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1. Einleitung

Der deutsche Pathologe Rudolf Virchow (1821-1902) postulierte in jenen Tagen drei Ursa-

chen, welche seiner Meinung nach fur die Entstehung von Thrombosen verantwortlich sind:

e Verédnderung der Geschwindigkeit des Blutflusses
e Schadigungen der Endothelwande in den Blutgeféalien

e Verédnderungen in der Viskositat des Blutes

Obwohl der Ursprung und der Verdienst Virchows, an der nach ihm benannten Virchow-

Trias inzwischen fragwiirdig ist'2, haben die Thesen noch heutzutage allgemeine Giiltigkeit.

Wahrend zu Zeiten Virchows Thrombosen noch hauptsachlich mit Blutegeln, Bettruhe oder
warmen Kompressen behandelt wurden, konnte man Anfang des 20. Jahrhunderts mit der
Extraktion des Hirudin, das im Speichel des Blutegels vorkommt, die erste pharmakologisch
aktive Substanz zur Auflésung von Thromben nutzen. Jedoch verhinderten die schlechte

Extraktionsausbeute und Verfiigbarkeit einen flichendeckenden Einsatz?.

Mit der Erforschung der Cumarine und der Zulassung von Warfarin und Phenprocoumon in
den 1950er Jahren stand damit erstmals eine Mdoglichkeit der oralen Therapie zur Antikoa-
gulation zur Verfligung. Fortan waren Laborkontrollen zur Uberpriifung der Blutgerinnung

fester Bestandteil der antikoagulativen Therapie.

Erst im Jahre 2008 zeigte sich eine neue Entwicklung im Bereich der Antikoagulation. Mit
Dabigatran wurde das erste orale Antikoagulanz zugelassen, bei dem keine Laborkontrollen
und Dosisanpassung nétig sein sollten. Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban folgten, ba-

sierend auf dem gleichen Leitmotiv, kurz darauf.

Inzwischen werden die Vorteile in Bezug auf Uberlegenheit und Therapiesicherheit dieser
neuen Substanzen heftig diskutiert. Gerade der Streitpunkt Giber das Wegfallen des Monito-

ring ist kontrovers®.

1.1. Blutgerinnung und Fibrinolyse

Die Blutgerinnung des Korpers kann in zwei Phasen eingeteilt werden: primére Hamostase
und sekundéare Hamostase. Bei der primédren Hamostase erfolgt ein schneller Verschluss des

betroffenen Gefalles durch einen Thrombus, wahrend die sekundare Hamostase diesen



Thrombus durch Fibringerinnsel stabilisiert. Beide Wege laufen jedoch nebeneinander ab

und sind miteinander verknupft.

1.1.1. Primare Hamostase

Unmittelbar nach einer Geféal3verletzung lagern sich Thrombozyten aus dem Blut an der
Wunde an und bilden dort an den kollagenen Bindegewebsfasern einen Pfropf. Zuséatzlich
kommt es durch Serotonin und Thromboxan, welche aus den Thrombozyten freigesetzt wer-
den, zu einer Vasokonstriktion. Die dadurch entstehende Scherspannung katalysiert zusatz-
lich die Aggregation. Ebenfalls verstarkend wirken: Adenosindiphosphat (ADP), plattchen-
aktivierender Faktor-4 (PAF-4) sowie Phospholipide. Fir einen stabilen VVerschluss ist letzt-
endlich die Aktivierung des Glykoproteins I1b/Il1a und die Verknipfung mit dem von-Wil-
lebrandt-Faktor erforderlich. Dieser Verschluss wird durch den oben genannten Faktor so-

wie Thrombin eingeleitet*®.

1.1.2. Sekundare Hamostase

Die Gerinnungskaskade wurde lange als dualer Prozess betrachtet, welcher in Aktivierung
uber einen extrinsischen Signalweg (Aktivierung durch Gewebeschaden) und einen intrinsi-
schen Signalweg (Aktivierung uber Zelloberflache der Thrombozyten) aufgeteilt ist, die
schlieRlich nach Aktivierung des Faktor X in einen gemeinsamen Weg zusammenlaufen®.
Nach neueren Erkenntnissen ist jedoch eine zellbasiertes Modell wahrscheinlicher, welches

iiber die drei iiberlappenden Phasen Initiation, Verstiarkung und Proliferation ablauft’.

Die Initialphase wird auf Zellen, die den tissue factor (TF) tragen, eingeleitet. Diese Zellen
werden bei Schéadigung des Endothels freigesetzt oder werden tGber Adhasionsmolekile an
Endothelzellen gebunden, welche bei Aktivierung der Endothelzellen produziert werden.
Ein proteolytischer Komplex aus TF und Faktor VIla beginnt nun mit der Aktivierung von
Faktor IX und X und somit deren Umwandlung in Faktor IXa und Xa. Faktor Xa bildet nun
mit Faktor Va, welcher durch aktivierte Plattchen am Ort der Verletzung gebildet wird, einen
Prothrombinasekomplex der durch Spaltung von Prothrombin kleine Mengen an Thrombin

generiert’.

Durch die Thrombinbildung wird die Verstarkungsphase angestoRen. Das gebildete Throm-
bin aktiviert auf der Oberflache der Blutplattchen nun die Gerinnungsfaktoren V, VIII und



XI. Dadurch werden die Faktoren VVa und VIllla gebildet, welche als Cofaktoren fir die da-
raufhin gesteigerte Produktion von Thrombin an den Blutplattchen fungieren. Somit wird

eine positive Feedback-Schleife erzeugt, die sich selbst verstarkt’.

In der Vermehrungsphase kommt es durch die Bildung der intrinsischen Tenase durch den
Faktor V1lla/IXa Komplex sowie durch die Produktion weiterer Prothrombinase, welche an
die Oberflache der Blutplattchen binden, zu einer weiteren Beschleunigung der Bildung von
Thrombin und Faktor Xa. Durch die erhdhte Menge an Thrombin wird nun ein kritisches
Level erreicht, welches fur die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen benétigt wird. Die An-

sammlung von Fibrin bildet nun einen Thrombus aus, der das GefaR verschlieRen kann’.

Initiation —_— Verstarkung —_— Proliferation

Prothrombin Fibrinogen

+
TF-Vlla Xa %9
Thrombin ——— - VIII

Blutplattchen
Prothrombin —— Thrombin

tragende Xl \Y% . }
Zell
= N\ N Vila X
Xla \ \
\
\
M IXa Xa

Va

4 Vlla Va

Aktiviertes
Blutplattchen

Abbildung 1: Schematische Darstellung der sekundéren Hamostase, modifiziert nach Caterina et al.”.

1.1.3. Fibrinolyse

Die Fibrinolyse, so gesehen der Gegenspieler der Gerinnung, sorgt dafiir, dass keine uner-
wiinschten Thromben in GefaRen gebildet werden. Die Aktivierung beginnt durch den Plas-
minogenaktivator, t-PA, welcher das inaktive Plasminogen zu der Endopeptidase Plasmin
umwandelt. Plasmin spaltet dann das Fibringeflecht und die Spaltprodukte hemmen zusétz-
lich die Thrombinbildung sowie die erneute Polymerisation. Auch bei der Plasminbildung
ist wieder eine gewisse lokale Spezifizitat gewéhrleistet, die unerwiinschte Blutungen ver-

hindert. Zum einem wird freies Plasmin durch a2-Antiplasmin abgefangen und inaktiviert.



Bildet sich jedoch Fibrin, wird zum Teil Plasminogen daran gebunden und lokal zu Plasmin

aktiviert*®.

Beim gesunden Menschen stehen Fibrinolyse und Gerinnung im Gleichgewicht. Durch
Krankheiten oder Gendefekte kann sich das Gewicht jedoch GbermaRig in eine der beiden

Richtungen verlagern.

1.2. Definition und Ursachen fir Thrombosen

Grundsatzlich spricht man bei einer Thrombose von einem intravasal entstandenen Blutge-
rinnsel®. Wandert ein Blutgerinnsel weiter im Blutstrom und blockiert dadurch GefaRe
spricht man von einer Embolie. Diese kann die Durchblutung bestimmter Bereiche im Kor-
per unterbrechen. Besonders kritisch ist dies im Herz oder Gehirn, da diese Minderdurch-

blutung ischdmische Nekrosen verursachen kann.

Die Wahrscheinlichkeit der Normalbevdlkerung eine symptomatische Venenthrombose zu
entwickeln ist mit einer jahrlichen Inzidenzrate von 0,1%°%° relativ gering. Ein héufiger
Grund fir die Entwicklung einer tiefen Venenthrombose besteht in der Insuffizienz von Ve-
nenklappen. Durch Dilatation der GefaRwande ist hier eine ausreichende Offnung nicht mehr
gegeben und es kommt zunehmend zur Anstauung des Blutes und erhohter Koagulations-
neigung. Weitere Risikofaktoren sind langere Immobilisation bzw. Bettlagerigkeit wodurch
die Blutzirkulation im Kérper allgemein verlangsamt wird; Bluthochdruck sowie Fremdkor-
per, wie kinstliche Herzklappen oder Dauerkatheter, welche durch Verwirbelungen im Blut-
fluss und verstarkte Scherkréfte die Gerinnung fordern. Auch kdnnen Tumorerkrankungen
ein erhohtes Thromboserisiko bergen, da zum einem durch Tumorwachstum eine Hadmostase
durch GefalRkompression erzeugt werden kann, zum anderen kénnen bestimmte Tumoren

tissue factor produzieren.

Auch operative Eingriffe oder Verletzungen der GefaRwand stellen ein grundlegendes Ri-
siko dar. Bei operativen Eingriffen am Huftgelenk besteht etwa eine 60%ige Wahrschein-
lichkeit eine Thrombose zu entwickeln sollte nicht prophylaktisch eine Antikoagulation er-
folgen®®. Griinde hierfiir liegen vor allem in der Stimulation der Hamostase durch die ope-
rative Geféalverletzung und zusatzlich durch Immobilisation des Patienten, wodurch die

Blutzirkulation im Korper vermindert wird.



1.2.1. Vorhofflimmern

Beim Vorhofflimmern handelt es sich um eine Stérung der Erregungsbildung im Vorhof des
Herzens. Durch die von verschiedenen Stellen ausgehende hochfrequente Erregung des Vor-
hofs werden jegliche Kontraktionen der Kammer aufgehoben. Durch die Wechselhaftigkeit
der Uberleitungsblockierung treten Kontraktionen nur noch in sehr unregelméaRigen und ir-
regularen Abstanden auf°. Daraus folgt eine erhohte Standzeit des Blutes, welches letztend-
lich zur Ausbildung von Thromben neigt, die sich zu Embolien entwickeln kénnen.

Aufgrund der CAST-Studie!* kam es zu einem Umdenken beziiglich der Behandlung von
Rhythmusstérungen mit Antiarrhythmika, da diese lediglich ,,EKG-Kosmetik* betrieben,
aber keinen Ubervorteil fir den Patienten brachten. Im Gegensatz zu den Antiarrhythmika

haben Antikoagulanzien einen festen Platz in der Therapie.

Waéhrend bei Patienten, die im Durchschnitt 40 Jahre alt sind, mit isoliertem Vorhofflimmern
die j&hrliche Embolierate bei 0,55% liegt, kann das Risiko bei gleicher Diagnose bei einem
Patienten mit einem Durchschnittsalter von 69 Jahren auf das Vierfache ansteigen. Bei Pati-
enten, die zusatzlich eine Mitralstenose aufweisen, steigt das Risiko einer Embolie sogar auf
das 18-fache an'2. Je nach Risikoeinschatzung sollte auch die Einstellung der Antikoagula-
tion ausfallen. Die SPINAF-Studie konnte zeigen, dass bereits eine schwache Antikoagula-

tion (INR 1,2 — 1,5) das jahrliche Embolierisiko mehr als halbieren konnte®3.,

1.2.2. Genetische Faktoren

Zusétzlich existieren auch noch genetische Dispositionen in der Gerinnungskaskade, die bei

betroffenen Patienten meist eine lebenslange Therapie mit Antikoagulanzien erfordern.

Der haufigste erbliche Risikofaktor besteht in einer Mutation des Faktor V, dessen Auspré-
gung auch als aktivierte Protein C (APC) Resistenz bezeichnet wird. Dieser Phanotyp ist in
etwa 20-40% aller Patienten, die eine Thrombose entwickeln, zu finden®. Der veranderte
Faktor V verliert dadurch eine seiner Spaltstellen, welche normalerweise von Protein C er-
kannt werden. Durch diese Mutation bleibt letztendlich die Regulierung des Faktor V durch
Protein C aus, dies fiihrt zu einer (iberschieRenden Koagulation®. Das Thromboserisiko ist
bei ausgepragtem Phanotyp um das bis zu 100-fache, gegeniiber einem gesunden Indivi-

duum, erhoéht.



Bei einem weiteren haufigen Gendefekt, der bei 6-8% aller Thrombosepatienten zu finden
ist, handelt es sich um eine Punkmutation des Prothrombingens®. Zwar schrinkt diese Ver-
anderung nicht die Funktionalitat des Prothrombin ein, jedoch wird es in erhdhten Mengen
gebildet, wodurch im Ruckschluss auch mehr Thrombin daraus gebildet werden kann und
somit ein erhéhtes Thromboserisiko besteht.®

1.3. Orale Pharmakotherapie der Thrombosen

Die aktuell verfugbaren Arzneimittel zur oralen Antikoagulation lassen sich in zwei Grup-

pen aufteilen: direkte orale Antikoagulanzien und Vitamin-K-Antagonisten.

Auf der einen Seite finden sich die neueren direkten oralen Antikoagulanzien. Hier unter-
scheidet man zwischen direkten Thrombin-Inhibitoren (DTI) und Faktor-Xa-Antagonisten.
Wahrend DTIs freies und an Fibrin gebundenes Thrombin hemmen und somit hauptsachlich
uber die Verhinderung der Spaltung des Fibrinogens in Fibrin die Ausbildung eines Throm-
bus verhindern, hemmen die Faktor-Xa-Antagonisten gezielt den Gerinnungsfaktor Xa,
wodurch die Spaltung des Prothrombins in Thrombin verhindert wird.

Die Vitamin-K-Antagonisten hemmen die Vitamin-K-Reduktase sowie die Vitamin-K-Epo-
xid-Reduktase, welche fir die Regeneration des Vitamin-K-Hydrochinons erforderlich sind.
Dadurch wird die Vitamin-K-vermittelte gamma-Carboxylierung der Glutaminsdure unter-
bunden, welche unter Normalbedingungen als VVorstufe fur die Bildung von Gerinnungsfak-
toren in der Leber notwendig ist. Somit wird die Synthese der Gerinnungsfaktoren I, VII,
IX und X sowie der antikoagulatorischen Faktoren Protein C und S gehemmt. Dieser Me-
chanismus erklart auch warum bei VKAs von indirekten Antikoagulanzien gesprochen wird.
Da diese antikoagulatorischen Faktoren eine viel kiirzere Halbwertszeit als ihre Gegenspie-
ler besitzen, kommt es bei Hemmung der Synthese zu einem Ungleichgewicht in Richtung
der Koagulation. Deshalb muss bei der Einleitung einer VKA-Therapie stets eine Heparini-

sierung erfolgen um Bildung von Thrombosen zu vermeiden®.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Angriffspunkte der Antikoagulanzien in der Gerinnungskaskade, modifiziert
nach Caterina etal.”.

1.3.1. Direkte orale Antikoagulanzien (DOAKS)

1.3.1.1.Dabigatran (Pradaxa®)

o
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Abbildung 3: Strukturformel von Dabigatran



Dabigatran ist pharmakologisch gesehen ein direkter Thrombininhibitor, welcher durch die
Inhibition des Thrombin die Spaltung von Fibrinogen in Fibrin hemmt und somit die Aus-
bildung eines Thrombus verhindert. Es erfolgt nicht nur eine Hemmung des freien Throm-
bins, sondern auch des Thrombins, welches bereits an Fibrin gebunden ist. Seit 2015 ist mit
Idarucizumab (Praxbind®) ein Antidot fir Dabigatran zugelassen.

Dabigatran wird in Form eines Prodrugs, dem Dabigatranetexilat, verabreicht. Das pharma-
kologisch inaktive Prodrug wird, durch Hydrolyse der Ester, von unspezifischen Esterasen

im Korper in seine Wirkform tberfiihrt.

Dabigatranetexilat

NH/TN ‘i : o
</“:\§VZ/
_ A\

Esterase

w N/ b

NH,

Dabigatran

Abbildung 4: Spaltung von Dabigatranetexilat in Dabigatran



Dabigatran ist zur Prophylaxe von Thrombosen nach orthopédischen Eingriffen, zur Préaven-
tion von Schlaganféllen und Embolien bei Vorhofflimmern und zur Behandlung von tiefen
Venenthrombosen (TVT) und Lungenembolien (LE) in den Wirkstarken von 220 und 300
mg zugelassen. Die Tagesdosis sollte aufgeteilt zwei Mal taglich eingenommen werden. Bei
Risikopatienten (erhéhtes Blutungsrisiko, eingeschrénkte Nierenfunktion, >80 Jahre) ist eine

Dosisreduktion auf 150 bzw. 220 mg empfohlen.

Tabelle 1: Zugelassene Dosierung laut Fachinformation

Wirkstoff Indikation Tagesdosis
[mg]
Primérpréavention einer ventsen Thromboembolie 990
bei orthopadischen Eingriffen
Prévention von Schlaganfall und systemischer Em-
Dabigatran bolie bei erwachsenen Patienten mit nicht valvula-
. ; . 300
rem Vorhofflimmern und einem oder mehreren Ri-
sikofaktoren (SPAF)
Behandlung von TVT und LE 300

Dabigatran erreicht nach 0,5 bis 2 h seinen maximalen Plasmaspiegel bei einer geringen
oralen Bioverfligbarkeit von 5,9%. Die Halbwertszeit betragt zwischen 9 und 13 h**1>, Fur

die totale Clearance ist ein Wert von 10,82+2,2 I/h zu finden®®.

Dabigatran wird hauptséchlich (85%) unveréndert iber die Niere ausgeschieden. Zusatzlich
werden durch Konjugation pharmakologisch wirksame Acylglucunoride gebildet. Diese ma-
chen aber weniger als 10% des Gesamtanteils von Dabigatran im Blut aus'*. Das CYP-Sys-
tem scheint nicht an der Metabolisierung beteiligt zu sein, allerdings konnte Dabigatran als

Substrat von P-gp identifiziert werden®>,

Die haufigsten UAW waren Blutungen. Schwere Blutungen traten bei 2,9-3,4% der Patien-
ten auf, Blutungen insgesamt bei 14-17% der Patienten. Ubrige haufige Nebenwirkungen

waren Bauschmerzen, Diarrhoe, Dyspepsie, Ubelkeit*.
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1.3.1.2.Rivaroxaban (Xarelto®)

S S / H/Y\N N\/J

Rivaroxaban

Abbildung 5:Strukturformel von Rivaroxaban

Rivaroxaban ist ein direkter Faktor-Xa-Antagonist.

In Deutschland zugelassen ist Rivaroxaban zur Prophylaxe vendser Thromboembolien nach
Knie- und Huftersatzoperationen, zur Prophylaxe von Schlaganfallen und systemischen Em-
bolien, zur Behandlung, sowie zur Prophylaxe von tiefen Venenthrombosen und Lungenem-
bolien, sowie in Kombination mit Acetylsalicylsédure und/oder Clopidogrel zur Prophylaxe
atherothrombotischer Ereignisse nach einem akuten Koronarsyndrom. Dosierung und Indi-

kation sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: Zugelassene Dosierungen und Indikationen von Rivaroxaban

Wirkstoff Indikation Tagesdosis
[mg]
Prophylaxe atherothrombotischer Ereignisse nach
einem akuten Koronarsyndrom (nur in Kombina- 5
tion mit ASS und Clopidogrel)
Prophylaxe vendser Thromboembolien (VTE) nach 10
elektiven Huft- oder Kniegelenksersatzoperationen
Rivaroxaban Prophylaxe von Schlaganfallen und systemischen
Embolien bei Patienten mit nicht-valvularem Vor- 20
hofflimmern
Behandlung von TVT, Lungenembolie (LE) sowie 20
Prophylaxe von deren Rezidiven (ab Tag 22)
Behandlung von TVT, LE sowie Prophylaxe von 30
deren Rezidiven (Tag 1- Tag 21)

Bei eingeschrankter Nierenfunktion wird eine Reduktion von 20 auf 15 mg empfohlen. Bei

den Ubrigen Indikationen besteht kein Hinweis fir eine Dosisreduktion.
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Rivaroxaban erreicht 2-3 h nach Applikation Spitzenkonzentrationen bei einer Bioverflig-
barkeit zwischen 66-100%. Die Halbwertszeit betrégt zwischen 5 und 13 h. Bei der totalen

Clearance geht man von einem Wert von 7,51+1,06 I/h aus”8,

Etwa 18% der oralen Dosis werden tber CYP3A4 und etwa 14% tiber CYP2J2 metabolisiert.
Zusétzlich werden 66% der Dosis uber die Niere ausgeschieden. Rivaroxaban konnte auf3er-

dem als Substrat von P-gp beschrieben werden?®,

Héufigste Nebenwirkung sind Blutungen. In der ROCKET-Studie traten bei 20,7% der Pa-

tienten leichte Blutungen und bei 5,6% der Population schwere Blutungen auf®.

Ubrige haufige Nebenwirkungen sind: Schwindel, Kopfschmerzen, Hypotonie, Pruritus,
Schmerzen in den Extremitaten, Fieber, periphere Odeme, Transaminaseanstieg, sowie Ein-

schrankung der Nierenfunktion mit Kreatinin- und Harnstoff-Anstieg im Blut®°.

Zusétzlich gab es im Januar 2017 Meldungen, dass unter Behandlung mit Rivaroxaban Ag-

ranulozytose und Stevens-Johnson-Syndrom aufgetreten waren?.

1.3.1.3.Apixaban (Eliquis®)

NH,

Apixaban

Abbildung 6:Strukturformel von Apixaban

Apixaban z&hlt wie Rivaroxaban und Edoxaban zu den Faktor-Xa-Antagonisten.
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Apixaban ist zugelassen zur Prophylaxe von Thrombosen nach operativem Huft- oder Knie-
gelenkersatz, zur Prophylaxe von Schlaganfallen und Embolien bei Vorhofflimmern, sowie

zur Behandlung und Prophylaxe von Thrombosen und Embolien und deren Rezidiven.

Tabelle 3: Zugelassene Indikationen und Dosierungen von Apixaban

Wirkstoff Indikation Tagesdosis
[mg]
Prophylaxe von VTE nach elektiven Huift- oder 5
Kniegelenksersatzoperationen

Prophylaxe von Schlaganfallen und systemischen

Embolien bei Patienten mit nicht-valvularem Vor-

hofflimmern 10

Apixaban Behandlung von TVT und Behandlung von LE so-

wie Prophylaxe von rezidivierenden TVT und LE
(ab Tag 7)

Behandlung von TVT und Behandlung von LE so-

wie Prophylaxe von rezidivierenden TVT und LE 20

(Tag 1- 7)

Bei eingeschrankter Nierenfunktion (15-29 ml/min) wird empfohlen die Dosis von 10 mg

auf 5 mg taglich zu senken.

Bei einer oralen Bioverfiigbarkeit von 50% werden Spitzenkonzentrationen 3 bis 4 h nach

der Einnahme erreicht. Apixaban besitzt eine Halbwertszeit von rund 13 h und eine totale

Clearance von 3,05+0,91 I/h?2.

Apixaban wird hauptsachlich Gber CYP3A4/5 metabolisiert, allerding sind auch CYP1A2,
2C8, 2C9, 2C19 und 2J2 an der Verstoffwechselung beteiligt?®2*, Zusatzlich ist es Substrat
des P-gp?.,

In der Studienpopulation ,der ARISTOTELE-Studie, die 10 mg Apixaban bei Vorhofflim-
mern erhielt, traten bei 18,1% Blutungen, bei 4% der Patienten schwere Blutungen auf®.
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1.3.1.4.Edoxaban (Lixiana®)
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Abbildung 7: Strukturformel von Edoxaban

Edoxaban gehort zur Gruppe der Faktor-Xa-Antagonisten.

Zugelassen ist es in Deutschland zur Prophylaxe von Schlaganféllen und Embolien bei Pa-
tienten mit Vorhofflimmern sowie zur Behandlung und Prophylaxe von Thrombosen und

Embolien sowie deren Rezidiven.

Tabelle 4: Zugelassene Dosierung und Indikationen von Edoxaban

Tagesdosis

Wirkstoff Indikation
[mg]

Prophylaxe von Schlaganfallen und systemischen

Embolien bei erwachsenen Patienten mit nicht val-

Edoxaban vuldrem Vorhofflimmern 60

Behandlung von TVT, LE sowie Prophylaxe von
deren Rezidiven

Zusétzlich ist bei eingeschrankter Nierenfunktion (CrCl 15-50 ml/min), Kérpergewicht < 60
kg, sowie Comedikation mit P-gp-Inhibitoren eine Reduktion der Tagesdosis auf 30 mg an-

gezeigt.

Bei einer oralen Bioverfligbarkeit von 62% erreicht Edoxaban 1-2 h nach Einnahme maxi-
male Plasmakonzentrationen. Die Eliminationshalbwertszeit liegt bei 10-14 h und die totale
Clearance belauft sich auf 21,8+3,03 I/h?627,
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50% der oralen Dosis werden unverandert Giber die Niere ausgeschieden. Edoxaban wird nur
in geringem Mafe (10% der oralen Dosis) Uiber CYP3A4 metabolisiert. Es konnte ein schwa-
cher Inhibitionseffekt auf die CYP-Enzyme beobachtet werden. Edoxaban ist Substrat von

P-gp und konnte auch hier eine schwache Hemmung des Transporters aufzeigen?’.

Héufigste Nebenwirkung sind unerwiinschte Blutungen. Bei der Studienpopulation traten

bei 14% Blutungen auf, 2,75% zeigten schwere Blutungen?.

Weitere hdaufige Nebenwirkungen sind laut Fachinformation: Erhohte Leberwerte (Bilirubin

und Gamma-GT), Ausschlag, Juckreiz, Ubelkeit sowie Anomalien bei Leberfunktionstests.

1.3.2. Vitamin-K-Antagonisten (VKA)

1.3.2.1. Warfarin (Coumadin®) und Phenprocoumon (Marcumar®)

OH

X

0] 0]

Warfarin Phenprocoumon

Abbildung 8:Strukturformel von Warfarin und Phenprocoumon

Die beiden Cumarin-Derivate besitzen, wie bereits an der Strukturformel zu erkennen ist,
groBe Ahnlichkeit. Ihr unterschiedlicher Einsatz ist geographisch bedingt. Wahrend Warfa-
rin hauptsachlich im amerikanischen Raum zur Therapie eingesetzt wird, findet in Deutsch-
land fast ausschlief3lich das von Roche entwickelte Phenprocoumon Verwendung (Verhélt-
nis 99:1%)

Beide Wirkstoffe sind in Deutschland zur Behandlung und Prophylaxe von Thrombosen und
Embolien sowie zur Behandlung eines Herzinfarktes bei erhdhtem Risiko eines thromboem-
bolischen Ereignisses zugelassen. Die Dosierung erfolgt individuell nach angestrebtem INR
und Indikation. Fir Phenprocoumon sind Dosierungen zwischen 1,5 — 6 mg, fir Warfarin
zwischen 2,5 — 10 mg (iblich. Bei Uberdosierungen oder bedrohlichen Blutungen kann die

Wirkung tber die i.v. Gabe von Vitamin-K aufgehoben werden.
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Der hauptsachliche Unterschied liegt zwischen den Halbwertszeiten. Wahrend Phenprocou-
mon eine terminale Halbwertszeit von bis zu 150 Stunden erreicht, liegt diese bei Warfarin
zwischen 40 und 50 Stunden?®=3°. Mit einem Wirkeintritt ist rund 2-3 Tagen nach der ersten

Einnahme zu rechnen.

Phenprocoumon wird tGiber CYP3A4 und 2C9 metabolisiert, rund 15% der oralen Dosis wer-
den unverandert (ber die Niere ausgeschieden. Fur Warfarin sind hauptsachlich CYP1A2,
3A4 und 2C9 an dessen Verstoffwechselung beteiligt3!,

Héufigste unerwiinschte Arzneimittelwirkungen sind auch hier die Blutungen. Bei gut ein-

gestellten Patienten treten schwere Blutungen mit einer Haufigkeit von 2-3% auf 32,

Weitere haufige Nebenwirkungen sind laut Fachinformation: Hypotonie, Synkope, Brust-
schmerzen, Atemnot, Ausschlag, Bauchschmerzen bzw. Krampfe, Durchfall, Ubelkeit,

Kopfschmerzen, Schwindel, Odeme, Erschopfung sowie Asthenie.

1.4.  INR-Monitoring

Der INR (international normalized ratio) wird standardmé&fig bestimmt, um das Ausmal der
Antikoagulation bei Vitamin-K-Antagonisten zu ermitteln. Dieser Bestimmung zu Grunde
liegt die Prothrombinzeit, welche aussagt wie lange, in Sekunden, das Blut ben6tigt um nach
Prothrombingabe vollstandig zu gerinnen. Zuséatzlich wird diese noch mit dem ISI (Interna-
tionaler Sensitivitatsindex) verrechnet, um Schwankungen durch unterschiedliche verwen-

dete Prothrombine auszugleichen.

Formel 1: Berechnung des INR Uber die Bestimmung der Prothrombinzeit

Proth binzeitpgs;
N =( rothrom %nz l Patlent) « IS]
Prothrombinzeity,rmai

Die Einstellung des INR erfolgt nach Indikation und Risikoabschatzung. Wahrend fir die
Behandlung bei Vorhofflimmern ein Zielbereich von 2-3 sinnvoll erscheint, kdnnen bei Er-

satz einer Herzklappe auch Werte von bis zu 4,5 nétig sein.

1.5. INR-Messungen bei direkten oralen Antikoagulanzien

Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Korrelation zwischen Prothrombinzeit und Kon-
zentration im Blut unter Rivaroxaban besteht, es jedoch zu erheblichen Schwankungen bei
der Bestimmung der Prothrombinzeit kommt. Diese unterschiedliche Sensitivitit war be-

dingt durch die Auswahl der Prothrombinreagenzien und liel sich auch durch Berechnung
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iiber den INR nicht normalisieren. Ein &hnliches Bild zeigte sich bei Apixaban und Dabi-

gatran43°,

Auch Versuche eines Monitorings tber die Bestimmung der partiellen Thromboplastinzeit,
welche bei der Therapie mit Heparinen Anwendung findet, konnten bei Rivaroxaban auf-

grund mangelnder Sensitivitét nicht tiberzeugen®.

Uberlegungen zur speziellen Anpassung des INR fiir Rivaroxaban durch Verwendung eines
speziellen IS1 konnten zwar zeigen, dass damit Schwankungen, welche durch die Verwen-
dung verschiedener Prothrombine entstehen, minimiert werden konnten. Jedoch wurde die-

ser Ansatz nicht weiter verfolgt®’.

Grinde fir die Nichtiibertragbarkeit dieser Labortests liegen sicherlich in der unterschiedli-
chen Pharmakologie der Arzneistoffe. So hemmen die DOAKSs direkt einzelne Faktoren,
welche teils an vollig unterschiedlichen Punkten, und nicht zwingend vom Prothrombin be-
einflusst, innerhalb der Gerinnungskaskade zu finden sind. Zum anderen spielen vermutlich
auch die viel langeren Halbwertszeiten der VKASs eine Rolle, welche diese weit weniger

anfallig fur Schwankungen in Hinsicht auf den Wirkspiegel macht.

1.6. Studienlage

In der ROCKET-Studie, einer der Zulassungsstudien fiir Rivaroxaban, wurde die Wirksam-
keit von Rivaroxaban gegentiber Warfarin bei Patienten mit Vorhofflimmern hinsichtlich
der Prophylaxe von ischdmischen Ereignissen untersucht. Hier konnte eine Nicht-Unterle-
genheit in Bezug auf die primaren Endpunkte, das Auftreten von Schlaganfallen oder syste-
mischen Embolien (Rivaroxaban 1,7% p.a. vs. Warfarin 2,2% p.a.) festgestellt werden, je-
doch keine statistisch signifikante Uberlegenheit der neuen Therapie (p=0,12). Beziiglich
der unerwiinschten Blutungen traten diese zu 20,7% in der Rivaroxabangruppe und zu 20,3%
in der Warfaringruppe auf (p= 0,44). Lediglich bedrohliche Blutungen (0,4% vs. 0,8%,
p=0,003) sowie intrakranielle Blutungen (0,8% vs. 1,2%, p=0,02) konnten unter Rivarox-
aban signifikant weniger beobachtet werden. Kritisch muss jedoch hier gesehen werden, dass
nur 55% der Patienten im Warfarin-Arm, auf den therapeutisch angestrebten INR-Wert ein-

gestellt waren?®,

Hinzu kommt die aktuelle Meldung, dass die Zulassungsstudie tberprift wird, da fur die
INR-Messungen wohl potentiell defekte Gerate verwendet wurden®,
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In der ARISTOTLE-Studie wurde die Therapie unter Apixaban gegen Warfarin bei Patien-
ten mit Vorhofflimmern untersucht. Hier konnte eine signifikante Reduktion der Schlagan-
falle pro Jahr um 0,33% unter Apixaban festgestellt werden (p<0,001 fur Nicht-Unterlegen-
heit, p=0,01 fiir Uberlegenheit). Auch konnte eine Reduktion der Sterblichkeit um 0,42%
pro Jahr (p=0,047) sowie eine Reduktion der klinisch relevanten Blutungen um 1,94% pro
Jahr (p<0,001) beobachtet werden. Hamorrhagische Schlaganfélle und intrakranielle Blu-
tungen konnten um 0,23% pro Jahr bzw. 0,47% pro Jahr unter Apixaban reduziert werden.
Jedoch fand keine signifikante Verminderung von ischdmischen Schlaganféllen statt. Auch
hier muss kritisch betrachtet werden, dass nur 66% des Warfarin-Arms auf den therapeutisch

angestrebten INR eingestellt waren?.

Zusatzlich ergaben Subgruppenanalysen des IQWIG, dass die Verminderung von Schlagan-
fallen und Todesféllen nur bei Patienten Uber 65 Jahren signifikant war und bei jungeren

Patienten diese Ereignisse sogar numerisch haufiger auftraten 3°.

Betrachtet man die dreiarmige RE-LY-Studie, bei der zwei Dosierungen Dabigatran (110mg
zweimal taglich und 150 mg zweimal téglich) gegenlber Warfarin bei Patienten mit VVor-
hofflimmern getestet wurden, ergab sich fir beide Dabigatran-Arme eine Nicht-Unterlegen-
heit bezlglich der Reduktion von Schlaganféllen und systemischer Embolien, jedoch be-
stand nur bei der 150 mg Dosierung eine signifikante Reduktion um 0,58% pro Jahr gegen-
uber Warfarin. Kardiovaskulédre Todesfalle konnten unter beiden Dabigatrandosierungen um
0,26% pro Jahr (110mg) und respektive 0,41% pro Jahr (150mg) gesenkt werden, jedoch
nicht statistisch signifikant (p=0,21). Herzinfarkte traten unter Dabigatran numerisch haufi-
ger auf als unter Warfarin (0,81% vs. 0,82% vs. 0,64% pro Jahr), auch hier ist keine Signi-
fikanz gegeben (p=0,12). Hinsichtlich schwerer Blutungen traten diese nur unter der niedri-
geren Dabigatrandosierung signifikant weniger auf, im Vergleich zu der 150 mg Dosierung
bestand nur eine numerische Reduktion gegentiber Warfarin (2,71% vs. 3,11% vs. 3,36%
pro Jahr). Schwere gastrointestinale Blutungen traten unter der hoheren Dabigatrandosie-
rung sogar signifikant haufiger, um 0,49% pro Jahr, als unter Warfarin auf (p=0,001). Auch
bei dieser Studie muss wieder bemangelt werden, dass nur 60% der Teilnehmer auf den
therapeutisch angestrebten INR Bereich eingestellt waren. Bei genauerer Betrachtung der
Subgruppen kam man zu dem Ergebnis, dass umso besser das INR-Monitoring der Patienten

unter Warfarin war, desto weniger profitierten sie von einer Umstellung auf Dabigatran®.

Interessant hierzu ist auch eine Substudie zur RE-LY-Studie von Reily et al. aus dem Jahr

2014, welche eine Korrelation zwischen Plasmakonzentration, schweren Blutungen und
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Schlaganfallwahrscheinlichkeit bestatigt und zu dem Ergebnis kommt, dass patientenspezi-
fische Dosisanpassungen das Nutzen-Risiken Verhéltnis unter Dabigatran verbessern kénn-

ten 41,

In einer retrospektiven Datenbankauswertung aus dem Jahr 2016 wurde die Effektivitat und
Sicherheit von Apixaban, Dabigatran und Rivaroxaban gegeniiber Warfarin bei der Antiko-
agulation unter Vorhofflimmern untersucht. Im Hinblick auf die Effektivitat konnte hier nur
Apixaban das Risiko eines Schlaganfalls oder einer Embolie signifikant reduzieren (HR
0,67, 95% KI 0,46.0,98, p=0,04). Dabigatran und Rivaroxaban konnten keine signifikante
Reduktion gegenuber Warfarin zeigen. Ischamische Schlaganfalle traten hier numerisch
haufiger auf, hdmorrhagische jedoch numerisch seltener. Bezuglich des Auftretens schwerer
Blutungen konnten Apixaban (HR 0,45, p<0,001) und Dabigatran (0,79, p<0,01) einen sig-
nifikanten Vorteil gegenuber Warfarin zeigen. Bei Rivaroxaban traten schwere Blutungen
sogar numerisch haufiger auf (HR 1,04), jedoch bestand hier keine statistische Signifikanz.
Alle drei DOAKSs konnten jedoch intrakraniellen Blutungen signifikant gegeniber der
Warfarin Vergleichsgruppe reduzieren. In der Warfaringruppe waren im Median 56% der

Patienten gut auf den INR eingestellt*.

1.7. Kontroverse

Bei Betrachtung der Studiendaten stellt sich grundséatzlich die Frage, ob man durch indivi-
duelle Dosisanpassung und Konzentrationskontrolle nicht eine héhere bzw. iberhaupt eine

Uberlegenheit gegeniiber Warfarin hatte zeigen konnen.

Gerade in Bezug auf Deutschland sind die Studien kritisch zu hinterfragen, da hierzulande
iiberwiegend mit Phenprocoumon therapiert wird. Zusétzlich kritisiert die AkdA die Aussa-
gekraft der Studien bezuglich der INR-Einstellung. Wéhrend dort im Schnitt 55-65% der
Patienten im Zielbereich waren, werden fur Deutschland Werte von 64-79% angenommen.

In Studien konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von Dabigatran mit der klinischen
Wirkung korreliert*'. Ebenso konnte fiir Apixaban und Rivaroxaban gezeigt werden, dass
gemessene Konzentrationen mit der Faktor-Xa-Aktivitat korrelieren®43, Die empfohlene
Dosisreduktion bei eingeschrénkter Nierenfunktion scheint daher schliissig, da durch die ho-
heren Konzentrationen auch eine héhere Blutungswahrscheinlichkeit resultiert. Warum ba-
sierend auf diesem Wissen kein durchgehendes Monitoring und Dosisanpassung bei zu ho-

hen oder zu niedrigen Konzentrationen indiziert ist, scheint mehr als fragwurdig.
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Auch die einmalige Gabe von Rivaroxaban wirft Fragen auf. Bei einer Halbwertszeit von
rund 13 Stunden resultieren daraus, pharmakokinetisch gesehen, entweder zu niedrige Kon-

zentration im Talspiegel oder zu hohe Spitzenkonzentrationen.

Laut Arzneimittelreport ist die Verordnung der DOAKS seit Einflihrung 2011 von 38 Milli-
onen definierten Tagesdosen (DDD) auf rund 253 Millionen angestiegen. Im gleichen Zeit-
raum fiel die Verordnungszahl der VKAs von 389 auf 364 Millionen DDD ab**. Die Kosten
der Antithrombotika sind 2015 auf 1.613,9 Mrd. € angestiegen** woran die DOAKS sicher-

lich ihren Anteil tragen wenn man die Therapiekosten in Tabelle 5 betrachtet.

Tabelle 5: Therapiekosten der oralen Antikoagulanzien, Apothekenverkaufspreis (AVP) aus Rote Liste Stand 22.04.2016,
Keine Beriicksichtigung von Laborkontrollen

Wirkstoff Praparat Dosierung  Kosten/DDD AVP

Rivaroxaban Xarelto 20 mg 1x 20 mg 3,27 € 320,74 €
98 Filmtbl.

Apixaban Eliquis 5 mg 2x 5 mg 3,44 € 343,49 €
200 Filmtbl.

Dabigatran Pradaxa 150 mg 2x 150 mg 3,28 € 295,45 €
180 Hartkps

Phenprocoumon  Marcumar 98 Thl. = %2 -1 % Thl. 0,24 € 23,88 €

Phenprocoumon 0,18 € 17,98 €
acis 100 Thl.

Warfarin Coumadin 100 Thl. Y5 - 2 Thl. 0,34 € 22,90 €

1.8. Therapeutisches Drug Monitoring (TDM)

Therapeutisches Drug Monitoring ist ein wichtiges Hilfsmittel um die Pharmakotherapie zu
optimieren. Beim TDM erfolgt eine Bestimmung der Arzneimittelkonzentration im Blut mit
Hilfe analytischer Verfahren. Die bestimmbare Wirkstoffkonzentration ist ausschlaggebend
flr die Wirkung des Arzneistoffes im Korper, da verschiedene Patienten bei gleicher Dosis
aufgrund von individuellen Faktoren wie Alter, genetischen Modifikationen oder Comedi-
kation unterschiedliche Konzentrationen aufbauen. Durch Uberwachung des Medikamen-
tenspiegels im Blut lassen sich Unter- bzw. Uberdosierungen vermeiden. Es ermdglicht so
eine sichere, effektive, und individuell auf den Patienten abgestimmte Therapie (Individua-

lisierung der Therapie).

Besonders bei Arzneistoffen mit einer niedrigen therapeutischen Breite oder bei Arzneistof-

fen, fur deren therapeutischen Effekt keine validen Marker (Psychopharmaka) vorliegen, ist
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das TDM wichtig. Jedoch auch bei alteren Patienten mit Polymedikation oder zur Abklarung

von Complianceproblemen kann es hilfreich sein.

Bei der Bestimmung im TDM-Labor der Arbeitsgruppe Klinische Pharmakologie in Regens-
burg wird die gemessene Konzentration flr jeden Patienten in Korrelation zum dosisbezo-
genen Referenzbereich sowie zum therapeutischen Referenzbereich gesetzt. Zusétzlich er-
halt die anfordernde Klinik oder der anfordernde Arzt nicht nur den blanken Messwert, son-
dern einen , klinisch-pharmakologischen Befund®, dieser enthélt auch mdgliche Griinde fir

etwaige Abweichungen, damit die Medikation dementsprechend optimiert werden kann.

1.8.1. Therapeutischer Referenzbereich

Eine wichtige Kenngréie im TDM ist der therapeutische Referenzbereich (TRR). Er gibt an
in welchem Bereich die Wirkstoffkonzentration liegen sollte, um einen optimalen Effekt zu
haben. Hierbei muss beachtet werden, dass unterhalb des Bereiches eine Wirkung des Me-
dikamentes relativ unwahrscheinlich ist und oberhalb des Bereiches mit dem vermehrten
Auftreten von unerwinschten Arzneimittelwirkungen zu rechnen ist bzw. hier kaum noch

der Therapieeffekt zu verbessern ist oder die Wirkung sogar wieder abnimmit.

Zur Festlegung der unteren therapeutischen Schwelle lassen sich Konzentrationen nutzen,
die im Vergleich zum Placebo keine Verbesserung brachten. Fir die obere Schwelle missen
Daten, welche den Zusammenhang zwischen Konzentrationen und Haufigkeit des Auftre-
tens von UAWSs widerspiegeln, verwendet werden. Leider sind Studien, welche die genann-
ten Daten liefern, sehr selten. Somit sind die bekannten therapeutischen Referenzbereiche

flr viele Arzneistoffe sehr liickenhaft oder weisen nur eine geringe Validitat auf.

Zusétzlich wird eine Warnschwelle festgelegt die, sofern Daten aus Fallberichten zu Intoxi-
kationen fehlen, dem doppelten Wert der oberen Grenze des therapeutischen Referenzberei-
ches entspricht. Wird diese Warnschwelle tberschritten, sollte umgehend der behandelnde
Arzt informiert werden, damit dieser, sofern Intoxikationserscheinungen beim Patienten auf-
getreten sind, entsprechende MaRnahmen ergreifen und die Dosis entsprechend senken

kan n45,46
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1.8.2. Dosisbezogener Referenzbereich*’

Ein Alleinstellungsmerkmal des TDM-Labors in Regensburg stellt die Verwendung des do-
sisbezogenen Referenzbereiches (DRR) dar. Hierflr wird die erhaltene Wirkstoffkonzentra-
tion in Relation zur Dosis des Patienten gesetzt. Ausschlaggebend fur die Berechnung ist die
Proportionalitat zwischen Dosis und Arzneimittelkonzentration im Blut (1). Zusétzlich be-
notigt man als Proportionalitatsfaktor (2) die totale Clearance des Arzneistoffes, welche sich
aus renaler, hepatischer und sonstiger (Atemluft, Schweil}) Clearance zusammensetzt (3).
Die Clearance wird im Zuge der Zulassung an gesunden Probanden ermittelt. Mit Hilfe von
der Bioverfuigbarkeit sowie des Dosierungsintervalls l&sst sich die Formel (4) aufstellen.
Nach Einsetzen und Auflosen der Formel ergibt sich die obere und untere Grenze des dosis-
bezogenen Referenzbereiches. Sofern fur die Clearance der arithmetische Mittelwert mit
Standardabweichung angegeben ist, befinden sich in diesem Bereich 68% der Wirkstoffkon-
zentrationen von Patienten, die dem Grundkollektiv entsprechen. Der errechnete Bereich
gibt die mittlere Tageskonzentration im pharmakokinetischen Gleichgewicht fur die jewei-

lige Dosis an.
Formel 2: Formel zur Berechnung des dosisbezogenen Referenzbereiches
(1) c~D
(2) De = ¢ X Cliotal

(3) Cliotal = Clrenal + Clhepatisch + Clsonstige

_ De X F
"~ T X (Cliotal + SD)

4 c

c=Konzentration, D=Dosis, De=Tagesdosis, Clwtai=Clearance, F=Bioverfiligbharkeit,
SD=Standardabweichung, t=Dosierintervall in h

Es muss festgehalten werden, dass der DRR nicht erreicht werden muss um eine wirksame
Pharmakotherapie zu gewahrleisten. Der DRR st als diskriminierender Bereich zu verste-
hen. Oftmals kann der DRR gar nicht von Patienten getroffen werden, da die Clearance in
Phase | oder Phase Il Studien an einer Population ermittelt wird, die sich grundlegend von
der ,,normalen‘ Patientenpopulation unterscheidet. Die Studienpopulation ist in der Regel
viel jiinger, erhélt keine Comedikation und besitzt auch keine Komorbiditaten oder geneti-
sche Modifikationen im Arzneistoffmetabolismus. Es ist somit die Aufgabe des klinischen
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Pharmakologen zu erkennen, ob etwaige Abweichungen vom DRR schlichtweg populati-
onsbedingt sind oder ob einer der im folgenden Abschnitt genannten externen Faktoren dafir

verantwortlich ist.

Besteht eine Abweichung vom dosisbezogenen Referenzbereich kann dies Hinweise auf ein
Complianceproblem (Mangel- oder Ubercompliance), eine Arzneimittelinteraktion, einen
genetischen Polymorphismus (slow metabolizer und ultra rapid metabolizer), einen Einfluss
von Genussmitteln (Enzyminduktion durch Rauchen oder Alkoholkonsum) oder eine Or-
ganfunktionsstérung (Nieren- bzw. Leberinsuffizienz) liefern. Sofern der Patient auch ohne
Erreichen des dosisbezogenen Bereiches klinisch gut auf die Medikation anspricht und keine
unerwinschten Arzneimittelwirkungen zeigt, muss die Dosierung nicht zwingend angepasst
werden. Der behandelnde Arzt sollte sich jedoch dartber im Klaren sein was fur die Abwei-
chung verantwortlich ist, damit beispielsweise beim Einstellen des Rauchens oder Umstellen

der Comedikation die Dosis entsprechend angepasst werden kann*647,

1.8.2.1. Dosisbezogener Referenzbereich fir Talkonzentration

Im TDM hat es sich etabliert das Blut wahrend der Talkonzentration abzunehmen. Da der
im vorigem Abschnitt beschriebene DRR, durch die Berechnung der mittleren Tageskon-
zentration, hier eine Diskrepanz zwischen Erwartungswert und Realwert aufweist, soll hier
zusétzlich die Moglichkeit dargestellt werden einen Erwartungsbereich fir die echte Talkon-
zentration zu berechnen. Basis hierfir ist die folgende Formel von Gex-Fabry et al. (2003)
48 In die Berechnung flieRen auch Halbwertszeit und der zeitliche Abstand zwischen letzter
Medikamentengabe und Blutabnahme ein. Die Formel ermdglicht die Vorhersage einer
Konzentration im pharmakokinetischen Gleichgewicht zu einem beliebigen Zeitpunkt nach
der letzten Einnahme. Dadurch lasst sich auch bei Arzneistoffen, deren Halbwertszeit kiirzer
als das Dosierintervall ist, eine Vorhersage Uber die zu erwartende Konzentration berech-

nen®,

Formel 3: Formel zur Berechnung des dosishezogenen Referenzbereiches fiir die Konzentration im pharmakokinetischen

Gleichgewicht
D F (ke x 1)
c=(= —kexAt
(T) % (Cltotal) % [(1 - e—kexr)l % (e )
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ke berechnet sich aus der Halbwertszeit tiber:

Formel 4: Berechnung der Eliminationskonstante

In2

ke =
ti/2

D = Tagesdosis, F = Bioverfugbarkeit, ¢ = Dosierintervall, Clota = totale Clearance, ke =
Eliminationskonstante, At = Abstand zwischen Blutentnahme und letzter Medikamenten-

gabe, t1» = Halbwertszeit, C = Konzentration

Alternativ lasst sich die Eliminationskonstante auch tber die Konzentration berechnen:

Formel 5: Berechnung der Eliminationskonstante mit gemessener Konzentration

_InC(x) —InC(y)

k
€ At

C(x) = Konzentration zu Zeitpunkt x, C(y) = Konzentration zu Zeitpunkt y, At = zeitlicher
Abstand zwischen C(x) und C(y)

1.8.3. Klinisch-pharmakologische Befundung®

Im TDM-Labor der Arbeitsgruppe Klinische Pharmakologie in Regensburg wird zusatzlich
zu jedem gemessenen Wert ein individueller klinisch pharmakologischer Befund von einem
approbierten Apotheker oder Arzt erstellt. Der behandelnde Arzt bekommt als Riickmel-
dung zusétzlich zum Wirkspiegel eine Angabe Uber mogliche Arzneimittelinteraktionen, Be-
grindung fur Abweichung von den beiden Referenzbereichen sowie eine etwaige Empfeh-

lung zur Dosisanpassung aus labormedizinischer Sicht.

1.8.4. KONBEST*

KONBEST (Akronym fiir Konzentrationsbestimmung) ist die internetbasierte Befundungs-
plattform des TDM-Labors in Regensburg (im Internet zu erreichen unter www.konbest.de).
KONBEST dokumentiert sémtliche Schritte des Laborbetriebs, von Eingabe der Patienten-
daten inklusive Comedikation, tiber Berechnung der jeweiligen Referenzbereiche nach Ein-

gabe des Messwertes, bis hin zu der Erstellung des Befundes.
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Nach Probeneingang werden die Patientendaten, welche unter anderem Alter, Abnahmezeit-
punkt, Diagnose, Anforderungsgrund sowie Comedikation des Vortages enthalten, dem An-
forderungsbogen entnommen und in KONBEST eingetragen. Dadurch wird eine Proben-
nummer erzeugt, welche der Patientenprobe zugeordnet wird. Nach Erhalten des Messwertes
wird dieser eingetragen und der Befund fur die Befunder freigegeben. KONBEST berechnet
basierend auf den hinterlegten Daten, den dosisbezogenen Referenzbereich und gibt eine
grafische Darstellung von méglichen Arzneimittelinteraktionen, basierend auf der Comedi-
kation an. Zusétzlich erfolgt die Darstellung einer 9-Felder-Tafel, welche den Messwert in
Bezug zu DRR und TRR einordnet. Nachdem der Befunder die Konzentration bewertet und
seinen Befund erstellt hat, wird dieser freigegeben und kann nun in ein PDF-Dokument um-

gewandelt werden, welches an die jeweilige Klinik gefaxt wird.

Zusétzlich besitzt KONBEST eine weitreichende Datenbankfunktion, in der alle Messwerte
und Daten anonymisiert abgespeichert werden und somit Grundlage fur wissenschaftliche

Auswertungen sowie bei Bedarf patientenspezifische Auswertungen bildet.

1.9. Ultra-high performance liquid chromatography (UHPLC)

Die ultra-high performance liquid chromatography, synonym auch als ultra-high pressure
liquid chromatography bezeichnet, ist eine Weiterentwicklung der klassischen HPLC. Prin-
zipiell handelt es sich hierbei um eine auf kleine Totvolumina und hohe Driicke optimierte
HPLC, mit der eine Effizienzsteigerung durch Verwendung kurzer und dichter gepackten

Saulen maglich ist.

Grundlegend fir diese Entwicklung ist die Berechnung der Effizienz bzw. der Bodenzahl N.
Eine Steigerung der Effizienz resultiert in schmaleren Peaks mit einer groReren Peakhthe
und einer verbesserten Auflésung. Vereinfacht gesehen berechnet sich die Bodenzahl aus
dem Quotient von Saulenl&nge durch theoretische Bodenhthe, was in diesem Fall dem Par-

tikeldurchmesser des Fullgutes entspricht.

Formel 6:Formel zu Berechnung der Bodenzahl

N_L
H

N: Bodenzahl, L: Saulenlange, H: Bodenhdhe

Die einfachste Mdglichkeit die Bodenzahl zu erhéhen besteht folglich darin die Lange un-

serer Analysensdule zu erhéhen. Dies fihrt allerdings auch zu langeren Retentionszeiten und
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damit auch zu einer langeren Analysenzeit. Die zweite Mdglichkeit besteht in der Verklei-
nerung der Partikel in unserer Séule, was aber zu einem erhdhten Rickdruck fihrt. Hier
kommt nun die UHPLC ins Spiel. W&hrend normale Anlagen und Séulen fiir Driicke bis 600
bar ausgelegt sind, halten UHPLC optimierte Geréte Driicke von bis zu 1200 bar stand. Im
Endeffekt lasst sich durch Verkleinerung der Partikelgrof3e und Verkirzung der Sdulenlédnge
vergleichbare Effizienz wie bei langen Saulen und groRer PartikelgréRen erreichen, jedoch

mit verkirzten Analysezeiten.

Durch die Entwicklung von halbporésem Packmaterial ist diese Effizienzsteigerung jedoch
auch auf normale HPLC-Anlagen tbertragbar. Halbporéses Material besitzt im Gegensatz
zu vollporésem Fillgut einen kompakten Kern mit poréser Umhillung. Dadurch verkirzt
sich der Diffusionsweg des Analyten beim Kontakt mit dem S&ulenmaterial, da dieser nicht
vollstandig eindringen kann (Abbildung 9). Aufgrund dessen lassen sich Séulen mit grobe-
rem Fullgut verwenden, welche bei weniger Riickdruck vergleichbare Effizienz wie Saulen

mit kleinerem vollporésem Packmaterial erzeugen.

vollpords halbporos

Abbildung 9:Schematische Darstellung der Diffusionswege des Analyten bei vollpordsen und halbpordse Sdulenmaterial
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2. Fragestellung

Aus der vorausgehend beschriebenen Problematik und Eigenschaften der direkten oralen

Antikoagulanzien ergeben sich folgende Fragen:

1. Kann eine UHPLC-Methode zur Bestimmung von Apixaban, Dabigatran und Riva-

roxaban entwickelt und validiert werden?

2. Konnen mit der gleichen Methode auch Edoxaban, sowie die Vitamin-K-Antagonis-

ten Phenprocoumon und Warfarin, bestimmt werden?

3. Laésst sich fur die DOAKS ein dosisbezogener Referenzbereich sowie ein therapeuti-

scher Referenzbereich bestimmen?

4. Welche Konzentrationen wurden tatsachlich gemessen und wodurch ist deren etwa-

ige Abweichung vom dosisbezogenen Referenzbereich zu erklaren?

5. Wie stark ist die interindividuelle Schwankung der Serumkonzentrationen bei den

gemessenen Patientenproben?

6. Wie sinnvoll ist das Monitoring von DOAKS nach aktueller Datenlage?
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3. Material und Methoden

3.1. Methodenentwicklung

3.1.1. Probengewinnung

Die Begleitbdgen der Proben, die in das TDM Labor nach Regensburg zur Konzentrations-
bestimmung geschickt werden, wurden regelmaiig auf Apixaban, Dabigatran und Rivarox-
aban kontrolliert. Bei Zutreffen wurde Probenrestmaterial dazu verwendet um Messungen
durchzufuhren. Zusatzlich wurden Proben vermessen, welche im Zuge der von uns durch-
geflihrten Anwendungsbeobachtung eingesandt wurden. Je nach Einsender erhielten wir
schon bereits abzentrifugiertes Serum aus ventsem Blut oder Vollblut in Serummonovetten.
Bis zur Vermessung am Tag des Eingangs wurden die Proben bei 8 °C im Kuhlschrank
gelagert. Ansonsten wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C eingefroren.

Fur die Gewinnung von medikamentenfreiem Serum, wurden freiwillige Blutspenden von
Mitarbeitern des Bezirksklinikums Regensburg sowie der Universitdt Regensburg verwen-
det. Zur Aufreinigung dieser Proben wurden Oasis® Sep-Pak-Vac Kartuschen (3cc/500mg)
verwendet. Diese wurden zuerst mit jeweils 5 ml Methanol und 5 ml Wasser vorkonditio-

niert.

AnschlieBend wurden die Serumspenden (3 ml) auf die Kartuschen gegeben und der Inhalt
per Vakuum abgesaugt. Dieses Poolserum wurde entweder direkt verwendet oder bis zur

weiteren Benutzung bei -20 °C eingefroren.

3.1.2. Probenvorbereitung

Vor Vermessung der Proben missen diese aufgereinigt werden, um stérende Bestandteile
der Matrix abzutrennen. Hierfur kommen Online- oder Offlineverfahren in Frage. Bei der
Online-Aufreinigung wird das Probenmaterial direkt in die HPLC-Anlage eingespritzt und
dort Gber eine vorgeschaltete VVorreinigungssaule gereinigt bevor es auf die Analysenséule
gelangt. Bei Offlineverfahren erfolgt die Aufarbeitung aulRerhalb des Systems und es wird
die bereits aufbereitete Probe in die Anlage injiziert.

Bei der Vermessung mit der UHPLC-Anlage bestand nicht die Mdglichkeit eine Online-
Aufarbeitung durchzufiihren. Bedingt durch die kleinen VVolumina der Kapillare kam es hier

in VVorversuchen zu Verstopfungen und zu starken Druckanstiegen bei Injektion von Serum.
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Die Probenaufbereitung erfolgte durch Proteinfallung mit Methanol im Verhaltnis 1:3
(Vol/Vol). Dazu wurden 100 pl des Probenmaterials abpippetiert und mit 300 pl MeOH
versetzt. Anschlieend wurden die Proben auf dem Vortexer fir eine Minute gemischt und
bei 16.060g fiir drei Minuten zentrifugiert. AbschlieRend wurde der Uberstand in ein Glas-
vial mit einem 330 ul Einsatz gegeben und in den Autosampler der UHPLC-Anlage uber-

fuhrt, welcher auf 8 °C gekihlt wurde.

3.1.3. Standards

Fur die Methodenentwicklung und Validierung wurden die Standards zur Erstellung von
Kalibriergeraden aus der bezogenen Reinsubstanz hergestellt. Dafiir wurden Stammlésun-
gen der jeweiligen Analyten mit einer Konzentration von 100 pg/ml hergestellt und anschlie-
Rend mit Poolserum auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt. Fir die Quantifizierung
der Patientenproben kamen sowohl diese selbst hergestellten Kalibratoren als auch kommer-
ziell erhltlich Standards von der Firma Technoclone GmbH (Wien, Osterreich) fiir Rivaro-
xaban und Apixaban, sowie von der Firma CoaChrom Diagnostica Gmbh (Maria Enzerdorfs,
Osterreich) fiir Dabigatran zum Einsatz. Diese kommerziellen Standards werden in Form
von lyophilisiertem Plasma geliefert und missen vor der Verwendung in Wasser geltst wer-

den.

3.1.4. UHPLC-Anlage

Samtliche Messungen wurden auf einer Agilent 1290 Infinity LC System UHPLC-Anlage
der Firma Agilent Technologies (Waldbronn) durchgefiihrt. Diese bestand aus einem 1290
Autosampler mit Thermostat, Sdulenofen, Photodiodendetektor, einer bindren Pumpe sowie

einem 1260 p-Entgaser.

3.1.5. Laborgerate

Tabelle 6: Verwendete Laborgeréate und Anlagen

Name Hersteller Verwendung
1290 DAD Ag”?&&;{gﬁ?gﬁ;?gies Photodiodendetektor
1290 TCC Ag”?&gﬁg:‘g‘ﬂ‘)’gies Saulenofen
1290 ussaper | Ot Teoleies | Froseratbeniing ind
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1290 Binary pump

Agilent Technologies

UHLPC-FlieBmittelpumpe

(Waldbronn)
i Agilent Technologies s
1260 p-Degasser (Waldbronn) FlieBmittelentgasung
Biofuge pico® Heraeus Inzgg)ments (Ha- Mikroliterzentrifuge
Megafuge® 2.0R Heraeus Inzgg)mnets (Ha- Zentrifuge
Sonorex® Super RK106 Bandelin (Berlin) Ultraschallbad

Analysenwaage BP211D

Sartorius (Gottingen)

Einwaagen bis 210g, Ables-
barkeit: 0,01 mg

Feinwaage 1712

Sartorius (Gottingen)

Einwaagen bis 30g, Ables-
barkeit: 0,01 mg

Eppendorf-Pipetten

Eppendorf (Hamburg)

Kolbenhubpipetten fir Vo-
lumina zwischen 10 und
1000 pl

Reax-Top® Heidolph (Schwabach) Reagenzglasschttler
Arium® Basic Sartorius Stedim Biotech Reinstwassersystem zur
(Gottingen) Wasseraufbereitung
. Scientific Industries (Bohe- | Vortexer zur Mischung/Ho-
Vortex Genie® 2 - -
mia, NY) mogenisierung von Proben
Vakuumkammer Waters (Eschborn) Steckplatze fur SPE Kartu-

schen zur Probeaufbereitung

Vakuumpumpe DOA-
V130-BN

Gast (Redditch, UK)

Absaugen der Proben durch
die SPE Kartuschen per Va-
kuum

Oasis® Sep-Pak-Vac Kar-
tuschen (3cc/500mgQ)

Waters (Eschborn)

SPE Kartuschen zur Aufrei-
nigung des Poolserums

Blue Line pH 14

S| Analytics (Mainz)

pH-Elektrode

Filtervial 0,2 und 0,45 um
Nylon

BISCHOFF Analysentech-
nik (Leonberg)

Filtervial mit Nylonfilter
zur Probenaufbereitung

Filtervial 0,2 um, PTFE

BISCHOFF Analysentech-
nik (Leonberg)

Filtervial mit Polytetrafluo-
rethylenfilter zur Probenauf-
bereitung

3.1.6. Saulen

Samtliche Messungen von Patientenproben wurden mit einer Poroshell 120 EC-C18, 3x50

mm, 2,7 um, welcher eine UHPLC guard column, EC-C18, 3x5 mm, 2,7 um, als VVorsdule

vorgeschaltet war, durchgefiihrt. Folgende S&ulen wurden im Rahmen der Methodenent-

wicklung verwendet.
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Tabelle 7: Verwendete S&ulen und Vorsaulen im Rahmen der Methodenentwicklung und Messungen

) Dimension (Durchmes- Partikel-
Saule " y Hersteller
ser/Lange) [mm] groRe [um]
Poroshell 120 Agilent Technologies
EC-C18 3 x50 2,7 (Waldbronn)
Poroshell 120 Agilent Technologies
EC-C18 3x 100 2,7 (Waldbronn)
UHPLC Guard 3%5 57 Agilent Technologies
EC-18 ’ (Waldbronn)
. Fortis Technologies
Fortis C18 2,1 x50 1,7 (Cheshire, UK)

. Fortis Technologies
Fortis Cyano 2,1 x50 1,7 (Cheshire, UK)
Nucleoshell Machery-Nagel (Du-

RP18 plus 3x 100 27 ren)

3.1.7. Chemikalien

Tabelle 8: Liste der verwendeten Chemikalien fiir Herstellung von Fliemittel und Probenvorbereitung

Name Hersteller

Acetonitril, HPLC grade Merck (Darmstadt)
Ameisenséure, zur Analyse | Merck (Darmstadt)
Isopropanol, HPLC grade | Merck (Darmstadt)
Methanol, HPLC grade Merck (Darmstadt)

3.1.8. Arzneistoffe

Tabelle 9: Liste der verwendeten Arzneistoffe fir die Verwendung zur Interferenzmessung oder Kalibratoren

Name Hersteller/Lieferant

Acetylsalicylsdure Sigma-Aldrich (Steinheim)

Alprazolam Apotheke des Universitatsklinikums (Regensburg)
Amantadin-HCI Sigma-Aldrich (Steinheim)

Amisulprid Sigma-Aldrich (Steinheim)

Amitriptylinoxid

Sanofi Aventis (Frankfurt am Main)

Amlodipinbesilat

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Apixaban

Holzel Diagnostika (Koln)

Aripiprazol

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Ascorbinsaure

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Asenapinmaleat

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Benperidol Sigma-Aldrich (Steinheim)

Biperiden-HCI Abbott (Darmstadt)

Bisoprololhemifumarat | Merck (Darmstadt)

Bromazepam Apotheke des Universitatsklinikums (Regensburg)
Bupropion Sigma-Aldrich (Steinheim)
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Buspiron-HCI

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Chlordiazepoxid-HCI

Apotheke des Universitatsklinikums (Regensburg)

10-OH-Carbamazepin

Novartis (Basel)

Carbamazepin

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Chloprothixen-HCI

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Cisaprid Sigma-Aldrich (Steinheim)
Citalopram Sigma-Aldrich (Steinheim)
Clobazam Apotheke des Universitatsklinikums (Regensburg)
Clomipramin-HCI Sigma-Aldrich (Steinheim)
Clozapin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Clozapin-N-Oxid Sigma-Aldrich (Steinheim)
Dabigatran Holzel Diagnostika (Koln)

Dabigatranetexilat

Holzel Diagnostika (Koln)

Desimipramin-HCI

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Desmethyvenlafaxin

Wyeth (Dallas, USA)

Dextran T-500

Pharmacia Biotech (Uppsala, SWE)

Diclofenac-Natrium

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Dihydrocodeintatrat

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Doxepin-HCI Sigma-Aldrich (Steinheim)
Duloxetin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Edoxaban Holzel Diagnostika (Kdln)

Enalaprilmaleat

LKT-Laboratories (St.Paul, USA)

Escitalopram

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Estradiol Sigma-Aldrich (Steinheim)
Fluoxetin-HCI Sigma-Aldrich (Steinheim)
Fluperlapin Biotrend (KolIn)
Fluphenazindecaonat | Altana Pharm (Wesel)
Fluvoxamin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Furosemid Sigma-Aldrich (Steinheim)
Gabapentin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Galantamin Janssen-Cilag (Neuss)

Glimepirid Sigma-Aldrich (Steinheim)
Hydrochlorothiazid LKT-Laboratories (St. Paul, USA)
Imipramin-HCI Sigma-Aldrich (Steinheim)
Koffein Caelo (Hilden)

Lactulose Sigma-Aldrich (Steinheim)
Lamotrigin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Levodopa LKT-Laboratories (St. Paul, USA)
Levomepromazin-HCI | Sigma-Aldrich (Steinheim)
Lorazepam Apotheke des Universitatsklinikums (Regensburg)
Maprotilin-HCI Sigma-Aldrich (Steinheim)
Memantin-HCI Sigma-Aldrich (Steinheim)
Metformin Sigma-Aldrich (Steinheim)

Methylrisperidon

Janssen-Cilag (Neuss)

Metoprololtatrat

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Mianserin-HCI Sigma-Aldrich (Steinheim)
Mirtazapin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Nateglinid Novartis (Basel)

N-Desmethylclozapin

Sigma-Aldrich (Steinheim)
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N-Desmethylolanzapin

Chem Lab (Zedelgem, BE)

N-Desmethylquetiapin

Astra Zeneca (Wedel)

Nitrazepam

Apotheke des Universitatsklinikums (Regensburg)

Norclomipramin-HCI

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Nordiazepam

Apotheke des Universitatsklinikums (Regensburg)

Nordoxepin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Nortryptilin-HCI Sigma-Aldrich (Steinheim)
Olanzapin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Omeprazol LKT-Laboratories (St.Paul, USA)
Oxazepam Apotheke des Universitatsklinikums (Regensburg)
Oxcarbazepin Novartis (Basel, CH)

Paliperidon Janssen-Cilag (Neuss)
Pantoprazol Altana Pharma (Wedel)
Paroxetin-HCI Sigma-Aldrich (Steinheim)
Perazin Altana Pharma (Wesel)
Phenprocoumon Holzel Diagnostika (Kdln)
Phenytoin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Pipamperon Janssen-Cilag (Neuss)

Pirenzepin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Pregabalin Pfizer (Freiburg)

Primidon Sigma-Aldrich (Steinheim)

Promethazin-HCI

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Propanolol-HCI

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Quetiapinfumarat

Astra Zeneca (Wedel)

Ramipril LKT-Laboratories (St. Paul, USA)
Reboxetin Pfizer (Freiburg)
Risperidon Janssen-Cilag (Neuss)

Rivaroxaban

Bayer (Leverkusen)

Rivastigmin-HCI

Novartis (Basel, CH)

Sertralin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sultiam Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sumatriptan GlaxoSmithKline (Durham, UK)
Testosteron Sigma-Aldrich (Steinheim)
Theobromin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Theophyllin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Topiramat Sigma-Aldrich (Steinheim)
Triamcinolonacetonid | Sigma-Aldrich (Steinheim)
Triamteren Sigma-Aldrich (Steinheim)
Triazolam Apotheke des Universitatsklinikums (Regensburg)
Trimipramin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Venlafaxin-HCI Sigma-Aldrich (Steinheim)
Warfarin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Ziprasidon Sigma-Aldrich (Steinheim)
Zopiclon Sigma-Aldrich (Steinheim)

Zuclopenthixol

Sigma-Aldrich (Steinheim)
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3.1.9. Software

Zur Auswertung der Chromatogramme wurde Chromeleon® 6.80 (Thermo Fisher, Germe-
ring) verwendet. Zur Textbearbeitung und Erstellung von Tabellen wurde Microsoft Office
2016 sowie Microsoft Excel 2016 (beide Microsoft, UnterschleiBheim) verwendet. Grafiken
wurden mit Microsoft Excel und SciDavis erstellt. Die chemischen Strukturformeln wurden
mit ChemDraw (Perkin Elmer, Waltham, USA) gezeichnet. Die Erstellung von Befunden
erfolgte Uber die Internetbasierte Plattform KONBEST (www.konbest.de, PSIAC GmbH,
Mainz).

3.1.10. Statistik

Sofern nicht anders angegeben erfolgt die Darstellung der Daten als Mittelwert (MW)£Stan-
dardabweichung (SD).

3.2. Validierung

Die Validierung einer analytischen Methode ist erforderlich um ihre Tauglichkeit fur das

vorgesehene Einsatzgebiet sicherzustellen.

Die nachfolgenden Validierungspunkte wurden in Anlehnung an die Richtlinien der GTFCH
(Gesellschaft fiir Toxikologische und Forensische Chemie)® sowie der ICH (International
conference on Harmonisation)® unter Beachtung der Grenzwerte nach DIN 32645 (Deut-
sches Institut fir Normung) durchgefiihrt. Messpunkte der Stabilitatsuntersuchungen wur-

den flr die im unserem Labor ubliche Verweildauer der Proben gewahlt.

Die Wartung der UHPLC-Anlage erfolgte uber die Firma Agilent (Waldbronn), in einjahri-

gem Turnus, durch einen Servicetechniker.

Folgende Punkte wurden untersucht:

3.2.1. Linearitat der Kalibration

Unter Linearitat einer Messmethode versteht man ihre Eigenschaft Messsignale zu erzeugen,
die direkt proportional zur Konzentration des zu bestimmenden Analyten in der Probe sind®*.


http://www.konbest.de/
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3.2.1.1.Kalibrationsbereich

Der Kalibrationsbereich ist das Intervall zwischen oberer und unterer Konzentration des
Analyten, fiir das ein geeignetes Mal an Prézision, Richtigkeit und Linearitat gezeigt werden
kann. Die Wahl des Bereiches sollte so gestaltet werden, dass zu erwartende Messwerte nicht

ober- oder unterhalb des Intervalls liegen®*.

Es wurden sechs Kalibratoren mit unterschiedlichen Konzentrationen durch Zusatz des Ana-
Iyten zu Poolserum hergestellt. Danach wurden acht Messungen der Kalibratoren durchge-
fuhrt. AnschlieRend wurde die Peakhohe gegen die Konzentration grafisch aufgetragen. Da-
raus wurden Geradengleichung und BestimmtheitsmaR R? berechnet. GemaR DIN 32645 ist
R%>0.98 zulissig.

3.2.2. Richtigkeit

Richtigkeit bezeichnet die Differenz zwischen Mess- und Sollwert. Sie kann als Mal} des
systematischen Fehlers bei einem Analyseverfahren betrachtet werden®*. Das AusmaR dieser

Abweichung wird oft als Bias ausgedruckt.

Die Qualitatskontrollen wurden vermessen und aus den einzelnen Messwerten der Mittel-

wert gebildet.

Als Sollwert wurde der Mittelwert der gemessenen Peakhdhen aus der Bestimmung des Ka-
librationsbereiches verwendet. AnschlieRend wurde nach folgender Formel der Bias berech-

net:

Formel 7:Formel zur Berechnung des Bias

) u
Bias [%] = T X 100

X: Mittelwert der Qualitiatskontrollen, u: Sollwert

Nach DIN 32645 sind Bias-Werte von £ 15% akzeptabel, in der Nahe der Bestimmungs-

grenze werden zusatzlich Werte von + 20% als zul&ssig gesehen.
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3.2.3. Prazision

Beschreibt die Streuung von einzelnen Messwerten um den Mittelwert. Sie gibt die Auskunft
uber die zuféllige Fehlerkomponente eines quantitativen Messverfahrens. Das Ausmal? wird
oft als Imprézision ausgedruckt und wird als Variationskoeffizient (VC%) bzw. relative

Standardabweichung angegeben®?.

3.2.3.1.Imprazision innerhalb eines Laufes (intraday imprecision)

Hierbei wurden vier Messlaufe unter gleichen Bedingungen innerhalb eines Tages durchge-
flhrt. Dieser Vorgang wurde an flinf weiteren Tagen wiederholt. Die Impréazision ergab sich
aus dem Variationskoeffizienten des Messtages der die hochsten Schwankungen innerhalb

der Messgange hatte.

Die Messung erfolgte mit den aufgetauten Qualitatskontrollen in drei verschiedenen Kon-
zentrationen. Der Zeitabstand zwischen den einzelnen Messungen innerhalb eines Tages war

gleichméaRig verteilt.

Nach DIN 32645 gilt VC<15% als akzeptabel. Nahe der Bestimmungsgrenze ist auch
VC<20% ausreichend.

3.2.3.2.Imprazision zwischen verschiedenen Messtagen (interday imprecision)

Hierfur wird dieselbe Probe an funf aufeinanderfolgenden Tagen unter gleichen Bedingun-
gen gemessen. Die einzig sich verandernde Variable ist der Zeitpunkt der Messung, in die-

sem Falle der Tag. Dieser Punkt gibt Aussage Uber die Laborprazision.

Die Vermessung der Qualitatskontrollen erfolgte aus derselben Probe viermal innerhalb ei-
nes Tages. Die Abstande zwischen den Messungen wurden Uber den Tag gleichmalig ver-

teilt. Diese Prozedur wurde an fnf weiteren Tagen unter gleichen Bedingungen wiederholt.

Nach DIN 32645 gilt VC<15% als akzeptabel. Nahe der Bestimmungsgrenze ist auch
VC<20% ausreichend.

3.2.4. Stabilitat

Die Stabilitat gibt Auskunft Uber die Zersetzung bzw. Abbau eines Analyten in einer Matrix
unter aulleren Einflissen Uber einen bestimmten Zeitraum. Die Stabilitét sollte vom Zeit-

punkt der Probenentnahme bis zum Abschluss der Analyse gewahrt sein®2,
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Es wurden drei Chargen von Qualitatskontrollen mit drei unterschiedlichen Konzentrationen
(40, 150 und 300 ng/ml) hergestellt. Die Proben wurden direkt vermessen und die Peakhdhe
als Referenzwert zum Zeitpunkt t=0 festgelegt. AnschlieBend wurde eine Charge bei Raum-
temperatur (25°C), eine im Kuhlschrank (8°C) und eine im Gefrierschrank gelagert (-20°C).
Vermessung der Proben, die bei Raumtemperatur und im Kihlschrank gelagert sind, erfolgte
nach 24, 48, 72 Stunden; 5, 7 und 14 Tagen; 1, 3 und 6 Monaten. Die Vermessung der ge-

frorenen Proben erfolgte nach 1, 3 und 6 Monaten.

AnschlieBend wurden die Peakhthen aller Messungen in Relation zum Ausgangswert ge-
setzt. Als maximale tolerierbare Abnahme der Konzentration sind Werte von 15% zu sehen.

Nahe der Bestimmungsgrenze ist auch eine Abnahme von bis zu 20% akzeptabel

3.2.4.1.Einfrier- und Auftaustabilitat

Hierbei soll die Stabilitat der Proben nach mehrmaligem Einfrieren und anschliefendem
Auftauen getestet werden. Somit kann sichergestellt werden, dass die Lagerung unterhalb
des Gefrierpunktes nicht den Abbau beschleunigt.

Drei Qualitatskontrollen der Konzentrationen 40, 150 und 300 ng/ml wurden aufgetaut und
danach wieder eingefroren. Dieser Zyklus wurde dreimal wiederholt. AnschlieRend wurden

die Proben vermessen und mit den Kontrollwerten verglichen.

Nach DIN 32645 sind Werte die innerhalb von 90-110% des Kontrollwerts liegen akzepta-
bel.

3.2.5. Analytische Grenzwerte

3.2.5.1. Nachweisgrenze (limit of detection, LOD)

Unter der Nachweisgrenze versteht man die Konzentration, die noch sicher vom Nullwert

sowie zufélligen methodenbedingten Storsignalen unterschieden werden kann.

Die Bestimmung erfolgte nach Alternative 1 DIN 32645°. Die Berechnung wurde mit Hilfe
des Programmes DINTEST durchgefihrt.

Es wurden sechs Kalibratoren mit unterschiedlichen Konzentrationen hergestellt (20, 40, 75,
150, 200 und 300 ng/ml). Diese wurden im Anschluss acht Mal vermessen und die Mittel-
werte der Peakhthen gegen die Konzentration aufgetragen. Es wurde von einer Irrtumswahr-

scheinlichkeit von 5% ausgegangen.
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Uber folgende Formel wurde nun die Nachweisgrenze ermittelt.

Formel 8:Berechnung des LOD nach DIN 32645

1

XNG=Sx0th,aX E"‘ +

<
nQx

Xng=Nachweisgrenze nach DIN 32645

o= Verfahrensstandardabweichung
t=Quantil der t-Verteilung

x=Wahrscheinlichkeit fiir Fehler 1. Art

m=Anzahl der Wiederholbestimmungen je Konzentration
n=Anzahl der Kalibrationspunkte

X=Mittelwert der GehaltsgroBen

Q,=Summe der Abweichungsquadrate

3.2.5.2.Bestimmungsgrenze (limit of quantification LOQ)

Die niedrigste Konzentration eines Analyten die mit akzeptablen Bias (£20%) und Imprézi-
sion (<20%) bestimmt werden kann. Grundsétzlich wird eine relative Ergebnisunsicherheit

von 33% angenommen.

Die Bestimmung erfolgte nach Alternative 1 DIN 32645°. Die Berechnung wurde mit Hilfe
des Programmes DINTEST durchgefihrt.

Es wurden sechs Kalibratoren mit unterschiedlichen Konzentrationen hergestellt (20, 40, 75,
150, 200 und 300 ng/ml). Diese wurden im Anschluss acht Mal vermessen und die Mittel-
werte der Peakhdhen gegen die Konzentration aufgetragen. Es wurde von einer Irrtumswahr-

scheinlichkeit von 5% ausgegangen.

Uber folgende Formel wurde nun die Bestimmungsgrenze ermittelt:
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Formel 9: Berechnung des LOQ nach DIN 32645

1 ((k xXyg) — X)?
—+
n Qx

1
XEG =kXSxOth,aX\/a+

Xgg=Erfassungsgrenze nach DIN 32645
Xng=Nachweisgrenze nach DIN 32645
Sxo=Verfahrensstandardabweichung
k= kritischer Messwert der MessgroRe
t=Quantil der t-Verteilung
o=Wahrscheinlichkeit fiir Fehler 1. Art
m=Anzahl der Wiederholbestimmungen je Konzentration
n=Anzahl der Kalibrationspunkte
X=Mittelwert der GehaltsgroBen

Q,=Summe der Abweichungsquadrate

3.2.6. Wiederfindung

Nach Definition ist die Wiederfindung der komplette Transfer des Analyten von der Matrix

in die zu vermessenden Losung®.

Der Vergleich erfolgte zwischen Analyt im Ldsungsmittel und Analyt in aufgearbeiteter

Probe (hier Proteinféallung mit Methanol).

Es wurden vier Proben mit jeweils niedriger (10 ng/ml) und hoher Konzentration (75 ng/ml)
durch Verdinnung der Stammlésung mit Methanol hergestellt und vermessen. Zusétzlich
wurden vier Serumproben mit jeweils niedriger (40 ng/ml) und hoher Konzentration (300
ng/ml) hergestellt und nach Proteinfallung mit Methanol (1/3 Vol/Vol) vermessen. Die Wie-
derfindung ergibt sich aus dem Verhaltnis der Peakhthen der aufgearbeiteten Proben zu den
Peakhohen der Losungsmittelproben unter Beriicksichtigung der Verdunnung der aufberei-

teten Probe.
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3.2.7. Robustheit

Die Robustheit trifft Aussage tber den Einfluss und Ausmald bei gezielter Veranderung von

Parametern, wie Temperatur und FlieBmittelzusammensetzung, einer Methode.

Es wurden Messlaufe mit Proben durchgefihrt und die Parameter Temperatur (30, 35, 40,
45°C) und Fliemittel (Zusatz von 0,05% und 0,2% Ameisenséaure) verandert. Anschliel3end
wurden die Retentionszeiten der Analyten zwischen den unterschiedlichen Methoden ver-

glichen.

3.2.8. Selektivitat

Selektivitat ist die Fahigkeit einer Methode, verschiedene nebeneinander zu bestimmende
Analyten ohne gegenseitige Storungen oder Storungen durch andere endogene oder exogene
Substanzen (Metabolite, Verunreinigungen, Abbauprodukte, Matrix) zu erfassen und sie so-

mit eindeutig zu identifizieren®2.,

Es wurden 103 verschiedene Arzneistoffe in Losungsmittel geldst und unter gleichen Ana-
lysebedingungen vermessen. Anschliefend wurden die Retentionszeiten der Substanzen no-
tiert und mit den zu bestimmenden Analyten der Methode verglichen um mdgliche Uberla-

gerungen zu entdecken. Es sollten mdglichst wenige Interferenzen auftreten.

3.3.  Werkzeuge fir das TDM der direkten oralen Antikoagulanzien

3.3.1. Dosisbezogener Referenzbereich

Um die gemessenen Konzentrationen patientenbezogen zu interpretieren wurde der dosisbe-
zogene Referenzbereich fur die einzelnen Wirkstoffe und zugelassenen Dosierungen berech-
net. Aus der Literatur ergaben sich fiir die totale Clearance (Cliotal), inklusive Standardab-
weichung, sowie die Bioverfiigbarkeit (F) folgenden Werte: Cliota =3,05+0,91 I/h und F=0,5
fir Apixaban, Clita=10,8+2,20 I/h und F=0,06 fur Dabigatran, Clit=21,8+3,03 I/h und
F=0,63+0,13 fiir Edoxaban sowie Cliti=7,51%1,06 I/h und F=0,8-1 fiir Rivaroxaban!®>1"?22",

Zusétzlich wurde der dosisbezogene Referenzbereich fir die Talkonzentration berechnet
und mit dem dosisbezogenen Referenzbereich fur die mittlere Tageskonzentration vergli-

chen.
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3.3.2. ATEC

AuRerdem wurden aus der héchsten und der niedrigsten Konzentration der jeweiligen dosis-
bezogenen Referenzbereiche ein Bereich gebildet der als ATEC (assumed theraupeutically
effective concentrations) definiert wird®®. Dieser dient als vorlaufiger Ersatz fiir den thera-

peutischen Referenzbereich.

3.4. Anwendungsbeobachtung

Zusammen mit dem Klinikum Nurnberg Nord wurde eine Anwendungsbeobachtung mit
dem Titel ,,Anwendungsbeobachtung der Wirkstoffkonzentrationen von direkten oralen An-
tikoagulanzien (Apixaban, Dabigatran und Rivaroxaban) im Blut“ geplant. Die Anwen-
dungsbeobachtung wurde der Ethikkommission der Universitat Regensburg vorgelegt und

erhielt am 20.04.2016 von selbiger eine zustimmende Bewertung fiir die Durchfuhrung.

Im folgenden Abschnitt ist die Anwendungsbeobachtung dargelegt. Formulare der Anwen-
dungsbeobachtung, sowie das Votum der Ethikkommission sind im Anhang am Ende dieser
Arbeit hinterlegt.

3.4.1. Ziele der Anwendungsbeobachtung

Ziel dieser Anwendungsbeobachtung ist, die interindividuelle Streuung der Konzentrationen
der direkten oralen Antikoagulanzien im pharmakokinetischen Gleichgewicht zu dokumen-
tieren und an Hand des dosisbezogenen Referenzbereiches und des klinisch-pharmakologi-

schen Befundes die Ursachen abzukléaren (priméres Ziel).

Als sekundares Ziel der Anwendungsbeobachtung wird das Auftreten von unerwiinschten
Blutungen und das Auftreten von Thrombosen und Embolien dokumentiert. Der fir die in
den einzelnen Fachinformationen empfohlenen Dosierungen berechnete dosisbezogene Re-
ferenzbereich gilt zunéchst als ,,vorlaufiger therapeutischer Referenzbereich* des jeweiligen
Wirkstoffes und spiegelt die augenblickliche klinische Situation wider. Die Anwendungsbe-
obachtung soll als Pilotstudie die Basis fir eine spatere Ermittlung der optimal wirksamen

Wirkstoffkonzentrationen (therapeutischer Referenzbereich) liefern.

3.4.2. Ethische Bedenken

Aus Klinischer und wissenschaftlicher Sicht ist diese Anwendungsbeobachtung notwendig,

um die Pharmakotherapie bei Patienten, bei denen eine orale Antikoagulation indiziert ist,
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in Zukunft auf die individuellen Bedirfnisse des einzelnen Patienten anpassen zu kénnen.
Madglicherweise kdnnen die teilnehmenden Patienten von der Messung ihrer Wirkstoffkon-
zentration bereits wahrend der Anwendungsbeobachtung profitieren, da etwaige Abwei-
chungen der Konzentration dokumentiert werden und der behandelnde Arzt dann, wie bei
jedem therapeutischen Drug Monitoring im Einzelfall entscheiden kann, ob die Dosis indi-

viduell angepasst wird.

Im Rahmen dieser Anwendungsbeobachtung werden nur Patienten beobachtet, bei denen
ohnehin eine Behandlung mit oralen Antikoagulanzien vorgesehen ist. Die drei geplanten
Blutabnahmen im Abstand von flinf Tagen mit einem Volumen von jeweils maximal 10 ml
konnen beim Erwachsenen als unkritisch betrachten werden. Des Weiteren kann die beglei-
tende Patientenbefragung, die bei den Visiten erfolgt, nicht als zusétzliche Belastung des
Patienten angesehen werden. Ein aktiver Eingriff in die Therapie der Patienten ist nicht vor-

gesehen.

Die Patienten bzw. deren Betreuer werden vor ihrem Einschluss Uber den Zweck der An-
wendungsbeobachtung aufgeklart und haben zu jedem Zeitpunkt die Mdglichkeit, von der

Anwendungsbeobachtung zurlickzutreten.

Ethische Bedenken gegen die Durchfiihrung der Anwendungsbeobachtung bestehen folglich

nicht.

3.4.3. Art der Anwendungsbeobachtung

Es handelt sich hierbei um eine unverblindete, dreiarmige klinisch-pharmakologische An-

wendungsbeobachtung.

3.4.4. Patientenkollektiv

In die Anwendungsbeobachtung sollten in jeden Arm jeweils 27 Patienten, bei denen eine
Behandlung mit Dabigatran, Rivaroxaban bzw. Apixaban indiziert ist, aufgenommen wer-
den. Es wird mit einem Ausfall von 25 % (einem Viertel der Patienten) gerechnet, so dass

am Ende in jedem Arm 20 Patienten auswertbar sein werden.

3.4.5. Einschlusskriterien

In die Anwendungsbeobachtung eingeschlossen werden
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e Patienten die das 18. Lebensjahr vollendet haben
e Patienten bei denen eine Behandlung mit oralen Antikoagulanzien indiziert ist

e Patienten die bereits mit einem oralen Antikoagulanz behandelt werden

3.4.6. Ausschlusskriterien
Von der Anwendungsbeobachtung ausgeschlossen werden:

e Patienten mit akuten, klinisch relevanten Blutungen

e Patienten, bei denen eine Uberempfindlichkeit gegen den Wirkstoff festgestellt wor-
den ist

e Patienten mit einer Kreatinin-Clearance < 15 ml/min

e Patienten mit einer Lebererkrankung, die mit einer Koagulopathie und einem kli-
nisch relevanten Blutungsrisiko, einschlieBlich zirrhotischer Patienten mit Child
Pugh B und C, verbunden ist.

e Patientinnen in der Schwangerschaft oder Stillzeit

e Patienten mit Lasionen oder in einer klinischen Situation, welche als signifikantes

Risiko fur eine schwere Blutung angesehen wird

3.4.7. Comedikation

Eine Comedikation mit Medikamenten, die nicht in der Liste der Ausschlusskriterien ge-
nannt werden, ist zuldssig und fuhrt nicht zu einem Ausschluss von der Anwendungsbe-
obachtung. Die Begleitmedikation sowie Anderungen der Begleitmedikation mussen jedoch

dokumentiert werden.

3.4.8. Ausscheiden aus der Anwendungsbeobachtung

Ein Patient scheidet aus der Anwendungsbeobachtung aus, wenn mindestens eine der fol-

genden Kriterien erfllt wird:

e Zuriicknahme der Einverstandniserklarung
e Absetzen der antikoagulativen Therapie

o Nachtragliche Erfillung von einen oder mehreren Ausschlusskriterien
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3.4.9. Arztliche Betreuung der Patienten

Die Patienten werden auch wahrend der Anwendungsbeobachtung von ihrem jeweiligen zu-
standigen Arzt betreut. Nur er entscheidet tiber alle therapeutischen Mafinahmen und fuhrt

die Therapie so, wie er sie auch ohne die Anwendungsbeobachtung fiihren wiirde.

3.4.10. Patientenaufklarung

Die Patienten werden vor Aufnahme in die Anwendungsbeobachtung tiber Sinn und Zweck-
maRigkeit dieser Anwendungsbeobachtung aufgeklart. Es muss ein schriftliches Einver-
standnis mit Angabe des Datums gegeben werden. Ein Rucktritt von der Teilnahme an der
Anwendungsbeobachtung ist zu jedem Zeitpunkt ohne Nennung von Griinden mdglich. Ein
Muster der Einverstandniserklarung und der Patientenaufklarung befinden sich im Anhang

dieses Protokolls.

3.4.11. Vergutung der Teilnehmer

Eine Vergltung fir die Teilnahme an der Anwendungsbeobachtung ist nicht vorgesehen.

3.4.12. Ort der Untersuchungen

Die Untersuchung der Teilnehmer wird grundsatzlich stationar durchgefiihrt.

3.4.13. Priifplan

Bei der Erstvisite (V1) wird der Patient Gber die Anwendungsbeobachtung aufgeklart und
hinsichtlich der Ein- und Ausschlusskriterien tberprift. Blutdruck und Puls werden doku-
mentiert, unerwiinschte Arzneimittelwirkungen (UAWSs) werden erfragt und durch die kor-

perliche Untersuchung abgeklart, falls diese bereits durch die Comedikation bestehen.

Die Patienten werden nach Erklarung ihres Einverstandnisses mit Stellung der Indikation fur
eine Therapie mit oralen Antikoagulanzien oder bei bereits bestehender Therapie mit einem
oralen Antikoagulanz in die Anwendungsbeobachtung eingeschlossen und weiterhin nach

dem Stand der medizinischen Wissenschaft versorgt.
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Bei Neueinstellung werden die Patienten, je nach Indikation und Erkrankung, auf die in der
Fachinformation empfohlenen Dosis des vom behandelnden Arzt gewéhlten oralen Antiko-
agulanz eingestellt. Die Therapie wird wie Ublich fortgesetzt, Dosisénderungen werden vom

behandelnden Arzt nach seiner klinischen Beurteilung vorgenommen.

Am Tag vor der ersten Einnahme des oralen Antikoagulanz sowie an Tag drei und am Tag
flinf der Therapie werden morgens vor der ndchsten Tabletteneinnahme 10 ml venéses Voll-
blut in ein mit Kugelchen (kein Gel!) vorbereitetes Serumréhrchen (z.B. S-Monovette 7,5ml
Z, Sarstedt 01.1601) abgenommen. Basierend auf dem Kklinisch-pharmakologischen Befund
kann der behandelnde Arzt nach jeder Dosisanderung und nach Anderung der Comedikation

weitere Wirkstoffkonzentrationsbestimmungen anfordern.

Patienten, deren Angehorige und das Pflegepersonal sind aufgefordert, jeden Hinweis auf
eine ungewollte Blutung oder auf eine Thrombose und/oder Embolie zu dokumentieren (Do-

kumentationsbogen in der Anlage).

Mit Entlassung aus dem Krankenhaus endet die Anwendungsbeobachtung. Bei der Entlas-
sungsuntersuchung werden nochmals Blutdruck, Puls und Korpertemperatur dokumentiert,
unerwinschte Arzneimittelwirkungen (UAWSs) werden erfragt und durch die korperliche

Untersuchung abgeklart.

3.4.14. Laboruntersuchungen

Das Vollblutréhrchen wird zusammen mit dem Anforderungsbogen an das Labor der Klini-
schen Pharmakologie am Lehrstuhl fiir Psychiatrie und Psychotherapie und am Lehrstuhl fur
Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Regensburg geschickt. Nach Abzentrifugie-
ren erfolgt dort die Wirkstoffkonzentrationsbestimmung aus Serum. Die Auftrennung des
Serums erfolgt mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC), die Detektion mit-
tels UV-Photometrie und die Quantifizierung mit Hilfe eines externen Standards. Die Me-
thode ist im Labor der Klinischen Pharmakologie am Lehrstuhl fur Psychiatrie und Psycho-
therapie und am Lehrstuhl fir Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Regensburg

validiert.

Das Ergebnis wird als Messwert zusammen mit Angabe des dosisbezogenen Referenzberei-
ches, des vorlaufigen therapeutischen Referenzbereiches und dem klinisch-pharmakologi-

schen Befund riickgemeldet.
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3.4.15. Dokumentation und Auswertung

Die Messwerte und Ergebnisse werden in dafiir geeignete Formulare eingetragen. Die an-
schlielende Auswertung erfolgt durch die beteiligten Wissenschaftler.

Die Wirkstoffkonzentrationen werden gesondert fiir alle Teilnehmer erfasst und in Korrela-

tion zur Dosis gesetzt.

3.4.16. Veroffentlichung der Ergebnisse

Die Veroffentlichung der erhaltenen Ergebnisse ist ihm Rahmen einer Doktorarbeit, auf na-

tionalen sowie internationalen Kongressen und in Fachzeitschriften angedacht.

3.4.17. Zustimmung der Ethikkommission

Die Durchfiihrung der Anwendungsbeobachtung wurde von der Ethikkommission der Me-
dizinischen Fakultat der Universitat Regensburg, in ihrer Sitzung vom 20.04.2016, zustim-
mend bewertet. Es bestehen keine berufsethischen oder rechtlichen Einwénde gegen die An-
wendungsbeobachtung.

3.4.18. Auftraggeber

Auftraggeber der Anwendungsbeobachtung ist die Klinische Pharmakologie am Lehrstuhl
flr Psychiatrie und Psychotherapie und am Lehrstuhl fir Pharmakologie und Toxikologie

der Universitat Regensburg.
Beteiligte Mitarbeiter und Prifzentren:
Apotheker Sebastian Bohr

Doktorand in der Klinischen Pharmakologie am Lehrstuhl fur Psychiatrie und Psychothera-

pie und am Lehrstuhl fir Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Regensburg.
Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Ekkehard Haen

Leiter der Klinischen Pharmakologie am Lehrstuhl fur Psychiatrie und Psychotherapie und
am Lehrstuhl fir Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Regensburg.

Dr. med. Reinhold Waimer
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Oberarzt in der Gerontopsychiatrie der Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie am Klini-

kum Nurnberg Nord.

3.4.19. Finanzierung

Die Anwendungsbeobachtung wird tber das Drittmittelkonto 3725913 der Klinischen Phar-
makologie am Lehrstuhl fur Psychiatrie und Psychotherapie und am Lehrstuhl fiir Pharma-
kologie und Toxikologie der Universitat Regensburg finanziert.
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4, Ergebnisse

4.1. Vorversuche fiir die Methodenentwicklung

4.1.1. UV-Detektion

Zuerst wurden Apixaban, Dabigatran, Dabigatranetexilat und Rivaroxaban einzeln vermes-
sen um die jeweiligen UV-Spektren zuordnen zu kénnen und die Maxima zu bestimmen, bei
denen die Detektion erfolgen sollte. Aufgrund der Spektren entschieden wir uns Apixaban
bei 280 nm, Dabigatran bei 294 nm, Dabigatranetexilat bei 340 nm und Rivaroxaban bei 249
nm zu detektieren.

Aiaban  100%at 3.4 min

Ih Apixaban 50% at 3.91 min: 966.82
Apixaban -50% at 397 min: 960,59

60.0

HES

50

125

N
100 LI IL LLL IL  L L ILLL LL FL  LLL LLL LBLL LBLLB BRLBLBL A BLLA m

0 220 20 B0 A0 B 260 270 W0 B0 N0 N0 W B/ M BK I B V040

Abbildung 10: UV-Spektrum Apixaban
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Dabigatran  100% ¢ 0.97 min
h Dabigatran 50% at 0.94 min: 892.99
Dabigatran -50% at 0.99 min: 941,74
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Abbildung 11: UV-Spektrum Dabigatran

Dabigairanetexdat ~100% at 5.76 min

0 i Dahigatranetexat 50% at 5.74 min: 82047
Dabigatranetexlat -50% at 5.78 min: 895,05
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Abbildung 12: UV-Spektrum Dabigatranetexilat
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0o Rivarosaban  100%at 4.73 min
) Rivaroraban 50% at 4.41 min: 966.71
Rivaroxahan -50% at 4.90 min: 989.08
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Abbildung 13: UV-Spektrum Rivaroxaban

4.1.2. Saulenwahl

Neben der Poroshell 120 C-18, 50x3,0 mm auf der alle Messungen durchgefiihrt worden
sind, wurde zusétzlich die Auftrennung auf anderen Sdule getestet. Der Gradient war bei
allen folgenden Chromatogrammen der gleiche. [A] Wasser und [B] MeOH; Start bei [B]
10% utber 6 min auf [B] 30%.
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Fortis Cyano 1,7 um, 50x2,1 mm

14.0

mAU

10.0-

Rivaroxaban 2.450
Apixaban 2.780

7.5

Absorbance [mAU]

min
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Retention Time [min]

Abbildung 14: Chromatogramm von Apixaban und Rivaroxaban der Fortis Cyano Saule bei ¢=1000 ng/ml, Fluss=0,7
ml/min, Injektionsvolumen: 10 ul, Saule: Fortis Cyano 1,7 um, 50x2,1 mm

Hier konnten Apixaban und Rivaroxaban gut getrennt werden. Dabigatran konnte hier trotz
der hydrophilen Bedingungen nicht detektiert werden.

Fortis C-18 1,7 um, 50x2,1 mm

3.00

mAU

2.00+

Dabigatran 1.850

1.00

Rivaroxaban 3.900

Apixaban 4.140

0.00+

Absorbance [mAU]

-1.004

-2.00+

3,00+ min

. T L s o L o e A s e T
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Retention Time [min]

Abbildung 15: Chromatogramm von Dabigatran, Apixaban und Rivaroxaban auf Fortis C18 S&ule bei c=1000 ng/ml,
Fluss=0,7 ml/min, Injektionsvolumen: 10 ul, Saule: Fortis C-18 1,7 um, 50x2,1 mm
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Hier konnten alle drei Substanzen getrennt werden. Jedoch war die Trennung zwischen Ri-

varoxaban und Apixaban leicht schlechter als bei der Poroshell. Die Retentionszeiten waren
bei 0,7 ml/min &hnlich.

Nucleoshell RP 18plus, 2.7 pum, 100x3 mm

25.0

JmAU

20.01

15.0-]

Rivaroxaban 4.900
Apixaban 5.040

Absorbance [mAU]
Dabigatran 2.300

0.0

6.0~

min
. . . L e e L e s o e L B e s e T L s s e
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Retention Time [min]

Abbildung 16: Chromatogramm der DOAKSs auf der Nucleoshell+ Saule bei c=1000 ng/ml, Fluss=0,7 ml/min, Injektions-
volumen: 10 pl, Saule: Nucleoshell RP 18plus, 2,7 pm, 100x3 mm

Hier konnten Apixaban und Rivaroxaban nicht vollstandig getrennt werden, Dabigatran
wurde detektiert, zeigte aber ungewdhnliche Peakverbreiterung bzw. Doppelpeaks. Retenti-

onszeiten waren, auch bedingt durch die groRere Sdulenlange, langer als im Vergleich zur
Poroshell.

Letztendlich entschieden wir uns bei der Poroshell C18, 2,7 um, 50x3 mm zu bleiben da

keine merklichen Vorteile durch die anderen getesteten Sdulen zu erkennen waren.
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4.1.3. FlieRgeschwindigkeit

Tabelle 10: Peakhthen bei unterschiedlichen Flussraten auf Poroshell 120, EC-C18, 3,0x50 mm, 2,7 um

Fliel3geschwindigkeit [ml/min] Peakhohe Rivaroxaban [mAU]
0,5 7,40
0,6 7,72
0,7 7,74
0,8 6,90
0,9 6,61
1,0 6,29

Aus der Testung verschiedener FlieBgeschwindigkeiten mit Rivaroxaban auf der Poroshell

120-Sdule ergab sich ein Maximum der Peakhohe bei einem Fluss von 0,7 ml/min.

4.1.4. FlieBmittel

Wir starteten mit einem Gradienten aus [A] Wasser und [B] Acetonitril der Gber 7 min von
[B] 10% auf [B] 70%, bei einer Flufrate von 0,7 ml/min, verlief. Zusétzlich enthielten beide

Eluenten 0,1% Ameisensdure um eine lonisation der Analyten zu gewahrleisten.

mAU

=
o
P
Rivaroxaban 3.450
Apixaban 3.570

Dabigatran 1.000

Absorbance [mAU]

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00
Retention Time [min]

Abbildung 17: Chromatogramm DOAK bei ACN Gradient, c=1000 ng/ml, Fluss=0,7 ml/min, Injektionsvolumen: 10 pl,
Sdaule: Poroshell C18, 2,7 pum, 50x3 mm

Da hier keine Basislinientrennung von Apixaban und Rivaroxaban zu erreichen war, wech-
selten wir das FlieBmittel [B] von Acetonitril zu Methanol.
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25.0

JmAU

20.0-|

15.01

Rivaroxaban 4.100
Apixaban 4.300

Absorbance [mAU]

Dabigatran 1.790

0.0

min
$+——¥¥Y
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Retention Time [min]

Abbildung 18: Chromatogramm DOAK mit MeOH Gradient, c=1000 ng/ml, Fluss=0,7 ml/min, Injektionsvolumen: 10 pl,
Saule: Poroshell C18, 2,7 um, 50x3 mm

Da die Peaks jetzt besser getrennt, jedoch die Retentionszeiten l&nger waren, wurde versucht

durch Einfugen eines isokratischen Intervalls von [A] 50% [B] 50% ab 1,5 min bis 4,5 min

die Auftrennung weiter zu optimieren.
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Abbildung 19: Trennung von Apixaban und Rivaroxaban mit reinen Wasser/MeOH Gradienten, c=1000 ng/ml, Fluss=0,7
ml/min, Injektionsvolumen: 10 ul, Sdule: Poroshell C18, 2,7 pm, 50x3 mm
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Abbildung 20: Trennung von Apixaban und Rivaroxaban mit Wasser/MeOH Gradienten mit zusétzlichem isokratischen
Intervall, c=1000 ng/ml, Fluss=0,7 ml/min, Injektionsvolumen: 10 ul, Saule: Poroshell C18, 2,7 um, 50x3 mm

Hierdurch lieRen sich die Retentionstzeiten von Rivaroxaban von 4,1 min auf 3,7 min und
von Apixaban von 4,3 min auf 3,9 min verkirzen. Zusétzlich wurde die Peaktrennung weiter
verbessert (vgl. Abbildung 19 und Abbildung 20).

4.1.5. Probenaufarbeitung

Es wurde anfangs eine Proteinfallung mit Methanol und Acetonitril getestet. Um das opti-
male Verhaltnis zwischen Fallungsreagenz und Probe zu finden, wurden 500 pl Poolserum
mit 500 pl Fallungsreagenz versetzt, auf dem Vortexer fur eine Minute durchmischt und
anschlieRend fiir drei Minuten bei 16,060g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abpippetiert und erneut mit 500 pl Fallungsreagenz gemischt. Trat eine Tribung auf oder es
war nach erneutem Zentrifugieren ein Pellet zu finden, wurde die Probe verworfen und der
Versuchsansatz mit einer htheren Menge an Fallungsreagenz neu durchgefihrt. Fiir Metha-
nol war keine weitere Ausféallung von Serumbestandteilen bei einem VVolumenverhéltnis (Se-
rum/Reagenz) von 1:3, fur Acetonitril von 1:2 festzustellen. Zusatzlich wurde die Effizienz
der Fallung in Abhangigkeit der Temperatur des Reagenzes getestet. Es konnte bei der Fal-
lung mit eiskaltem (-20°C) und raumtemperiertem (25°C) Reagenz kein quantitativer Unter-
schied festgestellt werden.

Beim Vergleich zwischen Methanol und Acetonitril bei 25, 50 und 100 ng/ml, bei einem

Injektionsvolumen von 10 pl, ergaben sich folgende Peakhdhen:
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Tabelle 11: Vergleich Peakhohe bei Fallung mit MeOH und ACN, Trennsystem vgl. Abbildung 20

Peakhohe [mAU]

Apixaban Dabigatran Rivaroxaban
Fallung 100 50 25 100 50 25 100 50 25
[vol/vol] ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml
MeOH 1:3 09 044 (032 |051 |031 (016 |149 |0,72 |0,24
ACN 1:2 104 1066 [035 |021 009 |005 |178 |080 |0,35

Bei Rivaroxaban und Apixaban konnte mit der ACN-Fallung eine bessere Peakhdhe erreicht

werden. Hier muss aber bedacht werden, dass bei den ACN-Proben eine hohere Konzentra-

tion vorlag da nur 1:2 verdiinnt wurde. Bei Dabigatran war die Peakhohe, trotz Konzentrati-

onsunterschied viel niedriger. Peaks bei den beiden niedrigen Konzentrationen konnten fast

nicht ausgewertet werden.

AuRerdem wurde die Aufarbeitung mit Filtervials getestet. Zum Einsatz kamen Vials mit
Filtern aus Polytetrafluorethylen (PTFE) und Nylon. Da hier jedoch die Aufreinigung nur
unzureichend war (siehe Abbildung 21 bis Abbildung 23) wurde auf weitere Versuche ver-

zichtet.
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Rivaroxaban 3.000
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Retention Time [min]

Abbildung 21: Probenvorbereitung mit Filtervial Nylon 0,45um, Trennsystem vgl. Abbildung 20
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Abbildung 22: Probenvorbereitung mit Filtervial Nylon 0,2um, Trennsystem vgl. Abbildung 20
1'0007mAU
800+
g 60(%7
E
£ ,
‘E’ 4
g ,
2 400
<< 4
200
7‘“\‘“\‘“\‘“\‘“\‘“\“‘\“‘\“‘\“‘\“"mn
2.50 2.60 2.70 2.80 2.90 3.00 3.10 3.20 3.30 3.40 3.50 3.60
Retention Time [min]

Abbildung 23: Probenvorbereitung mit Filtervial PTFE 0,2 pum, Trennsystem vgl. Abbildung 20
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4.1.6. Injektionsvolumen

Nach der Proteinfallung mit Methanol wurden Einspritzvolumina von 5, 10, 20, 30 und 40
pl getestet. (Das maximale Injektionsvolumen der Anlage lag, ohne Umbau des Pro-

bensamplers, bei 40 pl.)

Tabelle 12: Peakhthe bei verschiedenen Injektionsvolumina, Trennsystem vgl. Abbildung 24

Peakhohe [mAU]
Apixaban Dabigatran Rivaroxaban
Injektionsvolu- | 100 50 25 100 50 25 100 50 25
men [ul] ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml
5 049 1025 |016 |046 |024 010 |094 |050 |0,30
10 09 |044 |032 |051 |031 |016 [149 |0,72 |0,24
20 13 0,78 |045 |[058 |[0,29 |01 |166 |0,87 |0,08
30 13 |09 [056 |[064 |029 |008 |141 |080 |0,08
40 13 078 [041 |0,75 |036 |014 |195 |088 |0,14

Bei Apixaban konnte mit der Erhéhung von 5 auf 10 pl fast eine Verdopplung der Peakhthe
bei allen Konzentrationen erreicht werden. Nach weiterer Erhéhung des Injektionsvolumens
stieg die Peakhohe nur noch leicht an und verringerte sich beim Wechsel von 30 auf 40 pl
bei zwei Konzentrationen wieder. Bei Dabigatran nahm die Peakhdhe nur bei der hdchsten
Konzentration kontinuierlich zu, bei der niedrigen und mittleren nahm sie bei mehr als 10 pl
sogar ab. Auch bei Rivaroxaban war der grofte relative Anstieg bei der Erhéhung der Injek-
tionsmenge von 5 auf 10 pl zu erkennen. Bei der hdchsten und mittleren Konzentration stieg
die Peakhohe bei weiterer Erhdhung an, bei der niedrigsten wurde bei 10 pl das Maximum

der Peakhohe erreicht und fiel danach ab.

Zusammenfassend muss bemerkt werden, dass die Peakqualitat bei mehr als 10 pl Injekti-
onsvolumen sichtlich schlechter wurde. Dies &ulRerte sich vor allem bei den beiden niedri-
geren Konzentrationen durch Verbreiterung der Peaks und der Zunahme des Hintergrund-
rauschens und Storpeaks. Gerade bei Dabigatran und Rivaroxaban konnten Peaks sogar teil-

weise nicht ausgewertet werden, weil sie im Hintergrund untergingen.

Letztendlich entschieden wir uns fur ein Injektionsvolumen von 10 pl, da wir hier den groR-
ten Nutzen sehen konnten. Bei Apixaban konnte sich bei sehr niedrigen Konzentrationen

eine Erhohung des Injektionsvolumens als nutzlich erweisen.
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4.1.7. Finale Methodenparameter

Nach den Vorversuchen kamen wir letztendlich zu folgenden Parametern unter denen die
Methode validiert wurde:

e Probenvorbereitung: Proteinfallung mit MeOH, Verhéltnis 1:3 (Vol/Vol)

e Saule: Poroshell 120, EC-C18, 3,0x50 mm, 2,7 um

e Injektionsvolumen: 10 pl

o FlieRmittel: [A] Wasser mit 0,1% Ameisenséure, [B] MeOH mit 0,1% Ameisen-
sdure

e Flussrate: 0,7 ml/min bei 30°C

e Gradient: 0-3 min von [B] 10% auf [B] 50%; 3-4,5 min isokratisch mit [B] 50% und
[A] 50%; 4,5-7 min von [B] 50% auf [B] 100%

e Detektion: UV/VIS; Apixaban bei 280 nm, Dabigatran bei 294 nm, Dabigatranet-
exilat bei 340 nm und Rivaroxaban bei 249 nm

Zusétzlich wurde vor jedem Batch ein Leerlauf von 7 min zum Equilibrieren der Saule ge-
setzt. Nach jeder Probe lief zusatzlich ein Spiilgang mit [B] 10% isokratisch um die S&ule

wieder zu reequilibrieren. Folgende Abbildung zeigt das Chromatogramm unter den genann-
ten Messbedingungen.
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Abbildung 24: Chromatogramm fiir Dabigatran, Apixaban, Rivaroxaban und Dabigatranetexilat bei 2000ng/ml auf einer
Poroshell C18, 2,7 um, 50x3 mm S&ule, Fluss=0,7 ml/min, Injektionsvolumen: 10 pl
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Die Retentionszeiten betrugen 1,72 min flr Dabigatran, 3,89 min flr Rivaroxaban, 4,10 min
flr Apixaban sowie 6,05 min fir Dabigatranetexilat.

Abbildung 25 bis Abbildung 29 zeigen Chromatogramme von Serumproben bei niedrigen

Konzentrationen von Dabigatran, Apixaban und Rivaroxaban jeweils im Vergleich mit einer

,leeren* Serumprobe.

2.150

mAU

2.000—

Dabigatran 1.830

-
©
o
2

Absorbance [mAU]

-
©
=]
Q

1.700—+

| min

i600——mm———4mmm+—7+ +—"7——+———F———————————————

1.700 1.750 1.800 1.850 1.900 1.950 2.000 2.050
Retention Time [min]

2.100

Abbildung 25: Dabigatranpeak in Serum bei 40ng/ml auf einer Poroshell C18, 2,7 um, 50x3 mm Saule, Fluss=0,7 ml/min,
Injektionsvolumen: 10 pl
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Abbildung 26: Gleicher Abschnitt (vgl. Abbildung 25) bei einer leeren Serumprobe
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Abbildung 27: Apixabanpeak in Serum bei 46 ng/ml auf einer Poroshell C18, 2,7 um, 50x3 mm Sé&ule, Fluss=0,7 ml/min,
Injektionsvolumen: 10 pl
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Abbildung 28: Rivaroxabanpeak in Serum bei 42 ng/ml auf einer Poroshell C18, 2,7 um, 50x3 mm S&ule, Fluss=0,7 ml/min,
Injektionsvolumen: 10 pl
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Abbildung 29: Chromatogramm einer leeren Serumprobe des gleichen Zeitabschnitts (vgl. Abbildung 27 und Abbildung
28)

4.2. Validierung

4.2.1. Linearitat des Kalibrationsbereiches

Fur den Kalibrationsbereich von 20-300 ng/ml ergaben sich fur Apixaban, Dabigatran, Da-

bigatranetexilat und Rivaroxaban folgende Werte:

Tabelle 13: Messwerte fiir die Linearitat von Konzentration zur Peakhdhe

Peakhohe (SD) [mAU] n=8
Konzentration Dabigatran Dablga_ltranet- Apixaban Rivaroxaban
[ng/ml] exilat
300 2,71 (0,07) 5,51 (0,13) 3,27 (0,01) 6,85 (0,07)
200 1,74 (0,05) 3,51 (0,09) 2,18 (0,01) 4,48 (0,04)
150 1,32 (0,03) 2,63 (0,07) 1,70 (0,02) 3,42 (0,05)
75 0,63 (0,10) 1,13 (0,28) 0,86 (0,18) 1,64 (0,36)
40 0,31 (0,01) 0,57 (0,02) 0,55 (0,01) 0,94 (0,02)
20 0,16 (0,01) 0,22 (0,01) 0,34 (0,01) 0,51 (0,02)
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Abbildung 30: Grafische Darstellung der Linearitat von Konzentration und Peakhohe bei Dabigatran
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Abbildung 31: Grafische Darstellung der Linearitét von Konzentration und Peakhdhe bei Dabigatranetexilat
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Abbildung 32: Grafische Darstellung der Linearitat von Konzentration und Peakhdhe bei Apixaban
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Abbildung 33: Grafische Darstellung der Linearitat von Konzentration und Peakhohe bei Rivaroxaban

Fir das BestimmtheitsmaR ergaben sich fiir alle vier Substanzen R?= 0,99. Damit wurde die
Anforderung von R%>0,98 erfiillt.
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Fur die Bestimmung des Bias bei 300, 150 und 40 ng/ml ergaben sich folgende Messwerte:

Tabelle 14: Messwerte fiir die Richtigkeit der DOAKs

Apixaban Dabigatran Dabigatranetexilat Rivaroxaban
c 300 150 40 300 | 150 40 300 | 150 40 300 | 150 40
[ng/ml]
Sollwert
[mAU] 3,32 1,74 | 054 | 2,61 | 1,30 | 0,31 | 5,71 | 2,77 0,72 6,92 | 3,54 | 0,98
(n=7)
SD 0,03 0,02 | 0,01 | 0,23 | 0,07 | 0,03 | 0,02 | 0,02 0,02 | 0,06 | 0,03 | 0,01
[mAU]
MW QC
[mAu] 3,25 1,71 | 051|270 131]| 0,30 | 540 | 2,58 0,58 6,87 | 3,50 | 0,93
(n=20)
Bias[%] -198 | -2,20 | -6,84 | 3,25 | 0,93 | -2,63 | -5,43 | -6,92 | -18,69 | -0,79 | -1,00 | -5,09

Die hochsten Bias ergab sich flr Apixaban mit -6,84% bei 40 ng/ml, fir Dabigatran mit
3,25% bei 300 ng/ml, fir Dabigatranetexilat mit -18,69% bei 40 ng/ml und fiir Rivaroxaban
mit -5,09% bei 40 ng/ml.

Damit unterschritten alle Substanzen die geforderte Grenze von 15% bzw. 20%.

4.2.3. Imprézision innerhalb eines Laufes

Nachfolgende Werte ergaben sich fiir die Messung der Imprazision innerhalb eines Laufes:

Tabelle 15: Messwerte und Variationskoeffizienten flir die Imprézision innerhalb eines Laufes

Apixaban Dabigatran Dabigatranetexilat Rivaroxaban
c 300 150 40 300 150 40 300 150 40 300 150 40
[ng/ml]
MW
[mAU] 3,32 1,74 | 054 | 268 | 1,30 | 0,31 | 5,71 | 2,77 | 0,72 | 6,92 | 3,54 | 0,98
(n=7)
5D 0,03 0,02 | 0,01 | 0,03 | 0,07 | 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,06 | 0,03 | 0,01
[mAU]
MW QC
[mAuU] 3,25 1,71 | 051|270 | 131|030 | 540 | 258 | 058 | 6,87 | 3,50 | 0,93
(n=20)
VC [%0] 0,92 098 | 178 | 1,12 | 542 | 959 | 041 | 0,68 | 2558 | 0,88 | 0,76 | 1,11
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Der grote Variationskoeffizient ergab sich fiir Apixaban bei 40 ng/ml mit 1,78%, flr Dabi-
gatran mit 9,59% bei 40 ng/ml, fir Dabigatranetexilat mit 2,58% bei 40 ng/ml und fur Riva-
roxaban mit 1,11% ebenfalls bei 40 ng/ml.

Damit lag die Imprézision innerhalb eines Laufes fur alle Substanzen unterhalb der gefor-
derten 15%.

4.2.4. Imprézision zwischen verschiedenen Messtagen

Nachfolgende Werte ergaben sich fur die Bestimmung der interday Imprézision an funf Ta-

gen:

Tabelle 16:Messwerte und Variationskoeffizienten fuir die Imprazision an verschiedenen Messtagen

Apixaban Dabigatran Dabigatranetexilat Rivaroxaban
C 300 150 40 300 | 150 40 300 | 150 40 300 | 150 40
[ng/ml]
MW
[mAU] 3,25 1,71 | 051 | 2,70 | 1,31 | 0,30 | 5,40 | 2,58 | 0,58 | 6,87 | 3,50 | 0,93
(n=20)
SD 0,07 | 0,04 | 0,05 | 0,04 | 0,04 | 0,02 | 0,28 | 0,16 | 0,08 | 0,07 | 0,04 | 0,05
[mAU]
VC[%] | 214 | 246 | 977 | 1,60 | 3,28 | 6,62 | 515 | 6,12 | 13,16 | 1,06 | 1,27 | 519

Der groRte Variationskoeffizient ergab sich fir Apixaban bei 40 ng/ml mit 9,77%, fur Dabi-
gatran mit 6,62% bei 40 ng/ml, fir Dabigatranetexilat mit 13,16% bei 40 ng/ml und fir

Rivaroxaban mit 5,19% ebenfalls bei 40 ng/ml.

Damit lag die Imprézision zwischen verschiedenen Messtagen fiir alle Substanzen unterhalb

der geforderten 15%.
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Fur die Uberpriifung der Stabilitat bei Raumtemperatur, 8°C und -20°C ergaben sich fol-

gende Messwerte:

Tabelle 17: Messwerte der Stabilitatsuntersuchungen

Apixaban Dabigatran Dabigatranetexilat Rivaroxaban

300 150 40 300 150 40 300 150 40 300 150 40

ng/ml ng/ml ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml
0 |c(S| 324 1,73 0,53 2,82 1,41 0,32 5,05 2,27 0,34 6,76 3,52 0,89
h, | D) | (003) | (002) | (0,02) | (0,02) | (0,01) | (0,01) | (0,21) | (0,03) | (0,03) | (0,04) | (0,04) | (0,05)
RT | % 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
1 | c(S| 324 1,73 0,53 2,82 1,41 0,32 0,85 0,27 nd 6,76 3,52 0,89
d, | D) | (004 | (0,02) | (0,02) | (0,03) | (0,02) | (0,02) | (0,03) | (0,01) 1 (0,07) | (0,04) | (0,06)
RT | % 100 100 100 100 100 100 17 12 0 99,84 | 100 100
2 [ c(S| 331 1,74 0,56 2,97 1,47 0,32 0,13 nd nd 6,89 3,53 0,95
d, | D) | (005 | (0,06) | (0,03) | (0,05 | (0,06) | (0,01) | (0,05) B 1 007) | (011) | (0,07)
RT | % 102 101 106 105 105 103 3 0 0 98 98 93
3 [ c(S| 329 1,75 0,53 2,94 1,51 0,33 nd nd nd 6,79 3,52 0,92
d, | D) | (005 | (0,02) | (0,02) | (0,06) | (0,02) | (0,01) - - =] (0,07) | (0,04) | (0,05)
RT | % 101 101 98 104 107 107 0 0 0 100 102 105
5 | c(S| 324 1,69 0,46 2,92 1,49 0,34 nd nd nd 6,79 3,46 0,89
d, | D) | (003 | (0,02) | (0,02) | (0,03) | (0,03) | (0,01) o B | (0,04) | (0,07) | (0,04)
RT | % 100 98 85 104 106 108 0 0 0 100 98 100
7 |c(S| 323 1,62 0,41 2,91 1,45 0,33 nd nd nd 6,80 3,46 0,95
d, | D) | (008) | (0,03) | (0,01) | (0,03) | (0,03) | (0.02) o B | (0,05) | (0,07) | (0,18)
RT | % 99 93 75 103 103 105 0 0 0 101 98 109
1 [c(S| 330 1,67 0,52 2,85 1,36 0,31 3,94 1,70 0,26 6,90 3,35 0,86
d, | D) | (004 | (0,04) | (0,03) | (0,05) | (0,04) | (0,03) | (0,05 | (0,04) | (0,03) | (0,09) | (0,09) | (0.06)
(,% % 101 97 97 101 97 99 78 74 77 102 95 97
2 [ c(S| 34 1,71 0,55 2,97 1,41 0,31 3,05 1,29 0,18 7,07 3,42 0,91
d, | D) | (002) | (0,07) | (0,03) | (0,02) | (0,07) | (0,02) | (0,09) | (0,07) | (0,02) | (0,02) | (0,16) | (0.07)
% % 105 99 101 105 100 99 60 57 52 105 98 104
3 ¢S] 330 1,64 0,51 2,94 1,38 0,32 2,26 0,93 0,08 6,90 3,33 0,88
d, | D) | (001) | (0,06) | (0,03) | (0,01) | (006) | (0,02) | (0,03) | (0,05) | (0,07) | (0,03) | (0,13) | (0.05)
% % 102 96 94 104 98 100 45 41 24 102 96 99
5 | c(S| 336 1,66 0,52 2,98 1,40 0,33 1,21 0,44 nd 6,97 3,34 0,90
d, | D) | (003 | (0,05 | (0,03 | (0,03) | (0,05 | (0,02) | (0,02) | (0,02) ] (0,05) | (0,12) | (0,07)
o?: % 103 96 96 106 100 104 31 26 0 103 96 102
7 |c(S| 336 1,68 0,53 2,92 1,34 0,29 0,68 0,22 nd 6,96 3,34 0,89
d, | D) | (006) | (0,07) | (0,02) | (0,05) | (0,06) | (0,02) | (0,02) | (0,02) 7] (012) | (0,12) | (0,05)
o?: % 103 97 97 104 95 91 13 10 0 103 96 102
30 | c(S| 250 1,35 0,27 2,95 1,50 0,34 nd nd nd 6,46 3,26 0
d, | D) | (026) | (018) | (0,01) | (0,24) | (0,09) | (0.06) o B ] (0,33) | (0,16)
RT | % 77 78 49 105 107 106 0 0 0 95 94 0
30 | c(S| 309 1,56 0,41 2,85 1,35 0,30 nd nd nd 6,67 327 0,84
d, | D) | (010) | (0,06) | (0,06) | (0,05) | (0,06) | (0.02) o B ~ 1 (012) | (0,12) | (0,05)
,,% % 95 90 77 101 96 95 0 0 0 98 94 96
30 | c(S| 312 1,62 0,49 2,71 1,29 0,31 5,04 2,37 0,59 6,63 3,36 0,97
d, | D) | (004 | (0,03) | (0,01) | (0,05) | (0,03) | (0,01) | (0.24) | (0,06) | (0,05) | (0,08) | (0,06) | (0,02)
20 % 96 93 91 96 92 100 99 104 172 98 97 110
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(% nimmt Bezug auf die gemessen Ausgangswerte an Tag 0 bei Raumtemperatur, RT = Raumtemperatur,
n.d. = nicht detektierbar, Ausgangswerte sind fett hinterlegt)

Apixaban zeigte bei Raumtemperatur bis zu 72 h eine ausreichende Stabilitdt. Am finften
Tag fiel der Wert bei 40 ng/ml auf 85% ab und damit auRRerhalb des akzeptablen Bereiches.
Die Werte der beiden Ubrigen Konzentrationen waren noch am siebten Tag innerhalb des
Normbereiches und fielen erst am Tag 14 bzw. nach einem Monat um mehr als 10% ab. Bei
8°C waren die Apixabanproben bis zu sieben Tage stabil. Am 14. Tag fiel die Konzentration
bei 40 ng/ml auf 88% des Ausgangswertes ab. Bei -20°C zeigte Apixaban bei Lagerung tiber
einen Monat ausreichende Stabilitdt. Nach 3 Monaten waren alle drei Konzentrationen um
19-24% gefallen.

Dabigatran zeigte bei Raumtemperatur und 8°C (iber den gesamten Zeitraum von einem Mo-
nat eine ausreichende Stabilitat. Lediglich bei der Messung der Kihlschrankproben nach 14
Tagen wurde bei 40 ng/ml die Norm mit einer Abweichung von 10,6% knapp uberschritten.
Bei -20°C zeigte Dabigatran bei Lagerung uber einen Monat ausreichende Stabilitat. Nach
drei Monaten waren alle drei Konzentrationen um 45-55% unterhalb des Referenzwertes

gefallen.

Dabigatranetexilat zeigte bei keiner Lagerbedingung eine ausreichende Stabilitat. Bereits
nach 24h bei Raumtemperatur waren nur 52-71% des Ausgangwertes nachzuweisen, die
niedrigste Konzentration war nicht mehr messbar. Nach 72h war keine der drei Konzentra-
tionen mehr in der Probe nachweisbar. Auch bei den im Kiihlschrank gelagerten Proben war
bereits nach 24h der Gehalt um 22-25% gefallen. Die bei -20°C gelagerten Proben zeigten
nach einem Monat bei hoher und mittlerer Konzentration geringe Zersetzung jedoch war der

Wert der niedrigen Probe auf 172% angestiegen.

Rivaroxaban zeigte bei Raumtemperatur und Lagerung bei 8°C iber den gesamten Zeitraum
von einem Monat ausreichende Stabilitdt. Nur die 40 ng/ml Proben konnten nach einem
Monat bei Raumtemperatur nicht mehr detektiert werden. Ebenso waren die Proben bei der
Lagerung uber einen Monat bei -20°C stabil. Nach drei Monaten waren sie 76-81% des Aus-

gangwertes gefallen.

Bis auf Dabigatranetexilat zeigten alle Substanzen die geforderte Stabilitat fir den als Ver-

weildauer zu erwartenden Zeitraum von Proben in unserem Labor.
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4.2.6. Ein-und Auftaustabilitat

Folgende Messwerte ergaben sich fiir die Uberpriifung der Ein- und Auftaustabilitat nach 3

Zyklen:

Tabelle 18: Messwerte fiir Ein- und Auftaustabilitat

Dabigatranetexi-

Apixaban Dabigatran lat Rivaroxaban

C [ng/ml] 300 | 150 | 40 | 300 | 150 | 40 | 300 | 150 | 40 | 300 | 150 | 40
Ausgangs-

wert [mAU] |3,25|1,73|054|282|140030|0,21|0,03|0,03] 6,77 | 3,46 | 0,88
(n=9)

SD[mAU] |0,03|0,02)0,02]0,02]001)002]0,21|0,03]0,03]| 0,04 |0,04]0,04

AUTtBUWETL | 5 7 |9 74 | 051 | 276 | 1,32 | 0,30 | 5,24 | 2.47 | 054 | 6,83 | 353 | 0,90
[mAU] (n=9)
SD [mAU] | 0,04 | 0,04 | 0,05 | 0,03 | 0,03 | 0,04 | 0,07 | 0,05 | 0,07 | 0,10 | 0,09 | 0.11

Ver[ﬁ/f‘)']t”'s 101 [ 201 | 94 | 98 | 94 | 98 | 104 | 109 | 95 | 101 | 102 | 103

Die Abweichung lag bei allen vier Substanzen innerhalb des geforderten Limits von 90-
110% in Bezug auf den Ausgangswert. Die hdchste Abweichung ergab sich fir Apixaban
bei 40 ng/ml mit 94%, fiir Dabigatran bei 150 ng/ml mit 94%, fur Dabigatranetexilat bei 150

ng/ml mit 109% sowie flir Rivaroxaban mit 103% bei 40 ng/ml.

4.2.7. Nachweisgrenze

Folgende Nachweisgrenzen wurden, mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%, sowie ei-

ner Ergebnisunsicherheit von 33%, berechnet:

Tabelle 19: Nachweisgrenze der DOAKS berechnet nach DIN 32645

Apixaban Dabigatran Dab:g(z?;c;inet- Rivaroxaban
Nachweis- 4,49 4,12 5,36 4,18
grenze [ng/ml]

4.2.8. Bestimmungsgrenze

Folgende Bestimmungsgrenzen wurden, mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% sowie

einer Ergebnisunsicherheit von 33%, berechnet:
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Tabelle 20: Bestimmungsgrenze der DOAKS berechnet nach DIN 32645

Apixaban

Dabigatran

Dabigatranet-
exilat

Rivaroxaban

Bestimmungs-
grenze [ng/ml]

16,47

15,19

19,43

15,39

4.2.9. Wiederfindung

Folgendes Verhaltnis ergab sich aus dem Vergleich der Messwerte von Proben in Lésungs-

mittel (LM) mit den Serumproben nach Proteinfallung bei 300 und 40 ng/ml:

Tabelle 21: Messwerte fiir Wiederfindung

Apixaban Dabigatran Dabg(ail;t;?net- Rivaroxaban
C [ng/ml] 300 40 300 40 300 40 300 40
MW LM 3,30 0,42 3,15 0,29 5,65 0,74 7,20 0,98
[mAU] (n=4)
SD [mAU] 0,02 0,01 0,19 0,04 0,07 | 0,003 0,04 0,01
MW Serum 325 | 050 | 239 | 022 | 553 | 075 | 693 0,99
[mAuU] (n=16)
SD [mAU] 0,11 0,01 0,24 0,03 0,16 0,02 0,24 0,04
E/g//(l)z]aderflndung 98,40 | 118,48 | 75,87 | 75,32 | 97,80 | 101,23 96,28 101,16

4.2.10. Robustheit

Folgende Retentionszeiten ergaben sich bei Veranderung der Temperatur des Saulenofens

sowie Variation beim Anteil der Ameisensdure (AS) in beiden Fliemitteln:

Tabelle 22: Gemessene Retentionszeiten bei Veradnderung der Temperatur und Saureanteil im FlieBmittel

Retentionszeit [min]

\I/Deranderter Apixaban Dabigatran | Dabigatranetexilat | Rivaroxaban
arameter
Referenz, 30°C,
0.1% AS 4,25 1,82 5,89 3,99
T=35°C 4,15 1,80 5,84 3,91
T=40°C 4,05 1,76 5,77 3,82
T=45°C 3,97 1,73 5,69 3,74
0,2% AS 4,21 1,68 5,82 3,96
0,05% AS 4,21 1,88 5,87 3,97

Mit steigender Temperatur des Sdulenofens verkdrzte sich die Retentiosnzeit der einzelnen

Substanzen zunehmend. Dabigatran zeigte eine starkere Verkirzung der Retentionszeiten

bei erhdhtem Saureanteil im FlielRmittel.



4.2.11. Selektivitat

70

Folgende Retentionszeiten ergaben sich aus der Interferenzmessung:

Tabelle 23: Retentionszeiten der 103 gemessenen Interferenzsubstanzen

Reten- Reten- Reten-
Substanz tionszeit Substanz tionszeit | Substanz | tionszeit
[min] [min] [min]
Alprazolam 5,30 Gabapentin n.d. Brimonidin n.d.
Amantadin n.d. Galantamin 1,03 Prorzr:(re]tha- 4,30
Amisulprid 1,88 Glimepirid n.d. Propanolol 3,59
Amitriptylinoxid | 553 Hydro;;i'(j’rOth" 120 | Quetiapin | 371
Amlodipin n.d. Imipramin 4,73 Ramipril n.d.
Aripiprazol 4,73 Coffein 2,02 Reboxetin 4,12
Ascorbinsdure n.d. Lactulose n.d. Risperidon 3,04
Asenapin 4,12 Lamotrigin 2,75 Rivastigmin n.d.
AcetY." 3,38 Levodopa n.d. Sertralin n.d.
salicylsdure
Benperidol 3,29 Levopromazin 5,16 Sultiam n.d.
Biperiden n.d. Lorazepam 5,44 Sumatriptan 1,44
Bisoprolol 3,31 Memantin n.d. Testosteron n.d.
Bromazepam 3,95 Metformin n.d. Theobromin 1,25
Bupropion 3,08 Methéllor:]sperl- 3,38 | Theophyllin | 1,65
Buspiron 3,11 Metoprolol 2,61 Topiramat n.d.
Carbamazepin 4,41 Mianserin 3,67 Trlalrgglno- 574
Chlordiazepoxid 3,37 Mirtazapin 2.44 Triamteren 2,41
Chlorprothixen 5,85 M%nohydro_car- 6,25 Triazolam 5,36
amazepin
N- Tri-
Cisaprid 3,79 Desmethylcloza- 3,30 . . 5,32
oin mipramin
Citalopram 3,65 Nateglinid n.d. Venlafaxin 3,37
Clobazam 5,03 N-deall;%/rllqueUa- 3,63 Ziprasidon 3,58
N-
Clomipramin 5,83 Desmethylolanz 1,56 Zopiclon 4,16
apin
Clozapin 3.47 Nitrazepam 4,38 Z“fi')‘(’gle”' 6,08
Clozapin-N-oxid 3,83 Norclomipramin 5,93
Dehydroari- n.d. Nordiazepam 5,67
pipazol
Desipramin 4,96 Nordoxepin 3,90
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Desmethylven- 2,45 Nortriptylin 5,37
lafaxin
Dexamethason n.d. O-Desmethyl- 2,45
venlafaxin
Diclofenac 6,63 Olanzapin 1,58
Dihydrocodein 6,25 Omeprazol 3,35
Doxepin 3,80 Oxazepam 5,41
Duloxetin 5,05 Oxcarbazepin 3,70
Enalapril n.d. Paliperidon 2,93
Escitalopram 3,52 Pantoprazol 3,65
Estradiol 6,10 Paroxetin 4,62
Fluoxetin 5,26 Perazin 4,85
Fluperlapin 3,12 Phenytoin n.d.
Fluphenazin n.d. Pipamperon n.d.
Fluvoxamin 5,42 Pregabalin n.d.
Furosemid 3,72 Pirenzepin 2,05

(n.d., nicht detektierbar)

Potentielle Uberlagerungen ergaben sich zwischen Amisulprid und Dabigatran (1,88 vs. 1,82
min), zwischen Clomipramin und Dabigatranetexilat (5,83 vs. 5,88 min), zwischen Broma-
zepam und Rivaroxaban (3,95 vs. 4,04 min) sowie zwischen Nitrazepam und Apixaban (4,38

vs. 4,29). In den gemessenen Patientenproben konnten wir keine Interferenzen beobachten.
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4.3. Erweiterung der validierten Methode

4.3.1. Verkirzung der Laufzeit

Sollte die Bestimmung von Dabigatranetexilat nicht erforderlich sein, kann die Methode um
zwei Minuten auf eine Gesamtlaufzeit von finf Minuten verkirzt werden. Die chromatogra-
phischen Bedingungen bleiben gleich, lediglich der Gradient von [A] 50% auf [B] 100%,

beginnend ab 4,5 min wird entfernt und der Lauf nach finf Minuten beendet.
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Abbildung 34: Chromatogramm fiir verkiirzte Laufzeit ohne Bestimmung von Dabigatranetexilat bei 1000 ng/ml auf einer
Poroshell C18, 2,7 um, 50x3 mm Saule, Fluss=0,7 ml/min, Injektionsvolumen: 10 pl

4.3.2. Detektion von Edoxaban sowie Phenprocoumon und Warfarin

Die bestehende Methode konnte auch erfolgreich verwendet werden, um Edoxaban, Phen-
procoumon und Warfarin zu detektieren. Hierfir muss jedoch auf die Bestimmung von Da-
bigatranetexilat verzichtet werden (Abbildung 35).



73

140

JmAU

100-|

Edoxaban 3.270

75]

Warfarin 6.200
Phenprocoumon 6.400

Absorbance [mAU]
Dabigatran 1.900

o
o
—
<
=
©
Qo
©
X
]
o
©
>
24

Apixaban 4.300

25

L,

-10

min

e SRR

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 6.99
Retention Time [min]

Abbildung 35: Chromatogramm mit zusétzlicher Detektion von Edoxaban, Warfarin und Phenprocoumon bei 1000 ng/ml
auf einer Poroshell C18, 2,7 um, 50x3 mm Saule, Fluss=0,7 ml/min, Injektionsvolumen: 10 pl

Retentionszeiten waren: 3,27 min fir Edoxaban, 6,20 min fiur Warfarin und 6,40 min fir
Phenprocoumon.

Die Detektion kann flir Edoxaban bei 289 nm, fur Phenprocoumon bei 285 nm sowie 309
nm und far Warfarin bei 282 nm sowie 305 nm erfolgen.

Im Folgenden sind die aufgenommen UV-Spektren abgebildet:
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Abbildung 36: UV-Spektrum Edoxaban
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Abbildung 37: UV-Spektrum Phenprocoumon
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Abbildung 38: UV-Spektrum Warfarin
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4.4. Dosisbezogener Referenzbereich

Fur die zugelassenen Dosierungen und Indikationen ergaben sich folgenden Referenzberei-
che:

Tabelle 24:Zugelassene Dosierungen und zugehdrige Dosisbezogene Referenzbereiche fir die Talkonzentration und die
mittlere Tageskonzentration

Tages- _
Wirkstoff Indikation dosis | PRmn | g | DRRae | he
[ma] [ng/ml] [ng/ml]
Prophylaxe vendser
Thromboembolien (VTE)
nach elektiven Huft- oder 10 19-27 39 -65
Kniegelenksersatzopera-
tionen
Prophylaxe von Schlag-
anfallen und systemi- 78
schen Embolien bei Pati- 20 37-54 129
Rivarox- enten mit nlcht_-valvula- L:1.87 3,89
aban rem Vorhofflimmern H-2 69 H-6.46
Behandlung von TVT, - -
Lungenembolie (LE) so- 78
wie Prophylaxe von de- 20 37-54 129
ren Rezidiven (ab Tag
22)
Behandlung von TVT,
LE sowie Prophylaxe von 117
deren Rezidiven (Tag 1- 30 56-81 194
Tag 21)
Tages- _
Wirkstoff Indikation dosis | DRRmin | e | DRRay Dfavg
[ma] [ng/mi] [ng/mi]
Prophylaxe von Schlag-
anfallen und systemi-
schen Embolien bei er-
wachsenen Patienten mit . .
Edoxaban | nicht valvularem Vorhof- | 60 | 25-39 | =042 | 57907 | L1085
flimmern H:0,65 H:1,68
Behandlung von TVT,
LE sowie Prophylaxe von
deren Rezidiven
Tages- _
Wirkstoff Indikation dosis | DRRmin | e | DRRav | e o
[mg] [ng/ml] [ng/ml]
Prophylaxe von VTE
. nach elektiven Huft- oder L:4,44 L:5,27
Apixaban Kniegelenksersatzopera- > 22-41 H:8,19 26 -49 H:9,71
tionen
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Prophylaxe von Schlag-
anfallen und systemi-
schen Embolien bei Pati-
enten mit nicht-valvula-

rem Vorhofflimmern 10
Behandlung von TVT
und Behandlung von LE
sowie Prophylaxe von re-
zidivierenden TVT und
LE (ab Tag 7)
Behandlung von TVT
und Behandlung von LE
sowie Prophylaxe von re- 20 88 — 164
zidivierenden TVT und
LE (Tag 1- 7)

44 - 82 53-97

105 -
194

Tages-
Wirkstoff Indikation dosis
[mg]

DRRmin Dfmin DRRavg

[ng/ml] [ng/mi] | Dfeve

Primarprévention einer
vendsen Thromboembo-
lie bei orthopédischen
Eingriffen
Prévention von Schlagan-

fall und systemischer L:0,17 L:0,19

Embolie bei erwachsenen H:0,26 H:0,29

Patienten mit nicht val- 300 51-78 57 — 87

vuldrem Vorhofflimmern

und einem oder mehreren
Risikofaktoren (SPAF)
Behandlung von TVT

und LE

220 37-57 42 - 64

Dabigat-
ran

300 51-78 5787

Dosisfaktor (Df) L (low) und H (high) werden mit der jeweiligen Dosis multipliziert, um
obere sowie untere Konzentration der jeweiligen dosisbezogenen Referenzbereiche zu er-

halten.

Tabelle 25: Vergleich der Dosisfaktoren(Df) zwischen dosisbezogenen Referenzbereichen fiir Tal- und mittlere Tageskon-
zentration

Dosierinter- | At . )
vall [h] [h] Dfavg low Dfavg high | Dfmin low | Dfmin high
Rivarox- 24 24 3.89 6.46 1.87 2 69
aban
Apixaban 12 12 527 971 444 819
Daf;gat' 12 12 0.19 0.29 017 0.26
Edoxaban 24 24 0,85 1,68 0,42 0,65
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Wahrend bei Apixaban und Dabigatran der Unterschied zwischen beiden Bereichen relativ
gering ausfiel, zeigte sich bei Rivaroxaban und Edoxaban, die nur einmal taglich gegeben
werden, eine erhebliche Differenz zwischen den zu erwartenden dosisbezogenen Referenz-

bereichen.

45. ATEC

Zusétzlich zum dosisbezogenen Referenzbereich wurde, mangels verfugbarer echter thera-
peutischer Referenzbereiche, eine angenommene therapeutisch effektive Konzentration (A-
TEC, fur assumed therapeutic effective concentration) berechnet. Dieser Konzentrationsbe-
reich wird aus der niedrigsten und hochsten Schwelle des dosisbezogenen Referenzberei-
ches, fiir alle zugelassenen Dosierungen gebildet. Bei den Dosisfindungsstudien, im Rahmen
der Zulassung, werden die Dosen gesucht bei denen das optimale Verhéltnis zwischen er-
wiinschter Wirkung und unerwiinschter Wirkung besteht. Da jedoch die aus der Dosis resul-
tierende Konzentration im Korper fur die Wirkung verantwortlich ist, wurde angenommen,
dass erst bei Unterschreitung des zu erwartenden Konzentrationsbereiches der Normalpopu-
lation, fur alle Indikationen, die gerinnungshemmende Wirkung ausbleibt oder zu gering ist.
Genauso wurde angenommen, dass bei Uberschreitung des ATEC das Risiko eine uner-
wiinschte Blutung zu erleiden unverhaltnisméalig ansteigt.

Untere Grenze des Obere Grenze des
DRR DRR fiir die

fiir die niedrigste héchste zugelassene
zugelassene Dosierung Dosierung

Abbildung 39: Bereich der vom ATEC uberspannt wird.

Fur den ATEC ergaben sich folgenden Konzentrationsbereiche:

Tabelle 26: Konzentrationshereiche des ATEC fiir die mittlere Tageskonzentration sowie fiir die Talkonzentration

Wirkstoff ATECavqg [ng/ml] ATECmin [ng/ml]
Apixaban 26-194 22-164
Dabigatran 42-87 37-78
Edoxaban 51-101 25-39
Rivaroxaban 39-194 19-81
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4.6. Patientenproben

Mit der von uns validierten Methode konnten insgesamt 98 Proben von 60 Patienten be-
stimmt werden, die mit Apixaban, Dabigatran oder Rivaroxaban behandelt wurden. Die Pa-
tienten von 34 Rivaroxabanproben erhielten eine Dosis von 20 mg mit einer Konzentration
von 32 bis 288 ng/ml, 11 erhielten eine Dosis von 15 mg mit einer Konzentration von 21 bis
117 ng/ml, zwei erhielten eine Dosis von 10 mg mit einer Konzentration von 18 bis 72 ng/mi
und zwei erhielten eine Dosis von 30 mg mit einer Konzentration von 54 bis 166 ng/ml. Bei
den Apixabanpatienten hatten 23 eine Dosis von 10 mg mit einer Konzentration von 80 bis
626 ng/ml und 19 hatten eine Dosis von 5 mg mit einer Konzentration von 49 bis 473 ng/ml.
Des Weiteren hatten die Patienten von sieben Dabigatranproben eine Dosis von 220 mg bei

denen eine Konzentration zwischen 23 und 61 ng/ml gemessen wurden.

Die mittlere Konzentration fur Rivaroxaban lag fir 10 mg bei 45£27 ng/ml, fir 15 mg bei
54428 ng/ml, fur 20 mg bei 105105 ng/ml und fiir 30 mg bei 110+£56 ng/ml (vgl. Abbildung
40). Fir Apixaban ergab sich ein Mittelwert von 159+102 ng/ml fiir die Dosierung von 5 mg
sowie ein Mittelwert von 236134 ng/ml fiir die 10 mg Dosierung (vgl. Abbildung 41). Der
Mittelwert der Dabigatranproben lag bei 32+15 ng/ml, hier wurden nur Proben von Patienten
gemessen, die mit 220 mg behandelt wurden.

Rivaroxaban
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Konzentration [ng/ml]
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Abbildung 40: Boxplot fir 15 und 20 mg Rivaroxaban. Box umfasst jeweils die 25/75 Perzentile der Konzentration. Die
Whisker stellen die 5/95 Perzentile dar. Der Punkt gibt den Median an und die Kreuze jeweils Minimum und Maximum.
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Abbildung 41: Boxplot fiir 5 und 10 mg Apixaban. Box umfasst jeweils die 25/75 Perzentile der Konzentration. Die Whisker
stellen die 5/95 Perzentile dar. Der Punkt gibt den Median an und die Kreuze jeweils Minimum und Maximum.

4.6.1. Interindividuelle Schwankung der Konzentration

Die groRte Differenz zwischen niedrigster und hochster Konzentration, bei ein und derselben
Dosis, betrug fir Rivaroxaban das 9fache bei 20 mg, fir Apixaban das 9,7fache bei 5 mg
und fur Dabigatran das 2,7fache bei 220 mg. Betrachtet man alle Dosierungen ergibt sich
eine interindividuelle Variabilitat fir die Serumkonzentration in der GréfRenordnung von 3-

9 fur Rivaroxaban, von 7,8-9,7 fur Apixaban und von 2,7 fur Dabigatran.

4.6.2. Einordnung in DRRavg und ATECayg

Von den 49 Rivaroxabanproben lagen 9 innerhalb des DRR, 40 lagen aul3erhalb, davon 10
oberhalb und 30 unterhalb des dosisbezogenen Referenzbereiches. Innerhalb des ATEC la-
gen 24 Proben, sowie 18 auBerhalb. Davon hatte eine Probe eine zu niedrige Konzentration
und 17 hatten eine zu hohe.
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Abbildung 42: Patientenproben von Rivaroxaban in Relation zu DRRavg und ATECayg

Von den Proben die unterhalb des DRR lagen war bei 6 als Anforderungsgrund Kontrolle
der Compliance angegeben und bei 15 Proben war mindestens ein CYP3A4-Induktor oder
PGP-Induktor in der Comedikation zu finden. VVon den 10 Proben, die den DRR uberschrit-
ten, fand sich in 9 Féllen ein CYP3A4-Hemmstoff oder PGP-Hemmstoff in der Comedika-

tion. Bei der Ubrigen Probe waren keine Auffalligkeiten festzustellen.

Tabelle 27: 9-Felder-Tafel fiir Rivaroxaban

N=49 ATEC_avg
zu niedrig passend zu hoch
%I zu niedrig 18,4% (9) 42,9% (21) 0
o passend 0 18,4% (9) 0
e zu hoch 0 14,3% (7) 6,1% (3)

Bei den Patienten, die Apixaban erhielten, lagen vier Proben innerhalb des DRR und 38
aullerhalb. Von diesen 38 war bei einer die Konzentration zu niedrig und bei 37 zu hoch fiir
die Dosis. Innerhalb des ATEC lagen 24 der Proben und 18 auf3erhalb, davon eine unterhalb

und 17 oberhalb der jeweiligen Grenze.
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Abbildung 43: Patientenproben von Apixaban in Relation zum DRRavg und ATECavg

Der Patient dessen Konzentration den DRR unterschritt, hatte zwei Enzyminduktoren in sei-
ner Comedikation. Bei den Proben die eine zu hohe Konzentration fir die Dosis hatten, war

in der Begleitmedikation von 30 Proben mindestens ein Enzyminhibitor zu finden.

Tabelle 28: 9-Felder-Tafel fiir Apixaban

N=42 ATEC avg
zu niedrig passend zu hoch
(e . .
gl zu niedrig 2,4% (1) 0 0
% passend 0 9,5% (4) 0
&)
zu hoch 0 47,6% (20) 40,5% (17)

Von den 7 Proben bei denen Dabigatran bestimmt wurde, lagen zwei sowohl innerhalb des
DRR als auch im ATEC. Bei den restlichen fiinf Proben wurden beide Bereiche unterschrit-

ten. Bei keiner der Proben wurde eine fir die Dosis zu hohe Konzentration gemessen.
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Abbildung 44: Patientenproben von Dabigatran in Relation zum DRRavg und ATECavg

Ein PGP-Induktor war bei zwei Proben, die eine fur die Dosis zu niedrige Konzentration

hatten, in der Comedikation aufgelistet.

Tabelle 29: 9-Felder-Tafel fir Dabigatran

N=7 ATEC avg
zu niedrig passend zu hoch
% zu niedrig 71,4% (5) 0 0
gél passend 0 28,6% (2) 0
° zu hoch 0 0 0

4.6.3. Einordung in DRRmin und ATEChmin

Bezogen auf den dosisbezogenen Referenzbereich der Talkonzentration lagen bei Rivarox-
aban 13 Proben innerhalb und 36 Proben auBRerhalb. VVon den 36 Proben die nicht im DRR
lagen, waren 8 zu niedrig und 28 Proben zu hoch. Innerhalb des ATEC waren 30 Proben

anzusiedeln und 19 aullerhalb, davon war eine unterhalb und 18 oberhalb des ATEC.
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Abbildung 45: Rivaroxabanproben in Relation zu DRRmin und ATEChmin

Von den 8 Proben, die fir die Dosis eine zu niedrige Konzentration hatten, waren bei 5
Proben jeweils 2 Enzyminduktoren in der Comedikation enthalten. Bei den Proben, welche
den DRR (berschritten, waren in 26 von 28 Féllen ein oder mehrere Enzymhemmstoffe zu

finden.

Tabelle 30:9-Felder-Tafel fur Rivaroxaban mit Bereichen die sich am Talspiegel orientieren

N=49 ATEC_min
zu niedrig passend zu hoch
£ 2u niedrig 2% (1) 14,3% (7) 0
&:I passend 0 26,5% (13) 0
e 2u hoch 0 20,4% (10) 36,7% (18)

Bei Apixaban fand sich eine Probe innerhalb des DRR, eine unterhalb und 40 Proben befan-
den sich oberhalb. VVon den insgesamt 42 Proben, wurden bei 19 Proben Konzentrationen
gemessen, die innerhalb des ATEC lagen. 22 Proben lagen oberhalb und eine Probe unter-
halb des ATEC.
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Abbildung 46: Apixabanproben in Relation zu DRRmin und ATEChin

Bei der Probe, die den DRR unterschritt, waren zwei Enzyminduktoren in der Comedikation
vermerkt. VVon den 40 Proben mit Konzentrationen oberhalb des DRRs, waren bei 33 min-

desten ein Enzyminhibitor in der Comedikation zu finden.

Tabelle 31:9-Felder-Tafel fir Apixaban mit Bereichen die sich am Talspiegel orientieren

N=42 ATEC_min
zu niedrig passend zu hoch
£ 2u niedrig 2.4% (1) 0 0
&:I passend 0 2,4% (1) 0
e zu hoch 0 42,9% (18) 52,4% (22)

Bei den 7 vermessenen Dabigatranproben hatten 5 Proben sowohl fiir den DRR als auch fur
den ATEC eine zu niedrige Konzentration. Eine Probe passte in beide Bereiche und eine
Probe war oberhalb des DRR aber innerhalb des ATEC.
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Abbildung 47: Dabigatranproben in Relation zu DRRmin und ATECmin

Ein PGP-Induktor war bei zwei Proben, die eine fur die Dosis zu niedrige Konzentration
hatten, in der Comedikation aufgelistet. Die Probe mit der zu hohen Konzentration zeigte

keine Auffalligkeiten in der Comedikation.

Tabelle 32: 9-Felder-Tafel fur Dabigatran mit Bereichen die sich am Talspiegel orientieren

N=7 ATEC_min
zu niedrig passend zu hoch
£ 2u niedrig 71,4% (5) 0 0
ggl passend 0 14,3% (1) 0
e zu hoch 0 14,3% (1) 0

4.6.4. Vergleich der Konzentrationsbereiche

Vergleicht man, anhand der 9-Felder-Tafel, die Aufteilung der Proben in die beiden Berei-

che, avg und min, ergibt sich folgendes Bild fir den DRR:

Bei Rivaroxaban wechselten 12 Proben in den Bereich passend, welche zuvor als zu niedrig
erkannt wurden. Zusatzlich wechselten neun Proben, die zuvor als passend eingestuft waren,
in den Bereich zu hoch. Aufierdem fanden sich 10 Proben jetzt im Bereich zu hoch, welche

vorher als zu niedrig eingestuft waren. AufRerdem wurden unter DRRavg Neun Proben falsch
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negativ und eine Probe falsch positiv eingestuft. Bei DRRmin Waren drei Proben falsch nega-
tiv und zwei falsch positiv. Insgesamt wurden also unter DRRmin Sechs Proben weniger

falsch negativ und eine Probe mehr falsch positiv erkannt.

Von vier Proben bei Apixaban, welche vorher in den DRR passten, Uberschritten nun drei
den DRR. Unter beiden DRRs waren jeweils sieben Proben falsch positiv und keine falsch

negativ.

Bei Dabigatran zeigte sich nur ein geringer Unterschied. Eine Konzentration, die vorher in
den Bereich passte, tiberschritt nun den DRR. Sowohl unter DRRayg als auch unter DRRmin
waren jeweils drei Proben falsch negativ. Zusétzlich war bei DRRmin eine Probe falsch po-

sitiv.

4.6.5. Anwendungsbeobachtung

Von den in 4.6 beschriebenen Proben stammten 33 aus der Anwendungsbeobachtung. Ins-
gesamt waren diese auf 12 Patienten verteilt. Von 10 Patienten gab es wie geplant drei Blut-
abnahmen, von jeweils einem Patienten war nur ein Messpunkt respektive zwei Messpunkte
verfugbar. Bei keinem der Patienten handelte es sich um eine Neueinstellung auf ein DOAK.
Blutungsbezogene UAWSs traten nicht auf. In der nachfolgenden Tabelle sind die Messdaten

dargestellt.

Tabelle 33:Konzentrationsverlauf der Anwendungsbeobachtung inklusive Schwankung zwischen zwei aufeinander folgen-
den Blutentnahmen. % bezieht sich auf den Wert des Vortages

Konzentration [ng/ml] Schwankung [%0]
Patient | Wirkstoff Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 1-3 Tag 3-5

Al9 Rivaroxaban 120 190 585 58 208
A23 Rivaroxaban 46 33 44 28 33
A25 Rivaroxaban 36 - - - -
B10 Apixaban 155 155 159 0 3
B13 Apixaban 400 409 626 2 53
B18 Apixaban 182 226 80 24 -65
B19 Apixaban 82 80 74 -3 -8
B20 Apixaban 165 203 142 23 -30
B21 Apixaban 396 274 343 -31 25
B24 Apixaban 167 88 - -47 -
C1 Dabigatran 23 31 44 35 42
C2 Dabigatran 15 22 29 47 32

Die groRte Differenz sowie der grofite Anstieg der Konzentration war bei Patient A19 mit

208% zu beobachten. Der gréRte Abfall der Konzentration war bei Patient B18 zu finden.
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Hier fiel die Konzentration von zwischen den beiden Blutentnahmen um 65%. Bei sechs von
zwolf Patienten war die Konzentration am letzten Tag der Anwendungsbeobachtung héher

als zu Beginn und bei finf Patienten war die Konzentration zum Schluss niedriger.

Die Comedikation anderte sich im Verlauf der Anwendungsbeobachtung bei flinf Patienten.
Bei Patient C2 wurde nach der ersten Messung Torasemid abgesetzt. Bei Patient B18 wurden
ebenfalls Furosemid nach dem ersten Tag abgesetzt, zusatzlich waren bei der letzten Mes-
sung Prednisolon abgesetzt und Torasemid angesetzt worden. Bei Patient B20 kam nach dem
ersten Messtag Ramipril hinzu. Patient B21 erhielt bei der letzten Messung kein Spironolac-
ton und Xipamid mehr, daflr aber zusatzlich Metronidazol und Vancomycin. AuRerdem
waren bei Patient B24 nach der ersten Messung Mirtazapin und Prothipendyl abgesetzt wor-

den.
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4.7. Patientenkollektiv

4.7.1. Geschlecht

In Abbildung 48 ist die Geschlechterverteilung des Patientenkollektivs dargestellt. Mit 60%

zu 40% waren mehr Manner als Frauen in der Population vertreten.

GESCHLECHTERVERTEILUNG (N=60)

Weiblich
24
40%

Mannlich

36
60%

Abbildung 48: Geschlechterverteilung des Patientenkollektivs

4.7.2. Alter

Das Durchschnittsalter betrug 69,80+12,88 Jahre. Der jlngste Patient war 30 Jahre und der
alteste 93 Jahre alt. Die Verteilung der einzelnen Altersklassen ist in der nachfolgenden Ab-
bildung dargestellt. Bei einem Patienten fehlte die Angabe des Alters.
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Abbildung 49: Altersverteilung des Patientenkollektivs

Die meisten Patienten waren zwischen 71 und 80 Jahre alt. Insgesamt waren 76% der Pati-
enten 65 Jahre oder &lter.
4.7.3. Anzahl der Medikamente

Im Durchschnitt erhielten die Patienten 8,35+3,36 Medikamenten. Das Maximum lag bei
einem der Patienten, der mit 16 Medikamenten behandelt wurde.
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Anzahl Medikamente

Abbildung 50:Haufigkeit der Polymedikation der Patientenpopulation
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Die meisten Patienten erhielten 6 Medikamente. 91,5% erhielten 5 oder mehr Medikamente

und 37% der Patienten wurden mit 10 oder mehr Medikamenten gleichzeitig behandelt.
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5. Diskussion

5.1. Methodenentwicklung

5.1.1. Proteinféallung

Hier scheint eine Peakverbreiterung durch die Injektion des polaren Acetonitrils fur die nied-
rigen Peakhohen bei Dabigatran verantwortlich. Da Dabigatran frih, bei einem hohen Was-
seranteil des Gradienten, eluiert wird, ist hier der Polaritatsunterschied zwischen FlieBmittel
und Probentréger starker, so dass Dabigatran vom Acetonitril vom Anfang der S&ule gespiilt

und erst etwas spater durch das FlieBmittel verdiinnt wird, wodurch der Peak breiter wird.

5.1.2. Injektionsvolumen

Hier hatten wir eigentlich eine kontinuierliche Verdopplung der Peakhéhe mit der jeweiligen
Verdopplung des Injektionsvolumens erwartet. Eine mogliche Erklarung ist die hohe Pola-
ritat des Methanols in Bezug auf das Fliemittel, so dass hier wohl bei VVolumina uber 10 pl
eine Kritische Grenze uberschritten wurde und es vermehrt zu Peakverbreiterung kam. Ge-
rade bei Dabigatran, das sehr friih, bei Bedingungen mit hohem Wasseranteil im Gradienten,
eluiert wird, war dieser Effekt deutlich zu beobachten. Weitere Griinde konnten in der Pro-
benaufbereitung liegen, so dass bei hdheren Injektionsvolumina zusatzlich auch der Anteil
an Storsubstanzen, der auf die Sdule kam, zunahm und so ein héheres Rauschen erzeugt
wurde. Zusatzlich muss auch erwéhnt werden, dass die Detektionskammer des UV-Detek-
tors nur ein Volumen von 5 pul besitzt. Probenmengen tber diesem Wert flieRen also nicht
auf einmal durch die Kammer, sondern werden (ber die Software der UHPLC zu einem

Signal rechnerisch zusammengesetzt.

5.1.3. Erweiterung der Methode um VKAs und Edoxaban

Die Erweiterung der Methode um Edoxaban erscheint im Kontext des DOAK-Monitorings
sinnvoll. Gerade unter dem Aspekt, dass aktuell nur eine Dosis flir Edoxaban zugelassen ist,
fur die bei Patienten mit eingeschrénkter Nierenfunktion und Comedikation mit P-gp-Inhi-
bitoren eine Halbierung dieser Dosis empfohlen wird?®. Aufgrund der mangelnden Markt-

prasenz konnten wir noch keine Proben von Patienten messen, die Edoxaban erhielten.
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Bei beiden VKAs, Warfarin und Phenprocoumon, ergibt sich ein anderes Bild. Hier ist die
Bestimmung des INR weit verbreitet, klinisch etabliert und kann von den Patienten auch
selbst durchgefiihrt werden. Aus der Literatur ergibt sich zusétzlich eine sehr schlechte Kor-
relation zwischen Konzentration im Blut und INR®®, was sicherlich auch dem indirekten
Wirkmechanismus der Substanzen geschuldet ist. Zwar liel3en sich die Substanzen mit un-
serer Methode detektieren, jedoch ist der therapeutische Referenzbereich von Phenprocou-
mon mit 1-3 ng/ml weit unterhalb der Bestimmungsgrenze der Gbrigen Substanzen, so dass
sich eine Bestimmung im therapeutischen Referenzbereich ohne weitere Probenaufbereitung
nicht bewerkstelligen lasst. Das routinemaRige Monitoring von VKASs per HPLC gegentiber
dem etablierten INR-Monitoring erscheint uns hier nicht sinnvoll. Wiinschenswert ware es
aber, wenn der INR nicht als bloRer Messwert, sondern analog zu unserem Ansatz zusammen

mit einem klinisch pharmakologischen Befund angegeben wird.

5.2. Validierung

Apixaban zeigte, im Vergleich, den schnellsten Abbau bei Raumtemperatur sowie bei 8°C,
besonders bei der niedrigsten Konzentration. Diese Stabilitatsprobleme sind aber wahr-
scheinlich mehr methodenbedingt als auf die Eigenschaften des Wirkstoffes zurtickzufthren.
Nach finf Tagen Lagerung wurde es zunehmend schwerer die Apixaban-Peaks zu bestim-
men, da mehr Hintergrundrauschen und Uberlagerungen zu beobachten waren. Dies ist
hochstwahrscheinlich durch die Abnahme der Serumqualitéat zu erklaren (einzelne Proben
waren teilweise stark getriibt oder begannen zu schimmeln). Deswegen konnten wir, nach
finf und sieben Tagen bei Raumtemperatur, nur noch einen Teil der Proben bestimmen (n=5
bzw. n=3 statt n=9). Gleiches kann auf die Proben bertragen werden, die im Kuhlschrank
bei 8°C gelagert wurden, bei denen die Konzentration nach 14 Tagen abfiel. Hier trat der
Zerfall erst spéater ein, da die Kuhlung die Serumqualitat langer bewahrte. Bei den von uns
vermessenen Patientenproben, welche Apixaban enthielten, konnten wir dieses Phdnomen

nicht beobachten®®.

Dabigatranetexilat zeigte unter keiner Lagerbedingung ausreichende Stabilitat, da die im Se-
rum vorkommenden Esterasen die beiden Ester des Prodrugs wohl spalten. Wir konnten aber
keine Dabigatran-Peaks in Dabigatranetexilatproben oder héhere Konzertration von Dabi-
gatran in Proben, die sowohl den Wirkstoff, als auch das Prodrug enthielten, feststellen.
Maoglicherweise wird nur einer der beiden Ester gespalten oder es werden andere Zwischen-

produkte gebildet.
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5.3.  Vergleich mit anderen Methoden

Die aktuell verfligharen Koagulations-Assays sind nicht sinnvoll fur die Konzentrationsbe-
stimmung der DOAKS einsetzbar, da sie entweder eine schwache Korrelation in Bezug zur
Konzentration haben, schlechte Sensitivitat oder eine starke Abhangigkeit von den einge-
setzten Reagenzien zeigen®"*8, Die einzige Ausnahme bildet der HEMOCLOT®-Test fiir die
Bestimmung von Dabigatran. Dieser erlaubt jedoch nur eine Bestimmung von Konzentrati-
onen Uber 50 ng/ml und verflgt Gber eine schlechte Genauigkeit bei Konzentrationen unter-
halb oder nahe dieser Schwelle>. Chromogene-Assays mit denen die anti-FXa Aktivitit be-
stimmt werden kann, bieten eine geeignete Methode um die Konzentration von Apixaban
und Rivaroxaban zu bestimmen. Diese Assays sind kommerziell erhaltlich und weit verbrei-
tet. Sie haben jedoch Limitierungen beztiglich ihrer Spezifitat sobald sowohl Heparine als
auch DOAKSs im Blut zu finden sind, da beide dieser Wirkstoffklassen den Faktor Xa beein-
flussen. Impréazision und Ungenauigkeit sind vergleichbar mit HPLC-Methoden®. Ein gro-
Rer Vorteil von chromatographischen Methoden besteht in der Mdglichkeit alle DOAKSs mit
nur einer Methode zu bestimmen, wéhrend bei den Assay mindesten zwei verschiedene Sys-
tem notig sind, um einmal Dabigatran und einmal Apixaban, Rivaroxaban oder Edoxaban

zu quantifizieren.

Der Vergleich zwischen HPLC-Methoden mit UV/VIS Detektion, wie der von uns entwi-
ckelten und mit Massenspektrometrie (MS) ist mehr eine finanzielle Frage. Obwohl mit MS-
Kopplung grundsatzlich kirzere Laufzeiten und niedrigere Bestimmungsgrenzen erreicht
werden konnen, bendtigen diese Art von Anlagen meist einen héheren Wartungsaufwand
und haben hohere Anschaffungs- und Verbrauchsmaterialkosten. Wie mit der von uns vali-
dierten Methode gezeigt werden konnte, erreichen Methoden mit UV-Detektion véllig zu-
friedenstellende Werte bei Genauigkeit und Prazision und besitzen eine ausreichende Be-
stimmungsgrenze um einen Grofteil der Arzneistoffe in ihrem therapeutischen Referenzbe-
reich quantifizieren zu kdnnen. Damit bietet die Methode eine wertvolle Alternative fur das
Routinemonitoring in kleineren Laboren, die bereits eine HPLC mit UV/VIS besitzen oder

die flr die MS-Detektion nicht die nétigen finanziellen Mittel besitzen.

Im Vergleich zu den von Schmitz et al.%° und Gous et al.®! beschriebenen Methoden bietet
unsere Methode zusétzlich die Mdglichkeit das Prodrug von Dabigatran, Dabigatranetexilat
zu bestimmen. Routinemélig scheint dessen Monitoring wegen der gezeigten schlechten

Stabilitat und fehlenden pharmakologischen Aktivitat zwar nicht sinnvoll. Jedoch kdnnte die
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Quantifizierung in bestimmten Compliancefragen sinnvoll sein. Hierflr sollte aber die Be-
stimmung zeitnah nach der Medikamentengabe erfolgen. In den von uns gemessenen Pati-
entenproben, die Dabigatran enthielten, konnte kein Dabigatranetexilat nachgewiesen wer-
den.

5.4. Vergleich zwischen DRR fir mittlere Tages- und Talkonzentration

Vergleicht man die beiden Referenzbereiche miteinander lasst sich festhalten, dass sich die
Berechnung des DRRavg grundsatzlich einfacher gestaltet. Hier flieRen lediglich die totale
Clearance und die Bioverfligbarkeit an pharmakokinetischen Parametern in die Formel ein.
So lasst sich auch mit wenigen Angaben ein robuster Schatzwert errechnen, der auch bei
Aufteilung der Tagesdosis in unterschiedlich groRe Einzeldosen verlésslich die Konzentra-
tion berechnen kann. Kritisch muss jedoch die Berechnung der mittleren Tageskonzentration
gesehen werden, obwohl es im TDM (ublich ist das Blut im Talspiegel abzunehmen. Beson-
ders deutlich wird dies vor allem bei Substanzen deren Dosierintervall gréRer als die Halb-
wertszeit ist (vgl. Rivaroxaban und Edoxaban). Hier kommt es bei Berechnungen von
DRRavg zu einer Uberschitzung des Erwartungswertes bei Blutabnahme im Talspiegel.

Die Berechnung von DRRmin gestaltet sich im Vergleich komplexer, da hier auch noch die
Halbwertszeit sowie der Zeitabstand zur letzten Einnahme mit einflieBen. Dies ermoglicht
jedoch die Abschatzung der exakten Konzentration im Talspiegel sofern der Zeitpunkt der
Blutentnahme und der letzten Medikamenteneinnahme bekannt ist. Grundsétzlich ermdg-
licht die Formel die Berechnung der zu erwartenden Konzentration im pharmakokinetischen
Gleichgewicht zu jedem Zeitpunkt im Tagesverlauf. DRRmin ist damit stark abh&ngig von
der Vollstandigkeit der angegeben pharmakokinetischen Parameter.

Kritisch fur beide Referenzbereiche sollte die Berechnung fiir Préparate mit veranderter
Wirkstofffreisetzung gesehen werden. Hier muss mit gesonderten Clearancewerten gearbei-
tet werden. Bei DRRmin mussen hierbei auch die tibrigen pharmakokinetischen Parameter

praparatspezifisch angepasst werden.

Durch die Mdglichkeit zwei dosisbezogene Referenzbereiche fur die DOAKS zu berechnen,
stellt sich letztendlich die Frage welcher besser geeignet ist, um mdégliche Risikopatienten
zu identifizieren. Das heil3t Individuen zu erkennen, welche aufgrund ihrer von der Norm
abweichenden Eliminationsrate geféhrdet sind zu hohe oder zu niedrige Konzentration auf-

zubauen. Diese sollten auf3erhalb des dosisbezogenen Referenzbereiches fallen. Die Qualitét
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eines Referenzbereiches kann also dadurch quantifiziert werden, wie zuverlassig diese Risi-

kopatienten erkannt werden.

Bei Dabigatran ergab sich ein neuer Risikopatient unter Anwendung des DRRmin, der nun
eine fur die Dosis zu hohe Konzentration aufwies. Bei genauerer Betrachtung fiel auf, dass
der Patient bereits 79 Jahre alt war. Daraus lasst sich vermuten, dass die Nierenfunktion des
Patienten bereits abgenommen hat und dadurch fir die Dosis zu hohe Konzentrationen auf-
gebaut werden. Mit diesem Hintergrund wirden wir den Patienten als Risikopatienten ein-

stufen.

Betrachtet man die Apixabankonzentrationen zeigen sich drei Patienten, die nun nicht mehr
zur Normalpopulation zéhlen, da sie den DRRmin Uberschreiten. Diese drei Patienten hatten
jeweils zwei bzw. drei CYP-Inhibitoren in ihrer Comedikation. Zusatzlich hatten zwei dieser
Patienten das Alter von 80 Jahren Uberschritten, was in Zusammenhang mit eingeschrénkter
Nierenfunktion gesehen werden kann. Wir wiirden auch diese Patienten als Risikopopulation
einstufen, welche unter DRRayg, falsch negativ, zur Normalpopulation gezahlt wurden.

Bei Rivaroxaban zeigte sich die gréfite Umverteilung. Hier muss jedoch die Besonderheit
beachtet werden, dass Rivaroxaban trotz einer Halbwertszeit von rund 12 h nur alle 24 h
appliziert wird. Daraus ergibt sich eine grol3e Diskrepanz zwischen dem gemessenen Tal-
spiegel und der zu erwartenden mittleren Konzentration unter Annahme von DRRayg. Die
real gemessenen Werte sind viel niedriger. Deutlich wird dies bei der Betrachtung der Werte,
die unter beiden Bereichen fiir die Dosis zu niedrig waren. Unter DRRayg war hier mit 61%
der Groliteil der Population anzutreffen. Zwar liel? sich in 17 Fallen ein Enzyminduktor in
der Comedikation finden, jedoch entfielen davon sechs auf die Annahme, dass CYP3A4
durch Rauchen induziert wird, was in der Literatur nicht belegt ist. Bei 19 von insgesamt 30
Proben von einem moéglichen Complianceproblem auszugehen, erschien unrealistisch. Unter
DRRmin waren lediglich noch acht Patienten in dieser Risikogruppe zu finden. VVon diesen
erhielten funf Patienten jeweils zwei Induktoren gleichzeitig und bei zwei Patienten war be-
reits von Seiten der Klinik eine Non-Compliance vermutet worden. Es fallen lediglich zwei
Patienten auf, fur die kein spezieller Grund fur die Unterschreitung gefunden werden konnte.
Im Vergleich erscheint diese Risikoeinteilung weitaus plausibler.

Ein dhnliches Bild zeigt sich bei der Population, die nun unter DRRmin eine fur die Dosis zu
hohe Konzentration hatte, die noch unter DRRayg normal oder gar zu niedrig war. Bis auf

zwei Patienten, hatten in dieser Gruppe nun alle mindesten einen Enzymhemmstoff in der
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Comedikation, 20 der 28 Patienten sogar zwei oder mehr Hemmstoffe. Auch die Einstufung

dieser Patienten als Risikogruppe scheint unter den genannten Umstanden plausibel.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass die Einordnung bzw. VVorhersage der Konzent-
ration in Bezug auf die Dosis fir die direkten oralen Antikoagulanzien unter der Berechnung
der Talkonzentration plausibler und die Zuordnung von Risikopatienten zuverlassiger ist.
Hier wurden sechs Individuen weniger als falsch negativ eingestuft und zwei mehr als falsch

positiv. Wir empfehlen deshalb die Berechnung von DRRmin Sowie ATEChin.

Es sollte jedoch fur Rivaroxaban angemerkt werden, dass diese Berechnung auf der An-
nahme basiert, dass die Verabreichung der Tagesdosis nur einmal taglich erfolgt. Sollte dies
nicht der Fall sein, muss die Formel dementsprechend angepasst werden.

5.5. Patientenproben

5.5.1. Interindividuelle Schwankung

Wie ist die gezeigte interindividuelle Schwankung der Konzentration nun im Hinblick auf
das Marketing der festen Dosis zu sehen? Eine koreanische Studie zu Warfarin zeigte unter
einem Kollektiv von 74 Patienten eine Schwankung der Konzentration um den Faktor 7,7
bis 9,2%2. Ebenso konnte fiir das Antipsychotikum Quetiapin eine Variabilitit der Konzent-
ration, bei gleicher Dosis, um den Faktor 9-10 gezeigt werden*’. Beide sind Arzneistoffe bei
denen die Dosisanpassung individuell nach gemessener Konzentration bzw. INR des jewei-
ligen Patienten erfolgt. Da die von uns gemessenen interindividuellen Konzentrations-
schwankungen der DOAKS in der gleichen GroRenordnung vorzufinden waren, kann von
einer ,,sicheren” Pharmakokinetik keine Rede sein. Der vorgegebene fixed dose Ansatz fur

die Therapie ist damit nicht haltbar.

5.5.2. Anwendungsbeobachtung

Die zu beobachtenden Schwankungen der Konzentration bei einzelnen Patienten kdnnen
vielfaltiger Natur sein. Zum einen muss die methodenbedingte Imprazision der Messung
beriicksichtigt werden. Zum anderen darf davon ausgegangen werden, dass der Abstand zwi-

schen Medikamenteneinnahme und Blutabnahme nicht tber alle drei Messpunkte konstant
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war. Nimmt man eine zusétzliche Toleranz von +2 h fur den Abstand zwischen letzter Ein-
nahme und Blutabnahme an, ergibt sich eine Schwankung von 10-20% flr die zu erwartende

Konzentration.

Bei Patienten, bei denen die Konzentration abfiel und danach wieder stark anstieg, kann
eigentlich nur ein Complianceproblem als Erklarung gesehen werden. Interessant sind hier-
bei auch die beiden Patienten, C1 und C2, die Dabigatran erhielten. Hier stieg die Konzent-
ration im Verlauf der Beobachtung stetig an. Da es keine Neueinstellung war liegt die Ver-
mutung nahe, dass vor Aufnahme in die Anwendungsbeobachtung die Einnahme wohl nur

unregelmaRig stattfand.

Eine enzymatische Ursache fur eine Konzentrationsdnderung kann hochstens bei Patient
B24 vermutet werden. Hier fiel nach Absetzten des CYP-Hemmstoffes Mirtazapin die Kon-
zentration um 43% ab. Warum die Konzentration von Patient A19 so stark anstieg, konnte
anhand der Daten nicht geklart werden. Eventuell wurde einer der CYP-Hemmstoffe in der
Comedikation kurz vor Aufnahme angesetzt. Denkbar wire hier auch eine Ubercompliance

oder falscher Zeitpunkt der Blutabnahme.

5.5.3. Rivaroxaban

Tendenziell fiel auf, dass der GroRteil (57%) der Rivaroxabanproben oberhalb des dosisbe-
zogenen Referenzbereiches (DRRmin) lag. Mit Blick auf die Altersverteilung und die zahl-

reichen Enzyminhibitoren in der Comedikation ist dies nicht unerwartet.

5.5.3.1.Patient A24

Aufféllig war die Probe des Patienten A24. Hier wurde bei einer Dosis von 20 mg eine Kon-
zentration von 288 ng/ml gemessen. Dies entspricht einer Uberschreitung des DRRavg Um
123% (129 vs. 288 ng/ml). Der Patient erhielt zusétzlich Amiodaron. Amiodaron und dessen
Metabolit, N-desmethyl-Amiodaron, werden in der Literatur als potente Hemmstoffe von
CYP3A4%3%4 sowie der PGP-Pumpe®*5 beschrieben. Wir vermuten, dass die starke Erho-
hung der Konzentration durch Amiodaron verursacht wurde. Zusétzlich erhielt der Patient
mit Ranitidin und Simvastatin zwei zusatzliche CYP3A4-Inhibitoren, die diesen Effekt zu-

satzlich verstarkt haben kdnnen.
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5.5.3.2.Patient A31

Ein &hnliches Bild zeigt sich bei A31, bei dem eine Konzentration von 235 ng/ml unter einer
Dosis von 20 mg gemessen wurde. Auch hier wurde die obere Schwelle des DRR um fast
das doppelte tberschritten. Hier war in der Comedikation Dronedaron, der Nachfolger des
Amiodaron. Auch Dronedaron wird als CYP3A4-Hemmstoff und Inhibitor der PGP-Pumpe
beschrieben und konnten als irreversibler Inaktivator des CYP-Metabolismus von Rivarox-
aban identifiziert werden®. Die hohe Konzentration kann zusatzlich durch die CYP3A4-

Hemmung des Mirtazapin verstarkt worden sein, welches der Patient ebenfalls erhielt.

5.5.3.3.Patient A19

Interessant auch die Probe mit der hochsten gemessenen Konzentration von Rivaroxaban
mit 585 ng/ml. Von diesem Patienten, der Teil der Anwendungsbeobachtung war, waren drei
Proben vorhanden. An Tag 1 wurde ein Wert von 120, an Tag 3 ein Wert 190 und schlief3lich
an Tag 5 ein Wert von 585 ng/ml gemessen. Hier zeigte sich ein deutlicher Akkumulations-
effekt. Zwar hatte der Patient mit Mirtazapin, Sitagliptin, Simvastatin und Quetiapin gleich
vier CYP3A4-Inhibitoren in seiner Comedikation, jedoch blieben die angesetzten Arz-
neistoffe (ber den Messzeitraum unverandert. Aufgrund dessen und der deutlichen Akku-
mulation vermuten wir hier eine Einschrankung der Nierenfunktion, welche aber nicht final

abgeklart werden konnte.

5.5.4. Apixaban

Bei Apixaban zeichnete sich ein viel extremeres Bild ab. Hier waren nur 2,4% aller Proben
in den dosisbezogenen Referenzbereich einzuordnen, wahrend 95% selbigen Uberschritten.
Dies veranlasste uns zu Uberprufen, ob der verwendete Clearancewert plausibel war. In der
offiziellen Produktinformation der European Medicines Agency (EMA) ist ein totale
Clearance von 3300 ml/h (keine Standardabweichung angegeben) zu finden®. Daraus be-
rechnet sich eine dosisbezogene Konzentration von 63 ng/ml fur 10 mg sowie 32 ng/ml fur
5 mg. Zusitzlich ldsst sich in Frost et al’s?? Arbeit eine Clearance von 2260+475 mi/h fiir
Patienten die &lter als 65 Jahre sind, finden. Fur diesen Wert I&sst sich ein Referenzbereich
76-116 ng/ml bei einer Dosis von 10 mg und ein Referenzbereich von 38-58 ng/ml bei einer
5 mg Dosis ermitteln. Diese Konzentrationen passen in den von uns vorgeschlagenen Refe-

renzbereich wobei der fiir die Uber 65jahrigen, aufgrund der altersbedingten Abnahme der



99

Clearance, nach oben hin Gberlappt. Somit kdnnen wir davon ausgehen, dass der von uns

vorgeschlagene Referenzbereich valide ist.

Wodurch l8sst sich nun die ungewohnliche Verteilung unserer Proben erklaren? Betrachtet
man die Patientenpopulation fallt auf, dass mehr als zwei Drittel alter als 65 sind und somit
wie oben gezeigt mit einer niedrigeren Clearance zu rechnen ist. Wahrend die Metabolisie-
rung von Apixaban hauptséachlich tber CYP3A4/5 ablauft, konnte gezeigt werden, dass auch
CYP1A2, 2C9, 2C19 und 2C8 an der Verstoffwechselung beteiligt sind?. Dies erhoht na-
tarlich die Wahrscheinlichkeit fur potentielle Arzneimittelinteraktionen. So waren bei 81%
der Proben, die den DRR Uberschritten, mindesten ein CYP-Hemmstoff zu finden, bei 49%
der Proben sogar drei oder mehr. Deshalb fuhren wir die in der Gesamtheit, fiir die Dosis zu
hohe Konzentrationen auf eine Kombination von altersbedingter Abnahme der Clearance

mit Enzymhemmung durch Comedikation zurtick.

5.5.4.1.Patient B2

Von Patient B2 waren zwei Proben vorhanden, die mit Konzentrationen von 312 und 316
ng/ml bei einer Dosis von 5 mg, weit Gber dem zu erwartenden Referenzbereich lagen. Als
Risikofaktoren waren hier das Alter von 83 sowie mit Clozapin, Simvastatin und Torasemid
drei potentielle CYP-Hemmstoffe aufgefallen. Interessanterweise waren von diesem Patien-
ten auch zwei Konzentrationsbestimmungen von Clozapin vorhanden, die mit 247 und 284
ng/ml dem 4,1- bzw. 4,2fachen der zu erwartenden Konzentration bei einer Dosis von 50 mg
Clozapin entsprachen. Hier liegt der Verdacht nahe, dass bereits eine Funktionsstérung der
Niere oder Leber bestand, welche fir den starken Anstieg der Konzentrationen verantwort-

lich war und noch zusatzlich durch die Arzneimittelinteraktion verstarkt wurde.

5.5.4.2. Patient B24

Bei Patient B24 waren zwei Proben vorhanden, welche im Abstand von zwei Tagen abge-
nommen wurden. Wahrend bei der Bestimmung der ersten Probe noch ein Wert von 167
ng/ml gemessen wurde und somit weit Gber der zu erwarteten Konzentration von 53-97
ng/ml lag, ergab sich flr die zweite Probe eine Konzentration von 89 ng/ml, die sich sehr
gut in den DRR einfugt. Betrachtet man die Comedikation, welche mit Amiodaron,
Mirtazapin, Clozapin und Valproinsdure gleich vier CYP-Hemmer enthdlt, erscheint die zu

hohe Konzentration nicht unplausibel. Bei der zweiten Probe war Mirtazapin inzwischen
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abgesetzt und somit einer der vier Hemmstoffe entfernt worden. Ob dadurch die CYP-Hem-
mung soweit abgeschwacht wurde, dass die Konzentration sich halbierte ist nicht vollig aus-
zuschlieRen. Maoglicherweise wurde nach der ersten Probenentnahme eine Einnahme von
Apixaban vergessen und durch die weiter anhaltende Inhibition des CYP-Metabolismus be-
fand sich die Konzentration trotzdem im DRR.

5.5.5. Dabigatran

Bei den Proben die sich unterhalb des DRR befanden vermuteten wir entweder Compli-
anceprobleme oder den Einfluss von PGP-Induktoren. Hier muss darauf hingewiesen wer-
den, dass die fiinf Proben die unterhalb des DRR lagen von nur zwei Patienten stammen. Die
Konzentrationen waren hier gleichbleibend niedrig. Ein Rickschluss auf die Gute der
Clearance kann durch den Einschluss von nur drei Patienten nicht gezogen werden. Da Da-
bigatran hauptsachlich Uber die Nieren ausgeschieden wird und das CYP-System mit keinem
merklichen Anteil an der Metabolisierung beteiligt ist', ergibt sich hier grundsatzlich weni-
ger Potential fur Arzneimittelinteraktionen mit Ausnahme von Arzneistoffen, welche die

Aktivitat des P-gp beeinflussen®.

5.5.5.1.Patient C1

Bei Patient C1 standen 3 Konzentrationsmessungen zur Verfigung. Die Konzentration stieg
von 23 ng/ml am ersten Tag, Uber 31 ng/ml an Tag 2, auf 44 ng/ml an Tag 5 an. Da sich die
Comedikation im Verlauf nicht anderte, vermuten wir hier, dass vor der ersten Probenent-
nahme eine Einnahme vergessen wurde und dann (ber unseren Beobachtungszeitraum wie-
der regelmaRig eingenommen wurde. Einen Induktionseffekt von Levothyroxin auf P-gp®’

konnten wir hier nicht feststellen.

5.5.5.2.Patient C2

Patient C2, der ebenfalls drei auswertbare Proben hatte, zeigte ein &hnliches Bild. Hier stieg
die Konzentration von 15 auf 29 ng/ml im Verlauf von fiinf Tagen an, lag jedoch zu keinem
Zeitpunkt innerhalb des DRR. Dieser Anstieg deute ebenfalls auf ein Complianceproblem
hin. Wahrscheinlich wurden hier vor Einschluss in die Anwendungsbeobachtung ein oder
mehrere Dosen ausgelassen und dann wegen der anstehende Konzentrationskontrolle wieder

regelméaliig eingenommen.
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5.6. Bewertung des Monitorings bei direkten oralen Antikoagulanzien

Klinische Studien, welche gemessene Konzentrationen in Relation zu klinischen Endpunk-
ten setzen, existieren nicht. Folglich gibt es auch keine definierten therapeutischen Referenz-
bereiche. Einzige Ausnahme ist hier Dabigatran mit einer Studie von Reilly et al. welche
Patienten mit \Vorhofflimmern untersuchte*!. Basierend auf dieser Studie war ein therapeu-

tischer Referenzbereich von 40-200 bzw. 40-215 ng/ml in Diskussion.®#

Die von uns berechneten dosisbezogenen Referenzbereiche kénnen grundsatzlich Auskunft
dartiber geben, ob ein Patient aufgrund von Complianceproblemen, ungewéhnlichem Meta-
bolisierungsstatus, Arzneimittelinteraktionen oder Schéadigung der Ausscheidungsorgane
von der zu erwartenden Konzentration fur die eingenommene Dosis abweicht. Schlussfol-
gerungen Uber den therapeutischen Effekt bei Uber- oder Unterschreiten der einzelnen do-
sisbezogenen Referenzbereiche oder Erreichen eines Referenzbereiches, der einer anderen
Indikation entspricht lassen sich nach aktuellem Stand nicht treffen. Zwar l&sst sich vermu-
ten, dass ein Patient, der den Konzentrationsbereich einer anderen Indikation erreicht, ein
schlechteres Nutzen-Risiko-Verhaltnis hat, jedoch fehlen fur qualitative Aussagen dartber
schlichtweg Studien, die Konzentrationen in Relation zu klinischen Endpunkten setzen. Da-
fur ist auch die individuelle Risikoabschéatzung eines einzelnen Patienten viel zu variabel.
Zusétzlich sollte auch angemerkt werden, dass diese Uberlegungen auf den Dosisfindungs-
studien basieren. Patienten, die dort mit einer festen Dosis untersucht wurden, missen nicht
zwingend auch in den von uns kalkulierten Referenzbereichen gelegen haben. Welche Kon-
zentrationen bei Patienten, die entweder Blutungen erlitten oder Thrombosen entwickelten,

steht wieder auf einem ganz anderen Blatt.

Der von uns vorgeschlagene ATEC ist als Sicherheitsbereich gedacht. Er iberspannt die
Konzentrationen aller zugelassenen Dosierungen, welche bei 68% der Normalpopulation zu
erwarten sind. Folglich schlossen wir daraus, dass in diesem Bereich eine therapeutische
Wirkung, hier die Antikoagulation, gesichert ist, jedoch bei Unterschreiten die Gefahr be-
steht, dass der Effekt ausbleibt und beim Uberschreiten die Blutungsgefahr tiberproportional
steigt. Vergleichen wir nun unseren ATEC von Dabigatran, der 37-74 ng/ml betragt, mit
dem vorgeschlagenen Wert der Reilly-Studie von 40-215 ng/ml. Wahrend die untere Grenze
minimal voneinander abweicht, betrégt das obere Limit knapp das dreifache unseres vorge-
schlagenen Wertes. Wie wurde diese obere Grenze nun in der Studie festgelegt? Basis hier-
fir war der Median des Talspiegels der 300 mg Dosis, welcher 88 ng/ml betrug. Anschlie-
Rend wurde simuliert ab welcher Konzentration sich die Wahrscheinlichkeit von schweren
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Blutungen verdoppelte. Dieser Punkt wurde bei 210 ng/ml erreicht, die Blutungsrate war
unter dieser Konzentration von 4% auf 8% angestiegen. Die Ubertragbarkeit dieses Ergeb-
nis, also die Erh6hung bzw. Verdreifachung der oberen Schwelle des ATEC, auf Rivarox-
aban und Apixaban ist allein schon wegen des unterschiedlichen Wirkmechanismus, sowie
der Potenz der einzelnen Substanzen fragwirdig. Wir empfehlen fiir Apixaban und Rivaro-
xaban unseren ATEC als Sicherheitsbereich, bei Uber- oder Unterschreitung sollte die Dosis
entsprechend angepasst werden. Bei Dabigatran wirden wir anhand der Datenlage den Wert

von 40-215 ng/ml empfehlen.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass mit erheblichen interindividuellen Schwankun-
gen der Konzentration bei ein und derselben Dosis zu rechnen ist. Folglich ist auch mit einem
unterschiedlich starken pharmakologischen Effekt beim Patienten zu rechnen. Da die Her-
steller zwar bei eingeschrénkter Nierenfunktion eine Dosisreduktion und damit auch eine
Konzentrationsreduktion empfehlen, ist dieser Grundsatz wohl bekannt. Dass jedoch andere
Faktoren, die ebenfalls zu hohen oder zu niedrigen Konzentration fuhren vollig ausgeklam-
mert werden und keine Konzentrationskontrolle empfohlen ist, scheint gerade bei Arznei-
mitteln, die in die Blutgerinnung eingreifen, wo jedes Ausbleiben oder UberschieRen der

gewiinschten Wirkung potentiell letal sein kann, vollig paradox.

Es muss hier auch festgehalten werden, dass die direkten oralen Antikoagulanzien, wie ja
auch in den Studien durch Nicht-Unterlegenheit gezeigt werden konnte, per se nicht schlecht
sind. Die zielgerichtete Entwicklung solcher Wirkstoffe ist wichtig und notwendig. Leider
muss man bei Betrachtung des Gesamtbildes den Herstellern den VVorwurf machen, dass im
Zuge der Entwicklung Aspekte der Arzneimittelsicherheit zugunsten einer stirkeren Marke-

tingstrategie geopfert wurden.

Auch gestalten sich Dosisanpassungen in der Praxis problematisch. So sind Dosisanpassun-
gen, die von der zugelassenen Dosierung fir die jeweilige Indikation abweichen, strikt ge-
nommen off-Label. AufRerdem ist die auf dem Markt erhéltliche Auswahl an Wirkstérken
beschrankt, so dass bei nétiger Unterschreitung der niedrigsten auf dem Markt gewahlten
Dosierung nur die Teilung der Tablette tbrig bliebe, welche tUber keine dafir vorgesehenen
Bruchrillen verfligt. Bei Dabigatran, welches nur in Kapselform auf dem européischen Markt

verfligbar ist, stellt sich dadurch eine zuséatzliche Problematik.

AbschlieRend l&sst sich sagen, dass zumindest eine grobe Risikoabschatzung mit Hilfe des
ATEC maoglich ist. Eine Konzentrationskontrolle kann fiir Risikopatienten durchaus sinnvoll
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sein. Eine individualisierte Therapie Gber das Monitoring der Konzentration, unter Risiko-
abschatzung der jeweiligen Erkrankung des Patienten, ist aktuell nicht méglich. Hier muss
gefordert werden, dass die Hersteller weitere Studien auf Basis von Wirkstoffkonzentratio-

nen durchfuhren, die eine weitere Optimierung der Therapie ermdglichen kénnen.
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Zusammenfassung

Es wurde eine schnelle, robuste UHPLC-Methode zur Quantifizierung von Apix-
aban, Rivaroxaban, Dabigatran, sowie dessen Prodrug Dabigatranetexilat entwickelt
und validiert. Es konnte die Linearitat flr alle Substanzen in einem Bereich von 20
— 300 ng/ml gezeigt werden. Die Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze lagen fiir
Apixaban bei 4,49 und 16,47 ng/ml, fiir Rivaroxaban bei 4,18 und 15,39 ng/ml, fur
Dabigatran bei 4,12 und 15,19 ng/ml sowie fur Dabigatranetexilat bei 5,36 und
19,43ng/ml. Dabigatran und Rivaroxaban waren tber einen Zeitraum von einem Mo-
nat unter Raumtemperatur und 8°C stabil. Apixaban zeigte keine nennenswerten Sta-
bilitdtsprobleme nach 72h bei Lagerung unter Raumtemperatur und nach sieben Tage
unter 8°C. Fir Dabigatranetexilat konnte unter keiner Lagerbedingung ausreichende
Stabilitat nachgewiesen werden.

Mit der Methode konnten erfolgreich 98 Patientenproben gemessen werden. Bei den
gemessenen Proben konnten keine Interferenzen mit anderen Arzneistoffen beobach-

tet werden.

Mit der gleichen Methode l&sst sich auch Edoxaban bestimmen. Zusétzlich kdnnen
auch Phenprocoumon und Warfarin detektiert werden. Fiir diese Substanzen wurde
die Methode jedoch nicht validiert. Bei den Vitamin-K-Antagonisten ist der Nutzen
der Wirkstoffkonzentrationsbestimmung fragwirdig. Aus der Literatur ergibt sich
eine sehr schlechte Korrelation zwischen Konzentration im Blut und INR®®, was si-
cherlich auch dem indirekten Wirkmechanismus der Substanzen geschuldet ist. Je-
doch sollte festgehalten werden, dass die Angabe des Messwertes inklusive Befund
der Angabe des reinen Messwertes, sei es nun INR oder Konzentration, mehr Infor-

mationen fur den Kliniker liefert.

Es wurde im Rahmen der Arbeit ein dosisbezogener Referenzbereich fir die mittlere
Tageskonzentration sowie fiir die Talkonzentration berechnet. Nach unseren Ergeb-
nissen war die Einordnung in den dosisbezogenen Referenzbereich basierend auf der
Talkonzentration zielflihrender, um Risikopatienten zu erkennen. Hierbei wurden

sechs Patienten, die zuvor falsch negativ eingestuft waren, nun korrekt eingeordnet.
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Zwar wurden hier auch zwei Patienten mehr als falsch positiv erkannt, jedoch war in
der Gesamtheit der Wechsel von Proben innerhalb der 9-Felder-Tafel unter DRRmin
plausibler.

Zusatzlich wurde von uns ein angenommener therapeutisch wirksamer Konzentrati-
onsbereich definiert. Dieser Konzentrationsbereich wird aus der niedrigsten und
hdchsten Schwelle des dosisbezogenen Referenzbereiches, fir alle zugelassenen Do-
sierungen gebildet. In diesem Konzentrationsbereich kann davon ausgegangen wer-
den, dass eine therapeutisch wirksame Gerinnungshemmung vorhanden ist, ohne,
dass das Risiko unerwiinschter Blutungen ansteigt. Grundlage hierfir ist die zu er-

wartende Konzentration fiir die in den Zulassungsstudien ermittelten Dosierungen.

In der Gesamtheit fand sich der GroRteil der Konzentrationen oberhalb dessen, was
wir fiir die jeweilige Dosis erwartet hatten. Grund hierfur war unserer Einschatzung
nach das hoher Alter unserer Population, sowie zahlreiche Arzneimittelinteraktionen
durch Polymedikation. Dies ist vor allem kritisch fir die Psychiatrie, wo durch die
zusatzlich verordneten Psychopharmaka das Risiko fur potentielle Arzneimittelinter-
aktionen erhoht ist. Hier missen sich die Arzte auf Dosisanpassungen einstellen, vor
allem bei Apixaban und Rivaroxaban, welche hauptsachlich tber die CYP-Enzyme
verstoffwechselt werden. In Relation zum ATEC waren bei Apixaban die Mehrheit
der Proben (52%) zu hoch, bei Dabigatran war der Grof3teil (71%) zu niedrig und bei

Rivaroxaban lagen die meisten Proben (47%) innerhalb des ATEC.

Die groRte interindividuelle Schwankung der Serumkonzentrationen, bei ein und der-
selben Dosis, betrug bei Apixaban den Faktor 9,7, bei Rivaroxaban den Faktor 9 und
bei Dabigatran 2,7. Das Ausmal} der Schwankung ist ahnlich hoch wie es schon bei
anderen Arzneistoffen gezeigt werden konnte*"®8, Der Ansatz eines fixen Dosisre-
gimes, ohne Bericksichtigung des Individuums, ist somit aus pharmakokinetischer
Sicht nicht haltbar.

Zwar ist aktuell eine grobe Risikoeinschatzung anhand der gemessenen Konzentra-

tion und deren Einordnung in den ATEC moglich, mit der ein mégliches Ausbleiben
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der gerinnungshemmenden Wirkung bzw. ein stark erhéhtes Blutungsrisiko vermie-
den werden kann. Aber eine Einstellung auf definierte Konzentrationsbereiche an-
hand von Grunderkrankung und individuellem Risiko des einzelnen Patienten, ist mit
der aktuellen Datenlage nicht moglich. Hierfiir werden mehr klinische Studien bend-
tigt, welche das Auftreten von klinischen Endpunkten (Blutungen oder Thrombosen)
in Korrelation zu gemessenen Wirkstoffkonzentrationen setzen. Da diese aktuell
noch nicht existieren, bietet die Messung der Wirkstoffkonzentration einen ersten
Anhaltspunkt zur Verbesserung der Arzneimitteltherapiesicherheit der direkten ora-
len Antikoagulanzien.
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Anlagen

Anforderungsbogen

Stand: 0T 0B.Z0ME

Konzentrationsbestimmung von Pharmaka
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u bestimmende(s) Medikamentie):

Klinikanschrift: g ﬁ::f:: a Mwﬂw
[ AmitriptylinsMetab. [ Imipramin-+Aetab.
O Amitriptylin-Coid O Lamotrigin
Station: Fax: Tel: O Apixaban [ Levomepromazin

[ Aripiprazol [ Maprotilin

O Bromazepam O Mirtazapin

O Chiordiazepooid [ Nitrazepam

O Citalogrann O Mordiazepam

O Clobazam [ Mortriptydin

O Clomipramin+hetab. O Clarzapin

O Clonazepam O Oeazepam

O Clozapin O Oxcarbazepint+Metab.

[ Dagibatran O Faliperidon

[ Desipramin O Paroxetin

[ Diazepam [ Perazin

[ Donepexzil [0 Pipamperon

[ Doxepin+iatab. [ Quetiapin

O Duloxetin [ Risperidon+hietab
Grofe: Gewicht [ Escitalopram [ Rivaroxaban

[ Flunitrazepam [ Sertralin
Blutabnahme: Datum Uhrzeit [ Fluoxetin [] Trimipramin
ICD-10 Diagnesen: [ Flurazepam [ Venlafaxin+Metab

O Flurwoxamin O aprasidon

]

Hinweis: Biufenmnshmes

vor der nichsen Tablsfenainnahme, bei Depolpraparaten vor der nachsien Injskdion

Vollblut in S-Monovette 7.5m Z (Sarsfedt 04,1604 - ausmichend fiir 3 Bestimmungen! Bifte nur in verschreubbaren Rdhrchen verschicken!
Gnund der Anforderung (bitte Fragestellung an das Labor so0 konknet wie mdglich formulieren)

E Erstinstellung [0 Compiiance — Kontrolle [ neue Beschwerden [V_a. UAW, siche unten)
O Umstellen der Medikation 0O frzneimiti=linteraktion [ Metabolisien status des Patienten
[ Verdaufskontrolle [ Konzentration im thempeutischen Bereich? [ Werhalmis von %'memmnr Zu engesetzier Dosis?
Gesamtmedikation am Vortag der Abnahme oder Kopie des Krankenblattes
Handelsname mﬁfgﬁﬁfﬁ's Imgl | St e e osanderung?
ol oder [J 18nger als sins Woohs
Abgscaixt cal:
s odesr ] 18nger alc sins VW ook
Abpscatrt past:
ol oder [J lEnger alc sine Wooks
Abgeceirt el
ol oder [J 18nger als sins Woohs
Abgecetzt st
sl oder [] lEngesr alc sing W ook
Abgecetzt calt:
[£1.3 odsr [] 18nger alc sing W ook
Abgecatrt cast:

:
g
:
i
|

- Patient(in ist (berhaupt nicht krank
- Patient/in ist grenewertig krank

- Patient/in ist l=icht krank

: Patient'in ist m3lkig krank

: Patient'in ist deutlich krank

- Patient/in ist schwer krank

- Patient(in ist exdremn schwer krank

Genussmittel

Fatient ist Raucher:

Patient konsumiert Coffein?
Patient konsumiert Allkohol ?

DI:IIEEIEIDD

Sind newe Beschwerden [UAW?) aufgetreten:

Wenn ja, welche?

Therapie

O
O

0oooo
2

Bedarf fiir eine .ﬁnden.rlg der medikamentisen Therapie

&: und wurde unter der angegebenen Medikation deutlich schilechter
5: und wurde unter der angegebenen Medikation schlechter

LRk

O ja. was und wisviel?
[ ja. was und wieviel?
[ ja. was und wisviel?

Oja

und wurde unter der angegebenen Medikation etwas schlechier
urnd wurde unter der angegebenen Medikation moch nicht besser
und wurde unter der angegebenen Medikation etwas besser

: und wurde unter der angegebenen Medikation besser

und wurde unter der angegebenen Medikation deutlich besser

O nein
[ nein
[ nein
O nein

Ansohdft:

Universlist Regencburg, Fharmakologle Prof. Haen, Univercitiicstr. 31, #2063 Aegencburg, Tel.: +48 (1) B41 8434788, www.amuep-agaie.de



7.2.

Befund Patient A24

Laborbefund — Rivaroxaban
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Probe Nr.: 57982

Name: Patient A24

Abnahme Eingang Bestimmung | Befundung Ausgang
Mo, Di, So, Mo, Mo,
21.11.2016 22.11.2016 27.11.2016 28.11.2016 23.01.2016

Gesamtwert: 288 ng/ml

Zu niedrig

Dosisbezogener Referenzbereich: 97 — 129 ng/ml

Therapeutischer Referenzbereich: 39 — 193 ng/ml

passend

Zu niedrig
passend
zu hoch X
Verdacht auf Arzneimittelinteraktionen
Stoffwechselwege der Medikation des Patienten
) . CYP[CYP|[CYP[CYP[CYP | CYP | CYP | CYP cYP
Wirkstoff | Niere | 15 | Ja6 | 286 | 2c8 | 2c9 | 2c10 | 206 | 261 | 3aarsie | YCT | P9P | NAT
Rivaroxaban X X
Amiodaron XH | XH | XH | XH | XH | XH | XH X H X H
Furosemid X
Hydrochloro- X
thiazid
Kalium
Koffein X H X X X X X X
Macrogol
Metoprolol X X X
Ranitidn X H X X H H X
Simeticon
Simvastatin XH | XH H XH XH XH
Tamsulosin X X

X: Substrat, H: Hemmung, I: Induktion
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Klinisch — Pharmakologischer Befund

Bei einer Tagesdosis von 20 mg Rivaroxaban wirden wir eine Wirkstoffkonzentration zwischen
97 und 129 ng/ml erwarten. Der als "Therapeutischer Referenzbereich" angegebene Konzent-
rationsbereich gibt die Konzentrationen wieder, die im Mittel fiir die in Monotherapie zugelasse-
nen Dosierungen zu erwarten waren. Ein echter therapeutischer Referenzbereich, der auf einer
Korrelation der Wirkstoffkonzentration mit dem klinischen Effekt beruht, wurde bislang nicht mit
einer klinischen Studie etabliert. Rivaroxaban hat mit Amiodaron, Koffein, Metoprolol, Ranitidin,
Simvastatin und Tamsulosin gemeinsame Stoffwechselwege (Pgp, CYP3A4/5), die durch Ami-
odaron, Ranitidin und Simvastatin gehemmt werden. Koffein, Metoprolol und Tamsulosin sind
lediglich als Substrat der Stoffwechselwege verzeichnet.

Die Konzentration Uberschreitet den Bereich der fir die zugelassenen Dosierungen zu erwarten
sind. Wir rechnen hier mit einem erhdhten Risiko flr unerwiinschte Blutungen. Bitte ziehen sie,
auch unter Rucksichtnahme des klinischen Bildes, eine Dosisreduktion in Betracht.

Befundung durch Sebastian Bohr. Nahere Infos: Tel. 0941/943-4766 oder Fax. 0941-943-5832. Die
Informationen und Empfehlungen dieses Befundes setzen Vollstandigkeit und Richtigkeit der vom
Einsender gemachten Angaben voraus. Die dem Befund zu Grunde liegenden pharmakologischen
Datenbanken wurden nach bestem Wissen aus der Fachliteratur zusammengestellt, sie werden re-
gelmaRig Uberprift, aktualisiert und elektronisch verarbeitet. Dennoch kénnen Irrtimer nicht voll-
stéandig ausgeschlossen werden. Besonders vor therapierelevanten Entscheidungen sollte der Be-
nutzer selbst noch einmal Gberdenken, ob die Informationen dem aktuellen Erkenntnisstand entspre-
chen und die Empfehlungen zum klinischen Bild des Patienten passen.



7.3. Befund Patient A31

Laborbefund — Rivaroxaban
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Probe Nr,: 58755

Name: Patient A31

Abnahme Eingang Bestimmung | Befundung Ausgang
Fr, Mo, Di, Mi, Mi,
27.01.2017 30.01.2017 31.01.2017 01.02.2017 01.02.2017

Gesamtwert: 235 ng/ml

Zu niedrig

Dosisbezogener Referenzbereich: 97 — 129 ng/ml

Therapeutischer Referenzbereich: 39 — 193 ng/ml

passend

Zu niedrig
passend
zu hoch X
Verdacht auf Arzneimittelinteraktionen
Verdacht auf Niereninsuffizienz
Stoffwechselwege der Medikation des Patienten
! . CYP[CYP|[CYP|CYP | CYP | CYP | CYP | CYP CcYP
Wirkstoff | Niere | 15 | Ja6 | 286 | 2c8 | 2c9 | 2c19 | 206 | 261 | 3aasie | YCT | P9P | NAT
Rivaroxaban X X
Dronedaron H XH H
Fluticason X1 X
Mirtazapin XH X X X XH
Clacium
Koffein XH X X X X X X
Oxazepam X
Pantoprazol X1 X X1 XH
Paracetamol X X X X X X X X
Pipamperon
Salmeterol X
Sertralin X XH X XH XH X H

X: Substrat, H: Hemmung, I: Induktion

Klinisch — Pharmakologischer Befund
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Bei einer Tagesdosis von 20 mg Rivaroxaban wirden wir eine Wirkstoffkonzentration zwischen
97 und 129 ng/ml erwarten. Der als "Therapeutischer Referenzbereich" angegebene Konzent-
rationsbereich gibt die Konzentrationen wieder, die im Mittel fiir die in Monotherapie zugelasse-
nen Dosierungen zu erwarten waren. Ein echter therapeutischer Referenzbereich, der auf einer
Korrelation der Wirkstoffkonzentration mit dem klinischen Effekt beruht, wurde bislang nicht mit
einer klinischen Studie etabliert. Rivaroxaban hat mit Dronedaron, Fluticason, Koffein,
Mirtazapin, Pantoprazol, Paracetamol, Salmeterol und Sertralin gemeinsame Stoffwechselwege
(Pgp, CYP3A4/5), die durch Dronedaron, Mirtazapin und Pantoprazol gehemmt werden, ande-
rerseits jedoch durch Fluticason und Pantoprazol induziert werden. Koffein, Paracetamol, Sal-
meterol und Sertralin sind lediglich als Substrat der Stoffwechselwege verzeichnet. Der resul-
tierende Summeneffekt kann im Einzelfall natirlich sehr stark variieren. Wir fihren die in Bezug
zur applizierten Dosis zu hohe Wirkstoffkonzentration im vorliegenden Fall auf ein Uberwiegen
der Enzymhemmung zuriick. Ist die Nierenfunktion des Patienten normal? Sind bisher Blutun-
gen oder Thrombosen/Embolien aufgetreten?

Wir rechnen bei Uberschreiten des therapeutischen Bereiches mit einem erhéhten Blutungsri-
siko. Bitte ziehen Sie, auch unter Berlicksichtigung des klinischen Bildes, eine Dosisreduktion
in Betracht.

Befundung durch Sebastian Bohr. Nahere Infos: Tel. 0941/943-4766 oder Fax. 0941-943-5832. Die
Informationen und Empfehlungen dieses Befundes setzen Vollstandigkeit und Richtigkeit der vom
Einsender gemachten Angaben voraus. Die dem Befund zu Grunde liegenden pharmakologischen
Datenbanken wurden nach bestem Wissen aus der Fachliteratur zusammengestellt, sie werden re-
gelmafig Uberprift, aktualisiert und elektronisch verarbeitet. Dennoch kénnen Irrtimer nicht voll-
standig ausgeschlossen werden. Besonders vor therapierelevanten Entscheidungen sollte der Be-
nutzer selbst noch einmal Uberdenken, ob die Informationen dem aktuellen Erkenntnisstand entspre-
chen und die Empfehlungen zum klinischen Bild des Patienten passen.



7.4. Befund Patient B24

Laborbefund — Apixaban
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Probe Nr: 58666

Name: Patient B24

Abnahme Eingang Bestimmung | Befundung Ausgang
Mo, Di, Sa, Mo, Mo,
16.01.2017 17.01.2017 21.01.2017 23.01.2017 23.01.2017

Gesamtwert: 167 ng/ml

Dosisbezogener Referenzbereich: 53 — 97 ng/ml

Therapeutischer Referenzbereich: 26 — 194 ng/ml

Zu niedrig

passend

Zu niedrig

passend

zu hoch

Verdacht auf Arzneimittelinteraktionen

Stoffwechselwege der Medikation des Patienten

wirkstot_ | were | 500 | 500 | See | SeE | S | 7 | See [ o7 [ g | ver [ pop | war
Apixaban X X X X XH X X X
Amiodaron XH | XH | XH | XH | XH | XH | XH XH XH
Clozapin X X XH | XH X XH XH
Levothyroxin Xl
Mirtazapin XH X X X XH
Prothipendyl
Tamsulosin X X
Valproinsdure XH X XH | XH | XH | XH X XH XH

X: Substrat, H: Hemmung, I: Induktion

Klinisch — Pharmakologischer Befund

Bei einer Tagesdosis von 10 mg Apixaban wirden wir eine Wirkstoffkonzentration zwischen 53
und 97 ng/ml erwarten. Der als "Therapeutischer Referenzbereich" angegebene Konzentrati-
onsbereich gibt die Konzentrationen wieder, die im Mittel flr die in Monotherapie zugelassenen
Dosierungen zu erwarten waren. Ein echter therapeutischer Referenzbereich, der auf einer Kor-
relation der Wirkstoffkonzentration mit dem klinischen Effekt beruht, wurde bislang nicht mit ei-
ner klinischen Studie etabliert. Apixaban hat mit Amiodaron, Clozapin, Levothyroxin, Mirtazapin,
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Tamsulosin und Valproinsdure gemeinsame Stoffwechselwege (UGT, Pgp, CYP1A2, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4/5), die durch Amiodaron, Clozapin, Mirtazapin und Valproinsaure
gehemmt werden, andererseits jedoch durch Levothyroxin induziert werden. Tamsulosin ist le-
diglich als Substrat der Stoffwechselwege verzeichnet. Der resultierende Summeneffekt kann
im Einzelfall natlrlich sehr stark variieren. Wir fihren die in Bezug zur applizierten Dosis zu
hohe Wirkstoffkonzentration im vorliegenden Fall auf ein Uberwiegen der Enzymhemmung zu-
rick. Wurde Mirtazapin zwischen den beiden Konzentrationsmessungen abgesetzt? Mdglicher-
weise ist die Enzymhemmung durch Mirtazapin der Grund fir die zu hohe Konzentration in Re-
lation zur Dosis bei dieser Probe.

Aktuell wiirden wir unter dieser Konzentration noch kein erhéhtes Blutungsrisiko sehen.

Befundung durch Sebastian Bohr. Nahere Infos: Tel. 0941/943-4766 oder Fax. 0941-943-5832. Die
Informationen und Empfehlungen dieses Befundes setzen Vollstandigkeit und Richtigkeit der vom
Einsender gemachten Angaben voraus. Die dem Befund zu Grunde liegenden pharmakologischen
Datenbanken wurden nach bestem Wissen aus der Fachliteratur zusammengestellt, sie werden re-
gelmanig Uberprift, aktualisiert und elektronisch verarbeitet. Dennoch kénnen Irrtimer nicht voll-
standig ausgeschlossen werden. Besonders vor therapierelevanten Entscheidungen sollte der Be-
nutzer selbst noch einmal Uberdenken, ob die Informationen dem aktuellen Erkenntnisstand entspre-
chen und die Empfehlungen zum klinischen Bild des Patienten passen.



7.5.

Befund Patient C1

Laborbefund — Dabigatran
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Probe Nr.: 57053

Name: Patient C1

Abnahme Eingang Bestimmung | Befundung Ausgang
Mo, Do, Sa, Mo, Mo,
12.09.2016 15.09.2016 17.09.2016 19.09.2016 19.09.2016

Gesamtwert: 44 ng/ml

Zu niedrig

Dosisbezogener Referenzbereich: 42 — 64 ng/ml

Therapeutischer Referenzbereich: 42 — 87 ng/ml

passend

Zu niedrig
passend X
zu hoch
Stoffwechselwege der Medikation des Patienten
) . CYP[CYP|[CYP|CYP | CYP | CYP | CYP | CYP CcYP
Wirkstoff | Niere | 15 | Ja6 | 286 | 2c8 | 2c9 | 2c19 | 206 | 261 | 3aasie | UCT | P9P | NAT
Dabigatran X X
Amlodipin XH | XH | XH X H X H
Bisoprolol X X X
Levothyroxin X1
Nortryptilin X X XH | XH X
Moxonidin
Pantoprazol X1 X X1 XH
Quetiapin X XH
Tilidin X X
Ramipril X X
Venlafaxin XH X X X XH XH X
Torasemid X X X XH

X: Substrat, H: Hemmung, I: Induktion

Klinisch — Pharmakologischer Befund

Bei einer Tagesdosis von 220 mg Dabigatran wirden wir eine Wirkstoffkonzentration zwischen
42 und 64 ng/ml erwarten. Der als "Therapeutischer Referenzbereich" angegebene Konzentra-
tionsbereich gibt die Konzentrationen wieder, die im Mittel flr die in Monotherapie zugelassenen
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Dosierungen zu erwarten waren. Ein echter therapeutischer Referenzbereich, der auf einer Kor-
relation der Wirkstoffkonzentration mit dem klinischen Effekt beruht, wurde bislang nicht mit ei-
ner klinischen Studie etabliert. Dabigatran hat mit Ramipril gemeinsame Stoffwechselwege
(Niere), die durch Torasemid gehemmt werden. Ramipril ist lediglich als Substrat der Stoffwech-
selwege verzeichnet.

Wir gehen davon aus, dass unter dieser Konzentration eine therapeutisch wirksame Antikoagu-
lation gesichert ist.

Befundung durch Sebastian Bohr. Nahere Infos: Tel. 0941/943-4766 oder Fax. 0941-943-5832. Die
Informationen und Empfehlungen dieses Befundes setzen Vollstandigkeit und Richtigkeit der vom
Einsender gemachten Angaben voraus. Die dem Befund zu Grunde liegenden pharmakologischen
Datenbanken wurden nach bestem Wissen aus der Fachliteratur zusammengestellt, sie werden re-
gelméaRig Uberprift, aktualisiert und elektronisch verarbeitet. Dennoch kénnen Irrtimer nicht voll-
stéandig ausgeschlossen werden. Besonders vor therapierelevanten Entscheidungen sollte der Be-
nutzer selbst noch einmal Gberdenken, ob die Informationen dem aktuellen Erkenntnisstand entspre-
chen und die Empfehlungen zum klinischen Bild des Patienten passen.



7.6. Befund Patient C2

Laborbefund — Dabigatran
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Probe Nr.: 59034

Name: Patient C2

Abnahme Eingang Bestimmung | Befundung Ausgang
Sa, Mi, Fr, Sa, Sa,
11.02.2017 15.02.2017 17.02.2017 18.02.2017 18.02.2017

Gesamtwert: 29 ng/ml

Zu niedrig

Dosisbezogener Referenzbereich: 42 — 64 ng/ml

Therapeutischer Referenzbereich: 42 — 87 ng/ml

passend

Zu niedrig

X

passend

zu hoch

Verdacht auf Complianceprobleme

Stoffwechselwege der Medikation des Patienten

Wirkstoff | Niere | 35 | Sa6 | om6 | ace | 200 | 2010 | b6 | 2e1 | aaass | YST | POP | NAT
Dabigatran X X
Colecalciferol XH | XH | XH | XH

Bisoprolol X X X
Calcium

Gabapentin X

Digitoxin X

Glimepirid X X

Metformin X

Ramipril X X

X: Substrat, H: Hemmung, I: Induktion

Klinisch — Pharmakologischer Befund

Bei einer Tagesdosis von 220 mg Dabigatran wirden wir eine Wirkstoffkonzentration zwischen
42 und 64 ng/ml erwarten. Der als "Therapeutischer Referenzbereich" angegebene Konzentra-
tionsbereich gibt die Konzentrationen wieder, die im Mittel fir die in Monotherapie zugelassenen
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Dosierungen zu erwarten waren. Ein echter therapeutischer Referenzbereich, der auf einer Kor-
relation der Wirkstoffkonzentration mit dem klinischen Effekt beruht, wurde bislang nicht mit ei-
ner klinischen Studie etabliert. Dabigatran hat mit Gabapentin, Metformin und Ramipril gemein-
same Stoffwechselwege (Niere). Gabapentin, Metformin und Ramipril sind lediglich als Substrat
der Stoffwechselwege verzeichnet. Ist die Compliance der Patientin gesichert?

Sollte wirklich ein Complianceproblem vorliegen, sind Empfehlungen zur Anpassung der Dosis
sehr problematisch, da z.B. eine Dosiserhéhung, die labormedizinisch prinzipiell noch méglich
ware, nur das Risiko der Medikation erhéht nicht deren Erfolgsaussichten.

Wir gehen davon aus, dass unter dieser Konzentration mit keiner therapeutisch wirksamen An-
tikoagulation zu rechnen ist.

Befundung durch Sebastian Bohr. Nahere Infos: Tel. 0941/943-4766 oder Fax. 0941-943-5832. Die
Informationen und Empfehlungen dieses Befundes setzen Vollsténdigkeit und Richtigkeit der vom
Einsender gemachten Angaben voraus. Die dem Befund zu Grunde liegenden pharmakologischen
Datenbanken wurden nach bestem Wissen aus der Fachliteratur zusammengestellt, sie werden re-
gelmaRig Uberprift, aktualisiert und elektronisch verarbeitet. Dennoch kdnnen Irrtiimer nicht voll-
standig ausgeschlossen werden. Besonders vor therapierelevanten Entscheidungen sollte der Be-
nutzer selbst noch einmal Uberdenken, ob die Informationen dem aktuellen Erkenntnisstand entspre-
chen und die Empfehlungen zum klinischen Bild des Patienten passen.
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7.7. Formular der Einwilligungserklarung

Anwendungsbeobachtung der Wirkstoffkonzentrationen von di-
rekten oralen Antikoagulanzien (Apixaban, Dabigatran und Ri-
varoxaban) im Blut

Einwilligungserklarung

Name, Vorname des Patienten (Bitte gut leserlich)

Geburtsdatum Teilnehmer Nr.:

Ich bin personlich durch

Name der behandelnden Arztin/des behandelnden Arztes

uber Ablauf, Sinn und etwaige Risiken der Anwendungsbeobachtung in vollem Umfang auf-
geklart worden. Ich habe die Patientenaufklarung sorgféltig gelesen und zur Kenntnis ge-

nommen.
Des Weiteren erklare ich mich bereit an den vorgesehenen Blutabnahmen teilzunehmen.

Mir wurde die Gelegenheit eingerdumt mich mit dem behandelnden Arzt/der behandelnden
Arztin ausfihrlich Gber den Ablauf und Durchfiihrung zu besprechen. Meine Fragen beziig-

lich der Anwendungsbeobachtung wurden zu meiner Zufriedenheit beantwortet.
Ich hatte ausreichen Zeit, meine Teilnahme an der Anwendungsbeobachtung zu bedenken.

Ich habe zur Kenntnis genommen, dass ich zu jeder Zeit, ohne Angabe einer Begriindung,
von der Teilnahme an der Anwendungsbeobachtung zuriicktreten darf. Mir entstehen durch
Ruicktritt von der Teilnahme in keinster Weise Nachteile flir meine weitere medizinische

Behandlung.
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Hiermit erklare ich mich dazu bereit an der oben genannten An-
wendungsbeobachtung freiwillig teilzunehmen.

Eine Kopie der Patientenaufklarung sowie der Einwilligungserklarung habe ich erhalten. Ein

weiteres Exemplar verbleibt bei der Studienstelle.

Name des Patienten

Datum, Unterschrift des Patienten

ggf. Name des gesetzlichen Vormundes

Datum, Unterschrift des Vormundes

Ich versichere hiermit, dass ich das Aufklarungsgesprach mit oben genannten Patienten bzw.
dessen Vormund gefiihrt habe und dessen Einwilligung zur Teilnahme an der Anwendungs-

beobachtung eingeholt habe.

Name der Arztin/des Arztes

Datum, Unterschrift der Arztin/des Arztes
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7.8. Patientenaufklarung
Sehr geehrte/r Patient/in,

die nachfolgend beschriebene Anwendungsbeobachtung wurde, wie vom Gesetzgeber ge-
fordert, von der zustdndigen Ethikkommission abgesegnet. Die Anwendungsbeobachtung
wird am Klinikum Nord in Nirnberg durchgefiihrt. Finanzierung und Organisation erfolgen
durch das BKH Regensburg und das Klinikum Nord in Nirnberg.

Die Teilnahme an der Anwendungsbeobachtung ist freiwillig und ist nur mit ihrem schrift-
lichen Einverstandnis moglich. Sie kdnnen zu jedem Zeitpunkt von der Teilnahme zurtick-
treten. Bei Nichtteilnahme oder Riicktritt von der Anwendungsbeobachtung entstehen Ihnen

keine Nachteile.

Die nachfolgenden Erlauterungen sollen Ihnen Ablauf, Zweck und Ziel der Anwendungsbe-
obachtung ndherbringen. Zusétzlich wird ein behandelnder Arzt mit ihnen ein Aufklarungs-
gesprach durchfiihren. Bitte zogern Sie nicht Fragen zu stellen falls ihnen etwas unklar ist.
Im Anschluss werden sie genugend Bedenkzeit haben um Uber Ihre Teilnahme an der An-
wendungsbeobachtung zu entscheiden.

1. Warum wird diese Anwendungsbeobachtung durchgefihrt?

Sie werden mit dem Medikament Apixaban, Dabigatran oder Rivaroxaban behandelt, wel-
che zur Gruppe der Gerinnungshemmer zéhlen. Im Gegensatz zu anderen Préparaten ist hier
vom Hersteller keine Kontrolle der Blutspiegel bzw. eine individuelle Anpassung der Dosis
vorgesehen. Jedoch steht die Konzentration des Medikamentes im Blut in enger Korrelation
mit Wirkung und Nebenwirkung des Arzneimittels. Ein zu hoher Wirkspiegel kann zu uner-
wiinschten Nebenwirkungen fuhren, wéhrend bei einem zu niedrigen Spiegel der fir die
Therapie gewinschte Effekt ausbleibt. Der optimal angestrebte Konzentrationsbereich, bei
dem eine maximale Wirkung bei Ausbleiben von unerwiinschten Wirkungen vorliegt, wird

als therapeutischer Referenzbereich bezeichnet.

Wir erhoffen uns von dieser Anwendungsbeobachtung bessere Erkenntnisse bezlglich des
Zusammenhangs zwischen Dosis und Konzentration im Blut zu erhalten umso die Therapie

mit den Medikamenten in Zukunft individuell fir die Patienten verbessern zu konnen.

Bitte beachten Sie, dass Apixaban, Dabigatran und Rivaroxaban bereits von den zustédndigen
Behorden in Deutschland zugelassen worden sind. Es handelt sich hierbei nicht um eine

Studie zum Nachweis der Wirksamkeit oder Vertraglichkeit des Medikamentes. Es soll hier
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lediglich beobachtet werden wie sich die bei Ihnen gemessene Konzentration in Relation zur

Dosis und Wirkung steht.

2. Wie sieht der Zeitplan der Anwendungsbeobachtung aus und was muss bei Teil-

nahme beachtet werden?

Bei Aufnahme in die Anwendungsbeobachtung wird ihre Krankheitsgeschichte erhoben und
sie werden einer arztlichen Untersuchung unterzogen. Ihre Teilnahme an der Anwendungs-

beobachtung ist von den Ergebnissen dieser Untersuchungen abhéngig.

Bei Teilnahme an der Anwendungsbeobachtung wird ihnen im Verlauf von 5 Tagen zwei
Mal Blut abgenommen (jeweils weniger als 10 ml). Die Blutabnahme erfolgt am 1. sowie

am 5. Tag nach Beginn ihrer Behandlung im Rahmen der Anwendungsbeobachtung.

Sie erhalten zu Beginn eine Ubersicht tiber diese Termine, die vorher in Absprache mit Ihnen

festgelegt werden.

Zusatzliche, auch nicht rezeptpflichtige Medikamente diirfen wahrend der Anwendungsbe-
obachtung weiterhin eingenommen werden. Wir bitte sie jedoch den behandelnden Arzt Giber
selbige, auch wenn sie eines dieser Medikamente absetzen, zu informieren um somit eine

lickenlose Dokumentation zu gewéhrleisten.

3. Habe ich einen personlichen Nutzen von der Teilnahme an dieser Anwendungs-

beobachtung?

Eine Verbesserung ihrer Therapie durch Teilnahme an der Studie besteht nach aktuellem

Kenntnisstand nicht.

4. Sind kdrperliche Risiken mit der Teilnahme an der Anwendungsbeobachtung

verbunden?

Lediglich durch die Blutentnahme kann es in seltenen Fallen zu Irritationen an der Einstich-
stelle kommen. Diese &ul3ern sich durch Schmerzen, Entziindungen oder Blutergusse, wel-
che durch Verletzung der Blutgefalie oder Nerven in der Haut auftreten. Diese Beschwerden

sind gewohnlich nur von sehr kurzer Dauer.

In Ausnahmeféllen kann es zu anhaltenden Beschwerden wie Schmerzen oder Taubheitsge-

fuhl kommen.

Bitte z6gern sie nicht beim Auftreten jeglicher Beschwerden, im Rahmen der Anwendungs-

beobachtung, diese ihrem behandelnden Arzt mitzuteilen.
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5. Wer ist von der Teilnahme an dieser Anwendungsbeobachtung ausgeschlossen?

Patienten, die das 18. Lebensjahr noch nicht vollendet haben sowie Patienten bei denen wéh-
rend der Voruntersuchungen Zweifel an der medizinischen Vertretbarkeit Ihrer Teilnahme

aufgekommen sind.
6. Werde ich entgeltlich fir die Teilnahme entschadigt?

Eine Aufwandsentschadigung fur die Teilnahme an dieser Anwendungsbeobachtung ist

nicht vorgesehen.
7. Was passiert mit meinen Daten?

Wiéhrend der Anwendungsbeobachtung werden klinisch-pharmakologische Befunden, me-
dizinische Befunde sowie personliche Daten in Ihrer Akte hinterlegt und gegebenenfalls in
elektronischer Form gespeichert. Fir die Anwendungsbeobachtung relevante Informationen
werden zusatzlich in pseudonymisiertes Form gesammelt, ausgewertet und im Einzelfall

weitergegeben.

Pseudonymisiert bedeutet in diesem Fall, dass ihnen ein Code aus Zahlen und Buchstaben,
eventuell mit Angabe ihres Geburtsdatums zugeteilt wird, ohne Verwendung ihres eigentli-

chen Namens oder Initialen.

Die Daten werden fir eine Doktorarbeit verwendet und moglicherweise in Fachzeitschriften

veroffentlich oder auf Kongressen vorgestellt.
8. Was geschieht mit meinen Blutproben?

Im Rahmen der Anwendungsbeobachtung werden die Proben im Labor analysiert. Anschlie-
fend werden die Proben und anfallendes Restmaterial vernichtet.

Q. An wen kann ich mich bei Fragen wenden?

Sie haben zu jedem Zeitpunkt die Mdglichkeit Ihren behandelnden Arzt bei anfallenden Fra-

gen aufzusuchen.

Bitte zogern sie nicht von dieser Moglichkeit Gebrauch zu machen.
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7.9. Dokumentationsbogen fir das Auftreten von UAWSs

Datum Visite Nr.:

Dokumentationsbogen fir das Auftreten von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen im

Rahmen der Anwendungsbeobachtung

Wirkstoffkonzentrationen von direkten oralen Antikoagulanzien (Apixaban, Dabigat-

ran und Rivaroxaban) im Blut

Patientencode

Betreuer (Name, VVorname)

VVom Patienten zu erfragen:

Wie belastend waren die Nebenwirkungen ihrer Medikation seit der letzten Befragung?

(Bitte zutreffendes ankreuzen)
0 Nicht belastend

0 Leicht belastend

0 Stark belastend

0 So stark belastend, dass ein Therapieabbruch erforderlich ist (oder aus Sicht des Arz-
tes notwendig erscheint)

Um welche Art von Beschwerden handelte es sich im Einzelnen?
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Sind dem Betreuer zusatzliche Beschwerden beim Patient aufgefallen?

Falls ja, bitte hier vermerken.
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7.10. Votum der Ethikkommission

FAKULTAT
MEDIZIN

Ethikkommission

Ethikkommission - Universitat Regensburg - 93040 Regensburg Prof. Dr. med. Christian Stroszczynski, Vorsitzender

Rechtsanwalt Jan von Hassel, Geschaftsfuhrer

Herr Prof. Dr. Dr. Ekkehard Haen Geschaftsstelle:
. . Telefon +49 941 943-5370
Bezirksklinikum Regensburg Telefax +49 941 943-5369
.. O sray . Postanschrift
Klinik und Poliklinik fir Psychiatrie und Psychotherapie Universitat Regenisbuirg
UniversitatsstraBe 84 ETHIKKOMMISSION

D-93040 Regensb
93053 Regensburg egensburg

ethikkommission@klinik uni-regensburg de
http:/fethikkommission uni-regensburg de

Unser Zeichen

20.04.2016 16-101-0051

Votum der Ethikkommission

fur das

Forschungsvorhaben: Anwendungsbeobachtung der Wirkstoffkonzentrationen von direk
ten oralen Antikoagulanzien (Apixaban, Dabigatran und Rivaroxab
an) im Blut

Antragssteller: Prof. Dr. Dr. Ekkehard Haen

Prifstelle: Bezirksklinikum Regensburg, Klinik und Poliklinik fiir Psychiatrie und Psychothe
rapie

Die Ethikkommission an der Universitat Regensburg erteilt eine zustimmende
Bewertung fir die Durchfiihrung der o.g. klinischen Priifung.

Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat Regensburg hat in lhrer
Sitzung am 20.04.2016 Uber das o.g. Vorhaben auf Grundlage der im Anhang
aufgefiihrten Unterlagen beraten. Es ergeben sich daraus keine berufsethischen oder
rechtlichen Einwande gegen die vorgelegte Studie.

Es wird auf folgendes grundsatzlich hingewiesen:

1. Unabhédngig vom Beratungsergebnis verbleibt die &rztliche und juristische
Verantwortung beim Projektleiter und seinen Mitarbeitern.

2. Die Auflagen der Deklaration von Helsinki des Weltirztebundes in der Fassung von
Fortaleza, Brasilien 2013 hinsichtlich ethischen und rechtlichen Aspekten
biomedizinischer Forschung am Menschen sind strikt zu beachten.

3. Alle Anderungen oder Erweiterungen in Protokoll sowie der Patienteninformation-
und Einwilligung sind schriftlich der Ethikkommission mitzuteilen. Die Korrekturen
sind in der jeweils Uberarbeiteten Version deutlich kenntlich zu machen.
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2 —

4. Die Ethikkommission erwartet, dass ihr alle schwerwiegenden oder unerwarteten
unerwiinschten Ereignisse (u.a. Todesfille), die wahrend der Studie auftreten und
die Sicherheit der Studienteilnehmer oder die Durchfitlhrung der Studie
beeintrachtigen konnen, unverziglich schriftlich mitgeteilt werden. Dieses sollte in
Verbindung mit einer Stellungnahme des Antragsstellers geschehen, ob aus seiner
Sicht die Nutzen-Risiko-Relation des Vorhabens verandert ist.

5. Der Ethikkommission muss der Abbruch oder Abschluss einer Studie mitgeteilt
werden. Eine Publikation, bzw. der Abschlussbericht der Studie sollten zum
gegebenen Zeitpunkt nachgereicht werden. Bei Langzeitstudien bittet die
Kommission 12 Monate nach Studienbeginn um Ubersendung eines
Zwischenberichtes.

6. Jeder Wechsel im Prifpersonal ist der Ethikkommission unverziglich und wenn
méglich rechtzeitig im Voraus mitzuteilen. Verldsst ein Antragssteller den

Zustandigkeitsbereich dieser Ethikkommission, so stellt dies stets eine
bewertungspflichtige Anderung des Forschungsvorhabens dar, fir die die

Ethikkommission rechtzeitig und im Voraus ins Benehmen zu setzen ist. Das selbe
gilt fur wesentliche Anderungen an der Priifstelle.
7. Studienunterlagen sind jederzeit sorgfiltig aufzubewahren.

8. Die Ethikkommission bestatigt die Bearbeitung gemaB der GCP/ICH-Richtlinien.

9. Falls kein gesetzlicher Kostenbefreiungstatbestand greift, wird ein gesonderter
Kostenbescheid fir die Geblhren und Auslagen der Ethikkommission ergehen.

Dariber hinaus empfehlen wir folgendes zu beachten:
Studienbedingte MaBnahmen diirfen nicht tiber die Krankenkassen abgerechnet werden.

Es sollte eine schriftliche Anfrage an das BfArM oder die Landesiiberwachungsbehérde
erfolgen, ob es sich vorliegend um eine klinische Priifung handelt.

PD Dr. Karl Peter Ittner
Stellvertretender Vorsitzender der Ethikkommission
Anlagen:

Liste der eingereichten Unterlagen (Anlage 1)
Mitglieder der Ethikkommission, die an der Entscheidung mitgewirkt haben (Anlage 2)



7.11. Publikationen

Folgende Artikel und Abstracts wurden im Rahmen der Doktorarbeit publiziert:

Originalartikel:

Poster:

7.12. Rohdaten: Patientendaten und gemessene Konzentrationen

Boehr S, Haen E. Development of an UHPLC-UV-Method for Quantification of Di-
rect Oral Anticoagulants: Apixaban, Rivaroxaban, Dabigatran, and its Prodrug
Dabigatran Etexilate in Human Serum. Therapeutic drug monitoring. 2017;39(1):66-

76.

Boehr S, Haen E. Therapeutic drug monitoring of direct oral anticoagulants (DOA-
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C's). Pharmacopsychiatry. 2016;49(03).

Sebastian Bohr, Ekkehard Haen. Wirkstoffkonzentrationen von Ziprasidon im klini-

schen Alltag; DGPPN 2016.

Bohr S, Haen E. Therapeutic drug monitoring of direct oral anticoagulants

(DOAC)/UHPLC method for simultaneous determination of direct oral anticoagu-

lants in human plasma. Pharmacopsychiatry. 2015;48(06).

Tabelle 34: gemessene Konzentrationen und Patientendaten fiir die Dabigatranproben

Probe | Patient | Geschlecht | Alter | Konzentration (ng/ml) | Tagesdosis (mg)
1 23 220
2 C1 w 74 31 220
3 44 220
4 15 220
5 c2 w 76 22 220
6 29 220
7 C3 m 78 61 220

Tabelle 35: gemessene Konzentrationen und Patientendaten flir die Apixabanproben

Probe | Patient | Geschlecht | Alter | Konzentration (ng/ml) | Tagesdosis (mg)
1 B1 w 80 297 10
2 271 10
3 B2 w 83 312 5
4 316 5
5 B3 w 56 124 5
6 B4 m 76 204 10
7 B5 w 66 107 5
8 B6 w 80 187 10
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9 B7 m 80 97 5
10 B8 m 53 291 10
11 B9 m 84 231 10
12 155 5
13 | B10 m 83 155 5
14 159 5
15 | BIl m 79 13 10
16 | B12 w 75 473 5
17 400 10
18 | B13 w 83 409 10
19 626 10
20 | Bl4 m 76 103 5
21 | BI5 w 80 82 5
23 128 10
24 | B16 w 70 192 10
25 219 10
26 | B17 m 82 49 5
27 182 10
28 | B18 w 74 226 10
29 80 10
30 82 5
31 | B19 w 86 80 5
32 74 5
33 165 5
34 | B20 m ? 203 5
35 142 5
36 396 10
37 | B21 m 77 274 10
38 343 10
39 | B2 w 62 103 10
40 | B23 m 58 97 10
41 89 10
22 | B m 56 167 10

Tabelle 36: gemessene Konzentrationen und Patientendaten fiir die Rivaroxabanproben

Probe | Patient | Geschlecht | Alter | Konzentration (ng/ml) | Tagesdosis(mg)
1 72 20
2 47 20
3 Al m 42 3 20
4 43 20
5 45 20
6 A2 m 50 163 20
7 A3 w 77 168 20
8 Ad w 66 110 20
9 A5 m 74 51 15

10 Ab w 73 72 10
11 A7 m 68 33 20
12 A8 m 68 109 20
13 41 20
14 A9 m 83 60 20
15 44 20
16 59 20
17 A10 m 66 54 30
18 All m 47 22 15
19 Al12 m 68 37 20
20 Al13 m 60 166 30
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21 Al4 m 36 41 20
22 34 20
23 Al5 w 55 112 20
24 93 20
25 Al6 m 76 182 20
26 Al7 m 66 53 15
27 Al8 w 47 49 20
28 120 20
29 Al9 w 70 190 20
30 585 20
31 A20 m 66 51 15
32 A2l m 30 49 15
33 A22 m 76 29.5 15
34 40 20
35 A23 m 80 58 20
36 35 20
37 A24 m 72 288 20
38 A25 w 71 36 20
39 A26 m 57 117 20
40 A27 m 66 102 20
41 46 15
42 A28 w 93 33 15
43 44 15
44 A29 m 69 68 20
45 A30 m 86 117 15
46 A3l m 77 235 20
47 A32 w 73 18 10
48 A33 w 83 100 15
49 Al3 m 60 120 20
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