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Einleitung

1 Einleitung

Die Pravalenz von schweren Infektionen ist auf Intensivstationen auch heute noch hoch.
Insbesondere die Sepsis und der septische Schock sind Syndrome mit einer hohen Mortalitat
[1,2]. In einer Studie an 3877 Intensivpatienten in Deutschland aus dem Jahr 2007 betrug die
Sterberate einer schweren Sepsis insgesamt 55,2 %, in der Untergruppe des septischen Schocks
sogar 62,7 % [2]. Die wichtigste Sdule der Behandlung von schweren bakteriellen Infektionen ist
eine wirksame Antibiotikatherapie, wie Kumar 2006 fiir den septischen Schock zeigen konnte:
die Mortalitdt des septischen Schocks steigt mit jeder Stunde, die ohne die Initiierung einer
wirksamen Antibiotikatherapie verstreicht, um ca. 7 % an [3]. Zu einer wirksamen
Antibiotikatherapie gehoren die Auswahl der richtigen Substanz und die korrekte Dosierung. Eine
wichtige Rolle in der frilhen und zielgerichteten Behandlung schwerer Infektionen auf
Intensivstationen spielen die Carbapeneme [4]. In dieser Arbeit soll auf die Pharmakokinetik von
Ertapenem, einem Carbapenem, das seit 2002 unter dem Handelsnamen Invanz® auf dem

europadischen Markt zugelassen ist, eingegangen werden.

1.1 Pharmakokinetische Besonderheiten der Antibiotikatherapie bei Intensivpatienten

Die Dosis eines Antibiotikums wird hauptsachlich von Studien an gesunden Probanden
abgeleitet. Intensivpatienten unterscheiden sich allerdings in vielerlei Hinsicht von gesunden
Probanden, sodass nicht davon ausgegangen werden kann, dass Intensivpatienten die gleichen
Plasmakonzentrationen erreichen wie gesunde Probanden. Beispielsweise leiden sie unter
Organausfallen, malignen Vorerkrankungen, Verbrennungen oder schweren Traumata. Hinzu
kommt das Arsenal anderer Medikamente mit moglichen Medikamenteninteraktionen [5]. Abb.
1 zeigt die pathophysiologischen Besonderheiten bei Intensivpatienten und deren Einfluss auf
pharmakokinetische Parameter. Alles in allem sind pharmakokinetische Verdanderungen bei
Intensivpatienten im Vergleich zu gesunden Probanden eher die Regel als die Ausnahme. Sie
resultieren in einer erhohten Variabilitdt der Plasmaspiegel mit der Gefahr zu niedriger bzw. zu
hoher Plasmaspiegel und eines hiermit assoziierten Therapieversagens oder toxischer
Nebenwirkungen [5-7]. Ein starres Konzept (,1 x 1g Fantastocillin taglich“ [8]) gefahrdet die

Wirksamkeit der Antibiotikatherapie.
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Infektion Operation Inflammation Verbrennung Pankreatitis

| l l | l

Sepsis
(SIRS, systemic inflammatory response syndrome)

l

Veranderte Durchblutung
lebenswichtiger Organe
plus
endotheliale Dysfunktion
(“capillary leak”)

Adipositas — <+— Extrakorporale Kreislaufe

Erhéhte Clearance
Vasopressorisch wirksame Stoffe —  GroReres Verteilungsvolumen +— Niedrige Konzentrationen von Plasmaproteinen

i.v. Gabe hoher FlUssigkeitsvolumina —» « Arzneimittelinteraktionen

l

Risiko fiir Therapieversagen und/oder Resistenzentwicklung durch
Reduzierte Antibiotikakonzentrationen bei geringerer
Empfindlichkeit der Erreger

Abb. 1: Pathophysiologische Besonderheiten und pharmakokinetische Folgen bei Intensivpatienten (nach
(9.

"Ein Antibiotikum muss so dosiert werden, dass am Ort der Infektion hinreichend hohe
Konzentrationen hinreichend lange erreicht werden" [10]. Die Empfindlichkeit der Erreger
(ausgedrickt als Minimale Hemmkonzentration, MHK) und die Pharmakokinetik des
Antibiotikums sind also fir den therapeutischen Erfolg bestimmend. Verteilung
(Verteilungsvolumen) im Koérper und Ausscheidung (Clearance) charakterisieren die
Pharmakokinetik eines Antibiotikums und sind gemeinsam fiir die Halbwertszeit und den
Konzentrations-Zeit-Verlauf  intravends verabreichter Antibiotika entscheidend. Die
Halbwertszeit ist direkt proportional dem Verteilungsvolumen und indirekt proportional der
Clearance (t1/2=In2 x V4/CL). Da nur der freie, nicht-proteingebundene Anteil eines Antibiotikums
pharmakologisch wirksam ist, ist auch die Hohe der Proteinbindung fiir die Wirksamkeit und
damit den Erfolg der antimikrobiellen Therapie relevant [11-13]. Alle angesprochenen Aspekte

weisen Besonderheiten bei Intensivpatienten auf, die in der Folge erlautert werden sollen.

Erhéhtes Verteilungsvolumen

Lipophile Substanzen haben durch ihre bessere Membrangangigkeit in der Regel ein hoheres
Verteilungsvolumen als hydrophile. Letztere tendieren eher zu niedrigeren Verteilungsvolumen
und bleiben zu einem bedeutenden Anteil im GefaRsystem [14]. Bei Intensivpatienten kommt es
im Rahmen einer Sepsis (durch Endotoxinausschittung) zu einer unspezifischen Ausschittung

korpereigener Mediatoren (TNF-alpha, NF-uB, Interleukine, NO), die eine generalisierte
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Entziindungsreaktion (SIRS) zur Folge haben. Diese fiihrt zu Vasodilatation, Endothelschaden
durch Apoptose und einer kapillaren Durchlassigkeit (,capillary leak syndrome®) [15]. Es folgt
eine Volumenverschiebung vom GefaRsystem ins Interstitium mit konsekutivem intravasalen
Volumenmangel und Blutdruckabfall, dem i.d.R. mit einer ausgedehnten Therapie mit
Kristalloiden (und Kolloiden) begegnet wird. Hinzu kommt, dass das AusmaR der Proteinbindung
von Antibiotika das Verteilungsvolumen beeinflusst. Das ,capillary leak syndrome”, die massive
Volumentherapie und die verminderte Proteinbindung zusammen fiihren bei hydrophilen
Pharmaka wie Beta-Laktamen zu einem erhohten Verteilungsvolumen [14]. Die Folge eines
(isoliert) erhohten Verteilungsvolumens ist eine langere Halbwertszeit, niedrigere Spitzenspiegel

und hohere Talspiegel.

Veranderte Clearance

Die meisten Beta-Laktame (auch Ertapenem) werden wie andere hydrophile Medikamente v.a.
renal eliminiert. Da die schwere Krankheitssituation bei Intensivpatienten in vielen Fallen eine
Abweichung von der normalen Nierenfunktion nach sich zieht, ist der Einfluss der Nierenfunktion
auf die Clearance von hydrophilen Substanzen grofRer als auf die von lipophilen Substanzen [16].

Die Clearance kann bei Intensivpatienten sowohl erhéht, als auch vermindert sein.

Verminderte Clearance: Nicht selten kommt es im Verlauf eines Intensivaufenthaltes zu einem
akuten Nierenversagen, fiir das neben vorbestehenden Nierenerkrankungen am haufigsten eine
Sepsis die Ursache ist [17]. In diesem Fall entgiftet die Niere nicht ausreichend und es kommt zu
einer Kumulation renal eliminierter Antibiotika und anderer harnpflichtiger Substanzen. In der
Regel wird hierauf mit einer Nierenersatztherapie reagiert (CVVH, HD). Wie diese Ersatzverfahren
die Plasmakonzentrationen verandern, hangt von diversen Faktoren wie z.B. Molekulargewicht,
Proteinbindung, Hydrophilie des Antibiotikums und Eigenschaften des Ersatzverfahrens wie
FiltergrofRe oder Flussrate ab. Eine Vorhersage scheint schwierig zu sein und die Variabilitat der
Spiegel hoch [5]. In einer multizentrischen Studie an 24 Intensivpatienten zeigte sich, dass im Fall
von akutem Nierenversagen und Nierenersatztherapie die Zielkonzentrationen in ca. 25 % der

Falle verfehlt wurden [18].

Gesteigerte renale Clearance: Das Gegenteil ist als Folge einer inflammatorischen Reaktion zu
beobachten. Es kommt wahrend einer hyperdynamen Kreislaufsituation zu einer vermehrten
Durchblutung der Nieren, was zu einer erhohten Ausscheidung korpereigener sowie

korperfremder Stoffe fihrt. Dieser Zustand tritt gehduft bei Patienten mit traumatischen
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Hirnverletzungen, Meningitis, postoperativen Patienten, Verbrennungsopfern, VAP-Patienten
und Schwangeren auf. Jliingere Patienten scheinen insgesamt haufiger betroffen zu sein als
altere. Insgesamt wird von einer Pravalenz dieses als ,augmented renal Clearance” (ARC)
bezeichneten Zustandes von 30 - 85 % berichtet. Es zeigte sich eine Korrelation fir eine
gesteigerte renale Clearance von > 130 ml/min / 1,73 m? und subtherapeutische Plasmaspiegel

[5].

Verdnderte Proteinbindung

Die meisten Beta-Laktame binden nur in geringem MaBe an Proteine [19]. Sofern sie
hocheiweillgebunden sind, wie z.B. Ertapenem oder Ceftriaxon, binden sie aufgrund ihrer
physikochemischen Eigenschaften (eher sauer) vor allem an Albumin [20]. Aus diesem Grund ist
die Albuminkonzentration einer der wichtigsten Faktoren flir das Ausmal} der Proteinbindung.
Bei Intensivpatienten ist sie jedoch haufig vermindert [21], was fiir einige Antibiotika in einer
geringeren PlasmaeiweiBbindung resultiert. Zahlreiche weitere Faktoren haben einen Einfluss

auf das Ausmal’ der Proteinbindung (Abb. 2 [20]).

Veranderte Albuminbindung

Niedriger Albuminwert Normaler Albuminwert
Verminderte Kapillare Erhohte Elimination Verdringung durch Verdringung/Modifi-
Produktion Durchldssigkeit o Nephrotisches endogene Molekiile zierung durch
o Akute-Phase- o Verbrennungen ilirubi i
Reaktion (Stress, o SIRS ’ Syl g Ellelil:::c:ff ?:noegdei::r:t:te;me
o Verletzung, SIRS) o Schwangerschaft ° Verbrennl..l_ngen. o Andere o Hochgradig
o Lebererkrankung o Diabetes Mellitus (xerI:ste fozsc0s Abfallprodukte eiweigebundene
o Ma;gelelrnéhrung o Lungenédem o Iatt:gg:le (Hippursaure) Antibiotika
o Hohes Alter i a
ron B A B o Freie Fettsduren o Ande_re
o Maligne o Hormone Medikamente (z.B.
Grunderkrankung ASS, Furosemid)

Abb. 2: Faktoren, die fir verdnderte Bindungseigenschaften von Medikamenten an Albumin

verantwortlich sind (nach [20]).
Unempfindliche Erreger

Die Empfindlichkeit eines Erregers ldsst sich am einfachsten durch die MHK (Minimale
Hemmbkonzentration) ausdriicken. Sie bezeichnet die niedrigste Konzentration einer Substanz,

bei der die in vitro Vermehrung von Mikroorganismen mit bloBem Auge (Triibung) nicht
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wahrgenommen werden kann [22]. Da die MHK der entscheidende Grenzwert eines Bakteriums
fur die Bewertung des Plasmaspiegels ist, lohnt es sich diese zu beachten. Optimal ware es im
Falle einer Infektion stets den Erreger mit dessen MHK zu identifizieren, um eine Vorstellung von
der Wirksamkeit des Antibiotikums zu bekommen. Im Zeitalter multiresistener Erreger ist es zwar
nicht nur auf Intensivstationen notwendig, Patienten mit bakteriellen Infektionen individualisiert
und gezielt zu therapieren, dort kommt es jedoch zu einem vermehrten Auftreten von
resistenten Erregern mit hoheren MHKs als auf Normalstationen [8,23]. Es gibt Stimmen, die als
Folge hierauf (generell) héhere Dosierungen auf Intensivstationen fordern, um der Situation

gerecht zu werden und den therapeutischen Erfolg nicht zu gefahrden [5].

1.2 PK/PD und die Relevanz fiir die Therapie von Ertapenem

Isoliert betrachtet liefert die Pharmakokinetik keine Aussage (iber den klinischen Erfolg. Nur die
Verbindung zwischen der Pharmakokinetik und der zugehérigen Effektivitat (Pharmakodynamik)
eines Antibiotikums kann hier hilfreich sein. Diese Effektivitat wird bei Antibiotika meistens in
vitro durch die MHK oder time-kill-curves beschrieben. In Abb. 3 sieht man, dass es Antibiotika
gibt, bei denen die Abtotung proportional zur Konzentration ist und solche, bei denen ab einer
Konzentration von 4-5 x MHK keine hohere Abtotungsrate erfolgt. Erstere nennt man
konzentrationsabhdngige Antibiotika und man definiert als relevanten PK/PD-Index Cmax/MHK,
also das Verhaltnis des Spitzenspiegels zur MHK. Letztere bezeichnet man als zeitabhangige
Antibiotika mit T > muk als relevantem Index, d.h. die Zeit wahrend der die Konzentration oberhalb
der MHK liegt, gilt als entscheidend. Diese Indices bilden die Grundlage der modernen, rationalen

Antibiotikatherapie, die Resistenzbildung vermeiden und Erreger zielsicher abtéten soll.

Dieser Ansatz ist eigentlich schon sehr lange bekannt, auch wenn er in der Zwischenzeit nicht
immer respektiert wurde. Bereits im Jahr 1950 gelang es Eagle et al. den zeitabhangigen Effekt
von Penicillin zu zeigen. Nicht die Maximaldosis, sondern die Dauer, welche die Konzentration
des Antibiotikums Gber einem bestimmten Grenzwert (MHK) liegt, ist flir den therapeutischen
Erfolg entscheidend. Im gleichen Atemzug wurde von derselben Forschungsgruppe die
kontinuierliche Infusion von Penicillin empfohlen [24,25]. In der modernen Literatur wird die die

Theorie von Eagle et al. bestatigt [26—-28].

Ahnlich verhdlt es sich auch mit der Wirksamkeit anderer Beta-Laktam Antibiotika
(Cephalosporinen, Carbapenemen) sowie einiger Makrolide und Clindamycin [29]. Auch hier

besteht nur eine sehr geringe Korrelation zwischen Effektivitdat und dem Spitzenspiegel des
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Antibiotikums. Sobald eine ca. 4-fache Konzentration der MHK erreicht ist, fiihrt eine weitere
Steigerung der Konzentration nicht zu einer erhéhten Rate der Abtétung der Bakterien [29]. Der
Grund hierfir liegt im Wirkmechanismus der Beta-Laktame begriindet: der Vorgang der
Acylierung der PBP, der letztlich zu einer Lyse des Bakteriums fiihrt, ist bereits bei niedrigen
Konzentrationen gesattigt. Eine weitere Konzentrationserhohung kann somit nicht mehr zu
einem starkeren Effekt fiihren, da bereits eine vollstandige Acylierung vorliegt [30]. Anschaulich
wird dies an time-kill-curves, wie es exemplarisch fiir Beta-Laktame in Abb. 3 fir Ticarcillin zu
sehen ist. Der relevante PK-PD-Index fiir diese Antibiotikagruppe, zu der auch Ertapenem gehort,
ist also die Zeit, wahrend der das Antibiotikums die MHK Uberschreitet: T>muk. Die Zielvorgaben
flr Ts>muk variieren zwischen den Beta-Laktamen etwas. So wird fir Cephalosporine 60-70%
gefordert, fur Penicilline 50% und fiir Carbapeneme 40 % [31]. Diese Unterschiede liegen wohl in
der zwischen den Substanzgruppen variierenden Geschwindigkeit des Acylierungsprozesses,
sowie dem verschieden (jedoch bei allen geringfligig) ausgepragten postantibiotischen (PAE) und

dem Sub-MHK-Effekt begriindet [30].

Ganz anders verhalt es sich mit Aminoglykosiden und Fluorochinolonen, die iber einen grofRen
Bereich eine konzentrationsabhangige Kill-Rate zeigen [32]. Die Zeit Uber der MHK ist hier
weniger relevant, da all diese Substanzen durch ihren Wirkmechanismus in der
Proteinbiosynthese einen guten PAE besitzen. Das bedeutet, dass der Konzentrationsspiegel
nach einem moglichst hohen Spitzenspiegel auch langere Zeit unter die MHK fallen darf, relevant
fir das Erreichen des Effektes ist der Spitzenspiegel. In Abb. 3 ist an Tobramycin und Ciprofloxacin
zu sehen, dass der Effekt iber einen grolRen Konzentrationsbereich zunimmt. Die mit der

Wirkung korrelierenden PK-PD Indices sind folglich Cmax/MHK und AUC/MHK [30].

Tobramycin Ciprofloxacin Ticarcillin
10 104 10
@ @4 @
8- 8 ) & /
74 7 7 A
n /w/
T 60— 5 T 6 @ £ 6 Wgm T
E 3 5 'ﬂ-_____“/ £ w\l-—n_._.
£ 5 £ 5 £ 54
2 2 2
g a4 8 4 g 4
34 3 2 Kontrolle
— 1/4 MHK
2 24 24 |— 1TMHK
— AMHK
14 14 14 |— 16 MHK
— 24 MHK
o] T T 1 0 T T 1 0 T T T 1
0 2 4 6 [} 2 4 6 [¢] 2 4 6 8
Zeit (h) Zeit (h) Zeit (h)

Abb. 3: “Time-kill-curves” fir Pseudomonas aeruginosa. KBE koloniebildende Einheiten, MHK minimale
Hemmkonzentration [8] (Beck 2014 aus Craig 1990).
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Schon lange ist jedoch bekannt, dass nur die freie Konzentration eines Antibiotikums wirksam ist.
Es ist also zwingend notwendig freie Konzentrationen bei der Betrachtung von PK/PD-Indices zu

betrachten und die PK/PD-Indices entsprechend anzupassen [33]:
Ts>muk =2 fT>muk v.a. fir Beta-Laktame

Cmax bzw. AUC/MHK = fCmax bzw. fAUC/MHK v.a. fur Aminoglykoside und Fluorochinolone

1.3 Ertapenem

Ertapenem ist ein Beta-Laktam und gehort zur Klasse der Carbapeneme (Abb. 4). Von manchen
Autoren wird es aufgrund seiner fehlenden Aktivitat gegenlber Nicht-Fermentern als

Carbapenem der Gruppe 1 bezeichnet [34].

1.3.1 Chemische Struktur und Struktur-Wirkungsbeziehung

HO
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CH,
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@
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Abb. 4: Chemische Strukturen von Ertapenem (links) und Meropenem (rechts) [34,35]

Ertapenem tragt im Zentrum einen Beta-Laktam-Ring. Es ist strukturell eng mit Meropenem
verwandt, tragt jedoch zusatzlich eine Benzoesauregruppe, die die Lipophilitdit erhéht und

moglicherweise fiir die hohe PlasmaeiweiRbindung von Ertapenem verantwortlich ist [36].

Wie Meropenem und im Unterschied zu Imipenem, liegt an Position 1 eine Methylgruppe vor.
Diese schiitzt vor der Metabolisierung durch die Dehydropeptidase | und ist der Grund, es nicht

mit einem Dehydropeptidase I-Hemmstoff (Cilastatin) kombinieren zu missen [36].

Im Unterschied zu Cephalosporinen und Penicillinen tragen Carbapeneme die
Hydroxyethylgruppe in Juxtaposition zur Carbonylgruppe (Position 6) im Beta-Laktam-Ring. Dies
flhrt zu einer Stabilitdt gegenliber Beta-Laktamasen. Hierdurch ldsst sich die gute Aktivitdt von
Carbapenemen gegen ESBL-Bildner und AmpC-Bildner erklaren, da durch eine schnelle
Acylierung der Beta-Laktamasen deren enzymatische Fahigkeiten deutlich verlangsamt werden

[36].
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1.3.2 Pharmakodynamik und Anwendungsbereiche

Ertapenem ist ein Breit-Spektrum-Antibiotikum mit guter Aktivitdit gegen grampositive,

gramnegative und anaerobe Bakterien.

Es bindet hochaffin vor allem an PBP 2, aber auch an PBP 1a, 1b und 3. Hierdurch verhindert es
die Synthese der Zellwand der Bakterien und verursacht den Tod der Bakterien. Die Bindung an
PBP 2 wird als Vorteil von Carbapenemen gegeniiber Cephalosporinen betrachtet, da sie einer
Filamentierung der Bakterien und einer resultierenden LPS-Freisetzung durch gram-negative

Bakterien entgegenwirkt [37].
Resistenzen

Ertapenem weist keine Aktivitat gegen MRSA und Enterokokken, sowie eine verminderte
Aktivitat gegeniber Penicillin-resistenten Streptokokken auf. Dies liegt an einer geringen

Affinitat an die jeweiligen PBP.
Gegen intrazellulare Erreger ist Ertapenem wie alle Beta-Laktame nicht wirksam.

Weiterhin wirkt Ertapenem nur sehr schwach gegen Non-Fermenter wie Pseudomonas
aeruginosa. Der Grund hierfir ist nicht abschlieRend geklart. Es wurde vermutet, dass die (durch
die Benzoesduregruppe) vermehrte negative Ladung im Vergleich zu Imipenem und Meropenem
zu einer verminderten Aktivitdat gegenliber Pseudomonas aeruginosa fihrt, da letztere das fir
Kationen durchgangige OprD-Porin zum Eindringen nutzen [38], wobei in der Literatur auch
Gegenstimmen zu dieser Theorie bekannt sind [39]. Non-Fermenter gelten als resistent

gegenlber Ertapenem [35].

ESBL-bildende  Bakterien, haufig  Enterobakterien, bilden Resistenzen gegeniiber
Cephalosporinen und Penicillinen aus. Sie erhéhen die MHK fiir Ertapenem zwar diskret, dennoch
bleibt eine gute Aktivitat vorhanden [40]. Insgesamt ist Ertapenem, verglichen mit anderen Beta-
Laktamen, stabil gegenliber diesem Resistenzmechanismus [38]. Eine Kombination der Beta-
Laktamasen mit einem verstarkten Efflux oder einer geringeren Penetrationsrate fihrt jedoch in

Ausnahmefallen zu Resistenzen [41].

Erworbene Carbapenemasen, wie z.B. IMP-1 und andere Beta-Metallo-Laktamasen, sind selten.
Treten sie dennoch auf, insbesondere kombiniert mit einer verdanderten Penetrationsmoglichkeit

fir Carbapeneme, verursachen sie eine Resistenz [40,42].
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Indikationen

Das breite Wirkspektrum, welches Enterobakterien und Anaerobier einschlielt, jedoch eine
Licke fir Pseudomonaden hat, pradestiniert Ertapenem fiir komplizierte, ambulant erworbene
(Misch-)Infektionen. Die Pseudomonaden-Liicke hat den Vorteil, dass der Selektionsdruck auf
diese Spezies im Vergleich zu Meropenem oder Imipenem geringer ausfallt. Man erhofft sich
somit eine seltener auftretende Resistenz gegenliber Carbapenemen. In einer Metaanalyse aus
dem Jahr 2012 zeigte sich folgende Erkenntnis: Seit der Einfihrung von Ertapenem nahm die
Resistenz von Pseudomonaden gegeniber Meropenem und Imipenem an einigen
Krankenhdusern ab. Dies wurde vor allem auf den vermehrten Einsatz von Ertapenem anstatt

Pseudomonas-wirksamer Carbapeneme zurilickgefihrt [43].

Somit ist es zur Behandlung folgender Infektionen, wenn diese durch sicher oder wahrscheinlich
Ertapenem-empfindliche Bakterien verursacht sind und eine parenterale Therapie erfordern,

zugelassen (Phase Il Studien in Klammern):

Intraabdominelle Infektionen [44,45]
- Ambulant erworbene Pneumonie [46,47]
- Akute gyndkologische Infektionen [48]
- Infektionen der Haut und Weichteile beim diabetischen Fuf} [49]
- Infektionen der ableitenden Harnwege [50,51]
Diese Infektionen zdhlen zu den am haufigsten eine Sepsis verursachenden Infektionen in

Deutschland [2].

1.3.3 Pharmakokinetik bei gesunden Probanden

Ertapenem hat eine hohe Proteinbindung von 92 - 95 % und eine lange Halbwertszeit von etwa
4 h [41]. Dies hat zur Folge, dass durch eine einmal tagliche, meist tiber 30 Minuten, zugefihrte
Infusion von 1 g bei Probanden ausreichende Plasmaspiegel erreicht werden kdnnen. Die
wichtigsten pharmakokinetischen Parameter fiir gesunde Probanden sind in Tab. 1
zusammengefasst. Ertapenem wird zu ca. 80 % mit dem Urin ausgeschieden, je etwa zur Halfte
unverandert und als ge6ffneter Beta-Laktam-Ring. Alle weiteren Metaboliten sind quantitativ
nicht bedeutungsvoll. Weitere 10 % werden mit den Fazes ausgeschieden, was eine bilidre oder

intestinale Sekretion zeigt [52]. Wie bei anderen renal ausgeschiedenen Pharmaka auch, nimmt
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die Clearance bei eingeschrankter Nierenfunktion ab. In Europa wird ab einer
Clkrea < 30ml/min/1.73 m? von einer Ertapenem-Infusion ganzlich abgeraten [41].
Tab. 1: Pharmakokinetische Parameter von Ertapenem 1 g i.v. bei gesunden Probanden (nach [41]). Abk.:

Cmax Spitzenspiegel, CL Clearance, Vs Verteilungsvolumen im steady state, ti; Halbwertszeit, AUC Area

under the curve

Parameter Wert + SD
Cmax (mg/1) 154,9+£22,0
CL (I/h) 1,77 10,2
Vss (1) 8,2+1,5
t12 (h) 3,8

AUC (mg*h/l) 572,1+68,6

1.4 Studienlage: Pharmakokinetik von Ertapenem bei Intensivpatienten

In diesem Abschnitt soll ein kurzer Uberblick tiber die Studienlage der Pharmakokinetik von

Ertapenem bei Intensivpatienten gegeben werden (siehe Tab. 2).

Tab. 2: Pharmakokinetik von Ertapenem bei Intensivpatienten nach intravendser Infusion von 1 g liber 30
min. Abk.: Cmex Spitzenspiegel, CL Clearance, Vi Verteilungsvolumen im steady state, t;, Halbwertszeit,
AUC Area under the curve, Lit. Literatur, n Probandenanzahl, VAP ventilator-associated pneumonia, IA/
intraabdominelle Infektion, SSS/ Skin and skin structure infections

Fokus n Cmax AUC vd CL t1/2 Lit.
mg/I mg*h/I L I/h h
VAP 17 |1 90,5+26,1 418+ 172 148+3,8 2,60+1,42 4,2+1,3 [53]

Schwere 8 [ 94,1+79,0 318+275 59,4+85,7 12,0+18,4 5,7%+4,9 | [54]
Sepsis
VAP und IAl | 7 114+39 4131151 157 2,8+0,9 4605 | [55]
VAP und SSSI | 6 115+ 28 - 16,1 +4,5 38+1,6 3,9t1,2 | [56]

Verbrennung | 8 - 795+215 9,7+1,4 22,2+5,6 53+1,7 |[57]

Die Variabilitat der Werte fiir Clearance und Verteilungsvolumen war hoch. Das
Verteilungsvolumen von 9,7 bis 59,4 | war durchweg gesteigert, verglichen mit dem Wert
gesunder Probanden (8,2 1). Zeitgleich war jedoch auch die Clearance z.T. drastisch erhoht mit
2,6 bis 22,2 I/h verglichen mit gesunden Probanden (1,7 I/h). Dies resultierte in einer relativ

stabilen durchschnittlichen Halbwertszeit von 3,9 bis 5,33 h, dhnlich der bei gesunden Probanden
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(3,8 h). Innerhalb der Studien bestanden jedoch groRRere interindividuelle Abweichungen fir die

Halbwertszeit, was an der Standardabweichung von 4,9 bei Brink 2009 deutlich wurde [54].

Cmax fiel mit 90,5 bis 115 mg/| niedriger als bei gesunden Probanden (154,9 mg/l) aus, ebenso die
AUC mit 317,7 bis 418,5 mg*h/1 (572,1 mg*h/I bei gesunden Probanden). Lediglich die Studie von
Dailly bildete hier eine Ausnahme und zeigte mit 794,9 mg*h/I erhéhte Werte fir die AUC [57].
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2 Hypothese und Zielsetzung

Zwei Studien an Intensivpatienten haben gezeigt, dass mit der Standarddosierung von 1 g
Ertapenem einmal taglich die auf Basis der Fachinformation berechneten freien Konzentrationen
im Serum nur fiir 25-30% des Dosierungszeitraumes Uber den definierten Grenzwerten lagen
[53,54]. Daraus wurde auf eine ungentigende Dosierung von Ertapenem bei Intensivpatienten
geschlossen. In vitro-Untersuchungen zur Proteinbindung mit Hilfe der Ultrafiltration haben
jedoch gezeigt, dass die in der Fachinformation angegebenen Daten zur Proteinbindung von

Ertapenem bei Intensivpatienten in Frage zu stellen sind [58].
Folgende Ziele wurden in dieser Arbeit verfolgt:

- Es sollten freie und totale Konzentrationen von Ertapenem in Plasma von
Intensivpatienten bestimmt werden.
- Die Pharmakokinetik von Ertapenem bei Intensivpatienten sollte beschrieben werden.

Hierbei sollte insbesondere der Aspekt der Proteinbindung betrachtet werden.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Allgemeine Laborgerate

Aluminiumkuihlblock HxBxT 30x250x100 mm mit 4x10 Bohrungen von HxD 28x12 mm,

Mechanische Werkstatt, Fakultat Chemie und Pharmazie der Universitat Regensburg
Brand-Dispensette (0,1-0,5 ml, 1-5 ml, 10-50 ml, 20-100 ml), Fa. Brand, 97877 Wertheim
Centrifuge & Vortex, Fa. NeoLab Migge, 69123 Heidelberg

Eppendorf-Multipette, Fa. Eppendorf, 22339 Hamburg

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

Braunschweig

Heizblock Heatblock Ill, Fa. VWR, 64295 Darmstadt

Magnetriihrer Combimag RCT, Fa. IKA, 7813 Staufen i. Breisgau

pH-Meter pH 526 und pH 720, Fa. WTW, 82362 Weilheim

Rainin Pipet-Lite XLS (20-200 pl, 100-1000 ul), Fa. Mettler-Toledo, 35396 Gielien

REAX 2 Mischer (Uberkopfschiittler), Fa. Heidolph, 91126 Schwabach

REAX 2000 Mixer (Vortex), Fa. Heidolph, 91126 Schwabach

Stepmate Repeater (Multipette), Fa. Scilogex, 1275 Cromwell Avenue, C-6, Rocky Hill, CT 06067
StepMate Repeater Pipettor, Fa. Scilogex, 1275 Cromwell Avenue, C-6 Rocky Hill, CT 06067
Sunrise Absorbance Reader fiir Mikrotiterplatten, Fa. Tecan Austria, 5082 Grodig

Vakuum Pumpe ME 1C, Fa. Vacuubrand, 97877 Wertheim

Vakuum-Filtrationsgerat 1000 ml, Millipore, 65760 Eschborn

Waage Sartorius 1712, 30/160g, d=0.01/0.1 mg, Fa. Sartorius AG, 37075 Géttingen

Waage Sartorius BP 211D, 80/210g, d=0.01/0.1 mg, Fa. Sartorius AG, 37075 Géttingen
Waage Sartorius Extended, 3200g, d=0.01g, Fa. Sartorius AG, 37075 Gottingen
Wasseraufbereitungsanlage arium® basic, Fa. Sartorius Stedim, 37075 Goéttingen

Zentrifuge Eppendorf 5417 R, Rotor F45-30-11, Fa. Eppendorf, 22339 Hamburg
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Zentrifuge Heraeus Multifuge 1L-R mit Windkesselrotor 75002005, Fa. Kendro Laboratory
Products, 37520 Osterode, jetzt Thermo Electron LED GmbH, 63505 Langenselbold

Zentrifuge Hettich Mikro 22, Trommelrotor 1161, Fa. Hettich, 78532 Tuttlingen

Zentrifuge Sorvall Super T21, Rotor SL-50T, Thermo Fisher Scientific, 63303 Dreieich

3.2 Verbrauchsmaterialien
Blutgas-Monovette® 2 ml, Fa. Sarstedt, 51588 Niimbrecht
Conical Glass Insert (250ul, total volume 340ul), 31 x 6mm, Fa. BGB, 79618 Rheinfelden

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

Mikro-Schraubréohren 2 ml mit Verschluss, PP, Fa. Sarstedt, 51588 Niimbrecht
Multipette ritips® 0,05 ml, Fa. Ritter GmbH, 86830 Schwabmiinchen

Nanosep Omega 10K/30K: modifiziertes Polyethersulfon auf Polyethylen, Fa. VWR International,
64295 Darmstadt

Pipettenspitzen (200 ul, 1000 pl), Fa. Sarstedt, 51588 Niimbrecht

Prazisions Dispenser tips (1,25 ml, 2,5 ml), Fa. Brand, 97877 Wertheim

Reagiergefalle mit anhdangendem Deckel (1,5 ml, 2,2 ml), Fa. Sarstedt, 51588 Nimbrecht
Roéhre 4 ml, 75 x 12 mm, Rundboden, PP, Fa. Kabe Labortechnik GmbH, 51588 Niimbrecht

Rohre, Spitzboden (12 ml, 95 x 16 mm, 15 ml, 120 x 17 mm, 50 ml, 114 x 28 mm), Fa. Kabe
Labortechnik GmbH, 51588 Nimbrecht

Short Thread Screw Caps ND9 with Septa Silicone Rubber/PTFE, Fa. BGB, 79618 Rheinfelden
Short Thread Vial 32 x 11.6mm, 1.5ml (clear), wide opening, Fa. BGB, 79618 Rheinfelden
Verschlussstopfen fir Probenréhren 4 und 12 ml, Fa. Kabe Labortechnik GmbH, 51588
Nimbrecht

3.3 Reagenzien und Chemikalien

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

Acetonitril LiChrosolv, Fa. Merck, 64293 Darmstadt
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Albumin from human serum, lyophilizized powder, essentially fatty acid free, Fa. Sigma-Aldrich,

82024 Taufkirchen

Dichlormethan zur Analyse, Fa. VWR, 64295 Darmstadt
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat zur Analyse, Fa. Merck, 64293 Darmstadt
L(+)-Ascorbinsdure zur Analyse, Fa. Merck, 64293 Darmstadt

Methanol LiChrosolv, Fa. Merck, 64293 Darmstadt

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

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

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

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

Titriplex lll zur Analyse, Fa. Merck, 64293 Darmstadt

Wasser gereinigt (iber Wasseraufbereitungsanlage Arium, Fa. Sartorius Stedim, 37075 Gottingen

3.4 Arzneimittel

Ertapenem Invanz® 1 g (ChB: 2053960, verw. 03/2014). Eine Durchstechflasche enthalt 1,221 g
Pulver zur Herstellung einer Infusionslosung, entsprechend 1,046 g Ertapenem-Natrium,
entsprechend 1,00 g Ertapenem freie Saure (MG 475,516 g/mol) als weiBes bis weiR-
gebrochenes Pulver zur Herstellung einer Infusionslosung. Als weitere Bestandteile sind
Natriumhydrogencarbonat (E 500) sowie Natriumhydroxid (E 524) zur pH-Einstellung auf 7,5

enthalten [41], Fa. InfectoPharm, Heppenheim.

3.5 HPLC-Analyse

Ertapenem wurde auf zwei verschiedenen HPLC-Apparaturen quantifiziert, wobei alle nicht
gesondert bezeichneten Gerate aus der Prominence Serie der Fa. Shimadzu, 47269 Duisburg

stammen:
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- System A: Degasser DGU-20A3, Pumpe LC 20AT, Autosampler SIL-20AC HT, Saulenofen
CTO-10AS VT, UV-Detektor SPD-20A, Steuergerat CBM-20A, Auswertsystem LC-Solution.

- System B: Degasser DG-4000 (Fa. Recipe Chemicals, 80992 Miinchen), Pumpe LC 20AT,
Autosampler SIL-20AC HT, Sdulenofen ERC 125 (Fa. ERC, 85521 Riemerling), UV-Detektor
SPD-10 AV, Steuergerdt CBM-20A, Auswertsystem LC-Solution.

Ausgehend von einer publizierten HPLC-Methode wurde mit folgendem chromatographischen

System gearbeitet [59]:

Als Standardsaule wurde die ,reversed-phase” Sdule XBridge BEH 2.6 um C18 50x3mm (Fa.
Waters, 65760 Eschborn) benutzt, der als Vorsaule eine Nucleoshell 2.7 um RP 18, 4x3 mm (Fa.
Machery and Nagel GmbH & Co. KG, 52355 Diren) vorgeschaltet war. In Vorversuchen und als
alternative Saule wurde dariiber hinaus mit einer XBridge C18, 30x4.6 mm (Fa. Waters, 65760

Eschborn) gearbeitet.

Als mobile Phase (Eluent) wurde ein 100 mM ortho-Phosphorsaure-Acetonitril-Gemisch
(1000:200, v/v), pH = 2,8 verwendet, das wie folgt hergestellt wurde: Zu 1 | Wasser wurden 6,80
ml 85% o-Phosphorsaure und 15-16 Platzchen Natriumhydroxid hinzugefiigt. Der pH-Wert wurde
ggf. mit 10 M NaOH oder 85% H3PO4 auf pH = 2,6 korrigiert. Zu 800 ml Puffer wurden 160 ml
Acetonitril zugegeben, der pH-Wert kontrolliert und gegebenenfalls auf pH = 2,8 nachjustiert.
Der Eluent wurde im Vakuum durch einen Membranfilter (TE 36, PTFE 0,45 um @ 47 mm) filtriert

zur Entgasung und um Partikel zu entfernen. Der Filter wurde vorab mit Methanol benetzt.

Die Retentionszeit betrug 2,5 Minuten bei einer Flussrate von 0,4 ml/min (XBridge C18 BEH 2.5y,
50x3 mm) und einer Temperatur von 40 °C. Der Druck betrug etwa 119 bar, als Injektionsvolumen

wurde 1-5 pl gewahlt.
Die photometrische UV-Detektion erfolgte standardmaRig bei Wellenlangen von A = 300 nm und
bei A = 260 nm. Sowohl die Flache als auch die Hohe des Detektorsignals wurden erfasst.

3.5.1 Bestimmung der totalen Konzentration von Ertapenem

3.5.1.1 Stammldsung

Es wurde eine Stammlosung von Ertapenem 5000 mg/l hergestellt. 122.1 mg Invanz®
(InfectoPharm Arzneimittel und Consilium GmbH, 64646 Heppenheim), entsprechend 104,6 mg

Ertapenem-Natrium-Salz, entsprechend 100.0 mg Ertapenem freie Sdure wurden im Messkolben
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ad 20 ml in Wasser geldst und in Aliquots von 800 ul bei -70 °C eingefroren. Einmal aufgetaut

wurden die Aliquots nicht erneut eingefroren.

3.5.1.2 Losungen und Reagenzien

50 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 6,0:
690 mg NaH,P0OsxH,0 (MG 137,99) wurden in 100 ml Wasser geldst und mit 10 M NaOH auf pH

6,0 titriert.

25 mM NaH;PO4 Natriumphosphat-Puffer, pH 6,0:
345 mg NaH2PO4xH,0 (MG 137,99) wurden in 100 ml Wasser geldst und mit 10 M NaOH auf pH

6,0 titriert

10 mM NaH;POg4, pH 6,0:
138 mg NaH;P04xH>0 (MG 137,99) wurden in 100 ml Wasser geldst und mit 10 M NaOH auf pH

6,0 titriert.

3.5.1.3 Standards und Kontrollen

Standard- und Kontrollproben wurden in Leerplasma gesunder, freiwilliger Probanden
hergestellt. Das Blut wurde zuvor durch Venenpunktion mit Hilfe von Serum- oder
Heparinmonovetten gewonnen und zehn Minuten bei 3000 g zentrifugiert, um das Plasma von
den korpuskuldren Bestandteilen abzutrennen. Das Plasma mehrerer Probanden wurde
vermischt und in einen gemeinsamen Plasmapool Uberfihrt. Vorratiges, bereits bei -70 °C
eingefrorenes Plasma wurde nach dem Auftauen im Eiswasserbad oder im auf Eis gekiihlten
Aluminiumblock gemischt und anschlieBend weitere zehn Minuten bei 3000 g zentrifugiert, um

evtl. nachgefalltes Fibrin abzutrennen.

Leerplasma, dotiert mit 50 mg/l Ertapenem, wurde als Standard mitgefiihrt. Als Kontrollen
dienten Losungen mit 100 mg/l (KA) und 10 mg/l (KB) in Plasma. Die hierfiir bendtigten
Vorverdiinnungen wurden separat aus der Ertapenem 5000 mg/I Stammlésung hergestellt und

im Anschluss im Verhaltnis 1:20 mit Leerplasma versetzt.

Fir mehrere Assays wurden Aliquots von 230 ul (KA, KB) bzw. 350 pl (Std) abgefillt und bei
-70 °C gelagert. Bei jedem Assay wurden zur Kalibrierung alle 10-15 Proben ein Standard,
mindestens aber drei Standards, sowie am Anfang und am Ende die Kontrollen in

Doppelbestimmung mitanalysiert. Um Stabilitditsprobleme zu vermeiden wurden die
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Stammlosung, Standards, Kontrollen und spater auch die Patientenproben stets im Kiihlblock

oder Eiswasserbad bei ca. 4 °C gehandhabt.

Tab. 3: Verdiinnungsschema zur Herstellung der Standards und Kontrollen. Abk.: Konz. Konzentration,

Res. Konz. Resultierende Konzentration

Konz. (mg/l): 5000|5000 | 2000
Volumen (pl): 100 | 200 | 50
Wasser (ul): 400 | 300 | 450

Res. Konz. (mg/l): | 1000 | 2000 | 200
1:20 mit Serum: 50 | 100 | 10
Abkilrzung: Std | KA | KB

3.5.1.4 Referenzstandard

Als Referenzstandard wurde durch Zugabe der Stamml6sung Ertapenem 5000 mg/l in 10 mM
Phosphatpuffer, pH 6,0 eine Verdinnung mit einer Konzentration von 25 mg/I hergestellt, in
Ausnahmefallen von 20 mg/I. Der Referenzstandard wurde bei jedem Assay 3-4 mal injiziert und
diente zur Berechnung der Wiederfindung.

Tab. 4: Verdlinnungsschema zur Herstellung des Referenzstandards. Abk.: Konz. Konzentration, Res. Konz.

Resultierende Konzentration

Konz. (mg/l): 5000| 250 |5000| 1000
Volumen (ul): 50 | 100 | 100 | 25
Puffer (ul): 950 | 900 | 400 | 975
Res. Konz. (mg/l):| 250 | 25 [1000| 20
Abkirzung: SR 25 SR 20

3.5.1.5 Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung ist in nachfolgendem Flussschema dargestellt:

1. 200 pl 25 mM NaH3POq in ein 1,5 ml Reagiergefal vorlegen (Multipette)

2. 100 pl Plasma zugeben )

3. 500 ul Acetonitril zur EnteiweiBung zugeben (Brand Dispensette) und 2-3 s vortexen
4. Inkubation fiir 15 min bei 4 °C zur Sicherstellung einer vollstandigen Proteinfallung

5. Proben mischen (REAX 2000) und 2 min bei 12000 g zentrifugieren (Hettich Mikro 220R)
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6. Uberstand in 4 ml Réhren dekantieren, in denen 1,3 ml Dichlormethan vorliegen (Brand

Dispensette)
7. 10 min mischen (REAX 2 Uberkopfschiittler)

8. 10 min bei 3850 g (4500 rpm) zur Phasentrennung zentrifugieren (Heraeus Multifuge)
Anm.: An der Grenzschicht Dichlormethan/Wasser-MeCN setzt sich ein weifSer Niederschlag
ab. Wenn zu kurz oder bei zu geringer g-Zahl zentrifugiert wird, ist die liberstehende

Wasserphase triib.

9. 75 ul der oberen, wassrigen Phase in Minivials abfillen und 1-5 pl in die HPLC injizieren
Anm.: Beim Abpipettieren ist besondere Vorsicht geboten, dass die Pipettenspitze nicht in die

Dichlormethanphase gerdt; in einem solchen Fall Probe nochmals zentrifugieren.
1) 1xLeerplasma, 3xStd, 2xKA, 2xKB, je 1xPatientenproben
Injektionsprotokoll: SR - LP - Std - Kontrollen - Proben - SR - Std - Proben - SR - Std - Kontrollen

Zwar sind die Losungen Gber Nacht bei Raumtemperatur stabil, die Proben wurden aber dennoch
im Autosampler (6 °C) oder im Kuhlschrank gelagert, weil durch die durchstochenen Septen
Flussigkeit verdunsten kann (ca. 5 % bei Raumtemperatur iber Nacht bei Verwendung von

Teflonblattchen).

Die Quantifizierung erfolgte in der Routine Uber eine Einpunktkalibrierung bei mittlerer
Konzentration. Hierzu wurden bei jedem analytischen Lauf drei Standards in Plasma mit mittlerer
Konzentration mitgefiihrt. Die Standards wurden analog obiger Beschreibung zur Bestimmung
der totalen Konzentration aufgearbeitet. Zusatzlich wurden jeweils zwei Kontrollen mit hoher
bzw. niedriger Konzentration mit aufgearbeitet und analysiert, um im Sinne einer

Inprozesskontrolle die Prazision und Richtigkeit zu tGberprifen.

3.5.2 Bestimmung der freien Konzentration von Ertapenem

Die freie Konzentration von Ertapenem im Serum wurde mit Hilfe der Ultrafiltration bestimmt
[58].

3.5.2.1 Loésungen und Reagenzien

3 M Kalium-Phosphatpuffer, pH 7,5 (Puffer): 6,85 g KzHPO4 x 3H,0 (MG 228,23) wurden in 9 ml
Wasser (15 ml skaliertes Rohrchen) geldst, mit 85% H3POa4 auf pH 7,5 titriert und mit Wasser ad

10 ml aufgefiillt.
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3.5.2.2 Standards und Kontrollen

Zur Kalibrierung wurden mindestens drei unabhangig aus der Stammldsung hergestellte
Verdlinnungen von Ertapenem mittlerer Konzentration (20 oder 25 mg/l) in 10 mM
Natriumphosphatpuffer, pH 6,0, verwendet. Zusatzlich wurde je eine Kontrollprobe (KA, KB) mit
hoher (100 mg/l) und niedriger Konzentration (10 mg/l) in Serum oder Plasma als

Inprozesskontrolle mitaufgearbeitet und analysiert.

3.5.2.3 Probenvorbereitung

Vor der Ultrafiltration musste die Zentrifuge (Eppendorf 5417R) auf die Solltemperatur von 37 °C
gebracht werden. Dazu wurde die Zentrifuge mit zwei je mit 1 ml Glycerin gefillten 2 ml
fassenden ReagiergefdBen fur ca. 45 min bei 37 °C/1000 g betrieben. Sobald die
Temperuranzeige konstant 37 °C erreichte, wurde die Zentrifugation gestoppt und die
Rotortemperatur tiber das Messen der Temperatur des Glycerins kontrolliert. Das Thermometer
war in einem Heizblock auf 37 °C vorgewarmt worden. Alternativ wurde die Solltemperatur auch
durch Zentrifugation fir 10 min bei hoher g-Zahl (10000 g) und anschlieBend bei 1000 g
eingestellt. Dabei konnten aber starkere Temperaturschwankungen nach dem Absenken der g-

Zahl beobachtet werden.

Das Plasma wurde aufgetaut und 20 min bei 3000 g/4 °C (4000 rpm bei Heraeus Megafuge)

vorzentrifugiert, um evtl. gebildetes Fibrin abzutrennen.
Die weitere Probenvorbereitung ist in nachfolgendem Flussschema dargestellt:

1. 10 ul 3 M Kalium-Phosphatpuffer, pH 7,5, an den Rand des Oberteils des Nanosep Filters

pipettieren
2. 300 pl Plasma zugeben und durch mehrfaches Aufsaugen/AusstoRen mischen
3. 10 min temperieren bei 37 °C/100 g (Eppendorf 5417R)
4. 20 min zentrifugieren bei 37 °C/1000 g (Eppendorf 5417R)

5. Filtrat quantitativ in Minivials Gberfihren und 2 ul in die HPLC injizieren
Anm.: Die Filtratmenge wurde beim Abpipettieren auf 5 ul genau abgeschdtzt und sollte

mindestens 60 ul betragen. In der Regel waren es 70-90 ul.

Zur Kontrolle der pH-Werte der Proben nach der Zentrifugation wurden 2-4 Uberstinde

zusammenpipettiert und der pH-Wert gemessen.
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3.5.3 Bindung von Ertapenem an Plasmaproteine und Albumin

3.5.3.1 Losungen und Reagenzien
Albunorm 20% (ChB. E322B666A, Octapharma, 40764 Langenfeld)

Humanalbumin (HSA): Albumin from human serum, essentially fatty acid free, lyophilized powder

(A1887, Fa. Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen)
Poolplasma von sechs freiwilligen, gesunden Probanden mit einem Albumingehalt von 38,2 g/l

Isotonischer Phosphatpuffer (IPP): 7,65 g Na;HPO4*6H,0, 1,90 g KH2PO4, 4,11 g NaCl wurden in
500 ml bidestilliertem Wasser gelost. Es resultierte ein pH = 7,26, dieser wurde mit 10 M NaOH

auf pH = 7,4 eingestellt (Herstellung nach [60])
Vorverdiinnung HSA 20 %: 340 mg HSA-Pulver wurden in 1,7 ml 0.1 M IPP gel&st

Vorverdiinnung HSA 3,8 %: 83,6 mg HSA-Pulver wurden in 2,2 ml IPP gel6st

3.5.3.2 Bestimmung der Konzentrationsabhangigkeit der Proteinbindung von Ertapenem

Die Konzentrationsabhangigkeit der Proteinbindung von Ertapenem und gleichzeitig die
Linearitat der freien Konzentration wurden im Serum eines gesunden Probanden bestimmt. Es
wurden zwei separate Assays im Konzentrationsbereich von 1,6 - 200 mg/I durchgefiihrt, wobei
F200, F120 und F60 nur einmal, alle anderen Konzentrationen doppelt bestimmt wurden. Die
Verdiinnung der Proben erfolgte in Plasma entsprechend Tab. 5.

Tab. 5: Verdiinnungsschema zur Herstellung der mit Ertapenem dotierten Plasmaproben. Abk.: VWV

Vorverdiinnung, Vol. Volumen, Konz. Konzentration, Abk. Abkirzung

VV (mg/l) 4000 | 4000 | 4000 | 4000|4000 (3200320320 320
Vol.(ul) 200 | 60 | 100 | 50 | 50 |100| 50 | 50
Plasma 50 | 40 | 150 | 200 | 450 100|150 450

Konz. (mg/l) 4000 | 3200|2400 |1600| 800 | 320 |160| 80 | 32
1:20 mit Plasma | 200 | 160 | 120 | 80 | 40 | 16 | 8 | 4 | 1,6
Abk. F200 | F160 |F120| F80 | F40 | F16 | F8 | F4 |F1,6

3.5.3.3 Bindung an HSA — Human serum albumin

Zuerst wurde je eine Verdinnungsreihe in IPP fir Ertapenem aus einer Stammldsung mit 5000
mg/l, siehe Tab. 6, und eine Verdiinnungsreihe fir HSA in IPP aus einer 20 % HSA-Losung

hergestellt, siehe Tab. 7.

27



Materialien und Methoden

Tab. 6: Verdinnungsreihe von Ertapenem Tab. 7: Verdiinnungsreihe von HSA 20% fir die
fiir die Bindung an HSA. Bindung von Ertapenem an HSA.

Abk.: Cerr Konzentration Ertapenem, Vol. Abk.: Cusa Konzentration Humanes Serum
Volumen, Ces resultierende Konzentration, Albumin, Vol. Volumen, C.s resultierende
HSA Humanes Serum Albumin Konzentration

Cerr (ng/ml) | 5000 | 5000 | 600 | 200 | 60 Chsa (mg/ml) | 200 | 200 | 200|200 | 60
Vol. (ul) 120 | 40 (100100100 Vol. (pl) 400|270 | 80 | 80
Puffer 880 | 960 | 900|900 900 Puffer (ul) 400|630 (720|720
Cres (ug/ml) | 600 | 200 | 60 | 20 | 6 Cres (mg/ml) | 200 |100| 60 | 20 | 6

AnschlieBend wurde jede der Albuminlosungen mit jeder der Ertapenem-Vorverdiinnungen im
Verhaltnis 1:1 (150 + 150 pl) versetzt. Es resultierten folgende Konzentrationen fiir HSA: 0 %,
0,3 %, 1,0 %, 3,0 %, 5,0 %, 10,0 %. Die Endkonzentrationen fiir Ertapenem betrugen: 3 mg/I,
10 mg/l, 30 mg/l, 100 mg/l, 300 mg/I. Die Proben wurden analog zur Verarbeitung der Proben
fir die Bindung an Albunorm® behandelt. Der Versuch wurde auf Grund von unstimmigen

Ergebnissen fiir die Konzentrationen HSA 0,3 % und 1 % wiederholt.

3.5.3.4 Bindung an Plasma von Probanden

Die freie Konzentration von Ertapenem wurde in 100 % Poolplasma und anschliefend in
verdinntem Poolplasma mit einem Plasmagehalt von 75 %, 50 % und 25 % bestimmt. Das Plasma

wurde hierzu

1) mit IPP entsprechend Tab. 8 verdiinnt, d.h. hierbei wurden das gesamte Plasma und somit alle

Proteine verdiinnt.

2) mit 3,82 % HSA-LOsung in IPP entsprechend Tab. 8 verdiinnt, um den Albumingehalt des

Plasmas konstant bei 38,2 g/| zu halten, alle anderen Komponenten jedoch zu verdiinnen.

Tab. 8: Verdliinnung von Poolplasma mit IPP/HSA. Abk.: /PP Isotonischer Phosphatpuffer, HSA Humanes
Serum Albumin

Plasma (ul) | 2000 | 1500 | 1000 | 500
IPP/HSA (W)| 0 500 | 1000 | 1500
Serie A (100 %) | B (75 %) | C (50 %) | D (25 %)

AnschlieBend wurde das verdiinnte Poolplasma mit Vorverdiinnungen von Ertapenem versetzt,

siehe Tab. 9.
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Tab. 9: Vorverdiinnungen von Ertapenem und Verdinnung mit Plasma-Albumin (,PL-ALB”)/ Plasma-
Puffer-Losungen (,PL-Puffer”). Abk.: Cerr Konzentration Ertapenem, Vol. Volumen, H,O Wasser, ERTs

resultierende Konzentration Ertapenem

Cerr (ug/ml) 5000] 5000 | 5000 | 2000 | 600
Vol. (pl) 200 | 120 | 100 | 100
H,0 (ul) 300 | 880 | 900 | 900
ERTres (mg/I 5000| 2000 | 600 | 200 | 360
Vol. (ul) 20 | 18 18 18 | 18
,PL-ALB" / ,PL-

Puffer"(ul) 313 | 342 | 342 | 342 | 342
ERTres (mg/| 300 | 100 | 30 10 | 3

Es wurden je 300 ul entsprechend der Probenvorbereitung zur Messung freier Konzentrationen
ultrafiltriert und anschliefend quantifiziert. Zur Wahrung eines einheitlichen pH-Wertes von
etwa 7,4 wurde 3 M KHPOQOgs-Puffer (pH=7,5) zugegeben. Serie A wurden 12 ul, Serie B 7 pl,

Serie C 5 pl und Serie D kein Puffer zugegeben.

3.6 Bestimmung klinisch-chemischer Parameter

Die klinisch-chemischen Parameter wurden wahrend des Routineprozesses durch das Institut fiir
klinische Chemie des Universitatsklinikums Berlin (Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH, 13353
Berlin) bestimmt. Kreatinin, Albumin und die Gesamteiweill-Konzentration wurden
photometrisch, alphal-saures Glykoprotein und Cystatin C wurden nephelometrisch gemessen.
Die Anzahl an Leukozyten wurde im Rahmen eines Blutbildes durch Impedanzmessung,
Procalcitonin durch einen Elektro-Chemilumineszenz-lImmuno-Assay und CRP durch
Immunturbidimetrie bestimmt. Albumin, Gesamteiweil}, Kreatinin und Cystatin C wurden ein
zweites Mal in anonymer Form durch die Abteilung der klinischen Chemie des
Universitatsklinikum Regensburg analysiert. Zur Einschatzung der Nierenfunktion wurde die GFR
anhand der Kreatinin-Clearance nach Cockcroft-Gault und der Cystatin-C Clearance nach Hoek

kalkuliert [61,62].

3.7 Untersuchungen an Patienten

3.7.1 Studiendesign

Es handelte sich um eine prospektive Beobachtungsstudie als Teil der multizentrischen

pharmakokinetischen Punkt-Pravalenz-Studie ,,zur Qualitatssicherung antiinfektiver Therapie auf
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Intensivstationen (QSInf)“. Sie hat zum Ziel, Falle antiinfektiver Therapie auf Intensivstationen
vollstandig zu dokumentieren und zu beurteilen. Vorrangig soll hierbei betrachtet werden ob
ausreichende Konzentrationen der zur antiinfektiven Therapie eingesetzten Medikamente
erreicht werden. Daneben gilt es erreichte PK/PD-Indices mit dem klinischen Resultat zu
vergleichen und Aussagen Uber die Populationspharmakokinetik einzelner Substanzen treffen zu
kénnen [63]. Die zustandige Ethikkommission der Charité Universitatsmedizin Berlin — Campus
Benjamin Franklin (Antragsnummer: EA4/028/13) gab ihre Zustimmung zur weiteren anonymen
Untersuchung routinemaRig erworbener Blutproben, z.B. Blutgasanalysen. Die Patienten oder
deren gesetzlichen Vertreter stimmten der Verwendung der Blutproben und ihrer Daten mittels
eines medizinischen Behandlungsvertrages zu. Vor dem Prozess der Anonymisierung der

Patienten wurden demographische und klinisch-chemische Parameter dokumentiert.

3.7.2 Patientenselektion

Zur Studie waren alle Patienten zugelassen, die die Ein-/Ausschlusskriterien erfillten. Samtliche
in die Studie einbezogenen Patienten waren wahrend des Zeitraums von April bis Oktober 2013
fir einen nicht naher definierten Zeitraum stationar auf der interdisziplindren Intensivstation
(Station 44i) der Klinik fir Anasthesie mit Schwerpunkt operative Intensivmedizin, Charité

Universitatsmedizin Berlin - Campus Benjamin Franklin, Hindenburgdamm 30, 12203 Berlin.

Die Auswahl der Patienten erfolgte Uber periodische Durchsicht der Belegungsliste. Die
Intensivstation ist als Maximalversorger einzustufen (tertiary care). Der Focus der Intensivstation
liegt auf der postoperativen Versorgung von groBen allgemein- oder neurochirurgischen
Eingriffen. Ungeachtet der Spezialisierung werden jedoch alle Arten von Krankheiten versorgt,

die einer intensivmedizinischen Behandlung bediirfen.

Einschlusskriterien

- Alter 2 18 Jahre

- stationdrer Aufenthalt auf Intensivstation
- Einwilligung mittels Behandlungsvertrag
- Behandlung mit Ertapenem

- brauchbarer intraven6ser/ intraarterieller Zugang

Ausschlusskriterien

- Nierenersatztherapie
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- fehlende Moglichkeit eine ausreichende Anzahl an Blutproben zu erhalten (z.B. aufgrund
bevorstehender Verlegung oder Tod des Patienten)

- Alter < 18 Jahre

- Schwangerschaft

- Fehlende Einwilligung

3.7.3 Medikation

Die Entscheidung zur Therapie mit Ertapenem aufgrund einer Infektion wurde vom zustandigen
behandelnden Stationsarzt getroffen. Allen aufgefiihrten Patienten wurde Ertapenem als
Kurzinfusion verabreicht, wobei angenommen wurde, dass die Infusionsdauer 30 Minuten
betrug. Die Dosierung betrug 1 g einmal taglich. Beginn, Dauer und Dosis der Infusion wurden
dem Patientendatenmanagementsystem entnommen und auf dem CRF (siehe unten) notiert.
Nachfolgende pharmakokinetische Berechnungen beruhen auf den genannten Angaben zu

Anwendung und Dosierung von Ertapenem.

3.7.4 Datensammlung und -management

Die erhobenen Daten wurden aus Patientenakten entnommen. Alle Daten wurden manuell in die
Dokumentationsbégen (Case report form = CRF) Ubertragen. Nach Beendigung der
Datenerhebung wurde eine Zusammenstellung in anonymisierter, tabellarischer und fiir die
weitere Auswertung geeigneter strukturierter Form angefertigt. Bei jeder Ubertragung von
Daten wurden diese kontrollgelesen und auf Vollstandigkeit und Richtigkeit tberprift. Eine
Erhebung der Daten erfolgte pro Patient maximal liber einen Zeitraum von 28 Tagen oder bis zu
dessen Entlassung von der Intensivstation. Nach dem vollstandigen Ausfiillen der CRFs wurden
diese anonymisiert, d.h. das erste Blatt, das Hinweise auf die Identitdt der Patienten enthielt,
wurde entfernt und verworfen. Danach waren die Patienten nur noch durch Nummern zu
unterscheiden, eine Zurlickverfolgung auf die Quelldaten war aber nicht mehr moglich. Alle

Daten sollten moglichst vollstandig erhoben werden. Die erhobenen Daten beinhalteten u.a.:

Demographie

- Alter
- Geschlecht
- GroRe

- Gewicht
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Klinische Daten

- Datum und Diagnose bei Krankenhausaufnahme

- Datum und Diagnose bei Aufnahme auf Intensivstation

- Dauer des Aufenthalts auf der Intensivstation

- Scores zur Beurteilung der Krankheitsschwere bei Aufnahme auf Intensivstation (Acute
Physiology And Chronic Health Evaluation Il [APACHE II], Simplified Acute Physiology Score Il
[SAPS 11]) und am Tag der Probennahme (Sequential Organ Failure Assesment [SOFA]) [64-66]

- Klinischer Erfolg der Behandlung

- Therapielimitierung

- Retrospektive Validitat der Diagnose

- Entlassungsstatus (Verlegung auf andere Station oder in anderes Krankenhaus, Entlassung
nach Hause oder in eine Pflegeinrichtung, Weiterbehandlung Uber den 28. Tag hinaus,
Versterben)

- Fremdkorper

- Immunsuppression

- Nebenerkrankungen

Organfunktionen

- Kreatinin-Clearance nach Cockcroft-Gault [62]
- GFR berechnet nach Hoek lber Cystatin Cim Serum [61]

- Vorhandensein einer Nierenersatztherapie

Infektionsdaten

- Infektionsfokus

- Diagnosekriterien und Diagnosezeitpunkt der Infektion

- Infektionsschwere (Einteilung u.a. in: Infektion, Sepsis, schwere Sepsis, septischer Schock nach
(67])

- Erregernachweis

- Minimale Hemmkonzentration (MHK) gemaR des European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) [68]

- Behandlungserfolg der Infektion
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Medikation

- Dosierung des Antibiotikums

- Beginn und Ende der Verabreichung

- antibiotische Gesamttherapiedauer (ggf. antibiotische Vortherapie)
- Leitlinientreue der Behandlung

- Komedikation

Die vorliegende Arbeit umfasst die Auswertung pharmakokinetischer Daten. Die klinisch-
mikrobiologische Auswertung lbersteigt den Rahmen dieser Arbeit. Der vollstandige CRF-Bogen

befindet sich im Anhang.

3.7.5 Entnahme, Handhabung und Lagerung der Blutproben

Bei der Blutprobennahme wurde eine ,sparse-sampling“-Strategie angewendet. Das heiRt, die
Gewinnung der Blutproben erfolgte aus Restblut, das im Rahmen von Blutentnahmen zur
Routinediagnostik entfiel. Hauptsachlich handelte es sich dabei um arterielles Blut von
Blutgasbestimmungen. Die Entnahmezeiten spiegeln diesen Umstand wieder. Soweit moglich
sollten mindestens drei Blutproben aus ein oder mindestens vier Blutproben aus zwei
Dosierungsintervallen von Ertapenem ausgewahlt werden, die nach Mdglichkeit Uber das
Dosierungsintervall gleich verteilt sein und die folgenden Zeitraume abbilden sollten: 0.5-2 h
nach Infusionsende (Spitzenkonzentrationen), 10-14 h (Mitte des Dosierungsintervalls) und
22-24 h (Talspiegel). Das Zeitintervall bis 30 min nach Ende der Infusion wurde vermieden. Bei

allen Proben wurde die genaue Uhrzeit der Entnahme im CRF notiert.

Die Patientenproben wurden unmittelbar nach Entnahme zehn Minuten bei 3000 g zentrifugiert.
Das dadurch von den korpuskuldren Bestandteilen des Blutes abgetrennte Plasma wurde
anschlieRend bei -70 °C gelagert und zur weiteren Analyse auf Trockeneis zum Labor (Lehrstuhl
fir Pharmakologie der Universitdit Regensburg, Universitdtsstrale 31, 93053 Regensburg)

transportiert.

3.7.6 Pharmakokinetische Berechnungen

Zur Berechnung der pharmakokinetischen Parameter wurde Phoenix WinNonlin 6.3
(Pharsight/Certara, St Louis, MO, USA) verwendet. Fir die Berechnungen von Clearance und
Verteilungsvolumen erwies sich ein Ein-Kompartiment-Modell mit Invasionskinetik nullter

Ordnung und einer Eliminationskinetik erster Ordnung (Wichtung 1/y?) als giinstig.
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Das Verteilungsvolumen wurde gemaR V4 = D/Co berechnet. Uber eine ermittelte Eliminations-
konstante ke (ke= In (2) / t1/2) konnte man die Clearance bestimmen: CL = Vg4 x ke. Die AUC
berechnet sich als Integral der Konzentrations-Zeit-Kurve. Aus kalkulierter Clearance und
Verteilungsvolumen wurde ein vollstandiger zeitlicher Verlauf der Plasmakonzentrationen von
Ertapenem fir jeden einzelnen Patienten bis zum dritten Behandlungstag bei einmal taglicher
intravendser Infusion von 1 g Ertapenem Uber 30 min simuliert. Dies wurde unter der Pramisse
eines Gleichgewichtes (steady-state) durchgefiihrt. Aus den Simulationen wurden Cmax, C2an und
die Eliminationshalbwertszeit entnommen. Alle Werte wurden separat fiir freie und totale

Konzentrationen kalkuliert.

Als PK/PD-Index der Wabhl gilt fir Beta-Laktame und somit auch fiir Ertapenem die Zeit (iber der
minimalen Hemmkonzentration (MHK) eines Bakteriums. Da keine MHKs gemessen wurden,
verwendete man Grenzwerte aus der Literatur. Als mogliche Pathogene wurden Penicillin-
resistenter S. pneumoniae (2 mg/l) und Methicillin-sensibler S. aureus (0,25 mg/l) mit den in
Klammern angegebenen minimalen Hemmkonzentrationen ausgewahlt [35]. Als
Zielkonzentration diente eine Hemmkonzentration bei der bei mindestens 90 % der getesteten
Stamme kein Wachstum beobachtet werden konnte (MHKgo). Man berechnete ausgehend von
den Simulationen die Zeit, wahrend der die freie Konzentration von Ertapenem oberhalb der

Zielwerte lag (fT>2 mg/l, fT>0,25 mg/l) als entscheidenden PK/PD-Index.

Die Bewertung der Proteinbindungscharakteristik von Ertapenem erfolgte mittels Michaelis-
Menten-Kinetik. Die molaren Konzentrationen wurden ausgehend von Molekulargewichten von

475,516 g/mol fur Ertapenem und 66,000 g/mol fiir Albumin berechnet.

3.7.7 Statistische Auswertung

GraphPad Prism Version 6 fir MacOSX (GraphPad Software, La Jolla, CA) wurde zur Berechnung
deskriptiver Statistiken und von Michaelis-Menten-Kinetiken benutzt. Mittelwerte +
Standardabweichungen bzw. der Median mit Interquartilenabstand wurden, sofern angemessen,

mitangegeben.
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4 Ergebnisse
4.1 Kenndaten der HPLC-Methode

Fiir die Bestimmung von Ertapenem in den Plasmaproben der Intensivpatienten wurde eine fir
Plasma (LiHeparin) und Serum gesunder Probanden validierte HPLC-Methode verwendet [69].
Die Charakteristika der Methode sind: Linearitdt von 0,8 - 80 mg/l nachgewiesen (r > 0,999), Intra-

und Inter-Assay-Prazision und Richtigkeit besser als 5%.
4.1.1 Selektivitat

Die HPLC-Methode zeigte sich als hinreichend selektiv, um Ertapenem im Plasma der
Intensivpatienten zu analysieren. Gegenliber dem Plasma gesunder Probanden wurden in den
Chromatogrammen zwar meist zusatzliche Peaks gefunden, Ertapenem eluierte aber als gut

abgetrennter Peak (Abb. 5).
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Abb. 5: Chromatogramme von (A) Leerplasma, (B) Plasma dotiert mit 7,14 mg/| Ertapenem sowie (C, D)
der Plasmaprobe eines Patienten unter der Therapie mit 1 g Ertapenem 1 g einmal taglich. C, totale
Konzentration 24,8 mg/I. D, freie Konzentration 10,6 mg/l. Man beachte den unterschiedlichen MaRstab
der y-Achse bei A/B und C/D. Der Pfeil (bei D) deutet auf eine geringfiigige Interferenz durch einen nur
teilweise abgetrennten Peak hin. Chromatographisches Trennsystem: Saule: xBridge C18 BEH, 2,5 u, 50x3
mm. Eluent: 0,1 M H3PO,/Acetonitril 600:90, pH 3,11. Fluss: 0,4 ml/min. Temperatur 40 °C. Detektion bei
300 nm.
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Die Auswertung der Peaks erfolgte in der Routine sowohl Uber die Flachen als auch Uber die
Hohe; Gbereinstimmende Werte wurden als "frei von Interferenzen" gedeutet. Eine Kontroll-
analyse erfolgte, wenn die Auswertung Uber die Flache hohere Werte ergab im Vergleich zur
Auswertung Uber die Hohe. So ergab die Auswertung Uber die Flache der in Abb. 5 D gezeigten
Plasmaprobe eine um 8% hohere Konzentration als die Auswertung tiber die Peakhdhe, weil hier
(und in einigen anderen Fallen) der Ertapenem-Peak die Andeutung einer Schulter zeigte (Pfeil in
Abb. 5 D). Die Wiederholungsanalyse dieser Probe mit einem gednderten Eluenten (50 mM
Natriumphosphat, pH 6,0/Acetonitril 1000:60 (v/v)) mit auf Grund des hoheren pH-Werts
gednderter Selektivitat zeigte eine ganz regulare Peakform, libereinstimmende Werte bei Aus-
wertung Uber die Peakflaichen und Peakhohen, und der lber die Peakhthe bestimmte Wert der
ersten Analyse wurde bestatigt. Generell kann man feststellen, dass die Auswertung nach der
Peakh6henmethode bei Interferenz durch teilaufgeloste Peaks die richtigeren Werte liefert,

weshalb in der Routine die Peakhéhenmethode zur Auswertung genommen wurde.

4.1.2 Prazision und Richtigkeit

Zur Qualitatssicherung wurden bei der Analyse der Patientenproben Kontrollen in
Probandenplasma mitgefiihrt, die mit Ertapenem 100 und 10 mg/| dotiert waren. Die dabei
erhaltenen Kenndaten bestdtigten die Brauchbarkeit der Methode fiir die Analyse von
Plasmaproben von Intensivpatienten. Die Intra-Assay-Prazision (MW + SD) betrug bei
Auswertung Uber die Flache/H6he 1,8/2,7 % (100 mg/l) und 2,2/1,7 % (10 mg/l), die Inter-Assay-
Prazision 3,1/2,8 % (100 mg/l) und 2,0/2,3 % (10 mg/l). Die Richtigkeit, ausgedrickt als
Abweichung des Mittelwerts der gemessenen Konzentrationen von der Soll-Konzentration, war
-4,5/-4,2 % (100 mg/l) und -1,4/-0,2 % (10 mg/l). Bei der Analyse der freien Konzentrationen
wurden die Kontrollen nur als Einfachbestimmung mitgefiihrt, da die Intra-Assay-Prazision in
Voruntersuchungen < 1 % war, d.h. in der GréBenordnung des Pipettenfehlers. Die Inter-Assay-
Prazision war vergleichbar den Werten bei Bestimmung der totalen Konzentration (3,1/2,8 % bei
100 mg/l, 2,0/2,3 % bei 10 mg/l). Die Richtigkeit kann nicht angegeben werden, da die
Proteinbindung zwischen verschiedenen Plasmaproben variieren kann und der Sollwert deshalb
nicht bekannt ist. Im Laufe der Analysen wurden zwei verschiedene Plasmapools
(Albuminkonzentration 44 und 42 g/I) verwendet. Aus der geringen Streuung der Ergebnisse kann
man schlieBen, dass die Methode zur Bestimmung der freien Konzentrationen von Ertapenem
sehr préazise ist und dass geringe Anderungen in der Albuminkonzentration keine Auswirkung auf

die Proteinbindung von Ertapenem haben.
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Einige Plasmaproben wurden ein zweites Mal analysiert (Analyse von "incurred samples" gemaR
den Richtlinien der FDA und EMA). Die dabei erhaltenen Werte betrugen 99,0 £ 3,7 % (n =9,
Bereich 1,80-70,5 mg/l) der Werte der ersten Analyse fiir die totale Konzentration bzw. 105,5 *
4,2 % (n =12, Bereich 0,549 — 36,7 mg/|) fur die freie Konzentration.

4.1.3 Patienten

Insgesamt wurden sechs Patienten (5 M/1 W) in die Studie aufgenommen (Tab. 10). Das Alter
betrug 47 bis 85 Jahre (Median 72,5 Jahre), das Kérpergewicht 55 bis 90 kg (Median 77,5 kg), die
KorpergrolRe zwischen 160 und 185 cm (Median 175,5 cm). Der APACHE Il Score bei Aufnahme
lag zwischen 14 und 27 (Median 18,5). Bei keinem der Patienten traten schwerwiegende
Nebenwirkungen auf, die in Zusammenhang mit der Gabe von Ertapenem gebracht werden
konnten. Die Kriterien der Sepsis erfillten finf der sechs Patienten, von denen zwei Patienten
eine schwere Sepsis und ein Patient einen septischen Schock erlitten. Als Pathogene konnten
zweimal ein Methicillin-sensibler Staphylokokkus aureus-Stamm identifiziert werden und je
einmal Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli mit ESBL und Serratia marcesens. Einmal blieb die
Suche nach dem Erreger erfolglos. Unter einer Pneumonie (4 HAP, 1 VAP) litten funf der sechs
Patienten, ein Patient unter einem Harnwegsinfekt. Grund fir die Aufnahme auf die
Intensivstation waren je zweimal respiratorische Insuffizienz und Polytrauma und je einmal
intrazerebrale Blutungen und hamorrhagischer Schock.

Tab. 10: Demographische und klinische Daten der sechs mit Ertapenem behandelten Intensivpatienten.
Abk.: ID Identifikationsnummer, Ind. Indikation, Sex Geschlecht, APACHE Il Acute Physiology And Chronic
Health Evaluation IlI- Score, respir. respiratorisch, hdmor. hamorrhagisch, HAP hospital-acquired

pneumonia, VAP ventilator-associated pneumonia, MSSA Methicillin sensibler S. aureus, M mannlich, W
weiblich, Gew. Gewicht, Med. Median, Min. Minimum, Max. Maximum

ID |Aufnahmegrund Ind. Erreger Sex  Alter Gew. GroRe APACHE I
(a) (kg) (cm)
1 |respir. Insuffizienz HAP MSSA M 68 90 183 27
2 |Polytrauma VAP K. pneumoniae M 85 70 175 16
3 |Hamor. Schock HAP MSSA M 77 75 175 22
4  |Polytrauma HAP S. marcescens M 66 80 185 21
5 |respir. Insuffizienz HAP nicht bestimmt M 78 87 176 16
6 |intrazerebrale HWI E. coli w 47 55 160 14
Blutung
Med. 72,5 77,5 175,5 18,5
Min. 47 55 160 14
Max. 85 90 185 27
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Einige klinisch-chemische Parameter sind Tab. 11 zu entnehmen. Da sich die Probennahme
teilweise Uber mehr als einen Tag erstreckte und nicht immer an jedem Kinetiktag Kreatinin
gemessen worden war, wurden in die Tabelle die beiden zeitlich nachstliegenden Kreatininwerte
aufgenommen. Sie lagen am Tag vor der ersten Probengewinnung zwischen 0,47 und 1,21 mg/dI
(Median 0,81), danach zwischen 0,41 und 1,17 mg/dl (Median 0,885 mg/dl). Zwischen den
Werten vorher und nachher war kein grofler Unterschied, sodass angenommen werden kann,
dass sich die Nierenfunktion wahrend der Probennahme nicht stark veranderte. Der nachtraglich
aus einer der Plasmaproben, die auch fir die Bestimmung von Ertapenem verwendet wurden,
bestimmte Wert fiir Cystatin C war zwischen 0,63 und 1,73 mg/l (Median 0,895 mg/I). Hieraus
errechnete sich eine GFR nach Cockroft-Gault von 46 bis 137 ml/min (Median 90 ml/min) und
nach Hoek von 45 bis 118 ml/min (Median 98 ml/min). Ab einer GFR < 60 ml/min wurde von einer

Nierenfunktionsstorung ausgegangen, dies traf fiir einen Patienten zu.

Der Albuminwert betrug 24 - 30,6 g/I (Median 25,6 g/l), die Konzentration des Gesamtproteins
53 — 60 g/l (Median 57 g/l). Beide Werte lagen somit unter den vom zustdndigen Labor
angegebenen unteren Referenzwerten von 35 bzw. 64 g/l. Der Wert fir alpha-1-saures
Glykoprotein betrug 1,3 — 2,1 g/l (Median 1,8 g/l) und lag damit durchgangig oberhalb des
Referenzbereichs von 0,5 -1,2 g/I.

Tab. 11: Labor- und Nierenfunktionsparameter der sechs mit Ertapenem behandelten Intensivpatienten.
Abk.: ID ldentifikationsnummer, CysC Cystatin C, eCLcs Glomeruldre Filtrationsrate berechnet nach

Cockroft-Gault anhand von Kreatinin, eCLyoex Glomerulare Filtrationsrate berechnet nach Hoek anhand

von Cystatin C, sa1GP Alpha-1 saures Glykoprotein, Med. Median, Min. Minimum, Max. Maximum

ID Kreatinin Kreatinin CysC eClce €Cluoek  Albumin Protein salGP
vor nach total
(mg/dl)  (mg/dl)  (mg/l)  (ml/min) (ml/min)  (g/l) (/1) (/1)
1 0,76 0,74 0,8 124 118 26,6 53 2,1
2 1,21 1,10 1,73 46 45 24,0 57 1,3
3 0,83 1,02 0,93 72 90 30,6 2,0
4 0,79 0,75 0,86 107 105 24,8 60 1,8
5 1,18 1,17 1,2 65 74 26,4 59 1,8
6 0,47 0,41 0,63 137 111 24,7 56 1,8
Med. 0,81 0,885 0,895 90 98 25,6 57 1,8
Min. 0,47 0,41 0,63 46 45 24,0 53 1,3
Max. 1,21 1,17 1,73 137 118 30,6 60 2,1
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4.1.4 Plasmakonzentrationen von Ertapenem

Von jedem Patienten waren zwischen vier und sechs Proben innerhalb eines oder zweier
Dosierungsintervalle vorhanden. Insgesamt wurden 29 Proben analysiert. In einer Probe wurden
sehr niedrige Konzentrationen bestimmt. Es konnte nachtraglich jedoch herausgefunden
werden, dass bei diesem Patienten (Patient 3) eine Dosis unabsichtlich ausgelassen wurde; die
fehlerhafte Probe wurde 37 Stunden nach der letzten Ertapenem-Infusion gewonnen. Die freien
Konzentrationen konnten in dieser Probe nicht bestimmt werden. Die bestimmten

Plasmakonzentrationen von Ertapenem sind in Abb. 6 dargestellt.
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Abb. 6: Gemessene totale (links) und freie (rechts) Konzentrationen von Ertapenem im Plasma von sechs

Intensivpatienten nach intravendser Kurzinfusion von 1 g Ertapenem (4-6 Plasmaproben pro Patient).
4.1.5 Pharmakokinetische Auswertung

Der Konzentrations-Zeit-Verlauf der Plasmakonzentrationen von Ertapenem konnte adaquat in
einem Ein-Kompartiment-Modell beschrieben werden. Die berechneten pharmakokinetischen

Parameter im steady-state sind in Tab. 12 dargestellt.

Die Clearance fur die totale bzw. freie Konzentration betrug 1,69 - 6,67 |/h (Median 2,56 I/h),
bzw. 3,85 - 15,1 I/h (Median 5,61 I/h). Das Verteilungsvolumen lag bei 14,8 - 36,2 | (Median
19,2 1) bzw. 30,4 — 71,0 | (Median 47,5 l). Es zeigte sich also ein deutlich erhohtes
Verteilungsvolumen bei gleichzeitig erhdhter Clearance fiir die freien Konzentrationen verglichen

mit den totalen Konzentrationen.

Die Halbwertszeit des totalen Ertapenems lag bei 4,7 h, die AUCss Giber 24 h bei 405 mg*h/|, Cmax
bei 53,1 mg/l und die Konzentration am Ende des Dosierungsintervalls C2an bei 1,90 mg/I. Die
Halbwertszeit des freien Ertapenems betrug 4,4 h und war somit sehr dhnlich der Halbwertszeit

der totalen Konzentration; die AUCss Uber 24 h war 179 mg*h/|, Cmax 23,7 mg/l. Die Plasmaspiegel
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am Ende des Dosierungsintervalls Caan beliefen sich auf 0,71 mg/l. Im Mittel lag Ertapenem zu
37,8 % ungebunden vor, in Einzelproben wurden freie Konzentrationen von bis zu 60 %

gemessen.

Besonders bei Patient Nr. 6 fallen die deutlich erhohte Clearance, kurze Halbwertszeit und

niedrige Konzentrationen auf.

Tab. 12: Pharmakokinetische Parameter im Gleichgewicht (steady state) von totalem (A) und freiem (B)
Ertapenem der sechs Intensivpatienten. Abk.: ID Identifikationsnummer, n Probenanzahl, CL Clearance,
Vss Verteilungsvolumen, ti; Halbwertszeit, AUC.sn Area under the curve, Cmax Spitzenspiegel, Can
Konzentration nach 24 h, f, ungebundene Fraktion, T, mgs Anteil der Zeit innerhalb eines Dosierungs-
intervalls, wahrend der die freie Konzentration oberhalb von 2 mg/| liegt; fTs025 mgs Anteil der Zeit
innerhalb eines Dosierungsintervalls, wahrend der die freie Konzentration oberhalb von 0,25 mg/| liegt.

(A) Totales Ertapenem
n CL Vss t1/2 AUCaan Crmax Caan
ID I/h I h mg*h/I mg/| mg/I
1 5 2,09 14,8 4,91 479 67,6 2,45
2 4 2,06 18,7 6,28 485 56,0 4,19
3 5 3,02 19,7 4,51 331 50,2 1,35
4 4 390 22,4 3,98 256 43,4 0,73
5 6 1,69 15,9 6,52 591 66,4 5,45
6 4 6,67 36,2 3,76 150 26,7 0,35
Median 4,5 2,56 19,2 4,71 405 53,1 1,90
Min 4 1,69 14,8 3,76 150 26,7 0,35
Max 6 6,67 36,2 6,52 591 67,6 5,45
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(B) Freies Ertapenem
n CL Vss tiy2 AUCuh Cmax Casn fu fTs2mg/t fT>0.25 mg/i
ID I/h I h  mg*h/l mg/l mg/l (%) (%) (%)
1 5 453 304 466 221 32,6 0,99 43,7#4,5 80 100
2 4 3,84 32,4 5,85 261 31,8 1,97 53,6%6,3 99 100
3 4 595 33,1 3,86 168 29,3 0,43 34,55,7 64 100
4 4 10,6 619 4,06 94,7 158 0,29 39,5451 52 100
5 6 5,27 62,0 8,15 190 18,1 2,45 36,2+1,0 100 100
6 4 15,1 71,0 3,25 66,1 13,4 0,09 30,9%+2,4 39 79
Median | 4 5,61 47,5 4,36 179 23,7 0,71 37,8 72 100
Min 4 3,84 30,4 3,25 66,1 13,4 0,09 30,9 39 79
Max 6 15,1 71,0 8,15 261 32,6 2,45 53,6 100 100

Von Clearance und Verteilungsvolumen ausgehend wurden Konzentrations-Zeit-Verlaufe fir die
freie und totale Konzentration der sechs Patienten simuliert (Abb. 7). Hierbei wurde ein steady-
state, also ein Gleichgewichtszustand angenommen, d.h. es wurde davon ausgegangen, dass sich

Zufuhr und Ausscheidung nivellieren.
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Abb. 7: Simulierte freie Konzentrations-Zeit-Verldufe der sechs mit Ertapenem behandelten Patienten.
Die gestrichelten Linien zeigen die Grenzwerte der potentiellen Pathogene Penicillin-resistenter S.

pneumoniae (2 mg/l) und Methicillin-sensibler S. aureus (0,25 mg/l) an [35]. Die Pfeile markieren das

jeweilige Ende der Infusionen.
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Abb. 7 veranschaulicht, dass die freie Ertapenemkonzentration der sechs beobachteten
Patienten wahrend 39 - 100 % (Median 72 %), bzw. 79 - 100 % (Median 100 %) der Zeit eines
Dosierungsintervalls oberhalb der EUCAST-Grenzwerte von 2 mg/l, bzw. 0,25 mg/I, lag. Es wird

weiterhin ersichtlich, dass Patient Nr. 6 die niedrigsten freien Konzentrationen aufwies.

Die hohe Korrelation der aus der Simulation berechneten Werte mit den gemessenen Werten

zeigt Abb. 8 und demonstriert die gute Anpassung des Rechenmodells an die Messwerte.
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Abb. 8: Ubereinstimmung von berechneter und gemessener Konzentration (A total, B frei) von Ertapenem
(A:n=28;r=0,982; B:n=27;r=0,966).

4.2 Bindung von Ertapenem an Albumin

In Vorversuchen wurde die Bindung von Ertapenem an Albumin einer Albunorm®-Lésung
bestimmt. Die ungebundene Fraktion von Ertapenem in mit Ringer-Losung auf 45 g/l Albumin
verdinnter 20 %igen Albunorm®-Lésung war 84,1 % unabhdngig von der Ertapenem-
konzentration (Bereich von 1 bis 250 mg/I). Die freie Konzentration von Ertapenem 10 und 100
mg/l war auch unabhéngig von der eingestellten Aloumin-Konzentration (Bereich 10-50 g/I) und
betrug 83,5 %. Aufgrund der unplausiblen Ergebnisse wurden die weiteren Versuche mit reinem

HSA durchgefihrt.

Die freie Konzentration (Mittelwert + SD) betrug 94 + 1.5,83+1.2,60+0.87,47 +1.3und 30 +
0.45 % fuir HSA Konzentrationen von 3, 10, 30, 50 und 100 g/I. Dabei war der ungebundene Anteil
nicht von der Konzentration an Ertapenem (3-300 mg/l) abhangig. Es konnte gezeigt werden,
dass die Bindung von Ertapenem an HSA nicht sattigbar ist. Dies ist in Abb. 9 daran zu erkennen,
dass das Verhaltnis des totalen zum ungebundenen Anteil von Ertapenem konstant bleibt (die
Kurve knickt nicht ab). Die Bindung an HSA war im gesamten beobachteten
Konzentrationsbereich linear. Eine Sattigung bei (deutlich) hoheren Konzentrationen wurde nicht

Uberprift, da dieser Bereich auBerhalb moglicher Wirkspiegel liegt.
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Abb. 9: Michaelis-Menten-Diagramm zur Bindung von Ertapenem (3-300 mg/|, 6.3-630 uM) an HSA 3-100
g/l. Abk.: Cwww totale Konzentration von Ertapenem, Capumin Albuminkonzentration, Cpei freie

Ertapenemkonzentration.

4.2.1 Bindung an Probandenplasma

Die Bindung an Probandenplasma zeigt Abb. 10. Unter 40 mg/| totaler Konzentration von
Ertapenem lag der ungebundene Anteil bei etwa 20 %. Er stieg auf 25 % bei 100 mg/I und bis zu
30 % bei 200 mg/l an. Der Kurvenverlauf konnte im semilogarithmischen MaRstab mit einer

Exponentialfunktion beschrieben werden.
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Abb. 10: Abhangigkeit der freien Konzentration von Ertapenem im Plasma von der Gesamtkonzentration

(Einzelwerte zweier Assays mit n = 1 fiir 60, 120 und 200 mg/I).

Bei der Verdinnung von Probandenplasma mit IPP zeigten sich schrittweise erhohte freie

Konzentrationen wie es in Abb. 11 an den ausgefillten Symbolen zu sehen ist. Je starker das
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Plasma verdinnt wurde, desto geringer wurde die Proteinbindung. Die Dissoziationskonstante
fr die Bindung von Ertapenem an Albumin betrug 0,17 mM (Konfidenzintervall 95 %: 0,13 - 0,21
mM). Die Anzahl der Bindungsstellen betrug 1,3 (Konfidenzintervall 95 %: 1,1 — 1,5).
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Abb. 11: Ungebundener Anteil von Ertapenem bei Verdiinnung des Plasmas mit Phosphatpuffer (IPP)

(ausgefiillte Symbole) ohne Albumin und unter Konstanthaltung des Albumingehalts (HSA) (leere
Symbole).

Wurde die Albuminkonzentration jedoch konstant gehalten und nur alle anderen
Plasmabestandteile verdiinnt, zeigte sich keine veranderte Proteinbindung (leere Symbole, z.T
verdeckt). Hierbei zeigten sich auch keine Unterschiede durch den Grad der Verdiinnung. Die
Dissoziationskonstante betrug 0,155 mM (Konfidenzintervall 95%: 0,12 — 0,19 mM), die Anzahl
der Bindungsstellen 1,1 (Konfidenzintervall 95 %: 0,92 - 1,3). Das Bindungsgleichgewicht lag also
diskret weiter auf der Seite der dissoziierten Form. Die sattigbare, nicht-lineare Bindung blieb fir

das verdiinnte Probandenplasma in beiden Fallen erhalten.

Es lasst sich feststellen, dass die Affinitdt von Ertapenem an Albumin wahrend der
Verdiinnungsversuche nahezu identisch war, unabhdngig davon ob alle Plasmabestandteile

inklusive Albumin verdiinnt wurden oder Albumin konstant gehalten wurde.

4.2.2 Bindung an Patientenplasma
Die Bestimmung der Proteinbindung in Patientenplasma erfolgte durch Analyse aller 29

Patientenproben. Dabei zeigte sich insgesamt eine schwachere Proteinbindung als im

Probandenplasma wie in Abb. 12 zu sehen ist.
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Abb. 12: Vergleich des ungebundenen Anteils in Abhdngigkeit von der Gesamtkonzentration in Plasma
von Probanden und Patienten.

Die Bindung war auch in Patientenplasma nichtlinear und sattigbar. Die Anzahl an vorhandenen
Bindungsstellen fiel mit 0,4 (Konfidenzintervall 95 %: 0.16-0.65) deutlich geringer aus als in
Probandenplasma. Die Dissoziationskonstante war mit 0,086 mM (Konfidenzintervall 95 %:
0.026-0.15 mM) niedriger. Die Affinitdt der Bindung stieg also an, es waren jedoch weniger

Bindungsstellen vorhanden.

4.2.3 Vergleich der Proteinbindung

Es lasst sich feststellen, dass die Proteinbindung im Patientenplasma starker ausgepragt war als
in HSA-Losung, jedoch geringer ausfiel als in Probandenplasma, unabhdngig davon ob das
Probandenplasma verdiinnt war oder nicht. Das Michaelis-Menten-Diagramm in Abb. 13

veranschaulicht dies. Einen Vergleich der Bindungsstellen und der Dissoziationskonstanten

(Affinitaten) liefert Tab. 13.
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Abb. 13: Graphische Veranschaulichung der Michaelis-Menten-Analyse der Bindung von Ertapenem an

Albumin in Plasma gesunder Probanden, von Intensivpatienten und in HSA-LOsung, die z.T. verdiinnt

wurde. Abk.: Ciota, Cirei, Camumin: Molare Konzentrationen von gebundenem und ungebundenem

Ertapenem, bzw. Albumin, HSA Humanes Serum Albumin, /PP Isotonischer Phosphatpuffer

Tab. 13: Anzahl an Bindungsstellen (n) und Dissoziationskonstante (kg) flr die Bindung von Ertapenem an

Albumin in HSA-L6sung, Plasma von Probanden, das mit Phosphatpuffer, bzw. mit Albumin 38 g/I

(Plasma+IPP+HSA) verdiinnt wurde und in klinischen Proben von Intensivpatienten. Abk.: p.e.

Punktschatzung, CI95 95% Konfidenzintervall, n.d. nicht bestimmt, HSA Humanes Serumalbumin, /PP

Isotonischer Phosphatpuffer, r2 BestimmtsheitsmaR

HAS Plasma+IPP Plasma+IPP+HSA | Intensivpatienten
p.e. CI95 p.e. CI95 p.e. CI95 p.e. CI95
n nd. n.d. 1,3  1,1-15 1,1 0,92-1,3 (0,40 0,16-0,65
ka (mM) | nd. n.d. 0,17 0,13-0,21 | 0,155 0,12-0,19 | 0,086 0,026-0,15
n/ka (M) | 1420 1344-1496 | 7640 7205 4720
r2 0,98 0,98 0,99 0,92
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5 Diskussion

5.1 HPLC-Methode

Ertapenem wurde in Humanplasma meist mittels HPLC und UV-Detektion bei 300 nm, in neueren
Studien auch mittels LC/MSMS-Methoden bestimmt [70]. Die in dieser Arbeit beschriebene
HPLC-Methode mit UV-Detektion bei 300 nm erwies sich als hinreichend empfindlich und prazise
far die Analyse von Ertapenem im Plasma von Intensivpatienten. Sie zeigte eine gute Selektivitat
trotz der Zusatzpeaks in den Chromatogrammen der Intensivpatienten und liel? eine zuverldssige
Quantifizierung zu. Bei einem der Intensivpatienten kam es zu einer Interferenz bei der
Bestimmung der freien Konzentration, die die Auswertung liber die Peakflache geringfligig, nicht
aber die Uber die Peakhthe beeinflusste. Die Proben wurden deshalb generell Uber die
Peakh6henmethode ausgewertet. Freie und totale Plasmakonzentrationen von Ertapenem bei
Intensivpatienten konnten zuverldssig mit der HPLC-Methode gemessen werden. Nur in einer
Probe, die aber erst 37 Stunden nach Infusion von Ertapenem gewonnen worden war, waren die

freien Konzentrationen unter der Bestimmungsgrenze.

Die Kombination der HPLC-Analytik mit der Ultrafiltration unter "physiologischen" Bedingungen
- wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben - 6ffnet fir die Zukunft die Mdéglichkeit, freie und
totale Konzentrationen im Rahmen eines TDM-Konzeptes schnell und prazise zu bestimmen. Als
Vorteile der HPLC-Methode fiir ein TDM-Konzept sind sicherlich die einfache Probenvorbereitung
und Durchfiihrung der Messungen aufzufiihren, sowie die hohe Flexibilitdt der Methode bei
Interferenzen. Nachteilig ist der relativ hohe Aufwand durch geschultes Personal, sowie die
dadurch entstehenden Kosten. Dennoch ist die Methode im Vergleich zu LC/MSMS-Methoden
durch die vielfach geringeren Anschaffungskosten des analytischen Instrumentariums wesentlich
kostengiinstiger und kann auch von kleineren Kliniken geleistet werden. Die von Kritikern
angefiihrte geringere Selektivitat der UV-Detektion im Vergleich zur massenspektroskopischen

Detektion [71] war in dieser Studie fiir alle Belange ausreichend.

5.2 Ultrafiltration als Methode der Wahl zur Messung freier Plasmakonzentrationen

Es gibt zahlreiche Methoden zur Bestimmung freier Konzentrationen. Hierzu zdhlen u.a. die
Gleichgewichtsdialyse, die Mikrodialyse, die Ultrafiltration und die Ultrazentrifugation. Jede
dieser Methoden weist Vor- und Nachteile auf [72]. Einige Forschungsgruppen verwendeten

mathematische Modelle oder Daten gesunder Probanden zur Berechnung der freien
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Konzentrationen ohne diese zu messen [53,73,74]. Die Variabilitat der Ergebnisse ist nicht nur
zwischen den Methoden auf Grund unterschiedlicher Untersuchungsbedingungen grof3, sondern

auch innerhalb der jeweiligen Methoden [58].

Als historischer Goldstandard zur Bestimmung der Proteinbindung gilt die Gleichgewichtsdialyse
[72]. Aufgrund des grofRen Zeitaufwandes und der teils fehlenden Stabilitdt einiger Substanzen,
insbesondere der Betalactame, (iber einen langeren Zeitraum bei 37 °C hat die

Gleichgewichtsdialyse in den letzten Jahren jedoch immer mehr an Stellenwert verloren.

Heutzutage wird zur Bestimmung freier Konzentrationen in Plasma zumeist die Ultrafiltration
herangezogen [72]. Sie ist leicht durchfihrbar, schnell (<0.5 h vs. 4-24 h bei der
Gleichgewichtsdialyse) und kostengiinstig [58]. 2003 beschrieben Musson und Kollegen ein
Protokoll fiir Ertapenem, welches die Ultrafiltration von Plasma bei 1500 g und Raumtemperatur
empfahl [75]. Hintergrund dieser experimentellen Bedingungen war wohl die einfache
Durchfiihrbarkeit. Leider wurde dabei die Wichtigkeit des Einflusses experimenteller
Bedingungen wie pH, Temperatur und Zentrifugalkraft auBer Acht gelassen [58]. Auf die groRe
Bedeutung der Untersuchungsbedingungen soll hier nicht in allen Details eingegangen werden;
einige Aspekte sind jedoch relevant fiir die Interpretation der hohen Variabilitdt der Ergebnisse

zur Proteinbindung und sollen deshalb aufgefiihrt werden (vgl. [58]):

1) Die Proteinbindung von Ertapenem ist abhangig vom pH-Wert und héher bei pH > 8 im
Vergleich zu pH = 7,4. Das Ansteigen des pH-Werts durch Entweichen von CO; wahrend
der Gewinnung, der Lagerung und der Zentrifugation der Plasmaproben macht eine
Pufferung notig: die pH-Werte in der vorliegenden Arbeit, ca. 7,3 vor der Zentrifugation,
danach zwischen 7,5 und 7,6, liegen hinreichend genau beim physiologischen pH-Wert
von 7.4.

2) Auch die Temperatur hat einen Einfluss auf das chemische Gleichgewicht der
Proteinbindung So zeigte sich, dass die Ergebnisse fiir f, von Majumdar 2002 und der
Fachinformation von 5-8 % bei Raumtemperatur ohne Pufferung der Proben reproduziert
werden konnten, jedoch unter physiologischen Bedingungen (pH 7,4, 37 °C) um das Zwei-
bis Vierfache anstiegen [41,58,76].

3) AulRerdem sei auf die Relevanz hoher Zentrifugalkrafte hingewiesen, die in zwei Studien
zu finden waren (15000g) [77,78]: sie verkiirzen die Zeit des Ultrafiltrationsvorgangs
durch eine schnellere Gewinnung von ausreichend Ultrafiltrat, verursachen jedoch bei zu

hohem Druck durch die Zentrifugalkraft, abhangig vom Molekulargewicht der Substanz,
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niedrigere ungebundene Fraktionen, was man ,pressure effect” nennt [58,79]. Aus

diesem Grund sollten derart hohe Zentrifugalkrafte vermieden werden.

Auf die Methode von Musson 2003 Bezug nehmend wurde die Ultrafiltration von Ertapenem in
weiteren Studien, z.T. unter Abanderung des Filters, der Zentrifugalkraft oder der Temperatur,
jedoch nie unter physiologischen Bedingungen angewendet und flihrte zu nicht vergleichbaren
Resultaten der Proteinbindung von Ertapenem zwischen den Studien [54,78,80,81]. In allen

Fallen wurde die ungebundene Fraktion falsch niedrig bestimmt.

Auch wenn die physiologische Situation des Korpers diskret variiert (Hypo/Hyperthermie,
Azidose, Entziindung etc.), scheint es dennoch sinnvoll zu sein, Messungen unter physiologischen
Bedingungen durchzufiihren. Die in dieser Arbeit und einer Vorlduferarbeit [58] dargestellten
Ergebnisse zeigen einen deutlichen Einfluss von pH und Temperatur auf die Ergebnisse der
Ultrafiltration von Ertapenem. Diese Aspekte wurden bereits friiher fiir diverse Substanzen
beschrieben und sind im Allgemeinen nicht neu [79,82—-86], gerieten aber anscheinend

zwischenzeitlich in Vergessenheit.

Die Ultrafiltration bleibt bei allen methodischen Fallstricken, die mit ihr verknlipft sind, die
Methode der Wahl fir Spiegelbestimmungen im Rahmen eines therapeutischen drug
monitorings (TDM) und wurde bereits in der Routinebestimmung von freien

Plasmakonzentrationen zahlreicher Beta-Laktame eingesetzt [87].

5.3 Proteinbindung von Ertapenem

Die Michaelis-Menten-Kinetik der Albuminbindung von Ertapenem liel} wichtige Unterschiede
zwischen HSA-L6sungen, Plasma gesunder Probanden und Plasma von Intensivpatienten
erkennen (Abb. 13). In HSA-L6sungen war die Bindung tGber den gesamten untersuchten Bereich
(3-300 mg/l) linear. In Plasma hingegen war sie nichtlinear und ausgepréagter — so als ob
zusatzliche Bindungspartner vorhanden waren. Es zeigte sich aber, dass das Ausmald der
Proteinbindung gleich blieb, unabhangig davon, ob das Plasma mit Isophosphatpuffer oder mit
Albumin-Loésung verdiinnt wurde und so die Albuminkonzentration konstant gehalten wurde.
Dieses Ergebnis schlieRt andere quantitativ bedeutende Bindungspartner als Aloumin aus. Die
Bindung von Ertapenem im Plasma von Intensivpatienten konnte weniger genau (vgl. Tab. 13)
beschrieben werden, was auch an der gepoolten Analyse der Proben verschiedener Patienten
lag. Sie war insgesamt geringer als in verdiinntem Plasma gesunder Probanden, jedoch hoher als

in HSA-L6sung. Einschrankend bleibt an dieser Stelle zu bemerken, dass laut einiger Autoren die
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Bindungseigenschaften von kommerziell erworbenem HSA nicht zwangslaufig mit den
Bindungseigenschaften des Albuminmolekiils im Plasma gleichgesetzt werden dirfen [12,88].
Grund hierfir sind wohl Konformationsanderungen des Molekdils. So konnte von Nix 2004 gezeigt
werden, dass die Proteinbindung zwischen verschiedenen HSA-Losungen deutlich variierte und
bei gleichen Albuminwerten zumeist geringer war als in Serum. Folgende Schlussfolgerungen

lassen sich trotz dieser Einschrankung ziehen:

1) Albumin ist der einzige, relevante Bindungspartner fiir Ertapenem.
2) Die Bindung von Ertapenem wird von anderen Plasmabestandteilen beeinflusst.

3) Plasma von Intensivpatienten ist kein verdiinntes Plasma gesunder Probanden.

Es ist aus der Literatur zwar bekannt, dass Hypoalbumindamie zu einer geringeren Proteinbindung
von Pharmaka fiihren kann [20]. Hieraus darf jedoch nicht die Schlussfolgerung gezogen werden,
dass Hypoalbuminamie die einzige Ursache fir die geringere Proteinbindung darstellt. Aus den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann gefolgert werden, dass hinter der veranderten
Proteinbindung von Ertapenem bei kritisch kranken Patienten mehr als nur die Hypoalbuminamie

steckt. Eine analoge Schlussfolgerung wurde aus Untersuchungen mit Cephazolin gezogen [89].

Die Erklarung fir die veranderten Bindungseigenschaften des Alouminmolekiils scheint komplex
zu sein und bedarf weiterer Forschung. Es gibt zahlreiche publizierte Faktoren, welche die
Albuminbindung von Pharmaka beeinflussen. So wurde berichtet, dass Fettsdauren und
Kalziumionen Konformationsanderungen des Alouminmolekiils verursachen kdnnen, die je nach
Pharmakon sowohl zu einer verstarkten als auch zu einer verminderten Proteinbindung fihren
konnen [90]. Eine wichtige Rolle scheint auch der Redox-Status des Albuminmolekdils zu spielen.
So fiihren Diabetes Mellitus, Nephropathien oder Lebererkrankungen [91] aber u.U. auch
Beatmungsformen auf Intensivstationen oder Sepsis zu oxidativem Stress. Hierdurch kommt es
zu Konformationsanderungen des Albuminmolekiils und veranderten physikochemischen
Eigenschaften der verschiedenen Bindungsstellen mit Folgen fir die Bindungseigenschaften [92].
Der Diabetes Mellitus nimmt in diesem Zusammenhang eine Sonderrolle ein: er flihrt neben dem
angesprochenen oxidativen Stress auch zu nicht enzymatischen Glykosylierungen, was ebenso
veranderte Bindungseigenschaften zur Folge haben kann [93]. Wie der Diabetes, so libt auch die
Sepsis moglicherweise neben dem oxidativen Stress Uber einen zweiten Mechanismus einen
Einfluss auf die Albuminbindung aus: bei der Abtotung gram-negativer Bakterien werden
Lipopolysaccharide freigesetzt, die zu einer herabgesetzten Proteinbindung fiihren kénnen [94].

Verdrangung aus der Eiweibindung durch die ausgedehnte Begleitmedikation einiger
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Intensivpatienten ist eher unwahrscheinlich, da fir eine solche kompetitive Verdrangung hohe
Konzentrationen noétig sind und Betalactame im Vergleich zu vielen anderen Pharmaka selbst

hoch dosiert werden.

Was den ungebundenen Anteil von Ertapenem angeht, erscheint das Ergebnis dieser Arbeit
sowohl fur Plasma gesunder Probanden (20-25 %) als auch fiir Plasma von Intensivpatienten
(31-54 %) im ersten Moment hoch, da die Fachinformation und Majumdar 2002 einen
ungebundenen Anteil von 5-8 % angeben [76]. Jedoch ist der gemessene ungebundene Anteil in
den Kontext der Krankheitssituation und der Messmethodik zu setzen. So ist der in dieser Arbeit
gemessene Wert dem Wert einer Studie von Brink 2009 an acht Patienten mit schwerer Sepsis
sehr dhnlich. Auch wenn der ungebundene Anteil in der Arbeit nicht explizit benannt wurde, so
[asst sich aus den Werten fiir AUCtotal und AUCkrei €in fu von ca. 55 % errechnen [54]. Ebenso geben
Frasca et al. in ihrer Studie an sechs Patienten mit VAP und Wundinfekten einen ungebundenen
Anteil von 40 — 51 % an. Bei Intensivpatienten, die auf eine kontinuierliche Nierenersatztherapie
angewiesen waren, wurde f, mittels Gleichgewichtsdialyse bestimmt. Der Wert von 20 — 40 %
fallt hier zwar etwas niedriger als der in dieser Arbeit gemessene aus, Ubersteigt den
Ausgangswert der Fachinformation allerdings immer noch um ein Mehrfaches [95]. Die
Bestatigung eines hohen ungebundenen Anteils durch die Gleichgewichtsdialyse als
Referenzmethode bestatigt die Ergebnisse dieser Arbeit. Diesen Studien gegeniiber steht der
gemessene ungebundene Anteil von 10,9 % bei Verbrennungsopfern [57], wobei hier mittels
Ultrafiltration nach der Methode von Musson 2003 vorgegangen wurde, was die Richtigkeit

dieses Wertes fraglich erscheinen lasst [75].

Zwei Griinde erklaren die Diskrepanz zwischen den Werten dieser Arbeit und den Werten der

Fachinformation:

1) Geringere Plasmaproteinbindung bei Intensivpatienten, die jedoch nicht allein durch
Hypoalbumindmie erklart werden kann.

2) Die Angaben der Fachinformation (basierend auf der Methode von Musson [75]) sind
auch fir Probandenplasma falsch niedrig, weil die Bedeutung der experimentellen

Bedingungen missachtet wurde.

5.4 Pharmakokinetische Parameter von Ertapenem bei Intensivpatienten

Trotz der geringen Anzahl von Proben und der variablen Zeitpunkte (opportunistic sample

schedule), wahrend der die Proben gewonnen wurden, war es moglich zuverladssige
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Berechnungen anzustellen. Verglichen mit den pharmakokinetischen Parametern gesunder
Probanden [76] waren in dieser Arbeit sowohl das Verteilungsvolumen (19,2 vs. 8,2 |) als auch
die Clearance (2,56 vs. 1,77 I/h) etwa zweifach erhoht. Diese Ergebnisse decken sich mit den
erhohten Werten fiir Verteilungsvolumen und Clearance aus Vergleichsstudien an Patienten mit
Pneumonie, Sepsis, Hautinfektionen, intraabdominellen Infektionen und Verbrennungen, wobei
Clearance und Verteilungsvolumen in einigen dieser Studien noch drastischer erhéht waren [53—

571.

Ein Grund fur das erhohte Verteilungsvolumen ist die erhdhte ungebundene Fraktion (31 — 54 vs.
5 —8 %). Der Zusammenhang von ungebundener Fraktion und Verteilungsvolumen lasst sich wie
folgt ausdriicken:

Va = (24) xVr +Vp (1)

uT

Va4 Verteilungsvolumen, f, ungebundene Fraktion im Plasma, f,r ungebundene Fraktion im Gewebe, V7
Verteilungsvolumen im Gewebe, Vr Verteilungsvolumen im Plasma.

Es wird deutlich, dass das Verteilungsvolumen proportional zur ungebundenen Fraktion des
Antibiotikums ist. Relevant ist dies v.a. fir hydrophile Substanzen wie Ertapenem, deren
Verteilungsvolumen natirlicherweise eher klein ist. Der an Plasmaproteine gebundene Anteil ist
neben der geringen Gewebegangigkeit (V7 ist klein) der limitierende Faktor [20]. Die verminderte
Proteinbindung (fy ist erhoht) hat also ein groReres Verteilungsvolumen zur Folge. Das erhdhte
Verteilungsvolumen wiederum verursacht niedrigere Spitzenspiegel und (sofern sich die
Clearance nicht in gleichem Mall erhdht) hohere Talspiegel, ein fir Beta-Laktame glnstiger
Effekt, da hierdurch die Zeit Gber der MHK verlangert wird (s.u.). So lag in dieser Arbeit die fir
Beta-Laktame weniger relevante Spitzenkonzentration bei allen Patienten unter der in der
Fachinformation mit 155 pg/ml angegebenen Konzentration, Caan allerdings Uber den

angegebenen 1 pg/ml.

Auch die Clearance ist durch die erhohte ungebundene Fraktion gesteigert, da nur die
ungebundene Fraktion ausgeschieden werden kann. Folgender mathematischer Zusammenhang
unterstitzt diese These:

CL — QX (quCLInt)
Q+quCLInt

CL Clearance, Q renaler Blutfluss, f, ungebundene Fraktion, CLi.¢intrinsische Clearance.

(2)
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Firr renal eliminierte Antibiotika - Ertapenem wird zu 80 % renal ausgeschieden - steigt die
Gesamtclearance bei konstanter intrinsischer Clearance (die Rate an tubularer Sekretion und das
Vorkommen von Transportern und Enzymen bleibt gleich) also entweder durch eine héhere
ungebundene Fraktion (f, wird gréRer) oder durch einen erhéhten renalen Blutfluss (Q wird
groBer) [20]. Ersteres erklart die erhohte Clearance bei normaler Nierenleistung der Patienten
dieser Studie, d.h. es liegt mehr Ertapenem ungebunden vor und kann ausgeschieden werden.
Letzteres kam wohl bei Patient Nr. 6 (vgl. Tab. 12) neben der geringen Proteinbindung hinzu.
Dieser hatte mit Abstand die hochste Clearance fiir Ertapenem. Dies konnte durch eine verstarkte
renale Ausscheidung (,augmented renal clearance”) bedingt gewesen sein (CLcg = 137 ml/min),
ein hadufiger Zustand bei jlingeren Patienten mit intrazerebralen Verdanderungen wie in
vorliegendem Fall (47 Jahre, intrazerebrale Blutung) [5]. Patient Nr. 6 erreichte die niedrigsten
Plasmakonzentrationen der sechs beobachteten Patienten, fiir sensible und intermediare

Pathogene waren die Plasmaspiegel aber ausreichend.

Man kann also davon ausgehen, dass die erhohte ungebundene Fraktion sowohl ein erhéhtes
Verteilungsvolumen als auch eine héhere Clearance nach sich gezogen hat. Der Zusammenhang
zwischen Halbwertszeit, Verteilungsvolumen und Clearance wird durch folgende Formel

beschrieben:
— Va
t1/2 = [n2Xx L (3)

ti2 Halbwertszeit, V4 Verteilungsvolumen, CL Clearance.

In einem solchen Fall, sind die Plasmakonzentrationen und die Halbwertszeit davon abhangig,
welcher der beiden Faktoren Ulberwiegt. Theoretisch kann es bei einem Uberwiegen der
Erhéhung der Clearance zu nicht ausreichenden Plasmaspiegeln kommen, da die Konzentration
des Antibiotikums moglicherweise zu frih unter die MHK fallt, bzw. diese im Extremfall nie
Ubersteigt. Berichtet wurde dies neben Ertapenem [53,54] auch fiir andere Antibiotika, die zu
einem (hohen) Anteil renal eliminiert werden und zu einem hohen Anteil eiweifgebunden sind
wie z.B. Ceftriaxon, Flucloxacillin, Teicoplanin, Daptomycin [5,96-99]. Ahnlich wie in
Vergleichsstudien [53-57], ergab sich in dieser Arbeit jedoch eine nahezu gleichbleibende, bzw.

geringfligig verlangerte Halbwertszeit (4,7 vs. 3,8 h).
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5.5 Beurteilung der PK/PD-Indices von Ertapenem

Zur Beurteilung ausreichender Plasmakonzentrationen betrachtet man gewohnlich im Falle von
Ertapenem den PK/PD-Index fT-muk, d.h. die Zeit wahrend der die MHK im Dosierungsintervall
Uberschritten wird, wobei ein Wert von 40 % in jedem Falle tiberschritten werden sollte [30]. Mit
einer Ausnahme wurde das Ziel von fT>muk=2mg/1 > 40 % des Dosierungsintervalls erreicht und bei
Patient Nr. 6 nur knapp verfehlt. Fir eine MHK von 1 mg/l und somit fiir alle gemaR EUCAST als
sensibel oder intermedidr eingestuften Bakterien wurde auch bei Patient Nr. 6 eine fT>mHk=1mg/

> 50 % erreicht.

Einige Autoren zielen fiir Intensivpatienten auf eine fT>muk= 100 % ab, da dies mit einem besseren
klinischen Resultat verkniipft war [100-102]. Die grol angelegte, multizentrische, internationale
DALI-Studie mit 384 Patienten auf 68 Intensivstationen fand eine Assoziation von positivem
klinischem Outcome mit einer fT>muk = 100 % im Vergleich zu einer fTsmuk = 50 % [7]. Andere
Studien diskutieren sogar Konzentrationen, die flir die gesamte Dauer, bzw. einen Teil des
Dosierungsintervalls 4 x MHK betragt [6,101,103]. Respektiert man derartige Ziele misste man
von einer ungenligenden Dosierung der beobachteten Ertapenem-Patienten in dieser Studie
sprechen. Ein Vorteil eines solchen Therapieregimes ist jedoch nicht durch groRere prospektive
Studien belegt und es gibt bislang keine Evidenz dafiir, dass diese Werte erreicht werden miissten
[101]. Vom heutigen Kenntnisstand ausgehend ist es nicht zwangslaufig notwendig eine vierfache
MHK-Konzentration zu erreichen, bzw. diese lber den gesamten Dosiszeitraum aufrecht zu
erhalten. Zumeist wird es durchaus toleriert und als unproblematisch angesehen, wenn die freien
Konzentrationen fir einen gewissen Teil der Zeit unter die MHK fallen [31]. Die abschlieRende
Beurteilung, fir welche Zeit welche Konzentration lberschritten werden muss, ist noch nicht

moglich und bedarf weiterer Untersuchungen.

Einen groRen Einfluss auf die Interpretation von PK/PD-Indices hat die Proteinbindung,
insbesondere dann, wenn freie Konzentrationen von gemessenen totalen Konzentrationen und
fu-Werten aus der Fachinformation berechnet wurden [73,74], weil bei der Etablierung der Daten
[76] gemachte Fehler weitergetragen werden [104]. Diese Vorgehensweise flihrt dann unter
Umstanden zu falschen Werten fiir die freie Konzentration und zu fraglichen Schlussfolgerungen.
So kamen Burkhardt et al. 2006 in ihrer Studie an 17 VAP-Patienten zu einem fT>mHk=2mg/1 VON nur
25 %, einem nicht ausreichenden Wert. Es wurden allerdings keine freien Konzentrationen
gemessen, sondern mit einem mathematischen Modell (two-class binding site equation)

berechnet auf Basis der "falsch niedrigen" Werte, die in die Fachinformation aufgenommen
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wurden [53]. Mit einem derartigen Vorgehen ware u.U. in der vorliegenden Arbeit ebenfalls die
Schlussfolgerung entstanden, dass Ertapenem nicht ausreichend dosiert wurde. Dieser Vergleich
macht deutlich, dass bei Substanzen wie Ertapenem entsprechend einem Consensus Papier [33]

die freien Konzentrationen gemessen und nicht berechnet werden sollten.

5.6 Einschrankungen der vorliegenden Arbeit

Einige Einschrankungen dieser Arbeit missen gemacht werden. Zuerst sollte festgestellt werden,
dass nicht beansprucht werden kann, dass die gemessenen freien Konzentrationen den wahren
freien Konzentrationen in vivo entsprechen. Aber sie sind ndaher an der Realitat als einige frihere
Messungen, da die Ultrafiltration unter physiologischen Bedingungen durchgefiihrt wurde.
Zudem wurden die Werte der vorliegenden Arbeit indirekt "validiert"; mit der
Gleichgewichtsdialyse wurden dhnliche Ergebnisse erzielt [95]. Die Griinde fir die offensichtlich
veranderten Bindungseigenschaften des Albuminmolekiils konnten in der vorliegenden Studie
(noch) nicht geklart werden. Die gewonnenen Erkenntnisse sollten jedoch hilfreich fiir weitere
Untersuchungen sein. Weiterhin ist es nicht moglich, durch die Ultrafiltration den Wirkspiegel
am Ort der Infektion zu messen, sondern lediglich die Konzentration im Plasma, die nur
naherungsweise einen Rickschluss auf die Konzentration am Ort der Infektion zuldsst. Das ware
eher mit der Mikrodialyse moglich, die jedoch als invasive, interventionelle MaRnahme im
Rahmen dieser Beobachtungsstudie nicht verwendet werden konnte [105]. Zudem wurden keine
MHKs fir Bakterien bestimmt, sondern die allgemeinen EUCAST-Grenzwerte als Referenz
herangezogen. Somit ist nur eine ungefahre Vorstellung mit den Daten dieser Patienten
verknipft, inwieweit die antimikrobielle Therapie erfolgreich gewesen sein konnte. Eine

Auswertung von klinischem und mikrobiologischem Erfolg war nicht Teil dieser Arbeit.

Eine weitere Schwache dieser Studie liegt in der geringen Anzahl von Patienten. Es war zwar
moglich freie Konzentrations-Zeit-Verlaufe der Patienten zu simulieren, eine Generalisierbarkeit
geht hiervon jedoch aufgrund der geringen Patientenanzahl nicht aus. Trotzdem gibt die Studie
interessante Hinweise und einen Aufschluss Uber die veranderte Pharmakokinetik von

Ertapenem bei Intensivpatienten.

Die Patienten wiesen in wichtigen Charakteristika wie Nierenfunktion oder Albuminwerten nur
leichtgradig abnormale Werte auf, was nicht typisch fir Intensivpatienten ist. Die

Patientengruppe konnte jedoch trotzdem reprasentativ sein, da es aufgrund der
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Pseudomonaden-Liicke eher unwahrscheinlich ist, dass schwerer erkrankte Patienten mit

Ertapenem im Kontext der Intensivmedizin behandelt werden.

56



Zusammenfassung und Schlussfolgerung

6 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Bestimmung der pharmakokinetischen Parameter von
Ertapenem bei Intensivpatienten mit spezieller Berlicksichtigung der Proteinbindung. Es wurden
freie und totale Konzentrationen von Ertapenem im Plasma von sechs Intensivpatienten, die
einmal taglich eine Infusion mit 1 g Ertapenem tber 30 Minuten verabreicht bekamen, mittels
HPLC bestimmt. Die Plasma-Konzentrations-Zeit-Verlaufe konnten befriedigend durch ein Ein-
Kompartiment-Model beschrieben werden. Die Proteinbindung von Ertapenem wurde in
Albumin-Lésung, sowie in Plasma gesunder und kritisch kranker Patienten bestimmt und in einer

Michaelis-Menten-Kinetik dargestellt.
Folgende Ergebnisse und Schlussfolgerungen zeigt diese Arbeit:

- Die Bestimmung der freien Konzentration von Ertapenem durch Ultrafiltration ist anfallig
auf experimentelle Bedingungen wie pH, Temperatur und Zentrifugalkraft. Die
ungebundene Fraktion im Plasma gesunder Freiwilliger, gemessen unter
"physiologischen" Bedingungen (pH 7,4, 37 °C) betrug etwa 20 % und damit ein
Mehrfaches im Vergleich zu 5 — 8 %, dem Wert der Fachinformation.

- Die Proteinbindung fiel im Plasma von Intensivpatienten mit einer ungebundenen
Fraktion (fu) von 31 — 54 % sogar noch geringer aus.

- Neben dem bekannten Einfluss der Hypoalbuminamie auf die Proteinbindung gibt es
vermutlich weitere Faktoren bei Intensivpatienten, welche die Bindungseigenschaften
des Albuminmolekiils verandern. Eine abschlieBende Beurteilung, um welche Faktoren es
sich handelt, bedarf weiterer Forschungsarbeit.

- Die Pharmakokinetik bei Intensivpatienten war von einem héheren Verteilungsvolumen
und einer héheren Clearance gepragt.

- Die Schlussfolgerung friiherer Arbeiten, dass Ertapenem bei Intensivpatienten héher
dosiert werden sollte, um hinreichend hohe freie Plasmakonzentrationen zu erreichen,
konnte widerlegt werden. Der Grund fir diese Schlussfolgerung war die Annahme einer
falsch hohen Proteinbindung.

- Trotz der deutlich abweichenden Pharmakokinetik gegeniiber gesunden Probanden, gibt
diese Arbeit einen Hinweis darauf, dass die Standarddosierung von Ertapenem bei

Intensivpatienten ausreichend sein kdonnte.
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8 Anhang

8.1 Case-report form (CRF)

Qualitétssicherung der Diagnostik und Therapie akuter Infektionen in der Intensivmedizin
Erhebungsbogen Qsinf CRF 2013-01-23.docx Bogennummer

Hier Patientenetikett einkleben Bitte alle Seiten des Formulars mit der eindeutigen
Bogennummer (rechts oben) beschriften.

Therapietag 1:
Tag 28:

Diese Seite nach Abschluss (Tag 28)
entfernen und entsorgen (Datenmull)!

QSInf CRF 2013-01-23.docx Seite 1/7




Anhang

Qualitatssicherung der Diagnostik und Therapie akuter Infektionen in der Intensivmedizin
Erhebungsbhogen Qsinf CRF 2013-01-23.docx Bogennummer

Patientenmerkmale:

Geschlecht (m/w) Alter (Jahre) Gewicht (kg) GroBe (cm)

Diagnose, die zur Krankenhausaufnahme fiihrte: Datum:
Diagnose, die zur Aufnahme auf der Intensivstation fihrte: Datum:
Bei Aufnahme auf der Intensivstation —- APACHE II: SOFA:

Therapielimitierung:  [Jja [ nein

Teilnahme an einer Studie, die in infektiologische Diagnostik oder Therapie eingreift:  [Jja [ nein

Infektion:

Datum/Zeit der Diagnose:

Infektionsherd"):

Diagnostische Kriterien2):

Diagnosesicherheit: [ sicher [ wahrscheinlich  [J unwahrscheinlich

Behandlungsdringlichkeit: [ niedrig [ mittel  [J hoch (keine oder unwirksame Therapie wére lebensbedrohlich)

Sepsis: [ Infektion [J Sepsis [ Schwere Sepsis [ Septischer Schock

Infektiose Episode: [ Erste [ Zweite [ Dritte oder weitere dieses Aufenthalts

Komplexe Situation¥: (I nein [ ja, namlich

1) z.B. nosokomiale Pneumonie, sekundare Peritonitis, Kathetersepsis, unbekannt — am ehesten pulmonal

2 z.B. Leukozytose - eitriges Trachealsekret — Infiltrat rechter Unterlappen, intraoperativer Befund, Fieber - Rétung der Einstichstelle
— positive Blutkultur, Fieber — Organdysfunktionen

3) z.B. Verlegung von externem Krankenhaus nach langerem Verlauf, mehrfache Wiederaufnahme auf Intensivstation, mehrere
verschiedene Infektionen

Besondere Risikofaktoren:

Antimikrobielle Vortherapie (welche?):

Lange Hospitalisierungszeit (Tage): Invasive Beatmung (Tage):

Bekannte Kolonisation: [JMRSA [JVRE [ESBL [P aeruginosa [J Sonstige:

[J Pflegeheim  [J Chronische Dialyse [ Tracheostomatrager ] Chronische Wunden

[ Diffuse Peritonitis  [J Postoperative Peritonitis (] Harnwegsobstruktion/chron. Dauerkatheter/Doppel-J

Chronische [ Strukturelle Lungenerkrankung [ Herzinsuffizienz [ Diabetes mellitus
Nebenerkrankungen: [ metastasiertes Tumorleiden [ Leberzirrhose [ Niereninsuffizienz ~ [J chron. Dialyse
Immunsuppression: [J Chemotherapie vor Kurzem [ Glucocortikoide [ Neutropenie [ Hamatologische Erkrankung

Schwere Erkrankung: [J Schock [ lebensbedrohliche Organdysfunktionen [ schwer sanierbarer Fokus

QSInf CRF 2013-01-23.docx Seite 2/7
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Qualitatssicherung der Diagnostik und Therapie akuter Infektionen in der Intensivmedizin
Erhebungsbhogen Qsinf CRF 2013-01-23.docx Bogennummer

Antiinfektiose Therapie (Antibiotikum/Antimykotikum):

Wirkstoff 1 Name von
Dosierung/Dosierungsschema bis

Ggf. Begriindung

Kreatinin-Clearance (ml/min): [] gemessen [ geschatzt [ relev. Leberinsuffizienz ] CVWHD [ HD
Beendet wegen: [ Therapieende [ Deeskalation [ Unwirksamkeit [ Nebenwirkung | Dosis total:
Wirkstoff 2 Name von
Dosierung/Dosierungsschema bis
Ggf. Begriindung
Kreatinin-Clearance (ml/min): [ gemessen [ geschatzt [ relev. Leberinsuffizienz (0 CVWHD [ HD
Beendet wegen: O] Therapieende  [J Deeskalation [J Unwirksamkeit ] Nebenwirkung | Dosis total:
Wirkstoff 3 Name von
Dosierung/Dosierungsschema bis
Ggf. Begriindung
Kreatinin-Clearance (ml/min): [ gemessen [ geschatzt [ relev. Leberinsuffizienz [0 CVWHD [0 HD
Beendet wegen: [ Therapieende (] Deeskalation ] Unwirksamkeit [ Nebenwirkung | Dosis total:
Wirkstoff 4 Name von
Dosierung/Dosierungsschema bis
Gof. Begriindung
Kreatinin-Clearance (ml/min): [J gemessen [ geschatzt [ relev. Leberinsuffizienz [ CVWHD [ HD
Beendet wegen: [ Therapieende (] Deeskalation [ Unwirksamkeit [ Nebenwirkung | Dosis total:
Wirkstoff § Name von
Dosierung/Dosierungsschema bis
Ggf. Begriindung
Kreatinin-Clearance (ml/min): [ gemessen [ geschatzt [ relev. Leberinsuffizienz [ CVWHD [ HD
Beendet wegen: [ Therapieende [ Deeskalation [ Unwirksamkeit [J Nebenwirkung |Dosis total:
Wirkstoff 6 Name von
Dosierung/Dosierungsschema bis
Gof. Begriindung
Kreatinin-Clearance (ml/min): [ gemessen [] geschatzt [ relev. Leberinsuffizienz 0 CVWHD [ HD
Beendet wegen: [ Therapieende (] Deeskalation [ Unwirksamkeit [ Nebenwirkung | Dosis total:
Therapieende: Klinischer Erfolg: [ Heilung [J Besserung  [J Versagen [ Unbekannt
QSInf CRF 2013-01-23.docx Seite 3/7
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Erhebungshogen Qsinf CRF 2013-01-23.docx

Relevante Mikrobiologie:

Bogennummer

Material:

Abnahmedatum:

Ergebnis:

Klinische Entwicklung:

Therapietag: | -14

_
-

-
w
—_
S

Lebendig:

Intensivstation:

Normalstation:

Nichtim KH:

Katecholamine:

Inv. Beatmung:

RRT:

g|jojogojojoo| s
ROODO0|8("E=

Antibiotika:

giojgjojojg|oigls
g|iojg|jojo|o|ojd|e

gigjojo|jo|jo|io|a|~

digjojojojoio|d|fe
gigojojo|jojoio|g|e
gigjojojojb|io|f|~
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g|gojojo|o|jo|io|d|e
g|ojo|jojojbitoif|s
g|ojojo|io|jo|o|a

giojojojojoioiois

g|ojojojojo|io|a
g|go|ojo|iojo|o|o

SOFA:

Therapietag:

™M

Lebendig:

Intensivstation:

Normalstation:

Nichtim KH:

Katecholamine:

Inv. Beatmung:

RRT:

gigjojg|ojog|ofs
g|o|ojo|jojo|go|0ls

Antibiotika:

gigjojg|jojoig|loR
gigojojg|jbojbog|ofs

aogooog|ols

gigjojojojoo|jos
g|ig|ojg|jojojg|or
g|ooo|oio|o|oN
g|oojo|ojo|o|o)8
g|oojg|o|jojo|g)|R
g|oo|o|o|o|o|o)s
g|ooo|o|o|o|o)s
g|oo|o|o|o|o|o)xR

g|jg|jojg|jojog|os

SOFA:

XXX

4 Tag vor der Beginn der antibiotischen Therapie 5 1. Tag der antibiotischen Therapie

Hygienerelevante Befunde / Nachweis schwierig zu behandelnder Erreger9):

Material: Abnahmedatum:

Ergebnis:

6) auch nicht-multiresistente Isolate von Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium, Acinetobacter baumannii,
Strenotrophomonas maltophilia, Clostridium difficile

QSInf CRF 2013-01-23.docx
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Qualitatssicherung der Diagnostik und Therapie akuter Infektionen in der Intensivmedizin

Erhebungshogen Qsinf CRF 2013-01-23.docx

TDM | Konzentrationskontrollen

Bogennummer

Antibiotikum: Aktuelle Dosierung: Datum: Zeit nach letzter Gabe: Konzentration: Label:
A
B
C
D
E
F
G
H
Klinische Chemie (bis Behandlungsende, max. Tag 10):
Parameter Tag-1 [ 1 2 3 4 5 6 8 9 10
Leukos (1/nl)
CRP (mg/)
PCT (ug/l)
Kreatinin (mg/dl)
QSInf CRF 2013-01-23.docx Seite 5/7
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Qualitatssicherung der Diagnostik und Therapie akuter Infektionen in der Intensivmedizin

Erhebungshogen Qsinf CRF 2013-01-23.docx Bogennummer
Zusammenfassung:

Diagnose: [ Meningitis [0 aeCOPD [ CAP [JHAP [JVAP [ Tracheobronchitis [ Primére Peritonitis
[J Sekundare Peritonitis  [J Postoperative Peritonitis ] Tertiére Peritonitis
[ Sonstige intraabdominelle Infektion  [J Harnwegsinfekt  [J Haut- und Weichteilinfektion
[J Katheterassoziierte Infektion (] Endokarditis  [J Unklarer Ursprung

Sepsis: [J Infektion [ Sepsis [ Schwere Sepsis [ Septischer Schock [J nachgewiesene Bakteriamie

Diagnostische Kriterien rechtfertigen Diagnose:  [Jja [ nein

Leitlinien prinzipiell anwendbar:  [Jja [ nein

Initiale Therapie:

Korrigierte initiale Therapie = Therapie an Tag 2: ] wie initial

Deeskalierte Therapie = Therapie an Tag 5: ] wie initial

Initiale Therapie entspricht prinzipiell den Leitlinien: [ ja [ nein

Initiale Therapie berticksichtigt Risikofaktoren und Erkrankungsschwere:  [Jja [ nein

Korrigierte initiale Therapie entspricht initialer Therapie: [0 ja [ nein

Korrigierte initiale Therapie entspricht den Leitiinien: [ ja [ nein

Korrigierte initiale Therapie berticksichtigt Risikofaktoren und Erkrankungsschwere:  [Jja [ nein

Geeignete mikrobiologische Diagnostik isterfolgt:  [Jja [ nein

Problematische Erreger wurden in initialer Diagnostik identifiziert: [ ja [ nein

Ursachlicher Erreger konnte identizifiert werden:  [Jja [ nein

Urséchlicher Erreger durch initiale Therapie erfasst: [Jja [Jnein [ unbekannt

Urséchlicher Erreger durch korrigierte initiale Therapie erfasst:  [Jja [ nein [ unbekannt

Therapie wurde deeskaliert aufgrund positiver klinischer Entwicklung: [ ja [ nein

Therapie wurde deeskaliert aufgrund Identifikation des ursachlichen Erregers: [ ja [ nein

Deeskalierte Therapie entspricht empfohlener Therapie fir identifizierten Erreger:  [Jja (O nein  [J unbekannt

Gesamte Therapiedauer: Tage
davon kalkuliert: Tage
davon deeskaliert/gezielt: Tage

Gesamte Therapiedauer entspricht den Leitlinien: [ ja [ nein

Klinischer Therapieerfolg:  [J Heilung [J Besserung [J Versagen [J Unbekannt

Mikrobiologischer Therapieerfolg: (] Eradikation [ Persistenz (] Superinfektion [ Unbekannt

Verstorben an Tag: [ nicht verstorben
Erlebte Tage auBerhalb der Intensivstation Tag 1 bis Tag 28: Tage
Erlebte Tage auBerhalb des Krankenhauses Tag 1 bis Tag 28: Tage
Erlebte Tage ohne Katecholamine Tag 1 bis Tag 28: Tage
Erlebte Tage ohne invasive Beatmung Tag 1 bis Tag 28: Tage
Erlebte Tage ohne Nierenersatzverfahren (RRT) Tag 1 bis Tag 28: Tage
Erlebte Tage ohne Antibiotika Tag 1 bis Tag 28: Tage

Isolierungspflichtige Erreger wurden = 48 h nach Beginn der Therapie identizifiert. [ ja  [J nein

Antibiotikum 1 wurde gemaB Empfehlungen dosiert:  [Jja [ nein

QSInf CRF 2013-01-23.docx Seite 6/7
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Erhebungsbogen Qsinf CRF 2013-01-23.docx Bogennummer
Antibiotikum 2 wurde gemaR Empfehlungen dosiert: [ ja [ nein
Antibiotikum 3 wurde gemaB Empfehlungen dosiert:  [Jja [ nein
Antibiotikum 4 wurde gemaR Empfehlungen dosiert: [T ja [ nein
Antibiotikum 5 wurde gemaR Empfehlungen dosiert: [ ja [ nein
Antibiotikum 6 wurde gemaR Empfehlungen dosiert: [ ja [ nein
TDM/ Konzentrationsbestimmung A:  [J zu niedrig [ korrekt [ zu hoch
TDM / Konzentrationsbestimmung B: (] zu niedrig [ korrekt [ zu hoch
TDM / Konzentrationsbestimmung C: (1 zu niedrig [ korrekt [J zu hoch
TDM/ Konzentrationsbestimmung D: (0 zu niedrig [ korrekt [ zu hoch
TDM/ Konzentrationsbestimmung E:  [J zu niedrig [J korrekt [J zu hoch
TDM / Konzentrationsbestimmung F:  [J zu niedrig [ korrekt [J zu hoch
TDM/ Konzentrationsbestimmung G: [ zu niedrig [ korrekt [ zu hoch
TDM / Konzentrationsbestimmung H:  [J zu niedrig [ korrekt [ zu hoch
QSInf CRF 2013-01-23.docx Seite 7/7
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Unbound fraction of ertapenem in intensive care unit patients
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Objectives: To determine unbound ertapenem concentrations in plasma and to describe the pharmacokinetics of
unbound ertapenem in intensive care unit (ICU) patients.

Patients and methods: For assessing the influence of experimental conditions and for development of the ultra-
filtration protocol, plasma from healthy volunteers was used. Concentrations of total and unbound ertapenem
were determined by HPLC in 29 plasma samples from six ICU patients treated with 1 g of ertapenem once daily.
The concentration-time courses were described by a one-compartment model. Ertapenem binding to albumin
was assessed by Michaelis - Menten kinetics in solutions of human serum albumin, in plasma from healthy volun-
teers and in plasma from ICU patients.

Arup) Je /310 spewunolpiogxo-oely/:dpy woiy papeojumog

Results: The unbound fraction (f,) of ertapenem was highly susceptible to pH and temperature during ultrafiltra-

tion and was ~20% in plasma from healthy volunteers at clinically relevant concentrations. In ICU patients,
f, was substantially higher (range 30.9%-53.6%). The unbound concentrations of ertapenem exceeded 2 mg/L
for 72% (median; range 39%-100%) of the 24 h dosing interval and 0.25 mg/L for 100% (range 79%-100%). 4
The number of binding sites per albumin molecule was 1.22 (95% CI 1.07-1.38) in plasma from healthy volunteers 3
and 0.404 (95% (I 0.158-0.650) in samples from ICU patients. z
Conclusions: Determination of unbound ertapenem by ultrafiltration is susceptible to experimental conditions. K 2
When determined at physiological pH and temperature, f, of ertapenem is 2- to 4-fold higher than previously
reported and even higher in ICU patients. Binding studies indicate that hypoalbuminaemia alone does not explain 3
these differences. This issue should be further investigated for its clinical relevance. °é
=1
Keywords: protein binding, carbapenems, B-lactams, pharmacokinetics, pharmacodynamics §
g
o
Introduction (ICU) patients and to investigate ertapenem binding to albumin S
in vitro. <
In contrast to most B-lactams, the carbapenem antibiotic ertape-
nem is highly bound to plasma proteins, thus prolonging its half- Methods

life and allowing for once-daily dosing. However, this could be
problematic in critically ill patients, who often are hypoproteinae-
mic and for whom important alterations of pharmacokinetics
have been reported.’ Accordingly, differing conclusions have
been drawn concerning the adequacy of unbound ertapenem
concentrations resulting from standard doses.” *

We have recently demonstrated the importance of experimen-
tal conditions during ultrafiltration of vancomycin.® The objective
of the present study was to adapt our protocol to the determin-
ation of ertapenem, to apply it to samples from intensive care unit

Chemicals, ultrdfiltration and drug assay

Ertapenem for injection (Invanz®) was obtained from InfectoPharm,
Heppenheim, Germany. Human serum albumin (HSA; lyophilized powder)
essentially fatty acid free was obtained from Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany.

Ertapenem was determined adapting a published HPLC-UV method
(lower limit of quantification 0.10 mg/L). Prior to ultrafiltration, plasma
(300 pL) was buffered with 10 pL of 3 M potassium phosphate buffer
(pH 7.5). Ultrafiltration was performed for 20 min (up to 40 min at lower

© The Author 2014. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.

For Permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
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Unbound ertapenem in ICU patients

temperatures) at 37°C and 1000 g using Nanosep Omega 10K devices
(VWR, Ismaning, Germany).

Plasma specimens and pharmacokinetic analysis

Plasma from healthy volunteers was used for development of the ultrafil-
tration method. The Ethics Committee of Charité University Hospital Berlin
gave approval for anonymized analysis of remains of samples from ICU
patients obtained in the course of their treatment and related clinical
data (reference EA4/028/13). Patients or their legal representatives had
consented to such use in the medical treatment contract. Demographic
and laboratory data were collected from the patient files prior to
anonymization.

The sampling times reflected the fact that this was not a specifically
designed pharmacokinetic study. Timepoints were chosen to cover a rea-
sonable range of the dosing interval for each patient, deliberately avoiding
the initial phase after the end of infusion because these measurements
may be less robust and would anyway not affect /T-mic.

The pharmacokinetics of total and unbound concentrations were ana-
lysed separately by fitting a one-compartment model (zero-order input,
first-order elimination) with 1/y” weighting using Phoenix WinNonlin 6.3
(Pharsight/Certara, St Louis, MO, USA).

Exploratory binding studies

The protein binding of ertapenem (3-300 mg/L) in vitro was investigated
in HSA solutions (3-100 g/L) and in pooled plasma from six healthy volun-
teers (38 g/L albumin). The concentrations of albumin and other proteins
were varied by dilution with either isoosmotic phosphate buffer (IPB; pH
7.4) or 38 g/L HSA in IPB. Binding of ertapenem to albumin was described
by Michaelis—Menten kinetics.

Statistical analysis

Prism 6.0d for MacOSX (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) was used for
calculating statistics and Michaelis -Menten kinetics. The mean+SD and/
or median and range are given, as appropriate. Statistical significance was
assumed at P<<0.05 without correcting for multiple comparisons.

Results

Ultrdfiltration

Ertapenem (16 and 80 mg/L) was stable in plasma for >1 hat 37°C
and for >8 hat 25°Cor 6°C. No adsorption onto the filter device was
observed (ertapenem 0.8-80 mg/L). In plasma spiked with ertape-
nem, f, was significantly higher when centrifugation was per-
formed at 1000 g compared with 10000 g (n=5 each; 16 mg/L:
19.2%+1.1% versus 13.5%+1.2%, P<0.0001; 80 mg/L:
23.2%+ 2.5% versus 16.4% + 1.2%, P=0.0005; unpaired t-test).
Temperature and pH had an even higher influence (Figure S1, avail-
able as Supplementary data at JAC Online). From 5°Cto 20°C, f, was
constant, but it was substantially higher at 37°C (16 mg/L, buffered,
37°C/20°C: 19.0%+ 0.85%/11.0% +0.91%, P=0.0004). In unbuf-
fered plasma (pH before/after ultrafiltration 7.9/8.3), f, was
approximately halved compared with in buffered plasma (pH
7.3/7.5).

Clinical data and pharmacokinetics

In total, 29 samples from six ICU patients treated with 1 g of erta-
penem once daily were collected. All patients showed moderate
hypoalbuminaemia (24.0-30.6 g/L); further characteristics are
provided in Table S1 (available as Supplementary data at JAC
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Figure 1. Observed unbound concentrations (symbols) and predicted
concentration-time profiles (lines) of ertapenem in six ICU patients
treated with 1 g once daily. For reference, the dotted horizontal lines
indicate the MICqos of penicillin-resistant Streptococcus pneumoniae
(2 mg/L) and methicillin-susceptible Staphylococcus aureus (0.25 mg/L).?°

Online). Both total and unbound ertapenem concentrations
were adequately described by a one-compartment model
[Figure 1 and Table S2 (available as Supplementary data at JAC
Online)]. The median (range) values for clearance, volume of
distribution and half-life were 2.56 (1.69-6.67) L/h, 19.2 (14.8-
36.2) L and 4.71 (3.76-6.52) h for total and 5.61 (3.84-
15.1) L/h, 47.5 (30.4-71.0) L and 4.36 (3.25-8.15) h for unbound
ertapenem, respectively. The median (range) f, was 37.8%
(30.9%-53.6%). The unbound concentrations exceeded 2 mg/L
for a median 72% (39%-100%) of the dosing interval and
0.25 mg/L for 100% (79%-100%).

Exploratory binding studies

Binding of ertapenem to HSA showed no saturation within the
investigated range and only n/kq could be determined (where n
is the number of binding sites and k4 is the dissociation constant).
For HSA concentrations of 3-100 g/L, f, (mean+SD; n=5)
decreased from 94%+1.5% to 30% +0.45%, independent of
the ertapenem concentration. In plasma from healthy volunteers,
fu, was ~20% at total concentrations up to 30 mg/L and increased
to ~25% at 100 mg/L and ~40% at 300 mg/L (Figure S2, available
as Supplementary data at JAC Online). After stepwise dilution with
IPB, f, increased but remained unchanged when 38 g/L HSA in IPB
was added. The results of the Michaelis-Menten kinetic analysis
are shown in Figure 2 and Table S3 (available as Supplementary
data at JAC Online). The fitted curves for these two groups were
not statistically different (extra sum-of-squares F-test) and there-
fore pooled for comparison with the patient samples, which for-
mally proved the difference of the binding characteristics
(P<0.0001). In particular, the number of binding sites per albumin
molecule was 1.22 (95% CI 1.07-1.38) in plasma from healthy
volunteers and only 0.404 (95% CI 0.158-0.650) in plasma
from ICU patients.

Discussion

Ultrafiltration is a convenient method to determine unbound drug
concentrations. In 2003, Musson et al.” described an ultrafiltration
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Plasma from healthy volunteers .
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Figure 2. Graphicalillustration of the Michaelis - Menten kinetic analysis of
ertapenem binding to albumin in plasma from healthy volunteers (38 g/L
albumin), from ICU patients and in solutions of HSA in IPB. Albumin and
total protein concentrations in plasma from healthy volunteers were
varied by dilution with IPB with or without 38 g/L HSA. Cbound, Cunbound
and Caipumin correspond to the molar concentrations of bound
ertapenem, unbound ertapenem and albumin, respectively.

protocol for ertapenem, which included centrifugation of unbuf-
fered plasma in a Centrifree device at 1500 g at room tempera-
ture. Others modified this technique, varying filter types,
centrifugal force or temperature.®° Equilibrium dialysis is time-
consuming and possibly problematic for unstable drugs, but
was applied in a recent studa/ on ertapenem during continuous
renal replacement therapy.® Some groups used mathematical
models or fixed percentages,*'" which carry along potential pro-
blems of the technique used to establish these data.

Our data clearly demonstrate a strong effect of pH and tem-
perature on the results of ultrafiltration. Whereas ultrafiltration
of unbuffered samples at room temperature reproduced the f,
value reported by Majumdar et al.'? and stated in the summary
of product characteristics (5%-8%), application of physiological
conditions resulted in 2- to 4-fold higher values. High centrifugal
forces shorten ultrafiltration time but cause pressure artefacts.”*?
These aspects have been described many years ago.'*1®

Michaelis-Menten kinetics of the binding of ertapenem to
albumin revealed important differences between HSA solutions,
plasma from healthy volunteers and plasma from ICU patients.
In HSA solutions, binding was linear throughout the investigated
concentration ranges whereas it was non-linear and higher in
plasma, as if additional binding partners existed. However, binding
to albumin was identical whether all plasma components includ-
ing albumin were diluted or when albumin was kept constant, rul-
ing out alternative binding partners. The binding in plasma
samples from ICU patients could be described with less precision
(also due to the pooled analysis), but was distinctly lower than in
diluted plasma from healthy volunteers. In conclusion, (i) albumin
is the only relevant binding partner for ertapenem, but (ii) its

binding properties are affected by other plasma components
and (iii) plasma from ICU patients is not just diluted ‘healthy’
plasma.

These phenomena are likely to be complex. Fatty acids, calcium
ions or its redox state have been reported to induce conform-
ational changes of albumin, which enhance or diminish protein
binding, depending on the substance.'”"*® In plasma from ICU
patients, the frequent presence of other highly protein-bound
drugs (e.g. sedatives) might have a role. Certainly, there is more
to altered protein binding of ertapenem (and presumably other
drugs) in severely ill patients than hypoalbuminaemia.

Compared with data from healthy volunteers, both the volume
of distribution and clearance of total ertapenem in our study were
increased ~2-fold, whereas the mean half-life was nearly
unchanged.'? These findings are consistent with data from
patients with ventilator-associated pneumonia or severe sepsis. >
As for unbound concentrations, our values are similar to those
determined in eight patients with severe sepsis.> Although not
stated explicitly, a mean f,, of ~55% can be calculated from the
AUC of total and unbound ertapenem.? In patients on continuous
renal replacement therapy, the f,, of ertoPenem was determined
by equilibrium dialysis to be 20%-40%."° Similar to our results
(30.9%-53.6%), these are multiples of 5%-8% which have
been reported in healthy volunteers.'? Such a different protein
binding explains severely altered pharmacokinetics and has a
strong impact on the interpretation of PK/PD indices when
unbound concentrations are estimated from total concentrations
and reported f,,. 4111

One limitation of our study must be acknowledged. We cannot
claim that our results reflect the true unbound concentrations in
vivo. At best, they are closer to reality, as ultrafiltration was per-
formed mimicking physiological conditions. Validation could be
done by linking unbound concentrations to pharmacodynamics
or pharmacokinetics,® but this would require more data.

To summarize, we demonstrated that determination of
unbound plasma concentrations of ertapenem by ultrafiltration
is susceptible to experimental conditions. Mimicking physiological
conditions, we found higher unbound concentrations in plasma
from healthy volunteers than previously reported and these
were even higher in samples from ICU patients, providing reason-
able exposure to free drug with standard dosing. Our results sug-
gest influences beyond hypoalbuminaemia in ICU patients.
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