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Kurzreferat

Die Echinocandine gehoéren zur Klasse der Antimykotika und sind erst seit kurzer Zeit in Deutschland
zugelassen. Bei neueren Medikamenten fehlen trotz der Kenntnis der pharmakologischen
Eigenschaften oftmals Aussagen zum pharmakokinetischen Verhalten innerhalb von besonderen
Patientengruppen wie z. B. auf der Intensivstation (ITS).

Das Ziel der Arbeit war die Entwicklung eines chromatografischen Messverfahrens zur Bestimmung der
Echinocandine im Blutplasma. Zusatzlich erfolgte eine Analyse der Echinocandinkonzentration von
Caspofungin und Micafungin bei Patienten der internistischen ITS des Universitatsklinikums
Magdeburg unter verschiedenen Aspekten des Therapeutischen Drug Monitorings (TDM). Dafir
wurden 45 Patienten mit insgesamt 108 gemessenen Echinocandinspiegeln untersucht.

Die Detektion der Echinocandine Anidulafungin und Micafungin erfolgte auf einem RP-HPLC (Reversed
Phase-High-Performance Liquid Chromatography) System mit einem Acetonitril/Wasser-Gemisch als
mobile Phase unter der Anwendung der Gradientenelution. Anidulafungin und Micafungin dienten
jeweils gegenseitig als interner Standard. Die Detektion erfolgte mit einem UV-Detektor bei
Wellenlangen von 273 nm und 306 nm. Die Validierung der Messmethode erfolgte im Kalibrierbereich
von 0,1 bis 20 ug/ml und zeigte eine Préazision und Richtigkeit in einer Serie und von Tag zu Tag
innerhalb den von der Bundesarztekammer geforderten Richtlinien.

In der Korrelationsanalyse nach Spearman zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Caspofunginspiegel und dem Kreatininwert (r;=0,516; p = 0,004) sowie dem Micafunginspiegel und
dem Bilirubinwert (r; = 0,321; p =0,004). Von den 29 % der Spiegelbestimmungen, die auerhalb des
therapeutischen Bereichs von 1 bis 4 pg/ml lagen, waren 77 % unterhalb des Referenzbereichs. Die
Dosisanpassungen wurden nach 20 % aller Spiegelbestimmungen durchgefiihrt. Die Ursache fir die
Dosisanpassungen waren bei 41 % von allen untersuchten Dosisanpassungen erhéhte bzw. verringerte
Echinocandinspiegel und Veranderungen der Leberwerte ALAT, ASAT, GGT oder Bilirubin.

Das TDM von Echinocandinen ist mit dem entwickelten chromatografischen Messverfahren einfach
und valide in der taglichen Laborroutine moglich. Es konnte gezeigt werden, dass das TDM von
Echinocandinen vor allem bei intensivpflichtigen Patienten auf Grund ihrer variablen Pharmakokinetik
zur individualisierten und sicheren Therapie der invasiven Candidiasis sinnvoll seien kann.

Schliisselworter: Antimykotika, Echinocandine, Therapeutisches Drug Monitoring (TDM), HPLC,
Candida, Intensivmedizin
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ALAT Alanin-Aminotransferase
amu Atomic Mass Unit (dt.: Atomare Masseneinheit)
APCI Atmospheric Pressure Chemical lonization (dt.: Atmosphéarendruckionisation)
ASAT Aspartat-Aminotransferase
AUC Area-under-the-Curve
BMI Body-Mass-Index
o Konzentration
C. Candida
CK Kreatininkinase
Cmax maximale Medikamentenkonzentration
coMT Catechol-O-Methyltransferase
Crea Kreatinin
CRP C-reaktives Protein
CYP450 Cytochrom P450
DAD Dioden-Array-Detektor
ESI Elektro-Spray-lonisation
EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
g Erdbeschleunigung
GGT Gamma-Glutamyl-Transferase
HPLC High-Performance Liquid Chromatography
(dt.: Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)
I.S. Interner Standard
INR International Normalized Ratio
ITS Intensivstation
m/z Masse-zu-Ladung Verhaltnis
mAU Milli Absorption Units
mAU-s Milli Absorption Units - Sekunde (= Peakflache)
MHK Minimale Hemmbkonzentration
MS Massenspektrometrie
MW Mittelwert
n.a. nicht anwendbar
NMR Nuclear Magnetic Resonance (dt.: Kernspinresonanz)
NP normal phase (dt.: Normalphase)
OATP Organic Anion Transporting Polypeptide (dt.: Organo-Anion-Transporter)
PCT Procalcitonin
RP reversed phase (dt.: Umkehrphase)

Vi
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RT
SD
SPE
TDM
TFA
UAW
UPLC
uv
Vy

ZVK

Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman
retention time (dt.: Retentionszeit)

standard deviation (dt.: Standardabweichung)
Solid Phase Extraction (dt.: Festphasenextraktion)
Therapeutisches Drug Monitoring
Trifluoressigsaure

Unerwiinschte Arzneimittelwirkung
Ultra-Performance-Liquid-Chromatography
Ultraviolettstrahlung

Volume of distribution (dt.: Verteilungsvolumen)
Volume to Volume

Zentral Venoser Katheter
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1.1 Epidemiologie, Pathogenese und Kosten von
Pilzinfektionen

Die Besiedelung des Menschen mit Pilzen ist stark verbreitet. Pilze der Gattung Candida gehoren zur
menschlichen Flora und werden regelmaRig auf der Haut, Schleimhaut und im Katheterurin
nachgewiesen [1]. In den letzten Jahrzehnten ist es weltweit zu einem Anstieg der durch Pilze
verursachten Septikdmien gekommen [2] [3]. Die zentrale Ursache fiir die steigende Inzidenz von
invasiven Mykosen ist die Zunahme von Patienten mit Stammzell-, Knochenmark- und
Organtransplantationen und der damit verbundenen immunsuppressiven Therapie [4] [5].

Die meisten Fille der invasiven Mykose werden durch Candida spp. gefolgt von Cryptococcus
neoformans und Aspergillus spp. verursacht [2]. Regionale epidemiologische Studien zeigten, dass in
Deutschland die invasiven Mykosen von 1993 bis 2003 stetig zunahmen [6] [7]. In den Krankenh&dusern
der USA ist Candida insgesamt der vierthaufigste Grund fir eine nosokomiale Infektion und der
dritthaufigste Grund fiir eine nosokomiale Infektion auf Intensivstationen (ITS) [8].

Bei Patienten auf einer ITS konnten Pilzkolonisierungen bei 64 % der nicht-neutropenischen Patienten
gefunden werden [9]. Wahrend des stationaren ITS-Aufenthaltes entwickelt sich bei 50 % bis 86 % der
schwer kranken Patienten eine Kolonisierung mit Candida [1]. Im Vergleich zur Kolonisierung betragt
die Inzidenz von invasiven Mykosen auf Intensivstationen fiir nicht-neutropenische Patienten 2 % bis
30 % [1] [9] [10].

Die Infektion mit Candida spp. kann sowohl exogen durch eine duBere Eintrittspforte, wie z.B. Katheter
oder Wunden, als auch endogen bei vorbestehender Kolonisierung entstehen. Die meisten Infektionen
mit Candida spp. erfolgen endogen durch die Uberwindung der gastrointestinalen Barrierefunktion auf
Grund von Schleimhautverletzungen und Immunsuppression [1] [11]. Die Candida-Kolonisierung ist
somit ein Risikofaktor fir die Entwicklung einer systemischen Candida-Infektion [12].

Die Adhéasion der Hyphen an epithelialen und endothelialen Zellen wird durch verschiedene Adhasine
wie z.B. Agglutinin-like Sequence (Als) oder Hyphal Wall Proteine (Hwp1), die auf der Oberflache der
Candida-Zellwand exprimiert werden, vermittelt [13]. Die Invasion in die Wirtszelle erfolgt durch
Endozytose und aktive Penetration. Candida (C.) albicans induziert die eigene Endozytose in die
Wirtszelle durch die Expression von Als3 auf der Oberflache, welches zur Ausbildung von Pseudopoden
der Epithelzelle dient. Eine Immunsuppression des Wirtes fliihrt zu einem ist es durch den Verlust der

zellularen Abwehrfunktion. Aus diesem Grund ist eine Penetration des Gewebes durch C. albicans
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vereinfacht moglich. Dadurch kénnen Infektionen des darunter liegenden Gewebes bewirkt oder eine
hamatogen disseminierte invasive Mykose induziert werden [14].

Weitere Risikofaktoren fir die Entstehung einer nosokomialen Candida-Infektion, neben der
immunsuppressiven Therapie, sind die Behandlung mit Breitspektrum-Antibiotika, zentralvendse (ZVK)
oder arterielle Katheter, parenterale Erndahrung, Granulozytopenie, ausgedehnte chirurgische Eingriffe
und ein verlangerter ITS-Aufenthalt von mehr als neun Tagen [2] [12].

Trotz verbesserter intensivmedizinischer Therapien in den letzten Jahren ist die Mortalitat von 39 % bis
61 % bei Patienten mit invasiver Candidiasis sehr hoch und spiegelt damit auch die Schwere der zu
Grunde liegenden Erkrankung wieder [8] [15]. Die Mortalitatsrate (attributable mortality), die auf eine

Candida-Infektion zurlickgefiihrt werden kann, wird zwischen 5 % und 49 % angegeben [15] [16].

Die direkten Gesundheitskosten fiir die Behandlung der Sepsis in Deutschland liegen bei 1 bis 2,2
Milliarden Euro pro Jahr. Zuséatzlich zu den direkten Kosten entsteht ein Produktionsausfall von 2,6 bis
5,7 Milliarden Euro pro Jahr. Somit liegen die jahrlichen Gesamtkosten der Sepsisbehandlung zwischen
3,6 und 7,9 Milliarden Euro. Die durchschnittlichen indirekten Kosten pro Patient betrugen 23.297 Euro
in Deutschland [17]. Eine Episode einer Candiamie ist nach den geschatzten Kosten von 44.534 US-
Dollar verglichen mit den Kosten einer bakteriellen Sepsisepisode von 22.100 US-Dollar fast doppelt so

teuer [18] [19].

1.2 Echinocandine

Die Antimykotika Micafungin und Anidulafungin gehéren mit Caspofungin zu der Klasse der

Echinocandine und sind erst seit kurzer Zeit in Deutschland zugelassen.

1.2.1 Wirkmechanismus und Wirkspektrum

Echinocandine sind semisynthetische Lipopeptide und besitzen eine zentrale zyklische
Hexapeptidstruktur (s. Abbildung 1.1). lhre antimyzetische Wirkung entfalten sie durch die Hemmung
der Zellwandsynthese durch nichtkompetitive Inhibition des 1,3-Beta-D-Glucan-Synthase Komplexes.
Die Glucane bilden ein Netzwerk aus Kohlenhydratpolymeren, das der Pilzzelle Struktur und Festigkeit
verleiht und einem Aufbldhen der Zellmembran bedingt durch hohe osmotische Druckdifferenzen
entgegenwirkt. Das 1,3-Beta-D-Glucan ist eine wichtige Komponente der Zellwand von Candida und
anderen Pilzen und ist ausschliefllich in Pilzzellen vorhanden. Eine Hemmung des 1,3-Beta-D-Glucan-
Synthase Komplexes und die daraus resultierenden Stérungen im Zellwandgefiige flihren zum
Absterben der Pilzzelle. Der 1,3-Beta-D-Glucan-Synthase Komplex besteht aus zwei transmembranaren

Untereinheiten FSK1 und FSK2 und einer kleinen regulatorischen Untereinheit Rholp [20].
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Abbildung 1.1: Strukturformel der Echinocandine [20]

Das Wirkspektrum der vorgestellten Antimykotika erfasst vor allem die Spezies Candida, sowie
Fluconazol-resistente C. glabrata, C. krusei Stamme und Aspergillen. Sie wirken fungizid gegen Candida

und fungistatisch gegen Aspergillen [21] [22].

1.2.2 Indikation und Dosierung

Alle Echinocandine gehoren zur Erstlinientherapie bei invasiver Candidiasis. Micafungin und
Caspofungin konnen zusatzlich zur Prophylaxe bei neutropenischen Patienten mit Fieber und
erfolgloser antibiotischen Therapie nach 72 bis 96 Stunden angewendet werden. Eine Prophylaxe wird
bei nicht-neutropenischen, nicht-immunsupprimierten Patienten im septischen Schock nicht
empfohlen [23] [24]. Die Standarddosierung fiir erwachsene Patienten mit invasiver Candidiasis, sowie

fiir Patienten mit Leber-und Niereninsuffizienz ist in Tabelle 1.1 dargestellt.

Tabelle 1.1: Dosierung der Echinocandine fiir Erwachsene fiir die Therapie der invasiven Candidiasis

[23]

Echinocandin Dosierung Standard Niereninsuffizienz Leberinsuffizienz
Anidulafungin 1. Tag: 200 mg/d Keine Dosisanpassung Keine
Loading-Dose Dosisanpassung

Ab 2.Tag: 100 mg/d
Erhaltungsdosis

Caspofungin 1. Tag 1: 70 mg/d Keine Dosisanpassung Reduktion auf
Loading-Dose 35 mg/d bei Child 7-9

Ab 2.Tag: 1 x 50 mg/d
Erhaltungsdosis
Micafungin 100 mg/d Keine Dosisanpassung Ab Child-Pugh B nicht

empfohlen,
unzureichende
Angaben bei
schwerer
Leberinsuffizienz
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Bei der Anwendung von Caspofungin bei Patienten mit leichter Leberinsuffizienz ist keine
Dosisanpassung erforderlich. Bei erwachsenen Patienten mit maRiger Leberinsuffizienz (Child-Pugh-
Score 7-9) wird eine Dosis von 35 mg/d empfohlen. Es sind noch keine Daten bei der Verwendung von
Caspofungin bei Patienten mit schwerer Leberinsuffizienz vorhanden [25].

Bei der Therapie mit Micafungin ist bei Patienten mit leichter oder maRiger Leberinsuffizienz leichten
keine Dosisanpassung erforderlich. Uber die Anwendung von Micafungin bei Patienten mit schwerer
Leberinsuffizienz liegen gegenwartig unzureichende Angaben vor. Die Behandlung solcher Patienten
mit Micafungin wird aufgrund der in Tierexperimenten nachgewiesenen Toxizitat nicht empfohlen [26].
Bisher sind bei Echinocandinen bei Uberdosierung keine toxischen Wirkungen bei gesunden
Probanden bekannt [27]. Bei zu niedrigen Medikamentenkonzentrationen besteht die Gefahr von
unzureichenden Wirkspiegeln und damit einem fehlendem Therapieerfolg, sowie einem Risiko von

Resistenzbildungen [28].

1.2.3 Pharmakokinetik

Die Echinocandine Anidulafungin und Micafungin zeigen nach intravendser Applikation eine lineare
Pharmakokinetik [29] [30]. Bei Caspofungin konnte eine nichtlineare Pharmakokinetik nachgewiesen
werden [31].

Auf Grund des hohen Molekulargewichts von 1093 g/mol bis 1270 g/mol und der daraus
resultierenden schlechten oralen Resorption ist die Therapie mit Echinocandinen ausschlieRlich
parenteral moglich. Da die Echinocandine eine hohe Proteinbindung von bis zu 99 % aufweisen,
befindet sich nur ein geringer Anteil an freiem Arzneistoff im Blut (s. Tabelle 1.2) [32] [20].

Die Elimination erfolgt Uber eine spontane Degradation (vor allem Anidulafungin und Caspofungin)
und hepatisch tber Acetylierung und Hydrolyse des Hexapeptidrings (vor allem Caspofungin), sowie
Uber die Arylsulfatase und Catechol-O-Methyltransferase (COMT) (vor allem Micafungin) [33]. Die
Ausscheidung erfolgt Gberwiegend biliar und nur zu einem geringen Anteil renal [20]. Weitere
pharmakokinetische Parameter sind in Tabelle 1.2 beschrieben. Eine detaillierte tabellarische Ubersicht

weiterer Eigenschaften der Echinocandine sind im Anhang unter Tabelle 7.1 bis Tabelle 7.3 zu finden.



Tabelle 1.2: Pharmakokinetische Parameter der Echinocandine [20] [23]

Parameter Anidulafungin Caspofungin Micafungin
Formulierung i.v. i.v. i.v.

Orale Bioverfiigbarkeit <10% <10% <10%
Plasmaproteinbindung [%] 84 97 99

Vd Steady state[” 3314 9r5 1410
Substrat/Inhibitor von Nein Schwaches Substrat  Schwaches Substrat

CYP450

Haupteliminationswege Degradierung

und schwacher
Inhibitor
Degradierung,
Metabolisierung

und schwacher
Inhibitor
Metabolisierung

1. Einleitung

Crnax [1g/ml] 7,5 12 7,1

AUC [mg h/I] 104,5 93,5 59,9

Halbwertszeit t;, [h] 25,6 10 13

Clearance [ml/min/kg] 0,16 0,15 0,16

Ausscheidung 30% biliar,<1% 35 % biliar, 2 % renal 40 % biliar, <1 %
renal renal

1.2.4 Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen (UAW) und Interaktionen

Haufig beschriebene UAW der Echinocandine sind Fieber, Histamin induzierte Hautreaktionen,
gastrointestinale und hepatische Effekte wie z.B. Bauchschmerzen, erhohte Leberenzyme, Erbrechen
und neurologische Effekte wie z.B. Kopfschmerzen [25] [26] [34].

Die Echinocandine Micafungin und Caspofungin sind schwache Hemmer und Substrate von CYP450
(Cytochrom P 450)-Enzymen, vor allem von Isoenzym 3A4. Aus diesem Grund ist die Interaktion mit
Arzneimitteln, die iber diese Enzyme abgebaut werden, moglich [20] [35] [36].

Eine andere Interaktion der Echinocandine erfolgt Gber die OATP 1 (Organic Anion Transporting
Polypeptide), die die Aufnahme von Medikamenten zum Abbau in die Hepatozyten reguliert [37]. Bei
gleichzeitiger Applikation von Caspofungin mit Ciclosporin und Rifampicin ist eine VergroRerung der
AUC (Area under the Curve) von Caspofungin beobachtet worden. Dies beruht wahrscheinlich auf
einer Verringerung der Aufnahme von Caspofungin Uber die Leber durch Hemmung des OATP 1
Transporters durch Rifampicin und Ciclosporin [38] [39]. Auch bei Anidulafungin konnte eine erhéhte
AUC auch bei gleichzeitiger Gabe von Ciclosporin festgestellt werden [40]. Die genauen
Interaktionsmechanismen der Echinocandine sind jedoch noch nicht eindeutig geklart.

Bei der Gabe von Micafungin wurden in Tierversuchen hepatozelluldre Tumore festgestellt. Deswegen
wird empfohlen, Micafungin nicht bei vorbekannter Lebererkrankung zu geben und bei einer Erh6hung
der Leberwerte abzusetzen [26].

Im Vergleich zu den Azolantimykotika wie z.B. Fluconazol sind die Echinocandine gut vertraglich [41].

Sie zeigen durch ihren Wirkmechanismus ein vergleichbar geringes Interaktionspotential und sind im

Vergleich zu Amphotericin B weniger nephro- und hepatotoxisch [20] [42] [43].
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1.3 Therapeutisches Drug Monitoring (TDM)

Als Therapeutisches Drug Monitoring bezeichnet man die Messung von Serum- oder
Plasmakonzentrationen eines zugefiihrten Arzneistoffs oder von dessen Metaboliten. Das Ziel des TDM
ist die Verbesserung der Pharmakotherapie des individuellen Patienten, um einerseits unerwiinschte
Wirkungen und Intoxikationen durch zu hohe Plasmaspiegel zu vermeiden und um andererseits
Resistenzbildungen durch zu geringe Plasmaspiegel vorzubeugen. Damit das gewahrleistet ist, wird
eine Einstellung des Wirkstoffspiegels eines Arzneimittels innerhalb eines empfohlenen
Konzentrationsbereichs, dem sogenannten therapeutischen Bereich, angestrebt. Voraussetzung fir das
TDM ist ein zuverldssiges, valides, sensitives und ausreichend schnelles Nachweisverfahren [44].

In der Klasse der Antimykotika ist das TDM bei Flucytosin wegen seiner geringen therapeutischen
Breite indiziert [45]. Wegen der hohen interindividuellen Variabilitdt ihrer Plasmaspiegel sowie der
erhohten toxischen Risiken und verschiedenen Medikamenteninteraktionen konnte gezeigt werden,
dass TDM auch bei den Azolantimykotika sinnvoll sein kann [46].

Insbesondere ist TDM flr Patienten der ITS notwendig, die unter Insuffizienzen der
arzneimittelmetabolisierenden und -eliminierenden Organe (Leber, Nieren) leiden. Die optimale
Dosierung ist bei diesen Patienten deswegen im Allgemeinen schwierig. Durch eine Verdanderungen des
Verteilungsvolumens im Rahmen eines septischen Geschehens ist die individuelle Anpassung der
Dosierung zusatzlich erschwert [47] [48]. Die Wirkspiegel von Medikamenten sind bei Patienten mit

schwerer Sepsis schlecht vorhersehbar und oftmals zu niedrig [49].

1.4 Stand der Forschung

Fiir die Bestimmung von Caspofungin sind in der Literatur mehrere quantitative Methoden
beschrieben worden. Die HPLC-Fluoreszenz-Methode, adaptiert nach Schwartz et al., konnte gut
validiert und im Laborbetrieb des Instituts flr Klinische Pharmakologie etabliert werden [50].

Zum Nachweis von Micafungin gibt es bisher mehrere fluoreszenzbasierte Methoden. Die gleichzeitige
Erfassung von zwei aktiven Metaboliten von Micafungin wurde von Tabata et. al. beschrieben [30]. Die
Metaboliten M1, als Catechol-Form und M2, als Methoxyl-Form, entstehen durch die Catechol-O-
Methyltransferase. Beide sind pharmakologisch aktive Komponenten. Allerdings wurden diese
Metaboliten auf Grund ihrer niedrigen Konzentrationen im Plasma als von geringer therapeutischer
Relevanz betrachtet. Zusatzlich wurde eine Tandem-Massenspektrometrie Methode zur Bestimmung
von Micafungin von Muraki et al. publiziert [51]. Von den Autoren wurden jedoch keine

Validierungsdaten angegeben.
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Im Gegensatz zu Caspofungin weisen Micafungin und Anidulafungin nur eine schwache native
Fluoreszenz auf. Daher sind fluoreszenzbasierte Methoden nicht gut anwendbar. Allerdings sind
mehrere auf UV-Detektion basierende Verfahren in der Literatur beschrieben worden [52] [53]. Diese
wurden jedoch vor allem zur Bestimmung der Pharmakokinetik von Anidulafungin bei gesunden
Probanden und in Tierversuchen entwickelt.

Ein generelles Problem bei der Quantifizierung der Echinocandine ist die Identifizierung eines
brauchbaren internen Standards. In der Literatur wurden bisher speziell synthetisierte, teure und
kommerziell nicht erhaltliche Standards verwendet [54] [55] [56]. Aus diesem Grund waren sie fir eine
Methode, die in der taglichen Laborroutine angewendet werden soll, ungeeignet.

In vielen bisherigen Veroffentlichungen, in denen Quantifizierungsmethoden fir Echinocandine
beschrieben wurden, liegt der Schwerpunkt der Untersuchungen auf der klinischen Diagnostik und
weniger auf der Analytik, so dass die verwendeten Verfahren oft nur knapp und unvollstindig
beschrieben wurden [51] [52] [57].

In mehreren Publikationen wurden Schwierigkeiten bei der Dosierung der Echinocandine fir
besondere Patientengruppen beschrieben.

Fiir Caspofungin und Micafungin konnten in mehreren Studien eine Abhangigkeit vom Kérpergewicht
gezeigt werden. Je hoher das Korpergewicht war, desto geringer war der Echinocandinspiegel [58] [59].
Die Echinocandine sind bis zu 99 % an Albumin gebunden. Bei der Gabe von Caspofungin fiihrte eine
verringerte Albuminkonzentration zu einem erhéhten Caspofunginspiegel im Blut [59].

Weiterhin soll die Dosis von Caspofungin nach Empfehlungen der Fachinformation bei Patienten mit
leichter und bis maRiger Leberinsuffizienz angepasst werden [25] [60]. Flir Patienten mit schwerer
Leberinsuffizienz zeigte sich bei der Reduktion der Dosis auf 35 mg/d eine dhnliche AUC wie bei
Patienten mit normaler Leberfunktion [61]. Es gibt jedoch Hinweise, dass die Pharmakokinetik von
Caspofungin bei intensivpflichtigen leberinsuffizienten Patienten kaum verandert ist [62].

Micafungin soll nur bei Patienten ohne schwere Leberschadigung angewendet werden, da es in
Tierversuchen zur Entwicklung von hepatozellularen Tumoren gekommen ist [26]. Beziiglich der
Pharmakokinetik von Micafungin bei Patienten mit Leberinsuffizienz gibt es bisher nur wenige,
kontroverse Studien. So konnten Hebert et al. in einer Studie bei acht Patienten mit Leberdysfunktion
eine Reduktion der AUC von Micafungin im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigen [57]. In einer anderen
Publikation wurde Uber ein signifikant hoheren Micafunginspiegel bei Patienten mit

Hyperbilirubindmie sowie Leberinsuffizienz nach Lebertransplantation berichtet [51].
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die therapeutischen Erfahrungen mit Echinocandinen sind bis heute begrenzt. Plasmaspiegel zur
Therapiekontrolle werden bisher kaum erhoben. Trotz einiger Kenntnis der physikochemischen
Eigenschaften der Echinocandine gab es bisher noch kein einfaches Verfahren zur Bestimmung der
Echinocandine im Rahmen des TDM [20] [52] [54]. Um die Echinocandine in der Therapie wirkungsvoll
nutzen zu konnen, soll im Rahmen dieser Arbeit ein einfaches und robustes Verfahren entwickelt
werden, welches eine quantitative Bestimmung der Echinocandine im menschlichen Plasma
ermoglicht. Dabei liegt der Fokus auf der praktischen Durchfiihrbarkeit der Methode in der taglichen
Laborroutine. AuRerdem soll die therapeutische Konsequenz der Echinocandinspiegelbestimmung
ermittelt werden.
Zusammengefasst sind die Ziele der vorliegenden Arbeit:

e Entwicklung einer HPLC-Methode zur Bestimmung von Micafungin und Anidulafungin

e Erfassung des Einflusses von Echinocandinspiegeln auf verschiedene Laborwerte von Patienten

der Intensivstation

e Moglichkeiten der Therapieoptimierung durch das TDM von Echinocandinen bei Patienten auf

der ITS
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2. Material, Methoden und Patienten

2.1 Material

Ein Verzeichnis der verwendeten Materialien und deren Herstellerangaben sind im Anhang in Kapitel 7

von Tabelle 7.4 bis Tabelle 7.10 zu finden.

2.2 Methoden

Die im Folgenden beschriebenen Methoden fir die Bestimmung von Anidulafungin- und
Micafunginkonzentrationen sind im Labor des Instituts fiir Klinische Pharmakologie entwickelt und fir
den routinemaRigen Laborbetrieb validiert worden. Fiir die Bestimmung der Caspofunginkonzentration

wurde die Methode von Schwartz et al. modifiziert und ebenfalls validiert [50].

2.2.1 Das Prinzip der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die HPLC ist ein analytisches Trennverfahren, das der Auftrennung eines Stoffgemischs unter Nutzung
des Verteilungsgleichgewichts zwischen einer stationdren und einer mobilen Phase dient.

Ein HPLC-System besteht aus einer Saule (stationare Phase) durch die mit Pumpen das Elutionsmittel
(mobile Phase) und die analysierende Probe geleitet werden. Die Vorsdule hat eine Filterfunktion, die
zum Schutz vor Verunreinigungen der analytischen Sdule dient. Die Probenaufgabe auf die Saule
erfolgt mit einem Autosampler automatisiert tiber eine Dosierschleife. Das Sdulenthermostat sorgt fiir
eine gleichbleibende Temperatur wahrend des Trennvorgangs in der Sdule. Im Anschluss erfolgt die
Messung der aufgetrennten Substanzen mit einem Detektor. Die Auswertung und Integration der
entstandenen chromatografischen Peaks erfolgt mit einem PC-System und einer Messsoftware, um die
Konzentration des Analyten zu ermitteln.

Die stationdre Phase bei der HPLC besteht aus pordsen Silicagelpartikeln mit einer GrolRe von 1,7 bis
5 um, die in einer Stahlsdule dicht gepackt sind. Kleinere Partikel fihren dabei zu einer besseren
Trennleistung der Saule, wobei allerdings der Gegendruck der mobilen Phase stark ansteigt.

Die reversed phase (RP)- oder Umkehrphasen-Chromatografie ist heutzutage eine haufig genutzte
Methode zur Trennung von organischen Substanzen. Bei der RP-Chromatografie ist die stationare
Phase unpolar und die mobile Phase polar geladen. Um die Wechselwirkung zwischen stationarer und
mobiler Phase bei der Auftrennung zu nutzen, haben die Elutionsmittel eine entgegengesetzte
Polaritat zur stationdren Phase. Bei der RP-Chromatografie werden polare Elutionsmittel wie
Methanol/Wasser- oder Acetonitril/Wasser-Gemische verwendet, in denen sich polare Substanzen gut

|6sen.
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An das Silicagel der stationdaren Phase sind je nach Polaritdt zusatzliche Kohlenstoffketten von
unterschiedlicher Lange gebunden. Es gilt, je langer die Kohlenstoffkette ist, die an das Silicagel
gebunden ist, desto unpolarer ist die stationdre Phase.

Die chromatografische Trennung kann isokratisch oder als Gradientenelution erfolgen. Bei der
isokratischen Trennung bleibt die Zusammensetzung des Elutionsmittels wahrend des Trennvorgangs
unverandert. Im Gegensatz dazu &andert sich bei der Gradientenelution kontinuierlich die
Zusammensetzung und damit die Polaritdt des Elutionsmittels. Je nach Anzahl der zu verwendenden
Elutionsmittel unterscheidet man zwischen binaren, terndaren oder quaternaren Gradienten.

Die Detektion wurde mit einem UV-Detektor, einem Dioden-Array-Detektor (DAD), einem Fluoreszenz-
Detektor und einem Massenspektrometer (MS) durchgefiihrt.

Die Funktion des UV-Detektors beruht auf der Grundlage des Lambert-Beer'schen Gesetzes
E = &-c-d (E= Extinktion; € = Extinktionskoeffizient; c = Konzentration der absorbierenden Substanz;
d = Schichtdicke der Messzelle). Beim UV-Detektor wird die Extinktion der Probe, wahrend sie durch
die Messzelle flielt, bei einer voreingestellten Wellenldnge gemessen. Eine Fotodiode registriert die
Anderung der Extinktion und wandelt sie in ein elektrisches Signal um. Die UV-Quelle besteht aus einer
Deuteriumlampe, die ein kontinuierliches UV-Spektrum aussendet. Der Dioden-Array-Detektor
funktioniert nach demselben Grundprinzip wie der UV-Detektor. Jedoch wird das UV-Spektrum erst
nach dem Durchtritt durch die Messzelle zerlegt. Somit gibt es die Moglichkeit, durch Verwendung
einer Vielzahl von Fotodioden die Extinktion (iber das gesamte UV-Spektrum darzustellen. Es ist
dadurch moglich, die analytische Aussagekraft der chromatografischen Peaks zu erhohen. Der
Fluoreszenz-Detektor eignet sich fiir die Detektion von Substanzen, die durch UV-Licht zu Fluoreszenz
angeregt werden kdnnen. Beim Zurlickfallen der Elektronen aus dem angeregten Zustand wird die
aufgenommene Energie als Lichtquantum mit einer spezifischen Wellenldange wieder abgegeben und
von der Fotodiode aufgenommen. Das Verfahren eignet sich vor allem fir den Nachweis von
organischen Verbindungen mit freien mn-Elektronen wie zum Beispiel aromatischen
Kohlenwasserstoffverbindungen. Es ist sehr selektiv, da nur fluoreszierende Substanzen erfasst
werden.

Eine weitere Moglichkeit der Detektion ist die Massenspektrometrie. Durch die Elektronen-Spray-
lonisation (ESI) wird der Analyt in ein Aerosol verwandelt und durch ein elektrisches Spannungsfeld
ionisiert. Die lonen gelangen zum Massenspektrometer und werden dort nach dem Masse-zu-Ladungs-
Verhiltnis aufgetrennt. Das Massenspektrometer verwendet Quadrupol-Massenfilter, die aus vier
quadratisch angeordneten Metallstaben, zwischen denen ein elektrisches Feld angelegt wird,
bestehen. Durch die elektrischen Wechselfelder kommt es zu einer lonenablenkung, die abhangig von

der Ladung und Masse des lons ist.
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Um die Selektivitdt innerhalb dieses Detektionsverfahrens noch weiter zu erhéhen, kénnen in der
Tandem-Massenspektrometrie mehrere Massenspektrometerstufen hintereinander verwendet
werden. Dabei wird ein lon eines bestimmten Masse-zu-Ladungs (m/z)-Verhaltnisses selektiert und in
einer StoRkammer fragmentiert, um anschlieBend die Fragmente in einer weiteren
Massenspektrometerstufe zu analysieren [63]. In Abbildung 2.1 ist der Aufbau des verwendeten HPLC

Agilent 1100 Systems zu sehen.

Elutionsmittel

Eluentenraum

o

Vakuumentgaser g = £
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Hochdruckpumpe ' -1 =i L | Yy
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Sdulenthermostat

Detektor

T

Abbildung 2.1: Das HPLC Agilent 1100 System

2.2.2 Methoden der Probenaufbereitung

Ein Ziel der Probenaufbereitung ist die Trennung der Analyten von der Matrix, um ein Gemisch zu
erhalten, das flir eine HPLC-Trennung geeignet ist. Dieser Vorgang erfolgt z.B. durch Proteinfallung
indem der Probenldsung ein organisches Losungsmittel wie Acetonitril oder Methanol zugesetzt wird.
AnschlieBend werden die Proben zentrifugiert und der klare proteinfreie Uberstand der HPLC
zugefihrt.

Eine andere Modglichkeit der Probenvorbereitung ist die Festphasenextraktion. Der Transport der
Proben und Losungsmittel durch die Festphasenextraktionsrohrchen kann mittels Vakuum,
Zentrifugalkraft oder Druck erfolgen. Die Festphasenextraktionsrohrchen, bestehend aus einer festen
Phase wie z.B. modifiziertes Silicagel, werden mit Lésungsmittel konditioniert, um Wechselwirkungen
zwischen stationdrer und mobiler Phase zu ermoéglichen. Der Analyt in der aufgegebenen
Probenlosung hat dabei eine hohere Affinitdt zu der stationdren Phase als die Matrix, die durch die
Extraktionsrohrchen gesaugt wird. Der gesuchte Analyt verbleibt auf der festen Phase und wird dann
mit Hilfe eines Elutionsmittels herausgewaschen. Dabei kann der Analyt aufkonzentriert werden, um

schlieRlich bei der chromatografischen Trennung eine erhéhte Empfindlichkeit zu erlangen [63].

11
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2.2.3 Vorbereitung der verwendeten Losungen
Im Folgenden werden die angewendeten methodischen Schritte detailliert dargestellt. Diese
beinhalten die Herstellung der verwendeten Lésungen und Standards und die zur chromatografischen

Trennung bendtigten Einstellungen an den Geraten.

Stammldsungen

Die Stammlosungen dienen zur Herstellung aller folgenden Kalibrierlésungen und des internen
Standards. Die Konzentrationen wurden entsprechend den Packungsbeilagen der Fertigarzneimittel
berechnet (s. Tabelle 7.9).

Stammldsung Anidulafungin (c = 1000 pg/ml): 100 mg Anidulafungin wurde in 100 ml von einem

Methanol/Wasser-Gemisch (v/v; 1:1) gel6st.

Stammldsung Micafungin (c = 500 ug/ml): 50 mg Micafungin wurde in 100 ml Wasser gelost.

Stammldsung Caspofungin (c = 500 pug/ml): 50 mg Caspofungin wurde in 10,5 ml Wasser gel6st. Von

diesem Gemisch wurden genau 10 ml abgenommen und mit einem Wasser/Methanol-Gemisch zu
jeweils gleichen Teilen auf 100 ml aufgefiillt.

Alle hergestellten Stammldsungen wurden in 4 ml Kryorohrchen portioniert und bei -80 °C eingefroren.

2.2.4 Kalibrierlésungen und interner Standard

Die Proben wurden jeweils, wie folgend beschrieben, aus den jeweiligen Stammlosungen hergestellt.

Anidulafungin

Kalibrierlésung 1 (Konzentration ¢ = 100 pug/ml Anidulafungin): Die Kalibrierlosung 1 bestand zu 100 pl

aus der Stammlésung Anidulafungin und zu 900 pl aus Wasser.

Kalibrierlosung 2 (c =10 pg/ml Anidulafungin): Die Kalibrierlésung 2 setzte sich zu 100 pl aus der

Kalibrierlésung 1 und zu 900 pl aus Wasser zusammen.

Interner Standard-Losung (1.S.; ¢ =100 ug/ml Micafungin): Zur Herstellung wurden 200 pul der

Stammlésung Micafungin wurden mit 800 pl Wasser verdiinnt.

Micafungin

Kalibrierlésung 1 (c =100 pg/ml Micafungin): 200 pl von der Stammlésung Micafungin wurden mit

800 ul Wasser verdinnt und es entstand eine Konzentration von 100 pg/ml Micafungin in der
Kalibrierlésung 1.

Kalibrierlésung 2 (c =10 ug/ml Micafungin): Zur Herstellung der Kalibrierl6sung 2 wurden 100 pl der

Kalibrierlésung 1 mit 900 ul Wasser verdiinnt.
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Interner Standard-Lésung (c = 100 pg/ml Anidulafungin): Es wurden 100 ul der Stammldsung

Anidulafungin mit 900 pl Wasser verdiinnt.

Caspofungin

Kalibrierlésung 1 (c =200 pug/ml Caspofungin): 200 pul der Stamml6ésung Caspofungin wurden mit

300 pl Leerplasma verdiinnt.

Kalibrierlésung 2 (c =20 upg/ml Caspofungin): 100 ul der Kalibrierlésung 1 wurden mit 900 pl

Leerplasma verdiinnt.

2.2.5 Kalibrier- und Qualitatskontrollproben

Zur Bestimmung der Kalibrierfunktion von Anidulafungin und Micafungin wurden je sechs
Kalibrierproben hergestellt. Eine Kalibrierreihe bestand aus folgenden Proben entsprechend der in

Tabelle 2.1 angegebenen Reihenfolge.

Tabelle 2.1: Zusammensetzung der Kalibrierproben zur Bestimmung von Anidulafungin und Micafungin

Level Zugabe Kalibrierlésung Kalibrierlésung  Zugabe Plasma Konzentration
[pl] (Nummer) [ul] [ng/mli]

1 50 2 950 0,5

2 100 2 900 1

3 20 1 980 2

4 50 1 950 5

5 100 1 900 10

6 200 1 800 20

Fiir die Bestimmung der Kalibrierfunktion von Caspofungin erfolgte die Herstellung von finf
Kalibrierproben, deren Zusammensetzung in Tabelle 2.2 beschrieben ist.

Zur Herstellung der Kalibrierproben wurde Citratplasma verwendet, das von gesunden Probanden aus
der Blutbank des Universitatsklinikums Magdeburg stammte. Die Kalibrierproben wurden der
Probenaufbereitung, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, unterzogen und anschlieRend analysiert. Die
Qualitatskontrollproben wurden nach demselben Prinzip wie die Kalibrierproben in den
Konzentrationen 1 pg/ml und 20 ug/ml fur alle Micafungin- und Caspofunginproben hergestellt und

bei -80 °C eingefroren.
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Tabelle 2.2: Zusammensetzung der Kalibrierproben zur Bestimmung von Caspofungin

Level Zugabe Kalibrierlosung  Kalibrierlosung Zugabe Plasma  Konzentration
[ml] (Nummer) [wl] [ng/ml]

1 25 2 975 0,5

2 50 2 950 1

3 25 1 975 5

4 50 1 950 10

5 100 1 900 20

2.2.6 Losungen fiir die Festphasenextraktion
Die Aufarbeitung der Proben fiir Caspofungin erfolgte durch Festphasenextraktion bei der folgende
Losungen verwendet wurden:

Extraktionspuffer: 13,6 g Natriumacetat-3-hydrat wurden mit 100 ml in Wasser gelést und mit

Essigsdure auf einen pH-Wert von 4,9 eingestellt.
Elutionslosung: 100 ml Methanol wurden mit 1,9 ml 25 %-Ammoniak-Lésung und mit 100 pl

Trifluoressigsaure vermischt.

Laufmittel

Die Herstellung der Laufmittel fur die HPLC wurde wie nachfolgend beschrieben durchgefiihrt.

Das Laufmittel A fir die Bestimmung von Micafungin und Anidulafungin bestand aus 250 mg
Ammoniumacetat, das in 250 ml Wasser aufgeldst und anschlieRend mit Ammoniak-Lésung auf einen
pH-Wert von 7,0 eingestellt wurde. Das Laufmittel B bestand aus Acetonitril.

Fiir die Herstellung von Laufmittel A zur Messung von Caspofungin wurden 500 ml Wasser mit 500 pl

Trifluoressigsaure gemischt. Auch hier bestand das Laufmittel B aus Acetonitril.

Aufbereitung der Patientenproben

Die abgenommenen Blutproben wurden bei Laboreingang fiir 5 Minuten bei 1000 g zentrifugiert
(Universal 32, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen), um das Plasma von den zelluldren Blutbestandteilen zu
trennen. Die nativen Blutproben fiir die Konzentrationsbestimmung im Serum konnten in
Serumroéhrchen mit Gerinnungsfaktoren 30 Minuten bei Raumtemperatur gerinnen und wurden
danach fiir 10 Minuten bei 960 g zentrifugiert.

Fiir die Bestimmung von Anidulafungin und Micafungin erfolgte die Probenaufbereitung in 1,5 ml
Eppendorfgefillen. Die Probenaufbereitung fiir Anidulafungin und Micafungin waren identisch.

Die Vorbereitung fur Caspofungin wurde in SPE (Solid Phase Extraction) Extraktionsréhrchen fir die

Festphasenextraktion durchgefihrt.
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Fiir die Bestimmung von Anidulafungin und Micafungin wurden von den Kalibrierproben, bzw.
Patientenproben 100 ul Plasma mit 20 ul der jeweiligen 1.S.-Lésung vermischt und anschlieRend die
Proteine durch Zugabe von 200 pl Acetonitril ausgefallt. Im Anschluss wurden die Proben 5 Minuten
bei 10 000 g (Biofuge pico Heraeus, DJB Labcare Ltd, Buckinghamshire, England) zentrifugiert. Von dem
klaren Uberstand wurden 100 pl abgenommen und im Autosamplergldschen mit 100 pl von Laufmittel
A fir die HPLC-Messung gemischt.

Die Versuche zur Probenvorbereitung von Anidulafungin und Micafungin durch Festphasenextraktion
wurden mit OASIS HLB mixed mode cartridges (Waters, Eschborn) durchgefiihrt. Auf die
Extraktionsréhrchen wurden 500 pl der Plasmaprobe aufgetragen und anschlieBend mit 1 ml Wasser
und mit 1 ml Wasser/Methanol Gemisch (50:50; v/v) gewaschen. Die Elution, das Herausl6sen des
Analyten aus der stationaren Phase, erfolgte mit 1 ml Methanol/ Ammoniumhydroxid Gemisch (98:2;
v/v).

Zur Aufbereitung der Proben fir die Caspofunginmessung wurden zu 0,3 ml Kalibrier- oder
Patientenplasma 0,7 ml Extraktionspuffer zugesetzt. Die SPE Diol Extraktionsrohrchen (J.T. Baker,
Deventer, Niederlande) wurden erst mit 3 ml Methanol und danach mit 3 ml Wasser konditioniert.
Dabei musste darauf geachtet werden, dass die Saule nicht trocken lief, da sonst die Benetzung der
stationdren Phase mit der mobilen Phase aufgehoben wird. AnschlieBend wurden die Serumproben
aufgegeben, die in 5 bis 10 Minuten durch die Extraktionsrohrchen gesogen wurden. Danach wurden
die Extraktionsrohrchen mit 3 ml Wasser und anschlieBend mit 3 ml Methanol gewaschen und trocken
gesaugt, um die restlichen Verunreinigungen und die Probenmatrix zu entfernen. Die Elution erfolgte
mit 1 ml Elutionslosung. Die Eluate wurden anschlieBend in der Vakuumzentrifuge bei 100 g
(UniEquip Univapo 150 ECH, Progen Scientific London, England) eingedampft. Der Riickstand wurde
mit 30 pl Methanol angeldst und dann mit 300 pl von Laufmittel A fir die HPLC aufgenommen. Zuletzt
wurde das Gemisch in Autosamplergldaschen mit Einsatz Gberfiihrt. Daraufhin waren die Proben fiir die

HPLC Messung fertig prapariert.

2.2.7 Das HPLC-System: Saulen und Einstellungen

Die Bestimmung der Konzentration der Echinocandine im Blutplasma und Blutserum erfolgte mit dem
Agilent 1100 HPLC System (Agilent Technologies, Boblingen).

Als Vorsdule kam fir alle Proben ein Phenomenex Security Guard System mit einem 4 x2 mm
C18 Filter zum Einsatz. Als analytische Sdule wurde jeweils fiir Anidulafungin und Micafungin eine
Zorbax Eclipse XDB-C18 2,1 mm x 150 mm (Agilent Technologies, Boblingen) verwendet. Fir
Anidulafungin betrug die PartikelgroRe 5 pum und fir Micafungin 3,5 um. Die Temperatur des

Saulenthermostats lag bei 35 °C.
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Fiir die Bestimmung von Caspofungin wurde eine Zorbax Eclipse SB-C18 2.1 mm x 150 mm S&dule mit
einer PartikelgroRe von 5 um eingebaut. Die stationdre Phase bestand bei allen Saulen aus Silicagel mit
Ocetadecyl (C18) Kohlenstoffketten.

Die FlieRgeschwindigkeit betrug fiir die Analyse von Micafungin und Anidulafungin 0,35 ml/min und

fur Caspofungin 0,4 ml/min. Die Injektionsvolumina betrugen bei allen Echinocandinen 25 pl.

Gradientenprogramm

Wahrend der chromatografischen Auftrennung von Anidulafungin und Micafungin wurde eine
Gradientenelution durchgefiihrt. Zu Beginn der Auftrennung bestand die mobile Phase aus 70 %
Pufferlosung (0,1 % Ammoniumacetat und 0,1 % Essigsdure in Wasser) und 30 % Acetonitril. Innerhalb
einer Laufzeit von 11 Minuten wurde der Anteil von Acetonitril auf 65 % gesteigert. Die Retentionszeit
betrug 12,1 Minuten fir Anidulafungin und 8,1 Minuten fiir Micafungin. Die gesamte Laufzeit fur die
Trennung von einer Probe betrug 17 Minuten und 4 Minuten Nachlaufzeit zur Reaquilibrierung der
stationdren Phase auf Startbedingungen.

Die chromatografische Trennung von Caspofungin erfolgte isokratisch mit einem Mischungsverhéltnis
von 65 % von Laufmittel A und 35 % von Laufmittel B. Die Retentionszeit betrug 6,6 Minuten. Die

Laufzeit fur die Trennung von einer Probe betrug 10 Minuten ohne Nachlaufzeit.

Detektion, Auswertung und Integration

Die Detektion zur Bestimmung von Anidulafungin und Micafungin erfolgte mit einem Dioden-Array-
Detektor (DAD), in dem eine Semimikromesszelle (Agilent Technologies, Boblingen) eingebaut wurde.
Die Messung der UV-Spektren der beiden Substanzen ergaben Absorptionsmaxima von 273 nm fir
Micafungin und 306 nm flr Anidulafungin.

Fiir die durchgefiihrten massenspektometrischen Messungen wurden ein Thermo Fisher Scientific
Finnigan TSQ Quantum-Discovery-Max-Triple-Quadrupole-Massenspektrometer und eine ESI-Quelle
verwendet. Die lonisation erfolgte bei positiver Spannung von 4,5 kV. Die Einstellungen an der ESI-
Quelle betrugen: Sheath Gas (Hillgas): 49 AU (Arbitrary Units), Auxiliary Gas (Hilfsgas): 24 AU,
Kapillartemperatur: 250 °C. Die Filterbreite des Quadrupol-Massenfilters betrug 2,5 amu (atomic mass
units).

Fiir die Bestimmung von Caspofungin wurde ein Fluoreszenz-Detektor bei einer Exzitationswellenldnge
von 229 nm und einer Emissionswellenlange von 311 nm genutzt.

Die Auswertung und Integration der Chromatogramme erfolgte mit der Agilent ChemStation LC 3D

(Revision A 09.03) Software.
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2.2.8 Validierung

Die Validierung von Labormethoden richtete sich nach den Empfehlungen von nationalen und
internationalen Organisationen, wie dem Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [64], den
Bioanalytical Method Validation Guidelines der Food and Drug Administration (FDA) [65] und nach den
Richtlinien = der  Bundesarztekammer zur  Qualitdtssicherung  laboratoriumsmedizinischer
Untersuchungen [66].

Zur \Validierung des Verfahrens wurden die Parameter Linearitdt, Prazision, Richtigkeit,
Nachweisgrenze, Bestimmungsgrenze und Selektivitat, wie in Kapitel 7.3.4 beschrieben, erhoben.

Die verwendeten chromatografischen Methoden wurden nach den oben genannten Richtlinien
validiert und anschliefend im Labor des Instituts fir Klinische Pharmakologie am Universitatsklinikum
Magdeburg innerhalb des Routinebetriebs im Rahmen des Therapeutischen Drug Monitorings

angewendet.

Kalibrierung

Fiir die Quantifizierung der Analytenmenge wurde die mengenproportionale GréoRe Peakflache (A)
verwendet. Eine Kalibrierung wird bendtigt, um den jeweiligen Proportionalitdtsfaktor zwischen der
gemessenen GroRe und der dieser GroRe zugrunde liegenden Konzentration des Analyten zu
bestimmen [67]. Es wurde die Peakflaiche durch Integration der chromatografischen Funktion
bestimmt. Mit Hilfe der Kalibrierfunktion kann die Konzentration der Analyten in unbekannten Proben
bestimmt werden. Es wurden sowohl interne als auch externe Standards zur Kalibrierung verwendet.
Fir die Erstellung einer Kalibrierfunktion mit einem externen Standard wurden aus der jeweiligen
Stammlésung durch Verdiinnung mit Blutplasma Kalibrierproben mit unterschiedlichen
Konzentrationen des zu bestimmenden Analyten, hier Caspofungin, erstellt. Diese wurden dann in
aufeinanderfolgenden Analyseldufen in das Trennsystem injiziert. Von den gemessenen
Kalibrierproben wurde die jeweilige Peakflache (y-Achse) bestimmt und in Abhdngigkeit von der
bekannten Konzentration (x-Achse) aufgetragen und so die Kalibrierfunktion bestimmt (s. Abbildung
3.6 und Abbildung 7.3).

Bei der Verwendung des internen Standards wurden allen Kalibrierlésungen und den Patientenproben
der interne Standard in bekannter und konstanter Menge zugesetzt. Micafungin und Anidulafungin
dienten jeweils gegenseitig als interner Standard. Zur Berechnung der Konzentration der zu
analysierenden Substanz wurde die integrierte Peakfliche ins Verhéltnis mit der integrierten
Peakflache des internen Standards gesetzt. Diese berechnete relative dimensionslose Peakflache

diente als Grundlage zur Berechnung der Konzentration des gesuchten Analyten.

17



2. Material, Methoden und Patienten

Bestimmungs- und Nachweisgrenze
Die Bestimmungsgrenze fir alle Echinocandine betrug 0,5 pg/ml. Die Nachweisgrenzen wurden jeweils

bei einem Signal-Rausch-Verhaltnis von groRer als 3 ermittelt.

Prazision und Richtigkeit

Fir die Bestimmung aller Echinocandine wurde die Methode im Messbereich von 0,1 pug/ml, 1 pg/mi
und 20 pg/ml mit dem UV-Detektor durch die Bestimmung von Prézision und Richtigkeit validiert. Fur
die Bestimmung von Prézision und Richtigkeit von Caspofungin im Messbereich von 0,1 pg/ml und

20 pg/ml wurde der Fluoreszenz-Detektor verwendet.

Stabilitat

Es wurde die Stabilitdt fir Proben vor und nach der Probenaufarbeitung bei Raumtemperatur
ermittelt. Dafiir wurden der eine Teil der Proben fiir die HPLC aufgearbeitet, der andere Teil der
Proben wurde keiner Aufarbeitung unterzogen und fir 24 Stunden bei Raumtemperatur gelagert und
dann erst aufgearbeitet und analysiert. Zusatzlich wurden Serumproben hergestellt, um die

Echinocandinkonzentration (Anidulafungin und Micafungin) im Serum und Plasma zu vergleichen.

2.3 Patienten

2.3.1 Patientenkollektiv

Im Zeitraum vom 14. Dezember 2010 bis 14. November 2011 wurden 45 Patienten der internistischen
ITS am Universitatsklinikum Magdeburg fiir die Datenerhebung herangezogen, bei denen im Rahmen
des TDM die Echinocandine Caspofungin oder Micafungin bestimmt wurden. Bei diesen Patienten
wurden insgesamt 108 Plasmaspiegelbestimmungen durchgefiihrt. In der Caspofungin-Gruppe waren
14 Patienten und 30 Spiegelbestimmungen. In der Micafungin-Gruppe wurden 31 Patienten und 78
Spiegelbestimmungen berlicksichtigt. Die Patienten, die mit Anidulafungin therapiert wurden, konnten
auf Grund einer zu geringen GruppengrofRe von vier Patienten nicht in der Auswertung berlicksichtigt
werden. Die Erhebung der Daten erfolgte retrospektiv. Ausgeschlossen waren Patienten mit primar
chirurgischen Diagnosen und Patienten deren Krankheitsverlauf nicht in der elektronischen

Patientenakte einsehbar war.

Probenentnahme und Transport
Die venose Blutentnahme von 4 ml in Serumrohrchen wurde jeweils vor der folgenden
Echinocandingabe durchgefiihrt (Talspiegel). Flr die Bestimmung aus Plasma wurden Serumrohrchen

ohne Gerinnungsfaktoren und fir die Bestimmung aus Serum wurden Serumréhrchen mit
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Gerinnungsfaktoren verwendet. Der Probentransport erfolgte bei Raumtemperatur innerhalb von 1
bis 6 Stunden in das Institut flir Klinische Pharmakologie am Universitatsklinikum Magdeburg.
Zu jeder Blutprobe gehorte ein ausgefiillter Anforderungsschein. Er enthielt die folgenden Angaben:

e Patientenetikett mit Name, Patientennummer und Geburtsdatum

e Diagnose

e Grund der Anforderung und Dosierung des Medikaments, dessen Konzentration

gemessen werden soll, sowie dessen letzte Verabreichung

e Begleitmedikamente.
Die erhobenen Laborwerte wurden vom Institut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie am
Universitatsklinikum Magdeburg im Rahmen der routinemaRigen Kontrolle auf Anordnung der
diensthabenden Arzte auf der ITS bestimmt. Die verwendeten Referenzwerte sind im Anhang unter
Tabelle 7.11 zu finden. Der mikrobiologische Nachweis erfolgte im Institut fir Medizinische
Mikrobiologie am Universititsklinikum Magdeburg ebenfalls auf Anordnung der diensthabenden Arzte

auf der ITS.

Erfassung der klinischen Daten
Die Patientendaten wurden aus dem auf der ITS verwendeten Krankenhausinformtionssystem IMESO
(IMESO-Innovative Medizinische Software GmbH, GieRen, Deutschland) entnommen. Es wurden alle
personenbezogenen Merkmale anonymisiert und jedem Patienten eine Auswertungsnummer
zugeordnet. Die Zustimmung der Patienten, bzw. deren gesetzlichen Vertreter zur anonymsierten
wissenschaftlichen Auswertung der Daten lag mit Unterschrift des Behandlungsvertrags jeweils vor. Es
wurden folgende Daten erhoben:
e Biometrische Daten (Alter, Geschlecht, GréRe, Gewicht, Kérperoberflache, Body-Mass-
Index)
e Daten zum Therapieverlauf (Aufenthaltsdauer, Therapiedauer, Pilzspezies, Dialyse,
Dialysedauer, Umsetzung auf andere Antimykotika, Dosisanpassungen)
e Aufnahmediagnose, Hauptdiagnosen, Nebendiagnosen
e Begleitmedikamente
Wahrend der Therapie mit Echinocandinen auf der ITS wurde die Entwicklung von Laborwerten
dokumentiert. In der Verlaufsdokumentation wurde fiir jeden Patienten taglich folgende Daten
erhoben:
e Laborwerte (Protein, Albumin, ALAT, ASAT, Bilirubin, CK, Kreatinin, CRP, PCT, INR, GGT,
Leukozyten)

e Temperatur
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e Tagesdosis (Caspofungin und Micafungin)

e Zeitpunkt der Dosisanpassung (Dosiserhéhung, Dosiserniedrigung, Dosispause)
Wurden mehrere Labor- oder Temperaturwerte pro Tag gemessen, dann wurde jeweils der erste am
Tag gemessene Laborwert als reprasentativer Laborwert fiir diesen Tag verwendet.
In folgender Tabelle sind die Definitionen fiir die jeweiligen Einteilungen des Patientenkollektives

aufgelistet (s. Tabelle 2.3).

Tabelle 2.3: Einteilungen des Patientenkollektivs

Einteilung Definition

Immunosuppression Aktive maligne Erkrankungen (Tumoren,
Leukdmien), Autoimmunerkrankungen,
Zustand nach Knochenmark bzw.
Stammzelltransplantation, AIDS,
vorhergehende Chemotherapie oder Radiatio
und Therapie mit Glucocorticoiden tiber der
Schwellendosis.

Hyperbilirubindmie Bilirubinmittelwert > 17 umol/I
Hypoalbumindmie Albuminmittelwert < 35 g/l
Glucocorticoide Gabe von Prednisolon, Cortison oder

Hydrocortison (oral oder i.v.)

2.4 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden in einer Datenbank des Programms Microsoft Office Excel 2007
(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). tabellarisch erfasst und in das Statistikprogramm SPSS
(Version 20) eingelesen und ausgewertet.

Fiir die deskriptive Statistik wurden folgende Parameter berechnet: Mittelwert, Median,
Standardabweichung, Varianz und Spannweite (Range).

Die grafische Darstellung von Tabellen und Diagrammen und der Ergebnisse einschlieBlich der
Berechnungen von Korrelationsfaktoren und Regressionsfunktionen erfolgte mit Microsoft Office Excel
2007 und der Messsoftware Agilent ChemStation LC 3D (Revision A 09.03).

Fiir die explorative Statistik wurden folgende Tests verwendet: Als verteilungsunabhangiger Test fir
unverbundene Stichproben wurde der zweiseitige U-Test von Mann und Whitney durchgefiihrt. Der
zweiseitige t-Test mit verschiedenen Varianzen fiir zwei verbundene Stichproben wurde zur Analyse
der Matrixunabhangigkeit und der Stabilitdt angewendet. Zur Analyse von Haufigkeitsunterschieden
zwischen zwei Merkmalen wurde der zweiseitige Pearson-Chi Quadrat Test angewendet. Wenn die
erwartete Haufigkeit beim Chi-Quadrat Test kleiner als 5 war wurde der Fischer-Exakt Test verwendet.

Fur die Korrelationsanalyse wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (r,) berechnet.
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Eine statistische Signifikanz bezlglich eines Zusammenhangs wurde bei einem p-Wert von <0,05

angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 HPLC Methode

3.1.1 Probenaufarbeitung und Extraktionsausbeute

Bei der Aufarbeitung durch eine einfache Proteinfallung mit Acetonitril lag die Extraktionsausbeute bei
durchschnittlich 94 % und ist fiir die einzelnen Konzentrationen in Tabelle 3.1 dargestellt. Im Gegensatz
dazu konnte durch die Festphasenextraktion nur eine geringe Extraktionsausbeute von circa 40 %

erreicht werden.

Tabelle 3.1: Extraktionsausbeute von Anidulafungin und Micafungin durch Proteinfdllung

Echinocandin Konzentration Extraktionsausbeute Standardabweichung
[%]
Micafungin 0,1 pg/ml 96,0 12,82
1 pg/ml 91,6 4,31
20 pg/ml 92,3 3,27
Anidulafungin 0,1 pug/ml 93,3 7,29
1 pg/ml 98,3 12,64
20 pg/ml 93,4 2,04

3.1.2 Chromatografische Auftrennung
Unter Verwendung der Umkehrphasen-Chromatografie war eine eindeutige chromatografische
Trennung moglich, so dass diese in den folgenden Versuchen zur Gradientenoptimierung verwendet

wurde.

3.1.3 Gradientenoptimierung

Erste Versuche zur Entwicklung des eines effizienten Gradienten wurden mit Methanol als
Elutionsmittel auf einer 50 mm langen Sadule durchgefiihrt. Methanol wurde als Elutionsmittel gewahlt,
da es preisgiinstiger und weniger toxisch als Acetonitril ist. Das Optimierungsverfahren wurde mit
einem Methanolgradient von 20 % auf 60% innerhalb von 5 Minuten begonnen (s. Abbildung 3.1 [A]).
Hierbei zeigte sich, dass Anidulafungin und Micafungin gut getrennt waren. Allgerdings fanden sich vor
den Peaks kleine Zusatzsignale. Diese waren von den Analytpeaks nicht basisliniengetrennt. Eine
langsamere Steigerung des Methanolgehaltes verbesserte die Auflésung zwischen den Stérpeaks und

den Echincandinpeaks nicht wesentlich (s. Abbildung 3.1 [B]).
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Abbildung 3.1: UV-Spektrometer: Wellenlinge A =273 nm; Gradientenelution mit 20 % bis 60 %

Methanol mit Gradientenwechsel [A] in 5 Minuten und [B] in 10 Minuten auf Zorbax Eclipse XBD-C18
2,1x50mm 3,5 um
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Abbildung 3.2: UV-Spektrometer: Wellenldinge A =273 nm; [A] Gradientenelution mit 20 % bis 60 %

Acetonitril und [B] 20 % bis 65 % Acetonitril bei 10 Minuten auf Zorbax Eclipse XDB-C18 2,1 x 150 mm
3,5um

Zur Verbesserung der Auflosung wurde bei der Verwendung von Acetonitril als Elutionsmittel statt

einer 50 mm langen Saule eine 150 mm lange Sdule verwendet. Da der Methanolgradient auf dieser
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langen Saule einen starken Gegendruck erzeugte, wurde bei Verwendung der langeren Saule auf das
geringer viskose Acetonitril zuriickgegriffen. Ein Chromatogramm mit einer Steigerung des
Acetonitrilgehaltes von 20 % auf 60 % in 10 Minuten ist in Abbildung 3.2 [A] dargestellt. Die Stor- und
Analytpeaks sind jetzt basisliniengetrennt. Eine weitere Optimierung des Gradienten von 20 % auf
65 % in 10 Minuten ergab kiirzere Retentionszeiten bei gleichbleibender guter Trennleistung (s.

Abbildung 3.2 [B]). Alle Versuche erfolgten bei einer Flussrate von 0,35 ml/min.

3.2 Detektionsverfahren

3.2.1 Fluoreszenzdetektion

Durch die native Fluoreszenz von Caspofungin ist eine stérungsfreie Detektion dieses Echinocandins
mit dem selektiven Fluoreszenz-Detektor moglich. Caspofungin fluoresziert bei einer
Exzitationswellenldnge von 229 nm und einer Emissionwellenldange von 311 nm. Es wurde kein interner
Standard verwendet, da Caspofungin auch ohne internen Standard in unserem Labor valide und sicher
messbar war (s. Abbildung 3.3). Im Gegensatz zu Caspofungin zeigen Anidulafungin und Micafungin

nur geringe native Fluoreszenz und sind deswegen mit dieser Methodik nicht optimal nachzuweisen.

Fluoreszenz [LU]

800 Caspofungin
RT =5,88 min
6001 ¢ =19,50 ug/ml
400+
200+
o] I —
R 2 3 4 5 6 7 8 9

Zeit [min]

Abbildung 3.3: Fluoreszenz-Detektor: Detektion von Caspofungin (Agm=311nm, Ag =229 nm);
RT = 5,88 min, c = 19,50 ug/ml!

3.2.2 Massenspektrometrie

Eine bessere Selektivitat als die Fluoresenzdetektion bietet ein massenspektrometrischer Detektor. In
der ESI-Quelle wurden Anidulafungin und Micafungin sowohl zu einfach geladenen Quasimolekiilionen
([M+H]) mit einem Masse-zu-Ladungsverhiltnis (m/z) von 1270,4 bei Micafungin und 1141,5 bei
Anidulafungin als auch zu doppelt geladenen Quasimolekiilionen ([M+2H]*) mit einem m/z von 635,7

bei Micafungin und 570,8 bei Anidulafungin ionisiert. Auch bei der massenspektrometrischen
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Detektion wurden zusatzliche Peaks bei einer Retentionszeit von 7,22 Minuten fir Micafungin und
10,75 Minuten fir Anidulafungin mit praktisch identischem Massenspektrum aufgefunden (s.
Abbildung 3.4) Daher konnte die Selektivitdit der Messung im Vergleich zur UV-Detektion nicht
verbessert werden. Des Weiteren ergab ein Kalibrationsversuch nichtlineare Kalibrierfunktionen fiir
beide Analyten, weswegen weitere Versuche der Methodenentwicklung mittels Massenspektrometrie

eingestellt worden sind.
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Abbildung 3.4: Massenspektrometer: Detektion von Micafungin, RT =7,84 min m/z 1271 > 1173,
1192, mit I.S. Anidulafungin (c = 20 pg/ml), zusatzliche Peaks bei RT = 7,22 min und 10,75 min

3.2.3 UV-Detektion

Die Absorptionsmaxima von Micafungin und Anidulafungin lagen im UV-Spektrum bei 273 nm
beziehungsweise 306 nm. In Abbildung 3.5 sind die Chromatogramme bei diesen Wellenlagen
dargestellt (Peak 1: 273 nm, Peak 2: 306 nm). Es wurde ein kleiner Peak kurz vor dem Micafungin- und

Anidulafunginpeak mit identischem UV-Spektrum bei einer Retentionszeit von 7,3 Minuten fir
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Micafungin und 10,75 Minuten bei Anidulafungin beobachtet. Dabei handelt es sich um die selben
Substanzen, die auch in der Massenspektrometrie detektiert wurden (s. Kapitel 4.2.3).

Die Kalibrierfunktionen waren bei Verwendung eines UV-Detektors linear. Weiterhin zeigte die UV-
Detektion eine ahnliche Selektivitdit wie die Massenspektrometrie. Somit ergibt sich aus der

Verwendung der teureren Massenspektrometrie kein Vorteil.

Absorption
[mAU] ] “
0 1) 2) 1) Micafungin
A=273 nm
RT = 8,13 min
40, c=20,37 ug/ml
301
2) I.S. Anidulafungin
A =306 nm
20 RT =12,06 min
10; ¢ ¢
O_J -NJ —~—_—
0 2 4 6 8 10 12 14

Zeit [min]

Abbildung 3.5: UV-Spektrometer: Detektion von Micafungin (A=273nm, RT=8,13 min,
¢ = 20,37 ug/ml) mit 1.S. Anidulafungin (A = 306 nm, c = 20,00 ug/ml); | = zusdtzliche Peaks

3.3 Validierung

3.3.1 Kalibrierung

Die 1/x gewichteten Kalibrierfunktionen fiir Micafungin (s. Abbildung 3.6) und Anidulafungin
(s. Abbildung 7.3) zeigten einen linearen Verlauf bei der Detektion mit dem UV-Spektrometer. Der
Korrelationskoeffizient betrug r=0,994 fir Micafungin und r=0,999 fir Anidulafungin. Die
Abweichung der Kalibrierfunktion vom Nullpunkt war mit einem p=0,489 fir Micafungin und

p = 0,160 fiir Anidulafungin nicht signifikant und wurden daher durch Null gezwungen.
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Abbildung 3.6: 1/x gewichtete Kalibrierfunktion von Micafungin mit dem UV-Spektrometer; |.S.
Anidulafungin, (Korrelationskoeffizient r = 0,994; Kalibrierfunktion y = 0,0426x)

Ebenso ergab sich eine lineare Kalibrierfunktion fir Caspofungin bei Messung mit dem
Fluoreszenzdetektor. Im Gegensatz zu Micafungin und Anidulafungin erfolgte die Kalibrierung auch
ohne internen Standard problemlos (s. Abbildung 7.5).

Der Versuch der Kalibrierung von Micafungin und Anidulafungin mit dem Massenspektrometer zeigten
einen nichtlinearen Verlauf. Die dem Punktverlauf am ndchsten kommende Funktion war ein
quadratisches Polynom (s. Abbildung 3.7 fiir Micafungin und Abbildung 7.4 fir Anidulafungin). Auf

Grund der nichtlinearen Kalibrierung wurden die Versuche mit dem Massenspektrometer eingestellt.
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Abbildung 3.7: Quadratische Kalibrierfunktion von Micafungin mit dem Massenspektrometer, I.S.

Anidulafungin; (Kalibrierfunktion y = -0,0003x” + 0,016x - 0,0004)
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3.3.2 Bestimmungs- und Nachweisgrenze

Die Bestimmungsgrenze ist definiert als das untere Ende des Kalibrierbereichs. Diese Werte betrugen
fur Anidulafungin, Micafungin und Caspofungin jeweils 0,5 pg/ml bei relativen Standardabweichungen
von 4,3 %, 1,8 % und 4,9%.

Die Nachweisgrenzen bei einem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis von 3 betrugen jeweils 0,03 pg/ml fir

Anidulafungin und Micafungin sowie 0,01 pg/ml fir Caspofungin.

3.3.3 Prazision und Richtigkeit
Die Prazision und Richtigkeit in Serie sind fiir alle Echinocandine in Tabelle 3.2 dargstellt. In Tabelle 3.3

sind die Werte fiir die Prazision und Richtigkeit von Tag zu Tag angegeben.

Tabelle 3.2: Prézision (= Relative Standardabweichung) und Richtigkeit in Serie fiir die Bestimmung von

Micafungin, Anidulafungin und Caspofungin

Echinocandin  Mittelwert Richtigkeit [%] Prazision [%]

Micafungin

0,1 pg/ml 0,10 2,65 1,80
1 pg/ml 0,99 -0,83 2,25
20 pg/mi 19,40 -2,98 0,97
Anidulafungin

0,1 pg/ml 0,11 10,44 4,30
1 pg/ml 0,98 -1,85 4,35
20 pg/ml 21,13 4,74 1,04
Caspofungin

0,1 pg/ml 0,10 1,45 4,99
20 pg/ml 19,43 -2,86 1,89

Tabelle 3.3: Priizision und Richtigkeit von Tag zu Tag fiir die Bestimmung von Micafungin, Anidulafungin

und Caspofungin

Echinocandin  Mittelwert Richtigkeit [%] Prazision [%]

Micafungin

0,1 pg/ml 0,11 8,09 9,27
1 pg/ml 0,97 -3,35 3,39
20 pg/ml 19,59 -2,03 3,81
Anidulafungin

0,1 pg/ml 0,11 12,57 8,36
1 pg/ml 1,04 4,40 7,45
20 pg/mi 19,87 -0,63 4,45
Caspofungin

0,1 pg/ml 0,95 -5,75 3,26
20 pg/ml 18,85 -5,29 7,63
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Die erhaltenden Werte fiir Prazision und Richtigkeit sind in allen Konzentrationen ausreichend gut und

entsprechen den Richtlinien der Bundesarztekammer [66].

3.3.4 Stabilitat
Fiir alle Echinocandine wurde die Stabilitdt bei Raumtemperatur im Plasma bestimmt. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst. Dabei ergab sich insbesondere in nicht aufgearbeiteten

Plasmaproben ein erheblicher Konzentrationsabfall aller Echinocandine innerhalb von 24 Stunden.

Tabelle 3.4: Konzentrationsabfall von aufgearbeiteten und nicht aufgearbeiteten Proben bei

Raumtemperatur nach 24 Stunden; ¢ = 20 ug/ml; * = signifikant (a < 0,05); n. a. = nicht anwendbar

Echinocandin Anidulafungin Micafungin Caspofungin
Konzentrationsabfall aufgearbeitete 11,9 (0,00)* 6,5 (0,007)* 0,6 (0,327)
Proben [%] (p-Wert)

Konzentrationsabfall fiir 5,4 (0,11) 5,1(0,09) n.a.

aufgearbeitete Proben [%] mit

Einrechnung des L.S. (p-Wert)

Konzentrationsabfall fiir nicht 20,4 (0,00)* 21,0 (0,00)* 26,4 (0,027)*
aufgearbeitete Proben[%](p-Wert)

Die Stabilitat der fertig aufgearbeiteten Proben wurde ebenfalls iber 24 Stunden bei Raumtemperatur
bestimmt. Dabei zeigten sich absolute Konzentrationsabfalle von 11,9 % fiir Anidulafungin und 6,5 %
fiir Micafungin. Da jedoch jeweils Anidulafungin und Micafungin als gegenseitiger interner Standard
fungierten, und die Abbauraten ahnlich schnell waren, ergaben sich rechnerisch keine signifikanten
Verdanderungen in der Konzentrationsbestimmung lber 24 Stunden. Bei Caspofungin zeigte sich ein
Abfall von 0,6 % (p=0,327) fur die aufgearbeiteten Proben nach 24 stiindiger Lagerung bei
Raumtemperatur. Alle Echinocandine zeigten nach Aufarbeitung bei Raumtemperatur (ber 24

Stunden eine ausreichende Stabilitat.

3.3.5 Matrixunabhangigkeit

Das beschriebene Verfahren zur Bestimmung der Echinocandine soll sowohl in Blutplasma- als auch in
Blutserumproben angewendet werden. Aus diesem Grund wurde die Matrixunabhdngigkeit der
Methode untersucht. Es wurden die Peakflachen der Serum- und Plasmaproben verglichen. Dabei
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Matrizen fir Micafungin und Anidulafungin

(Micafungin: n = 13, p = 0,19; Anidulafungin: n =7, p =0,21).

29



3. Ergebnisse

3.4 Analyse des Patientenkollektivs

3.4.1 Demografische Ubersicht

Das Alter der Patienten lag im Median bei 57 Jahren mit einer Spannweite von 21 bis 84 Jahren. 73 %
der Patienten waren mannlich mit einem Durchschnittsalter von 60 Jahren (Median =57) und 27 %
waren weiblich und hatten ein Durchschnittsalter von 59 Jahren (Median =61,5). Die Letalitat
innerhalb der gesamten Stichprobe betrug wahrend des Aufenthalts auf der ITS 24 %. Der Anteil der
Patienten, der mit Caspofungin therapiert wurden betrug 31 %. Der Anteil, der mit Micafungin

behandelt wurde betrug 69 % (s. Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5: Geschlecht, Altersverteilung und Letalitdt des Patientenkollektivs sortiert nach

Patientengruppen

Parameter Caspofungin Micafungin
Patientenzahl 14 (31 %) 31 (69 %)
Patientenzahl 11/3 22 /9
(ménnlich/weiblich)

Verlegt [%] 79 74
Verstorben [%] 21 26

Alter:

Spannweite [Jahre] 50-80 21-84
Median [Jahre] 62,5 56,0

MW= SD [Jahre] 63,1 10,0 58,0 + 18,2

Es wurden fir die einzelnen Patientengruppen folgende Parameter erhoben bzw. berechnet: Alter,
Therapiedauer, Aufenthaltsdauer, Gewicht, GroRe, BMI. Die Daten sind jeweils mit Mittelwert und

Standardabweichung in Tabelle 3.6 dargestellit.

Tabelle 3.6: Parameter der deskriptiven Statistik mit Mittelwerten und Standardabweichung; *=

signifikant (a < 0,05)

Gesamtkollektiv Caspofungin Micafungin p-Wert
Alter [Jahre] 59,6 + 16,1 63,1+10,0 58,0 + 18,2 0,531
Aufenthaltsdauer [Tage] 24,1 £ 18,2 27,3+19,1 22,7+17,9 0,211
Therapiedauer mit 13,6 + 8,2 14,8 +7,3 13,1+8,2 0,155
Echinocandinen[Tage]
Koérperoberflache [m?] 1,9+0,3 1,8+0,2 2,0+£0,3 0,044*
Korpergrofle [cm] 171,6 £9,7 170,5+6,8 172,1+10,9 0,424
Korpergewicht [kg] 77,1+£22,0 67,7 £14,8 81,3+23,6 0,023*
BMI [kg/cm] 26,1+7,0 22,744 27,5+7,4 0,024*

In der Analyse der erhobenen Patientendaten zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem

Alter, der Aufenthaltsdauer, der Therapiedauer und der KorpergrofRe zwischen den Patientengruppen
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(Micafungin, Caspofungin). Bezliglich der Kérperoberflache, des BMI und des Korpergewichts zeigten
sich signifikante Unterschiede zwischen beiden Patientengruppen (s. Tabelle 3.6).

Bei 27 Patienten begann die Therapie mit Echinocandinen wahrend des Aufenthalts auf der ITS, bei 6
Patienten zeitgleich mit der Aufnahme auf die ITS und 11 Patienten wurden schon mit Echinocandinen
auf Normalstationen oder auf Intermediate Care Units anbehandelt. Im Mittel vergingen
8,2 + 10,8 Tage zwischen dem Beginn des ITS Aufenthalts bis zum Beginn der Echinocandintherapie.
Die Patientengruppe, die mit Anidulafungin therapiert wurde, war mit insgesamt 4 Patienten zu klein,

um ausgewertet zu werden.

3.4.2 Aufnahmediagnose

Bei 33 % der Patienten war eine respiratorische Insuffizienz der haufigste Grund fir die stationare
Aufnahme auf die ITS. Danach folgte der Zustand nach einer Reanimation mit 18 %, Sepsis mit 16 %

und Pneumonie mit 9 % wie in Abbildung 3.8 zu sehen ist.
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Abbildung 3.8: Aufnahmediagnosen des Patientenkollektivs

3.4.3 Pilznachweis

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Medikamentengruppen beziiglich eines

Pilznachweises gezeigt werden (p = 0,365).

Besiedlung
Es wurde von allen Patienten jeweils der erste in der Pilzkultur positive mikrobiologische Befund

ermittelt. Wie in Tabelle 3.7 zu sehen ist konnte bei den analysierten Patienten bei 56 % eine positive
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Pilzkultur nachgewiesen werden. Bei den Ubrigen 44 % der Patienten erfolgte eine empirische
Therapie. Der serologische Nachweis von Candida-Antikorpern wurde in der Auswertung nicht

bericksichtigt.

Tabelle 3.7: Pilznachweis nach Patientengruppen

Patientengruppe Caspofungin Micafungin Gesamtergebnis
Patientenzahl Pilznachweis 9 16 25
Pilznachweis [%)] 64 52 56
Patientenzahl kein Pilznachweis 5 15 20
kein Pilznachweis [%] 36 48 a4

Pilzgattung und -art

In allen mikrobiologischen Befunden wurden insgesamt 34 Pilzarten bei 25 Patienten nachgewiesen.
Hierbei wurden alle gefundenen Pilzarten bei den Patienten mit positivem Pilznachweis bericksichtigt.
Den groRten Anteil hat Candida albicans mit 53 % gefolgt von C. tropicalis mit 17 % und C. glabrata mit
12 % (s. Tabelle 3.8). Insgesamt erfolgte der Nachweis der Pilzgattung Candida in 97 % der analysierten

Falle.

Tabelle 3.8: Gattung, Art und Anzahl der Pilznachweise

Candida-Art Anzahl Anteil [%]

Candida albicans 18 53
Candida tropicalis 6 17
Candida glabrata 4 12
Candida valida 2 6
Candida kefyr 2 6
1
1

Candida famata 3
Aspergillus fumigatus 3
Gesamtergebnis 34 100
Lokalisation

48 % des Nachweises durch Pilzkultur gelang durch eine brochoalveoldre Lavage. Bei 12 % der
Patienten konnte der Pilz in der Blutkultur nachgewiesen werden und bei 8 % der Patienten im
Trachealsekret. Damit machen die Lunge und die Atemwege mit zusammen 56 % Uber die Halfte der
Foki fur einen positiven Pilznachweis aus. Alle weiteren Foki, wie z.B. Wundabstriche, Katheterurin

oder Pankreassekret, waren jeweils flir 4 % der Pilzlokalisationen verantwortlich.

3.4.4 Einteilungen
Immunosuppression
Innerhalb des Patientenkollektivs (n=45) zeigte sich, dass insgesamt 60 % der Patienten
immunsupprimiert waren. In der Micafungin-Gruppe waren mit 71% mehr Patienten
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immunsupprimiert als in der Caspofungin-Gruppe mit 36 % der Patienten. Es bestand kein signifikanter

Unterschied zwischen den Patientengruppen beziglich einer Immunsuppression (p = 0,580).

Lebererkrankungen

Von den 45 untersuchten Patienten waren 14 Patienten (31 %) von einer Lebererkrankung betroffen.
Von diesen Patienten waren 64 % in der Micafungin-Gruppe und 36 % in der Caspofungin-Gruppe. Bei
50 % der Patienten war eine Leberzirrhose und bei 14 % war eine Leberinsuffizienz die Ursache fiir die
Lebererkrankung. Die restlichen Ursachen verteilen sich mit jeweils 7 % auf die Erkrankungen
Leberinfarkt, primar bilidre Zirrhose, Schockleber, hepatozellulares Karzinom und Lebermetastasen. Es
gab keinen signifikanten Unterschied zwischen den Patientengruppen Micafungin und Caspofungin

beziiglich einer Lebererkankung (p = 0,645).

Hypoalbuminamie

Die Albuminwerte wurden wahrend der Therapie mit Echinocandinen bei insgesamt 82 %
(37 Patienten) aller untersuchten Patienten erhoben. Von den 37 Patienten hatten insgesamt
2 Patienten (5 %) keine Hypoalbuminamie. Diese 2 Patienten wurden ausschlieBlich mit Micafungin
therapiert. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Patientengruppen beziiglich einer

Hypoalbuminamie (p = 0,532).

Hyperbilirubindmie

38% der aller untersuchten Patienten hatten wdhrend der Echinocandintherapie eine
Hyperbilirubindmie. Im Gruppenvergleich konnte bei 36 % in der Caspofungin-Gruppe und 39% in der
Micafungin-Gruppe eine Hyperbilirubinamie festgestellt werden. Es zeigte sich kein signifikanter

Unterschied zwischen den Patientengruppen beziglich einer Hyperbilirubindmie (p = 0,848).

Glucocorticoide

Insgesamt 24 % der untersuchten Patienten wurden wahrend der Therapie mit Echinocandinen
zusatzlich mit Glucocorticoiden behandelt. In der Caspofungin-Gruppe befanden sich 21 % der
Patienten und in der Micafungin-Gruppe 29 % der Patienten, die zusatzlich mit Glucocorticoiden
behandelt wurden. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Patientengruppen

beziiglich der Therapie mit Glucocorticoiden (p = 0,593).

Dialyse und Dialysedauer
Insgesamt erhielten mit 53 % etwas mehr als die Halfte der Patienten eine Dialyse. In der

Micafungingruppe betrug derAnteil der Patienten, die eine Dialyse erhielten 36 %. In der Micafungin-
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Gruppe erhielten 61 % eine Dialyse. Die Dialysedauer betrug im Mittel 10,2 Tage. In der Caspofungin-
und der Micafungin-Gruppe dauerte sie im Durchschnitt jeweils 6,9 Tage und 11,7 Tage. Es gab keine
signifikanten Zusammenhang zwischen der Patientengruppe und der Durchfiihrung einer Dialyse

(p=0,111).

Body-Mass-Index (BMI)
Die Einteilung des BMI erfolgte modifiziert nach den Kriterien der World Health Organisation [68].
Insgesamt hatten 47 % aller Patienten Normalgewicht und 45 % aller Patienten Ubergewicht (s. Tabelle

3.9).

Tabelle 3.9: Verteilung des BMI fiir das Patientenkollektiv

Kategorie BMI [kg/m?] Anzahl der Patienten Anteil der Patienten [%]
Untergewicht < 18,5 4 9

Normalgewicht 18,5-24,9 21 47

Ubergewicht >25 20 45

Gesamtergebnis 45 100

3.4.5 Laborwerte und Echinocandinspiegel

In der nachfolgenden Korrelationsanalyse wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen der
ermittelten Echinocandinkonzentration und der gegebenen Dosis zum Zeitpunkt der
Spiegelbestimmung gab. Weiterhin wurde der Zusammenhang zwischen der
Echinocandinkonzentration und den Laborwerten (ALAT, ASAT, Bilirubin, GGT, Crea, Ck und CRP)
ebenfalls in einer Korrelationsanalyse analysiert.

Es zeigte sich eine Korrelation zwischen der Tagesdosis und dem Plasmaspiegel in beiden

Patientengruppen (s. Abbildung 3.9 und Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.9: Streudiagramm: Korrelation der Caspofunginkonzentration zur Tagesdosis, (lineare

Regressionsfunktion y = 0,065x - 1,67; Bestimmtheitsmaf8 R? = 0,240)

Der Korrelationskoeffizient nach Spearman (r,) zwischen Tagesdosis und Konzentration war sowohl in
der Caspofungin-Gruppe (r,=0,433; p=0,008) als auch in der Micafungin-Gruppe (r,=0,225;
p = 0,024) signifikant.
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Abbildung 3.10: Streudiagramm: Korrelation der Micafunginkonzentration zur Tagesdosis, (lineare

Regressionsfunktion y = 0,0128x + 0,76; Bestimmtheitsmaf3 R? = 0,087)

In der Korrelationsanalyse wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem jeweiligen
Plasmaspiegel am flinften Therapietag und den Mittelwerten der Laborwerte bestand. Der Mittelwert
der erhobenen Laborwerte wurde Uber finf vorhergehende Therapietage einschlieflich des Tages der

Plasmaspiegelbestimmung berechnet.
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Der Plasmaspiegel von Caspofungin zeigte in der Korrelationsanalyse nach Spearman einen
signifikanten positiven Zusammenhang zum Kreatininmittelwert (rs=0,516; p=0,004). Fir den
Plasmaspiegel von Micafungin zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zum Bilirubinmittelwert
(rs=0,321; p=0,004) (s. Tabelle 3.10). Alle anderen Ergebnisse zeigten keine Abhdngigkeit zwischen

dem Plasmaspiegel und dem betrachteten Mittelwert des Laborwerts.

Tabelle 3.10: Korrelationsanalyse nach Spearman zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen
dem Micafungin- und Caspofunginspiegel und dem Mittelwert der Laborwerte; * =zweiseitig

signifikant (o < 0,05); n = 45

Patientengruppe Laborwert (Mittelwert) rs p-Wert

Caspofungin ALAT -0,113 0,553
ASAT 0,089 0,640
Bilirubin -0,039 0,837
Ck -0,057 0,767
Crea 0,516 0,004*
CRP -0,163 0,390
GGT -0,083 0,662

Micafungin ALAT 0,148 0,199
ASAT 0,122 0,291
Bilirubin 0,321 0,004*
Ck 0,011 0,921
Crea 0,014 0,905
CRP -0,079 0,492
GGT 0,047 0,688

3.4.6 Dosierung, Dosisanpassungen und therapeutischer Bereich

Es wurde wahrend des Beobachtungszeitraums durchschnittlich pro Tag und Patient 49 mg
Caspofungin und 94 mg Micafungin verabreicht. Die Dosis pro kg Koérpergewicht betrug pro Tag 0,7 mg
fiir Caspofungin und 1,2 mg fir Micafungin.

Bei 27% (n=12) der beobachteten Patienten wurden Dosisanpassungen durchgefiihrt. Von den
Patienten mit Dosisanpassung wurden 10 Patienten (83 %) mit Micafungin und 2 Patienten (17 %) mit
Caspofungin therapiert. Dieser Unterschied zwischen den Patientengruppen beziglich einer
Dosisanpassung war nicht signifikant (p = 0,104).

Bei den 12 Patienten wurden insgesamt 22 Dosianpassungen durchgefiihrt. Die 22 Dosisanpassungen
entsprechen 20 % der insgesamt gemessenen Spiegel (n =108). Retrospektiv wurden bei den Patienten
mit Dosisanpassungen (Patientenzahl = 12; Messungen = 22) nach laborchemischen Ursachen fir die
Dosisanpassungen gesucht. Insgesamt war bei 27 % der Messungen die Spiegelbestimmung

aussschlaggebend fiir die Dosisanpassung. Bei 14 % der Dosianpassungen waren sowohl der
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Echinocandinspiegel als auch der Leberwert erhéht. Bei 41 % der Dosisanpassungen wurden sowohl
Spiegel als auch Laborwerte bei der Dosisanpassung bericksichtigt. Weitere 36 % der
Dosisanpassungen wurden bei Verdanderungen der Leberwerte (ALAT, ASAT, Bilirubin und GGT)
durchgefiihrt, obwohl die Echinoandinspiegel im therapeutischen Bereich lagen. Bei 23 % der
Spiegelbestimmungen war keine Ursache fiir die Dosisanpassung aus den Leberwerten oder den
Echinocandinspiegeln ersichtlich.

Von 108 Messungen lagen 29 % aulRerhalb des therapeutischen Bereichs von 1 bis 4 pg/ml. Von diesen
Messungen aullerhalb des therapeutischen Bereichs lagen 77 % unterhalb und 23 % oberhalb des
Referenzbereichs. Innerhalb der Gruppe die unterhalb des therapeutischen Bereichs lag, war bei 50 %
aller gemessenen Spiegel der Patient normalgewichtig, in 33 % der Falle libergewichtig und in 17 % der
Falle untergewichtig. Bei den Patienten, die einen Echinocandinspiegel oberhalb des therapeutischen
Bereichs hatten, lag das Gewicht bei 71 % der durchgefiihrten Spiegelbestimmungen im Bereich des
Normalgesichts und bei 29 % der Patienten im Bereich des Ubergewichts. Von den Messungen deren
Echinocandinspiegel innerhalb des therapeutischen Bereichs lagen, hatten in 54 % der Falle die
Patienten Normalgewicht, in 42 % der Fille hatten die Patienten Ubergewicht und 4 % hatten sie
Untergewicht. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem therapeutischen Bereich und
der jeweiligen BMI-Kategorie flir Micafungin (p = 0,392) und Caspofungin (p = 0,192) gezeigt werden.
Das Minimum aller gemessenen Plasmaspiegel lag unterhalb der Bestimmungsgrenze von 0,5 pg/ml

und das Maximum betrug 7,6 ug/ml
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4. Diskussion

4.1 Analytik zur Quantifizierung von Micafungin und
Anidulafungin

4.1.1 Probenaufarbeitung und Extraktionsausbeute

Die Probenaufarbeitung fir die HPLC ist abhangig von der Art der Probe, dem verwendeten
Chromatografieverfahren und dem Detektionsverfahren. Eine Moglichkeit der Probenaufarbeitung fir
die Bestimmung von Caspofungin ist die Festphasenextraktion, die von Egle et al. beschrieben wurde
[69]. Jedoch konnte mit diesem Verfahren in den durchgefiihrten Experimenten, durch eine hohe
Wechselwirkung von Micafungin und Anidulafungin mit der stationdren Phase der
Festphasenextraktionsréhrchen, nur eine geringe Extraktionsausbeute von circa 40 % erreicht werden.
Eine andere Moglichkeit zur Probenaufarbeitung ist die einfache Proteinfdllung mit organischen
Losungsmitteln wie zum Beispiel Acetonitril. In der Aufarbeitung der Proben fir die Analyse von
Anidulafungin und Micafungin zeigte dieses Verfahren eine hohe und konstat stabile

Extraktionsausbeute (s. Tabelle 3.1) und bewies damit seine Robustheit.

4.1.2 Interner Standard

Fiir die Entwicklung eines einfachen und validen chromatografischen Analyseverfahrens ist ein gut
verfligbarer interner Standard notwendig. Ein guter interner Standard sollte dem Analyt moglichst
chemisch dhnlich sein. Er darf allerdings nicht in der zu messenden Probe vorkommen und sollte in der
Ndhe zum Analytenpeak eluiert werden. Dabei darf es jedoch nicht zu einer Peakiiberlappung
kommen, um die Unterscheidbarkeit der Analyte zu gewahrleisten.

In der Vergangenheit hatten die internen Standards fiir die Analyse von Echinocandinen entweder
keine strukturelle Ahnlichkeit zum Analyt oder sie waren kommerziell nicht erhiltlich [56] [54] [51]. Auf
Grund der dhnlichen physikochemischen Eigenschaften eignet sich Anidulafungin als interner Standard
fiir die Bestimmung von Micafungin und umgekehrt.

Fiir die Bestimmung von Caspofungin ist ein speziell synthetisierter interner Standard vorhanden, der
jedoch nicht kommerziell erhaltlich ist. Allerdings zeigte die Methode nach Schwartz et al. zur
Bestimmung der Caspofunginkonzentration auch ohne internen Standard eine vergleichbar gute

Prazision und Richtigkeit [50](s. Kapitel 3.3.3).
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4.1.3 Chromatografische Auftrennung und Gradientenoptimierung

Bei dissoziierbaren Molekilen spielt der pH-Wert der mobilen Phase beziglich der
Retentionseigenschaften der Analyte eine entscheidene Rolle. Liegt der pH-Wert der mobilen Phase im
neutralen Bereich, so liegt Micafungin als saure Substanz ionisiert vor und kann in kirzerer
Retentionszeit eluiert werden. Umgekehrt braucht das basische Caspofungin ein saures Laufmittel, um
ionisiert zu werden. Bei Anidulafungin (neutral) findet durch die Variation des pH-Werts keine
Anderung in der chromatografischen Auftrennung statt, da es nicht ionisierbar ist. Caspofungin und
Micafungin brauchen durch ihre chemischen Eigenschaften jeweils Laufmittel mit gegensatzlichen pH-
Werten. Zur Bestimmung der Konzentration von Micafungin und Caspofungin sind in der Literatur
schon mehrere Verfahren veroffentlicht worden, die jeweils verschiedene Schwierigkeiten aufwiesen.
So wurde eine Methode beschrieben, in der Micafungin, Caspofungin und Azole simultan quantifiziert
worden [70]. Durch die Deionisation des sauren Micafungins, bei der Verwendung der mobilen Phase,
mit einem niedrigen pH-Wert zeigten sich verzerrte Micafungin-Peaks mit einem groRen Tailing [70].
Dieses Problem wurde durch Decosterd et al. vermieden, indem Micafungin nicht in ihrer Ultra-
Performance-Liquid-Chromatography = Tandem-Massenspektrometrie ~ (UPLC-MS/MS)  Methode
untersucht wurde [71].

Auf Grund der unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften von Micafungin und Caspofungin
wurden in dieser Arbeit beide Echinocandine in unterschiedlichen Verfahren getrennt. Micafungin und
Anidulafungin wurden zusammen in einem weiteren, auf diese beiden Substanzen optimierten
Verfahren analysiert. Eine gute Differenzierung dieser beiden Echinocandine zeigte sich in den zwei gut

abgetrennten symmetrischen Peaks in den Chromatogrammen (s. Abbildung 3.5).

Entscheidend fiir die Trennleistung ist das Mischungsverhdltnis der mobilen Phase mit den
verwendeten organischen Modifikatoren (unpolar) und dem Losungsmittel wie z.B. Wasser (polar).
Durch die Anwendung der Gradientenelution kdnnen Analyte mit unterschiedlicher Polaritat in einem
chromatografischen Durchlauf ziigig getrennt werden. Die chromatografische Trennung der
Echinocandine durch die Gradientenelution wurde schon mehrfach in der Literatur beschrieben
[69] [70] [71].

Eine optimale Trennung der einzelnen Peaks bei der chromatografischen Auftrennung konnte, mit dem
in Kapitel 2 beschriebenen Verfahren, bei einer Steigerung des Acetonitrilanteils auf 65 % innerhalb
einer Laufzeit von 11 Minuten erreicht werden. Methanol hat bei der Verwendung auf der unpolaren
stationaren Phase im Vergleich zu Acetonitirl eine schwachere Elutionskraft und besitzt eine hohe
Viskositat. Als Folge ist die Trennleistung schlechter und es entstehen breitere Peaks. Diese schlechtere
Selektivitdt von Methanol bei der Trennung resultiert wahrscheinlich aus einer Interaktion mit den

vielen OH-Gruppen der Echinocandine. Es zeigte sich, dass Acetonitril durch seine geringere Viskositat
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und groRere Elutionskraft im Vergleich zu Methanol sehr gute Stoffaustauscheigenschaften hatte und
zu einer besseren Trennleistung als Methanol fihrte. Bei der Verwendung der 50 mm Saulen zeigten
sich schlecht abgrenzbare Peaks. Die Abgrenzung der Peaks konnte durch die Verwendung einer
langeren Saule von 150 mm verbessert werden (s. Abbildung 3.2)

Durch die Gradientenelution kam es insgesamt zu einer Verkiirzung von Analysezeiten bei stark
retardierten Substanzen und spat eluierende Peaks erscheinen deutlich schmaler und héher, wodurch
das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis verbessert wurde. Fiir die Bestimmung von Caspofungin wurde keine
Gradientenoptimierung bendtigt, da in dem beschriebenen Verfahren nur eine Substanz aufgetrennt

wurde.

4.2 Detektionsverfahren

4.2.1 Fluoreszenzdetektion

Die Fluoreszenzdetektion ermaoglicht die selektive Detektion von fluoreszierenden Analyten. Durch die
native Fluoreszenz von Caspofungin ist eine storungsfreie Abbildung dieses Echinocandins in der
Detektion mit dem Fluoreszenz-Detektor gut moglich. Micafungin und Anidulafungin sind auf Grund

einer nicht ausreichenden Fluoreszenz fiir dieses Verfahren nicht geeignet.

4.2.2 Massenspektrometrie

Fiir die Detektion des Analyten in der Massenspektrometrie gibt es verschiedene Verfahren [70] [71].
Die Echinocandine sind wegen ihrer groRen Molmasse nicht fiir die thermische Verdampfung durch die
Atmospharendruckionisation (APCI; Atmospheric Pressure Chemical lonization) geeignet, da diese auf
Grund der hohen Temperaturen von bis zu 400 °C bei der Verdampfung die Molekularstruktur zerstort.
Aus diesem Grund wurde zur lonisation das schonendere Elektronen-Spray Verfahren (ESI;
Elektrospray-lonisation) verwendet.

Micafungin und Anidulafungin haben ein hohes Molekulargewicht von 1270 g/mol bzw. 1140 g/mol,
wodurch es durch die ESI zu einfachen und doppelt geladenen Molekiilionen kommen kann. So
entstehen neben einfach geladenen Quasimolekiilionen ([M+H]") mit m/z 1270,4 (Micafungin) bzw.
m/z 1141,5 (Anidulafungin)) auch doppelt geladene Quasimolekilionen ([M+2H]*) mit m/z 636,3
(Micafungin) bzw. m/z 571,3 (Anidulafungin) (s. Abbildung 3.4 und Abbildung 7.1). Echinocandine
beihalten durch ihr hohes Molekulargewicht eine groRe Anzahl an Kohlenstoffatomen. Kohlenstoff
besteht aus dem Hauptisotop °C und zu 1% aus dem Isotop “C. Durch die groRe Anzahl an
Kohlenstoffatomen (Micafungin: 56, Anidulafungin: 58) der Echinocandine kommt es durch die
natirliche Isotopenverteilung von **C und *C zu unterschiedlichen Verteilungen der Isotope innerhalb

der jeweiligen Quasimolekilionen. Ein Massenspektrum einer Verbindung mit einem einzigen C-Atom
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weist daher einen [M+H+1]+—Peak mit etwa 1/100 der Intensitat des [M+H]+-Peaks auf. Abhangig von
der Zahl der *C Atome kommt es so zu schwereren lonen und es entsteht fir jedes Quasimolekiilion
ein spezifisches Isotopenmuster. Bei Micafungin zeigt sich eine Isotopenverteilung von 63,44 %
[M+H+1]" und 29,04 % [M+H+2]" (s. Tabelle 7.12; Isotopenverteilung fiir Anidulafungin s. Tabelle 7.13).
Durch diese Verteilung der Intensitat eines Molekiils auf verschiedene Signale konnte kein einheitliches
Produkt detektiert werden. Um Intensitatsverluste zu vermeiden, wurde die Massenauflosung des
Quadrupol-Massenspektrometers auf den [M+H+1]*-Peak des Isotopenmusters gerichtet und auf
2,5 amu gesetzt. Durch diese grole Filterbreite des Quadrupol-Massenspektrometers, im Vergleich zu
typischen Filterbreiten von 0,5 amu, sank jedoch die Selektivitdt in der Detektion der Echinocandine
[72].

In der massenspektrometrischen Detektion zeigten sich zusatzliche Peaks kurz vor den
Retentionszeiten von Micafungin und Anidulafungin mit einem &hnlichen Massenspektrum (s.
Abbildung 3.4 und Abbildung 7.1). Eine mogliche Erklarung fiir diese Peaks ist im folgenden Abschnitt

beschrieben.

4.2.3 UV-Spektrometrie

Je kiirzer die Wellenlange ist, die bei der Detektion der Analyten verwendet wird, desto groRer ist die
Energie mit der die Valenzelektronen angeregt werden. Je groRer die Energie ist, desto hoher ist die
Wabhrscheinlichkeit, dass viele Molekiile unselektiv detektiert werden. Je mehr konjugierte
Doppelbindungen oder aromatische Ringe im Molekil vorhanden sind, desto weniger
Anregungsenergie wird benétigt, um sie zu detektieren. Die Echinocandine gehéren mit ihren Amino—
und Carbonylgruppen im aromatischen Ring zu den wenigen Molekiilen, die ihr Absorptionsmaximum
bei relativ langen Wellenldngen von 273 nm und 306 nm aufweisen. Die Verwendung dieser langen
Wellenldngen zur Detektion von Micafungin und Anidulafungin machen eine ungestorte und selektive
Detektion moglich.

In den Chromatogrammen zeigten sich zusatzliche Peaks in der Ndhe des zu eluierenden Analyten (s.
Abbildung 3.5 und Abbildung 7.2). Die Substanzen, die sich in diesen zusatzlichen Peaks darstellten,
zeigten praktisch identische UV-Absorptionsspektren und Massenspektren. Daraus lasst sich
schluBfolgern, dass sie eine groRe strukturelle Ahnlichkeit zu Micafungin bzw. Anidulafungin haben.

Fiir diese Peaks sind zwei Erklarungen moglich. Es kdnnen einerseits diasteromere Analoga und
andererseits Zerfallsprodukte, die durch eine hydrolytische Ringspaltung entstanden sein kdnnten,
vorhanden sein.

Diastereomere entstehen durch Inversion eines oder mehrerer chiraler Zentren eines Molekiils. Diese

Inversion benoétigt allerdings Aktivierungsenergie, die den Substanzen in diesem experimentellen
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Umfeld nicht von aullen zugefiihrt wurde. Somit ist die Entstehung eines diasteromere Analogons
unwahrscheinlich.

Bei einer hydrolytischen Spaltung kommt es zur Addition eines Wassermolekils. Das gespaltene
Molekiil ist somit schwerer als das Originalmolekil und ware durch die Filtereinstellung, die auf die
Masse des Originalmolekiils ausgerichtet ist, im Massenspektrometer nicht detektierbar. Trotzdem war
ein zusatzlicher Peak im Chromatogramm sichtbar. Eine mogliche Erklarung dafiir ist, dass es durch die
lonisation im Detektionsprozess zu einem Verlust dieses Wassermolekiils kommt, womit sich die
Masse reduziert und in die Filterbreite des Originalmolekiils fallt. Flr diese Erklarung spricht, dass die
Intensitat dieses Peaks zunahm, wenn die Probe mehr als 12 Stunden bei Raumtemperatur gelagert
wurde. Flr Caspofungin wurde in der Literatur der Abbau durch hydrolytische Ringspaltung
beschrieben [60] [73]. Dieser Abbauprozess kann auf Grund der dhnlichen Molekularstruktur auch
beim Abbau von Micafungin und Anidulafungin erwartet werden. Es ist daher anzunehmen, dass es
sich bei den zusatzlichen Peaks um hydrolytische Zerfallsprodukte handelt, welche sich im Laufe der
Zeit in den Proben anreichern.

Mit anderen spektrometrischen Detektionsverfahren wie z.B. der NMR-Spektroskopie (NMR; Nuclear
Magnetic Resonance) ware es moglich, die genaue molekulare Zusammensetzung der zusatzlichen
Peaks detailliert zu klaren. Die genaue Strukturaufklarung dieser zusatzlichen Peaks war allerdings

nicht das Ziel der Methodenentwicklung und wurde deswegen nicht weiter verfolgt.

4.3 Validierung

4.3.1 Kalibrierung

Bei der Verwendung der UV-Detektion konnten akzeptable Ergebnisse fiir Prazision und Richtigkeit
entsprechend den Richtlinien der Bundesarztekammer erreicht werden [66]. Die Kalibrierfunktion, die
sich aus den Messergebnissen bei der UV-Detektion berechnete, zeigte einen linearen Verlauf (s.
Abbildung 3.6 und Abbildung 7.3).

Zur Berechnung der Kalibrierfunktionen wurde wegen des stetigen Anstiegs der absoluten
Standardabweichungen eine 1/x gewichtete Regression verwendet.

Bei der Massenspektrometrie sind die Messdaten nur mit Hilfe einer nichtlinearen Funktion
approximierbar. Die Ursachen dafiir sind z. B. die selbstlimitierende lonisationseffizienz und das schon
beschriebene nicht konstante Verhaltnis von einfach und doppelt geladenen Quasimolekilionen (s.
Kapitel 4.2.2). Mit diesen nichtlinearen Kalibrierfunktionen ist keine akzeptable Richtigkeit und
Prazision bei Verwendung der Massenspektrometrie erreichbar (s. Abbildung 3.7 und Abbildung 7.4).
Deswegen wurde die Verwendung der Massenspektrometrie zur Detektion der Echinocandine nicht

weiter verfolgt.
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4.3.2 Prazision und Richtigkeit
Die Werte fir die Prazision und Richtigkeit wurden mit dem UV-Detektor fiir Anidulafungin und
Micafungin, jeweils als gegenseitiger I.S. und mit dem Fluoresenzdetektor fiir Caspofungin, ohne LS.,

bestimmt. Die Prazision und Richtigkeit entspricht den Richtlinien der Bundesarztekammer [66].

4.3.3 Stabilitat und Matrixunabhangigkeit

Die Ergebnisse zeigten, dass die Proben auf dem Autosampler lber 24 Stunden bei Raumtemperatur
ausreichend stabil waren. Auf Grund des Konzentrationsabfalls bei Raumtemperatur fiir nicht
aufgearbeitete Proben (s. Tabelle 3.4) ist die Haltbarkeit von Echinocandinen begrenzt und es ist
notwendig, die Proben fiir das therapeutische Drug Monitoring so schnell wie méglich aufzuarbeiten,
oder aber fiir den Transport bei -20 °C einzufrieren. Die Langzeitstabilitdt bei -20°C wurde fir
Hundeplasmaproben von Zornes et al. beschrieben [53].

In den Untersuchungen zur Matrixunabhangigkeit zeigte sich, dass das beschriebene Verfahren zur
Bestimmung der Echinocandine, sowohl in Blutplasma- als auch in Blutserumproben, angewendet

werden kann.

4.4 Eignung der entwickelten Methode fiir die Laborroutine

Durch die Gradientenelution mit Steigerung des Acetonitrilgehalts auf dem RP-HPLC System wurde
eine schnelle und detaillierte Auftrennung von Micafungin und Anidulafungin erreicht. Beide
Echinocandine konnten auf Grund ihrer dhnlichen Molekularstruktur als gegenseitiger interner
Standard verwendet werden.

Die Massenspektrometrie wird (blicherweise angewendet, wenn im Rahmen einer
Quantifizierungsmethode die Selektivitat und Sensitivitat erhoht werden soll. Allerdings konnte bei der
Verwendung der Massenspektrometrie zur Messung der Echinocandine die Selektivitdt im Vergleich
zum UV-Detektor nicht verbessert werden und sie ist auf Grund der nichtlinearen Kalibrierung zur
Bestimmung der Echinocandine nur bedingt geeignet (s. Kapitel 3.3).

Micafungin und Anidulafungin besitzen jeweils ein charakteristisches UV-Spektrum, welches eine
selektive und sichere Bestimmung mittels des UV-Detektors moglich macht. Die
Validierungsergebnisse zeigten, dass die Konzentrationsbestimmung von Anidulafungin und
Micafungin in Patientenproben prazise und exakt moglich ist. Ungenauigkeiten bei der
Probenaufarbeitung konnen durch den internen Standard ausgeglichen werden. Der verwendete
interne Standard ist einfach zu erhalten und nicht teuer. Systematische Fehler bei der Verwendung des
internen Standards konnen ausgeschlossen werden, da beide Medikamente nicht gleichzeitig

verabreicht werden. Bei einem Wechsel innerhalb der Medikamentenklasse ist die Halbwertszeit der
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einzelnen Echinocandine zu beachten, um die Genauigkeit der Messmethode zu garantieren. Die
Methode ist auBerdem fiir Plasma- und Serumproben geeignet und kann auf jedem Standard RP-HPLC-

System angewendet werden.

4.5 Analyse des Patientenkollektivs

4.5.1 Bewertung der Echinocandinspiegel in Zusammenhang mit der

Patienteneinteilung
Durch das in dieser Arbeit entwickelte Messverfahren ist das TDM von Echinocandinen einfach und
valide in der taglichen Laborroutine moglich. Das TDM von Echinocandinen ist trotz der geringen
Toxizitat vor allem bei intensivpflichtigen Patienten auf Grund der variablen Pharmakokinetik sinnvoll.
Das Ziel ist es, trotz der individuell unterschiedlichen Pharmakokinetik, durch ausreichend hohe
Echinocandinspiegel eine optimale Therapie der invasiven Candidiasis zu ermoglichen.
Die  Fachinformationen fir  Micafungin und Caspofungin empfehlen jedoch eine
korpergewichtsabhangige Dosierung [25] [26].
Einige Studien zeigen einen Einfluss des Kérpergewichts bei der Dosierung von Micafungin. Es ist eine
Zunahme der Micafungin-Clearance ab einem Kdérpergewicht von 66,3 kg bei 62 Patienten beschrieben
worden [58]. Auch fiir Caspofungin konnten Nguyen et al. innerhalb einer prospektiven klinischen
Studie bei 38 Patienten auf einer chirurgischen ITS einen signifikanten Effekt zwischen einem erhdhten
Korpergewicht (> 75 kg) und einem erniedrigten Caspofunginspiegel im Blut zeigen [59].
In der in dieser Arbeit untersuchten Patientengrupppe lag das Durchschnittsgewicht mit 77,1 kg héher
als das in den o.g. Studien angegebene Durchschnittsgewicht fiir zu geringe Echinocandinspiegel.
In der Micafungin-Gruppe waren die Patienten signifikant schwerer als in der Caspofungin-Gruppe.
29 % der Messungen im Rahmen des TDM lagen aulRerhalb des therapeutischen Bereichs. Der grofite
Anteil (77 %) davon lag unterhalb des therapeutischen Bereichs und war somit offensichtlich
unterdosiert. 33 % (8 Spiegelbestimmungen) wurden in dieser Gruppe bei Gbergewichtigen Patienten
erhoben. Die Auswertung von acht Spiegelbestimmungen ist jedoch zu klein, um allgemeine Aussagen
bezliglich eines zu geringen Echinocandinspiegels treffen zu knnen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
therapeutischen Bereich und dem BMI in der untersuchten Patientenkohrte (s. Kapitel 3.4.6).
In der Fachinformation wird fiir Micafungin bei erwachsenen Patienten Uber 40 kg zur Therapie der
invasiven Candidiasis eine Dosis von 100 mg/d empfohlen. Bei Patienten, die weniger als 40 kg wiegen
entspricht die Dosis 2 mg/kg/d [26]. In der Fachinformation flr Caspofungin wird fur Patienten die
unter 80 kg wiegen eine initiale Gabe von 70 mg am ersten Tag und 50 mg an den folgenden Tagen

empfohlen. Patienten, mit einem Gewicht von tber 80 kg sollte kontiniuierlich eine Dosis von 70 mg/d
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gegeben werden [25]. Die oben genannten Studien von Gumbo et al. und Nguyen et al. geben im
Vergleich zu den aktuellen Fachinformationen andere Gewichtsbereiche fiir die Dosisanpassung an.
Diese neueren Ergebnisse sind noch nicht in die Fachinformation eingegangen und miissen in weiteren
Studien belegt werden. Es werden Studien mit groBeren Patientengruppen bendtigt, um in Zukunft
eine optimale gewichtsabhangige Dosierung errmitteln zu kénnen.

Sirohi et al. konnte bei 36 Patienten wahrend einer Stammzelltransplantation zeigen, dass maximale
Dosierungen von bis zu 8 mg/kg/d Micafungin ohne UAW toleriert werden kdénnen [27]. Diese
Ergebnisse ermoglichen potentiell hohere Dosierungen bei Ubergewichtigen Patienten und bei
Patienten mit einem hohem Risiko fiir eine Pilzinfektion [74]. Auf Grund der nicht vorhersehbaren
Wirkspiegel erscheint, trotz der geringen Toxizitdit von Echinocandinen, vor allem bei hoéheren
Dosierungen eine detaillierte Uberwachung der Leberparameter und des Echinocandinspiegels zur
sicheren Therapie von invasiven Pilzinfektionen sinnvoll.

In der untersuchten Patientengruppe konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer
Hypoalbumindmie und der Medikation mit Caspofungin oder Micafungin gezeigt werden. Es wiesen
mit 95 % fast alle Patienten eine Hypoalbumindmie auf. Daher ist die Vergleichsgruppe ohne eine
Hypoalbumindmie fiir eine Auswertung zu klein.

In der Literatur wurden bisher diesbezliglich unterschiedliche Ergebnisse publiziert. Bei taglicher
Messung des Caspofunginspiegels Gber 14 Tage konnte ein erhohter Caspofunginspiegel bei Patienten
mit Hypoalbumindmie festgestellt werden [59]. Fir Micafungin konnte diese Abhdngigkeit noch nicht
beobachtet werden [57].

Eine Hypoalbumindmie ist bei ITS Patienten, wie auch in der untersuchten Kohorte, haufig und ist
durch verschiedene Faktoren bedingt. Zu diesen Faktoren zdhlen eine erhdhte kapillare Permeabilitat,
Hamodilution, renale Verluste oder verringerte hepatische Synthese [48]. Es kann dadurch bei
Medikamenten wie z.B. Phenytoin oder Ceftriaxon, die ebenfalls wie Echinocandine vorrangig an
Albumin binden, zu einer Erhéhung des freien Anteils im Blut kommen [75] [76]. Eine weitere Ursache
flir die Erhohung des Caspofunginspiegels ist der durch die Hypoalbumindmie verringerte
kolloidosmotische Druck, der eine geringere Verteilung von Caspofungin in die Nachbarkompartimente

verursachen kdnnte und somit die Caspofunginkonzentration im Blutplasma erhéhen wiirde [59].

In der untersuchten Patientengruppe zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Patientengruppen bezlglich einer Lebererkrankung.

In der Fachinformation wird fur Caspofungin bei maRiger Leberinsuffizienz (Child-Pugh Score 7 - 9) eine
Dosisreduktion auf 35 mg/d empfohlen. Fir Micafungin gibt es laut Fachinformation keine
Einschrankung der Dosierung bei leberinsuffizienten Patienten. Auf Grund der Entstehung von

hepatozellularen Tumoren bei Ratten nach einer Behandlungsperiode mit Micafungin sollte die
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Anwendung von Micafungin bei Patienten mit Lebererkrankungen ausschlieRlich nach sorgfaltiger
Nutzen-Risko Abwagung erfolgen. Weiterhin wird das Absetzen von Micafungin bei
Leberwerterh6hung empfohlen [26].

In der bisherigen Literatur gibt es unterschiedliche Ergebnisse zu Auswirkungen von vorhandenen
Lebererkrankungen auf den Caspofungin- oder Micafunginspigel. In einer prospektiven Studie von
Mistry et. al. wurde der Caspofunginspiegel an 49 Patienten mit Leberinsuffizienz und an einer
gesunden Kontrollgruppe untersucht. Es zeigte sich bei Patienten mit milder Leberinsuffizienz eine
signifikant erhohte Caspofunginkonzentration um bis zu 26 % im Verhaltnis zur Kontrollgruppe,
weswegen die Patienten mit maRiger Leberinsuffizienz eine reduzierte Tagesdosis von 35 mg/d
erhielten. Unter der angepassten Dosis zeigte sich bei den Patienten mit maRiger Leberinsuffizienz kein
signifkanter Unterschieded zu der Kontrollgruppe. Hierauf basiert die Empfehlung die Dosis fir
Patienten mit maRiger Leberinsuffizienz zu reduzieren [61].

Hebert et al. zeigte in einer Studie von acht Patienten mit maRiger Leberinsuffizienz eine Reduktion
der AUC von Micafungin um 22 % im Vergleich zur Kontrollgruppe [57]. Diese nicht signifikante
Reduktion der AUC wurde jedoch auf das erhéhte Gewicht in der Micafungingruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe zurickgefiihrt [57].

In zwei verschiedenen Fallberichten wurden Patienten mit invasiver Aspergillose trotz schwerer
Leberinsuffizienz mit hoheren Caspofungindosierungen als in der Fachinformation therapiert. Hierbei
zeigten sich normwertige Caspofunginspiegel mit intermittierenden Leberwerterhéhungen [62] [77].
Auf Grund der hohen Mortalitdt der invasiven Pilzinfektionen muss man Nutzen und Risiko der Off-
label Dosierung bei dieser Patientengruppe abwagen. Um die Sicherheit der Patienten zu verbessern,
spielt das Therapeutische Drug Monitoring und die regelmaRlige Laborwertanalyse dabei eine wichtige
Rolle.

Die Metabolisierung von Micafungin und Caspofungin erfolgt hepatisch Uber die COMT, CYP450-
Isoenyzme und lber Acetylierung. Die Aufnahme in die Leber erfolgt tiber die OATP 1 (s. Kapitel 1.2.3).
Aus diesem Grund hat die Leberfunktion einen Einfluss auf die Pharmakokinetik von Micafungin und
Caspofungin im Blutplasma. Um diesen Einflusse genauer zu bestimmen, werden jedoch noch weitere

molekularbiologische und pharmakokinetische Untersuchungen benétigt.

4.5.2 Zusammenhang zwischen Echinocandinspiegel und Laborwerten
Die Abhéngigkeit der Tagesdosis von dem gemessenen Spiegel konnte jeweils fiir Micafungin und
Caspofungin in der Korrelationsanalyse nach Spearman gezeigt werden. Die Korrelation zwischen dem
Plasmaspiegel und der gegebenen Dosis ist die Grundvorrausetzung fiir das TDM [44].
In der vorliegenden Arbeit konnte eine Korrelation zwischen dem Caspofunginspiegel und dem

Kreatininmittelwert ermittelt werden (s. Kapitel 3.4.5).
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Im Vergleich zu Amphotericin B verursacht Caspofungin deutlich seltener eine Nierenfunktionsstérung
[78] [42]. Es wurde jedoch beschrieben, dass Patienten mit Niereninsuffizienz eine erhéhte AUC unter
der Therapie mit Caspofungin hatten [25]. Dies wurde jedoch nur bei niereninsuffizienten Patienten
nach einer Einzeldosis von 70 mg beobachtet. Bei Patienten, die mehrmals eine Einzeldosis von 50 mg
bekommen haben, konnte dieser Zusammenhang nicht gezeigt werden [25]. In der untersuchten
Patientengruppe liegt der Mittelwert der Tagesdosis flir Caspofungin bei 49 mg. Trotz der im Vergleich
geringeren Tagesdosis konnte in der vorliegenden Arbeit eine Korrelation zwischen dem
Caspofunginspiegel und dem Kreatininwert auch in der heterogenen Patientengruppe gezeigt werden,
deren Patienten nicht ausschliel3lich niereninsuffizient waren.

In einer prospektiven Studie von Wiirthwein et. al. wurde die Pharmakokinetik von Tagesdosen bis zu
200 mg Caspofungin bei 46 imunsupprimierten Patienten zur Therapie der invasiven Aspergillose
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass hohe Dosen keine Auswirkung auf die Nieren- oder
Leberfunktion hatten und eine Dosisanpassung nicht notwendig war. Nach Wirthwein et al. ist es
moglich hohere Dosen von Caspofungin sicher zur effektiven Therapie der Aspergillose einzusetzen
[79]. Weitere klinische Studien konnten bei immunsupprimierten Patienten mit Osophagealer
Candidiasis und invasiver Mykose keinen Einfluss der Caspofungindosis auf die Nierenfunktion
ermitteln [43] [80].

In diesen Studien zeigten sich methodische Unterschiede zu der vorliegenden Arbeit. So erfolgte keine
Konzentrationsbestimmung des Caspofunginspiegels und auch keine direkte Korrelation des
Caspofunginspiegels mit dem Kreatininwert. Jedoch ist auch die in dieser Arbeit untersuchte
Patientenzahl mit 14 Patienten sehr klein und Idsst somit keine reprasentativen Aussagen zu.

In der Korrelationsanalyse nach Spearman konnte eine signifikante positive Korrelation zwischen dem
Micafunginspiegel und dem Bilirubinmittelwert gezeigt werden. Im Gegensatz dazu zeigte Hebert et. al
eine Reduktion der AUC von Micafungin um 22 % bei Patienten mit moderater Leberdysfunktion. Diese
Reduktion wurde jedoch auf Grund des groRen Koérpergewichtsunterschieds zur Kontrollgruppe als
nicht signifikant gewertet. Dabei wurden zudem sehr wenige Patienten (n = 8) untersucht [57]. Auch
Nakagawa et. al. konnten bei 20 Patienten mit hdamatologischen Erkrankungen keinen Einfluss des
Micafunginspiegels auf die Bilirubinkonzentration feststellen [81].

Im Gegesatz dazu konnte in zwei weiteren Studien, wie auch in der vorliegenden Arbeit, eine
Korrelation zwischen dem Micafunginspiegel und der Bilirubinkonzentration gezeigt werden [51] [54].
Muraki et. al. fanden bei 20 Patienten nach einer Lebertransplantation einen signifikant erhohten
Micafunginspiegel, wenn bei diesen Patienten der Bilirubinwert >5 mg/dl (= 85,5 umol/l) lag [51].
Shimoeda et. al. zeigten ebenfalls einen Bilirubinanstieg nach Micafungingabe bei 29 Patienten mit
hamatologischen Erkrankungen und konnten somit zeigen, dass dieser Zusammenhang nicht

ausschlieBlich bei Patienten mit Leberinsuffizienz vorliegt [54]. Auch in Tierversuchen an Ratten konnte
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ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Micafunginspiegel und der Bilirubinkonzentration
durch eine experimentell induzierte Leberinsuffizienz gezeigt werden [82]. Dieser Zusammenhang und
die in Tierversuchen nachgewiesene Hepatotoxizitdit von Micafungin demonstriert die Notwendigkeit
des TDM von Micafungin bei ITS Patienten. Durch das TDM kdnnen zu hohe Spiegel vermieden
werden, so dass die Leberfunktion der ITS Patienten nicht beeintrachtigt wird, die oft bedingt durch

ihre Multimorbiditat gleichzeitig mehrere hepatisch verstoffwechselte Medikamente bekommen.

4.5.3 Dosierung, Dosisanpassungen und therapeutischer Bereich

Das Ziel des TDM ist die Bestimmung der Arzneimittelkonzentration zur friihzeitigen Erfassung von
Therapieversagen durch Unter- oder Uberdosierung. Im Gegensatz zu den etablierten Antimykotika
wie z. B. Flucytosin und Voriconazol ist fiir Echinocandine noch kein therapeutischer Bereich definiert
[45] [83] [84].

Antibiotika erreichen ihren maximalen antibakeriellen Effekt vierfach oberhalb der jeweiligen MHK.
Deswegen sollte die Konzentration am Infektionsort vierfach so hoch sein, um eine ausreichende
Therapie zu gewahrleisten. Die MHKq der Echioncandine liegt flr alle Candidas spp. bei 0,25 pg/ml fir
Caspofungin, 1 pug/ml fir Micafungin und bei 2 ug/ml fur Anidulafungin [21] [85]. In weiteren
Untersuchungen wird die Breakpoint MHK von 0,25 pg/ml bis 1 pg /ml fur alle Echinocandine bei der
Testung von C. albicans, C. tropicalis und C. krusei angegeben [86]. Die EUCAST definiert 0,03 mg/I als
Breakpoint MHK fiir Anidulafungin [87] [88]. Analog zu der Berechnung des therapeutischen Bereichs
der Antibiotika ergibt sich fiir die Echinocandine bei Verwendung der vierfachen MHKg, ein
therapeutischer Bereich von 1 bis 4 ug/ml. Dieser errechnete therapeutische Bereich wurde in dieser
vorliegenden Arbeit verwendet, da bisher firr die Echinocandine noch kein therapeutischer Bereich
definiert wurde.

Der hdaufigste Grund fiir eine Dosisanpassung waren Spiegel- und Laborwertverdanderungen. Eine
dhnlich hohe Anzahl von Doisanpassungen wurde ausschlieflich nach Laborwertveranderungen bei
Echinocandinspiegeln, die innerhalb des therapeutischen Bereichs lagen, durchgefiihrt.

Insgesamt lagen 29 % der Echinocandinspiegel aulRerhalb des therapeutischen Bereichs. Vergleichende
Daten zu Echinocandinen sind bisher noch nicht erhoben wurden. Von allen Messungen, die auRRerhalb
des therapeutischen Bereichs lagen, waren drei Viertel der Spiegel unterhalb und ein Viertel der
Spiegel oberhalb des definierten therapeutischen Bereichs. In der untersuchten Patientenkohorte ist
das TDM wichtig, um ein Therapieversagen durch zu geringe Spiegel zu verhindern, da der GrofRteil der
Spiegel unterhalb des therapeutischen Bereichs lag. Dies wurde in anderen Studien auch bei dem
Azolantimykotikum Voriconazol gezeigt [89]. Ausreichend hohe Spiegel sind auch notwendig, um eine
Resistenzbildung zu vermeiden und um eine optimale Versorgung trotz der veranderten

Pharmakokinetik bei intensivmedizinischen Patienten zu gewahrleisten [90] [91] [92] [93].
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Bisher publizierte Studien sehen das TDM von Echinocandinen als nicht notwendig an [46] [94] [95].
Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann das TDM trotz der geringen Toxizitdt von
Echinocandinen auf Grund der vielfaltigen nicht vorhersehbaren Verdanderungen der Pharmakokinetik
bei Patienten der Intensivstation als gerechtfertigt angesehen werden. Hohe Dosen von
Echinocandinen kénnen, wenn notwendig, gegeben und durch das TDM kontrolliert und gezielt

angepasst werden.

4.5.4 Limitation der retrospektiven Auswertung

Die allgemeine Kritik an retrospektiven Analysen bezieht sich auf die oft unvollstandigen Daten und auf
die Verzerrung der Beziehung von Einfluss und StorgroRe (Confounding). Die Qualitdt der
retrospektiven Daten wird durch die Qualitdt des Ausgangsmaterials bestimmt [96]. Dazu zdhlen
fehlende oder nicht lesbare Akteneintrage und fehlende Patientenakten.

Eine Limitation vieler klinischer Studien beziglich der Untersuchung des Einflusses von
Echinocandinspiegel auf Laborwertveranderungen ist die geringe Patientenzahl von weniger als 50
Patienten [51] [97] [57]. Weiterhin ist das Ausgangsmaterial bei der Datenerhebung zu beachten. Es
handelt sich bei den untersuchten Patienten um keine repradsentative Zufallsstichprobe, da einige
Patientendaten durch nicht vorhandene elektronische Akten auf peripheren Stationen oder durch die
Behandlung auf anderen Intensivstationen nicht in die Stichprobe aufgenommen werden konnten. Fir
eine genauere Auswertung zur Detektion von UAW oder Laborwertveranderungen unter der Therapie
fehlt eine Kontrollgruppe, die im selben Zeitraum kein Echinocandin bekommen hat.

Zusatzlich gibt es nur eine geringe Anzahl an Studien Gber den Zusammenhang von Laborwerten und
Echinocandinspiegeln, die dann haufig noch von Pharmafirmen finanziell unterstiitzt werden und
teilweise keine unabhangigen Aussagen ermoglichen. Eine weitere Schwierigkeit bei der Auswertung
sind die unregelmafigen Laborwertbestimmungen. So wurde z.B. Albumin im Verlauf sehr selten
bestimmt, so dass nur wenige Laborwerte in dieser Kategorie beriicksichtigt werden konnten. Die
Aussagen sind deswegen nicht auf alle Patienten Ubertragbar und Schlussfolgerungen sind somit nur
fir Patienten der internistischen ITS des Universitatsklinikums Magdeburg moglich. Zusatzlich konnten
nicht alle Echinocandine in der Auswertung bericksichtigt werden, da die StichprobengrofRe der

Anidulafungin-Gruppe mit vier Patienten zu gering war, um ausgewertet zu werden.

4.6 Ausblick

Fungidamien und invasive Mykosen bedeuten eine betrachtliche finanzielle Belastung fiir das
Gesundheitssystem [98]. Die meisten Kosten einer Candiamie sind assoziiert mit dem verlangerten

Krankenhausaufenthalt von durchschnittlich 5,6 Tagen, verglichen mit Patienten ohne Candiamie [99]
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[18]. Weiterhin gehen invasive Mykosen im Vergleich zu bakteriellen Infektionen mit einer erh6hten
Mortalitdt von 49% einher [15]. Es ist daher das Ziel, die Behandlung der Patienten mit Fungidmien
durch eine frilhe und effektive Therapie zu verbessern, um so Komplikationen und die damit
verbundene verlangerte Liegedauer zu verhindern. Auf der ITS ist dafiir eine ausreichend hochdosierte
Therapie notwendig [49]. Durch das TDM kann gezielt die Medikamentenkonzentration bestimmt
werden und die Dosis kann individuell angepasst werden, um so die Patientensicherheit auch bei
hohen Medikamentendosierungen zu gewahrleisten und die Therapie zu verbessern [100].

Ein weiterer Aspekt zur Verbesserung der Qualitdt des TDM ist die standige, aktive Kommunikation
zwischen klinischen Pharmakologen und behandelnden Arzten [101]. Das Ziel sollte es daher sein,
Arzte hinsichtlich der Anwendung von TDM fortzubilden, um so die Patientensicherheit zu verbessern.
Ob durch das TDM von Echinocandinen langfristig die Liegedauer verkiirzt und so die
Gesundheitskosten gesenkt werden kdnnen, missen weitere Studien zeigen.

Die Pharmakokinetik unterliegt vor allem bei Patienten auf der ITS starken interindividuellen
Schwankungen, die unter anderem durch ein verandertes Verteilungsvolumen, durch Insuffizienz der
eliminierenden Organe und durch Medikamenteninteraktionen entstehen. Um die Pharmakokinetik
von ITS Patienten besser verstehen zu kénnen und um die medikamentdse Therapie zu optimieren,
sind groRe prospektive Multizenterstudien wie z.B. die DALI-Studie notwendig. Das Ziel der Studie mit
500 Patienten von 70 verschiedenen Intensivstationen ist die Bestimmung von Plasmakonzentrationen
diverser Antibiotika und Antimykotika bei kritisch kranken Patienten. Diese Konzentrationen sollen
dann mit dem Therapieerfolg verglichen werden. Daraus soll eine Populationspharmakokinetik
ermittelt werden, um in Zukunft Risikogruppen fiir zu hohe oder zu niedrige Spiegel im Vorfeld besser

ermitteln zu kénnen [102].

50



5. Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines chromatografischen Analyseverfahrens zur
Bestimmung der Echinocandine Micafungin und Anidulafungin und eine retrospektiven Analyse der
von Laborwerten der Echinocandinspiegel von Micafungin und Caspofungin im Rahmen des TDM.

Die Echinocandine Anidulafungin und Micafungin konnten auf Grund ihrer &hnlichen
Molekularstruktur als gegenseitiger interner Standard verwendet werden. Die chromatografische
Auftrennung der Echinocandine erfolgte auf einem RP-HPLC-System mit einem Acetonitril/Wasser-
Gemisch als mobile Phase. Durch die Verwendung der Gradientenelution konnte die Auftrennung
verbessert werden.

Mit der UV-Detektion konnten Anidulafungin und Micafungin durch die Verwendung von langen
Wellenlangen mit 273 nm und 306 nm ungestort detektiert werden. Die Verwendung der
Massenspektrometrie konnte die Selektivitdt nicht verbessern. Eine Ursache dafiir liegt einerseits an
dem grolRen Molekulargewicht der Echinocandine, wodurch sich die Intensitat auf einfach und doppelt
geladene Quasimolekiilionen verteilt. Eine weitere Ursache ist die natirliche Isotopenverteilung durch
die es, bedingt durch die hohe Anzahl von Kohlenstoffatomen der Echinocandine, zu spezifischen
Intensitdatsmustern innerhalb der Quasimolekiilionen kommt. Die daraus resultierende nichtlineare
Kalibrierfunktion ermoglichte keine valide Quantifizierung mit dem Massenspektrometer.

Es konnten zusétzliche Peaks in der Ndhe der Retentionszeit des Micafungin- und Anidulafunginpeaks
sowohl in der Massenspektrometrie als auch in der UV-Spektrometrie detektiert werden. Da die
Intensitat der Peaks mit zunehmender Aufenthaltsdauer der Probe bei Raumtemperatur zunahm, ist
am ehesten von einem hydrolytischen Zerfallsprodukt durch spontane Degradation auszugehen.

Das entwickelte Verfahren ist matrixunabhangig und kann sowohl in Serum- als auch in Plasmaproben
auf jedem Standard HPLC-System angewendet werden. Die Validierung der Messmethode mit dem UV-
Detektor erfolgte im Kalibrierbereich von 0,1 bis 20 ug/ml und zeigte eine Prazision und Richtigkeit in
einer Serie (fir 0,1 ug/ml Micafungin: 1,80 % und 2,65 % und fir 0,1 pg/ml Anidulafungin: 4,30 % und
10,44 %) und von Tag zu Tag (fur 0,1 ug/ml Micafungin: 9,27 % und 8,09 % und fur 0,1 pg/ml
Anidulafungin: 8,36 % und 12,57%) innerhalb der von der Bundesarztekammer geforderten Richtlinien.
Innerhalb der retrospektiven Analyse wurden die Daten von 45 Patienten, die im Zeitraum vom
14. Dezember 2010 bis zum 14. November 2011 mit einem der Echinocandine, Micafungin oder
Caspofungin, auf der internistischen ITS des Universitatsklinikums Magdeburg behandelt wurden,
analysiert. Es wurden insgesamt 108 Echinocandinspiegel bestimmt. Von diesen
Echinocandinkonzentrationen lagen 29 % auRerhalb des therapeutischen Bereichs von 1 bis 4 pug/ml.
Von allen Messungen, die auRerhalb des therapeutischen Bereichs waren, lagen insgesamt 77 %

unterhalb des therapeutischen Bereichs. Daher ist in der untersuchten Patientenkohorte das TDM
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wichtig, um ein Therapieversagen durch zu geringe Spiegel zu verhindern und so das Risiko einer
Resistenzbildung zu vermeiden.

In der Korrelationsanalyse nach Spearman konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Caspofunginspiegel und dem Kreatininwert (r, =0,516; p = 0,004) sowie dem Micafunginspiegel und
dem Bilirubinwert (r;, = 0,321; p = 0,004) gezeigt werden. Diese Ergebnisse entsprechen den Resultaten
mehrerer Studien und sind auch als unerwiinschte Arzneimittelwirkung bei den jeweiligen
Echinocandinen beschrieben.

Bei Patienten der Intensivstation unterliegt die Pharmakokinetik starken interindividuellen
Schwankungen, die durch ein verdandertes Verteilungsvolumen oder Insuffizienzen der eliminierenden
Organe entstehen. Aus diesem Grund kommt es oft zu nicht vorhersehbaren Wirkspiegeln. Trotz der
geringen Toxizitdt von Echinocandinen ist deswegen vor allem bei hohen Dosierungen das TDM der
Echinocandine und die regelméaRige Laborwertkontrolle der Leber- und Nierenfunktion sinnvoll.

Mit dem in dieser Arbeit entwickelten chromatografischen Messverfahren ist das TDM von
Echinocandinen einfach und valide in der taglichen Laborroutine méglich. Die Plasmaspiegel kénnen
individuell Gberwacht werden, um so eine optimale, sichere und individualisierte Therapie der

invasiven Candidiasis bei intensivmedizinischen Patienten zu ermdoglichen.
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7. Anhang

7.1 Eigenschaften der Echinocandine

Tabelle 7.1: Eigenschaften von Anidulafungin

Anidulafungin Eigenschaft
Handelsname: ECALTA ®
Hersteller: Pfizer Deutschland GmbH, Berlin
Zulassung in Deutschland: 2009

CAS (Chemical Abstracts Service) - 166663-25-8
Registriernummer:

Molekulargewicht: 1140,2369 g/mol
Summenformel: CsgH73N7045
Tabelle 7.2: Eigenschaften von Caspofungin

Caspofungin Eigenschaft
Handelsname: CANCIDAS®

Hersteller:
Zulassung Deutschland:

MSD Sharp & Dohme GmbH, Haar
2001

CAS (Chemical Abstracts Service) — 179463-17-3

Registriernummer:

Molekulargewicht: 1093,3131 g/mol

Summenformel: Cs,HgsN10015

Tabelle 7.3: Eigenschaften von Micafungin

Micafungin Eigenschaft

Handelsname: Mycamine ®

Hersteller: Astellas Pharma GmbH,Miinchen

Zulassung in Deutschland:

CAS (Chemical Abstracts Service) —
Registriernummer:
Molekulargewicht:
Summenformel:

2008
235114-32-6

1270,274 g/mol
C56H71N9(323S

Die Informationen zu den Summenformeln

stammen von www.drugbank.ca, sowie

www.eudrapharm.eu (Version: Build 02.01.14_PR build 2011/12/07 10:50:01).

7. Anhang
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7.2 Laborgerdte

Tabelle 7.4: Laborgerdte fiir die HPLC und Detektion

Laborgerat

Hersteller

Analytische Pumpe

Bindre Pumpe (1312A)
Quaterndre Pumpe (1311A)
Massenspektrometer

Elektro-Spray lonisation (ESI)-Quelle

Dioden-Array Detektor (DAD) (G1315B) mit
Semimikromesszelle

Fluoreszenz-Detektor (G1321A)
Autosampler (G1213A)

Vakuumentgaser (G1379A)

HPLC Agilent 1100 System, Agilent
Technologies Deutschland GmbH, Boblingen

Finnigan TSQ Quantum Discovery Max Triple
Quadrupole (Thermo Fisher Scientific, San
Jose, CA, USA)

Finnigan TSQ Quantum Discovery Max Triple
Quadrupole (Thermo Fisher Scientific, San
Jose, CA, USA)

HPLC Agilent 1100 System, Agilent
Technologies Deutschland GmbH, Boblingen
HPLC Agilent 1100 System, Agilent
Technologies Deutschland GmbH, Boblingen
HPLC Agilent 1100 System, Agilent
Technologies Deutschland GmbH, Béblingen
HPLC Agilent 1100 System, Agilent
Technologies Deutschland GmbH, Boblingen

Tabelle 7.5: Zusdtzliche Laborgerdte

Laborgerat

Hersteller

Analysewaage
pH-Meter

Reinstwassersystem
Standzentrifuge

Standzentrifuge
Kreisschiittler

Vakuumzentrifuge

Sartorius research, Sartorius AG, Gottingen
Microprozessor pH — Meter pH 537, Windaus,
Clausthal-Zellerfeld

Milli-Q reference, Merck Millipore, MA, USA
Universal 32, Hettich Zentrifugen, Andreas
Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen

Biofuge pico Heraeus, DJB Labcare Ltd,
Buckinghamshire, England,

Reax 200, Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach

UniEquip Univapo 150 ECH, Progen Scientific,
London, England

7. Anhang
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7.3 Material

7.3.1 Chromatografische Saulen

Tabelle 7.6: Vorséulen, Vorsdulenfilter und Analytische Séulen

7. Anhang

Name Hersteller
SecurityGuard C18 mit Vorsadulenfilter Phenomenex, Aschaffenburg
4x2mm

Zorbax Eclipse XDB-C18 2.1 mm x 150 mm
3,5 um

Zorbax Eclipse SB-C18 2.1 mm x 150 mm
5um

Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Boblingen
Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Boblingen

7.3.2 Verbrauchsmaterial, Chemikalien

Tabelle 7.7: Verbrauchsmaterial

und Referenzsubstanzen

Art/Name Hersteller
Autosamplergldschen Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Boblingen,

Eppendorfgefille

Kryorohrchen

Pipetten

Pipettenspitzen

Serumrohrchen (Vacutainer mit/ohne
Gerinnungsaktivator)

SPE Diol Extraktionsréhrchen

OASIS HBL mixed mode cartridges

Eppendorf AG, Hamburg

Roth, Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

BD, Heidelberg

J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Waters, Eschborn

Tabelle 7.8: Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Acetonitril (Gradient Grade)

Ammoniak (NH;)l6sung (25 %; pro analysi)
Ammoniumacetat

Essigsaure

Methanol (Gradient Grade)
Natriumacetat-3-hydrat (pro analysi)
Trifluoressigsaure (TFA; 0,1 %)
Wasser=Reinstwasser

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Eigene Herstellung mit Reinstwasseranlage
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7. Anhang

Tabelle 7.9: Referenzsubstanzen

Referenzsubstanzen

Hersteller

Anidulafungin: (ECALTA®; Pulver zur
Herstellung einer Infusionslésung, enthilt
100 mg Anidulafungin)

Caspofungin (CANCIDAS®, Pulver zur
Herstellung einer Infusionslésung, enthalt
50 mg Caspofungin)

Micafungin (MYCAMINE®, Pulver zur
Herstellung einer Infusionslésung, enthilt
50 mg Micafungin)

Citratplasma- und serum

Pfizer Deutschland GmbH, Berlin

MSD Sharp & Dohme GmbH, Haar

Astellas Pharma GmbH ,Miinchen

Blutbank des Universitatsklinikums Magdeburg

7.3.3 Computersoftware

Tabelle 7.10: Computersoftware

Programmname

Verwendungszweck

Hersteller

Adobe Reader 9.5.0
Agilent ChemStation LC
3D (Revision A 09.03)

ChemCalc

IMESO

Inkscape

Mendeley

Microsoft Office Access
Microsoft Office Excel
2007

Microsoft Office Word

2007
SPSS (Version 20)

Wiedergabe von PDF-(Portable
Document Format) Dateien
HPLC Geratesteuerung und
Chromatogramauswertung

Berechnung der
Isotopenverteilung

Elektronische Patientenakte

Erstellen von Grafiken und
FlieRdiagrammen;
Bildbearbeitung

Erstellen und Verwalten von
Literaturverzeichnissen
Datenbankverwaltung der
eingegangenen Proben; Labor-
EDV

Diagramm-und
Tabellenerstellung; deskriptive
statistische Auswertung
Tabellen- und Textverarbeitung

Statistische Auswertung

Adobe Systems, San Jose, CA,
USA

Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA

Ecole Polytehnique Fédérale
de Lausanne (EPFL),

Institute of Chemical Sciences
and Engineering (ISIC),

Lausanne,Schweiz
IMESO-

Innovative Medizinische
Software GmbH, GieRen,
Deutschland
Opensource

Opensource

Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA

Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA

Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA
SPSS Inc., Chicago, IL, USA
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7. Anhang

7.3.4 Definitionen in der Validierung

Um die Validitat des Verfahrens zu zeigen wurden die folgenden Parameter erfasst:

Linearitdt: Die Linearitat beschreibt ein direkt proportionales Verhéltnis zwischen der Konzentration
der gemessenen Substanz und der Flache des Peaks der Referenzsubstanz fiir verschiedene
Konzentrationen. Je naher der Betrag des Korrelationskoeffienten r an 1 liegt desto groRer ist der
lineare Zusammenhang (Kalibrierproben und Kalibrierfunktion s. Kapitel 3.3).

Richtigkeit: Die Richtigkeit ist ein MalR flr das Verhaltnis des gemessenen Werts zum wahren Wert. Die
Einheit ist die Abweichung vom wahren Wert in Prozent.

Prazision: Die Prazision beschreibt, wie gut die Ergebnisse mehrerer Analysen untereinander
Ubereinstimmen. Sie dient dem Nachweis der Qualitdt eines Messverfahrens und ist ein Bestandteil
der Reproduzierbarkeit. Die Prazision wird angegeben als prozentualer Wert der relativen
Standardabweichung.

Nachweisgrenze (LOD - limit of detection): Die Nachweisgrenze ist die geringste messbare

Konzentration innerhalb eines Nachweisverfahrens, die vom Leerwert unterschieden werden kann.

Bestimmungsgrenze (Quantifizierungsgrenze; LOQ — limit of quantifcation):

Die Bestimmungsgrenze ist die Grenze, bei der ein Analysewert mit einer angegebenen Prazision
ermittelt werden kann und ist definiert durch die unterste Grenze der Kalibrierfunktion
Selektivitdt: Die Selektivitdit sagt aus, dass der Nachweis des Analyten trotz verschiedener

Storsubstanzen eindeutig zu erkennen und zu quantifizieren ist [67].
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7.3.5 Laborwerte und Referenzbereiche

Tabelle 7.11: Laborwerte und Referenzbereiche

Laborwert Referenzbereich
Protein [g/I] 66-87
Albumin [g/I] 35-52
Kreatinin [umol/I] 59-104
Glukose [mmol/I] 3,1-6,4
Bilirubin [umol/I] <17
Cholinesterase 88-215
[umol/s.1]

ALAT [umol/s.I] 0,17-0,85
ASAT [umol/s.1] 0,17-0,85
CK [umol/s.l] <2,9
alk. Phosph. [umol/s.l] 0,67-2,15
GGT [umol/s.1] 0,17-1,19
LDH [umol/s.1] 2,25-3,75
CRP [mg/1] <5

7. Anhang
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7.4 Detektionsverfahren

Intensitat
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7. Anhang

Abbildung 7.1: Massenspektrometer: Detektion von Anidulafungin, RT = 11,95 min, m/z 1141 > 1123

mit 1.S. Micafungin (c = 20 ug/ml), zusdtzliche Peaks bei RT = 7,27 min und 10,75 min
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Absorption
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Abbildung 7.2: UV-Spektrometer: Detektion von Anidulafungin (A=306 nm, RT=11,77 min,

Konzentration = 19,64 ug/ml) mit 1.S. Micafungin (A =273 nm, ¢ = 20 ug/ml); | = zusdtzliche Peaks

7.5 Isotopenverteilung von Micafungin und Anidulafungin

Tabelle 7.12: Prozentuale Anteile der Isotope der einfach geladenen Quasimolekiilionen von Micafungin

(nach www.chemcalc.org)

Micafungin [m/z] Anteil [%] Isotop
1270 100 [M+H]
1271 63,44 [M+H+1]"
1272 29,04 [M+H+2]"
1273 9,87 [M+H+3]"

Tabelle 7.13: Prozentuale Anteile der Isotope der einfach geladenen Quasimolekiilionen von

Anidulafungin (nach www.chemcalc.org)

Anidulafungin [m/z] Anteil [%] Isotop
1141 100 [M+H]"
1142 63,59 [M+H+1]"
1143 24,02 [M+H+2]"
1144 6,53 [M+H+3]"
1145 1,43 [M+H+4]"
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Kalibrierfunktionen
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Abbildung 7.3: 1/x gewichtete Kalibrierfunktion von Anidulafungin mit dem UV-Spektrometer; I.S.
Micafungin, (Korrelationskoeffizient r = 0,999; Kalibrierfunktion y = 0,0535x)
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Abbildung 7.4: Quadratische Kalibrierfunktion von Anidulafungin mit dem Massenspektrometer,

(Kalibrierfunktion y = -0,0081x” + 0,3676x + 0,124)
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Abbildung 7.5: lineare Kalibrierfunktion von Caspofungin mit dem Fluoreszenzdetektor;

(Korrelationskoeffizient r = 0,999, Kalibierfunktion y = 1298x)
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