapillarblut oder DBS publiziert (Tab. 18, S. 88, 89). Die in dieser
Arbeit vorgestellte Methode zum Nachweis von CNIs aus DBS stellt eine Weiter-
entwicklung der in der Literatur beschriebenen Methoden dar. Bei geringem
Aufwand fur die Probenaufarbeitung und kurzen Analysenzeiten kann sie effektiv
im TDM eingesetzt werden. In der Arbeit werden Untersuchungen zur Methoden-
optimierung und Validation dargestellt. Im Rahmen einer klinischen Studie fand ein
Methodenvergleich mit herkdmmlichen Methoden statt. In diesem Zusammenhang
konnte auch die Praxistauglichkeit fir das stationare Umfeld nachgewiesen
werden. Die kapillare Blutentnahme wurde dabei durch medizinisches Personal
durchgefiihrt. Die Messwerte der LCMS-Analyse aus DBS wurde durch einen
Korrekturfaktor mittels des Hamatokrit normiert und erneut mit der Referenz-

methode verglichen.
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4.1. Methodenentwicklung und Validation

Bei der Methodenentwicklung wurde der Fokus auf die Extraktion der Analyten
aus den DBS gelegt. Die absolute Wiederfindung der Analyten nach Extraktion
von der Filterkarte erfordert einen hohen experimentellen Aufwand, somit wurde
die relative Extraktionsausbeute als Beurteilungskriterium herangezogen. Die
variierten Parameter waren die Zusammensetzung des Extraktionsmittels, der
Extraktionstemperatur respektive Extraktionsdauer und das Verhdltnis des
Extraktionsmittels zu der GroRe des DBS. Ziel war es, eine maximale
Reproduzierbarkeit unter Bertcksichtigung der therapeutischen Bereiche bei
hoher Selektivitat mit einer 6konomischen Vorgehensweise zu erreichen.

Die Zusammensetzung des Extraktionsmittels zeigte einen grof3en Einfluss auf die
relative Extraktionsausbeute (Abb. 7). Der Erhohung des hydrophilen Anteils des
Extraktionsmittels fuhrte zu einer starkeren Matrixbelastung der Extrakte
wohingegen die Extraktionsausbeute bei Verwendung lipophiler Komponenten
geringer war. Methanol zeigte hohere Wiederfindungen als Acetonitril. Leichtle et
al. extrahierten mit Methanol ohne Zugabe von ZnSO, [72]. Keevil et al.
verwendeten Acetonitril anstatt Methanol, nachdem eine ZnSO,4-L6sung mit einer
Konzentration von 0,4 mol/l vorgelegt wurde [71]. Die Analyse erfolgte direkt aus
Kapillarblut, das mit EDTA-beschichteten Kapillaren entnommen wurde. Wilhelm
et al. konnten mit einer Extraktion mit Methanol und Wasser (1:1) eine Wieder-
findung der Analyten von dem Filterpapier von 97% belegen [84]. In unseren
Versuchen konnte durch Zugabe einer wassrigen ZnSO4-Ldsung die Extraktions-
ausbeute weiter erhoht werden. Hoogtanders et al. verwendeten eine Mischung
aus Methanol und Acetonitril fir den Nachweis von Tac aus DBS [80]. In dieser
Arbeit wurden die einzelnen Reagenzien gemischt und in einem Arbeitsschritt zu
der Probe gegeben. Diese effiziente Vorgehensweise verringert auch die Gefahr
von Handhabungsfehlern.

Bei der Optimierung des Volumens des Extraktionsmittels und der Grol3e des aus-
gestanzten DBS wurden die Hohe des Messsignals und das Signal to Noise als
Bewertungskriterium herangezogen. Fir den Autosampler ist ein Mindestvolumen
von 100 pl erforderlich. Da die Probe auf der Filterkarte im Gegensatz zur
flussigen EDTA-Blutprobe nicht homogen verteilt ist, sollte eine reprasentative

Stichprobe entnommen werden. GrofRere Durchmesser erhéhen die Reprasenta-
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tivitat der Probennahme. Es ist darauf zu achten, dass der Flache der Spots und
der Stanzdurchmesser so gewabhlt ist, dass ein Grof3teil der aufgegebenen Probe
der Analyse zugefuhrt wird. Auf Grund des niedrigen therapeutischen Bereichs
von Tac wurde hier eine hohere Empfindlichkeit gefordert. Um einen DBS mit
einer GroRe von mehr als 10 mm zu erhalten, missen mindestens 50 pl Blut auf
das Filterpapier aufgetragen werden. In allen Studienproben standen ausreichend
grol3e Spots auf dem Filterpapier zur Verfigung. Bei Verwendung empfindlicherer
LCMS-Systeme kénnen geringere Durchmesser des DBS Anwendung finden bei
gegebenenfalls weniger reprasentativen Stichproben respektive geringerer
Reproduzierbarkeit. Der Einsatz von mechanischen Stanzen kann sowohl die

Handhabung erleichtern als auch exaktere Durchmessers des DBS sicherstellen.

Die Untersuchung von Blutproben mit unterschiedlichem Hamatokrit (0,22 bis 0,54
I/l) konnte eine lineare antiproportionale Beziehung zur Flache des DBS (132,73
bis 92,03 mm? belegen (Abb. 9). Diese Beobachtung legt einen relevanten
Einfluss des Hamatokrit auf die Konzentration der Analyten auf dem Filterpapier

nahe.

Die Extraktionszeit hatte nur einen geringen Einfluss auf die Ausbeute der
Analyten (Abb. 11). Bei einer Extraktionsdauer von 20 min war eine nahezu voll-
standige Extraktion der Analyten bei vertretbarem Zeitaufwand sichergestellt. Eine
Extraktionsdauer von 60 min, wie bei Hoogtanders et al., scheint nicht erforderlich
[80]. Die Variation der Extraktionstemperatur zeigte ebenfalls einen geringen
Effekt (Abb. 12). Hinchliffe et al. fuihrten eine methanolische Extraktion bei 80°C im
Ultraschallbad durch [85]. Fur die Methode wurden diejenigen Bedingungen
gewahlt, die standardisierbar sind, im Labor reproduzierbar eingehalten werden
koénnen und eine Robustheit der Methode sicherstellen. Die Versuche zeigen

jedoch auch, dass hier noch Optimierungspotential besteht.

Der Messbereich der Methode wurde im Rahmen der Studie in der Praxis gepruft.
Der lineare Bereich fur Cyc deckt den therapeutischen Bereich bis 1400 ng/mi
weitestgehend ab. In 16 Studienproben lagen die Werte oberhalb des linearen
Bereichs (bis 1964 ng/ml). Fur Tac wurden 3 Werte ermittelt, die oberhalb des
linearen Bereichs lagen (bis 52,8 ng/ml). Fur die gemessenen C,-Spiegel liegen
keine therapeutischen Bereiche vor. Eine Verdinnung von Proben mit Konzentra-

tionen oberhalb des Messbereichs erfolgte auf Grund des geringen Proben-
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volumens nicht. Diese Werte wurden durch Extrapolation Gber den Kalibrations-
bereich hinaus berechnet. Die untere Messbereichsgrenze stellt die Bestimmungs-
grenze Xgc der Methode dar, da erst ab diesem Wert eine quantitative Bestim-
mung mit einer ausreichenden Préazision und Reproduzierbarkeit erfolgen kann. In
der Studie wurde bei keinem der Tac- oder Cyc-Patienten Werte unterhalb der xgc
nachgewiesen. Bei allen Studienteilnehmern konnte das verabreichte CNI nach-
gewiesen werden. Somit konnte fir die Methode eine ausreichende Empfindlich-
keit und Linearitdt nachgewiesen werden. Keevil et al. konnten an Hand gespikter
Proben fur Cyc eine Linearitat bis 5000 ng/ml zeigen [71]. Durch die Verwendung
von in-house Kalibratoren mit hoheren Konzentrationen kann der Messbereich der

Methode experimentell erweitert werden.

Bei der Untersuchung der Genauigkeit der Analysenmethode konnten fir fast alle
Konzentrationen eine ausreichende Préazision und Richtigkeit ermittelt werden. Fur
den Level 3 bei Cyc wurde ein R-Toleranzintervall grof3er als 30% berechnet.
Dieses kann darauf zurlckzufihren sein, dass die Konzentrationen der ver-
wendeten kommerziellen Kalibratoren nicht aquidistant tGber den Messbereich
verteilt sind. Da die Konzentration des oberste Kalibrators mehr als doppelt so
hoch wie die des néchst kleineren ist, haben Streuungen der Messwerte dieses
Kalibrators einen erheblichen Einfluss auf die Berechnung der Kalibrations-
geraden. Eine Verwendung einer Kalibration mit aquidistanten Konzentrations-

intervallen ist daher anzustreben.

Bei Verwendung von in-house Kalibratoren kénnen Ldslichkeit der Analyten und
Adsorbtionseffekte die Richtigkeit beeinflussen. Zur Zeit stehen keine geeigneten
kommerziellen Kalibratoren zur Verfligung. Keevil et al. zeigten in ihrer Studie fur
Cyc ahnliche Variationskoeffizienten im Interassay mit 6 bis 7% wie in der vor-
liegenden Arbeit [71]. Hinchliffe et al. zeigten, dass kommerzelle Kalibratoren ein
anderes FlieBverhalten auf der Filterkarte aufweisen. Vollblutkalibratoren sind

vergleichbar mit den Patientenproben [85].

Die Selektivitat wurde im Rahmen der in der Studie erhobenen Daten zur
Medikation und durch eine Literaturrecherche belegt. Stoérsignale durch
verabreichte Pharmaka konnten bei der Analyse der Proben aus der klinischen
Studie nicht beobachtet werden. Auf diese Weise wurden uber 50 Co-

Medikationen in vivo auf Interferenzen in der beschriebenen Methode untersucht.
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In der Studie von Keevil et al. wurden auf gleiche Weise Interferenzen in der
Methode an Hand von Patientenproben unter Angabe der Medikation untersucht
[71]. Wie in unserer Studie konnten keine interferierenden Peaks nachgewiesen

werden.

Daruiber hinaus zeigt eine Literaturrecherche von 1720 Xenobiotika auf isobare
Masseniubergange, dass nur Rifampicin das gleiche Masse zu Ladungsverhéltnis
wie Tac besitzt. Die Tochterionen des Rifampicins interferieren jedoch nicht mit
denen des Tac [107, 108]. Es konnten keine Interferenzen mit anderen
Xenobiotika nachgewiesen werden. Diese Eigenschaft macht chromatographisch-
massenspektrometrische Methoden zu Referenzmethoden respektive Gold-
standards [29]. Von immunchemischen Methoden kann verfahrensbedingt eine

derartig hohe Selektivitat nicht erwartet werden.

Ein wesentlicher Vorteil der hier vorgestellten Methode ist die Versendung von
Filterkarten statt Blutproben in das untersuchende Labor. Filterkarten sind im
Gegensatz zu Blutproben in Rohrchen bruchsicher und nicht infektios. Somit
ergeben sich aber auch Anforderungen an die Stabilitat der Analyten auf der Filter-
karte. In einer Studie von Leichtle et al. wurde die Stabilitat von Cyc in 18 EDTA-
stabilisierten DBS uber einen Zeitraum von 24 h bei 8°C und 20°C untersucht. Es
wurde ein signifikanter Abfall der Cyc-Konzentrationen nachgewiesen [72]. In der
vorliegenden Studie konnten diese Ergebnisse nicht beobachtet werden. Sowohl
in EDTA- als auch in Natriumfluorid-stabilisierten DBS bei 4°C respektive Raum-
temperatur konnte kein relevanter Verlust der Analyten Uber einen Zeitraum von
81 h (Tac) respektive 96 h (Cyc) nachgewiesen werden (Abb. 13). Auch in einem
weiteren Ansatz mit auf Filterpapier aufgetragenen kommerziellen Kalibratoren
zeigten sich nur geringe Verluste der Analyten Uber einem Zeitraum von 14
Tagen. Somit konnte eine Stabilitat der CNIs in den DBS belegt werden, die einen
Probenversand innerhalb von Tagen erlaubt. Keevil et al. fanden fir Cyc eine
akzeptable Stabilitat bei Raumtemperatur [71]. Cheung et al. verglichen Tac-
Spiegel aus DBS nach Aufbewahrung Uber einen Zeitraum von 16 — 78 Tagen. An
Hand der hohen Korrelation der Messung aus DBS und venésem Blut wurde auf
ausreichende Stabilitdt des CNIs geschlossen [79]. Diese Daten korrelieren mit

den hier dargestellten Ergebnissen und anderen Studien [80, 85].
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4.2. Bewertung der Ergebnisse der klinischen Studie

Zur statistischen Bewertung der Analysenergebnisse standen gemanR der Fallzahl-
berechnung ausreichend Patienten gemaf3 den Einschlusskriterien zur Verfligung.
Nur in wenigen Fallen waren die Angaben auf dem Dokumentationsbogen nicht
vollstandig. Die Vitalparameter wurden statistisch ausgewertet. Aus den Angaben
wurde die glomerulare Filtrationsrate (Clce und eGFR) berechnet. Hierbei zeigte
sich bei einem Grolteil der Probanden eine Beeintrachtigung der Nierenfunktion
(Abb. 14). Einschrankend muss flur die eGFR mittels MDRD-Formel hinzugefugt
werden, dass diese Formel fur chronisch Nierenkranke mit stabil eingeschrankter
glomerularer Filtrationsleistung validiert wurde. Viele der in der dieser Studie
untersuchten Patienten wurden allerdings direkt im Anschluss an eine Nieren-
transplantation eingeschlossen, so dass nicht prinzipiell eine bereits stabile
Nierenfunktion angenommen werden kann. Dies kommt auch durch die teilweise

Entwicklung der Patienten-spezifischen Kreatinin-Sequenzen zum Ausdruck.

Die Hamatokritwerte der Studienteilnehmer zeigten fir die Cyc-Gruppe einem
Mittelwert von 0,28 |/l und fur die Tac-Gruppe von 0,3 I/l unterhalb des Norm-
bereichs. Die geringeren Hamatokritwerte der nierentransplantierten Patienten
bergrinden sich in der eingeschréankten Nierenleistung in diesem
Patientenklientel, mit oftmals hieraus resultierender renaler Anamie. Es erfolgte
keine weitere Beurteilung der Nierenfunktion und Vitalparameter auf Grund der

kurzen Studiendauer von unter 14 Tagen.

Wie in anderen Studien wurde neben einem Methodenvergleich Uber eine
Regression nach Passing und Bablok auch die Darstellung im Bland-Altman Plot
durchgefuhrt. Dariber hinaus fand eine Prifung auf Methodendquivalenz nach
DIN 53804 statt.

4.2.1. Bewertung der Studienergebnisse fir Cyclosporin A

Keevil et al. zeigten in einer Vergleichstudie mit Cyc-Patienten zwischen Kapillar-
blut und venésem Blut eine gute Korrelation beider Methoden. Die Steigung der
Geradengleichung der linearen Korrelation zeigte einen Wert von 0,99. Im Bland-
Altman Plot lag der Mittelwert der Differenzen wie in der vorliegenden Studie im
negativen Bereich. Die Patientenzahlen waren geringer als in der vorliegenden

Studie. C,-Spiegel wurden nicht einbezogen [71]. Fur die Gruppe Cyc Cp-Spiegel
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sind die SD und der MW der Differenzen vergleichbar mit den Ergebnissen aus
dieser Studie.

Leichtle et al. untersuchten Cyc-Konzentrationen aus vendsem Blut, DBS und
EDTA-stabilisiertem Kapillarblut an leber- und nierentransplantierten Patienten. Es
wurden sowohl Co- als auch C,-Spiegel gemessen. Die mittleren Konzentrationen
der einzelnen Methoden unterschieden sich signifikant. In DBS wurde in allen
Gruppen hohere Konzentrationen gemessen [72]. Auch in vorliegender Studie
lagen die Spiegel fir Cyc aus DBS etwas hoher als aus vendsem Blut mittels
LCMS, wie an dem negativen MW der Differenzen im Bland-Altman Plot von
-23,3% und -21,4% fir Co- und Cy,-Spiegel gezeigt wurde (Abb. 17, Tab. 14).
Dieser Befund steht in einem gewissen Widerspruch zu der geringen Stabilitat fur
Cyc, die von Leichtle et al. beobachtet wurde, da bei Instabilitat mit niedrigeren
Konzentrationen in den DBS zu rechnen ware. In EDTA-stabilisiertem Kapillarblut
wurden niedrigere Konzentrationen als aus DBS beobachtet. Somit ist zu
vermuten, dass der Effekt nicht auf hGhere Konzentrationen im Kapillarblut zurtick-
zufuhren ist. Die schwachere Korrelation kann auf das geringe Injektionsvolumen
der DBS-Methode zuriickzufiuihren sein. Hier spielen Faktoren wie eine geringere
Empfindlichkeit und damit Reproduzierbarkeit aber auch eine mdgliche Inhomo-
genitdt des DBS sowie die Reprasentativitdt der Probennahme eine Rolle. Auch
der Hamatokrit kann die Viskositat des Blutes und damit die Verteilung auf der

Filterkarte beeinflussen [109].

Bei dem Vergleich der Ergebnisse der klinischen Studie nach DIN 53804 fir die
Patienten mit Cyc-Medikation konnte nur fur die Methoden Immunchemie versus
DBS aus C,-Spiegeln eine Methodenaquivalenz nachgewiesen werden. Eine
Aquivalenz der DBS-Methode zur Referenzmethode lag nicht vor, da in diesen
Gruppen der Priufwert Uber dem Tabellenwert lag und somit die Vertrauens-
bereiche fur die Differenzen der Erwartungswerte berechnet wurden. Die Aus-
wertung der Bland-Altman Plots der einzelnen Studiengruppen zeigten vergleich-
bare MW und SD (Tab. 14).
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Tabelle 18: Literaturtibersicht fur die Analyse von Tacrolimus und Cyclosporin A
aus alternativen Matrices: Dried Blood Spot (DBS), Kapillarblut (KB) und Speichel
(SP). E1 — Extraktionslésung; E2 — Extraktionsbedingungen; ST — Stabilitat; BA -
Bland-Altman Plot; PB - Passing-Bablok Regression. Fortsetzung der Tabelle auf

S. 89.
| Analyt  Matrix  Extraktion  Methode Bemerkung Literatur |
Tac KB LCMS N=172 Accrot et al.
IC [VB]=[KB]-0,58 ng/ml (2006) [69]
Tac DBS @ 7,5 mm DBS LCMS AUC: limited sampling strategy ~ Cheung et al.
KB (Co, C4) (2007) [79]
ST: his 78 Tage
BA: 11% (-14,1% - 36,1%)
PB: [VB] = 0,95 [DBS] - 0,39
(R?=0,96)
Tac DBS @ 7,5 mm DBS LCMS ST Tage bei RT Hoogtanders
BA: <15% (N=26) etal. (2007)
(81]
Tac DBS IS: Ascomycin LCMS ST: Tage bei RT Hoogtanders
@ 7,5 mm DBS N=24 etal. (2007)
E1: Methanol / BA: -0,71% + 14% (2 SD) [80]
Acetonitril 40:10 PB: [DBS]=1,0545[VB]-0,29
E2: 60 min
Tac KB LCMS N=172 Webb et al.
IC BA: [KB] > [VB] (2005) [77]
Regression: R2=0,8451
Tac KB LCMS N=65 Keevil et al.
BA: 0,114 + 0,0797 pg/l (2 SD)  (2009) [70]
PB: [DBS]=1,02[VB]-0,06
Tac DBS IS: Ascomycin, LCMS ST: 14 Tage RT Hinchliffe et
Cyc Cyc-d12 N=150 al. (2012) [85]
@ 6 mm DBS BA Cyc: -4,9 (-82,7 - 52,8) g/l
E1: Methanol BA Tac: -0,4 (-2,8 — 2,0) po/l
E2: 30 min 80°C PB Cyc: [DBS]=1,02[VB]+0,99
Ultraschall PB Tac: [DBS]=0,97[VB]-0,16
Cyc KB LCMS PB: [DBS]=0,99[VB]-4,2 Keevil et al.
Kreatinin (R=0,98) (2002) [63]
Cyc DBS @ 10 mm DBS IC Lampe et al.
E1: Tris/Tween (1987) [83]
Losung
E2: 5 min
Ultraschall
Cyc DBS @ 4 mm DBS LCMS ST (DBS): <24 h (8°C, 20°C) Leichtle et al.
KB E1: Methanol Median: [DBS] > [KB] > [VB] (2010) [72]
E2: 20 min
Cyc SP LCMS N=15 Mendonza et
Regression: R=0,695 al. (2004) [86]
Cyc KB LCMS N=102 Merton et al.
BA: 2,6% + 9,5% (2000) [73]
PB: [KB]=1,1878[VB]-22,42
(R?=0,8691)
Cyc KB IC N=40 Pettersen et
BA: < 0 ng/ml al. (1999) [74]
Cyc KB IC N=18 Profumo et al.

Regression: [KB]=0,774[VB]-
2,798 (R=0,92)

(1995) [75]
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Tabelle 18: Fortsetzung von S. 88.

| Analyt Matrix  Extraktion  Methode Bemerkung Literatur |
Cyc KB LCMS BA: -9,5 g/l Webb et al.
Regression: R?=0,96 (2007) [76]
Cyc DBS IS: Cyclosporin D LCMS ST 17 Tage (gekuhlt) Wilhelm et al.
@ 8 mm DBS Einflug Hk (0,2-0,721/): -12%  (2009) [84]
E1: Wasser / bis 14%
Methanol 1:1 Wiederfindung: 97%
E2: 15 min RT + 15
min Ultraschall
Cyc KB IS: Cyclosporin D LCMS N=225 Yonan
ST: 5 Tage (RT, 37°C) (2006) [78]

Auch in anderen Studien wurden relativ hohere Cyc-Konzentrationen in Kapillar-
blutproben als in vendsem Blut nachgewiesen [66, 74, 75]. In einer Studie mit
Kindern in einem Alter von 11,7 (+ 3,6) Jahren konnten klinisch nicht relevante
aber signifikant hohere Cyc-Konzentrationen (MW: -9,5 pg/l) im vendsen Blut als
im Kapillarblut nachgewiesen werden [76]. Diese Differenzen kénnen auf die
Mischung aus ventdsem, arteriellem und kapillarem Blut und die mdglicherweise
unterschiedlichen Konzentrationen der CNIs in diesen Kompartimenten zurtickzu-

fuhren sein.

Dies konnte durch die Verwendung eines Korrekturfaktors zwischen Kapillarblut
und den Konzentrationen im venésen Blut ausgeglichen werden. In diesem Sinne
wurde in der vorliegenden Arbeit ein Faktor aus dem Hamatokrit der Kalibratoren
und der Patientenproben eingefihrt (siehe 2.2.3.8). Dieser Faktor liegt fur die Cyc-
Patienten zwischen 0,55 und 0,95 (MW: 0,76 + 0,1). Die korrigierten Cyc-
Konzentrationen aus den DBS zeigen im Bland-Altman Plot eine Differenz der
Mittelwerte von 4,7% und 7,3% fir Co- und C,-Spiegel. Die Prifung auf Gleich-
wertigkeit der Methoden LCMS aus vendsem Blut mit den korrigierten DBS—
Werten nach DIN 53804 zeigt eine Aquivalenz der Methoden. Alternativ kann die

Verwendung von Vollblutkalibratoren zu einer Methodenaquivalenz fiihren [85].

Methodische Effekte wie lonensuppression, Absorptionseffekte bei der Proben-
nahme und Probenvorbereitung sowie die verwendeten Kalibratoren oder
Referenzmaterialien kdnnen zusétzlich zum Hamatokrit einen systematischen

Fehler hervorrufen.
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4.2.2. Bewertung der Studienergebnisse fur Tacrolimus

Cheung et al. untersuchten den Tac-Spiegel von 106 Patienten. Im Bland-Altman
Plot zeigte sich, dass die Analyse aus den DBS um 11% hohere Messwerte
lieferte als solche aus vendsem Blut [79]. Hoogtanders et al. ermittelte im
Methodenvergleich DBS versus LCMS aus vendsem Blut keinen signifikanten
Unterschied der Methoden. Eine Abweichung der Methoden von unter 15% wurde
als akzeptabel bewertet. Die DBS-Konzentrationen waren hoéher als im vendsen
Blut [80, 81]. Acott et al. zeigten eine gute Korrelation zwischen der Analyse aus

Kapillarblut mit LCMS und venésem Blut mittels Immunchemie [69].

Fur den Methodenvergleich nach DIN 53804 in der vorliegenden Studie bei der
Gruppe mit Tac-Medikation lagen die Tabellenwerte Uber dem Prufwert. Sie
zeigen somit keine Aquivalenz der Methoden. Die SD der Differenzen im Bland-
Altman Plot zeigen ahnliche Tendenzen wie die der Cyc-Gruppe. Die Differenzen
der MW liegen fur die Gruppe Tac-DBSy und Tac-DBS,; bei -22,3% und -16,6%
(Abb. 18, Tab. 15). Die Standardabweichung zwischen den Methoden Immun-
chemie und LCMS aus vendsem Blut ist geringer als aus DBS im Vergleich zur
Referenzmethode. Dieser Befund wird durch die Regression nach Passing und
Bablok mit einer Steigung von 1,402 und 1,230 bestatigt (Abb. 20, Tab. 17). Der
Vergleich Immunchemie zur Referenzmethode zeigt ebenfalls mit einer Steigung
Uber 1 eine geringere Korrelation zur Referenzmethode. Die Werte liegen bei
1,178 fur Tac-ICp und 1,104 fur Tac-IC.

Auch fur die Bestimmung von Tac wurde eine Korrektur der Messwerte tber den
Hamatokrit vorgenommen. Mit den korrigierten Werten ergibt die Prifung auf
Gleichwertigkeit nach DIN 53804 wie in der Cyc-Gruppe eine Aquivalenz der
Methoden. Die Mittelwerte der Differenzen im Bland-Altman Plot betragt -0,5% und
3,9% fir die Gruppen Tac-DBSyHk und Tac-DBS;HKk.

4.2.3. Entnahme von Kapillarblut

Eine Befragung von Teilnehmern der Studie von Leichtle et al. zur Probennahme
ergab, dass 91% der Patienten in der Lage waren, sich selbst Kapillarblut zu ent-
nehmen. 61% bevorzugten die Entnahme von Kapillarblut vor der vendsen Blut-
entnahme. 65% der Patienten zogen die Kapillarblutentnahme auf einer Filterkarte

vor. Die Enthahme von EDTA-stabilisiertem Kapillarblut wurde nur von 18% bevor-
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zugt [72]. Die Probennahme aus der Fingerbeere ist aus Grinden der Handhab-
barkeit besser fur die selbstandige Probennahme durch den Patienten geeignet.
Da die Analysenergebnisse aus dem Ohrlappchen und aus der Fingerbeere keine
Differenzen der Cyc-Konzentrationen zeigten, spricht dieser Vorgehensweise

nichts entgegen [73].

Die allgemein Ubliche Entnahme von Kapillarblut bei der vergleichsweise grol3en
Gruppe von Diabetikern zeigt die gute Handhabbarkeit. Yonan et al. zeigten, dass
6% der selbst abgenommenen Kapillarblutproben von 52 Patienten nach Herz-
transplantation fur die LCMS-Analyse ungeeignet waren [78]. Dieses kann recht-
zeitig beim Probeneingang erkannt werden und Rucksprache mit dem Patienten
erfolgen. Insofern kann die Fehlerrate noch deutlich reduziert werden. Eine
Schulung der Patienten zur selbstandigen Blutentnahme kann die Fehlerrate
zudem noch weiter verringern. In der vorliegenden Studie erfolgte die kapillare und
vendse Blutentnahme durch medizinisches Fachpersonal unter stationdren

Bedingungen.

Eine Optimierung der Therapie von Transplantierten kann dadurch erfolgen, dass
die CNI-Spiegel ambulanter Patienten bei Routineuntersuchungen bereits im Vor-
feld des Behandlungstermins dem Untersucher vorliegen. Insbesondere fur die
Behandlung mit Cyc kdnnte die einfachere Bestimmung von C,-Spiegeln mittels im
hauslichen Umfeld gewonnener Kapillarblutproben den Therapieerfolg erhdhen,
da diese besser mit dem AUC und damit dem pharmakodynamischen Effekt
korrelieren. Aktuell wird in der Routine ein C,-Spiegel aus venésem Blut nur selten
bestimmt. Ublich ist lediglich die Bestimmung des Co-Spiegels. Eine Einhaltung
des Probenahmezeitpunktes (x 15 min) erfordert allerdings eine hohe Compliance
der Patienten, um Messfehler zu vermeiden [72]. Allerdings zeigt gerade auch die
Routine der vendsen Blutentnahme in Praxis, dass diese Zeitvorgabe bei
gleichzeitiger Versorgung mehrerer Patienten kaum eingehalten werden kann. Die
individuelle, vom Patienten durchgefiihrte kapillare Blutentnahme, konnte somit
auch hierbei einen Vorteil bieten. Die Kapillarblutentnahme ist zudem auch bei

Kindern geeignet [69].
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4.3. Pharmakologische Beurteilung

Nach pharmakologischer Beurteilung zeigte ein erheblicher Anteil der Spiegel in
der vorliegenden Studie Werte aul3erhalb des therapeutischen Bereichs (Cyc-Cy
29%; Tac-Co 35%). Ein Grol3teil der Messwerte lag unterhalb des therapeutischen
Bereichs (Cyc-Co 26%; Tac-Cy 34%). Die Dosisanpassungen, die wahrend der
Studie dokumentiert wurden, erlauben den Rickschluss, dass sich nicht alle
Patienten im Steady state befanden. Einige der als Co-Medikation verabreichten
Pharmaka interferieren an den CYP-lsoenzymen, die fir die Resorption und
Elimination der CNIs verantwortlich sind. Ciprofloxacin, Amiodaron und
Clarithromycin sind Inhibitoren der CYP3A-lIsoenzyme. Methylprednisolon und
Carbamazepin hingegen induzieren den Metabolismus. Die Messwerte des TDMs

der Immunsuppressiva sollten auch in dieser Hinsicht bewertet werden.

Der AUC zeigt die hochste Korrelation zu den pharmakodynamischen Effekten
[110]. Die Berechnung erfordert jedoch 8 — 12 Messpunkte [110]. Reduzierte
Probennahmestrategien erleichtern die Bestimmung des AUCs, so dass dieser
beispielsweise an Hand von C,- und C4-Spiegeln berechnet werden kann. Durch
reduzierte Probennahmestrategien ergibt sich die Moglichkeit, NTx-Patienten
engmaschiger zu monitoren. Vorteile bieten beispielsweise die mogliche Bestim-
mung von Co- und C,-Spiegeln fir die individuelle pharmakologische Beurteilung.
Dies kdnnte auch zur Berechnung einer auf den einzelnen Patienten bezogenen

Eliminationshalbwertszeit te;m, fUhren.

Die Berechnung der teim ergaben niedrigere Werte als in der Literatur beschrieben.
Dieses kann auf die Naherung durch das Ein-Kompartiment-Modell, Dosis-
anpassungen sowie den Bezug auf das Dosierungsintervall von 12 h
zuruickzufihren sein. Eine mogliche Fehlerquelle steckt zudem in der artifiziellen
Annahme, der Co- entsprdche dem Ci,-Spiegel. Dazu kann nicht in jedem Fall
sichergestellt werden, dass die Resorption innerhalb der ersten 2 h nach Gabe
vollstandig abgeschlossen ist. In diesen Fallen ergibt sich eine falsch niedrige tejim.
Bei Einbeziehung dieser Aspekte ware eine Probennahme 4 h und 12 h nach
Gabe anzustreben. Die AUC deckt zuséatzlich zur Elimination auch die Absorption
des Pharmakons ab und ware somit der tqim vorzuziehen, bei jedoch erheblich
héherem Messaufwand. Auffallige teim konnen Indizien fur Wechselwirkungen mit

anderen Pharmaka oder genetischen Faktoren liefern. Bei niedrigen tqin kdnnen
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durch eine Verkirzung des Medikationsintervalls Spiegel innerhalb des
therapeutischen Bereichs erreicht werden.

Das Verhéltnis der Co- und C,-Spiegel zu teinm zeigte fur Cyc einen guten
Korrelationskoeffizienten (Abb. 22). Dies ist bei Tac nicht gegeben, da teim in
einem grolReren Bereich streut und die Funktion nicht naherungsweise linear
darstellt (3,7 — 128,9 h) (Abb. 23). Fur das korrigierte Korpergewicht Dy konnte
nur eine schwache Korrelation zu Qc und den Co- und C,-Spiegeln beobachtet
werden. Insbesondere die schwache Korrelation von Dy zu den C,-Spiegeln
unterstreicht die inter- und intraindividuellen Schwankungen in der Resorption der
CNils.

4.4, Ausblick

Zukunftig konnte die Therapieiberwachung bei CNI-Medikation unter Ein-
beziehung einer selbstéandigen Probennahme des Patienten erfolgen, ohne jedoch
den Datenfluss zum behandelnden Arzt zu behindern. Gleichzeitig kdnnten eng-
maschiger Daten erhoben werden, ohne unzumutbaren Aufwand fir den Patienten

und stark erhghten logistischen Aufwand in den medizinischen Einrichtungen.

Die Analytik kbnnte auf weitere Parameter ausgedehnt werden. Hierbei waren vor
allem Kreatinin und Cystatin C sowie weitere Immunsupressiva wie Mycophenolat-
Mofetil, Sirolimus und Everolimus zu nennen. Durch die Einbeziehung von
Kreatinin und/oder Cystatin C in die chromatographische Analyse kdnnten nephro-
toxische Effekte auch bei ambulanten Patienten rechtzeitig ohne zusétzlichen Auf-

wand erkannt werden.

Durch die Verwendung deuterierter interner Standards konnte die Prazision der
Analysenmethode erhdht werden. Das Problem der Homogenisierung des IS mit
der DBS-Probe bleibt jedoch persistent. Mechanische Stanzen stellen eine
Standardisierung der Grof3e des DBS sicher und erhdéhen so die Préazision. Digital-
fotos der Filterkarte boten zusatzlich Moglichkeiten der Qualitatskontrolle und
Dokumentation. Weitere Automatisierungsschritte waren denkbar. Durch neue
cellulosefreie Filterpapiere kénnte die Wiederfindung aus dem DBS verbessert
werden. DBS haben gegentber der Entnahme mit EDTA-beschichteten Kapillaren
den Vorteil der geringeren Infektiositat. Mogliche Lufteinschliisse in der Kapillare

kénnen zu Volumenfehlern fihren. Absorptionseffekte kbnnen sowohl auf Filter-
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karten als auch in Polyethylen- oder Glaskapillaren einen Einfluss haben. Weitere
Untersuchungen zu Matrixeffekten, Wiederfindung und Homogenitdt der DBS
kbnnten weitere Verbesserungen mit sich bringen. Eine Probenvorbereitung in
Form von Séaulenschaltung oder Festphasenextraktion konnte Matrixeffekte
minimieren und somit die Prazision verbessern. Eine Kalibration Uber einen
breiteren Konzentrationsbereich mit &quidistanten Konzentrationsintervallen wére
eine einfache und effektive Mallinahme. Hierzu wéaren die Hersteller solcher
Referenzmaterialien gefordert. Vollblutkalibratoren missen im Labor aus

analytfreien Patientenproben hergestellt werden.

Zur Korrektur der Messwerte aus den DBS an Hand des Hamatokrit missen
weitere Studien folgen. Eine Analyse dieses Einflussfaktors direkt aus den DBS
und nicht wie in dieser Studie durchgefiihrt aus dem vendsen Blut ist anzustreben.
Hierbei kbénnen direkte photometrische Messungen des Spots oder die Analyse
des Hamoglobins zielfiihrend sein.

Durch die einfachere Probennahme im Rahmen der kapillaren Bestimmung kann
zukinftig ein engmaschigeres Monitoring neue Beurteilungsmoglichkeiten
er6ffnen. Fur die Bestimmung von tegim ist jedoch die klinische Relevanz in
weiteren Studien zu belegen. Diese Kenndaten kdonnen in Einzelféllen Aufschluss

uber Komplikationen in der Therapie geben.
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5. Zusammenfassung

Das therapeutische Drug Monitoring von Calcineurininhibitoren stellt einen
wichtigen Faktor zur erfolgreichen Behandlung nierentransplantierter Patienten
dar. In der vorliegenden Promotionsarbeit konnte eine validierte Analyse von
Calcineurininhibitoren aus Trockenblutproben vorgestellt werden, die zur
selbstandigen Blutentnahme durch den Patienten geeignet ist. Die Methode zur
guantitativen Bestimmung aus Trockenblut wurde im Rahmen dieser Arbeit
entwickelt. Die Extraktion der Calineurininhibitoren aus Trockenblutproben wurde
optimiert. Die anschlieRende Methodenvalidation beinhaltete die Bestimmung der
Messbereichsgrenzen, Genauigkeit, Robustheit, Selektivitat und Stabilitdt der
Analyten in Trockenblutproben. Die Ergebnisse zeigten die Eignung der Methode
fur die Routine. Die Validationsdaten gewdahrleisten die Abdeckung des gesamten
therapeutischen Bereichs. Co-Medikationen zeigten keine Interfrenzen. Die
Stabilitat der Analyten wurde Uber 14 Tage belegt.

Die Methode wurde in einer klinischen Studie mit herkdmmlichen
Routinemethoden aus ventsem Blut mittels Liquidchromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie und mit einem Chemilumineszenz-Mikropartikelimmuno-
assay verglichen. Als Probanden dienten je Medikation 34 Patienten mit
insgesamt 589 Cyclosporin A- und 622 Tacrolimus-Messungen. Vitalparameter
wurden dokumentiert und statistisch ausgewertet. Die Messwerte wurden zur

Berechnung pharmakologischer Kenndaten herangezogen.

Zum Methodenvergleich wurden Analysen nach Bland-Altman, Passing-Bablok
sowie nach DIN 53804 durchgefuihrt. Die Messwerte der Vergleichsmethoden
waren fur beide Analyten um 8% bis 23,3% hoher als die der Referenzmethode.
Diese Ergebnisse sind mit Angaben aus der Literatur vergleichbar. Eine
Normierung durch den Hamatokrit ergab Differenzen zwischen -0,5% und 7,3%
und fUhrte zu einer Methodené&quivalenz mit der Referenzmethode.

Die Bestimmung von Calcineurininhibitoren aus Trockenblutproben korreliert mit
der in dieser Arbeit verwendeten immunchemischen Vergleichsmethode. Ihre
besonderen Vorzige liegen in der einfachen Handhabung mit hoher Effizienz fur
Arzt und Patient. Die Blutentnahme kdnnte vom Patienten selbst im h&uslichen
Umfeld durchgefiihrt werden und damit gleichzeitig medizinisches Personal

entlasten. Dies sollte in weiteren klinischen Studien verifiziert werden.
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Aufklarungsbogen zur Studie ,,Quantitative Bestimmung von Calcineurin-Inhibitoren mittels LC-
MS/MS aus Trockenblutproben bei Patienten nach Organtransplantation®

Liebe Patientin, Lieber Patient,

sie sind nierentransplantiert und erhalten eine Immunsuppression mit Cyclosporin (Sandimmun)
oder Tacrolimus (Prograf). Um AbstolRungsreaktionen und Nebenwirkungen dieser Medikamente
moglichst zu vermeiden, sind routinemafige Blutspiegelbestimmungen der Konzentration sehr
wichtig. Hierzu wird lhnen aus einer oberflachlichen Hautvene eine geringe Menge Blut
abgenommen, wie Sie es im Rahmen von sonstigen Blutentnahmen zur Kontrolle z.B. des
Blutbildes gewdhnt sind.

Im Rahmen einer Studie mdchten wir zusatzlich zu Routineverfahren eine moderne Labormethode
(LC-MS/MS) zur Bestimmung der Immunsuppressiva-Blutspiegel anwenden und hiermit
Erfahrungen im Vergleich zu der in der Routine eingesetzten Methode sammeln.

Der Vorteil dieses neuen Verfahrens ist, dass auch Kapillarblut zur Analyse verwendet werden
kann. Es ist vorstellbar, dass ein Tropfen Blut, aufgefangen auf einem Blatt Filterpapier ausreicht,
um eine Konzentrationsbestimmung des Medikaments vorzunehmen. Auch dies wollen wir im
Rahmen der Studie testen. Daher ist es notwendig, dass zusatzlich zur herkémmlichen
Blutentnahme aus der Armvene mit einer sehr kleinen Lanzette ein Stich in lhre Fingerbeere
erfolgt und so etwas Kapillarblut gewonnen wird. Dieses Vorgehen der Kapillarblutgewinnung
kénnte Ihnen von der Bestimmung des Blutzuckers her bekannt sein. Der Stich in die Fingerbeere
ist nicht schmerzhaft und auch nicht mit einem weiteren Risiko fiir Sie verbunden. Die langfristige
Vorstellung ist, dass Patienten selbststandig zu Hause einen Blutstropfen aus der Fingerbeere
gewinnen und ihn auf einem Filterpapier mit der Post in ein Labor zur Analyse einsenden kdnnen.
Unndotige Fahrten zum Arzt und Wartezeiten kdnnten so unter Umstanden unterbleiben.

Die Lagerung des Materials zwischen den Untersuchungen erfolgt bei Niedrigtemperatur.
Die Nutzung lhres Blutes zu Forschungszwecken ist nicht mit einem erhdhten Risiko fir Sie
verbunden.

Weiterhin mdchten wir Sie darauf hinweisen, dass die Studie anonymisiert durchgefuhrt wird.
Dies bedeutet, dass die Herkunft Ihres Blutes flr Dritte nicht ersichtlich ist und auch die Ergebnisse
anonymisiert dokumentiert werden. Das entnommene Blut wird ausschlief3lich fir den
dargestellten Versuch verwendet und verbleibt in einem zertifizierten und akkreditierten Labor
des Studienleiters. Eine Weitergabe an Dritte auRerhalb der Universitat zu Lubeck ist nicht
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vorgesehen. Samtliches Material wird nach Beendigung der Studie verworfen. Die Auswertung
der Ergebnisse erfolgt in der Medizinischen Klinik | der Universitat zu Libeck. Spatere Kontakte zu
Ihnen aufgrund der Ergebnisse bzw. flr weitere Untersuchungen sind nicht vorgesehen.

Falls Sie weitere Fragen zu unserer Studie haben, stehen wir Ihnen natirlich jederzeit gern zur
Verfligung. Zudem mochten wir Sie darauf hinweisen, dass Sie jederzeit ohne Angabe von
Grunden von der Studie zurtcktreten kbnnen.

Mit freundlichen GriRen

Libeck, den 11.03.2009

Priv.-Doz. Dr. med. Jan Kramer, Dr. med. Martin Nitschke
Medizinische Klinik I, Interdisziplindres Transplantationszentrum, UKS-H, Campus Libeck
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Tel.: +49 451 500 3297

Einverstandniserklarung zur Forschungsstudie ,,Quantitative Bestimmung von

Calcineurin-Inhibitoren mittels LC-MS/MS aus Trockenblutproben bei Patienten nach
Organtransplantation®
(Priv.-Doz. Dr. med. J. Kramer, Dr. med. M. Nitschke)

Name:

Geburtsdatum:

Ich bin damit einverstanden, dass von mir entnommenes Blut aus der Armvene bzw. Aus
der Fingerbeere zu Forschungszwecken verwendet wird. Mit Hilfe meines Blutes sollen
Untersuchungen zur Erforschung einer neuen Labormethode unternommen werden.
Uber die Zielsetzung und Risiken bin ich am

von aufgeklart worden.
Unterschrift aufklarender Arzt Unterschrift Patient
Ort, Datum
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Direktor Prof. Dr. med. H. Lehnert

OA Priv.-Doz. Dr. med. J. Kramer
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Tel.: +49 451 500 3297

Dokumentationsbogen zur Forschungsstudie ,,Quantitative Bestimmung von Calcineurin-
Inhibitoren mittels LC-MS/MS aus Trockenblutproben bei Patienten nach
Organtransplantation®

(Priv.-Doz. Dr. med. J. Kramer, Dr. med. M. Nitschke)

Datum:

Patientennummer:

Vitalparameter

Blutdruck: / Puls:
Medikation
CNI: Dosis:

Co-Medikation:

Angaben Gber mdgliche CNI-Nebenwirkungen:
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