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Kurzzusammenfassunqg

Bei Pharmaka mit einer geringen therapeutischen Breite sowie einer variablen
Bioverfugbarkeit ist eine regelméaRige Kontrolle der Wirkstoffe z.B. in Plasma oder im Vollblut
des Patienten eine sinnvolle therapiebegleitende MaRhahme. Weite Verbreitung hat die sog.
therapeutische Arzneimitteliberwachung (therapeutic drug monitoring - TDM) in der
Routineanalytik der  Psychopharmaka, antiretroviralen  Pharmaka  sowie der
Immunsuppressiva gefunden. Generell erfordert das TDM schnelle, robuste sowie
ausreichend sensitive Methoden. Aufgrund der verbesserten Selektivitdt gegenuber
Immunoassays werden beim TDM der Immunsuppressiva immer haufiger
massenspektrometrische Methoden angewandt. Nachteilig bei allen bisherigen Methoden
wirkt sich zum einen die flr den Patienten zeitintensive Probenahme als auch eine fir das
Laborpersonal aufwandige Probenvorbereitung (meist Proteinféllung) aus. Die Bestimmung
von Immunsuppressiva aus getrockneten Blutproben (dried blood spots - DBS) ist ein
moglicher Ansatz, die Probengewinnung zu optimieren. Ein korrekter Probenauftrag (z.B.
ausreichendes Probenvolumen) durch den Patienten ist dabei maf3geblich fir die exakte
Spiegelbestimmung und stellt damit eine betrachtliche Fehlerquelle in der
Spiegelbestimmung dar. Methoden zur simultanen Quantifizierung der Immunsuppressiva
Cyclosporin A, Tacrolimus, Everolimus und Sirolimus aus DBS sind derzeit nicht
beschrieben.

Ziel dieser Arbeit war daher die Entwicklung einer neuartigen, massenspektrometrischen
Methode zur simultanen Quantifizierung oben genannter Immunsuppressiva, die zum einem
dem Patienten eine selbstandige Probenahme ermdglicht und zum anderen eine
automatisierte Probenvorbereitung erlaubt. Daflir wurde ein in Zusammenarbeit mit der
Firma Spark Holland entwickeltes Filterkartuschensystem verwendet. Die entwickelte
Methode bendtigt ein Probevolumen von 10 ul und hat eine Gesamtanalysezeit von 9 min.
Sie setzt sich aus Festphasenextraktion (SPE), chromatographischer Trennung (HPLC) und
massenspektrometrischer Detektion (MS/MS) zusammen. Die entwickelte Methode wurde
erfolgreich eingesetzt, Immunsuppressiva in realen Patietenproben aus Vollblut zu
gquantifizieren. Die ermittelten Konzentrationen stehen dabei in guter Korrelation zu den
jeweils in einer etablierten, konventionellen SPE-HPLC-MS/MS-Methode bestimmten
Blutspiegeln.

Daneben konnte die Anwendbarkeit der Methode auf Plasma-Proben am Beispiel des

Antimykotikums Anidulafungins nachgewiesen werden.

Schlagwadrter: therapeutische ArzneimittelUberwachung, Immunsuppressiva, getrocknete Blutproben,
selbstandige Probenahme, SPE-HPLC-MS/MS



Abstract

A routine measurement of drug levels in patients’ blood or plasma is an important procedure
to achieve optimum therapeutic efficiency for drugs that show a narrow therapeutic range as
well as a variable bioavailability. The so called Therapeutic Drug Monitoring (TDM) is
indicated for example for antipsychotic, as well as antiretroviral and immunosuppressive
drugs. It requires fast, robust and sufficiently sensitive methods. In comparison to
immunoassays, mass-spectrometric methods show improved selectivity and therefore are
widely used for TDM of the immunosuppressive drugs. All existing methods are
disadvantageous on the one hand due to the time-consuming blood collection procedure and
on the other hand due to elaborate sample preparation steps (e.g. protein precipitation) in the
clinical laboratory. The quantitation of immunosuppressive drugs in dried blood spots (DBS)
is a promising technique to optimize sample collection. However, accurate sample
application on a filter paper is important for precise quantitation of drug levels. As a
consequence, in these methods sample application is a serious source of error. Furthermore,
no method for the simultaneous determination of the immunosuppressive drugs
cyclosporin A, tacrolimus, sirolimus, and everolimus in DBS is described so far.

Therefore, the aim of this thesis was the development of a novel, mass-spectrometric
method for the simultaneous determination of the immunosuppressive drugs mentioned
above, which enables patients to accomplish self-dependent blood collection integrates of an
automated sample preparation system. For this purpose, a filter-cartridge device was used,
which was developed in cooperation with the company Spark Holland. The optimized method
has a total run time of 9 minutes and consists of a solid phase extraction (SPE) as well as a
chromatographic separation step (HPLC) followed by mass-spectrometric detection
(MS/MS). A sample volume of only 10 pyl was needed. This newly described method was
successfully applied for quantitation of immunosuppressive drugs in real patient whole blood
samples. The calculated concentrations correlated well with the respective concentrations
determined with an established, conventional SPE-HPLC-MS/MS method.

Furthermore, the practicability of the optimized method could be proven for plasma samples

containing the antifungal drug anidulafungin.

Keywords: Therapeutic Drug Monitoring, Immunosuppressants, Dried Blood Samples, Self-
dependend Sample Collection, SPE-HPLC-MS/MS
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1 Zielsetzung

Organtransplantationen sind heute zu etablierten Therapieverfahren geworden, um bei
Erkrankungen wie chronischer Niereninsuffizienz, Endzustand von Kardiomyopathien,
zystischer Fibrose der Lunge oder im Falle von Leberzirrhose dem Patienten ein langjahriges
Uberleben zu sichern. Diese Entwicklung ist vor allem einer verbesserten Immunsuppression
zur Verhinderung von AbstoRungsreaktionen zu verdanken. Zu den wichtigsten
Immunsuppressiva zahlen u.a. die Calcineurin-Inhibitoren Cyclosporin A und Tacrolimus
sowie die mTOR-Inhibitoren Sirolimus und Everolimus.

Aufgrund des CYP3A4-Metabolismus’ und der engen therapeutischen Breite dieser
Pharmaka ist eine lebenslange Arzneimitteliberwachung (TDM) nétig. In der Praxis werden
fir das TDM der Immunsuppressiva sowohl Immunoassays als auch
Hochdruckfliissigchromatographie-Massenspektrometrie eingesetzt, wobei in der Regel die
Wirkstoffspiegel im Blut direkt vor der Gabe der nachsten Dosis (CO-Spiegel) bestimmt
werden. Das Untersuchungsintervall betragt in der stabilen postoperativen Phase etwa drei
Monate, ist jedoch abhéngig von dem gesundheitlichen Zustand des Patienten. Auch
Anderungen in der Begleitmedikation oder Dosisanpassungen machen zusétzliche
Spiegelbestimmungen notwendig. Jede Routineuntersuchung ist dabei mit zwei
Arztbesuchen verbunden, da wéhrend des ersten Besuchs nur die Blutabnahme
durchgefuhrt wird und erst bei dem zweiten Arztbesuch die Laborergebnisse der
Spiegelbestimmung besprochen werden konnen. Dies hat fur den Patienten einen
erheblichen Zeitaufwand zur Folge. Besonders stellt dies fur schulpflichtige Kinder ein
Problem dar, da diese, bedingt durch die Arztbesuche, haufig nicht am Unterricht teilnehmen
konnen.

Die Bestimmung von Immunsuppressiva aus getrockneten Blutproben (DBS) ist ein
madglicher Ansatz, die Probengewinnung zu optimieren. Hierbei wird auf einem Filterpapier
getrocknetes Kapillarblut (z.B. aus der Fingerbeere) verwendet, welches vom Patienten
selbststandig zu Hause abgenommen und an das zustandige Labor verschickt werden kann,
so dass zum Arzttermin die Laborergebnisse bereits vorliegen. Ein korrekter Probenauftrag
(z.B. ausreichendes Probenvolumen) durch den Patienten ist dabei mafgeblich fir die
exakte Spiegelbestimmung und stellt damit eine betrachtliche Fehlerquelle in der
Spiegelbestimmung dar.

Ziel dieser Arbeit ist daher die Entwicklung einer robusten SPE-HPLC-MS/MS-Methode zur
routinemafigen Bestimmung von Immunsuppressiva (Cyclosporin A, Tacrolimus, Sirolimus,
Everolimus) im Rahmen des TDM aus getrockneter Matrix, auf die eine eventuell fehlerhafte
Probenahme durch den Patienten einen nur geringen Einfluss hat. Ferner soll eine

aufwandige manuelle Probenvorbereitung, wie das Ausstanzen der Probe oder die

1



Zielsetzung

Extraktion der Analyten von dem Filterpapier, durch eine automatisierte Extraktion ersetzt
werden. Daflr wird in Zusammenarbeit mit der Firma Spark Holland ein Kartuschensystem
entwickelt. Auf eine spezielle Filterkartusche kann dabei mit einer Kapillarpipette ein
definiertes Probenvolumen aufgetragen, getrocknet und anschlieBend an das Labor
verschickt werden. Ein interner Standard wird gemeinsam mit der Probe appliziert und
erlaubt so eine vom Probenvolumen unabhangige Auswertung.

Die Methodenoptimierung soll hinsichtlich der eingesetzten Saulen- und Eluentensysteme
aufbauend auf der in der Routinediagnostik (Institut fir Pharmakologie, Medizinische
Hochschule Hannover) verwendeten SPE-HPLC-MS/MS-Methode durchgefihrt werden.

Im Fokus der Methodenentwicklung stehen zunachst die Extraktion der Analyten von dem
Filtermaterial sowie der automatisierte Transfer auf die SPE-Kartusche. Weitere Schritte wie
die chromatographische Trennung, sowie Verschleppungs- und Matrixeffekte sollen
zusatzlich optimiert werden.

Da in diesem Kartuschensystem nur eine geringe Probenmenge (5 — 10 ul) bendtigt wird,
konnten Untersuchungen in Kleintiermodellen einen weiteren Einsatzbereich dieses Systems
darstellen. Die Mdoglichkeit, Substanzen auch in Plasma zu quantifizieren, soll mit der

Modellsubstanz Anidulafungin, einem neuartigen Antimykotikum, untersucht werden.



2 Einleitung

2.1 Immunsuppressiva

Immunsuppressiva werden in der postoperativen Behandlung organtransplantierter Patienten
eingesetzt, um AbstolRungsreaktionen des Korpers gegen das Transplantat zu unterdriicken.
Haufig verordnete Pharmaka dieser Gruppe sind Cyclosporin A, Tacrolimus, Sirolimus und
Everolimus. Ihre Molekdlstruktur ist in Abbildung 2-1 gezeigt. Cyclosporin A ist ein
monozyklisches, unpolares und sehr lipophiles Polypeptid, bestehend aus 11
Aminosauren®). Synthetisiert wird es von dem Pilz Hypocladium inflatumgams®**.

Tacrolimus ist ein hydrophobes, makrozyklisches Lacton mit einem hemiketal-maskierten
a, B-Diketoamid in einem 23-gliedrigen Ring!*®, welches aus dem Bakterium Streptomyces
tsukubaensis isoliert werden kann. Sirolimus und Everolimus sind strukturell mit Tacrolimus
verwandt. Beides sind 31-gliedrige Makrolactone, die sich voneinander nur durch einen
polaren  2-Hydroxyethyl-Substituenten an Position 40 des Sirolimusmolekiils™®*

unterscheiden.

“?ﬁ %

Cyclosporin A Tacrolimus

Sirolimus

Everolimus

Abbildung 2-1: Strukturformeln der Immunsuppressiva Cyclosporin A, Tacrolimus, Sirolimus und
Everolimus 3727374



Einleitung

Die Immunsuppressiva lassen sich anhand ihres Wirkmechanismus in zwei Gruppen
einteilen: die Calcineurin-Inhibitoren (Cyclosporin A und Tacrolimus) sowie die mTOR-
Inhibitoren (Sirolimus und Everolimus).

Der Calcineurin-Inhibitor Cyclosporin A wird seit den frihen 80er Jahren in der Therapie
organtransplantierter Patienten unter dem Handelsnamen Sandimmun® eingesetzt™™ 012 413,
Es konnte gezeigt werden, dass Cyclosporin A nach Aufnahme in die T-Lymphozyten mit
hoher Affinitat an ein zelleigenes, zytosolisches Protein aus der Gruppe der Immunophiline,
das Ciclophilin, bindet®. Dieser Cyclosporin A/Ciclophilin-Komplex lagert sich wiederum an
die calcium- und calmodulinabhangige Serin-/Threonin-Phosphatase Calcineurin an und
hemmt deren Phosphataseaktivitat!'®**'“. Calcineurin wird als ein Schliisselenzym in T-
Lymphozyten angesehen™'%. Es spaltet in T-Zellen zwei Phosphatgruppen vom nukleéren
Faktor aktivierter T-Zellen (NF-AT) ab®®, so dass dieser in der Lage ist, die Kernmembran zu
passieren und die Transkription von IL-2, dem Wachstumsfaktor fir T-Zellen, zu aktivieren.
Durch Hemmung der Phosphataseaktivitat von Calcineurin wird dieser Signalweg
unterbrochen, es findet keine IL-2-Synthese statt und die Proliferation der Lymphozyten wird
unterbunden®*°4,

Trotz fehlender Strukturdhnlichkeiten gehért Tacrolimus (friher FK 506; Handelsname:
Prograf®) wie Cyclosporin A zu den Calcineurin-Inhibitoren, wobei es eine 100-fach héhere
Potenz als dieses aufweist™*Y. Es bindet an das Immunophilin FK-Bindungsprotein-12
(FKBP-12, Makrophilin). Dieser Komplex hemmt ebenso wie der Cyclosporin A/Ciclophiolin-
Komplex die Aktivitdt des Calcineurin-Calmodulin-Komplexes, was schlie3lich in einer
Unterdriickung der IL-2-Synthese resultiert. Daneben besteht die immunsupprimierende
Wirkung von Tacrolimus in einer Hemmung der B-Lymphozyten-Aktivierung durch Blockade
der TNF-a-Gentranskription*0:16:13:51

Strukturell mit Tacrolimus verwandt sind die mTOR-Inhibitoren Sirolimus (Rapamycin;

[17,18,9,19,8,7

Rapamune®) und Everolimus (RAD, Certican®) ], Ebenso wie Tacrolimus binden

Sirolimus und Everolimus an das FKBP-1212021:22]

Allerdings lagert sich der dabei
ausgebildete Komplex nicht an ein Immunophilin an und wirkt daher nicht als Calcineurin-
Inhibitor??, so dass die Synthese von IL-2 nicht beeinflusst wird. Stattdessen hemmt
Sirolimus eine zytosolische Serin-/Threonin-Kinase (MTOR - mammalian target of
rapamycin). Diese Kinase phosphoryliert die Serin/Threonin-Kinase p70-S6 und ermoglicht
so die Translation von Zyklinen, die eine wichtige Rolle in der Steuerung der Zellproliferation
spielen. Durch Hemmung von mTor wird nun eine interleukinvermittelte Aktivierung der p70-
S6-Kinase unterbunden. Es erfolgt keine Proliferation der T-Zelle, die stattdessen in der G1-

Phase arretiert 242324,
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Aufgrund der synergistischen Eigenschaften von Cyclosporin A bzw. Tacrolimus und
Sirolimus bzw. Everolimus wird in der Therapie haufig eine Kombination dieser Praparate
eingesetzt.

Die orale Bioverfligbarkeit der Immunsuppressiva ist grof3en inter- und intraviduellen
Schwankungen unterlegen**®?¢ Fiir Cyclosporin A und Tacrolimus liegt sie zwischen 4 %
und 89 %, Die Eliminationshalbwertzeit beider Pharmaka betragt im Mittel 12 Stunden!®*.
Fur Sirolimus und Everolimus wurden vergleichbare Bioverfligbarkeiten nach oraler Gabe
von im Mittel 15 %*?® bzw. 16 %® bestimmt. Allerdings liegt die Eliminationshalbwertzeit
von Everolimus mit 18 - 35 Stunden deutlich unter der des Sirolimus (62 Stunden), was eine
zweimalige Gabe pro Tag von Everolimus erfordert”*%"],

Die Metabolisierung der Immunsuppressiva Cyclosporin A, Sirolimus, Tacrolimus und
Everolimus erfolgt hauptséchlich uUber das hepatische CYP3A4-System in zahlreiche
Metabolitel'6428:51.17.2629.18.30.3L86] - Farner sind sie Substrate fir das Transportprotein P-
Glycoprotein (P-gp). Sowohl CYP3A4 als auch P-gp sind vornehmlich in der Leber und in
den Enterozyten des Diinndarms lokalisiert®%#33  ynd interagieren dort auf
unterschiedliche Weise. Zum einen transportiert P-gp Pharmaka aus den Enterozyten hinaus
und wieder hinein, was die Wahrscheinlichkeit erhoht, von CYP3A4 metabolisiert zu werden.
Zum anderen héalt P-gp die intrazellulare Konzentration der Pharmaka in den Enterozyten im
Kapazitatsbereich von CYP3A4™ und steigert so dessen Umsatzeffizienz. Es ist bekannt,
dass andere Medikamente oder Nahrungsmittel dieses Stoffwechselsystem sowohl
aktivieren als auch inhibieren kdénnen, was zu schwankenden Wirkstoffspiegeln fuhrt.
Antimykotika wie Fluconazol, Itraconazol, Posaconazol und Voriconazol, die bei
organtransplantierten Patienten haufig zur Prophylaxe oder Therapie invasiver
Pilzinfektionen eingesetzt werden, hemmen CYP3A4 und haben daher erhéhte
Wirkstoffspiegel der Immunsuppressiva zur Folge®*Y. Auch die Einnahme von
Johanniskrautextrakten zur Behandlung leichter Depressionen beeinflusst die
Bioverflugbarkeit der Immunsuppressiva. Hypericin, ein Bestandteil dieser Extrakte, ist ein
Induktor von CYP3A4 und verringert somit den Wirkstoffspiegel dieser Pharmaka!*>*?l. Auch
die gleichzeitige Gabe von Sirolimus bzw. Everolimus und Cyclosporin A kann zu
veranderten Wirkstoffspiegeln dieser Pharmaka fiihren'®, weshalb Sirolimus (bzw.
Everolimus) um vier Stunden zeitversetzt zur Cyclosporin A-Gabe verabreicht wird.

Neben seiner immunsupprimierenden Wirkung sind von Cyclosporin A zahlreiche
unerwinschte Wirkungen bekannt. In der Literatur werden dosisabhéangige Nephro-, Neuro-,
Hepato-, und Kardiotoxizitat sowie Tremor, Hirsutismus, Gingivahyperplasie und Odeme
beschrieben™*. Dabei kommt der Nephrotoxizitat die grote Bedeutung zut®*?***3 Aufgrund

des ahnlichen Wirkmechanismus gleichen die unerwinschten Wirkungen von Tacrolimus
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denen des Cyclosporins A, sind jedoch weniger stark ausgepragt. Gingivahyperplasie und
Hirsutismus wurden beim Tacrolimus nicht beobachtet™.

Fur Sirolimus und Everolimus werden als wichtigste unerwinschte Wirkungen
Hypercholesterinamie, Hypertriglyceridamie, Anamie, Thrombozytopenie, Lymphocele und
Wundheilungsstérungen angegeben!"4461,

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass alle hier aufgeflihrten Immunsuppressiva eine
auRerst variable Bioverfugbarkeit aufweisen, was hauptsachlich auf ihre Metabolisierung
Uber das CYP3A4-System zuriickzufiihren ist. Da die Immunsuppressiva zudem einen relativ
engen therapeutischen Bereich haben, ist eine routinemaRige Kontrolle der Blutspiegel
dieser Medikamente nétig, fur Sirolimus sogar gesetzlich vorgeschrieben*®%24’1 Die
angestrebten CO-Spiegel, d. h. der Spiegel direkt vor der nachsten Pharmakongabe, der

Immunsuppressiva sind in Tabelle 2-1 zusammengefasst.

Tabelle 2-1: CO-Zielspiegel der Inmunsuppressiva (i n Vollblut) 222

Cyclosporin A Tacrolimus Sirolimus Everolimus

CO0-Zielspiegel [ng/ml] 100 — 400 5-12 4-12 3-8

2.2 Therapeutische Arzneimitteliiberwachung (TDM)

2.2.1 Allgemeines

Mit der therapeutischen Arzneimitteliberwachung (therapeutical drug monitoring - TDM)
bezeichnet man die therapiebegleitende Spiegelbestimmung von Medikamenten z. B. in Blut,
Plasma oder Serum. Es ist ein wichtiger Bestandteil in der langfristigen Behandlung mit
Pharmaka, die ein enges therapeutisches Fenster haben, deren Bioverfligbarkeit grofRen
inter- und/oder intraindividuellen Schwankungen unterliegt oder die Interaktionen mit
anderen  Medikamenten oder auch Nahrungsmitteln  aufzeigen. Durch die
Spiegelbestimmung wird eine individuelle Dosisanpassung an bestimmte Zielspiegel
ermdglicht, so dass die Therapie optimiert und gleichzeitig das Risiko von unerwiinschten
Wirkungen minimiert werden kann. Eine wichtige Voraussetzung dafiir ist eine eindeutige
Korrelation zwischen dem ermittelten Wirkstoffspiegel und den pharmakologischen bzw.
toxischen Effekten. Weite Verbreitung hat das TDM in der Routineanalytik der
Immunsuppressiva, antiretroviraler Pharmaka sowie der Antidepressiva gefunden.

Generell erfordert das TDM eine schnelle, einfache und automatisierte Analysemethode, die
zudem robust und ausreichend sensitiv ist. Zu diesem Zweck werden haufig Immunoassays

eingesetzt. Da diese jedoch den Nachteil haben, dass die verwendeten Antikérper mit den
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Analytmetaboliten kreuzreagieren kdénnen****>4, finden immer haufiger chromatographische

Methoden wie die Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) Verwendung™?.

2.2.2 TDM der Immunsuppressiva

Eine regelmafRige Konzentrationsbestimmung der Immunsuppressiva im Blut ist aus den
oben beschriebenen Grinden eine wichtige therapiebegleitende MafRnahme in der
postoperativen Phase organtransplantierter Patienten. Da die Immunsuppressiva
hauptsachlich in den Erythrozyten vorliegen!®?51%1%%% erfolgt die Spiegelbestimmung dieser
Pharmaka in venésem Vollblut, dem EDTA als Antikoagulans zugesetzt wird!?®.

Generell wird bei den Immunsuppressiva der Talspiegel (CO-Spiegel) bestimmt, d. h. die
Blutabnahme wird direkt vor der Gabe der nachsten Dosis durchgefiihrt. Beim Sirolimus,
Everolimus und Tacrolimus Kkorreliert dieser Wert gut mit dem pharmakologischen
Effekt!"162°% Beim Cyclosporin A konnte eine solche Beziehung bisher nicht nachgewiesen
werden. Es hat sich gezeigt, dass stattdessen der C2-Wert, d. h. der Wert zwei Stunden
nach der letzten Dosis, gut mit der Rate der akuten Transplantatabsto3ungen korreliert.
Allerdings ist die Abnahme des C2-Wertes schwierig, da bereits Abweichungen von wenigen
Minuten zu verféalschten Ergebnissen fihren kénnen. In der Praxis wird deshalb auch fir
Cyclosporin A meist der CO-Spiegel fiir das TDM herangezogen!*®*>l,

Den Labors stehen fir das TDM der Immunsuppressiva im Wesentlichen zwei verschiedene

sbZ5%6l quf der einen Seite werden

Messmethoden zur Verfigung. Die Immunoassay
kommerziell hergestellt und sind in hohem Maf3e automatisiert. Auf der anderen Seite steht
die Hochdruckflissigchromatographie (HPLC), die mit einem UV-Detektor oder einem
Massenspektrometer?® als Detektor gekoppelt wird. Beide Messmethoden haben Vor- und
Nachteile, die gegeneinander abzuwagen sind. Immunoassays sind einfach und schnell in
der Durchfiihrung. Da sie kommerziell hergestellt werden, obliegt die Qualitatssicherung dem
Hersteller. Durch die kommerzielle Herstellung werden jedoch auch die Art des Tests sowie
das Spektrum der moglichen Analyten durch den Hersteller vorgegeben. Ein entscheidender
Nachteil der Immunoassays ist die Kreuzreaktivitat der verwendeten Antikérper mit den

nl16:28]

Metaboliten und anderen &hnlichen Verbindunge Cyclosporin-A-Assays zeigen

beispielsweise Kreuzreaktivititen mit einigen Metaboliten dieses Pharmakons?®**¥

, was zu
einer Uberschatzung des Cyclosporinspiegels filhrt. Gleiches gilt fir die Bestimmung von
Tacrolimus ®%. Auch der Immunoassay fiir Sirolimus bzw. Everolimus zeigt aufgrund der
grolRen Strukturahnlichkeit der beiden Pharmaka Kreuzreaktivitaten mit dem jeweils anderen
Pharmakon. Dieses kann vor allem bei der Umstellung von dem einen auf das andere

Medikament problematisch werden®52,
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Die LC-MS/MS stellt die zeitaufwandigere der beiden Messmethoden dar. Da die
Analysemethoden im Allgemeinen im Labor selbst entwickelt werden, ist die Qualitat der
Messung abhangig vom durchfithrenden Labor®"*®. Auch ist die Erstanschaffung der Geréte
teuer?®. Ein entscheidender Vorteil der LC-MS/MS ist die hohe Spezifitat der Analysel”.
Durch chromatographische Trennung der Analyten von deren Metaboliten werden
Interferenzen bei der Detektion weitgehend vermieden®°*?¢l. zZudem koénnen durch
geeignete Analysemethoden mehrere Analyten simultan bestimmt und dadurch die Kosten
pro Analyse gesenkt werden®*. Aus diesen Griinden stellt die HPLC-MS/MS eine wichtige
Alternative zu den Immunoassays dar.

LC-MS/MS st bereits seit dem Jahr 1996 als Methode fur TDM von Immunsuppressiva
erprobt worden™>%. Die Methoden zur Detektion der Einzelsubstanzen® ™ sind ebenso
beschrieben worden wie die simultane Bestimmung mehrere Immunsuppressival’?4,

Die publizierten Methoden zeigen dabei wenige Unterschiede. Die Methoden bestehen im
Wesentlichen aus vier Schritten: der Proteinfallung, der Probenaufreinigung, einer
chromatographischen Trennung und schlief3lich der Detektion.

In dem ersten Schritt, der Proteinfallung, werden 100 — 1000 pl mit EDTA versetztes venodses
Vollblut mit einem Fallungsreagenz behandelt. Als Fallungsreagenz finden Methanol,
Acetonitril sowie Gemische aus beiden Verwendung. Auch der Zusatz von Zinksulfat wird
beschriebenl® 727463647879 " pie mit Fallungsreagenz versetzte Probe wird gemischt und
anschlieRend zentrifugiert. Die weitere Aufreinigung des Uberstandes wird mittels
Festphasenextraktion (SPE — solid phase extraction) realisiert. Die Aufreinigung kann dabei
manuell (offline) oder automatisiert (online) erfolgen. Dabei werden hauptséchlich C8- bzw.
C18-SPE-Séaulen eingesetzt. Aber auch die Aufreinigung iber Kopolymere (Oasis HLB®)
oder auch tiber Perfusions-Saulen (POROS)"®8Y wird beschrieben. Die chromatographische
Trennung erfolgt isokratisch auf einer C8- oder C18-Phase®®®! durch
Umkehrphasenchromatographie (reversed phase — RP). Als Eluent wird 80-97% Methanol

eingesetzt. Haufig verwendete Additive sind Natriumformiat® ", Ammoniumformiat!®”"483

[58,59,65,76,79,81], [67,74]_ [60,81]

oder —acetat sowie Ameisen oder Essigsaure . Die lonisierung der
Analyten erfolgt ausnahmslos im positiven Modus, wobei abhéngig von der Wahl der
Additive Natrium- bzw. Ammoniumaddukte der Analyten gebildet werden. Altere
Publikationen beschreiben die Detektion im SIM-Modus (selected ion monitoring), in dem die

69.72.73,7478] - Mittlerweile hat

Analytionen ohne weitere Fragmentierung detektiert werden!®”
sich jedoch die Verwendung von Tandem-Massenspektrometern etabliert, so dass die
Analyse im SRM-Modus (single reaction monitoring) durchgefuihrt werden kann. In diesem
Modus wird zuné&chstl das Vorlauferion des Analyten selektiert, fragmentiert und

anschliel3end das dabei entstehende analytspezifische Fragmention detektiert, wodurch sich
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die Selektivitat der Messung gegenlber dem SIM-Modus deutlich

Verbessert[58,59,64,75,77,79,81,83]

Das hat auch zur Folge, dass Matrixbestandteile gleicher
(Vorlauferionen-)Masse von den Analytmassen unterschieden werden kénnen, so dass
chromatographische Uberlagerungen beider Substanzen nur einen geringeren Einfluss auf
das Messergebnis haben. Aus diesem Grund konnten in der Tandem-Massenspektrometrie
Probenvorbereitungszeiten sowie die Dauer der Chromatographie deutlich verkirzt werden.
Die Verwendung eines internen Standards ist ein wichtiger Bestandteil in der Quantifizierung
von Substanzen. Der interne Standard soll mogliche systematische sowie statistische
Unregelmafigkeiten in der Probenvorbereitung und der Messung ausgleichen. Er wird dem
Extraktionsreagenz zugesetzt und durchlduft gemeinsam mit den Analyten das gesamte
Analyseverfahren. Verbindungen, die als interne Standards in der Quantifizierung der
Immunsuppressiva  verwendet werden, sind u.a.. 28-O-Acetylsirolimus, 32-
Demethoxysirolimus, Cyclosporin D und Ascomycin, die eine &hnliche Struktur wie die
Analyten haben (s. Abbildung 2-2)8597t7083  Daneben wird die Verwendung von
isotopenmarkierten Analoga der Analyten (d3-Sirolimus, d12CSA) als interne Standards
beschrieben™ %" Diese haben den Vorteil, dass sie das gleiche Elutions- und
lonisierungsverhalten wie die jeweiligen Analyten aufweisen, wodurch sich der Einfluss von
Matrixeffekten auf das Analysenergebnis minimiert. Die in dieser Arbeit verwendeten
internen Standards sind Ascomycin und Cyclosporin D sowie die isotopenmarkierten
Analoga des Cyclosporin A (d12CSA) und des Everolimus (13c2d4RAD).
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Cc” ey ]

Cyclosporin D d12CSA

32-Demethoxy-Sirolimus 28-0-Acetyl-Sirolimus

OH
pEc—b

p3c—p
/

Ascomycin 13c2d4RAD

Abbildung 2-2: Strukturformeln der fur die Quantifiz ierung von Immunsuppressiva verwendeten internen
Standards — Cyclosporin D, Ascomycin, 32-Demethoxysi  rolimus, 28-O-Acetylsirolimus #%*" sowie die
isotopenmarkierten Analoga d12CSA und 13c2d4RAD ~ [129130)
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2.3 Alternative Probenahmekonzepte

2.3.1 Quantifizierung von Pharmaka aus getrockneten Blutproben

Die Probenahme in Form von getrockneten Blutproben (dried blood spots - DBS) ist ein
tibliches Verfahren beim Neugeborenenscreening™??*?¥. Auch im Rahmen des TDM wurden
Anwendungen fiir verschiedene Pharmaka, wie antiretrovirale Pharmaka®®,
Antiepileptika® sowie Antituberkulotika® beschrieben.

Bei der Quantifizierung von Pharmaka aus getrockneten Blutproben wird ein Blutstropfen auf
eine Filterkarte aufgetragen und auf dieser vollstandig getrocknet. Die Filterkarte kann
anschlieBend zur Analyse in einem handelsublichen Briefumschlag in ein Labor verschickt
werden. Im Labor wird fur die Analyse eine definierte Flache aus dem Blutspot ausgestanzt.
Die Analyten werden von der Filterkarte mit einem den internen Standard enthaltenen
Extraktionsreagenz extrahiert und nach weiterer Aufarbeitung quantifiziert. Die DBS-Methode
erfordert ein geringeres Probenvolumen, was prinzipiell die Verwendung von Kapillarblut
anstelle von vendsem Blut erméglicht!®>%%,

Die Vorteile dieses Verfahrens liegen fir den Patienten vor allem in der Mdglichkeit, die
Blutabnahme selbststandig zu Hause durchfiihren zu kénnen, so dass die Testresultate bei
der nachsten Routineuntersuchung dem Arzt bereits vorliegen. Durch die selbststandige
Blutabnahme wird zudem die aufwandige Aufnahme von Konzentrations-Zeit-Kurven (AUC)
deutlich erleichtert. Des Weiteren wird von den meisten Patienten die Entnahme von
Kapillarblut aus der Fingerbeere oder auch aus dem Ohrlappchen im Vergleich zur vendsen
Blutabnahme als weniger unangenehm empfunden!®®%2.

Die Bestimmung von Immunsuppressiva aus DBS ist derzeit nur in wenigen Publikationen
beschrieben®***'%l Eine wichtige Voraussetzung fiir diese Methode ist eine gute Korrelation
zwischen den Messergebnissen aus Kapillarblut und venésem Blut. Dieses konnte fir
Cyclosporin A und Tacrolimus bereits gezeigt werden®®%2.

Lampe et al. verdffentlichten bereits 1987 eine Methode, die es erlaubte,
Cyclosporinkonzentrationen  aus  getrockneten  Kapillarblutproben  mittels  eines
Radioimmunoassays zu bestimmen®. Die erste HPLC-MS/MS-Applikation zur
Quantifizierung von Cyclosporin A in getrockneten Blutproben, mit der sich
zufriedenstellende Eichreihen (Korrelationsfaktor R? = 0,9957) erhalten lie3, wurde 2001 von
Cooper et al. veréffentlicht™®. In einer weiteren Veréffentlichung wurde die Bestimmung von
Tacrolimus aus DBS mit anschlieRender massenspektrometrischer Analyse beschrieben®?,
wobei die Blutabnahme zum einen durch eine Arzthelferin zum anderen von den Patienten
selbststandig durchgefiihrt wurde. Es zeigte sich, dass fur beide Falle vergleichbare
Tacrolimusspiegel bestimmt werden konnten™. Ebenso spiegelte die Bestimmung einer

AUC,.;, die gute Korrelatation zwischen venésem und Kapillarblut wider!*%®!.
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Eine validierte Methode zur Quantifizierung von Everolimus aus DBS wurde 2008
publiziert®®. Die Behandlung des Filterpapiers mit einer Ldsung aus Plasmaprotein,
Ammoniumacetat und Ameisensdure erwies sich dabei als vorteilhaft, um unerwinschte

Adsorptionseffekte des Analyten an dem Filterpapier zu vermeiden.

Die linearen Bereiche in den vertffentlichten Methoden liegen fur Cyclosporin A zwischen
0 und 1500 ng/mI**® bzw. 25 und 1440 ng/mI®*, fir Tacrolimus zwischen 1 — 30 ng/mI® und
fur Everolimus zwischen 2—30 ng/ml®¥. Damit (iberstreichen sie die vorgegebenen
Zielspiegel dieser Pharmaka (vgl. Tabelle 2-1).

Diese Ergebnisse machen deutlich, dass eine Spiegelbestimmung von Immunsuppressiva
aus getrockneter Matrix prinzipiell moglich ist. Ein Nachteil der DBS-Methode ist jedoch,
dass bei diesem Verfahren das Probevolumen fir die Analyse durch die Grol3e der im Labor
ausgestanzten Flache definiert wird. Daher ist es fir eine fehlerfreie Bestimmung von
Pharmaka aus DBS entscheidend, dass der Patient das Blut korrekt auf die Filterkarte
auftragt. Nur wenn der Blutstropfen einen homogenen und symmetrischen Punkt auf beiden
Seiten der Filterkarte bildet, kénnen reproduzierbare Messergebnisse erzielt werden. Der
korrekte Probenauftrag kann in der Praxis fir den Patienten jedoch problematisch sein, was
verfalschte Spiegelbestimmungen zur Folge hat™*.

Zudem besteht derzeit keine Methode zur Bestimmung von Sirolimus bzw. zur simultanen
Bestimmung der vier Immunsuppressiva aus getrockneten Blutproben. Da in der Therapie
aber haufig Kombinationen z.B. von Sirolimus oder Everolimus mit Tacrolimus oder
Cyclosporin A zum Einsatz kommen, ist es fur das TDM sinnvoll, alle Substanzen aus einer
Probe bestimmen zu kdnnen.

Ein groRer Vorteil bei der Verwendung von getrockneten Blutproben, ist die geringe
Probenmenge, die dafir bendtigt wird. Diese Methode ist daher auch geeignet,

pharmakokinetische Studien in Kleintiermodellen durchzufihren.

2.3.1.1 Anidulafungin als Modellsubstanz in Plasma

Anidulafungin ist ein neues Antimykotikum aus der Klasse der Echinocandine. Es ist indiziert
bei Infektionen sowohl mit Candida spp. als auch Aspergillus spp., wobei es sich auch gegen
solche Stamme wirksam gezeigt hat, die resistent gegen Azole (z.B. Fluconazol) und
Polyene (wie Amphothericin) sind!%¢°7¢,

Der Wirkmechanismus von Anidulafungin basiert auf einer Hemmung der (1,3)-B-D-glucan-
synthase. Da (1,3)-B-D-Glucan ein essentieller Zellwandbestandteil von Pilzen ist, bewirkt
eine Hemmung dieses Enzyms einen Stabilitatsverlust der Zellwand, was schlie3lich zum

Zelltod fuihrt™*°%,
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Anidulafungin ist ein wasserunldsliches, semisynthetisches Derivat des Echinocandin-Kerns.
Seine Struktur ist in Abbildung 2-3 gezeigt'?” 110111112141 " gein relatives Molekulargewicht
betragt 1140.24 Da. Aufgrund seiner geringen Bioverfligbarkeit nach oraler Gabe wird
Anidulafungin parenteral verabreicht®.

Pharmakokinetische Studien in Tiermodellen ebenso wie in klinischen Studien deuten darauf
hin, dass Anidulafungin eine vorhersagbare dosisabhéngige Plasmakonzentration
aufweist™*314  Des Weiteren scheint es keinen Einfluss auf die Metabolisierung von
Immunsuppressiva wie Cyclosporin A zu haben. Fur pharmakokinetische Studien wurden
sowohl HPLC-UV als auch HPLC-MS/MS-Methoden zur Quantifizierung von Anidulafungin
verwendet. Da Anidulafungin auf einer C18-RP-Saule ein @hnliches Retentionsverhalten wie
die Immunsuppressiva zeigt [nveroffentichte Datenl - giante es in dieser Arbeit als Modellsubstanz

fur die Quantifizierung von Pharmaka in Plasma.

CHj

HO
Anidulafungin

Abbildung 2-3: Strukturformel von Anidulafungin ™
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2.3.2 Alternative Probenahme - Konzept der Fa. Spar  k Holland

Zu Beginn dieser Arbeit wurde mit der Firma Spark Holland ein Konzept entwickelt, das
mogliche Fehlerquellen bei der Probenahme und der Herstellung von getrockneten Blut-
bzw. Plasmaproben minimieren soll. Abbildung 2-4 zeigt den schematischen Aufbau dieses
Systems, dessen wesentliche Bestandteile eine mit einem Filtermaterial gefullte Kartusche

sowie eine Kapillarpipette sind.

Filterkartusche Barcode

Kolben

PR
Offnung

Kapillarpipette

Abbildung 2-4: Aufbau des Probenahmesystems konzipie rt in Zusammenarbeit mit der Firma Spark
Holland (modifizierte Abbildung der Fa. Spark Hollan  d)

Wie beim DBS kann auch hier die Blutabnahme von dem Patienten selbst durchgefihrt
werden. Die Probenahme erfolgt in mehreren Schritten (Abbildung 2-5). Zunachst wird durch
perkutanes Einstechen in die Fingerbeere oder in das Ohrlappchen mit einer Lanzette ein
Blutstropfen gewonnen. Dieser wird von der Kapillare aufgenommen. Anschliel3end wird das
Blut durch Abdecken der Offnung an der Riickseite des Kolbens auf die Filterkartusche
Ubertragen. Nach VerschlieRen des Rohrchens kann das komplette System an ein Labor
verschickt werden, in dem die Analyse der Blutprobe durchgefuhrt wird. Ein auf Réhrchen
und Filterkartusche aufgebrachter Barcode soll die Erfassung der Patientendaten im Labor

vereinfachen und Verwechslungen mit anderen Patientenproben ausschlie3en.
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A B C D

Abbildung 2-5: Schematischer Ablauf der Probengewinnu ng: (A) das Kapillarblut wird in die
Kapillarpipette aufgezogen (B) das Blut wird durch VerschlieRen der oberen Offnung und vorsichtiges
Herunterdriicken des Kolbens auf die Filterkartusche Ubertragen (C) das komplette System wird mit
einem Deckel verschlossen und in ein Labor verschic kt (D) im Labor wird der Barcode eingelesen, darauf
folgt die Analyse der Probe (modifizierte Abbildung der Fa. Spark Holland)

Das Konzept sieht weiterhin vor, dass der Analyttransfer von der Filterkartusche auf eine
SPE-Kartusche online erfolgt, so dass keine weiteren manuellen Arbeitsschritte im Labor
notig sind. Daflr stand in dieser Arbeit ein von der Firma Spark Holland vertriebenes
Prospekt-2-System zur Verfugung. Das System beinhaltet unter anderem ein Modul, den
sog. Kartuschenwechsler (automated cartridge exchange — ACE). Filter- und SPE-Kartusche
kénnen Uber diesen sowohl in das Gesamtsystem integriert werden als auch automatisch —
nach Beendigung der Analyse — ausgetauscht werden, was eine vollautomatisierte
Probenaufreinigung ermadglicht (Abbildung 2-6).

Abbildung 2-6: Darstellung des Prospekt-2-Systems (F  a.:Spark Holland); vergroRert dargestellt ist die
Klammer, mit der die Filterkartusche in das Gesamts  ystem integriert wird (modifizierte Abbildung der F a.
Spark Holland)
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Mit dem ACE ist es zusatzlich mdglich, die Analyten direkt von der Filterkartusche auf eine
SPE-Kartusche zu transferieren. Die chromatographische Trennung findet dann auf einer

HPLC-Saule statt. Abbildung 2-7 veranschaulicht den allgemeinen Versuchsablauf.

Abfall

A \

Filterkartusche SPE-Kartusche

SPE-Kartusche analytische Sdule

Abbildung 2-7: Schematischer Ablauf der Analyse: (A) die Analyten werden von der Filterkartusche auf
die SPE-Kartusche (bertragen und auf dieser angereich  ert (B) Elution der Analyten von der SPE-
Kartusche auf die analytische Saule, auf der die Auf  trennung der Analyten erfolgt (modifizierte Abbildu ng
der Fa. Spark Holland)

Ein wesentlicher Unterschied zur herkdmmlichen DBS-Methode ist, dass das gesamte
Probenvolumen fir die Analyse verwendet wird, so dass eine homogene Verteilung der
Analyten auf dem Filtermaterial keine Voraussetzung fur reproduzierbare Ergebnisse
darstellt.

Zur Uberpriifung des aufgebrachten Probevolumens ist die Innenwand der Kapillare mit
einem internen Standard ausgekleidet, der sich beim Aufziehen der Blutprobe in dieser I6st.
Dabei ist die Endkonzentration des Standards in der Probe proportional zur Fillhéhe des
Blutes in der Kapillare. Damit gibt er zum einen Aufschluss Uber das vom Patienten
eingesandte Probenvolumen, zum anderen wird so eine korrekte Konzentrationsbestimmung

der Immunsuppressiva auch bei nicht vollstandig gefillter Kapillare ermdglicht.
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2.4 Chromatographie

2.4.1 Festphasenextraktion (SPE)

Die Festphasenextraktion (solid phase extraction — SPE) ist eine Methode zur Aufreinigung
von Proben mittels einer festen, stationdren Phase. Hierbei werden die zu extrahierenden
Komponenten auf Adsorbentien angereichert und anschlieBend mit einem geeigneten
Ldsungsmittel eluiert. Abhéngig von der Beschaffenheit der stationaren Phase sowie von der
Zusammensetzung des Losungsmittels ist so eine Abtrennung von Matrixbestandteilen
aufgrund unterschiedlicher Polaritdten moglich. In den meisten Fallen besteht das Adsorbens
aus einem chemisch modifizierten Kieselgel. C18-, Phenyl-, NH,. bzw. Aminopropylgruppen
finden in der SPE Verwendung. Die Durchfihrung der SPE ist sowohl automatisch (online)
als auch manuell (offline) moglich. Wahrend bei der offline-SPE die Probenaufreinigung in
einem von der chromatographischen Analyse getrennten Schritt erfolgt, wird bei der online-
SPE das SPE-Eluat nach der Aufreinigung Uber eine geeignete Ventilschaltung direkt in das
HPLC-MS/MS-System uberfuhrt. Da sich die Analyten auf der SPE-Sé&ule in der Regel im
vorderen Teil anreichern, wird die Elution hdufig im sog. Backflush-Modus, d. h. entgegen
der Auftragsrichtung, durchgefiihrt. Der Hauptvorteil der online-SPE liegt in verkirzten
Probenvorbereitungszeiten. Des Weiteren kann mit deutlich geringeren Probenvolumina
gearbeitet werden, da das gesamte SPE-Eluat, und nicht nur ein geringes Aliquot, wie bei
der offline-SPE, auf die analytische Saule Uberfuhrt wird. Problematisch bei beiden SPE-
Verfahren ist das Auftreten von sog. Verschleppungseffekten (carry over). Unter
Verschleppungseffekten  versteht man das Vorkommen von falsch positiven
Messergebnissen nach mehrmaligem Verwenden derselben SPE-Saule bzw. Apparatur. Sie
kénnen dadurch entstehen, dass sich Analyten wahrend einer Messung an die
Innenoberflachen z. B. von Kapillaren anlagern und erst mit der darauffolgenden Messung
mobilisiert werden und somit das Messergebnis verfalschen. Zur Vermeidung bzw.
Minimierung von Verschleppungseffekten sind daher haufig mehrere Spllvorgange der SPE-
Saule sowie der Gesamtapparatur notig3*.

In dieser Arbeit wurde hauptséachlich die Oasis® HLB (2 x 10 mm, 30 um; Waters Corp.,
Milford, Massachusetts) als SPE-Phase verwendet. Ihr Material besteht aus einem
Copolymer aus Divinylbenzol und N-Vinylpyrrolidon, tber das sowohl polare als auch
unpolare sowie saure, basische und neutrale Analyten aufgetrennt werden konnen
(Abbildung 2-8). Neben dem Oasis® HLB-Material wurden verschieden modifizierte

Kieselgelphasen (C2 — C18) getestet.
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Abbildung 2-8: Tragermaterial der Oasis ® HLB-SPE-Kartuschen; bestehend aus einem Copolymer au s
Divinylbenzol und N-Vinylpyrrolidon %2

2.4.2 Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsflissigchromatographie (high performance/pressure liquid
chromatography — HPLC) ist eine Methode zur Trennung und, unter Verwendung eines
geeigneten Detektors, zur Quantifizierung von Substanzen. Dabei werden die zu
untersuchenden Substanzen in einer mobilen Phase, dem sog. Eluenten, Uber eine
Trennsdule geleitet, die mit einer stationdren Phase gepackt ist. Die Verweildauer der
Analyten auf der Saule ist dabei abhangig von ihrer Affinitat zur stationaren Phase. Analyten,
die schwach mit dem Tragermaterial wechselwirken, werden demnach schneller die Saule
wieder verlassen als solche, die starke Wechselwirkungen eingehen. Abh&ngig von den
Trennbedingungen ergeben sich so analytspezifische Retentionszeiten. Man unterscheidet
zwischen Normalphasen- und Umkehrphasen-Chromatographie (reversed phase
chromatography — RP). Wahrend die Normalphasen-Saule polares Tragermaterial enthalt,
besteht eine RP-Saule aus einem unpolaren Material. Auf diesem fuhren hydrophobe
Wechselwirkungen des Analyten in einem polaren Lésungsmittel zu einer Retention des
Analyten. Die Elution erfolgt durch eine Erhéhung des Anteils eines organischen
Ldsungsmittels, dessen Molekile mit den Analytmolekilen um die Bindungsplatze auf dem
Tragermaterial konkurrieren.

Als Tragermaterial werden haufig Kieselgele verwendet, die mit Alkylresten unterschiedlicher
Lange (C2 — C18) substituiert wurden, wobei der hydrophobe Charakter des Materials mit
steigender Lange der Kohlenwasserstoffkette zunimmt*!.

In dieser Arbeit wurde ausschlieZlich die Nucleodur C18-Gravity (4,6 x 50 mm, 5 um) zur
Auftrennung der Analyten verwendet. Das Tragermaterial dieser S&ule besteht aus einer

unpolaren, monomeren Octadecylmodifikation in hoher Dichte (Abbildung 2-9). Durch den
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Ersatz freier Silanolgruppen durch Trimethylsilylgruppen (endcapping) werden polare
Wechselwirkungen mit dem Analyten weitgehend unterdriickt, wodurch sich diese Saule zur
Auftrennung ionisierbarer und basischer Analyten, wie Immunsuppressiva und Anidulafungin,

eignet.

Abbildung 2-9: schematische Darstellung des Tragerm aterial der verwendeten Nucleodur C18 Gravity

2.5 Matrixeffekte in der Massenspektrometrie
Ein wichtiges Problem in der Entwicklung einer HPLC-MS/MS-Methode ist das mogliche

Auftreten von Matrixeffekten. Unter Matrixeffekten versteht man eine Verminderung oder
auch Verstarkung des Analytsignals, hervorgerufen durch koeluierende
Matrixbestandteile!?*17120-121]

Untersuchungen zu diesem Thema haben gezeigt, dass Matrixeffekte ihre Ursache im
lonisierungsvorgang in der Quelle des Massenspektrometers haben®. Bei der
Elektrospray-lonisation (ESI) wird die Probenlésung durch eine Kapillare in einer Kammer
verspriht. Die lonen der Analytldsung werden aufgrund eines angelegten elektrischen
Feldes zwischen Kapillare und Kammermantel getrennt. Es bilden sich geladene Trépfchen,
die sich unter Verdampfung des Losungsmittels im elektrischen Feld in Richtung des
Analysators bewegen. Ein Teil der geladenen Analyten tritt dabei in die Gasphase tber und
gelangt schlieRlich in den Analysator, wo er detektiert werden kann. Fiir den Ubergang der

Analytionen aus der flussigen in die Gasphase gibt es im Wesentlichen zwei Theorien: Zum
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einen wird postuliert, dass das Verdampfen des Ldsungsmittels eine Zunahme der
Ladungsdichte auf der Tropfchenoberflache bewirkt. Das fiihrt schlielich zu einer sog.
Coulomb-Explosion des Tropfchens, so dass sich sukzessive kleinere Tropfchen ausbilden,
bis schlieBlich nur noch ein Analytmolekiil vorliegt, das dann in die Gasphase Ubertritt™**.
Dagegen schlagen Iribarne und Thompson einen Mechanismus vor, in dem Analytionen aus
vergleichsweise groRen Tropfchen, die noch viele Analytionen enthalten, direkt in die
Gasphase (ibergehen***116:2,

In beiden Theorien ist jedoch der Ubergang der Analytionen aus der fliissigen Phase in die
Gasphase entscheidend fir die Signalintensitaten. Je leichter Analytionen in die Gasphase
eintreten kdnnen, desto hohere Intensitaten dieses Analyten kdnnen erreicht werden. Nicht
flichtige Substanzen aus der Matrix oder dem Eluenten kénnten verhindern (bzw.
beglnstigen), dass Analytionen von der Flissig- in die Gasphase lbergehen und damit zu
einer Signalverminderung (bzw. — erhéhung) fiihren!*2%2153],

Matrixeffekte lassen sich durch den Vergleich der Signalintensitaten einer Standardprobe mit
einer Matrixprobe, welcher erst nach der Aufarbeitung Analyten zugegeben wurde (post
extraction spike), abschatzen. Eine weitere Moglichkeit ist die Durchfihrung eines sog. Post-
Column-Infusionsexperiments. Hierfir wird eine analytfreie Leer- bzw. Matrixprobe
analysiert, wahrend tber eine externe Spritzenpumpe kontinuierlich ein Analytstandard direkt
in die Quelle des Massenspektrometers infundiert wird™®. Der prinzipielle Versuchsaufbau
eines solchen Experiments ist in Abbildung 2-10 gezeigt. Der Vorteil dieser Methode ist, dass

die Matrixeffekte als eine Funktion der Retentionszeit der Analyten beurteilt werden kénnen.

T-Stiick

M -

HPLC —{ Saule O ES! | qotokior
Spritzen-
pumpe

Abbildung 2-10: Aufbau eines Post-Column -Infusionsexperiments: Uber ein T-Stiick wird eine
Analytstandardlésung kontinuierlich in die Quelle d es Massenspektrometers (ESI) infundiert. Zeitgleich
erfolgt Uber das HPLC-System die Auftrennung einer a  nalytfreien Standard- bzw. Matrixprobe

Matrixeffekte sind sowohl analyt- als auch matrixabhé&ngig und kénnen zudem zwischen

verschiedenen Proben der gleichen Matrix variieren, was die Préazision einer Methode stark

beeintrachtigen kann. Da die Bestandteile aus der Matrix, die diese Effekte hervorrufen in
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vielen Fallen selbst nicht ionisiert werden, kénnen sie nicht vom Massenspektrometer
detektiert werden, was die Identifikation und damit das gezielte Eliminieren solcher
Komponenten aus der Probe erschwert.

Fur den Umgang mit Matrixeffekten gibt es mehrere Mdoglichkeiten. Eine Mdglichkeit ist,
bereits durch geeignete Probenvorbereitung interferierende Substanzen aus der Matrix zu
entfernen, wodurch zusatzlich die Lebensdauer der Saulenmaterialien erhéht wird. Eine
andere Mdglichkeit ist, diese Substanzen chromatographisch von den Analyten zu trennen,
so dass keine Koelution und damit verbundene Beeinflussung der lonisierung stattfindet.
Ferner kann man den Einfluss von Matrixeffekten auf das Messergebnis durch die Wahl
eines geeigneten internen Standards minimieren. Dies ist z. B. mit isotopenmarkierten
Analoga der Analyten moglich, da diese ein gleiches Elutions- und lonisierungsverhalten

aufweisen™®! so dass sie von Matrixbestandteilen gleichermal3en beeinflusst werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Allgemeine Chemikalien und Materialien

Wasser

Methanol

Acetonitril

Isopropanol

Ethanol

Essigsaure
Ammoniumacetat
Zinksulfat (Titrifix®, 0.1 M)

Tacrolimus

Sirolimus

Everolimus
Cyclosporin A

Ecalta® (Anidulafungin)
Ascomycin

Cyclosporin D
13c2d4RAD

d12CSA

Kapillaren (PEEK; 0,13 mm und

0,25 mm Durchmesser)
Fittings
Gewindeflaschen, braun
(Glas 1,5 ml)
Verschlusskappen fir

Gewindeflaschen mit Septum

(teflonbeschichtet)

Mikroeinsatze flr
Gewindeflaschen
(Glas; 6 x 30 mm)

Pipetten
Pipettenspitzen

Nucleodur C18 Gravity
(50 x 4,6 mm; 5 )

Oasis® HLB
(20 x 2 mm; 30 pm)

J. T. Baker, HPLC-gradient grade, Deventer, Niederlande
J. T. Baker, HPLC-gradient grade, Deventer, Niederlande
J. T. Baker, HPLC-gradient grade, Deventer, Niederlande
J. T. Baker, HPLC-gradient grade, Deventer, Niederlande
J. T. Baker, HPLC-gradient grade, Deventer, Niederlande
Riedel de Haén, Hannover-Seelze, Deutschland

Fluka, puriss p.a. for mass spectroscopy, Buchs, Schweiz
KMF Laborchemie, Lohmar, Deutschland

Alexis Cooperation, Farmingdale, New York, USA
Wyeth Pharma, Madison, New York, USA
Novartis Pharma, Basel, Schweiz

Novartis Pharma, Basel, Schweiz

Pfizer, New York, NY, USA

Sigma, Steinheim, Deutschland

Novartis Pharma, Basel, Schweiz

Novartis Pharma, Basel, Schweiz

Novartis Pharma, Basel, Schweiz

YMC Europe GmbH, Schermbeck, Deutschland

YMC Europe GmbH, Schermbeck, Deutschland

Wicom, Heppenheim, Deutschland

Wicom, Heppenheim, Deutschland

Macherey-Nagel GmbH, Diren, Deutschland

Eppendorf GmbH, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Eppendorf GmbH, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Macherey-Nagel GmbH, Diren, Deutschland

Waters, Milford, Massachusetts, USA
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Method development Kit (SPE- Spark Holland, Emmen, Niederlande
Phasen)
(C2SE, C8ECSE, C18HD)

Filterkartuschen (10 mm); Spark Holland, Emmen, Niederlande
Prototyp

Filtermaterial 1: R-25449 Spark Holland, Emmen, Niederlande
(100 mm x 2,60 mm; 0,15 g/cm®)
Prototyp

Filtermaterial 2: R-27784 Spark Holland, Emmen, Niederlande
(100 mm x 2,5 mm; 0,2 g/cm®)
Prototyp

Security Guard Holder Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland

Security Guard (C18- Inline Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland
Filter; 4 x 2 mm, 4 um)

Column Saver (0,45 pm) YMC Europe GmbH, Schermbeck, Deutschland

3.2 Verwendete Geratesysteme

Das fur die Methodenentwicklung verwendete SPE-HPLC-MS/MS-Geréatesystem besteht
aus einem Prospekt-2-System (Spark Holland, Emmen, Niederlande), einem S&aulenofen
(Perkin-Elmer, Series 200 Column Oven) und einem Tandem-Massenspektrometer mit einer
Turbo lon Spray-Quelle (AP1 3000™, Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, Kanada).
Das Prospekt-2-System ist aus drei Komponenten aufgebaut: einem automatischen
Kartuschenwechsler (ACE dual — automatic cartridge exchange), einem Hochdruckdispenser
(high pressure dispenser - HPD MIX) und einem bindren Pumpensystem.

Der schematische Aufbau des Ventilsystems des Kartuschenwechslers in Abbildung 3-1

gezeigt.
*—o *—o o—o o—o
2 1 2 1 2 1 2 1
3 V1 8 3 V2 6 3 V3 8 3 V4 6
4 5 4 5 4 5 4 5
 Filter | SPE

Abbildung 3-1: schematischer Aufbau der Ventile des Kartuschenwechslers (ACE); gezeigt sind die vier
Ventile (V1 - V4) sowie die Haltevorrichtungen (Klemm en) fir die Filterkartusche (V1) und der SPE-
Kartusche (V4)
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Der Kartuschenwechsler besteht aus zwei Klemmen, in denen die Filterkartuschen sowie die
SPE-Kartuschen mittels eines Greifarms in das System eingebracht werden kénnen. Die
Klemmen selbst sind jeweils Uber ein Ventil (V1 bzw. V4) in das Gesamtsystem integriert.

Die zwei moglichen Ventilstellungen der 6-Wege-Ventile sind in Abbildung 3-2 gezeigt.

A Ventilstellung 1-2 B: Ventilstellung 6-1

LC-Pumpe

MS/MS

2 1
3 6
4 5
*—0
|’{ .

Kartuséhe Kartuséhe

Abbildung 3-2: mégliche Ventilstellungen der 6-Wege-  Ventile des ACE; (A) Ventilstellung 1-2: der von der
LC-Pumpe kommende Eluent wird direkt in das Massenspe  ktrometer (MS/MS) geleitet; (B) Ventilstellung
6-1, der Eluent passiert zunachst die Kartusche und wird anschlieBend in das MS/MS geleitet

Eluenten kénnen sowohl Uber das binare Pumpensystem als auch tber den HPD in das
System eingebracht werden.

Da das verwendete HPLC-System Uber keinen eigenen Probengeber (autosampler) verflgt,
wurde fur FlieBinjektionsanalysen ein autosampler (Perkin-Elmer Series 200 autosampler)
mit einer 100 pl Probenschleife sowie einem binaren Pumpensystem mit zwei getrennt
ansteuerbaren Pumpenkopfen A und B (Perkin-Elmer Series 200 Micro Pump) der Firma

Perkin-Elmer (Juegesheim, Deutschland) verwendet.
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3.3 Gewinnung biologischer Matrices

Blut

Vendses Vollblut von gesunden Spendern wurde nach deren Einwilligung in EDTA-
Monovetten (EDTA KE 7,5 ml; Sarstedt AG & Co, Nurmbrecht, Deutschland) abgenommen
und bis zur weiteren Verwendung in sterilen Zentrifugengefafen (15 ml, steril, PP; Nalge

Nunc International Corp., Naperville, USA) bei -20°C gelagert.

Plasma

Venoses Vollblut von gesunden Spendern wurde in EDTA-Monovetten (EDTA KE 7,5 ml,
Sarstedt AG & Co, Nirmbrecht, Deutschland) abgenommen und nach 20-minitigen
Abkuhlen bei Raumtemperatur bei 3000 rpm fur 20 min zentrifugiert (Sigma 3K18,
Steinheim, Deutschland). Der Uberstand (Plasma) wurde mit einer Pipette abgenommen und
bis zur weiteren Verwendung in sterilen ZentrifugengefaRen (15 ml, steril, PP; Nalge Nunc

International Corp., Naperville, USA) bei -20C gel agert.

3.4 Analytenlésungen und Eichreihen

3.4.1 Stammldsungen der Analyten

Zur Herstellung von Analytengemischen, Eichreihen, Kontrollproben sowie Ldsungen zur
Bestimmung der Massenubergange wurden Stammloésungen der jeweiligen Analyten
angesetzt. Von den Reinsubstanzen Tacrolimus, Sirolimus, Everolimus, Cyclosporin A,
Cyclosporin D, 13c2d4RAD und d12CSA wurden Stammldsungen in Methanol mit einer
Endkonzentration von 1 mg/ml angesetzt.

Anidulafungin (Ecalta®) wurde in 40/60 Ethanol/H,O [v/v] gelést. Die Endkonzentration
betrug 2,4 mg/ml.

Alle Lésungen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20C gelagert.

3.4.2 Analytenlésungen

Zur Methodenentwicklung wurden Analytengemische in Blut, Plasma und Standardlésung
(50/50 MeOH/H,O [v/v]) aus den oben genannten Stammldsungen hergestellt. Die
Endkonzentration der Analyten betrug 1 pg/ml.

Fur die Durchfihrung von Post-Column-Infusionsexperimenten wurden Analytengemische in
der mobilen Phase (97/3 MeOH/H,O [v/v]; 1 mM NH;Oac, 0,05% Hac) aus den

Stammldsungen hergestellt, so dass die Endkonzentration jeweils 1 pg/ml betrug.
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3.4.3 Losungen des internen Standards (1S-Losung)

Losungen internen Standards wurden zur Auswertung von Eichreihen sowie von
Patientenproben bengtigt. Dafir wurden folgende Losungen aus den in 3.4.1 beschriebenen
Stammldsungen hergestellt.

Fur die Auswertung von Anidulafungin (Eichreihe, Kontroll- und Patientenproben) wurden
30 ng/ml Ascomycin in 50/50 MeOH/H,0 [v/v] verwendet.

Die IS-Losung (50/50 MeOH/H,O [v/v]) fur die Auswertung der Immunsuppressiva-
Eichreihen enthielt Ascomycin (10 ng/ml), 13c2d4RAD (10 ng/ml), d12CSA (50 ng/ml) und
CSD (100 ng/ml).

Zur Praparation der Kapillarpipetten mit internem Standard wurden 1S-Gemische sowohl in
ACN als auch in MeOH getestet. Die Konzentrationen der internen Standards betrugen
dabei: Ascomycin (10 ng/ml), 13c2d4RAD (10 ng/ml), d12CSA (50 ng/ml) und CSD
(200 ng/ml).

Tabelle 3-1 gibt eine Ubersicht (iber die in dieser Arbeit verwendeten IS-Losungen.

Tabelle 3-1: Konzentrationen der internen Standards in den verschiedenen Versuchsansatzen

Matrix Ascomycin  13c2d4RAD  d12CSA CSA

Auswertung von Anidulafungin 50/50

) ) ) 30 ng/ml
Eichreihen und Patientenproben MeQOH/H0 [v/V]
Auswertung von Immunsuppressiva-  50/50

) ] 10 ng/mi 10 ng/mi 50 ng/ml 100 ng/ml
Eichreihen MeOH/H0 [v/V]
Praparation von Kapillarpipetten zur
Analyse von Patientenproben ACN bzw. MeOH 10 ng/ml 10 ng/mi 50 ng/ml 100 ng/ml

(Immunsuppressiva)

3.4.4 Eichreihen und Kontrollproben

3.4.4.1 Anidulafungin-Eichreihe und Kontrollproben

Eichreihe

Fur die Quantifizierung von Anidulafungin wurde ein Kalibrierbereich von 41-10000 ng/ml
bestehend aus sechs Punkten gewahlt.

Zunachst wurde eine Verdinnung der Anidulafungin-Stammlésung hergestellt (403 pl
Leerplasma + 97 ul Anidulafungin-Stammldésung), so dass eine Endkonzentration von
500 pg/ml Anidulafungin vorlag. Aus dieser Verdiinnung wurden wie in Abbildung 3-3 gezeigt
die Eichreihe hergestellt, wobei nach jedem Verdinnungsschritt durch 10mindtiges Schtteln

eine homogene Verteilung des Analyten in der Matrix gewahrleistet wurde.
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012 ml 2ml 2mil 2ml 2ml 2ml

N N N

5,88
ml 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml
Anidulafungin E6 E5 E4 E3 E2 E1
500 pg/ml 10000 3333 1111 370 123,56 41
in Plasma nghmil ng/ml ng/ml hg/ml ng/mi ng/ml

Abbildung 3-3: Pipettierschema zur Herstellung der A nidulafungin-Eichreihe in  Plasma;
E = Eichreihenpunkt

In gleicher Weise wurde eine Anidulafungin-Eichreihe in Standardlésung (50/50 MeOH/H,O

[viV]) hergestellt. Auf das 10-minttige Schiutteln der Probe wurde hier verzichtet.

Kontrollproben
Neben der Eichreihe wurden Kontrollproben in Plasma hergestellt. Daftir wurden 96 pl der

Anidulafunginverdinnung (500 pg/ml) in Plasma mit 5904 ul Leerplasma verdiinnt, so dass
eine Endkonzentration von 8000 ng/ml vorlag. Diese stellte die Kontrolle hochster
Konzentration (high) dar. Kontrollen mittlerer (medium) und niedriger (low) Konzentration
wurden durch 1:4- bzw. 1:100-Verdinnungen von Kontrolle high hergestellt
(Endkonzentrationen 2000 bzw. 80 ng/ml). Durch 10-minltiges Schutteln wurde eine

homogene Analytenverteilung im Plasma erreicht.

Eichreihenpunkte und Kontrollproben wurden in 2 ml Reaktionsgefal3en (Eppendorf GmbH,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland) zu je 100 ul aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung

bei -20T gelagert.

3.4.4.2 Immunsuppressiva-Eichreihe und Kontrollproben

Zur Quantifizierung der Immunsuppressiva in Blut fand die im Institut fir Pharmakologie
bereits fur die Routinediagnostik eingesetzte Eichreihe Verwendung. Der Kalibrierbereich fir
Tacrolimus, Sirolimus und Everolimus liegt zwischen 1-100 ng/ml, fur Cyclosporin A
zwischen 12,5 -1250 ng/ml (Tabelle 3-2).
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Tabelle 3-2: Konzentrationsbereiche der Immunsuppre  ssiva in Blut

TRL [ng/ml] SRL [ng/ml] RAD [ng/ml] CSA [ng/ml]

El 1 1 1 12,5
E2 2 2 2 25

E3 5 5 5 62,5
E4 10 10 10 125
ES 25 25 25 312
E6 50 50 50 625
E7 100 100 100 1250

Kontrollproben (low, medium und high) wurden von der Firma Recipe (ClinChek®-Control)
verwendet. Die Kontrollproben werden in lyophilisierter Form geliefert und wurden nach
Vorgabe des Herstellers in H,O rekonstituiert. Die Konzentrationen der Analyten in den

Kontrollproben sind in Tabelle 3-3 zusammengefasst.

Tabelle 3-3: nominelle Konzentrationen von TRL, SRL, RAD und CSA in den Kontrollproben
(Fa. Recipe — ClinChek ®-Control)

TRL [ng/ml] SRL [ng/ml] RAD [ng/ml] CSA [ng/ml]
Kontrolle low 3,4 3,6 35 57
Kontrolle medium 6,9 11,5 11,2 120
Kontrolle high 14,1 20,2 17,8 245

Ferner wurde eine Eichreihe der Immunsuppressiva in Standardlésung (50/50 MeOH/H,O

[viv]) verwendet, deren Kalibrierbereiche mit denen der Eichreihe in Blut Ubereinstimmen

(Abbildung 3-4).

12 ml 6 ml 6 ml 6 ml & ml & ml Bml

F N N e N N N N

10,8

ml 6ml Bml 9ml 6ml 9ml 6ml
E7 E6 E5 E4 E3 E2 E1
1000 ng/ml 100 ng/ml 50 ng/ml 25 ng/ml 10 ng/ml 5 ng/ml 2 ng/ml 1 ng/ml TRL, SRL, RAD
12500 ng/ml 1250 ng/ml 625ng/ml 313 ng/ml 125 ng/ml 62,5 ng/ml 25 ng/ml 12,5 ng/ml CSA
in 50/50 MeOH/H_O
Abbildung 3-4: Pipettierschema zur Herstellung einer Immunsuppressiva-Eichreihe in Standardlésung

(50/50 MeOH/H0 [v/V]); E = Eichreihenpunkt

Die Lagerung der aliquotierten Proben (je 100 pl) erfolgte in 2 ml Reaktionsgefalien
(Eppendorf GmbH, Wesseling-Berzdorf, Deutschland) bei -20<C.
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3.5 Probenvorbereitung

3.5.1 Vorbereitung der Filterkartuschen

Die Filterkartuschen (Prototypen; Spark Holland, Emmen, Niederlande) wurden nach
Benutzung wie folgt regeneriert: Nach dem Entfernen des Filtermaterials wurden die
Kartuschen zunachst mit Methanol gewaschen. AnschlieRend wurden die Kartuschen fur
3 min in Wasser ausgekocht. Wasserreste wurden durch zweimaliges Waschen mit
Methanol entfernt. Nach vollstandigem Trocknen bei Raumtemperatur wurden die

Kartuschen mit einer definierten Menge neuen Filtermaterials befillt.

3.5.2 Probenauftrag mittels Pipette

Fiur die Methodenentwicklung wurde das entsprechende Probenvolumen mittels Pipette auf
das Filtermaterial aufgetragen und vor der Analyse fir mindestens 10 Stunden bei
Raumtemperatur getrocknet.

Fir die Quantifizierung der Analyten wurde zundchst das entsprechende Volumen der
internen Standardldsung mittels Pipette auf dem Filtermaterial appliziert. Unmittelbar darauf
erfolgte der Auftrag des Probenmaterials wie oben beschrieben. Nach mindestens

10stundiger Trocknungszeit erfolgte die Analyse.

3.5.3 Praparation der Kapillarpipetten mit internem Standard

Ein IS-Gemisch (10 ng/ml Ascomycin und 13c2d4RAD, 100 ng/ml CSD und d12CSA) wurde
sowohl in MeOH als auch in 50/50 MeOH/H,O [v/v] sowie in ACN aus den oben
beschriebenen Stammldsungen hergestellt (s. 3.4.3.). Kapillarpipetten (end to end 10 pl,
Hirschmann Laborgerdte GmbH, Eberstadt, Deutschland) wurden vollstandig mit dem IS-
Gemisch befillt und anschlieRend horizontal bis zur vollstdndigen Trocknung gelagert.
Wahrend des Trocknungsvorgangs wurde die Seite der Kapillare, auf der sich die Lésung

konzentrierte, markiert.

3.5.4 Probenauftrag mittels Kapillarpipetten
Die mit dem internen Standard préaparierten Kapillarpipetten wurden von der unmarkierten
Seite her mit der Probe befillt. Anschlieend wurde mit einem Gummihitchen als

Pipettierhilfe die Probe auf das Filtermaterial aufgetragen.
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3.6 MS/MS-Analytik

3.6.1 Aufnahme von Q1-Spektren

Die Aufnahme von Q1-Spektren erfolgte mittels FIA Uber eine externe Spritzenpumpe. Eine
1 pg/ml Analytenlésung (in 50/50 MeOH/H,O; 10 mM NH,Oac; 0,1 % Hac) wurde mit einer
konstanten Flussrate von 20 pl/min in das Massenspektrometer infundiert. Die Detektion
erfolgte im positiven lonisierungsmodus in einem fur die jeweiligen Analyten relevanten
Massenbereich (Anidulafungin 550 — 1250 amu, 13c2d4RAD 300 — 1100 amu, d12CSA
600 — 1320 amu). Es wurde eine Addition Uber 25 Scans vorgenommen. Die

Quelleneinstellungen sind in Tabelle 3-4 zusammengefasst.

Tabelle 3-4: ausgewahlte Quellenparameter und fiir d ie Q1-Scan-Analyse der Analyten Anidulafungin,
13c2d4RAD und d12CSA; DP: Declustering Potential ; FP: Focussing Potental ; EP: Entrance Potential ;
NEB: Nebulizer Gas ; CUR: Curtain Gas ; IS: lon Spray Voltage ; T: Temperature

DP[V] 60
FP[V] 300
EP[V] 20
NEB 6
CUR 8
IS[V] 5500
T[C] RT

3.6.2 Optimierung der Masseniubergdnge — SRM-Optimie  rung

Fur die Ermittlung der analytspezifischen Massenibergange wurden Analytlésungen mit
einer Konzentration von 1 pg/ml (in 50/50 MeOH/H,O [v/v]; 10 mM NH,Oac; 0,1 % Hac)
verwendet. Diese wurde mittels einer Mikroliterspritze (1000 ul, 4,61 mm Durchmesser;
Hamilton, Reno, Nevada, USA) und einer externen Spritzenpumpe (Havard Pump 22;
Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, USA) mit einer Flussrate von 10 pl/min in das
Massenspektrometer infundiert. Die Optimierung der Masseniibergange erfolgte automatisch
mittels der Analyst Software (Version 1.4.1).

SRM-Optimierungen wurden fir die Analyten Anidulafungin sowie fir d12CSA und
13c2d4RAD durchgefuhrt. Fur die tbrigen Analyten (TRL, RAD, CSA, Ascomycin und CSD)

wurden die in der Arbeitsgruppe bereits optimierten Masseniibergange verwendet.
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3.7 Untersuchung des lonisierungs- und Fragmentieru ngs-
verhaltens der Analyten

3.7.1 FlieRBinjektionsanalyse — FIA

In der FlieRinjektionsanalyse (FIA) werden die Analyten durch Direktinjektion, d.h. ohne
vorherige chromatographische Trennung, in das Massenspektometer infundiert und
detektiert. Eine Injektion kann sowohl mittels einer externen Spritzenpumpe als auch Uber
einen Probengeber in Kombination mit einer LC-Pumpe erfolgen. Wahrend eine externe
Spritzenpumpe bedingt durch das festgelegte Spritzenvolumen nur relativ geringe Flussraten
erlaubt (theoretisch: 0,1 — 800 pl/min; sinnvoll bei 1 ml Spritzenvolumen: 1 — 200 pl/min),
lassen sich mit einem Probengeber und einer LC-Pumpe Experimente mit wesentlich
hoheren Flussraten durchfiihren, welche durch das Leistungsvermégen der verwendeten
LC-Pumpe sowie durch das der lonenquelle des Massenspektrometers limitiert wird. Die in
dieser Arbeit verwendete Pumpe (Perkin-Elmer Series 200 Micro Pump) erlaubt einen
maximalen  Fluss von 3000 pl/min, wobei die  TurbolonSpray-Quelle des
Massenspektrometers eine maximale Flussrate von 300 — 600 pl/min ohne gravierenden
Intensitatsverlust zulasst.

Die FlieRBinjektionsanalytse erlaubt u.a. eine Abschéatzung der lonisierbarkeit der Analyten.
Sie wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um die lonisierung der Analyten unter
unterschiedlichen Salz- und S&urekonzentrationen zu untersuchen sowie Q1-Spektren der

Analyten aufzunehmen.

3.7.2 Optimierung der Salz- und Saurekonzentration im HPLC-Eluenten

Die Optimierung der Salz- und S&aurekonzentrationen erfolgte mittels FIA Uber einen
Probengeber und einer LC-Pumpe der Firma Perkin-Elmer. Die Eluentzusammensetzung
wurde in Bezug auf Salz (NH;Oac)- und Saurekonzentration (Hac) variiert. Die
verschiedenen Bedingungen sind im Ergebnisteil zusammengefasst.

20 ul eines Analytenstandards (je 1 pg/ml in 97/3 MeOH/H,0) wurden injiziert und im SRM-
Modus detektiert. Die Flussrate betrug 300 pl/min, die Messdauer 1 min. Fir die Auswertung

wurde ein Vergleich der Peakflachen herangezogen.
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3.8 Methodenentwicklung

3.8.1 Quellen- uns MS/MS-Parameter in der Methodene ntwicklung
Die fur die Methodenentwicklung gewéhlten Quelleneinstellungen am Massenspektrometer

sind in Tabelle 3-5 zusammengefasst.

Tabelle 3-5: Quelleneinstellungen in der Methodenop  timierung; NEB: Nebulizer Gas, CUR: Curtain Gas;
IS: lon Spray Voltage, CAD: Collision Gas, T: Temperat  ur

NEB 12
CUR 10
IS [V] 5500
CAD 12
T[C] 350
Gas1 60
Gas 2 70
Q1 Resolution low
Q3 Resolution low

3.8.2 Auswahl des Filtermaterials

Von der Firma Spark Holland wurden zwei verschiedene Filtermaterialien (Material 1: R-
25449 und Material 2: R-27784; Prototypen) zur Verfugung gestellt. Nach Angaben der
Firma besteht Material 1 (R-25449) aus einem Polyethylen-Mantel, einem Polypropylen-Kern
und einer hydrophilen, unléslichen Beschichtung. Dagegen ist das Material 2 (R-27784) aus
einem unbeschichteten Polyolefin aufgebaut.

Fur die Untersuchung der verschiedenen Filtermaterialien wurde der in Abbildung 3-5
beschriebene Versuchsaufbau gewéhit. Uber die HPLC-Pumpe wurde der Eluent (50/50
MeOH/H,O, 10 mM NH,Oac; 0,1 % Hac) Uber das Filtermaterial und anschlieRend in das
Massenspektrometer infundiert. Die Flussrate betrug 300 ul/min, die Detektion erfolgte im
sowohl Q1-Modus als auch im SRM-Modus. Die verwendeten MS-Parameter sind in Tabelle

3-5 gezeigt. Als Vergleich diente eine leere Filterkartusche.
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1
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4 5
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Abbildung 3-5: Versuchsaufbau zur Untersuchung der v erschiedenen Filtermaterialien

3.8.3 Optimierung des Probentransfers von dem Filte  rmaterial auf die SPE-
Kartusche

10 pl eines Standardgemisches (je 1 pg/ml Analyt in 50/50 MeOH/H,O) wurden auf das
Filtermaterial aufgetragen und fiir mindestens 10 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet.
Die Messung erfolgte mit folgendem Versuchsaufbau (Abbildung 3-6):

HPD
(MS/VS | [ LG-Pumpe |
2 1 2 1
3 V1 6 3 V4 s
4 5 4 5
(Filter . sPE
Abfall

Abbildung 3-6: Versuchsaufbau zur Optimierung des Pro bentransfers von der Filter- auf die SPE-
Kartusche sowie zur Minimierung von Verschleppungsef fekten und zur Optimierung der Elution von der
SPE-Kartusche auf die analytische Saule; HPD: High Pressure Dispenser; MS/MS: Tandem-
Massenspektrometer

Die Optimierung des Probentransfers erfolgte hinsichtlich des organischen Anteils im
Transfereluenten, des Transfervolumens und der Flussrate bei Detektion im SRM-Modus.
Um Mehrfachwerte zu erhalten, wurden die Messungen an drei verschiedenen Tagen
wiederholt.

Tabelle 3-6 fasst die einzelnen Schritte der verwendeten Methode zusammen.
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sfers von der Filterkartusche auf die SPE-Kartusche.
nd durch Fettdruck hervorgehoben.

Tabelle 3-6: Methode zur Optimierung des Analyttran
Die jeweiligen Variationen der Versuchsbedingungen si

V1 V4 Eluent Flussrate / Volumen

Konditionierung der SPE- 5000 pl/min
Kartusche 1-2 6-1 ACN (HPD) 1000 pl
Equilibrierung der SPE- 1-2 6-1 0 —90% MeOH 5000 pl/min
Kartusche (HPD) 1000 ul

0 — 90% MeOH 100 — 1000 pl/min
Probentransfer 6-1 1-2 (HPD) 100 — 750

97/ 3 MeOH/H,0

. 1 mM NH4Oac 300 pl/min

Elution 1-2 6-1 0,05% Hac 1 min 15 sec.

(LC-Pumpe)
Reequilibrierung der 6-1 1-2 0 —90% MeOH 3000 pl/min
Kapillaren (HPD) 1000 pl

3.8.4 Minimierung von Verschleppungseffekten

Oberer Versuchsaufbau (Abbildung 3-6) wurde verwendet, um Verschleppungseffekte (carry

over) durch Spulen der Filter- und SPE-Kartusche nach dem Probentransfer zu minimieren.

In Tabelle 3-7 werden die einzelnen Schritte der Methode widergegeben.

Tabelle 3-7: Methode zur Minimierung von Verschleppu

ngseffekten. Die jeweiligen Variationen der

Versuchsbedingungen sind durch Fettdruck hervorgehob en.
V1 V4 Eluent Flussrate / Volumen

Konditionierung der 5000 pl/min
SPE-Kartusche 1-2 6-1 ACN (HPD) 1000 pl
Equilibrierung der 1-2 6-1 40/60 MeOH/H,0 5000 pl/min
SPE-Kartusche (HPD) 1000 ul

40/60 MeOH/H,0 300 pl/min
Probentransfer 6-1 1-2 (HPD) 500 pl

97/ 3 MeOH/H,0

. 1 mM NH4Oac 300 pl/min

Elution 1-2 6-1 0,05% Hac 1 min 15 sec.

(LC-Pumpe)
Spulen der Filter- 6_1 1-2 Splleluent / variabel 300 — 3000 pl/min
und SPE-Kartusche (HPD) 500 — 2000 pl
Reequilibrierung der 6_1 1-2 40/60 MeOH/H,0 3000 pl/min
Kapillaren (HPD) 1000 pl
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Eine Optimierung des Spulschritts erfolgte hinsichtlich des organischen Anteils im
Spuleluenten, der Flussrate und des Spulvolumens. Als organische Losungsmittel wurden
MeOH, Isopropanol und ACN getestet.

Zur Ermittlung der Verschleppung wurde eine Standardprobe (1 pg/ml in 50/50 MeOH/H,0O
[viv]) analysiert, auf die die Analyse einer leeren Filterkartusche (blank) folgte. Peakflachen

der Standardprobe und des blanks wurden verglichen.

3.8.5 Optimierung des Analytentransfers von der SPE  -Kartusche auf die
analytische Saule

3.8.5.1 Elution von der analytischen Saule ohne Fokussierschritt

Mit dem in Abbildung 3-7 gezeigten Versuchsaufbau wurden Versuche zur Elution der
Analyten von der analytischen Saule (Nucleodur C18 Gravity; 50 x 4,6 mm; 5 L)

durchgefuhrt. Der Ablauf der Messmethode ist in Tabelle 3-8 zusammengefasst.

) MS/MS — Hreesa ée"
LC-Pumpe

2 1 2 1
3 Ventil1 6 3 Ventil4 6

4 5 4 5

= : p

2 |Iter: { SPE

Abfall

Abbildung 3-7: Versuchsaufbau zur Optimierung der El ution der Analyten von der analytischen Saule
ohne einen zusatzlichen Fokussierungsschritt; SG: Security Guard ; CS: Column Saver ; MS/MS: Tandem-

Massenspektrometer; HPD: High Pressure Dispenser
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Tabelle 3-8: Methode zur Optimierung der Elution der
zusatzlichen Fokussierungsschritt

Analyten von der analytischen Saule ohne einen

Vi V4 Eluent Flussrate / Volumen
Konditionierung der 5000 pl/min
SPE-Kartusche 1-2 6-1 ACN (HPD) 1000 pl
Equilibrierung der 1-2 6-1 40/60 MeOH/H,0 5000 pl/min
SPE-Kartusche (HPD) 1000 ul
40/60 MeOH/H,0 300 pl/min
Probentransfer 6-1 1-2 (HPD) 500 pl
97/3 MeOH/H,0
. 1 mM NH4Oac 300 pl/min
Elution 1-2 6-1 0.05% Hac 5 min
(LC-Pumpe)
97/3 MeOH/H,0 3000 pl/min
" . 1000 pl
Spilen der Filter- 6-1 1-2 bzw. bzw
und SPE-Kartusche 80/20 ACN/H,0 3006 Umi
(HPD) k/min
2000 pl
Reequilibrierung der 6-1 1-2 40/60 MeOH/H,0 3000 pl/min
Kapillaren (HPD) 1000 p
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3.8.5.2 Optimierung der
Fokussierschritt

Elution von der analytischen Saule durch einen

Versuchsaufbau in Abbildung 3-6 wurde verwendet um den Eluenten fur den
Analytentransfer von der SPE-Kartusche auf die analytische Sé&ule durch einen

Fokussierschritt zu optimieren. Diese Optimierung erfolgte hinsichtlich des organischen

Anteils und der Flussrate (Tabelle 3-9).

Tabelle 3-9: Methode zur Optimierung des Analyttran
Saule. Die jeweiligen Variationen der Versuchsbeding

sfers von der SPE-Kartusche auf die analytische
ungen sind durch Fettdruck hervorgehoben.

Vi V4 Eluent Flussrate / Volumen
Konditionierung der 5000 pl/min
SPE-Kartusche 1-2 6-1 ACN (HPD) 1000 pl
Equilibrierung der 1-2 6-1 40/60 MeOH/H,0 5000 pl/min
SPE-Kartusche (HPD) 1000 ul
40/60 MeOH/H20 300 pl/min
Probentransfer 6-1 1-2 (HPD) 500 il
80/20 MeOH/H,0
. 1 mM NH4Oac 200 — 600 pl/min
Elution 1-2 6-1 0,05% Hac 3 min
(LC-Pumpe)
97/3 MeOH/H,0 3000 pl/min
. . 1000 pl
Spilen der Filter- 6-1 1-2 bzw. bzw
und SPE-Kartusche 80/20 ACN/H20 300(') Umi
(HPD) K/min
2000 pl
Reequilibrierung der 6-1 1-2 40/60 MeOH/H,0 3000 pl/min
Kapillaren (HPD) 1000 u
3.8.6 Untersuchung von Matrixeffekten
3.8.6.1 Untersuchung von Matrixeffekten ohne Bertcksichtung der

chromatographischen Trennung

Zur Untersuchung von Matrixeffekten wurde ein

Post-Column-Infusionsexperiment

durchgefuhrt. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 3-8, die HPLC-Methode in Tabelle 3-10
gezeigt. Der Infusionsmix (Analytenstandard in 1 pg/ml in 97/3 MeOH/H,O; 1 mM NH4Oac,

0,05 % Hac) wurde mit einer Flussrate von 10 pl/min in das Massenspektrometer infundiert.
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Spritzenpumpe

HPD

MS/MS
2 1 2 1
3 V1 s 3 V4 e
4 5 4 5
\\/Filter‘ ! sPE
Abfall
Abbildung 3-8: Versuchsaufbau eines Post-Column -Infusionsexperiments zur Untersuchung von
Matrixeffekten ohne Berlcksichtigung der analytisch en Saule - Die Infusion des Standard-

Analytgemisches erfolgt Uber ein T-Stiick in das Mass enspektrometer (MS/MS); HPD: High Pressure
Dispenser ; CS: Column Saver

Tabelle 3-10: Methode zur Untersuchung von Matrixef  fekten ohne Berilicksichtigung der analytischen
Trennung. Die jeweiligen Variationen der Versuchsbedi ngungen sind durch Fettdruck hervorgehoben.

V1 V4 Eluent Flussrate / Volumen
Konditionierung der 5000 pl/min
SPE-Kartusche 1-2 6-1 ACN (HPD) 1000 pl
Equilibrierung der 1-2 -1 40/60 MeOH/H,0O 5000 pl/min
SPE-Kartusche (HPD) 1000 ul
40/60 MeOH/H.0O 300 pl/min
Probentransfer 6-1 1-2 (HPD) 500 il
Waschender SPE | 1-2 1-2 50— 97 % MeOH 300 pl/min
500 pl
Reequilibrierung der 1.2 6-1 40/60 MeOH/H,O 300 pl/min
SPE (HPD) 500 pl
97/ 3 MeOH/H,0
. 1 mM NHzOac 300 pl/min
Elution 1-2 6-1 " (05% Hac 1,25 min
(LC-Pumpe)
97/3 MeOH/H,0 3000 pl/min
, . 1000 pl
Sptlen der Filter- und 6-1 1-2 bzw. bzw
SPE-Kartusche 80/20 ACN/H20 . .
(HPD) 3000 pl/min
2000 pl
Reequilibrierung der 6-1 1-2 40/60 MeOH/H,0O 3000 pl/min
Kapillaren (HPD) 1000 ul

3.8.6.2 Untersuchung von  Matrixeffekten  unter  Beriicksichtigung  der
chromatographischen Trennung

Um in der optimierten SPE-HPLC-MS/MS-Methode auftretende Matrixeffekte zu
untersuchen, wurde ein Post-Column-Infusionsexperiment  durchgefinhrt. Der
Versuchsaufbau basiert auf dem der optimierten Methode und ist in Abbildung 3-9, die

HPLC-Methode in Tabelle 3-11 beschrieben. Das Infusionsgemisch (Analytenstandard in
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1 pg/ml in 97/3 MeOH/H,O + 1 mM NH4Oac, 0,05 % Hac) wurde mit einer Flussrate von

10 pl/min in das Massenspektrometer infundiert.

HPLC-Saule -I

1 -
2 1 2 1 2 1 2 1
3 V2 8 3 V3 6 3 V4 s
4 5 4 5 4 5
/" SPE
[ Abfall | [[Anfall | : :
Abfall
Spritzenpumpe )
MS/MS
Abbildung 3-9: Schematischer Versuchsaufbau eines Post-Column- Infusionsexperiments  zur

Untersuchung von Matrixeffekten bei der optimierten SPE-HPLC-MS/MS-Methode — Die Infusion des
Standard-Analytgemisches erfolgt Uber ein T-Stlck in das Massenspektrometer (MS/MS); HPD: High
Pressure Dispenser ; CS: Column Saver; SG: Security Guard

Tabelle 3-11: Methode zur Untersuchung von Matrixef  fekten unter Beriicksichtigung der analytischen

Trennung
V1 V2 V3 V4 Eluent Flussrate / Volumen
Konditionierung der 5000 pl/min
SPE-Kartusche 1-2 6-1 1-2 6-1 ACN(HPD) 1000 pl
Equilibrierung der 40/60 MeOH/H,0O 5000 pl/min
SPE-Kartusche -2 6-1 1-2 6-1 (pp 1000 i
40/60 MeOH/H,O 300 pl/min
Probentransfer 6-1 6-1 1-2 1-2 (HPD) 500 il
Waschen der SPE- 500 pl/min
Kartusche 1-2 6-1 1-2 1-2 60/40 MeOH/H.O 500
. 80/20 MeOH/H.0O
Elution von der SPE- 1 mM NH4Oac 500 pl/min
Kartusche auf die 1-2 6-1 1-2 6-1 o .
analytischen Saule 0,05% Hac 0,75 min
(LC-Pumpe)
. 97/ 3 MeOH/H20
Elution von der 1-2 1 mM NH4Oac 300 pi/min
analytischen Saule in 1-2 6-1 nachl 1-2 o :
das MS 6-1 0,05% Hac 4,25 min
(LC-Pumpe)
97/3 MeOH/H,0 5000 Hi/min
. . 1000 pl
Sptlen der Filter- und 6_1 6_1 1-2 1-2 bzw. bzw
SPE-Kartusche 80/20 ACN/H,0 3006 Umi
(HPD) k/min
2000 pl
Reequilibrierung der _ _ _ _ 40/60 MeOH/H,0 3000 pl/min
Kapillaren 6-1 6-1 1-2 1-2 (HPD) 1000 ul
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3.9 Anwendung der optimierten Methode
3.9.1 Einfluss der Trocknungszeit auf die Signalint  ensitaten

Immunsuppressiva

Um den Einfluss der Trocknungszeit der Probe auf dem Filtermaterial zu untersuchen
wurden 10 pl Probe (1 pg/ml Analytgemisch in 50/50 MeOH/H,O [v/v] bzw. Blut) auf das
Filtermaterial aufgetragen. Die Analyse erfolgte nach O h, 1 h, 2 h, 4h, 8 h, 12 h, 24 h, 48 h,

und 120 h, wobei von den Proben 3-fach Werte der Peakflachen ermittelt wurden.

Anidulafungin
10 pl Probe (1 pg/ml Analytgemisch in 50/50 MeOH/H,O [v/v] und Plasma) wurden auf das

Filtermaterial aufgetragen. Die Analyse erfolgte nach O h, 1 h, 2 h, 4h, 8 h, 12 h, 24 h, 48 h,

und 120 h, wobei von den Proben 3-fach Werte der Peakflachen ermittelt wurden.

3.9.2 Analyse von Patientenproben

Immunsuppressiva

Kapillarpipetten wurden verwendet, um die Probe auf das Filtermaterial aufzutragen. Hierfur
wurde zunéachst eine Lésung der internen Standards in den Kapillarpipetten getrocknet (s.
3.4.3.). AnschlieRend wurden die Kapillaren vollstandig mit Patientenblut bzw. mit Eichreihe
oder Kontrollproben gefullt und die Probe auf das Filtermaterial Ubertragen. Die Messung
erfolgte analog mit der optimierten SPE-HPLC-MS/MS-Methode.

Verglichen wurden die hier ermittelten Konzentrationen mit denen der Routinemethode.

Anidulafungin
Zur Quantifizierung von Anidulafungin in Patientenproben (Plasma) wurden 10 ul der

Internen-Standard-Lésung (30 ng/ml  Ascomycin in 50/50 MeOH/H,O [v/V]) auf das
Filtermaterial aufgetragen. Anschlie3end erfolgte der Probenauftrag (5 ul) der Eichreihe bzw.
der Kontrollproben und der Patientenproben mittels Pipette. Je eine Kontrollprobe wurde zu
Beginn der Messung, nach der Halfte der Proben sowie am Ende der Messung analysiert.

Die so ermittelten Konzentrationen wurden mit denen verglichen, die mit einer fir

Anidulafungin etablierten konventionellen LC-MS/MS-Methode ermittelt wurden.
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3.10 Etablierte SPE-HPLC-MS/MS-Methode zur Quantifizieru ng von
Immunsuppressiva und Anidulafungin

Die Quantifizierung der Immunsuppressiva und des Anidulafungins erfolgte in einer
gleichartigen SPE-HPLC-MS/MS-Methode. Die Messung von Anidulafungin erforderte dabei
100 pl Plasma, die der Immunsuppressiva 100 ul EDTA-Vollblut.

3.10.1 Probenvorbereitung

Probe und Fallungsreagenz (80/20 MeOH/0,2 M ZnSO,; 10 ng/ml Ascomycin / 13c2d4RAD,
100 ng/ml CSD / d12CSA) wurden im Verhaltnis 1:2 gemischt. Das Probevolumen betrug bei
Patientenproben in der Routineanalytik 100 pl. Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit
des internen Standards bei Probenauftrag mit einer Kapillarpipette betrug das
Probenvolumen 10 pl. Die Proben wurden fur mindestens 30 Sekunden gemischt und
anschlieRend fir 10 min bei 4 T zentrifugiert (14000 rpm). Der Uberstand wurde in

Probengefalie mit Mikroeinsatz transferiert und anschlie3end analysiert.

3.10.2 Verwendete Geratesysteme und MS/MS-Parameter

Das verwendete Geratesystem bestand aus zwei unabhéngigen Pumpen A und C (Perkin-
Elmer Series 200 Micro Pump). Des Weiteren wurde ein autosampler mit einer 100 pl
Probenschleife (Perkin-Elmer Series 200 autosampler) und einem Sechs-Wege-Ventil
(Rheodyne Series 7125) verwendet.

Die online Anreicherung der Analyten auf eine SPE-Saule (Oasis® HLB, 20 x 2,1 mm;
25 um) wurde mittels eines software-gesteuerten 10-Wege-Ventils (VICI Valco Instruments
Co. Inc. Houston, Texas, USA) durchgefiihrt. Die chromatographische Trennung erfolgte auf
einer C18-RP-Saule (Nucleodur C18 Gravity; 50 x 4,6 mm; 5 um) bei 60 T (Saulenofen:
Perkin-Elmer Series 200 Column Oven).

Die Analyten wurden im single reaction monitoring (SRM) an einem Tandem-
Massenspekrometer (APl 3000; Applied Biosystems/MDS Sciex Concord, Kanada),
ausgestattet mit einer TurbolonSpray-lonenquelle detektiert.

Abbildung 3-10 gibt den schematischen Versuchsaufbau dieser Methode wider. Zu Beginn
ist die Position des 10-Wege-Ventils auf ,Anreicherung” (Ventilstellung A) gestellt. Uber
Pumpe A (50/50 MeOH/H,O [v/v]) werden so 25 pl des nach der Zentrifugation erhaltenen
Uberstandes auf der SPE-Saule angereichert, wahrend gleichzeitig Eluent C (97/3
MeOH/H,0; 10 mM NH,Oac; 0,1 % Hac) tber die analytische Séaule in das MS geleitet wird.
Nach 1,1 min wird das Ventil auf ,Elution” (Ventilstellung B) geschaltet, so dass Pumpe C die

Analyten innerhalb von 3,5 min in Gegenflussrichtung (backflush) von der SPE-S&ule auf die
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analytische Saule eluiert (Flussrate: 300 ml/min). Tabelle 3-12 fasst den zeitlichen Ablauf der

Methode zusammen.

Ventilsteliting A Ventiisteffung B
Anreicfrerung Elution

Autosampler Autosampler
=3

b

|
Pumpe C Pumpe C
I
(& T f
l% = @ l% 3
@
m
=
Abfall Abfall Abfall Abfall I
60°C 60°C
D HHPLC <
Saule B aule - a
(Nucleodur C18 Gravity 50x4.6 mm)
- -—
| — —fe =
-— -
MsMs MsSMs

Abbildung 3-10: Schematischer Aufbau der in der Rout ineanalytik eingesetzten SPE-HPLC-MS/MS-
Methode zur Quantifizierung der Immunsuppressiva; g ezeigt sind die beiden mdglichen Ventilstellungen
des 10-Wege-Ventils A und B; rot dargestellt ist der Fluss der mobilen Phase in der jeweiligen
Ventilstellung; gleicher Versuchsaufbau wurde zur Qua ntifizierung von Anidulafungin verwendet.

Tabelle 3-12: Ablauf der konventionellen SPE-HPLC-MS/MS -Methode zur Quantifizierung der
Immunsuppressiva und des Anidulafungins (Eluent A: 5 0/50 MeOH/H,0 [v/v]; Eluent C: 97/3 MeOH/H >0
[v/v], 10 mM NH 4Oac, 0,1% Hac)

Schritt Zeit Flussrate Flussrate Ventilstellung
(min) Eluent A Eluent B
(ul/min) (ul/min)

0 0.0 900 300

1 0.1 2700 300 Anreicherung
2 1.1 2700 300 Anreicherung
3 1.2 900 300 Elution

4 4.6 900 300 Elution
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung des lonisierungs- und Fragmentieru ngs-
verhaltens

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden die Massenlbergange von Tacrolimus (TRL), Sirolimus
(SRL), Everolimus (RAD), Cyclosporin A (CSA), Ascomycin und Cyclosporin D (CSD) bereits
im Rahmen der Routinediagnostik optimiert. Dabei zeigte sich, dass fur alle Analyten im
positiven lonisierungsmodus deutlich hdhere Intensitidten gemessen wurden als im negativen
lonisierungsmodus. Daher wurden die Massenibergdnge von Anidulafungin, d12CSA und

13c2d4RAD ebenfalls ausschliel3lich im positiven Modus bestimmt.

4.1.1 QI1-Spektren der Analyten

Um die Vorlauferionen fir die SRM-Optimierung zu bestimmen, wurden von den Analyten
Anidulafungin, 13c2d4RAD und d12CSA mittels FlieRinjektionsanalyse (Kapitel 3.6.1 und
3.7.1) Q1-Spektren im positiven Messmodus aufgenommen. Dabei zeigte sich, dass das
prominente lon des Anidulafungins durch die protonierte Muttermasse ([M+H]") gebildet
wurde, wahrend bei 13c2d4RAD sowie d12CSA vorwiegend die Bildung von
Ammoniumaddukten (M+NH,]") beobachtet wurden. Das Spektrum des d12CSA zeigte
neben dem genannten Ammoniumaddukt sowohl die einfach als auch zweifach protonierten
Analytmassen ([M+H]* bzw. [M+2H]*"). Diese wurden jedoch mit deutlich geringeren
Intensitaten als das Ammoniumaddukt detektiert, so dass fur die folgende SRM-Optimierung

das Ammoniumaddukt des d12CSA herangezogen wurde (Abbildung 4-1)

4.1.2 ldentifizierung der Analyten — SRM-Optimierung

Die Optimierung der MassenlUbergange und analytspezifischen MS-Parameter, Declustering
Potential (DP), Focussing Potential (FP), Collision Energy (CE), und Collision exit energy
(CXP), wurde wie in Kapitel 3.6.2 beschrieben durchgefiihrt. Aufgrund der Resultate aus den
Q1-Scans erfolgte die Optimierung dabei auf die prominenten Vorlauferionen. Fir
Anidulafungin stellte diese die protonierte Muttermasse (m/z: 1140,8 amu), fir 13c2d4RAD
und d12CSA die Ammoniumaddukte (m/z: 981,75 amu bzw. m/z: 1232,02 amu) dar. Tabelle

4-1 zeigt jeweils die zwei intensitatsstarksten Massenibergange der untersuchten Analyten.
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Abbildung 4-1: Q1-Spektren von Anidulafungin, 13c2d4  RAD

Spray Voltage: 5500 V, Flussrate: 20 pl/min; Summation

Tabelle 4-1: Bei der SRM-Optimierung erhaltene zwei

und d12CSA (DP: 60V, NEB: 6, CUR: 8, lon

von 25 Scans)

intensivste Massenubergénge; fett dargestellt sind

die fir die Methodenoptimierung verwendeten Massenii bergange
amu Vorlaufer [m/Z] amu Fragmention [m/Z] |ntenSItat [CpS]

_ _ 1140,64 1122,59 2,0 x 10°
Anidulafungin .

1140,64 343,37 6,9 x 10
4

13¢2d4RAD 981,48 914,53 6,4 x 10
981,48 932,00 2,6 x 10"
4

d12CSA 1231,65 1215,05 3,9x10
1231,65 637,20 3,8x10°

In Tabelle 4-2 sind die optimierten Parameter aller Analyten zusammengefasst. Die

Ubergange der Analyten

Tacrolimus, Sirolimus, Cyclosporin A, Ascomycin und

Cyclosporin D wurden dafiir aus der bereits bestehenden Methode Glbernommen.
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Tabelle 4-2: Am APl 3000 optimierte Masseniibergénge der Analyten; DP: Declustering Potential ; FP:
Focussing Potential ; CE: Collision Energy ; CXP: Collision exit energy

?mm/;]Vorléuferion [amm/;J]Fragmention DP [V] FP V] CE V] CXP [V]
Tacrolimus 821,63 768,65 56 330 31 28
Sirolimus 931,64 864,75 57 350 23 32
Everolimus 975,71 908,75 51 320 25 32
Cyclosporin A 1219,95 1203,15 56 370 33 48
Anidulafungin 1140,64 343,37 76 360 99 34
Ascomycin 809,61 756,65 56 370 31 28
13c2d4RAD 981,75 914,53 51 260 25 40
d12CSA 1232,02 1215,04 41 320 33 44
Cyclosporin D 1233,94 1217,25 51 360 23 30

4.1.3 Untersuchung geeigneter Additive im HPLC-Elu  enten

Salz- und Saurekonzentrationen im HPLC-Eluenten wurden wie in Kapitel 3.7.2 beschrieben
mittels FlieRRinjektionsanalyse optimiert. Zusammenfassend sind in Tabelle 4-3 die in den
sieben Versuchsansatzen verwendeten Ammoniumacetat- und Essigsaurekonzentrationen

aufgefuhrt.

Tabelle 4-3: Versuchansatze 1 — 5 zur Untersuchung g  eeigneter Additive im HPLC-Eluenten

1 2 3 4 5 6 7
NH,Oac [mM] - 1 5 1 1 1 10
Hac [%] - - - 005 01 0,5 0,1

Die Detektion der Analyten erfolgte im SRM-Modus. Die Auswertung wurde Uber die
Peakflachen der Analyten vorgenommen.

Abbildung 4-2 zeigt den Einfluss der Ammoniumacetatkonzentration auf die Peakflache.
Verglichen wurden die Peakflachen, die ohne Zusatz sowie nach Zusatz von 1 mM bzw.
5 mM Ammoniumacetat detektiert wurden (Bedingungen 1-3). Fur den Vergleich wurde eine
Normierung auf die unter Bedingung 1 ermittelten Peakflachen vorgenommen. Es stellte sich
heraus, dass die Zugabe von 1 mM Ammoniumacetat eine Intensitatssteigerung und damit
verbundene PeakflachenvergréRerung bewirkte. Dieser Effekt war beim Anidulafungin
besonders ausgepragt. Hier bewirkte die Zugabe von 1 mM Ammoniumacetat eine Zunahme
der Peakflache auf das 126-fache. Die Immunsuppressiva zeigten eine
PeakflachenvergoRerung auf das 8-fache (CSD) bis auf das 20-fache (SRL). Eine Erh6hung
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der Ammoniumacetatkonzentration auf 5mM zeigte zwar ebenfalls eine deutliche
Intensitatssteigerung gegentber Bedingung 1 auf das 5-fache (d12CSA) bis 84-fache
(Anidulafungin). Im Vergleich zu 1 mM Ammoniumactetat resultierte eine Erhéhung auf 5 mM

jedoch in einer im Mittel 55 %igen Abnahme der Peakflachen.

| I 0 mM NH,Oac
12000 1 mM NH,Oac
I 5 MM NH,Oac

10000
8000 —
6000 —

4000 —

relative Peakflache [%]

2000
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Q \C
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Abbildung 4-2: Abhéngigkeit der Analytpeakflachen v on der Ammoniumacetatkonzentration

Neben der Salzkonzentration wurde auch der Einfluss der S&urekonzentration auf die
lonisierung der Analyten untersucht. Die Messung erfolgte bei konstanter Salzkonzentration
von 1 mM Ammoniumacetat. Die Essigsaurekonzentration wurde zwischen 0,05 % und

0,5 % (Bedingung 4 — 6) variiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 4-3 gezeigt.
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Abbildung 4-3: Abhéngigkeit der Analytpeakflachen v on der Essigsaurekonzentration im HPLC-Eluenten

46



Ergebnisse

Far alle Analyten zeigte sich nach einer Erhéhung der Salzkonzentration von 0 % auf 0,05 %
eine signifikante Abnahme der Peakflache auf im Mittel 53 %. Eine weitere Erhdhung auf
0,1 % Hac hatte auf die Peakflache jedoch keinen Einfluss. Nach Zusatz von 0,5 % Hac
wurde eine weitere Abnahme der Peakflachen auf 20 % des Ausgangswertes beobachtet.

In einem weiteren Versuch wurde der in der Routineanalytik der Immunsuppressiva im
Institut fir Pharmakologie eingesetzte HPLC-Eluent (10 mM NH4Oac, 0,1 % Hac; Bedingung
7) mit Bedingung 4 (1 mM NH;Oac, 0,05% Hac) verglichen (Abbildung 4-4). Die
Peakflachen wurden auf Bedingung 7 normiert. Es stellte sich heraus, dass mit geringerer
Salz und Saurekonzentration im Mittel etwa 50 % groRere Peakflachen erzielt werden
konnten.

200 —
| I 10 mM NH,Oac; 0,1% Hac

1804 I 1mM NH,Oac; 0,05% Hac

relative Peakflache [%]

\ A 2N O
o @¥ B & P ROt &@VO @cﬁ‘x
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N

Abbildung 4-4: Vergleich des optimierten HPLC-Eluenten (roter Balken) mit dem in der Routinediagnostik
der Immunsuppressiva (Institut fir Pharmakologie — M edizinische Hochschule Hannover) eingesetzten
(schwarzer Balken)

4.2 Untersuchung der verschiedenen Filtermaterialie  n

Von der Firma Spark Holland wurden zwei unterschiedliche Materialien (Material 1: R-25449,
Material 2: R-27784) zur Verfigung gestellt, deren Reinheit in diesem Versuchsteil
untersucht werden sollte. Nach dem in Kapitel 3.8.2. beschriebenen Versuchsaufbau wurden
beide Filtermaterialien sowie eine filterfreie Referenzkartusche untersucht. Die Detektion
erfolgte zunachst im Q1-Modus, in dem die Vorlauferionen der Analyten in einem
festgelegten Massenbereich selektiv erfasst wurden. Abbildung 4-5 zeigt die erhaltenen
Chromatogramme sowie die im Zeitraum von 0,3 — 1,4 min erhaltenen Spektren.

Wahrend die filterfreie Kartusche zu keiner signifikanten Signalerh6hung fihrte

(Ims= 1,2 x 10°cps), wurden mit beiden Filtermaterialien deutliche Signale nach ca. 0,4 —

a7



Ergebnisse

0,5 min detektiert, wobei das durch Material 1 hervorgerufene Signal das 2,8-fache

(Ima= 2,2 x 10 cps) des Material-2-Signals (Ima= 8,9 x 10° cps) betrug.
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Abbildung 4-5: Q1- Chromatogramm zur Untersuchung d er verschiedenen Filtermaterialien — grof3es
Diagramm: Q1-Chromatogramm; kleines Diagramm: im Ze itfenster 0,3 — 1,4 min (blaues Fenster)
aufgenommene Spektren

Die im Zeitfenster von 0,3 — 1,5 min aufgenommenen Spektren zeigen, dass sowohl die
filterfreie Kartusche als auch beide Filtermaterialien ahnliche Signalverteilungsmuster
aufwiesen, in denen der Bereich hochster Intensitdt zwischen 500 — 850 amu lag. Das von
Material 1 aufgenommene Spektrum wies zudem hohe Intensitaten im unteren
Massenbereich (100 — 300 amu) auf. Um zu untersuchen, ob die aus den Filtermaterialien
detektierten Massen, die gleichen Ubergange aufwiesen wie die Analyten, wurde der obere
Versuch im SRM-Modus wiederholt. Dabei ergab sich, dass von Material 1 solche lonen
detektiert wurden, deren Massenibergange denen von CSA, CSD und d12CSA
entsprachen. Dies war weder bei Filtermaterial 2 noch bei der leeren Kartusche der Fall
(Abbildung 4-6), weshalb die weitere Methodenentwicklung mit Filtermaterial 2 durchgefuhrt

wurde. Die SRM-Chromatogramme der Ubrigen Analyten sind im Anhang 1 zu finden.
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Abbildung 4-6: SRM-Chromatogramme von CSA, CSD und d1 =~ 2CSA zur Untersuchung der verschiedenen
Filtermaterialen

4.3 Optimierung des Analyttransfers von dem Filterm aterial auf die
SPE-Kartusche

4.3.1 Einfluss der Eluentzusammensetzung, des Trans fervolumens und der
Flussrate auf die Extraktionseffizienz

Die Optimierung des Analyttransfers wurde nach dem in Kapitel 3.8.3. beschriebenen
Versuchsaufbau durchgeftihrt. Der Transfereluent wurde in Hinblick auf seinen organischen
Anteil (MeOH) untersucht, wobei dieser von 0—-90 % variiert wurde. Transfervolumina
zwischen 100 und 750 ul wurden getestet. Der untersuchte Flussratenbereich lag zwischen
100 pl/min und 1000 pl/min. Die Messung der Proben (Analytengemisch, 1 pg/ml in 50/50
MeOH/H,O [v/Vv]) erfolgte an jeweils drei aufeinander folgenden Tagen, so dass fir die
Auswertung der Peakflachen Dreifachwerte zur Verfiigung standen. In Abbildung 4-7 und
Abbildung 4-8 sind exemplarisch die resultierenden Peakflachen fur die Analyten TRL und
Anidulafungin vergleichend gegenibergestellt. Die Diagramme der Ubrigen Analyten finden
sich in Anhang 2.
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Abbildung 4-7: Ubersicht der Optimierung des Probent

(Anidulafungin)

ransfers von der Filter- auf die SPE-Kartusche
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Abbildung 4-8: Ubersicht der Optimierung des Probent

(Tacrolimus)

ransfers von der Filter- auf die SPE-Kartusche
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Die Diagramme geben die Abhangigkeit der Peakflachen vom MeOH-Anteil im
Transfereluenten sowie von der Flussrate und dem Transfervolumen wieder. Zu erkennen
war eine Zunahme der Peakflachen mit steigendem Methanolgehalt im Transfereluenten.
Dieser Effekt war bei TRL deutlich weniger ausgepragt als bei Anidulafungin, wo eine
deutlichere Intensitatssteigerung durch eine Erhéhung des MeOH-Anteils erreicht wurde. Bei
beiden Analyten konnten maximale Peakflachen bei einem MeOH-Anteil von 40 % detektiert
werden. Ein noch hdherer organischer Anteil fihrte zu einem sichtbaren Intensitatsverlust,
und damit zu einer Verringerung der Peakflachen. Ab einem Methanolgehalt von 80 % und
einem Transfervolumen von 500 pl wurden keine Analyten mehr detektiert.

Des Weiteren war zu erkennen, dass bei 100 pl Transfervolumen insgesamt die geringsten
Peakflachen ermittelt wurden. Dieser Effekt wird auch in Abbildung 4-9 exemplarisch fur
Anidulafungin und Tacrolimus deutlich. Diese Abbildung zeigt den Einfluss des
Transfervolumens abhangig von der Flussrate auf die Analytpeakflachen bei einem
konstanten MeOH-Gehalt von 40 %.
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Abbildung 4-9: Optimierung des Probentransfers von d er Filter- auf die SPE-Kartusche (exemplarisch fiir
Tacrolimus und Anidulafungin gezeigt) — Transferelu ent: 40% MeOH - Abhangigkeit der Analytpeakflache
von Flussrate und Volumen des Transfereluenten

Aus beiden Grafiken wurde ersichtlich, dass, unabhéangig von der Flussrate, 100 pl
Transfervolumen die geringsten Peakflachen lieferten. Eine Erhéhung des Volumens auf
250 pl hatte eine Erhéhung der Peakflache um das im Mittel 2 - fache (Tacrolimus) bzw. das
6 — fache (Anidulafungin) zur Folge. Eine weitere Volumenerhdhung des Transfereluenten
hatte jedoch nur noch einen geringen Effekt auf die Peakflache. AulRerdem wiesen die
Ergebnisse darauf hin, dass sich mit Flussraten von 100 pl/min die gréf3ten Peakflachen

erzielen liel3en (roter Balken in beiden Diagrammen).
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4.3.2 Einfluss der Eluentzusammensetzung, des Trans fervolumens und der
Flussrate auf Matrixeffekte

In diesem Versuchsteil wurde der Einfluss der Transferbedingung auf Matrixeffekte mittels
eines Post-Column-Infusionsexperiments untersucht. Der Versuchsaufbau erfolgte wie in
Abschnitt 3.8.6.1. beschrieben.

Zunachst sollte ein Vergleich zwischen Leerkartusche und Filtermaterial ohne Probe
Aufschluss Uber mogliche Matrixeffekte, die durch das Filtermaterial hervorgerufen werden,
geben. Beide Proben wurden unter gleichen Transferbedingungen analysiert. Der Transfer
wurde mit einer Flussrate von 100 pl/min und Volumen von 750 ul durchgefihrt. Als
Transfereluent wurde 40/60 MeOH/H,O [v/v] verwendet. Die Auswertung erfolgte Uber das
Totalionenchromatogramm (TIC), welches die Summe der Intensitaten aller Analyten
aufgetragen gegen die Analysenzeit darstellt. Abbildung 4-10 zeigt das TI-Chromatogramm
der Leerkartusche und der Filterkartusche, das unter den oben genannten Bedingungen

aufgenommen wurde.

1,0x10° —— Leerkartusche
—— Filter

8,0x10°

6,0x10°

Intensitat [cps]

4,0x10°

2,0x10°

0,0

0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0
Zeit [min]

Abbildung 4-10: TI-Chromatogramm des Post-Column -Infusionsexperiments zur Untersuchung von
Matrixeffekten ohne Beriicksichtigung einer chromato graphischen Trennung: Vergleich Leerkartusche
mit analytfreier Filterkartusche; Flussrate: 100 yl  /min; Transfervolumen: 750 pl

Sowohl die Leerkartusche als auch die Filterkartusche wiesen ein ahnliches Intensitatsprofil
auf, in dem nach 0,35 min ein charakteristisches Intensitatsminimum zu erkennen ist. Nach
0,6 min erreichten die Intensitaten beider Proben wieder den Basiswert von ca. 4x10° cps.

Im Folgenden wurden nun Post-Column-Experimente unter fanf der vorherigen
Transferbedingungen durchgefihrt, bei denen fur alle Analyten mdglichst hohe Peakflachen

erzielt werden konnten (Tabelle 4-4)
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Tabelle 4-4: Versuchsansatze 1 — 5 zur Untersuchung von Matrixeffekten (ohne Berucksichtigung der
analytischen Trennung)

1 2 3 4 5
Anteil MeOH [%)] 0 20 40 40 40
Flussrate [pl/min] 100 100 100 300 800
Transfervolumen [pl] 750 750 750 500 250

Es wurden sowohl Kontrollplasma als auch Kontrollblut analysiert. Fir die Auswertung
wurden die resultierenden Totalionenchromatogramme miteinander verglichen (Abbildung
4-11). Unter jeder untersuchten Bedingung erreichten die Intensitatskurven zum Zeitpunkt
t = 0,3 min ein Minimum. Ein Intensitatsanstieg erfolgte bei den Matrixkurven im Unterschied
zur Intensitatskurve der Referenzkartusche deutlich spater. Unter Verwendung eines rein
wassrigen Transfereluenten (Bedingung 1) war ein Anstieg der Intensitéat erst nach 0,55 min
(Plasma) bzw. nach 0,7 min (Blut) detektiert worden. Alle Kurven zeigten unter Verwendung
von methanolischen Tranfereluenten (Bedingung 2 — 5) bereits einen Intensitdtsanstieg nach
0,4 — 0,5 min. Die Basisintensitat von 4 x 10° cps wurde mit der Referenzkartusche nach ca.
0,6 min wieder erreicht, wohingegen die mit Blut- bzw. Plasmaprobe erreichten Intensitaten
deutlich unter dieser lagen. Die erreichten Maximalintensitéten lagen dabei in Blut mit einem
Mittelwert von 4 x 10* cps deutlich unter denen in Plasma (1 — 2 x 10° cps). Dabei fiel auf,

dass in Plasma die hdchsten Intensitaten bei einem rein wéssrigen Analyttransfer erreicht

wurden.
6x10° 1 —— Leerkartusche s —— Leerkartusche
Blut —— 0% MeOH 100 pl/min 750 pl 6x10"1 Plasma —— 0% MeOH 100 pl/min 750 pl
——20% MeOH 100 pl/min 750 pl —20% MeOH 100 pl/min 750 pl
5x10° 4 ——40% MeOH 100 pl/min 750 pl 5x10° - ——40% MeOH 100 pl/min 750 pl
—— 40% MeOH 300 pl/min 500 pl X ——40% MeOH 300 pl/min 500 pl
——— 40% MeOH 800 pl/min 250 pl ——40% MeOH 800 pl/min 250 pl
5
7 4x10 7 4510°
— S
& ®
2 3x10° 2 3x10°
-— f=4
2x10° 4 T o 0°
1x10° 1x10°
0 T T T T T 1 O T T T T T T T T T 1
0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 0,4 0,5 06 0,7 0,8 0,9 1,0
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 4-11: TI-Chromatogramm des Post-Column -Infusionsexperiments zur Untersuchung von
Matrixeffekten ohne Beriicksichtigung einer chromato graphischen Trennung: Einfluss von
Transfervolumen und —flussrate auf Matrixeffekte in Blut und Plasma
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4.3.3 Verringerung von Matrixeffekten — Waschen der =~ SPE-Kartusche

Die vorangegangenen Experimente machten eine massive Intensitdtsminderung durch Blut
bzw. Plasma deutlich. Um diese Effekte zu verringern, sollte die SPE-Kartusche nach
erfolgtem Analyttransfer gespilt werden. Hierfur wurden verschiedene methanolische
Waschlosungen getestet, die sich hinsichtlich ihres organischen Anteils (50 — 97 %)
unterschieden. Der Spilschritt wurde mit einer Flussrate von 500 pl/min und einem Volumen
von 500 pl durchgefihrt.

In einem Post-Column-Experiment sollten die Waschlosungen zunéchst auf ihre Eignung,
Matrixbestandteile von der SPE-Kartusche zu entfernen, untersucht werden.

Abbildung 4-12 zeigt die unter den getesteten Bedingungen erhaltenen TI-Chromatogramme

sowohl fur Blut- als auch fur Plasmamatrix.
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Abbildung 4-12: TI-Chromatogramm des Post-Column -Infusionsexperiments zur Untersuchung von
Matrixeffekten ohne Beriicksichtigung einer chromato graphischen Trennung: Einfluss des
methanolischen Anteils in der Waschlésung auf die M atrixeffekte in Blut und Plasma

Waschen der SPE-Kartusche mit Methanol hatte sowohl bei Blut- als auch bei Plasmamatrix
einen geringen Effekt auf die Analytintensitaten. In Blut wurde das beste Ergebnis mit einer
80 % methanolischen Waschldsung erreicht, in Plasma mit einer 60 %igen methanolischen

Ldsung.

Aus den Versuchen zur Optimierung der Transferbedingungen liel3 sich bereits ersehen,
dass ein Methanolgehalt von 70 % keine ausreichende Retention der Analyten auf der SPE-
Kartusche ermdglichte, wobei 60 % Methanol sowohl die Retention gewahrleistete als auch
einen gering positiven Einfluss auf Matrixeffekte aufwies (vgl. Abbildung 4-7 und Abbildung
4-8). Aus diesen Grunden wurde in weiteren Versuchen ein Waschschritt der SPE-Kartusche
mit 60% MeOH in die Methode eingeflgt.
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4.4 Untersuchung von Verschleppungseffekten

Zur Untersuchung der Verschleppungseffekte (carry over) wurden eine Standardprobe
(1 pg/ml in 50/50 MeOH/H,O [v/V]) und nachfolgend eine Leerkartusche (blank) analysiert.
Die Verschleppung fir jeden Analyten wurde als prozentualer Anteil der Peakflache des

blank von der der Standardprobe angegeben (Tabelle 4-5).

Tabelle 4-5: prozentuale Verschleppung der Analyten ohne Spulschritt

Verschleppung [%]

44111 TRL 6,6 — 9,6

SRL 8,0-10,6

RAD 8,4-9,2

CSA 8,0-9,5
Anidulafungin 8,7-10,4
Ascomycin 7,2-9,6
13c2d4RAD 8,2-9,9

d12CSA 76-8,1

CsD 10,2-10,8

Da fiur keinen deutliche Verschleppungseffekte beobachtet wurden, sollte in diesem
Versuchsteil durch Spilen von V1 mit eingesetzter Filterkartusche sowie von V4 mit
eingesetzter SPE-Kartusche die Verschleppung minimiert werden. Verschiedene Eluenten
wurden hierflr getestet, die sich zum einen in ihrer organischen Komponente (MeOH,
Isopropanol oder ACN) sowie im Anteil der organischen Komponente (50— 97 %)
unterschieden. Flussrate (1000 pl/min) und Volumen (1000 pl) blieben zunéachst unverandert.
Analysiert wurden jeweils eine Standardprobe (1 pg/ml in 50/50 MeOH/H,O [v/v]) und

nachfolgend eine Leerkartusche. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4-6 zusammengefasst.
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Tabelle 4-6: prozentuale Verschleppung der Analyten nach Spiilen der Ventile V1 und V2 mit variierten
Spilekuenten; Spil-Volumen: 1000 pl; Spul-Flussrate: 10 00 wl/min

TRL SRL RAD CSA Anidulafungin Ascomycin d12CSA 13c2d4R AD CSD
50/50 MeOH/H,O | 8,55 10,6 9,44 8,40 19,03 8,50 7,92 9,49 9,13
70/30 MeOH/HO | 0,72 0,53 0,71 0,58 2,27 0,56 0,46 0,55 0,59
80/20 MeOH/HO | 0,31 0,20 0,26 0,16 3,74 0,33 0,16 0,22 0,23
97/03 MeOH/H:O | 0,24 0,16 0,20 0,14 0,60 0,27 0,16 0,17 0,18
50/50 Isopr/H20 | 0,99 2,61 2,76 3,33 7,93 1,11 3,05 2,67 3,99
70/30 Isopr/ HO | 0,34 0,17 0,22 0,25 1,03 0,31 0,14 0,12 0,13
80/20 Isopr/H.0 | 0,28 0,20 0,23 0,20 1,70 0,32 0,15 0,18 0,12
97/03 Isopr/H.0 | 0,38 0,35 0,36 0,33 0,96 0,42 0,00 0,23 0,27
50/50 ACN/HO | 0,40 0,31 0,36 0,40 5,77 0,37 0,35 0,25 0,59
70/30 ACN/HO | 0,36 0,21 0,19 0,30 0,77 0,43 0,21 0,23 0,18
80/20 ACN/HO | 0,35 0,24 0,14 0,25 0,52 0,35 0,16 0,25 0,19
97/03 ACN/HO | 0,31 0,17 0,18 0,31 1,19 0,34 0,27 0,23 0,29

Aus der Tabelle wird ersichtlich, dass durch 50 % MeOH im Spul-Eluenten die
Verschleppung nicht verringert werden konnte. Im Falle des Anidulafungin fiihrte das Spilen
mit diesem Eluenten sogar zu einer deutlichen Verstarkung der Verschleppung. Eine weitere
Erhéhung des MeOH-Anteils &ulRerte sich jedoch bei allen Analyten in einer Reduktion der
ermittelten Verschleppung.

Bei der Verwendung von Isopropanol und Acetonitril waren ahnliche Effekte zu beobachten.
In beiden Fallen zeigte ein organischer Anteil von 50 % den geringsten Effekt auf die
prozentuale Verschleppung, wobei bei diesem Anteil ACN die besseren Ergebnisse lieferte.
Fur Anidulafungin wurde beobachtet, dass eine Erhohung des ACN-Anteils von 80% auf
97 % insgesamt zu vermehrter Verschleppung fuhrte.

Anhand dieser Ergebnisse wurde fir Anidulafungin und die Immunsuppressiva die optimale
Zusammensetzung des Spil-Eluenten ausgewaéhlt. Fir die Immunsuppressiva wurde die
geringste Verschleppung bei einer Eluentzusammensetzung von 97/3 MeOH/H,O [v/v], fur
Anidulafungin von 80/20 ACN/H,0 [v/v] ermittelt. In einem weiteren Versuch sollten nun die
optimale Kombination aus Flussrate und Volumen bestimmt werden. Aufgrund der
unterschiedlichen Ergebnisse fir Immunsuppressiva und Anidulafungin wurden beide
Substanzgruppen fir diesen Versuch getrennt untersucht. Wie in dem vorherigen Versuch
wurden zunachst eine Standardprobe und anschlieBend eine leere Kartusche analysiert. Es

ergaben sich die in Tabelle 4-7 und Tabelle 4-8 zusammengefassten Ergebnisse.
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Tabelle 4-7: prozentuale Verschleppung der Immunsup  pressiva und der internen Standards mit der
optimierten Spuleluent-Zusammensetzung

TRL SRL RAD CSA Ascomycin d12CSA 13c2d4 RAD CSD
9713 3000 p/min
MeOH/H,0 | 500 037 023 030 025 0,37 0,39 0,29 0,21
3000 pl/min
1000 pl 0,24 0,16 0,20 0,24 0,27 0,16 0,17 0,18
3000 pl/min
2000 1 0,65 039 036 049 0,62 0,89 0,41 0.48
300 Wimin-—1 57 925 015 017 0,29 0,15 0,17 013
2000 i

Tabelle 4-8: prozentuale Verschleppung von Anidulafu ngin und Ascomycin mit der optimierten
Spileluent-Zusammensetzung

Anidulafungin Ascomycin
i?:lﬁl(/)H 20 gggowu /min 1,04 0,50
mown | oo
gggowﬁmn 0.35 0,44

Fur die Immunsuppressiva (TRL, SRL, RAD, CSA) und ihre internen Standards (Ascomycin,
d12CSA, 13c2d4RAD und CSD) ergab sich unter Verwendung von 97 % MeOH eine
optimale Flussrate von 3000 pl/min und ein Volumen von 1000 pl. Unter diesen Bedingungen
lag der Anteil der Verschleppungen zwischen 0,14 und 0,27 %. Anidulafungin wies unter
80 % ACN die geringste Verschleppung bei einer Flussrate von 3000 pl/min und einem
Volumen von 2000 ul auf (0,18 %). Fur Ascomycin, das als interner Standard sowohl fir die
Immunsuppressiva als auch fir Anidulafungin verwendet werden sollte, wurde die
Verschleppung unter beiden Bedingungen untersucht. Sie betrug unter methanolischen
Bedingungen 0,27 %, unter ACN 0,33 %. Abbildung 4-13 stellt die blanks gegeniber, die
ohne Spilschritt (linke Seite) sowie unter optimierten Bedingungen (rechte Seite) gemessen
wurden. In dieser Abbildung wird, unter Beachtung der unterschiedlichen Intensitaten,
deutlich, dass sich die fur Anidulafungin berechnete Verschleppung von 0,18 % bereits durch

die Integration des Grundrauschens ergab.
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Abbildung 4-13: Minimierung der Verschleppungseffekt
(exemplarisch fiir Tacrolimus und Anidulafungin geze
Verschleppung herangezogene Peakflache
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4.5 Optimierung des Analyttransfers von der SPE-Kar  tusche auf
die analytische Saule

Die Elution der Analyten von der SPE-Kartusche und darauffolgende Auftrennung auf der
HPLC-Saule wurde analog zu der Routinemethode mit 97 % MeOH durchgefihrt. Als
Additive im HPLC-Eluenten wurden 1 mM NH,Oac und 0,05% Hac verwendet. Der
Versuchsaufbau ist 3.8.3.1 dargestellt. Die so erhaltenen Chromatogramme sind in
Abbildung 4-14 gezeigt.
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Abbildung 4-14: Optimierung des Analyttransfers von der SPE-Kartusche auf die analytische Saule -
Chromatogramme aller Analyten; die Elution wurde dur chgefiihrt mit 97% MeOH (1 mM NH 4Oac, 0,05%
Hac) und einer Flussrate von 300 pl/min

Das Elutionsfenster der Analyten lag zwischen 1,8 und 2,6 min. Die Analytpeaks von CSA
und d12CSA wiesen ein symmetrisches Profil mit Peakbreiten von 0,4 min auf. Die Ubrigen
Analyten zeigten breitere (0,5—-0,7 min) Peaks mit einer unsymmetrischen Form. Zur
Verbesserung der Peakform sowie zur Verringerung der Peakbreite kann u.a. eine

Fokussierung der Analyten auf der HPLC-Saule durchgefihrt werden. Hierbei werden
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Bedingungen gewahlt, unter denen die Analyten auf der analytischen Saule retinieren. Durch
geeignete Anderung der Bedingungen erfolgt dann die Elution.

Wie das Ergebnis der Optimierung des Analyttransfers von dem Filtermaterial (Kapitel 4.2)
auf die SPE-Kartusche gezeigt hat, erfolgte unter 80 % Methanol keine Retention der
Analyten auf der SPE-Kartusche. Unter dieser Bedingung kénnen die Analyten demnach von
der SPE-Kartusche auf die analytische Saule transferiert werden. Auf dieser flihrte jedoch
ein  MeOH-Anteil von 80 % zu einer Retention der Analyten. Daher wurde diese
Eluentzusammensetzung gewahlt, um die Analyten von der SPE auf die HPLC-Séaule zu
transferieren und dort zu fokussieren. Zunachst sollte untersucht werden, welche Flussrate
und Elutionsdauer fir eine vollstandige Elution der Analyten von der SPE-Kartusche
notwendig war. Als Eluent wurde 80/20 MeOH/H,O [v/v] mit den Zusatzen 1 mM NH,Oac
und 0,05% Hac verwendet. Flussraten von 300 bis 600 pl/min wurden getestet. Die Detektion
erfolgte im SRM-Modus. Der verwendete Versuchsaufbau ist in Kapitel 3.8.5.2, die

erhaltenen TICs in Abbildung 4-15 gezeigt.
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Abbildung 4-15: Optimierung des Analyttransfers von der SPE-Kartusche auf die analytische Saule —
Elutionsprofil (dargestellt als TIC) in Abhangigkeit von der Flussrate; Eluent: 80% MeOH (1 mM NH 4Oac
und 0,05% Hac)

Wie Abbildung 4-15 zeigt liel3 sich abh&ngig von der Flussrate die Elutionsdauer verkirzen.
So war eine vollstandige Elution bei einer Flussrate von 200 pl/min nach ca. 1,5 min und bei
einer Flussrate von 600 pl/min bereits nach 0,75 min erreicht. Um einen zu hohen Rickdruck
zu vermeiden, wurde eine Flussrate von 500 pl/min gewahlt, um die Analyten von der SPE
auf die HPLC-Saule zu transferieren Bei dieser Flussrate war eine Elution der Analyten nach

ebenfalls 0,75 min erreicht.
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In einem weiteren Schritt wurden die Analyten unter Verwendung von 80% MeOH von der
SPE auf die HPLC-Saule transferiert. Die Transferzeit betrug 45 Sekunden. Eine Elution der
Analyten von dieser Saule erfolgte dann mit dem hdéher organischen Eluenten 97/3 [v/v]
MeOH 1 mM NH4Oac, 0,05 % Hac und einer Flussrate von 300 pl/min. Unter diesen
Bedingungen ergaben sich die folgenden Chromatogramme (Abbildung 4-16):
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Abbildung 4-16: Optimierung des Analyttransfers von der SPE-Kartusche auf die analytische Saule -
Chromatogramme aller Analyten nach Fokussieren auf der analytischen Séaule; die Fokussierung wurde
durchgefiihrt mit 80 % MeOH (1 mM NH 4Oac, 0,05% Hac) und einer Flussrate von 500 pl/min,  die Elution
erfolgte mit 97 % MeOH (1 mM NH 4Oac, 0,05% Hac) und einer Flussrate von 300 pl/min

Die unter diesen Bedingungen erhaltenen Peaks weisen in der Regel eine symmetrische
Form auf. Eine Ausnahme sind CSD und Anidulafungin. Der CSD-Peak zeigt eine
vorgelagerte Schulter (Retentionszeit 3,59 min), wahrend der Peak von Anidulafungin eine
weniger steile abfallende als ansteigende Signalflanke (tailing) aufweist. Die
Retentionszeiten aller Analyten liegen zwischen 2,9 und 3,7 min. Im Vergleich zu dem
vorherigen Versuch wiesen die Analyten schmalere Peaks mit Breiten von 0,3 bis 0,5 min

auf.
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4.6 Die optimierte SPE-HPLC-MS/MS-Methode

Aufbauend auf den Ergebnissen der vorherigen Versuche wurde eine optimierte Methode zur
Quantifizierung der zu untersuchenden Immunsuppressiva und Anidulafungin entwickelt. Um
eine Verunreinigung des Massenspektrometers zu minimieren, wurde zunachst eine weitere
Ventilschaltung in die bestehende Methode integriert. Hierbei wurde das Eluat der
analytischen Saule nicht wahrend des gesamten Elutionszeitraums in das
Massenspektrometer geleitet, sondern ausschlief3lich in einem festgelegten Zeitfenster von
1,5 min, in dem die Analyten von der analytischen Saule eluieren. Der schematische
Versuchsaufbau der so optimierten Methode ist in Abbildung 4-17 gezeigt. Tabelle 4-9 fasst

die wesentlichen Schritte der Methode zusammen.

HPLC Saule -|

HPD BU°C LC-Pumpe
1

2 1 2
3 V2 6 3 V3 6 3 V4 s
4 5 4 5 4 5

SP
| Abfall | | Abfall ‘ MS/MS . SPE

Abfall

Abbildung 4-17: schematischer Versuchsaufbau der opt imierten SPE-HPLC-MS/MS-Methode: HPD: High
Pressure Dispenser , CS: Column Saver ; SG: Security Guard
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Tabelle 4-9: Optimierte SPE-HPLC-MS/MS-Methode zur Quan

Anidulafungin

tifizierung von Immunsuppressiva bzw.

V1 V2 V3 V4 Eluent Flussrate / Volumen

Konditionierung .
der SPE- 1-2 6-1 1-2 6-1  ACN(HPD) 5000 u/min

1000 pl
Kartusche
Equilibrierung der 40/60 MeOH/H,O 5000 pl/min
SPE-Kartusche 1-2 6-1 1-2 6-1  ,4ppp 1000 pl

40/60 MeOH/H,O 300 pl/min
Probentransfer 6-1 6-1 1-2 1-2 (HPD) 500 ul
Waschen der 500 pl/min
SPE-Kartusche 1-2 6-1 1-2 1-2 60/40 MeOH/H,0O 500 pl
Elution von der 80/20 MeOH/H,0
SPE-Kartusche 1 mM NH;Oac 500 pl/min
auf die 1-2 6-1 1-2 6-1 " 050 Hac 0,75 min
analytische Séaule (LC-Pumpe)
. 97/ 3 MeOH/H,0
Elution von der 1-2 ) 1 mM NH,Oac 300 pl/min
analytischen 1-2 6-1 nachl 6-1 .
N ; 0,05% Hac 4,25 min
Saule in das MS 6-1
(LC-Pumpe)

3000 pl/min
Spiilen der Filter- E(Z)\/,ao ACN/H;0 1000 pl
und SPE- 6-1 6-1 1-2 1-2 97/3 MeOH/H,O bzw. _
Kartusche (HPD) 3000 pl/min

2000 pl
Reequilibrierung 40/60 MeOH/H,O 3000 pl/min
der Kapillaren 6-1 6-1 1-2 1-2 (HPD) 1000 pl

Die Methode beinhaltet als wesentliche Schritte den Analyttransfer von dem Filtermaterial
auf die SPE-Kartusche (Oasis® HLB; 10 x 2 mm; 30 um) , das Fokussieren der Analyten auf
der analytischen Saule (Nucleodur C18 Gravity, 4,6 x 50 mm; 5 um) sowie die Elution der
Analyten von der analytischen Saule. Um die Verschleppung zu minimieren, erfolgte am
Ende der Analyse ein Waschschritt. Dieser unterscheidet sich fur Anidulafungin und die
Immunsuppressiva sowohl in der Eluentzusammensetzung (Immunsuppressiva: 97/3
MeOH/H,O; Anidulafungin: 80/20 ACN/H,0) als auch im Waschvolumen (Immunsuppressiva
1000 pl; Anidulafungin 2000 ul).

Abbildung 4-18 zeigt ein charakteristisches Chromatogramm der Immunsuppressiva und
ihrer internen Standards sowie von Anidulafungin mit Ascomycin als internem Standard. Die
Retentionszeiten der Analyten (tg) sowie die Peakbreiten (PW) wurden in Tabelle 10

Zusam mengefasst.
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Abbildung 4-18: die optimierte SPE-HPLC-MS/MS-Methode: Charakteristische Chromatogramme aller

Analyten; Immunsuppressiva: 10 pl einer 1 pg/ml-L6s  ung (in 50/50 MeOH/H ,0 [v/v]); Anidulafungin: 10 pl
einer 1 ng/ml (in 50/50 MeOH/H ;0 [v/v]); die Ascomycin-Konzentration betrug fiir di e Anidulafungin-
Analyse 30 ng/ml (50/50 MeOH/H >0 [v/V])

Tabelle 4-10: charakteristische Retentionszeiten un  d Peakbreiten der Analyten

Immunsuppressiva-Analyse Anidulafungin-Analyse
remionszan VRSN Reenionszon PSR 0
PW [min] PW [min]
TRL 3,16 0,45 - -
SRL 3,2 0,414 - -
RAD 3,21 0,369 - -
CSA 3,55 0,414 - -
Anidulafungin - - 3,13 0,405
Ascomycin 3,15 0,468 3,22 0,441
13c2d4RAD 3,2 0,468 - -
d12CSA 3,54 0,293 - -
CSD 3,67 0,495 - -

Die Immunsuppressiva und die internen Standards lieen sich anhand ihrer Retentionszeiten
in zwei Gruppen unterteilen. TRL, SRL, RAD, Ascomycin und 13c2d4RAD eluieren nach
3,2 min, wobei sowohl TRL als auch Ascomycin eine breitere Peakform als die Ubrigen
Analyten dieser Gruppe aufweisen. Die Retentionszeit von CSA und d12CSA betragt 3,6
min, wahrend das CSD-Signal nach 3,7 min sein Maximum erreicht.

Anidulafungin eluierte nach 3,1 min von der analytischen Saule und damit 0,1 min friher als

der interne Standard Ascomycin.
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4.7 Einfluss der Trocknungszeit auf die MS-Signalin  tensitaten

Um den Einfluss der Trocknungszeit des Probenmaterials auf der Filterkartusche auf das
Messergebnis zu bestimmen, wurde ein Analytengemisch zunéchst in Standardldsung
(50/50 MeOH/H,0O [v/v]) auf die Filterkartuschen aufgetragen und nach unterschiedlichen
Trocknungszeiten (0 — 120 h) mit der optimierten Methode analysiert. Die Analytpeakflachen
wurden ermittelt und auf den t-O-Wert normiert. Abbildung 4-19 zeigt die relativen

Peakflachen der Analyten in Abhéngigkeit von der Trocknungszeit.

140
- —a—TRL —&— Anidulafungin
130 —e— SRL —<— Ascomycin
E —A—RAD >  13c2d4RAD
120 v CSA —e—d12CSA
< P 2 7S
Py / TT— . —
<
[}
©
x
© B e —
o ————————
v ——

/ [

T T T T T T T T T 74 g
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 115 120
Trocknungszeit [h]

Abbildung 4-19: Einfluss der Trocknungszeit auf die Analytpeakflachen: prozentuale Analytpeakflachen
extrahiert aus einem Standardgemisch (1 pg/ml in 50/ 05 MeOH/H2O [v/v]) nach unterschiedlichen
Probentrocknungszeiten (t = 0 — 120 Stunden), normier  t auf den t-0-Wert.

In der ersten Trocknungsphase (0 — 8 h) nahm die Peakflache zunéchst stark ab, wobei das
Ausmald der Abnahme eine Analytabhangigkeit zeigte. Die starkste Abnahme war bei CSA
(58 %) und d12CSA (53 %) zu beobachten, wahrend die Peakflachen bei SRL, RAD und
13c2d4RAD auf 68 %, 66 % bzw. 69 % abnahmen. Den geringsten Einfluss hatte die
Trocknungszeit auf TRL (73 %), Ascomycin (76 %) und Anidulafungin (88 %). In der zweiten
Trocknungsphase (8 -48 h) wurden fur alle Analyten gleichbleibende Intensitaten
gemessen. Eine Ausnahme bildet das Anidulafungin, dessen Peakflache nach 12 h wieder
auf den Ausgangswert stieg. In der dritten Trocknungsphase (48 — 120 h) ist eine weitere
Verringerung der Peakflachen auf bis zu 42 % (RAD, 13c2d4RAD) des Ausgangswertes zu
erkennen.

Abbildung 4-20 stellt den Einfluss der Trocknungszeit auf das Verhaltnis der Peakflachen

von Analyt zu internem Standard dar. Soweit moglich wurden die isotopenmarkierten
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Standards (13c2d4RAD, d12CSA) der Analyten verwendet. Ascomycin wurde sowohl als
interner Standard fir TRL und Anidulafungin verwendet als auch fir SRL. Die Auswertung

fur SRL erfolgte zusatzlich mit 13c2d4RAD, da beide Substanzen ahnliche Retentionszeiten

aufwiesen.
160—- —m— TRL (Ascomycin) v— RAD (13c2d4RAD)
1 —e— SRL (Ascomycin) —&— CSA (d12CSA)
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Abbildung 4-20: Einfluss der Trocknungszeit auf das Peakflachenverhdltnis von Analyt zu internem
Standard (in runden Klammern angegebe): prozentuale Analytpeakflachen extrahiert aus einem

Standardgemisch (1 pg/ml in 50/05 MeOH/H >0 [v/v]) nach unterschiedlichen Probentrocknungszeit en
(t = 0 — 120 Stunden), normiert auf den t-0-Wert.

Das Diagramm zeigt ein annahernd konstantes Verhaltnis von Analyt (TRL, RAD und CSA)
zu internem Standard Uber den gesamten Trocknungszeitraum. Wahrend das Verhaltnis von
SRL zu 13c2d4RAD ebenfalls konstant blieb, nahm es zu Ascomycin Uber die Zeit stetig bis
auf 60 % ab. Das Peakflachenverhaltnis von Anidulafungin zu Ascomycin zeigte im Verlauf
des Trocknungsvorgangs einen Anstieg auf 139 %, wobei der Kurvenverlauf stark

schwankte.
Analog zu oberen Versuchen wurde der Einfluss der Trocknungszeit auf die Peakflachen in

Matrixproben (Blut bzw. Standard) untersucht. Hier ergaben sich folgende Ergebnisse
(Abbildung 4-21):
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Abbildung 4-21: Einfluss der Trocknungszeit auf die Analytpeakflachen: prozentuale Analytpeakflachen
extrahiert aus einem Analytgemisch (1 pg/ml in Blut bzw. in Plasma) nach unterschiedlichen
Probentrocknungszeiten (t = 0 — 120 Stunden), normier  t auf den t-0-Wert.

Beide Diagramme zeigen eine Abnahme der Peakflachen in den ersten zwo6lf Stunden nach
Probenauftrag von im Mittel 25 %. Die Peakflachen der Immunsuppressiva und ihrer internen
Standards in Blut blieben ab diesem Zeitpunkt annédhernd konstant, wahrend die Peakflache
von Ascomycin in Plasma auf 63 % weiter abnahm. Die Peakflache von Anidulafungin stiegt
in den ersten zwei Stunden nach Probenauftrag zundchst auf 120 % des Ausgangswertes
an, nahm im weiteren Versuchsverlauf jedoch auf 75 % ab, wobei der Kurvenverlauf dem
des Ascomycins dhnelte.

Im Folgenden ist der Einfluss der Trocknungszeit auf den Quotienten aus Analytpeakflache
zu 1S-Peakflache gezeigt (Abbildung 4-22). Bei den Immunsuppressiva zeigte sich, dass
dieser Quotient fur alle Analyten Uber den gesamten Trocknungszeitraum annahernd
konstant blieb. Wie jedoch an den Kurvenverlaufen von SRL zu sehen ist, ergaben sich mit
Ascomycin (rote Kurve) als internem Standard starker schwankende Werte als mit
13c2d4RAD (blaue Kurve).

Der Quotient von Anidulafungin und Ascomycin zeigte ab einer Trocknungszeit von 12 h

einen weitgehend stabilen Verlauf.
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Abbildung 4-22: Einfluss der Trocknungszeit auf das Peakflachenverhaltnis von Analyt zu internem
Standard: prozentuale Analytpeakflachen extrahiert a  us einem Matrixgemisch (1 pg/ml in Blut bzw.
Plasma) nach unterschiedlichen Probentrocknungszeiten (t = 0 — 120 Stunden), normiert auf den t-0-Wert.

4.8 Untersuchung von Matrixeffekten mittels Post-Column -
Experimenten

Der in Abschnitt 3.8.6.2 beschriebene Versuchsaufbau wurde gewéhlt, um Matrixeffekte bei
der optimierten Methode zu untersuchen. Ausgewertet wurden die Analytintensitaten, die mit
der Leerkartusche, mit Blut- sowie mit Plasmamatrix gemessen wurden. Das Ergebnis
dieses Experiments ist in Abbildung 4-23 in Form von Totalionenchromatogrammen

dargestellt. Zusatzlich sind die Retentionszeitfenster der Analyten gezeigt.

2,2x10"

X ]| —— Leerkartusche
2,0x10"4 | —— Plasma
18x10"4 | — Blut
1,6x10"

] TRL, SRL CSA
1,4x10" RAD d12CSA
12107 ] Ascomycin

X107 13c2d4RAD

Intensitat [cps]

T T T T " T T T T
2,8 3,0 3,2 34 3,6 3,8 4,0 4.2

Zeit [min]

Abbildung 4-23: Post-Column -Infusionsexperiment zur Untersuchung von Matrixeff ekten der optimierten
SPE-HPLC-MS/MS-Methode; Vergleich zwischen einer Leerkar tusche und Blut- bzw. Plasmamatrix;
dargestellt sind weiterhin die Retentionszeitfenste r der Analyten (gestrichelte Linien)
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Sowohl mit Blut- als auch mit Plasmamatrix wurden deutlich niedrigere Intensitaten detektiert
als mit der Leerkartusche. Die Intensitdten waren im ersten Retentionszeitraum (3 — 3,5 min)
um den Faktor 3, im zweiten Retentionszeitraum (3,5 — 4 min) um den Faktor 2 im Vergleich
zur Leerkartusche erniedrigt. Dabei wurde kein signifikanter Unterschied zwischen Blut und

Plasma festgestellt.

4.9 Analyse von Eichreihen mit der optimierten SPE- HPLC-MS/MS-
Methode

4.9.1 Analyse von Standardeichreihen

Um eine Aussage Uber die Anwendbarkeit der optimierten Methode machen zu kénnen,
wurden Eichreihen der Analyten in Blut (Immunsuppressiva) bzw. Plasma (Anidulafungin)
aufgenommen. Die Auswertung der Eichreihen wurde Uber das Peakflachenverhaltnis von
Analyt zu internem Standard vorgenommen. Fir die Immunsuppressiva erfolgte dieses
sowohl Uber die in der Routinediagnostik eingesetzten Standards Ascomycin und CSD als
auch Uber die neu getesteten isotopenmarkierten Standards 13c2d4Rad und d12CSA. Fir
Anidulafungin wurde Ascomycin als interner Standard verwendet. Es stellte sich heraus,
dass die besten Ergebnisse mittels quadratischer Regression und einem Wichtungsfaktor
von 1/x erzielt wurden. Abbildung 4-24 und Abbildung 4-25 zeigten die erhaltenen
Eichreihen mit den dazugehdrigen Geradengleichungen und Korrelationsfaktoren (R?). Der
Korrelationsfaktor gibt an, wie gut die Eichkurve durch die Ausgleichgrade beschrieben
werden kann, und stellt damit ein Mal3 fir die Genauigkeit dieser dar. Fur die Eichreihen
ergaben sich Korrelationsfaktoren von R? = 0,994 — 0,9999.

Der Vergleich der mit den mit verschiedenen internen Standards ausgewerteten Eichreihen
zeigte fur CSA, RAD und TRL keinen signifikanten Unterschied im Korrelationsfaktor,
wohingegen die Korrelationsfaktoren der SRL-Eichreihnen R*=0,994 (13c2d4RAD) bzw.
R? = 0,9999 (Ascomycin) betrugen.

Des Weiteren wurden die errechneten Konzentrationen der einzelnen Eichpunkte mit den
Nominalkonzentrationen verglichen. Der daraus resultierende Prozentwert wird als
Richtigkeit (accuracy) bezeichnet und sollte £ 15 % des Nominalwertes (bzw. + 20 % fir den
kleinsten Eichreihenpunkt) betragen. In diesem Versuch wurden accuracies von 86 — 110 %

ermittelt.
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Abbildung 4-24: Standardeichreihen von TRL, SRL, RAD und CSA; der interne Standard wurde
unmittelbar vor der Probe mittels Pipette auf die Fil terkartusche aufgetragen.
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Abbildung 4-25: Standardeichreihe von Anidulafungin; der interne Standard wurde unmittelbar vor der
Probe mittels Pipette auf die Filterkartusche aufgetr agen.

In gleicher Weise wurden Eichreihen in Blut- bzw. Plasmamatrix analysiert. Die wichtigsten

Parameter hierfir sind in Tabelle 4-11 gezeigt.

Tabelle 4-11: Parameter der Matrixeichreihen (Blut b zw. Plasma) von TRL, SRL, RAD, CSA und
Anidulafungin

g:;;gzd Matrix Geradengleichung ggrrelationsfaktor;
TRL Ascomycin Blut Y= 2,99e-005x? + 0,106x + 0,0248 0,9996
SRL Ascomycin Blut Y= 3,7e-005x° + 0,0325x + 0,027 0,9999
SRL 13c2d4RAD Blut Y= 1,8e-004x + 0,0449x + 0,0576 0,9998
RAD 13c2d4RAD Blut Y= 2,07e-006x° + 0,0959x + 0,0131 0,9999
CSA d12CSA Blut Y=-1,28e-006x + 0,0185x + 0,0095 0,9999
Anidulafungin | Ascomycin Plasma Y =-2,07e-008x° + 0,00171x — 0,0191 0,9998

4.9.2 Vergleich von Standard- und Matrixeichreihen

Um die optimierte Methode auf Matrixeffekte zu untersuchen, wurden Standard- (50/50
MeOH/H,O [v/v]) und Matrixeichreihen (Blut bzw. Plasma) miteinander verglichen, welche
zum einen Uber die Analytpeakflache und zum anderen Uber das Verhéltnis von
Analytpeakflache zu IS-Peakflache erstellt wurden. Das Ergebnis fir TRL, RAD, SRL und
CSA ist in Abbildung 4-26, fur Anidulafungin in Abbildung 4-27 gezeigt. Aufgrund der
Resultate aus dem vorherigen Versuch wurde fir TRL und Anidulafungin der interne
Standard Ascomycin verwendet. Die Eichreihen von RAD und CSA wurden mit den
entsprechenden isotopenmarkierten Standards ausgewertet. Im Falle des SRL wurden

sowohl 13c2d4RAD als auch Ascomycin fir die Auswertung herangezogen. Die Auswertung
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ergab, dass die Analytpeakflichen in der Matrixeichreihe deutlich unter denen der
Standardeichreiche lagen, was sich in einer geringeren Steigung der Matrixeichreihe
auRerte. Am starksten war dieser Effekt bei SRL und RAD ausgepragt. Im Vergleich zur
Standardmatrix sind die Peakflachen in biologischer Matrix um den Faktor 1,7 (SRL) bzw.
1,9 (RAD) Kleiner.

Im Gegensatz dazu zeigten die Uber das Peakflachenverhaltnis ausgewerteten Eichreihen im
Falle der Immunsuppressiva in beiden Matrices nahezu gleiche Steigungen. Fir SRL ergab
sich, dass Standard- und Matrixeichreihe eine groRere Ubereinstimmung aufwiesen, wenn

sie mit Ascomycin statt mit 13c2d4RAD ausgewertet wurden.
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Abbildung 4-26: Vergleich von Standard- und Matrixeic
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4.10 Probenauftrag mittels Kapillarpipetten

Ziel der Arbeit war es, ein System zu entwickeln, mit der Transplantationspatienten in der
Lage sind, regelmafRige Blutabnahmen selbststindig durchzufihren. Bestandteile dieses
Systems sind zum einen die hier entwickelte SPE-HPLC-MS/MS-Methode, zum anderen ein
geeignetes Probenahmesystem. Eine Mdglichkeit, die Blutprobe auf das Filtermaterial
aufzutragen, besteht in der Verwendung von Kapillarpipetten.

Daher sollte der Probenauftrag in diesem Versuchsteil mittels Kapillarpipette simuliert
werden. Um die Kontrolle Uber die pipettierte Probenmenge zu gewahrleisten, sollte der
interne Standard auf die innere Oberflache der Kapillare aufgebracht werden, so dass er
beim Beflllen der Kapillare mit Blut in der Matrix wieder in Losung geht und so zusammen

mit dem Blut auf die Filterkartusche aufgetragen wird.

4.10.1 Untersuchungen zur Praparation der Kapillarp  ipetten

Zunéchst sollte eine Methode entwickelt werden, den internen Standard auf die
Kapillaroberflache aufzubringen. Dazu wurden wie in 3.5.3. beschrieben [S-Lésungen
(13c2d4RAD und d12CSA) in MeOH sowie ACN in den Kapillaren getrocknet, anschlieBend
in Leerblut wieder geldst, und mit der etablierten Routine-LC-MS/MS-Methode analysiert (s.
3.10). Fur die Auswertung wurden die Peakflachen ermittelt. Auffallig war dabei, dass mit
den mit ACN praparierten Kapillaren z.T. keine Analyten nachgewiesen werden konnten. Die
mittlere Standardabweichung betrug daher 138 % (13c2d4RAD) bzw. 114 % (d12CSA).

Im Gegensatz dazu lieRen sich in jeder der mit methanolischer Lésung praparierten
Kapillaren die internen Standards nachweisen. Die mittlere Standardabweichung betrug fur
13c2d4RAD 25 % fir d12CSA 35 %. In Tabelle 4-12 sind diese Daten zusammenfassend

dargestellt.

Tabelle 4-12: relative Standardabweichung der intern en Standards 13c2d4RAD und d12CSA nach
Probenauftrag mittels Kapillarpipette

13c2d4RAD d12CSA
ACN MeOH ACN  MeOH
n 9 9 9 9
mittlere Peakflache [c] 1,3x10° 1,6 x10° 1x10° 1,3x10°
R.S.D. [%] 138 114 25 35

Um zu untersuchen, ob sich die Analyten wahrend des Trocknungsvorgangs gleichmafiig auf
der Kapillarwand verteilen, wurden im folgenden Experiment die Kapillaren sowohl
vollstandig als auch unvollstdndig mit Blut beflllt und anschlieRend wie oben beschrieben
analysiert. Dabei wurde eine mit Immunsuppressiva versetzte Blutprobe verwendet, so dass

die Peakflachen der Immunsuppressiva als Referenz herangezogen werden konnten.
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Es zeigte sich, dass die internen Standards nur in den vollstandig mit Blut befillten
Kapillaren zuverlassig nachgewiesen werden konnten. Das Ergebnis der Messung ist in

Tabelle 4-13 gezeigt.

Tabelle 4-13: Untersuchung der Reproduzierbarkeitd  er internen Standards 13c2d4RAD und d12CSA nach
Auftrag mittels Kapillarpipette; Probe: E5 der Matrix eichreihe der Immunsuppressiva; Auswertung Uber
das Peakflachenverhdltnis Analyt (RAD bzw. CSA) /IS; (  n=3); n.d.: nicht detektiert

Peakflachenverhaltnis Peakflachenverhaltnis
RAD/13c2d4RAD CSA/d12CSA

10 pl 8,78 £0,71 1,58 + 3,87

ca. 8 plI* 6,70 + 5,83 8,93 £ 8,01

ca. 5l n.d. n.d.

ca. 3 ul n.d. n.d.

*) Detektion der internen Standards war nur in zwei der drei Versuchsansatze maoglich

Da oben genannte Versuche auf eine inhomogene Verteilung der Standards auf der
Kapillarwand schlief3en liel3en, wurden die Kapillaren fir die folgenden Versuche vollstandig
mit Probe beflllt. Um weitere Fehlerquellen auszuschlieRen, wurde die Kapillarseite markiert,
von der aus die Trocknung der Standardldsung erfolgte. Die Probenaufnahme erfolgte dann
von der unmarkierten Seite aus. Auf diese Weise wurden acht Proben analysiert. Es ergaben
sich relative Standardabweichungen von 17 % (13c2d4RAD) bzw. 27 % (d12CSA)
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4.10.2 Messung von mittels Kapillarpipetten aufgetr ~ agenen Eichreihen

Wie in Abschnitt 3.5.4. beschrieben wurden Eichreihen der Immunsuppressiva in Blut mittels
Kapillarpipetten auf die Filterkartuschen aufgetragen und mit der optimierten Methode
analysiert. Die Eichreihen wurden uber das Peakflachenverhéltnis von Analyt zu internem
Standard ausgewertet. Dabei ergaben sich Korrelationsfaktoren von R?=0,9978 — 0,999
(Abbildung 4-28).
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Abbildung 4-28: Matrixeichreihen der Immunsuppressi va (SRL, TRL, RAD, CSA) ausgewertet mit internem
Standard; der Auftrag des internen Standards erfolgte mittels Kapillarpipette
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Tabelle 4-14 vergleicht die Korrelationsfaktoren von Blut- bzw. Standardeichreihen. Ferner

werden die zwei verschiedenen Methoden des Probenauftrags aufgefihrt.

Tabelle 4-14: Vergleich der Korrelationfaktoren (R 2) der Eichreihen: Probenauftrag: Pipette bzw. Kapillar  e;
Probenmatrix: Standard bzw. Blut

Korrelationsfaktor: R 2

TRL SRL SRL RAD CSA

(Ascomycin) (Ascomycin) (13c2d4RAD) (13c2d4RAD) (d12CSA)
Standard; Pipette 0,999 0,9999 0,994 0,9999 0,9999
Blut; Pipette 0,9996 0,9999 0,9998 0,9999 0,9999
Blut; Kapillare 0,9985 0,9984 0,9978 0,9992 0,999

4.11 Analyse von Patientenproben

4.11.1 Anidulafungin

Mit der entwickelten Methode wurden zwei Kinetiken eines Patienten (insgesamt 12
Plasmaproben, s. Anhang 3) ermittelt, die zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach Gabe
von 200 mg bzw. 100 mg Ecalta® entnommen wurden. Zusétzlich wurden Kontrollproben
(low, medium, high, s. 3.4.4.1) analysiert. Abbildung 4-29 zeigt die ermittelten
Konzentrationen aufgetragen gegen die mit Proteinféllung erhaltenen Konzentrationen.
Angegeben sind die Funktionsgleichung der Ausgleichgraden (y =1,4171x + 13,06) sowie
der Korrelationskoeffizient der Datenpunkte (R* = 0,8739). Die Richtigkeit der Kontrollproben
betrug 103 % (low), 105 % (medium) bzw. 91 % (high).

8000 y=1,4171x + 13,06
R*=0,8739

7000
6000

5000

Kartusche, Konzentration [ng/ml]

T T T T T T T T
0 2000 3000 4000 5000
Proteinfallung, Konzentration [ng/ml]

Abbildung 4-29: Korrelation zwischen Kartuschen-Met hode und Routinemethode (Proteinfallung) bei
Quantifizierung von Anidulafungin aus Patientenprobe n (Plasma)
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Abbildung 4-30 stellt die Patientenkinetiken, die sowohl nach Proteinfallung als auch mit
getrocknetem Plasma erhalten wurden, gegenlber. In beiden Kinetiken lagen die mit der
entwickelten Methode erhaltenen Konzentrationen (ber denen nach Proteinfallung
berechneten, wobei der relative Konzentrationsverlauf bei beiden Methoden jedoch

vergleichbar war.
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Abbildung 4-30: Patientenkinetiken nach Gabe von 20 0 bzw. 100 g Ecalta ® (Anidulafungin); Vergleich
zwischen Routine- und Kartuschen-Methode

4.11.2 Immunsuppressiva

Patientenproben sowie Eichreihe und Kontrollproben wurden wie in Kapitel 3.9.2
beschrieben mittels Kapillarpipetten auf den Filterkartuschen vorbereitet und nach einer
Trocknungszeit von mindestens. 16 Stunden analysiert. Die Richtigkeit der Kontrollproben ist
in Tabelle 4-15 gezeigt. Sie lag zwischen 81 und 109 %.

Die ermittelten Konzentrationen in den Patientenproben (s. Anhang 4) wurden gegen die in
der Routinemethode gemessenen Konzentrationen aufgetragen (Abbildung 4-31). Dabei
wurden die SRL-Konzentrationen sowohl mit 13c2d4RAD (Graph A) als auch mit Ascomycin
(Graph B) bestimmt. Die Auswertung der Ubrigen Analyten erfolgte mit Ascomycin (TRL),
13c2d4RAD (RAD) und d12CSA (CSA).

Der Korrelationsfaktor von Auswertung A betrug R?=0,9292, der von Auswertung B

R*=0,9311. Die Steigung der Ausgleichgraden wurde zu 1,29 bzw. 1,24 bestimmt.
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Tabelle 4-15: Richtigkeit der Kontrollproben [%] im Rahmen der Analyse von Patientenproben mit der
optimierten SPE-HPLC-MS/MS-Methoden; in Klammern angege ben sind die fur die Auswertung
verwendeten internen Standards

TRL SRL SRL RAD CSA
(Ascomycin) (Ascomycin) (13c2d4RAD) ((13c2d4RAD) (d12CSA)
Kontrolle low 103 99 87 109 98
Kontrolle medium | 108 95 81 92 89
Kontrolle high 101 108 99 99 92
350 4 350
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Abbildung 4-31: Korrelation zwischen Kartuschen-Met hode und Routinemethode (Proteinfallung) bei
Quantifizierung von Immunsuppressiva aus Patientenpr oben Blut); A: Auswertung von Sirolimus mit
Ascomycin; B: Auswertung von Sirolimus mit 13c2d4RAD ; Die Auswertung der Gbrigen Analyten erfolgte
mit Ascomycin (TRL), 13c2d4RAD (RAD) und d12CSA (CSA)
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Abbildung 4-32 stellt die hier ermittelten Konzentrationen der einzelnen Analyten denen aus

der Routinemessung gegeniber.
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Abbildung 4-32: Vergleich der mit dem Filterkartusch ensystem und der Routinemethode (Proteinfallung)
ermittelten Konzentrationen von CSA, RAD, SRL und TR L; in Klammern angegeben ist der zur
Auswertung herangezogene interne Standard
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Tabelle 4-16: Vergleich Filterkartuschensystem mit R outinemethode anhand von Patientenproben
(vendses Vollblut); in Klammern: die fur die Auswert ung verwendeten internen Standards

TRL SRL SRL RAD CSA (d12CSsA)
(Ascomycin) (Ascomycin) (13c2d4RAD) (13c2d4RAD)

n 8 28 28 16 16

Steigung 0,9106 0,962 0,8779 0,799 1,44

R? 0,7726 0,9223 0,8941 0,8093 0,8025

Die relativen Standardabweichungen der Peakflachen der internen Standards
(Ascomycin und CSD) betragt fur die Routinemessung 6,1 % bzw. 11,3 %, wahrend
sie in der hier optimierten Filterkartuschen-Methode fur Ascomycin 20,1 %, fur
13c2d4RAD 22,7 % und fur d12CSA 24,8 % betragt. Die Rohdaten zur Berechnung

der relativen Standardabweichung sind in Anhang 5 zusammengefasst.

4.12 Weitere Optimierungsschritte
4.12.1 Waschen der SPE-Kartusche mit Isopropanol

Analog zu Abschnitt 4.3.3 sollte mit einem Post-Column-Experiment untersucht werden, ob
durch Waschen der SPE-Kartusche mit Isopropanol anstelle von Methanol die
lonensuppression weiter verringert werden kann. Eluenten mit unterschiedlichem
Isopropanolanteil (50 — 97%) wurden hierfiir untersucht. Abbildung 33 zeigt die erhaltenen

TICs in Blut sowie Plasma.

3,0x10° 4 6x10°
' —— ohne Waschen —— ohne Waschen
Blut —— 50% Isopropanol 1 Plasma 50% Isopropanol
s 60% Isopropanol 5 | 60% Isopropanol
2510 —— 70% Isopropanol 5x10 70% Isopropanol
—— 80% Isopropanol —— 80% Isopropanol
— 5 | ——90% Isopropanol s | —— 90% Isopropanol
g 20q0 97% Isopropanol g 10 97% Isopropanol
O, O
3 1,5x10° o = 3x10° 4
s c
L 2
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Abbildung 4-33: Einfluss des Isopropanol-Anteils in der Waschlésung auf die Matrixeffekte in Blut und

Plasma; TI-Chromatogramm des Post-column -Infusionsexperiments zur Untersuchung von Matrixef fekten
ohne Beriicksichtigung einer chromatographischen Tre nnung:
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Die Diagramme verdeutlichen, dass im Vergleich zur unbehandelten SPE-Kartusche, das
Spulen mit Isopropanol eine deutliche Intensitatssteigerung sowohl in Blut als auch in
Plasma bewirkte. Daher wurde im Folgenden fir 70 % Isopropanol untersucht, ob eine
Retention der Analyten auf der SPE-Kartusche weiterhin gewahrleistet wurde. Hierfir wurde
ein Analytstandard (50/50 MeOH/H,O [v/v]) unter verschiedenen Spilbedingungen analysiert
(Versuchsaufbau s. 3.8.3). Als Vergleich diente eine Messung, die keinen Waschschritt
beinhaltete. Als Mal} fir die Retention der Analyten wurde deren Peakflache herangezogen
(Abbildung 4-34). Es zeigte sich, dass das Waschen mit 70 % Isopropanol eine Abnahme

der Peakflachen um bis zu 95 % bewirkte.
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Abbildung 4-34: Einfluss des Waschschritts mit 70% | sopropanol (nach erfolgtem Analyttransfer auf die
SPE-Kartusche) auf die detektierten Analytpeakflachen [%]

4.12.2 Untersuchung verschiedener SPE-Phasen

In diesem Versuchsteil sollte der Einfluss unterschiedlicher SPE-Phasen auf Matrixeffekte
untersucht werden. Daflir wurden Post-Column-Experimente unter Verwendung
unterschiedlicher SPE-Phasen durchgefihrt. Der Versuchsaufbau ist in 3.8.6.2. gezeigt. Bei
den untersuchten SPE-Phasen handelte es sich um modifizierte Kieselgele, die sich
hinsichtlich der Lange der Kohlenwasserstoffkette unterscheiden. Verwendet wurden die
C2SE-, C8ECSE sowie die C18HD-Phase. Zum Vergleich wurden Messungen mit der bisher
verwendeten Oasis® HLB-SPE-Kartusche durchgefiihrt.

Abbildung 4-35 zeigt die Ergebnisse der Post-Column-Experimente in Plasma- und

Blutmatrix.
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Abbildung 4-35: Vergleich verschiedener SPE-Phasen in e inem Post-Column -Infusionsexperiments;
durch gestrichelte Linien dargestellt sind die Rete ntionszeitfenster der Analyten

Die Intensitatsprofile der neu getesteten SPE-Phasen (C2SE, C8ECSE und C18HD)
unterschieden sich sowohl in Plasma- als auch in Blutmatrix zu dem der Oasis® HLB-Phase
vor allem in der ersten Phase der Elution (3 — 3,5 min). In diesem Zeitfenster wurden mit den
RP-Phasen etwa doppelt so hohe Intensitaten detektiert als es unter Verwendung der Oasis®
HLB-Phase der Fall war. In zweiten Zeitfenster (3,5 — 4 min) wurden hingegen mit allen SPE-

Phasen vergleichbare Intensitaten gemessen.

Um den Einfluss der unterschiedlichen SPE-Phasen auf die Peakflachen der Analyten
beurteilen zu kénnen, wurde ein Analytstandardmix mit den verschiedenen SPE-Phasen mit
der optimierten Methode analysiert. Die Auswertung erfolgte Uber die Analytpeakflachen.
Abbildung 4-36 fasst die Ergebnisse zusammen, wobei eine Normierung auf die mit der

C2SE-Kartusche erhaltenen Peakflachen vorgenommen wurde.



Ergebnisse

] I C2SE
i I CBECSE
1400 I C18HD

1 <R
1200 [ Oasis"™'HLB

1000
800

600

rel. Peakflache [%]

400

200

Abbildung 4-36: Vergleich der mit den verschiedenen SPE-Phasen in der optimierten SPE-SPLC-MS/MS-
Methode erhaltenen Analytpeakflachen

Wie das Diagramm verdeutlicht, bewirkte der Wechsel der SPE-Phasen von der Oasis®HLB-
Phase zu den C18HD- bzw. der CBECSE-Phasen bei keinem Analyten einen signifikanten
Unterschied in Bezug auf die Peakflachen. Die Verwendung der C2SE-Phase hingegen
fuhrte bei den Analyten TRL, Anidulafungin und Ascomycin zu einer deutlichen

Intensitatsminderung um das bis zu 14-fache.
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5 Diskussion

Wie in dieser Arbeit gezeigt, ist eine Quantifizierung von Pharmaka aus auf Filterkartuschen
getrockneten Plasma- bzw. Vollblutproben méglich. Die entwickelten SPE-HPLC-MS/MS-
Methoden erlauben einen vollautomatisierten Analyttransfer von der Filterkartusche auf eine
SPE-Kartusche (Oasis® HLB; 10 x 2 mm, 30 um), auf der die Anreicherung der Analyten
stattfindet. Die chromatographische Trennung der Analyten wird auf einer C18-RP-Saule
(Nucleodur C18 Gravity; 50 x 4,6 mm; 5 um) realisiert. Die Detektion der Analyten erfolgt an
einem Tandem-Massenspektrometer im SRM-Modus. Im Vergleich zu bisher publizierten
Methoden zur Quantifizierung von Pharmaka aus getrockneter Matrix, zeichnet sich die hier
entwickelte Methode durch ihre hohe Automatisierbarkeit aus. Die Probenvorbereitung aus
auf Filterpapier getrockneten Proben beinhaltet zahlreiche manuell durchzufihrende
Aufarbeitungsschritte wie das Ausstanzen der Probe aus dem Filterpapier und die Extraktion
der Analyten®®  Dagegen erlaubt die Verwendung von Filterkartuschen die direkte
Aufreinigung mittels Festphasenextraktion ohne vorherige manuelle Aufarbeitung. Durch
Aufbringen eines Barcodes auf der Kartusche kénnte zudem zuséatzlich die Erfassung von
Patientendaten automatisiert erfolgen.

Die Optimierung der Methode erfolgte fUr die Immunsuppressiva Tacrolimus, Sirolimus,
Everolimus und Cyclosporin A im Rahmen des TDM aus vendsem Vollblut sowie fir das
Antimykotikum Anidulafungin als Modellsubstanz in Plasma. Aufgrund unterschiedlich langer
Waschschritte unterscheiden sich die Methoden zur Bestimmung der Immunsuppressiva und
von Anidulafungin geringfligig in ihrer Dauer. Die Analysedauer fur die Immunsuppressiva
betragt 9 min, die des Anidulafungins 9,5 min. Damit ist die Methode der Immunsuppressiva
deutlich langer als konventionelle Methoden, die ebenfalls die simultane Bestimmung der
Immunsuppressiva ermdglichen. Die Analysezeiten betragen hier zwischen 2,5 min und
9,5 min™7°8284 " Fijr Hochdurchsatz-Methoden sind kurze Analysezeiten jedoch unbedingt
erforderlich. Die Software ,SparkLink®, die unter anderem den Kartuschenwechsel (ACE)
ansteuert, erlaubt jedoch, zwei aufeinanderfolgende Messungen miteinander zu
verschachteln. Dies ist mdglich, indem in dem Moment, da die Elution von der analytischen
Saule beginnt und die Waschschritte der Filter- und der SPE-Kartusche beendet sind, bereits
die nachste Messung begonnen wird. Auf diese Weise kdnnten Analysezeiten um bis zu 3
Minuten auf 6 bzw. 6,5 Minuten verklrzt werden.

Im Folgenden soll die Methodenentwicklung sowie die Anwendung der optimierten Methoden

diskutiert werden.
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5.1 Methodenentwicklung

5.1.1 Untersuchungen zum Fragmentierungs- und lonisierungsverhalten
der Analyten

5.1.1.1 Q1-Spektren und SRM-Optimierung von 13c2d4RAD, d12CSA und
Anidulafungin
Bei den Q1-Scans der Analyten zeigte sich, dass das Masse/Ladungs-Verhdltnis (m/z) der
intensitatsstarksten Vorlauferionen sowohl fur 13c2d4RAD als auch fur d12CSA denen der
Ammoniumaddukte (M/Zyutermasse + 17 entspricht [M+NH,4]") beider Analyten entspricht. Damit
zeigten sie erwartungsgemald das gleiche lonisierungsverhalten wie ihre nicht-
isotopenmarkierten Analoga Everolimus bzw. CSA®*®, Daneben zeigte das Q1-Spektrum
des d12CSA zusétzliche Signale bei m/z 1215,1 und m/z 608,5. Diese Signale entsprechen
denen des einfach- und des zweifach protonierten d12CSA-Molekiils ([M+H]" bzw.
[M+2H]?Y).
Auch die bei der Optimierung der Masseniibergédnge beobachtete Fragmentierung in die
Produktionen der isotopenmarkierten bzw. nicht-isotopenmarkierten Analyten ist direkt
vergleichbar. Fir 13c2d4RAD wird ein Masseverlust von m/z = 67 mit hochster Intensitéat
detektiert, was dem Verlust von NH3, CH3OH und Wasser entspricht. Diese Massendifferenz
wird sowohl beim Everolimus als auch beim strukturdhnlichen Sirolimus beobachtet™?. Aus
dem Ammoniumaddukt des d12CSA-Molekils entsteht in der Stof3zelle des
Massenspektrometers lediglich das protonierte d12CSA-Molekaul.
Das Q1-Spektrum des Anidulafungins unterscheidet sich deutlich von dem der
Immunsuppressiva. Wahrend die Spektren von 13c2d4RAD und d12CSA nur wenige Signale
zeigen, erscheint im Anidulafungin-Spektrum neben dem Ammoniumaddukt (m/z 1157,8)
und dem protonierten Molekul (m/z: 1140,8) eine erhdhte Signaldichte im Bereich von 550 —
1100 amu. Da im Q1-Modus keine Fragmentierung in der Stol3zelle des
Massenspektrometers stattfindet, ist es wahrscheinlich, dass die hier detektierten Fragmente
ihren Ursprung bereits in der lonenquelle haben. Die Neigung des Anidulafungins wahrend
des lonisierungsvorgangs zu fragmentieren erklart die im Vergleich zum d12CSA und
13c2d4RAD geringe Intensitat des Vorlauferions [M + H]*. Diese liegt mit 2 x 10° cps um den
Faktor 4 (d12CSA) bis 80 (13c2d4RAD) unter denen der anderen Analyten.
Bei der SRM-Optimierung stellte sich das Fragment m/z 1122,8 als das intensitatsstarkste
heraus. Eine Massendifferenz von m/z = 18 deutet auf einen Wasserverlust hin. Da jedoch
viele Substanzen bei der Fragmentierung zunéchst ein Wassermolekul verlieren, ist dieser

(571

Massenubergang als unspezifisch zu betrachten®”, so dass das intensitdtsschwéchere

Fragment (m/z = 343,37) fir die weiteren Analysen herangezogen wurde. Dieses Fragment
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entsteht wahrscheinlich durch Abspaltung des Alcoxytriphenyl-Substituenten des

Anidulafungin-Molekils, und ist damit spezifisch fur Anidulafungin.

5.1.1.2 Einfluss der Salz- und Saurekonzentrationen im HPLC-Eluenten auf die
lonisierung der Analyten

Es wurde deutlich, dass durch Ammoniumacetat-Zugabe eine Intensitatssteigerung der
Analyten erreicht werden konnte. Dieses kann moéglicherweise auf eine Verringerung des
pH-Wertes (5,8 statt 7,5) zurlckgefuhrt werden. Bei geringeren pH-Werten liegen die
Analyten bereits in ionisierter Form in der Ldsung vor, was schlielich zu hodheren

1143l Des Weiteren werden die Vorlauferionen des GroRteils der hier

Signalintensitaten fuhr
verwendeten Analyten durch die Ammoniumionenaddukte gebildet, so dass sich der Zusatz
eines Ammoniumsalzes positiv auf die Bildung dieser Addukte auswirken kanni**?.
Besonders ausgepragt war dieser Effekt beim Anidulafungin zu beobachten. Allerdings
zeigte sich auch, dass eine zu hohe Salzkonzentration (hier 5 mM) einen negativen Effekt
auf die Signalintensitéaten hat. Dieses Phadnomen kann auf verschiedene Weise erklart
werden. Zum einen beschreiben Kostiaininen et al.**, dass die Puffermolekiile wahrend des
lonisierungsvorgangs in der ESI-Quelle mit den Analyten um einen Platz auf der
Tropfchenoberflache konkurrieren. Dadurch sinkt die Wahrscheinlichkeit fur ein Analytion in
die Gasphase und damit in den Analysator einzutreten, was sich dann in geringeren
Signalintensitaten auRert. Eine weitere Erklarung geben Constantopoulos et al.***: Durch
Erhéhung der Salzkonzentration erhéht sich auch die Ladungsdichte auf der
Tropfchenoberflache, wodurch es zu einer vergréf3erten Streuung der Tropfchen, also einer
.verbreiterung” des Sprays kommt. Dadurch befinden sich aber weniger Analytionen im
Zentrum des Sprays, was im Resultat ebenfalls einen Abfall der Signalintensitaten zur Folge
hat.

Neben der Salzkonzentration wurde auch die Auswirkung der Saurekonzentration auf die
lonisierung der Analyten untersucht. Hier zeigte sich nach S&ure-Zugabe eine deutliche
Abnahme der Analytpeakflache, was auf die oben genannten Effekte zuriickzufiihren ist. Es
zeigte sich, dass es bei dieser Versuchsreihe notwendig war, zwischen den einzelnen
Versuchsbedingungen das System — bestehend aus HPLC-Pumpen, Autosampler und
Massenspektrometer sowie den Verbindungskapillaren — mit einem Eluenten, der frei von
Additiven war, exzessiv zu spilen, um so Salz- und Saurereste von vorangegangenen
Messungen aus dem System zu entfernen. Da zunéchst der Einfluss der Salzkonzentration
untersucht wurde, kann nicht vollkommen ausgeschlossen werden, dass zu Beginn der

Saure-Messreihe (0,05% Hac) im System befindliche Salzreste zu erniedrigten
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Signalintensitaten beigetragen haben.

In der im |Institut fir Pharmakologie etablierten SPE-HPLC-MS/MS-Methode zur
Quantifizierung der Immunsuppressiva wird die Elution der Analyten von der analytischen
Séaule unter hoch organischen Bedingungen (97 % MeOH) und durch Zugabe von 10 mM
NH;Oac und 0,1% Hac erreicht. Die vorangegangenen Versuche haben jedoch verdeutlicht,
dass die Konzentration der Additive so gering wie mdoglich gehalten werden sollte, um
Suppressionseffekte wahrend der lonisierung zu minimieren. Dies bestéatigte ein direkter
Vergleich dieses Eluenten mit 97 % MeOH (1 mM NH4Oac, 0,05 % Hac). Die Verringerung
der Salzkonzentration hatte eine VergrofRerung der Analytpeakflachen um ca. 50 % zur

Folge, was die beschriebenen Versuche bestatigt.

5.1.2 Extraktion - Analyttransfer von der Filterkartusche auf die SPE-
Kartusche

Ein entscheidender Teil der Methodenentwicklung bestand in der Optimierung des
Analyttransfers von der Filter- auf die SPE-Kartusche. Die Anforderung dabei war vor allem,
eine Transferbedingung zu finden, unter der alle Analyten von der Filterkartusche extrahiert
und auf der SPE-Kartusche angereichert werden. Variiert wurden dabei sowohl der
methanolische Anteil im Transfereluenten als auch das Transfervolumen sowie die Flussrate.
Dabei ergab sich fur Tacrolimus, Everolimus, Sirolimus, Ascomycin und 13c2d4RAD auf der
einen Seite und CSA, d12CSA, CSD und Anidulafungin auf der anderen Seite ein &hnliches
Extraktionsverhalten. CSA, d12CSA, CSD und Anidulafungin zeigen unter Verwendung
eines rein wassrigen Transfereluenten, unabhangig von Flussrate und Volumen, relativ
kleine Peakflachen (ca. 10-30% von der Maximalpeakflache bei 40 % MeOH), wobei dieser
Effekt beim Anidulafungin am deutlichsten ausgepragt ist. Die Analyten, die zu der
Tacrolimus-Gruppe gehéren, zeigen unter gleichen Bedingungen bereits 50 % der
maximalen Peakflache. Beiden Gruppen gemeinsam ist der deutliche Intensitatsverlust ab
einem methanolischen Anteil von 70%. Fir diese Beobachtungen kommen mehrere Grinde
in Betracht: 1. die Wasserl6slichkeit der Analyten, 2. das Retentions- und Elutionsverhalten
auf der SPE-Kartusche und 3. das lonisierungsverhalten unter den gegebenen Bedingungen.
Wahrend des Analyttransfers wird der Transfereluent zunachst durch die Filterkartusche
geleitet. Die Analyten werden extrahiert und zusammen mit dem Eluenten zur SPE-
Kartusche transportiert. Voraussetzung dafir ware die Ldslichkeit der Analyten im
Transfereluenten. Bei den Immunsuppressiva handelt es sich um hydrophobe Molekiile, die
sich nur schlecht in Wasser losen. CSA weist mit 23-40 pg/ml™® die beste
Wasserl6slichkeit der vier Pharmaka auf. Fur Tacrolimus und Sirolimus betragt die

139]

Wasserloslichkeit 1 - 12 pg/mi™"**¥ bzw. 2,6 pg/mi™?. Everolimus zeigt aufgrund des
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polaren Hydroxyether-Substituenten mit ca. 20 ug/ml eine verbesserte Loslichkeit gegenlber
Sirolimus™?. Fir die internen Standards Ascomycin, CSD sowie d12CSA und 13c2d4RAD
wird ein ahnliches Loésungsvermégen in Wasser angenommen wie fir die Analyten.
Anidulafungin ist in Wasser ebenfalls nur schlecht 16slich**.

Die geringe Wasserltslichkeit erklart zwar die Beobachtung, dass mit wassrigem
Transfereluenten insgesamt geringe Analytpeakflachen erreicht wurden, allerdings stehen
die Wasserl6slichkeiten im Widerspruch zu dem Ergebnis, dass fir z.B. CSA und d12CSA,
die sich vergleichsweise gut in Wasser ldsen, nur 30% der maximal detektierten Peakflache
erreicht wurde, wahrend die schlechter wasserléslichen Analyten der Tacrolimus-Gruppe
bereits 70% der Maximal-Peakflache zeigen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Analyten
mit dem Filtermaterial nur geringe Wechselwirkungen eingehen und die Extraktion in diesem
Fall eher als ein rein mechanischer Vorgang angesehen werden kann.

Ein Vergleich der Molekulstrukturen der Analyten zeigt jeweils eine strukturelle Ahnlichkeit
zwischen den Analyten der Tacrolimus-Gruppe und denen der CSA-Gruppe. Daher kdnnte
ein weiterer Grund fir das unterschiedliche Ansprechen auf den Transfereluenten in der
Anreicherung bzw. Elution auf der SPE-Kartusche liegen. Auf dem hier verwendeten Oasis®
HLB-Material sollten unter rein wassrigen Bedingungen alle Analyten gleichermalien
vollstandig angereichert werden™®. Nach Umschalten auf die 97% MeOH des
Elutionseluenten stellt sich auf der SPE-Kartusche im Verlauf der Elution dieser hohere
Methanolgehalt nur nach und nach ein. Da jedoch das Elutionsprofil fir alle Analyten
identisch ist — die Retentionszeiten betragen zwischen 0,42 und 0,46 min — , sollten die
methanolischen Bedingungen wahrend der lonisierung fur alle Analyten identisch sein und
damit keinen Einfluss auf die Intensitaten haben.

Allerdings ist die Zusammensetzung des Losungsmittels flr die lonisierung von
entscheidender Bedeutung. Flichtige Losungsmittel wie Methanol tragen zu einer
verbesserten lonisierung bei, indem sie das Entstehen immer kleinerer Tropfchen férdern,
die schlieRlich die lonen in die Gas-Phase entlassen********3_ Dje Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die lonisierung von Analyten wie Tacrolimus oder Sirolimus in geringerem Mal3e
von dem Methanolanteil wahrend der lonisierung abhéngt als das z.B. bei CSA oder
Anidulafungin der Fall zu sein scheint, womit sich die Unterschiede bezuglich der
Peakflachen in beiden Gruppen erklaren lassen.

Ebenfalls damit erklaren lasst sich die Zunahme der Peakflaichen mit steigendem
Methanolanteil im Transfereluenten. Auf der SPE-Kartusche herrschen zu Beginn des
Elutionsschritts, entsprechend der Zusammensetzung des Transfereluenten, weitgehend
wassrige Bedingungen. Wahrend der Elution stellt sich nach und nach ein hoherer
Methanolanteil auf der SPE-Kartusche ein, bis der Punkt erreicht ist, an dem die Analyten

von der Saule eluieren. Das hat zur Folge, dass vor den Analyten eine wassrige
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.Eluentenfront* das Massenspektrometer erreicht und dort die lonisierung der Analyten
negativ beeinflusst.

Ist der Methanolanteil im Transfereluenten jedoch zu hoch (> 60 %) erfolgt offensichtlich nur
noch eine unvollstdndige Retention auf der SPE-S&ule, es kommt zu einem Durchbruch der
Analyten auf der S&ule, was sich in einer Abnahme der Peakflachen &ufert. Dieser Effekt

nimmt bei allen Analyten mit steigendem Methanolanteil zu.

5.1.3 Untersuchung von Verschleppungseffekten

Die Untersuchung der Verschleppungseffekte verdeutlichte die diesbezigliche Anfalligkeit

von online-SPE-Methoden*3"

. Durch einen zusatzlich eingebauten Waschschritt ist es
gelungen, die Verschleppung der Immunsuppressiva und des Anidulafungins von im Schnitt

8,7 % auf 0,2 % signifikant zu verringern.

5.1.4 Optimierung der Peakform

Aus einer friheren Veréffentlichung ist bekannt, dass die Immunsuppressiva unter hoch
methanolischen Bedingungen von dem Oasis® HLB-Material eluiert werden und auf
analytischen Saulen aufgetrennt werden konnen. Ersteres lieR sich auch aus den
Ergebnissen des Analyttransfers ableiten. Analog zur Routinediagnostik wurde in dieser
Arbeit eine C18-RP-Saule (Nucleodur C18 Gravity 50x4,6 mm; 5pum) zur
chromatographischen Trennung eingesetzt. Durch Fokussieren der Analyten mit einem
weniger organischen Eluenten konnte eine deutliche Verbesserung der Peakform erreicht
werden. Allerdings wurde durch diesen zuséatzlichen Schritt die Analysenzeit um etwa 45

Sekunden verlangert.

5.1.5 Post-Column-Infusionsexperimente - Untersuchung von
Matrixeffekten

Matrixbestandteile beeinflussen die entwickelte Methode auf zweierlei Weise. Zum einen
fuhren sie dazu, dass die Lebensdauer des Security Guards deutlich verkirzt wird. Zu
erkennen ist dies am sukzessive ansteigendem Ruckdruck der analytischen Sé&ule in der
Elutionsphase der Methode, der daher rihrt, dass Matrixbestandteile von dem Security
Guard zuriickgehalten werden und diesen so nach und nach zusetzen. Nach etwa 60

Blutproben (Probenvolumen 10 pl) wird daher ein Wechsel des Security Guards nétig.
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Auf der anderen Seite fuhren Matrixbestandteile zu den ,klassischen* Matrixeffekten, indem
sie die lonisierung der Analyten beeinflussen. Dieser Einfluss wurde an zwei Stellen
innerhalb der Methodenentwicklung untersucht: Zum einen zu einem Zeitpunkt, an dem noch
keine chromatographische Trennung der Analyten erfolgte, zum anderen nach der
Optimierung der Gesamtmethode. Aufgrund der unterschiedlichen Zusammensetzung von
Blut und Plasma wurden diese Effekte flr beide Matrices getrennt untersucht. Dabei stellte
sich zunachst die Frage, inwiefern Tranfervolumen, Flussrate sowie der organische Anteil im
Transfereluenten Einfluss auf Matrixeffekte haben. Dazu wurden Post-Column-
Infusionsexperimente unter solchen Transferbedingungen durchgefiihrt, unter denen zuvor
grolRe Peakflachen detektiert werden konnten. Es zeigte sich, dass Matrixeffekte im Blut
deutlich hoher ausgepragt sind als in Plasma, was auf den hoheren Proteinanteil
zurickzufuhren ist. Des Weiteren liel3 sich kein signifikanter Einfluss von Flussrate und
Volumen auf die Matrixeffekte beobachten. Einzig der Methanolanteil im Transfereluenten
fuhrte zu einem deutlich veranderten lonisierungsverhalten. In beiden Matrices wurden unter
Verwendung eines rein wassrigen Eluenten wahrend der ersten 0,7 min der Elution deutlich
verminderte Intensitaten detektiert, was sich in erster Linie auf den erhéhten Wasseranteil
zum Zeitpunkt der lonisierung zurlckfihren lasst. Im Plasma wurde dann jedoch ein
deutlicher Anstieg der Intensitaten beobachtet. Dies widerspricht den Erwartungen im Vorfeld
des Versuches. Die Anreicherung wurde in rein wassriger Phase vorgenommen, was auf
dem Oasis®-HLB-Material zunachst zu einer Anreicherung sowohl polarer als auch unpolarer
Substanzen — Matrixbestandteile wie Analyten - fihrt, und so schlielich verstarkte
Matrixeffekten zur Folge hat. Eine Erklarung fur die hier gemachte Beobachtung ware die
Anreicherung von Substanzen, die keine Suppression der lonisierung sondern eine
Verstarkung derselben verursachen**?°*%% Sind diese Substanzen vorrangig im Plasma
vertreten, fihren sie dort zu der beobachteten Signalverstarkung, wéhrend in Vollblut der
supprimierende Effekt anderer Blutbestandteile Gberwiegt.

Die Tatsache, dass ein erhdhter Methanolanteil im Transfereluenten (bis auf 40 %) keinen
deutlichen Einfluss auf die lonensuppression zu haben scheint, lasst die Vermutung zu, dass
die Matrixbestandteile mit &hnlicher Polaritdt wie die Analyten ursachlich fir die
beobachteten Matrixeffekte sind. Gestitzt wird diese These dadurch, dass nur das Spilen
der SPE-Kartusche (nach erfolgtem Analyttranfer) mit Waschlésungen mit deutlich hdherem
Methanolanteil (>80 %) zu einer signifikanten Verbesserung der lonensuppression gefuhrt
hat. Auffallig ist dabei, dass selbst nach Spilen mit 97 % Methanol, was dem Methanolgehalt
des HPLC-Eluenten entspricht, die lonensuppression nicht vollstdndig unterbunden werden
konnte. Das lasst darauf schlieRen, dass der apparente pH-Wert des Eluenten, im HPLC-
Eluenten liegt dieser durch Zugabe von NH,Oac und Hac bei ca. 6,6 einen Einfluss auf die

Elution stérender Matrixbestandteile hat. Ein weiterer Erklarungsansatz ware, dass
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verschiedene Matrixbestandteile erst zeitverzogert, z.T. erst in der darauffolgenden
Messung, eine lonensuppression verursachen. Ein Hinweis daflr ist, dass die
Signalintensitaten im Laufe eines Post-Column-Experimets nur langsam wieder ansteigen,
wobei die Intensitaten auch bei Beendigung der Messung nicht wieder den Ursprungswert
erreichen. Dieser Effekt wird von Bonfiglio et al.**¥ peschrieben, die in einem Post-Column-
Experiment gezeigt haben, dass die Verminderung der Signalintensitaten nicht nur direkt
nach der Injektion auftritt, sondern auch noch 10 min nach der Injektion beobachtet wird. Sie
fuhren das darauf =zuriick, dass einige fur die lonensuppression verantwortliche
Matrixbestandteile erst 10 Minuten nach der Injektion von der S&ule eluieren. Sind die
Methoden deutlich klrzer als diese 10 Minuten, kann ein kumulativer Effekt der
lonensuppression auftreten, bei dem die Suppression durch Matrixbestandteile aus der
vorherigen Messung hervorgerufen wird, was die Reproduzierbarkeit von Analysen deutlich
beintrachtigen kann. Bonfiglio et al.™>¥ betrachten dabei einen Fall, in dem die S&ule von
Messung zu Messung wieder verwendet wird. Die SPE-Kartusche in der hier vorliegenden
Arbeit wird jedoch nach jeder Messung gewechselt, so dass kumulative Effekte nicht durch
Substanzen auf der SPE-Kartusche hervorgerufen werden kénnen. Mdglich ist jedoch, dass
Matrixbestandteile im System, z.B. an Kapillarwénden oder Oberflachen der Schaltventile,
adsorbieren und auf diese Weise zu ,verspateten“ Matrixeffekten fihren. Um Matrixeffekte
weiter zu vermindern ware es daher sinnvoll, das System Uber eine langere Zeit zu spllen.
Ein anderer Ansatz zur Verringerung von Matrixeffekten ist die Wahl einer anderen
organischen Komponente im Spuleluenten. Dazu wurde in dieser Arbeit Isopropanol (in
verschiedenen Anteilen) untersucht. Dabei zeigte sich, dass mit 70 % Isopropanol im
Spuleluenten eine deutliche Verringerung der Matrixeffekte erzielt werden konnte.
Problematisch erweist sich hier allerdings, dass unter diesen Bedingungen die Retention der
Analyten auf der SPE-Kartusche aufgehoben wird. Etwas schlechtere Ergebnisse im
Gegensatz zu 70 % Isopropanol wurden mit 60 % Isopropanol in Bezug auf Matrixeffekte
erzielt. Da diese aber dennoch eine Verbesserung gegeniiber dem Waschen mit 60% MeOH
darstellen, ware zu prufen, ob das Waschen mit 60 % Isopropanol weiterhin die Retention
der Analyten erlaubt.

Der dritte Ansatz liegt in der Verwendung eines anderen SPE-Materials. Dazu wurden
verschiedene RP-SPE-Materialen, die sich im Wesentlichen in Hinblick auf die Lange ihrer
Kohlenwasserstoffketten unterschieden, untersucht. Dieses Experiment wurde mit der
optimierten SPE-HPLC-MS/MS-Methode, d.h. mit chromatographischer Trennung der
Analyten, durchgefiihrt. Diese Phasen zeigten im Post-Column-Experiment eine leicht
verbesserte  Intensitatskurve im Gegensatz zu dem bisher verwendeten Oasis® HLB-
Material. Dieses Ergebnis liel3 sich jedoch bei einem Vergleich der mit den verschiedenen

SPE-Kartuschen erhaltenen Analytpeakflachen nicht bestétigen, hier wurden im Allgemeinen
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vergleichbare Peakflachen detektiert. Eine Ausnahme bildeten die Analyten Tacrolimus,
Ascomycin und Anidulafungin, fir die deutlich kleinere Peakflachen unter Verwendung der

C2SE-Kartusche ermittelt wurden.

5.2 Stabilitat der Analyten auf dem Filtermaterial

Das Konzept der Methode sieht vor, dass Patienten in der Lage sein sollen, routinemaiige
Blutabnahmen zum TDM selbstdndig zu Hause durchfihren koénnen. Das auf die
Filterkartuschen aufgetragene Probenmaterial wird dann auf dem Postweg in das zustéandige
Labor verschickt. In der Regel werden daher 1 bis 2 oder auch mehr Tage zwischen der
Blutabnahme und der Analyse vergehen. Aus diesem Grund war es notwendig, die Stabilitat
der Analyten auf dem Filtermaterial bei Raumtemperatur zu untersuchen. Dabei ergab sich,
dass vor allem in den ersten acht Stunden der Trocknungszeit ein deutlicher
Intensitatsverlust aller Analyten zu verzeichnen war. In den darauffolgenden vier Tagen
wurden weitestgehend konstante Peakflachen ermittelt, wobei fur Anidulafungin ein weiterer
Intensitatsverlust beobachtet wurde. Untersuchungen zur Stabilitdét der Immunsuppressiva
wurden bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen durchgefiihrt. Fir CSA wurden
Stabilitaten bei Raumtemperatur von bis zu sieben Tagen in Serum™* und 74 Stunden in
Blut® nachgewiesen. Untersuchungen in getrockneten Blutproben ergaben fiir CSA eine
Stabilitat von 17 Tagen bei —20°C¥. Fiir Tacrolimus wurden in Blut und bei Raumtemperatur
Stabilitaten von bis zu 14 Tagen™**627 ermittelt. Sirolimus ist in Blut bis zu acht Tage

48] Everolimus bis zu 72 Stunden®! in ungetrockneter und bis zu 32 Tage in

stabi
getrocknetem Blut (bei 4°C)®. Fir Anidulafugin wurden Stabilitatsbestimmungen im
Rahmen der Validierung einer konventionellen SPE-HPLC-MS/MS-Methode durchgefihrt.
Danach ist Anidulafungin bei Raumtemperatur in Plasma fir 24 Stunden stabil. Nach 96
Stunden wurden bereits deutliche Intensitdtsverluste beobachtet!veroffentichte Daten]

Diese Ergebnisse stehen zunachst im Widerspruch mit der hier gemachten Beobachtung des
Intensitatsabfalls in den ersten acht Stunden. Zu erklaren ist dies jedoch dadurch, dass oben
genannte Stabilitatsbestimmungen in Matrix durchgefihrt wurden, die in ihrer Beschaffenheit
wahrend des gesamten Messzeitraums unverdndert blieb (ungetrocknet bzw. vollstdndig
getrocknet). Dies ist in dieser Arbeit aufgrund des Trocknungsvorgangs nicht der Fall. Es ist
daher wahrscheinlich, dass der Intensitatsabfall eher auf eine schlechtere Extraktion
aufgrund der fortschreitenden Trocknung als auf mangelnde Stabilitdt der Analyten
zurickzufihren ist.

Da die Konzentrationsbestimmung Uber das Peakflaichenverhéltnis von Analyt zu internem
Standard erfolgt, ist fur eine korrekte Konzentrationsbestimmung nicht nur die Stabilitat der

Analyten sondern auch die der internen Standards entscheidend. Unterschiedliches

94



Diskussion

Extraktionsverhalten wéahrend der Trocknungsphase oder eine unterschiedliche Stabilitat
konnten zu abweichenden Ergebnissen fihren. Wie in Kapitel 4.7 gezeigt, ist dies jedoch
nicht der Fall. Analyten wie interne Standards zeigen den gleichen Kurvenverlauf Gber den
gesamten Trocknungszeitraum, was in Abbildung 4-20 und Abbildung 4.22 durch ein
gleichbleibendes Peakflachenverhéltnis nochmals deutlich wird.

Daher lasst sich der Schluss ziehen, dass die Konzentrationsbestimmung unabh&ngig von
der Trocknungszeit der Proben auf der Filterkartusche ist, was vor allem in Hinblick auf die

Vorbereitung der Eichreihe bedeutend ist.
5.3 Die optimierten SPE-HPLC-MS/MS-Methoden

5.3.1 Anidulafungin — Bestimmung von Patientenproben

Die optimierte SPE-HPLC-MS/MS-Methode wurde auf die Ermittlung pharmakokinetischer
Daten bei Patienten angewandt. Die verwendete Eichreihe zeigte dabei eine
zufriedenstellende Linearitat in einem Konzentrationsbereich von 41 ng/ml — 10000 ng/ml
von (R? = 0,9998).

Die Ergebnisse der Plasmaanalysen wurden mit denen aus einer etablierten SPE-HPLC-
MS/MS-Methode mit Proteinfallung verglichen. Die Werte weisen eine gute Korrelation mit
einem Korrelationsfaktor von R?=0,8739 auf. Auch die maximalen Abweichungen der
Kontrollproben vom Nominalwert liegen in dem von der FDA geforderten Bereich von + 20 %
fur Kontrolle low und +15 % fir Kontrolle medium bzw. high. Allerdings liegen die mit der neu
entwickelten Methode bestimmten Konzentrationen um den Faktor 1,4 Gber denen mit der
konventionellen Methode bestimmten. Da fir beide Messungen sowohl die gleiche Eichreihe
als auch gleiche Kontroll- und Patientenproben verwendet wurden, die unter identischen
Bedingungen gelagert wurden, lasst sich diese Abweichung nicht durch eine eventuelle
Instabilitdt des Anidulafungins erklaren. Auch bestehen keine signifikanten Abweichungen
des internen Standards zwischen Eichreihe bzw. Kontrollproben und den Patientenproben,
die in abweichenden Peakflachenquotienten resultieren wirden. Mdglich ist jedoch, dass
sich die Extraktion des Anidulafungin aus den Patientenproben von der aus Eichreihe und
Kontrollproben prozentual unterscheidet, wohingegen die des internen Standard Ascomycin
gleich bleibt. Zur Abklarung dieser These wéare es somit wichtig, Kontrollplasma (d.h.
.-anidulafunginfrei*) verschiedener Probanden mit einer definierten Anidulafungin-
Konzentration zu versetzen, diese Plasmaproben mit der vorliegenden Methode zu
analysieren und die aus den einzelnen Proben erhaltenen Peakflichen miteinander zu
vergleichen. Unterschiedliche Extraktionseffizienzen in den verschiedenen Proben sollten

dann durch deutlich voneinander abweichende Peakflachen zu erkennen sein.

95



Diskussion

5.3.2 Immunsuppressiva

5.3.2.1 Wabhl der internen Standards

Mit dem internen Standard kénnen systematische und statistische Messfehler korrigiert
werden, die wahrend der Probenvorbereitung aber auch wahrend der Analyse z.B. aufgrund
von Matrixeffekten auftreten kénnen. Es ist sinnvoll, interne Standards einzusetzen, die
strukturell mit den Analyten verwandt sind, da diese dem Analyten sowohl in ihrem
Retentions- als auch lonisierungsverhaltens &hneln. Im Rahmen des TDM der
Immunsuppressiva wurden in der Routineanalytik im Institut fir Pharmakologie (Medizinische
Hochschule Hannover) Ascomycin und CSD als interne Standards fur TRL, SRL und RAD
bzw. fir CSA eingesetzt. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob sich die
isotopenmarkierten Analoga d12CSA als interner Standard fir CSA und 13c2d4RAD als
interner Standard fir RAD und mdoglicherweise flir Tacrolimus und Sirolimus eignen.

- CSA: Mit beiden internen Standards CSD und d12CSA lassen sich zufriedenstellende
Korrelationsfaktoren in den Standardeichreihen erreichen (RZCSD = 10,9998, R%j12csa =
0,9999). Das mit der optimierten Methode erhaltene Chromatogramm zeigt identische
Retentionszeiten fur CSA und d12CSA wahrend CSD — der urspriingliche Standard
fur CSA — 0,15 min spater von der analytischen Séaule eluiert. Die CSD-Peakform
unterscheidet sich von der des CSA. Wahrend CSA und d12CSA in einem
symmetrischen Peak von der analytischen Séaule eluieren, zeigt der CSD-Peak in der
aufsteigenden Flanke eine Schulter. Der Grund fur diese Schulter ist wahrscheinlich
der geringe Massenunterschied zwischen CSA und d12CSA: Die Vorlauferionen und
Fragmentionen von CSD und d12CSA haben nur eine geringe Massensdifferenz von
2amu, was zusammen mit der geringen Auflésung des verwendeten
Massenspektrometers (Einstellung low entspricht einer Massenaufldsung > 0,8 amu)
zu Uberstrahlungen der Masseniibergange fiihren kann. Auf der Massenspur des
einen Analyten (hier CSD) wird so ein anderer Analyt (hier d12CSA) falsch positiv
detektiert. Wenn, wie im vorliegenden Fall, die Retentionszeiten beider Analyten dicht
beieinander liegen, fuhrt das zu der beobachteten Peak-Schulter.

Aufgrund der identischen Retentionszeit und der sich daraus ergebenden Mdglichkeit,
auftretende Matrixeffekte bestmdglich zu korrigieren, wurde d12CSA als interner
Standard fir die Spiegelbestimmung von CSA ausgewahilt.

- RAD: 13c2d4RAD ist das isotopenmarkierte Analogon von RAD. Die
Retentionszeiten sowie Signalintensitaten beider Analyten sind daher nahezu
identisch. Ascomycin hingegen eluiert ca. 0,1 min vor RAD. Dennoch sind sowohl
Ascomycin als auch 13c2d4RAD fir die Auswertung von RAD-Eichreihen geeignet.
Die Korrelationsfaktoren sind mit R?=0,9998 (Ascomycin) bzw. R?=0,9999
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(13c2d4RAD) vergleichbar. Wie bei CSA wurde auch fir RAD der isotopenmarkierte
Standard fur weitere Auswertungen ausgewahlt, um auftretende Matrixeffekte
bestmdglich zu korrigieren.

- TRL: FUr Tacrolimus erweist sich Ascomycin aufgrund gleicher Retentionszeiten als
geeigneter interner Standard, wobei auch hier die Korrelationsfaktoren der Eichreihen
mit R? = 0,9999 (Ascomycin) und R? = 0,9998 (13c2d4RAD) nahezu identisch sind.

- SRL: Sirolimus eluiert zeitgleich mit 13c2d4RAD. Jedoch lasst Ascomycin eine
bessere Auswertung der Eichreihe (R%ascomycin = 0,9999 anstatt R?;3coqarap = 0,9940)

ZU.

5.3.2.2 Bestimmung von Patientenproben

Die Ergebnisse zeigen, dass die Spiegelbestimmung der Immunsuppressiva Sirolimus,
Everolimus, Tacrolimus und Cyclosporin A aus getrocknetem Vollblut méglich ist.

Die Spiegelbestimmung der Immunsuppressiva in Patientenproben erfolgte mit der
optimierten SPE-HPLC- MS/MS-Methode. In der Routinediagnostik wurden hierflr die
internen Standards Ascomycin (fir TRL, SRL und RAD) sowie CSD (fir CSA) eingesetzt.
Vergleiche zeigen jedoch, dass sich fiur RAD und CSA bessere Korrelationen unter
Verwendung der entsprechenden isotopenmarkierten Analoga (d12CSA und 13c2d4RAD)
erzielen lassen. 13c2d4RAD zeigt sich auch fir die Auswertung von Sirolimus als geeignet.
Ascomycin ist sowohl fur die Auswertung von Tacrolimus als auch von Sirolimus geeignet.
Die ermittelten Konzentrationen der Immunsuppressiva korrelieren gut mit denen, die mit der
Routinemethode ermittelt wurden. Es ergeben sich Korrelationskoeffizienten zwischen
R?=0,7726 (Tacrolimus) und R?=0,9223 (Sirolimus ausgewertet mit Ascomycin).
13c2d4RAD erweist sich hier fUr die Auswertung von Sirolimus als weniger geeignet, wie der
etwas schwéchere Korrelationskoeffizient von R? = 0,8941 belegt.

Wahrend der Groldteil der ermittelten Konzentrationen gut mit denen aus der
Routinediagnostik Ubereinstimmen, zeigen andere Proben deutliche Abweichungen von
diesen. Dieses ist in den meisten Féllen auf groRe Schwankungen der internen Standards
zurtckzufuhren. Wie die Vorversuche zum Probenauftrag mit Kapillarpipette zeigen, werden
hier stark schwankende Peakflachen der internen Standards gemessen (R.S.D. > 20%). Dies
wurde ebenso in den Patientenproben beobachtet. Im Gegensatz dazu werden mit der
Routinemethode konstante Peakflachen der internen Standards erzielt. Die relativen
Standardabweichungen betrugen hier 6,1 % (Ascomycin) bzw. 11 % (CSD). Es zeigte sich,
dass die Peakflachen der internen Standards in solchen Proben, die eine nur schwache
Korrelation zu den mit der Routinemethode analysierten aufweisen signifikant vom Mittelwert

abweichen. Ursachlich dafir kann eine fehlerhaft praparierte Kapillarpipette sein. Moglich ist
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jedoch auch, dass die internen Standards in Patientenproben nur schlecht reproduzierbar
gelodst werden. Eine korrekte Konzentrationsbestimmung ist jedoch nur mit vergleichbaren
Peakflachen der internen Standards moglich. Daher sind an dieser Stelle weitere
Untersuchungen zur Peakflachen-Reproduzierbarkeit der internen Standards in
verschiedenen Patientenproben noétig (inter subject variability der internen Standards).

In dieser Arbeit erfolgte die Spiegelbestimmung der Immunsuppressiva ausschlief3lich in
vendsem Vollblut. Es ist daher wichtig die Vergleichbarkeit der Spiegelbestimmung in
Kapillarblut und venésem Blut zu untersuchen. In friilheren Studien konnte fiir Cyclosporin A
und Tacrolimus bereits eine gute Korrelation in beiden Matrices gezeigt werdenl®%,

weshalb diese Untersuchung vor allem fiir Sirolimus und Everolimus notwendig ist.
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6. Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde in Kooperation mit der Firma Spark Holland ein neuartiges
Kartuschensystem konzipiert, das es ermdglicht, Pharmaka aus getrockneten Blut- bzw.
Plasmaproben mittels Massenspektrometrie zu quantifizieren. Aufgrund des geringen
Probenvolumens und der vollautomatisiert durchfihrbaren Probenvorbereitung lasst sich
dieses System sowohl im Rahmen von pharmakokinetischen Untersuchungen an
Kleintiermodellen als auch bei der therapeutischen Arzneimitteliberwachung (TDM) bei
Patientenproben einsetzen. Die Anwendbarkeit der entwickelten SPE-HPLC-MS/MS-
Methode auf Plasmaproben konnte am Beispiel des Antimykotikums Anidulafungin belegt
werden. Die ermittelten Konzentrationen zeigten eine gute Korrelation zu einer
konventionellen SPE-HPLC-MS/MS-Methode (R? = 0,8739).

Weiterhin wurde mit dieser Methode erstmals die simultane Spiegelbestimmung der
Immunsuppressiva Sirolimus, Tacrolimus, Everolimus und Cyclosporin A im Rahmen des
TDM aus getrocknetem Vollblut realisiert. Die Sensitivitdt der Methode lie3 dabei eine
Quantifizierung der Analyten in einem Konzentrationsbereich von 1-100 ng/ml (Tacrolimus,
Sirolimus, Everolimus) bzw. 12,5-1200 ng/ml (Cyclosporin A) zu. Damit entsprach die
Sensitivitat, bei gleichzeitig geringerem Probenvolumen, der einer etablierten SPE-HPLC-
MS/MS-Methode. Erste Vergleichsmessungen beider Methoden ergaben in Patientenproben
eine  zufriedenstellende  Korrelation der jeweils erhaltenen Immunsuppressiva-
Konzentrationen (R?> 0,7726). Die dabei festgestellte schwache Reproduzierbarkeit des
internen Standards konnte auf die Praparation der verwendeten Kapillarpipetten
zurickgefuhrt werden. Des Weiteren zeigte sich, dass aus der Probe extrahierte
Matrixbestandteile zu einer deutlich verkirzten Lebensdauer der analytischen Saule fihrten
sowie in der Quelle des Massenspektrometers eine ausgepragte lonensuppression
bewirkten. Vorteile verspricht jedoch eine Modifikation des Spuilvorgangs, durch die bereits in
ersten Versuchen verbesserte Ergebnisse erzielt werden konnten.

Zusammenfassend lasst sich daher festhalten, dass die entwickelte Methode einen wichtigen
Schritt zu einem anwendungsfreundlichen Probennahme- und Analyseverfahren zur

Quantifizierung von Pharmaka aus getrockneten Matrixproben darstellt.
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8. Anhang

Anhang 1: SRM-Chromatogramme der Analyten zur Untersuchung eines geeigneten
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Anhang 2: Optimierung des Analyttransfers von dem Filtermaterial auf die SPE-Kartusche
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I 100 pi/min 100 pl
12000 - [ 100 pl/min 250 i
I 100 pl/min 500 p
1100 pl/min 750 i
[ 300 wl/min 100 yl
1300 pl/min 250 i
[ 300 wl/min 500 pl
I 300 pi/min 750 p
‘ [ 500 pl/min 100 pl
I 500 pi/min 250 p
8000 — [ 500 pl/min 500 pl
I 500 pi/min 750
. I 300 pl/min 100 i
1800 wl/min 250 yl
6000 — [ 800 pl/min 500 i
[ 800 pl/min 750 pl
11000 pl/min 100 pl
11000 pl/min 250 pl
[ 1000 pl/min 500 pl
11000 pl/min 750 pl

10000 —

relative Peakflache [%]

Wasser 20% MeOH 40% MeOH 60% MeOH 70% MeOH 80% MeOH 90% MeOH

CSD

Anhang: 3: Ubersicht der ermittelten Anidulafunginkonzentrationen in Patientenproben

Ermittelte Konzentration
[ng/ml]
Proben-Nr. Routine- | Kartuschen-
methode system
1 5320 7440
2 4430 6540
3 4600 5330
5 3470 4710
6 2790 3970
7 2700 3930
8 2360 3420
9 1600 2480
10 4570 7670
11 3530 5610
12 3480 4220
13 2260 2780
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Anhang 4: Ubersicht der ermittelten Immunsuppressiva-Konzentrationen in Patientenproben

ermittelte Konzentration

Ermittelte Konzentration

[ng/mi] [ng/mi]
P | pharmaka | ROuine | Karuschen || Palen | oy | Rouine | Karuschen
1 SRL 5,84 5,18 25 | SRL 4,51 477
2 SRL 2,72 1,96 CSA 63,7 63,6
3 SRL 9,32 8,01 26 | SRL 7,44 6,87
4 RAD 3,09 3,28 TRL 4,06 3,51
CSA 85,4 109 27 SRL 1,67 0,911
5 SRL 5,66 5,23 RAD 17,5 14,3
6 CSA 113 106 TRL 10.7 9.08
7 RAD 4,89 5,77 28 | CSA 116 113
CSA 92,7 98,7 29 RAD 7,58 7,84
8 SRL 9,15 9,54 30 | RAD 7 7,24
9 RAD 5,85 5,94 CSA 94,2 94,1
CSA 68 69 31 | CSA 89,3 86,1
10 | RAD 3,94 32 32 | CSA 62,9 68,7
11 | SRL 5,39 6,38 33 | SRL 14,2 14,6
12 | RAD 1,17 0,914 34 | SRL 12,1 11,4
13 | TRL 9,94 9,35 35 | RAD 5,52 4,09
14 | SRL 8,34 8,9 CSA 45,6 36,5
15 | SRL 6,33 5,95 36 | SRL 9,86 10,1
16 | RAD 4,93 4.41 37 | SRL 10,2 10,1
CSA 141 136 TRL 3,2 2,89
17 | SRL 11,8 10,5 38 | RAD 6,04 6,05
18 | SRL 8,76 10,9 39 | SRL 3,42 3,96
19 SRL 12,7 16,3 TRL 9,64 10,9
20 | RAD 6,88 7,69 20 | SRL 8,68 9,86
CSA 127 159 CSA 82 97,9
21 | RAD 3,55 3,6 41 | SRL 4,65 5,16
CSA 50,2 67,9 42 | RAD 7,02 7,45
22 | SRL 5,28 5,48 43 | SRL 6,08 7,21
TRL 6,68 7,65 44 | CSA 201 224
23 | SRL 7,08 9,13 45 | SRL 1,34 1,1
CSA 29,5 37,3 RAD 9,26 11,6
24 | SRL 1,13 0,736 46 | TRL 8,08 9,22
RAD 6,13 8,83 47 | SRL 5,58 7,05
48 | TRL 4,43 5,09
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Anhang 5: Ubersicht der Peakflache (Einheit: counts) der internen Standards in den
Patientenproben

Routinemethode Kartuschensystem
Ascomycin  CSD Ascomycin 13c2d4RAD d12CSA

1| 2,87E+05 2,14E+06 1,09E+05 4,56E+04 2,27E+05

2 | 3,60E+05 2,06E+06 1,19E+05 4,82E+04 2,30E+05

3 | 3,66E+05 1,82E+06 1,13E+05 5,01E+04 1,86E+05

4 | 3,78E+05 1,95E+06 9,87E+04 3,28E+04 1,17E+05

5 | 4,04E+05 1,90E+06 1,11E+05 4,16E+04 1,87E+05

6 | 3,77E+05 1,81E+06 1,28E+05 4,67E+04 1,84E+05

7 | 4,07E+05 1,76E+06 9,03E+04 3,56E+04 1,30E+05

8 | 3,54E+05 1,76E+06 1,03E+05 4,32E+04 1,74E+05

9 | 3,75E+05 1,65E+06 8,37E+04 3,01E+04 1,07E+05
10 | 3,65E+05 1,77E+06 8,97E+04 3,02E+04 1,23E+05
11 | 3,97E+05 1,99E+06 1,16E+05 4,67E+04 1,96E+05
12 | 3,69E+05 2,32E+06 1,36E+05 5,29E+04 2,15E+05
13 | 4,00E+05 1,90E+06 1,46E+05 5,56E+04 2,11E+05
14 | 3,81E+05 1,94E+06 9,55E+04 3,96E+04 1,79E+05
15 | 3,94E+05 2,32E+06 1,07E+05 4,40E+04 1,64E+05
16 | 3,69E+05 2,05E+06 1,11E+05 4,50E+04 1,56E+05
17 | 3,91E+05 2,16E+06 1,27E+05 5,48E+04 2,64E+05
18 | 4,15E+05 2,25E+06 7,83E+04 2,91E+04 1,13E+05
19 | 4,17E+05 2,29E+06 8,76E+04 3,51E+04 1,42E+05
20 | 4,05E+05 2,28E+06 8,46E+04 3,53E+04 1,33E+05
21 | 3,91E+05 2,33E+06 7,80E+04 2,73E+04 1,05E+05
22 | 4,00E+05 2,20E+06 9,50E+04 3,34E+04 1,61E+05
23 | 3,83E+05 1,94E+06 8,91E+04 3,55E+04 1,38E+05
24 | 3,99E+05 2,28E+06 7,88E+04 3,19E+04 1,36E+05
25 | 3,94E+05 1,80E+06 9,22E+04 3,84E+04 1,35E+05
26 | 3,74E+05 1,88E+06 1,20E+05 4,78E+04 2,03E+05
27 | 3,94E+05 1,67E+06 8,56E+04 3,63E+04 2,02E+05
28 | 3,54E+05 1,78E+06 6,32E+04 1,95E+04 8,10E+04
29 | 3,60E+05 1,71E+06 1,29E+05 5,11E+04 1,57E+05
30 | 3,77E+05 1,79E+06 9,68E+04 3,66E+04 1,64E+05
31 | 3,66E+05 1,91E+06 1,03E+05 5,10E+04 2,06E+05
32 | 3,73E+05 1,78E+06 1,22E+05 4,86E+04 1,70E+05
33 | 3,61E+05 1,74E+06 9,36E+04 3,60E+04 1,49E+05
34 | 3,39E+05 1,98E+06 1,05E+05 3,92E+04 1,80E+05
35 | 3,47E+05 1,81E+06 1,48E+05 6,10E+04 2,19E+05
36 | 3,54E+05 1,70E+06 1,17E+05 4,72E+04 1,77E+05
37 | 3,43E+05 1,66E+06 9,88E+04 5,04E+04 2,20E+05
38 | 3,87E+05 2,01E+06 1,07E+05 4,67E+04 1,87E+05
39 | 3,66E+05 2,08E+06 7,76E+04 3,38E+04 1,44E+05
40 | 3,86E+05 2,39E+06 9,82E+04 4,29E+04 1,76E+05
41 | 3,56E+05 1,69E+06 8,23E+04 3,35E+04 1,28E+05
42 | 3,83E+05 1,83E+06 8,62E+04 3,60E+04 1,55E+05
43 | 3,52E+05 1,74E+06 6,86E+04 3,39E+04 1,61E+05
44 | 3,61E+05 1,68E+06 9,14E+04 2,73E+04 1,08E+05
45 | 3,78E+05 1,84E+06 7,76E+04 2,99E+04 1,34E+05
46 | 3,73E+05 1,71E+06 7,53E+04 3,04E+04 1,23E+05
47 | 3,65E+05 1,72E+06 8,56E+04 3,53E+04 1,23E+05
48 | 3,83E+05 1,83E+06 7,47TE+04 2,85E+04 1,05E+05
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