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Filteradsorption von Anidulafungin an einem polysulfon-basierten Hamofilter

wahrend kontinuierlicher venovendser Hamodialyse in vitro

(Filter Adsorption of Anidulafungin to a Polysulfone-Based Hemofilter During
CVVHD In Vitro; Kolbinger, P., Gruber, M., Roth, G., Graf, B. M. and Ittner, K.-P. (2017).

Artificial Organs. doi:10.1111/a0r.12982)

Einleitung

In der Behandlung von Intensivpatienten werden sowohl Antimykotika als auch kontinuierliche
Nierenersatzverfahren in erheblichem Umfang eingesetzt. Die Angaben in der Literatur bezig-
lich der Haufigkeit eines akuten Nierenversagens (ANV) schwanken zwischen etwa einem
Drittel [1] und bis zu zwei Drittel [2] aller Intensivpatienten. In jedem Fall ist ein ANV eine
haufige Komplikation bei intensivpflichtigen Patienten, wobei die Inzidenz in den letzten Jahren
deutlich zugenommen hat [1, 2]. Dies belegen Zahlen aus den USA: Hier war ein ANV 1980 in
1,8/10.000 Féllen der Grund fir eine Krankenhauseinweisung, im Jahr 2005 dagegen in
36,5/10.000 Fallen [3].

Weitere hdufige Komplikationen bei Intensivpatienten sind Candiddmien. Daten aus chirurgi-
schen Intensivstationen in den Vereinigten Staaten ergaben 9,82 Candida Blutbahninfektionen
pro 1.000 Patienten [4]. Insbesondere hiervon betroffen sind Erkrankte mit einem begleitenden
ANV, welche ein um das Vierfache erhohte Risiko besitzen, an einer Candiddmie zu erkranken
[4].

Zur Behandlung von Candid&dmien (mit Ausnahme von Candida parapsilosis Infektionen)
werden Echinocandine empfohlen, insbesondere auch in der Behandlung schwer kranker Patien-
ten [5, 6]. In einer aktuellen Studie ergaben sich keine Hinweise auf eine zunehmende Resistenz
von invasiven Candida-lIsolaten gegen Echinocandine [7]. Der neueste Vertreter in der Gruppe

der Echinocandine ist Anidulafungin [8, 9]. Es ist ein groRRes Lipopeptidmolekil mit einer



Molekiilmasse von 1140,3 Da [10]. Wie auch bei den tbrigen Echinocandinen handelt es sich
um ein amphiphiles Hexapeptid, in diesem Falle kombiniert mit einer lipophilien
Alkoxytriphenyl (Terphenyl) Seitenkette [9]. Wie alle Echinocandine ist es fungizid gegen die
meisten Candida spp. [7, 9, 11, 12] und fungistatisch gegen eine Vielzahl Aspergillus spp. [9,
12, 13]. Nach parenteraler Applikation besitzt Anidulafungin ein vorhersehbares
pharmakokinetisches Profil, einschliellich dosisproportionaler Plasmakonzentrationen [14].
Bereits nach einer Initialdosis (doppelte Erhaltungsdosis) und einer Tagesdosis wird der Steady
State erreicht; das Verteilungsvolumen betragt etwa 33 Liter [14]. Anidulafungin ist zu mehr als
99% an Plasmaproteine gebunden [10]. Es unterliegt einem chemischen Abbau und wird an-
schlielend Uber die Galle eliminiert; es wird nicht hepatisch metabolisiert oder renal ausge-
schieden [15]. Unabhangig von Leber- oder Nierenfunktionsstorungen betrégt die Clearance
von Anidulafungin daher etwa 1 Liter/Stunde [16].

Im Gegensatz zu bekannten pharmakokinetischen Eigenschaften eines Medikaments, wie den
oben genannten, kann die Dosierung wahrend einer Nierenersatztherapie schwierig sein, da
hierdurch viele Faktoren beeinflusst werden kénnen [17, 18]. Beispielsweise kénnen unter-
schiedliche Mengen einer Substanz an der Oberfldche des Hamofilters adsorbieren [19-23].

Da inshesondere schwer kranke Patienten in Intensivstationen Antimykotika und Nierenersatz-
therapien bendtigen, ist die Kenntnis der Pharmakokinetik der verwendeten Medikamente von
grolRer Bedeutung. Ebenso wichtig ist die Kenntnis (ber eine mdgliche Beeinflussung, z.B.
durch eine Nierenersatztherapie.

Die genannten Punkte machen deutlich, dass die Untersuchung des Einflusses von Nierener-
satzverfahren auf Anidulafungin auch von klinischem Interesse ist.

So gibt es mehrere Studien, die sich mit der Auswirkung verschiedener Nierenersatzverfahren
auf die Blutkonzentration von Anidulafungin beschaftigt haben: Dowell et al. [16] untersuchten
die Anidulafunginblutkonzentration bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz und konn-
ten zeigen, dass sie durch die H&dmodialyse nicht beeinflusst wird. Die Studie von Leitner et al.

[24] beschéftigte sich mit Patienten unter kontinuierlicher venovendser Hamofiltration



(CVVHF), Aguilar et al. [25] mit kontinuierlicher venovendser Hamodiafiltration (CVVHDF)
und Burkhardt et al. [26] mit Patienten, welche mit ,,extended daily dialysis* (EDD) therapiert
wurden. Eine Notwendigkeit zur Dosisanpassung ergab sich in den genannten Studien nicht.

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die Adsorption von Anidulafungin an der Oberflache
eines Hamofilters wéhrend eines kontinuierlichem Nierenersatzverfahrens (kontinuierliche
venovendse Hamodialyse, CVVHD) und deren Einfluss auf die Anidulafunginkonzentration zu

untersuchen. Zu diesem Zweck wurden verschiedene dialysierte Losungen untersucht.

Material und Methoden

In vitro CVVHD System

Die Dialyse wurde mit einem Edwards bmlla/bm14 Dialysesystem durchgefiihrt (Edwards
Lifesciences Germany GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland). Bei den Hamofiltern handelte
es sich um Fresenius Ultraflux AV 600S (Fresenius Polysulfon, Filteroberflache 1,4 m?, Frese-
nius Medical Care, Bad Homburg, Deutschland). Als Dialysat wurde SH 27 Lésung (B. Braun,
Melsungen, Deutschland) verwendet. Das Reservoir flr die in vitro Dialyseversuche war eine 2
Liter Glasflasche. Dieses Flussigkeitsreservoir wurde wéhrend der Dialyse kontinuierlich mit
einem Magnetruhrer gerlhrt, um eine homogene Durchmischung der Ldsungen sicherzustellen.
Alle Experimente wurden doppelt ausgefuhrt. Zur Bestimmung der nach dem Spilen im
Schlauchsystem und Hamofilter vorhandenen Kochsalzlésung, wurde das System vor und nach
dem Spulen gewogen. Es ergab sich ein Volumen von 350 ml. Dieses wurde in den durchge-
flihrten Berechnungen ber(icksichtigt.

Die Dialyseexperimente wurden mit drei verschiedene Ldsungen durchgefiihrt: Zunédchst mit
Kochsalzlésung, anschliefend mit albuminhaltiger Kochsalzlésung und schlieSlich mit einer
Ersatzmischung fir Frischblut. In den ersten Versuchen wurden 1.650 ml Kochsalzlésung
eingesetzt. Die eiweiRhaltige Kochsalzlgsung bestand aus 1.250 ml NaCl und 400 ml Human

Albumin 20% (Baxter, Wien, Osterreich). Die Albuminkonzentration betrug bei den Experi-



menten mit albuminhaltiger Kochsalzldsung 40 g/l. Als Ersatz fir Frischblut wurde eine Mi-
schung aus 600 ml humanen Erythrozyten, 400 ml gefrorenem Frischplasma (GFP), 100 ml
8,4% NaHCO; und 10.000 IE Heparin (2 ml) hergestellt, von welcher 1.000 ml eingesetzt
wurden (pH 7,13 £ 0,03 [Standardabweichung], Hamatokrit 34,5 £ 2,12). Die Gesamteiweil3-
konzentration in diesen Versuchen betrug ca. 21,5 g/l, basierend auf einer typischen GFP-
Eiweillkonzentration von 80 g/l [27].

Das Gesamtvolumen, einschlieBlich der im Schlauchsystem verbliebenen Kochsalzldsung,
betrug in den Experimenten mit Kochsalzlésung und albuminhaltiger Kochsalzlésung 2.000 ml,

in den Versuchen mit Blut 1.350 ml.

Experimente
Die Parameter der Dialyse waren: Dauer der Dialyse: 375 min; Blutflussrate: 200 ml/min und
Dialysatflussrate: 800 mi/h. Die Ultrafiltration war auf Null eingestellt. Zu Beginn der Experi-

mente herrschten Anidulafunginkonzentrationen entsprechend typischen Plasmaspitzenkonzent-

rationen [16]. Im weiteren Verlauf "

— Dialyse von Blut
(Gesamtvolumen 1.350 ml)
15 4 - Dialyse von NaCl / NaCl+Albumin

der Versuche wurde Anidulafun-

(Gesamtvolumen 2.000 ml)

gin nach jeweils 60 Minuten

zugegeben, um potentielle Verlus-

te an den Hamofilter oder das

Anidulafunginkonzentration [pg/ml]

Dialysat auszugleichen. Die hie-

raus resultierenden eingesetzten 0 60 120 180 240 300 360
Dauer der Dialyse [min]

Konzentrationen sind in Abbil-
Abbildung 1. Wéhrend der Dialyse zugegebenes Anidulafungin

dung 1 dargestellt.
Zu Beginn und anschlieBend in Abstanden von 15 Minuten wurden bis zum Ende der Versuche
Proben (ca. 2 ml) aus dem arteriellen und vengsen Blutschlauch entnommen. Um bereits Daten
vor der ersten Passage des Hamofilters zu erhalten, wurden die arteriellen Proben zum Zeitpunkt

0 min direkt aus dem Reservoir entnommen. Aus diesem Grund wurde bei diesen Proben eine



etwas hohere Konzentration in Kauf genommen, da noch keine Durchmischung mit der Koch-
salzlésung im Schlauchsystem stattgefunden hatte. Die Blutproben wurden unmittelbar nach
Entnahme zentrifugiert (Heraeus Biofuge pico, 5 Minuten bei 10.000 g, Heraeus, Osterode,
Deutschland).

Dialysatproben wurden nach 60, 120, 180, 240, 300, 330 und 360 Minuten asserviert. Alle
Proben wurden nach Entnahme bei -20°C gelagert.

Nach dem Ende der Dialyse wurde

der Hamofilter gedffnet, indem die

Enden mit Vergussmasse abgeségt

wurden, wie in Abbildung 2 darge-

Abbbildung 2. Getffneter Hamofilter

stellt. Im Filter verbliebene Flissig-

keiten wurden verworfen, die Filterkapillaren aus dem Gehduse entfernt und gewogen. Die
durchschnittliche Masse der Filterkapillaren betrug 127,1 + 13,7 g. Diese wurden anschlieRend
auf einer Flache ausgebreitet und fiinf 1 Gramm-Proben entnommen. Die Proben bestanden aus
kompletten Kapillaren (von Filterein- bis zum -auslass), um einer Verfélschung aufgrund von
bevorzugter Adsorption, wie sie an bestimmten Teilen des Filters vorkommen kdnnte, vorzu-
beugen. Auch wurden die Proben gleichmé&Rig aus dem Biindel von Kapillaren entnommen, um
den kompletten Filter zu reprasentieren. Jede Probe wurde insgesamt dreimal in frischer Spull6-
sung fiir 10 Minuten in ein Ultraschallbad gegeben, um an den Kapillaren angelagertes Anidula-
fungin auszuspilen: Zunéchst zweimal in je 10 ml 10 mM KH,PO, (Fluka, Buchs, Schweiz)
Puffer (pH 4,5) und abschlieend in 10 ml Acetonitril (HPLC Gradient Grade, Roth, Karlsruhe,

Deutschland)/10 mM KH,PO, Puffer (50/50, v/v).

Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)
Als HPLC diente ein Agilent Serie 1200 HPLC System mit einem Agilent Serie 1200 Fluores-
zenz-Detektor. Zur Bestimmung von Anidulafungin in Plasma, Kochsalzlésung und Dialysat

kam eine modifizierte Methode nach Dowell et al. [16] zum Einsatz. Fir jede Probe wurden
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100 pl Kochsalzlésung, Plasma oder Dialysat mit 5 ul (0,069 pg) des internen Standards Lau-
danosin (Aldrich, Milwaukee, Wisconsin, USA) versetzt und 250 pl Acetonitril/10 mM
KH,PO, Puffer (10/90, v/v) zugegeben. Diese Mischung wurde auf eine mit 1 ml Acetonitril/10
mM KH,PO, Puffer (10/90, v/v) vorbehandelte 130-mg Festphasenextraktionssdule (Bond
Elut-Certify, 130 mg, 1 ml, Teilenummer 12102083, Varian, Darmstadt, Deutschland) aufgetra-
gen. Die Festphasenextraktionssdule wurde anschlielend mit 500 pl Acetonitril/10 mM
KH,PO, Puffer (10/90, v/v) sowie mit 500 pl Chloroform (Fluka, Buchs, Schweiz) gewaschen.
Anidulafungin und Laudanosin wurden mit 2 ml Acetonitril/10 mM KH,PO, Puffer (70/30,
v/v) eluiert und in konischen Glasrohren gesammelt. Nach Verdampfung bei 40°C wurde der
Rickstand in 50 pl Acetonitril/10 mM KH,PO, Puffer (50/50, v/v) gelést und in 300 pl
Mikrovialeinsatze (Klaus Trott Chromatographie-Zubehor, Kriftel, Deutschland) Gberfihrt. Es
wurden jeweils 5 pl in die HPLC injiziert. Im automatischen Probengeber wurden die Proben
bis zur Analyse auf 8°C gekiihlt. Der Fluoreszenz-Detektor arbeitete mit einer Anregungswel-
lenlange von 225 nm und Emissionswellenldngen von 431 nm fir Anidulafungin und 300 nm
fur den internen Standard Laudanosin. Die Retentionszeiten betrugen 9,9 Minuten fur Anidula-
fungin und 6,8 Minuten fiir Laudanosin. Zur Trennung der Substanzen kam ein binérer Gradient
und eine mit einer 4 x 2 mm C18 Vorséule (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) ausge-
stattete Silice Upti-prep Strategy 100A 2.2 um PRO Trennséule (Interchim, Montlucon, Frank-
reich) zum Einsatz. Der Gradient [Losungsmittel A: 10 mM KH,PO, Puffer; Losungsmittel B:
Acetonitril] startete mit einer Flussrate von 0,4 ml/min mit 5% Losungsmittel B mit linearem
Verlauf zu 90% B bei 10 Minuten und dann zuriick auf 5% B bei 12 Minuten. Die Gesamtlauf-
zeit betrug 15 Minuten. Die matrixfreie Nachweisgrenze lag bei 8 ng/ml, die matrixfreie Quanti-
fizierungsgrenze bei 32 ng/ml und der Korrelationskoeffizient >0,999. Die Inter-day-Variabilitét

war 23,7% und die Intra-day-Variabilitat 14,6%.
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Berechnungen

Die Berechnung der Dialyse Clearance (CL5p, recovery clearance; CLp = Cp - VOIp/P - t; Cp =
Konzentration im Dialysat, Volp = Volumen des Dialysat, P = Konzentration am Eingang des
Dialysators, t = Dauer der Dialyse) [18], Prozentsatz des an die Hadmofiltermembran gebunde-
nen Anidulafungins (Par; Par = Car - WE/AT - 100%; Car = Durchschnittskonzentration des an
Filterkapillaren gebundenem Anidulafungins, W = durchschnittliche Masse der Filterkapilla-
ren, At = Gesamtmenge des in den Experimenten eingesetzten Anidulafungins, 20 mg) sowie
deskriptive Statistik (Durschnitt und Standardabweichung), wurden mit Excel 2007 durchge-

fuhrt.

Ergebnisse

In keinem der durchgefiihrten Versuche war Anidulafungin im Dialysat nachweisbar. Dies ist
tbereinstimmend mit den Ergebnissen weiterer Studien zu anderen Nierenersatzverfahren [16,
24-26]. Die Dialyse Clearance betragt somit 0 ml/min. Abbildung 3 zeigt den Verlauf der ge-
messenen Anidulafunginkonzentrationen der untersuchen Lésungen (Durchschnitt der arteriel-

len und vendsen Proben + Standardabweichung).

16,00
1400 . | —— Blui-Dialyse
—&— NaCl+Albumin-Dialyse
12,00 —&— NaCl-Dialyse [ ey

—e— | T
10,00 _ ;‘x. 1r/'\ :
800 S A \/

/
6,00 F T T/
4

/‘ Ph#//f J/‘
\’ ﬁ‘t% /.\‘\ \l_/l/—l_‘“*—l—-—-.._,_.___.

0,00 Tk H—“i—_-— -
0 150 250 300 350

ginkonzentration [pg/ml]

./

Durchschnittliche (arteriell und vends)
Anidulafun

Dauver der Dialyse [min]

Abbildung 3. Anidulafunginkonzentrationen (Durchschnitt + Standardabweichung) wéahrend der
Dialyseversuche
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Nach dem Ende eines Versuches wurden die Kapillaren wie oben angegeben aus den H&mofil-
tern entfernt. Nach Behandlung der Kapillaren mit 10 mM KH,PO, Puffer war in den Proben

der Waschldsung jeweils kein Anidulafungin nachweisbar.

Dialyse von Kochsalzlgsung

Sowohl nach dem Beginn der Dialyse, als auch nach jeder Zugabe fiel die Anidulafunginkon-
zentration deutlich ab. Nach einer Stunde betrug die gemessene Konzentration 0,02 pg/ml
(Durchschnittliche Konzentration aller arteriellen und vendsen Proben 60 Minuten nach Beginn
der Dialyse; theoretische Konzentration von Anidulafungin zu diesem Zeitpunkt: 3 pg/ml;
Abbildung 1). Nach 120 Minuten war die Konzentration auf 0,04 pg/ml (theoretische Konzent-
ration 5 pg/ml), nach 180 Minuten auf 0,08 pg/ml (theoretische Konzentration 7,5 pug/mL) und
nach 240 Minuten auf 0,16 pg/ml (theoretische Konzentration 10 pg/ml) gefallen. Danach
erfolgten keine weiteren Zugaben von Anidulafungin. Bis zum Ende des Experiments fiel die
gemessene Anidulafunginkonzentration auf 0,04 pug/ml. Im untersuchten Konzentrationsbereich
von bis zu 10 pg/ml war nach jeweils einer Stunde Dialyse kaum mehr Anidulafungin in der
dialysierten Losung vorhanden.

Nach dem Waschen mit Acetonitril/10 mM KH,PO, Puffer (50/50, v/v) fanden sich Anidula-
funginkonzentrationen von 164,5 + 11,7 pg/g in den Filterkapillaren. Unter Einbeziehung der
Masse der Kapillaren ergibt sich, dass in diesen Experimenten etwa 98,5 + 7% der eingesetzten

20 mg Anidulafungin an den Hamofilter gebunden wurden.

Albuminhaltige Kochsalzldsung

In den Experimenten mit alouminhaltiger Kochsalzlésung waren héhere Anidulafunginkonzent-
rationen in der dialysierten Losung nachweisbar. Innerhalb einer Stunde fiel die Konzentration
auf 1,52 pg/ml (theoretische Konzentration 3 pg/ml). Nach 120 Minuten betrug die Konzentra-
tion 1,48 pg/ml (theoretische Konzentration 5 pg/ml), nach 180 Minuten 2,78 pg/ml (theoreti-

sche Konzentration 7,5 pg/ml) und nach 240 Minuten 3,73 pg/ml (theoretische Konzentration

13



10 pg/ml). Bis zum Ende des Experiments nach 375 Minuten fiel die Konzentration auf 1,75
pg/mi.

Die Proben der Waschlésung der Hamofilterkapillaren mit Acetonitril/10 mM KH,PO, Puffer
(50/50, v/v) ergaben Anidulafunginkonzentrationen von 103,1 + 44,1 pg/g in den Filterkapilla-
ren. Bezogen auf den gesamten Hamofilter ergibt sich eine Anidulafunginbindungsrate von 60,3

* 25,8% der eingesetzten 20 mg.

Blut

In den Experimenten mit Blut bestand die geringste Adsorption von Anidulafungin an den
Hamofilter. Nach 60 Minuten Dialyse betrug die Anidulafunginkonzentration 1,26 pg/ml (theo-
retische Konzentration 2,22 pg/ml), nach 120 Minuten Dialyse 2,06 pg/ml (theoretische Kon-
zentration 3,70 pg/mL) und nach 180 Minuten 4,66 pg/ml (theoretische Konzentration 7,41
pg/ml), nach 240 Minuten 5,16 pg/ml (theoretische Konzentration 11,11 pg/ml) und nach 300
Minuten (theoretische Konzentration 14,81 pg/ml) betrug die gemessene Anidulafunginkon-
zentration 11,49 pg/ml. Bis zum Ende des Experiments, nach 375 Minuten, nahm sie auf 8,99
pg/ml ab. In diesem Experiment war die Streuung der gemessenen Anidulafunginkonzentratio-
nen nach der letzten Zugabe (nach 240 Minuten) im Vergleich zu den Experimenten mit gerin-

geren Konzentrationen (Dialyse von Kochsalzlésung und albuminhaltiger Kochsalzlésung)

hoher. Eine Ku- Zeit Anidulafunginkonzentration [pug/ml]
. [min]
mulation der NaCl-Dialyse NaCl+Albumin- Blut-Dialyse
_ Dialyse
Substanz in den Eingesetzt | Gemessen | Eingesetzt | Gemessen | Eingesetzt | Gemessen
. . 0 3 2,48 3 2,16 2,22 2,15
Experimenten mit 60 3 002 3 152 222 1.26
hoheren Konzent- 120 > 0,04 > 1,48 37 2,06
180 75 0,08 7,5 2,78 7,41 4,66
rationen  konnte 240 10 0,16 10 3,73 11,11 5,16
_ 300 10 0,05 10 2,57 14,81 11,49
diese Beobachtung 375 10 0,04 10 1,75 14,81 8,99
erklaren. Die L . : . .
Tabelle 1. Ubersicht iber eingesetzte und nachgewiesene Anidulafunginkon-
Proben der zentrationen (Durchschnitt + Standardabweichung)
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Waschlosung nach dem Waschen der Kapillaren mit Acetonitril/20 mM KH,PO, Puffer (50/50,
v/v) zeigten Anidulafunginkonzentrationen von 48,7 + 13,3 pg/g in den Filterkapillaren. Dies
deutet darauf hin, dass 35,3 £ 9,6% der eingesetzten 20 mg Anidulafungin an der Filteroberfla-
che adsorbierten. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die deutliche Differenz der eingesetzten

zu den nachgewiesenen Anidulafunginkonzentrationen im Verlauf der Versuche.

Diskussion

Das Hauptergebnis dieser Studie war, dass bei der Dialyse von Blut etwa 35% des eingesetzten
Anidulafungins an der Oberflache des Hamofilters adsorbieren. Es war das Ziel, diesen Sach-
verhalt in vitro unter CVVHD zu untersuchen, da bekannt ist, dass Adsorption an der Oberfla-
che eines Hamofilters die Blutkonzentration eines verabreichten Medikaments beeinflussen
kann [19-23].

Die empfohlene Dosierung von Anidulafungin fir Patienten, die an einer Candidamie oder
Candida Infektionen wie z. B. einem intraabdominellen Abszess oder einer Peritonitis leiden,
betragt 100 mg/Tag nach einer Initialdosis von 200 mg am ersten Tag [10]. Bei diesem
Dosisregime wird im Steady State bei gesunden Probanden eine Maximalkonzentration (Cnmax)
von 8,6 pug/ml und eine AUC (Area under the curve, Flache unter der Konzentration/Zeit-
Kurve) von 111,8 mg-h/I erreicht [10]. Ahnliche Werte finden sich bei Patienten mit Pilzinfek-
tionen [10]. Patienten, die unter einer 6sophagealen Candidiasis leiden, sollen nach einer
Initaldosis von 100 mg eine Erhaltungsdosis von 50 mg/Tag erhalten [10]. Mit dieser Dosierung
werden bei Patienten Plasmaspiegel zwischen 1,6 pg/ml und 4,2 pg/ml erreicht [10]. Die mini-
male Hemmkonzentration (minimum inhibitory concentration, MIC) von Anidulafungin, die
bendtigt wird, um mindestens 90% der Proben zu hemmen (MICg), war flr 5.346 getestete

Proben von Candida spp. 2 mg/l und die MICs, 0,06 mg/l [7]. Die mittlere minimale effektive
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Konzentration (minimum effective concentration, MEC) betrégt fur Aspergillus fumigatus 0,12
mg/l und fiir Aspergillus terreus und Aspergillus flavus jeweils 0,25 mg/l [28].

In der vorliegenden Studie betrug der adsorbierte Anteil des Anidulafungins bei der Dialyse von
Blut 35%. Bei Patienten, die mit dem Dosisregime von 100 mg téglich behandelt werden, wiirde
das bedeuten, dass die Plasmaspiegel ausreichend sind, um die meisten Candida Infektionen zu
behandeln. Bei Patienten, die 50 mg Anidulafungin pro Tag erhalten, kdonnte eine Reduktion der
Plasmakonzentration um 35% jedoch zu Konzentrationen unterhalb des benétigten Niveaus
flihren. Dies gilt insbesondere bei Infektionen mit Candida spp., welche hohere Anidulafungin-
konzentrationen erfordern, wie C. parapsilosis (MICq: 2 mg/l [7, 29]), obwohl Echinocandine
nicht Mittel der ersten Wahl zur Therapie von C. parapsilosis Infektionen sind [6].

In unserer Studie zeigte sich in der Gegenwart von menschlichem Plasma eine geringere Ad-
sorption von Anidulafungin an den Hamofilter, als in den Experimenten mit albuminhaltiger
Kochsalzlésung. Dies kann durch einen grofieren proteingebundenen Anteil des Anidulafungins
in den Experimenten mit menschlichem Plasma erklért werden. Die Ursache dafiir kénnte sein,
dass Anidulafungin neben Albumin auch an andere Serumbestandteile gebunden ist, oder dass
die Gegenwart von Serum die Bindungsfahigkeit von Albumin veréndert. Beide Theorien
wurden von Zeitlinger et al. [30] bei der Untersuchung der Auswirkung von Proteinbindung auf
Fluorchinolone eingefihrt.

Die Studie von Dowell et al. [16] ergab, dass bei Patienten die Hd&modialyse erhalten, keine
Anpassung der Anidulafugindosierung notig ist. Leitner et al. [24] diskutierten in ihrer Studie
eine Verminderung der Anidulafunginkonzentration unter CVVHF aufgrund von Adsorption an
der Oberflache von Polyethersulfon H&mofiltern. Aguilar et al. [25] untersuchten CVVVHDF mit
Polysulphon Hamofiltern und fanden keine Adsorption an der Filteroberflache. In dieser Studie
wurde daher gefolgert, dass die Beobachtung von Leitner et al. [24] mit einem Verdiinnungsef-
fekt durch die Substitutionslosung erklart werden kénnte [25]. In der Studie von Burkhardt et al.

[26] wurden Polysulphon Hamofilter fiir EDD verwendet und es wurde keine Adsorption an die
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Filtermembran beschrieben. Die genannten Studien [24-26] kamen (Ubereinstimmend mit
Dowell et al. [16] zu dem Ergebnis, dass keine Dosisanpassung notig ist.

Im Gegensatz dazu zeigten sich die Anidulafunginkonzentrationen in den in vitro Dialyseexpe-
rimenten der vorliegenden Studie deutlich beeinflusst. Das kann ein Hinweis darauf sein, dass
der Effekt in vivo moglicherweise weniger relevant ist. Allerdings besteht die Moglichkeit, dass
ein Nierenersatzverfahren eine parallele Anidulafungintherapie beeinflusst.

In diesem Kontext sollte auch beachtet werden, dass die meisten pharmakokinetischen Daten
lediglich die Gesamtkonzentration eines Medikaments betrachten. In Anbetracht der Adsorption
von 99% bei der Dialyse von Kochsalzldsung gegeniiber 35% bei der Dialyse von Blut, scheint
ein Hamofilter laut unseren Daten jedoch vorwiegend die freie Anidulafunginkonzentration zu

beeinflussen. Die chemische Struktur von Anidulafungin mit drei linear angeordneten aromati-
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wie  sie  bei  einem | Abbildung 4. Strukturformeln von Anidulafungin und Polysulfon

Polysulfon Hamofilter vorliegt, sehr wahrscheinlich ist (Abbildung 4). Dass die verminderte
Adsorption in Gegenwart von Albumin oder Blut infolge einer ,,Blockade* der Filteroberflache
durch Proteine bewirkt wird, ist aufgrund der geringen Adsorption von Albumin an der
Polysulfonoberflache [31] weniger wahrscheinlich.

Anidulafungin ist entgegen der anfanglichen Annahme von 84% [9] in groRem Maf} (>99%) an
Plasmaproteine gebunden [10]. Die weiteren Echinocandine Micafungin (99,8%) und Caspo-
fungin (96%) weisen ebenso eine sehr hohe Proteinbindung auf [9]. Die Proteinbindung scheint
auch groRen Einfluss auf die Wirksamkeit dieser Substanzklasse zu haben. So weist Anidula-
fungin in der Gegenwart von Serum deutlich erhéhte MIC Werte auf [32-34]. Auch die in vitro

unterschiedlichen MIC und MEC Werte der Echinokandine flr Candida spp. und Aspergillus
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spp. néhern sich in Anwesenheit von Serum oder in vivo an, sodass unter diesen Bedingungen
teils vergleichbare MIC und MEC Werte vorliegen [34]. Ob dieser Effekt darauf beruht, dass
proteingebundenes Anidulafungin inaktiv ist und nur ein kleiner freier Anteil antimikrobiell
aktiv ist, oder ob Anidulafungin auch im proteingebundenen Zustand aktiv ist, ist bisher unklar
[34].

Da laut unseren Versuchen durch einen Hamofilter insbesondere das freie Anidulafungin ver-
mindert wird, kénnten die Auswirkungen auf Patienten starker sein, als durch die alleinige
Reduktion der Gesamtkonzentration zu erwarten ware. So gibt es bisher keine Studien zur
Gewebeverteilung von Anidulafungin im Menschen. In Tierversuchen wurde Anidulafungin
schnell in die am haufigsten von Mykosen betroffenen Gewebe verteilt [35]. Eine gleichzeitige
Nierenersatztherapie kénnte also besonderen Einfluss auf die Konzentration in diesen Organen
haben, wenn das nicht proteingebundene Anidulafungin entzogen wird. Diesbeziiglich wéren
weitere Studien zur Untersuchung der Auswirkung von Nierenersatzverfahren auf die Wirksam-
keit von Anidulafungin in vivo aufschlussreich. Zum Beispiel kénnten Mikrodialyseexperimente
bei Intensivpatienten Aufschluss tber den Einfluss von Nierenersatztherapien auf die Gewebe-
spiegel von Anidulafungin geben [36]. Derartige Erkenntnisse wirden auch groBere klinische
Relevanz besitzen, als reine Plasmakonzentrationen.

Ein weiterer Aspekt, der in diesem Kontext untersucht werden sollte, ist die Tatsache, dass
schwer kranke Patienten oft mangelerndhrt sind. So kénnten verminderte EiweiRspiegel bei
diesen Patienten zu einer vermehrten Menge an freiem Medikament fuhren [37]. -Allerdings
konnte eine gleichzeitige Nierenersatztherapie auch zu einer starkeren Medikamentenadsorption
an den Hamofilter fihren.

In der vorliegenden in vitro Studie wurde ein Hamofiltertyp untersucht. Da die Membran erheb-
lichen Einfluss auf die Adsorption eines Medikamentes haben kann [21], sind weitere Studien
zur Untersuchung anderer Hamofiltertypen notig. In unserer Studie wurde lediglich die
Anidulafunginadsorption unter CVVHD untersucht. In Studien anderer Autoren zu weiteren

Nierenersatzverfahren [24-26] ergab sich kein Hinweis auf die Notwendigkeit einer
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Dosisanpassung. Dennoch scheinen weitere Studien sinnvoll, um auch den Effekt dieser Nie-
renersatzverfahren auf die Adsorption von Anidulafungin an die Hadmofiltermembran zu unter-
suchen.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende in vitro Studie, dass unter CVVHD etwa 35% des
verabreichten Anidulafungins an der synthetischen Oberflache des Hamofilters adsorbieren
kénnen. Dennoch scheinen die dadurch zu erwartenden Blutkonzentrationen ausreichend zur
Behandlung der meisten Candida und Aspergillus Infektionen [7, 28, 29].

Die Oberwiegende Menge der verfligbaren pharmakokinetischen Daten bezieht sich auf die
Gesamtkonzentrationen einer Substanz. Dagegen sind der biologisch aktive Anteil von Anidula-
fungin in vivo sowie die Gewebeverteilung im Menschen weitgehend unerforscht. Aus diesem
Grund ist es unklar ob und in welchem Ausmal ein Hamofilter die aktive Anidulafunginkon-

zentration und die Gewebespiegel am Ort der Infektion beeinflusst.
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Abstract: Candidemia is frequent in critically ill patients,
especially in combination with an acute kidney injury
(AKI). Echinocandins generally are recommended for
therapy of such infections. Recent studies found no need
for dosage adjustment in patients with end-stage renal dis-
ease receiving hemodialysis, or patients with AKI receiv-
ing continuous venovenous hemofiltration. The aim of this
in vitro study was to examine the adsorption of anidulafun-
gin to the surface of the hemofilter during continuous
venovenous hemodialysis (CVVHD) and its effect on ani-
dulafungin concentrations. The concentration of anidula-
fungin in the dialyzed fluid, and the dialysate during
CVVHD in vitro was examined using three different dia-
lyzed fluids (saline; saline with 40 g/L. human albumin; and
a mixture of human erythrocytes and fresh frozen plasma).

After the end of dialysis, the hemofilter was opened and
portions of the filter capillaries were also analyzed to deter-
mine the amount of anidulafungin adsorbed. When dialyz-
ing saline, about 99% of the anidulafungin used adsorbed
to the hemofilter capillaries; in the experiments with saline
with 40 g/ albumin, about 60% adsorbed to the hemofil-
ter’s surface, and when blood was dialyzed, 35% was found
adsorbed after analyzing the filter capillaries. Anidulafun-
gin was not detectable in the dialysate of any of the experi-
ments, consequently the dialysis clearance was 0 mL/min.
In conclusion, during CVVHD in vitro we found remark-
able adsorption of anidulafungin to the hemofilter’s sur-
face, yet the effect on the tissue concentration needs
further examination. Key Words: Renal replacement
therapy—Echinocandins—Artificial membranes.

Acute kidney injury (AKI) is a frequent compli-
cation in critically ill patients, which occurs in
nearly every third admission to an intensive care
unit (ICU), and the incidence has greatly increased
in recent years (1). The rate of hospitalization for
AKI in US hospitals in 1980 was 1.8/10 000 and
increased to 36.5/10 000 in 2005 (2). Candidemia is
a frequent reason for bloodstream infections, par-
ticularly in ICUs (3). In surgical ICUs in the United
States, 9.82 Candida bloodstream infections per
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1000 admissions were reported, whereas patients
with AKI had a fourfold increased risk in compari-
son to patients without this diagnosis (3). These
facts show that both antifungal drugs and continu-
ous renal replacement therapy are widely used in
ICUs. Consequently, the pharmacokinetic charac-
teristics of an antifungal drug during renal replace-
ment therapy are of great importance for numerous
patients.

Especially in critically ill patients, an echinocan-
din is generally recommended for therapy of Candi-
demia, except for Candida parapsilosis infections
(4,5). This recommendation is emphasized by the
fact that a recent study found no evidence for
emerging resistance against echinocandins among
invasive Candida isolates (6). Anidulafungin is the
newest agent in the group of echinocandins (7,8). It
is, as all echinocandins, fungicidal against most
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Candida spp. (6,8-10) and also shows high fungi-
static efficacy against many Aspergillus species
(8,10,11).

Due to poor oral bioavailability, which is typical
for echinocandins (8), anidulafungin has to be
administered intravenously. After intravenous
administration, anidulafungin has a predictable phar-
macokinetic profile, including dose-proportional
plasma concentrations (12). It has a volume of distri-
bution of about 33 L at steady state, which is
achieved after a loading dose (double the daily
dose) and one normal dose (12). The protein bind-
ing of anidulafungin is >99% (13). Anidulafungin is
a large lipopeptide molecule with a molecular
weight of 1140.3 Da (13). As all echinocandins it is
an amphiphilic hexapeptide with an N-linked acyl
lipid side-chain, in the case of anidulafungin consist-
ing of a lipophilic alkoxytriphenyl (terphenyl) side-
chain (8).

Anidulafungin does not undergo hepatic metabo-
lization or renal excretion, but is degraded nonen-
zymatically and eliminated in the feces (14).
Therefore, the clearance of anidulafungin is
approximately 1 L/h, regardless of hepatic or renal
insufficiency (15).

In contrast, drug dosing under renal replacement
therapy is quite difficult since it is subject to many
factors (16,17). For example, variable amounts of
the drugs might adsorb to a hemofilter’s surface
(18-22).

Dowell et al. (15) showed that the anidulafungin
blood concentration is not affected by hemodialysis
in patients with end-stage renal disease, and Leit-
ner et al. (23) confirmed that no dosage adjustment
is necessary in patients receiving continuous veno-
venous hemofiltration (CVVHF). In addition, the
studies of Aguilar et al. (24) and Burkhardt et al.
(25) found no need for dosage adjustment in
patients receiving continuous venovenous hemodia-
filtration (CVVHDF) and extended daily dialysis
(EDD).

The aim of this study was to analyse the effect of
continuous renal replacement therapy (continuous
venovenous hemodialysis, CVVHD) on anidulafun-
gin concentrations due to adsorption to the surface
of the hemofilter. For this investigation, the results
of different compositions of dialyzed solutions were
examined.

MATERIALS AND METHODS
In vitro CVVHD system

A 2 L glass bottle was used as a reservoir for the
in vitro dialysis. Three different solutions were

| In vitro dialysis |
Y l
| Normal saline | | Albuminous saline | Blood |
Dialysis conditions:
duration of dialysis: 375 min, blood flow rate: 200 mL/min,
dilysate flow rate: 800 mL/h, ultrafiltration: 0 mL/min.
Samples from the arterial und venous line were collected at the start of the

dialysis, and then every 15 minutes. The arterial samples at 0 min were taken
directly from the reservoir.

FIG. 1. Experiments performed.

used (Fig. 1): First, 1650 mL of normal saline. Sec-
ond, albuminous saline, consisting of 1250 mL of
normal saline and 400 mL of 20% human albumin
(80 g of albumin in total, Baxter, Vienna, Austria)
to give a total volume of 1650 mL. Third, a mixture
of 600 mL of human erythrocytes, 400 mL of fresh
frozen plasma (FFP), 100 mL of 8.4% NaHCO;
and 10 000 IU heparin (2 mL), of which 1000 mL
were used (pH 7.13x0.03 [SD], hematocrit
34.5*+2.12, about 29 g of plasma proteins in total,
based on a typical concentration of 80 g/L of the
FFP (26)) in substitution for 1 L of fresh human
blood. To calculate the dilution volume of the tube
system and hemofilter, we weighed the system
before and after flushing it with saline, which
showed a total volume of 350 mL. We considered
this volume in our calculations, as we included it in
the total volume of 1350 mL in the experiments
with human blood and 2000 mL in the experiments
with pure saline/albuminous saline, respectively.
An overview of the experiments is shown in
Table 1. The total albumin concentration in the
experiments with albuminous saline was 40 g/L. In
the experiments with blood the total protein con-
centration was approx. 21.5 g/L. During all experi-
ments, a magnetic stirrer was used to continuously
mix the solutions. Dialysis was performed with an
Edwards bmlla/bml14 dialysis system (Edwards
Lifesciences Germany GmbH, Unterschleissheim,
Germany). SH 27 Solution (B. Braun, Melsungen,
Germany) was used as dialysate and the hemofil-
ters were Fresenius Ultraflux AV 600S (Fresenius
Polysulfone, surface area 1.4 m?, Fresenius Medical
Care, Bad Homburg, Germany). All experiments
were done in duplicate.

High-performance liquid chromatography

A modified method for detecting anidulafungin
in plasma, saline and dialysate was used according
to Dowell et al. (15). The high-performance liquid
chromatography (HPLC) was an Agilent 1200
Series HPLC system with an Agilent 1200 Series
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TABLE 1. Experimental conditions

Experiment CVVHD conditions

1-3 CVVHD for 375 min, blood flow 200 mL/min,
dialysate flow 800 mL/h

Experiment Reservoir conditions

1-3 350 mL of normal saline residual in the tube
system and hemofilter

1 1650 mL of normal saline, total volume of
2000 mL

2 1250 mL of normal saline, 400 mL of 20%
human albumin, total volume of 2000 mL

3 600 mL of human erythrocytes, 400 mL of fresh

frozen plasma, 100 mL of 8.4% NaHCOs,
2 mL of heparin, of which 1000 mL were
used, total volume of 1350 mL

fluorescence detector working at 225 nm excitation,
and 431 and 300 nm emission wavelengths for ani-
dulafungin and internal standard laudanosine
(Aldrich, Milwaukee, WI, USA), respectively. A
binary gradient (solvent A: 10 mM KH,PO, [Fluka,
Buchs, Switzerland], pH 4.5; solvent B: acetonitrile
[HPLC Gradient Grade, Roth, Karlsruhe, Ger-
many]) was used to separate the target substances
on a Silice Upti-prep Strategy 100A 2.2 um PRO
column (Interchim, Montlugon, France) equipped
with a 4 X 2 mm CI18 pre-column (Phenomenex,
Aschaffenburg, Germany). The gradient started at
a flow rate of 0.4 mL/min with 5% solvent B. It
changed linearly to 90% B at 10 min and then back
to 5% B at 12 min. The total run time was 15 min.
The retention time for anidulafungin and laudano-
sine was 9.9 and 6.8 min, respectively.

For every sample, 100 pL of saline, plasma or
dialysate was treated with 5 pL (0.069 pg) of inter-
nal standard laudanosine, then 250 pL acetonitrile/
10 mM KH,PO, buffer (10/90, vol/vol) was added.
This mixture was applied to a 130-mg SPE column
(Bond Elut-Certify, 130 mg, 1 mL, part number
12102083, Varian, Darmstadt, Germany), which
was preconditioned with 1 mL of acetonitrile/
10 mM KH,PO, buffer (10/90, vol/vol). Afterwards,
the SPE column was washed with 500 puL of aceto-
nitrile/10 mM KH,PO, buffer (10/90, vol/vol), fol-
lowed by 500 upL of chloroform (Fluka).
Anidulafungin and laudanosine were eluted with
2 mL of acetonitrile/10 mM KH,PO, buffer (70/30,
vol/vol) and collected in conical glass tubes. After
evaporation at 40°C, the residue was resolved in 50
puL of acetonitrile/10 mM KH,PO, buffer (50/50,
vol/vol) and transferred into 300 pL micro vial
inserts (Klaus Trott Chromatographie-Zubehor,
Kriftel, Germany). Five microliters were injected
into the HPLC. In the autosampler the extracts
were cooled to 8°C until analysis. The matrix-free
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TABLE 2. Administered anidulafungin

Experiments with normal saline and albuminous saline, total
volume of 2000 mL

Anidulafungin
Anidulafungin concentration
Time amount (mg) (ng/mL)
At the beginning of dialysis 6 3
After 60 min 10 5
After 120 min 15 7.5
After 180 min 20 10

Experiments with human erythrocytes, fresh frozen plasma,
NaHCOs;, total volume of 1350 mL

Anidulafungin
Anidulafungin concentration
Time amount (mg) (pg/mL)
At the beginning of dialysis 3 222
After 60 min 5 3.70
After 120 min 10 7.41
After 180 min 15 11.11
After 240 min 20 14.81

limit of detection was 8 ng/mL, the matrix-free
limit of quantification was 32 ng/mL and the corre-
lation coefficient was >0.999. Inter- and intra-day
variability were 23.7 and 14.6%, respectively.

Experiments

The experiments were started with anidulafungin
concentrations similar to typical peak plasma con-
centrations (15). After the start of dialysis, anidula-
fungin was added as shown in Table 2, to substitute
for any potential losses to the hemofilter or the
dialysate. The resulting anidulafungin concentra-
tions are shown in Fig. 2.

Dialysis conditions were as follows: duration of
dialysis: 375 min, blood flow rate: 200 mL/min and
dialysate flow rate: 800 mL/h. Ultrafiltration was
set to zero. Samples from the arterial und venous

20

Dialysis of blood
(total volume 1,350 mL)

154 |- Dialysing of saline / albuminous
saline (total volume 2,000 mL)

Anidulafungin concentration [pug/mL]
=

0 60 120 180 240 300 360
Time of dialysis [min]

FIG. 2. Administered
dialysis.

anidulafungin  concentrations  during
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—&— arithmetic average of arterial
and venous samples

FIG. 3. Anidulafungin concentrations é
(mean = SD) during dialysis of saline. =

(arterial and venous) ¢

line (approx. 2 mL) were collected at the start of
dialysis, and then every 15 min until the end of the
experiment at 375 min. The arterial samples at 0 min
were taken directly from the reservoir to establish
baseline data before the first pass of the hemofilter,
accepting a slightly higher concentration in these
samples since the reservoir had not yet been mixed
with the normal saline in the tube system. Dialysate
samples were collected at 60, 120, 180, 240, 300, 330,
and 360 min. Blood samples were centrifuged (Her-
aeus Biofuge pico, 5 min at 10 000 g, Heraeus, Oster-
ode, Germany) and then stored at —20°C; all other
samples were also stored at —20°C after collection.
After dialysis, the hemofilter was opened by cutting
away the ends with potting compound. Remaining
fluids inside the filter were discarded. The capillaries
were then removed from the housing and weighed.
The arithmetic mean weight of the capillaries of all
the filters examined was 127.1 = 13.7 g. The bundle
of capillaries was spread on a flat surface and five
1 g samples consisting of complete capillaries (i.e.,
from the inlet to the outlet) were collected from
evenly distributed portions to represent the whole fil-
ter and to prevent distortion due to preferential
adsorption that might occur at certain parts of the fil-
ter. Each of these samples was put into 10 mL of
10 mM KH,PO, buffer solution, stored in an ultra-
sound bath for 10 min, and samples from the buffer
solution were analyzed. Then the procedure was
repeated with fresh buffer solution and finally 10 mL
of acetonitrile/10 mM KH,PO, buffer (50/50, vol/
vol) were used to extract the remaining anidulafun-
gin from the hemofilter capillaries.

Calculations

Calculation of dialysis clearance (CLp, recovery
clearance; CLp=Cp - Volp/P - t; Cp = dialysate
concentration, Volp =volume of dialysate,
P = arterial plasma concentration, t = dialysis time),
(17) percentage of anidulafungin bound to the
hemofilter membrane (Pap; Pap = Car - WE/AT -

100 150 200 250 300 350

Time of dialysis [min]

100%; Car = arithmetic mean concentration of ani-
dulafungin bound to filter capillaries, Wg = arith-
metic mean weight of the filter capillaries,
At =total amount of anidulafungin used in the
experiment, 20 mg), as well as descriptive statistics
(arithmetic mean and standard deviation), were
performed with Excel 2007.

RESULTS

Normal saline

After the beginning of dialysis, the anidulafungin
concentration of the dialyzed saline dropped to
0.02 pg/mL within 1 h (arithmetic mean of all arte-
rial and venous samples, taken after 60 min of dial-
ysis; Fig. 3; theoretical concentration of
anidulafungin at that time: 3 pg/mL; Fig. 2). Also
after each administration of anidulafungin, the
measured concentrations dropped within 1 h to
0.04 pg/mL (theoretical concentration 5 pg/mL)
and 0.08 pg/mL (theoretical concentration 7.5 pg/
mL) after 120 and 180 min, respectively. After the
last administration of anidulafungin (after 3 h of
dialysis, theoretical concentration 10 pg/mL), the
measured concentration dropped to 0.16 pg/mL
within 1 h and decreased further until the end of
the experiment (after 375 min of dialysis), at which
the concentration was 0.04 pg/mL. Thus, in the
examined range of concentrations of up to 10 pg/
mL anidulafungin (Fig. 2), there was nearly no ani-
dulafungin left in the dialyzed fluid after 1 h. Due
to the absence of anidulafungin in the dialysate, the
hemofilters were opened after each experiment as
described earlier. In the analysis of the hemofilters,
we found no detectable anidulafungin in the wash-
ing fluid after washing the filter capillaries in
10 mM KH,PO, buffer. But after edulcorating
them with acetonitrile/10 mM KH,PO, buffer (50/
50, wvol/vol), anidulafungin concentrations of
164.5*+11.7 pg/g could be found in the filter
capillaries. Taking into account the weight of the
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FIG. 4. Anidulafungin concentrations
(mean = SD) during dialysis of albu-
minous saline.
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Time of dialysis [min]

hemofilter capillaries and the fact that 20 mg of
anidulafungin were used during each experiment,
about 98.5 = 7% of the anidulafungin was bound to
the hemofilter in these experiments.

Albuminous saline

In the experiments with albuminous saline,
higher concentrations of anidulafungin were
achieved in the dialyzed fluid. After the beginning
of dialysis, the anidulafungin concentration
dropped continuously to 1.52 pg/mL after 1 h (Fig.
4; theoretical concentration 3 pg/mL). After 120
and 180 min of dialysis, the measured values for
anidulafungin in the dialyzed fluid were 1.48 pg/mL
(theoretical concentration 5 pg/mL) and 2.78 pg/
mL (theoretical concentration 7.5 pg/mL), respec-
tively. After the last administration of anidulafun-
gin after 3 h of dialysis (theoretical concentration
10 pg/mL), the anidulafungin concentration in the
dialyzed fluid dropped to 3.73 pg/mL and 1.75 pg/
mL at 240 and 375 min, respectively.

After washing the hemofilter capillaries with ace-
tonitrile/10 mM KH,PO, buffer (50/50, vol/vol),
anidulafungin concentrations of 103.1 £ 44.1 ng/g in
the filter capillaries could be found. Extrapolating
this value to the weight of the examined hemofilter
capillaries results in an anidulafungin binding rate
of 60.3 £25.8% of the 20 mg used, explaining the

300 350

decline in the measured anidulafungin concentra-
tions in the dialyzed fluids.

Blood

In the experiments with blood, the measured ani-
dulafungin concentrations in the dialyzed fluids
were closest to the expected concentrations. The
adsorbed amount of anidulafungin was the lowest
of all performed experiments. After 1 h of dialysis,
the anidulafungin concentration in the dialyzed
fluid was 1.26 pg/mL (Fig. 5; theoretical concentra-
tion 2.22 pg/mL). After 120 and 180 min of dialysis,
the measured values for anidulafungin in the dia-
lyzed fluid were 2.06 pg/mL (theoretical concentra-
tion 3.70 pg/mL) and 4.66 pg/mL (theoretical
concentration 7.41 pg/mL), respectively. After 240
min of dialysis (theoretical concentration 11.11 pg/
mL), the measured anidulafungin concentration
was 5.16 pg/mL and 60 min after the last adminis-
tration of anidulafungin (after 300 min of dialysis,
theoretical concentration 14.81 pg/mL), the mea-
sured anidulafungin concentration was 11.49 ng/mL
and dropped to 8.99 pug/mL at the end of the exper-
iment after 375 min of dialysis. In particular in this
experiment the dispersion of the measured anidula-
fungin concentrations after the last administration
of anidulafungin (after 240 min) was higher com-
pared to the experiments with lower concentrations

—&— arithmetic average of arterial
and venous samples

=
E
£l
=
£
g
£
]

FIG. 5. Anidulafungin concentrations
(mean = SD) during dialysis of blood.
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(saline and albuminous saline). A drug accumula-
tion in the system in the experiments with higher
concentrations, might explain this finding. The sam-
ples from the washing fluid that were taken after
washing the filter capillaries with acetonitrile/
10 mM KH,PO, buffer (50/50, vol/vol) showed ani-
dulafungin concentrations of 48.7 = 13.3 ng/g in the
filter capillaries. This finding indicates that
353%£9.6% of the total 20 mg anidulafungin
administered adsorbed to the filter surface.

Consistent with the findings of other authors for
different renal replacement methods (15,23-25), no
anidulafungin was detectable in the dialysate of any
of the experiments performed, thus the dialysis
clearance was 0 mL/min.

DISCUSSION

The main finding in our study was that about
35% of anidulafungin adsorbs to the hemofilter sur-
face when dialyzing blood. Consistent with the find-
ings of other authors (15,23-25) anidulafungin was
not dialyzable.

Correct drug dosing is crucial, especially in critically
ill patients, and this is sometimes difficult in patients
receiving renal replacement therapy since it is often
influenced by many factors (16,17). For example, the
concentration of a drug may be influenced by the
hemofilter due to adsorption to the filter surface
(18-22). Thus, the aim of our in vitro study was to
assess the amount of anidulafungin adsorbing to the
synthetic surface of a hemofilter during CVVHD.

The proposed dosage regimen for anidulafungin
is 100 mg/day, after a 200 mg loading dose on Day
1 for patients with candidemia and other Candida
infections, such as intra-abdominal abscess or peri-
tonitis (13). Administered this way, a Cy.x of 8.6
pg/mL and an AUC of 111.8 mg-h/L is achieved in
healthy adults, and similar values are seen in
patients with fungal infections (13). Patients suffer-
ing from esophageal candidiasis should be treated
with 100 mg of anidulafungin on Day 1, followed
by a maintenance dose of 50 mg/day (13). Follow-
ing this dosage regimen, anidulafungin concentra-
tions between 1.6 and 4.2 pg/mL are achieved in
patients with fungal infections (13). The minimum
inhibitory concentration of anidulafungin required
to inhibit the growth of at least 90% of isolates
(MICqg) was 2 mg/L and the MICsy was 0.06 mg/L
in 5346 tested isolates of Candida spp. (6). For
Aspergillus fumigatus, the median minimum effec-
tive concentration (MEC) is reported to be
0.12 mg/L, for Aspergillus terreus and Aspergillus
flavus, the MEC is 0.25 mg/L (27).

Anidulafungin is extensively bound to plasma
proteins (>99%) (13) and shows considerably
increased MICs in the presence of serum (28-30).
The effect of the presence of serum on anidulafun-
gin, or rather all echinocandins, is also confirmed
by the fact that the echinocandins show consider-
ably different MICs and MECs for Candida spp.
and Aspergillus spp., respectively, in vitro, whereas
they adapt to each other in the presence of serum
and in vivo, and show comparable MICs and MECs
under these conditions (30). It is not clear whether
this effect derives from protein-bound anidulafun-
gin being inactive with only a small amount of free
drug left over for antimicrobial activity, or if anidu-
lafungin is still active when bound to serum pro-
teins (30).

Dowell et al. (15) found that no dosage adjust-
ment is necessary in patients undergoing hemodialy-
sis. In contrast, we found the anidulafungin
concentration to be considerably altered in our in
vitro dialysis experiments. On the one hand, this
shows that the effect in vivo may be less relevant,
which is also supported by the findings of other
authors (23-25). On the other hand, however, it
could also be that there is a possibility that renal
replacement therapy affects a parallel anidulafungin
therapy, consistent with the findings of Leitner et al.
(23) who concluded a loss of anidulafungin due to
adherence to synthetic surfaces when using a polye-
thersulfone hemofilter for CVVHEF. Aguilar et al.
(24) used a polysulphone hemofilter for CVVHDF
and found no adherence to synthetic surfaces and
assumed that the findings of Leitner et al. (23) might
be explained by different plasma collection methods
(24). In the study of Burkhardt et al. (25), a polysul-
phone hemofilter was used for EDD and no adher-
ence to the filter membrane was reported.

We found the adsorbed amount of administered
anidulafungin to be 35% when dialyzing blood. If
about 35% of the anidulafungin adsorbed to a
hemofilter, this would indicate that the resulting
plasma concentration in patients who are treated
with 100 mg anidulafungin per day would still be
above the required concentration to treat most Can-
dida infections. However, in patients who receive
50 mg anidulafungin per day, a reduction of 35% in
anidulafungin plasma concentration could result in
concentrations below the desired level, especially
when infections with Candida spp., which require
higher anidulafungin concentrations, like C. parapsi-
losis (MICyy: 2 mg/L. (6,31)), are present. Although
echinocandins are not recommended as the first-line
therapy for C. parapsilosis infections (5).
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Most pharmacokinetic data focus on the total con-
centration of a drug. According to our data, the
hemofilter seems to particularly influence the free
anidulafungin concentration with the adsorbed
amount of anidulafungin being 35 and 99% when
dialyzing blood and saline, respectively. Anidulafun-
gin’s chemical structure with three linear arranged
aromatic rings indicates that a strong interaction
with a linear polyaromatic synthetic surface, such as
a polysulfone hemofilter, without sterical hindrance
is most likely. A reduction in the adsorption of ani-
dulafungin to the filter surface in the presence of
albumin or blood because of a blocking of the filter
surface by proteins is less probable due to low albu-
min adhesion to the polysulfone surface (32).

The fact that, in our experiments, the presence of
human plasma—in contrast to saline and albumin—
resulted in a lower adsorption to the hemofilter
might be explained by a larger amount of anidula-
fungin being protein-bound in these experiments.
The reason for this might either be the fact that
anidulafungin is not only bound to albumin, but
also to other serum components, or a different
binding potency of albumin in the presence of
serum. Both theories were introduced by Zeitlinger
et al. (33) when examining the effect of protein
binding on fluoroquinolones.

Consequently, the effect on patients receiving both
renal replacement therapy and anidulafungin might
exceed the expected effect from the sole reduction of
the total anidulafungin concentration due to the pri-
mary decrease of free anidulafungin. There are no
specific studies on the tissue distribution of anidula-
fungin in humans, but in animal studies anidulafungin
was quickly distributed into tissues most commonly
affected by fungal infections (34). Consequently, a
parallel renal replacement therapy might have a
greater effect on the anidulafungin concentration in
these key organs. Based on this, it might be reason-
able to perform further studies to investigate the
effect of renal replacement therapies on the antifun-
gal efficacy of anidulafungin in vivo, as this may have
more clinical relevance than total plasma concentra-
tions. Microdialysis experiments in intensive care
patients could investigate the influence of CVVHD
on anidulafungin penetration in tissues (35).

Another aspect that should be further evaluated
is the fact that critically ill patients are often mal-
nourished. In these patients, the effect of reduced
serum proteins could yield higher concentrations of
free drug (36), but simultaneous renal replacement
therapy could lead to a higher amount of drug
adsorbing to the hemofilter.
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The fact that this was an in vitro study, and only
one type of hemofilter was examined are potential
limitations of the present study. Further studies to
evaluate other types of hemofilters are necessary,
since the type of membrane can have a major influ-
ence on the adsorption of various drugs (20). In
addition, the length of time a hemofilter has been
exposed to a particular substance may also influence
its effect on the substance’s concentration (22).
Another critical point is that we only examined ani-
dulafungin adsorption during CVVHD. Since the
findings of other authors indicated no need for dos-
age adjustment during other renal replacement
methods (23-25), we did not investigate these in the
present study. However, further studies to examine
their effect on the adsorption of anidulafungin to
the hemofilter membrane seem warranted.

CONCLUSION

In conclusion, this in vitro study showed that
about 35% of the anidulafungin administered can
adsorb to a hemofilter, but still the blood concen-
tration seems to remain above the level required to
fight most Candida and Aspergillus infections
(6,27,31). However, most data focus on total drug
concentrations and there is only little information
available on the biologically active concentration of
anidulafungin and the tissue distribution in humans.
Therefore, it is not clear to what extent a hemofil-
ter influences the active amount of anidulafungin,
and whether the necessary drug concentration can
be reached at the site of infection.
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