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1 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Begriff

ABS Antibiotic Stewardship

ARC Augmented Renal Clearance

AU Amicon ultra

AUC,ap Flache unter der 24 h Konzentrations-Zeit-Kurve
BSA Bovines Serum-Albumin

CAZ Ceftazidim

CF Centrifree

CEZ Cefazolin

Cl Clearance

Crmax Spitzenkonzentration

Crmin Minimalkonzentration

CRO Ceftriaxon

cv Coefficient of variation (Variationskoeffizient)
CVinter Inter-Assay-Prazision

CVintra Intra-Assay-Prazision

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EMA European Medicines Agency

EoS Tigecyclin-Eluent ohne SOS

ETP Ertapenem

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FDA Food and Drug Administration

HSA Humanes Serum-Albumin

HEPES Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsaure-Puffer
HPLC High Performance Liquid Chromatography
HWz Halbwertszeit

iS Interner Standard

LOD Limit of Detection (Nachweisgrenze)

LOQ Limit of Quantitation (Bestimmungsgrenze)
LZD Linezolid

MC Microcon
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MEM Meropenem

MeOH Methanol

MG Molekulargewicht in g/mol

MIN Minocyclin

MHK Minimale Hemm-Konzentration

MS Massenspektrometrie

Mw Mittelwert

n.d. Not done (nicht durchgefiihrt)

NS Nanosep omega

NSB nicht-spezifische Bindung

NW Nominalwert

PBS Phosphate Buffered Saline (Phosphatgepufferte Salzlosung)

PC Polycarbonat

PCA Perchlorsdure

PES Polyethersulfon

PIP Piperacillin

PP Polypropylen

PPB Plasmaproteinbindung

QSInf Qualitatssicherung der Diagnostik und Therapie von akuten Infektionen in der
Intensivmedizin

r Korrelationskoeffizient

r’ BestimmtheitsmaR

RC Regenerierte Cellulose

RCF Relative Centrifugal Force (Zentrifugalbeschleunigung)
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uv Ultraviolett
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2 Einleitung

2.1 Antibiotikatherapie in der Intensivmedizin

Infektionen stellen auch in der modernen Intensivmedizin eine zentrale Herausforderung fiir
den Kliniker dar. In einer grofRen internationalen Studie zu Pravalenz und Outcome von
Infektionen an Uber 14000 erwachsenen Patienten auf Intensivstationen konnte gezeigt
werden, dass ca. 50% der intensivmedizinisch behandelten Patienten an einer Infektion
durch Bakterien oder Pilze erkrankt waren [1]. Der grofRe Einfluss dieser Infektionen auf das
Behandlungsergebnis der Patienten zeigte sich mit einer Erhéhung der Krankenhaussterb-
lichkeit um 100% gegeniuber dem Wert fir die Patienten ohne nachgewiesene bakterielle
oder mykotische Infektion [1]. Insbesondere Patienten, die im Zusammenhang mit ihrer
Infektion ein septisches Krankheitsbild entwickeln sind von einer hohen Mortalitat ihrer
Erkrankung von bis zu 80% betroffen [2]. Eine multizentrische klinische Studie an 3147
erwachsenen Intensivpatienten zur Haufigkeit der Sepsis im Intensivbereich ergab, dass ca.
37% der untersuchten Intensivpatienten an einer Sepsis litten [3]. Neben einer evtl.
moglichen chirurgischen Sanierung des Infektionsherds bildet die Verabreichung von
Antibiotika die zentrale Sdaule der antiinfektiven Therapie. So ist es angesichts der Haufigkeit
von bakteriellen und mykotischen Infektionen im Intensivbereich nicht verwunderlich, dass
ca. 70% aller Intensivpatienten eine antibiotische Therapie erhalten [1]. Antibiotika stellen

damit die in der Intensivmedizin am haufigsten eingesetzten Arzneistoffe dar [4].

In klinischen Studien wurde gezeigt, dass die friihzeitige, addaquate Antibiotikatherapie die
Sterblichkeit von Intensivpatienten mit bakteriellen Infektionen und Mykosen reduziert
[5,6]. So lag beispielsweise in einer Studie an 2000 intensivmedizinisch behandelten
erwachsenen Patienten die Mortalitdt bei inaddquater Behandlung einer vorliegenden
Infektion mit 52,1% ca. doppelt so hoch als bei Verabreichung einer adaquaten
antiinfektiven Therapie, wo sich eine Mortalitat von 23,5% ergab [5]. Eine hinreichend
dosierte antibiotische Therapie kann zudem die Entwicklung resistenter Erreger unter-
driicken [7]. Trotz dieses hohen Stellenwerts der antibiotischen Therapie im Intensivbereich,
werden Antibiotika im Rahmen der Zulassungsstudien kaum an Intensivpatienten
untersucht. Die in den Fachinformationen empfohlenen Dosierungen werden (iberwiegend
an gesunden Probanden und "Normalpatienten" ermittelt. Allerdings werden bei
Intensivpatienten, insbesondere bei Sepsis, mit Standarddosierungen nicht dieselben
Wirkspiegel erreicht wie bei den ausgewahlten Probanden, da sich die Pharmakokinetik
eines Arzneistoffs durch das septische Krankheitsbild verandert [8]. So kénnen Standard-
dosierungen bei Sepsispatienten zu Therapieversagen durch zu niedrige Spiegel oder zu
toxischen Nebenwirkungen durch zu hohe Spiegel fiihren [9]. Strategien zur Optimierung
und Individualisierung der Dosierung von Antibiotika finden daher im Intensivbereich

vermehrt Beachtung [10].
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2.2 Pharmakokinetische Veranderungen bei septischen Patienten

Die pharmakokinetischen Veranderungen beim Intensivpatienten sind bei Vorliegen des sep-
tischen Krankheitsbildes besonders ausgepragt [11]. Die deutsche Sepsisgesellschaft defi-
niert die Sepsis als eine komplexe, systemische, inflammatorische Wirtsreaktion auf eine
Infektion [12]. Der Sepsis liegt eine generalisierte hyperinflammatorische Reaktion des Kor-
pers auf eine mikrobielle Infektion zugrunde [12]. Die Vorstufe wird als SIRS (systemic
inflammatory response syndrome) bezeichnet, wenn mindestens zwei der folgenden Kri-

terien erfullt sind:

— Korpertemperatur > 38°C oder £36 °C
— Herzfrequenz 2 90 Schlage pro min
— Atemfrequenz 2 90 pro min

— Leukozytenwerte 2 12000/mm3 oder < 4000/mm3 oder mehr als 10% unreife Formen

Von einer Sepsis spricht der Kliniker, wenn zusatzlich zum SIRS eine Infektion nachgewiesen
wurde. Treten Organdysfunktionen bzw. Organversagen wie z.B. ein Nierenversagen auf,
handelt es sich um eine schwere Sepsis. Kommt es zusatzlich auch noch zu einer ausgeprag-
ten Hypotonie mit einem systolischen Blutdruck £ 90 mm Hg, die den Einsatz von Vasopres-
soren wie z.B. Noradrenalin erfordert, liegt ein septischer Schock vor. Dieser Zustand stellt

die starkste Ausprdgung des septischen Krankheitsbildes dar [12].

Ursachlich fur das Krankheitsgeschehen der Sepsis ist eine Aktivierung immunkompetenter
Zellen, die die Freisetzung einer Vielzahl von Mediatoren bewirken. In der Folge kommt es zu
einer Schadigung des GefalRendothels, einer Kardiomyopathie sowie Storungen der Blutge-
rinnung und des endokrinen Systems. Ausgepragte Zirkulationsstorungen fihren zu einer
Minderperfusion verschiedener Organe und beglnstigen die Entstehung eines Multiorgan-
versagens [13]. Die Sepsis stellt eine sehr komplexe Erkrankung dar, deren Schweregrad und
Verlauf individuell stark variieren. Folglich zeigt auch die Pharmakokinetik von Arzneimitteln

eine entsprechende Variabilitat, wie die folgenden Ausfiihrungen erlautern.

2.2.1 Verdnderung des Verteilungsvolumens

Im Rahmen der Sepsis kommt es zu einer Freisetzung verschiedener Endotoxine aus dem
Infektionserreger, die die Bildung endogener Mediatoren nach sich zieht wie z.B. Interleu-
kine und Tumornekrosefaktor. Diese Signalmolekiile beeinflussen das Endothel der
BlutgefaBe, was zu Vasodilatation sowie einer erhéhten Permeabilitdt der GefiaRe fihrt
[14,15]. Dadurch kommt es zu einer starken Verlagerung von Flissigkeit aus dem
intravaskularen Raum ins Interstitium, ein Vorgang der im medizinischen Fachjargon als

sogenanntes capillary leak syndrome bezeichnet wird [16,17].

Die ausgeprigte Odembildung im Interstitium fihrt zu einer Erhohung des

Verteilungsvolumens insbesondere hydrophiler Antibiotika wie z.B. Aminoglycosiden und

-10-
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Betalaktamen und damit zu erniedrigten Plasmaspiegeln nach der ersten Dosis [18,19].
Wegen der ausgepragten Hypotension durch die sepsisbedingte Vasodilatation werden in
der Regel grolRe Mengen an Volumenersatz in Form von kristalloiden Infusionslésungen wie
z.B. NaCl 0,9% verabreicht. Dadurch wird das Verteilungsvolumen von Arzneistoffen
zusatzlich erhoht [20].

2.2.2 Verdnderung der Clearance

In der Initialphase der Sepsis kommt es bei Patienten ohne Vorschadigung der Niere haufig
zu einer verstarkten Durchblutung der Nieren in Folge einer Erhéhung des Herzzeitvolumens.
Dieses Phanomen wird in der medizinischen Literatur als augmented renal clearance (ARC)
bezeichnet [21]. Durch ARC kommt es zu einer vermehrten Ausscheidung renal eliminierter
Arzneistoffe wie z.B. der Betalaktame und Aminoglycoside [22-24]. Die beschleunigte
Ausscheidung kann bei diesen hydrophilen Antibiotika zu subtherapeutischen

Plasmakonzentrationen fihren [21].

Wie oben beschrieben kann es im Verlauf des septischen Krankheitsgeschehens auch zu
einer Minderperfusion von Organen kommen. Sind die Nieren betroffen, kann dies zu
Nierenfunktionsstérungen bis zum kompletten Nierenversagen fiihren. Das Vorliegen eines
septischen Schocks ist ein Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Nierenversagens [25]. Die
Einschrankung der Nierenfunktion fiihrt zur verlangsamten Ausscheidung renal eliminierter
Antibiotika. In der Folge kdnnen daraus supratherapeutische Plasmakonzentrationen und
evtl. toxische Nebenwirkungen resultieren [26]. So konnte eine Studie an 235 erwachsenen
Intensivpatienten unter Therapie mit Vancomycin zeigen, dass die Plasmakonzentrationen
des Vancomycin am Ende des Dosinintervalls bei Patienten mit Nierenfunktionsstérungen
mit einem Wert von 20,2 + 7,1 ug/ml signifikant hoher lagen als bei Patienten ohne
Einschrankung der Nierenfunktion, wo sich ein Wert von 13,7 + 8,3 ug/ml ergab [27].
Plasmakonzentrationen von (iber 20 pg/ml am Ende des Dosisintervalls waren zudem mit
einer Verschlechterung der Nierenfunktion verbunden, was als toxische Wirkung der hohen

Vancomycinkonzentrationen gewertet wurde [27].

Zusatzlich verandern auch die in Folge eines Nierenversagens eingesetzten
Nierenersatzfahren die Ausscheidung von Arzneistoffen, wobei das Ausmall dieser
extracorporalen Clearance von vielen Variablen (Verfahren, Substanz) abhdngt und schwer
vorhergesagt werden kann [28]. In einer Ubersichtsarbeit zur Clearance von Meropenem,
Piperacillin und Vancomycin in Abhangigkeit von den Dialysebedingungen konnte z.B. fir
Meropenem anhand von 15 eingeschlossenen klinischen Studien zur Pharmakokinetik unter
Dialyse gezeigt werden, dass die resultierende Clearance des Dialyseverfahrens zwischen
17,3 ml/min und 58,3 ml/min betrug [29]. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen der Clearance des Meropenems und den Dialysebedingungen wie Blutfluss oder

Dialysatfluss konnte nicht nachgewiesen werden [29].
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2.2.3 Veranderung der Proteinbindung

Die Bindung von Arzneistoffen an Plasmaproteine stellt einen wichtigen pharmako-
kinetischen Aspekt dar, da nur der freie (= nicht gebundene) Anteil eines Arzneistoffs fiir die
pharmakologische Wirkung verantwortlich ist. Nur der freie Anteil kann (1) ins Gewebe an
den Rezeptor penetrieren und (2) durch glomeruldre Filtration eliminiert werden [30].
Albumin und Alphal-saures-Glykoprotein (AAG) stellen dabei die wichtigsten arzneistoff-
bindenen Plasmaproteine dar, wobei Albumin vermehrt saure Pharmaka und AAG vor allem
basische Pharmaka bindet [31]. Bei Intensivpatienten kommt es hadufig zu deutlichen
Verschiebungen in der Konzentration dieser beiden Plasmaproteine. So konnte in Studien
gezeigt werden, dass ca. 40% aller kritisch kranken Patienten deutlich erniedrigte
Albuminwerte aufweisen mit Konzentrationen < 25 g/l, wahrend der Normwert eines
gesunden Erwachsenen bei ca. 35-55 g/l liegt [32]. Diese erniedrigte Alouminkonzentration
fihrt zu einer Erhohung der freien Fraktion eines an Albumin bindenden Arzneistoffs, was in
Folge eine beschleunigte renale Ausscheidung bedingen kann. In einer klinischen Studie zur
Pharmakokinetik von Ceftriaxon bei 12 erwachsenen Intensivpatienten mit schwerer Sepsis
konnte gezeigt werden, dass bei Vorliegen einer Hypoalbuminamie Verteilungsvolumen und
Clearance des Ceftriaxons erhéht waren [19]. Die Albuminwerte der eingeschlossenen
Patienten lagen im Mittel bei 22,2 + 6,1 g/I. Das Verteilungsvolumen betrug 0,32 + 0,05 I/kg
[19], wahrend der Wert flir gesunde Probanden mit 0,12 + 0,01 I/kg angegeben wird [33].
Die Clearance war mit einem Wert von 37 * 14 ml/min gegeniliber gesunden Probanden
erhoht [19], wo ein Wert von 13 + 2,6 ml/min beschrieben wurde [33]. Die mittlere freie
Fraktion lag mit einem Wert von 27% gegeniiber gesunden Probanden ebenfalls héher [19],
da hier die freie Fraktion lediglich mit ca. 5% angegeben wird [33].

2.2.4 Bedeutung fiir die Klinische Routine

Wie obige Ausfiihrungen verdeutlichen, sind die zentralen pharmakokinetischen Parameter
bei kritisch kranken Patienten groRBen Verdanderungen unterworfen. In Studien konnte
gezeigt werden, dass Clearance und Verteilungsvolumen eines Arzneistoffs zwischen
vergleichbaren Studienpopulationen von Intensivpatienten um mehr als 200% schwanken
kénnen [34]. In einer groRen Ubersichtsarbeit zur Pharmakokinetik von Betalaktam-
Antibiotika bei Intensivpatienten mit Infektion, in der 57 klinische Studien ausgewertet
wurden, konnten z.B. fir Piperacillin mittlere Verteilungsvolumina zwischen 11,7 und 40,7 |
bezogen auf ein hypothetisches Kérpergewicht von 70 kg gefunden werden [34]. So ist es
nicht verwunderlich, dass bei Verabreichung von Arzneimitteln in Standarddosierungen an
kritisch kranke Patienten in vielen Fallen nicht die gewiinschten Wirkspiegel erreicht wurden
[8,35-40]. In einer klinischen Studie an 10 erwachsenen Intensivpatienten mit bakterieller
Infektion und einer Indikation fiir eine intraventse Therapie mit Ceftazidim wurde das

Erreichen des klinischen Zielparameters, einer Plasmakonzentration oberhalb der minimalen
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Hemmkonzentration (MHK) fir Pseudomonas aeruginosa als Leitkeim Uber das gesamte
Dosisintervall, evaluiert [41]. Unter der empfohlenen Maximaldosierung von 3-mal taglich
2 g als Kurzinfusion tGber 30 min verfehlten an Tag 3 der Therapie 4 der 10 Patienten den
Zielparameter [41]. Somit stellt die Frage nach der richtigen Dosierung von Antibiotika bei
intensivmedizinisch behandelten Patienten eine zentrale Herausforderung fiir Arzte und in
der Klinik tatige Apotheker dar. Die Auswertung von Antibiotic-Stewardship-Programmen
(ABS) zeigt, dass bis zu einem Drittel der an das ABS-Team herangetragenen Anfragen die
Dosierung von Antiinfektiva betreffen [42]. Insbesondere der klinische Pharmazeut als
Fachmann in Dosierungsfragen innerhalb des ABS-Teams wird hierbei adressiert. Die
aktuelle S3-Leitlinie zu Strategien zur Sicherung rationaler Antibiotika-Anwendung im
Krankenhaus empfiehlt daher die Etablierung eines Therapeutischen Drug-Monitorings
(TDM) bei kritisch kranken Patienten [42].

2.3 Therapeutisches Drug-Monitoring von Antiinfektiva bei Intensivpatienten

Therapeutisches Drug—Monitoring (TDM) bezeichnet eine Dosierungsstrategie, bei der
ausgehend von Konzentrationsbestimmungen des eingesetzten Arzneistoffs im Plasma bzw.
Serum des Patienten individuelle Dosierungsempfehlungen erarbeitet werden, um optimale
Wirkspiegel zu erhalten [43]. TDM ist zum einen empfehlenswert beim Einsatz von
Arzneistoffen mit enger therapeutischer Breite, oder aber bei Patienten, die eine spezielle
bzw. sehr variable Pharmakokinetik aufweisen, wie Intensivpatienten [44]. Fir Antiinfektiva
bietet sich ein TDM dabei besonders an, da die Dosis hier nicht in Abhangigkeit eines
unmittelbar erkenn- und messbaren Effekts titriert werden kann. Wahrend z.B. der Einsatz
von Vasopressoren anhand des sich unmittelbar variierenden Blutdrucks angepasst wird,
wird die Wirksamkeit eines Antiinfektivums nicht gleich bei Verabreichung ersichtlich.
Vielmehr betragt die Zeitspanne zwischen dem Start einer antibiotischen Therapie und dem
Einsetzen eines klinisch erkennbaren Effekts ca. 48 h [45,46]. Bedenkt man hierbei, wie
wichtig die zeitnahe Durchfiihrung einer in Keimspektrum und Dosierung adaquaten
antibiotischen Therapie gerade fir septische Patienten ist, wird ersichtlich, dass ein TDM
insbesondere fiir diese Patienten anzuraten ist, um ein Therapieversagen durch eine evtl.

Unterdosierung zu vermeiden [34,47].

Bisher wird ein TDM fir Antiinfektiva in der klinischen Routine vor allem flir Substanzen mit
enger therapeutischer Breite eingesetzt, um toxische Wirkungen durch zu hohe
Plasmakonzentrationen zu minimieren. Daher werden in der Gberwiegenden Mehrzahl der
klinisch chemischen Labore routinemaBig nur die Spiegel von Aminoglycosiden wie
Gentamicin und Glykopeptiden wie Vancomycin bestimmt [48], da diese konzentrations-
abhdngig nephro- und ototoxisch wirken kénnen. Fir beide Substanzgruppen konnte
nachgewiesen werden, dass ein TDM hier die Haufigkeit und Schwere toxischer

Nebenwirkungen zuverldssig senken kann [49,50]. In einer Metaanalyse zu den Vorteilen
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eines TDM fur Vancomycin, in der 6 klinische Studien mit insgesamt 521 Patienten
ausgewertet wurden, wurde die Haufigkeit des Auftretens einer Nephrotoxizitdt unter
Vancomycin-Therapie bei Patienten mit und ohne Betreuung durch ein TDM verglichen [50].
Hierbei konnte gezeigt werden, dass das Auftreten einer Nephrotoxizitat bei Patienten unter
TDM signifikant verringert war gegenlber Patienten, die kein TDM flr Vancomycin erhielten
[50]. Wéahrend lediglich bei 6,5% der Patienten unter TDM eine Nephrotoxizitat auftrat, lag
die Haufigkeit fir Patienten ohne TDM bei 19,9% [50].

Antibiotika mit geringem Potential fiir toxische Nebenwirkungen und somit groRerer
therapeutischer Breite wie die Betalaktam-Antibiotika standen bisher Giberwiegend nicht im
Fokus von TDM-Programmen. Allerdings wird in aktuellen Leitlinien bei der Behandlung von
kritisch kranken Patienten vermehrt auch fir diese Substanzen die Durchfliihrung von
Plasmakonzentrationsbestimmung im Rahmen eines TDM empfohlen, um Unterdosierung zu

vermeiden und die Effektivitat der antibiotischen Therapie sicherzustellen [42,51].

2.3.1 Zielparameter fiir die Plasmakonzentrationsbestimmung

Eine wichtige Voraussetzung zur Durchfiihrung eines TDM fiir einen Arzneistoff ist das
Vorliegen einer moglichst klaren Konzentrations-Wirkungs-Beziehung, damit Uber die
Plasmakonzentration als Surrogatparameter zuverldssig Riickschliisse auf die
pharmakologische Wirksamkeit gezogen werden konnen [48]. Dieser Zusammenhang
zwischen der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik ist fir Antibiotika gut untersucht und
belegt [52-58]. So unterscheidet man im Hinblick auf das Wirkprofil der Antibiotika zwischen
Substanzen mit einer zeitabhangigen und einer konzentrationsabhangigen Wirksamkeit [36].
Konkrete Zielparameter fiir die Dosierung entstehen, indem die minimale
Hemmkonzentration des Erregers (MHK) mit der Plasmakonzentration zeit- oder
konzentrationsabhangig ins Verhaltnis gesetzt wird. Die folgende Abbildung 1 dient zur

[llustration der verschiedenen Wirkprofile von Antibiotika

-14-



Einleitung

A Alc.MHK
. =
= S
S/ =
o| =
N i =
S| [&=E AUC,/MHK P
< | =
== > - MHK
T > MHK Zett

Abb. 1: Konzentrations-Zeit-Kurve mit Illustrierung der verschiedenen ZielgréfSen fiir Pharmakokinetik
und Pharmakodynamik (PK/PD): C.qx: Spitzenkonzentration; AUC,g4p,: Fldche unter der 24 h
Konzentrations-Zeit-Kurve; MHK: Minimale Hemmkonzentration des Erregers; T: Zeitspanne

Das Verhidltnis aus Spitzenkonzentration zu MHK stellt den wirksamkeitsbestimmenden
PK/PD-Parameter flr konzentrationsabhingig wirkende Antibiotika wie z.B. die
Aminoglycoside dar [59]. Fiir die zeitabhdngig wirkenden Antibiotika wie die Betalaktame
bestimmt die Zeitspanne, in der die Plasmakonzentration oberhalb der MHK liegt, Gber die
Wirksamkeit der Therapie [59]. Daneben gibt es aber auch Substanzen, deren Wirksamkeit
sowohl von der Zeit der Plasmakonzentration oberhalb der MHK des Erregers, als auch von
der Spitzenkonzentration im Plasma abhangt. Als Zielparameter fir dieses Wirkprofil, das
z.B. Linezolid und die Tetracycline wie Tigecyclin aufweisen, hat sich das Verhéltnis aus der

Flache unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve und der MHK bewahrt [59].

Als konkreter Zielparameter fiir die Betalaktame wird fiir schwere Infektionen im
Intensivbereich empfohlen, dass die Plasmakonzentration die MHK des Erregers fir das
komplette Dosisintervall tGberschreiten sollte [38]. Optimale Wirksamkeit wurde postuliert,
wenn die Plasmakonzentration dabei die MHK des Erregers um den Faktor 4-5 Ubertrifft
[60]. Eine weitere Erhohung der Plasmakonzentration erzielt dabei keine zusatzlichen
Effekte, aber erhoht das Risiko fiir die Toxizitatsreaktionen der Betalaktame wie z.B.
neurologische Stérungen bis hin zu Krampfereignissen [34]. Fir Linezolid und Tigecyclin wird
hingegen ein Verhaltnis aus der Flache unter der Plasmakonzentrations-Zeit-Kurve und der
MHK des Erregers von 80-120 bzw. 17,9 als ideal fir die klinische Wirksamkeit angesehen
[61,62].
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2.3.2 In der vorliegenden Arbeit untersuchte Antibiotika

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Schwerpunkt der Untersuchungen auf die
Betalaktame gelegt, da am Universitatsklinikum Regensburg bisher keine Moglichkeit zur
routinemalligen Konzentrationsbestimmung dieser Antibiotika besteht. Eine Verbrauchs-
auswertung der Apotheke des Universitatsklinikums Regensburg zeigt, dass im Jahr 2014
allein fiir Piperacillin und Meropenem insgesamt ca. 31.000 Tagesdosen an die Stationen
ausgeliefert wurden. Meropenem und Piperacillin bilden damit die am haufigsten ein-
gesetzten Antibiotika. Linezolid und Tigecyclin stellen Reserveantibiotika dar, die bei
speziellen Infektionen durch grampositive multiresistente Erreger wie methicillin-resistente
Staphylococcus-aureus-Stamme oder vancomycinresistente Enterokokken zum Einsatz
kommen [63,64]. Tigecyclin spielt daneben auch eine Rolle bei der Therapie von Infektionen
durch multiresistente gramnegative Erreger, die Betalaktamasen mit einem erweiterten
Spektrum bilden [64]. Auch fir Linezolid und Tigecyclin besteht in der Routine keine

Moglichkeit zur Konzentrationsbestimmung am Universitatsklinikum Regensburg.

2.3.3 Betalaktam-Antibiotika

Die Gruppe der Betalaktam-Antibiotika wird durch einen viergliedrigen Betalaktam-Ring in
ihrer chemischen Struktur charakterisiert. Die 6-Aminopenicillansdure ist das Grundgerist
der Penicilline und wird als cyclisches Dipeptid aus den Aminosduren Cystein und Valin
gebildet [65]. Bei den Cephalosporinen bildet die 7-Aminocephalosporansdure die
chemische Grundstruktur [65]. Die Carbapeneme &hneln in lhrer Struktur stark den
Penicillinen, allerdings ist im Bicyclus der Schwefel durch ein Kohlenstoffatom ersetzt [65].
Der Wirkmechanismus der Betalaktam-Antibiotika besteht in einer Hemmung der Synthese
der bakteriellen Zellwand. Durch ihre strukturelle Ahnlichkeit mit dem D-Alanyl-D-Alanin-
Rest binden Betalaktame unter Offnung des Betalaktam-Ringes kovalent an das aktive
Zentrum der Transpeptidase und blockieren das Enzym dadurch irreversibel. Die Betalaktam-
Antibiotika werden daher auch als Suizid-Substrate bezeichnet [65]. Folgende Tabelle zeigt
die untersuchten Betalaktam-Antibiotika mit Strukturformel und wichtigen pharmako-

kinetischen KenngrolRen.
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Tab. 1: Chemische Strukturen und pharmakokinetische Parameter der untersuchten Betalaktam-
Antibiotika;, HWZ: Halbwertszeit; PPB: Plasmaproteinbindung

Substanz Chemische Struktur Eliminationswege HWZ PPB
Piperacillin ”3‘:7 5-10% in Form der ca.1h ca.30%
(N o Piperacillinsdure;
m/lj 90-95% unveradndert renal [66]
o=

HO/}-EO
Cefazolin Ney  HO0 unverandert renal [67] ca.2h 65-92%
—< ] o
57 s //E( o
3 N=N
Sl u”‘ﬁ,ﬂ\,/‘u
Ceftriaxon R NH 50-60% unverandert renal; ca.6h ca.95%
o) N—CHs 40-50% unverandert bilidr [68]
N—
S
OCH3 H_*
N\ HN N 4
o 4 OH
N AN o
|
HQN‘J\S
Ceftazidim P unverandert renal [69] ca.3h ca.10%
/
Y NN s
Hﬂ}=N © EJEL\/é/
): # e
o
[ [*}
Ertapenem 0 80% renal halftig unverandert ca.4h ca.95%
OH und halftig als Metabolit mit
Dehydropetidase-l-vermittelter
Spaltung des Betalaktamrings;
ca. 10% biliar [70]
Meropenem 98% renal dabei ca. 70% ca.lh ca.2%
OHH H ] unverandert und 30% als
S_CRKN(CHS)Q Metabolit mit
e % NH Dehydropetidase-l-vermittelter
COOH Spaltung des Betalaktamrings;

ca. 2% biliar [71]

-17-



Einleitung

2.3.4 Linezolid und Tigecyclin

Linezolid stellt eine synthetische antibakerielle Substanz dar, die zu einer neuen Klasse von
Antibiotika gehort, die in Folge ihrer chemischen Struktur als Oxazolidinone bezeichnet
werden [65]. Die antibakterielle Wirkung beruht auf einer Hemmung der bakteriellen
Proteinsynthese. Linezolid bindet spezifisch an die 23S rRNA der 50S Untereinheit des
bakteriellen Ribosoms und verhindert dadurch die Bildung eines funktionellen 70S-
Initialkomplexes [72]. Dieser Prozess stellt einen wesentlichen Teil des Translationsprozesses
dar. Tigecyclin, eine Verbindung, die das fir die Tetracycline typische Grundgerist aus 4
anellierten Sechsringen aufweist, entfaltet seine antibakterielle Aktivitat ebenfalls tGber die
Hemmung der bakteriellen Proteinsynthese. Durch Bindung an die 30S Untereinheit des
bakteriellen Ribosoms wird die Bindung von Aminoacyl-tRNA an die Akzeptorstelle
verhindert und damit die Verlangerung der bakteriellen Peptidkette unterbunden [73].
Folgende Tabelle zeigt die chemischen Strukturen von Linezolid und Tigecyclin sowie

wichtige pharmakokinetische Kenngrol3en.

Tab. 2: Chemische Strukturen und Elimination von Linezolid und Tigecyclin; HWZ: Halbwertszeit; PPB:
Plasmaproteinbindung

Substanz  Chemische Struktur Eliminationwege HWZ PPB
Linezolid Oyo Q. _cH, Ca.80% renal, dabei ca. 40% als ca.5-7h ca.31%
d W N\/K/NH Hydroxyethylglycin-Metabolit, 30%
—/ g unverandert und 10% als

Aminoethoxyessigsaure-Metabolit;
ca. 12% biliar [63]

Ca. 59% biliar, dabei ca. 55% ca.42h 73-79%
unverandert und ca. 4% als

Glucuronid

ca. 32% renal, dabei ca. 28%

unverandert und ca. 5% als

Glucuronid [74]

Tigecyclin

2.3.5 Analytik

Fir die in der klinischen Routine bereits weit verbreitete Praxis der Konzentrations-
bestimmung von Vancomycin und der Aminoglycoside existieren kommerziell erhaltliche
Assays, wie z.B. Immunoassays. Fiir das TDM von Betalaktamen sowie Linezolid und
Tigecyclin sind bisher auf dem Markt keine anwendungsfertigen Assays verfligbar, sodass zur
Konzentrationsbestimmung  auf  hausintern  entwickelte  analytische  Verfahren
zurlickgegriffen werden muss [75]. Die HPLC stellt eine attraktive Methode zum TDM von
Antiinfektiva dar, da sie kostengiinstig, schnell und mit geringem personellen Aufwand

durchgefiihrt werden kann [76]. Daneben ist die benétigte technische Ausristung zur
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Durchfiihrung von HPLC-Analysen in klinisch-chemischen Laboratorien und den meisten

Krankenhausapotheken standardmaRig vorhanden.

In der Literatur sind bereits mehrfach analytische Methoden zur Quantifizierung von
Betalaktam-Antibiotika sowie auch von Linezolid und Tigecyclin publiziert, wobei hier
ausschlieBlich die Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) als analytische Methode zum
Einsatz kam [75,77-81]. Es wurden (berwiegend Trennsdulen aus reversed phase
Materialien (RP) und FlieBmittelmischungen aus Acetonitril oder Methanol in wassriger
Pufferl6sung verwendet. Zur Detektion der untersuchten Substanzen kam in der Literatur
die UV-Detektion, sowie zunehmend auch die massenspektrometrische Detektion zum

Einsatz.

Durch die héhere Empfindlichkeit, Spezifitat und Selektivitat der massenspektrometrischen
Detektion gegenliber der UV Detektion ist es moglich, eine gréBere Anzahl von
verschiedenen Substanzen im gleichen analytischen Lauf zu untersuchen [82,83]. Allerdings
sind massenspektrometrische Detektoren noch sehr kostenintensiv, sodass diese Technik
nur in groflen Laboratorien flr die Routine zur Verfliigung steht. Die Etablierung einer neuen
Methode ist zudem deutlich zeitaufwendiger insbesondere im Bereich der Kalibrierungsver-
fahren und verwendeten Standardsubstanzen. Daneben stellt der Umgang mit der
MS-Technik auch hoéhere Anforderungen an die technischen Kenntnisse des Anwenders
[82,83].

2.3.6 Bestimmung der freien Konzentration

Wahrend bisher zur Durchfiihrung eines TDM Uberwiegend die totale Konzentration in einer
Plasma- oder Serumprobe bestimmt wurde, wird mittlerweile vermehrt gefordert, direkt die
freie, nicht an Plasmaproteine gebundene Konzentration zu bestimmen [47,84], da nur die
freie Konzentration fir die pharmakologische Wirkung eines Arzneistoffs verantwortlich ist
[85].

In den bisher publizierten Assays zur Bestimmung der freien Konzentration von Betalaktam-
Antibiotika kommt v.a. die Ultrafiltration als Methode zum Einsatz [86—89]. Das Prinzip der
Ultrafiltration beruht auf einer Filtration durch eine semipermeable Membran. Molekiile
oberhalb einer bestimmen Massengrenze konnen die Membran nicht mehr tiberwinden und
werden im Uberstand zuriickgehalten. Die Molekiilmasse von Plasmaproteinen liegt deutlich
Uber dieser Grenze von typischerweise 10-30 kDa, sodass die PlasmaeiweifRe und daran ge-

bundene Antibiotika nicht filtriert werden kénnen [90].

Die in Plasma bzw. Serum vorhandene freie Fraktion der untersuchten niedermolekularen
Antibiotika kann hingegen die Ultrafiltrationsmembran tberwinden und findet sich so im
Ultrafiltrat wieder (siehe Abb. 2). Durch Konzentrationsbestimmung im Ultrafiltrat kann die

freie Konzentration ermittelt werden [90].
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Plasma/Serum

Arzneistoff-Protein-Komplex
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Abb. 2: Schematische Darstellung einer Ultrdfiltrationseinheit nach [90]

Die Referenzmethode zur Bestimmung der freien Konzentration stellt die
Gleichgewichtsdialyse dar, da diese Methode vielfach in Studien zur Untersuchung des
Phianomens der Plasmaproteinbindung zum Einsatz gekommen st wund die
Gleichgewichtseinstellung durch Diffusion ohne duRere Einflussnahme erfolgt [90,91]. Die
kommerziell erhdltlichen Dialysezellen bestehen aus zwei separaten Kammern, die durch
eine semipermeable Membran voneinander getrennt sind. In eine der beiden Zellen wird die
zu untersuchende Serum- bzw. Plasmaprobe gefiillt. Die andere Zelle enthdlt den
Dialysepuffer, der in der Regel auf einer Phosphatpufferlosung basiert. Durch Diffusion Gber
die semipermeable Membran gelangt ungebundener Arzneistoff in die Pufferldsung bis ein
Gleichgewichtszustand erreicht ist [90,91]. Plasmaproteine und der daran gebundene
Arzneistoff kdnnen aufgrund der hoheren Molekiilmasse die Membran nicht Gberwinden
und werden im Plasma bzw. Serum zuriickgehalten. Nach Einstellung eines stabilen
Gleichgewichts, ein Vorgang der je nach verwendeter Dialysezelle zwischen 4-24 h dauern
kann, wird durch Konzentrationsbestimmung der zu untersuchenden Substanz im

Dialysepuffer die freie Konzentration ermittelt (Abb. 3) [91].
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Arzneistoff-Protein-Komplex Freier Arzneistoff
\
Plasma/Serum [74’%

Dialysepuffer

Abb. 3: Schematische Darstellung einer Dialysezelle zur Gleichgewichtsdialyse nach [90]
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2.4 Zielsetzung

Ziele der vorliegenden Arbeit:

Es sollen zuverldssige, methodisch einfache und schnelle HPLC-Methoden zur
Bestimmung der untersuchten Betalaktam-Antibiotika Ceftazidim, Ceftriaxon,
Ertapenem, Meropenem und Piperacillin sowie der Reserveantibiotika Linezolid und
Tigecyclin in Plasma bzw. Serum entwickelt und validiert werden.

Da bei Intensivpatienten die Proteinbindung von Arzneistoffen starken
Schwankungen unterliegt, wird auch die Bestimmung der freien Konzentration
mittels Ultrafiltration in die Methodenentwicklung integriert.

Die entwickelten Methoden sollen eingesetzt werden, um bei Intensivpatienten die
Plasmakonzentrationen der untersuchten Antibiotika zu bestimmen. Hierdurch soll

die Eignung der Methoden fiir ein Routine-TDM Uberprift werden.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Laborgerite

Heraeus Multifuge 1L-R mit Windkesselrotor 75002005, Fa. Kendro Laboratory Products,
37520 Osterode, jetzt Thermo Electron LED GmbH, 63505 Langenselbold

pH-Meter pH 526 und pH 720, Fa. WTW, 82362 Weilheim
Magnetriihrer Combimag RCT, Fa. IKA, 7813 Staufen i. Breisgau
Heizblock/Heatblock Ill, Fa. VWR, 64295 Darmstadt

Aluminiumkiihlblock HXxBXT 30x250x100 mm mit 4x10 Bohrungen von HxD 28x12 mm,
Mechanische Werkstatt, Fakultdat Chemie und Pharmazie der Universitat Regensburg

REAX 2000 Mixer (Vortex-Typ), Fa. Heidolph, 91126 Schwabach
REAX 2 Mischer (Uberkopfschiittler), Fa. Heidolph, 91126 Schwabach

Finnpipette T41640 4500 (2-10 pl, 5-50 pl, 20-200 pl, 200-1000 ul), Fa. Thermo Fisher
Scientific, 38116 Braunschweig

Rainin Pipet-Lite XLS (20-200 ul, 100-1000 pl), Fa. Mettler-Toledo, 35396 Giellen
Eppendorf-Multipette, Fa. Eppendorf, 22339 Hamburg

Stepmate/PeqStepper (Mehrfachdispenser), Fa. VWR, 64295 Darmstadt
Brand-Dispensette (0,1-0,5 ml, 1-5 ml, 10-50 ml, 20-100 ml), Fa. Brand, 97877 Wertheim
Zentrifuge Eppendorf 5417 R, Festwinkelrotor F45-30-11, Fa. Eppendorf, 22339 Hamburg
Zentrifuge Hettich Mikro 22, Trommelrotor 1161, Fa. Hettich, 78532 Tuttlingen

Sunrise Absorbance Reader fir Mikrotiterplatten, Fa. Tecan Austria, 5082 Grodig
Vakuum Pumpe ME 1C, Fa. Vacuubrand, 97877 Wertheim

Waage Sartorius BP 211D, 80/210g, d=0,01/0,1 mg, Fa. Sartorius AG, 37075 Gottingen
Waage Sartorius 1712, 30/160g, d=0,01/0,1 mg, Fa. Sartorius AG, 37075 Gottingen
Waage Sartorius Extended, 3200g, d=0,01g, Fa. Sartorius AG, 37075 Gottingen
Wasseraufbereitungsanlage Arium basic, Fa. Sartorius Stedim, 37075 Gottingen

Centrifuge & Vortex, Fa. neoLab Migge, 69123 Heidelberg
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3.2 Verbrauchsmaterialien
Amicon ultra 10kDa: Regenerierte Cellulose, Fa. Millipore, 65824 Schwalbach/Ts
Centrifree YM-30K: Regenerierte Cellulose, Fa. Millipore, 65824 Schwalbach/Ts

Microcon-10kDa Centrifugal Filter Unit with Ultracel-10 membrane: Regenerierte Cellulose,
Fa. Millipore, D-65824 Schwalbach/Ts

Nanosep Omega 10K/30K: modifiziertes Polyethersulfon auf Polyethylen, Fa. Pall, 63303
Dreieich

Vivacon 500 Hydrosart: Regenerierte Cellulose, Fa. Sartorius Stedim, 37075 Gottingen
Vivaspin 500 10K: Regenerierte Cellulose, Fa. Sartorius Stedim, 37075 Gottingen
Prazisions Dispenser tips (1,25 ml, 2,5 ml), Fa. Brand, 97877 Wertheim

Pipettenspitzen (10 (ohne Filter bis 20 ul geeignet), 200 pl, 1000 ul), Fa. Sarstedt, 51588
Nimbrecht

Reagiergefdfle mit anhdngendem Deckel (1,5 ml, 2,2 ml), Fa. Sarstedt, 51588 Niimbrecht
Roéhre 4 ml, 75 x 12 mm, Rundboden, PP, Fa. Kabe Labortechnik GmbH, 51588 Niimbrecht
Rohre, 12 ml, 95 x 16 mm, Spitzboden, PP, Fa. Kabe Labortechnik GmbH, 51588 Niimbrecht
Schraubrohre, 15 ml, 120 x 17 mm, 50 ml, 114 x 28 mm, Fa. Sarstedt, 51588 Nimbrecht
Multipette ritips® 0,05 ml, Fa. Ritter GmbH, 86830 Schwabmiinchen

Verschlussstopfen fir Probenréhren 4 und 12 ml, Fa. Kabe Labortechnik GmbH, 51588
Nimbrecht

Blutgas-Monovette® 2 ml, Fa. Sarstedt, 51588 Nimbrecht

Mikro-Schraubréhren 2 ml mit Verschluss, PP, Fa. Sarstedt, 51588 Niimbrecht
HPLC-Zubehor

1,5 ml Short Thread Vial 32 x 11,6 mm (clear), wide opening, Fa. BGB, 79618 Rheinfelden

ND9 Short Thread Screw Caps (black) with Septa Silicone Rubber/PTFE, Fa. BGB, 79618
Rheinfelden

250 ul Conical Glass Insert (total volume 340 ul), 31 x 6mm, Fa. BGB, 79618 Rheinfelden

Membranfilter TE 36, PTFE 0,45 um @ 47 mm, Fa. Schleicher & Schiill (jetzt GE
Healthcare/Whatman), 37586 Dassel
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3.3 Substanzen

Tab. 3: Ubersicht der eingesetzten Antibiotika

Substanz

Abk.

MG
(g/mol)

Beschreibung

Cefazolin

CEZ

454,51

Cephazolin Fresenius 2 g, (Fresenius Kabi, 61346 Bad Homburg
v.d.H.): Pulver zur Herstellung einer Injektions- oder
Infusionslésung, 1 Durchstechflasche enthalt 2,096 g Cephazolin-
Natrium (entsprechend 2,0 g Cephazolin), Natriumgehalt: 48 mg
(2,12 mmol), Sonstige Bestandteile: keine

Ceftazidim

CAZ

546,58

Ceftazidim Eberth 2 g, (Dr, Friedrich Eberth Arzneimittel GmbH,
92289 Ursensollen), Eine Durchstechflasche mit 2,606 g Pulver
enthalt 2,328 g Ceftazidim*5H,0, entsprechend 2,0 g Ceftazidim
(MG 546,58), Sonstige Bestandteile: Natriumcarbonat, (ChB 12003,
verw. 09/2014),

Ceftazidim*5H,0,(GSK, 20097 Hamburg), 1,09 g Ceftazidim x 5 H,0
=1,00 g freie Saure

Ceftriaxon

CRO

554,58

Ceftriaxon Kabi, 2 g, (Fresenius Kabi, 61346 Bad Homburg v,d.H,).
Eine Durchstechflasche enthélt Ceftriaxon-Natrium, entspr. 2 g
Ceftriaxon, Pulver zur Herstellung einer Infusionslosung, Sonstige
Bestandteile: keine

Ertapenem

ETP

475,52

Ertapenem freie Sdure, 1,00 mg = 1,00 mg, (MSD, 85540 Haar)

Invanz 1 g (Infectopharm Arzneimittel GmbH, 64646 Heppenheim),
Eine Durchstechflasche enthdlt 1,221 g Pulver zur Herstellung einer
Infusionslésung, entspr. 1,046 g Ertapenem-Natrium, entpsr. 1,00 g
Ertapenem freie Sdure. Sonstige Bestandteile: Natriumhydrogen-
carbonat (E 500), Natriumhydroxid (E 524) zur pH-Einstellung auf
7,5. (ChB: 2053960, verw. 03/2014)

Meropenem MEM

383,46

Meropenem Eberth 1 g, (Dr, Friedrich Eberth Arzneimittel GmbH,
92289 Ursensollen) Meropenem*3H,0, Eine Durchstechflasche
enthalt 1348 mg Pulver, entspr. 1141 mg MEM-Trihydrat,
entsprechend 1,0 g Meropenem, Sonstige Bestandteile: 208 mg
Na,CO; (ChB:2JB0402, verw. 09/2014),

Meropenem-Trihydrat (AstraZeneca, 22880 Wedel)
(MG 437,5); 114 mg MEM-Trihydrat = 100 mg Meropenem freie
Saure

Minocyclin

MIN

457,48

Minocyclin-HCI (Fa, Lederle, 82515 Wolfratshausen)
(MG 493,96) Aktivitat 85,4%, 11,8 mg Substanz entsprechen
10,0 mg Minocyclin (ChB: 102695, abgefiillt am 24Nov88)

Piperacillin

PIP

517,56

Piperacillin Fresenius 2 g (Fresenius Kabi, 61346 Bad Homburg
v,d.H,) Eine Injektionsflasche Trockensubstanz enthalt

2,085 Pip-Na, entsprechend 2,00 g Piperacillin, Sonstige
Bestandteile: Keine (CHB: 18E0522; Verw.: 02/2014)
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Tigecyclin

TGC

585,65

Tygacil 50 mg (Pfizer, 10785 Berlin)

Eine Ampulle enthalt 50 mg Tigecyclin Pulver zur Herstellung einer
Infusionslésung,

Sonstige Bestandteile: Lactose-Monohydrat, Salzsaure, Natrium-
hydroxid (zur pH-Einstellung) (CHB: G43508, verw. 03/2014),

Tigecyclin Analysenstandard (Pfizer, 10785 Berlin)
(CHB:PF-05208753)

Linezolid

LZD

337,35

Linezolid Analysenstandard (Pfizer, 10785 Berlin)
(ChB: PF-00184033)
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3.4 Reagenzien und Chemikalien
Acetonitril LiChrosolv, Fa. Merck, 64293 Darmstadt
Methanol LiChrosolv, Fa. Merck, 64293 Darmstadt

Albumin from human serum, lyophilized powder, essentially fatty acid free, Fa. Sigma-
Aldrich, 82024 Taufkirchen

L(+)-Ascorbinsaure zur Analyse, Fa. Merck, 64293 Darmstadt

1-Octanesulfonic acid sodium salt, Fa. Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

Titriplex Il (Na,-EDTA) zur Analyse, Fa. Merck, 64293 Darmstadt

Natriumhydroxid Platzchen, Fa. VWR, 64295 Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat zur Analyse, Fa. Merck, 64293 Darmstadt
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat zur Analyse, Fa. Merck, 64293 Darmstadt
Natriumchlorid zur Analyse, VWR, 64295 Darmstadt

Natronlauge 1 N zur Analyse, Fa. Merck, 64293 Darmstadt

Salzsaure 1 N zur Analyse, Fa. Merck, 64293 Darmstadt

Ortho-Phosphorsadure 85% zur Analyse, Fa. Merck, 64293 Darmstadt

Dichlormethan zur Analyse, Fa. Merck, 64295 Darmstadt

Wasser gereinigt Giber Wasseraufbereitungsanlage Arium, Fa. Sartorius Stedim, 37075
Gottingen

3.5 Losungen und Verdiinnungen

3.5.1 Puffer

3 M K;HPO,4 pH 7,50:

6,85 g K;HPO4*3H,0 (MG 228,23) wurden in einem kalibrierten 15ml-Réhrchen in ca. 8 ml
Wasser gelost, mit o-Phosphorsdure 85% auf pH 7,50 titriert und mit Wasser auf 10 ml
aufgefullt.

2 M K;HPO4 pH 7,32:
3 M K,HPO,4 pH 7,50 wurde mit Wasser im Verhaltnis 2:1 (v/v) verdinnt und mit konz. HCI

auf einen pH von 7,32 titriert.

2 M HEPES pH 7,50:
11,91 g HEPES (MG 238,31) wurden in 25 ml Wasser gelést und mit 10 M NaOH auf pH 7,50

titriert.
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100 mM NaH,PO,4 pH 7,40:
1380 mg NaH,PO,4 *H20 (MG 137,99) wurden in 100 ml Wasser geldst und mit 10 M NaOH
auf pH 7,40 titriert.

100 mM HEPES pH 7,50:
596 mg HEPES (MG 238,31) wurden in 20 ml 0,3% NaCl gel6st, mit 10 M NaOH auf pH 7,50
titriert und mit 0,3% NaCl auf 25 ml erganzt, Der pH-Wert wurde mit 1 M NaOH bzw, HCI

nachkorrigiert.

70 mM NaH,PO,4 pH 7,40:
966 mg NaH,P04*H,0 O (MG 137,99) wurden in 100 ml Wasser gelost und mit 10 M NaOH
auf pH 7,40 titriert.

50 mM NaH,PO4 pH 6,00:
690 mg NaH,P04*H,0 (MG 137,99) wurden in 100 ml Wasser geldst und mit 10 M NaOH auf
pH 6,00 titriert.

25 mM NaH,POq:
345 mg NaH,P04*H,0 (MG 137,99) wurden in 100 ml Wasser gelost.

10 mM NaH;,PO,4 pH 6,00:
138 mg NaH,P0O4*H,0 (MG 137,99) wurden in 100 ml Wasser geltst und mit 10 M NaOH auf
pH 6,00 titriert.

Albumin-Puffer-Losung 4,2%:
168 mg Albumin from human serum, lyophilized powder, essentially fatty acid free in 40 ml
70-100 mM NaH,PO4 pH 7,40 bzw, 70-100 mM HEPES pH 7,50 |6sen.

3.5.2 Losungen zur Eiwei3fallung

5% TCA/MeOH (3:1):

4,50 g Trichloressigsaure wurden in 90 ml Wasser gelést und mit 30 ml Methanol gemischt.

7% PCA:

10,0 ml 70% Perchlorsdaure wurden mit 90 ml Wasser verdiinnt.

3.5.3 Sonstige Losungen

0,1 M Na-EDTA:

931 mg Na,EDTA*2H,0 (MG 372,24) in 20 ml Wasser suspendieren, mit 10 M NaOH auf pH
ca. 7 titrieren, mit 1 M NaOH auf pH 7,40 titrieren und auf 25 ml auffiillen, pH
nachkorrigieren mit 1 M NaOH bzw, 1 M HCI.

0,1 M CaCl,:
368 mg CaCl,*2H,0 (MG 147,02) in 25 ml Wasser |6sen.

-28-



Materialien und Methoden

5% TW80:
0,5 g TWEEN 80 auf 10 g mit Wasser auffillen.

0,9% NaCl/0,2% ASA:
0,9 g NaCL und 0,2 g L(+)-Ascorbinsaure in 100 ml Wasser |6sen.

3.5.4 Probenmatrix

Die Matrix fiir die Bestimmung der Antibiotika war Humanserum oder Humanplasma von
freiwilligen, gesunden Probanden oder von Patienten. Das Serum wurde mit Serum-
Monovetten, das Plasma mit Heparin-Monovetten (Fa. Sarstedt, Niimbrecht) gewonnen.

Mehrheitlich wurde dabei Plasma verwendet.

3.5.5 Stammldsungen

Zur Herstellung der Stammldésungen wurde eine entsprechende Menge des jeweiligen
Antibiotikums in einem Messkolben eingewogen und mit 10 mM Natrium-Phosphatpuffer,
pH 6,00, (Betalaktam-Antibiotika), Wasser (Linezolid) bzw. 0,9% NaCl (Tigecyclin) bis zur
Marke aufgefiillt. Aliquots von 300-600 ul wurden in 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen, beschriftet
mit Substanznamen, Konzentration und Abfilldatum, bei -70°C eingefroren. Reste einmal

aufgetauter Aliquots wurden verworfen.

Tab. 4: Stammlésungen der Antibiotika

Antibiotikum Einwaage Messkolben  Konz. (mg/I)

Cefazolin (CEZ) 131,0 mg Cephazolin Fresenius, entspr, 125,0 mg 25 ml CEZ 5000
CEz

Ceftazidim (CAZ) 65,2 mg Ceftazidim Eberth, entspr, 50,0 mg CAZ 10 ml CAZ 5000

Ertapenem (ETP) 12,2 mg Invanz, entspr, 10,0 mg ETP 10 ml ETP 5000

Ceftriaxon (CRO) 54,2 mg CRO-Na (Ceftriaxon Kabi) entspr, 10 ml CRO 5000
50,0 mg CRO

Meropenem (MEM) 22,8 mg Meropenem x 3 H,0 10 ml MEM 2000
oder

26,96 Meropenem Eberth, entspr, 20 mg MEM

Piperacillin (PIP) 130,3 mg Piperacillin Fresenius, entspr, 125 mg 25 ml PIP 5000
PIP

Linezolid (LZD) 25,0 mg LZD 25 ml LZD 1000

Tigecyclin (TGC) 10,0 mg TGC 10 ml TGC 1000

Tigecyclin (TGC) 19,7 mg TGC 1,97 mi” TGC 10000

1) TGCin 4 ml-PP-R6éhrchen einwiegen und Losemittel mit Finnpipette zupipettieren
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3.5.6 Standards und Kontrollen

Standard- und Kontrollproben wurden in Leerplasma gesunder, freiwilliger Probanden
hergestellt. Die Stammldsungen wurden mit Puffer oder Wasser vorverdiinnt und dann 1:20
oder 1:50 mit Leerplasma gemischt. Die Prazision wurde bis zu einem Volumen von 10 ul

Vorverdiinnung nachgewiesen bei Verwendung von 2-20 pul Pipetten und 20 ul Spitzen.

Tab. 5: Ubersicht der eingesetzten Standards und Kontrollen

Substanz Standard (Kalibrator) KA (hoch) KB (niedrig)
Ertapenem, Piperacillin, Ceftriaxon, Ceftazidim, 50 mg/I 100 mg/I 10 mg/I
Cefazolin

Meropenem 20 mg/I 50 mg/I 5 mg/l
Linezolid 5 mg/l 20 mg/I 2 mg/l
Tigecyclin 0,5 mg/I 1 mg/l 0,2 mg/I

Nachfolgende Tabelle zeigt beispielhaft die Herstellung der Standards und Kontrollen fir

Meropenem aus der Stammldsung.

Tab. 6: Beispiel eines Verdiinnungsschemas fiir Meropenem

Konz. (mg/l): 2000 2000 2000
Volumen (pl): 100 200 50
Losemittel (pl): 400 200 950
Res. Konz. (mg/l): 400 1000 100
1:20 mit Plasma: 20 50 5
Abk.: Std KA KB

Fiir die Betalaktame und Linezolid wurden die Vorverdinnungen in 10 mM NaH,PO,,
pH 6,00, hergestellt, fir Tigecyclin in 0,9% NaCl/0,2% ASA.

Fir Tigecyclin wurde eine Verdlinnung von 1:50 gewahlt. Fiir 10 Assays wurden Aliquots von
230 pl (Kontrollen) bzw. 350 pl (Standard) in Eppendorf-Tubes abgefiillt und bei -70°C
gelagert.

-30-



Materialien und Methoden

3.5.7 Referenzstandard

Als Referenzstandards zur Berechnung der Wiederfindung wurden wassrige Losungen der

Substanzen mittlerer Konzentration verwendet.

Tab. 7: Ubersicht der wdssrigen Referenzstandards fiir die Routine

Substanz Konz. Losemittel

Ertapenem, Piperacillin, Ceftriaxon, 25 mg/I 10 mM Phosphatpuffer pH 6,0
Ceftazidim, Cefazolin

Meropenem 10 mg/I 10 mM Phosphatpuffer pH 6,0

Linezolid 5 mg/| 5% TCA/MeOH (3/1; v/v) oder 7% PCA, verdinnt
mit dem gleichen Volumen Wasser

Tigecyclin 0,5mg/l  0,9% NaCl/AsA oder Eluent ohne SOS

3.6 Chromatographisches Trennsystem

Das HPLC-System bestand aus den folgenden Komponenten der Firma Shimadzu, Duisburg,

wenn nicht anders angegeben.

Tab. 8: Ubersicht HPLC-Komponenten

Komponente System A System B

Degasser Degasser DGU-20A3 DG-4000, Fa. Recipe Chemicals, Miinchen
Pumpe Pumpe LC 20AT Pumpe LC 20AT

Autosampler Autosampler SIL-20AC HT Autosampler SIL-20AC HT

Saulenofen CTO-10AS VT ERC 125, Fa. ERC, Riemerling

Detektor SPD-20A SPD-10AV

Steuergerat CBM-20A CBM-20A

Auswertesoftware  LC-Solution LC-Solution

Die Trennung erfolgte standardmaRig flir die Betalaktame und Linezolid an einer XBridge
C18 BEH XP 2,5 p, 50x3 mm Saule, versehen mit einem Column Protection System
(Nucleoshell RP18 2,7 u, Kartusche, i.D. 4x3 mm). Alternativ zur XBridge-Saule wurde auch
eine Nucleoshell RP18 2,7 u, 100x3 mm, verwendet, die eine etwas langere Retentionszeit,
aber auch hohere Trennleistung zeigt. Zur Analyse von Tigecyclin wurde ebenfalls eine
Nucleoshell RP18 2,7 pu, 100x3 mm verwendet. Alternativ kam zur Analyse von Tigecyclin

auch eine Nucleodur HTec C 18, 125x4 mm Saule zum Einsatz, Die Sdulentemperatur betrug
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stets 40°C, der Fluss 0,4 ml/min bzw. 0,8 ml/min fur die Saule Nucleodur HTec
C18, 125x4 mm.

Die Trennung erfolgte fir alle untersuchten Substanzen isokratisch. Die mobile Phase wurde
hergestellt aus wassrigem Puffer und Acetonitril. Der Grundpuffer war 0,1 M H3PO,,
pH 2,6-2,7. Die Herstellung der mobilen Phase ist nachfolgend am Beispiel Ceftriaxon

beschrieben.

Zu 1000 ml Wasser wurden 6,80 ml 85% o-Phosphorsdaure und 16 Platzchen (ca. 3,2 g)
Natriumhydroxid zugegeben. Der resultierende pH-Wert wurde mit 10 M NaOH auf pH 2,6
titriert. 1000 ml dieses Puffers wurden mit 120 ml Acetonitril gemischt und mit 10 M NaOH
oder 85% o-Phosphorsaure auf 2,9 nachjustiert. Die fertige Mischung wurde im Vakuum
(Vakuum-Filtrationsgerat 1000 ml, Fa. Waters, Eschborn) durch einen 0,45 um
Membranfilter (TE 36, PTFE 0,45 um @ 47 mm) filtriert. Der Membranfilter wurde vor der
Filtration mit Methanol benetzt, weil sich das Wasser-Acetonitril-Gemisch sonst nur schwer

filtrieren lieR.

Die verwendeten mobilen Phasen und die Detektionswellenlangen fiir die Routinemethoden

sind in nachfolgender Tabelle zusammengestellt.

Tab. 9: Chromatographisches Standard-Trennsystem (Sdule XBridge C18 BEH 2,5 u, 50x3 mm bzw.
Nucleoshell RP18 2,7 u, 100x3 mm fiir TGC, Fluss stets 0,4 ml/min, Sdulentemperatur 40°C) und
Detektionswellenldngen (in Klammer die alternative Detektionswellenldnge). Trennung stets
isokratisch.

Substanz Mobile Phase Lambda RT (min)
CAZ 1000 ml 0,1 M mM HsPO,, pH = 3,0; 80 ml MeCN 260 nm 3,20
CEZ 800 ml 0,1 M H3PO,, pH =2,7; 120 ml MeCN 260 nm 2,75
(s. ETP)
CRO 1000 ml 0,1 M H3PQ,4, pH =2,9; 120 ml MeCN 260 (300) nm 3,20
ETP 800 ml 0,1 M H3PO,, pH =2,7; 120 ml MeCN 300 nm 2,43
(s. CEZ)
ETP 500 ml 0,1 M NaH,PO,, pH = 6,0; 30 ml MeCN 300 nm 3,15
MEM 1000 ml 0,1 M H3PQy, pH = 2,9; 80 ml MeCN 300 nm 3,00
PIP 500 ml 0,05 M NaH,POQ,, pH =6,4; 125 ml MeCN 225 (245) nm 3,20
oder
800 ml 0,1 M H3PO,, pH = 2,6; 260 ml MeCN 3,40
LZD 750 ml 0,1 M H3PO,, pH = 3,1; 250 ml MeCN 254 nm 2,50
TGC 800 ml 0,1 M H3PO,, pH = 3,1; 200 ml MeCN, 700 350 nm 4,10
mg SOS
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3.7 Methodenvalidierung

Die Validierung der analytischen Methode erfolgte in Anlehnung an die Richtlinien der EMA
und FDA [92,93].

3.7.1 Nachweisgrenze on column (Limit of Detection, LOD)

Die Stammldsungen der Substanzen wurden in absteigenden Konzentrationen in reinem
Losungsmittel, z.B. Wasser, Puffer oder mobiler Phase, verdinnt. Als Nachweisgrenze wurde
die Menge an Substanz beschrieben, die unter den gewahlten chromatographischen
Bedingungen ein Signal-Rausch-Verhaltnis von 3:1 erzeugte. Die Bestimmung erfolgte durch
Ausmessen der Peakhohe und der Hohe des Rauschens. Sie wurde als LOD "on column"

definiert.

3.7.2 Bestimmungsgrenze (Limit of Quantitation, LOQ)

Nach den Empfehlungen der FDA soll das Detektorsignal der Bestimmungsgrenze
mindestens um den Faktor 5 hoher liegen als das Signal des Leerwertes. Die Prazision an der
Bestimmungsgrenze sollte mindestens 20% und die Richtigkeit des gemessenen Wertes im
Bereich 80-120% liegen [92]. Konservativ kann die Bestimmungsgrenze "on column" auch als
die zweifache Nachweisgrenze LOD definiert werden, wie in der vorliegenden Arbeit

praktiziert.

Wahrend die so bestimmten Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenzen "on column" die Menge
an injizierter Substanz angeben, wird die Bestimmungsgrenze einer Analysenmethode auch
als niedrigste nachweisbare oder bestimmbare Konzentration einer Substanz definiert. In
diese gehen andere Variablen ein, wie z.B. bei der HPLC das Injektionsvolumen oder auch
evtl. Matrixkomponenten, die ab einem bestimmten Injektionsvolumen detektiert werden.
Die Empfindlichkeit der HPLC-Methode kann dann nicht mehr durch Erhéhung des

Injektionsvolumens verbessert werden.

Als Bestimmungsgrenze wird einerseits nach den Empfehlungen von FDA und EMA die
niedrigste Konzentration der Kalibrierungsgeraden definiert [92,93]. Nach einem anderen
Denkansatz wird der niedrigste Standard der Kalibrationsgerade im Verhéltnis 1:2
weiterverdiinnt und als Flinffachbestimmung analysiert. Als Bestimmungsgrenze wird dann
diejenige Konzentration definiert, die noch mit hinreichender Prazision (CV 20%) und
Richtigkeit (20%) bestimmt werden kann.
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3.7.3 Selektivitat (Selectivity)

Leerplasma bzw. Leerserum von 6 verschiedenen gesunden Freiwilligen wurde einzeln und

in gepoolter Form analysiert.

Frei von Interferenzen wurde definiert als Abwesenheit von interferierenden Komponenten
mit einer Signalstdrke groBer 20% des LOQ fiir den jeweiligen Analyten bzw. 5% fiir den

internen Standard Minocyclin bei der Analyse von Tigecyclin.

3.7.4 Linearitat (Linearity)

Die Kalibrierfunktion beschreibt den Zusammenhang zwischen der Konzentration eines
Analyten und dem resultierenden Detektorsignal. Der fiir die Ermittlung der
Kalibrationskurve gewahlte Konzentrationsbereich sollte die in Patientenproben zu

erwartenden Konzentrationen abdecken.

Zur Bestimmung der Linearitat wurden in Poolplasma von gesunden Probanden mindestens

6 Kalibratoren geeigneter Konzentrationen vorbereitet.

Hierzu wurden aus den jeweiligen Stammldsungen Vorverdinnungen hergestellt, die im
Verhaltnis 1:20 fir die Betalaktame und Linezolid, sowie 1:50 fiir Tigecyclin mit Poolplasma
versetzt wurden.

Die nachfolgende Tabelle 10 zeigt zwei Schemata zur Herstellung der Verdiinnungsreihen.

Tab. 10: Verdiinnungsschemata zur Herstellung von Kalibratoren,; Pl=Plasma

Schema 1:
Konz. (mg/l): 5000 5000 5000 2000 1000 400 200
Volumen (ul): 200 100 40 50 50 50 50
Wasser (pl): 300 400 460 450 450 450 450
Res. Konz. (mg/l): 2000 1000 400 200 100 40 20
1:20 mit P (mg/l): 100 50 20 10 5 2 1
Abk.: S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
Schema 2:
Konz. (mg/l): 5000 5000 5000 5000 600 200 60 20
Volumen (pl): 100 60 20 100 100 100 100
Wasser (ul): 150 440 480 900 900 900 900
Res. Konz. (mg/l): 2000 600 200 60 20 6 2
1:20 mit Pl (mg/l): 300" 100 30 10 3 1 0,3 0,1
Abk.: S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

1) 30 ul Stammlésung 5000 mg/| + 470 ul Plasma (1:16,7)
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Der Zusammenhang zwischen Detektorsignal und Konzentration des Analyten wurde mittels
linearer Regression durch eine Geradengleichung y = mx + b bzw. y = mx beschrieben
(Wichtungsfaktor 1/y®). Die Linearitit der Gerade wurde mittels des Korrelations-
koeffizienten r beurteilt. Nach den Vorgaben der FDA bzw. der EMA sollte die liber die
Geradengleichung berechnete Konzentration eines Kalibrators maximal 15% von der
nominalen Konzentration abweichen. Fir die Bestimmungsgrenze LOQ ist eine maximale
Abweichung von 20% zuldssig [92,93].

Zusatzlich wurde bei jedem Ansatz zur Bestimmung der Linearitat auch eine Quantifizierung
Uber die Methode der Einpunktkalibrierung validiert. Hierzu wurde jeweils das
Detektorsignal eines Kalibrators mit mittlerer Konzentration als Einzelkalibrierungspunkt
verwendet. Fiir Ertapenem wurden beispielsweise die Kalibratoren zu 50 mg/l, 20 mg/I,
10 mg/l und 5 mg/I als Einpunktkalibratoren untersucht. Die Konzentrationen der Ubrigen
Kalibratoren wurden dann jeweils aus dem Verhiltnis der Detektorsignale der Kalibratoren
und dem des Einpunktkalibrators errechnet. Auch hier wurden analog der Quantifizierung

mittels Kalibrationskurve dieselben Grenzen fir Richtigkeit und Prazision festgelegt.

3.7.5 Richtigkeit (Accuracy)

Die Richtigkeit einer analytischen Methode beschreibt die Abweichung der Uber die
Kalibrierfunktion bestimmten Werte von der nominellen Konzentration. Laut den Vorgaben
von FDA und EMA sollten hierzu die Mittelwerte von mindestens fiinf Bestimmungen bei
mindestens drei verschiedenen Konzentrationen innerhalb des Kalibrationsbereichs mit der
nominalen Konzentration der gewahlten Qualitatskontrollen verglichen werden [92,93]. Die
Bestimmung muss in Matrix erfolgen. Der Mittelwert (MW) der prozentualen Abweichung
vom Nominalwert (NW) ist das MalR fir die Richtigkeit. Sie wird auch als Bias bezeichnet und

nach folgender Formel berechnet:

Bias [%] = MMI/V;;VW - 100%; MW = Mittelwert der Bestimmungen; NW = Nominalwert.

Der Bias sollte maximal 15% betragen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Richtigkeit bei
der Validierung fir jede untersuchte Substanz im Rahmen von mindestens finf

Doppelbestimmungen der Kalibratoren fiir jede einzelne Standardkonzentration errechnet.

3.7.6 Prazision (Precision)

Die Prazision bezeichnet die Streuung der Konzentration von mehrfach analysierten Proben
um den Mittelwert. Als MaR fir die Prazision dient der Variationskoeffizient CV (Coefficient
of Variation), der die relative Standardabweichung beschreibt. Man unterscheidet zwischen
Intra-Assay-Prazision und Inter-Assay-Prazision. Die Intra-Assay-Prazision beschreibt die
Streuung der Messwerte innerhalb eines analytischen Laufs. Die Inter-Assay-Prazision

hingegen beschreibt die Streuung der Messwerte zwischen verschiedenen analytischen
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Laufen. Intra-Assay-Prazision und Inter-Assay-Prazision wurden im Rahmen der mindestens
fiinffachen Doppelbestimmungen der Kalibratoren fir jede untersuchte Substanz ermittelt.
Der fiir jede Konzentration berechnete Variationskoeffizient soll hierbei einen Wert von 15%

nicht Gberschreiten. Lediglich an der Bestimmungsgrenze wird ein Wert von 20% toleriert.

3.7.7 Wiederfindung (Recovery)

Als Wiederfindungsrate bezeichnet man das Verhaltnis aus dem Detektorsignal einer
aufgearbeiteten Probe gespikter Matrix zum Detektorsignal einer Probe identischer
Konzentration in wassriger Lésung, die keinem Aufarbeitungsvorgang unterzogen wurde. Die
Wiederfindung wurde im Rahmen der Methodenvalidierung ermittelt. Bei mindestens
5 Doppelbestimmungen von Kalibratoren in Matrix zur Uberpriifung der Linearitat wurden
stets auch Standards verschiedener Konzentration in wassriger Loésung mitgeflihrt. Durch
Vergleich der Peakflachen der wassrigen Standards und der Kalibratoren in Matrix wurde die

Wiederfindung fir alle Kalibratoren in Matrix ermittelt.

3.7.8 Stabilitat (Stability)

Wadhrend der Lagerung, Aufarbeitung und wahrend der Messung kann sich die
Arzneistoffkonzentration innerhalb einer Probe z.B. aufgrund von Instabilititen andern.
Deshalb wurde die Stabilitdt der untersuchten Antibiotika in Plasma und Injektionslésung
unter verschiedenen Bedingungen charakterisiert. Die Stabilitdt wurde in Plasma bzw. Serum
bei Raum- und Kiihlschranktemperatur (iber einen Zeitraum von 8 h Uberprift. Hierzu
wurden jeweils zwei verschiedene Konzentrationen des Analyten gewahlt. Zusatzlich wurde
auch die Stabilitdt in gepuffertem Plasma bzw. Serum bei 37°C lUber mindestens 1 h
evaluiert, da die Bestimmung der freien Konzentration unter diesen Bedingungen erfolgt.
Die Pufferung des Plasmas bzw. Serums erfolgte analog der Aufarbeitung der Proben fiir die
Bestimmung der freien Konzentration mit 3 M K;HPO4 pH 7,50 bzw. auch mit TRIS-Puffer fiir
pH-Werte > 8.

Wahrend der verschiedenen Untersuchungszeitraume wurden in regelmaBigen Abstianden
Aliqguote der Untersuchungslosung entnommen und analysiert. Typische Entnahme-
zeitpunkte waren nach 0; 1; 2; 4; 8 h fir Kihlschrank- und Raumtemperatur. Bei 37°C
erfolgte die Probennahme jeweils nach 0; 0,25; 0,5 und 1 h. Die gewonnenen Aliquote von
200 pl wurden jeweils mit 200 ul 50 mM Natriumphosphatpuffer abgepuffert (resultierender
pH-Wert 6,7) und bis zur HPLC-Analytik bei -20°C zwischengelagert, wobei die Dauer der
Lagerung lediglich bis zum Abschluss des Versuchs ca. 8 h betrug. Die Stabilitat der
Injektionslosung bei der Temperatur des Autosamplers von 6°C wurde durch wiederholte
Messsung (typischerweise am Folgetag) bereits analysierter Proben ermittelt. Als
Stabilitdatsgrenze wurde stets eine Konzentration von mindestens 90% gegenliber der

Ausgangskonzentration zum Zeitpunkt O h definiert.
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3.8 Bestimmung der totalen Konzentration

3.8.1 Probenvorbereitung Betalaktame

In einem 1,5 ml Cup wurden 200 pl 50 mM NaH,PO,4, pH 6,0, vorgelegt. AnschlieBend
wurden 200 pl Serum oder Plasma der zu untersuchenden Probe zugesetzt. Durch Vortexen
flr 1-2 Sekunden wurde die Mischung homogenisiert. Zur Ausfdllung der Matrixeiweille
wurden 400 pl Acetonitril hinzugeflgt. AnschlieBend wurde durch Vortexen fir
1-2 Sekunden wieder homogenisiert. Die Proben wurden dann fir 15 min im Kihlschrank bei
ca. 8°C inkubiert, um eine vollstandige Ausfdllung der Matrixeiweil3e sicherzustellen. Nach
der Inkubationsphase wurden die Probencups nochmalig durch Vortexen fiir 1-2 Sekunden
gemischt. Durch die anschliefende Zentrifugation der Cups bei 10000 g lber 2 min
(Zentrifuge Hettich Mikro 220 R) wurden die ausgefallten Matrixproteine abgetrennt. Der
Uberstand wurde in 4,5 ml PP-Réhrchen mit 2 ml Dichlormethan dekantiert. Die Rohrchen
wurden 10 min Gberkopf geschwenkt (REAX 2 Mischer), um das Acetonitril aus der wassrigen
Phase in die Dichlormethanphase zu extrahieren. Zur vollstandigen Phasentrennung wurden
die Rohrchen nachfolgend fiir 20 min bei 4500 rpm (3850 g) zentrifugiert (Megafuge 1.0R).
Aus dem wadssrigen Uberstand wurden 100 pl abpipettiert und in ein HPLC-Glasvial
Uberfihrt.

Da die verfligbare Blutmenge von Intensivpatienten begrenzt ist, wurden auch Varianten mit
weniger Plasma genutzt. Es wurden 50 ul Plasma mit 250 pl 25 mM NaH,PO,4 oder 100 pl
Plasma mit 200 pl 25 mM NaH,PO,4 gepuffert und mit 500 pl Acetonitril enteiweilSt. Die

Extraktion des Acetonitrils erfolgte mit 1,3 ml Dichlormethan.

3.8.2 Probenvorbereitung Linezolid

100 pl Plasma wurden in einem 1,5 ml Eppendorf-Cup vorgelegt. Zur Ausfallung der
Matrixproteine wurden 100 pl 5% TCA/MeOH (3:1) oder 100 ul 7% PCA zugesetzt. Durch
Vortexen fir 1-2 Sekunden wurde die Mischung homogenisiert. Die Proben wurden
anschlieRend tber 15 min im Kihlschrank bei ca. 6°C inkubiert, um eine vollstandige
Ausfdllung der Proteine zu gewahrleisten. Nach der Inkubation wurden die Proben
nochmalig durch Vortexen fiir 1-2 Sekunden gemischt. Danach erfolgte zur Abtrennung der
ausgefallten Matrixproteine eine Zentrifugation der Cups bei 10000 g iber 2 min (Zentrifuge
Hettich Mikro 22). Vom Uberstand nach der Zentrifugation wurden 75 pl abgenommen und
zur HPLC-Analytik in ein HPLC-Glasvial pipettiert.
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3.8.3 Probenvorbereitung Tigecyclin
EiweiRfallung mit Acetonitril (analog Betalaktame):

In einem 1,5 ml Cup wurden 25 pl 1 M HCI vorgelegt. AnschlieBend wurden 350 pl Plasma
zugesetzt. Durch Vortexen fir 1-2 Sekunden wurde die Mischung homogenisiert. Zur
Ausfallung der MatrixeiweiRe wurden 600 ul Acetonitril hinzugefiigt. Anschliefend wurde
durch Vortexen fir 1-2 Sekunden wieder homogenisiert. Die Proben wurden danach fir
15 min im Kihlschrank bei ca. 8°C inkubiert, um eine vollstandige Ausfdllung der
MatrixeiweiBe sicherzustellen. Nach der Inkubationsphase wurden die Probencups
nochmalig durch Vortexen fir 1-2 Sekunden gemischt. Durch die anschlieRende
Zentrifugation der Cups bei 14000 g Gber 2 min (Zentrifuge Hettich Mikro 22) wurden die
ausgefillten Matrixproteine abgetrennt. Der Uberstand wurde in 4,5 ml PP-Réhrchen
dekantiert, in denen 2 ml Dichlormethan vorgelegt waren. Die R6hrchen wurden 10 min
Uberkopf geschwenkt (REAX 2 Mischer). Dabei wurde das Acetonitril aus der wassrigen
Phase in die Dichlormethanphase extrahiert. Zur vollstandigen Phasentrennung wurden die
Réhrchen nachfolgend fiir 20 min bei 4500 rpm (3850 g) zentrifugiert (Megafuge 1.0R). Aus
dem wissrigen Uberstand wurden 100 pl abpipettiert und zur Durchfilhrung der
HPLC-Analytik in ein HPLC-Glasvial Gberfihrt.

EiweiRfillung mit TCA/MeOH (analog Linezolid):

Zu 100 pl Plasma in einem 1,5 ml Cup wurden zur Eiweil3fallung 100 ul 5% TCA/MeOH (3:1)
pipettiert. Durch Vortexen fiir 1-2 Sekunden wurde die Mischung homogenisiert. Die Proben
wurden anschlieRend iber 15 min im Kiihlschrank bei ca. 6°C inkubiert, um eine vollstindige
Ausfallung der Plasma- bzw. Serumproteine zu gewahrleisten. Nach der Inkubation wurden
die Proben nochmalig durch Vortexen fir 1-2 Sekunden gemischt. AnschlieBend erfolgte
eine Zentrifugation der Cups bei 10000 g tber 2 min (Zentrifuge Hettich Mikro 220 R) zur
Abtrennung der ausgefillten Matrixproteine. Vom Uberstand nach der Zentrifugation

wurden 75 pl abgenommen und zur HPLC-Analytik in ein HPLC-Glasvial pipettiert.

3.8.4 Quantifizierung

Die Quantifizierung der totalen Konzentration erfolgte in der Routine ({iber eine
Einpunktkalibrierung. Hierzu wurden bei jedem analytischen Lauf pro 12-15 Proben drei
Standards in Matrix mit mittlerer Konzentration des Analyten mitgefiihrt. Zusatzlich wurden
jeweils zwei Kontrollen mit hoher bzw. niedriger Konzentration in Matrix mitgefiihrt, um im
Sinne einer Inprozesskontrolle Prazision und Richtigkeit zu Uberpriifen. Daneben wurden
jeweils mindestens zwei Referenzstandards mit mittlerer Konzentration des Analyten in
wassriger Losung analysiert. Diese Referenzstandards dienten zur Berechnung der

Wiederfindung des Analyten aus den Kontrollen und Standards.
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3.9 Bestimmung der freien Konzentration

Die freie Konzentration im Plasma wurde durch Ultrafiltration bestimmt. In der vorliegenden
Arbeit kamen Ultrafiltrationseinheiten mit einer Ausschlussgrenze der Molekiilmasse von
10 bzw. 30 kDa zum Einsatz.

3.9.1 Wechselwirkungen mit der Ultrafiltrationseinheit

Zur Untersuchung der unspezifischen Adsorption der untersuchten Betalaktame an die
Ultrafiltrationseinheit, wurden  Verdinnungsreihen der Antibiotika in einem
Konzentrationsbereich von 100 — 1 mg/l in 100 mM NaH,POg, pH 7,4, hergestellt und 10 min
ultrafiltriert bei 1000 g. Im Ultrafiltrat wurde die Konzentration des Antibiotikums bestimmt.
Durch den Vergleich der Konzentration im Ultrafiltrat mit der Ausgangskonzentration der

Losung vor Ultrafiltration wurde die Wiederfindung (Recovery) berechnet.

Fir Linezolid in Kombination mit Nanosep Ultrafiltern wurden zusatzlich die
Filtermembranen mit 50 ul einer wassrigen Losung von 5% Tween 80 benetzt und die
Filtrationseinheiten anschlieBend fir 10 min bei 10.000 g zentrifugiert (Zentrifuge Hettich
Mikro 22). Das Tween 80 wurde durch Zentrifugation fir 10 min bei 10000 g mit 200 ul
100 mM NaH,PO4, pH 7,4, herausgewaschen und das Ultrafiltrat mit Zellstoff aus dem
AuffanggefaR entfernt. Bei den Versuchen mit den Ultrafiltrationseinheiten Vivacon, Amicon
Ultra, Centrifree und Microcon wurde keine Vorbehandlung der Filter mit Tween
durchgefiihrt. Die in den Versuchslosungen eingesetzten Konzentrationen von Linezolid

lagen im Bereich von 100 — 0,1 mg/I.

Bei Tigecyclin wurde praliminar auch die Adsorption an Kunstoffoberflichen durch
Verdiinnungen von Tigecyclin zu 50; 5; 0,5 und 0,05 mg/| in verschiedenen Losungsmitteln
wie Wasser, Mischungen aus Wasser und Methanol, isotonische Kochsalzlosung, 0,1 M
Salzsdure und TGC-Standardeluent mit und ohne SOS berpriift. Die Adsorption von
Tigecyclin an der Ultrafiltrationsmembran der Nanosep Omega 10 kDa bzw. der Vivacon 30 k
Ultrafiltrationseinheiten wurde untersucht, indem zuerst die Ausgangskonzentration im
Filtereinsatz nach 10-mindtiger Inkubation bestimmt wurde. AnschlieBend wurden durch
Vergleich der Ausgangskonzentration im Filtereinsatz mit der Konzentration im Ultrafiltrat
die Adsorptionsverluste an der Membran quantifiziert. Die Adsorptionsversuche wurden mit
einer Verdiunnung von Tigecyclin 1 mg/l in 100 mM NaH,PO4 pH 7,4 bzw. 100 mM HEPES
pH 7,5 durchgefiihrt.
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3.9.2 Probenvorbereitung

Die Aufarbeitung der Proben zur Bestimmung der freien Konzentration erfolgte fir alle
untersuchten Antibiotika weitgehend identisch. Zur Bestimmung der Betalaktam-Antibiotika
und Tigecyclin in der Routine wurden Nanosep Omega 10k/30k Ultrafiltrationseinheiten
verwendet. Zur Bestimmung der freien Konzentration von Linezolid kam in der Routine die
Vivacon 30 k Filtereinheit zum Einsatz. In die Ultrafiltrationseinheiten wurden jeweils 10 pl
Puffer (3 M M KH,PO4 pH 7,5 bzw. 2 M HEPES pH 7,5) vorgelegt. AnschlieBend wurden
300 pl Plasma bzw. Serum hinzugefiigt. Durch Vortexen fiir 1-2 Sekunden wurde die Losung
homogenisiert. AnschlieBend wurden die Proben fir 10 min bei 37° C inkubiert. Die
Inkubation erfolgte in der Kihlzentrifuge Eppendorf 7417 R bei niedriger g-Zahl (100 g). Bei
dieser niedrigen Zentrifugationskraft von 100 g erfolgte noch keine Ultrafiltration. Die
Zentrifuge war vorher durch Leerbetrieb bei 1000 g Uber mindestens 45 min auf
Solltemperatur erwarmt worden. Zur Durchfiihrung der Ultrafiltration wurde die g-Zahl
unter Beibehaltung einer Temperatur von 37° C fir 20 min auf 1000 g erhoht. Hierbei
entstand ein eiweil}freies Ultrafiltrat mit einem Volumen von ca. 60-90 pl, das quantitativ in
HPLC-Vials tGberfiihrt wurde.

Zur Untersuchung der freien Konzentration von Tigecyclin wurden dem Ultrafiltrat 50 pl
interner Standard (Minocyclin 1 mg/l in 0,2 M HCl mit 0,2% Ascorbinsdure) zugesetzt. Aus
der Verdilinnung des internen Standards Minocyclin wurde das urspriingliche Volumen des
Ultrafiltrats (Vyr) berechnet.

Vue = 50*(PFmin,is/PFuin,ur)-50 (pl)
dabei sind:

— PFuin,is: Peakflache von Minocyclin in der iS-Lésung
— PFmin,ue: Peakflache von Minocyclin in der Lésung von internem Standard plus Ultrafiltrat

— 50: das Volumen (ul) der iS-Lésung

3.9.3 Quantifizierung

Die Quantifizierung der freien Konzentration erfolgte analog der Bestimmung der totalen
Konzentration in der Routine Uber eine Einpunktkalibrierung bei mittlerer Konzentration.
Hierzu wurden mindestens zwei wassrige Referenzstandards mit einer bekannten mittleren
Konzentration des Analyten mitgefiihrt. Zusatzlich wurde je eine Kontrolle mit hoher bzw.
niedriger Konzentration in Matrix als Inprozesskontrollen mit aufgearbeitet und analysiert.

Die Herstellung der Standards und Kontrollen wurde bereits dargelegt.
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3.9.4 Proteinbestimmung

Um die Integritdit der Membran der Ultrafiltrationseinheiten zu Uberpriifen, wurde
stichprobenartig mehrmals der Proteingehalt im Ultrafiltrat bestimmt. Protein wurde nach
der Methode von Bradford bestimmt mit Hilfe der Gebrauchsanleitung der Fa. Serva
(Heidelberg).

Der Assay beruht auf der Verschiebung des Coomassie®-Absorptionsmaximums von 470 nm
nach 595 nm durch Proteinbindung in saurem Medium. Die Farbreaktion ist abhangig vom
Gehalt an aromatischen und basischen Aminosduren. Somit ergeben sich unterschiedlich
starke Absorptionen bei verschiedenen Proteinen. Fir die Standardverdiinnungsreihe wurde

Rinderserumalbumin (BSA) verwendet.
Nachfolgend Reagenzien und das Flussschema fiir die Durchfiihrung:
Reagenzien:

Bradford-Reagenz 5-fach (Fa. Serva, Heidelberg) im Kihlschrank lagern und unverdiinnt
einsetzen. Vor Gebrauch mischen durch Invertieren der Flasche (nicht schiitteln) und auf

Raumtemperatur bringen.
Kalibrierungsreihe 2,5-50 mg/| (die Kurve flacht sich nach 30 mg/| ab).

BSA-Stammlosung 2 g/l: 100 mg BSA in 50 ml Wasser l6sen und Aliquots von 50 ul bei -20°C
lagern. Eppendorf-Cups mit "BSA 2 g/I" und "Datum" beschriften.

Gebrauchslosung BSA 50 mg/I: 25 ul BSA 2000 mg/I mit 975 pl Wasser verdiinnen
Durchfiihrung

1. Mikrotiterplatte mit flachem Boden bereit legen.

2. BSA 50 mg/I nach folgendem Schema in Reihe 1 und 2 (Doppelbestimmung) pipettieren.

3. 20 ul Probein die restlichen Vertiefungen pipettieren und auf 200 pl mit Wasser

auffillen.
4. 50 pl Bradford-Reagenz unverdiinnt zugeben (Multipette).
5. In das TECAN-Photometer setzen, mischen und messen bei 595 nm.

Je nach Proteingehalt missen die Proben evtl. vorverdiinnt werden, oder es muss mehr

Probenvolumen eingesetzt werden. Die Belegung der Mikrotiterplatte findet sich in Tab. 11.
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Tab. 11: Schema einer Mikrotiterplatte zur Durchfiihrung der Proteinbestimmung nach Bradford.
K: Kalibrierlésungen P: Probeldsungen

BSAS50 | H,O Konz. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
(ul) (1) | (mg/l)

0 200 00|A K K P P P P P P P P P P

10 190 25|B | K K P P P P P P P P P P

20 180 50| C|K K P P P P P P P P P P

40 160 | 10,0 | D | K K P P P P P P P P P P

80 120 | 20,0 | E | K K P P P P P P P P P P

120 80 | 30,0 | F | K K P P P P P P P P P P

160 | 40| 400|G|K |[K |P |P [P [P [P |P |P |P |P |P

200 | 0| 500|H|K |K [P |P |P [P |P |P [P |P |P |P
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3.10 Untersuchungen zur Abhangigkeit der Proteinbindung von den experimentellen
Bedingungen

Im Blut liegen physiologische Bedingungen (37°C und pH 7,4) vor, die bei der
In-vitro-Bestimmung der Proteinbindung mittels Ultrafiltration nicht auf einfache Weise
einzuhalten sind. In Vorversuchen wurde deshalb der Einfluss von Temperatur, pH-Wert und

Zentrifugationskraft auf die Proteinbindung untersucht.

3.10.1 Abhangigkeit der Proteinbindung von der Temperatur

Serum oder Plasma wurde mit mindestens 2 verschiedenen Konzentrationen des zu
untersuchenden Antibiotikums dotiert, wobei in Anlehnung an wahrend einer Therapie zu
erwartende Blutspiegel jeweils eine hohe und eine niedrige Konzentration gewahlt wurden.
So wurde zum Beispiel Ertapenem in Konzentrationen von 16 und 80 mg/l analysiert. Zur
Dotierung wurden stets aus den jeweiligen Stammlésungen hergestellte wassrige
Vorverdiinnungen 1:20 mit Serum oder Plasma verdiinnt. Die Pufferung der ProbelGsungen

erfolgte analog der beschrieben Routinemethode (Kapitel 3.9.2)

Die Temperatur wahrend der Ultrafiltration wurde im Bereich von 4°C bis 37°C variiert.
Typische Temperaturen waren hierbei 4, 15, 25 und 37°C. Um ein addquates
Ultrafiltrationsvolumen von ca. 70-80 pl zu erhalten, wurde die Zentrifugationsdauer bei
Temperaturen unter 25°C entsprechend verldngert, sodass die Ultrafiltration bei 4°C

schlieBRlich Gber einen Zeitraum von 40 min durchgefiihrt wurde.

Damit die Solltemperatur wahrend des Versuchs gewahrleistet war, wurden Zentrifuge und

Probe vor der Ultrafiltration entsprechend temperiert.

Die Zentrifuge wurde durch Leerbetrieb bei 1000 g liber mindestens 45 min auf die jeweilige
Solltemperatur gebracht. Zur Kontrolle der Solltemperatur wurden zwei 2,2 ml Cups
mitgefiihrt, die mit jeweils ca. 1,5 ml Glycerol gefillt waren. In diesen wurde vor Beginn der
Zentrifugation der Proben die Solltemperatur der Zentrifuge mit einem Thermometer

Uberpruft.

Die Proben wurden mindestens 10 min bei der entsprechenden Temperatur vorinkubiert,
bei Temperaturen unter Raumtemperatur in einem gekihlten Wasserbad, bei
Raumtemperatur und héher durch Zentrifugation bei 100 g tiber 10 min. Bei dieser niedrigen

Zentrifugationskraft von 100 g erfolgte noch keine Filtration.

Die Messung der freien Konzentration im erhaltenen Ultrafiltrat erfolgte entsprechend der

beschriebenen Routinemethoden.
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3.10.2 Abhangigkeit der Proteinbindung vom pH-Wert

Die Versuche zur Abhangigkeit der Proteinbindung der untersuchten Antibiotika vom pH-
Wert des Serums bzw. Plasmas wurden in Analogie zur Untersuchung der Temperatur-

abhangigkeit durchgefihrt.

Der pH-Wert wurde in einem Bereich von pH 7,0 — pH 8,5 variiert. Die Einstellung des
pH-Wertes erfolgte mit Hilfe verschiedener Pufferlosungen, wobei, analog der Standard-
methode zur Bestimmung der freien Konzentration, einem Probenvolumen von 300 pl
jeweils 10 pl Pufferlésung zugesetzt wurden. Zur pH-Einstellung wurde flr den pH-Bereich
7-8 ein 3 M K;HPO, Puffer eingesetzt, der mit o-Phosphorsdaure 85% auf den benétigten pH-
Wert eingestellt wurde. Der pH-Bereich 7,5-8,5 wurde mittels 3 M TRIS-Puffer bzw. 2 M
HEPES-Puffer (HEPES auch zur Einstellung auf pH 7,5) abgebildet, der mit 10 M bzw. 1 M
NaOH oder 37% HCl bzw. 1 M HCl auf den bendtigten pH-Wert eingestellt wurde.

Die in der Probe resultierende Konzentration der Puffer lag somit jeweils bei 0,07 — 0,1 M.
Typische pH-Messpunkte waren pH 7,0; pH 7,5; pH 8,0 und pH 8,5. Zusatzlich wurde auch
ungepuffertes Plasma bzw. Serum mitgefiihrt, dessen pH nach dem Auftauen bei 7,9-8,0 lag.
Die pH-Werte der gepufferten Serum- bzw. Plasmaproben wurden vor der Ultrafiltration

Uberpriuft und dokumentiert.

HEPES- und TRIS-Puffer zeigen eine Temperaturabhdngigkeit bzgl. der resultierenden
pH-Werte [94]. Mit steigender Temperatur sinken die pH-Werte um 0,140 bei HEPES bzw.
0,310 bei TRIS pro 10°C Anstieg. In den Serum- oder Plasmaproben war der Unterschied
zwischen Raumtemperatur (22-23°C) und 37°C geringer, namlich 0,1 bei HEPES und 0,2 bei
TRIS. Dies wurde bei Pufferung der Proben mit diesen Puffersubstanzen entsprechend
berlicksichtigt, indem die pH-Werte der Puffer bei Raumtemperatur so moduliert wurden,
dass wahrend der Ultrafiltration bei 37°C der gewiinschte pH-Wert erreicht wird. Nach der
Ultrafiltration wurde im Uberstand nochmalig der pH-Wert kontrolliert. Aufgrund der
beschriebenen Temperaturabhangigkeit des pH-Werts bei Pufferung mit HEPES bzw. TRIS

wurde die pH-Bestimmung im Heizblock bei einer Temperatur von 37°C durchgefihrt.

3.10.3 Abhangigkeit der Proteinbindung von der Zentrifugalkraft

Auch die Versuche zur Bestimmung der Abhangigkeit der Proteinbindung von der
Zentrifugalkraft wahrend der Ultrafiltration wurden analog den Versuchen zur Bestimmung
der Abhangigkeit von Temperatur und pH-Wert durchgefiihrt. Die Probenaufarbeitung und
Quantifizierung erfolgte entsprechend der beschriebenen Routinemethode zur Bestimmung
der freien Konzentration. Die Zentrifugalkraft wahrend der Ultrafiltration wurde in einem
Bereich von 500 —10000 g variiert. Typische Messpunkte waren hierbei 500, 1000, 1500,
2000, 3000 und 10000 g. Die Dauer der Ultrafiltration wurde jeweils angepasst, um ein

Filtratvolumen von ca. 70-80 ul zu erhalten. So betrug die Dauer der Ultrafiltration bei
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10000 g ca. 7 min, wahrend bei 1000 g ca. 20 min Ultrafiltration erforderlich waren, um das

gewliinschte Volumen an Ultrafiltrat zu erhalten.

3.10.4 Bindungsversuche zu Tigecyclin in Albuminlosung

Hierzu wurde eine Albuminlésung mit physiologischer Albuminkonzentration von 4,2% in 70
und 100 mM NaH,PO4 pH 7,40 bzw. 70 und 100 mM HEPES pH 7,50 hergestellt. Um den
Effekt von Calcium auf das AusmaR der Bindung von Tigecyclin an Albumin zu untersuchen,
wurde den Albumin-Pufferlésungen bei 6 Ansatzen eine wassrige Calciumchloridlosung
0,1 M im Verhaltnis 1:40 zu einer resultierenden Konzentration von 2,5 mM zugesetzt. Um
den Effekt von polyvalenten Kationen komplett auszuschalten, erfolgte in 3 Versuchen auch
ein Zusatz von EDTA-Na-Losung 0,1 M pH 7,40 als Chelator im Verhaltnis 1:20 zu einer
Endkonzentration von 5,0 mM. Diese Albumin-Puffer-Losungen wurden mit entsprechenden
Tigecyclin-Vorverdiinnungen zu Konzentrationen von 0,1; 0,3; 1; 3; 10 und 100 mg/| dotiert.
AnschlieBend wurden die dotierten Losungen fiir 10 min unter den oben beschriebenen
experimentellen Bedingungen ultrafiltriert. Im Ultrafiltrat wurde analog der obigen

Beschreibung die freie Konzentration quantifiziert.

3.11 Untersuchungen an Patienten

Die Methoden wurden angewandt zur Analyse von Plasmaproben aus einer prospektiven,
multizentrischen Beobachtungsstudie am Universitatsklinikum Regensburg
(Antragsnummer: 98/35) und der Charité Universitatsmedizin Berlin - Campus Benjamin
Franklin (Antragsnummer: EA4/028/13). Die zustandigen Ethikkommissionen der Universitat
Regensburg und der Charité Universitatsmedizin Berlin — Campus Benjamin Franklin haben
ihre Zustimmung zur weiteren Untersuchung von Blutproben erteilt, die im Zuge der

Routinebehandlung anfielen.

Die Studie wurde im Zeitraum von Januar bis Juni 2014 mit Patienten der folgenden

Intensivstationen durchgefiihrt:

- Station 92, Internistische Intensivstation der Medizinischen Klinik |,

Universitatsklinikum Regensburg, Franz-Josef-Strauf3-Allee 11, 93053 Regensburg

- Station 44i, Interdisziplindare Intensivstation der Klinik flir Andsthesie mit
Schwerpunkt operative Intensivmedizin, Charité Universitaitsmedizin Berlin - Campus

Benjamin Franklin, Hindenburgdamm 30, 12203 Berlin.

Die Auswahl der Patienten erfolgte Uber regelmallige Kontrolle der Belegungslisten und
Patientenakten. Beide Intensivstationen sind als Maximalversorger einzustufen (tertiary
care). Der fachliche Schwerpunkt der Intensivstationen lag auf gastroenterologischen,
hepatologischen und Infektionskrankheiten (Regensburg), sowie auf der postoperativen

Versorgung von grofRen allgemein- oder neurochirurgischen Eingriffen (Berlin). Ungeachtet
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der speziellen Fachrichtung wurden jedoch auf beiden Stationen je nach Bedarf in der

Belegung der Klinik auch Patienten anderer Fachdisziplinen intensivmedizinisch behandelt.
Einschlusskriterien

- Alter > 18 Jahre

- stationdrer Aufenthalt auf Intensivstation

- schriftliche Einverstandniserklarung oder Einwilligung mittels Behandlungsvertrag

- Behandlung mit einem oder mehreren der untersuchten Antibiotika

- brauchbarer intravenéser/ intraarterieller Zugang

Ausschlusskriterien

- fehlende Moglichkeit eine ausreichende Anzahl an Blutproben zu erhalten

(z.B. aufgrund bevorstehender Verlegung oder Tod des Patienten)

3.11.1 Entnahme, Handhabung und Lagerung der Blutproben

Bei der Blutprobennahme wurde eine ,sparse-sampling”“-Strategie angewendet. Das heift,
die Gewinnung der Blutproben erfolgte aus Restblut, das im Rahmen von Blutentnahmen zur
Routinediagnostik anfiel. Hauptsachlich handelte es sich dabei um arterielles Blut von
Blutgasbestimmungen. Soweit moglich, wurden ein oder zwei Dosierungsintervalle mit
insgesamt drei bis vier Blutproben erfasst, die nach Moglichkeit Gber das Dosierungsintervall
gleich verteilt sein sollten. Sofern moéglich wurde eine Probe 0,5-1 h nach Infusionsende
(Spitzenkonzentrationen), eine Probe in der Mitte des Dosierungsintervalls und eine Probe
kurz vor der nachsten Gabe (Talspiegel) genommen. Bei allen Proben wurde die genaue

Uhrzeit der Entnahme im CRF notiert.

Die Patientenproben wurden nach maximal vier Stunden Lagerung bei 4°C im Kihlschrank
zehn Minuten bei 3000 g zentrifugiert. Das dadurch von den korpuskuldaren Bestandteilen
des Blutes abgetrennte Serum bzw. Plasma wurde anschliefend bei -70 °C gelagert und zur
weiteren Analyse auf Trockeneis zum Labor (Lehrstuhl fir Pharmakologie der Universitat
Regensburg, Universitatsstralle 31, 93053 Regensburg) transportiert.

3.11.2 Maedikation

Die Auswahl der antiinfektiven Therapie erfolgte durch den zustandigen Stationsarzt. Sofern
von arztlicher Seite nicht anders angeordnet, wurden die Antiinfektiva auf beiden
Intensivstationen als Kurzinfusion tiber 30 Minuten verabreicht. Beginn, Dauer und Dosis der
Infusion wurden dokumentiert. Die Auswahl der Dosierung erfolgte ebenfalls durch den
zustandigen Stationsarzt. Die eingesetzten Dosierungen sind in nachfolgender Tabelle
dargestellt.

-46-



Materialien und Methoden

Tab. 12: Eingesetzte Dosierungen der untersuchten Antibiotika

Antibiotikum Dosierung
Ceftazidim (CAZ) 2-3x2gproTag
Ertapenem (ETP) 1x 1 g pro Tag
Ceftriaxon (CRO) 1x2gproTag

Meropenem (MEM) 2-3x0,5-1 g pro Tag

Piperacillin (PIP) 2-3x4g/0,5 g proTag
Linezolid (LZD) 2 x 600 mg pro Tag
Tigecyclin (TGC) 2 x50 mg pro Tag

3.11.3 Pharmakokinetische Berechnungen

Zur Berechnung der pharmakokinetischen Parameter wurde Phoenix WinNonlin 6.3
(Pharsight/Certara, St Louis, MO, USA) verwendet. Fir die Berechnungen wurde ein Ein-
Kompartiment-Modell mit Invasionskinetik nullter Ordnung und einer Eliminationskinetik
erster Ordnung (Wichtung 1/y®) herangezogen, wobei mindestens drei Messwerte zur

Verfligung stehen mussten.

3.11.4 Statistische Auswertung

Nicht-parametrische (Median, Abstand, Interquartilsabstand [IQR], Perzentilen) oder
parametrische (Mittelwert, Konfidenzintervall), deskriptive, statistische Verfahren wurden,
sofern angemessen, bei der Auswertung demographischer, klinischer oder PK/PD-bezogener
Daten angewandt. Fiir die statistische Auswertung wurde Prism 6.0 (GraphPad Software, La

Jolla, CA, USA) herangezogen.
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4 Ergebnisse

4.1 Chromatographisches Trennsystem

Fiir die Bestimmung der Proben aller Matrizes wurde die isokratische Trennung an reversed-

phase Kieselgel mit Mischungen aus Acetonitril und Phosphatpuffer gewahlt.

4.1.1 Retentionsverhalten der Antibiotika

Im Rahmen der Methodenentwicklung wurde im Vorfeld die Retention der Betalaktam-
Antibiotika in wassriger Losung (Konzentration jeweils 50 mg/L) an verschiedenen C18-
Saulen leicht unterschiedlicher Selektivitat im pH-Bereich von 2,5-7 lberprift. Beispielhaft
sollen hier die Vorversuche zum Retentionsverhalten von Ceftazidim, Ceftriaxon, Ertapenem,

Meropenem und Piperacillin dargestellt werden.

Ausgehend von 50 mM Ortho-Phosphorsdure, 50 mM Natriumdihydrogenphosphat und
10 M Natronlauge in der Mischung mit Acetonitril wurde der gewilinschte pH-Wert des
Eluenten eingestellt. In den Abb. 4 und 5 ist das Retentionsverhalten graphisch dargestellt.
Fir Piperacillin und Ertapenem erfolgte nur die Darstellung fiir den pH-Bereich 3 bzw. 4,5-7,
da der Retentionsfaktor des Piperacillin bei pH<3 und der Retentionsfaktor des Ertapenems

bei pH<4 einen extrem starken Anstieg zeigte.

Abb. 4 zeigt das typische Verhalten der Carbonsduren Piperacillin und Penicillin G. Die
Retention ist am geringsten bei pH-Werten Uber 6 und steigt dann steil an ab pH 5 und
niedriger. Wahrend Penicillin G bei pH-Werten ab 5 aufwarts mit Piperacillin koeluiert, ist es
bei pH 3,5 und niedriger abgetrennt und eluiert spater. Penicillin G kdnnte z.B. also nur bei

sauren pH-Werten als interner Standard bei der Bestimmung von Piperacillin verwendet

werden.
Abb. 4: Abhdngigkeit des Retentionsfaktors 124 O i
von Piperacillin (PIP) und Penicillin G (PenG) T ® PenG
vom pH-Wert der mobilen Phase an C18- 10+
Kieselgel (n=1). 5 iy
£ 8
Eluent: 50 mM H3PO,/MeCN 1000:240, < -
pH 3,00-7,00; Fluf3 0,4 ml/min 5 6
)
et -
Sdule: XBridge C18 BEH 2,5 u, 50x3 mm % 4
Sdulentemperatur 40°C a2 |
2_
] xBridge BEH XP 2.5 p, 50x3 mm
o T I T I L] I L] I L] I L] I

2 3 4 5 6 7 8
pH
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Deutlich erkennbar ist in Abb. 5 z.B. das starke Ansteigen der Retention von Ertapenem, das

zwei Carboxylfunktionen enthalt, mit fallendem pH-Wert und der U-férmige Kurvenverlauf

von Meropenem, das auch basische Aminfunktionen enthalt.
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Abb. 5: Abhdingigkeit des Retentionsfaktors von
Meropenem (MEM), Ceftazidim (CAZ),
Ceftriaxon (CRO) und Ertapenem (ETP) vom
pH-Wert der mobilen Phase und der Sdule (n=1).

Eluent: 50 mM H3PO,/MeCN 1000:80, pH 2,45-
7,00;

A: Séule XBridge C18 2,5 u, 30x4,6 mm
(Fluf3 1,0 ml/min)

B: Séiule XBridge C18 BEH 2,5 u, 50x3 mm
(Fluf3 0,4 mi/min)

C: Sdule Nucleoshell RP18, 2,7 u, 50x4 mm
(Flug 0,8 mi/min)

Sdulentemperatur jeweils 40°C
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4.1.2 Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) und Bestimmungsgrenze (Limit of

Quantitation, LOQ)

Die Bestimmung der Nachweisgrenze (LOD) erfolgte durch Ausmessen der Peakhdhe und der

Hohe des Rauschens im Chromatogramm. Als Nachweisgrenze wurde die Menge an

Substanz beschrieben, die unter den gewdhlten chromatographischen Bedingungen ein

Signal-Rausch-Verhaltnis von mindestens 3:1 erzeugte.

Die graphische Ermittlung der Nachweisgrenze zeigt Abb. 6 beispielhaft fiir Piperacillin und

Linezolid. Die Injektion von 1 pL einer Losung von Linezolid 40 ng/ml (also 40 pg) erzeugte

ein Signal mit dem Verhaltnis von 4:1 Damit errechnet sich die Nachweisgrenze "on column"

zu 30 pg.
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Abb. 6: Chromatogramme von
Piperacillin 100 ng/ml (A) und
Linezolid 40 ng/ml (B) in
Wasser. Die Héhen von Signal
(S) und Rauschen (N) wurden
durch Ausmessen bestimmt. Ein
Verhdltnis von

S/N =3/1 bezeichnet die
Nachweisgrenze (LOD)

Trennsystem:
Chromatographische
Standardbedingungen (siehe
3.6); Injektionsvolumen 1 ul
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Die ermittelten Nachweisgrenzen der untersuchten Antibiotika sind in Tab. 13 aufgefihrt.

Tab. 13: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der untersuchten Antibiotika, Einsatz der
chromatographischen Standardbedingungen (siehe 3.6)

Substanz LOD (Wellenldnge, Saule) LOQ in Wasser

Ertapenem  400/400 pg (300/260 nm, XBridge C18, 30x4.6 mm) 800/800 ng/mll

Ertapenem  200/200 pg (300/260 nm, XBridge BEH C18, 50x3 mm)  400/400 ng/ml

Meropenem 250/700 pg (300/260 nm, XBridge BEH C18, 50x3 mm) 500/1400 ng/ml

Piperacillin 100/150 pg (225/245 nm, XBridge BEH C18, 50x3 mm)  200/300 ng/ml

Ceftriaxon 30 pg (260 nm, XBridge BEH C18, 50x3 mm) 60 ng/ml

Ceftazidim 250/800 pg (260/300 nm, Nucleoshell RP18, 50x4 mm) 500/1600 ng/ml

Linezolid 30 pg (245 nm, XBridge BEH C18, 50x3 mm) 60 ng/ml

Tigecyclin 60-70 pg (350 nm, Nucleoshell RP18, 100x3 mm) 140 ng/ml

Als LOQ wurde jeweils der doppelte Wert der ermittelten Nachweisgrenze LOD definiert, da
die Leitfaden der EMA und der FDA fir den LOQ-Wert ein Signal-Rausch-Verhaltnis von
mindestens 5:1 empfehlen [92,93].

Die Bestimmungsgrenze wird in Konzentration = Menge/Volumen angegeben. Sie ist also
abhangig vom Injektionsvolumen und kann mit diesem variieren. So entspricht z.B. einem
LOD von 100 pg "on column" eine Bestimmungsgrenze in der reinen Losung von 200 ng/ml
bei einem Injektionsvolumen von 1ul bzw. 40 ng/ml bei Injektion von 5 upl . Die
Bestimmungsgrenze in der Matrix, z.B. Plasma, ist dann weiter abhangig von der
Probenvorbereitung (Verdiinnung/Aufkonzentrierung), der Recovery und einem eventuellen
Blankwert. Der Berechnung der in Tab. 13 angegebenen LOQ-Werte in wassriger Losung liegt
ein Injektionsvolumen von 1 ul zu Grunde. Da es sich bei den LOQ-Werten lediglich um
berechnete GroRen handelt, wurden diese in der Routine nicht flir die Quantifizierung
herangezogen. Der niedrigste Punkt der Kalibrierung (siehe 4.2.1.2) stellte die untere Grenze

zur Quantifizierung von Proben dar.
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4.2 Bestimmung der totalen Konzentrationen von Antibiotika in Plasma oder Serum

4.2.1 Methodenvalidierung

Zur Quantifizierung der Antibiotika wurden HPLC-Methoden mit UV-Detektion entwickelt.
Die Validierung erfolgte unter Verwendung von Poolplasma gesunder Probanden in

Anlehnung an die Empfehlungen der EMA und der FDA [92,93].

4.2.1.1 Selektivitat

Die Chromatogramme (Abb. 7-14) von analytfreien Proben in Plasma und Serum zeigten

keine Interferenz der Matrixbestandteile mit den untersuchten Antibiotika.
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Abb. 7: Chromatogramme von Ceftriaxon in Serum; Bestimmung der totalen Konzentration

A: Leerwert Poolserum ohne Ceftriaxon

B: Poolserum versetzt mit Ceftriaxon (1:20) zu 20 mg/!

Eluent: 50 mM H3PO,/MeCN 1000:80, pH 2,60.; Séule: XBridge C18 2,5 u, 30x4,6 mm (1,0 ml/min);

Sdulentemperatur 40°C
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Abb. 8: Chromatogramme von Ceftazidim in Plasma; Bestimmung der totalen Konzentration.
C: Leerwert Poolplasma ohne Ceftazidim
D: Poolplasma versetzt mit Ceftazidim (1:20) zu 10 mg/|
Eluent: 100 mM H;PO,/MeCN 1000:80, pH 2,84.; Siule: XBridge C18 BEH 2,5 u, 50x3 mm (0,4ml/min);
Sdulentemperatur 40°C
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Abb. 9: Chromatogramme von Cefazolin in Plasma; Bestimmung der totalen Konzentration.
E: Leerwert Poolplasma ohne Cefazolin

F: Poolplasma versetzt mit Cefazolin (1:20) zu 50 mg/!

Eluent: 100 mM H3PO,/MeCN 900:135, pH 2,70.; Sdule: XBridge C18 BEH 2,5 u, 50x3 mm (0,4 ml/min)
Sdulentemperatur 40°C
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Abb. 10: Chromatogramme von Piperacillin in Plasma,; Bestimmung der totalen Konzentration.
G: Leerwert Poolplasma ohne Piperacillin

H: Poolplasma versetzt mit Piperacillin (1:20) zu 10 mg/|

Eluent: 50 mM NaH,PO,/MeCN 500:125, pH 6,00; Sdule: XBridge C18 BEH 2,5 i, 50x3 mm
(0,4 ml/min); Sdulentemperatur 40°C
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Abb. 11: Chromatogramme von Ertapenem in Plasma,; Bestimmung der totalen Konzentration.

I: Leerwert Poolplasma ohne Ertapenem

J: Poolplasma versetzt mit Ertapenem (1:20) zu 5 mg/|

Eluent: 100 mM H;PO,/MeCN 400:60, pH 2,50; Sédule: XBridge C18 BEH 2,5 u, 50x3 mm (0,4 ml/min);
Sdulentemperatur 40°C

-54-



Ergebnisse

10 — 300nm 10 — 300nm
. 81 . 8
E ] E | MEM
= < 6
kel . .° .
"é’_ 4- MEM ‘é’_ 4-
(@] - (@] -
a a
$ o] | | 5 2] |
0 20130410B1-04 0 20130410B1-14
T T ) 1 1 T l T | 1
0 1 2 0 1 2
K Zeit (min) L Zeit (min)

Abb. 12: Chromatogramme von Meropenem in Plasma,; Bestimmung der totalen Konzentration.
K: Leerwert Poolplasma ohne Meropenem

L: Poolplasma versetzt mit Meropenem (1:20) zu 20 mg/|

Eluent: 100 mM H3PO,/MeCN 1000:80, pH 2,52; Siule: Nucleoshell RP18, 2,7 i, 50x4 mm

(0,8 ml/min); Sdulentemperatur 40°C
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Abb. 13: Chromatogramme von Linezolid in Plasma; Bestimmung der totalen Konzentration.
M: Leerwert Poolplasma ohne Linezolid

N: Poolplasma versetzt mit Linezolid (1:20) zu 20 mg/|

Eluent: 100 mM NaH,PO,/MeCN 750:250, pH 3,06; Sciule: XBridge C18 BEH 2,5 1, 50x3 mm
(0,4 ml/min); Sdulentemperatur 40°C
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Abb. 14: Chromatogramme von Tigecyclin in Plasma; Bestimmung der totalen Konzentration.
O: Leerwert Poolplasma ohne Tigecyclin

P: Poolplasma versetzt mit Tigecyclin (1:20) zu 0,5 mg/!

Eluent: 100 mM H3PO,/MeCN 800:200, pH 3,04, 800 mg SOS; Sdule: Nucleoshell RP18, 2,7 L,
100x3 mm (0,4 ml/min); Séulentemperatur 40°C

4.2.1.2 Linearitat

Zur Validierung der HPLC-Methoden wurden fiir jede untersuchte Substanz mindestens
5 unabhédngige Verdiinnungsreihen tber den gesamten klinisch relevanten Konzentrations-
bereich in Poolplasma von gesunden Probanden hergestellt, in Doppelbestimmung
analysiert und daraus die Kenndaten zu Recovery, Linearitdt, Prazision und Richtigkeit
abgeleitet. Fir Meropenem und Linezolid soll im Folgenden das Vorgehen bei der
Validierung detailliert dargestellt werden. Fir die anderen Substanzen werden die

Kenndaten spater summarisch aufgefiihrt (Tab. 16).

Die Linearitat der Bestimmung von Meropenem wurde fir den Bereich von 1-100 mg/I
gepriift. Dazu wurden sechs Standardreihen in Doppelbestimmung analysiert bei einer
Detektionswellenlange von 300 und 260 nm und Uber die Flachen- und Hohenmethode

ausgewertet (Tab. 14).
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Tab. 14: Linearitdt, Recovery, Prdzision und Richtigkeit der Bestimmung von Meropenem in Serum
ermittelt an Hand von 6 Verdiinnungsreihen in Doppelbestimmung im Konzentrationsbereich von
1-100 mg/I. Die mit Bindestrich getrennten Werte zu Prdzision und Richtigkeit beziehen sich auf die
héchsten bis zweitniedrigsten Konzentrationen der Verdiinnungsreihen; die durch Strichpunkt
getrennten Werte beziehen sich auf die niedrigste Konzentration der Verdiinnungsreihen. Die
Angaben fiir den Korrelationskoeffizienten r geben jeweils den niedrigsten ermittelten Wert wieder.

Trennsystem: Chromatographische Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)

Validierung 300 nm 300 nm 260 nm 260 nm
Meropenem Flache Hoéhe Flache Hohe
rfiry=mx+b: 0,9996 0,9997 0,9996 0,9997

rfiry=mx: 0,9996 0,9997 0,9996 0,9997
Recovery (%): 99,7+1,3 99,2+2,6 99,5+ 2,5 99,0+2,1
CVintra (%) 0,8-2,9; 3,2 1,1-2,5;1,7 1,4-3,9;9,6 1,5-4,1;12,0
CVinter (%); y = m*x+b:  0,6-1,7; 0,8 0,7-1,9;0,4 1,3-3,2;1,1 1,1-2,2;1,1
CVinter (%); y =m*x:  1,0-2,2;1,5 0,73-2,1;1,5 1,3-3,3;1,8 0, 8-2,6;2,9
CVinter (%); 50 mg/l:  1,3-2,6; 2;1 1,2-2,1;2,3 1,3-3,9; 2,5 1,2-3,3;2,7
CVinter (%); 20 mg/l:  1,4-2,6; 2,5 0,8-2,6; 2,5 1,3-4,3; 2,7 1,3-3,0; 4,0
CVinter (%); 10 mg/l:  1,4-3,1; 4,2 1,3-3,1;4,3 1,7-2,6; 4,1 1,3-3,0;5,1
Accuracy (%) y = m*x+b: 0,1-1,1; 0,5 0,2-1,8; 0,2 0,2-1,7; 0,5 0,2-2,0; 0,6
Accuracy (%) y =m*x: 0,1-1,7;0,3 0,0-0,7; 1,0 0,1-1,1; 1,0 0,0-2,6; 3,0
Accuracy (%) 50 mg/l:  0,1-1,8; 0,3 0,0-2,1;1,0 0,4-2,9;0,1 0,3-2,7; 2,8
Accuracy (%) 20 mg/l:  1,4-2,6; 2,5 0,8-2,6; 2,5 1,3-4,3; 2,7 1,3-3,0; 4,0
Accuracy (%) 10 mg/I:  1,4-3,7;4,1 1,3-3,0; 4,3 1,4-3,6; 3,8 1,4-3,6; 5,6

Die Prazision der Methode war sehr gut. Die Korrelationskoeffizienten fir die Linearitat
waren gleich oder besser als 0,9996. Die Intra-Assay-Prazision wurde lber die Abweichung
der Doppelbestimmungen der Standardgeraden bestimmt. Die Auswertung bei 260 nm
zeigte lediglich eine geringere Intra-Assay-Prazision bei der niedrigsten Konzentration von
1 mg/I|, die aber mit 10-12% immer noch innerhalb der Grenze von 20% war. Die Inter-Assay-
Prazision lag Uber den gesamten Konzentrationsbereich unter 6%; der Wert ist deshalb
besser als die Intra-Assay-Prazision, weil in die Berechnung nicht die Einzelwerte, sondern
die Mittelwerte der Doppelbestimmung eingingen. Die Wiederfindung war quantitativ, die

Streuung betrug 2,6% oder weniger.

Die mittleren Abweichungen der gemessenen von den berechneten Werten (Accuracy) aus
6 Verdiinnungsreihen betrug fiir alle Konzentrationen und Auswertemethoden weniger als
6% (Wichtungsfaktor 1/y?, Abb. 15). In der Routine kann deshalb die weniger aufwendige

Einpunktkalibrierung bei mittlerer Konzentration verwendet werden.
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Abb. 15: Mittlere Abweichung der gemessenen von den berechneten Konzentrationen (Bias, %) von
Meropenem (n=6) bei Auswertung (ber die Ausgleichsgeraden y = mx+b (A), bzw. y = mx (B) (Gerade
durch den Ursprung gezwungen) oder die Einpunktkalibrierung bei mittlerer Konzentration

(C: 50 mg/I; D 20 mg/l); Trennsystem: Chromatographische Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)

Die Linearitat der Bestimmung von Linezolid wurde fir den Bereich von 0,1-100 mg/I
gepruft. Dazu wurden 5 Standardreihen in Doppelbestimmung analysiert bei einer

Detektionswellenlange von 254 nm und Uber die Flachen- und Hohenmethode ausgewertet
(Tab. 15).
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Tab. 15: Linearitdt, Recovery, Prdzision und Richtigkeit der Bestimmung von Linezolid in Serum,
ermittelt an Hand von 5 Verdiinnungsreihen in Doppelbestimmung im Konzentrationsbereich von
0,1-100 mg/I. Die mit Bindestrich getrennten Werte zu Prdzision und Richtigkeit beziehen sich auf die
héchsten bis zweitniedrigsten Konzentrationen der Verdiinnungsreihen; die durch Strichpunkt
getrennten Werte beziehen sich auf die niedrigste Konzentration der Verdiinnungsreihen. Die
Angaben fiir den Korrelationskoeffizienten r geben jeweils den niedrigsten ermittelten Wert wieder.
Trennsystem: Chromatographische Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)

Validierung 254 nm 254 nm
Linezolid Flache Hohe
rfiry=mx+b: 0,9955 0,9954
rfiry=mx: 0,9941 0,9953
Recovery (%): 93,3+3,1 99,6 +2,9
CVintra (%): 1,5-7,1; 7,8 1,1-5,8; 5,9
CVinter (%); y = m*x+b:  2,5-8,1; 2,0 2,6-9,8; 3,0
CVinter (%); y =m*x:  3,3-9,0; 7,4 3,3-10,4; 3,6
CVinter (%); 10 mg/l:  1,5-11,9; 9,9 1,3-13,1;4,9
CVinter (%); 3 mg/l:  1,5-11,0; 9,4 2,0-12,4;5,4
Accuracy (%) y = m*x+b: 1,8-5,1;0,3 0,4-3,7;1,4
Accuracy (%) y = m*x: 0,8-7,0; 4,5 3,7-0,3; 1,3
Accuracy (%) 10 mg/l:  1,5-7,0; 5,6 0,5-3,2; 0,1
Accuracy (%) 3 mg/l: 0,7-7,8; 3,5 0,5-5,7; 3,4

Die Prazision der Methode erwies sich ebenfalls als sehr gut. Die Korrelationskoeffizienten
fir die Linearitat waren gleich oder besser als 0,9941. Die Intra-Assay-Prazision wurde
wiederum (iber die Abweichung der Doppelbestimmungen der Standardgeraden bestimmt
und lag auch bei der niedrigsten Konzentration der Kalibrierung von 0,1 mg/L noch unterhalb
von 10%. Die Inter-Assay-Prazision lag Giber den gesamten Konzentrationsbereich mit einem
Maximalwert von 13,1% unter 15%, was nach den Leitfiden der EMA und der FDA den
zuldssigen maximalen Grenzwert darstellt [92,93]. Die Wiederfindung war quantitativ, die

Streuung betrug 3,1% oder weniger.

Die mittleren Abweichungen der gemessenen von den berechneten Werten (Accuracy) aus
5 Verdinnungsreihen betrug fiir alle Konzentrationen und Auswertemethoden weniger als
8% (Wichtungsfaktor 1/y2, Abb. 16). In der Routine kann deshalb auch fiur Linezolid die

weniger aufwendige Einpunktkalibrierung bei mittlerer Konzentration verwendet werden.
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durch den Ursprung gezwungen) oder die Einpunktkalibrierung bei mittlerer Konzentration
(C: 10 mg/I; D 3 mg/l); Trennsystem: Chromatographische Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)

Auch fiir die weiteren untersuchten Antibiotika zeigten sich vergleichbar gute Werte (siehe
Tab. 16). Der Korrelationskoeffizient r fir die Linearitdat war - wie bei HPLC-Methoden mit
UV-Detektion typisch - immer > 0,995. Die Recovery war quantitativ mit hoher Prazision. Wie
Tab. 16 zeigt, waren die FDA/EMA-Kriterien flr Richtigkeit und Prazision (<15%) auch bei

Einpunktkalibrierung erfillt [92,93].
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Tab. 16: Ubersicht der Validierungsparameter der untersuchten Antibiotika. Die mit Bindestrich
getrennten Werte zu Prdzision und Richtigkeit beziehen sich auf die héchsten bis zweitniedrigsten
Konzentrationen der Verdiinnungsreihen; die durch Strichpunkt getrennten Werte beziehen sich auf
die niedrigste Konzentration der Verdiinnungsreihen.

Subst. Bereich Linearitdit Kalibrator Prazision Richtigkeit Wiederfindung
mg/l r >/= mg/l CVintra (%) CVinter (%) (%) (%)
CAZ 100-1 0,9998 50 1,5-1,8; 1,5-2,9; 3,9 0,2-2,3; 101,0+2,9
3,0 2,8
CRO 100-1 0,9997 50 0,7-4,5; 2,5-4,2;2,3 0,1-2,3; 98,9+1,9
4,8 3,6
ETP  80-0,8 0,9995 40 0,8-3,2; 0,0-1,5; 1,5 0,3-1,5; 94,4+1,3
4,1 1,5
LZD 100-0,1 0,9954 10 1,1-5,8; 1,3-13,1; 4,9 0,5-3,2; 99,6 +2,9
59 0,1
MEM  100-1 0,9997 20 1,1-2,5; 0,8-2,6; 2,5 0,8-2,6; 99,2+2,6
1,7 2,5
PIP  200-1 0,9992 50 2,2-3,5; 0,4-5,9; 0,3 1,6-4,3; 97,2+5,8
2,4 4,9
TGcY  5-0,05 0,9990 0,5 0,4-4,7; 6,9 <5 91,5+8,3
4,9

1) Daten aus der Bachelor Arbeit von Alexandra Murschhauser, Fakultdt Chemie und Pharmazie
der Universitat Regensburg, 2013

4.3 Bestimmung der freien Konzentration

Wihrend die Kalibrierung zur Bestimmung der totalen Konzentration Uber dotierte
Plasmaproben erfolgte, wurden bei der Bestimmung der freien Konzentrationen wassrige
Losungen der Antibiotika zur Kalibrierung verwendet, weil einige Substanzen eine
nichtlineare, konzentrationsabhangige Proteinbindung zeigen, sodass keine lineare
Kalibrierungsfunktion in Serum oder Plasma aufgestellt werden kann. Fir die Kenndaten zu
Prazision und Richtigkeit wurden die bei jedem Assay mitgefiihrten Kontrollproben in Plasma
herangezogen. Die Kontrollproben wurden dabei in Einfachbestimmung analysiert, weil in
Vorversuchen der Variationskoeffizient fir die Intra-Assay-Prazision bei ca. 1% lag, und

daher vergleichbar der Prazision der Pipetten oder des Injektors.
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4.3.1 Wechselwirkungen mit der Ultrafiltrationseinheit
4.3.1.1 Betalaktame

Die untersuchten Betalaktame zeigten bei den angewandten experimentellen Bedingungen
keine relevante Adsorption an das Filtermaterial bzw. das Behaltnis der routinemaRig
eingesetzten Nanosep Omega 10 k Ultrafiltrationseinheiten. Die Recovery im Ultrafiltrat
betrug 99,4 + 1,2% (n=6) der Konzentration in der Originallésung fiir Ertapenem,
100,8+0,8% (n = 6) fir Ceftriaxon und 94,8 + 0,9% (n=6) flr Piperacillin. Die
Ultrafiltrationseinheit Nanosep Omega 10 k ist somit zur routinemaRigen Bestimmung der
freien Konzentration der Betalaktam-Antibiotika Ceftriaxon, Ertapenem und Piperacillin
geeignet, da keine relevante Bindung der Substanzen an Filtrationsmembran bzw. GefaR

erfolgt.
4.3.1.2 Linezolid

Linezolid konnte in Wasser oder 100 mM NaH,PO,4, pH 7,40, sowohl in Glas, als auch in
PP-Rohrchen bis mindestens auf 0,1 mg/l ohne Verluste verdinnt werden. Bei der
Ultrafiltration wurden bei Verwendung der Routine-Filtrationseinheit Nanosep Omega 10 k
hingegen deutliche Verluste beobachtet. Daher wurden die Adsorptionsversuche mit den
Ultrafiltrationseinheiten weiterer Hersteller wiederholt. Tabelle 17 zeigt die Ergebnisse der
Adsorptionsversuche mit den Ultrafiltrationseinheiten verschiedener Hersteller.

Tab. 17: Recovery (%)(MW + SD, wenn n > 1) von Linezolid (LZD) nach Ultrdfiltration einer Lésung von
100-0,1 mg/! LZD in 0,1M Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4 bei 37°C in einer Zentrifuge mit
Festwinkelrotor. Abk.: NS = Nanosep Omega; VS = Vivaspin; AU = Amicon Ultra; CF = Centrifree;

MC = Microcon; PP = Polypropylen; PC = Polycarbonat; StBd = Styrol-Butadien Copolymer;
PES = Polyethersulfon; RC = regenerierte Cellulose; n.d. = not done; LOD = limit of detection.

Recovery (%)

Filter NS-10K VC-10/30K NS-10K_TW VS-10K AU-10K CF-30K MC-10K

Material Oberteil PP PC PP PC StBd PC PC
Membrantyp  PES RC PES PES RC RC RC
Unterteil PP PP PP PP PP PE PP
Totvolumen 5yl <5 ul 5ul 5ul 5ul 10 pl 10l
Filterfliche 0,3cm? 0,32 cm’ 0,3cm’>  0,5cm? 1,0cm? 0,92cm?® 0,32 cm?
rcf 1000 1000 1000 1000 6000 1000 3000
Zeit 5min 20/10 min 5 min 5 min 5 min 3 min 5 min
Vol. (ul) 130-190 80-90 80-90 240-250 130-160 100-120 70-80
C (mg/l) n 1 4 6 1 1 1 1
100,00 Recovery (%) 90,3 100,5+0,4 89,9+2,6 n.d n.d n.d n.d
30,00 78,8 96,4+1,0 n.d 38,1 56,2 94,7 96,7
10,00 76,1 98,4+0,4  86,1+4,1 n.d n.d n.d n.d
3,00 63,8 97,710,6 n.d 2,0 30,2 97,5 96,3
1,00 47,9 97,610,1 85,8+4,9 n.d n.d n.d n.d
0,30 42,0 97,5+1,5 n.d <LOD 27,2 n.d. 95,5
0,10 24,7 99,9+1,4  86,5%4,1 <LOD n.d. n.d. n.d.
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Verluste wurden beobachtet bei Nanosep, Vivaspin und Amicon Ultra, nicht aber bei
Centrifree, Microcon und Vivacon. Die Recovery von LZD in Puffer war quantitativ bei
Verwendung von Vivacon-Filtern und ca. 90% bei vorbehandelten Nanosep Omega Filtern,
wahrend sie in den nicht vorbehandelten Nanosep Filtern von 90% auf 25% bei 0,1 mg/l sank
(Tab. 17). Bei den folgenden Untersuchungen mit Linezolid in Serum zeigte sich, dass es
genligte, die Filtermembranen mit 5% TW80 zu behandeln, um Adsorptionsverluste bei den
standardmaRig verwendeten Nanosep Omega 10 k zu verhindern. Als Referenzwert wurde
die freie Fraktion mit Hilfe von Microcon bzw. Vivacon Ultrafiltrationseinheiten bestimmt,
die sich in den Versuchen mit wassriger Losung als inert flr eine Bindung von Linezolid
erwiesen. Zusatzlich wurde die freie Fraktion mit Nanosep Ultrafiltrationseinheiten
bestimmt, die mit einer wassrigen Loésung von 5% TW80 vorbehandelt waren. Die freie
Fraktion wurde hierbei konzentrationsunabhdngig zu 80-85% bestimmt. In nicht
vorbehandelten Nanosep Filtern hingegen ging die freie Fraktion von LZD scheinbar von 70%

auf 40% zurick, wenn die Konzentrationen von 100 auf 0,1-0,3 mg/| sanken.

100 Abb. 17: Freie Fraktion (MW + SD, wenn n > 1)
] von Linezolid in Serum nach Ultrdfiltration mit
80 W Nanosep Omega PES (NS10K/30K; n=1),
3 i Vivacon (VC30K; n=2) oder Microcon (MC10K;
= n=2) Ultrdfiltrationseinheiten. Bei der
6 60 .
S Verwendung von Nanosep wurde auch eine
L Vorbehandlung mit 5% TW80 (n=6)
@ 407 durchgefiihrt. Die Kalibrierung erfolgte mit
& . Hilfe einer Lésung von Linezolid in
20- Phosphatpuffer, pH 7,4.
1v Nsioos O vesoo O Nsioko.Tw Trennsystem: Chromatographische
A Ns30kb E MC10kD Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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0.1 1 10 100
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4.3.1.3 Tigecyclin

In Vorversuchen zeigte sich bei der Herstellung von Verdiinnungsreihen in Wasser, dass
Tigecyclin an die Kunststoff-Oberflachen der Eppendorf-Cups adsorbiert. Zur Untersuchung
dieser Adsorption wurden in Eppendorf-Cups 1,5 ml, die ebenso wie die AuffanggefalRe der
Ultrafiltrationseinheiten aus PP bestehen, in verschiedenen wassrigen LOsungen

Verdinnungsreihen hergestellt und analysiert (Abb. 18).
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Abb. 18: Recovery (MW + SD, wennn > 1) y
von TGC bei Verdiinnung in verschiedenen 100
Lésungsmitteln bzw. Lésungsmittel- -
gemischen 30
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>

< 60 )
Eluent: 0,1IM HsPO,/MeCN 750/250, 10mM 8 | O saline
SOS, pH:3,31 3 <O 0.1MHC

o 40 A Eluent

WMS505Q
Fluss: 0,8 ml/min; Temp.: 40°C - V  EoS
20- © EoSW

Abk.: ® EoSRila
Saline = 0,9% NaCl (n=2) 1 O EoSSaline
SM5050 = Saline/MeOH 50:50 (v/v) (n=2) 0 A ERAAAL m
Eluent = 0,1M H3PO4/MeCN 7507250, 0.1 1 10 50
10mM SOS, pH: 3,31 (n=1) Konzentration (mg/L)

EoS = Eluent ohne SOS (n=2)

SOS = Sodium octane sulfonate

EoSW = EoS Wasser 1+2 (v/v) (n=1)
EoSRiLa = EoS Ringer-Lactat 1+2 (v/v) (n=2)
EoSSaline = EoS Saline 1+2 (v/v) (n=1)
Water = Wasser (n=1)

WM = Wasser/MeOH 50:50 (v/v) (n=2)

Die Recovery fiel in Verdinnungen mit Wasser und Wasser-Methanol-Mischungen ab und
betrug bei 5; 0,5 und 0,05 mg/l ca. 85, 30-45 und 20% der Ausgangskonzentration von
50 mg/l. In allen anderen Lésungsmitteln oder Losungsmittelgemischen war die Recovery
guantitativ (90-110%). Tigecyclin-Verdinnungen kénnen somit in diesen Lésungsmitteln

zuverlassig hergestellt werden.

Um die Adsorption von Tigecyclin an Kunstoffoberflachen weiter zu untersuchen, wurden
auch TGC-Verdinnungsreihen zu 10, 1 und 0,1 mg/l in Plasma-Ultrafiltrat von gesunden
Freiwilligen hergestellt und vor bzw. nach Zusatz von EoS untersucht. Hier zeigte sich, dass
nach Zusatz von EoS eine quantitative Wiederfindung (90-110%) erzielt werden konnte,
wahrend sich vorher deutliche Adsorptionsverluste zeigten. Neben der Adsorption an
Kunststoffoberflichen wurde auch die Adsorption des Tigecyclin in wassrigen
Pufferlésungen an das Filtermaterial der Nanosep Omega 10 k und der Vivacon 30 k
Ultrafiltrationseinheiten (Gberprift (Durchfihrung siehe Kapitel 3.9.1). Der mittlere
Adsorptionsverlust betrug fir die Filtermembran der Nanosep Filter 15,2 + 5,1% bei
Pufferung mit 100 mM NaH,PO4 pH 7,4, bzw. 13,6 + 0,4% bei Pufferung mit 100 mM HEPES,
pH 7,5. Fur die Vivacon 30 k Filter betrugen die mittleren Adsorptionsverluste 9,4 +2,1%
bzw. 11,3 £ 0,6%.
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4.3.2 Integritdt der Ultrafiltrationsmembran

Bei 18 zufdllig ausgewahlten analytischen Laufen zur Bestimmung der freien Konzentration
wurde bei insgesamt 305 Proben der Proteingehalt im Ultrafiltrat bestimmt. Bei 286 Proben
lag die Konzentration an Proteinen im erhaltenen Ultrafiltrat unter der Nachweisgrenze der
Methode von 25 mg/l. In 19 Fillen konnten Proteine im Ultrafiltrat nachgewiesen und
quantifiziert werden. Es wurden Konzentrationen zwischen 27 und 488 mg/l gemessen,

wobei der Median bei einer Konzentration von 89 mg/I lag.

4.4 Stabilitat

Die Daten zur Stabilitdat der untersuchten Antibiotika bei den Lagerbedingungen der
Patientenproben, Standards und Kontrollen (Gefrierschrank -70°C) wurden der Literatur
entnommen [95-97]. Die Stabilitat unter den Bedingungen der Probenverarbeitung fir die
Bestimmung der totalen Konzentration (Kihlschranktemperatur, Raumtemperatur,
Temperatur des Autosamplers fiir die Injektionslosung) konnten ebenfalls der gleichen
Literatur entnommen werden. Zusatzlich wurde aber fir die in der klinischen Praxis am
haufigsten eingesetzten Antiinfektiva Meropenem, Piperacillin und Ceftazidim in Serum die
Stabilitat bei Raum- bzw. Kiihlschranktemperatur nochmalig lber einen Zeitraum von 8 h
Stunden Uberprift. Die Stabilitatsprifung bei 37°C erfolgte nur bei den starker eiweiR-
gebundenen Substanzen Ceftriaxon, Ertapenem, Piperacillin, Linezolid und Tigecyclin, bei
denen in der Routine auch die Bestimmung der freien Konzentration vorgesehen war
(Abb. 20, 22, 24, 25 u. 26).
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Abb. 19: Stabilitdt von ETP (n=1) (80 u. 20 mg/l) in

Serum bei Raum- (25°C) und Kiihlschrank-
temperatur (5-6°C);

Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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Abb. 21: Stabilitdt von CAZ (n=1) (100 u. 20 mg/l)
in Serum bei Raum- (25°C) und
Kiihlschranktemperatur (5-6°C)

Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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Abb. 20: Stabilitdt von ETP (n=1) (80 u. 16 mg/l)
bei 37°C in Serum (pH 7,90) und in Serum,
gepuffert auf pH 7,33 bzw. 8,70 mit Phosphat-
bzw. TRIS-Puffer;

Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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Abb. 22: Stabilitidt von CRO (n=1) (100 u. 20
mg/l) bei 37°C in Serum (pH 8,00) und in Serum,

gepuffert auf pH 7,40 bzw. 8,54 mit Phosphat-
bzw. TRIS-Puffer;

Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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Abb. 23: Stabilitdt von PIP (n=1) (100 u. 20 mg/l) in

Serum bei Raum- (25°C) und
Kiihlschranktemperatur (5-6°C);
Trennsystem: Chromatographische

Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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Abb. 25: Stabilitdt von TGC (n=1) (3 u. 0,3 mg/l)

bei 37°C in Serum (pH 8,10) und in Serum,

gepuffert auf pH 7,38 bzw. 8,52 mit Phosphat-

Puffer.
Trennsystem: Chromatographische

Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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Abb. 24: Stabilitét von PIP (n=1) (100 u. 20 mg/l)
bei 37°C in Serum (pH 7,90) und in Serum,
gepuffert auf pH 7,40 bzw. 8,50 mit Phosphat-
Puffer.

Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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Abb. 26: Stabilitdt von LZD (n=1) (10 u. 1 mg/l)
bei 37°C in Serum (pH 7,80) und in Serum,

gepuffert auf pH 7,42 bzw. 8,52 mit Phosphat-
Puffer.

Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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Abb. 27: Stabilitdt von MEM (n=1) (50 u. 20 mg/l)
in Serum bei Raum- (25°C) und
Kiihlschranktemperatur (5-6°C)

Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)

Ertapenem zeigte sich bei Kiihlschrank- bzw. Raumtemperatur als stabil (iber den gesamten
Untersuchungszeitraum, da die gemessene Konzentration zu allen Untersuchungs-
zeitpunkten 90% der Ausgangskonzentration zum Zeitpunkt O h Uberschritt (Abb. 19). Bei
37°C hingegen unterschritten nach 1 h die Werte bei Pufferung auf pH 8,7 die
Stabilitatsgrenze von 90% knapp (Abb. 20). Bei Pufferung auf pH 7,33 bzw in ungepuffertem
Serum zeigte sich Ertapenem bei 37°C stabil liber den gesamten Untersuchungszeitraum
(Abb. 20). Fiir Ceftriaxon lagen in der Stabilitatsprifung bei 37°C alle Konzentrationswerte
oberhalb von 90% der Ausgangskonzentration, sodass hier eine hinreichende Stabilitat zur
Bestimmung der freien Konzentration vorausgesetzt werden kann (Abb. 22). Meropenem
(Abb. 27), Piperacillin (Abb. 23) und Ceftazidim (Abb. 21) zeigten sich bei Kiihlschrank-
temperatur ebenfalls stabil UGber den gesamten Untersuchungszeitraum. Bei
Raumtemperatur allerdings wurde bei Meropenem (Abb. 27) und Piperacillin (Abb 23) nach
ca. 5-6 h die Stabilitatsgrenze von 90% gegeniiber der Ausganskonzentration unterschritten.
Bei Ceftazidim (Abb. 21) ist dies erst nach 7-8 h bei Raumtemperatur der Fall. Piperacillin
(Abb. 24) ist bei 37°C nur in physiologisch gepuffertem und ungepuffertem Serum stabil,
wahrend bei Pufferung des Serums auf pH 8,5 nach 1 h nur noch ca. 60-70% der
Ausgangskonzentration vorlagen. Linezolid (Abb. 26) und Tigecyclin (Abb. 25) erwiesen sich
bei 37°C bei allen eingesetzten pH-Werten (ber den Untersuchungszeitraum von 1 h als
stabil. Da fiir alle Substanzen jeweils 2 verschiedene Konzentrationen zur Versuchs-

durchfiihrung eingesetzt wurden, wurde auf eine Mehrfachbestimmung verzichtet.
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4.5 Abhingigkeit der freien Konzentration von den experimentellen Bedingungen

4.5.1 Betalaktam-Antibiotika
4.5.1.1 Temperatur

Die untersuchten Antibiotika zeigten eine deutliche Abhangigkeit der freien Konzentration
von der gewdhlten Temperatur wahrend der Ultrafiltration. Abb. 28 zeigt die Ergebnisse,
sowie den Vergleich mit Vancomycin. Die freie Fraktion von Ertapenem und Cefazolin
erhohte sich mit ansteigender Temperatur. Ceftriaxon hingegen zeigte einen U-férmigen
Kurvenverlauf, sodass bei 4°C und 37°C vergleichbare Werte fiir die freie Konzentration
gemessen wurden. Bei Raumtemperatur lagen die Messwerte fiir die freie Konzentration
niedriger. Piperacillin hingegen zeigte keine Abhidngigkeit der freien Fraktion von der
Temperatur. So wies jede Substanz ein spezifisches Verhalten in der Temperatur-

abhéangigkeit der freien Konzentration auf.

80 Abb. 28: Einfluss der Temperatur auf die freie
Zg PIP Fraktion von Piperacillin (20 mg/l),

Vancomycin (VAN; 25 mg/|), Ertapenem (ETP;

< ;g_. VAN 16 mg/l); Ceftriaxon (CRO; 20 mg/I) und
= Cefazolin (CEZ; 20 mg/l). Abgebildet sind
2 7 die Mittelwerte(+ SD) von jeweils 2-5 unab-
Aé 15— hdngigen Versuchsreihen.
"q'] _ E.‘E) Trennsystem: Chromatographische
L&: 104 —H] Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
d CEZ
5= CRO
! ! ! !
5 15 25 37

Temperatur (°C)

4.5.1.2 pH-Wert

Die freie Konzentration zeigte fir alle untersuchten Substanzen eine Abhangigkeit vom pH-
Wert (Abb. 29). Bei Ceftriaxon und Cefazolin nahm die Plasmaproteinbindung bei héheren
pH-Werten ab. Bei Ertapenem hingegen liegt die freie Fraktion bei ungepuffertem
Plasma/Serum bzw. bei Pufferung auf einen pH-Wert von 8,5 niedriger als bei Pufferung auf
einen physiologischen pH-Wert von 7,4. So zeigt analog der Temperaturabangigkeit
wiederum jede Substanz ein spezifisches Verhalten in der Abhdngigkeit der freien

Konzentration vom pH-Wert.
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Zusatzlich wurde im Rahmen der Versuche zur Bestimmung der Abhangigkeit der freien
Fraktion vom pH-Wert auch noch untersucht, ob die Verwendung von Plasma oder Serum zu
abweichenden Ergebnissen bei den gemessenen freien Konzentrationen fihrt. Hierbei
zeigten sich allerdings keinerlei Unterschiede zwischen dem Einsatz von Plasma oder Serum,
sodass beide Matrices als gleichermaRen geeignet fiir die Analytik betrachtet werden
kénnen.

Die pH-Abhangigkeit der freien Fraktion wurde fiir Piperacillin nicht untersucht, da sich die
Substanz bei pH-Werten im Bereich von 8 schon nicht mehr ausreichend stabil fir die
Durchfiihrung des Versuches zeigte.

25+ Abb. 29: Mittlere (+ SD) freie Fraktion (n = 6)
- I fiir Ertapenem 25 mg/I (ETP), Cefazolin

20- T 25 mg/I (CEZ) und Ceftriaxon 25 mg/I (CRO)
g 1 l I in (1) Serum/Plasma gepuffert auf pH 7,4,
c (2) ungepuffertes Serum/Plasma, und (3)
§ 159 L Serum/Plasma gepuffert auf pH 8,5.
© A (T Trennsystem: Chromatographische
Z, 10 Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
é J

5_
1{2|3 11213 1]12|3

ETP CEZ CRO
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4.5.1.3 Zentrifugalkraft

Mit steigender Zentrifugalkraft nimmt die freie Fraktion der untersuchten Antibiotika

deutlich ab. Folgende Abbildung zeigt beispielhaft

die Abhangigkeit der freien Fraktion von

Ceftriaxon und Ertapenem von der Zentrifugalkraft.

10 — Mittelwert 100 mg/L
-=-- Mittelwert 20 mg/L

Freie Fraktion (%)
Freie Fraktion (%)

30 — Mittelwert 80/100 mg/L
-=-- Mittelwert 16/20 mg/L

R R N B L R A AL 10— T 1 T Tl
0 4000 8000 12000 500 1000 3000 10000
RCF (g) RCF (g)

Abb. 30: Mittlere freie Fraktion (n=2) und Abb. 31: Mittlere freie Fraktion (n=2) und
Einzelwerte von Ceftriaxon in Serum gepuffert Einzelwerte von Ertapenem in Serum gepuffert auf
auf pH 7,4 (20 bzw. 100 mg/l) nach Ultra- pH 7,4 (16/20 bzw. 80/100 mg/!) nach Ultra-
filtration bei unterschiedlicher Zentrifugal- filtration bei unterschiedlicher Zentrifugal-
beschleunigung (g). beschleunigung (g).
Trennsystem: Chromatographische Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6) Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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4.5.2 Linezolid

Die Abhadngigkeit der freien Fraktion von Linezolid von der Temperatur bzw. vom pH-Wert
bei der Ultrafiltration wurde analog den Betalaktamen untersucht. Losungen von Linezolid
30 und 1 mg/l in gepuffertem und ungepuffertem Serum wurden nach der Standardmethode
(siehe Kapitel 3.10.1 und 3.10.2) in Vivacon 500 Filtern ultrafiltriert. Es wurden jeweils zwei
Assays in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Da zwischen den Konzentrationen kein
Unterschied festgestellt werden konnte, wurden die Ergebnisse gepoolt. Die Proteinbindung
von Linezolid zeigte sich im Vergleich zu den Betalaktamen indifferent, sowohl gegeniber
Anderungen der Temperatur (Abb. 32), als auch des pH-Werts (Abb. 33). Die ungebundene
Fraktion lag bei 77-80% (5-37°C) und 79-85% (pH 7,0-8,6).

100 100
90 90+
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© 80+ §'_‘é/e———é O 80+ = %
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) 70+ o 70—
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[N L
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50 L) T L) T L) T L) 1 50 L) L) L) L] L] L]
0 10 20 30 40 A AR A o® 2 &

Temperatur (°C) &

Abb. 32: Mittlere (+ SD) freie Fraktion(n=4) von
Linezolid in Serum gepuffert auf pH 7,4 (totale
Konzentration 1 bzw. 30 mg/l) nach
Ultrafiltration bei verschiedenen Temperaturen
(5-15-25-37°C).

Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)

Abb. 33: Mittlere (+ SD) freie Fraktion (n=4) von
Linezolid in Serum (totale Konzentration 1 bzw.
30 mg/l) gepuffert auf pH 7,0 (Phosphatpuffer);
7,4 (Phosphat-/HEPES-Puffer); 8,0 (TRIS-Puffer);
8,6 (TRIS-Puffer) und ungepuffert.

Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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4.5.3 Tigecyclin

Die Temperaturabhangigkeit der freien Konzentration von Tigecyclin wurde bei vier
verschiedenen Konzentrationen untersucht, da fir Tigecyclin ein sogenanntes atypisches
Bindungsverhalten in der Literatur beschrieben wurde. So konnte gezeigt werden, dass bei
sehr niedrigen Konzentrationen die freie Fraktion von Tigecyclin ansteigt. Dies deutet sich
auch in den Ergebnissen des Versuchs zur Temperaturabhangigkeit - insbesondere bei 37°C -
an, der bei Konzentrationen von 0,1; 1; 10 und 100 mg/l TGC in Serum durchgefiihrt wurde.
Die Temperaturabhdngigkeit der freien Konzentration von Tigecyclin zeigte sich wie bei
Linezolid weitgehend indifferent.

100 O 37°C,7.53 807
O 25°C, 7.43 | =1
A 157,736
80 I
_ VvV 4°C 733 601
& S
c
S S <
Lot ) h
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© © 404 = N
e & o 0 *5
> I
8 s 18 8 £
& i o w Q
w0 L [
204 2 & 2
20 o T s
0-_l_l_l-l'l'l'l'l'|_l_l_l'l'l'l'l'l'|_l_l_l-l'l'l'l'l'| c
0.1 1 10 100

Konzentration (mg/L)

Abb. 34: Einfluss der Temperatur auf die mittlere
(+ SD) freie Fraktion (n=2) von Tigecyclin (TGC;
0,1-1-10-100 mg/l), in gepuffertem Serum (pH
7,4; Pufferung mit 3 M K;HPO,, pH 7,50).
Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)

Abb. 35: Mittlere (+ SD) freie Fraktion (n=8) von
Tigecyclin (TGC; 0,3 mg/l) in Plasma gepuffert mit
3 M K;HPO, auf pH 7,4 bzw. 2 M HEPES auf pH
7,4/8,2 bzw. ungepuffert.

Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)

Die Abhangigkeit der freien Fraktion von Tigecyclin vom pH-Wert war hingegen sehr stark
ausgepragt. So lag die freie Fraktion bei gepuffertem Serum mit einem pH-Wert von ca. 7,4

deutlich hoher als bei ungepuffertem Serum bzw. bei Pufferung auf einen hohen pH-Wert
von ca. §,2.
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Das atypische Bindungsverhalten von Tigecyclin wurde eingehender untersucht, indem die
freie Fraktion in Plasma in Abhadngigkeit von der Konzentration bei Pufferung mit
verschiedenen Puffersystemen (Phosphat und HEPES) ermittelt wurde. Hier zeigte sich, dass
das atypische Bindungsverhalten von Tigecyclin bei Pufferung mit HEPES deutlicher auftrat
als bei Pufferung mit Phosphat-Puffer. Der identische Versuch wurde auch mit Minocyclin

durchgefiihrt, das als strukturverwandtes Tetracyclin ein vergleichbares Bindungsverhalten

aufwies.
80 A TGC 80 A TGC
. A MIN . A VN
— 60 __ 604
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Abb. 36: Mittlere (+ SD) freie Fraktion von Tigecyclin (TGC) und Minocyclin (MNC) in Plasma gepuffert
mit (A) 2 M HEPES (n = 3) oder (B) 3 M K,HPO, (n = 4) auf pH 7,4.

(1 uM = Tigecyclin 0,6 mg/I| bzw. Minocyclin 0,5 mg/l).

Trennsystem: Chromatographische Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)

Da Tigecyclin als Tetracyclin mit polyvalenten Kationen wie Calcium-lonen Komplexe bilden
kann, wurde auch das Bindungsverhalten in Abhdngigkeit der Anwesenheit von Calcium
untersucht. Hierzu wurden Versuche in Albuminlésung an Stelle von Plasma durchgefiihrt,
um somit Proteinbindung in calciumfreiem Umfeld untersuchen zu kénnen (Abb. 37). Die
Ergebnisse der Bindungsversuche zeigen, dass die freie Fraktion von Tigecyclin in
Abhédngigkeit der Konzentration bei Pufferung mit HEPES einen U-férmigen Kurvenverlauf
liefert. Bei niedrigen Konzentrationen steigt die freie Fraktion im Sinne des atypischen
Bindungsverhaltens von Tigecyclin an. Dieses atypische Bindungsverhalten wurde durch den
Zusatz von Calcium-lonen deutlich verstarkt. Durch Zusatz von EDTA zu den HEPES
gepufferten Losungen stieg die freie Fraktion deutlich an und das atypische
Bindungsverhalten wurde unterdrickt. Bei Pufferung mit Phosphat trat das atypische
Bindungsverhalten nicht auf. Die freie Fraktion lag allerdings etwas hoher als bei Pufferung
mit HEPES. Der Zusatz von Calciumionen fiihrte bei den Phosphat-gepufferten Losungen zu

keiner Veranderung der freien Fraktion. Durch den Zusatz von EDTA zeigte sich bei den mit
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Phosphat gepufferten Losungen ebenfalls ein leichter Anstieg der freien Fraktion um ca.

10%, sodass sich bei Anwesenheit von EDTA die Ergebnisse fiir die Pufferung mit HEPES und
Phosphat annaherten.

100 100 D pP-7.4
O P.CCa
V P Ca EDTA
c c
2 S
< X
© ©
i e
o o
2 2 4
i e
40
20T T T T
0.1 1 10 100 0.1 1 10 100
A Konzentration (mg/L) B

Konzentration (mg/L)

Abb. 37: Mittlere (+ SD) freie Fraktion von Tigecyclin (n = 3-6) in HSA 4,2% gepuffert auf pH 7,4 mit 70

mM HEPES (A) oder 70 mM Natriumphosphatpuffer (B) mit/ohne 2,5 mM Calciumchlorid und/oder
EDTA-Na 5,0 mM.

Trennsystem: Chromatographische Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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4.6 Bestimmung der Antibiotika im Plasma von Intensivpatienten

4.6.1 Selektivitit des chromatographischen Trennsystems

Bei der Messung von Patientenproben traten bei Ceftazidim keine Interferenzen auf. Zu den
Retentionszeiten anderer Antibiotika wie z.B. Meropenem, Piperacillin, Linezolid und

Tigecyclin zeigten sich im Plasma bzw. Serum von Patienten in Einzelfdllen interferierende
Peaks.

Die folgenden Abbildungen zeigen am Beispiel von Piperacillin, wie durch Veranderung der
FlieBmittelzusammensetzung und des pH-Werts eine hinreichende Trennung erzielt werden
konnte. Wahrend in Chromatogramm (A) der Piperacillin-Peak nicht von einem
interferierenden Peak abgetrennt ist, konnte in Chromatogramm B durch Erniedrigung des

pH-Werts eine vollstandige Trennung erzielt werden. Der interferierende Peak X eluierte nun
spater als Piperacillin.

4 4
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Abb. 38: Chromatogramme von Piperacillin in Plasma eines Patienten, das eine Interferenz zeigt (A),
die durch Anderung der mobilen Phase umgangen werden kann (B). Die interferierende Substanz, die
bei (A) als Schulter erscheint, eluiert bei (B) spdter und gut abgetrennt von Piperacillin.

Die Konzentration von Piperacillin wurde bei Auswertung tiber die Fldche/Héhe zu (A) 33,5/27,0 mg/|
bzw. zu (B) 28,2/28,3 mg/| berechnet.

Trennsystem: Scule XBridge C18 BEH 2,5 u, 50x3 mm; Fluss 0,4 ml/min, Temp. 40°C; Eluent:
(A) 0,05 M H3PO,/MeCN 770:180, pH 6,45; (B) 0,1M H3PO,/MeCN 800:250, pH 3,01.
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Am Beispiel von Linezolid konnte gezeigt werden, dass auch durch Ausweichen auf ein fir
eine andere Substanz etabliertes Trennsystem Interferenzen in Patientenproben
Uberwunden werden kdonnen. So zeigt das folgende Beispiel, dass in Chromatogramm A bei
Verwendung des Standard-Trennsystems Linezolid zeitgleich mit Matrixbestandteilen der
Patientenprobe eluierte. Durch Ausweichen auf das Trennsystem fiir Tigecyclin konnte
hingegen eine befriedigende Trennung gewdhrleistet werden, wie aus Chromatogramm B

ersichtlich wird.
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Abb. 39: Chromatogramme von Linezolid in Plasma eines Patienten, das in Chromatogramm (A)
Interferenzen zeigt; Ausschaltung der Interferenzen durch Nutzung des Tigecyclin-Trennsystems (B).
Die Konzentration von Linezolid wurde bei Auswertung tiber die Fldche/Héhe zu (A) 5,28/5,12 mg/|
bzw. zu (B) 4,03/4,12 mgqg/| berechnet.

Trennsystem: (A) Sdule XBridge C18 BEH 2,5 u, 50x3 mm; Eluent 0,1M H3PO,/MeCN 750:250, pH 3,06;
(B) Séule Nucleoshell RP18 2,7 u, 100x3 mm; Eluent 0,1M H3PO,/MeCN 800:200, pH 3,16, 700 mg
SOS;

Fluss 0,4 ml/min; Temp. 40°C;
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4.6.2 Konzentrationen der Antibiotika bei Intensivpatienten unter Routinetherapie

Einen Uberblick (iber die Patienten- und Probenzahl fiir die Substanzen Meropenem und
Piperacillin gibt Tab. 18.

Tab. 18: Patientenproben Meropenem und Piperacillin

Substanz Probenzahl Patientenzahl Median Cmin/max (Mg/1) Interquartilabstand
(mg/1) (mg/1)

MEM 230 48 14,64 0,27/88,80 7,92-24,47

PIP 159 25 68,20 0,95/286,00 36,41-118,40

Alle gemessenen Konzentrationen lagen oberhalb der berechneten Bestimmungsgrenze
(S/N > 6:1). Allerdings waren fur Meropenem die Konzentrationen von 7 Patientenproben
niedriger als die untere Grenze des Validierungsbereichs von 1 mg/I. Fiir Piperacillin lag eine
Patientenprobe mit einer Konzentration von 0,95 mg/l minimal unterhalb der unteren
Validierungsgrenze von 1 mg/I. Die Konzentrationen von 13 Patientenproben mit Piperacillin
lagen oberhalb der oberen Grenze des Validierungsbereichs von 200 mg/I, wobei eine Probe
mit einer Konzentration von 285,50 mg/l den Maximalwert darstellte. Die in den
mitgefiihrten Kontrollen bestimmte Konzentration, wich in keinem Fall mehr als 15% vom
Nominalwert ab. Die Streuung der gemessenen Spiegel zeigte sich sehr breit. Abbildung 40

dient zur graphischen lllustration der gemessenen Konzentrationen.
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Abb. 40: Verteilung der gemessenen Konzentrationen von Meropenem (A) und Piperacillin (B).
Ein Datenpunkt entspricht jeweils der Konzentration in einer Patientenprobe.
Trennsystem: Chromatographische Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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Mit Hilfe des EDV-Programms Phoenix WinNonlin 6.3 (Pharsight/Certara, St Louis, MO, USA)
wurden aus den gemessenen Spiegeln und den Angaben zu den Dosierungszeitpunkten fir
jeden Patienten die Konzentrationen zur Halfte (Tau/2) und zum Ende des Dosisintervalls
(Tau) berechnet. Zur Beurteilung der Spiegel wurde bei den gegen Pseudomonas aeruginosa
wirksamen Antibiotika Meropenem und Piperacillin die minimale Hemmkonzentration
(MHK) dieses Keims aus den Empfehlungen der EUCAST herangezogen [117].
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Abb. 41: Berechnete Konzentrationen zur Halfte (Tau/2) bzw. zum Ende des jeweiligen Dosisintervalls
(Tau). Ein Datenpunkt entspricht jeweils einem Patienten. Die Linie S/I bezeichnet den Grenzwert
zwischen sensibel und intermedicr. Die Linie I/R den Grenzwert zwischen intermedidr und resistent.
Die Linie 5xMHK entspricht dem Fiinffachen des jeweiligen I/R-Werts:

A) Berechnete Werte fiir MEM

B) Berechnete Werte fiir PIP

Trennsystem: Chromatographische Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)

Bei MEM lagen zur Halfte des Dosisintervalls 25,0% der Patienten mit ihren Spiegeln
unterhalb des I/R Grenzwerts fur Pseudomonas aeruginosa. Zum Ende des Dosisintervalls
erreichten die berechneten Spiegel der Patienten bereits in 58,3% der Fille diesen
Grenzwert nicht. Bei Piperacillin hingegen lagen zur Halfte des Dosisintervalls alle
berechneten Spiegel oberhalb des I/R Grenzwertes flir Pseudomonas aeruginosa. Zum Ende

des Dosisintervalls erreichten aber auch hier 44,0% der Patienten diesen Grenzwert nicht.

Zusatzlich wurde fliir Meropenem als Antibiotikum mit den meisten Patientenproben auch
betrachtet, inwieweit das gewahlte Dosisregime Einfluss auf das Erreichen der Zielspiegel
hat. Hierzu wurden die berechneten Spiegel zum Ende des Dosierungsintervalls betrachtet.
Auffallig ist, dass die Verabreichung des Meropenems als verlangerte Infusion in allen Fillen

zu Spiegeln im gewlinschten Konzentrationsbereich bei gleichzeitig geringer Streuung fiihrte.
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Die Schwankungsbreite der errechneten Konzentrationen stellte sich bei Gabe als
Kurzinfusion hingegen stets groR dar und der gewiinschte Konzentrationsbereich wurde
haufig nicht erreicht. Zwischen den Dosierungsregimen mit zwei- (Tau = 12 h) bzw. dreimal
taglicher (Tau = 8 h) Verabreichung als Kurzinfusion zeigten sich keine bemerkenswerten

Unterschiede in den erreichten Konzentrationen.
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Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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SchlieBlich wurde fiur Piperacillin und Meropenem auch Uberpriift, ob die aus den
gemessenen Konzentrationen berechnete Clearance der beiden Antiinfektiva mit der
Nierenfunktion der Patienten korrelierte. Dies war fiir beide Substanzen der Fall, allerdings

war fir Piperacillin die Korrelation deutlich schwacher ausgepragt.
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Abb. 43: Berechnete MEM- bzw. PIP-Clearance der Patienten aufgetragen gegen die berechnete
Kreatinin-Clearance (Cockroft-Gault) der Patienten. Ein Datenpunkt entspricht jeweils einem
Patienten.

A) Berechnete Werte fiir die MEM-Clearance aufgetragen gegen die Kreatinin-Clearance der
Patienten

B) Berechnete Werte fiir die PIP-Clearance aufgetragen gegen die Kreatinin-Clearance der Patienten
Trennsystem: Chromatographische Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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Flr Piperacillin, Meropenem [98] und Linezolid [98] wurde bei zufillig ausgewahlten Proben
auch die freie Konzentration bestimmt. Fir Linezolid erfolgte die Konzentrationsbestimmung
neben der Nanosep Omega 10 k Ultrafiltrationseinheit auch mit den Vivacon 500 30 k

Filtern. Folgende Abbildungen 44 und 45 zeigen die gemessenen freien Fraktionen.
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Abb. 44: Ermittelte freie Fraktion fiir Meropenem [98] (A) und Piperacillin (B). Ein Datenpunkt
entspricht jeweils einer Patientenprobe

Trennsystem: Chromatographische Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)

11071 o vijvacon r<0.01 Abb. 45: Ermittelte freie Fraktion fiir Linezolid

1 0 Nanosep r?=0.53 mit den Ultrafiltrationseinheiten

100 Nanosep 10 k und Vivacon 30 k in Plasma von
Patienten, die im Rahmen der perioperativen
Prophylaxe einmalig LZD 600 mg i.v. erhalten
hatten [98]. Ein Datenpunkt entspricht jeweils
einer Patientenprobe.

Trennsystem: Chromatographische
Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.6)
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Die mittlere freie Fraktion fir Meropenem (Abb. 44) lag bei 97,8 + 5,7% und fir Piperacillin
(Abb. 44) bei 81,7 £ 10,5%. Fiir beide Substanzen zeigte sich keine Abhangigkeit der freien
Konzentration von der totalen Konzentration, was sich aus dem BestimmtheitsmaR r? fiir
Meropenem von 0,03 und flr Piperacillin von 0,01 ableiten lieR. Fiir Linezolid (Abb. 45)
hingegen korreliert bei Verwendung der Nanosep omega 10 k Filter die freie Konzentration
mit der totalen Konzentration (r?=0,53). Bei Verwendung der Vivacon 500 30 k Filter
hingegen zeigte sich die freie Konzentration von Linezolid unabhdngig von der totalen
Konzentration (r’<0,01). Der Mittelwert fiir die freie Fraktion lag bei Verwendung der
Nanosep Omega 10 k Filter mit 68,0 + 6,7% niedriger als bei Verwendung der Vivacon
500 30 k Einheiten, wo sich eine mittlere freie Fraktion von 85,4 + 3,7% ergab.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, HPLC-Methoden mit photometrischer Detektion fiir die
Konzentrationsbestimmung von Betalaktam-Antibiotika sowie Linezolid und Tigecyclin in
Plasma zu entwickeln und zu validieren. Neben den totalen Konzentrationen sollten auch die
freien Konzentrationen bestimmt werden, da fiir die Wirksamkeit eines Pharmakons nur der
freie, nicht an Plasmaproteine gebundene Anteil zur Verfiigung steht [65]. SchlielRlich
wurden die Methoden im Rahmen einer Studie an Intensivpatienten des
Universitatsklinikums Regensburg sowie der Charité Universitdtsmedizin Berlin - Campus
Benjamin Franklin eingesetzt und auf ihre Brauchbarkeit Gberprift. Ergebnisse dieser Studie
dienten zur Evaluation, inwieweit in der klinischen Routine definierte Zielspiegel erreicht

wurden.

5.1 Chromatographie

Anders als bei den Aminoglycosiden und Vancomycin stehen zur Analytik der Betalaktam-
Antibiotika sowie fir Linezoid und Tigecyclin im Rahmen eines TDM-Programms keine
kommerziellen Assays wie z.B. Immunoassays zur Verfligung [75]. In solchen Fallen gilt
bisher die HPLC als analytische Standardmethode, da sie zur Auftrennung komplexer
Substanzmischungen aus verschiedenen biologischen Matrizes, sowie zur Quantifizierung
der Bestandteile gut geeignet ist [99]. Zum Aufbau des chromatographischen Trennsystems
sind insbesondere eine geeignete Sdule und ein geeignetes FlieBmittel zu bestimmen, wozu
praliminare Experimente durchgefiihrt wurden. In Anlehnung an publizierte Methoden
wurden Saulen mit reversed-phase Materialien verwendet sowie Eluenten auf Basis von
Phosphatpuffer und Acetonitril [86,100,101].

5.1.1 Trennsystem

Den Schwerpunkt der Untersuchungen bildete die Etablierung des Trennsystems fir die
Gruppe der untersuchten Betalaktam-Antibiotika. Alle Betalaktame sind Carbonsauren, die
zum Teil auch Aminfunktionen enthalten. Mit stdrker sauren pH-Werten liegen die
Betalaktame daher zunehmend in nicht dissoziierter Form vor und erhalten dadurch einen
lipophilen Charakter [102]. Somit eluieren sie an reversed-phase Materialien spater. Weist
das Molekil zusatzlich Aminfunktionen auf, kénnen diese im sauren pH-Bereich protoniert
werden, was dem Molekil wieder einen hydrophileren Charakter verleiht und zur
Verkirzung der Retentionszeit fiihrt. So ergibt sich ein pH-abhangiges Retentionsverhalten
an reversed-phase Materialien, das durch den Retentionsfaktor beschrieben wird. So kamen
in publizierten Methoden zur HPLC-Analytik von Betalaktam-Antibiotika Uberwiegend
C18-Sdulen zum Einsatz [77,103,104]. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit das
Retentionsverhalten an verschiedenen C18-Trennsdulen mit moderat unterschiedlicher

Selektivitat Gberprift (Kapitel 4.1.1). Bei Kenntnis des Retentionsverhaltens des Analyten an
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verschiedenen Sadulen kann im Fall von Interferenzen in Patientenproben durch die
Verwendung einer alternativen Trennsaule leicht versucht werden, eine hinreichende
Trennung herbeizufihren. Zur routinemaRigen Bestimmung der Betalaktame wurde die
Saule xBridge BEH XP 2,5 u, 50x3 mm, gewahlt. Eine Saule mit identischem Material und
dhnlicher Dimension wurde auch in einer publizierten Methode bereits erfolgreich zur
Analytik der untersuchten Betalaktam-Antibiotika eingesetzt [100]. Als Alternative diente die
Saule Nucleoshell RP 18 2,7 u, 100x3 mm, die eine etwas abweichende Selektivitat zeigte.
Durch den geringen Innendurchmesser der Saulen von jeweils nur 3 mm konnte im Vergleich
zur Literatur [100] mit einer niedrigen Flussrate von nur 0,4 ml/min gearbeitet werden bei

vergleichbaren Analysenzeiten, sodass sich der Verbrauch an FlieBmittel moderat gestaltete.

Bei der Validierung entwickelt man ein Trennsystem mit Plasma gesunder Probanden, bei
dem typischerweise keine anderen Substanzen mit den Analyten koeluieren. Der
chromatographische Hintergrund in Plasma von Intensivpatienten ist aber stirker und
variabler, sodass Interferenzen auftreten kénnen. In solchen Fallen ist es hilfreich, das
Retentionsverhalten des Analyten im Hinblick auf die pH-Abhangigkeit gut einschatzen zu
konnen, da es durch Veranderung des pH-Werts der mobilen Phase gelingen kann,
interferierende Peaks hinreichend zu trennen. Aus diesem Grund wurde bereits vor dem
Beginn der Analysen von Serum der Einfluss des pH-Werts der mobilen Phase auf die

Retention der Substanzen in wassriger Losung untersucht (Kapitel 4.1.1).

Als mobile Phase dienten stets Mischungen von 0,1 M Phosphatpuffer mit wechselnden
Anteilen an Acetonitril. Der pH-Wert der Eluenten lag dabei stets im sauren Bereich, da die
Betalaktam-Antibiotika hier bei den eingesetzten analytischen Sdulen eine zufrieden-
stellende Retention zeigten. Auch in der Literatur wurden Mischungen aus diesen
Komponenten zur Analytik der Betalaktame eingesetzt [86,100,101,105,106]. Das Arbeiten
mit einer einheitlichen Konzentration des Phosphatpuffers und pH-Werten auf dhnlichem
Niveau machte es moglich, den Phosphatpuffer in gréBerer Menge vorzubereiten, sodass zur
Herstellung des bendtigten Eluenten lediglich noch Acetonitril in der gewilinschten Menge
zugesetzt und der pH-Wert auf den gewiinschten Wert justiert werden musste. Fiur die
Routine wurde eine isokratische Elution gewahlt. So konnten durch substanzspezifisch
optimierte FlieBmittelmischungen kurze Analysenzeiten bei gleichzeitig hoher Auflosung
realisiert werden. Die Retentionszeiten der untersuchten Antibiotika lagen im Bereich
zwischen 2,4 und 4,1 min (Kapitel 3.6). Der Einsatz eines FlieBmittelgradienten wiirde es
zwar ermoglichen, mehrere Antibiotika in der gleichen Methode und somit im gleichen
analytischen Lauf zu quantifizieren, allerdings fiihrt dies zu einer deutlichen Verlangerung
der Analysenzeiten, wie Beispiele aus der Literatur zeigen [100,101,107]. Auch werden im
Rahmen des TDM nicht alle Antiinfektiva in gleicher Haufigkeit zur Analyse angefordert,
sodass eine Integration aller untersuchten Substanzen in eine Methode in diesen Fillen

unnotig zu einer Routinemethode mit langer Laufzeit fihren kann. Ferner war es ein
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besonderer Anspruch dieser Arbeit, eine technisch einfach umsetzbare L&sung zur
Quantifizierung der untersuchten Antibiotika zu entwickeln. Die erforderliche Technik zur
Durchfiihrung von FlieBmittelgradienten steht nicht in jeder Krankenhausapotheke zur

Verflgung.

Die Detektion erfolgte UV-photometrisch bei definierten Wellenlangen, da alle untersuchten
Antibiotika im UV-Bereich eine hinreichende Absorption zeigen. Fiir Carbapeneme war eine
Detektionswellenlange von 300 nm gut geeignet, wahrend die Cephalosporine bei 260 nm
detektiert wurden. Piperacillin als Penicillin hingegen absorbiert bei einer Wellenldnge von
225 nm und kann dort ideal detektiert werden. Diese Wellenlangen wurden in der Literatur
typischerweise zur Detektion der untersuchten Betalaktam-Antibiotika gewahlt, da hier
jeweils Absorptionsmaxima der Substanzen vorliegen. [89,102,107]. Haufig wurde zusatzlich
simultan die Absorption bei einer zweiten Wellenlange gemessen, um Interferenzen
aufzusplren, die bei der zur Auswertung genutzten Wellenldnge evtl. nicht zu erkennen sind.
Hier kann auch der Einsatz eines Photodiodenarraydetektors hilfreich sein, der es ermdglicht
das komplette UV-Spektrum eines Peaks aufzunehmen [108]. Mdgliche Interferenzen
konnten so noch besser erkannt werden [108]. Allerdings ist diese spezielle Form des
UV-Detektors in der Anschaffung deutlich teurer. Durch den Einsatz eines
massenspektrometrischen Detektors kann die Selektivitdit und Spezifitat einer
HPLC-Methode nochmals erhéht werden [82]. Allerdings kommt diese kostenintensive
Detektionsmethode bisher nur in grofRen klinisch-chemischen Laboratorien zum Einsatz. In
Krankenhausapotheken, die mit der entwickelten Methode zum TDM vorrangig adressiert
werden sollten, steht die massenspektrometrische Detektion in der Regel nicht zur
Verfiigung.

5.2 Bestimmung der totalen Konzentration

Die totale Konzentration wurde fiir alle untersuchten Antiinfektiva bestimmt. Um den zu
untersuchenden Arzneistoff aus seiner Bindung an Plasmaproteine freizusetzen und die
analytische Saule vor Beeintrachtigung durch EiweiBbestandteile zu schiitzen, missen hierzu
die in der Plasma- bzw. Serumprobe enthaltenen Proteine durch eine geeignete

Probenvorbereitung entfernt werden [109].

Hierzu diente Uberwiegend die Proteinfallung mittels Acetonitril mit nachfolgender
Extraktion des Uberschissigen Acetonitrils durch Dichlormethan (Kapiel 3.8). Dieses einfache
Verfahren der Proteinfallung wurde vor vielen Jahren eingefiihrt [110] und kam auch bereits
in anderen publizierten Methoden fir das Routine-TDM von Antiinfektiva zum Einsatz
[100,111,112].

Als alternative Probenvorbereitung zur Bestimmung der totalen Konzentration ist auch die
Festphasenextraktion publiziert [105,113,114]. Hierbei wird der Analyt unter Verwendung
einer Festphasenkartusche mit festem Adsorbermaterial aus der Matrix extrahiert. Diese
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Methode bietet gegeniber der Proteinfdallung auch die Mdglichkeit der
Wirkstoffanreicherung, ist allerdings apparativ aufwendiger und kostenintensiver, da hierfir

die Festphasenkartuschen als Einwegmaterial beschafft werden miissen [115].

In der vorliegenden Arbeit konnten mit der Proteinfidllungsmethode sehr hohe und
reproduzierbare Wiederfindungsraten von deutlich (iber 90% realisiert werden, sodass diese
Methode wegen ihres geringen technischen Aufwands und der geringeren Kosten als ideal
flr ein Routine-TDM erachtet wurde (Kapitel 4.2.1.2).

Das standardmaRig verwendete Probenvolumen betrug 200 pl. Um in der Routine die
Belastung der Patienten moglichst gering zu halten, ist auch die Verwendung einer
geringeren Plasmamenge moglich, da die entwickelte Methode auch mit einem Volumen
von 50 pl Plasma durchgefiihrt werden kann (Kapitel 3.8.). Die Reduktion der Probenmenge
ist insbesondere dann relevant, wenn die Methode auch zum Routine-TDM bei Kindern und
Neugeborenen eingesetzt werden soll, denn hier ist die Moglichkeit zur Entnahme groRerer

Blutmengen im Vergleich zu Erwachsenen deutlich eingeschrankt [116].

5.3 Validierung

Wie in beiden Leitfaden der EMA und der FDA zur Validierung bioanalytischer Methoden
gefordert, zeigten alle untersuchten Antibiotika keine Interferenzen mit Matrixbestandteilen
[92,92] (Kapitel 4.2.1.1). Die unteren Grenzen der Kalibrierungsbereiche der untersuchten
Antibiotika liegen durchwegs unterhalb der Grenzwerte sensibel/intermediar (Clinical
Breakpoints) nach EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) fir
die zur Bewertung herangezogenen Leitkeime [117]. Da die Wirksamkeit der untersuchten
Substanzen mit dem Uberschreiten dieses definierten Grenzwerts korreliert, ist es essentiell,
dass Konzentrationen in dieser GroRenordnung noch zuverlassig detektiert werden konnen
[75]. So liegen beispielsweise nach EUCAST die Clinical Breakpoints fiir Pseudomonas bei
2 mg/l fir Meropenem und 8 mg/l flir Piperacillin. Fir beide Methoden allerdings stellt
bereits eine Konzentration von 1 mg/l den niedrigsten Punkt der Kalibrierung dar (Kapitel
4.2.1.2). So ist sichergestellt, dass Konzentrationen im Bereich der MHK mit hoher Prazision
bestimmt werden kénnen. Die obere Grenze des Validierungsbereichs wurde an die nach
Kurzinfusion einer Standarddosis erhaltenen Spitzenspiegel angelehnt. So weisen die
Fachinformationen von Meropenem Eberth 1 g und Piperacillin Fresenius 4 g nach
Kurzinfusion der jeweiligen Dosierung Spitzenspiegel von 49 mg/I bzw. 200 mg/| aus [66,71].
Die oberen Grenzen der Validierungsbereiche wurden entsprechend zu 100 bzw. 200 mg/I
gewdhlt (Kapitel 4.2.1.2). Als wichtiger oberer Grenzwert zur Bewertung von
Betalaktam-Spiegeln wird haufig das Funffache des MHK-Werts intermediar/resistent
herangezogen. Oberhalb dieses Wertes fihrt eine Erhdéhung der Spiegel zu keinem
verbesserten Ansprechen der Therapie [54]. Diese Werte liegen fir alle untersuchten

Betalaktame jeweils deutlich unter der oberen Grenze des Validierungsbereichs. Fir
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Meropenem und Piperacillin als die Substanzen mit der gréBten Probenzahl liegen diese
Werte mit Pseudomonas aeruginosa als Leitkeim beispielsweise bei 40 bzw. 80 mg/I [117].
Beide Werte liegen deutlich unter den oberen Werten der Kalibrierung von 100 bzw. 200
mg/| (Kapitel 4.2.1.2).

Alle entwickelten Methoden zeigten bei der Validierung eine sehr hohe Linearitat mit
Korrelationskoeffizienten > 0,99 fir die Auswertung nach der Geradengleichungy = m*x + b,
als auch bei Flihrung der Gerade durch den Nullpunkt nach y = m*x (Kapitel 4.2.1.2). Da
somit Linearitdt und ein Detektorsignal von Null bei einer Konzentration von Null des
Analyten nachgewiesen werden konnte (y = m*x), kommt zur Auswertung der Proben in der
Routine auch eine Einpunktkalibrierung in Frage, die das Vorgehen bei der
Probenvorbereitung und Auswertung deutlich vereinfachen kann, was bei einer Methode fiir
die klinische Routine von hoher Relevanz ist [118,119]. Um allerdings die Qualitat der
Einpunktkalibrierung sicherzustellen, wurde auch dieses Verfahren validiert, indem aus
einem Kalibrator mittlerer Konzentration als Standard die Konzentrationen der Ubrigen
Kalibratoren errechnet wurden (Kapitel 4.2.1.2). Die Abweichungswerte fiir die Intra- bzw.
Inter-Assay-Prazision lagen fir die Einpunktkalibrierung bei jeweils < 13,1%, was unter den in
den Empfehlungen der EMA und der FDA geforderten Werten von 15% bzw. 20% fiir den
niedrigsten Wert der Kalibration liegt (Kapitel 4.2.1.2). Die Werte fiir die Richtigkeit bei
wiederholter Messung von Standardreihen lagen stets unter 5% (Kapitel 4.2.1.2). Auch hier
fordern EMA und FDA Werte < 15 bzw. 20% fiir den niedrigsten Wert der Kalibrierung, was
mit den entwickelten Methoden deutlich unterschritten werden konnte. Die Wiederfindung
war mit Werten > 94,4% quantitativ, sodass fir die Routine auf einen internen Standard
verzichtet werden konnte [115] (Kapitel 4.2.1.2).

Zur Bestimmung der freien Konzentration aus Ultrafiltrat wurden keine separaten
Validierungsexperimente durchgefiihrt, da durch die Methodenvalidierung fir die
Konzentrationsbestimmung der totalen Konzentration die Validierungsparameter wie
Linearitat, Prazision und Richtigkeit bereits erhoben wurden. Ferner handelt es sich auch
beim Ultrafiltrat um eine wadssrige Losung mit Plasmaelektrolyten analog der
Injektionslosung zur Bestimmung der totalen Konzentration. Die Richtigkeit kann separat fir
die Bestimmung der freien Konzentration auch nicht validiert werden, da das Ausmald der

Plasmaproteinbindung nicht genau vorhergesagt werden kann [120].

Die Stabilitat in Plasma und Injektionsldsung zeigte sich fir alle untersuchten Substanzen als
hinreichend zur Durchfiihrung der totalen und freien Konzentrationsbestimmung, sowie zur
Lagerung der Proben und Standards bei -70 °C [95-97]. Im Falle einer Routine-Anwendung
der entwickelten Methoden fiir ein TDM, sollte die Stabilitdt der Proben im Rahmen der
Praanalytik nochmalig anhand der konkreten Transport- und Analysenzeiten Uberprift
werden, sofern diese von den in der Untersuchung evaluierten Zeitraumen abweichen. Auch
im Falle einer geplanten kontinuierlichen Verabreichung der untersuchten Betalaktame sind
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vorausgehende Stabilitatsprifungen der vorbereiteten Infusionslésungen zu fordern.
Bisherig ist nur Ceftazidim fiir eine kontinuierliche Infusion explizit zugelassen. Bei den
Ubrigen untersuchten Betalaktam-Antibiotika wird in der Fachinformation die Applikation als
Kurzinfusion empfohlen, sodass die Stabilitat bei langerer Applikationsdauer im Rahmen der

Zulassung nicht gesondert untersucht wurde [66—-68,70,71].

5.4 Bestimmung der freien Konzentration durch Ultrafiltration

Zur Bestimmung der freien Konzentration wurde die Methode der Ultrafiltration gewahlt
(Kapitel 3.9). Die Gleichgewichtsdialyse als friiher haufig eingesetzte Alternativmethode gilt
zwar in der publizierten Literatur, insbesondere als Mikrodialyse ausgefiihrt, noch als
Referenzmethode zur Bestimmung der Plasmaproteinbindung von Arzneistoffen, zeigt sich
aber als Methode fiir ein Routine-TDM wenig geeignet [91,121,122]. Besonders die
Mikrodialyse kommt natirlich als invasives Verfahren fir ein Routine-TDM nicht in Frage.
Die Ultrafiltration kann zum Einsatz kommen, wenn fir die verwendete
Ultrafiltrationseinheit sichergestellt ist, dass der Arzneistoff nicht daran adsorbiert, die
Filtrationsmembran zuverldssig Proteine zurlickhdlt und das Gleichgewicht zwischen freier
und gebundener Substanz durch den Ultrafiltrationsvorgang nicht gestort wird [123,124].
Diese Parameter wurden fiir die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten

Ultrafiltrationseinheiten Gberpruft.

Ein zentraler Aspekt, der fir die Anwendung der Ultrafiltration zum TDM von freien
Konzentrationen spricht, ist der gegeniiber der Gleichgewichtsdialyse geringere zeitliche
Aufwand zur Anwendung der Methode. Wahrend bei der entwickelten Methode die
Durchfiihrung der Ultrafiltration einer Probe fir die Analytik der freien Konzentration
lediglich 20 min dauert, liegt der Zeitaufwand bis zum Erreichen eines stabilen
Gleichgewichts bei der Gleichgewichtsdialyse deutlich hoher. So liegen die Angaben zu den
fir die Gleichgewichtseinstellung in der Dialysezelle erforderlichen Zeitspannen je nach
Hersteller zwischen 4 und 24 h [125]. Einige Antbiotika insbesondere aus der Gruppe der
Betalaktame sind (iber diese lange Zeitspanne in Plasma nicht hinreichend stabil, wie
Ergebnisse der Stabilitatsprifung in dieser Arbeit zeigten (Kapitel 4.4). Durch die langere
Dauer der Gleichgewichtsdialyse vergroRert sich folglich aber auch die Zeitspanne, bis dem
behandelnden Arzt im Rahmen eines TDM-Programms die Plasmakonzentration des
Patienten kommuniziert werden kann. Insbesondere bei septischen Patienten ist es
essentiell fir den Behandlungserfolg, dass mdoglichst frihzeitig eine adaquat dosierte
zielgerichtete Therapie durchgefiihrt wird [6]. Gerade in der Therapie dieser
schwerstkranken Patienten sollen TDM-Programme fiir Antiinfektiva zum Einsatz kommen
[42], sodass eine moglichst kurze Zeitdauer fir die genutzte analytische Methode zu fordern
ist. Auch der Aufwand zur Etablierung der Methode stellt sich fiir die Gleichgewichtsdialyse

umfangreicher dar, da neben der auch bei der Ultrafiltration zu prifenden
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Adsorptionsphdanomene an Kunststoffoberflichen und Membran zusatzlich auch die

Zeitdauer bis zum Erreichen des Gleichgewichts evaluiert werden muss [126].

Eine weitere Einschriankung bei der Gleichgewichtsdialyse betrifft den durch osmotische
Effekte auftretenden Volumenfehler. Da bei der Gleichgewichtsdialyse mit einem
unphysiologischen Dialysepuffer gearbeitet werden muss, der im Vergleich zu Plasma keine
makromolekularen Bestandteile enthalt, kommt es wahrend des Dialysevorgangs zu einem
FlUssigkeitsshift vom Dialysepuffer in das Plasma, was auch die Konzentration des
Arzneistoffs im  Plasmakompartiment der Dialysezelle verdandert [127]. Diese
Volumenanderungen kdénnen gegenliber dem Ausgangsvolumen im Plasmakompartiment
eine GroRenordnung von 10-30% erreichen [128]. Dieser Effekt wird umso relevanter bei
Substanzen, deren Plasmaproteinbindung auch von der Gesamtkonzentration abhangt, da in
diesem Fall die freie Konzentration zusatzlich zum Verdiinnungseffekt nochmalig verfalscht
wird [129].

Bei der Ultrafiltration hingegen wurde haufig kritisch angefiihrt, dass die wahrend des
Ultrafiltrationsvorgangs stattfindende Aufkonzentrierung des Proteinanteils im Uberstand zu
einer Veranderung des Gleichgewichts fiihren konnte [130]. Diese Vermutung konnte
allerdings schon mehrfach in Experimenten widerlegt werden [120,131,132]. Da wahrend
des Ultrafiltrationsvorgangs ein aquilibrierter Teil der Probe entfernt wird, wird im
Uberstand das Gleichgewicht nicht beeinflusst. So konnte Nilssson nachweisen, dass
Ultrafiltrationsvolumina zwischen 16 u. 47% des urspriinglichen Plasmavolumens identische
Ergebnisse in der freien Konzentration lieferten [120]. Lediglich extreme Filtratvolumina von
80% des urspriinglichen Plasmavolumens scheinen das Gleichgewicht zu beeinflussen [133].
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit ein Filtratvolumen von ca. 70 ul angestrebt, was bei
einem Ausgangsvolumen von 300 pl Plasma bzw. Serum ca. 23-24% entspricht. Dies steht
auch in Einklang mit der Arbeit von Beer et al., 2009, die empfehlen, ein Filtratvolumen von
40% des Ausgangsvolumens an Plasma nicht zu Uberschreiten, um evtl. Verfalschungen der
freien Konzentration durch Aufkonzentrierung des Proteins im Uberstand auszuschlieRen
[90].

Bei der Ultrafiltration ist es zudem einfach moglich, wahrend der Versuchsdurchfiihrung die
experimentellen Bedingungen wie Temperatur und pH-Wert zu adjustieren und auf
konstantem Niveau zu halten, worauf bei dieser Arbeit wie oben erwahnt besonderer Wert
gelegt wurde. Denn gerade die Einflisse dieser GrofRen auf die freie Konzentration
hocheiweilRgebundener Arzneistoffe sollten evaluiert werden. Auch die Tatsache, dass in der
publizierten Literatur zum TDM von freien Konzentrationen bei Betalaktam-Antibiotika
vielfach die Ultrafiltration als Methode zur Probenaufbereitung genutzt wurde, belegt die
gute Eignung fir die klinische Routine [86—89].
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5.4.1 Auswahl der Ultrafiltrationseinheit

Vancomycin diente als Testsubstanz zur Auswahl einer geeigneten Ultrafiltrationseinheit fir
die Routinemethode zur Bestimmung der freien Konzentration, da zur Ultrafiltration fir
dieses Antibiotikum bereits mehrere Publikation vorliegen, in denen verschiedene

Ultrafiltrationseinheiten zum Einsatz kamen [134-136].

Die untersuchten Ultrafiltrationseinheiten wurden mit der (iberwiegend in der Literatur
verwendeten Centrifree (Merck Millipore) Ultrafiltrationseinheit verglichen, die vom
Hersteller auch zur Bestimmung der freien Konzentration mittels Ultrafiltration zugelassen
ist [137]. Die Ergebnisse flir die freie Konzentration, die mit der Centrifree
Ultrafiltrationseinheit ermittelt wurden, wurden mit den Ergebnissen der Nanosep Omega
Einheit (Pall), der Vivaspin Einheit (Sartorius), der Vivacon Einheit (Sartorius) und der Amicon
ultra Einheit (Merck Millipore) verglichen [137].

Da die Ergebnisse bei Einsatz der Nanosep Omega Ultrafiltrationseinheit mit den
Ergebnissen der Centrifree Einheit identisch waren, wurde diese Ultrafiltrationseinheit fir
die Routinemethode ausgewahlt, denn der Einsatz dieser Einheit bietet Vorteile [137]. So
handelt es sich hier zum einen um das preisglinstigste Produkt aus der Vergleichsgruppe,
was fur den Einsatz in der klinischen Routine mit hohem Probenaufkommen von groRRer
Relevanz ist. Ferner kann die Nanosep Omega Einheit wegen der geringeren Ausmale im
Vergleich zur Centrifree Einheit auch in Mikrozentrifugen mit Festwinkelroter und hoher
Probenkapazitat eingesetzt werden, was diese Einheit wiederum fiir den Einsatz in einem
Routine-TDM attraktiv macht.

Im Rahmen der Untersuchungen zur Plasmaproteinbindung von Ertapenem wurden
nochmalig Vergleichsexperimente zwischen der Routineeinheit Nanosep Omega und der
Centrifree Einheit durchgefiihrt, um auch fiir ein Betalaktam-Antibiotikum die Eignung der
Nanosp Omega Einheiten zu belegen. Auch hier zeigten sich identische Ergebnisse, was die

gute Eignung der Nanosep Omega Einheit fiir die Routine untermauert [138].

5.4.2 Untersuchungen zu Wechselwirkungen der Antibiotika mit der

Ultrafiltrationseinheit

Wie oben beschrieben, wird bei der Ultrafiltration das Vorkommen einer Adsorption der
untersuchten Substanz an Oberflichen und Membran der Ultrafiltrationseinheit als
Einschrankung der Methode betrachtet, da im Falle einer ausgepragten Adsorption an die
Ultrafiltrationseinheit die Konzentration im Ultrafiltrat falsch niedrig und die
Plasmaproteinbindung somit falsch hoch eingeschatzt wird. Die Adsorption kann an die
GefaBwand, an die Filtrationsmembran, oder auch an beide Strukturen erfolgen. Es wird
empfohlen, das Ausmal} dieser unspezifischen Bindung im Vorfeld durch geeignete

Experimente abzukldren. In der Literatur wurde hierfir die Ultrafiltration von dotierten
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Pufferlosungen  wie  PBS  herangezogen  [139-143]. Durch  Vergleich  der
Ausgangskonzentration mit der Konzentration im erhaltenen Ultrafiltrat wurde das Ausmal}

der unspezifischen Bindung an die Ultrafiltrationseinheit quantifiziert.

1) Fir die Betalaktam-Antibiotika konnte in der vorliegenden Arbeit durch Ultrafiltration von
dotierten wassrigen Phosphatpufferldsungen das Auftreten von Adsorptionsphdanomenen an
Oberflachen und Filtrationsmembran der routinemaRig eingesetzten Filter Nanosep Omega
10 k ausgeschlossen werden. Die Wiederfindung im Ultrafiltrat zeigte sich quantitativ
(Kapitel 4.3.1.1).

2) Bei Linezolid hingegen zeigten sich bei der Ultrafiltration von dotierten
Phosphatpufferlosungen deutliche Verluste (Kapitel 4.3.1.2). So lag die Wiederfindung bei
einer Ausgangskonzentration von 0,3 mg/| Linezolid im Ultrafiltrat lediglich bei ca. 40%. In
Vorversuchen bei der Herstellung von Verdinnungsreihen konnte schon gezeigt werden,
dass Linezolid in GlasgefdaBen und auch in Kunststoffgefaflen aus Polypropylen ohne Verluste
verdliinnt werden kann. Somit wurde vermutet, dass die Verluste bei der Ultrafiltration auf
Adsorption an die Filtrationsmembran zurilickzufiihren sind, da sowohl das Gehaduse als auch
das AuffanggefaR der Nanosep Omega 10 k Filter aus dem als inert befundenen
Polypropylen bestehen [144]. Die Filtrationsmembran der Nanosep Omega 10 k Filter
besteht aus Polyethersulfon. Daher wurden die Versuche zur Adsoprtion des Linezolid mit
den Ultrafiltrationseinheiten anderer Hersteller wiederholt, deren Filtrationsmembranen aus
regenerierter Cellulose als alternativem Filtermaterial bestehen. Dieses Material wird in der
Literatur bei Auftreten von Adsorptionsphdanomenen in der Ultrafiltration als vorteilhaft
bewertet [120]. Durch Anwendung von einigen Ultrafiltrationseinheiten mit Filtern aus
regenerierter Cellulose (Centrifree, Microcon, Vivacon, Amicon) gelang es, eine quantitative
Wiederfindung im Ultrafiltrat zu erzielen und somit die Adsorptionsproblematik zu
umgehen. Beim Filter Amicon Ultra zeigten sich aber ebenfalls Adsorptionsverluste trotz der
Membran aus regenerierter Cellulose. Dies verdeutlicht, dass die Adsorption fir jeden
Filtertyp konkret zu prifen ist. Neben der Evaluation alternativer Filtermaterialien wurde
aber auch analog dem Ansatz von Lee et al., 2003, versucht, die Adsorption des Linezolid an
die Filtermembran der Nanosep Omega 10 k Ultrafiltrationseinheit durch Vorbehandlung der
Membran zu umgehen [141]. Die Adsorption verschiedener Pharmaka an Ultrafiltrations-
membranen aus regenerierter Cellulose haben Lee et al., 2003, in Serum und PBS untersucht
[141]. Etoposid, Hydrocortisone, Propranolol oder Vinblastin zeigten eine hohe nicht-
spezifische Bindung (NSB) an die Membran. Die Vorbehandlung der Membran mit 5% TW80
bzw. 5% Benzalkoniumchlorid senkte die NSB von 87-95% auf 13-64%. Sofern die NSB auf
unter 50% reduziert werden konnte, ergaben sich vergleichbare Ergebnisse fiir das Ausmalfd
der Proteinbindung wie bei Gleichgewichtsdialyse [141]. Die Vorbehandlung der Nanosep
Filter mit TW80 fiir die Untersuchungen mit Linezolid ergab nun vergleichbare Ergebnisse

wie mit Microcon oder Vivacon Ultrafiltrationseinheiten. Die Vorbehandlung der Filter mit
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5% TW80 konnte durch Zugabe von 1% TW80 zum Serum ersetzt werden. Jedoch ergeben
sich Vorbehalte gegen diese MaRnahme, da TW80 selbst an Albumin binden und die
EiweiRbindung von Substanzen beeinflussen kann [145,146]. Die Vorbehandlung der
Ultrafiltrationsheinheiten mit TW80 erhoht zudem den Zeitaufwand erheblich, was gegen
die Praktikabilitdt dieser Methode im Rahmen eines routinemaRigen TDM spricht. Daher
wurden fir die Routineapplikation zur Bestimmung der freien Konzentration von Linezolid

Vivacon-Ultrafiltrationseinheiten verwendet

3) Bei Tigecyclin zeigte sich bereits in Vorversuchen zur Validierung bei der Herstellung von
Verdinnungsreihen, dass in Kunststoffgefilen nennenswerte Adsorptionsverluste
auftreten. Auch in der Literatur ist die Adsorption von Tigecyclin an verschiedene
Polymeroberflachen  bereits beschrieben [147]. Durch die Herstellung von
Verdiinnungsreihen in verschiedenen Losungsmitteln konnte gezeigt werden, dass die
Adsorptionsproblematik durch die Wahl des Losungsmittels wirksam umgangen werden
kann. Durch Verdiinnung in sauren Losungen wie 0,1 M Salzsaure oder TGC-Eluent ohne SOS
wurde die Adsorption komplett unterdriickt. Fur die Routine wurde daher zur Vermeidung
von Adsorption des Tigecyclin im AuffanggefaR der Ultrafiltrationseinheit der Zusatz eines
sauren internen Standards in 0,2 M HCI gewaéhlt. Der interne Standard ist hier erforderlich,
da das genaue Volumen des Ultrafiltrats ja nicht bekannt ist. Uber die Konzentration des
internen Standards im Ultrafiltrat konnte das Filtratvolumen und somit die Ausgangs-

konzentration des Tigecyclin im Ultrafiltrat berechnet werden (Kapitel 3.9.2).

Adsorptionsphdanomene im Filtereinsatz der Ultrafiltrationseinheit kénnen in der Routine
ausgeschlossen werden, da in Gegenwart von Plasmaproteinen die Adsorption von
Arzneistoffen an Kunststoffoberflachen von GefdlRen unterbunden wird. Diese Tatsache ist in
der Literatur bereits vielfach beschrieben [148-150]. Bista et al.,, 2014, konnten diese
Beobachtung fiir das lipophile Opioid-Analgetikum Fentanyl als Modellsubstanz beschreiben.
Wahrend die Adsorptionsverluste des Fentanyl an die Oberflaiche von KunststoffgefalRen in
PBS bei ca. 10-15% lagen, konnte durch Wiederholung der Adsorptionsversuche in Plasma

bzw. Albumin-Lésung eine quantitative Wiederfindung erzielt werden [151].

Da allerdings durch die Ultrafiltration Plasmaproteine zuriickgehalten werden, liegen im
Inneren der Membran keine vor Adsorption schiitzenden Proteine mehr vor. Daher wurden
fir Tigecyclin noch gesonderte Versuche in Phosphatpuffer zum Ausschluss von Adsorption
an die Membran durchgefihrt (Kapitel 4.3.1.3). Durch Abgleich der Konzentration im
Filtereinsatz mit der Konzentration im Ultrafiltrat wurde das Ausmal} der Bindung an die
Filtrationsmembran evaluiert. Durch Bestimmung der Ausgangskonzentration im
Filtereinsatz wurde auch eine evtl. Adsorption des Tigecyclin an diesen bericksichtigt, die
sich auch tatsachlich mit einem Verlust von ca. 10% gegeniiber der nominalen Ausgangs-
konzentration bemerkbar machte. Die Adsorptionsverluste in der Filtrationsmembran
betrugen fur Vivacon- und Nanosep-Filter gleichermalien ca. 10-15%. Da aber in Gegenwart
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von Plasma durch Passivierung der Membrankontaktflaiche im Filtereinsatz die
Adsorptionsverluste noch geringer ausfallen werden, kann in der Routine auf einen

Korrekturfaktor verzichtet werden.

Das geringere AusmaR von Adsorption bei der Ultrafiltration in Gegenwart von Plasma
konnten Wang et al.,, 2013, fir 27 verschiedene Arzneistoffe als Testsubstanzen
demonstrieren [150]. Wahrend das Ausmal der NSB fiir die meisten Testsubstanzen in PBS
oberhalb von 25% lag, betrugen die Adsorptionsverluste bei der Ultrafiltration in Plasma in
24 Fallen weniger als 10%. Lediglich bei drei der untersuchten Pharmaka zeigten sich
Verluste zwischen 10 und 20% [150].

5.4.3 Integritat der Ultrafiltrationsmembran

Um durch die Ultrafiltration korrekte Ergebnisse der freien Konzentration von Arzneistoffen
zu generieren, ist es wichtig, dass die Filtrationsmembran zuverldssig Proteine zuriickhalt.
Dies wurde in der vorliegenden Arbeit stichprobenartig bei 305 Ultrafiltraten von 18 zufallig
ausgewahlten analytischen Laufen mit der Proteinbestimmung nach Bradford untersucht
(Kapitel 4.3.2). Insbesondere bei extrem hoch eiweifgebundenen Pharmaka fiihren Proteine
im Ultrafiltrat zu deutlich verfalschten Ergebnissen in der freien Konzentration. So kann ein
Restgehalt an Protein im Ultrafiltrat von 1% zu einer Uberschitzung der freien Konzentration
um den Faktor 2 fuhren, wenn eine Substanz mit einer Plasmaproteinbindung von 99%
untersucht wird. Von den untersuchten Substanzen zeigt Ceftriaxon die starkste
Proteinbindung in einer GrofRenordnung von ca. 95% [152]. Auch in diesem Fall kann eine
Proteinrestmenge von 1% noch zu einer Uberschitzung der freien Konzentration um ca. 20%
fuhren. Wird ein physiologischer Proteingehalt im Plasma von ca. 70 g/l angenommen [153],
so zeigen die Ergebnisse der Proteinbestimmung in der vorliegenden Arbeit, dass in tber
90% der Falle die Proteinkonzentration im Ultrafiltrat unter 0,1% der Ausgangskonzentration
lag. Bei den wenigen Proben mit detektierbarem Proteingehalt im Ultrafiltrat lag der Median
des Restgehalts bei ca. 0,13% mit einem Maximalwert von 0,70%, was bei Ceftriaxon zu
einer maximalen Uberschitzung der freien Konzentration um ca. 14% fiihren wiirde. Durch
Verfarbung des Ultrafiltrats makroskopisch erkennbare Undichtigkeiten der Membran
zeigten sich wahrend der gesamten Versuche fiir die vorliegende Arbeit lediglich in 2 Fallen.
Dennoch ist es empfehlenswert in der Routine regelmaRBig den Proteingehalt im Ultrafiltrat
zu bestimmen, um hier Fehler bei den ermittelten freien Konzentrationen auszuschlieRen.
Insbesondere bei Verwendung eines neuen Filtertyps ist dies sinnvoll, da sich die
vorliegenden Ergebnisse auf die Standardfilter Nanosep Omega 10 k beziehen. Nilsson, 2013,
konnte zeigen, dass der Proteinrestgehalt bei Verwendung verschiedener
Ultrafiltrationseinheiten variieren kann, wobei auch hier die gemessenen Restgehalte mit
einem Maximalwert von 0,23% sehr niedrig waren [120]. Die vorliegende Bradford-Methode

zeigte sich mit einer Bestimmungsgrenze von 25 mg/l, was ca. 0,04% der
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Ausgangskonzentration an Protein in Plasma entspricht, als geeignet zur Quantifizierung des

Proteingehalts im Ultrafiltrat.

5.5 Abhangigkeit der freien Konzentration von den experimentellen Bedingungen

In der publizierten Literatur konnte bereits vielfach gezeigt werden, dass bei der
Bestimmung der freien Konzentration durch Gleichgewichtsdialyse oder auch Ultrafiltration
die gewadhlten experimentellen Bedingungen das Ergebnis in erheblichem Ausmal
beeinflussen kdnnen. Insbesondere Verdanderungen bei Temperatur und pH-Wert des
untersuchten Serums bzw. Plasmas haben einen Einfluss auf die gemessene freie
Konzentration [90,137,154-156]. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die Bedeutung
dieser experimentellen Bedingungen evaluiert, wobei die Aufrechterhaltung physiologischer

Bedingungen in Temperatur und pH-Wert besondere Berlcksichtigung fand.

5.5.1 pH-Wert

Der pH-Wert in menschlichem Blut wird durch das physiologische Blutpuffersystem konstant
in einem pH-Bereich von 7,35 bis 7,45 gehalten. Hierflir wesentlich verantwortlich ist im Blut
geldstes CO,, das dort das Puffersystem H'/HCO; bildet [157]. AuRerhalb des Kérpers steigt
der pH-Wert in Plasma bzw. Serum an, da durch Lagerung und Probenverarbeitung
Kohlendioxid entweicht [158]. So konnten im Rahmen dieser Arbeit nach der Zentrifugation
von Blut (10 min bei 3000 g; Megafuge 1.0 R) pH-Werte von 7,7 — 7,8 gemessen werden. Der
pH-Wert lag nach dem Auftauen von tiefgefrorenem Plasma bzw. Serum bei 7,9 — 8,0. Diese
Beobachtungen bzgl. des pH-Anstiegs im Plasma auferhalb des Korpers sind auch in der
Literatur bereits umfassend beschrieben [155,159]. So konnten Fura et al., 2003, nach
Langzeitlagerung von Plasmaproben im tiefgefrorenen Zustand pH-Werte bis 9 messen
[159].

Das Ausmal der Plasmaproteinbindung vieler Arzneistoffe wird durch den pH-Wert im
Plasma beeinflusst [154,160,161]. Kochansky et al., 2008, untersuchten die
Plasmaproteinbindung von 55 verschiedenen Arzneistoffen aus unterschiedlichen
Indikationsgebieten bei pH 7,4 bzw. pH 8,7. In 67% der Félle fihrte der pH-Anstieg zu einer
Verringerung der freien Fraktion um mehr als 30% [154]. In den Ubrigen Fallen zeigte sich
Uberwiegend keine Beeinflussung der freien Fraktion durch eine Veranderung des pH-Werts
im Plasma [154]. Nur in einem Fall kam es durch die Erhéhung des pH-Werts zu einem
Anstieg der freien Konzentration um mehr als 10%. Vergleichbare Ergebnisse konnten fiir die
hocheiweilRgebundenen Barbiturate Thiopental und Methohexital gefunden werden. Auch
hier fliihrte eine pH-Wert-Erhéhung zu einem deutlichen Anstieg der Plasmaproteinbindung
[162,163]. Auch Abdel-Rehim et al., 2000, konnten dieses Phanomen fiir eine Reihe von 5
verschieden Lokalandsthetika demonstrieren [164]. Diese in der Literatur beschriebenen
Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit (Kapitel 4.5). Wahrend bei
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Ertapenem und Tigecyclin die Plasmaproteinbindung durch eine Erhéhung des pH-Werts
deutlich verstarkt wird, zeigte sich bei Cefazolin und Ceftriaxon ein maRiger gegenteiliger
Effekt. Fur Linezolid hingegen war in den durchgefiihrten Versuchen keine Abhangigkeit der
freien Fraktion vom im Plasma vorliegenden pH-Wert erkennbar. Dies belegt deutlich, dass
sich, wie von Kochansky et al., 2008, postuliert, die pH-Abhdngigkeit der Proteinbindung
substanzspezifisch darstellt [154].

Als Ursache werden in der Literatur pH-abhangige Konformationsanderungen von
Bindungsstellen bei den wichtigsten arzneistoffbindenden Proteinen wie Albumin und Alpha-
1-Saures Glycoprotein genannt [120]. Insbesondere fir Albumin sind Verdnderungen der
Konformation im pH-Bereich von 6-9 gut beschrieben [165-169]. So wurde z.B. postuliert,
dass pH-abhangige Konformationsanderungen des Albumin die freie Fraktion von Warfarin
und Diazepam beeinflussen [170,171]. Daneben kann sich aber auch eine Protonierung bzw.
Deprotonierung der untersuchten Substanz auswirken, was insbesondere dann in Plasma
auftreten kann, wenn deren pks-Wert im physiologischen pH-Bereich liegt
[120,154,160,172]. Dies konnte zum Teil das pH-abhadngige Bindungsverhalten von Tigecylin

erklaren, dessen Phenoldiketon-Gruppe einen pks-Wert von ca. 7,7 aufweist [173].

So ist generell zu fordern, bei Untersuchungen zur Bestimmung der freien Konzentration
eines Arzneistoffs eine physiologische pH-Einstellung sicherzustellen [90,120]. Nur so
konnen im Rahmen eines TDM zuverldssige Werte zur Dosisanpassung bei Patienten
generiert werden. Zur pH-Einstellung wahrend der Bestimmung der freien Konzentration
bieten sich zwei verschiedene Herangehensweisen an. So kann die Ultrafiltration oder die
Gleichgewichtsdialyse unter definierter CO, Atmosphdre durchgefihrt werden
[154,156,161]. Diese Technik steht allerdings nicht in jedem Labor zur Verfiigung. Um den
technischen Aufwand fiir eine routinefahige Methode moglichst gering zu halten, wurde in
der vorliegenden Arbeit ein alternativer Ansatz durch Pufferung des Plasmas mit
3MK;HPO4, pH 7,50, zur Aufrechterhaltung physiologischer pH-Werte gewadhlt. Die
resultierende Endkonzentration des Puffers in der Probe war 100 mM. Pufferung zur
Einstellung eines physiologischen pH wird aus denselben praktischen Erwadgungen in einer
Arbeit von Fura et al., 2003, vorgeschlagen [159]. Auch im Rahmen der
Gleichgewichtsdialyse als Referenzmethode kamen bereits Phosphatpufferlésungen
vergleichbarer Molaritat als Dialysepuffer zum Einsatz und waren hier gut geeignet den
pH-Wert stabil im physiologischen Bereich zu halten [160,174]. Durch Abgleich der unter
Pufferung generierten Werte mit Literaturwerten z.B. aus der Gleichgewichtsdialyse kann
sichergestellt werden, dass die Puffersubstanz die Proteinbindung nicht beeinflusst und

somit die gemessenen freien Konzentrationen nicht verfalscht.
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5.5.2 Temperatur

Die normale Koérpertemperatur des Menschen betragt ca. 37°C. Da auch die Temperatur
wahrend der Bestimmung der freien Konzentration durch Ultrafiltration oder
Gleichgewichtsdialyse die erhaltene freie Fraktion beeinflusst, sollte auch dieser Parameter
wahrend der Ultrafiltration auf den physiologischen Wert justiert werden [90,120,175]. In
der vorliegenden Arbeit konnte fiir die untersuchten Antibiotika eine substanzspezifische
Temperaturabhangigkeit der freien Fraktion gezeigt werden (Kapitel 4.5). Wahrend
Tigecyclin, Linezolid und Ceftriaxon nur eine schwache Temperaturabhdngigkeit aufwiesen,
kam es bei Ertapenem und Cefazolin zu einem deutlichen Anstieg der freien Konzentration
mit steigender Temperatur. Auch in der Literatur ist die Temperaturabhdngigkeit der
Plasmaproteinbindung gut beschrieben. So wurde beispielsweise die freie Konzentration von
verschiedenen Lokalandsthetika bei Temperaturen im Bereich von 32-40°C untersucht [164].
Waéhrend es in 3 Féllen zu einem deutlichen Anstieg der freien Fraktion mit zunehmender
Temperatur kam, zeigte sich in 2 Fallen nur eine minimale Veranderung in Abhangigkeit von
der Temperatur. Auch fiir das Barbiturat Metohexital, das Antiepileptikum Phenytoin sowie
das Antibiotikum Vancomycin konnte bereits ein Anstieg der freien Fraktion bei steigender
Temperatur gezeigt werden [163,176,177]. Eine Abnahme der Bindungskrafte mit steigender
Temperatur wurde als mogliche Ursache genannt [163,176]. Ebenso wie die
pH-Abhangigkeit, stellt sich auch die Temperaturabhangigkeit der Proteinbindung

substanzspezifisch dar.

Durch die kurze Dauer der Ultrafiltration von nur 20 min ist auch die Gefahr der
Verfadlschung der Ergebnisse durch Verdunstung minimiert, wahrend dieser Aspekt bei der
Gleichgewichtsdialyse in Folge der langen Dauer von bis zu 24 h bei einer Temperatur von
37°C durchaus zu beriicksichtigen ist. Daher wird empfohlen, bei der Gleichgewichtsdialyse
zur Vermeidung eines Volumenfehlers durch Verdunstung die Luftfeuchtigkeit zu

modulieren, was im Vergleich zur Ultrafiltration den technischen Aufwand erhoht [120].

5.5.3 Zentrifugalkraft

Eine Abnahme der freien Fraktion mit steigender Zentrifugalkraft ist in der Literatur schon
lange bekannt. So wurde bereits 1973 Uber einen sogenannten , pressure-effect” bei der
Ultrafiltration berichtet [178]. Dieses Phanomen bezeichnet die Tatsache, dass bei
ansteigenden Zentrifugalkraften und steigendem Molekulargewicht die Ultrafiltrations-
membran nicht mehr in gleichem Ausmal flir Wasser und Arzneistoff durchlassig ist [178].
So konnte in einer Arbeit von Kees et al., 2013, gezeigt werden, dass die freie Fraktion von
Vancomycin in Plasma durch Erhéhung der Zentrifugalkraft bei Ultrafiltration von 1000 g auf
10000 g von 72% auf 45% abfallt, was einem Riickgang der freien Konzentration um ca. 38%
entspricht [177]. Der Effekt war in der vorliegenden Arbeit fiir Ertapenem und Ceftriaxon mit

einem Abfall um ca. 30% von 1000 g gegenliber 10000 g weniger stark ausgepragt. Dies
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resultiert aus dem geringeren Molukargewicht der beiden Cephalosporine von 476-555 Da

gegeniiber dem Vancomycin mit einem Molekulargewicht von 1450 Da.

Da der pressure-effect, wie beschrieben, vom Molekulargewicht des untersuchten
Arzneistoffs abhadngt, kann keine generelle Obergrenze fir die Zentrifugalkraft genannt
werden, um dieses Phdanomen moglichst gering zu halten. Da allerdings in der
Gebrauchsinformation fiir Centrifree Ultrafiltrationseinheiten empfohlen wird, eine
Zentrifugalkraft von 2000 g nicht zu Uberschreiten, um den pressure-effect auszuschalten
[179], kann dieser Wert als Anhaltspunkt fiir eine Obergrenze dienen. Denn die Centrifree
Ultrafiltrationseinheit ist vom Hersteller zur Bestimmung der Proteinbindung von
Arzneistoffen explizit zugelassen [179]. Da mit der Nanosep Omega 10 k Ultrafiltrations-
einheit auch schon bei 1000 g innerhalb von 20 min eine suffiziente Menge an Ultrafiltrat
gewonnen werden konnte, wurde dieser niedrige Wert der Zentrifugalkraft flr die

Routinemethode etabliert, um den pressure-Effect auszuschlieRen.

5.5.4 Puffersystem

Zur Aufrechterhaltung eines physiologischen pH-Werts im Rahmen der Ultrafiltration wurde
in der Routine Phosphatpuffer verwendet, da auch bei der Gleichgewichtsdialyse als
Referenzmethode Phosphatpufferlosungen die Basis der Dialysefliissigkeit darstellen
[90,91,154,160]. Bei der Bestimmung der freien Konzentration von Tigecyclin wurde zu
experimentellen Zwecken allerdings von diesem Standard abgewichen und es wurde auch
eine alternative Pufferung mit HEPES-Puffer untersucht (Kapitel 4.5.3). Tigecyclin zeigte im
Rahmen der durchgefiihrten Experimente zur freien Konzentration ein sogenanntes
atypisches Bindungsverhalten. Das heift, die freie Fraktion des Tigecyclin steigt bei niedrigen
Konzentrationen an, wiahrend man hier wegen des im Uberschuss vorliegenden Proteins im
Plasma das Gegenteil vermuten wiirde. Dieses atypische Bindungsverhalten wurde in der
Literatur mehrfach beschrieben [180,181]. Um methodisch bedingte Verfidlschungen bei der
Bestimmung der freien Konzentration auszuschlieBen, flihrten Mukker et al., 2014, die
Bestimmung der freien Konzentration neben der Ultrafiltration auch mit einer in-vitro-
Mikrodialysetechnik als Referenz durch [180]. Mit beiden Methoden konnte das atypische

Bindungsverhalten gleichermalien dargestellt werden.

Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht, ob ein Austausch des
Puffersystems evtl. Einfluss auf das Bindungsverhalten nehmen kann. So zeigte sich auch bei
der Verwendung von HEPES zur Pufferung der Plasmaproben ein Anstieg der freien Fraktion
bei niedrigeren Konzentrationen, allerdings war dieses atypische Verhalten bei der
Verwendung von HEPES-Puffer gegeniber Phosphatpuffer noch verstirkt. Eine
Wiederholung der Versuche mit Minocyclin statt Tigecyclin lieferte ebenfalls ein

vergleichbares Verhalten bei etwas niedrigerer freier Fraktion, sodass es sich beim
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atypischen Bindungsverhalten offensichtlich um einen Klasseneffekt der Tetracycline handelt
(Kapitel 4.5.3).

Es ist bereits seit langem bekannt, dass Tetracycline wie Tigecyclin in biologischen
Flissigkeiten wie Plasma mit mehrwertigen Kationen stabile Komplexe bilden kénnen
[182,183]. Ferner wurde auch bereits beschrieben, dass die Anwesenheit polyvalenter
Kationen die Bindung von Tetracyclinen an Makromolekiile wie Proteine beeinflusst
[184,185]. Daher ist die Annahme naheliegend, dass das aytpische Bindungsverhalten auf
Wechselwirkungen des Tigecyclins mit im Plasma vorkommenden polyvalenten Kationen wie
Calcium beruhen koénnte. Um die Effekte durch Calcium auf die Proteinbindung
auszuschlieBen, wurden auch Bindungsexperimente in wassriger Albuminlosung
durchgeflhrt (Kapitel 4.5.3), wobei die Albuminkonzentration mit 4% physiologisch gewahlt
wurde [153]. Zur Pufferung dienten wiederum HEPES- bzw. Phosphatpuffer, die der
Albuminlésung in einer Konzentration von 70 bzw. 100 mM zugesetzt wurden, da dies der
Endkonzentration an Puffer bei der Routinemethode zur Bestimmung der freien
Konzentration entspricht. Hier zeigte sich deutlich, dass in Abwesenheit von Calcium das
atypische Bindungsverhalten aufgehoben wird. Allerdings lag die freie Fraktion bei HEPES
gegenilber Phosphat tendenziell etwas niedriger. Unter Zusatz von Calcium in
physiologischer Konzentration von 2,5 mM zeigte sich bei der HEPES-gepufferten
Albuminlésung das atypische Bindungsverhalten wieder deutlich, wahrend dies bei
Pufferung mit Phosphat keinen Effekt hatte [153].

Um den Einfluss mehrwertiger Kationen auf das Bindungsverhalten des Tigecyclin noch
genauer zu untersuchen, wurde zusatzlich EDTA in einer Konzentration von 5,0 mM zum
Calcium beigefiigt (Kapitel 4.5.3). Denn es konnte bereits gezeigt werden, dass EDTA als
Komplexbildner fir mehrwertige Kationen wie Calcium die freie Konzentration von
Tigecyclin erhohen kann [186]. Auch hier wurde die Vermutung aufgestellt, dass
Wechselwirkungen zwischen Tigecyclin und mehrwertigen Kationen im Plasma wie Calcium
die Proteinbindung beeinflussen [186]. Durch den EDTA-Zusatz wurde schlieflich das
atypische Bindungsverhalten komplett aufgehoben und auch die Unterschiede in der freien
Fraktion zwischen HEPES-Pufferung und Phosphatpufferung wurden nivelliert. So kann
angenommen werden, dass die im Plasma vorhandenen mehrwertigen Kationen wie Calcium
fir das atypische Bindungsverhalten des Tigecyclin bei niedrigen Konzentrationen
verantwortlich sind. Auch fiir verschiedene Gyrasehemmer konnte eine Abnahme der
Bindungsaffinitat gegeniber Proteinen in Gegenwart polyvalenter Kationen wie Zink- und

Magnesiumionen bereits beschrieben werden [187].

Phosphationen scheinen diesen Effekt abzuschwachen. Die niedrigere freie Fraktion in der
HEPES-gepufferten Albuminlésung gegeniliber der Phosphat-gepufferten Albuminlésung

konnte demnach aus geringen Mengen polyvalenter Kationen resultieren, die sich wohl auch
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im kommerziell angebotenen HSA finden. In zukinftigen Experimenten kdnnte dieser

Sachverhalt noch genauer untersucht werden.

Da sich in Plasma beim Einsatz der Routinemethode allerdings bei den zu erwartenden
Konzentrationen des Tigecyclins keine relevanten Unterschiede zwischen Phosphatpuffer
und HEPES im Ergebnis der freien Konzentration =zeigten, kann auch hier die
Routinemethode zum Einsatz kommen. Dies ist vorteilhaft, da bei Pufferung mit HEPES der
bestehende Temperaturgradient des pH-Werts beriicksichtigt werden muss [188]. Allerdings
sollte bei der Ubertragung der Methodik auf weitere Substanzen mit potentiell
komplexierenden Eigenschaften gegeniiber polyvalenten Kationen dieser Sachverhalt
Berlicksichtigung finden. So kann empfohlen werden, in diesem Fall initial die Eignung des
Phosphat-Puffersystems durch Abgleich mit den Ergebnissen bei HEPES-Pufferung zu

Uberprifen.

5.5.5 Experimentelle Bedingungen fiir die Routinemethode zur Bestimmung der freien

Konzentration

In Folge der obig beschriebenen starken Abhdngigkeit der freien Konzentration von den
experimentellen Bedingungen, wurde fir die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte
Routinemethode zur Bestimmung der freien Konzentration mittels Ultrafiltration die
Aufrechterhaltung eines physiologischen Temperatur- und pH-Werts etabliert. Dies steht im
Einklang mit Empfehlungen aus der Literatur [90,120]. Trotzdem wurde in bisher publizierten
Untersuchungen zur Bestimmung der freien Konzentration von Betalaktam-Antibiotika die
Sicherstellung physiologischer Bedingungen bei der Ultrafiltration nicht konsequent
beachtet. Vermutlich um die Versuchsdurchfiihrung zu beschleunigen und Instabilitaten der
untersuchten Substanzen zu umgehen, wurden niedrige Temperaturen und hohe
Zentrifugalbeschleunigungen gewahlt und die pH-Werte des Plasmas bei der Ultrafiltration
wurden nicht beachtet [88,89,189]. Die Verwendbarkeit der mit den zitierten Assays

ermittelten freien Konzentrationen ist daher kritisch zu betrachten.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Temperatur durch den Einsatz einer temperierbaren
Zentrifuge (Eppendorf 5417 R) wahrend der Ultrafiltration konstant bei 37°C gehalten
werden. Zur Uberpriifung der angezeigten Temperatur im Rotor der Zentrifuge wurden
glycerolgefillte Eppendorf Cups wahrend der Ultrafiltration mitgefiihrt, deren Temperatur
sowohl vor Beginn als auch nach Abschluss der Ultrafiltration UGberprift wurde. Die
bestimmte Temperatur wich dabei maximal 1°C vom nominellen Wert ab, der auf dem

Display der Zentrifuge angezeigt wurde [137].

Zur Aufrechterhaltung eines physiologischen pH-Werts wahrend der Ultrafiltration wurden
die Plasma- bzw. Serumproben von 300 pul jeweils mit 10 pul 3 M K,HPO,4, pH 7,50 versetzt.
Die pH-Werte wurden im Rahmen der Experimente zur freien Konzentration vor bzw. nach
Ultrafiltration gepriift. Die beschriebene Pufferung fihrte zu einem resultierenden pH-Wert
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von ca. 7,30-7,35, der im Zuge der Ultrafiltration leicht anstieg, sodass im Uberstand der
Ultrafiltration ein pH-Wert von ca. 7,45-7,55 nachgewiesen werden konnte [137]. In einer
Arbeit zur Bestimmung freier Konzentrationen durch Gleichgewichtsdialyse wurde ein pH
von 7,40 £ 0,10 im Plasma am Ende der Versuchsdurchfiihrung als ideal erachtet [158]. Um
den oben beschriebenen Einfluss der Zentrifugalkraft auf die freie Konzentration durch den
sogenannten pressure effect zu eliminieren, wurde die Ultrafiltration bei einer niedrigen
Zentrifugalkraft von 1000 g durchgefiihrt.

So gelang es bei der entwickelten Methode durch niedrigen apparativen Aufwand, die
Zeitspanne fir die Probenvorbereitung zur Bestimmung der freien Konzentration auf ca.
30 min zu beschranken. Der Vergleich der mit der entwickelten Methode bestimmten freien
Konzentration mit Literaturwerten insbesondere aus der Gleichgewichtsdialyse belegt die
Eignung der Methode fiir die Routinebestimmung von freien Konzentrationen. So kam die
entwickelte Methode unter anderem bereits zur Bestimmung der freien Fraktion von
Ertapenem bei Intensivpatienten zum Einsatz. Hier zeigte sich bei den untersuchten
Patienten im Median eine freie Fraktion von 37,8% (30,9% - 53,6%). [190]. Dieses Resultat
deckt sich mit den Ergebnissen aus Studien, in denen die freie Fraktion mittels
Gleichgewichtsdialyse bzw. Microdialyse bestimmt wurde [191,192]. Auch fir die Analyse
der freien Konzentrationen von Vancomycin bei Intensivpatienten kam eine vergleichbare
Ultrafiltrationsmethode mit Pufferung der Proben mittels Phosphatpuffer bereits zum
Einsatz [177]. Hier ergab sich eine mittlere freie Fraktion von 67,2 + 7,5%. Stove et al., 2015,
bestimmten die freie Fraktion von Vancomycin bei Intensivpatienten mittels
Gleichgewichtsdialyse und Ultrafiltration. Bei Einhaltung physiologischer Bedingungen wurde
mit der Ultrafiltration eine mittlere freie Fraktion von 75,2 * 6,6% ermittelt. Fir die
Gleichgewichtsdialyse lag bei Analyse der gleichen Proben der Wert fiir die freie Fraktion bei
72,5 £ 5,7% [156]. So zeigt die Arbeit von Stove et al.,, 2015, dass sich bei Einhaltung
physiologischer Bedingungen die durch Ultrafiltration ermittelten Ergebnisse nicht von den
durch Gleichgewichtsdialyse ermittelten Ergebnissen unterscheiden [156]. Die Tatsache,
dass die freie Fraktion des Vancomycin bei Stove et al., 2015, in der gleichen GréRenordnung
lag wie bei Kees et al., 2013, belegt ferner die Eignung der entwickelten Methode fiir die
Routinebestimmung der freien Konzentration [156,177].

Die Anwendung der entwickelten Ultrafiltrationsmethode, sowie der Gleichgewichtsdialyse
auf dieselben Proben zum Vergleich der Ergebnisse, kdnnte in zukinftigen Versuchen die

Eignung der entwickelten Methode weiter bestatigen.

5.6 Bestimmung der Antibiotika im Plasma von Intensivpatienten

Durch die Anwendung der entwickelten Methoden zur Bestimmung verschiedener
Betalaktam-Antibiotika im Plasma bzw. Serum von Intensivpatienten, sollte die Eignung im

Hinblick auf Zuverldssigkeit und Selektivitdt flir den Einsatz im Rahmen eines TDM-
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Programms in der klinischen Routine Uberprift werden. Dabei wurde ein besonderer
Schwerpunkt auf die Substanzen Piperacillin und Meropenem gelegt, da diese die am
Universitatsklinikum Regensburg am haufigsten im Intensivbereich eingesetzten Betalaktam-
Antibiotika darstellen. Die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmungen dienten der
Evaluation, inwieweit mit den routinemadRig praktizierten Dosierungsstrategien die

gewlinschten Wirkspiegel erzielt wurden.

5.6.1 Analytik

Die validierten Methoden erwiesen sich als gut geeignet zur Bestimmung der untersuchten
Antibiotika im Plasma von Patienten. Durch die mitgefiihrten Kontrollproben bekannter
Konzentration in Matrix konnte die Zuverlassigkeit der Methoden in jedem Lauf Gberwacht
werden. In Ubereinstimmung mit den Empfehlungen der EMA und der FDA wurde ein
analytischer Lauf nur dann zur Quantifizierung der totalen Konzentration herangezogen,
wenn die in den Kontrollen gemessene Konzentration nicht mehr als 15% vom Nominalwert
abwich [92,93]. Dies wurde in allen durchgefiihrten analytischen Laufen erreicht, was die
Zuverlassigkeit der Methode veranschaulicht. Bei der Bestimmung der freien Konzentration
wurden ebenfalls Kontrollproben in Matrix mitgefiihrt, allerdings konnte hier natiirlich die
Richtigkeit (iber den Abgleich der gemessenen mit der nominalen Konzentration nicht
Uberprift werden, da das konkrete AusmaR der Proteinbindung nicht im Detail vorhergesagt
werden kann. Den Empfehlungen von Nilsson folgend wurde die in den Kontrollen ermittelte
freie Fraktion mit den Werten aus Vorversuchen abgeglichen, um die Zuverlassigkeit des
analytischen Laufs zu bewerten. Bei Abweichungen, die 20% der Ublichen freien Fraktion in
Poolserum oder Poolplasma Ubersteigen, sollte der analytische Verlauf nicht gewertet
werden [120]. Diese Anforderung konnte fiur alle analytischen Laufe zur Bestimmung der
freien Konzentration erfillt werden, sodass kein Lauf von der Auswertung ausgeschlossen

werden musste (Kapitel 4.6.2).

Durch Veranderungen in der Zusammensetzung des Plasmas der Patienten, z.B. auf Grund
von Leber- oder Niereninsuffizienz und/oder durch die Begleitmedikation, die sich bei den
Intensivpatienten haufig sehr umfangreich darstellt, zeigten sich in den Patientenproben
vereinzelt Interferenzen zu den Retentionszeiten der untersuchten Antibiotika. Hierauf
wurde das chromatographische System durch moderate Anpassung des FlieBmittels bzw.
Nutzung einer alternativen Saule adaptiert, um eine befriedigende Trennung zu
ermoglichen. Es gelang so, in allen Fallen die auftretenden Interferenzen zu umgehen. Hier
zeigte sich die Wichtigkeit der Vorversuche zum Retentionsverhalten der untersuchten
Antibiotika an verschiedenen analytischen Sdulen, deren Ergebnisse oben beschrieben
wurden. Durch die hier ermittelten Vorkenntnisse gelang es schnell, dass System
entsprechend den Erfordernissen anzupassen. Um Interferenzen sicher erkennen zu konnen,

wurden meist 2 verschiedene Wellenldngen zur Auswertung der Chromatogramme
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herangezogen und auch jeweils Uber die Flache und iber die Hoéhe ausgewertet. Kam es hier
zu auffalligen Abweichungen, wurden die Chromatogramme auf evtl. vorkommende
Interferenzen gesichtet. Dieses Vorgehen empfiehlt sich auch fir die klinische Routine im
Rahmen eines TDM, um sicherzustellen, dass dem behandelnden Arzt zuverldssige Werte

kommuniziert werden.

5.6.2 Klinische Ergebnisse

Als Anwendungsbeispiel fiir die entwickelten analytischen Methoden wurden die totalen
Konzentrationen, sowie teilweise auch die freien Konzentrationen der Antibiotika im Plasma
von Intensivpatienten bestimmt. In der Literatur konnte bereits vielfach gezeigt werden,
dass sich unter Anwendung der Standarddosierungen der Betalaktam-Antibiotika bei kritisch
kranken Patienten inadaquate Plasmakonzentrationen ergeben kdénnen [193-195]. So
erreichen viele Patienten den entsprechenden PK/PD Zielparameter nicht, der fir die
untersuchten Betalaktame bei schweren Infektionen vorsieht, dass die Konzentration des
Antibiotikums Uber das volle Dosisintervall oberhalb der MHK des Erregers liegen sollte
[36,196].

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gemessenen Konzentrationen fiir Meropenem und
Piperacillin bei Intensivpatienten ergaben, dass fir Meropenem 58,3% der Patienten und fir
Piperacillin 44,0% der Patienten den PK/PD Zielparameter einer Plasmakonzentration
oberhalb der MHK von Pseudomonas aeruginosa zum Ende des Dosisintervalls nicht
erreichten (Kapitel 4.6.2). Die routinemalig eingesetzten Dosierungen entsprachen hierbei
den Empfehlungen der jeweiligen Fachinformation. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit
publizierten klinischen Untersuchungen zur Dosierung von Betalaktam-Antibiotika bei
Intensivpatienten. Roberts et al., 2010, konnten in einer klinischen Studie zur Dosis-
optimierung von Betalaktam-Antibiotika an insgesamt 236 erwachsenen Patienten einer
Intensivstation zeigen, dass fir Piperacillin-Tazobactam unter Standarddosierung die Plasma-
konzentrationen von 49% der 116 Patienten unter Therapie mit Piperacillin-Tazobactam am
Ende des Dosisintervalls unterhalb des PK/PD-Ziels lagen, sodass eine Dosiserhhung
vorgenommen werden musste [197]. In 28% der Fdlle erfolgte aber auch eine Dosis-
reduktion, da die gemessene Konzentration zum Ende des Dosisintervalls oberhalb des 10-
fachen Wertes der MHK des Erregers lag, was als Obergrenze im Rahmen dieser Studie
definiert wurde. Die Werte flir Meropenem zeigten sich in dieser Studie in einer vergleich-
baren GroRenordnung [197]. Sime et al, 2012, flihrten eine vergleichbare Untersuchung zur
Therapie mit Piperacillin/Tazobactam bei onkologischen Patienten mit febriler Neutropenie
durch. Auch hier zeigte sich, dass mit einer Standarddosierung von Piperacillin/Tazobactam
4g/0,5g 3-4-mal taglich nur 22% der untersuchten 32 Patienten am Ende des Dosisintervalls
Plasmakonzentrationen oberhalb der MHK fiir Pseudomonas aeruginosa aufwiesen [198].

Dies verdeutlicht, wie in der Literatur vielfach gefordert, dass insbesondere fiir
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schwerkranke Patienten ein TDM-Programm zur Optimierung der Dosierung auch flr
Betalaktam-Antibiotika hilfreich ist [34,57,199]. Daher wird in der aktuellen S3 Leitlinie zu
Strategien zur Sicherung rationaler Antibiotika-Anwendung im Krankenhaus bei
schwerkranken Patienten ein TDM auch fiir Betalaktam-Antibiotika gefordert [42]. Auch die
beobachtete schwache Korrelation der Nierenfunktion mit der Clearance der liberwiegend
renal eliminierten Antibiotika Meropenem und Piperacillin verdeutlicht die Relevanz einer
Dosisindividualisierung bei diesem Patientenkollektiv. Ein interessantes Teilergebnis der
Spiegelmessung fiir Meropenem stellt die Tatsache dar, dass die Patienten, die Meropenem
in Form einer verlangerten Infusion der Einzeldosis Uber 2-4 h erhalten hatten, das
PK/PD-Ziel zum Ende des Dosisintervalls vollstandig erreichten (Kapitel 4.6.2). Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen aus klinischen Studien zur verlangerten bzw. kontinuierlichen
Applikation von Betalaktam-Antibiotika, in denen gezeigt werden konnte, dass durch eine
derartige Anpassung des Dosierungsregimes das Erreichen des PK/PD-Zielparameters fir
Betalaktame verbessert werden kann [200,201]. Einschrankend ist in der vorliegenden
Arbeit allerdings die geringe Anzahl von nur 8 Patienten zu erwdhnen, denen Meropenem

als verlangerte Infusion verabreicht wurde.

Fiir Piperacillin wurden auch freie Konzentrationen im Plasma von Intensivpatienten
bestimmt. Die freie Fraktion von 82 + 10% lag deutlich oberhalb der bei gesunden
Probanden gemessenen Werte. So betrdgt die freie Fraktion von Piperacillin bei gesunden
Probanden nur ca. 70% [202,203]. Fir das stark eiweifgebundene Ceftriaxon ist eine
Erhohung der freien Fraktion bei Intensivpatienten ebenfalls mehrfach beschrieben.
Wahrend bei gesunden Probanden nur ca. 6% als freie Fraktion im Plasma vorliegen,
konnten bei Intensivpatienten deutlich erhéhte mittlere freie Fraktionen von 13-33%
nachgewiesen werden [203-205]. Im Rahmen einer klinischen Studie an Dialysepatienten
zeigten sich sogar noch weit héhere freie Fraktionen von ca. 60 + 15%, Werte welche die
grofle Variabilitdt im Ausmal der Plasmaproteinbindung von schwerkranken Patienten
illustrieren [206]. Als Ursache wird in der Literatur zum einen die bei Intensivpatienten
haufig vorkommende Hypoalbuminamie genannt [207]. Daneben kdnnen auch endogene
Stoffe, die im Rahmen der jeweiligen Grunderkrankung des Intensivpatienten vermehrt
gebildet werden, Einfluss auf die Plasmaproteinbindung nehmen, indem diese gebundene
Arzneistoffe aus der Proteinbindung verdrangen [208]. So kann das z.B. bei
Lebererkrankungen vermehrt zirkulierende Bilirubin die Proteinbindung von Arzneistoffen
herabsetzen [208]. Vergleichbares ist auch fiir Harnstoff beschrieben, der sich im Rahmen
einer Nierenfunktionsstorung, die bei vielen Intensivpatienten vorliegt [209], anreichern
kann [208].

Eine deutliche Erhéhung der freien Fraktion bei Intensivpatienten ist auch schon mehrfach in
der Literatur fir Arzneistoffe anderer Indikationsgruppen beschrieben worden. Zamacona

et al., 1997, konnten dieses Phanomen fir das Anasthetikum Propofol nachweisen und Saari
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et al., 2014, beschreiben die gleiche Beobachtung fiir das Opioid-Analgetikum Sufentanil
[210,211]. Auch die in der vorliegenden Arbeit beobachtete starke Streuung der freien
Fraktion bei Intensivpatienten ist bereits in der Literatur bekannt [203]. Wolf et al.,2006,
leiten daraus fiir das Antiepileptikum Phenytoin ab, dass aus der Bestimmung der totalen
Konzentration freie Konzentrationen nicht zuverldssig berechnet werden kénnen [212].
Daher wird fiir diesen hocheiweiRgebundenen Arzneistoff mit einer freien Fraktion von ca.
9% gefordert, bei Intensivpatienten zum TDM die freie Konzentration direkt zu bestimmen
[212]. Dies deckt sich auch mit der Empfehlung von Wong et al., 2013, die vorschlagen, fir
hocheiweilRgebundene Antibiotika wie Ceftriaxon zur Dosisoptimierung die freie
Konzentration analytisch zu bestimmen, anstatt sie aus der totalen Konzentration mittels
Literaturwerten fir die Proteinbindung abzuleiten [203]. Lodise et al.,, 2007, gingen zur
Berechnung freier Konzentrationen von Ceftriaxon bei kritisch kranken Patienten von einer
freien Fraktion von nur 10% aus [213]. Die Anwendung dieses Modells auf die Ergebnisse der
Arbeit von Schleibinger et al., 2015, hatte zu einer Unterschatzung der freien Konzentration
um den Faktor 3 gefiihrt, da hier eine freie Fraktion von ca. 33% ermittelt werden konnte
[204].

Fiir schwach proteingebundene Antibiotika hingegen wie z.B. Meropenem scheint eine
Bestimmung der freien Konzentration im Rahmen eines TDM nicht erforderlich. In der
vorliegenden Arbeit konnte bei adipdsen chirurgischen Patienten eine mittlere freie Fraktion
fir Meropenem von 97,8 + 5,7% ermittelt werden, was anndhernd dem Wert von gesunden
Probanden entspricht, der in der Literatur mit ca. 98% angegeben wird [214]. In der Literatur
wurde zwar bei kritisch kranken Patienten von einer Reduktion der freien Fraktion auf
ca. 90% berichtet, doch auch diese Verdnderung stellt im Hinblick auf die verfligbare freie
Konzentration lediglich eine Verdnderung um ca. 8% dar, ein Wert der im Rahmen eines
TDM Programms nur geringe Relevanz haben sollte [203]. Auch Wong et al., 2013, kommen
anhand der Ergebnisse ihrer Untersuchung zur Proteinbindung von verschiedenen
Antibiotika zu diesem Schluss [203]. Eine Erniedrigung der freien Fraktion bei
Intensivpatienten ist zudem angesichts oben beschriebener Ergebnisse kritisch zu
hinterfragen, da Ublicherweise eine Erhéhung der freien Fraktion beobachtet werden
konnte. Der fir Meropenem beobachtete Riickgang konnte Folge der Messmethodik sein,
bei der die Aufrechterhaltung physiologischer Bedingungen bei der Ultrafiltration keine
Berucksichtigung fand. So wurde die Ulrafiltration bei Raumtemperatur durchgefiihrt und es
erfolgte keine Aufrechterhaltung physiologischer pH-Bedingungen. Die Zentrifugalkraft
wurde mit 16200 g sehr hoch gewahlt [203].

Die Ergebnisse der Bestimmung der freien Konzentration von Linezolid im Plasma von
adiposen chirurgischen Patienten verdeutlichen die Relevanz der Adsorptionsproblematik
bei Einsatz der Ultrafiltration zur Bestimmung der freien Konzentration. Wahrend bei

Verwendung der als inert befundenen Vivacon Ultrafiltrationseinheit eine einheitliche freie

-105-



Diskussion

Fraktion von 85,4 * 3,7% ermittelt wurde, lag bei Verwendung der Nanosep
Ultrafiltrationseinheiten durch die oben dargestellte Adsorption an die Membran die freie
Fraktion lediglich bei ca. 68,0 + 6,7% und zeigte einen Abfall bei niedrigen Konzentrationen,
der eine Konzentrationsabhdngigkeit der freien Fraktion vortduschte. Die mit den Vivacon
Ultrafiltrationseinheiten ermittelten Ergebnisse stimmen mit Literaturwerten Uberein, die
mit Hilfe der Mikrodialyse bei septischen Patienten ermittelt wurden, wo sich ebenfalls eine
freie Fraktion von ca. 85% zeigte [215]. Auch fir die Verwendung von Nanosep
Ultrafiltrationseinheiten zur Bestimmung der freien Konzentration bei kritisch kranken
Patienten konnte in der Literatur ein Beispiel gefunden werden. Auch hier zeigte sich
gegeniber den in dieser Arbeit mit Vivacon Filtern ermittelten Ergebnissen eine etwas
erniedrigte freie Fraktion fiir Linezolid von im Mittel 77% [216]. Diese etwas niedrigere freie
Fraktion konnte als Folge der bei Nanosep Ultrafiltern beobachteten Adsorption an die
Membran gewertet werden. Die Einhaltung von physiologischen Bedingungen in Temperatur
und pH bei der Ultrafiltration wurde zwar in dieser Arbeit ebenfalls nicht beachtet, aber fir
Linezolid ist dies nur von untergeordneter Bedeutung, da keine relevante Abhangigkeit der

freien Konzentration von diesen Parametern vorliegt.

Fiir ein TDM von Linezolid in der klinischen Routine wird die Bestimmung von freien
Konzentrationen als Grundlage fir die Dosisanpassung empfohlen [217]. Dies erscheint
sinnvoll, da die in den Patientenproben gemessene freie Fraktion im Vergleich zu gesunden
Probanden erhéht war. Wahrend bei den schwer kranken Patienten hier eine freie Fraktion
von ca. 85% ermittelt werden konnte, liegen die Literaturwerte fiir gesunde Probanden nur
bei ca. 70% [218,219].
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6 Zusammenfassung

Die Betalaktam-Antibiotika stellen die in der klinischen Routine am Universitatsklinikum
Regensburg am haufigsten eingesetzten Antibiotika dar. Linezolid und Tigecyclin sind
wichtige Reserveantibiotika zur Behandlung von Infektionen durch multiresistente
grampositive Erreger. Tigecyclin kommt zusatzlich auch zur Therapie von Infektionen durch
multiresistente gramnegative Keime zum Einsatz, die Betalaktamasen mit erweitertem
Spektrum bilden. Trotz der groBBen Relevanz dieser Antibiotika fir die klinische Praxis ist es
bisher am Universitatsklinikum Regensburg nicht moglich, in der klinischen Routine die
Plasmakonzentrationen dieser Substanzen im Rahmen eines TDM zu bestimmen. Da die
Standarddosierungen der Fachinformationen aus pharmakokinetischen Studien an gesunden
Probanden abgeleitet wurden, ist zu hinterfragen, ob mit diesen Dosierungen bei
Intensivpatienten optimale Wirkspiegel erreicht werden. Kritisch kranke Patienten weisen
eine stark veranderte und hoch variable Pharmakokinetik auf, was auf den
pathophysiologischen Verdnderungen im Rahmen ihrer schweren Erkrankung beruht. Eine
optimal dosierte Antibiotikatherapie ist flr Intensivpatienten mit schweren Infektionen von
hoher Relevanz, da in klinischen Studien ein Uberlebensvorteil bei adiquater Antibiose
gezeigt werden konnte. Das Risiko der Resistenzbildung kann durch suffiziente
Plasmakonzentrationen der eingesetzten Antibiotika gesenkt werden. Daher wird in
Leitlinien insbesondere bei kritisch kranken Patienten vermehrt die Durchfiihrung eines TDM
fiir Antibiotika gefordert.

1) Hierzu wurden HPLC-Methoden mit UV-photometrischer Detektion zur Bestimmung der
Betalaktam-Antibiotika Ceftazidim, Ceftriaxon, Ertapenem, Meropenem und Piperacillin,
sowie der Reserveantibiotika Linezolid und Tigecyclin entwickelt und voll oder teilweise
validiert. Die zentralen Validierungsparameter Prazision, Richtigkeit und Selektivitat erfillten
die Anforderungen der EMA bzw. der FDA fir die Validierung bioanalytischer Methoden. Um
routinefdhige Methoden mit moglichst kurzen Laufzeiten zu erhalten, wurde eine
isokratische Elution gewahlt. Zur Bestimmung der totalen Konzentration erfolgte die
Probenvorbereitung durch Proteinfallung. Da fir die pharmakologische Wirkung eines
Arzneistoffs aber nur die freie, nicht an Plasmaproteine gebundene Fraktion zu Verfligung
steht, wurde die Messung freier Konzentrationen in der Methodenentwicklung
schwerpunktmaRig berlicksichtigt. Dies ist flr Intensivpatienten von besonderer Bedeutung,
da bei diesem Patientenkollektiv auch die Proteinbindung starke Veranderungen aufweist.

Zur Bestimmung der freien Konzentration kam die Ultrafiltration zum Einsatz.

2) Die Ultrafiltration gilt als zuverlassige Methode zur Bestimmung der freien Konzentration,
sofern Adsorptionsphanomene der untersuchten Substanz an die Ultrafiltrationseinheit
ausgeschlossen sind. Dies wurde fiir alle untersuchten Antibiotika geprift. Da bekannt ist,

dass das Ausmall der Proteinbindung von den experimentellen Bedingungen wie
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Temperatur, pH-Wert und Zentrifugalkraft beeinflusst werden kann, wurde die Bedeutung
dieser Parameter fiir die gemessene freie Konzentration der untersuchten Substanzen
evaluiert. Es konnte gezeigt werden, dass die freie Konzentration substanzspezifisch stark
von den experimentellen Bedingungen abhangt. Daher wurde fiir die Routinemethode zur
Bestimmung der freien Konzentration die Aufrechterhaltung physiologischer Bedingungen
etabliert. Durch Pufferung der Proben und den Einsatz einer temperierbaren Zentrifuge
konnte der hierfir erforderliche Aufwand an Arbeitszeit und Technik gering gehalten
werden. Durch Vergleich der ermittelten Ergebnisse mit Literaturdaten aus Gleichgewichts-
bzw. Mikrodialyse wurde die Zuverlassigkeit der Methode unter Beweis gestellt. Ergebnisse
der jlingeren Literatur, bei der die Einhaltung physiologischer Bedingungen wahrend der

Ultrafiltration nicht berlcksichtigt wurde, konnten korrigiert werden.

3) Die entwickelten Methoden erwiesen sich als gut geeignet zur Bestimmung der
Plasmakonzentrationen der untersuchten Substanzen bei Intensivpatienten. Die Ergebnisse
der klinischen Untersuchung fiir Meropenem und Piperacillin konnten zeigen, dass bei ca.
50% der Patienten der PK/PD-Zielparameter einer Plasmakonzentration oberhalb der MHK
des Leitkeims Pseudomonas aeruginosa (iber das gesamte Dosisintervall nicht erreicht
wurde. Die gemessenen Spiegel zeigten eine breite Streuung. Beide Faktoren sprechen fir
die Anwendung modifizierter Dosierungsstrategien, sowie eines TDM zur Optimierung der
antibiotischen Dosierung der Betalaktam-Antibiotika. Durch die Messung freier
Konzentrationen von Meropenem, Piperacillin und Linezolid im Plasma von schwer kranken
Patienten konnte gezeigt werden, dass die freie Konzentration nur bei schwach eiweil3-
gebundenen Substanzen aus der totalen Konzentration abgeleitet werden kann. Bei
hocheiweilRgebundenen Antibiotika sollte im Rahmen eines TDM fir schwerkranke

Patienten die freie Konzentration analytisch bestimmt werden.
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