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1 Einleitung

1.1 Klinisch-chemische HPLC-MS/MS Analytik von
Vollblutproben: Stand der Technik

In der klinisch-chemischen und pharmazeutischen Routineanalytik erfolgt die Analyse von
niedermolekularen Substanzen (Arzneistoffen, Metaboliten, Biomarkern,...) aus biologischen
Matrices zunehmend mit gekoppelten Trenn- und Detektionssystemen wie zum Beispiel der
HPLC-MS/MS. Ein vielfach diskutierter Aspekt ist dabei aktuell die direkte Analyse von
Vollblut. Hierdurch kann die fiir die Analyse entnommene Probenmenge um ca. 50% reduziert
werden, was bei pddiatrischen Patienten und Patienten auf der Intensivstation sowie bei
kleinen Versuchstieren (z.B. Maéuse) von groBem Vorteil ist, da die Vollblutspiegel
therapeutischer und diagnostischer Substanzen direkt mit ihrer Wirkung korrelieren [1]. Uber
die Analyse von Vollblut und Plasma derselben Probe kann auch die Bindung von Wirkstoffen
an zellulire Blutbestandteile ermittelt und dadurch der Verteilungskoeffizient fiir einen

gegebenen Wirkstoff berechnet werden [2-4].

Die Analytik niedermolekularer Verbindungen mit Hilfe der Hochleistungs-Fliissigkeits-
chromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (HPLC-MS/MS) erfordert oftmals noch
mehrere manuelle Schritte. Der Grund hierfiir ist die schwierig zu automatisierende
Freisetzung der Analyte aus der Matrix, welche eine aufwendige Probenaufreinigung
voraussetzt. Die momentan dominierende Probenaufbereitung fiir Humanplasma und Vollblut
ist die Proteinprizipitation unter Zugabe einer Mischung aus Zinksulfat und einem

organischem Losemittel.

Eine Moglichkeit auf dem Weg zur Vollautomatisierung der Vollblutanalytik bietet ein
neuartiges  Verfahren [2-3]. Bei dieser Methode wird Vollblut durch eine
Hitzeschockbehandlung in eine neue Matrix, in das Zell-desintegrierte Blut (Cell-

disintegrated Blood, CDB) umgewandelt. Dabei wird der Analyt aus den Blutzellen
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freigesetzt und die Zellmembranen in subzelluldre Partikeln iiberfithrt. Dieses Verfahren
ermoglicht dariiber hinaus auch erstmals die vollautomatisierte Bestimmung des

Verteilungskoeftizienten eines Pharmakons im Blutkompartiment [4].

CDB ist, ebenso wie Vollblut, eine sehr komplexe Matrix. Eine HPLC-MS/MS Analyse ist
daher auf eine sehr sorgfiltige und selektive Probenaufbereitung angewiesen. Insbesondere
gilt es sogenannte Matrixeffekte zu minimieren. Bei Matrixeffekten handelt es sich um die
Beeinflussung der lonisation der Zielanalyte im Massenspektrometer. Diese treten vermehrt
bei der in der Arzneistoffanalytik bevorzugt verwendeten Detektion mit Elektrospray-
Ionisation auf. Sie konnen durch in der Probe enthaltene makro- und niedermolekulare
Bestandteile verursacht oder durch Coelution von Analyten hervorgerufen werden. Zudem
sind diese Effekte in biologischen Fliissigkeiten infolge der natiirlichen

Konzentrationsschwankungen endogener Substanzen nicht vorher zu bestimmen.

Basierend auf der sehr hohen Spezifitit und Selektivitit der Massenspektrometer wurde
anfanglich haufig auf eine chromatographische Trennung der Analyte verzichtet (,,dilute and
shoot®). Bei den heute géngigen Methoden steht ebenfalls ein hoher Probendurchsatz im
Vordergrund. Es wird jedoch vorwiegend eine schnelle Trennung vor der Detektion
durchgefiihrt. Dennoch kann es bei diesem Kopplungsverfahren aufgrund geringer
chromatographischer Retention und Trennleistung auch zu Interferenzen durch Matrixeffekte

kommen [5].

Eine Herausforderung an eine routinetaugliche Methode ist es daher, Arzneistoffe in sehr
geringen Dosierungen selektiv, prizise und richtig in biologischen Fliissigkeiten zu
quantifizieren. Dafiir ist eine Probenaufbereitung durch chromatographische Abtrennung
potenzieller Interferenzen aus dem komplexen Gemisch aus Zellbestandteilen, Proteinen,
Salzen und anderen Stoffen erforderlich. Diese Aufbereitung setzt jedoch eine Freisetzung des
geringen Anteils an Zielanalyten aus ihrer Proteinbindung voraus. Des Weiteren miissen sich
gegenseitig im Detektionsprozess storende Analyte chomatographisch voneinander getrennt
werden. Eine weitere Schwierigkeit besteht dabei in der Ahnlichkeit vieler Zielanalyte mit

endogenen Matrixbestandteilen [6].

Eine adiquate Analyse erythrozytdr gebundener Arzneistoffe mittels der modernen LC-
MS/MS Analytik sollte daher effizient, selektiv, robust, ungestort und vollautomatisierbar

sein.
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1.2 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war die Entwicklung und Validierung einer
vollautomatischen und stérungsfreien Analysenplattform fiir die massenspektrometrische
Bestimmung der vorwiegend erythrozytir gebundenen Immunsupressiva Ciclosporin A,

Tacrolimus, Sirolimus und Everolimus direkt in antikoaguliertem Vollblut.

Die Arbeit sollte auf das von Milojkovi¢ entwickelte neuartige Verfahren der Hitzeschock-
Behandlung von Vollblut und dessen Uberfiihrung in Zell-desintegriertes But (Cell-
disintegrated Blood, CDB) aufbauen [7]. Ausgearbeitet werden sollte ein vollautomatisches
on-line SPE-LC-MS/MS Verfahren mit integrierter thermischer Probenprozessierung. In
diesem Zusammenhang sollte zundchst die Matrix CDB durch mikroskopische Verfahren
ndher charakterisiert werden. Beziiglich der Robustheit des Analysenverfahrens sollte
insbesondere die Belastbarkeit der thermischen Prozessierungseinheit untersucht und ein
Reinigungsverfahren entwickelt werden. Da bei der Transformation von Vollblut in CDB
sdmtliches Hdmoglobin ,freigesetzt* wird, sollte eingehend untersucht werden, in wieweit

diese zusitzliche Matrixfraktion abgereichert werden kann.

SchwerpunktmaBig sollte die extraktive Aufbereitung der neuartigen Matrix CDB optimiert
und in die Plattform integriert werden. Dabei sollte eine multidimensionale Festphasen-
extraktion (Solid Phase Extraction, SPE) in Anlehnung an Georgi angewendet werden [8].
Ziel war es, eine selektive Abreicherung der hoch- und niedermolekularen CDB Matrix in
dem Malle zu erreichen, dass der negative Elektrospray-lonisationsprozefl im Tandem-
Massenspektrometer nicht gestort wird. Insbesondere galt es interferierende Phospholipide zu
entfernen bzw. von den Zielanalyten abzutrennen. In diesem Zusammenhang sollte zusétzlich
ein neuartiges Verfahren zur Optimierung von HPLC-Trennungen, die Phasen-optimierte

Fliissigkeits-Chromatographie (POPLC), erstmalig angewendet werden.

Das vollstindige Analysenverfahren sollte abschlieend validiert und mit derzeit verwendeten
Methoden, wie Proteinprézipitation der Vollblutmatrix und getrocknete Blutflecken (Dried
Blood Spots, DBS) verglichen werden.
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2 Allgemeiner Teil

2.1 Aufbereitung biologischer Flussigkeiten fur die LC-MS/MS

Analyse

In der Literatur wird die Probenaufbereitung bei der Analyse von Stoffen aus komplexen
biologischen Fliissigkeiten als schwierigster oder auch als Schliisselschritt fiir eine
erfolgreiche Analyse beschrieben [7-9]. Haufig sind die Zielanalyte nur in sehr geringen
Konzentrationen vorhanden und miissen gegebenenfalls angereichert werden. Erschwerend
kommt hinzu, dass zahlreiche endogene Bestandteile mit der Analyse interferieren konnen.
Viele Arzneistoffe sind zudem sehr stark an Proteine gebunden. Diese Tatsache beeintrachtigt
die Analyse erheblich. Proteine konnen prézipitieren und denaturieren. Des Weiteren kénnen
sie am Extraktionsmaterial adsorbieren und fithren infolgedessen zu erhohtem Riickdruck, zu

veranderten Retentionszeiten und zu verminderter Sduleneffizienz [9].

2.1.1 Biologische Flussigkeiten

Biologische Fliissigkeiten sind Fliissigkeiten biologischen Ursprungs. In dieser Arbeit wurde
hauptsdchlich mit korpereigenen Fliissigkeiten, d.h. Vollblut und Plasma bzw. Serum,
gearbeitet. Unter allen biologischen Fliissigkeiten ist Vollblut von groftem analytischem
Interesse. Es ist das wichtigste Transportmedium im menschlichen Korper. Die Blutspiegel
der meisten therapeutischen und diagnostischen Substanzen korrelieren mit ihrer Wirkung

bzw. diagnostischen Aussagekraft [1].
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2.1.1.1 Blut, Plasma und Serum

Blut

Blut stellt aus funktioneller Sicht ein ,,fliissiges Gewebe/Organ® dar. Es besteht aus Zellen
und einer eiweill- sowie elektrolythaltigen Fliissigkeit, dem Plasma. Alle zelluldren
Bestandteile des Blutes entstehen aus gemeinsamen Vorlduferzellen, den sogenannten

pluripotenten Stammzellen [10].

Die Hauptaufgabe des Blutes ist der Stofftransport. Daraus ergeben sich weitere Aufgaben wie
die Aufrechterhaltung der Homdostase, die Pufferwirkung, die Wirmeregulation und die
Abwehrfunktion [11]. Die Gesamtblutmenge betragt 6-8% des Korpergewichtes. Erwachsene

haben demnach ein Blutvolumen von 4-6 Litern.

Blut besteht zu etwa 44% aus zelluldren Elementen. Sie sind in Abbildung 1 dargestellt.

Abbildung 1: Blutzellen unter einem Rasterelektronenmikroskop (von links nach rechts: Erythrozyt,

Thrombozyt und Leukozyt) [12].

Den mengenmalig weitaus groBten Teil bilden die roten Blutkérperchen (Erythrozyten). Der
Volumenanteil der Erythrozyten am Gesamtvolumen wird als Hématokrit bezeichnet.
Erythrozyten bilden volumenméBig mit iiber 99% den groBten Teil der Zellen. Neben Wasser
ist der Blutfarbstoff Himoglobin mit 760g Hauptinhaltsstoff der Erythrozyten [13-14]. Die
Erythrozyten sind kernlos und haben im reifen Zustand einen Durchmesser von 7-8um. Sie
haben eine bikonkave Form. Durch die im Vergleich zur Kugelform vergroferte Oberflidche
konnen sie leichter deformiert werden [11].
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Die Leukozyten werden nach morphologischen und funktionellen Gesichtspunkten und ithrem
Bildungsort in weitere Gruppen unterteilt: Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten. Thre
Anzahl ist nicht so konstant und schwankt je nach Tageszeit und dem Funktionszustand des

Organismus. Der Durchschnittswert liegt bei 6.000/uL [10].

Thrombozyten sind mit einer GroBe von 1-3um die kleinsten Zellen. Thre Zahl im
menschlichen Blut liegt zwischen 160.000-300.000/uL. Wie die Erythrozyten besitzen auch
sie keinen Kern. Wichtige Blutbildparameter eines Erwachsenen sind in Tabelle 1

zusammengefasst.

Tabelle 1: Blutbildparameter eines Erwachsenen [13].

Parameter Normalwert (-bereich) Einheit
Erythrozyten Q 4,80 (4,00 - 5,20) 10"
5,30 (4,60 - 5,90) 10"
Retikulozyten 0,10 (0,05 - 0,20) 10"/
Hamatokrit Q 0,42 (0,37 - 0,47)
3 0,47 (0,40 - 0,54)
Hamoglobin Q 140 (120 - 169) glL
3 160 (140 - 180) glL
s puslrs Vomer 55 60-50 d
rr st gty 0730 o
iter o Himogesinoniaraon. HC 040 (300- 30
Leukozyten 7 (4-10) 10 °/L
Granulozyten 4,40 ((2,50 - 7,50) 10 /L
Neutrophile 4,20 (2,50 - 7,50) 10 %L
Eosinophile 0,20 (0,04 - 0,40) 10 °/L
Basophile 0,04 (0,01 -0,10) 10 °/L
Monozyten 0,50 (0,20 - 0,80) 10 %L
Lymphozyten 2,20 (1,50 - 3,50) 10 °/L
Thrombozyten 250 (150 - 400) 10 9/L

Blutanalysen haben in der klinischen Diagnostik eine grole Bedeutung. Seine
Zusammensetzung und seine Eigenschaften sind bei vielen Erkrankungen in typischer Weise
verdndert [13]. Bei Autoimmunreaktionen kommt es beispielsweise zu einem
Erythrozytenverlust aufgrund einer gesteigerten Hamolyse [13]. Referenz-Hédmatokritwerte

zeigt Tabelle 2.



Allgemeiner Teil

Tabelle 2: Referenz-Himatokritwerte fiir verschiedene Entwicklungsstadien des Menschen.

Entwicklungsstadium Alter Hamatokritwert
Neugeborene 1.-4.Tag 0,52-0,68
Sauglinge 1.-2. Woche 0,47 - 0,63
2.-4. Woche 0,38 - 0,51
4.-12. Woche 0,30-0,38
Sauglinge und Kinder > 12. Woche 0,31-0,40
Frauen 0,35-0,47
Manner 0,40 -0,52

Plasma

Blutplasma ist der fliissige Anteil des Blutes. Es besteht zu tiber 90% aus Wasser, zu 7-8% aus

Eiweill und zu ca. 2% aus niedermolekularen Substanzen (Salze, Kohlenhydrate, Lipide,

Aminosduren etc.).

Unter den im Blutplasma gelosten Substanzen liberwiegen mengenmafig die Plasmaproteine.

Eine Ubersicht der mengenmiBig groBeren Plasmaproteinbestandteile zeigt Abbildung 2:

Hemopexin 1%

Alpha-1-saures Glycoprotein 1%
IgM 1%
Alpha-1-Antitrypsin 2%
Ig A 2%
Transferrin 3% Beta-2-Glycoprotein 2 <1%
IgD<1%

Kalt-unl6sliches Globulin <1%

Zn-alpha-2-Glycoprotein <1%

Alpha-2-Macroglobulin 4%
Fibrinogen 4%
Haptoglobin 7%

Ig G 14%

Beta-2-Glycoprotein 1 <1%
C1-Hemmer <1%

Alpha-1-B-Glycoprotein S-Alpha-1-Glycoprotein <1%
Retinol-bindendes Globulin <1%
Histidin-reiches 3,8 S-alpha-2-
glycoprotein <1%
Alpha-2-Antiplasmin <1%

Ge-Globulin <1%

Beta-2-Glycoprotein 3 <1%
Weitere 6%

Alpha-1-T-Glycoprotein <1%
Praalbumin <1%

Alpha-1-Microglobulin <1%

Alpha-1- Antichymotrypsin 1%
Albumin 56%

Inter-alpha-trypsin Hemmer 1% Alpha-2-HS-Glycoprotein 1%

Abbildung 2: Plasmaproteine und ihr prozentualer Anteil am Gesamtplasmaproteins [14].
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Die Gesamtproteinkonzentration des Plasmas liegt normalerweise zwischen 65 und 80g/L.
Das Plasmaprotein stellt ein Gemisch aus tausenden unterschiedlichen Eiweilkorpern dar.
Etwa 50% der Plasmaproteine entfallen auf die Albuminfraktion. Mit 69kDa gehort es zu den
kleinsten PlasmaeiweiBBkorpern [10]. Plasmaproteine besitzen eine groBle Oberfliche mit
zahlreichen hydro- und lipophilen Bindungsstellen. Daher dienen sie auch fiir viele

Arzneimittel als Vehikel [13].

Unter den im Plasma transportierten Néihrstoffen iiberwiegen die Lipide. Von allen Bestand-
teilen des Plasmas, ist die Gruppe der Lipide die variabelste. Sie haben einen mengenméfigen
Anteil von 3-9g/L. Sowohl die Art als auch die Menge schwanken innerhalb eines jeden
Individuums. Diese Variabilitdt ist vom Nahrungszustand und der Metabolisierungsrate
abhingig. Etwa 80% der Lipide liegen als Glyzeride, Phospholipide und Cholesterinester an
Globulin gebunden vor (Lipoproteine) [13]. Phosphoglyceride enthalten neben Glycerin zwei
veresterte Fettsduren, Phosphorsdure oder Phosphoethanolamin, Lecithin, Phosphoserin,
Phosphoinosit, etc.. Thr Anteil an den Serumlipiden betrdgt ca. 30% [15]. Das mit 70%
mengenmifig am hdufigsten vorkommende Phospholipid ist das Phosphatidylcholin
(Lecithin) [16]. Es ist ein Zwitterion. Eine Ubersicht der im Plasma am hiufigsten

vorkommenden Phospholipidgruppen gibt Tabelle 3:

Tabelle 3: Phospholipide im Plasma und in den Erythrozyten [14].

Plasma Erythrozyt
Durchschnitt SD relativer Anteil Durchschnitt SD relativer Anteil
[umol/L] [umol/L] [%] [umol/L] [umol/L] [%]
Phosphatidylethanolamin 25 3 1,1-14 351 32 8,2-9,8
Phosphatidylcholin 1432 180 60,7 - 78,2 1472 66 36,0 - 39,4
Plasmalogens 83 11 3,56-4,6 415 45 9,5-11,8
Sphingomyelin 298 24 13,3-15,6 679 37 16,4 - 18,3
Phosphatidylserin 11 3 0,4-0,7 182 13 4,3-5,0
Phosphorséure 9 0,8 0,4-0,5 156 8 3,8-4,2
Phosphatidylinositol 61 5 2,7-3,.2 175 29 3,7-52
Phosphatidylglycerol 30 3 1,3-1,6 103 5 25-28
Cardiolipin 21 3 09-12 71 8 1,6-2,0
Alkylether 32 5 1,3-18 149 13 3,5-41
Unbekannt 39 8 15-23 73 12 1,6-2,2

Die ionische Zusammensetzung des Plasmas, hinsichtlich Kationen und Anionen, entspricht
weitgehend der interstitiellen Fliissigkeit. Natrium- und Chloridionen sind die im Plasma

mengenmifig dominierenden Elektrolyte.
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Blutserum

Serum ist der fliissige Bestandteil einer Blutprobe, in der nach Blutabnahme die Gerinnung
vollstindig abgelaufen ist. Blutserum unterscheidet sich vom Plasma dadurch, dass der

Gerinnungsfaktor Fibrinogen fehlt [11].

2.1.1.2 Zell-desintegriertes Blut (Cell-disintegrated Blood, CDB)

Zell-desintegriertes Blut ist eine neue biologische Matrix [2-4, 7]. Sie entsteht durch
Hitzeschockbehandlung von nativem Vollblut. Vollblut ist unter normalen Bedingungen eine
heterogene, durch Zellen opak erscheinende dunkelrote Suspension. Unter bestimmten
Bedingungen (Temperatur und Heizdauer) kann Vollblut in CDB umgewandelt werden. CDB
ist eine klare, homogene, leuchtend rote Fliissigkeit, die nahezu frei von zelluldren

Bestandteilen ist.

Durch die Desintegration werden die Zellmembranen zerstort und intrazellulire Bestandteile
freigegeben. Auf diese Weise kdnnen auch intrazelluldr gebundene Wirkstoffe aus den Zellen
freigesetzt werden. Dieses neuartige Verfahren ermoglicht eine effiziente Analyse fiir
Zellgebundene Wirkstoffe, bzw. fiir Wirkstoffe die thren Wirkort in Blutzellen haben. Die
Transformation von Vollblut in CDB ist auch anwendbar, wenn nur geringe Probenvolumina
zur Verfligung stehen (beispielsweise in der Pédiatrie oder in Kleintierstudien) oder eine
native Blutprobe schwer zugingig ist (beispielsweise in der Forensik) [1]. Einen weiteren
Nutzen gewinnt diese Methode durch die vollstindige Automatisierbarkeit. Vorteil dieses
Verfahrens ist dariiber hinaus, dass es in einfacher Weise iiber eine beheizte HPLC-
Edelstahlkapillare in einen automatischen Probengeber zu implementieren ist (in-line

Verfahren).

Die Ermittlung und Charakterisierung der Prozessparameter bei der Herstellung und
Verwendung dieser neuen biologischen Matrix im Rahmen der Therapeutischen

Arzneimittelkontrolle (TDM) wurden bereits beschrieben [7].

10
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2.1.2 Sekundare Matrixbestandteile in Vollblut

Durch die Probenaufbereitung von Vollblut werden die in ihm enthaltenen Zellen meistens in
einen unnatiirlichen Stresszustand versetzt. Daher wird bei der Probenaufbereitung von
Vollblut die Bildung von sekundiren Matrixbestandteilen gefordert. Auf diese wird im

Folgenden néher eingegangen.

2.1.2.1 ,,Ghosts*

Als ,,Ghosts* werden post-hdmolytische Zellreste roter Blutkorperchen bezeichnet. Sie
bestehen hauptsiachlich aus ihrer Zellmembran und sind weitgehend frei von intrazelluldren
Bestandteilen. ,,Weile Ghosts® sind frei von Hamoglobin [17-18]. Zusammensetzung,

Eigenschaften, Form und Aussehen werden durch ihre Entstehung geprégt [19-21].

Durch ihre geringe Membrandicke wirken sie grazil (50-150A im Trockenzustand). In diesem
Zustand vermdgen sie Wasser bis zu einer Membrandicke von 5000A zu speichern [22]. Sie
sind scheibenférmig und konnen die bikonkave Struktur von Erythrozyten zuriick gewinnen.
Ihre Grofe und Form entsprechen in etwa denen der Erythrozyten [23]. Sie entstehen durch
hypotone Lyse, Dialyse, elektrische Hiamolyse, durch Saponinzusatz, durch Einfrieren und
Auftauen, durch Scherbeanspruchung, durch Ultraschall oder durch Hitzezufuhr [18, 20, 24-
28]. Demnach gibt es verschiedene Typen von ,,Ghosts* [29]. Eine Losung aus ,,Erythrozyten-
Ghosts* ist eine heterogene Mischung [30].

11
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2.1.2.2 Mikropartikel

Mikropartikel wurden 1967 zum ersten Mal in humanem Plasma als Membranfragmente, die
von Thrombozyten freigesetzt werden, beschrieben. Mikropartikel sind daher kleine

Membranvesikel [31].

Die Mehrheit, der im Blut vorkommenden Mikropartikel entstammen Thrombozyten [32].
Jedoch konnen sie von einer Vielzahl verschiedener Zellen, u.a. auch Erythrozyten, Granu-
lozyten, Monozyten und Lymphozyten, freigesetzt werden. Sie tragen sowohl
Membranbestandteile als auch zytoplasmatische Elemente der Ursprungszelle. Thre Grof3e

variiert je nach zelluldrer Herkunft von 0,05-1,5um [33].

Bei Erythrozyten kommt es durch unnatiirliche Bedingungen, wie beispielsweise durch den
Entzug von ATP, durch eine Spektrinaussetzung oder durch Interkalation von Amphiphaten
wie Dimyristoylphosphatidylcholin in die duBlere Faltung der Membrandoppelschicht zur
Mikrovesikelfreisetzung [34-37]. Des Weiteren fithren Zellalterung, einige Krankheiten und
der Anstieg der intrazelluldren Calcium-Konzentration zur Freisetzung von Membranvesikeln

[34, 38-42]. Dieser Anstieg kann u.a. durch mechanischen Stress hervorgerufen werden [43].

Mikropartikel entstehen durch eine geordnete Umstrukturierung der Membran, durch einen
Membran-Abschniirungs-Prozess. Durch ihren geordneten Aufbau mit integrierten
Oberflachenproteinen  besitzen  sie  zusitzlich  interzelluldre Signal-  und
Kommunikationsfunktionen [44-45]. Diese wiederum spielen bei Krankheiten eine wichtige
Rolle [40]. Die Freisetzung von Mikropartikeln ist nicht automatisch mit dem Zelltod

verbunden.

Die herausragende Eigenschaft der Mikropartikel ist ihre prokoagulierende Aktivitit iiber die
Aktivierung von Blutpldttchen oder Endothelzellen [39, 46].
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2.1.2.3 Subzellulare Partikel

Fragmente von Erythrozyten entstehen durch Membranknospung [44, 47]. Fragmentation ist
der Verlust eines Membranstiickes einer Zelle, der Himoglobin enthélt, aber nicht enthalten

muss [48].

Bei einer thermisch induzierten Hdmolyse kommt es mit zunehmender Temperatur zur
Mikrovesikulierung der Erythrozyten mit Bildung zahlreicher sphirischer ungleichgrofer
Zellbruchstiicke. Gleichzeitig unterliegen die Erythrozyten einer erhdhten osmotischen
Zerbrechlichkeit [49]. Ab 50°C zerbrechen die bereits stark an Membrandicke reduzierten
Erythrozyten bzw. ,,Ghosts* in kleine Vesikel [49-50], die subzelluldre Partikel genannt
werden. Begriindet wird dies durch die Inaktivierung von Vitalenzymen und mit der
Denaturierung des Strukturproteins Spektrin [51]. Weitere Erkldarungen basieren auf der
Bildung von lytischen Agentien im Plasma und auf dem Schmelzen der Lipoproteine in den
Membranen [28]. Bei 55°C kommt es zur Denaturierung der Membranproteine und des
Cytoplasmas [52]. Die Denaturierung von Hamoglobin findet erst zwischen 66-74°C statt
[52]. Mikrovesikulation erfolgt bei Temperaturen liber 70°C und ist abhingig von der

Heizdauer und von zusétzlichem mechanischen Stress der Probe [53].

2.1.3 Anforderungen an die Probenaufbereitung

Die Zielanalyte miissen vor einer chromatographischen Analyse von ihrer biologischen
Matrix abgetrennt werden. Proteine oder andere Makromolekiile, wie Kohlenhydrate und
Nukleinsduren, aber auch niedermolekulare Substanzen, wie beispielsweise Salze und andere
endogene Verbindungen, konnen durch entsprechende Probenaufbereitung entfernt werden.
Somit kdnnen Interferrenzen bei der Detektion und unerwiinschte Wechselwirkungen bei der
Extraktion und bei der chromatographischen Trennung minimiert werden. Dariiber hinaus
kann die analytische Saule durch nicht abgetrennte Matrixbestandteile schnell verstopfen oder

inaktiviert werden. Durch eine gute Probenaufbereitung wird nicht nur das Verstopfen der
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Kapillaren vermieden, sondern gleichzeitig die Selektivitdt, die Sensitivitit und die

Zuverlassigkeit der Analyse verbessert.

Fir die HPLC ist eine gute Probenaufbereitung essentiell. Die Probenaufbereitung kann
gegebenenfalls sogar der limitierende Faktor fiir eine gute Analyse sein [54]. Beispielsweise
konnen die Analyte stark aufkonzentriert werden, sodass sie im Detektionsbereich des
Detektors liegen. Gleichzeitig wird durch die Probenaufbereitung die Spezifitit durch
Abtrennung von stérenden Substanzen erhoht. Ein wichtiges Ziel der Probenaufbereitung ist
auch, die Analyte von Matrixsubstanzen zu befreien, die mit der HPLC-Séule inkompatibel
sind [55]. Eine angemessene Probenaufbereitung kombiniert mit einer effektiven Chromato-

graphie fiihrt daher zu den besten Ergebnissen fiir eine LC-MS/MS-Analyse [56].

Die Effektivitit eines Probenaufbereitungsverfahrens héngt von der WVollstindigkeit der
Proteinentfernung ab. Plasma, Serum und Vollblut miissen daher in einem entsprechenden
Extraktionsverfahren einer Himolyse- und/oder einem Proteinprizipitationsschritt unterzogen
werden [1]. Eine gute Probenaufbereitung muss reproduzierbar sein und zu wenig
Probenverlust fiihren. Sie sollte schnell und kostengiinstig sein [1], vor allem bei einer

Anwendung im klinischen-chemischen Routinebetriebs.

2.1.4 Verfahren fur die Probenaufbereitung

Die Aufbereitung biologischer Fliissigkeiten fiir die Analyse der in ihr enthaltenen Pharmaka

beinhalten folgende Schritte:
e Freisetzung des Wirkstoffes aus seiner Matrix,
e Entfernung moglichst aller die Analyse stérenden Verbindungen,
e Aufkonzentrierung der Zielanalyte (nicht immer erforderlich),
e Anpassung des Probenlosemittels an die mobile Phase des Trennsystems

Die gebrduchlichsten Methoden sind die Proteinprézipitation mit Sduren oder organischen

Losemitteln, die Fliissig-Fliissig Extraktion und die Festphasenextraktion (Solid Phase
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Extraction, SPE). Durch die Automatisierbarkeit wird die SPE aktuell am héufigsten

angewendet. Weitere Methoden sind Dialyse, Memranfiltration und getrocknete Blutflecken.

2.1.4.1 Proteinprazipitation

Die Proteinprizipitation ist ein géngiges Probenaufbereitungsverfahren in der LC-MS
Analyse von Pharmaka in biologischen Fliissigkeiten [43-45]. Es wird hdufig zur Entfernung

von Proteinen und zur Freisetzung des Analyten aus Proteinbindungen genutzt.

Dafiir gibt es vier verschiedene Reagenzien: organische Losemittel, Sduren, Salze und
Metallionen. Die Prézipitation von Proteinen resultiert aus der Reduzierung von polaren
Interaktionen des Proteins mit dem wéssrigen Losemittel, aus ionischen Interaktionen mit
Salzen und abstofenden elektrostatischen Kriften. Dabei erniedrigen organische Losemittel
die Dielektrizititskonstante der Plasmaproteine, was zu stirkeren elektrostatischen
Wechselwirkungen fiihrt. Gleichzeitig verdrangen organische Losemittel Wassermolekiile aus
der Hydrathiille. Dadurch werden hydrophobe Protein-Proteinreaktionen unterdriickt,
wihrend elektrostatische Interaktionen liberwiegen und zur Proteinaggregation fithren. Sduren
erniedrigen den pH-Wert und bilden unldsliche Salze mit den positiv geladenen
Aminogruppen der Proteine bei pH-Werten unter deren isoelektrischem Punkt. Die Salzionen
werden hydratisiert. Dabei entziehen sie der Proteinoberfliche Wassermolekiile. Dadurch
kommt es vermehrt zu Protein-Protein-Interaktionen und damit zur Proteinprizipitation.
Positiv geladene Metallionen reduzieren die Proteinloslichkeit durch Verdnderung des iso-
elektrischen Punktes. Sie konkurrieren mit Protonen in der Lésung um die Bindung an
Aminoséduren. Da jedoch die Metallionen stirkere Bindungskrifte besitzen, sinkt der pH-Wert
der Losung. Die Kombination aus verringertem isoelektrischem Punkt und dem erniedrigten

pH-Wert fiihrt zur Proteinprizipitation [57].

Ein entscheidender Nachteil dieser sehr schnellen Methode ist, dass nicht alle Plasmaproteine
prizipitieren. Hiufig wird der Uberstand ohne weitere Aufreinigung in ein HPLC System
injiziert und fiihrt deshalb zu einer verminderten Trennleistung bzw. dem Aufbau von

Gegendruck. Auch werden endogene Substanzen, wie beispielsweise Phospholipide, nicht
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abgetrennt. Dies fiihrt zu stark ausgeprigten Matrixeffekten bei der MS-Detektion. Durch die
ineffiziente Proteinprézipitation kommt es darliber hinaus zu einem relativ hohen
Hintergrundsignal im Chromatogramm durch Verunreinigungen [58]. Die relative Effizienz

verschiedener Reagenzien fiir die Proteinprizipitationsreagenzien ist in [59] beschrieben.

2.1.4.2 Flussig-Flussig Extraktion (Liquid-Liquid Extraction, LLE)

Bei der Fliissig-Fliissig Extraktion wird ein wissriges Ldsemittel mit einem organischen
Losemittel gemischt. Dabei kommt es zu Interaktionen an der Phasengrenze. Der Analyt kann

so von der wissrigen in die organische Phase wechseln.

Diese Methode produziert sehr reine Extrakte und der Analyt kann sehr gut aufkonzentriert
werden. Der Verlust des Analyten durch Probentransfer und Emulsionformation ist jedoch
nicht zu vernachldssigen. Problematisch ist auch die Adsorption des Analyten an der
Oberflache des Schiitteltrichters. GroBere Nachteile dieser Methode sind jedoch, dass die
richtige Losemittelwahl sehr zeitaufwendig sein kann, und dass das Verfahren schlecht

automatisierbar ist. Bis in die 1980er Jahre hatte dieses Verfahren weitaus mehr Bedeutung.

2.1.4.3 Hamolyse

Als Hamolyse wird der Abbau von Erythrozyten bezeichnet [60]. Dabei kommt es zur
Aufldsung von Erythrozyten durch Zerstorung der Zellmembran mit Ubertritt von
Hamoglobin in das Plasma. Hdmolyse entsteht durch Substanzen, die die Bestandteile der
Zellmembran angreifen, z.B. oberflichenaktive Substanzen, Gifte oder lysierende Antikorper.
Sie ist aber auch durch einen iiberméBigen osmotischen Wassereinstrom moglich. Nach
osmotischer Hamolyse bleibt von den Erythrozyten nur die Zellmembran iibrig, die sich

wieder nahtlos verschliefen kann. Diese Membranhiillen werden dann auch als ,,Ghosts*
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bezeichnet (siehe Kapitel 2.1.2.1). Dariiber hinaus konnen auch mechanische FEinfliisse

Ursache von Hamolyse sein [11].

In der Probenaufbereitung wird eine Hémolyse hdufig bewusst verursacht. Eine reine

Héamolyse kann durch folgende Verfahren hervorgerufen werden:

° durch Gefrieren der Probe unter 20°C und anschlieendes Auftauen der Probe,
o durch thermische Schidigung,

° durch Ultraschall,

o durch osmotischen Schock.

Andere Verfahren, wie beispielsweise eine mechanische Membranzerstorung und der

Gebrauch von Enzymen, sind in der Vollblutanalyse eher selten [1].

2.1.4.4 Getrocknete Blutflecken (Dried Blood Spots, DBS)

Die Analyse von Substanzen aus getrockneten Blutflecken ist ein gebrdauchliches Verfahren im
Neugeborenenscreening [61-63]. Dafiir wird das Blut im Normalfall aus der Ferse
entnommen. Mit ihm sind die markierten Felder eines speziellen Filterpapieres vollstindig zu
bedecken. Nach mehrstiindigem Trocknen erfolgt die Anfertigung von Stanzlingen aus den
gekennzeichneten Bereichen des Filterpapiers. Bevor die Analyte einer weiteren Analyse

unterzogen werden konnen, miissen sie aus den Stanzlingen extrahiert werden.

Ein neuerer Anwendungsbereich der DBS-Analyse ist das Therapeutischen Drug Monitoring
[64-67]. Hierfir wird Kapillarblut entnommen und ein definiertes Volumen auf das
Filterpapier pipettiert. Vorteile der DBS-Analyse sind die gesteigerte Patientenzugédnglichkeit
und die lange Haltbarkeit der getrockneten Blutflecke bei Raumtemperatur. Nachteilig ist,
dass die nachfolgende Probenaufbereitung schwierig zu automatisieren ist. Problematisch ist

u.a. auch die Zugabe des Internen Standards.
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2.1.4.5 Hitzeschockbehandlung

Bei der Hitzeschockbehandlung handelt es sich um ein neuartiges Verfahren zur
Probenaufbereitung [2-3]. Durch definiertes Erhitzen einer Vollblutprobe kommt es zur
Desintegration von zelluliren Blutbestandteilen, ohne dass die in der Probe enthaltenen
Proteine denaturieren oder prizipitieren [7]. Dabei wird die durch Zellbestandteile opak
wirkende, heterogene Fliissigkeit in eine homogene klare Fliissigkeit umgewandelt, die frei
von zelluldren Bestandteilen ist (Zell-desintegriertes Blut, CDB). Dadurch besteht erstmalig
die Mdoglichkeit, die Aufbereitung von Vollblutproben vollstindig zu automatisieren. Dies

kann z.B. mittels der nachfolgend beschriebenen Festphasenextraktion umgesetzt werden.

2.1.4.6 Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction, SPE)

Als Festphasenextraktion wird eine spezielle Variante der sdulenchromatographischen
Probenaufreinigungsmethode bezeichnet, die in einer Anreicherung, Aufkonzentrierung oder
Isolation eines Analyten resultiert. Dabei handelt es sich um einen physikalischen
Extraktionsprozess, der zwischen einer fliissigen und einer festen Phase (Sorbens) stattfindet.
Sie stellt eine vereinfachte und miniaturisierte fliissigchromatographische Trennung mit

stufenweiser Elution dar [68].

Die Festphasenextraktion gewann seit Ende der 1970er Jahre aufgrund ihrer guten
Automatisierbarkeit zunehmend an Bedeutung und ist mittlerweile die am meisten
verwendete Methode in der bioanalytischen HPLC. Die SPE hat gegeniiber der lange
vorherrschenden LLE durch den geringeren Losemittelverbrauch und die besseren
Aufreinigungsmoglichkeiten stark an Attraktivitit gewonnen [69]. Die korrekte Auswahl der

chromatographischen Adsorbentien ist dabei essentiell.

Weitere Nachteile dieses Verfahrens konnten durch die Entwicklung neuerer Materialien
tiberwunden werden. So sind die Materialien heute iiber einen weiten pH-Bereich stabil und
die Sorbentien unterliegen kaum noch Volumenschwankungen. Sie besitzen ein verbessertes

Extraktionsvermdgen, insbesondere auch fiir polarere Substanzen und eine hdhere Kapazitit
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(Retentionsvermogen).  Dariiber  hinaus sind neuere  Materialien auch  ohne

Konditionierungsschritt einsatzbereit [69].

Fiir die direkte Aufgabe und Extraktion von biologischen Fliissigkeiten werden spezielle SPE-

Packungsmaterialien verwendet (siche Kapitel 2.2.1.4).

2.2 Methodenentwicklung in der Bioanalytik

Eine bioanalytische Methode besteht aus folgenden Schritten: Probenentnahme,
Probenaufbereitung (Aufreinigung und/oder Aufkonzentrierung), Injektion der Probe in das
System, (Derivatisierung), Trennung, Detektion, Quantifizierung und Datenprozessierung.
Dabei sind meistens die Probenaufbereitung und die chromatographische Trennung die
zeitaufwendigsten Schritte [70]. Die Methodenentwicklung ist von den Eigenschaften der
Zielanalyte, von deren therapeutischen Konzentrationen, von der Beschaffenheit der Matrix,

vom Trennmechanismus und vom Detektionsmodus abhéngig [69].

2.2.1 Methodenentwicklung in der Probenaufbereitung

Die Probenaufbereitung ist einer der wichtigsten Schritte einer bioanalytischen Methode. Um
Robustheit und eine hohe Sensitivitidt sowie Selektivitdt zu garantieren, sollten Interferenzen
vor der analytischen Trennung eliminiert werden [70]. In der Aufbereitung komplexer
biologischer Fliissigkeiten liegt die Herausforderung deswegen darin, die zahlreichen nieder-
und hochmolekularen Matrixbestandteilen abzureichern und simultan die Zielanalyte zu
extrahieren bzw. anzureichern. Es gilt, Sorbentien unterschiedlicher Trennmechanismen so
auszuwahlen, dass mit ithnen vor allem die storenden Matrixeffekte eliminiert werden konnen.

Die Konditionen miissen so gewihlt und eingestellt werden, dass sie zum einen eine
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Retention bzw. Elution der Zielanalyte, zum anderen aber auch eine Automatisierbarkeit der

Analyse zulassen.

2.2.1.1 Automatisierung der Festphasenextraktion

Fiir die Probenaufbereitung stehen verschiedene Arbeitsweisen zur Auswahl. Diese werden in

Abbildung 3 erldutert.

Arbeitsweise Technische Umsetzung

Manuell off-line ﬁ — LC-MS/MS
Roboter at-line ] — LC-MS/MS

Integriert on-line W—Q_. LC-MS/MS

Eingebettet in-line 7/ L.C-MSIVS |

Abbildung 3: Arbeitsweisen und technische Umsetzungen. Probenaufbereitung und —prozessierung einer

nativen biologischen Fliissigkeit fiir die LC-MS/MS Analyse [71].

Beziiglich der Festphasenextraktion ist die manuelle Arbeitsweise (off-line SPE) sehr
arbeitsaufwendig und zeitintensiv. Der Einsatz von Robotern (at-line SPE) verkiirzt die
Probenaufbereitung erheblich. Die direkte Injektion einer biologischen Probe und integrierte
Aufbereitung (on-line SPE) gelingt durch die Verwendung malgeschneiderter SPE-
Materialien [72] (siehe Kapitel 2.2.1.4). Dabei ist die SPE-Séule, direkt {iber eine
Saulenschaltung an das Analysensystem gekoppelt. Bei einer integralen Arbeitsweise (in-line)
ist neben der Aufreinigung der biologischen Probe auch deren Prozessierung in das

Analysensystem implementiert.

Eine typische SPE-Sequenz besteht aus vier individuellen Schritten: Konditionieren des

Sorbens, Applikation der Probe, Aufreinigung der Probe und Desorption der Zielanalyte [69].
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Die Vorteile der automatisierten Festphasenextraktion sind ein hoher Probendurchsatz durch
reduzierte manuelle Arbeit und eine gesteigerte analytische Qualitdt durch hohe Wieder-
findungsraten der Analyte. Weiterhin ist die Reproduzierbarkeit des Extraktionsprozesses gut.
Automation reduziert dariiber hinaus die Wahrscheinlichkeit an analytischen Fehlern [73].
Das Einsparen an Personal bedeutet gleichzeitig eine hoéhere Sicherheit im Labor. Das
potentielle Kontaminationsrisiko mit infektidsem Material ist reduziert, und die Handhabung
giftiger Losemittel ist herabgesetzt. Es reichen sehr kleine Probenvolumina aus, um eine

ausreichende Sensitivitit zu erreichen. Grofiter Nachteil sind Matrixeffekte [74].

2.2.1.2 Multidimensionale Chromatographie

Multidimensionale Chromatographie liegt vor, wenn mindestens zwei verschiedene,
zueinander orthogonale (total unabhidngige) Trennungsmechanismen angewandt werden [75].
Dabei werden eine oder mehrere Fraktionen von einem chromatographischen Medium (meist
eine Sdule) auf ein Zweites oder ein weiteres chromatographisches Medium (Séule/n)

transferiert [76]. In der Chromatographie gibt es die in Tabelle 4 aufgefiihrten Modi.

Tabelle 4: Chromatographische Modi und Abkiirzungen nach Giddings [77].

klassische Modi Abkirzung
Gas - Flissigkeits - Chromatographie Gas - liquid chromatography, GLC
Gas - Festphasen - Chromatographie Gas - solid chromatography, GSC
Chromatographie mit superkritischer Fliissigkeit Superecritical fluid chromatography, SFC
Umkehrphasen - Chromatographie Reversed phase liquid chromatography, RPC
Normalphasen - Chromatographie Normal phase liquid chromatography, NPC
lonenaustausch - Chromatographie lon exchange liquid chromatography, IEC
GroRenausschluss - Chromatographie Size exclusion liquid chromatography, SEC
Gradienten - Elutions - Chromatographie Gradient elution liquid chromatography, GEC
Dinnschicht Chromatographie Thin layer liquid chromatography, TLC
neuere Modi Abkirzung

Hydrophile - Lipophile Interaktions - Chromatographie Hydrophilic - lipophilic balance liquid chromatography, HLBC
Hydrophile Interaktionschromatographie Hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC

Von vollstindiger Multidimensionaler Chromatographie wird gesprochen, wenn alle
Bestandteile oder gleiche Anteile einer Probe allen Trennmechanismen unterliegen. Dabei

muss die Trennung aus der ersten Dimension im Wesentlichen beibehalten werden.
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Die bekannteste Version der multidimensionalen Chromatographie ist die zweidimensionale
Chromatographie (2D). Sowohl in der Gas- als auch in der Fliissigkeitschromatographie dient
sie zur Auftrennung komplexer Mischungen iiber zwei analytische Trennsdulen. Des Weiteren
wird diese Methode in der Probenaufbereitung zur Abreicherung der Probenmatrix genutzt
[76]. Wird diese zweidimensionale Chromatographie im Sdulenmodus angewandt, wird dies
auch als ,,Sdulenschalten® (column switching) bezeichnet [76]. Diese multidimensionale
Trennung wurde von Huber 1973 zum ersten Mal beschrieben. Sie fiihrte zu einer enormen
Peakkapazitits- und Selektivitétssteigerung [78]. Dabei werden bestimmte Fraktionen der
Primirsiule selektiv auf eine oder mehrere Sekundérsdulen transferiert. Mit diesem Verfahren
ist es sogar moglich, bestimmte Spurenanalyte anzureichern, die Auflosung eines Teils der
komplexen Probe durch verschiedene Modi der stationdren- und mobilen Phasen zu
verbessern und die Durchsatzmenge durch sogenannte ,,heart cut®, ,,backflush®, ,,front-,, oder

»end-cut® und ,.,recycle chromatography* zu erhdhen.

Off-line 2D-Techniken gehdren mittlerweile zu den Standardmethoden in heutigen
Laboratorien. Dabei ist eine Automatisierung wegen der leichteren Handhabung sicherlich
sehr interessant, jedoch nicht ganz einfach. Grofiter Nachteil dieser Methode ist, dass die
Zielanalyte wéhrend der Trennung auf beiden chromatographischen Medien verdiinnt werden.

Dies fiihrt ohne Zwischenaufkonzentrierung zu Sensitivitits- und Auflosungsverlust [76].

Fir die Aufbereitung von komplexen biologischen Fliissigkeiten ist diese Methode von
groBtem Interesse. 1997 zeigten Rudolphi et al.,, dass niedermolekulare Substanzen in
biologischen Fliissigkeiten nach direkter Injektion von Plasma auf eine SPE-Sdule mit
eingeschriankter Zuginglichkeit (RAM) als erste Dimension, gekoppelt an eine C18
Umkehrphasen Sdule als zweite Dimension, analysiert werden konnen [79]. 2006 konnten
Georgi et al. erstmals eine ungestorte MS/MS Detektion nach direkter Injektion von

Humanplasma mit Hilfe von multidimensionaler Probenaufbereitung erzielen [80].

2.2.1.3 Saulenschalten (column switching)

Unter Saulenschalten wird der Gebrauch von mindestens zwei Saulen bzw. Kartuschen

verstanden, die durch Schaltventile miteinander verbunden sind, um eine héhere chromato-
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graphische Aufldsung oder eine effizientere Probenautbereitung zu bewirken [41, 46]. In der
bioanalytischen HPLC ist das Séulenschalten schon lange als effiziente Technik zur Trennung,
Aufreinigung und Quantifizierung von Vielkomponentengemischen, d.h. von komplexen

biologischen Fliissigkeiten bekannt [81].

Auch die on-line SPE (SPE-LC) wird zu den ,,column switching“-Methoden gezdhlt. Eine
typische Saulenschaltung in der Probenaufbereitung besteht dabei aus drei Schritten. Im
ersten Schritt wird die Probe auf eine SPE-Siule aufgebracht und fraktioniert. Dabei werden
die Zielanalyte aus der Probenmatrix extrahiert oder abgetrennt. Die Probenmatrix dagegen
wird nicht reteniert und in den Abfall gespiilt. Der Transfer der Analyte von der SPE-Séule
(Kartusche) auf die in Reihe geschaltete analytische Tennsdule stellt den zweiten Schritt dar.

Der dritte Schritt stellt schlieBlich den eigentlichen analytischen Auftrennungsschritt dar [82].

In der vorliegenden Arbeit werden die KenngréBen (ta, ty und tr) aller untersuchten SPE-
Materialien nach Major et al. bestimmt bzw. optimiert [82] (Abbildung 4). Die Vorgehens-
weise und Bestimmung dieser KenngroBen fiir die Sdulenschaltung werden im Folgenden

kurz beschrieben.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von Chromatogrammen fiir die Bestimmung der Durchbruchs-
zeit (ty), fiir die Bestimmung der Fraktionierungszeit (ty) und fiir die Bestimmung der

Transferzeit (ty) nach [82].
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Bestimmung der Durchbruchszeit (t,) der Analyten

Fiir die Bestimmung der Durchbruchszeit wird der Detektor direkt hinter die in dieser Arbeit
untersuchten SPE-Kartuschen angeschlossen. Es wird eine definierte Menge an Standard-
16sung injiziert. Die Zeit, bei welcher der Analyt zu eluieren beginnt, wird als

Durchbruchszeit definiert.

Fiir eine vollstdndige Extraktion und Wiederfindung des Zielanalyten muss die Durchbruchs-

grofer als die Fraktionierungszeit sein.

Bestimmung der Fraktionierungszeit (ty) der Probenmatrix

Fiir die Bestimmung der Fraktionierungszeit entspricht der instrumentelle Aufbau dem der
Bestimmung der Durchbruchszeit. Die Bestimmung erfolgt durch Injektion einer reinen
Matrixprobe zu der Bestimmung der Durchbruchszeit identischen chromatographischen
Bedingungen. Die Fraktionierungszeit (ty) ist dabei definiert durch die Zeit, die bendtigt wird

um die Probenmatrix vollstdndig in den Abfall zu spiilen.

Ist die zu fraktionierende Matrix Plasma oder CDB, kann beispielsweise im
Absorptionsmaximum von Proteinen (280nm) die Elution der Matrix mit einem UV-Detektor
vermessen werden. Bei CDB kann zusitzlich bei 430nm, dem Absorptionsmaximum von

Hamoglobin gemessen werden.

Bestimmung der Transferzeit (tt) der Analyten von der SPE-Kartusche

Der instrumentelle Aufbau entspricht dem der Bestimmung der Durchbruchs- und dem der
Fraktionierungszeit. Jedoch werden in der Regel andere chromatographische Bedingungen
gewdhlt. Als Transferzeit wird die Zeit bezeichnet, die benotigt wird um die Analyte komplett
von der SPE-Kartusche auf eine weitere Kartusche bzw. auf die analytische Sdule zu

transferieren.
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Bestimmung der Ventilschaltzeiten

Ein Analysenzyklus wird durch Schaltimpulse der verschiedenen 6-Wege Ventile in
Teilschritte unterteilt. Die Ventilschaltzeiten terminieren die zeitliche Abfolge der einzelnen

Teilschritte. Sie konnen aus den ermittelten KenngréBen ta, ty und tr errechnet werden.

Die erste Ventilschaltung (ty;) erfolgt nach der Fraktionierung und beendet damit den ersten
Teilschritt des Analysenzyklus. Gleichzeitig beginnt mit ihr der zweite Teilschritt des
Analysenzyklus, der Transferschritt der retenierten Fraktion auf eine zweite SPE-
Kartusche/analytische Sdule. ty; berechnet sich aus ty und einem Sicherheitszuschlag und ist

in Abbildung 5 dargestellt:

ty,[min] =t, +X
X = Sicherheitszuschlag
Abbildung 5: Berechnung der Schaltzeiten eines Analysenzyklus: Ventilschaltzeit (ty,).

Die zweite Ventilschaltung (tv2) erfolgt demnach nach erfolgreichem Transferschritt. Sie leitet
zur selben Zeit den dritten Teilschritt, die Elution von der zweiten SPE-Kartusche ein. Ty,

berechnet sich aus t; und einem Sicherheitszuschlag und ist in Abbildung 6 dargestellt:

ty,[min] =t +X

X = Sicherheitszuschlag

Abbildung 6: Berechnung der Schaltzeiten eines Analysenzyklus: Ventilschaltzeit (ty,).

2.2.1.4 SPE-Materialien

In der vorliegenden Arbeit wurden HySphere-Materialien der Firma Spark Holland und
Oasis®-Materialien der Firma Waters im Kartuschenformat verwendet. Des Weiteren kamen
verschiedene Bulkmaterialien anderer Firmen zur Anwendung, die in selbst gefertigte SPE-

Sdulen mit denselben Dimensionen gepackt wurden.
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SPE-Materialien mit hydrophobem Interaktionsmechanismus

Das am haufigsten verwendete SPE-Material zur Extraktion/Retention von Pharmaka sind
Materialien mit hydrophobem Interaktionsmechanismus [83]. Dabei kommen héufig an Silika
gebundene Alkylverbindungen zum FEinsatz, aber auch Copolymerverbindungen, wie
beispielsweise quervernetztes Polystyren-Divinylbenzol oder hydrophil-lipophil balancierte
Polymere sind gebrduchlich [84]. Nachteil dieser pordsen Materialien ist jedoch die limitierte
Selektivitidt. Der unspezifische Retentionsmechanismus hélt nicht nur die hydrophoben
Zielanalyte zuriick, sondern auch hydrophobe Matrixbestandteile, die wiederum spiter zu
Matrixeffekten fiihren konnen [85]. Die Parameter der genutzten HySphere Materialien sind
in Abbildung 7 dargestellt:

1 1 1
— Si—CH,—CH, - Si—(CH,}; —CH, —8i— (CHy)y;— CH,

1 | I
Spezifische Oberflache : 168,2m?/g Spezifische Oberflache : 325m?/g Spezifische Oberflache : 440 m?/g
Durchschnittlicher Porendurchmesser : 138 A Durchschnittlicher Porendurchmesser: 111 A Durchschnittlicher Porendurchmesser: 104 A
Porenvolumen : 0,77ccl/g Totales Porenvolumen : 090cc/g Totales Porenvolumen : 1,05cc/g
Durchschnittlicher Partikeldurchmesser : 8,15 pm Durchschnittlicher Partikeldurchmesser : 9,92 ym Durchschnittlicher Partikeldurchmesser : 7,00 pm
Durchschnittlicher Sorbensinhalt : 18,30 mg Durchschnittlicher Sorbensinhalt : 17,91 mg Durchschnittlicher Sorbensinhalt : 18,09 mg

Abbildung 7: Struktur und Spezifikationen von HySphere Sorbentien.

Der Extraktions- und Fraktionierungsmechanismus der hydrophil-lipophil balancierten

Polymere ist in Abbildung 8 dargestellt:

Dasis® HLB

N-Vinylpyrrolidon

Hydrophil
. Divinylbenzol
Polare Wechselwirkungen

Lipophil

Hydrophobe Wechselwirkungen

Spezifische Oberflache : 804 m?/g
Durchschnittlicher Porendurchmesser : 81 A
Totales Porenvolumen : 1,29cmé/g
Durchschnittlicher Partikeldurchmesser : 30,8 um
Durchschnittlicher Sorbensinhalt : 9,67 mg

Abbildung 8: Extraktions- und Fraktionierungsmechanismus von hydrophil-lipophil balancierten Poly-

meren inklusive ihrer Spezifikationen [in Anlehnung an 86].
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SPE-Materialien mit eingeschrinkter Zugénglichkeit (Restricted Access Materialien,

RAM)

Der Begriff ,,Restricted Access Materialien (RAM) wurde von Desilets et al. eingefiihrt [86-
87]. RAM-Materialien sind spezielle mafBgeschneiderte Adsorbentien. Sie besitzen eine
definierte Porengrofe. Damit ist die Zugénglichkeit fiir makromolekulare Probenbestandteile
eingeschriankt. Aufgrund ihrer GroBe ist es ihnen damit nicht moglich, zu den
Adsorptionsstellen, die im Inneren des pordsen Materials liegen, zu gelangen. Dieses Material
besitzt im Partikelinneren einen Extraktionsmechanismus fiir niedermolekulare Substanzen,
so dass Partikel mit einem geringen Molekularvolumen zuriickgehalten werden [88]. Der
Porendurchmesser und damit die Ausschlussbarriere betrigt 60A. Der GroBenausschluss liegt
bei 15 kDa. Probenbestandteile mit einem groBeren Molekiilgewicht werden ausgeschlossen
und eluieren im Totvolumen einer entsprechenden Sdule. RAM-Materialien besitzen damit
zwel Trennmechanismen. Das GroéBenausschlussprinzip wird entweder mit einem konven-
tionellen hydrophoben Interaktionsmechanismus oder mit lonenaustauschern kombiniert.

Verschiedene Typen von RAM-Materialien wurden von Boos et al. zusammengefasst [89].

Vorteil der RAM-Materialien ist, dass sie eine direkte Injektion und Trennung unbehandelter
biologischer Fliissigkeiten erlauben. Sie besitzen eine biokompatible Oberfliche, die es
zuldsst, zahlreiche proteinreiche Proben zu injizieren, ohne dass chromatographische

Eigenschaften verloren gehen [81, 90].

In der vorliegenden Arbeit wurde das RAM Adsorbens LiChrospher® ADS der Firma Merck
KgaA verwendet. LiChrospher® ADS gehort zu den dualen RAM Adsorbentien mit
physikalischer Ausschlussbarriere [90]. Der porose Trager besteht aus sphérischen Kieselgel-
partikeln. Die duBlere Oberfliche weist Diol-Gruppen auf. Sie sind hydrophil und elektro-
neutral. Sie verhindern die unspezifische, irreversible Adsorption von Proteinen und anderen
makromolekularen Probenbestandteilen und gewéhrleisten so die Biokompatibilitit. Nur die
innere Oberfldche der pordsen Teilchen besitzt eine hydrophobe Verteilungsphase. Diese
Adsorptionszentren sind fiir niedermolekulare Probenkomponenten frei zugénglich [91]. Der

Mechanismus ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Zielanalyte
RP 4
Niedermolekulare
Probenkomponenten
" "= Hochmolekulare
Probenkomponenten
Basismaterial : Spharisches Silica LiChrospher®
Spezifische Oberflache : 810m?/g
Durchschnittlicher Porendurchmesser : 6 nm
Totales Porenvolumen : 1,3cm®/g
Durchschnittlicher Partikeldurchmesser : 25 uym
GréRenausschlussbarriere : 15 kDa

Abbildung 9: Extraktions- und Fraktionierungsmechanismus von ,,Restricted Access Materialien* und

ihre Spezifikationen [91-92].

Dieses Material ist als SPE-Kartusche nicht kommerziell erhiltlich. Daher wurde es in einer

Sonderanfertigung von der Firma Spark Holland in entsprechende Kartuschen gepackt.

SPE-Materialien mit Ionenaustauschern

Ionische und ionisierbare Analyte kdnnen durch lonenpaar- und lonenaustauschsorbentien
aufgereinigt werden. Kationenaustauscher besitzen schwache Carbonsduren oder starke
aromatische oder nicht-aromatische Sulfonsduregruppen. Anionenaustauscher besitzen
dagegen schwache primare Aminogruppen oder starke quarterndre Amine. Dabei kommt es zu
einer Retention der Analyte bei einem pH-Wert, bei dem sie in einer ionisierten Form
vorliegen. Zur Desorption kommt es, wenn die Analyte in ihrer nicht ionisierten Form

vorliegen.

Beim Gebrauch zur Aufreinigung von biologischen Proben ist die grofle Anzahl an
anorganischen Ionen nachteilig. Sie koénnen schnell zum Uberladen der Sorbenskapazitit

fiihren [58, 91].

28



Allgemeiner Teil

SPE-Materialien mit ,,mixed-mode* Sorbentien

,Mixed-mode‘ Sorbentien besitzen zwei oder mehrere SPE-Extraktionsmodi innerhalb einer
Sdule bzw. Kartusche. Eine gidngige Kombination ist eine Umkehrphasenchromatographie mit
einem lonenaustauschmechanismus. Sowohl fiir schwache Sduren und Basen als auch fiir
starke Sduren und Basen gibt es Anionen- und Kationen-,,mixed-mode Sorbentien. Vorteil
dieser Materialien ist die verbesserte Selektivitit beim Extraktionsschritt. Es werden sehr

saubere Extrakte erhalten.

Die Extraktion eines leicht basischen Arzneistoffes auf einer starken Kationenaustauscher-
,mixed-mode* Phase erfolgt in folgender Weise: zuerst wird das Adsorbens mit der S&ure
dquillibriert, mit der spéter der Analyt auf das Material aufgebracht wird. Im wéssrigen Milieu
ist es nicht mdglich, die Sulfonsduregruppen des Kationenaustauschers zu protonieren, sodass
dieser freie Sulfonsdureanionen aufweist. Im ndchsten Schritt wird die Probe mit dem
Analyten auf die Kartusche gespiilt. Durch die saure mobile Phase liegt der Analyt vollstandig
protoniert vor und kann so an die Sulfonsdureanionen des Kationenaustauschers binden. Der
hydrophobe Interaktionsmechanismus ist bei diesem pH-Wert sehr gering, sodass hydrophobe
Matrixbestandteile kaum reteniert werden. Die Desorption und Elution der Analyte erfolgt

durch eine mobile Phase, in der die Analyten in ihrer nicht ionisierten Form vorliegen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Oasis®-Materialien der Firma Waters verwendet. Sie
besitzen eine mit Wasser benetzbare polymerische Geriiststruktur. Die Materialien Oasis®
MCX und WCX haben jeweils duale Funktionalitit. Eine Sulfonsduregruppe bildet die starke
anionische funktionale Gruppe des MCX-Materials, eine Carbonsduregruppe bildet die
schwache anionische funktionale Gruppe des WCX-Materials. Die copolymerische Gertist-
struktur dagegen bietet die Retentionsmoglichkeit fiir hydrophobe und hydrophile
Mechanismen. Der Mechanismus ist in Abbildung 10 dargestellt.

29



Allgemeiner Teil

Qasis®™ MCX Qasis™ WCX

Spezifische Oberflache : 770m?/ g Spezifische Oberflache : 774m2/g
Durchschnittlicher Porendurchmesser : ~ 86A Durchschnittlicher Porendurchmesser : 85A
Totales Porenvolumen : 131cmi/g Totales Porenvolumen : 1,30cm?/g
Durchschnittlicher Partikeldurchmesser : 32,8 pm Durchschnittlicher Partikeldurchmesser: 29,0 um
Durchschnittlicher Sorbensinhalt : 2,81 mg Durchschnittlicher Sorbensinhalt : 2,62 mg
Sulfonsaure Kationenaustauschkapazitat : 0,93 meq/g Carbonséaure Kationenaustauschkapazitat : 0,67 meg/g

Abbildung 10: Extraktions- und Fraktionierungsmechanismen von Oasis® MCX- und WCX-Materialien
und ihre Spezifikationen [93].

2.2.2 Methodenentwicklung in der bioanalytischen HPLC

Zusitzlich zu einer angemessenen Probenaufbereitung ist hiufig eine gute chromato-
graphische Trennung notwendig, um eine ausreichend spezifische bioanalytische LC/MS-
Methode zu erstellen [94]. Denn mit der Originalsubstanz coeluierende Matrixsubstanzen
konnen den lonisierungsprozess storen und so zu verringerten Signalen und einem
fehlerhaften Quantifizierungsprozess fiihren [94]. Des Weiteren kann die Metabolisierung
eines Pharmakons zur Bildung mehrerer isobarer Substanzen fiihren. Diese konnen durch das
Massenspektrometer nicht unterschieden werden. AuBerdem konnen instabile Substanzen in

der MS-Quelle durch Hitze degradieren. Eine gute Auflosung ist daher vorteilhatft.

Bei Trennproblemen in der HPLC ist es das Ziel, eine hochst mogliche Auflésung der
einzelnen Signale zu erreichen. Die Auflosung wird durch die Gleichung in Abbildung 11

beschrieben.
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Rg = chromatographische Auflésung
a = Selektivitat
k = Retentionsfaktor
(zuletzt von der Trennsaule eluierende Verbindung)

N = Bodenzahl

Abbildung 11: Gleichung fiir die chromatographische Aufléosung (Rg).

Die Selektivitit hat den groBten Einfluss auf die Auflosung. Beeinflusst wird diese in der

HPLC durch vier Variable:
. die Zusammensetzung der mobilen Phase (Losemittelstirke, Additive, pH-Wert),

. die stationdre Phase (Art der Phase, Sdulenldnge, Sdulendurchmesser, Partikel-

durchmesser),
o die physikalischen Analysenbedingungen (Temperatur und Druck) und

. die Natur der Analyte [95].

Bei der Methodenentwicklung in der HPLC ergeben sich daraus drei Optimierungsschritte:

Stationdre Phase, mobile Phase und/oder Analysenbedingungen [96].

2.2.2.1 Konventionelle Methodenentwicklung

In der herkémmlichen etablierten Methodenentwicklung ist es ein zeitaufwendiger und
kostspieliger Faktor, die richtige Phase aus den beispielsweise iiber 800 [97] verschiedenen
Umkehrphasenmaterialien zu wéhlen. Dafiir werden verschiedene HPLC-Sdulen durch
schnelle Gradienten iiber kurze Trennsdulen getestet. Die Sdule mit der besten Trennleistung
wird dann zur weiteren Trennoptimierung zusdtzlichen Testverfahren unterzogen. Neuere
Ansitze schlagen eine Modifikation der chemischen Zusammensetzung, eine Herstellung von
Mischphasen, eine Kopplung von mehreren Sédulen hintereinander bzw. die Optimierung der

stationdren Phase vor [96, 98-103].
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Die Optimierung der Zusammensetzung der mobilen Phase und/oder die Ermittlung der

Prozessparameter sind zwei weitere Faktoren, die weitaus einfacher zu variieren sind.

2.2.2.2 Phasen-optimierte Flussigkeitschromatographie (Phase Optimized
Liquid Chromatography, POPLC)

Die Phasen-optimierte Fliissigkeitschromatographie stellt einen neuen Ansatz in der
Methodenoptimierung dar. Sie basiert auf der Optimierung der stationdren Phase und wird
von der Firma Bischoff Chromatographie in verschiedenen Kits, die ein segmentiertes
Sdulensystem beinhalten, vermarktet. Mit der Phasen-optimierten Fliissigkeitschromato-
graphie lassen sich Sdulensegmente verschiedener Léngen (10, 20, 40, 60, 80mm) totvolu-
menfrei zu einem Séulensystem zusammenfiigen. Durch ihre stark unterschiedlichen
Selektivitdten decken sie den Bereich der Umkehrphasenchromatographie nahezu vollstéindig

ab [104].
Das Basiskit enthélt folgende fiinf unterschiedliche Phasen [105]:

e Eine klassische ,,endcapped* C18-Phase, die vorwiegend hydrophobe

Wechselwirkungen eingeht,

e cine C18-Phase mit eingebundener polarer Gruppe (diese geht wie die klassische
C18-Phase hydrophobe Wechselwirkungen ein; zusdtzlich besitzt sie eine hohe

polare Selektivitit),
e cine Phenyl-Phase, die n-n-Wechselwirkungen eingeht,
e cine Cyano-Phase, die polare Wechselwirkungen eingeht,

e und eine C30-Phase mit molekularer Formerkennung.
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Prinzip der Phasen-optimierten Fliissigkeitschromatographie

Abbildung 12 zeigt das Prinzip der POPLC schematisch.

Abbildung 12: Geometrisches Prisma Modell. Das aufgespannte Dreieck dient in der Phasen-optimierten
Fliissigkeitschromatographie als Optimierungshilfe zur Bestimmung der Selektivitit von
stationiren Phasen. Dabei stehen die Eckpunkte fiir verschiedene stationéire Phasen. Die
Linge der Seiten reprisentiert die finale Liinge der analytischen Siule. Jede Zahlenkombi-
nation in den Kreisen stellt eine Segmentkombination einer analytischen Siule aus den

verschiedenen stationiaren Phasen dar.

Das Prinzip der Phasen-optimierten Fliissigkeitschromatographie basiert auf der Theorie des
Prisma-Modells, das schon frither zur Optimierung der fliissigchromatographischen mobilen
Phase in der HPLC eingesetzt wurde [105-107]. Die Hohe der Schenkel des Prismas repriasen-
tiert hierbei die Retentionsstirke der eingesetzten stationdren Phasen fiir einen entsprechenden
Analyten. Die optimale Retentionsstérke fiir diesen Analyten liegt irgendwo in der Fliche, die
vom Prisma aufgespannt wird und kann durch geschickte Kombination der einzelnen
stationdren Phasen A, B und C eingestellt werden [97]. Die Ziffern in jedem Kreis (Kombina-
tionsmoglichkeit) beschreiben die Léngen der jeweiligen stationdren Phasen in der Sdule. Die

Reihenfolge der stationdren Phasen in der Saule hat keinen Einfluss auf die Selektivitit.
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Bei Mischphasen addieren sich alle chromatographischen Retentionsparameter. Dieses wird

mit folgender Gleichung beschrieben (Abbildung 13):

Ko = Pakn + Dok + Doko + ... = SOk,

total

Kiota = Retentionsfaktor im gesamten S&aulensystem
k = Retentionsfaktor einer stationaren Phase
® = relativer Anteil einer stationadren Phase

Abbildung 13: Retentionsfaktor (K¢.;): Die Summe aller chromatographischen Retentionsparameter auf
den einzelnen stationiiren Phasen ergeben bei Mischphasen den Retentionsfaktor eines

Analyten im gesamten Siulensystem.

Methodenentwicklung mit Hilfe der POPLC

Zunichst wird anhand der physikalisch-chemischen Eigenschaften des Analyten eine mobile
Phase gewéhlt. Danach werden die Retentionszeiten (k) aller Komponenten und ihre Totzeit
(to) unter gleichen isokratischen Bedingungen auf den verschiedenen stationdren Phasen
bestimmt. Die so ermittelten Daten werden im nichsten Schritt in eine Optimierungssoftware
eingegeben. Diese Auswertesoftware basiert auf einem von Nyiredy entwickelten Prisma-
Modell [103]. Die Software errechnet aus den eingegebenen Parametern die optimale
Zusammensetzung der Trennsdule und die Anzahl der dafiir bendtigten Sdulensegmente.
Dariiber hinaus zeigt sie eine Simulation des zu erwartenden Chromatogramms. Die vorge-
schlagene Phasenkombination wird nun aus S&dulensegmenten zusammengesetzt. In der
Optimierungssoftware stehen alle moglichen Sdulenkombinationen und ihre Simulations-
chromatogramme zur Ansicht zur Verfiigung. Dadurch besteht die Moglichkeit, auch
spezifische Trennprobleme semiempirisch zu ermitteln. Eine weitere Optimierung kann im
Anschluss durch das Einstellen der mobilen Phasen oder der physikalisch-chemischen

Analysenbedingungen (Temperatur, Druck, usw.) vorgenommen werden.

Vorteile der POPLC liegen vor allem in der vorwiegend isokratischen Arbeitsweise, die das
fiir eine Gradiententechnik notwendige Aquilibrieren der Siulen entfallen lisst. Dies fiihrt zu
verkiirzten Analysenzeiten. Des Weiteren ist der apparative Aufwand geringer, was wiederum
zu einer hoheren Robustheit der Methode fiihrt. Ein weiterer Vorteil der isokratischen HPLC

ist ein konstanter Detektorhintergrund, der fiir eine massenselektive Detektion vorteilhaft ist.
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Dartiber hinaus fiihrt der Einsatz eines hohen Anteils an organischem Modifier auch meist zu

einer hoheren lonisationsausbeute.

2.3 Massenspektrometrie in der Bioanalytik

Die Anwendung massenspektrometrischer Analysenmethoden gewinnt in der klinisch-
chemischen Labordiagnostik zunehmend an Bedeutung. In den vergangenen 15 Jahren kam es
zu einer sprunghaften Entwicklung massenspektrometrischer Applikationen [89-92]. Der
Durchbruch ist den Ionisationsmethoden unter Atmosphdrendruck zu verdanken [108-109].
Gegenwirtig wird die HPLC-MS/MS in der Labordiagnostik hauptsdchlich im Neugebore-
nen-Screening auf angeborene Stoffwechseldefekte, in der Therapeutischen Arzneimittel-
kontrolle fiir Immunsuppressiva und fiir antiretrovirale HIV-Arzneimittel (Protease

Inhibitoren) und bei toxikologischen Fragestellungen genutzt.

Von den 6 vorgesehenen Charakteristika einer guten analytischen Methode in der
Labordiagnostik: Selektivitit, Prizision, Sensitivitdt, Probendurchsatz, Handhabung und
Automatisierung besitzt die Massenspektrometrie die Vorteile einer hohen Selektivitit und
Prazision. Sensitivitdit und Probendurchsatz sind von dem zu untersuchenden Analyten
abhéngig [110]. Durch die leichtere Handhabung und den Trend zur Automatisierung gewinnt

die HPLC-MS/MS zunehmend an Bedeutung.

2.3.1 Prinzip der Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist ein physikalisches Analysenverfahren zur Bestimmung der
Molekiilmasse freier lonen im Hochvakuum. Das Prinzip aller Massenanalysatoren beruht auf
der Auftrennung positiv oder negativ geladener Ionen proportional zu ihren Masse/Ladungs-

verhéltnissen (m/z) [111].
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2.3.2 lonisationstechniken

Voraussetzung flir die massenspektrometrische Trennung im Massenanalysator ist die
Ionisierung der Analyten. Fiir die Analytik von Biomolekiillen werden vor allem die
»schonenden Ionisationstechniken unter Atmosphidrendruck (API) eingesetzt. Die
Verwendung der verschiedenen API Ionisationstechniken héngt hauptsdchlich von der
MolekiilgroBe und der Polaritit des Analyten ab [112]. Ein grobes Schema ist in Abbildung 14
dargestellt.

Molekulargewicht
[Da]

100.08 T \
=

1.000 T

100 +

unpolar mittelpolar polar

Abbildung 14: Ionisationstechniken. Anwendungsbereiche der Ionisationstechniken unter Atmosphéren-
druck in Abhiingigkeit von der Polaritit und des Molekiilgewichtes des Analyten: Elektro-
spray-Ionisation (ESI), chemische Ionisation unter Atmosphérendruck (APCI) und Photo-
ionisation unter Atmosphiirendruck (APPI) [112].

Dabei werden drei verschiedene technische Varianten unterschieden: die Elektrospray-
Ionisation (ESI), die chemische Ionisation unter Atmosphirendruck (APCI) und die

Photoionisation unter Atmosphérendruck (APPI).
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2.3.2.1 Elektrospray-lonisation (Electrospray lonisation, ESI)

Die Elektrospray-lonisation ist ein sehr niedrigenergetischer (1-10eV) oder “weicher”
Tonisationsprozess, der die Bildung intakter Quasimolekiilionen (z.B. [M+H]") mit einer oder
mehreren Ladungen ermoglicht [113]. Bei der ESI wird das Eluentengemisch aus der HPLC
oder aus der Spritzenpumpe durch eine Kapillare kontinuierlich verspritht. Am Ausgang der
Kapillare wird ein starkes elektrisches Feld unter Atmosphirendruck angelegt. Dies wird
durch eine Potenzialdifferenz zwischen der Kapillare und der Gegenelektrode erreicht. Ist die

Kapillare positiv geladen, entstehen positiv geladene lonen und umgekehrt.

Der Vorgang der Elektrospray-lonisation ist in Abbildung 15 dargestellt:

Cone
Gegenelektrode

Taylor

Kapillarspitze Cone Mehrfach geladener
Tropfen
& A=
= Q.
— ® +
l 1' & - +Verdampfungvo Coloumb
..' + Losemmel Exp\oswon o
" LX) "
e " @ iy
ie “Rayleig|
&g Die ‘Rayleigh’-
= i Grenze ist erreicht
Analytmolekiil Analytlonen
Mehrfach geladene
Tropfchen
+ -

Stromversorgung

Abbildung 15: Schematische Darstellung des Ionisationsprozesses der Elektrospray-Ionisation [114].
Die Erzeugung der Ionen ldsst sich vereinfacht in drei Schritte unterteilen:

1.  die Erzeugung elektrisch geladener Tropfchen durch Vernebelung der Probenldsung

an der Spitze der Elektrospray Kapillare,
2. die Erhéhung der Ladungsdichte durch Losemittelverdampfung und
3. die Freisetzung der Ionen durch Coulomb-Explosion .

Der genaue Mechanismus ist Gegenstand einer langjdhrigen Diskussion [115-116]. Nach der
Vernebelung werden die geladenen Tropfen von der Gegenelektrode, der Cone angezogen.
Waihrenddessen verdampft Losemittel und die Tropfen schrumpfen. Sobald die elektro-
statische AbstoBung stérker ist als die Oberflachenspannung (Rayleigh Grenze), kommt es zur
sogenannten ,,Coulomb-Explosion®“. Die Tropfen zerreilen, kleinere elektrisch geladene
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Tropfchen verlassen die Oberfliche und bewegen sich durch die Gasphase zur
Gegenelektrode. Dieser Vorgang kann sich so oft wiederholen, bis einfach oder mehrfach
geladene Molekiile oder Ionen entstehen [117]. Diesem Prozess wurde 1976 eine weitere
Theorie gegeniibergestellt. Iribarne und Thomson sind der Auffassung, dass elektrische
Ladungen an der Oberfliache der Tropfen so energiereich sind, dass dies ausreichend ist, um

solvatisierte lonen zu erzeugen [118].

2.3.2.2 Chemische lonisation unter Atmospharendruck (Atmospheric Pressure
Chemical lonisation, APCI) und Atmospharendruck-Photoionisation

(Atmospheric Pressure Photo lonisation, APPI)

Die chemische Ionisation unter Atmosphdrendruck und die Photoionisation unter Atmos-
phérendruck erlauben die Ionisierung weniger polarer und fliichtiger Analyte [119]. Hierdurch

wird die Palette massenspektrometrisch messbarer Analyte deutlich erweitert.

Bei der APCI wird der Analyt zusammen mit dem Losemittel durch eine beheizbare Kapillare
gefiihrt (300-400°C), wobei es zur vollstindigen Verdampfung des Gemisches kommt. Das
Prinzip wurde 1973 von Horning beschrieben [120]. Danach wird das verdampfte Losemittel-
/Analytgemisch tiber eine Corona-Entladungsnadel gefiihrt. Durch elektrische Entladung wird
unmittelbar vor dem Einlass zur Hochvakuumregion des Massenspektrometers ein Plasma
erzeugt. Dies besteht aus dem Desolvationsgas Stickstoff, welches mit den Analyten reagiert.

Dadurch werden Primérionen wie N,", N4~ und H;0" erzeugt (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der chemische Ionisation unter Atmosphérendruck [121].

Die APPI bei der LC-MS Analyse wurde im Jahr 2000 zum ersten Mal beschrieben [122]. Bei
der APPI erfolgt ebenso wie bei der APCI die Verdampfung des Analytgemisches in einer
beheizbaren Kapillare. Zusétzlich wird ein zweites Losemittel (Dopand) zur Unterstiitzung
der Ionisierung durch UV-Licht zugefiihrt. Es werden geladene Dopand-Molekiile gebildet,

die durch Protonen- bzw. Ladungstransfer indirekt den Analyten ionisieren.

2.3.3 Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)

Die durch den Ionisierungsprozess gebildeten Ionen im elektrischen Feld konnen mit Hilfe
verschiedener Trennsysteme nach ihrer Masse getrennt werden. Fiir labordiagnostische
Applikationen sind vor allem die Quadrupoltechnik und die Flugzeit-Massenspektrometrie

(Time of Flight, TOF) von Bedeutung.

Die Schaltung von zwei Quadrupol-Massenfiltern in Reihe wird als Tandem-MS bezeichnet.

Dadurch gewinnt diese Detektionsmethode an zusdtzlicher Selektivitidt und Sensitivitit. Die
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erfassbaren Massenbereiche im Quadrupol-Analysator liegen bei maximal 4 kDa. Da in dieser
Arbeit jedoch ausschlieBlich mit einem Tandem-Massenspetrometer gearbeitet wurde, wird im

Folgenden nur auf ein solches Massenspektrometer eingegangen.

2.3.3.1 Aufbau

In Abbildung 17 ist der Aufbau eines Tandem-Massenspektrometers zu sehen.

I] / Q1 Kollisionszelle Q3
— [\ T—
\ & D c——>»
Probeneinlas\

Abbildung 17: Aufbau eines Tandem-Massenspektrometers.

Nachdem die Probe in das System gelangt, wird sie ionisiert. Die lonen treten in den
Hochvakuumbereich ein und werden durch den folgenden Mechanismus getrennt. An den vier
gegen-iiberliegenden parallel angeordneten Stabelektroden wird eine Gleichspannung
angelegt, die von einer hochfrequenten Wechselspannung iiberlagert wird. Durch die Variation
der Gleich- und Wechselspannung durchfliegen jeweils nur die lonen einer bestimmten Masse
den Quadrupol und gelangen so zum Detektor. Alle anderen lonen werden entladen und durch

das Pumpsystem abgesaugt [111].
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2.3.3.2 Tandem-massenspektrometrische Modi operandi

Produktionenscan

Beim Produktionenscan wird im ersten Massenfilter auf ein spezifisches Masse-zu-Ladungs-
verhiltnis fokussiert. Im dritten Massenfilter werden alle Produktionen, die durch die

Fragmentierung entstehen, iiber einen definierten Massenbereich gemessen.

Vorlauferionenscan

Beim Vorlduferionenscan wird ein bestimmtes Masse/Ladungsverhéltnis des Produktions im
zweiten Massenfilter gewdhlt. Bestimmt werden dann die Vorlduferionen im ersten

Massenfilter, die durch Fragmentierung zu dem gewahlten Produktion gefiihrt haben.

Scan eines bestimmten Masseniibergangs

Beim Selected Reaction Monitoring (SRM) wird eine bestimmte Fragmentationsreaktion
gemessen. Daflir werden beide Massenfilter auf ein spezifisches Masse/Ladungsverhéltnis

gesetzt.

Neutralteilchenscan

Beim Neutralteilchenscan wird ein neutrales Fragment ausgewidhlt. Es werden dann alle
Fragmentationen detektiert, die zu diesem Neutralteilchen fiihren. Voraussetzung dafiir ist,
dass beide Massenfilter gleichzeitig iiber einen bestimmten Massenbereich mit einem

bestimmten Abstand messen.
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Grundsatzlich sind folgende Modi operandi mdglich (Abbildung 18):

(A) Produktionenscan (B) Vorlauferionenscan
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der tandem-massenspektrometrischen Detektionsmodi:
(A) Produktionenscan, (B) Vorliuferionenscan, (C) Scan eines bestimmten Masseniiber-
gangs und (D) Neutralteilchenscan. Die Bezeichnungen Q1 und Q3 repriisentieren Quadru-
pol Massenfilter. Die Bezeichnung Q2 steht fiir eine Quadrupol-Reaktionskammer, in die
ein inertes Kollisionsgas eingefiihrt werden kann. In der Reaktionskammer kommt es zur
Fragmentierung (collision induced dissociation, CID). Die umrandete Fliche steht unter

Vakuum [in Anlehnung an [108, 123].

In der vorliegenden Arbeit wurde fast ausschlieBlich mit Scans bestimmter Masseniibergdnge
gearbeitet. Soll nur ein Analyt erfassen werden, so sind beide Massenfilter auf einen
definierten Masseniibergang einzustellen (single reaction monitoring, SRM). Es besteht
jedoch auch die Moglichkeit, dass die Massenfilter infolge der schnellen Scanzeiten eine
Vielzahl von definierten Masseniibergingen erfassen (multiple reaction monitoring, MRM).
Auf diese Weise wird die gleichzeitige Messung verschiedener Analyte ermoglicht. Hierbei
werden im ersten Quadrupol durch das Masse/Ladungsverhiltnis definierte Vorlduferionen
erzeugt und detektiert. Durch die anschlieBende Kollision mit Stickstoff oder Argon werden
diese Vorlduferionen fragmentiert. Die gebildeten substanzspezifischen Fragmente sind

vergleichbar mit einem Fingerabdruck der einzelnen Analyte und werden im zweiten
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Quadrupol detektiert. Das Tandem-Massenspektrometer ermoglicht somit neben der genauen
Quantifizierung des Analyten im ersten Quadrupol eine préizise Identifizierung des Analyten
anhand seiner spezifischen Fragmente im zweiten Quadrupol. Somit wird eine besonders hohe

analytische Sensitivitdt und Spezifitét erreicht [111, 123].

2.3.4 Kopplung von Flussigkeitschromatographie an die
Massenspektrometrie (Liquid Chromatography-Mass

Spectrometry, LC-MS)

Die API stellt die Basis fiir die Kopplung von Fliissigchromatographie (LC) und
Massenspektrometrie (MS) dar und wurde bereits 1968 beschrieben [117, 123]. HPLC-ESI-
MS/MS ist das zurzeit am meisten angewandte Verfahren in der Quantifizierung von Analyten
aus biologischen Matrices [56, 72, 124]. Die rdumliche Entkopplung von Ionisierung und
massenspektrometrischer Detektion bietet gegeniiber der lonisierung im Vakuum fiir die
Kombination mit der LC Vorteile. Aulerdem sind aufgrund von Mehrfachladungen Analysen

von Molekiilen bis zu 40 kDa mdglich.

Die Art und Effektivitdt der Bildung von Ionen in der Gasphase ist von der lonenstruktur
abhingig. Sie werden von der Flussrate, der Zusammensetzung und vom pH-Wert des
Eluenten, von der Konzentration des Analyten in der Losung und von den Matrixbestandteilen

der Probe beeinflusst.

Die Wahl der mobilen Phase kann erheblichen Einfluss auf die Ionisationsausbeute haben.
ESI bildet schnell Addukte mit ,harten® Ionen wie Natrium und Chlorid. Die beste
Sensitivitdt wird mit der Bildung von Ammoniumaddukten erreicht. Deswegen sollten alle
kompetetiven Ionen aus dem Eluentenstrom fern gehalten werden [108]. Dariiber hinaus
toleriert ESI keine hohen Salzkonzentrationen und keine nicht-polaren Losemittel. Deswegen
sollten die Pufferkonzentrationen so gering wie moglich gehalten werden. Puffer und pH-
Modifier sollten dariiber hinaus verdamptbar sein. Theoretisch ist es zwar technisch moglich,
ein Massenspektrometer mit nicht-verdampfbaren Puffern wie beispielsweise Phosphaten zu
nutzen, jedoch muss das angestaute Salz aus der Quelle regelméBig entfernt werden.

Empfohlen wird der Gebrauch von Ameisensdure, Essigsdure, Ammoniak, Triethylamin,
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Carbonaten, Ammoniumformiat, Ammoniumacetat und Ammoniumcarbonat. Ionenpaar-
reagenzien und Agentien zur Reduzierung der Oberfldchenspannung sollten vermieden
werden, da sie den Ionisationprozess storen und lonensuppression hervorrufen. Auch

Trifluoressigsdure verringert das Analytensignal [125].

Es konnen Flussraten bis zu 1mL/min verwendet werden, jedoch wird oft ein Split des Flusses

auf 100-200pL/min empfohlen [123].

2.3.5 Matrixeffekte in der bioanalytischen HPLC-MS/MS

Bei der LC-MS/MS Analyse von Analyten aus komplexen biologischen Matrices, wie
beispielsweise Urin, Plasma, Serum und Vollblut, wurden starke Schwankungen in der

Wiederfindung beschrieben [5-6, 126-128].

Diese Schwankungen werden auf Matrixeffekte zuriickgefiihrt und sind mittlerweile die
wichtigsten Griinde fiir das Versagen einer Methode und fiir Fehler in der Bioanalytik [129].
Sie sind besonders bedenklich, wenn Analyte, die im Nanogramm-Bereich liegen,
quantifiziert werden. In der labormedizinischen Anwendung kdnnen dariiber hinaus eine
Vielzahl von exogenen Substanzen wie z.B. Heparin oder Weichmacher von Abnahme-
systemen und Pipettenspitzen die Ionisation unterdriicken oder verstiarken [5]. AuBlerdem wird
die Effektivitat der lonisation durch den Salzgehalt des Eluenten bzw. der Probenmatrix stark
beeinflusst [130], da Natrium und Chloridionen mit der Ionisation des Analyten konkurrieren.

Aus diesem Grund sollten nur salzfreie Eluatgemische eingesetzt werden.

Eine validierte bioanalytische Methode sollte auf Matrixeffekte untersucht worden sein, weil
sich daraus die Zuverldssigkeit und Selektivitit einer HPLC-MS/MS-Methode ableitet [56].
Dariiber hinaus wird die Notwendigkeit der Untersuchung von Matrixeffekten in aktuellen
Regularien beschrieben und die Bestimmung und Elimination von Matrixeffekten gefordert

[131-132]. Bis heute existieren jedoch keine klaren Richtlinien fiir deren Bestimmung.
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2.3.5.1 Definition von Matrixeffekten

Das Phanomen der Matrixeffekte wurde zum ersten Mal von Kebarle und Tang beschrieben
[133]. Die Schwankungen in der lonisationseffizienz wurden durch Anwesenheit von
coeluierenden, nicht fliichtigen Substanzen hervorgerufen [134]. Als Matrixeffekt wird der
Unterschied zwischen dem massenspektrometrischen Signal fiir die Zielanalyte in einer
Standardlosung und dem Signal fiir dieselben Zielanalyte in einer biologischen Matrix
bezeichnet [135]. Matrixeffekte sind demnach nur solche Verminderungen oder Verstarkungen
der Ionisationsausbeute, die durch endogene Matrixbestandteile hervorgerufen werden [128].
Diese Effekte sind in einem Chromatogramm nicht sichtbar, haben aber grolen Einfluss auf
die Methodenprizision und Sensitivitdt [136]. Dazu kommt die individuelle Zusammen-
setzung der einzelnen Plasmaproben [56]. Diese biologische Variabilitit erhoht zusétzlich die

Imprézision.

Alle Ionisationstechniken, vor allem aber die ESI, konnen durch Matrixeffekte beeinflusst
werden [56, 109, 127]. Durch ihren unvorhersehbaren Charakter gehéren Matrixeffekte damit
zu den limitierenden Faktoren [72, 127] und sind deswegen ein wichtiges Phidnomen in der

LC-MS Analyse [56, 137].

2.3.5.2 Ursachen und Mechanismen der Matrixeffekte

Matrixeffekte resultieren aus coeluierenden Matrixbestandteilen [56, 138]. Des Weiteren
werden Matrixeffekte durch lonisationseffekte aus interferierenden Metaboliten oder Internen
Standards, aus ,,in-source* Fragmentation von Metaboliten und aus ,,cross-talks* verursacht.
Von ,,cross-talk wird gesprochen, wenn Analyte nicht ,,Basislinien* getrennt werden und die
Analytsignale auch auf einem nicht zum Analyten gehdrenden anderen Masseniibergang
detektiert werden [139]. So wurde beispielsweise von Bogusz et al. berichtet, dass sich die
Signale fiir Ciclosporin A und Ciclosporin D gegenseitig beeinflussen. Dabei steuert
Ciclosporin A ca. 0,6% zum Signal fiir Ciclosporin D bei und Ciclosporin D ca. 0,9% zum

Signal von Ciclosporin A [140].
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Stark an biologische Matrices bindende Zielanalyte fiihren zu schlechter Analytwiederfindung
und zdhlen daher ebenso zu den Matrixeffekten [129]. Auch intermolekularer Ladungstransfer
in der Gasphase kann zu Matrixeffekten fithren [56, 134]. Dabei konnen weniger fliichtige
Substanzen die Effizienz der Tropfchenbildung oder -verdampfung beeinflussen. Dadurch
wird die Menge der geladenen Ionen in der Gasphase, die den Detektor erreichen, beeinflusst
[134, 137]. Gemeinsam haben alle Matrixeffekte, dass sie sich in Ionensuppression bzw. —

verstarkung dullern.

Die Suppression und die Verstirkung der lonisation konnen durch sehr unterschiedliche
Faktoren hervorgerufen werden. Dabei konnen auch Losemitteladditive und Komponenten
der mobilen Phase Griinde fiir eine Ionensuppression sein [137]. Jedoch ist deren Einfluss,
verglichen mit der Ionensuppression, die durch endogene Verbindungen aus biologischen

Matrices hervorgerufen werden kdnnen, eher gering einzuschétzen [136].

Durch Matrix-induzierte Ilonensuppression werden insbesondere frith eluierende Zielanalyte
beeinflusst [56]. Innerhalb einer Analyse konnen jedoch mehrere endogene Substanzen an
einer Ionensuppression beteiligt sein. Sie entstehen immer zu dem Zeitpunkt, an dem diese

Substanzen von der analytischen Sdule eluiert werden [6].

Die Matrixeffekte in bioanalytischen Methoden sind zum groBen Teil den endogenen
Phospholipiden zu zuschreiben [135, 141-144]. Phospholipide sind im menschlichen Plasma
in hohen Konzentrationen enthalten (~1,6-3,9mg/mL). Dabei bestehen die Plasmaphos-
pholipide zu 70% aus Phosphatidylcholin [142]. Phospholipide sind dariiber hinaus auch
zahlreich in biologischen Membranen vertreten. Insbesondere die Phospholipidklassen
Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin und Sphingomyelin wurden als hiufiger Grund
fiir Matrixeffekte identifiziert. Diese Phospholipide sind in fast allen Extraktionstechniken
bzw. Extrakten, die normalerweise in der Bioanalyse verwendet werden, prasent. Sie konnen
beispielsweise auf der analytischen Sdule akkumulieren und zu jedem Zeitpunkt mit
variierender Konzentration wieder eluieren. Daraus resultieren schwankende Retentions-
zeiten, divergente Kurven und unprizise Ergebnisse. Phospholipidkonzentrationen kdnnen
stark interindividuell schwanken (20-50%) und sind abhingig vom Zeitpunkt der
Probenabnahme [143]. Phospholipide sind sehr apolar und eluieren deswegen spét von einer
Umkehrphasenséule. So konnen sie leicht mit unpolaren Analyten interferieren. Eine

komplette Elution von Phospholipiden wird am besten durch reines Methanol erreicht.
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Matuszewski et al. konnten zeigen, dass Matrixeffekte Substanz- und Matrixabhéngig sind
[56]. Bonfiglio et al. zeigten, dass die Struktur der Zielanalyte wahrscheinlich einen grof3eren
Einfluss auf das Ausmall der Ionisationsschwankungen hat, als die Methode der
Probenaufbereitung. Polare Analyten scheinen sensitiver gegeniiber lonisationsprozessen zu
sein als unpolare [6]. Dams et al. haben gezeigt, dass die interferierenden Matrixbestandteile
von der zu analysierenden biologischen Fliissigkeit abhingig ist, und dass diese in Plasma

weitestgehend polarer Natur sind [127].

2.3.5.3 Bestimmung von Matrixeffekten

Die Anwesenheit von Matrixeffekten in einer biologischen Matrix kann auf einfache Weise
nachgewiesen werden. Bei der Nachextraktions-Supplementations-Methode [56] wird der
Zielanalyt in einer Interferenz-freien LoOsung, beispielsweise Standardlosung, in einer
bekannten Konzentration gelost. Mit derselben Konzentration des Zielanalyten wird eine
Matrixprobe dotiert. Der Vergleich der Signale zeigt den Einfluss an Substanzen, die nur in
der Matrixprobe enthalten sind [128]. Nachteilig an dieser Methode ist, dass keine
Informationen iiber das zeitliche Vorkommen der Interferenzen in der Analyse verfiigbar sind.
Diese Methode kann als statisch beschrieben werden, da sie nur Informationen iber

Matrixeffekte zum Zeitpunkt der Elution der Analyte gibt [124].

Eine Moglichkeit Informationen iiber Matrixeffekte zum Zeitpunkt der Suppression oder
Verstiarkung der Ionisation zu bekommen, ist die Aufnahme eines Full-Scans der extrahierten
Matrix. Jedoch sind die interferierenden Substanzen auch hierbei nicht direkt zuginglich [6]

und die qualitative Analyse der interferierenden Substanzen ist relativ schwierig [145].

Eine hiufig genutzte Methode zur Bestimmung von Matrixeffekten ist daher die dynamische
Nachséduleninfusion [6, 146]. Der Vorteil dieser Methode ist, dass sie Aufschluss iiber das
chromatographische Zeitprofil und das Ausmal der interferierenden Substanzen gibt. Somit
konnen auch semiquantitative Aussagen iiber die Suppression bzw. Verstiarkung der Ionisation

der Zielanalyte in der Probe gemacht werden.

47



Allgemeiner Teil

Fir die Bestimmung wird ein T-Stiick zwischen dem HPLC-System und dem
Massenspektrometer eingesetzt. Eine Standardlosung der Analyte wird kontinuierlich iiber
eine Spritzenpumpe in den Eluentenstrom infundiert. Dies resultiert in einer stabilen
Basislinie, die im Vergleich zur normalen Basislinie um die Analytkonzentration erhoht ist.
Eine entsprechend aufgereinigte Matrixprobe ohne Analyte wird in das HPLC-System
injiziert. Interferierende Matrixsubstanzen werden durch das Verursachen von Stdrungen in
der Basislinie des Infusionschromatogramm erkannt. Eine schematische Darstellung der

Nachséulen-Infusionstechnik zeigt Abbildung 19.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der Bestimmung von Matrixeffekten mit der Nachsiulen-Infu-
sionstechnik.
A) Stabile Basislinie vor und nach dem Injektionspeak
B) Erhohte stabile Basislinie aufgrund von stindiger Infusion der Analyte iiber die
Spritzenpumpe vor und nach dem Injektionspeak

C) Einbruch der stabilen Basislinie nach dem Injektionspeak aufgrund von Matrixeffekten.

Weitere Methoden sind der Vergleich des Analyt-/Matrixverhiltnisses und der Vergleich von
Steigungen der Standardkurven [147-148]. Der relative Matrixeffekt kann durch den

Vergleich von Proben verschiedener Herkunft gezeigt werden [56].
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Die Bestimmung von Phospholipiden kann durch Erweiterung der MS-Methode auf
Phospholipid-selektive Masseniibergénge erfolgen. Eine allgemeinere Methode wurde von
Little et al. unter dem Namen ,,in-source collisionally induced dissoziation® beschrieben
[141]. Dabei wird nur das Fragment Trimethylammoniummethylphosphation detektiert, das
durch hohe Cone-Energie aus mono- und disubstituierten Glycerophosphocholinen entsteht.

Es ist in Abbildung 20 abgebildet.
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16:0/18:1 Trimethylammoniummethylphosphation
Phosphatidylion (Hauptfragment bei ESI - MS/MS)

Abbildung 20: Trimethylammoniummethylphosphation. Hauptfragmention bei der Bestimmung der
Phospholipide durch ,in-source collisionally induced dissoziation“, hier am Beispiel des

Phosphatidylions (16:0/18:0).

Der erste und dritte Quadrupol werden dazu auf ein Masse/Ladungsverhéltnis von 184
gestellt. Damit es in der Kollisionszelle zu mdglichst keiner Verdnderung des Bruchstiickes
kommt, wird eine sehr niedrige Kollisionsenergie gewahlt. Vorteil dieser Methode ist, dass
auch ein weiterer kleinerer Anteil der Phospholipide, ndmlich die Sphingomyeline {iber
dasselbe Masse/Ladungsverhiltnis detektiert werden kann. Mit dieser Methode nicht erfassbar
sind die Glycerophosphoethanolamine und die Glycerophosphoserine. Diese kdnnen nur in
einem separaten, weniger sensitiven Experiment durch ein Neutralteilchenscan detektiert

werden.
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In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich Untersuchungen mit Nachsdulen-
infusionschromatogrammen vorgenommen. Phospholipide wurden in einer gemeinsamen

MRM-Methode mit den Immunsuppressiva bestimmt.

2.3.5.4 Losungsanséatze zur Eliminierung von Matrixeffekten

Matrixeffekte konnen quantitativ bestimmt und in die Ergebnisse mit Korrekturfaktoren
eingerechnet werden. Jedoch ist diese Art der Bestimmung des Ausmalles der Effekte an sich
eher unzuverldssig. Dariiber hinaus macht es die intra- und interindividuelle Variabilitit von

biologischen Fliissigkeiten erforderlich, Matrixeffekte moglichst vollstindig zu eliminieren.

Dafiir gibt es grundsitzlich zwei Moglichkeiten: eine moglichst selektive Probenaufbereitung
und/oder verbesserte chromatographische Bedingungen [135, 149]. Der Nachteil verbesserter
chromatographischer Bedingungen besteht jedoch darin, dass die Zielanalyte nur von den
detektierten endogenen Substanzen abgetrennt werden. Die Effizienz der Ionisation der
Analyte kann jedoch immer noch durch nicht detektierte endogene Substanzen beeinflusst

werden [56].

Die einzig zuverldssige Mdoglichkeit, die interferierenden Matrixeffekten zu eliminieren, ist
eine Analyt-spezifische Aufbereitungsmethode [150]. Dabei hilft jeder weitere Aufreinigungs-
schritt, um eine reinere Matrix zu erhalten. Gleichzeitig sollten dabei jedoch auch andere
Faktoren bei der Methodenentwicklung abgewogen werden. So muss fiir jede Analyse das
beste Verhéltnis zwischen dem Aufreinigungsgrad, der Schnelligkeit der Analyse und dem

Kostenfaktor gefunden werden.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Probenaufbereitung mit SPE-Technologie zu sehr
reinen Proben mit schwacher bis vernachldssigbaren Matrixeffekten fiihren kann (<15%)
[151]. Bis jetzt war eine effiziente, SPE-basierte Probenaufbereitung jedoch mit vielen
manuellen Schritten verbunden. Vorteil einer SPE-Aufreinigung ist sicherlich die Aufkonzen-
trierung der Zielanalyte. Beachtet werden muss dabei aber auch, dass die interferierenden
Substanzen ebenfalls aufkonzentriert werden [127]. Georgi et al. konnten erstmals zeigen,

dass Matrixeffekte in biologischen Fliissigkeiten durch multidimensionale, SPE-basierte

50



Allgemeiner Teil

Aufreinigung on-line eliminiert werden kénnen [80]. Deng et al. konnten zeigen, dass

Matrixeffekte durch orthogonale Separation erheblich vermindert werden konnten [152].

Um Matrixeftekte, die durch Phospholipide hervorgerufen werden zu vermeiden, wurden
mehrere Strategien verfolgt: darunter die chromatographische Abtrennung der Zielanalyte von
den Phospholipiden, die selektive Extraktion durch beispielsweise SPE oder
Proteinprézipitation und die Anwendung verschiedener Metallsorbentien, wie beispielsweise
Zirkoniumverbindungen [142]. Auch Benett et al. haben gezeigt, dass eine Elimination der
Phospholipide durch eine effektive Probenaufbereitung zu préferieren ist [144]. Falls
Matrixeffekte nicht chromatographisch eliminiert werden konnen, kann ein Interner Standard

herangezogen werden.

2.3.6 Anwendung eines Internen Standard in der Bioanalytik

Interne Standards werden in HPLC-MS/MS-Methoden zur Kompensierung von Proben-
unterschieden und —verlusten und zum Ausgleich der Extraktions- und lonisationseffizienz
eingesetzt [153]. Dabei basiert die Methode auf einem Vergleich der Intensitéten des Signals
des Analyten mit dem der Referenzsubstanz (Interner Standard). Durch diese Methode konnen
zahlreiche Fehlerquellen ausgeschlossen werden. Instrumentelle Anderungen konnen dann
vernachléssigt werden, da diese nur die absoluten Signale, nicht aber das Verhéltnis von

Zielanalyt zu Internem Standard beeinflussen [154].

Da das Ausmall an Ionensuppression aufgrund von Matrixeffekten von der chemischen
Struktur des Analyten abhingig ist, gilt folgender Zusammenhang: Je dhnlicher der Interne
Standard dem zu quantifizierenden Molekiil chemisch und physikalisch ist, desto @hnlicher
sind auch die Verluste bei der Probenaufbereitung, seine Ausbeute beim lonisationsprozess
und sein Fragmentierungsprozess [154]. Deswegen sollte der Interne Standard so ausgewéhlt
werden, dass er dem Zielanalyt chemisch moglichst dhnlich ist. Er wird der Probe hinzugefiigt
und wird sich im besten Falle genauso verhalten wie der Zielanalyt. Die lonisation beider

Substanzen werden dann, unabhingig vom Zeitpunkt der Elution, in gleichem Mafe durch
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Matrixsubstanzen beeinflusst. Das Verhiltnis der Peakflichen wird sich dabei nicht dndern,

und die Analytkonzentration kann berechnet werden.

Bei der Auswabhl eines Internen Standards gibt es drei verschiedene Klassen:

o Isotopen-markierter Zielanalyt,
. strukturelles Analogon des Analyten und

o anderes, strukturell dem Analyten &hnelndes Molekiil, welches dariiber hinaus

dhnliche chromatographische und ionisierende Charakteristika aufweist.

Diese wurden fiir einen der Zielanalyten der vorliegenden Arbeit, dem Ciclosporin erstmals
von Taylor et al. evaluiert [155]. Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass deuteriertes
Ciclosporin A (isotopen markierter Zielanalyt) die besten Resultate ergab. Des Weiteren
waren die Ergebnisse mit Ciclosporin D (strukturelles Analogon) als Interner Standard den
Ergebnissen mit Ascomycin (strukturell dem Analyten &hnliches Molekiil) als Internem
Standard iiberlegen. Obwohl auch Ciclosporin D sehr gute Ergebnisse lieferte, kam es bei
seiner Verwendung in Analysen mit hohem Durchsatz schnell zu falschen Ergebnissen. Diese
werden auf Interferenzen von Ciclosporin A Metabolite zuriickgefiihrt. Streit et al. zeigten,
dass mehrere Ciclosporin A-Addukte, die beim Ionisationprozess gebildet werden, isobar zu

Ciclosporin D sind [156].

Heute werden Isotopen-markierte Interne Standards aufgrund der besseren Ergebnisse
allgemein favorisiert. Dabei wird angenommen, dass das Verhiltnis des Analyten zum
Internen Standard nicht beeinflusst wird [56, 155, 157-158]. Vorteile sind die &hnliche
Ionisationsausbeute, Fragmentation, Retentionszeit und die absolute Wiederfindung. Jedoch
sind derartige Standards nicht fiir alle Pharmaka erhéltlich [157]. Dariiber hinaus sind die fiir
eine selektive Massendetektion besser geeigneten *C-, ’N- oder '"O-markierten Verbindun-

gen sehr teuer [154].

Da ein Zielanalyt und sein stabiler Isotopen-markierter Interner Standard theoretisch
coeluieren, ist es wichtig, dass der Massenunterschied zwischen den beiden Verbindungen
mindestens drei Masseneinheiten Dbetrdgt. Ansonsten konnen die Substanzen im
Massenspektrometer nicht korrekt voneinander getrennt werden und es entsteht ,,Cross-talk*
[154]. Ebenfalls konnten Jemal et al. zeigen, dass eine Coelution nur bei einer sehr sauber

aufgereinigten Probe sinnvoll ist [159]. Sancho et al konnten zeigen, dass bei sauber
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aufgereinigten Proben aber auch ein strukturelles Analogon verwendet werden kann [160].

Nachteilig sind dabei nur der unterschiedliche Ionisationsgrad und die Retentionszeit.

2.3.7 Massenkalibrierung in der Massenspektrometrie

Um die Sensitivitdt bei der Detektion mit einem Massenspektromter zu steigern, wird eine
Massenkalibrierung, ein ,,Tuning™ durchgefiihrt. Das ,,Tuning* ist gerdtespezifisch. Dabei
werden verschiedene Quellenparameter auf die Zielanalyte so eingestellt, dass die Ionisations-
und Fragmentationseffizienz maximal ist. Einer Justierung unterliegen dabei folgende
Parameter: die Werte fiir den Quadrupol, die Fokussierungslinse, der Sekundir-Elektronen

-Vervielfacher, die Massenachse und die Peakbreite.

Im Vorfeld werden der Ionisationsmodus und die Flussrate festgelegt. Fiir die Muttersubstanz
sind die wichtigsten Parameter, die Cone- und die Kapillarspannung einzustellen und die
Quellentemperatur, die Desolvatationstemperatur, die Ionenspannung und die LM/HM-Auf-
16sung zu optimieren. Die Optimierung erfolgt auf das Signalmaximum. Nach erfolgreichem
»luning®“ der Muttersubstanz erfolgt die Parametereinstellung der Tochtersubstanz. Die
Ermittlung der Tochtersubstanz ergibt sich bei angelegter Kollisionsspannung aus dem
hochsten Fragmentsignal. Fiir diese Tochtersubstanz ist ihr spezifischer Parameter, die
Kollisionsenergie einzustellen und die Eingangs-, die Ausgangs-, die lonenenspannungen und

die LM/HM-Auflésung zu bestimmen.

2.4 Immunsuppressiva

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Entwicklung einer instrumentellen Plattform

fiir die vollautomatisierte LC-MS/MS Analyse in Vollblut. In diesem Zusammenhang wurden
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Immunsuppressiva als Modellanalyte verwendet. Diese Pharmaka sind an Erythrozyten

gebunden und miissen daher im Vollblut bestimmt werden [161].

Immunsuppressiva sind Substanzen, die pathologische Immunreaktionen unterdriicken. Sie
werden gegen die Abstoung transplantierter Organe, bei Autoimmunkrankheiten oder
pathologischen Immunreaktionen eingesetzt [162]. In der immunsuppressiven Therapie
werden Ciclosporin, Tacrolimus, Pimecrolimus, Sirolimus, Everolimus, Glucocorticoide,

Zytostatika sowie monoklonale und polyklonale Antikdrper eingesetzt.

In dieser Arbeit wurden Ciclosporin, Tacrolimus, Sirolimus und Everolimus aus der Gruppe
der Immunsuppressiva gewdhlt. Fiir jeden Analyten wurde ein strukturelles Analogon als
Interner Standard verwendet. Der Grund dafiir ist, dass alle Analyten in der ausgearbeiteten
Methode gleichzeitig quantifiziert werden sollen. Bekannt ist, dass es bei simultaner
Quantifizierung mehrerer Analyte unterschiedlicher Polaritdt notwendig sein kann, mehrere
Interne Standards zu verwenden [149]. Alle untersuchten Immunsuppressiva besitzen eine
sehr lipophile Struktur und sind daher in organischen Losemitteln gut 16slich. In Wasser sind
sie dagegen praktisch unldslich. Ciclosporin A ist pH-neutral. Tacrolimus ist zwar in festem
Zustand stabil, neigt aber unter alkalischen Bedingungen zu degradieren. Sirolimus liegt in
Losung als Gemisch von zwei isomeren Formen vor. In niedriger bzw. neutraler pH-
Pufferlosung wird es jedoch schnell degradiert. Everolimus zeigt eine etwas bessere
Wasserloslichkeit im Vergleich zu Sirolimus. Weitere Eigenschaften der Immunsuppressiva

und ihre Strukturformeln sind in Anhang 1 und Anhang 2 aufgefiihrt.

2.4.1 Pharmakodynamik der Immunsuppressiva

Pharmakodynamik ist die Lehre von der Beeinflussung biologischer Funktionen oder
Strukturen durch Pharmaka. Sie befasst sich mit der Art der Wirkung, dem Wirkmechanismus,

dem Ort der Wirkung, der Wirkstérke und der Wirksamkeit [10].
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2.4.1.1 Wirkmechanismus der Immunsuppressiva

Eine Ubersicht der Wirkmechanismen der hier beschriebenen

Abbildung 21.
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Abbildung 21: Angriffspunkte verschiedener Immunsuppressiva an T-Lymphozyten: Intrazellulirer

Signaltransduktionsweg und Inhibitionsmechanismus von Ciclosporin A (CsA), Tacrolimus

(FK 506), Sirolimus (RAD) und Everolimus (SDZ-RAD) [163].

Sie gehdren zu der Gruppe der Immunophiline und besitzen einen

selektiven

Wirkungsmechanismus. Sie hemmen die Proliferation aktivierter T-Lymphozyten iiber eine

verdnderte Proteinfaltung, indem sie spezifisch und reversibel die Interleukin-2 Freisetzung

(IL-2) aus T-Lymphozyten inhibieren. So konnen diese nicht zu zytotoxischen Zellen

ausreifen. Das Wirkungsprinzip beruht auf ihrer Bindung an Rotamasen. Rotamasen sind

Enzyme, die die rdumliche Anordnung von Peptidgruppen und

damit die Faltung von

Proteinen katalysieren. Die fiir die Immunophiline relevanten Faltungsenzyme stammen aus

den Familien der Ciclophiline bzw. der FK506 Bindungsproteine (FKBP). Alle Modellanalyte
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bilden mit ihnen Komplexe [164]. Jedoch wird an dieser Stelle zwischen Calcineurin-

Inhibitoren und den mammalian target of Rapamycin (m-TOR)-Inhibitoren unterschieden.

Calcineurin-Inhibitoren

Nach Eintritt in die T-Lymphozyten bindet Ciclosporin mit hoher Affinitét an das zytosolische
Protein Ciclophilin. Der Ciclosporin/Ciclophilin-Komplex hemmt dann die Calcium-ab-
héngige Protein-Phosphatase-Aktivitit des Calcineurin-Calmodulin-Komplexes. In aktivierten
Immunzellen aktiviert dieser Komplex unter normalen Bedingungen den nukledren Faktor
aktivierter T-Zellen (NF-AT) durch Dephosphorylierung im Zytoplasma [165]. Ohne Abspal-
tung der Phosphatgruppen kann NF-AT nun nicht in den Zellkern translozieren. Als Folge
unterbleibt die nachgeschaltete Expression zahlreicher proinflammatorischer Proteine wie IL-
2 und seines Rezeptors, die fiir die Induktion der Synthese von Zytokinen in T-Lymphozyten

notwendig sind [166].

Die Zellsperzifitit des am starksten betroffenen Transkriptionsfaktors NF-AT kommt praktisch
nur in T-Lymphozyten vor. Daher erkldrt sich die weitgehende Selektivitdt, so dass
beispielsweise die bakterielle Abwehr des Organismus nur wenig beeinflusst wird.
Ciclosporin A vermindert die Anzahl von Thymozyten und die Bildung von T-Lmyphozyten
im Thymus [166].

Der Wirkmechanismus von Tacrolimus gleicht dem von Ciclosporin A. Seine Wirkstéirke ist
jedoch 10-100-mal potenter [167]. Dies resultiert aus der Bindung von Tacrolimus an ein
anderes Immunophillin, dem FK-Bindungsprotein-12 (FKBP-12). Dadurch wird die Bildung
von Lymphokinen (wie IL-2, 3 und y-Interferon, TNF-a sowie die Expression des IL-2-

Rezeptors) gehemmt.

Dariiber hinaus unterdriickt Tacrolimus die Aktivierung der T-Zellen und die von den
T-Helferzellen abhédngige Proliferation der B-Zellen nicht nur indirekt, sondern auch direkt
durch die Aktivierung der B-Zellen iiber die TNF-a-Gentranskription. Tacrolimus inhibiert

proliferative und zytotoxische Antworten und unterdriickt Antikorperantworten [168].
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mTOR-Inhibitoren (Mammalian target of Rapamycin)

Sirolimus und Everolimus sind relativ neue Substanzen. Deswegen ist deren Wirk-

mechanismus noch nicht vollstindig geklart.

Sirolimus und Everolimus zihlen zu der Gruppe der mTOR-Inhibitoren. Obwohl sie an
dasselbe Immunophillin wie Tacrolimus binden, hemmt dieser Komplex die Kinase mTOR.
Dadurch werden sowohl Zellzyklus als auch Zellproliferation beim Ubergang von der Gj-

Phase in die S-Phase gehemmt. Diese sind Calcium-unabhingig [164].

Des Weiteren blockieren Sirolimus und Everolimus die Proliferation von T- und B-Lym-
phozyten. Sie hemmen das T-Zell Wachstum und blockieren die progressiv ablaufenden
molekularen Vorgédnge im Zuge des Zellzyklus. Sirolimus blockiert die IL-2-abhéingige oder —
unabhingige Proliferation stimulierter humaner B-Lymphozyten. Zusitzlich wird die
Differenzierung Antikorper-bildender Zellen mit konsekutiver Abnahme der IgM-, IgG- und
IgA-Produktion gehemmt. Die Zellzyklus-hemmende Wirkung von Sirolimus ist nicht nur bei
Lymphozyten beobachtet worden, sondern ist auch bei Tumorzellen und glatten

Gefalimuskelzellen nachweisbar [167].

2.4.1.2 Anwendung und Dosierung von Immunsuppressiva

Neben dem Einsatz nach Organtransplantationen und bei Autoimmunkrankheiten werden
Immunsuppressiva auch bei chronischer Glomerulonephritis mit nephrotischem Syndrom,
chronisch entziindlicher ~Darmerkrankung, Myastenia gravis, Autoimmunhepatitis,
entziindlich rheumatischen Erkrankungen (z.B. rheumatoide Arthritis) und thrombopenischer

Purpurea eingesetzt [10].

Die Dosierung aller Immunsuppressiva nach Organtransplantation beinhaltet eine individuelle
Einstellung jedes Patienten auf seine spezielle Situation. Dies resultiert aus der Wichtigkeit
der Vorbeugung der Abstofung des Transplantates, den erheblichen Nebenwirkungen und der
starken inter- und intraindividuellen Pharmakokinetik [169]. Die angegebenen Werte sind
demnach nur als Richtwerte zu sehen. Die richtige Dosierung wird durch die Therapeutische

Arzneimitteliiberwachung der Talspiegel in regelméBigen Abstéinden kontrolliert.
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Nach einer Organtransplantation wird in der immunsuppressiven Therapie zwischen einer
Induktionstherapie bis zu drei Monaten nach Operation und einer lebenslangen
Erhaltungstherapie unterschieden. Dabei werden verschiedene Faktoren beriicksichtigt.
Grundsitzlich werden verschiedene Konzentrationen in Abhéngigkeit des transplantierten
Organs empfohlen. Weitere Faktoren sind Alter, Geschlecht, Herkunft, Gesundheitszustand
und Vorerkrankungen des Patienten. Beispielsweise haben Kinder und Afro-Amerikaner fiir
gewohnlich eine erhohte Clearance und bediirfen deswegen einer hoheren Dosierung [169-
171]. Patienten mit Leberschddigung, Patienten mit niedrigen Lipoproteinkonzentrationen und
dltere Patienten haben dagegen hdufig eine geringere Clearance [166]. Mancinelli et al.
konnten zeigen, dass Tacrolimus von unterschiedlichen ethnischen Bevoélkerungsgruppen
verschieden stark bioverfligbar ist. Dies ist auf unterschiedliche Exprimierung von CYP 3A

und P-Glykoprotein zuriickzufiihren [172].

Wegen ihrer synergistischen Wirkung werden Sirolimus und Everolimus auch gerne in
Kombinationstherapie mit Ciclosporin A gegeben [173-178]. Zusammen werden geringere
Abstofungsrate des transplantierten Organs [179-180] und bessere Vertraglichkeit des
Patienten beobachtet [178, 181-182]. Ein grobes Dosierschema ist in Anhang 3 dargestellt.

2.4.1.3 Nebenwirkung der Immunsuppressiva

Obwohl die Immunsuppressiva einen relativ spezifischen Wirkungsmechanismus aufweisen,

kommt es zu erheblichen unerwiinschten Begleiterscheinungen.

Wenn eine Immunreaktion medizinisch unerwiinscht ist, wire eine gezielte Ausschaltung der
spezifisch reagierenden Lymphozyten durch Rezeptor-Antagonisten die beste Therapie. Dies
ist aufgrund der groBen Diversitit (grofer 10%) der Lymphozyten mit unterschiedlichen
spezifischen Antigenrezeptoren jedoch nicht anwendbar. Fiir eine Immunsuppression bedeutet
dies, dass Lymphozyten antigenunspezifisch ausgeschaltet werden miissen. Sie stellt daher
immer einen schwerwiegenden Eingriff dar, weil neben der erwiinschten Wirkung, wie dem

Erhalt eines Transplantats, unvermeidlich auch lebensnotwendige Abwehrleistungen betroffen
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sind. Die Folge kann eine verminderte Abwehr von Infektionen mit im Extremfall todlichem

Ausgang sein [183].

Ciclosporin A

Ciclosporin A besitzt ein typisches Nebenwirkungsprofil. Eine bedeutsame Nebenwirkung ist
die dosisabhéngige reversible Nierenschiddigung. Ebenfalls dosisabhingig werden reversible
Storungen der Leberfunktion, Neurotoxizitit (Tremor, Kopfschmerzen, Krampfanfille,
unterschiedliche Pardsthesien an den Gliedmaflen, Manien und Depressionen), Kardio-
toxizitdt, mukokutane kosmetische Verdnderungen (Hirsutismus, Hypertrichose, Gingiva-
hyperplasie), Stoffwechselstorungen (Hyperkalidmie, Hypomagnesidmie), gastrointestinale
Stérungen, himatologische Effekte und Odeme beobachtet. Bei Langzeittherapie kann es auch
zu Bluthochdruck, Hypercholesterindmie, Hyperlipidimie, Fettsucht, Hyperurikdmie und

Diabetes mellitus kommen [10, 167].

Tacrolimus

Die Nebenwirkungen gleichen denen von Ciclosporin A mit Ausnahme von
Gingivahyperplasie und Hirsutismus. Dafiir wurden neurotoxische Symptome, Kardiomyo-
pathien und depressive Zustinde sowie Schlaf- und Traumstérungen beobachtet [10].

Tacrolimus durchquert auch die Plazentaschranke.

Sirolimus und Everolimus

Die hiufigsten Nebenwirkungen sind Odeme, Lymphozelen, Diarrhd, Animie, Thrombo-
zytopenie, Leukozytopenie, Hyperchlolesterinimie, Hyperlipiddmie, Hypophosphatdmie und
Hypokalidmie. Daneben wurden Infektionen der Harnwege, Algodystrophien, Arthralgien,
Leberfunktionsstorungen, Lymphocele und Wundheilungsstrungen beobachtet [10]. Eine
schwerwiegende Komplikation unter Sirolimus-Therapie ist die Lungentoxizitit. Die
Entwicklung einer Andmie ist wahrscheinlich die schwerwiegendste Sirolimus-induzierte
hamatologische Komplikation. Die Andmie ist nicht regenerativ. Ein deutlicher Vorteil
gegeniiber den Calcineurininhibitoren ist die fehlende Nephro- und Neurotoxizitit. Weiterhin

zeigt Sirolimus ausgepragte antineoplastische Wirksamkeit.
59



Allgemeiner Teil

Tierstudien haben reproduktionstoxische Effekte einschlieBlich Embryo-/Fetotoxizitit

ergeben. Es ist nicht bekannt, ob Everolimus in die Muttermilch iibergeht.

2.4.1.4 Interaktionen der Immunsuppressiva

Bei allen in dieser Arbeit eingesetzten Immunsuppressiva ist das potenzielle Auftreten von
Arzneimittelinteraktionen von hoher klinischer Relevanz. Nicht selten erhalten Transplanta-
tionspatienten neben Immunsuppressiva eine Vielzahl anderer Arzneimittel wie Antibiotika,
Psychopharmaka, Antihypertensiva und lipidsenkende Arzneimittel. Interaktionen sind dann
von Bedeutung, wenn sich die Wirksamkeit oder Toxizitét eines Arzneistoffs durch die Gabe
eines anderen Arzneistoffs dndert. Dies kann durch Beeinflussung der Pharmakokinetik oder

Pharmakodynamik geschehen [184].

Alle vier Immunsuppressiva werden hauptséchlich iiber das Cytochrom P450 (CYP 3A) in der
Leber und im kleinen Interstitium metabolisiert. Zusdtzlich sind sie Substrate und/oder
Inhibitoren des P-Glykoproteins [185]. Zusammen mit der CYP-Unterfamilie spielt es in der
apikalen Membran von Enterozyten bei deren intestinalen Resorption eine entscheidende

Rolle [184]. Diese beiden Faktoren bedingen iiberwiegend die Interaktionen.

Fiir Ciclosporin A wurden drei klinisch relevante Arzneimittelinterferenzen identifiziert [171].
Zum einen darf es nicht zusammen mit nephrotoxischen Substanzen wie Aminoglykoside,
Amphotericin B und Ciprofloxacin verabreicht werden. Des Weiteren werden Interferenzen
mit Arzneimitteln, die iiber das Enzym Cytochrom-P450-Isoenzym 3A4 (CYP 3A4)
metabolisiert werden, beobachtet. Da Ciclosporin A iiber dasselbe Enzym metabolisiert wird,
bewirkt eine oral applizierte Comedikation mit Induktoren des Enzyms eine verlangsamte
Metabolisierung, wéhrend es mit Inhibitoren des Enzyms zu einer beschleunigten
Metabolisierung kommt. Fiir Tacrolimus besteht eine ausgesprochene Neuro- und
Nephrotoxizitit. Daher sollte es nicht mit Ganciclovir, nichtsteroidalen Entziindungs-
hemmern, Antibiotika und Chemotherapeutika gegeben werden. Everolimus wird zusétzlich

noch iiber das Enzym CYP 2D6-System verstoffwechselt.
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Von grofBerer Bedeutung sind Interaktionen mit mdglichen immunsuppressiven
Kombinationstherapeutika. Eine gleichzeitige Gabe zusammen mit Tacrolimus wird
routineméfig nicht empfohlen, da Tacrolimus die Pharmakokinetik von Ciclosporin durch
eine kompetetive Interaktion mit CYP 3A4 beeinflusst [186]. Daraus resultieren
beispielsweise eine verldngerte Halbwertszeit und ein additiv nephrotoxischer Effekt. Die
biologische Aktivitdt von Sirolimus und Everolimus ist synergistisch zu Ciclosporin A und
Tacrolimus [174, 182]. Eine gemeinsame Gabe kann demnach die Toxizitit herabsetzen. Aus
diesem Grund werden sie haufig in Kombination gegeben. Dabei wird die Sirolimus-/ bzw.

Everolimus-Metabolisierung durch Ciclosporin A gehemmt.

Weitere bedeutende Interaktionen sind im Anhang 5 tabellarisch aufgefiihrt.

2.4.2 Pharmakokinetik der Immunsuppressiva

Die Pharmakokinetik beschreibt die Konzentration eines Arzneimittels im Organismus im
zeitlichen Ablauf und stellt die dabei gewonnenen Erkenntnisse in einen klinisch-
pharmakologischen Zusammenhang. Die Pharmakokinetik umfasst alle Vorgénge der

Freisetzung, Absorption, Verteilung, Metabolisierung und Elimination.

Immunsuppressiva besitzen eine komplizierte Pharmakokinetik. Inkomplette orale Ab-
sorption, First-pass Metabolismus, hohe Proteinbindung, Bindung an Erythrozyten, grofle
Verteilungsvolumina, extensive Metabolisierung und bildre Exkretion machen die Kontrolle
schwer [187]. Allgemein wird die Resorption von Immunsuppressiva insbesondere von
fettreicher Nahrung beeinflusst. Dariiber hinaus wird sie durch eine Reihe von Ereignissen
abgeschwicht. Dazu zdhlen ein verminderter Gallenfluss, verzogerte Magenentleerung,
intestinale Motilitdtsstorungen, beschleunigte Magen-Darm-Passage und Verringerung der

Resorptionsflache.
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Ciclosporin A

Die Resorption von Ciclosporin A erfolgt vorzugsweise im oberen Intestinaltrakt. Durch den
Finfluss des Enzyms Cytochrom P450-3A4 und des P-Glykoproteins betrigt die Bio-
verfligbarkeit bei oraler Applikation, abhdngig von der galenischen Zubereitung, nur 20-50%
[10]. Die Verteilung von Ciclosporin A erfolgt nach einem temperaturabhingigen
Aquilibrium, nachdem ungefihr 50% der Substanz an Erythrozyten, 10% an Leukozyten und
30-40% an Plasmaproteine gebunden sind. Nur 1-6% des Ciclosporin A’s sind normalerweise
frei verfiigbar [167]. Ciclosporin A reichert sich wegen seiner Lipophilie rasch in Geweben
und Organen an. Dagegen iiberwindet die Substanz nur schwerlich die Blut-Hirn-Schranke
bzw. die Plazentaschranke [167]. Die Verteilung von Ciclosporin A in Blut und Plasma wird
letztlich durch hohe Plasmakonzentrationen und durch CsA-bindende Proteine im Plasma
beeinflusst. Der Einfluss des Hadmatokrits auf die Verteilung wird kontrovers diskutiert,

erscheint aber eher gering [188-189].

Im Organismus wird Ciclosporin A nahezu quantitativ metabolisiert. Die Metabolisierung
erfolgt unter dem Einfluss des Enzyms CYP 3A4 und des P-Glykoproteins. Ein maximaler
Blutspiegel wird nach 1,5-2 Stunden gemessen [190]. Die Halbwertszeit liegt zwischen 6 und
16 Stunden. Die Ausscheidung der Metaboliten erfolgt bildr und renal.

Tacrolimus

Die Resorption von Tacrolimus nach oraler Gabe erfolgt im Magen-Darm-Trakt. Die orale
Bioverfiligbarkeit ist mit 4-89% sehr variabel. Eine maximale Blutkonzentration wird nach
1-2 Stunden gemessen [191]. Die Substanz wird nahezu vollstindig hepatisch
biotransformiert [192]. Tacrolimus ist mit 83% iiberwiegend an Erythrozyten gebunden [193].
Die Blutkonzentration liegt dabei 15-35 mal hoher als im Plasma [167]. Im Gegensatz zu
Ciclosporin A ist die Bindung an Erythrozyten vom Hamatokrit [194], und die ungebundene
Plasmafraktion vom a;-sauren Glykoprotein und vom HDL-Cholesterin abhingig [195]. Die
Verteilung von Tacrolimus zwischen Erythrozyten und Plasma erfolgt recht schnell und ist
temperaturabhéngig [196-197]. Im Plasma ist Tacrolimus zu ungefihr 99% an Protein
gebunden [192]. Die Substanz verteilt sich in hohen Konzentrationen im Organismus in
nahezu allen Geweben, darunter in Lunge, Leber, Milz, Herz und Pankreas. Es durchbricht die

Plazentaschranke, jedoch nicht die Blut-Hirnschranke. Es unterliegt einer ausgiebigen
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Verstoffwechselung primdr in der Leber, weniger ausgeprdgt in den Zellen der
Darmwandmukosa. Katalysiert wird es durch das CYP450 3A4 [167]. Es bildet 8 Metabolite,
von dem einer dem Tacrolimus vergleichbare immunsuppressive Potenz besitzt [198]. Die
Plasmaeliminationshalbwertszeit liegt zwischen 4 und 60 Stunden [191]. Die Elimination

erfolgt zu tiber 90% tiber die Fizes.

Sirolimus

Die Resorption von Sirolimus erfolgt rasch aus dem Magen-Darm-Trakt. Die orale
Bioverfiigbarkeit ist aufgrund von CYP 3A4 und P-Glykoprotein sehr variabel. Die
Resorption wird betridchtlich von der Nahrung beeinflusst [199]. Nach Aufnahme in das
Blutkompartiment erfolgt die Verteilung von Sirolimus temperatur- und konzentrations-
unabhéngig. Sirolimus bindet zu 94,5% an Erythrozyten sowie zu je 1% an Lymphozyten und
an Granulozyten. Die Verteilung an plasmatische Blutkompartimente ist geringer und liegt bei
3%. Im Plasma sind ca. 40% an Lipoproteine gebunden. [200]. Sirolimus unterliegt einer
extensiven oxidativen Verstoffwechselung. Es bildet 7 Hauptmetabolite mit nur wenig
immunsuppressiven Eigenschaften. Die Plasmaeliminationshalbwertszeit ist mit 50-80 Stun-

den sehr langsam. Die Ausscheidung erfolgt zu iiber 90% {iiber die Fazes [167].

Everolimus

Die orale Bioverfiigbarkeit von Everolimus ist grofer als bei Sirolimus. Zusammen mit
Ciclosporin A ist sie nochmals erhdht. Everolimus bindet zu 75% an Erythrozyten. Im Plasma
bindet es zu 75% an Plasmaproteine [201]. Die Substanz wird erheblich metabolisiert. Sie ist
ein Substrat des Cytochroms CYP450 3A4 und des P-Glykoproteins. Die Ausscheidung
erfolgt zu etwa 80% liber die Fazes [167]. Weitere pharmakokinetische Daten sind in Anhang

6-Anhang 8 zusammengestellt.
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2.4.3 Therapeutische Arzneimittelkontrolle (Therapeutic Drug

Monitoring, TDM)

2.4.3.1 Definition TDM

Unter Therapeutischer Arzneimittelkontrolle wird die Bestimmung von Plasmaspiegeln mit
dem Ziel, Informationen tiber die individuelle Pharmakokinetik des betreffenden Patienten zu
erhalten und dadurch, falls erforderlich, die Dosierung gezielt einstellen zu koénnen,

verstanden [10].

Bei einem TDM wird besonders kritisch auf den Gebrauch einer spezifischen und sensitiven
analytischen Methode, auf die Wahl der zu verwendenden Matrix, auf die Identifizierung von
Hauptmetaboliten und auf eine enge Dosis-Wirkungsbeziehung geachtet [187]. AuBlerdem ist
die korrekte Interpretation von Messergebnissen erforderlich. Dafiir sind Informationen tiber
die Probenzusammensetzung, die Analysenmethode, das Medikationsprofil des Arztes, die
Indikationsstellung, die Begleittherapie, die Demographie und der Gesundheitsstatus des
Patienten einzubeziehen. Dariiber hinaus ist die Reproduzierbarkeit der Wirkstirke zu

beachten [187].

In der klinischen Diagnostik werden meistens Talspiegel bestimmt. Des Weiteren ist die
Messung der Gesamtexposition (AUC, gemessen als Flache unter der Zeit-Konzentrations-

kurve) von Interesse. Fiir die alltdgliche Praxis ist diese Messung allerdings nicht geeignet.

2.4.3.2 Indikationen und Voraussetzungen fur ein TDM

Therapeutische Arzneimittelkontrolle soll bei schwierig zu analysierenden Arzneimitteln
helfen, Informationen iiber die adéquate Dosierung zu erhalten und Toxizitdt zu vermeiden.
Diese Kriterien werden bei Wirkstoffen mit enger therapeutischer Breite, groBer intra- und

interindividueller Variabilitit in der Pharmakokinetik, bei Einnahme potenziell interagierender
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Medikation, bei therapeutischem Versagen unter Standardmedikation und bei

Compliancestudien erfiillt [187].

Arzneimittel reprdsentieren nur selten den idealen analytischen Wirkstoff. Wiinschenswert ist
eine vorhersehbare, leicht und direkt zu messende, dosisabhingige Wirkstoffkonzentration mit
unkomplizierter Kinetik, die zusitzlich in einem breiten therapeutischen Wirkungsbereich

liegt [187].

Grundsitzlich erscheint die Bestimmung der Serumkonzentration eines Pharmakons fiir die
Steuerung der Therapie sinnvoll. Dies gilt allerdings fiir Medikamente mit reversiblem Effekt.
Des Weiteren muss die Konzentration im Plasma mit der Konzentration am Wirkort
(Rezeptor) im Gleichgewicht stehen. AuBerdem ist eine stichhaltige Indikation fiir die

Konzentrationsmessung und eine adidquate Bestimmungstechnik erforderlich [202].

Die TDM ist generell bei Substanzen mit einem extrem hohen Verteilungsvolumen nicht
anwendbar. Zum Beispiel wandern Substanzen wegen ihrer groen Lipophilie bereits wihrend
der Verteilungsphase nahezu vollkommen in ein sogenanntes peripheres Kompartiment ab.
Die Wirkung eines solchen Pharmakons kann trotz fehlender Nachweisbarkeit im Plasma
weiterbestehen. Ebenso nicht fiir das TDM geeignet sind Pharmaka, die zu einer Toleranz am
Rezeptor fiihren oder dort irreversible Effekte hervorrufen [202]. Vorteil des TDM ist, dass
Interaktionen, die durch Comedikation hervorgerufen werden, relativ gut liberwacht werden
konnen. Dagegen sind andere Ereignisse schlecht kontrollierbar, die in eine inter- bzw.
intraindividuelle Variabilitdt der Bioverfligbarkeit resultieren. Dazu gehdren beispielsweise
ein verminderter Gallefluss, eine verzogerte Magenentleerung, intestinale Motilitétsstorungen,

eine beschleunigte Magen-Darm-Passage oder eine Verringerung der Resorptionsfléche.

Der Zeitpunkt der Blutentnahme richtet sich nach der klinischen Fragestellung und ist

abhingig von der Pharmakokinetik des zu untersuchenden Medikamentes [202].

2.4.3.3 TDM der Immunsuppressiva

Eine Therapeutische Arzneimittelkontrolle wird primdr und fast ausschlieBlich fiir

Arzneistoffe mit einer engen therapeutischen Breite (Narrow Therapeutic Index Drugs, NTI
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drugs) durchgefiihrt. Auch bei den Immunsuppressiva kann eine 20%ige oder kleinere
Dosisdanderung bei konstanter Bioverfiigbarkeit zu einer klinisch signifikanten und uner-
wiinschten pharmakodynamischen Verdnderung fithren [203-204]. Bei Immunsuppressiva
stellt eine Unterversorgung einen signifikanten Risikofaktor fiir eine akute AbstoBung des
transplantierten Organs dar. Im Gegensatz dazu ist eine zu hohe Dosis mit dem Risiko von
unerwiinschten Nebenwirkungen verbunden. Die therapeutische bzw. toxische Antwort eines
Arzneistoffes ist dabei allein von der ungebundenen bzw. freien Konzentration im Plasma
abhéngig. Die totalen Konzentrationen im Plasma oder Vollblut haben darauf keinen Einfluss

[205].

Wichtigstes Kriterium fiir TDM bei Immunsuppressiva ist die Abhédngigkeit der
Vollblutkonzentration von der Wirkstarke [206-207].

Da die inhomogene Verteilung von Ciclosporin A und Tacrolimus zwischen Plasma und
Erythrozyten stark vom Hamatokritwert, der Arzneistoffkonzentration und der Temperatur
abhingig ist, wird Vollblut in der Regel als die geeignete Matrix zur Kontrolle empfohlen
[208-210]. Nach neueren Richtlinien, in welchen insbesondere die zunehmende Comedikation
beriicksichtigt wird und in denen die Analytik angepasst wurde, bleibt Vollblut die geeigneste
Matrix [211-215]. Dariiber hinaus wurde bereits herausgefunden, dass fiir Wirkstoffe mit
einem Blut-zu-Plasma- oder Erythrozyten-zu-Plasma-Verteilungskoeffizienten grofler 2,0,
eine Analyse aus Vollblut nachweislich eine Sensitivitétssteigerung bedeutet. Ebenso sollte
die Analyse aus Vollblut bei Wirkstoffen, die eine signifikante Temperatur-, pH- oder
konzentrationsabhéngige Verteilung aufweisen, in Erwidgung gezogen werden. Jedoch wird

die Matrix bis heute nicht immer nach den besten fachlichen Kriterien gewahlt [161].

Weiterhin sollten bei der TDM fiir Immunsuppressiva eine spezifische, sensitive und
analytische Methode, eine Artefakte-vermeidende Matrix und die Identifikation von wichtigen

Metaboliten im Vordergrund stehen.

Bei der TDM von Ciclosporin A erscheint die Wahl der richtigen Strategie der
Arzneimittelkontrolle und ein akkurater Zeitpunkt der Probenentnahme verbesserungswiirdig
[216-217]. Da es fiir Ciclosporin A keine eindeutige Dosis-Wirkungsbeziehung gibt [169], ist
es erforderlich, auf andere Messparameter auszuweichen. Derzeit wird der Talblutspiegel von
Ciclosporin A bestimmt. Alternativ kann die Gesamtexposition Aufschluss iiber andere

Moglichkeiten geben. Neuere Erkenntnisse haben gezeigt, dass die tatséchliche
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Substanzexposition (AUC) nach Gabe von Sandimmun® Optoral am besten mit dem 2-
Stunden Wert (C2-Wert) nach Einnahme korreliert [218]. Eine Korrelation von 85% zeigt die
deutlich bessere Ubereinstimmung. Diesen Erkenntnissen wurde mit dem C2-Monitoring von

Ciclosporin A Rechnung getragen.

Tacrolimus zeigt eine gute Dosis-Wirkungsbeziehung. Fiir Sirolimus und Everolimus wird
ebenfalls die Anfangskonzentration (CO-Wert) gemessen [219]. Diese Substanzen unterlagen
schon in frithen klinischen Studien einer Art TDM durch validierte analytische Methoden
[216].

2.4.4 Analytik der Immunsuppressiva

In der Analytik der Immunsuppressiva ist die Untersuchung der Muttersubstanz aus Vollblut
aktueller Standard. Die Methode der Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie kombiniert
mit der Tandem-Massenspektrometrie (HPLC-MS/MS) ist die genaueste Methode und ist
daher Referenz [210-211, 220-221].

Oellerich et al. haben eine Ubersicht iiber die gebriuchlichen Bestimmungsmethoden fiir
Ciclosporin A bis 1995 publiziert [211, 220]. HPLC-UV-Methoden sind bis Ende des 20.
Jahrhundert wissenschaftlicher Standard [222-224]. Tacrolimus und Ciclosporin A weisen
Adsorptionsmaxima <200nm auf. Jedoch sind HPLC-UV-Methoden fiir die Therapeutische
Arzneimittelkontrolle von Tacrolimus nicht sensitiv genug [225]. Sirolimus und Everolimus
besitzen aufgrund ihrer Trienstruktur Adsorptionsmaxima bei 267nm, 277nm und 288nm. Da
jedoch vielfdltige molekulare Spezies in diesem Wellenbereich adsorbieren, waren die

Extraktionsprotokolle kompliziert und zeitaufwendig.

Derzeit hat die Anzahl an Veroffentlichungen von HPLC-MS/MS Methoden stark
zugenommen. Heute wird vor allem auf kleinere Probenvolumina, gro3ere Messbereiche und

hohen Probendurchsatz fokussiert [226-232].

Seit 2004 kann Ciclosporin A zusammen mit Tacrolimus, Sirolimus und Everolimus durch

den Einsatz einer on-line SPE als Probenaufbereitung nicht nur genau, sondern auch schnell
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und kostengiinstig analysiert werden [233]. Die Vorteile von Simultanmessungen sind offen-
sichtlich: niedriger Losemittelverbrauch, hoherer Probendurchsatz und bei Comedikation
gleichzeitige vergleichbare Ergebnisse [234]. Derzeitig existieren zahlreiche MS/MS-Metho-
den mit einer Simultanbestimmung der vier Immunsuppressiva [233, 235-237]. Aufgrund von
Wirkstoff-Wirkstoff Interaktionen ist es Trend, dass auch Metabolite mittels LC-MS/MS
quantifiziert werden [238-242]. Ein weiterer Grund fiir die Notwendigkeit der Quantifizierung
der Metabolite von Sirolimus, Tacrolimus und Ciclosporin A ist, dass sie immunsuppressive

Aktivitdt zeigen. Einige Ciclosporin A-Metabolite sind sogar toxisch [235].

Die meisten gidngigen HPLC-Methoden, die heute zur simultanen Analyse mehrerer
Immunosuppressiva verwendet werden, besitzen eines der folgenden Charakteristika:
Mehrpunktkalibration, Festphasenextraktion (off-line oder on-line) und analytische
Chromatographie [233, 236, 243-244].

In der alltdglichen klinisch-chemischen Praxis haben aber auch Immunoassays ihren Platz
gefunden. Dabei kommen monoklonale Antikdrper zur Anwendung, welche spezifisch gegen
die Muttersubstanz gerichtet sind. Es stehen verschiedene MefBverfahren zur Verfiigung,
darunter Fluoreszenz-Polarisations-Immunoassay, die Enzym-multiplizierte Immunoassay-
technik und der Radioimmunassay. Die HPLC-Analytik ist den Immunoassays jedoch
tiberlegen. Fiir Ciclosporin A und Tacrolimus zeigen die Immunoassays alle eine geringfiigige
Kreuzreaktion mit Metaboliten und ergeben daher hohere Werte im Vergleich zur HPLC-
Methode [221, 245]. Fiir Sirolimus und Everolimus gab es lange keine Immunoassays. Der
Immunoassay, mit dem Sirolimus in klinischen Studien gemessen wurde, ist mittlerweile nicht
mehr auf dem Markt verfiigbar [246]. Weiter ist nachteilig, dass keine Simultanmessungen
moglich sind. Ebenso ist der hohe Zeitaufwand fiir die Entwicklung eines kommerziell
erhidltlichen Immunoassays von Nachteil. Deswegen wird der Trend weiter zu den HPLC-

MS/MS Methoden gehen.

Die Vorteile einer HPLC-MS/MS Methode sind die hohe Sensitivitit, Spezifitit, simultane
Bestimmung mehrerer Analyte und die schnellere Methodenentwicklung und Analysenzeit
[247]. Des Weiteren ist die Prdzision in niedrigen Konzentrationsbereichen hoher und es
besteht ein breiterer/linearer Messbereich [248]. Nachteilig sind die hohen Kosten fiir die
Geritebeschaffung und die hohen Anforderungen an die Ausbildung bzw. Qualifizierung des
Personals [247]. AuBerdem wird flir Analysen aus Vollblut eine aufwendige Probenauf-
bereitung bendtigt, um Interferenzen zu minimieren. Wichtigster Aspekt ist dabei, die durch
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Matrixeftekte hervorgerufene Ionensuppression zu minimieren [56, 137]. Ebenfalls auszu-
schlieBen bzw. abzutrennen sind interferierende Substanzen mit gleichem Masse/Ladungs-

verhéltnis wie die Zielanalyte. Hieraus resultieren falsch positive bzw. zu hohe Werte [249].
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3 Experimenteller Teil: Ergebnisse und Diskussion

3.1 Charakterisierung der neuen Matrix: Zell-desintegriertes
Blut (Cell-disintegrated Blood, CDB)

Fiir die Charakterisierung der Matrix Zell-desintegriertes Blut (CDB) wurden bildgebende
Analyseverfahren (1. Lichtmikroskopische Untersuchungen, 2. Untersuchungen mit
konfokaler Lasermikroskopie) verwendet und eine Partikeltrennung mit Hilfe von
differentieller Zentrifugation durchgefiihrt. Sie sollten Aufschluss iiber die Art der Zerstorung
der Zellen in einem dynamischen System (in-line) geben. Auf diese Weise konnten weitere
Hinweise fiir eine effiziente Prozessierung von Vollblut durch die Hitze-induzierte
Transformation gewonnen werden. Entsprechend den Untersuchungen von Milojkovi¢

wurden die Versuche bei Temperaturen zwischen 70 und 80°C durchgefiihrt [7].

3.1.1 Charakterisierung der Matrix durch Lichtmikroskopische

Untersuchungen

Bei eintausendfacher VergroBBerung wurden lichtmikroskopische Untersuchungen von Voll-
blut, CDB und lysiertem Vollblut in einer Neubauer Zdhlkammer durchgefiihrt. Die mit EDTA
antikoagulierten Vollblutproben wurden gesunden Probanden fachgerecht entnommen. Ein
Aliquot wurde nativ belassen, ein weiteres wurde unter Standardbedingungen bei 75°C fiir
16 Sekunden im Wasserbad (off-line) prozessiert (CDB), ein drittes Aliquot wurde 1:20 mit
Wasser verdiinnt (lysiertes Vollblut). Alle Proben wurden 1:100 mit Trypanblau versetzt und
bei 1.000facher Vergroferung mikroskopiert.
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In Abbildung 22 sind unbehandelte Erythrozyten einer Vollblutprobe, subzelluldre Partikel
einer CDB-Probe und ,,Ghosts* einer lysierten Vollblutprobe nach einer Vitalfirbung mit
Trypanblau abgebildet. Angefiarbt mit einer Trypanblaulosung erscheinen alle zerstdrten
Erythrozyten in einem Lichtmikroskop blau. Der blaue Farbstoff bindet an zytosolische
Proteine, weswegen auch die subzelluldren Partikel blau erscheinen (siche Abbildung 22B).
Die Membranen intakter Zellen kann der Farbstoff nicht passieren. So bleiben native
Erythrozyten ungefarbt und leuchten unter dem Mikroskop gelblich (siche Abbildung 22A).
,»Ghosts sind die Membranenhiillen entleerter Erythrozyten und daher im Lichtmikroskop

nur schwer aufgrund der sehr geringen Anfarbung zu erkennen (siehe Abbildung 22C).
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Abbildung 22: Vitalfirbung mit Trypanblau. Erythrozyten, subzellulire Partikel und ,,Ghosts“

(1.000fache Vergrofierung unter einem Lichtmikroskop).

Die klare Losung von off-line hergestelltem CDB lésst schon gegeniiber der opaken Fliissig-
keit Vollblut vermuten, dass die durchschnittliche Partikelgrole im CDB wesentlich kleiner
ist. In off-line Versuchen konnte von Milojkovi¢ gezeigt werden, dass die Hitzeschock-
Behandlung eine vollstdndige Desintegration der Erythrozyten und der Leukozyten sowie zu
50% der Thrombozyten hervorruft [7]. Andererseits konnte in Vorversuchen gezeigt werden,
dass es innerhalb der Kapillaren des Analysensystems zu einer erheblichen Verdiinnung der
Vollblutprobe kommen kann. Deswegen ist in einem in-line-System die Erzeugung von
,»Ghosts* durch hypotone Lyse zu vermeiden. Fiir ein vollautomatisches Analysengerit ist die
Transformation der Blutzellen in mdglichst kleine Partikel von groBer Wichtigkeit, um unter
anderem die Kapillaren, die SPE-Kartuschen und die analytischen Sdule nicht zu verstopfen.
Die durchgefiihrten lichtmikroskopischen Untersuchungen dienten der Visualisierung

unterschiedlicher aus Erythrozyten entstandenen Partikelfraktionen.
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3.1.2 Charakterisierung der Matrix durch Konfokale Laser-

Elektronenmikroskopie

Ein Konfokalmikroskop ist eine Variante des Lichtmikroskopes. Das vom Préparat
ausgehende Licht, in diesem Falle Fluoreszenzlicht, passiert eine Lochblende, wodurch das
Licht auBBerhalb der Fokusebene ausgeblendet wird, bevor es den Detektor erreicht. Dadurch
ist es moglich, das Streulicht zu minimieren. Die effektive Auflosung ist auch ohne Zunahme
der VergroBerung viel hoher als in einem herkdmmlichen Lichtmikroskop. Bei einem
konfokalen Laser-Rastermikroskop wird ein Laser-Brennfleck sehr schnell zeilenweise in
einer Objektebene gerastert. Das Licht aus dem Brennfleck wird auf einer kleinen Lochblende
abgebildet, hinter der sich ein lichtempfindlicher Empfanger befindet. Aus dem Empfanger-

signal wird dann zeilenweise im Computer ein (Schnitt-)Bild zusammengesetzt.

Um die Unterschiede der verschiedenen Matrices deutlich sichtbar zu machen, wurden
weitere Untersuchungen mit einem Konfokale Laser-Elektronenmikroskop durchgefiihrt. Es
wurden Vollblutproben, CDB-Proben (CDB) und durch zweimaliges Ausfrieren in fliissigem
Stickstoff hergestellte CDB-Proben (CDB(N>)) mikroskopiert.

Abbildung 23 zeigt semiquantitativ Erythrozyten in einer Vollblutprobe und ,,Ghosts* sowohl
in einer CDB- als auch in einer CDB(N,)-Probe. Abbildung 23A zeigt hauptsdchlich wohl-
geformte bikonkave Erythrozyten in der nativen Vollblutprobe. Vereinzelte Echinozyten sind
auf Zentrifugalstress zurlickzufiihren. In der CDB-Probe (Abbildung 23B) sind zahlreiche
scheibenformige ,,Ghosts* zu erkennen. Die ,,Ghosts* in der mit Stickstoff behandelten CDB-
Probe (Abbildung 23C) scheinen an Membrandicke stirker reduziert worden zu sein. Sie sind
im Vergleich zu den ,,Ghosts* einer normalen CDB-Probe schlechter zu erkennen und

erscheinen noch filigraner.
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A) Erythrozyten in nativer Vollblutprobe B) Ghost in CDB-Probe C) Ghosts in CDB(N,)-Probe

Abbildung 23: Konfokale Laser-Elektronenmikroskopie. Erythrozyten und ,,Ghosts“ in verschiedenen
Matrices. (Objektiv: Plan-Apochromat 63x/1,4 Oil DIC, Wellenléinge: 488nm, 16-17%,
Scan Vergrofierung: 1,0%).

Durch die hohe effektive Auflosung des konfokalen Laser-Elektronenmikroskopes war es an
dieser Stelle moglich, die Unterschiede der ,,Ghosts* in den verschiedenen Matrices deutlich

darzustellen.

Es ist bekannt, dass die Blutzellen durch schnelles Einfrieren und Auftauen ebenfalls zerstort
werden. Schnelles Einfrieren wird durch die Behandlung mit fliissigem Stickstoff erreicht.
Dabei entstehen ebenfalls subzelluldre Partikel. Die so erhaltene Matrix wurde deswegen in

dieser Arbeit als ,,Goldstandard* definiert und dient als Vergleichssubstanz.

Leere Zellmembranen konnen sich nach der ,,Lyse* wieder verschlieBen. Diese als ,,Ghosts*
bezeichneten leeren Zellhiillen werden vorwiegend bei Erythrozyten beobachtet. Fiir die
Herstellung von Zell-desintegriertem Blut miissen die Prozessparameter demnach so gewdhlt
werden, dass die Zellmembranen moglichst in subzelluldre Partikel zerfallen. Dies gilt

insbesondere fiir die Umsetzung in einem dynamischen System (in-line Prozessierung).

Bei der hypotonen Lyse wurde die Bildung von reversiblen Lochern in Erythrozyten
beobachtet, die von der Art des Lysepuffers, der enthaltenen Salzkonzentration und der
Temperatur abhingig sind. Mit steigender Temperatur besteht die Tendenz zu wieder
verschlossenen ,,Ghosts*. Ab 50°C wurde ein Zusammenbruch der ,,Ghost“-Struktur zugun-
sten von Vesikeln beobachtet [250-251]. Diese Beobachtung steht jedoch im Gegensatz zu in
dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen, die mit einem nach Dodge et al. hergestellten
reinen Ghostkonzentrat durchgefiihrt wurden [18]. Trotz Hitzeschockbehandlung behielten die

,»Ghosts* ihre urspriingliche Grofle. Weitere Versuche haben gezeigt, dass sich die Volumina
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an ,,Ghosts* bei Herstellungstemperaturen zwischen 70 und 90°C nicht merklich unterschei-

den. Ebenso hatte auch die Heizdauer keinen Einfluss auf die Menge der gebildeten ,,Ghosts".

Die Auswirkung der unterschiedlichen Prozessfiilhrung auf die Desintegration der zelluldren
Blutbestandteile, insbesondere auf die Erythrozyten, wurde ebenfalls mit Hilfe des konfokalen
Laser-Elektronenmikroskopes untersucht. Dafiir wurden Vollblutproben, CDB-Proben und
CDB(N;)-Proben hergestellt und mikroskopiert. Um die Effekte der Prozessfithrung auf die
Zellmembranen besser sichtbar zu machen, wurden alle Proben mit dem griin

fluoreszierenden Membranfarbstoff Annexin angefarbt.

In Abbildung 24 ist ein Erythrozyt vor und nach verschiedenen Behandlungsmethoden
dargestellt. Sie zeigt die GroBenverhdltnisse und Formen eines intakten bikonkaven
Erythrozyten in nativem Vollblut (Abbildung 24A) gegeniiber einem fast gleich groB3en
scheibenformigen Ghost in einer mit fliissigem Stickstoff behandelten Probe (Abbildung
24D). Annexin ist ein Membranfarbstoff, der an Phophatidylserin bindet. In einer nativen
Zelle befindet sich Phosphatidylserin an der Innenseite der Membran, weswegen der
unbehandelte Erythrozyt (Abbildung 24A) nur leicht griinlich schimmert und nicht leuchtend
griin gefdrbt ist wie der ,,nekrotische® Erythrozyt einer CDB-Probe (Abbildung 24B). Mit
Hitzeschock behandelte Erythrozyten haben meistens eine deformierte Gestalt (Abbildung
24C). Thre GroBe ist offensichtlich etwas kleiner. Deutlich zu sehen ist die Stelle, an der die
Erythrozytenmembran aufgeplatzt ist. Aufgrund seiner Gro3e und der perforierten Zellhiille
erfiillt dieser Erythrozyt nicht die Kriterien eines ,,Ghosts*. In CDB befinden sich jedoch auch

normal scheibenférmige ,,Ghosts®, wie Abbildung 23 zeigt.
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A) Unbehandelter Erythrozyt in B) Nekrotischer Erythrozyt nach
nativem Vollblut Hitzeschockbehandlung
(in CDB)

R e R

10 pm 10 pm

C) Erythrozyt nach D) Ghost nach Behandlung mit
Hitzeschockbehandlung flissigem Stickstoff
(in CDB) (in CDB (N,))

Abbildung 24: Konfokale Lasermikroskopie. Erythrozyten vor und nach verschiedenen Behandlungs-
methoden. Abfirbung mit griin fluoreszierendem Membranfarbstoff Annexin (Objektiv:
Plan-Apochromat 63x/1,4 Oil DIC, A: Wellenliinge: 488nm, 16%, Scan Vergroflerung:
9,2%; B: Wellenléinge: 488nm, 16%, Scan Vergrofierung: 2,0%; C: Wellenldnge: 488nm,
16%, Scan Vergroflerung: 7,9%; D: Wellenléinge: 488nm, 17%, Scan Vergrofierung: 7,1%).

Morphologische Verdnderungen durch das Erhitzen von menschlichen Erythrozyten wurden
erstmals von Schultze (1865) beschrieben [252]. Dabei verdndern sich auch Zusammen-
setzung, Form, Aussehen und Eigenschaften der Erythrozyten [17, 49, 253]. Die in diesen
Publikationen beschriebenen Erkenntnisse konnten durch die in dieser Arbeit dargelegten

Untersuchungen bestétigt werden.

Im Folgenden wurde der Einfluss des organischen Modifier Dimethylsulfoxid (DMSO) auf
die Herstellung von CDB untersucht. Er wird u.a. fiir die Zugabe des Internen Standards
benétigt und wird in Kapitel 3.3.1 ndher erlautert. Dazu wurden antikoagulierte
Vollblutproben, CDB-Proben und CDB(N;)-Proben mit und ohne Zusatz von DMSO

verglichen. Um eventuelle Verdnderungen der Zellmembranen durch den Zusatz des sehr
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lipophilen DMSO sichtbar zu machen, wurden alle Proben mit einem rot fluoreszierenden
Plasmamembranfarbstoff (Vybrant DiD) und einem griin fluoreszierenden Intrazelluldr-

farbstoff (DCF) angefarbt.

Abbildung 25 zeigt die unbehandelte Vollblutprobe mit wohlgeformten bikonkaven
Erythrozyten (oben links). Mit Zusatz von DMSO (unten links) liegen auffillig mehr
Erythrozyten als Echinozyttyp vor. Dariliber hinaus wurden bereits intrazelluldre Bestandteile
einiger Zellen abgegeben, wie es an der griinlichen Farbe zu erkennen ist. Wihrend in der
CDB-Probe ohne DMSO die Ghostbildung, die stark ,,eingedellten* Erythrozyten und die
subzelluldren Partikel gut zu erkennen sind (mittig oben), bewirkt DMSO in derselben Probe
(mittig unten) eine deutliche Partikelverkleinerung. Auch hier wurden bereits intrazelluldre
Bestandteile freigesetzt. Bei der Probe, die mit fliissigem Stickstoff behandelt wurde, fillt auf,
dass hier kaum ,eingedellte“ Erythrozyten zu erkennen sind (oben rechts). Hier liegen
vereinzelt ,,Ghosts* und subzelluldre Partikel vor. Auch in dieser Probe bewirkt DMSO eine

Verkleinerung der Partikel (unten rechts).

Vollblut

Mischung 2 :
Vollblut / DMSO
(97,5/2,5,v/v)

Unbehandelte Probe nach Probe nach Behandlung
Vollblutprobe Hitzeschockbehandlung mit flussigem Stickstoff
(bei dem jeweiligen t;.,;)

Abbildung 25: Konfokale Lasermikroskopie. Einfluss von DMSO auf die Zellmembranen bei unter-
schiedlichen Herstellungsverfahren von CDB. Anfirbung mit dem rot fluoreszierenden
Plasmamembranfarbstoff Vybrant DiD und dem griin fluoreszierenden Intrazellulir-
farbstoff DCF. (Objektiv: Plan-Apochromat 63x/1,4 Oil DIC, Wellenléinge: 488nm
42-43%, 594nm 34-39%, Scan Vergroflerung: 1,0).
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DMSO kommt einem zusétzlichen Stressfaktor fiir die Zellen gleich. Schon in der unbehan-
delten Probe hat der Zusatz von DMSO zur Folge, dass ein Grof3teil der Erythrozyten zum

Echinozyttypen wird. DMSO bewirkt auch eine Partikelverkleinerung bei der Prozessierung.

3.1.3 Charakterisierung der CDB Matrix durch differentielle

Zentrifugation

Um die CDB Matrix ndher zu charakterisieren, wurde eine differentielle Zentrifugation

durchgefiihrt, die in Abbildung 26 dargestellt ist.

— Plasma mit
15 min Thrombozyten

Erythrozyten,
Leukozyten,
Ghosts

Plasma ohne
Thrombozyten

Thrombozyten

Plasma ohne
Thrombozyten
Reste von
Thrombozyten

16.860 G
30 min

Subzellulare Partikel, &
Mikropartikel L

Abbildung 26: Differentielle Zentrifugation. Schematische der Isolierung von subzellulidren Partikeln und

Mikropartikeln aus verschiedenen Matrices.

Die Separation bei einer differentiellen Zentrifugation beruht dabei auf Gré3e und Dichte der
Zellen und Zellbestandteile. Groere und dichtere Zellen, wie beispielsweise intakte Erythro-
zyten und Leukozyten, setzen sich bei geringer Zentrifugalkraft ab, wahrend sich Thrombozy-
ten und Zellbruchstiicke erst bei hoherer Zentrifugalkraft abtrennen lassen. Zur Sedimentation
bzw. Isolierung von iiber 90% der Mikropartikel aus Plasma muss eine Probe 30 Minuten bei

20.000g zentrifugiert werden [32, 254].
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Fiir die Untersuchung des Einflusses des organischen Modifiers (z.B. DMSO) wurden die
subzelluldren Partikelfraktionen von verschiedenen Mischungen (siche Kapitel 3.3.1)
untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 27 dargestellt. Die Anfirbung der Zellen
erfolgte mit dem rot fluoreszierenden Plasmamembranfarbstoff Annexin. Die subzelluldren
Partikel und Mikropartikel der unbehandelten Vollblutprobe (Abbildung 27A) und seiner
Mischungen (Abbildung 27B und Abbildung 27C) zeigen eine starke Neigung zur
Agglomeration. Auch die Mikropartikelfraktion der prozessierten Vollblutprobe (Abbildung
27D) zeigt noch einige Agglomerate, wihrend die prozessierten Mischungen mit organischem
Modifier (Abbildung 27E und Abbildung 27F) fast keine Agglomerationen zeigen. Dabei ist
kein signifikanter Unterschied durch die Art des Modifiers sichtbar.

A) Vollblut unbehandelt B) Mischung 1 C) Mischung 2

D) Vollblut nach Hitzeschockbehandlung : E) Mischung 1 nach Hitzeschockbehandlung : F) Mischung 2 nach Hitzeschockbehandlung :
(ot 165€C bei 75°C) (thear: 13s€C bei 75°C)

(thear: BseC bei 75°C)

Abbildung 27: Konfokale Lasermikroskopie Hitzeschock-behandelter Proben. Einfluss des organischen
Modifiers auf die Bildung subzelluléirer Partikel. Anfirbung mit dem rot fluoreszierenden
Plasmamembranfarbstoff Annexin. (Objektiv: Plan-Apochromat 63x/1,4 Oil DIC, Wellen-
linge: 594nm, 47,6%, Scan Vergroflerung: 2,0).

Der Einfluss der Prozessfilhrung auf die Entstehung von subzelluldren Partikeln und
moglicherweise Mikropartikeln wurde in Vollblutproben, CDB-Proben und CDB(N;)-Proben

untersucht. Alle Proben wurden mit dem rot fluoreszierenden Membranfarbstoff Vybrant DiD
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und dem griin fluoreszierenden Intrazelluldrfarbstoff DCF angefarbt. Folgende Trends sind
aus Abbildung 28 ersichtlich: die Menge an subzelluliren Partikeln und Mikropartikeln
nimmt von der unbehandelten Probe iliber die CDB-Probe bis hin zur in fliissigem Stickstoff
behandelten Probe zu (von links nach rechts). DMSO bewirkt eine gesteigerte Bildung an
Mikropartikeln (untere Reihe). Alle entstandenen subzelluldren Partikel und Mikropartikel

entstammen den urspriinglichen Membranen (durch Membranfarbstoff Vybrant DiD rot

geféarbte Partikel).
Vollblut
Mischung 2:
Vollblut / DMSO
(97,5/2,5,v1V)

Unbehandelte Probe nach Probe nach Behandlung
Vollblutprobe Hitzeschockbehandlung mit flissigem Stickstoff

bei dem jeweiligen ty,oo

Abbildung 28: Konfokale Lasermikroskopie. Einfluss der Prozessfiithrung auf die Entstehung von subzel-
luléiren Partikeln und Mikropartikeln aus Vollblut. Anfirbung mit dem rot fluoreszieren-
den Membranfarbstoff Vybrant DiD und dem griin fluoreszierenden Intrazelluliirfarbstoff
DCEF. (Objektiv: Plan-Apochromat 63x/1,4 Qil DIC Wellenlinge: 488nm 42-43%, 594nm
34-39%, Scan Vergréfierung: 1,0).

Uber 100 Jahre nach den Aufzeichnungen von Schultze (1865) haben Untersuchungen von
Coakley et al. gezeigt, dass es bei der Behandlung von Erythrozyten mit Hitze zu vielféltigen
morphologischen Verdnderungen kommen kann, die von der Temperatur und von der
Autheizgeschwindigkeit abhidngig sind. Neben der Himolyse werden auch Fragmentation
bzw. eine Abschniirung subzelluldrer Partikel von Zellen und eine Mikrovesikulierung bzw.
ein Zusammenbruch der Ghostmembranen in kleine subzelluldre Partikel beobachtet [53,
255]. Diese Beobachtungen konnten durch die vorgenommenen Untersuchungen bestitigt
werden. Eine gesteigerte Mikrovesikulierung wurde bei den mit fliissigem Stickstoff
behandelten Proben beobachtet. Ebenfalls konnte eine vermehrte Mikrovesikulierung nach

Zusatz von DMSO beobachtet werden.
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Abbildung 29 stellt zusammenfassend die morphologischen Anderungen dar, die in einer
Vollblutprobe durch die beschriebene Hitzeschockbehandlung und Transformation zu CDB
auftreten. Nach der in-line Prozessierung von Vollblut sind keine Erythrozyten mehr
nachweisbar. Erkennbar sind subzelluldre Partikel, Membranbruchstiicke, Mikropartikel und
,»Ghosts®. Der Zellinhalt ist gleichméBig in der Probe verteilt, was anhand des griin
fluoreszierenden Intrazelluldrfarbstoffes nachweisbar ist. Die Zellmembran wurde zerstort.
Dies ist an den rot fluoreszierenden subzelluldren Bruchstiicken erkennbar. Ebenfalls noch in

der Probe nachweisbar sind einige nicht zerstérte Thrombozyten und ,,Ghosts*.

Erythrozyt

Prozessierung : 13 sec bei 75°C

Abbildung 29: Konfokale Lasermikroskopie. Morphologische Anderung der Blutzellen nach Hitzeschock-
behandlung. Vollblut/DMSO (97,5/2,5, v/v)-Probe angefirbt mit dem rot fluoreszierenden
Membranfarbstoff Vybrant DiD und dem griin fluoreszierenden Intrazelluléirfarbstoff
DCF. (Objektiv: Plan-Apochromat 63x/1,4 Oil DIC, Wellenlinge (Erythrozyt): 488nm 40%
und 594nm 35% Scan Vergrofierung: 4,5; Wellenlinge 488nm 43% und 594nm 34%, Scan
Vergrofierung: 1,0).
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3.2 Aufbau eines vollautomatisierten Analysensystems

Im folgenden Kapitel wird der instrumentelle Aufbau einer Analysenplattform fiir die direkte

und vollautomatisierte SPE-LC-MS/MS Bestimmung von Immunsuppressiva in Vollblut
beschrieben.

3.2.1 Instrumenteller Grundaufbau

Zur Umsetzung der Aufgabenstellung wurde ein kommerziell erhiltliches Analysengerit
umgebaut. Die Grundlage bildete das Symbiosis™ Pharma System der Firma Spark Holland.

Dabei handelt es sich um ein automatisiertes on-line SPE-System. Der instrumentelle Aufbau
ist in Abbildung 30 zu sehen.

=

J

@ Probengeber @ Pumpe

@ on-line SPE-Einheit mit 2 Hochdruckkolbenpumpen
Abbildung 30: Instrumenteller Aufbau des Symbiosis™ Pharma Systems [256].

Das Geriét besteht aus folgenden Modulen: (1.) einem Probengeber ,,Reliance, (2.) zwei

bindren Pumpen und (3.) einer on-line SPE-Einheit mit zwei Hochdruckkolbenpumpen (High
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Pressure Dispenser, HPD) und einem kombinierten System aus 6-Wege Schaltventilen. Die

Steuerung erfolgt durch die Software SparkLink oder MassLynx.

Im Unterschied zu den gidngigen on-line SPE-Systemen, die SPE-Sdulen verwenden, arbeitet
das Symbiosis™ Pharma System mit SPE-Einmalkartuschen. Das Symbiosis™ Pharma Sys-
tem ist fiir folgende Arbeitsweise ausgelegt: Zu Beginn eines Analysenzyklus wird eine SPE-
Kartusche zunéchst in die erste Halterung eingesetzt. Nach dem Konditionierungs-, Bela-

dungs- und Waschschritt wird diese Kartusche in die zweite Halterung umgesetzt und eluiert.

Vorteil dieses on-line SPE-Systems gegeniiber einem konventionellen Saulenschaltsystem ist
die Verwendung von Einmalkartuschen [72, 256-257]. Bei SPE-Séulen kann eine mehrfache
Verwendung mit der Zeit zu Selektivitits- und Kapazititsverlust fiihren. Hinzu kommt die
Gefahr von Kreuz-Kontaminationen und ,,Carry-over”, wenn die Proben nicht vollstindig
eluiert werden. On-line SPE-Techniken haben allgemein den Vorteil, dass die Methoden-
entwicklung schneller wird und die Probenvorbereitungszeit stark verkiirzt wird. So kann
auch der Probendurchsatz stark erh6ht werden. Konditionieren, waschen und eluieren

funktionieren automatisch.

3.2.2 Instrumenteller Aufbau und Funktionsweise des
Analysensystem fur die automatisierte Bestimmung von

Pharmaka in Vollblut

Ziel der Arbeit war der Aufbau eines Analysensystems, das schematisch in Abbildung 31
dargestellt ist. Es kann in folgende Einheiten aufgegliedert werden: Probengeber, Prozessie-

rung, Aufreinigung, Trennung, Detektion und Datenverarbeitung.
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— 1]
b= ST -
\——
L1
Probengeber
Homeae Proben- Proben- Trennun Detektion Daten-
. :Ic.’m°g.e"'s'er“ng prozessierung Aufreinigung 9 verarbeitung
* Aliquotierung
« Dotierung
« Injektion
Direkte Injektion Hitzeschock- Festphasen- Hochleistungs-
von Vollblut Behandlung extraktion Flussigkeits-
| (Solid Phase chromatographie
Extraction)
—)
SPE HPLC MS/MS

Vollblut Z€ll-desintegriertes Blut
(Cell Disintegrated Blood)
CDB

Abbildung 31: Schematische Darstellung eines Analysensystems fiir die direkte und automatische

Bestimmung von Pharmaka in Vollblut.

3.2.3 Modifikation des Symbiosis Pharma Systems

Probengeber (Autosampler)

Der Probengeber (Reliance) besteht aus einer ImL Spritze, einem 6-Wege-Injektionsventil mit

integrierter Probenschleife (200uL) und einer Seruminjektionsnadel (45uL). Die Serumnadel

wird von einer Punktiernadel umschlossen.
Die Steuerungssoftware ermoglicht folgende Injektionsmodi:

o Komplettbefiillung der Probenschleife:

Vorteil ist die geringste Standardabweichung unter allen Injektionsmodi. Das

Injektionsvolumen kann jedoch nur durch den Austausch der Injektionsschleife

erfolgen und ist zudem von den vordefinierten Volumina abhéngig.
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. Teilbefiillung der Probenschleife:
Der gingigste Injektionsmodus ist die Teilbefiillung der Probenschleife. Vorteil ist
das variable Injektionsvolumen. Jedoch muss erst ein definiertes Probenvolumen in
die Probenschleife gezogen werden, um das Nadelvolumen mit Probe zu befiillen.
Erst dann wird das gewiinschte Injektionsvolumen an Probe aufgezogen. Bei diesem

Verfahren wird viel Probe ungenutzt in den Abfall gespiilt.

o Minimalbefiillung im pL-Bereich:
Fiir sehr geringe Injektionsvolumina, wie sie in der klinisch-chemischen Analytik
angestrebt werden, steht eine weitere Methode zur Verfligung. Die Probe wird mit
Hilfe einer mobilen Phase in die Probenschleife transportiert. So kénnen auch
Volumina im einstelligen pL-Bereich injiziert werden. Die Standardabweichung ist

mit 1% immer noch gut [258].

Fiir eine vollautomatisierte Analyse von Pharmaka aus Vollblut ist die Anforderung an die
Leistungsmerkmale eines Probengebers erhoht. Die Implementation von weiteren Funk-
tionen ist daher unumgénglich. GrofBiter Nachteil dieses Probengebers ist die fehlende
Mischfunktion. Daher ist derzeit ein Vollblutanalyse nur nach manuellem Mischvorgang
moglich. Des Weiteren ist ein intensiver Waschvorgang fiir die Injektionsnadel notwendig.
So wird insbesondere ein ,,Carry-over® vermieden. Die automatische Identifizierung der

Proben wire dariiber hinaus mit Hilfe eines Barcode-Lesegerites moglich.

Probenprozessierung

Damit die Prozessierung einer Vollblutprobe in-line moglich ist, wurde eine beheizbare
Edelstahlkapillare (Heated Capillary, HC) neu in das System integriert. Um eine Verdiinnung
der Probe zu vermeiden, ist sie direkt hinter dem 6-Wege Ventil der Injektionseinheit
eingebaut. Sie ist 30cm lang, hat einen Innendurchmesser von 0,5mm und kommt somit auf
ein Gesamtvolumen von 59uL. Die Kapillare ist ganz dicht auf einen Metallzylinder von
3mm Durchmesser gewickelt. Ein Uberzug aus Kunststoff bildet die Isolierung. Die
Temperatur kann {iber die Steuerungssoftware zwischen 3°C {iber Raumtemperatur und 100°C

eingestellt werden. Die Warmeiibertragung erfolgt tiber Induktion.
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Fraktionierungseinheit

Die Fraktionierungseinheit im Symbiosis™ Pharma System erlaubt die Kopplung der
automatisierten SPE mit der LC [259]. Diese Einheit wurde im Rahmen dieser Arbeit fiir die
nachstehenden Untersuchungen modifiziert. Dazu wurde ein zweites 6-Wege Schaltventil mit
integriertem T-Stiick eingebaut. Der Einbau erfolgte um 180° verdreht, sodass aus dem
Einkartuschen-on-line SPE-System ein Mehrkartuschen-on-line SPE-System entsteht. Der

modifizierte Aufbau des Symbiosis™ Pharma Systems ist in Abbildung 32 zu sehen:

(Misch) / Injektions Prozessierungs- (MD-) SPE Einheit LC-MS/MS Einheit

Einheit Einheit

Beheizte Edelstahlkapillare HPD 2 HPD 1

‘@ MSiMS
H POPL( - §
Séule
)
$E) '
=2 5 @
HPLC Pumpen
Abfall _\U {
_‘- -J Ventil mit T-Stiick o Ventil mit T-Stiick = =
—

—>
1. SPE-Kartusche 2. SPE-Kartusche

1\ Austausch )‘J

Abbildung 32: Schematische Darstellung des modifizierten Symbiosis™ Pharma Systems; neu in das

System integriert wurden die beheizte Edelstahlkapillare und ein zweites Ventil mit
integriertem T-Stiick (siehe rote Rahmen) [7]. Die beheizte Edelstahlkapillare ist direkt
hinter dem Injektionsventil zur in-line Hitzeschockbehandlung eingebaut worden. Das
zweite Ventil mit integriertem T-Stiick wurde zur multidimensionalen Probenaufbereitung
mit in-line Verdiinnung eingebaut. HC (Heated Capillary): beheizte Edelstahlkapillare;
HPD (High Pressure Dispenser): Kolbenpumpe; MS/MS: Tandem-Massenspektrometer.

Die MD-SPE Plattform ist das Kernstiick des instrumentellen Aufbaus. Fiir die Analyse von
Immunsuppressiva aus Vollblut wurden folgende drei SPE-Kartuschen verwendet (siehe

Kapitel 2.2.1.4):
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1. RAM Kartusche (LiChrospher® ADS RP4) oder C8 Kartusche
(HySphere C8 EC-SE),

2. PLR Kartusche (ProntoSil PLR)

3. ,Mixed-mode“ Kartusche (Oasis® MCX).
Die Plattform kombiniert damit vier zueinander orthogonale chromatographische
Trennprinzipien. Auf der RAM SPE-Kartusche werden die Grofenausschlusschromatographie
(SEC) und die Umkehrphasenchromatographie (RPC) simultan ausgenutzt. Auf der PLR
Kartusche wird mit Hilfe der molekularen Formerkennung gearbeitet. Die ,,mixed-mode*
Kartusche nutzt die Ionenaustauschchromatographie (IEC) und die hydrophile-lipophile

Interaktionschromatographie (HLBC) (siehe Tabelle 4). Insgesamt unterliegt eine Probe damit

flinf chromatographischen Trennmechanismen.

Arbeitsweise der MD-SPE Plattform

Die Aufbereitung einer unbehandelten Vollblutprobe iiber die MD-SPE Plattform kann in 6

Schritte unterteilt werden:
1. Fraktionierung auf der 1. SPE-Kartusche (Abtrennung hochmolekularer
Matrixkomponenten),
2. Transfer der niedermolekularen Fraktion auf die 2. SPE-Kartusche,
3. Fraktionierung auf der 2. SPE-Kartusche (Abtrennung von (Phospho-)Lipiden),
4. Transfer des ,,front-cut““-Bereiches auf die 3. SPE-Kartusche,

5. Fraktionierung auf der 3. SPE-Kartusche (Abtrennung von weiteren hydrophilen und

anionischen Substanzen),

6.  Transfer der Analyte auf die analytische Trennséule.

Die Aufbereitung einer prozessierten Vollblutprobe mit Hilfe mehrerer SPE-Kartuschen wird
wie folgt durchgefiihrt: in beide Klemmen werden verschiedene SPE-Kartuschen (1. und 2.
Kartusche) gleichzeitig eingesetzt und konditioniert. Die linke Kartusche wird mit der Probe
beladen. In dieser werden die Zielanalyte extrahiert, wahrend nicht retenierte Probenmatrix in
den Abfall gespiilt wird. Idealerweise werden hier schon alle potenziell interferierenden
Matrixbestandteile eliminiert. AnschlieBend wird die erste Kartusche mit verschiedenen

mobilen Phasen gewaschen werden. Durch den Einbau des neu eingebauten Ventils mit
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integriertem T-Stiick (Ventil E in Abbildung 32) und mit Hilfe der ersten HPD, kann der
Analyt mit einer mobilen Phase stirkerer Elutionskraft von der ersten Kartusche auf die
zweite transferiert werden. Hiufig kann der Analyt aus der mobilen Phase mit der stirkeren
Elutionskraft jedoch nicht auf der zweiten Kartusche extrahiert werden. Deswegen wird die
mobile Phase mit Hilfe der zweiten HPD iiber dasselbe Ventil mit integriertem T-Stiick (
Ventil E in Abbildung 32) mit einer weiteren mobilen Phase verdiinnt. Durch diesen
Mechanismus steht dem System ein Transfer mit einer sogenannten ,,in-line Verdiinnung* von
der ersten Kartusche auf die Zweite zur Verfligung. Auf der zweiten Kartusche wird die Probe
erneut fraktioniert und die Probenmatrix weiter abgereichert. Auch diese Kartusche kann
gegebenenfalls noch gewaschen werden. Zur gleichen Zeit kann die erste Kartusche wieder
zurlick in die Vorratsbox gesetzt werden. Im Anschluss wird die zweite Kartusche, die jetzt
die extrahierten Analyten enthélt, von der rechten in die linke Klemme umgesetzt. Eine dritte
Kartusche kann nun in die frei gewordene rechte Klemme gesetzt und ggf. konditioniert

werden.

Wie zuvor beschrieben wird die Analytfraktion nun mit einer mobilen Phase hoher
Elutionskraft von der zweiten auf die dritte Kartusche gespiilt. Dort wird diese Fraktion mit
einem dritten chromatographischen Trennmechanismus fraktioniert und weitere Interferrenzen

abgereichert. Theoretisch konnte dieser Mechanismus beliebig oft wiederholt werden.

Separationseinheit

Nach der vollstdndigen Fraktionierung der Probe folgt der Trennungsschritt der extrahierten
Analyte. Diese Einheit gehort nicht zum Symbiosis™ Pharma System. Die dafiir benotigte

analytische Sdule wird frei gewéhlt.

Fiir den Separationsschritt wird das 6-Wege-Ventil der rechten Klemme (Ventil F in
Abbildung 32) so geschaltet, dass der Pumpenfluss nun iiber die rechte Kartusche auf die in
Reihe geschaltete analytische Sédule geleitet wird. Auf diese Weise konnen die extrahierten
Analyte durch ein ausreichend starkes Elutionsmittel von dem Material der SPE-Kartusche
desorbiert und auf die analytische Séule transferiert werden. Héaufig bindet das SPE-Material
die Analyte jedoch so stark, dass das gewdhlte Elutionsmittel die Analyte zwar vom SPE-
Material desorbieren kann, es jedoch keine Trennung auf der analytischen Saule mehr zulésst.

Fiir diesen Fall gibt es beim Symbiosis™ Pharma System die Moglichkeit, iiber das schon im
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System vorhandene Ventil mit integriertem T-Stiick (Ventil D in Abbildung 32) die Probe ,,in-
line* zu verdiinnen. Diese Variante kann auch zur Aufkonzentrierung der Analyten am Kopf

der analytischen Saule genutzt werden (,,Peak Kompression®).

Das originale Symbiosis™ Pharma System arbeitet in einem Parallelmodus [74]. Wahrend der
Analyse einer ersten Probe erfolgt gleichzeitig die Extraktion einer zweiten Probe [260]. Auch
in der multidimensionalen Version ist ein gewisser Parallelmodus moglich. Nachdem die
Zielanalyte von der letzten Kartusche auf die analytische Sdule transferiert worden sind startet
der analytische Trennvorgang der ersten Probe. Wihrenddessen kann Ventil E wieder
zurlickgeschaltet und in der linken Klemme bereits eine neue erste Kartusche konditioniert
werden. Dieses Verfahren erspart vor allem dann Zeit, wenn die erste Kartusche eine langere
Konditionierung bendtigt als die Zweite. Weiterhin kann das Ventil der rechten Klemme
(Ventil F in Abbildung 32) wieder in die Ursprungsposition zuriickgeschaltet, nachdem die
Analyte von der zweiten Kartusche eluiert worden sind, werden. So kann auch die
Konditionierung einer neuen zweiten Kartusche fiir den néchsten Lauf bereits konditioniert
werden, wiahrend die analytische Trennung des ersten Laufes {iber die Pumpen noch zu Ende

gefiihrt werden kann.

Detektionseinheit

Die Detektionseinheit gehort ebenfalls nicht zum Symbiosis™ Pharma System. Sie kann aber
leicht an das System angeschlossen werden, indem sie nach die analytische Séule geschaltet

wird. So ist der Detektionsmodus stets variabel.

Zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der Pharmaka und/oder endogener
Verbindungen konnen verschiedene Detektoren genutzt werden. Klassische Detektoren
basieren auf UV/VIS-, Fluoreszenz- und elektrochemischer Technologie. Nachteilig an ihnen
ist, dass sie nicht substanzspezifisch arbeiten. Dies hat zur Folge, dass die Proben fiir eine
saubere Detektion sehr stark aufgereinigt und ,,Basislinien‘ getrennt werden sollten. In dieser
Arbeit wird fast ausschlieBlich mit einem Quattro Micro™-Tandem-Massenspektrometer der
Firma Waters gearbeitet. Es wird durch die Software ,,Symbiosis for MassLynx‘ angesteuert.
Die Vorteile eines MS/MS-Detektors sind die hohe Empfindlichkeit und die
substanzspezifische Detektion. Bei vielen MS/MS-Methoden wird daher auf eine vollstindige

chromatographische Trennung verzichtet. Eine gute chromatographische Trennung kann aber
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unter Umstidnden wieder notwendig werden, wenn beispielsweise Analyte, ihre Metabolite
oder Interne Standards die gleiche Masse besitzen (+ 3m/z). Diese Substanzen sind isobar und

im Massenspektrometer nicht zu unterscheiden.

Bestehende Methoden zur Bestimmung von Immunsuppressiva aus Vollblut beinhalten eine
off-line Proteinprézipitation fiir die Probenaufbereitung [233, 236-237, 242, 261-263]. Polson
et al. konnten zeigen, dass eine Proteinprizipitation nicht ausreichend ist, um alle
Matrixkomponenten zu entfernen, die zur einer lonensuppression fiihren [57]. Des Weiteren
konnten mehrere Arbeitsgruppen zeigen, dass eine ,,mixed-mode* SPE die lonensuppression
starker reduziert als eine Proteinprizipitation [264-267]. Deswegen erfolgte die Proben-
aufbereitung in der vorliegenden Arbeit liber mehrere SPE-Materialien bzw. Kartuschen, so
u.a. auch iiber eine ,,mixed-mode* Kartusche. HPLC gekoppelt an MS wird als hoch selektive
Methode zur Analyse von Immunsuppressiva angewendet. Eine on-line Kopplung hat neben
der verkiirzten Probenaufbereitungszeit und dem damit verbundenen hoéheren Proben-
durchsatz noch weitere Vorteile. Das Kontaminationsrisiko ist stark vermindert und die
Priazision und Richtigkeit sind erhoht. Es reichen sehr kleine Probenvolumina, um eine
ausreichende Sensitivitit zu erreichen. Grofter Nachteil einer HPLC-MS/MS Kopplung sind
Matrixeftekte, die zu nicht validen Resultaten fiihren [56, 74, 137, 268]. Daher sollen diese
Matrixeffekte durch die vorangestellte multidimensionale SPE weitestgehend eliminiert
werden. Um einen hohen Probendurchsatz zu erzielen, wurde oftmals sogar auf den

Separationsschritt verzichtet.

3.3 Entwicklung einer MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode zur

Bestimmung von Immunsuppressiva aus Vollblut

Hauptziel der Arbeit war es, eine vollautomatisierte Methode zu erarbeiten, mit der eine
Suppression oder eine Verstiarkung der Ionisation durch interferierende Substanzen der Matrix
ausgeschlossen werden kann. Milojkovi¢ zeigte, dass Immunsuppressiva direkt aus Vollblut
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bestimmbar sind [7]. Die Methode unterlag starker Ionensuppression. Derzeit sieht die
amerikanische Zulassungsbehorde (Federal Drug Administration of the United States, FDA)

fiir bioanalytische Methoden vor, dass Matrixeffekte bewertet und ausgewiesen werden [132].

Eine Methodenentwicklung in der on-line SPE-LC-MS/MS beinhaltet normalerweise drei
separate Arbeitsschritte, die gekoppelt werden miissen: Probenaufbereitung (Aufreinigungs-
vorgang), Chromatographie (Trennungsvorgang) und Massenspektrometrie (Detektions-
vorgang). Fir ein vollautomatisiertes System ist eine Integration des Proben-
misch-/Injektionsvorganges und des Prozessierungsvorganges notwendig (siche Abbildung
31). Im folgenden Kapitel wird fiir jede dieser fiinf Teileinheiten separat eine methodische

Vorgehensweise entwickelt bzw. optimiert.

3.3.1 Entwicklung und Optimierung der Vorgange in der

Probenmisch- und Injektionseinheit

Der erste Teilschritt einer automatischen Vollblutanalyse von Immunsuppressiva beinhaltet

folgende Vorginge:

1. Mischvorgang der sedimentierten Vollblutprobe,
2. Zugabe des Internen Standards,
3.  Injektionsvorgang.

Fiir diese drei Vorginge erfolgte die Programmierung des Probengeber des Symbiosis®
Pharma Systems. Dafiir wurde in der Software eine entsprechende Parametereinstellung aus
den voreingestellten Aktionsmdoglichkeiten (x-, y-, z-Bewegung des Gebers, Losemittelwahl,
Injektionsvolumen, Nadelh6hen, Aufzieh- und Injektionsgeschwindigkeiten, Ventilstellungen,

Kommunikationssignale zu anderen Geréten, zeitlicher Ablauf usw.) vorgenommen.

Probenmischvorgang

Das originale Symbiosis® Pharma System besitzt keine Mischvorrichtung. Daher wurde ein
Mischverfahren entwickelt, das ohne zusidtzliche apparative Verdnderungen an dem
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verwendeten System (Symbiosis™ Pharma) funktioniert. Dieses Verfahren beruht auf einer
gezielten Erzeugung von Luftblasen in einem speziellen Probengefd3. Im mittleren Teil der
Abbildung 33 ist das verwendete Probengefall wihrend eines Mischvorganges abgebildet. Im
linken Teil der Abbildung 33 ist eine sedimentierte Vollblutprobe vor einem Mischvorgang zu
sehen. Der rechte Teil zeigt eine durchmischte Probe kurz nach dem Mischvorgang. In
Vorversuchen wurde nachgewiesen, dass es mit Hilfe der Erzeugung von mdglichst groB3en
Luftblasen zu einer starken Aufwirbelung einer sedimentierten Vollblutprobe kommt. Dadurch
entsteht eine vollstdndige Durchmischung. Das Nadeldesign und das Probengefdll wurden so
verdndert, dass die Bildung von groflen Luftblasen erfolgt. Das Probengefdl mu3 dabei im
Bereich der Entstehung der Luftblase schmal sein. Deshalb wurde ein konisch geformter
Einsatz in das Probengefdl3 eingesetzt. Des Weiteren erfolgte die Optimierung der Parameter:
Nadeldesign, Platzierung der Nadel im Probengefdl3, die Anzahl der Luftblasen, das Volumen
der benoétigten Luft und die Stirke bzw. die Schnelligkeit der Entstehung der Luftblase.

=2 |8

=2 |8
- = L e

Probengefa ‘ ' _.l t i ,'g
.

Konisch geformter
Einsatz

Nach dem
Mischen ' Mischen
Wahrend des
Mischens

Vor dem

Abbildung 33: Ausschnitte aus einem Mischzyklus. links: sedimentierte Vollblutprobe vor dem Mischen;
Mitte: Durchmischen der Probe bei der ersten Luftblase; rechts: Probe nach dem Mischen

durch 5 Luftblasen.

Abbildung 34 zeigt die konventionelle und die modifizierte Goemetrie der verwendeten

Injektionsnadel.
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Originale Nadel nach
Standard Serum Nadel Spezialanfertigung
ID Korper : 0,3 mm ID Korper : 0,3 mm
—> +—>
ID = Innendurchmesser
ED Kérper: 0,5 mm ED Kérper : 0,5 mm ED = Aussendurchmesser
> +——>
Apertur : 0,3 mm Apertur : 0,7 mm
ED Nadelspitze : 0,5 mm ED Nadelspitze : 1,57 mm

Abbildung 34: Schematische Darstellung der Injektionsnadelgeometrien.

Ein wesentliches Ergebnis ist dabei, dass mit einer tulpenférmigen Apertur der Injektions-
nadel die besten Ergebnisse erzielt werden. Ein Mischzyklus beginnt mit dem Aufziehen von
Luft. Die Injektionsnadel befindet sich dabei auflerhalb des Probengefdfles. Danach wird die
Injektionsnadel soweit in das Probengefdll eingefiihrt, dass der Radius der erwarteten
Luftblase kleiner ist als der Abstand zum Probengefid3boden. Die Luft wird nun mit hoher
Geschwindigkeit in das Probengefdl3 eingeleitet. Die sedimentierte Probe wird aufgewiihlt
und effizient durchmischt. Die Effizienz der Durchmischung wurde durch zwei unabhéngige
Verfahren untersucht. Zum einen wurde die Erythrozytenzahl vor und nach dem
Mischvorgang durch mikroskopische Auszdhlung bestimmt. Zum anderen wurde die Probe
durch Drabkin’s Reagenz lysiert und freigesetztes Hiamoglobin photometrisch bestimmt.

Entsprechende Aliquote wurden jeweils unterhalb der Schaumkrone entnommen.

Die Untersuchungsergebnisse fiir Parameter und Bedingungen, die zu einer 100%-igen

Durchmischung fiihren, sind in Tabelle 5 aufgefiihrt:
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Tabelle 5: Untersuchungsergebnisse: Parameter und Einstellungen fiir eine effiziente Probendurch-

mischung.
Parameter Einstellung / Bedingungen
Nadeltyp modifizierte Serumnadel mit méglichst groer Apertur
Probengefal® schmal im unteren Bereich, kleinvolumig (optimal : konisch)
Injektionshéhe je nach LuftblasengroRe 1 - 5 mm vom ProbengefaRboden
Injektionsgeschwindigkeit héchste Stufe (Stufe 9)
Anzahl der LuftblasenstoRe 3-5
Volumen einzelner Luftblasenstof’ 20 - 100 pL

Fiir die Feineinstellung der Probenmisch-/Injektionseinheit miissen Wiederfindung, Repro-

duzierbarkeit, Schaumbildung und der Zeitfaktor gegeneinander abgewogen werden.

Wihrend der Entwicklung einer geeigneten Methode flir den Probenmischvorgang, wurde von
der Firma Spark Holland begonnen, einen neuen Probengeber zu entwickeln. In diesen wird
eine zusitzliche mechanische Mischeinheit integriert. Grof8er Vorteil hierbei ist das Einsparen
von Zeit. Deshalb wurden die Untersuchungen zu dem hier vorgestellten alternativem Misch-

verfahren an dieser Stelle nicht weiter fortgesetzt.

Zugabe des Internen Standards als Korrekturfaktor fiir quantitative Analysen

Interne Standards werden zur Kompensierung von Probenunterschieden und —verlusten
wéhrend der Analyse im System und zum Ausgleich der Extraktions- und Ionisationseffizienz
eingesetzt [125]. Die Automatisierung seiner Zugabe stellt eine Herausforderung dar. Alle
untersuchten Immunsuppressiva und ihre Internen Standards sind sehr hydrophob und 16sen
sich daher ausschlieBlich in organischen Losemitteln. Die Zugabe einer grofleren Menge an
organischem Losemittel zu einer Vollblutprobe resultiert jedoch in einer Féllung der Proteine.
Kleinere Volumina an organischem Ldsemittel (z.B. Methanol) lassen sich dagegen schlecht
pipettieren. Abhilfe kann daher eine indirekte Zugabe des Internen Standards schaffen [7].
Dabei wird der Interne Standard zunichst in einem organischen Losemittel gelost, bevor er in
Humanplasma der Blutgruppe AB eingebracht wird. Diese Mischung kann nun
agglutinationsfrei einer Vollblutprobe hinzu pipettiert werden, da das Humanplasma weder

Antikorper gegen Erythrozyten der Blutgruppe A noch gegen die der Blutgruppe B aufweist.

Wie in Kapitel 3.1 beschrieben, flihrt der Zusatz von organischem Losemittel, insbesondere
von DMSO, zu einer homogeneren CDB Matrix. Der Zusatz des Internen Standards erfolgte
daher als Losung in DMSO. DMSO ist im Gegensatz zu anderen organischen Losemitteln
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relativ viskos und bereitet dadurch keine Probleme beim Pipettieren. Der Probengeber wird so
programmiert, dass der in DMSO geloste Interne Standard nach dem Mischvorgang zu der

Vollblutprobe hinzu pipettiert wird.

Tabelle 6 enthdlt Angaben iiber Mischungen aus Vollblut/AB-Plasma und organischem
Modifier, die alternativ in ein vollautomatisiertes Analysensystem injiziert und im Anschluss

prozessiert werden konnen.

Tabelle 6: Zugabe des Internen Standards zu einer Vollblutprobe. Mischungen aus Vollblut/AB-Plasma

und organischem Modifier fiir ein vollautomatisches Blutanalysensystem.

organischer Modifier

Vollblut [vol. %] AB-Plasma [vol. %] ACN [vol. %] DMSO [vol. %]
Probenmischung 1 50 45 5
Probenmischung 2 97,5 2,5

Um eine hohe Prizision zu gewéhrleisten, wird der Interne Standard, wie bei Hoffman et al.
beschrieben, so frith wie moglich der untersuchten Probe zugesetzt [125]. Bei Methoden, die
mit einer Proteinprézipitation arbeiten, wird der Interne Standard im Féllungsreagenz
zugegeben [230, 262]. Cushman-Vokoun et al. konnten nachweisen, dass der Interne Standard
vom Hématokrit nur gering beeinflusst wird. Der Hdmatokrit einer Vollblutprobe ist daher bei

der Quantifizierung vernachlissigbar [230, 269].

Optimierung des Injektionsmodus

Der Injektionsmodus einer Vollblutprobe wurde gegeniiber Milojkovi¢ dahingehend optimiert,
dass das Vollblut nicht mit der mobilen Phase in Kontakt kommt [7]. Dadurch sollte eine Lyse
der Erythrozyten vor der Prozessierung vermieden werden. Dies wurde dadurch erreicht, dass
jeweils ein definiertes Luftpolster vor und nach der Probe aufgezogen wurde. Volumen und
Aufziehgeschwindigkeit wurden dafiir optimiert. Abbildung 35 zeigt den Unterschied
zwischen einer segmentierten und einer nicht segmentierten Probe. Im linken Teilbild ist die
Gesamtapparatur mit aufgezogener Probe zu sehen. In der Mitte ist der untere Probenteil
vergrofert dargestellt. Innerhalb der Kapillaren erfolgte eine unerwiinschte Durchmischung.
Im rechten Teil ist der obere Probenteil vergrofert dargestellt. Hier ist das Losemittel durch

einen Luftabschnitt von der Probe abgetrennt.
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Abbildung 35: Modifizierter Injektionsmodus: Durch Luftpolster segmentierte Probe.

Wie in Kapitel 3.1 schon erwédhnt, kommt es in den Kapillaren zu einer erheblichen
Verdiinnung der Vollblutprobe. Eine homogene CDB Matrix entsteht jedoch nur unter
optimalen Prozessierungsbedingungen. Um die Bildung von ,,Ghosts* durch hypotone Lyse
zu vermeiden, ist es erforderlich, dass vor der in-line Prozessierung keine Durchmischung der

Vollblutprobe mit der wéssrigen mobilen Phase erfolgt.

Ergebnis der durchgefiihrten Untersuchungen ist, dass eine durch Luftpolster-segmentierte
Probe beim Injektionsvorgang nicht mit der mobilen Phase durchmischt wird. Dadurch wird —
neben einer Verdiinnung der Probe- die Bildung von ,,Ghosts* durch eine hypotone Lyse
vermieden. Das Volumen an Luft zwischen Losemittel und Probe bestimmt ebenfalls die
Durchmischung beider Medien. Zu den besten Resultaten fiihrten eine sehr langsame
Aufziehgeschwindigkeit und ein Luftvolumen von jeweils SuL. Dieses Volumen entspricht

bei Verwendung einer Kapillaren mit einem Innendurchmesser von 0,5mm ca. 0,5cm.
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3.3.2 Beschreibung der In-line Prozessierung von Vollblutproben

Die in-line Prozessierung von antikoagulierten Vollblutproben wurde eingehend von
Milojkovi¢ beschrieben [7]. Fiir die in dieser Arbeit angewendete in-line Prozessierung
wurden alle VerfahrensgroBen libernommen. Fiir Mischungen aus Vollblut und Internem
Standard sind die Parameter in Tabelle 7 aufgefiihrt. Beispielsweise betrigt die optimale
Beheizungszeit (thea) €iner Vollblutprobe mit 2,5 vol% DMSO als organischer Modifier 13
Sekunden. Der entsprechende Fluss, der dafiir eingestellt werden muss, berechnet sich aus
dem Volumen der beheizten Edelstahlkapillare und der erwiinschten Beheizungszeit (siche

Abbildung 36). In diesem Falle betrigt er 270uL/min.

Tabelle 7: Prozessparameter relevanter Probenmischungen und entsprechende Flussraten aus [7].

theat eI 75°C Flussrate [uL/min]
Vollblut 16 220
Mischung 1 : Vollblut / AB-Plasma / ACN (50/45/5, viv/v) 6 590
Mischung 2 : Vollblut / DMSO (97,5/2,5, v/viv) 13 270

Volumen beheizte Kapillare [uL]
Flussrate [uL/min] = x 60
t, ot [SEC]

Abbildung 36: Formel zur Berechnung der Flussrate fiir eine in-line Prozessierung. Allgemeingiiltig fiir
die Prozessierung einer Vollblutprobe bzw. eine Vollblutprobenmischung in der beheizten

Edelstahlkapillare [7].
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3.3.3 Entwicklung und Kopplung einer Methode zur Aufberei-
tung einer Prozessierten Vollblutprobe (CDB) mittels on-
line SPE

Die Probenaufbereitung hat entscheidenden Einfluss auf die Sensitivitit, die
Reproduzierbarkeit oder den Durchsatz eines analytischen Systems. Ein Schwerpunkt dieser
Arbeit war die Entwicklung eines SPE-Verfahrens fiir die Aufreinigung einer Vollblutprobe.
Dieses Verfahren hat im Wesentlichen drei Ziele: (1.) die Entfernung von Proteinen, welches
die analytische Saule kontaminieren; (2.) die Abtrennung weiterer Matrixbestandteile wie
(Phospho-)Lipide, die Suppression oder Verstarkung der Ionisation verursachen konnen; (3.)

die Aufkonzentrierung der Analyte zur Steigerung der Sensitivitit der Methode.

In der Routineanalytik von Immunsuppressiva aus Vollblut erfolgt die Probenaufbereitung
iiber eine Proteinprizipitation. Der Uberstand des Prizipitats wird anschlieBend zusitzlich
iiber eine Oasis® HLB-SPE-Siule mittels Sdulenschaltung aufgereinigt. Bei diesem Verfahren
werden starke Matrixeffekte mit Hilfe der Nachsauleninfusionstechnik nachgewiesen. Fiir die
komplexeren Anforderungen, wie die Bestimmung aus Vollblut mit integrierter in-line
Prozessierung, ist das Routineverfahren daher nicht selektiv und robust genug. Ziel war es
deshalb, eine Beseitigung potentiell interferierender Matrixbestandteile zu erreichen. Damit
wird eine ungestorte Trennung und Quantifizierung der Analyte garantiert. Ergebnis ist eine
Methode mit einer multidimensionalen Probenaufbereitung {iber mehrere SPE-Sdulen-
materialien. Dies wurde mit Hilfe von Sdulenschaltungen erreicht. Eine solche multidimen-
sionale Probenautbereitung konnte bereits frither fiir basische Arzneistoffe aus Plasma und

Urin ausgearbeitet werden [80, 145].

3.3.3.1 Auswahl geeigneter SPE- Sorbentien und mobiler Phasen

Die SPE-Sorbentien wurden so gewihlt, dass eine Analysenplattform fiir alle derzeit
applizierten Immunsuppressiva entwickelt werden konnte. Die Elutionskraft der Beladungs-

bzw. Waschlosemittel fiir jedes SPE-Material wurden so gewdhlt, dass Interferenzen
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moglichst ohne Verlust der Zielanalyte abgetrennt werden. Gleichzeitig sollte die Stirke des
Losemittels fiir die Elution von der jeweiligen SPE-Séule / Kartusche so gering sein, dass nur
die Zielanalyte transferiert werden. Der pH-Wert wurde gegebenenfalls so eingestellt, dass die
Analyte moglichst quantitativ reteniert werden. Die Desorption der Zielanalyte wird dann

durch Verdnderung des pH-Wertes erreicht.

3.3.3.2 Bestimmung von KenngrofRen fur die Aufreinigung von biologischen

Matrices

Fiir die Programmierung des Aufbereitungsschrittes einer CDB-Probe mit Hilfe einer on-line
Sdulenschaltung, erfolgte die Bestimmung und Berechnung der Kenngréfen in Anlehnung an
Major et al. (siche Kapitel 2.2.1.3 Sdulenschalten (column switching)) [82]. Fiir die Program-
mierung des verwendeten Analysensystems werden jedoch die entsprechenden Volumina der
so bestimmten Kenngroflen benétigt. Dies sind die Durchbruchsvolumina (V) statt der
Durchbruchszeiten (ta) der Analyte, die Fraktionierungsvolumina (V) statt der Fraktio-
nierungszeiten der Matrix und die Elutionsvolumina (Vi) statt Elutionszeiten (tr) der Analyte.
Daher werden die ermittelten Zeiten in Volumina umgerechnet. Fiir die beschriebene MD-SPE

Plattform wurden die KenngrdfBen fiir alle SPE-Kartuschen separat bestimmt.

3.3.3.2.1 Bestimmung des Durchbruchsvolumens (Vg) der Analyten

Zur Ermittlung der Ventilschaltzeiten fiir die Probenaufbereitung mit Hilfe einer
Séulenschaltung muss u.a. das Durchbruchsvolumen der Analyte auf den Sdulenmaterialien
bestimmt werden. Die Bestimmung der Durchbruchszeit bzw. des Durchbruchsvolumens
erfolgt wie in Kapitel 2.2.1.3 beschrieben. Zur Bestimmung wird eine Standardlosung, die alle
untersuchten Analyte enthilt, injiziert und das Elutionsprofil aller Analyte mit einem

Massenspektrometer detektiert. Gemessen werden dabei gleichzeitig die Masseniibergédnge
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aller Analyten im MRM-Modus. Hierbei wird die hohe Selektivitidt des Massenspektrometers
ausgenutzt. Im Gegensatz dazu ist eine UV-Detektion nachteilig. Einige Zielanalyte besitzen
ihr Absorptionsmaximum in einem Wellenldngenbereich, der stark durch Eigenabsorption der
Losemittel beeinflusst wird. Beispielsweise liegt der ,,UV-cut-off** fiir Methanol bei 205nm.
Ciclosporin A und Tacrolimus besitzen ihr Adsorptionsmaximum unter 200nm. Everolimus
und Sirolimus besitzen dhnliche Absorptionsmaxima wie die Proteine. Das Absorptions-
maximum der Proteine wird bei der Bestimmung der Matrixfraktion (Fraktionierungs-
volumen) genutzt. In diesem Fall kann der Detektor nicht zwischen Analyt und Matrix
unterscheiden. Die Differenzierung zwischen Analyt- und Matrixfraktion in einer
Patientenprobe ist daher mit einem UV-Detektor erschwert. Fiir die Bestimmung der
Durchbruchszeiten wird jeweils der gleiche Eluent verwendet, der spéter auch fiir die

Bestimmung des Fraktionierungsvolumens verwendet wird.

Bestimmung des Durchbruchsvolumens (V) auf der ersten SPE-Kartusche

Abbildung 37 zeigt ein reprisentatives Durchbruchsprofil der Immunsuppressiva und deren
Internen Standards beispielhaft auf einer LiChrospher® ADS RP4-Kartusche, gemessen mit
einem Massenspektrometer. Da diese stationdre Phase / Kartusche bisher nicht kommerziell
angeboten wird, wurde diese in einer Sonderanfertigung der Firma Spark Holland in das
verwendete Kartuschenformat gepackt. Das Chromatogramm weist eine gleichmiBige
Basislinie liber den gesamten Mefzeitraum auf. Da kein Signal detektiert werden konnte, ist
bewiesen, dass unter diesen Bedingungen kein Analyt von der Kartusche eluiert wird.
Ebenfalls wurden eine HySphere C2-, eine HySphere C8-, eine HySphere C8 EC-SE-, eine
HySphere C18- und eine Oasis® HLB Kartusche, alle mit denselben Dimensionen, getestet.
Alle genannten Kartuschen zeigen Durchbruchsprofile, die nur aus Basislinien bestehen (nicht
gezeigt). Daraus ergeben sich auf allen getesteten Materialien Durchbruchsvolumina von

mindestens 90mL.
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Abbildung 37: Bestimmung des Durchbruchsvolumens auf der ersten SPE-Kartusche. Probe: Standard-
losung der untersuchten Immunsuppressiva inklusive der Internen Standards; Konzen-
tration 100ng/mL pro Analyt; Injektionsvolumen: 25pL; SPE-Kartusche: LiChrospher®
ADS RP4 (10x2mm); mobile Phase: Wasser/Acetonitril (95/5, v/v); Fluss: 3mL/min; MS-
Detektion: MRM aller Analyte und der Internen Standards.

Bestimmung des Durchbruchsvolumes (V) auf der zweiten SPE-Kartusche

Abbildung 38 zeigt das Durchbruchsprofil der Immunsuppressiva und der Internen Standards
auf einer ProntoSil PLR-Kartusche, gemessen mit einem Massenspektrometer. Diese zweite
Kartusche ist hinter und damit zeitlich nach die LiChrospher® ADS RP4-Kartusche geschaltet.
Auch dieses Material wird nicht kommerziell im Kartuschenformat angeboten. Diese
stationdre Phase wurde ebenfalls als Sonderanfertigung der Firma Spark Holland in das
verwendete Kartuschenformat gepackt. Das Chromatogramm weist eine gleichmifBige
Basislinie liber den gesamten MeBzeitraum auf. Da kein Signal detektiert werden konnte, ist
ebenfalls bewiesen, dass unter diesen Bedingungen kein Analyt von der Kartusche eluiert
wird. Der Start der Fraktionierung auf der zweiten Kartusche ist nicht identisch mit dem Start
des Chromatogramms. Der eigentliche Start ist nicht erkennbar und liegt bei ca. 8 Minuten.

Daraus ergibt sich ein Durchbruchsvolumen von mindestens 66mL.
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Abbildung 38: Bestimmung des Durchbruchsvolumens auf der zweiten SPE-Kartusche. Probe: Standard-
losung der untersuchten Immunsuppressiva inklusive der Internen Standards; Konzen-
tration 100ng/mL pro Analyt; Injektionsvolumen: 25uL; SPE-Kartusche: ProntoSil PLR
(10x2mm); mobile Phase: Methanol/10mmol Ammoniumformiatlésung mit pH=2,8 (20/80,
v/v); Fluss: 3mL/min; MS-Detektion: MRM aller Analyte und der Internen Standards; die
Probe wurde zuvor auf einer LiChrospher® ADS RP4-Kartusche (10x2mm) fraktioniert

(Parameter siche Anhang 9, Teilschritt 1).

Bestimmung des Durchbruchsvolumes (V) auf der dritten SPE-Kartusche

Abbildung 39 zeigt das Durchbruchsprofil der Immunsuppressiva und der Internen Standards
auf einer Oasis® MCX-Kartusche, gemessen mit einem Massenspektrometer. Die

Bestimmung erfolgt zeitlich nach vollstandiger Fraktionierung auf der LiChrospher® ADS
RP4- und der ProntoSil PLR-Kartusche.

Das Chromatogramm weist eine gleichméfige Basislinie liber den gesamten Mefzeitraum
auf. Unter den genannten Bedingungen wird demnach kein Analyt von der Kartusche eluiert.
Der Start der Fraktionierung beginnt bei ca. vier Minuten nach Beginn der Detektion. Daraus

ergibt sich ein Durchbruchsvolumen von mindestens 26mL.
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Abbildung 39: Bestimmung des Durchbruchsvolumens auf der dritten SPE-Kartusche. Probe: Standard-
losung der untersuchten Immunsuppressiva inklusive der Internen Standards; Konzentra-
tion 100ng/mL pro Analyt; Injektionsvolumen: 25uL; SPE-Kartusche: Oasis® MCX
(10x2mm); mobile Phase: 20/80 Methanol/10mmol Ammoniumformiatlosung mit pH=2,8
(v/v); Fluss: 1mL/min; MS-Detektion: MRM aller Analyte und der Internen Standards; die
Probe wurde zuvor auf einer LiChmspher® ADS RP4-Kartusche (10x2mm) und auf einer
ProntoSil PLR-Kartusche (10x2mm) fraktioniert (Parameter siche Anhang 9, Teilschritte
1-4).

Fiir die dritte Kartusche wurden SPE-Materialien untersucht, welche zum einen die nieder-
molekulare Matrixfraktion eliminieren bzw. verringern, zum anderen aber auch die Analyte
extrahieren. Deshalb wurden Materialien getestet, die orthogonal zu den Trennmechanismen
der ersten Kartusche sind. Dafiir sind Kationenaustauscher bzw. ,, mixed-mode‘ Materialien
besonders geeignet. Auch HILIC-Materialien wurden untersucht. Beide getesteten HILIC-
Materialien, Strata NH, und Strata Si-1 Silica der Firma Phenomenex, zeigten bei der Matrix
CDB jedoch keinen weiteren Abreicherungseffekt. Zur optimalen Wahl des Kationen-
austauschers wurden die pKa-Werte der Immunsuppressiva aus der Literatur herangezogen.
Es konnten jedoch nur Néherungswerte mit Hilfe einschldgiger Berechnungssoftware ermittelt

werden. Die Berechnungsergebnisse sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.
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Tabelle 8: pKA-Werte der untersuchten Immunsuppressiva [270].

pKA Bemerkung
Tacrolimus 9,97 £ 0,70
Ascomycin 9,97 +0,70
Sirolimus 10,40+ 0,70
Everolimus 10,40 £ 0,70
Desmethoxysirolimus 10,40 £ 0,70
Ciclosporin A k. A. nach Bestimmung auf einer C18 Saule wahrscheinlich > 10,4
Ciclosporin D k. A. nach Bestimmung auf einer C18 Sé&ule wahrscheinlich > 10,4

Die errechneten pKa-Werte liegen im Grenzbereich der Nutzung von schwachen bzw. starken
Kationenaustauschern. Mit den vom Kartuschen-Hersteller empfohlenen Losemitteln konnten
die Immunsuppressiva auf den ,,mixed-mode* Materialien nicht extrahiert werden. Die Probe
wurde daher mit Hilfe der mobilen Phase stark angesduert und gepuffert. Obwohl bereits von
Buech et al. fiir Sirolimus beschrieben wurde, dass diese Substanz im pH-Bereich von 1-10
keine ionisierbaren funktionellen Gruppen aufweist [271], konnten alle Analyte mit dem

Eluenten L3 [Methanol/10mmol Ammoniumformiatlosung mit einem pH-Wert von 2,8

(20/80, v/v)] auf einer Oasis® MCX-Kartusche extrahiert werden.

Tabelle 9 zeigt die Zusammenstellung aller ermittelten Durchbruchszeiten und die daraus

berechneten Volumina auf den einzelnen SPE-Kartuschen.

Tabelle 9: Zusammenfassung der Ergebnisse: Durchbruchszeiten und die daraus berechneten Durch-

bruchsvolumina. Untersuchung der Imnmunsuppressiva und der Internen Standards auf

verschiedenen SPE-Materialien in Abhiingigkeit von mobiler Phase und Fluss.

. . Fluss
mobile Phase ta [min] [mL/min] Vg [mL]
1. SPE - Kartusche : LiChrospher® ADS C4 Wasser / ACN (95/5, v/v) > 30 3 >90
1. SPE - Kartusche : HySphere C2 Wasser / ACN (95/5, v/v) >30 3 >90
1. SPE - Kartusche : HySphere C8 Wasser / ACN (95/5, v/v) >30 3 >90
1. SPE - Kartusche : HySphere C8 EC-SE Wasser / ACN (95/5, viv) >30 3 >90
1. SPE - Kartusche : HySphere C18 Wasser / ACN (95/5, v/v) >30 3 >90
1. SPE - Kartusche : Oasis® HLB Wasser / ACN (95/5, v/v) > 30 3 >90
2. SPE - Kartusche : Prontosil C30 MeOH / NH,formiat, pH = 2,8 (20/80, v/v) > 22 3 > 66
3. SPE - Kartusche : Oasis® MCX MeOH / NH formiat, pH = 2,8 (20/80, v/v) > 26 1 > 26

Die ermittelten Durchbruchsvolumina auf allen Kartuschen sind so hoch, dass eine ausrei-

chende Fraktionierung auf jedem getesteten Material moglich ist.
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3.3.3.2.2 Bestimmung der Fraktionierungsvolumina (Vg) der Probenmatrix

Zur Ermittlung der Ventilschaltzeiten fiir die Probenaufbereitung mit Hilfe einer Sdulenschal-
tung muss das Fraktionierungsvolumen der Analyte auf den SPE-Packungsmaterialien
bestimmt werden. Die Bestimmung der Fraktionierungszeit bzw. des Fraktionierungs-
volumens erfolgt wie in Kapitel 2.2.1.3 beschrieben. Die Bestimmung geschieht mit
demselben instrumentellen Aufbau, mit dem bereits die Bestimmung des Durchbruchs-
volumens durchgefiihrt wurde. Im Gegensatz zur Bestimmung des Durchbruchsvolumens
wird fiir diese Untersuchungen jedoch eine analytfreie Matrixprobe injiziert und das
Elutionsprofil von Matrixsubstanzen detektiert. Auch hierbei wird in der Regel die hohe
Selektivitdt des Massenspektrometers ausgenutzt. Gemessen werden dabei gleichzeitig die
Masseniibergdnge aller Analyte im MRM-Modus. Bei der stark Matrix-belasteten priméren
Probe (CDB) wird das Fraktionierungsvolumen auf der ersten SPE-Kartusche mittels UV-
Detektion bestimmt. Fiir die Bestimmung der Fraktionierungsvolumina wird jeweils der
gleiche Eluent verwendet, der bereits zuvor fiir die Bestimmung des Durchbruchsvolumens

verwendet wurde.

Bestimmung des Fraktionierungsvolumens (Vy) auf der ersten SPE-Kartusche

Das Massenspektrometer wurde fiir die Bestimmung der Fraktionierungszeit (ty) auf der
ersten SPE-Kartusche durch einen UV-Detektor ersetzt. Aus Vorversuchen folgt, dass das
Héamoglobin unter den gegebenen chromatographischen Bedingungen erst nach der
Hauptfraktion der Proteine eluiert wird. Die Messung erfolgte deshalb beim Absorptions-
maximum fiir Himoglobin (430nm). So kann sichergestellt werden, dass schon auf der ersten

Kartusche so viel Matrix wie mdglich abgereichert wird.

Die Bestimmung erfolgte durch Injektion einer unbehandelten Matrixprobe (CDB) auf die
erste SPE-Kartusche. Getestet wurden eine LiChrospher” ADS RP4-, eine HySphere C2-,
eine HySphere C8-, eine HySphere C8 EC-SE-, eine HySphere C18- und eine Oasis® HLB

Kartusche, alle mit den Dimensionen 10x2mm.

Abbildung 40 zeigt die Uberlagerung reprisentativer Elutionsprofile der makromolekularen

Matrixbestandteile einer CDB-Probe auf allen getesteten SPE-Materialien. Nach ca. einer
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Minute erreicht das UV-Signal bei 430nm wieder die Ausgangsintensitdt. Danach wird kein
Hamoglobin mehr detektiert. Unter den gegebenen Bedingungen kann daher abgeleitet
werden, dass die Matrix einer CDB-Probe auf allen getesteten SPE-Materialien innerhalb
einer Minute vollstindig fraktioniert wird. Das orangefarbene Profil der LiChrospher® ADS
RP4-Kartusche erreicht im Vergleich zu den anderen Kartuschen die Basislinie frither. Auf
diesem Material ist demnach eine etwas kiirzere Fraktionierungszeit erforderlich. Das

Fraktionierungsvolumen berechnet sich auf 3mL.
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Abbildung 40: Ergebnis der Bestimmung des Fraktionierungsvolumens auf verschiedenen SPE-Kartu-
schen. Probe: off-line hergestelltes CDB; Injektionsvolumen: 25uL; SPE-Kartuschen:
HySphere C2 (10x2mm), HySphere C8 (10x2mm), HySphere C8 EC-SE (10x2mm),
HySphere C18 (10x2mm), Oasis® HLB (10x2mm), LiChrospher® ADS RP4 (10x2mm);
mobile Phase: Wasser/Acetonitril (95/5, v/v); Flussrate: 3mL/min; UV-Detektion: 430nm.

Der verwendete Eluent L1 [Wasser/Acetonitril (95/5, v/v)] entspricht dem Eluenten, der auch
bei der Bestimmung der Durchbruchszeit verwendet wurde. Dieser Eluent wurde bewusst so
gewdhlt, da er bei der Anwendung in der Umkehrphasenchromatographie nur schwache
Elutionskraft besitzt. Durch den geringen Zusatz von Acetonitril wird sichergestellt, dass die
Analyte zwar aus ihren Proteinbindungen freigesetzt werden, es jedoch zu keiner
Proteinprizipitation kommt. Die Aufnahme des Elutionsprofils der makromolekularen
Probenmatrix erfolgt mit einer mdglichst hohen Flussrate, da das GroBenausschlussprinzip bei
den Copolymer-Materialien erst bei hoheren Flussraten einsetzt. Gleichzeitig wurde bei der

Methodenentwicklung immer auch der Zeitfaktor berticksichtigt.
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Zur Optimierung der Fraktionierung auf der ersten Kartusche wurde in einem zweiten
Versuchsaufbau untersucht, ob nach der Hdmoglobinfraktion noch (Phospho-)Lipide eluiert
werden. Dazu wurde der UV-Detektor durch ein Massenspektrometer ersetzt. Die Detektion
der Phospholipide erfolgte mit der Methode nach Little et al. [141]. Dafiir wurde die MRM-
Methode der Modellanalyte und der Internen Standards um einen weiteren, fiir (Phospho-)
Lipide spezifischen Masseniibergang (MRM: m/z184—m/z184), erweitert. Die gleiche
Versuchsreihe wurde mit dem abgednderten instrumentellen Aufbau noch einmal
durchgefiihrt. Zur Entlastung des Massenspektrometers wurden die ersten 3mL des Eluats, das

die Himoglobinfraktion beinhaltet, in den Abfall gespiilt.

Eine wesentliche Erkenntnis dieser Untersuchungen war, dass sich eine Elution an (Phospho-
)-Lipiden mit dem Fraktionierungseluenten L1 [Wasser/Acetonitril (95/5, v/v)] zeigte. Diese
Fraktion an (Phospho-)Lipiden ist daher hydrophil einzustufen. Phospholipide dieser
Kategorie konnen bekanntermaflen zu Matrixeftekten kurz nach dem Injektionssignal fiihren.
Da jedoch das Durchbruchsvolumen der Zielanalyte unter den gegebenen Bedingungen auf
der gleichen SPE-Kartusche sehr hoch ist, ist eine Fraktionierung der hydrophilen (Phospho-)-
Lipide moglich. Infolgedessen wurde dafiir auf der ersten SPE-Kartusche ein zusétzlicher
Waschschritt eingebaut. Dafiir wurde der Anteil an Acetonitril auf 25% erhoht und so die
Elution dieser (Phospho-)Lipidfraktion erreicht. Eine gute Abreicherung wurde mit

mindestens 6mL einer Mischung aus Wasser/Acetonitril (75/25, v/v) erzielt.

Bestimmung des Fraktionierungsvolumens (Vr) auf der zweiten SPE-Kartusche

Die Bestimmung der Fraktionierungszeit (ty) auf der zweiten SPE-Kartusche erfolgt wie in
Kapitel 2.2.1.3 beschrieben. Dafiir wird ein Massenspektrometer verwendet. Detektiert
werden die MRM-Uberginge der Immunsuppressiva inklusive der Internen Standards sowie
der (Phospho)-Lipide. Letztere werden mit einem fiir diese Verbindungen selektiven
Masseniibergang (MRM: m/z184—m/z184) detektiert. Die Bestimmung erfolgt durch
Injektion einer unbehandelten Matrixprobe auf die erste SPE-Kartusche (LiChrospher” ADS
RP4). Nach vollstindiger Fraktionierung auf der ersten Kartusche wird das Fraktionierungs-
profil auf der nachgeschalteten zweiten Kartusche (ProntoSil PLR-Material) untersucht. Die
Fraktionierung auf der zweiten Kartusche findet mit einem Eluenten niedrigerer Elutionskraft

statt als der Eluent besitzt, mit dem die erste Kartusche gewaschen wird. Das ProntoSil PLR
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Material, wie auch das LiChrospher® ADS RP4 Material sind Umkehrphasen. Daher erfolgt
auf der zweiten Kartusche unter diesen Bedingungen keine weitere Fraktionierung. Zweck des
Einbaus des ProntoSil PLR-Materials als zweite SPE-Kartusche war die Abtrennung
hydrophober (Phospho-)Lipidfraktionen von den Analyten. Die Retention der hydrophoben
(Phospho-)Lipide beruht auf der molekularen Formerkennung durch die stationédre Phase, d.h.

die PLR Alkylketten.

Abbildung 41 zeigt das Fraktionierungsprofil auf einer ProntoSil PLR-Kartusche, nachdem
die CDB-Probe bereits auf der LiChrospher® ADS RP4-Kartusche vorfraktioniert wurde. Das
Chromatogramm zeigt ein gleichmifiges Basissignal iiber den kompletten Detektions-
zeitraum. Dies bedeutet, dass es vorerst zu keiner weiteren Abreicherung der Matrix auf dem
ProntoSil PLR-SPE-Material kommt. Gleichzeitig bestétigt dieses Chromatogramm die
Vollstindigkeit der Fraktionierung auf der LiChrospher” ADS RP4-Kartusche.
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Abbildung 41: Bestimmung des Fraktionierungsvolumens auf der zweiten SPE-Kartusche. Probe: off-line
hergestelltes CDB; Injektionsvolumen: 25uL; SPE-Kartusche: ProntoSil PLR (20x2mm);
mobile Phase: Methanol/10mmol Ammoniumformiatlosung, pH=2,8 (20/80, v/v); Flussrate:
2,45SmL/min; MS-Detektion: MRM aller Analyte und der Internen Standards plus MRM
m/z 184—m/z 184; die Probe wurde zuvor auf einer LiChrospher® ADS RP4-Kartusche
(10x2mm) fraktioniert (Parameter siche Anhang 9, Teilschritt 1).

Bedingt durch den Transfer der Analyte von der LiChrospher® ADS RP4-Kartusche auf die
ProntoSil PLR-Kartusche kommt es auf der zuletzt genannten Kartusche gleichzeitig zu einer
3-miniitigen Fraktionierung. Dabei betrdgt das Fraktionierungsvolumen 7,35mL und setzt sich
aus dem Transferlosemittel der LiChrospher® ADS RP4-Kartusche [20vol.% Methanol] und

dem Losemittel zur in-line Verdiinnung [80vol.% 10mmol Ammoniumformiatldsung mit
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pH=2,8 (20/80, v/v)] zusammen. Da unter diesen Bedingungen jedoch keine weitere
Abreicherung der Matrix erfolgt, wird auf der ProntoSil PLR-Kartusche keine zusétzliche
Fraktionierungszeit benotigt. Das zusitzliche Fraktionierungsvolumen berechnet sich daher

ebenfalls auf null.

Bestimmung des Fraktionierungsvolumens (Vy) auf der dritten SPE-Kartusche

Die Bestimmung der Fraktionierungszeit (ty) auf der dritten SPE-Kartusche erfolgt wie in
Kapitel 2.2.1.3 beschrieben. Das Elutionsprofil der niedermolekularen Restmatrix wird mit
einem Massenspektrometer aufgenommen. Detektiert werden ebenfalls die MRM-Ubergiinge
der untersuchten Immunsuppressiva, der Interne Standards sowie der (Phospho)-Lipide. Die
Bestimmung erfolgt durch Injektion einer unbehandelten Matrixprobe (CDB) auf die erste
SPE-Kartusche. Nach vollstdndiger Fraktionierung auf der LiChrospher® ADS RP4- und der
ProntoSil PLR-Kartusche wird das Fraktionierungsprofil auf einer Oasis® MCX-Kartusche
untersucht. Die Fraktionierung auf dieser dritten Kartusche findet mit demselben Eluenten
statt, mit dem die Probe auf der die ProntoSil PLR-Kartusche vorfraktioniert wurde. Durch
den orthogonalen Retentionsmechanismus wird auf dieser Kartusche eine weitere Abreiche-

rung von niedermolekularen Matrixbestandteilen erwartet.

Abbildung 42 zeigt das Fraktionierungsprofil auf einer Oasis® MCX-Kartusche, nachdem die
Probe bereits auf der LiChrospher® ADS RP4- und der ProntoSil PLR-Kartusche
vorfraktioniert wurde. Das Chromatogramm zeigt ein gleichméBiges Signal {iber den

kompletten Detektionszeitraum.

Bedingt durch den Transfer der Analyte von der ProntoSil PLR-Kartusche auf die Oasis®
MCX-Kartusche kommt es auf der zuletzt genannten Kartusche gleichzeitig zu einer
3-miniitigen Fraktionierung. Dabei betrdgt das Fraktionierungsvolumen 6mL und setzt sich
aus dem Transferldsemittel der LiChrospher® ADS RP4-Kartusche [25vol.% Methanol/-
10mmol Ammoniumformiatlosung mit pH=2,8 (75/25, v/v)] und dem Loésemittel zur in-line
Verdiinnung [75vol.% 10mmol Ammoniumformiatlosung mit pH=2,8] zusammen. Unter
diesen Bedingungen wird auf der Oasis® MCX-Kartusche keine weiteren Abreicherung der
Matrix detektiert. Daher wird auf dieser Kartusche keine zusétzliche Fraktionierungszeit

benotigt. Das zusitzliche Fraktionierungsvolumen berechnet sich daher ebenfalls auf null.
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Abbildung 42: Bestimmung des Fraktionierungsvolumens auf der dritten SPE-Kartusche. Probe: off-line
hergestelltes CDB; Injektionsvolumen: 25uL; SPE-Kartusche: Oasis® MCX, 10x1mm;
mobile Phase: Methanol/10mmol Ammoniumformiatlosung, pH=2,8 (80/20, v/v); Flussrate:
ImL/min; MS-Detektion: MRM aller Immunsuppressiva und der Internen Standards
sowie MRM m/z 184—m/z 184 (Phospholipide); die Probe wurde zuvor auf einer LiChros-
pher® ADS RP4-Kartusche (10x2mm) und auf einer ProntoSil PLR-Kartusche (10x2mm),
fraktioniert (Parameter sieche Anhang 9, Teilschritt 1-5).

Auf der dritten SPE-Kartusche wird eine Abreicherung der Matrix beziiglich ihrer
niedermolekularen anionischen und neutralen Bestandteile erwartet. Diese Abreicherung
konnte mit dem verwendeten Versuchsaufbau nicht gezeigt werden. Die Notwendigkeit dieser
Kartusche fiir eine storungsfreie Analyse von Immunsuppressiva in CDB konnte aber in

weiterfilhrenden Untersuchungen gezeigt werden (siche Kapitel 3.4.6).

Bei der Methodenentwicklung wurde darauf geachtet, dass sowohl makromolekulare als auch
niedermolekulare Matrixbestandteile abgereichert werden. Bei der Analytik von Arzneistoffen
aus Plasma, Serum und Urin wurde gezeigt, dass sich auch niedermolekulare Probenbestand-

teile negativ auf die Analyse auswirken konnen und daher abgetrennt werden miissen [80].

Tabelle 10 zeigt die Zusammenstellung aller ermittelten Fraktionierungszeiten und die daraus

berechneten Fraktionierungsvolumina.
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Tabelle 10: Fraktionierungszeiten fiir die untersuchte Matrix CDB auf den einzelnen SPE-Kartuschen in

Abhéngigkeit von mobiler Phase und Fluss und die daraus berechneten Fraktionierungsvolu-

mina.
mobile Phase tw [min] Fluss Vg [mL]
M [mL/min] F
1. SPE - Kartusche : LiChrospher® ADS C4 Wasser / ACN (95/5, viv) 1 3 3
1. SPE - Kartusche : HySphere C2 Wasser / ACN (95/5, viv) 1 3 3
1. SPE - Kartusche : HySphere C8 Wasser / ACN (95/5, viv) 1 3 3
1. SPE - Kartusche : HySphere C8 EC-SE Wasser / ACN (95/5, v/v) 1 3 3
1. SPE - Kartusche : HySphere C18 Wasser / ACN (95/5, v/v) 1 3 3
1. SPE - Kartusche : Oasis® HLB Wasser / ACN (95/5, v/v) 1 3 3
2. SPE - Kartusche : Prontosil C30 MeOH / NH,formiat, pH = 2,8 (20/80, v/v) 0 3 0
3. SPE - Kartusche : Oasis® MCX MeOH / NH,formiat, pH = 2,8 (20/80, v/v) 0 1 0

Die ermittelten Fraktionierungsvolumina auf der ersten und dritten Kartusche sind wesentlich
kleiner als die korrespondierenden Durchbruchsvolumina. Sie erfiillen demnach alle Bedin-

gungen von Major et al. [272].

3.3.3.2.3 Bestimmung des Elutionsvolumens (Ve) der Analyten von der SPE-

Kartusche

Zur Ermittlung der Ventilschaltzeiten fiir die Aufbereitung einer CDB Probe mit Hilfe einer
Séulenschaltung muss u.a. das Elutionsvolumen der Analyte auf den S&dulenmaterialien
bestimmt werden. Die Bestimmung der Elutionszeit bzw. des Elutionsvolumens erfolgt wie in
Kapitel 2.2.1.3 beschrieben. Zur Bestimmung erfolgt die Injektion einer Standardlosung, die
alle untersuchten Analyten enthdlt. Im Anschluss daran wird das Elutionsprofil aller Analyte
mit einem Massenspektrometer detektiert. Gemessen werden dabei gleichzeitig die
Masseniibergdnge aller Analyten im MRM-Modus. Hierbei wird wiederum die hohe
Selektivitit des Massenspektrometers ausgenutzt. Fiir die Bestimmung der Transferzeiten
wird im Vergleich zur Bestimmung von Durchbruchs- und Fraktionierungszeiten jeweils ein
Eluent mit hoherer Elutionskraft verwendet. So kann die Elution der Analyte in einem

kiirzeren Zeitraum erfolgen.
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Bestimmung des Elutionsvolumens (V) auf der ersten SPE-Kartusche

Abbildung 43 zeigt ein reprdsentatives Elutionsprofil aller untersuchten Analyte und der
Internen Standards beispielhaft auf einer LiChrospher® ADS RP4-Kartusche, gemessen mit
einem Massenspektrometer. Die injizierte Probe wurde zuvor auf derselben Kartusche
fraktioniert und gewaschen. Das Chromatogramm zeigt ein scharfes Signal zwischen 3,6 und
4,2 Minuten. Der Beginn der Detektion korrespondiert nicht mit dem Start der Analyse.
Dieser liegt bei ca. 3,5 Minuten. Daraus ergibt sich eine Elution innerhalb kurzer Zeit. Es
ergibt sich ein Elutionsvolumen von 1,8mL. In der Aufgliederung in die einzelnen Spuren

wird die Elution jedes einzelnen Analyten bzw. der Internen Standards deutlich.
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Abbildung 43: Bestimmung des Elutionsvolumens auf der ersten SPE-Kartusche. Probe: Standardlosung
der untersuchten Immunsuppressiva inklusive der Internen Standards; Konzentration
100ng/mL pro Analyt; Injektionsvolumen: 25uL; SPE-Kartusche: LiChrospher® ADS RP4
(10x2mm); mobile Phase: Methanol; Flussrate: 0,SmL/min; MS-Detektion: MRM aller
Analyte und der Internen Standards; die Probe wurde zuvor auf derselben Kartusche

(10x2mm), fraktioniert (Parameter siche Anhang 9, Teilschritt 1).

Alle Analyten werden erwartungsgemall mit Methanol quantitativ desorbiert, weil sie sich gut

in Methanol 16sen [270].

Bestimmung des Elutionsvolumens (Vi) auf der zweiten SPE-Kartusche

Abbildung 44 zeigt repriasentativ Elutionsprofile einer Standardlosung aller Immun-
suppressiva und der Internen Standards (griin dargestellte Chromatogramme) und einer CDB-

Matrixprobe (rot dargestellte Chromatogramme) von einer ProntoSil PLR-Kartusche
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(10x2mm), gemessen mit einem Massenspektrometer. Gemessen werden dabei gleichzeitig
die Masseniibergidnge aller Analyten und der Internen Standards im MRM-Modus. Die
Detektion der Matrix erfolgt iiber einen fiir die (Phospho-)Lipide selektiven Masseniibergang.
Da es sich an dieser Stelle bereits um einen Folgeschritt in der Gesamtanalyse handelt, wurde
die Probe bereits dem vollstindigen ersten Teilschritt unterzogen. Dazu gehoren die
Fraktionierung und der Waschschritt auf der LiChrospher® ADS RP4 SPE-Kartusche, der
Transfer von dieser Kartusche sowie die Fraktionierung auf der zweiten Kartusche (ProntoSil
PLR-Kartusche) (Parameter siche Anhang 9, Teilschritt 1-5, im Anhang). Der Beginn der

Detektion korrespondiert mit dem Start der Elution auf der zweiten Kartusche.

Im oberen Teil von Abbildung 44 erfolgte die {ibereinanderliegende Darstellung des CDB-
Matrixchromatogramms und eines Chromatogramms einer Standardldsung aller untersuchten
Immunsuppressiva und der Internen Standards. Zur Elution wurde hier Methanol verwendet.
Das Chromatogramm der Analyte (griin) zeigt ein scharfes Signal innerhalb der ersten 0,2
Minuten. Dagegen zeigt das Chromatogramm der Matrix (rot) mehrere, im Vergleich zu den
Analyten, sehr gro3e Signale. Dieser Vorgang findet wihrend der ersten 3 Minuten statt. Die
Transferzeit der Analyten betrdgt 0,2min. Die Berechnung des Elutionsvolumen fiihrt zu

0,2mL.

Im unteren Teil wurden die entsprechenden Chromatogramme mit dem Ldsemittel L3
[Methanol/10mmol Ammoniumformiatlosung, pH=2,8 (75/25, v/v)] iibereinandergelegt. Hier
zeigt das Chromatogramm der Analyte (griin) ein Signal wéhrend der ersten zwei Minuten.
Das Chromatogramm der Matrix (rot) zeigt dagegen ein Signal zwischen 0,5 bis 1,5 Minuten
und ein schwicheres Signal zwischen 3 bis 5 Minuten. Mit dem Losemittel L3
[Methanol/10mmol Ammoniumformiatlosung, pH=2,8 (75/25, v/v)] betrdgt die Transferzeit

der Analyte 2 Minuten, das berechnete Elutionsvolumen 1,5 mL.
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Abbildung 44: Bestimmung des Elutionsvolumens auf der zweiten SPE-Kartusche. Probe (griine Chro-
matogramme): Standardlosung der untersuchten Immunsuppressiva inklusive der Inter-
nen Standards; Konzentration 100ng/mL pro Analyt; Matrix (rote Chromatogramme): off-
line CDB; Injektionsvolumen: 25uL; SPE-Kartusche: ProntoSil PLR (10x2mm); MS-
Detektion (griine Chromatogramme): MRM aller Analyte und der Internen Standards;
MS-Detektion (rote Chromatogramme): MRM aller Analyte und der Internen Standards
plus MRM m/z184 » m/z184; die Probe wurde zuvor auf einer LiChrospher® ADS RP4-
Kartusche (10x2mm) und auf derselben Kartusche (10x2mm), fraktioniert (Parameter
siche Anhang 9, Teilschritt 1-5).

(im oberen Teil) mobile Phase: Methanol; Flussrate: 1mL/min.
(im unteren Teil) mobile Phase: Methanol/10mmol Ammoniumformiatlésung mit pH=2,8

(75/25, v/v); Flussrate: 0,75SmL/min.

Bei Methanol als Losemittel zur Elution betrdgt die Transferzeit der Analyten nur 0,2
Minuten. Die Berechnung des Elutionsvolumens ergibt daher 0,2mL. Dabei werden jedoch
sehr viele (Phospho-)Lipide mit transferiert. Mit dem Ldsemittel L3 [Methanol/10mmol
Ammoniumformiatlosung, pH=2,8 (75/25, v/v)] betrdgt die Transferzeit dagegen 2 Minuten.
Beim Vergleich der Signalhéhen der Matrixchromatogramme wird jedoch deutlich, dass hier
viel weniger (Phospho-)Lipide mit transferiert werden. Das berechnete Elutionsvolumen

betrdgt jedoch 1mL.

In der Chromatographie sind scharfe Peaks mit entsprechender Signalhdhe von Vorteil. Die

Flache unter dem Peak entspricht der Menge der detektierten Substanz in der Probe. Durch
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Signalhohen- und Flachenquotienten wird das Mengenverhiltnis von Analyt zu Matrix

verdeutlicht.

Die Signalhohen und —flichen der Chromatogramme aus Abbildung 44 sind in Tabelle 11
zusammengestellt. Der Flachenquotient flir die Elution mit reinem Methanol betrdgt im
Bereich der ersten zwei Minuten 576. Das bedeutet, dass in einer Patientenprobe ca. um den
Faktor 576 mehr Matrixsubstanzen als untersuchte Analyte (Immunsupressiva und Interne
Standards) zu erwarten sind. Der Signalhohenquotient von Matrix und Analyt bei einer
Elution mit reinem Methanol liegt bei 23. Durch den groBen Signalhéhenunterschied
zwischen Matrix und Analyte, sind die Analyte im Vergleich zur Matrix deshalb nur bedingt

wahrnehmbar (Abbildung 44 oben).

Nach Optimierung des Losemittels und der Flussrate liegt der Signalhdhenquotient innerhalb
der ersten zwei Minuten von Matrix und Analyt bei einer Elution mit dem Losemittel L3
[Methanol/10mm Ammoniumformiatlosung, pH=2,8 (75/25, v/v)] nur noch bei 4. Der

Flachenquotient des transferierten Anteils liegt nun bei 3 (siche Abbildung 44 unten).

Tabelle 11: Signalhhen und —fléichen und ihre Quotienten. Berechnet fiir die Chromatogrammsignale aus

Abbildung 44 innerhalb der ersten zwei Minuten.

Signalhéhe Signalflache
. .. . . Quotient . Quotient
Elutionslésemittel Analyt Matrix Matrix / Analyt Analyt Matrix Matrix / Analyt
Methanol 2.400.000 55.300.000 23 64.331 37.031.366 576
Methanol / 10mmol
Ammoniumformiatlésung, 149.000 593.000 4 89.216 241.677 3

pH = 2,8 (75/25, vIv)

Mit dem mit Losemittel L3 [Methanol/10mmol Ammoniumformiatlésung, pH=2,8 (75/25,
v/v)] transferierten Volumen an Matrix und Analyt ergeben sich verbesserte Signalhohen und
Flachenquotienten. Der Signalhdhenquotient wurde um den Faktor 6 zugunsten der Analyte
versetzt, wiahrend der Fldchenquotient um den Faktor 192 zugunsten der Analyte verbessert
wurde. Besonders hervorzuheben ist an dieser Stelle der starke Abreinigungseffekt fiir die

(Phospho-)-Lipidmatrix, welcher mit diesem Losemittel erreicht wird.

Die Effizienz der (Phospho-)Lipidabreicherung kann durch den Vergleich ihrer Signalflichen
allein in den oben ermittelten Transfervolumina berechnet werden. Fiir die Elution mit reinem
Methanol ergibt sich fiir die (Phospho-)Lipide eine Fliche von 8.853.915 Einheiten im
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Transfervolumen von 0,2mL. Fiir die Elution mit dem Lodsemittel L3 [Methanol/10mm
Ammoniumformiatlosung, pH=2,8 (75/25, v/v)] ergibt sich eine Fliache von 1.148.576
Einheiten im Elutionsvolumen von 1,5mL. Die Abreicherungseftizienz der (Phospho-)Lipide

betragt damit ca. 90%.

Dieser Versuch bestétigt, dass die Analyse von Arzneistoffen aus Vollblut nicht nur durch
makromolekulare Matrixbestandteile wie Proteine gestort wird, sondern auch durch
niedermolekulare Matrixbestandteile wie (Phospho-)Lipide. Sie befinden sich in groBen
Mengen im Plasma. Aulerdem konnen sie bei der in-line Prozessierung aus Zellmembranen
freigesetzt werden. Phospholipide werden als Hauptursache fiir Matrixeffekte bei der Analyse

von biologischen Fliissigkeiten verantwortlich gemacht [135, 141].

Bestimmung des Elutionsvolumens (Vi) auf der dritten SPE-Kartusche

In der Abbildung 45 ist das Elutionsprofil aller untersuchten Analyte und der Internen
Standards auf der dritten SPE-Kartusche dargestellt. Die injizierte Probe durchlief vorher
bereits die ersten sieben Teilschritte der Analyse (Parameter siche Anhang). Bei der dritten
SPE-Kartusche handelt es sich um eine Oasis® MCX-Kartusche (10x2mm). Die Detektion

erfolgt auch hier massenspektrometrisch.

Aus der Abbildung ist zu entnehmen, dass das Signal nach 3,7 Minuten beginnt und nach 4,5
Minuten endet. Der Start der Detektion wurde bewusst weit vor dem erwarteten Signalbeginn
programmiert, um eine vollstdndige Signalaufnahme zu gewihrleisten. Die Differenz aus
Signalstart und —ende betrdgt 0,8 Minuten. Dabei handelt es sich um die Transfer- bzw.
Elutionszeit. Aus dieser Zeit ist das Elutionsvolumen zu berechnen. Es betrdgt 0,8mL. Aus der
Programmierung der Analyse ergibt sich ein Startpunkt der Elution bei 3,5 Minuten. Das
Totale Ionenchromatogramm (TIC) kann, wie die Abbildung zeigt, in die einzelnen
Masseniibergdnge aufgegliedert werden. Deutlich zu erkennen ist die Elution jedes Analyten

und der Internen Standards.
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Abbildung 45: Ergebnis der Bestimmung des Elutionsvolumens auf der dritten SPE-Kartusche. Probe:
Standardlésung der untersuchten Immunsuppressiva inklusive der Internen Standards;
Konzentration 100ng/mL pro Analyt; Injektionsvolumen: 25uL; SPE-Kartusche: Oasis®
MCX, 10x1mm; mobile Phase: Methanol/10mmol Ammoniumacetatlosung mit pH=2,8
(80/20, v/v); Flussrate: 0,1mL/min; MS-Detektion: MRM aller Analyte und der Internen
Standards; die Probe wurde zuvor auf einer LiChrospher® ADS RP4-Kartusche (10x2mm),
auf einer ProntoSil PLR-Kartusche (10x2mm) und auf derselben Kartusche (10x2mm),

fraktioniert und gewaschen (Parameter siche Anhang 9, Teilschritte 1-7).

Auch hier zeigt sich, dass alle Analyte erwartungsgemall mit Methanol quantitativ desorbiert
werden, weil sie sich gut in Methanol 16sen [270]. In der Tabelle 12 erfolgt die Zusammen-

fassung aller ermittelten Elutionszeiten und die daraus berechneten Elutionsvolumina.

Tabelle 12: Zusammenfassung der Ergebnisse beziiglich Elutionszeiten und Elutionsvolumina. Bestim-
mung der Elutionszeiten fiir die untersuchten Immunsuppressiva und der Internen Standards
auf den einzelnen SPE-Kartuschen in Abhiingigkeit von mobiler Phase und Fluss und die

daraus berechneten Elutionsvolumina.

. . Fluss
mobile Phase te [min] (mL/min] Vg [mL]
1. SPE - Kartusche : LiChrospher® ADS RP4 MeOH 0,8 1 0,8
2. SPE - Kartusche : ProntoSil C30 MeOH 0,2 1 0,2
MeOH / NH,formiat, pH = 2,8 (75/25, v/v) 2 0,75 1,5
3. SPE - Kartusche : Oasis® MCX MeOH / NH,formiat, pH = 2,8 (75/25, viv) 2 0,5 1
MeOH 0,8 1 0,8

Die ermittelten Elutionsvolumina auf der ersten und der dritten Kartusche sind gering und
eignen sich daher flir eine on-line Analyse. Die ldngere Elution der Analyte und der Internen

Standards von der zweiten Kartusche ist durch das verwendete Losemittel L3 bedingt. Dieses
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Losemittel wird jedoch zur Abtrennung von (Phospho-)Lipiden benétigt und die sich daraus

ergebende ldngere Analysenzeit ist daher notwendig.

3.3.3.3 Bestimmung der Ventilschaltzeiten

Die Ventilschaltzeiten der 6-Wege-Ventile des Symbiosis Pharma™ Systems (siche 3.2.3)
bestimmen den zeitlichen Ablauf der MD-SPE Methode. Sie werden aus den ermittelten
Zeiten fiir ta, ty und tr jeder Kartusche berechnet (Kapitel 2.2.1.3). Bei jeder Schaltzeit wird
im Normalfall ein Sicherheitsaufschlag hinzugerechnet, so dass eine quantitative Analyse
auch mit interindividuellen Schwankungen der Patientenproben moglich ist. Um die
Gesamtanalysenzeit zu beeinflussen, konnen die Ventilschaltzeiten und die Flussrate
eingestellt werden. Fiir eine Verkiirzung der Analysenzeit sind die Ventilschaltzeiten so friih
wie moglich bzw. die Flussrate so hoch wie moglich zu wihlen. Die Hohe der Flussrate ist

mit dem Riickdruck im System abzustimmen.

In Tabelle 13 erfolgt eine Zusammenstellung aller Ventilschaltzeiten fiir eine MD-SPE
Methode fiir Immunsuppressiva aus CDB. Zu entnehmen sind dariiber hinaus die rechne-

rischen =~ Zusammenhénge, mit denen die  Schaltzeiten  ermittelt  wurden.
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Mit Hilfe der in diesem Kapitel beschrieben multidimensionalen Festphasenextraktion (MD-
SPE) werden in einer CDB-Probe zuerst die makromolekularen Bestandteilen durch Grofen-
ausschlusschromatographie auf einer LiChrospher® ADS RP4 SPE-Kartusche abgetrennt.
Wihrend die Analyte noch durch den Umkehrphasenmechanismus extrahiert werden, werden
dariiber hinaus weitere hydrophilere Fraktionen an (Phospho-)Lipiden aus der Probe
gewaschen. Auf dem zweiten SPE-Material (ProntoSil PLR) wird durch selektive Elution der
Analyte die Fraktion der hydrophoberen (Phospho-)Lipide abgetrennt. Zuletzt wird die Probe
von hydrophilen und anionischen Verbindungen auf der dritten SPE-Kartusche, einem starken

Kationenaustauscher, befreit.

Eine ideale Probenaufbereitung ist schnell, akkurat, prézise und bendtigt nur wenig
Losemittel. Es gibt definierte Kriterien, mit denen eine hohe Sensitivitét bei bioanalytischen
Methoden erreicht werden kann. Dafiir ist u.a. eine gute Probenaufbereitung essentiell [56,
268]. Sie wird als Schliisselfaktor einer erfolgreichen Analyse bezeichnet [58]. Andere
Anforderungen an eine moderne Extraktionsmethode beinhalten einen hohen Durchsatz und
die Kompatibilitdt mit der weiteren Analysenmethode [273]. Dariiber hinaus wirken sich eine
leichte Handhabung und niedrige Materialkosten giinstig aus. Viele dieser Ziele kdnnen durch
eine Automatisierung aller analytischen Schritte von der Probenaufbereitung iiber den
Trennungs- bis hin zum Detektionsschritt erfiillt werden [274]. Fiir die Quantifizierung der
Analyte mit einer on-line Probenaufbereitung ist die Bestimmung der Ventilschaltzeiten von
besonderer Bedeutung. In diesem Kapitel wurde die Ermittlung aller notwendigen
KenngroBen fiir eine automatisierte Aufbereitung von CDB fiir die Bestimmung von
Immunsuppressiva beschrieben. In den folgenden Kapiteln erfolgt die entsprechende

Beschreibung fiir den Trennungs- und den Detektionsschritt.

3.3.4 Ermittlung einer POPLC-Segmentkombination fir den

analytischen Trennvorgang

Das Ziel einer chromatographischen Untersuchung ist die Trennung der Zielanalyte

untereinander zum Zweck ihrer selektiven Bestimmung. Bei einer bioanalytischen chromato-
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graphischen Untersuchung ist die zusétzliche Trennung der Analyte von interferierenden
Matrixsubstanzen erforderlich. Dariliber hinaus konnen in der Probe weitere Substanzen (z.B.
Metabolite) enthalten sein, die zu einer Beeinflussung der Quantifizierungsergebnisse fiihren.
Auch die Internen Standards kénnen durch ihre Ahnlichkeit zu den Analyten zur Verfilschung

der Ergebnisse fiihren.
In diesem Kapitel erfolgt daher die Beschreibung:

o der Trennung der Analyte von den interferierenden Matrixsubstanzen (z.B. Proteine

und (Phospho-)Lipide innerhalb der Analyse.

. der Trennung der Analyte von eigenen Interferenzen (Metabolite, Interne Standards,
usw.). Dies erfolgt am Beispiel eines Internen Standards, der isobar zu einem

Modellanalyten ist.

Innerhalb der Methodenentwicklung fiir einen vollautomatischen Analyseprozess mittels on-
line SPE-LC-MS/MS, hat die Entwicklung des Trennungsschrittes groflen Einfluss auf den
Erfolg. Eine gewissenhafte Trennung der Interferenzen fiihrt zu einer robusten hochsensitiven

LC-MS/MS-Methode.

3.3.4.1 Anforderungen und Ziele an den Trennvorgang

Die Trennung der Modellanalyte ist mit einigen chromatographischen Problemen verbunden.
Diese ergeben sich u. a. dadurch, dass zur Detektion ein Tandem-Massenspektrometer ver-
wendet wird. Zur Losung wurde die sogenannte Phasen-optimierte Fliissigkeitschromato-

graphie, abgekiirzt POPLC, verwendet.

Folgende Ziele ergaben sich fiir den Trennvorgang fiir Immunsuppressiva aus CDB mit Hilfe

einer on-line SPE-POPLC-MS/MS Analyse:
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1.  ein Ersatz einer Gradientenelution, sowohl fiir den Aufreinigungsschritt als auch fiir

den Trennungsschritt, durch einen isokratischen Elutionsmodus,
2. eine kurze Gesamtanalysenzeit,
3. ein hoher Anteil an organischem Modifier,
4.  eine ausreichende Trennung des Systempeaks vor der Elution des ersten Analyten,

5. eine Flussrate, die mit einem Elektrospray-lonisation Modus bei der Detektion

kompatibel ist,

6. eine ,,Basislinien“-Trennung von Ciclosporin A von seinem Internen Standard

Ciclosporin D,

7a. eine ungestorte Analyse, d.h. die Elution der Analyte auBlerhalb des Zeitfensters der

Ionensuppression oder

7b. eine ungestorte Analyse, d.h. Elimination aller interferierenden Matrixbestandteilen

und Elution der Analyte in einer moglichst kurzen Analysenszeit.

Abbildung 46 zeigt die geforderten Ziele fiir eine chromatographische Trennung schematisch:
Auf der unteren Zeitachse sind Teilschritte eines Analysenzyklusses zu sehen. Nach der
Fraktionierung erfolgt der Transfer der Analyte auf die analytische Séule. Dort kommt es zum
eigentlichen Trennungsvorgang. Wird ein Gradientenelutionsmodus gewdhlt, ist eine
Redquilibrierung der analytischen Sdule notwendig. Im mittleren Teil der Abbildung ist ein
typisches on-line Chromatogramm dargestellt. Ein Systempeak entsteht aufgrund der
Séulenschaltung. Danach kommt es zur Elution der einzelnen Analyte. Die Ziele sind
nummeriert und rot umrandet. Der isokratische Elutionsmodus, d.h. gleichbleibende
Losemittelzusammensetzung iiber den gesamten Analysenzyklus, ist am oberen Rand durch
die gerade Linie dargestellt. Das zweite Ziel, eine verkiirzte Analysenzeit zu erzielen, ist
durch den Wegfall des Reéquillibrierungsschritts moglich. Besteht die mobile Phase aus
einem hohen Anteil Organik (siche Balken am linken Rand), wird automatisch auch eine hohe
Ionisationsausbeute (siche Balken am rechten Rand) erzeugt. Die Nummer fiinf markiert die
Nutzung eines Flusses, der mit der massenspektrometrischen Detektion kompatibel ist. Ein
wichtiges Ziel ist die Trennung von Interferenzen wie beispielsweise Interne Standards mit
gleichen Masseniibergéingen wie die der Analyte. Dies ist durch die Nummer sechs
gekennzeichnet. Das siebte Ziel wird dadurch hervorgehoben, dass die Elution der Analyte

erst nach der Ionensuppression beginnt.
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Abbildung 46: Ziele einer POPLC-Trennung: 1. Isokratischer Elutionsmodus, 2. kurze Analysenzeit,
3. mobile Phase, die eine hohe Ionisationsausbeute erzielt, 4. ausreichende Trennung des
Systempeaks von der Elution der Zielanalyte (gestrichelte Linie), 5. MS-kompatible
Flussrate, 6. Trennung aller Zielanalyte von interferierenden Substanzen, 7a. Elution aller
Analyte aufierhalb des Zeitfensters der Ionensuppression (durchgezogene Linie) und 7b.
Eliminierung aller interferierender Matrixeffekte und Elution der Analyte in einer kurzen

Analysenzeit.

Bislang konnte eine Trennung von Immunsuppressiva nur mit Hilfe einer Gradientenelution
erreicht werden. Dabei wird im Laufe der Analyse der Anteil an organischem Modifier erhoht,
um auch fiir die zuletzt eluierenden Analyte eine ausreichend gute Peakform zu gewéhrleisten.
Wihrend der Redquilibrierung wird dann der Anteil an organischem Modifier wieder auf die
Ausgangskonzentration reduziert. Dieses Verfahren ist aufgrund des Redquilibrierungs-

schrittes sehr zeitaufwendig.

Bei der Analyse von Immunsuppressiva ist bekannt, dass die Trennung von Ciclosporin A und
D problematisch ist, denn Ammoniumaddukte von Ciclosporin A-Metaboliten sind teilweise
isobar zu Ciclosporin D. Isobar bedeutet, dass sie die gleiche Molekiilmasse haben. Sie sind
deshalb mit einem Massenspektrometer nicht trennbar. Das Signal fiir den Masseniibergang
von Ciclosporin D kann damit auch Metabolite von Ciclosporin A iiberlagern. Den Internen
Standard, in diesem Fall Ciclosporin D, der einer Analyse als Korrekturfaktor hinzugefiigt
wird, ist damit fehlerbehaftet. Werden Ciclosporin A und D jedoch chromatographisch

getrennt, werden im besten Fall beim Masseniibergang von Ciclosporin D zwei Signale
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erhalten. Davon steht eins fiir die Metabolite von Ciclosporin A zum Zeitpunkt, an dem

Ciclosporin A eluiert, und unabhingig davon steht das zweite Signal fiir Ciclosporin D selbst.

3.3.4.2 Bestimmung der POPLC-Segmentkombination fur den Trennvorgang

Kernstiick einer on-line SPE-LC-MS/MS Methode ist der analytische Trennvorgang. Als
analytische Sdule kommt in dieser Arbeit eine POPLC-Segmentkombination zum Einsatz. Die

Bestimmung der Zusammensetzung der Segmente erfolgt wie in Kapitel 2.2.2.2 beschrieben.

Im ersten Schritt wird die mobile Phase festgelegt, welche eine moglichst hohe
Ionisationsausbeute liefert. In diesem Zusammenhang wurde ein Methanol/Wasser-Gemisch
mit einem hohen methanolischen Anteil ausgewahlt. In einer separaten Versuchsreihe erfolgte
die Einstellung des Methanolgehaltes, der den Trennvorgang am besten unterstiitzt. Dafiir
muflte flir den =zuletzt eluierenden Analyten, in diesem Falle Ciclosporin A, ein
Retentionsfaktor von fiinf auf der stationdren Phase ProntoSil 100-5-C18 SH 2 (rot) erreicht
werden. Um die lonisation der Analyte in der Quelle des Massenspektrometers zu
begiinstigen, wurde der wéssrige Anteil der mobilen Phase mit Ammoniumacetat auf einen
leicht sauren pH-Wert eingestellt. Dariiber hinaus wird eine Verschleppung von potentiellen
hydrophoben (Phospho-)Lipiden in den nachsten Analysenzyklus entgegengewirkt. Chambers
et al. konnten zeigen, dass eher hydrophobe Dialkylphospholipide in der Umkehrphasen-
chromatographie bei hohen pH-Werten ldnger reteniert werden [267]. Ein weiterer positiver
Effekt des leicht saurem pH-Wertes ist, dass dadurch schérfere Peaks erzielt werden [1]. Die
ermittelte mobile Phase besteht damit aus Methanol/10mmol Ammoniumformiatlosung

(80/20, V/v).

Die mit dieser mobilen Phase in Kombination mit den finf stationdren Phasen des POPLC-

Kits ermittelten Retentionschromatogramme der einzelnen Analyte zeigt Abbildung 47.
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Abbildung 47: Bestimmung der Retentionszeiten fiir alle Modellanalyte auf den fiinf stationiren POPLC-
Phasen. 100mm ProntoSil 100-5-C18 SH 2 (rot), 100mm ProntoSil 100-5-C18 EPS 2 (griin),
100mm ProntoSil 200-5-C30 (gelb), 100mm ProntoSil 100-5-Cyano 2 (blau) und 100mm
ProntoSil 100-5-Phenyl 2 (weif3); mobile Phase: Methanol/10mmol Ammoniumacetatlosung
(80/20, v/v); Flussrate: 0,SmL/min; Injektion: 25nL einer Standardlésung mit 100ng/mL
jedes Analyten geldst in mobiler Phase; Temperatur: 60°C; Detektion: MRM aller

Immunsuppressiva inklusive der Internen Standards.

Auf der stationdren Phase ProntoSil 100-5-C18 SH 2 (rot) sind bei 4,15min, bei 5,25min,
6,13min, 10,04min und bei 12,65min fiinf Signale zu erkennen. Durch Aufspaltung des hier
gezeigten Totalen Ionenchromatogramms (TIC) in die einzelnen Masseniibergéinge (nicht
gezeigt) konnen die Signale den Analyten zugeordnet werden. Eine erste wichtige Erkenntnis
ist, dass mit dieser stationdren Phase (rot) Ciclosporin A (10,04min) von Ciclosporin D
(12,65min) ,,Basislinien getrennt* werden kann. Aullerdem erfolgt hier die beste Trennung der
Analyte. Nachteilig ist, dass die Analysenzeit mit 15min sehr lang ist. Auf der ProntoSil 100-
5-Cyano 2 (blau) ist nur ein einzelnes scharfes Signal bei 1,54min zu sehen. Durch

Auftrennung des Totalen Ionenchromatogramms in die einzelnen Masseniibergdnge (nicht
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gezeigt) wird die Elution aller Analyte zum selben Zeitpunkt bestétigt. Demnach kénnen die
Modellanalyten auf diesem Material nicht getrennt werden. Die Chromatogramme auf den
anderen drei stationidren Phasen [ProntoSil 100-5-C18 EPS 2 (griin), ProntoSil 200-5-C30
(gelb) und ProntoSil 100-5-Phenyl 2 (weil})] sehen sehr dhnlich aus. Dies bestétigt auch die
Auftrennung der hier gezeigten Totalen lonenchromatogramme in die einzelnen Massen-
iiberginge (nicht gezeigt). Die Effekte der verschiedenen Materialien sind hier nicht

offensichtlich.

Tabelle 14 zeigt die zusammengestellten ermittelten Retentionswerte der einzelnen

Modellanalyte inklusive der Internen Standards:

Tabelle 14: Retentionszeiten aller Modellanalyte und der Internen Standards auf den einzelnen stationi-
ren Phasen. 100mm ProntoSil 100-5-C18 SH 2 (rot), 100mm ProntoSil 100-5-C18 EPS 2
(griin), 100mm ProntoSil 200-5-C30 (gelb), 100mm ProntoSil 100-5-Cyano 2 (blau) und
100mm ProntoSil 100-5-Phenyl 2 (weil}) je (100x3mm); mobile Phase: Methanol/10mmol
Ammoniumacetatlosung (80/20, v/v); Flussrate: 0,5mL/min; Injektion: 25uL einer Standard-
losung, 100ng/mL jedes Analyten, gelost in mobiler Phase; Temperatur: 60°C; Detektion:

MRM aller Immunsuppressiva inklusive der Internen Standards.

Retentionszeiten

EPS SH C30 Phenyl CN
Cyclosporin A 10,04 6,34 5,84 5,42 1,76
Cyclosporin D 12,65 7,43 6,72 6,09 1,76
Tacrolimus 4,24 3,14 3,19 3,14 1,80
Ascomycin 4,07 3,02 3,14 3,06 1,80
Sirolimus 4,99 3,37 3,65 3,78 1,84
Everolimus 5,25 3,86 3,86 3,99 1,84
Desmethoxysirolimus 5,37 3,90 3,86 3,90 1,80

Aus den ermittelten Retentionswerten und den Totzeiten auf den einzelnen stationdren Phasen
berechnet die POPLINK"®-Software in wenigen Sekunden eine Segmentkombination, mit der
unter den gegeben Parametern eine optimale oder die beste Trennung aller Zielanalyte

moglich ist.

Die Ziele fiir die in dieser Arbeit beschriebene Analyse der Immunsuppressiva aus CDB sehen
aber nicht in erster Linie eine vollstdndige Trennung aller Analyte vor. Ein erstes wichtiges
Teilziel war daher zunéchst die semiempirische Ermittlung einer Segmentkombination aus der
Liste aller 152.506 Segmentkombinationen, mit der alle oben genannten Ziele erreicht werden

konnten. Die entsprechend gewihlte Segmentkombination besteht aus 20mm ProntoSil 100-5-
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C18 SH 2 + 20mm ProntoSil 200-5-C30 + 30mm ProntoSil 100-5-CN 2 + 10mm ProntoSil
100-5-Phenyl 2.

In Abbildung 48 ist das von der Software berechnete und das experimentell ermittelte
Chromatogramm mit der semiempirisch ermittelten Segmentkombination zu sehen. Das
experimentell ermittelte Chromatogramm (blau dargestellt) entspricht dem berechneten (rot
dargestellt) nahezu. Leichte Abweichungen konnen dadurch resultieren, dass die Bestimmung
der Retentionszeiten entgegen der {blichen Vorgehensweise mit kompletter Proben-
aufbereitung erfolgte.

1% MRM of 7 Channels ES+

TIC
‘ 7.04e4
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. von POPLINK® Software berechnetes Chromatogramm

. Experimentell ermitteltes Chromatogramm

Abbildung 48: Uberlagerung des berechneten mit dem experimentell ermittelten Chromatogramm fiir
eine POPLC-Séule. Kombination: 20mm ProntoSil 100-5-C18 SH 2 + 20mm ProntoSil 200-
5-C30 + 30mm ProntoSil 100-5-CN 2 + 10mm ProntoSil 100-5-Phenyl 2; mobile Phase:
Methanol/10mmol Ammoniumacetatlésung (80/20, v/v); Flussrate: 0,SmL/min; Injektion:
25uL eines Standardlésungsgemisches mit 100ng/mL jedes Analyten gelost in mobiler
Phase; Temperatur: 60°C; Detektion: MRM aller Immunsuppressiva inklusive der

Internen Standards.

Bisher mussten in der konventionellen LC-Methodenentwicklung eine Vielzahl von
Parametern und Faktoren vor und wihrend der eigentlichen Methodenentwicklung betrachtet
werden. Dieser Prozess war arbeits-, sowie zeitaufwendig und kostenintensiv. Dazu gehorten
die Auswahl des Packungsmaterials der analytischen Saule, die zu verwendenden Losemittel,
die Einstellung des pH-Wertes, der Zusatz von organischem Modifier und der Elutionsmodus.
AuBerdem konnten noch vor 10 Jahren nur wenige Analyte aufgrund von schlechter ,,Peak-

Peak™ Kapazitdt unter isokratischen Bedingungen mit Hilfe einer on-line Sdulenschaltung
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analysiert werden [82]. Dies galt damals als groBter Nachteil dieser effizienten Methode. Bei
einer POPLC-Trennung wird die stationire Phase modifiziert bzw. optimiert. Dies bietet

gegeniiber einer konventionellen LC-Methodenentwicklung zahlreiche Vorteile.

3.3.4.3 Uberpriufung und zeitliche Ermittlung des Auftretens von Matrixeffekten

bei Messungen mit verschiedenen POPLC-Segmentkombinationen

Um Matrixeffekte und deren zeitliche Lage innerhalb der zusammengestellten und oben
beschriebenen on-line MD-SPE-POPLC-MS/MS Analyse (im Triple-Kartuschen Modus) fiir
Immunsuppressiva aus CDB zu ermitteln, erfolgte die Aufnahme von Infusionschromato-
grammen wie in Kapitel 2.3.5.3 beschrieben. Verwendet wurden dafiir zwei verschiedene
POPLC-Segmentkombinationen. Die Ermittlung erfolgte zum einen mit der im vorigen
Kapitel bestimmten Segmentkombination (Kombination I), bestehend aus 20mm ProntoSil
100-5-C18 SH 2 + 20mm ProntoSil 200-5-C30 + 30mm ProntoSil 100-5-CN 2 + 10mm
ProntoSil 100-5-Phenyl 2. Aus der Liste der mdglichen Segmentkombinationen (152.506)
wurde dariiber hinaus eine weitere Segmentkombination (Kombination II) gewdhlt. Sie
besteht aus ProntoSil C30 (200x3mm) + ProntoSil CN 2 (90x3mm). Mit dieser soll gezeigt
werden, dass die Elution der Analyte mit Hilfe dieser Segmentkombination verschoben

werden kann.

Abbildung 49 zeigt den Einfluss der Segmentkombinationen auf die Injektions- (rot) und
Infusionschromatogramme (griin). In Abbildung 49 oben zeigt das Injektionschromatogramm
vier Signale zwischen 7min und 12min. Die Elution der Analyte erfolgt in diesem Zeitraum.
Aus der Aufspaltung des hier nicht gezeigten Totalen lonenchromatogramms in die einzelnen
Masseniibergénge konnen die beiden Signale zwischen 10min und 11min Ciclosporin A und
D zugeordnet werden. Aus den gegebenen Bedingungen ist abzuleiten, dass Ciclosporin A von
seinem Internen Standard Ciclosporin D vollstidndig getrennt werden konnte. Diese Segment-
kombination erlaubt die Elution aller Analyte in kurzer Zeit. Das dazugehdrige Infusions-
chromatogramm (griin) zeigt zu Beginn (bis 1min) des Chromatogramms eine gerade
Basislinie. Nach dem Injektionspeak (bei ca. 1,5min) féllt die Basislinie fiir sechs Minuten ab

(2min-7min). Nach 8min erreicht das Chromatogramm wieder die Intensitét der Basislinie.
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Abbildung 49 unten zeigt vier Signale zwischen 12min und 28min. Auch hier kénnen die

Signale den

einzelnen Analyten durch Aufspaltung des Totalen Ionenchromatogramms in die

einzelnen Masseniibergidnge zugeordnet werden (nicht gezeigt). Aus der Zuordnung folgt,

dass die Elutionsreihenfolge identisch ist mit der, die auf der oben vorgestellten

Segmentkombination erzielt werden konnte. Das dazugehorige Infusionschromatogramm

zeigt bis 23

Minuten eine stabile Basislinie. Allerdings féllt sie zwischen 23 und 26 Minuten

ab. Danach erreicht sie wieder ihr urspriingliches Niveau.

Abbildung 49:
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Zeitliche Ermittlung von Matrixeffekten: Uberlagerung von Injektions-(rot) und Infusions-

chromatogrammen (griin).

Injektion: 25puL einer Standardlésung mit 100ng/mL jedes Analyten, gelost in mobiler
Phase; mobile Phase: Methanol/10mmol Ammoniumacetatlosung (80/20, v/v); Flussrate:
0,5mL/min; Temperatur: 60°C; Detektion: MRM aller Immunsuppressiva inklusive der
Internen Standards.

Infusion: Standardlosung mit 100ng/mL jedes Analyten, gelost in mobiler Phase; Flussrate:
10pL/min, Injektion: 25pnL. CDB.

(im oberen Teil) POPLC-Segmentkombination ProntoSil 18SH 2 (20x3mm) + ProntoSil
C30 (20x3mm) + ProntoSil CN 2 (30x3mm) + ProntoSil Phenyl 2 (10x3mm).

(im unteren Teil) POPLC-Segmentkombination ProntoSil C30 (200x3mm) + ProntoSil CN
2 (90x3mm).

Durch die kontinuierliche Infusion einer Standardlosung, die alle untersuchten Immun-

suppressiva enthélt, entsteht eine gleichméfBige Basislinie erhohter Intensitdt. Nach Injektion
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einer reinen Matrixprobe (CDB) kommt es auf der Segmentkombination I zu einem Matrix-
bedingten Abfall der Basislinie (Ionensuppression) (2min-8min). Nach kompletter Elution
interferierender Matrixsubstanzen erreicht die Basislinie wieder ihre Grundintensitét. Aus der
Uberlagerung des Injektions- mit dem Infusioschromatogramm kann entnommen werden,
dass die Elution der Analyte zu einem Zeitpunkt erfolgt, bei dem die Basislinie des

Infusionschromatogramms noch durch die lonensuppression erniedrigt ist.

Mit der Segmentkombination II wird ein weiteres Teilziel erreicht. Diese Kombination
ermOglicht eine Elution der Analyte auBlerhalb der lonensuppression (zwischen 2-8 Minuten)
der Segmentkombination I (Abbildung 49 oben). Dariiber hinaus ist die problematische
Trennung von Ciclosporin A und D auf dieser Segmentkombination besser. Bei dem
Infusionschromatogramm der Segmentkombination II tritt jedoch eine zusétzliche
Ionensuppression (zwischen 23-26min) auf. Ein weiterer groBer Nachteil ist die lange
Analysenzeit. Mit 28 Minuten ist die Gesamtanalysenzeit mehr als doppelt so lang wie auf der

Segmentkombination I.

Mit Hilfe der POPLC konnten innerhalb kurzer Zeit Segmentkombinationen ermittelt werden,
mit denen das Erreichen aller 7 Ziele moglich war. Im Jahre 2004 beschrieben Hatsis et al.
bereits, dass eine C18-Umkehrphase allein Ciclosporin A, Tacrolimus und Sirolimus nicht
ohne Gradienten trennen kann. Dagegen soll dies eine Cyanophase ermdglichen. Eine
Trennung von Tacrolimus von seinem Internen Standard sei allerdings nicht moglich [275]. In
dieser Arbeit wurde nicht mit Gradientenelution gearbeitet. Hatsis et al. deuteten jedoch
darauf hin, dass die verwendeten Analyten nicht auf einem einzelnen Sdulenmaterial getrennt
werden konnen. Weiterhin empfahlen sie die Nutzung von polarerem Sdulenmaterial. Ohne
POPLC-Kit hidtten diese Probleme nur durch aufwendiges Austesten verschiedener Trenn-
sdulen gelost werden konnen. Fiir die Umkehrphasenchromatographie stehen zur Zeit ca. 800
verschiedene analytische Saulen zur Verfiigung [276]. Wie in Abbildung 49 gezeigt, ist es mit

Hilfe der POPLC sogar mdglich, die Analyte in einem vorgegebenen Zeitfenster zu eluieren.

Die mobile Phase wurde bei den oben aufgefiihrten Versuchen dem Detektor angepasst. Der
iiberwiegende Teil der publizierten Methoden nutzt eine mobile Phase mit mindestens 90% an
Methanol [233, 263, 277-278]. Obwohl diese Methoden nicht auf Selektivitit optimiert
worden sind, fiel die Wahl auf eine mobile Phase mit einem hohen methanolischen Anteil. Fiir
eine ausreichend gute Retention der Modellanalyte auf der stationdren Phase wurde der
methanolische Anteil auf hochsten 80% limitiert. Damit ist eine isokratische Elution der sehr
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lipophilen Zielanalyte moglich. Cech et al. berichteten in diesem Zusammenhang, dass ein

organischer Anteil iiber 80% in einigen Fillen sogar zu verringerten ESI-Signalen fiihrt [279].

Fiir die Trennung der Analyte wurde eine Séulentemperatur von 60°C gewahlt. Christians et
al. berichten von Peakverbreiterung aufgrund von partieller Trennung von Konformeren
einiger Immunsuppressiva [1, 237]. Sowohl Ciclosporin als auch Tacrolimus [280-282]
tautomerisieren bei Raumtemperatur. Dariiber hinaus fiihrt eine erhohte Temperatur zu

schirferen Peaks.

Das Verfahren der POPLC bietet noch weitere Vorteile fiir eine LC-MS/MS Methode. So ist
es mit Hilfe der POPLC erstmalig moglich, eine fiir die massenspektrometrische Detektion
optimal geeignete mobile Phase auszuwéhlen und damit einen isokratischen Elutionsmodus
zu wihlen. Damit fillt der Redquilibrierungsschritt einer Gradientenelution weg und es
resultiert eine verkiirzte Analysenzeit. Ein isokratischer Elutionsmodus bedeutet weiterhin
einen geringeren apparativen Aufwand. Ein groBBer Vorteil fiir die Massenspektrometrie ist das

daraus resultierende konstante Hintergrundsignal fiir die Detektion.

Wihren dieser Untersuchungen ergab sich ein weiteres Ziel fiir die vorliegende Arbeit. Es galt
eine lonensuppression zu eliminieren, die durch sehr hydrophobe Matrixbestandteile
hervorgerufen wird. Da diese lonensuppression in einem RP-Chromatogramm sehr spit
auftritt, konnte es dazu kommen, dass diese Suppression erst im nachfolgenden

Chromatogramm auftritt und das Ergebnis verfilscht.

Uberlegungen und eine Literaturrecherche lieBen vermuten, dass es sich um sehr hydrophobe
(Phospho-)Lipide handelt. Im Verlauf der Untersuchungen zur Abreicherung von hydrophilen
(Phospho-)Lipiden stellte sich heraus, dass das ProntoSil PLR-Material (Phospho-)Lipide
stairker bindet als das hydrophobste Immunsuppressivum, Ciclosporin D. Dieses Prinzip
wurde daher als Teilaufreinigungsschritt in die Probenaufbereitung iiber die MD-SPE
Plattform eingebaut (siehe Kapitel 3.3.3). Damit wird schon im Zuge der Aufbereitung einer
CDB-Probe eine lonensuppression durch hydrophobe (Phospho-)Lipide ausgeschlossen.
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3.3.5 Optimierung der ,,Tuning“-Parameter zur spezifischen

Steigerung der lonisationsausbeute der Analyte

Um fiir die Modellanalyten bei der Detektion eine erhdhte Ionisations- und Fragmentations-
effizienz zu erhalten, ist vor den Messvorgingen einmalig eine Massenkalibrierung des

Massenspektrometers durchzufiihren. Dies erfolgte wie in Kapitel 2.3.7 beschrieben.

Aufgrund des schonenden Ionisationsverfahrens und der hochsten Sensitivitdt flir die
Immunsuppressiva fiel hier die Wahl auf den ESI positiven Ionisationsmodus. Mit diesem
Modus erfolgte der Aufbau einer MRM-Methode fiir alle Modellanalyte inklusive der
Internen Standards. Zur Anwendung kam dieselbe mobile Phase, die schon zur Bestimmung
der Retentionszeiten auf den stationiren POPLC-Phasen im Einsatz war [Methanol/10mmol
Ammoniumacetatlosung (80/20, v/v) (siche Kapitel 3.3.4.2)]. Die Flussrate betrug dabei
500uL/min. Bei allen Untersuchungen der Analyte betrug die Signalauflosung 1 Dalton, bei
Ciclosporin A und D 0,7 Dalton.

Fiir das ,,Tuning® wurde jeder Analyt in einer Konzentration von 100ng/mL in Methanol
gelost. Im Anschluss daran erfolgte die Infusion der jeweiligen Losungen mit Hilfe der
Spritzenpumpe des Massenspektrometers bei einem Fluss von 10uL/min. Als erstes erfolgte
die Bestimmung der Ausgangsionen bzw. —addukte der Analyten. Danach wurde die
infundierte Losung dem Eluat aus der HPLC-Analyse iiber ein T-Stiick zugeleitet und das
resultierende Signal mit dem Detektor aufgezeichnet. Auf diese Weise erfolgten die

Optimierungen aller weiteren Parameter und die der Masseniiberginge.

Das Ziel einer massenspektrometrischen Methode ist eine gemeinsame MRM-Methode fiir
alle vier Modellanalyten und ihrer drei Internen Standards. In einer gemeinsamen Methode
konnen nur Cone- und Kollisionsenergie fiir jeden Analyten einzeln definiert werden. Daher
wurde mit dem am schwierigsten zu ionisierenden Analyten Sirolimus gestartet. Fiir diese
Substanz erfolgte die komplette Parametereinstellung. Fiir alle anderen Analyte und Internen
Standards erfolgte im Anschluss daran nur die Bestimmung der beiden individuell bestimm-
baren Parameter. Bei diesen Analyten wurden dann die Kapillarspannung, die Quell-
temperatur, die Desolvatationstemperatur, die HM/LM-Auflosungen, die Eingangs-, die

Ausgangs- und die Ionenspannung von Sirolimus iibernommen.

Die ermittelten Tunigparameter sind in Tabelle 15 und Tabelle 16 zusammengestellt.
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Tabelle 15: Allgemeine ,, Tuning*“-Parameter fiir eine Parallelbestimmung der Immunsuppressiva und der
Internen Standards. Detektor: Waters Quattro Micro; mobile Phase: Methanol/10mmol

Ammoniumacetatlosung (80/20, v/v), Flussrate: 0,SmL/min.

Quelle (ESIY) Analyser
Kapillare [kV] 3,5 LM 1 Auflésung 11,5
Cone [V] variabel HM 1 Aufldsung 11,5
Quelltemperatur [°C] 120 lonenenergie 1 [V] 2,5
Desolvatationstemperatur [°C] 220 Eingang -1
Cone Gasfluss [L/h] 40 Kollisionsenergie [V] variabel
Desolvatationsgasfluss [L/h] 600 Ausgang 1
LM 2 Resolution 14,0
HM 2 Resolution 14,0
lonenenergie 2 [V] 1,2

Tabelle 16: Variable ,, Tuning*“-Parameter fiir eine Parallelbestimmung der Immunsuppressiva und der
Internen Standards. Detektor: Waters Quattro Micro; mobile Phase: Methanol/10mmol

Ammoniumacetatlosung (80/20, v/v), Flussrate: 0,SmL/min.

m/z Mutter m/z Tochter Cone [V] Kollision [V]
Tacrolimus 821,2 768,3 28 10
Ascomycin 809,5 756,4 25 20
Sirolimus 931,8 865,8 16 24
Everolimus 975,5 908,6 15 19
Desmethoxysirolimus 901,8 834,7 17 16
Ciclosporin A 1219,9 1203,0 19 20
Ciclosporin D 1233,8 1217,6 20 23

LC-MS/MS ist die analytische Methode der Wahl, wenn es um die Bestimmung und
Quantifizierung von Arzneistoffen und deren Metabolite aus biologischen Fliissigkeiten und
Geweben geht. Dazu miissen folgende Parameter des Massenspektrometers bestimmt werden:
Tonisationsmodus, MRM-Ubergangsionen (Mutterionen), Kapillarspannung, Conespannung,

Desolvatationsgasfluss, Quellentemperatur und Kollisionsenergie [135].

Die Bestimmung der ,,Tuning“-Parameter erfolgte mit einer fiir das Massenspektrometer
geeigneten Flussrate von 0,5mL/min. Die Wahl der Flussrate muss dazu mit dem Massen-
spektrometer kompatibel sein. Dariiber hinaus war die endgiiltige Methode aber auch zeitlich
zu optimieren. Fiir eine zeitliche Optimierung bei Serien- und Wiederholungsmessungen ist
zu empfehlen, die Auswirkungen des Einflusses einer hoheren Flussrate weiter zu
untersuchen. Es ist davon auszugehen, dass die Signalintensititen bei einem hoheren Fluss

geringer werden. Die Massenkalibrierung wére in diesem Fall zu wiederholen. Alternativ
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konnte der Fluss ins Massenspektrometer ,,gesplittet werden. Dies fiihrt jedoch bei einer

Validierung zu hoheren Detektions- bzw. Quantifizierungsgrenzen.

Ionisations- und Fragmentationseffizienz sind die zwei MS-Parameter, die die Detektion oder
das Quantifizierungslimit fiir einen Analyten bestimmen. Um ein stabiles ESI-Spray zu
erhalten, miissen die Flussrate, die angelegte Spannung, die Leitfdhigkeit und die
Oberflachenspannung der mobilen Phase aufeinander abgestimmt werden [279]. Bei ESI hat
die mobile Phase bedeutenden Einfluss [149]. Weiterhin ist beim ,,Tuning* darauf zu achten,
dass sich unter den untersuchten Analyten sehr temperaturlabile Substanzen befinden. ESI ist
zwar als schonendstes lonisationsverfahren bekannt, dennoch wurden die Quell- und die
Desolvatationstemperatur moglichst niedrig gehalten. Die Substanz 32-Desmethoxysirolimus

neigt schon bei Raumtemperatur zu leichtem Zerfall.

3.3.6 Zusammenstellung der Analysenmethode

Nach der Ermittlung der erforderlichen Parameter fiir alle SPE-Kartuschen, den
Berechnungen der Ventilschaltzeiten, der Optimierung des Trennvorganges sowie des
»lunings“ des Massenspektrometers, wurde der Analysenzyklus zusammengestellt. Der
Analysenzyklus fiir die Bestimmung von Immunsuppressiva in antikoaguliertem Vollblut
dauert insgesamt 30 Minuten. Ein reprdsentatives Chromatogramm ist in Abbildung 50

abgebildet. Die einzelnen Teilschritte des Analysenzyklusses sind farblich gekennzeichnet.
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Abbildung 50: Reprisentatives Chromatogramm einer Bestimmung der Immunsuppressiva aus CDB

mittels der MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode (Triple-Kartuschen Modus). Mit romischer
Nummerierung sind die Teilschritte des Probenaufreinigungsverfahrens markiert (Details
siehe Text); die arabische Nummerierung weist auf verschiedene Vorginge innerhalb des
Analysenzyklus hin: (1) Einsatz von Kartuschen in die Klemmen, (2) Konditionierung der
Kartuschen, (3) Injektion, (4) Prozessierung, (5) Fraktionierung auf der 1. Kartusche, (6)
Waschen auf der 1. Kartusche, (7) Transfer von der 1. auf die 2. Kartusche und gleichzei-
tige Fraktionierung auf der 2. Kartusche, (8) Umsetzen der 2. Kartusche und Einsatz von 3.
Kartusche in die Klemme, (9) Transfer von der 2. auf 3. Kartusche und gleichzeitige Frak-
tionierung auf der 3. Kartusche, (10) Transfer von der 3. Kartusche auf die analytische

Sédule und Trennung.

Das Aufreinigungsverfahren fiir CDB-Proben setzt sich aus folgenden neun Teilschritten

zusammen (siche Abbildung 51):

L

II.

GroBenselektive Fraktionierung der CDB-Matrix und RP-chromatographische Anrei-
cherung der Zielanalyte auf einer LiChrospher® ADS RP4 SPE-Kartusche (10x2mm)
(RAM); mobile Phase: Wasser/Acetonitril (95/5, v/v); Fluss: 0,25mL/min fiir 1 Minute

und danach 3mL/min fir 1 Minute;

weitere Abreinigung von Matrixbestandteilen mit mobiler Phase: Wasser/Acetonitril

(75/25, v/v); Fluss: 3mL/min fiir 3 Minuten;

Transfer der niedermolekularen (Analyt-)Fraktion von der RAM- auf eine ProntoSil®
PLR SPE-Kartusche (10x2mm) (molekulare Formerkennung); mobile Phase:
Methanol; Fluss: 0,45mL/min fiir 3 Minuten,;
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I1I.

IV.

VL

VIIL

VIIL

IX.
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Aufkonzentrierung auf der ProntoSil® PLR-SPE-Kartusche (10x2mm) durch in-line
Verdiinnung; mobile Phase: 10mmol Ammoniumformiatlosung mit pH=2,8; Fluss:

2mL/min fur 3 Minuten;

Formselektive Fraktionierung der niedermolekularen Fraktion auf der ProntoSil®
PLR-SPE-Kartusche (10x2mm); mobile Phase: Zusammensetzung resultiert aus
Teilschritt 2 und 3: Methanol/10mmol Ammoniumformiatlosung mit pH=2,8 (20/80,
v/v); Fluss: 2,45mL/min fiir 3 Minuten,;

Selektive Abtrennung der Analytfraktion von der (Phospho-)Lipidfraktion durch
,front-cut“ und Transfer auf die Oasis® MCX SPE-Kartusche (HLIC und IEC); mobile
Phase: Methanol/10mmol Ammoniumformiatlosung (75/25, v/v); Fluss: 0,5mL/min

fiir 3 Minuten;

Aufkonzentrierung der Analytfraktion auf der Oasis® MCX SPE-Kartusche (10x1mm)
durch in-line Verdiinnung; mobile Phase: 10mmol Ammoniumformiatlésung mit
pH=2,8; Fluss: 1,5mL/min fiir 3 Minuten;

Chemoselektive Fraktionierung der (Analyt-)Fraktion auf der Oasis® MCX SPE-
Kartusche (10x1mm); mobile Phase: Zusammensetzung resultiert aus Teilschritt 5 und
6: Methanol/10mmol Ammoniumformiatlosung mit pH=2,8 (20/80, v/v); Fluss:
2mL/min fiir 3 Minuten);,

Transfer der Zielanalyte von der Oasis® MCX SPE-Kartusche (10x1mm) auf die
analytische Trennsédule; mobile Phase: Methanol/10mmol Ammoniumacetatlosung

(75/25, v/v); Fluss: 0,5mL/min fiir 2 Minuten;

Analytische Trennung; mobile Phase: Methanol/10mmol Ammoniumacetatldsung

(75/25, v/v); Fluss: 0,5mL/min fiir 10 Minuten.



Experimenteller Teil: Ergebnisse und Diskussion

‘@D UOA SNPAZUISAJeUY UISIPUR)S[[OA SIP SUN[[9)SIe(] AYISPBWIYIS IS Junpiqqy

8°Z=Hd "BIWIOJ’HN lowwo} L1 8pidi(-oudsoud) sqoydoipA )

a|I8}puUB)SagXIIE|\ BiEINYBjoWIBpalU suape|ab AjebeN [€
a|lo)puE)SagxLIe|) aiejnyejowapalu ajesnaN [

(AXS1 < MINl ‘oUlB101d "9'1) 8]19IPUBISAqXLIEI SIe|NB|OWOINEN

apidi|(-oydsoud) sjiydoipAH 0
JAjeuy Japaluojold @ wE\wEI

Hiewy @

G ~Hd
‘Jejo0B"HN [owwoL/HOBIN

|— m O m Ge/SL

aseyd alIqoN

ayosnue-3dS '€

a|le)pue)sagxLiely Jauspejeb

@T
4 =

1eng uonn|g IIB9Y  Apebsu pun sajennau Bunisiuonyesd
[

Jajsuel | HO®IN F =
— «— «—
aseyd alIqow gulo aseyd alIqon

(3ds-X31) Al ww | X 1 ‘@ydsnued-XOIN gSISeQ
msowzﬁw__w_m_n_m K4 apidi(-oydsoygd) Bunuuayiawlio alejnyajow
JequdoupAy uonueiey younp Bunisiuompiel
Jejsuel| o_M_E = LV/HO®W GZ/S.
— «— «—
4 Q_M_ o) aseyd 9|IGON aseyd olIqoN
(€1) 11w

BunuunpJia aulj-uj

(3dS-0€0) @l Wwi g X 0l ‘ayasnpep-0eD [ISojuold

aYosnuEN-3dS |

1eni3 uonnig

Jajsuel|

1

(AR RILT
Bunuunpia aul-uj

I1ejay apidiq(-oydsoyd)
JsaliydoipAy Bunisiuonyel

HO®I
—
aseyd aliqoN

B9V BuniaiUOny el SAINSESUSYOID

- .@ 0

NOV/O°H §Z/5L
umc_vos_ wayosiueblio

ue sjiejuy sep Bunyoyig

NOV/O°H /56 A
— O
aseud 9|Iqo «0 [-] 404 &

\ S

(pooig
paje.Bajuisig-[eD)

(3dS-Wvd) Al Ww g X 0 ‘dydsnueM-p-dY SAV eoudsoiyoli

Jajsuel] /uonn|g

Buniayolaiqy / Buniaiuonyeld

Bunpejeg

137



Experimenteller Teil: Ergebnisse und Diskussion

Fiir die Analyse der Immunsuppressiva mit Hilfe der MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode (im
Triple-Kartuschen Modus) aus CDB wurden folgende chromatographischen Medien

verwendet:
SPE RAM: LiChrospher® ADS RP4 (10x2mm), dp25um
PLR: ProntoSil PLR (10x2mm), dp25pm
MCX: Oasis® MCX (10x1mm), dp30um
POPLC 20mm ProntoSil C18 SH 2 + 20mm ProntoSil PLR + 30mm ProntoSil CN 2

+ 10mm ProntoSil Phenyl 2, 3mm, dp5Sum

Die multidimensionale Aufreinigung setzt sich damit aus folgenden fiinf verschiedenen
chromatographischen Trennmechanismen zusammen: Umkehrphasen-, GroBenausschluf3-,
molekulare Formerkennungs-, Hydrophile-Lipophile Interaktions- und Kationenaustausch-

Chromatographie. Davon sind vier orthogonal zueinander (siche auch Tabelle 4).

Die einzelnen Teilschritte wurden mit folgenden Eluenten durchgefiihrt:
L1 Wasser/Acetonitril (95/5, v/v)
L2 Wasser/Acetonitril (75/25, v/v)
L3 Methanol/10mmol Ammoniumformiatldsung mit pH=2,8 (80/20, v/v)
L3a Methanol
L3b 10mmol Ammoniumformiatldsung mit pH=2,8
L4 Methanol/10mmol Ammoniumformiatlésung mit pH=2,8 (80/20, v/v)
L4a MeOH/10mmol Ammoniumformiatlésung mit pH=2,8 (75/25, v/v)
L4b 10mmol Ammoniumformiatlésung mit pH=2,8

L5 MeOH/10mmol Ammoniumacetatlosung (75/25, v/v)

Tabelle 17 gibt Aufschluss iiber die zeitliche Abfolge der einzelnen Teilschritte eines
Analysenzyklus. Aus der Abbildung gehen simultan ablaufende Vorgénge hervor. Weithin sind
alle Ventilpositionen aufgefiihrt.
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Tabelle 17: MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode (Triple-Kartuschen Modus): Zeitliche Abfolge der

einzelnen Teilschritte des Analysenzyklus mit Ventilpositionen. Darstellung simultan

ablaufender Teilschritte. Der schraffierte Bereich zeigt den Beginn der Aufbereitung einer

zweiten Probe wihrend sich die erste Probe noch im Trennungsschritt befindet.

Ventilposition

Zeit A B C D E F Sonstiges RAM C30 MCX analytische Saule
. Ventilschaltungen Reéquillibrierung
0:00 1-21-21-21-21-21-2 . uschenaustausch links Waschen
0:10 1-21-21-21-21-2 1-2 Kartuschenaustausch rechts Redaillibrierung
Waschen
020 1-21-21-21-21-21-2 Konditionierung  Konditionierung Redquilibrierung
Waschen
348 6-11-21-21-21-21-2 Probenladung Reaquillibrierung
Waschen
350 1-21-21-21-21-21-2 InJekt.lon Reéquillibrierung
Prozessierung Waschen
451 1-21-21-21-21-21-2 Fraktionierung Redquillibrierung
Waschen
611 1-21-21-21-21-21-2 Waschen Redquillibrierung
Waschen
. Transfer Reéquillibrierung
10:051-21-21-21-21-61-2 Fraktionierung Waschen
. Kartuschenaustausch links Reaquillibrierung
1341 1-21-21-21-21-21- Kartuschenaustausch rechts Waschen
1413 1-21-21-21-21-61-2 Trgns_fer Reaquillibrierung
Fraktionierung Waschen
. Transfer
17:49 1-2 1-21-21-21-2 6-1 analytische Trenmung
. Transfer
1949 1-21-21-21-21-21-2 analytische Trennung
. Ventilschaltungen Transfer
Bot1et 2l 21,121 Kartuschenaustausch links analytische Trennung
20:09 1-2 1-21-21-2 1-2 1-2  Kartuschenaustausch rechts anal yﬁli’;sﬁgnnung
23371 91 21 91 71 71 > Konditionierung Konditionierung anal yﬁ!cri':ﬁ;nnung
2339 6-11-21-21-21-21-2 Probenladung analyti;—c:izs':'?;nnung
24401 24 .94 51 21 21 > Injektion Transfer
Prozessierung analytische Trennung
26:01 1-21-21-21-21-21-2 Fraktionierung analyﬁli’;sﬁgnnung
29551 21 54 54 01 o o Waschen Transfer
analytische Trennung
30001 21 212154 942 Ende Transfer
analytische Trennung

Folgende Schritte werden vor der Analyse durchgefiihrt: als erstes erfolgt die simultane

Konditionierung bzw. Solvatisierung der ersten beiden Kartuschen (LiChrospher® ADS RP4

in der linken Klemme und ProntoSil® PLR in der rechten Klemme). Dadurch werden die

Materialien benetzt und eventuell anhaftende Verunreinigungen in den Abfall gespiilt. Im

Anschluss daran werden die Kartuschen mit der jeweiligen mobilen Phase fiir die Beladung

aquillibriert.

Eine aufgemischte Vollblutprobe wird iiber die Injektionseinheit in das Analysengerit dosiert.

Mit dem Eluenten L1 [Wasser/Acetonitril (95/5, v/v)] wird die luftsegmentierte Probe aus der

Probenschleife in die beheizte Edelstahlkapillare {iberfiihrt, prozessiert und auf der ersten

SPE-Kartusche [LiChrospher® ADS RP4] fraktioniert.

139



Experimenteller Teil: Ergebnisse und Diskussion

Fiir die in-line Prozessierung muss die Flussrate je nach Probenzusammensetzung angepasst
werden (siehe Kapitel 3.3.2). (Fiir eine Probenzusammensetzung Vollblut/DMSO (97,5/2,5,
v/v) betragt die Flussrate 0,27mL/min).

Fiir den Fraktionierungsschritt wird die Flussrate der mobilen Phase auf 3mL/min fiir eine
Minute erhoht. Da nur ImL an mobiler Phase benétigt wird um die CDB-Probe auf die
Kartusche zu transferieren, werden 2,25mL dafiir genutzt, hochmolekulare Matrixbestandteile
abzutrennen. Hochmolekulare Matrixbestandeile wie beispielsweise Proteine konnen durch
den GroBenausschluBmechanismus nicht in das Poreninnere gelangen und werden daher in
den Abfall gespiilt. Kleinere Molekiile wie die Analyte konnen ins Poreninnere diffundieren
und dort durch den Umkehrphasenmechanismus extrahiert werden. Um bereits im ersten
Fraktionierungsschritt weitere hydrophobe Matrixbestandteile aus der Probe zu entfernen,
wird die Kartusche mit dem Losemittel L2 [Wasser/Acetonitril (75/25, v/v)], welches einen
hoheren Anteil an organischem Modifier besitzt, wiederholt bei einer Flussrate von 3mL/min

fiir drei Minuten fraktioniert bzw. gewaschen.

Nach vollstindiger Fraktionierung auf der ersten SPE-Kartusche wird diese mit der zweiten
Kartusche in Reihe geschaltet. Dafiir wird Schaltventil E geschaltet und die Restprobe (die
niedermolekulare Fraktion mit den Analyten) auf die zweite Kartusche [ProntoSil PLR]
transferiert und dort extrahiert. Der Eluent L3a [Methanol], der zur Elution von der ersten
Kartusche verwendet wird, besitzt eine so hohe Elutionskraft, dass weder die Analyte noch die
(Phospho)-Lipide auf der ProntoSil PLR-Kartusche reteniert werden konnen. Die Restprobe
muf} daher am Anfang der zweiten Kartusche aufkonzentriert werden. Der Eluent L.3a wird
daher in-line verdiinnt. Dazu wird ein Losemittel mit geringerer Elutionskraft hinzugemischt.
Damit die Analyte fiir die Retention auf der dritten Kartusche [Oasis® MCX] schon ionisiert
vorliegen, wurde hier mit demselben Losemittel gearbeitet, welches dort zur Extraktion
verwendet wird. Dabei handelt es sich um das Lo&semittel L3b [10mmol
Ammoniumformiatlosung mit einem pH-Wert von 2,8]. Der Fraktionierungseluent L3 besteht
damit aus FEluent L3a und Eluent L3b [Methanol/10mmol Ammoniumformiatlosung mit
einem pH-Wert von 2,8 (20/80, v/v)]. Es wird mit einer Flussrate von 2,45mL/min fiir drei
Minuten fraktioniert. Die Analyten werden mit 1,35mL reinem Methanol von dem Material
der ersten Kartusche desorbiert. Es erfolgt eine in-line Verdiinnung mit 6mL einer wéssrigen
mobilen Phase, um eine Retention auf dem Material der zweiten Kartusche zu garantieren. Da

nur 0,5mL reines Methanol fiir den Transfer benétigt werden, erfolgt die Fraktionierung auf
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der zweiten Kartusche folglich mit 6,85mL. Wihrend des Transfers von der ersten Kartusche
auf die Zweite, kommt es im Normalfall auf der zweiten Kartusche schon zur weiteren
Abreicherung der Restprobe. Da der Elutionspuffer L3 jedoch weniger an organischem
Losemittel enthdlt als das Frakionierungsldsemittel L2, kommt es bei dieser Fraktionierung zu

keiner weiteren Abreicherung.

Die RAM-Kartusche in der linken Klemme wird nach Gebrauch wieder in die Vorratsbox
zurlickgesetzt. Schaltventil E wird zuriickgeschaltet. Die PLR-Kartusche wird nun von der
rechten in die linke Klemme umgesetzt. Die dritte Kartusche (Oasis® MCX) wird in die rechte

Klemme eingesetzt und konditioniert.

Das Schaltventil E wird erneut geschaltet, sodass nun die zweite mit der dritten Kartusche in
Reihe geschaltet ist. Die bereits stark abgereicherte Restprobe mit den Analyten wird von der
zweiten auf die dritte Kartusche (Oasis® MCX) transferiert und dort extrahiert. Die Elution
von der zweiten Kartusche (ProntoSil PLR) findet mit dem Losemittel L4a [Methanol/-
10mmol Ammoniumformiatldsung mit einem pH-Wert von 2,8 (75/25, v/v)] statt. Unter
diesen Bedingungen wird die (Phospho-)Lipidfraktion auf diesem Material stirker reteniert
als die Analyte. Diese Losemittelzusammensetzung ermoglicht die Elution der Analyte vor
der Elution der (Phospho-)Lipidhauptfraktion. Das Elutionsvolumen wird daher exakt so
eingestellt, dass es nur zur Elution der Analyte kommt. Durch diesen ,,front-cut* verbleibt die
(Phospho-)Lipidhauptfraktion auf der Kartusche. (Die Kartusche kann im Anschluss in einem
separaten Waschschritt wieder regeneriert werden.) Losemittel L4a allein besitzt eine so hohe
Elutionskraft, dass es auf der dritten Kartusche (Oasis® MCX) zu keiner Retention kommt.
Daher wird auch hier der in-line Verdiinnungsprozess genutzt. Zum Einsatz kommt Losemittel
L4b, das, wie oben erwéhnt, Losemittel L3b [10mmol Ammoniumformiatlésung mit einem
pH-Wert von 2,8] entspricht. Fraktionierungseluent L4 besteht damit aus Eluent L4a und
Eluent L4b [Methanol/10mmol Ammoniumformiatldsung mit einem pH-Wert von 2,8 (20/80,
v/v)]. Die Flussrate betrdgt 2mL/min fiir 3min. Die Desorption der Analyte von dem Material
der zweiten Kartusche erfolgt mit dem exakten Transfervolumen von 1,5mL. Das zusétzliche
Volumen der in-line Verdiinnung wird auf der dritten Kartusche zur Fraktionierung genutzt.
Wihrend des Transfers von der zweiten Kartusche auf die Dritte, kommt es somit auf der
dritten Kartusche zur Fraktionierung der Probe. Obwohl der Elutionspuffer L4 dieselbe
Elutionskraft besitzt wie Elutionspuffer L3, kommt es durch den differenten Retentions-

mechanismus auf der dritten Kartusche zu einer weiteren Fraktionierung.
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Schaltventil E wird wieder in die Ausgangsposition zuriickgeschaltet. Die PLR-Kartusche in
der linken Klemme wird zuriick in die Vorratsbox gesetzt. Es kann bereits eine weitere RAM-
Kartusche in diese Klemme eingesetzt werden und fiir den néchsten Analysenzyklus

konditioniert werden.

Durch Schaltung des Schaltventils F, kommt es zur Elution der dritten Kartusche mit
demselben Losemittel L5 [MeOH/10mmol Ammoniumacetatlosung (75/25, v/v)], welches
auch zur Trennung der Analyte auf der analytischen Sdule verwendet wird. (Falls dieses
Losemittel so hohe Elutionskraft besitzt, dass es zu keiner scharfen Trennung der Analyte

kommt, kann auch hier die in-line Verdiinnung (iiber Schaltventil D) eingesetzt werden.

3.3.7 MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode als allgemeine Plattform

far die Analyse weiterer Wirkstoffe

Die in Kapitel 3.3.1 bis 3.3.5 beschriebene Methode wurde speziell fiir die Analyse von
Immunsuppressiva aus CDB entwickelt. Die erstellte MD-SPE-POPLC-MS/MS Plattform ist
generisch und sollte sich daher fiir die Analyse weiterer Arzneimittel eignen. Die Methode
beinhaltet zahlreiche Ansatzmoglichkeiten fiir eine Optimierung bzw. Anpassung an
entsprechende Analyte. Nachfolgend wird aufgezeigt und diskutiert, wie weitere

Anwendungsmoglichkeiten aussehen konnten.

Grofite Stellmoglichkeit ist die Wahl und die Anzahl geeigneter SPE-Materialien. In dieser
Arbeit wurden bereits mehrere SPE-Materialien fiir den ersten Aufreinigungsschritt getestet.
Je nach stationédrer Phase konnen die Anzahl an Aufreinigungs- und zueinander orthogonalen
Trennmechanismen (Dimensionen) variiert werden. Dies hat wiederum entscheidenden
Einfluss auf die Selektivitit der Analyse. Fiir den dritten Aufreinigungsschritt wurden in
dieser Arbeit ebenfalls verschiedene Materialien getestet. Fiir die Analyse stark kationischer
oder anionischer Analyte bietet die Firma Waters weitere Materialien aus der Familie der
Oasis®“-Materialien an. Diese entsprechen dem in dieser Arbeit verwendeten Oasis® MCX-

Material.
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Tabelle 18 enthélt alle hier untersuchten SPE-Materialien mit ihren chromatographischen
Modi nach Giddings [77] und die sich dadurch berechnenden chromatographischen

Dimensionen (siche auch Tabelle 4).

Tabelle 18: Zusammenstellung untersuchter SPE-Materialien. Chromatographischen Modi nach Giddings

und den sich dadurch berechnenden chromatographischen Dimensionen [77].

chromatographische

SPE - Material chromatographische Modi . .
Dimension(en)
HySphere C2 Umkehrphasen - Chromatographie, RPC 1
HySphere C8 Umkehrphasen - Chromatographie, RPC 1
HySphere C8 EC-SE Umkehrphasen - Chromatographie, RPC 1
HySphere C18 Umkehrphasen - Chromatographie, RPC 1
X Hydrophile - Lipophile Interaktions - Chromatographie, HLIC
© 1-(2
Oasis” HLB GroRenausschluss - Chromatographie, SEC' @
. GroRenausschluss - Chromatographie, SEC
®
LiChrospher™ ADS RP 4 Umkehrphasen - Chromatographie, RPC 2
ProntoSil C30 "Molekulare Formerkennung" - Chromatographie, SSC? (1)
Hydrophile - Lipophile Interaktions - Chromatographie, HLIC
Oasis® MCX lonenaustausch - Chromatographie, IEC 2-(3)

GroRenausschluss - Chromatographie, SEC'
Hydrophile - Lipophile Interaktions - Chromatographie, HLIC
Oasis® WCX lonenaustausch - Chromatographie, IEC 2-(3)
GroRenausschluss - Chromatographie, SEC’
Hydrophile - Lipophile Interaktions - Chromatographie, HLIC

HySphere Mixed Mode Kation lonenaustausch - Chromatographie, IEC 2
Strata NH2 Hydrophile Interaktionschromatographie 1
Strata Si-1 Silica Hydrophile Interaktionschromatographie 1

" GréRenausschluss - Chromatographie besteht nur bei Flussraten > 3 mL/min

2 "Molekulare Formerkennung" ist kein chromatographischer Modus nach Giddings, verhélt sich aber wie ein weiterer
chromatographischer Modus

Die gleichzeitige Aufreinigung einer Probe iliber mehrere Dimensionen wird durch die
Verwendung von Oasis®-Materialien und von LiChrospher® ADS RP4 erreicht. Ein weiterer
groler Vorteil von Oasis®-Materialien ist die Einsparung an Konditionierungs- bzw.

Aquilibrierungszeit [58].

Eine Optimierung des Fraktionierungsschrittes kann durch ein mdglichst groBles Volumen
zwischen Fraktionierungs- und Durchbruchsvolumen erreicht werden. Dabei konnen der
Zusatz eines organischen Modifiers, die Einstellung eines geeigneten pH-Wertes oder eine
angemessene lonenstirke der mobilen Phase forderlich sein [82]. Eine Aufkonzentrierung der
Analyte bei der Aufreinigung konnen sowohl durch ,.Backflush® als auch durch in-line

Verdiinnung bewirkt werden.

Eine weitere Stellmdglichkeit bietet die HPLC. Das in dieser Arbeit genutzte POPLC®-Kit
arbeitet mit Materialien unterschiedlicher Retentionsmechanismen. Es unterstiitzt die
generische Plattform dahingehend, dass in kiirzester Zeit eine geeignete POPLC-
Segmentkombination flir die Trennung zahlloser Analytgemische gefunden werden kann. So

konnen auch Interferenzen, die durch den Aufreinigungsschritt nicht abgetrennt werden
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konnten, noch chromatographisch in dem nachgeschalteten Trennungsschritt abgetrennt
werden. Im Hinblick auf einen begrenzten Riickdruck, den das System erlaubt, sollten die

Sdulenlidnge und die Flussrate nicht unbeachtet bleiben.

Eine erhohte Temperatur hat mehrere positive Effekte. Es erniedrigt die Viskositét der
mobilen Phase, sodass theoretisch eine kleinere PartikelgroBBe verwendet werden kann. Daraus
resultiert eine bessere Saduleneffizienz. Aber auch der Riickdruck wird dabei vermindert. Fiir
lipophile Substanzen bietet eine erhohte Temperatur einen weiteren Vorteil. Sie erhoht die
Diffusion und damit die Adsorption. Eine Temperatur von 60°C bietet dariiber hinaus auch
Vorteile flir die Elution der Phospholipide. Eine niedrigere Temperatur wiirde diese erst viel
spater eluieren. Dadurch wird das Risiko, dass sie zu unterschiedlichen Zeitenpunkten in den
nichsten Zyklen eluieren, unkontrollierbar. Bei schwer zu trennenden Analyten kann eine
erhohte Temperatur aber auch von Nachteil sein. Die Retention der Analyte auf der

stationdren Phase nimmt ab [283].

Eine begrenzte Optimierung bietet das Massenspektrometer. Jedoch konnen die hier
vorgenommenen Einstellungen groBen Einfluss auf die Sensitivitit der Methode haben. Die
Wahl der mobilen Phase, ihre Flussrate in das Massenspektrometer und die Massenkalibration
des Massenspektrometers konnen hierbei Verdnderungen bewirken. Segarra et al. und Wang et
al. bevorzugen eine mobile Phase, bestehend aus einem wissrigen Anteil grofler 10% und ein
pH-Wert <5. So konnen sehr instabile Substanzen wie beispielsweise Sirolimus vor einem zu
schnellen Abbau geschiitzt werden. Wegen ihrer strukturellen Ahnlichkeit konnte auch
Everolimus, besonders aber 32-Desmethoxysirolimus, Degradationsmechanismen unterliegen

[262, 284].

Verbesserte Signale im Elektrospray durch einen leicht sauren pH-Wert beschreiben auch
Polsen et al. und andere [57, 279]. Sie setzen der mobilen Phase 0,1% Ameisensdure hinzu. In
dieser Arbeit unterstiitzt Ammoniumacetat in der mobilen Phase die Ammonium-

adduktbildung in der Quelle.
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3.4 Evaluation der entwickelten MD-SPE-POPLC-MS/MS
Methode (Triple-Kartuschen Modus)

3.4.1 Bestimmung der Robustheit einzelner Untereinheiten der
MD-SPE-POPLC-MS/MS Plattform

3.4.1.1 Bestimmung der Robustheit der Prozessierungseinheit

Als anfillige Untereinheit des vollautomatisierten Analysensystems fiir die Analyse von
Vollblutproben wurde die Prozessierungseinheit identifiziert. Die Prozessierung des Vollbluts
erfolgt liber eine Hitzeschockbehandlung in einer Edelstahlkapillare. Problematisch ist
insbesondere die Verstopfung des Systems (Kapillaren, Ventile, Fittings, Siebe, Kartuschen
oder Sdulen). Beispielsweise kann eine zu lange Hitzeschockbehandlung zur Gelbildung der
Vollblutprobe fiihren. Dies fiihrt unvermeidlich zu Verstopfungen. Fiir die Hitzeschock-
behandlung muss daher die Flussrate prizise berechnet und eingestellt werden. Dariiber
hinaus sind geeignete Losemittel auszuwéhlen. Ein hoher Anteil an organischem Losemittel,
sowohl in der mobilen Phase als auch in eventuell verwendeten Waschlosemitteln, fithrt zu
Prizipitaten, wodurch es ebenfalls zur Verstopfung des Systems kommt. Die Robustheit der

Prozessierungseinheit wurde deswegen eingehend gepriift.

Instrumenteller Aufbau

Fir die Untersuchungen zur Robustheit der Prozessierungseinheit wurde ein auf die
essentiellen Einheiten minimierter instrumenteller Aufbau gewihlt. Er ist in Abbildung 52

schematisch dargestellt.
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HPD-mix

&

Beheizte ‘
Edelstahlkapillare (HC)
im Saulenofen

In-line Filter

Probengefa UV-Detektor

Voliblut
Zell-desintegriertes Blut (CDB)

Abbildung 52: Instrumenteller Aufbau zur Untersuchung der Robustheit der Prozessierungseinheit. Das
originale Symbiosis™-Pharma System wurde auf die essentiellen Einheiten
(Injektionseinheit, beheizte Edelstahlkapillare (HC) im Sdulenofen,
Hochdruckkolbenpumpe (HPD) und UV-Detektor) minimiert.

Das System zur Untersuchung der Robustheit der Prozessierungseinheit besteht aus der
Misch- und Injektionseinheit, einer Injektionsschleife, einem 6-Wege-Schaltventil, einer
Hochdruckkolbenpumpe, einer beheizten Edelstahlkapillare, einem In-line Filter und einem
UV-Detektor. In der beheizten Edelstahlkapillare wird Vollblut in die Matrix Zell-
desintegriertes Blut (CDB) umgewandelt.

Uber die Schaltventile wird der Pumpenfluss gesteuert. Bei einem Prozessierungszyklus wird
die Vollblutprobe iiber die Spritzennadel in die Probenschleife eingebracht bzw. dosiert. Nach
Schaltung des Injektionsventils wird die Probe mit Hilfe der mobilen Phase durch die beheizte

Edelstahlkapillare befordert.

Imitation der Entstehung eines ,,Biofilms*

Bei der mehrfachen Injektion biologischer Proben bilden sich im Laufe der Zeit Ablagerungen
an den Innenwinden der Kapillaren. Bei prozessierten Vollblutproben, deren Gesamt-
proteinmenge durch die nicht abgetrennten Zellen wesentlich hoher ist als bei Plasmaproben,
werden daher vermehrte Protein-Ablagerungen erwartet. Es ist davon auszugehen, dass im
Bereich der beheizten Edelstahlkapillare das grofite Risiko der Bildung von Ablagerungen
besteht. Um das Ausmall des Risikos der Bildung von Ablagerungen in dem Bereich der

beheizten Edelstahlkapillare zu bestimmen, wurde die Entstehung eines ,,Biofilms* simuliert.
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Dazu wurden Vollblutproben so oft in das System injiziert und prozessiert, bis der Riickdruck

im System messbar anstieg. Als obere Grenze wurde ein Riickdruck von 100bar eingestellt.

Zusammensetzung der Proben

Das Blut immunsupprimierter Patienten weist zumeist einen erniedrigten Hdmatokrit auf
[285]. Die Blutzellen sind oft auf die Hilfte reduziert. Um die Vollblutproben bestmdoglich zu
simulieren und um die Viskositit der Probe herabzusetzen, wurden Vollblutproben gesunder
Probanden mit Spenderplasma der Gruppe AB entsprechend verdiinnt. Plasma der Gruppe AB
wurde bewusst gewidhlt, da es weder Antikorper gegen Blutgruppe A noch Antikdrper gegen
die Blutgruppe B aufweist. So wurde eine Agglutination der Probe ausgeschlossen.
Milojkovi¢ konnte zeigen, dass der Zusatz von organischem Modifier eine verbesserte
Desintegration der Blutzellen bewirkt [7]. Zusitzlich wird die Zugabe des Internen Standards
fiir die Quantifizierung erleichtert. Deshalb wurden den Proben ebenfalls 5vol.% Acetonitril
(ACN), bezogen auf den Anteil an Vollblut, hinzugesetzt. Die genaue Zusammensetzung der

Probenmischung entspricht Mischung 1 in Tabelle 6.

Prozessierungszyklus
Der Prozessierungszyklus besteht aus folgenden drei Schritten:

o Im ersten Konditionierungsschritt werden alle Kapillaren, ausgehend von der Hoch-
druckkolbenpumpe iiber die Injektionsschleife und die beheizte Edelstahlkapillare
bis zum UV-Detektor fiir eine Minute mit Methanol bei einem Fluss von 750uL/min

gespllt.

o Im Anschluss daran werden dieselben Kapillaren im Aquilibrierungsschritt fiir zwei
Minuten mit einer Mischung aus Wasser/Acetonitril (95/5, v/v) ebenfalls bei einer

Flussrate von 750uL/min gespiilt.
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. Abgeschlossen wird der Analysenzyklus mit dem Prozessierungsschritt. Bei diesem
Schritt werden die Kapillaren mit derselben Mischung aus Wasser/Acetonitril (95/5,
v/v), diesmal jedoch fiir zwei Minuten, bei einer fiir die Probenmischung spezifi-
schen Flussrate durchflossen. Die Flussrate wurde bewusst so gewihlt, dass ein
Grenzfall entsteht. Die Berechnung der Flussrate erfolgte mit den von Milojkovi¢
bestimmten Prozessierungsparametern und der zugehorigen Flussformel [7] (siehe
Abbildung 36). Als Prozessierungszeit wurde die Zeit verwendet, die mindestens
benotigt wird, um alle Erythrozyten zu desintegrieren (tmin, = 2,5sec). Aus diesen

Angaben folgt eine Flussrate von 1500puL/min.

Ein kompletter Prozessierungszyklus ist in Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 19: Kompletter Prozessierungszyklus zur Imitation eines ,,Biofilms*.

Eluent Flussrate [uL/min] Zeit [min]
Schritt 1 Methanol 750 1
Schritt 2 Wasser / Acetonitril (95/5, v/v) 750 2
Schritt 3 Wasser / Acetonitril (95/5, v/v) variabel 1

Prozessierungskonditionen

Fiir eine Prozessierung werden 50ul. der Probenmischung, bestehend aus Vollblut/AB-
Plasma/Acetonitril (50/45/5, v/v/v) bzw. 25ul. der Probenmischung, bestehend aus
Vollblut/DMSO (97,5/2,5, v/v) in die Injektionsschleife eingebracht. Die jeweilige Probe wird
im dritten Schritt des Prozessierungszyklus mit der entsprechenden Flussrate durch das
System befordert. Dabei wird die beheizte Edelstahlkapillare konstant bei einer Temperatur

von 75°C gehalten.

Robustheit

Unter den oben beschriebenen Bedingungen konnte die Robustheit der Prozessierungseinheit
fiir 1.000 Prozessierungszyklen nachgewiesen werden. Dabei stieg der Riickdruck des
Systems nie iiber 20bar. Danach wurde der Versuch abgebrochen. Das Riickdruckprofil iiber
die 1.000 Prozessierungszyklen ist in Abbildung 53 dargestellt. Die gesetzte Riickdruckgrenze

ist durch die gestrichelte Linie gekennzeichnet (rot). Waiahrend der ersten 370
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Prozessierungszyklen lag der Riickdruck unverindert bei 3bar. Zwischen 370 und 650
Prozessierunszyklen stieg der Riickdruck zweimal bis auf 16bar. Ab dem 650.

Prozessierungszyklus blieb der Riickdruck konstant unter Sbar.

140 -
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Abbildung 53: Robustheit der Prozessierungseinheit: Riickdruckprofil iiber 1.000 Prozessierungszyklen.

Wihrend der insgesamt 1.000 Prozessierungszyklen wurde keine Riickdruckerhohung
detektiert. Unter den gegebenen Bedingungen ist daraus zu folgern, dass die Prozessierungs-
einheit tiber 1.000 Prozessierungszyklen stabil ist. Es ist davon auszugehen, dass sich
zwischendurch Ablagerungen bilden, die den Kapillarradius reduzieren und so zu einer
Erhohung des Riickdruckes fithren. Unter den gewihlten Bedingungen werden diese

Ablagerungen auch wieder abgebaut.

Bekannt ist, dass langes Heizen bei hohen Temperaturen zu Instabilititen der Erythrozyten
und schlieBlich zu einer Denaturierung von Proteinen fiihrt [286-287]. Nachweislich kommt
es ab 49°C zu einer hoheren Viskositdt des Blutes durch verminderte Deformierbarkeit [253,
288]. Eine stark erhohte Viskositit, die bis zur Gelbildung fiihren kann, wird zusétzlich durch
Denaturierung von Hédmoglobin hervorgerufen [287]. Mitunter stellt eine solche Gelbildung
durch denaturiertes Hdmoglobin das grofite Risiko fiir ein vollautomatisches Analysengerit
mit integrierter Hitzeschockbehandlung dar. Ein Anlagern von weiteren Zellbestandteilen und
ein zwischenzeitliches Austrocknen konnen zu einer vollstindigen Verstopfung der Kapillaren
fiihren. Demnach darf bei einer Hitzeschockbehandlung niemals Gelbildung erfolgen.
Gleichzeitig sollten bei der Zerstorung der Erythrozyten moglichst kleine Fragmente
entstehen.
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3.4.1.2 Bestimmung der Robustheit der Kartuschen

Damit ein Analysensystem kommerziell anwendbar ist, sind u.a. niedrige Analysenkosten von
Bedeutung. Zu dem hohen materiellen Aufwand tragen die verwendeten, kostenintensiven
Einmalkartuschen bei. Bei verlustfreier Wiederverwendung konnte Material gespart und die
Kosten reduziert werden. Aus diesem Grund wurde die am stirksten mit Matrixbestandteilen
belastete erste Kartusche (LiChrospher®"ADS RP4) der entwickelten MD-SPE-POPLC-
MS/MS Methode (im Triple-Kartuschen Modus) auf Wiederverwendung untersucht.

Die Uberpriifung der Robustheit dieser Kartusche erfolgte durch mehrfache Injektion von
Mischung 2 (siche Tabelle 6) auf dieselbe Kartusche. Diese Mischung wurde bewusst
gewihlt, da sie der spiteren Probenzusammensetzung entspricht. Sie besteht aus einer fast
unverdiinnten Vollblutprobe (97,5vol.%) und hat damit einen hohen zelluliren Anteil. Sie
beinhaltet Dimethylsulfoxid (DMSO) als organischen Modifier mit einem 2,5vol.% Anteil,

bemessen auf die gesamte Probe.

Nach jeder Injektion erfolgte die Beladung der Kartusche mit Wasser/Acetonitril (95/5, v/v).
Die Kartusche unterlag zwischen den einzelnen Prozessierungszyklen einer vollstindigen
Konditionierung. Sie wurde dabei so programmiert, dass sie stindig in der Klemme einge-
spannt blieb. So konnte vermieden werden, dass durch unterschiedliches Einspannen ein
veranderter Riickdruck aufgebaut wird. Die Versuche erfolgten sowohl mit als auch ohne
In-line Filter (siche Abbildung 76). Beide Versuche wurden mit drei verschiedenen Kartu-
schen wiederholt. Im System erfolgte die Aufzeichnung des Riickdruckes. Bei 100bar wurde

der Versuch abgebrochen.

Instrumenteller Aufbau

Fiir die Untersuchungen zur Robustheit der Kartuschen wurde ein auf die essentiellen
Einheiten minimierter instrumenteller Aufbau gewédhlt. Der Aufbau wird in Kapitel 3.4.1.1
beschrieben. Erweitert wird dieser durch zwei 6-Wege-Ventile und einen Kartuschenhalter.

Der erweiterte instrumentelle Aufbau ist in Abbildung 54 dargestellt.
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Abbildung 54: Instrumenteller Aufbau zur Bestimmung der Robustheit der Kartusche.

Robustheit der Kartusche

Tabelle 20 zeigt die erzielten Riickdriicke bei der Bestimmung der Robustheit auf
verschiedenen Kartuschen. Auffillig ist, dass alle Kartuschen einen unterschiedlichen
Ausgangsdruck aufweisen. Alle Kartuschen hielten mehrfachen Fraktionierungszyklen stand.

Ein eindeutiger Trend der Riickdruckzunahme ist nicht zu erkennen.

Tabelle 20: Bestimmung der Robustheit der Kartuschen. Kartusche: Oasis°HLB (10x2mm).

Riickdruck mit In-Line Filter [bar] Riickdruck ohne In-Line Filter [bar]
Injektion Kartusche 1 Kartusche 2 Kartusche 3 Kartusche 1 Kartusche 2 Kartusche 3
1 52 34 42 27 16 55
2 49 40 56 39 36 31
3 46 47 35 46 53 68
4 55 51 50 47 62 98
5 78 56 50 48 69 141
6 75 71 53 56 85
7 87 74 59 59 94
8 96 101 68 72 94
9 92 73 68 89
10 104 79 85 76
11 82 73 83
12 91 84 79
13 105 103 92
14 108

Der In-line Filter weist einen kleinsten Durchmesser von einem Mikrometer auf. Die Siebe
der Kartuschen besitzen einen durchschnittlichen Porendurchmesser von 30um. Trotz dieses
deutlichen Unterschiedes zeigt kein System einen schnelleren Riickdruckaufbau. Alle
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Kartuschen hielten mindestens fiinf Zyklen stand. Ebenso ist kein gleichméBiger Anstieg des
Riickdruckes zu erkennen. Auffillig ist jedoch, dass der Riickdruck verschiedener, frischer
Kartuschen erheblichen Schwankungen unterliegt. Weiterhin ist in einem on-line SPE-LC
System der zusdtzlich von der analytischen Sédule hervorgerufene Riickdruck beim
Transferschritt zu beriicksichtigen. Da die entwickelte SPE-MD-POPLC-MS/MS Plattform
aufgrund seiner PEEK-Verbindungen nur ca. 200bar standhdlt, ist von einer
Mehrfachverwendung der ersten Kartusche daher abzusehen. Ausgenommen davon ist die
Verwendung  einer LiChrospher® ADS RP4 Kartusche, die aufgrund ihrer
Materialeigenschaften auch fiir eine Mehrfachverwendung geeignet ist. Erfahrungsgemal
kann die zweite Kartusche (ProntoSil PLR), auf jeden Fall auch die dritte Kartusche (Oasis®

MCX) gewaschen, neu konditioniert und wieder verwendet werden.

3.4.2 Vergleich der Robustheit einer konventionellen on-line
SPE-LC-MS/MS Methode mit und ohne integrierter
Hitzeschockbehandlung bei der Analyse von

Immunsuppressiva aus Vollblut

Im folgenden Kapitel erfolgt die Darstellung der Untersuchungsergebnisse der Robustheit
einer on-line SPE-LC-MS/MS Methode mit integrierter Hitzeschockbehandlung fiir die
Analyse von Immunsuppressiva aus Vollblut. Dazu wurde die Robustheit dieser Methode mit
derselben Methode ohne integrierte Hitzeschockbehandlung verglichen. Es erfolgte der Ver-
gleich durch mehrere unabhéngige Versuche. Als Referenz diente eine off-line, mit fliissigem
Stickstoff hergestellte CDB-Probe (siehe Kapitel 3.1.2). Fiir den Vergleich wurden jeweils
eine Vollblutprobe, eine off-line hergestellte Hitzeschock-behandelte CDB-Probe und eine
Referenz-Probe untersucht. Die Vollblutproben stammten, wenn nicht anders beschrieben, von
gesunden Probanden. Ein Aliquot wurde nativ belassen. Die Prozessierung eines weiteren
Aliquots erfolgte unter Standardbedingungen bei 75°C, 16 Sekunden im Wasserbad (CDB).

Die Referenzprobe wurde durch zweimaliges Tieffrieren in fliissigem Stickstoff hergestellt.
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3.4.2.1 Untersuchungen zur Wiederfindung der Modellanalyte aus verschie-

denen Matrices

Als erstes erfolgten Untersuchungen zur Wiederfindung ausgewéhlter Modellanalyten aus
Vollblut und aus CDB. Dazu wurden Patientenproben verwendet, die bereits im Institut fiir
Klinische Chemie des Klinikums der Universitdit Miinchen nach Proteinprézipitation
vermessen worden waren (Methode siehe). Diese Ergebnisse wurden hier als 100%-Wert
herangezogen. Die Patienten unterlagen einer Tacrolimus- (hydrophilster Analyt aus der
Gruppe der in dieser Arbeit untersuchten Modellanalyte) bzw. einer Ciclosporin A-Therapie
(hydrophobster Analyt der in dieser Arbeit untersuchten Modellanalyte). Ein Aliquot jeder
Patientenprobe wurde nativ belassen (Vollblutprobe). Die off-line Prozessierung eines
weiteren Aliquots erfolgte unter Standardbedingungen bei 75°C fiir 16 Sekunden im
Wasserbad (CDB-Probe). Alle Proben wurden in ein konventionelles SPE-LC-MS/MS
System injiziert (Methode sieche) und analysiert. Analysen erfolgten aus den verschiedenen
Matrices jeweils mit einer niedrigen, einer mittleren und einer hohen therapeutischen
Konzentration an Modellanalyt. Auch der Einfluss des Injektionsvolumens wurde untersucht.
Die Priifung erfolgte fiir unterschiedliche Injektionsvolumina (SpL, 10uL und 25uL) jeder

therapeutischen Konzentration.

Bestimmung von Tacrolimus aus verschiedenen Matrices

Abbildung 55 zeigt die Ergebnisse der Bestimmung von Tacrolimus aus Vollblut und aus
CDB. Diese Messergebnisse unterliegen dem direkten Vergleich mit dem Referenzwert.
Sowohl bei niedriger als auch bei mittlerer Konzentration sind die Messwerte der selbst
vermessenen Patientenproben aus Vollblut und aus CDB mit den 100%-Werten vergleichbar.
Bei hohen Tacrolimuskonzentrationen weichen die ermittelten Werte fiir Vollblut und fiir CDB
von den 100%-Werten ab: sie sind niedriger. In allen Injektionsvolumina werden &hnliche

Tacrolimuskonzentrationen nachgewiesen.
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Abbildung 55: Bestimmung von Tacrolimus aus Vollblut und aus CDB. Vergleichswerte: Messergebnisse
des Institutes fiir Klinische Chemie des Klinikums der Universitit Miinchen (100%-Wert);
Probe: Patienten, die mit unterschiedlichen therapeutischen Konzentrationen an Tacro-
limus behandelt wurden; Probenvorbereitung Vollblut: keine; Probenvorbereitung; CDB:
Prozessierung (off-line) unter Standardbedingungen bei 75°C fiir 13 Sekunden im Wasser-
bad; Interner Standard: Ascomycin in 2,5vol.% DMSO; System: Konventionelle SPE-LC-
MS/MS; 100%-Wert: Konventionelle SPE-LC-MS/MS nach Proteinpriizipitation von Voll-

blut (vollstiindige Parameter fiir Systeme siehe).

Den Untersuchungsergebnissen ist zu entnehmen, dass die ermittelten Tacrolimuswerte im
niedrigen und mittleren therapeutischen Konzentrationsbereich mit den 100%-Werten
iibereinstimmen. Es kann daher festgehalten werden, dass die Matrix bei niedrigen und
mittleren therapeutischen Konzentrationen keinen FEinfluss auf die Wiederfindung hat.
Dagegen fillt die Wiederfindung aus Vollblut und CDB bei hohen therapeutischen
Konzentrationen im Vergleich zur 100%-Messung ab. Da die Wiederfindung an
Tacrolimuskonzentration aus allen Injektionsvolumina &dhnlich ist, ist festzuhalten, dass das

Injektionsvolumen keinen Einfluss auf die Wiederfindung hat.

Bestimmung von Ciclosporin A aus verschiedenen Matrices

Abbildung 56 zeigt die Ergebnisse der oben beschriebenen Untersuchungen mit
Patientenproben, die Ciclosporin A enthielten. Dass das Injektionsvolumen keinen Einfluss

auf die Wiederfindung hat, wurde hier bereits unterstellt. Die ermittelten Konzentrationen fiir
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Ciclosporin A aus Vollblut und CDB weichen stirker vom 100%-Wert ab. Bei mittlerer und

hoher therapeutischer Konzentration liegen die ermittelten Werte unter 100%.
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Therapeutische Ciclosporin A - Konzentration
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Abbildung 56: Bestimmung von Ciclosporin A aus Vollblut und aus CDB. Vergleichswerte: Messergeb-
nissen des Institutes fiir Klinische Chemie des Klinikums der Universitit Miinchen (100 %o-
Wert); Probe: Patienten, die mit unterschiedlichen therapeutischen Konzentrationen an
Ciclosporin A behandelt wurden; Probenvorbereitung Vollblut: keine, n=3; Probenvorbe-
reitung CDB: Prozessierung (off-line) unter Standardbedingungen bei 75°C fiir 13
Sekunden im Wasserbad, n=3; Interner Standard: Ascomycin in 2,5vol.% DMSQ; System:
Konventionelle SPE-LC- MS/MS; System 100%-Wert: Konventionelle SPE-LC-MS/MS

nach Proteinprizipitation (vollstindige Parameter fiir Systeme siche).

Die ermittelten Werte stimmen mit dem 100%-Wert in niedriger therapeutischer
Konzentration iiberein. Die selbst bestimmten Vollblut- und CDB-Werte zeigen bei mittlerer
und hoher therapeutischer Konzentration niedrigere Werte als der 100%Wert. Im direkten
Vergleich zu den Untersuchungen zur Wiederfindung von Tacrolimus aus den gleichen
Matrices fillt auf, dass die Matrix bei dem hydrophoberen Analyten Ciclosporin A einen
deutlich hoheren Einfluss hat. Wie Abbildung 60 zu entnehmen ist, kommt es zum Zeitpunkt
der Elution von Tacrolimus und seines verwendeten Internen Standards Ascomycin (kleiner
Peak des roten Chromatogramms) zu einer Verstirkung der Ionisation. Die Elution von
Ciclosporin A (grofler Peak des roten Chromatogramms) liegt in einem Bereich mit neutraler
Ionisation. Der Interne Standard ist die Berechnungsgrundlage fiir die Wiederfindung der

Analyte. Daher wird der systematische Fehler bei der Berechnung der Wiederfindung von
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Tacrolimus in der Berechnung eliminiert, wihrend er bei der Berechnung der Wiederfindung

von Ciclosporin A zu niedrigeren Wiederfindungsraten fiihrt.

3.4.2.2 Untersuchungen zur Verschleppung von Hadmoglobin im Analysen-

system

Um das AusmaB} einer unerwiinschten Verschleppung von Hidmoglobin bis in den Detektor
aufzuzeigen, wurden verschiedene Untersuchungen durchgefiihrt. Fiir diese wurde
Hamoglobin auf unterschiedliche Weise im Transferschritt eines konventionellen SPE-LC
Systems nachgewiesen. Ziel der Untersuchungen war, unterschiedliche Verschleppungsraten
des Hidmoglobins aus der Matrix Vollblut im Vergleich zu CDB nachzuweisen. In vielen
Experimenten diente eine durch zweimaliges Ausfrieren in fliissigem Stickstoff hergestellte

CDB-Probe als Referenz.

Nachweis von Himoglobin aus unterschiedlichen Matrices im Transferschritt einer

konventionellen SPE-LC Methode mit einem UV/VIS Photometer

Der Nachweis von Hédmoglobin im Tansferschritt einer konventionellen SPE-LC Methode
erfolgte nach Injektion von verschiedenen Matrices. Dafiir wurde ein UV/VIS-Detektor
anstelle des Massenspektrometers direkt an das SPE-LC System gekoppelt. Nach Injektion

und Analyse der verschiedenen Matrices wurde das Himoglobin bei 429nm detektiert.

Abbildung 57 zeigt den Vergleich verschiedener Matrices. In allen Chromatogrammen ist ein

Injektionspeak zwischen 2,8-3,4 Minuten zu sehen.
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Abbildung 57: Nachweis von Himoglobin im Transferschritt. Methode: konventionelle SPE-LC-MS/MS
(vollstindige Parameter siehe). Proben: Vollblut eines gesunden Probanden;
Probenaufbereitung Vollblut: keine; Probenaufbereitung CDB: Prozessierung unter
Standardbedingungen bei 75°C 16 Sekunden im Wasserbad; Himoglobin-Standardlésung:
150mg/mL in mobiler Phase, Injektionsvolumen: 25uL; Fraktionierung: Wasser/Aceto-
nitril (95/5, v/v) bei 250puL/min fiir 1 Minute, danach Wasser/A cetonitril (95/5, v/v) bei
3mL/min fiir 1 Minute; mobile Phase: Methanol/10mmol Ammoniumacetatlésung (80/20,

v/v); Detektion: UV/VIS bei 429nm.

Der Anstieg der Basislinie ab 3,5 Minuten ist nur bei der Vollblut-, bei der CDB- und bei der
Hamoglobinprobe zu sehen. Bei der Wasserprobe bleibt die Basislinie auf dem Anfangs-
niveau. Den Messergebnissen ist zu entnehmen, dass bei den drei erstgenannten Proben
vermehrt Himoglobin gemessen wird. Dabei ist die Verschleppung des Hamoglobins nach
Injektion einer Vollblutprobe am grofBten. Die Injektion einer Himoglobin-Standardlosung mit
150mg/mL ist eher als Referenz zu betrachten. Nach Injektion von CDB wird im Vergleich zu
der Vollblutprobe weniger Hamoglobin verschleppt. Die injizierte Wasserprobe wurde als
Kontrolle verwendet und zeigt erwartungsgemdll kein Hdmoglobin. Diese Untersuchungen

zeigen einen ersten Vorteil fiir die Analyse von Immunsuppressiva aus CDB-Proben.

Photometrische Bestimmung von Himoglobin

Es erfolgte ein zweiter unabhéngiger Nachweis von Hamoglobin im Transferschritt. Dafiir
wurde die Probe einer Reaktion mit Drabkin’s Reagenz unterzogen und anschliefend die

Farbreaktion photometrisch detektiert. Dazu wurden Aliquote derselben oben beschriebenen
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Proben in das konventionelle SPE-LC-MS/MS System injiziert und analysiert. Das Transfer-
volumen von 750uL wurde aufgefangen, unter Stickstoff eingedampft und mit ImL Drabkin’s
Reagenz versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte

die photometrische Detektion bei 546nm gegen Wasser.

In Tabelle 21 sind die Absorptionsdifferenzen verschiedener Matrices im Vergleich zu Wasser
zu sehen. Die Absorptionsdifferenz von CDB im Vergleich zu Wasser zeigt einen etwas
geringeren Wert als die Absorptionsdifferenz von Vollblut im Vergleich zu Wasser. Die mit
Stickstoff behandelte Referenzprobe weist, im Vergleich mit den beiden anderen Matrices,

eine deutlich geringere Absorptionsdifferenz im Vergleich zu Wasser auf.

Tabelle 21: Nachweis von Himoglobin im Transferschritt. Methode: konventionelle SPE-LC-MS/MS;
Proben: Vollblut eines gesunden Probanden; Probenaufbereitung Vollblut: keine;
Probenaufbereitung CDB: Prozessierung unter Standardbedingungen bei 75°C fiir 16 Sekun-
den im Wasserbad; Probenaufbereitung CDB(N;): Zweimaliges Ausfrieren in fliissigem
Stickstoff; Injektionsvolumen: 25puL; System: konventionelle SPE-LC-MS/MS (vollstindige
Parameter siehe);

Testvolumen: 750uL Transfervolumen, unter Stickstoff eingeengt, mit ImL Drabkin’s versetzt,

15min bei Raumtemperatur inkubiert und photometrisch bei 546nm gegen Wasser vermessen.

I Absorptionsdifferenz im Vergleich zu Wasser

Vollblut (in-line hamolysiert) 0,022
CDB (off-line) 0,020
CDB (Ny) 0,005

Die Messwerte zeigen, dass die mit fliissigem Stickstoff behandelte Probe (CDB(N,)) sehr
viel weniger Himoglobin im Transferschritt aufweist als die anderen beiden Proben. Wie die
Untersuchungen (siche Kapitel 3.1) ergaben, besteht diese CDB(N;)-Probe aus kleinen
subzelluldren Partikeln. Eine Erklarung fiir den deutlich geringeren Hamoglobinwert kann die
komplette Desintegration bei der Prozessierung geben. Dabei wird der Zellinhalt, d.h. das
Hamoglobin vollstindig freigesetzt. Beim Fraktionierungsschritt kann dieses daher sehr
sauber abgetrennt werden. Ein Vorteil der Analyse aus einer CDB-Probe im Vergleich zu einer
Vollblutprobe wird hier nur geringfiligig sichtbar. Jedoch ist bei der Vollblutprobe davon
auszugehen, dass durch in-line Himolyse ebenfalls Zellinhalt freigesetzt wird. Die Zellhiillen,
die sogenannten ,,Ghosts*, kdnnen aber nicht weiter zerstort werden. Auf dem Sieb der SPE-
Sédule und im SPE-Material konnen sich diese ,,Ghosts* verfangen und Hémoglobin
einschlieBen. Himoglobin wird dann im nichsten Schritt wieder abgelost und gelangt so im

Transferschritt in den Detektor. Eine durch Hitzeschockbehandlung entstandene CDB-Probe
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besteht, wie auch die CDB(N,)-Probe, aus subzelluldren Partikeln. Es kommt daher ebenfalls

zu einer vollstindigen Desintegration.

Photometrische Bestimmung von Protein

Als indirekter Nachweis von Hidmoglobin im Transferschritt diente ein allgemeiner
Proteinnachweis. Hier wurde in derselben Weise vorgegangen wie bei dem beschriebenen
Hamoglobinnachweis mit Drabkin’s Reagenz. Der einzige Unterschied bestand in dem Zusatz
von ImL BCA-Reagenz anstelle des Drabkin’s Reagenzes zu dem eingeengten
Transfervolumen. Nach 30-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben bei

578nm gegen Wasser vermessen.

Tabelle 22 zeigt, dass die CDB-Probe im Vergleich zu Wasser eine geringere
Absorptionsdifferenz aufweist, als die Absorptionsdifferenz von Vollblutprobe im Vergleich
zu Wasser. Eine deutlich kleinere Absorptionsdifferenz zeigt die mit Stickstoff behandelte
CDB-Probe.

Tabelle 22: Nachweis von Protein im Transferschritt. Methode: konventionelle SPE-LC-MS/MS. Proben:
Vollblut eines gesunden Probanden; Probenaufbereitung Vollblut: keine; Probenaufbereitung
CDB: Prozessierung unter Standardbedingungen bei 75°C fiir 16 Sekunden im Wasserbad;
Probenaufbereitung CDB(N,): Zweimaliges Ausfrieren in fliissigem Stickstoff;
Injektionsvolumen: 25uL; System: konventionelle SPE-LC-MS/MS (vollstindige Parameter
siehe);
Testvolumen: 750puL Transfervolumen, unter Stickstoff eingeengt, mit ImL BCA-Reagenz
versetzt, 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und photometrisch bei 578nm gegen

Wasser vermessen.

I Absorptionsdifferenz im Vergleich zu Wasser

Vollblut (in-line hamolysiert) 0,286
CDB (off-line) 0,273
CDB (Ny) 0,116

Diese Untersuchungen fiihrten zu dhnlichen Ergebnissen wie die photometrische Bestimmung
von Himoglobin. Auch hier konnte ein leichter Vorteil fiir die Analyse von Immunsuppressiva
aus CDB im Vergleich zu einer Analyse aus Vollblut herausgearbeitet werden. Die
Begriindung ist analog zur photometrischen Bestimmung von Hidmoglobin, diesmal jedoch

bezogen auf alle in Vollblut enthaltenen Proteine.
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Photometrische Bestimmung von Eisenionen aus Hiamoglobin

Ein weiterer indirekter Nachweis von Hédmoglobin im Transferschritt erfolgte iiber die
Bestimmung von Eisen. Dazu wurde in gleicher Weise vorgegangen, wie zuvor beschrieben.
Das Transfervolumen von 750uL wurde aufgefangen. In einem Olympus AU 2700
Analysengerit erfolgte die photometrische Vermessung bei 567nm, nachdem zweiwertiges
Héamoglobin- und dreiwertiges Transferrineisen mit einem spezifischen Reagenz umgesetzt
wurden. Bei diesen Untersuchungen erfolgte eine Mittelwertsbestimmung aus 10

Transfervolumina.

In Tabelle 23 sind die Messwerte der photometrischen Untersuchungen der Transfervolumina
aufgezeigt. Fiir beide CDB-Proben ergaben sich geringere Konzentrationen an Eisenionen als

bei der Vollblutprobe.

Tabelle 23: Nachweis von Eisenionen im Transferschritt. Methode: konventionellen SPE-LC-MS/MS;
Probe: Vollblut eines gesunden Probanden; Probenaufbereitung Vollblut: keine;
Probenaufbereitung CDB: Prozessierung unter Standardbedingungen bei 75°C, 16 Sekunden
im Wasserbad; Probenaufbereitung CDB(N,): Zweimaliges Ausfrieren in fliissigem Stickstoff;
Injektionsvolumen: 25pL; System: konventionelle SPE-LC-MS/MS (vollstindige Parameter
siehe);

Testvolumen: 7,5mL Transfervolumen; Detektion: photometrisch bei 567nm.

Eisenionen [ug/dL]
Vollblut (in-line hamolysiert) 2
CDB (off-line) <1
CDB (Ny) <1

Erwartungsgemal zeigen beide CDB-Proben eine geringere Konzentration an Eisenionen als
die Vollblutprobe. Damit wird nach Injektion einer CDB-Probe in ein konventionelles
SPE-LC-MS/MS System weniger Himoglobin bis in den Detektor verschleppt. Jedoch zeigen

die Werte auch, dass die Methode nicht sensitiv genug ist, um stiarker zu differenzieren.

Bestimmung von Eisen mit Hilfe der Atom-Absorptionsspektrometrie

Die Bestimmung des Anteils an zentralem Eisenion des Himoglobinmolekiils erfolgte in einer
weiteren unabhingigen Untersuchung mit Hilfe der Atom-Absorptionsspektrometrie. Dazu
wurde, wie zuvor beschrieben, vorgegangen. Auch bei diesen Versuchen wurde ein Mittelwert

aus 10 Transfervolumina bestimmt.
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In Tabelle 24 sind die Ergebnisse der Untersuchung mit Hilfe der Atom-Absorptions-
spektrometrie aufgezeigt. Die CDB-Probe weist einen deutlich niedrigeren Wert auf als die
Vollblutprobe. Die mit fliissigem Stickstoff behandelte Probe (CDB(N;)) zeigt von allen

untersuchten Proben die niedrigste Konzentration an Eisenionen.

Tabelle 24: Nachweis von Eisenionen im Transferschritt. Methode: konventionelle SPE-LC-MS/MS;
Probe: Vollblut eines gesunden Probanden; Probenaufbereitung Vollblut: keine;
Probenaufbereitung CDB: Prozessierung unter Standardbedingungen bei 75°C, 16 Sekunden
im Wasserbad; Probenaufbereitung CDB(N,): Zweimaliges Ausfrieren in fliissigem Stickstoff;
Injektionsvolumen: 25uL; System: konventionelle SPE-LC-MS/MS (vollstindige Parameter
siehe);

Testvolumen: 7,5mL Transfervolumen; Detektion: Atom-Absorptionsspektrometer.

| Eisen [ug/L]
Vollblut (in-line hamolysiert) > 1400
CDB (off-line) 392
CDB (N,) 65

Diese Untersuchungsergebnisse zeigen einen 3-4-fach geringeren Anteil an Eisen im
Transferschritt nach Injektion von CDB im Vergleich zu Vollblut. Eine mit Stickstoff
behandelte Vollblutprobe ergibt einen gut 20-fach niedrigeren Anteil von Eisen im

Transferschritt im Vergleich zu Vollblut.

Alle in diesem Kapitel beschriebenen Untersuchungen weisen eine Uberlegenheit bei der
Analyse der Immunsuppressiva aus der Matrix CDB gegeniiber der Matrix Vollblut auf.
Durch einen direkt gekoppelten UV/VIS-Detektor an das konventionelle SPE-LC System
konnte der unterschiedliche Hamoglobingehalt im Transferschritt nach Injektion der
verschiedenen Matrices chromatographisch dargestellt werden. Sowohl der nasschemische
Nachweis auf Hamoglobin als auch der nasschemische Nachweis auf Protein allgemein
zeigten leichte Vorteile der Matrix CDB gegeniiber Vollblut. Der Nachteil der Ergebnisse
besteht darin, dass diese Untersuchungen Vergleichsmessungen und deshalb nicht
quantifizierbar sind. Die photometrische Untersuchung auf Eisenionen war zu unempfindlich
fiir die Differenzierung zwischen der CDB-Probe und der mit Stickstoff behandelten
CDB-Probe. Die Messung des Hidmoglobineisens im Transferschritt mit Hilfe der
Atom-Absorptionsspektrometrie zeigte auf quantitative Weise den Unterschied bei der
Analyse der verschiedenen Matrices. Die erhohte Robustheit der Methode mit integrierter
Hitzeschockbehandlung gegeniiber einer Methode, die auf einer Hamolyse von Vollblut
beruht, konnte eindeutig nachgewiesen werden.
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3.4.3 Vergleich verschiedener Innendurchmesser einer POPLC-

Saule

Um auf verschiedenen Anforderungen und Anwendungsbereiche besser eingehen zu konnen,
erfolgten Untersuchungen zum Einfluss des Innendurchmessers einer POPLC-Saule. Dafiir
wurden Bestimmungen einer ausgewihlten POPLC-Segmentkombination (sieche Kombination
I in Kapitel 3.3.4.2) mit 3mm Innendurchmesser und mit einem 2mm Innendurchmesser
verglichen. Alle Untersuchungen wurden unter identischen chromatographischen

Bedingungen durchgefiihrt.

Abbildung 58 zeigt die Uberlagerung der Chromatogramme aller vier Zielanalyte mit ihren
Internen Standards auf einer POPLC-Sdulenkombination mit 3mm Innendurchmesser.
Deutlich zu erkennen sind die Signale fiir Ciclosporin A (blau) und Ciclosporin D (rot).
Ebenfalls zu sehen ist das Signal flir Everolimus bei 2,5 Minuten. Die Signale flir Ascomycin,
Tacrolimus, Sirolimus und Desmethoxysirolimus sind im Verhéltnis zu den Ciclosporinen so
klein, dass sie in der vorliegenden Grafik nicht aufgeldst werden. Die hochste Intensitét zeigt

das Signal von Ciclosporin A mit 6,45 x e5Scps. Die Gesamtanalysenzeit betrdgt 8,0 Minuten.
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Abbildung 58: Testchromatogramm einer POPLC-Sédule mit 3mm Innendurchmesser. POPLC-Séulen-
kombination: 20mm ProntoSil 100-5-C18 SH 2 + 20mm ProntoSil 200-5-PLR + 30mm
ProntoSil 100-5-CN 2 + 10mm ProntoSil 100-5-Phenyl 2, temperiert im Wasserbad auf
60°C; Injektionsvolumen: 25uL einer prizipitierten Vollblutprobe, dotiert mit den vier
Immunsuppressiva Ciclosporin A (1000ng/mL), Tacrolimus (40ng/mL), Sirolimus
(45ng/mL) und Everolimus (45ng/mL) mit den Internen Standards Ciclosporin D
(60ng/mL), Ascomycin (20ng/mL) und Desmethoxysirolimus (25ng/mL); Mobile Phase:
Methanol/10mmolare Ammoniumacetatlosung (75/25, v/v); Flussrate: 900pL/min; 8.50
min; Detektor: MDS SCIEX API 5000 LC/MS/MS System mit QJet Ion Guide.

In Abbildung 59 ist die Uberlagerung der Chromatogramme aller vier Zielanalyte mit ihren
Internen Standards auf einer POPLC-Siulenkombination mit 2mm Innendurchmesser gezeigt.
Bis auf das Desmethoxysirolimus sind hier alle Analyte gut zu erkennen. Die Reihenfolge der
Elution der Analyte ist erwartungsgemil} identisch mit der Elution der Analyte auf einer
POPLC-Segmentkombination mit 3mm Innendurchmesser. Die hochste Intensitéit zeigt hier
ebenfalls das Signal von Ciclosporin A mit 8,5 x eScps. Die bendtigte Gesamtanalysenzeit

betrdgt jedoch nur 5,0 Minuten.
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Abbildung 59: Testchromatogramm einer POPLC-Séule mit 2mm Innendurchmesser. POPLC-
Sédulenkombination: 20mm ProntoSil 100-5-C18 SH 2 + 20mm ProntoSil 200-5-PLR +
30mm ProntoSil 100-5-CN 2 + 10mm ProntoSil 100-5-Phenyl 2, temperiert im Wasserbad
auf 60°C; Injektionsvolumen: 25uL einer prizipitierten Vollblutprobe, dotiert mit den vier
Immunsuppressiva Ciclosporin A (1000ng/mL), Tacrolimus (40ng/mL), Sirolimus
(45ng/mL) und Everolimus (45ng/mL) mit den Internen Standards Ciclosporin D
(60ng/mL), Ascomycin (20ng/mL) und Desmethoxysirolimus (25ng/mL); Mobile Phase:
Methanol/10mmolare Ammoniumacetatlosung (75/25, v/v); Flussrate: 900puL/min; 8.50
min; Detektor: MDS SCIEX API 5000 LC/MS/MS System mit QJet Ion Guide.

Wird eine POPLC-Siule mit 2mm Innendurchmesser gewdhlt, so resultiert unter den
gegebenen Bedingungen eine dhnlich, wenn nicht sogar eine verbesserte Auflésung der
einzelnen Signale im Chromatogramm bei kiirzerer Analysenzeit. Die Signale sind im Mittel
ca. ein Drittel erhoht. Der Druck lag im Durchschnitt ca. 50 bar tiber dem Druck mit einer
POPLC-Siule mit 3mm Durchmesser. Gleiches gilt fiir die Analyse einer Standardldsung

(Chromatogramme nicht gezeigt).

Fiir die zwingend notwendige Analyse von kleinen Probenvolumina, konnte somit eine hohere
Nachweisempfindlichkeit durch Verkleinerung des Innendurchmessers der POPLC-Sédule
gezeigt werden. Auf diese Weise wird eine hohere Massenselektivitit erreicht. Nicht auler
Betracht gelassen werden darf aber in diesem Falle, dass gleiche chromatographische

Bedingungen zu einer h6heren linearen Flussgeschwindigkeit fithren.
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Steht jedoch ein groBes Probenvolumen zur Verfiigung, ist die Nachweisempfindlichkeit auf
einer analytischen Sdule mit groBerem Séulendurchmesser verbessert. Es steht mehr Masse an
stationdrer Phase fiir Wechselwirkungen zwischen Analyt und stationdrer Phase zur

Verfiigung. Daraus resultiert eine hohere theoretische Bodenzahl.

Fiir einen direkten Vergleich ist demnach das injizierte Probenvolumen an den Séulendurch-

messer anzupassen. Dabei ist das Volumen der Sdule proportional zum Durchmesser.

3.4.4 Bestimmung von Matrixeffekten der biologischen
Flussigkeit CDB bei der Analyse von Immunsuppressiva
aus Vollblut nach on-line Probenaufbereitung tber

verschiedene Plattformen.

Die Bestimmung des Ausmafles an Matrixeffekten erfolgte iiber die Aufnahme von
Nachséuleninfusionschromatogrammen, wie in Kapitel 2.3.5.3 beschrieben. Nachséulen-
infusionschromatogramme werden héufig zur Bestimmung von Matrixeffekten genutzt. Sie
geben Aufschluss iiber das chromatographische Zeitprofil und das AusmalBl der inter-
ferierenden Substanzen. Interferierende Matrixsubstanzen resultieren in Suppression bzw. in

einer Verstiarkung der Ionisation.

Bei diesem Experiment wird die neu entwickelte MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode (Triple-
Kartuschen Modus) mit der eigens entwickelten Version, der MD-SPE-POPLC-MS/MS
Methode (Dualer-Kartuschen-Modus) und mit einer konventionellen SPE-LC-MS/MS
Methode (Single-Kartuschen Modus) verglichen. Die genauen Parameter dieser Methoden
sind in und Anhang 11 aufgefiihrt.

Fiir diesen Vergleich wurden auf jedem System sowohl Injektions- als auch Infusions-
chromatogramme gemessen. Die Detektion der Injektionschromatogramme erfolgte nach
Injektion und Analyse einer Analytstandardlosung in das jeweilige System. Fiir die Detektion
der Infusionschromatogramme wurde kontinuierlich eine Analytstandardldsung in das
Massenspektrometer infundiert. Gleichzeitig erfolgte die Injektion einer reinen Matrixprobe

(CDB). Sie wird analysiert und ihr HPLC-Eluat dem Infusionsstrom zugeleitet. Beide
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Chromatogrammtypen werden iibereinandergelegt. Eine ungestorte Analyse liegt vor, wenn
die Basislinie eine konstante Intensitit aufweist. Die Intensitit sollte gegeniiber einer
normalen Basislinie, ohne kontinuierliche Infusion einer Analytstandardldsung sichtbar erhoht

sein.

Abbildung 60 zeigt die Uberlagerungen von Injektions- (rot) und Infusionschromatogrammen
einer Analyse von Immunsuppressiva aus CDB mit einer konventionellen SPE-LC-MS/MS
Methode (Single-Kartuschen Modus). Zu entnehmen sind die Uberlagerungen der entspre-
chenden Chromatogramme nach Aufreinigung auf verschiedene SPE-Materialien. Untersucht
wurden 1.) HySphere C2, 2.) HySphere C8 EC-SE, 3.) LiChrospher® ADS RP4 und 4.)
Oasis® HLB. Das Injektionschromatogramm zeigt eine nicht optimierte Elution einer
Analytstandardlosung. Es entstehen zwei Signale. Unter den gegebenen Bedingungen eluieren
Ciclosporin A und D getrennt von den restlichen untersuchten Immunsuppressiva und der
Internen Standards. Sie werden im ersten Signal iiberlagert. Alle Infusionschromatogramme
zeigen einen ,,Schaltpeak® bei 2,7min. Dieser entsteht aufgrund der Saulenschaltung. Zu
diesem Zeitpunkt wird die SPE-Kartusche mit der analytischen Sdule in Reihe geschaltet, und
die Elution der Analyte von der SPE-Kartusche auf die analytische Séule beginnt.
Wiederholungsversuche mit gleichem SPE-Material zeigen reproduzierbare Infusions-
chromatogramme. Das Profil der Infusionschromatogramme variiert stark und dndert sich in

Abhéngigkeit vom SPE-Material.

Abbildung 61 zeigt die Uberlagerungen von Injektions- (rot) und Infusionschromatogrammen.
Im Gegensatz zu Abbildung 60 entstanden alle Chromatogramme bei einer Analyse von
Immunsuppressiva aus CDB mit einer MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode (Dualer-
Kartuschen-Modus). Es konnen die Uberlagerungen der entsprechenden Chromatogramme
nach Aufreinigung tiiber verschiedene Kombinationen an SPE-Materialien entnommen
werden. Untersucht wurden folgende Kombinationen: 1.) HySphere C2 — Oasis® MCX,
2.) HySphere C8 EC-SE — Oasis® MCX, 3.) LiChrospher® ADS RP4 — Oasis® MCX und
4.) Oasis® HLB — Oasis® MCX. Das Injektionschromatogramm zeigt eine auf die Trennung
von Ciclosporin A und D optimierte Elution einer Analytstandardldsung. Es entstehen vier
Signale. Unter den gegebenen Bedingungen eluieren die Zielanalyte in folgender Reihenfolge:
Tacrolimus und Ascomycin (1. Signal), Sirolimus, Everolimus und Desmethoxysirolimus (2.
Signal, durch Degradierung der Substanzen ist hier noch ein weiteres kleines Signal zu

sehen), Ciclosporin A (3. Signal) und Ciclosporin D (4. Signal). Alle Infusionschromato-
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gramme zeigen einen ,,Schaltpeak® bei 6,5min. Dieser entsteht aufgrund von Séulenschaltung.
Zu diesem Zeitpunkt wird die 2. SPE-Kartusche mit der analytischen Séule in Reihe
geschaltet. Danach beginnt die Elution der Analyte von der 2. SPE-Kartusche auf die
analytische Sdule. Wiederholungsversuche mit gleichen SPE-Materialien zeigen reproduzier-
bare Infusionschromatogramme. Die Profile der Infusionschromatogramme zeigen eine hohe
Ahnlichkeit. Verglichen mit den Infusionschromatogrammen in Abbildung 60, weisen die
Infusionschromatogramme in dieser Abbildung sehr viel mehr Stabilitdt auf. Die Unterschiede
der Infusionschromatogramme verschiedener SPE-Materialkombinationen sind nicht mehr so
gravierend. Auffillig ist der Abfall der Basislinie ab der 12. Minute. Stirkere Schwankungen
der Basislinie sind auf zunehmende Verschmutzung der ,Sample Cone* im

Massenspektrometer zuriickzufiihren.

Abbildung 62 zeigt die Ergebnisse einer Analyse von Immunsuppressiva aus CDB mit der
entwickelten MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode im Triple-Kartuschen Modus. Dargestellt
sind die Uberlagerungen von Injektions- (rot) und Infusionschromatogrammen. Die
Chromatogramme zeigen den kompletten Analysenzyklus. Untersucht wurden folgende
Materialkombinationen: 1.) HySphere C2 — ProntoSil PLR — Oasis® MCX, 2.) HySphere C8
EC-SE — ProntoSil PLR — Oasis® MCX, 3) LiChrospher® ADS RP4 — ProntoSil PLR —
Oasis® MCX und 4.)) Oasis® HLB - ProntoSil PLR - Oasis® MCX. Das
Injektionschromatogramm zeigt eine auf die Trennung von Ciclosporin A und D optimierte
Elution einer Analytstandardlosung. Wie in Abbildung 61 entstehen vier Signale. Unter den
gegebenen Bedingungen eluieren die Zielanalyte in derselben Reihenfolge wie im Dualen-
Kartuschen Modus. Alle Infusionschromatogramme zeigen einen ,,Schaltpeak™ bei 20min.
Dieser entsteht aufgrund der Saulenschaltung. Zu diesem Zeitpunkt wird die 3. SPE-
Kartusche mit der analytischen Sdule in Reihe geschaltet. Danach beginnt die Elution der
Analyte von der 3. SPE-Kartusche auf die analytische Sdule. Alle Wiederholungsversuche mit
gleichen SPE-Materialien zeigen reproduzierbare Infusionschromatogramme. Die Profile der
Infusionschromatogramme verschiedener SPE-Materialkombinationen weisen eine sehr hohe
Ahnlichkeit auf. Es sind keine Instabilititen zu erkennen, die auf lonisationseffekte hindeuten

konnten.
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Abbildung 60: Nachweis von Matrixeffekten. Analyse von Immunsuppressiva aus CDB nach on-line Probenaufbereitung iiber eine konventionelle SPE-

LC-MS/MS Methode (Single-Kartuschen Modus); Injektionschromatogramm (rot) wird jeweils von mehreren Infusionschromatogrammen
iiberlagert; Probe: off-line CDB, prozessiert 16sec bei 75°C im Wasserbad; SPE-Kartuschen: 1) HySphere C2 (10x2mm), dp 7pum; 2)
HySphere C8 EC-SE (10x2mm), dp 8um; 3) Enrg%rﬁ.@ ADS RP4 (10x2mm), dp 25um; 4) Oasis® HLB (10x2mm), dp 30pm (vollstiindige
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Abbildung 62: Nachweis von Matrixeffekten. Analyse von Immunsuppressiva aus CDB nach on-line Probenaufbereitung iiber eine MD-SPE-POPLC-
MS/MS Methode (Triple-Kartuschen Modus); Injektionschromatogramm (rot) wird jeweils von mehreren Infusionschromatogrammen
iiberlagert; Probe: off-line CDB, prozessiert 16sec bei 75°C im Wasserbad; SPE-Kartuschen: 1) HySphere C2 (10x2mm), dp 7um, ProntoSil
PLR, (10x2mm) dp 25pm und Oasis® MCX (10x1mm), dp 30pm; 2) HySphere C8 EC-SE (10x2mm), dp 8pm, ProntoSil PLR (10x2mm), dp
25pm und Oasis® MCX (10x1mm), dp 30pm; 3) Enrwomcwmq@ ADS RP4 (10x2mm), dp 25pm, ProntoSil PLR (10x2mm), dp 25pm und Oasis®
MCX (10x1mm), dp 30pum; 4) Oasis® HLB (10x2mm), dp 30pm, ProntoSil PLR (10x2mm), dp 25pm und Oasis® MCX (10x1mm) dp 30pm ID
(vollstiindige Parameter Analyse siche Anhang 11).

170



Experimenteller Teil: Ergebnisse und Diskussion

Wie gezeigt, ist bei der Bestimmung von Matrixeffekten der biologischen Fliissigkeit CDB
bei der Analyse von Immunsuppressiva aus Vollblut nach on-line Probenaufbereitung iiber
eine konventionelle SPE-LC-MS/MS Methode (siche Abbildung 60) festzustellen, dass es auf
allen SPE-Materialien zu deutlichen Schwankungen der Intensitdt der Basislinie in den
Infusionschromatogrammen kommt. Dies bedeutet, dass interferierende Matrixbestandteile
bei der Probenaufbereitung iiber eine einzige SPE-Kartusche nur unzureichend abgereichert
werden. Dabei werden Matrixbestandteile von den beiden HySphere-Materialien im Vergleich
zu dem LiChrospher® ADS RP4- und dem Oasis HLB-Material schlechter abgereinigt. Eine
Erklarung dafiir ergibt sich aus dem Porendurchmesser der Materialien. Wéhrend die
HySphere-Materialien einen durchschnittlichen Porendurchmesser von 140A besitzen, weisen
das LiChrospher” ADS RP4- und das Oasis® HLB-Material 60A bzw. 81A auf (vergleiche
Kapitel 2.2.1.4). Das Serumalbumin-Molekiil besitzt eine GroB3e von ca. 69 kDa und hat eine
durchschnittliche Linge von 150A [289]. Das GroBenausschlussprinzip kommt daher stéirker
bei den beiden zuletzt genannten Materialien zum Tragen. In den HySphere-Materialien
konnen sich somit Plasmaproteine wihrend des Fraktionierungsschrittes einlagern, die beim

folgenden Elutionsschritt mit auf die analytische Sdule transferiert werden.

Bei der Bestimmung der Matrixeffekte wird iiber eine Spritzenpumpe kontinuierlich
Standardlosung in das Eluat der analytischen Sdule iiber ein T-Stiick in den MS-Detektor
gepumpt. Da die Standardldsung bei konstanter Rate ins MS gefiihrt wird, sollte idealer Weise
ein konstantes ESI-Signal detektiert werden. Dies ist auch der Fall, wenn eine Blank-Probe
ohne Analyt injiziert wird. Kommt es durch Injektion einer biologischen Matrixprobe
(beispielsweise CDB) in der Quelle des Massenspektrometers jedoch zu Ionisationseffekten,
wird dies durch verdnderte Intensitét der Basislinie detektiert. In den meisten Fillen tritt eine
Ionensuppression, abhédngig von Substanz und Aufbereitungsmethode, nach dem Totvolumen
auf [6]. Dies konnte mit der Bestimmung der Matrixeftekte der biologischen Fliissigkeit CDB
bei der Analyse von Immunsuppressiva aus Vollblut nach on-line Probenaufbereitung iiber

eine konventionelle SPE-LC-MS/MS Methode nachgewiesen werden.

Mit der MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode im Dualen-Kartuschen Modus (siehe Abbildung
61) konnte ein Teilergebnis erzielt werden. Die Analyse von Immunsuppressiva aus CDB
nach on-line Probenaufbereitung iiber zwei SPE-Kartuschen unterliegt nachweislich weniger

Matrixeffekten als dieselbe Analyse mit nur einer konventionellen SPE-Kartusche (Single-
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Kartuschen Modus). Mit allen untersuchten SPE-Materialkombinationen konnten Infusions-
chromatogramme aufgenommen werden, die deutlich stabilere Basislinien zeigen. Daraus ist
zu abzuleiten, dass interferierende Matrixbestandteile iiber zwei SPE-Kartuschen mit
unterschiedlichen Retentionsmechanismen besser abgereichert werden als auf einer SPE-
Kartusche. Dies ist auf die hohere Anzahl an chromatographischen Retentionsmechanismen
zuriickzufiihren. Bei den vorliegenden Chromatogrammen ist es schwierig, die Abweichungen
der Infusionsprofile den unterschiedlichen SPE-Materialien zuzuordnen. Es ist davon
auszugehen, dass die Verwendung der Materialien LiChrospher® ADS RP4 und Oasis” HLB
leichte Vorteile mit sich bringen. Diese Materialien besitzen bereits selbst mehrere
chromatographische Dimensionen (sieche Tabelle 18). Bei den Infusionschromatogrammen
kann es aufgrund von anderen Losemittelzusammensetzungen nach dem Injektionspeak zu
einer leicht erhohten Basislinie kommen. Daher ist der Abfall der Basislinie nach der 12.
Minute schwer zu interpretieren. Es kann davon ausgegangen werden, dass dies ebenfalls eine
Ionensuppression ist, die durch hydrophobe Matrixsubstanzen hervorgerufen wird.
Hydrophobe Matrixsubstanzen konnen jederzeit von der analytischen Sdule eluieren. Sie
konnen daher auch zu einem spiteren Zeitpunkt der Analyse oder erst im nichsten Lauf
Ionensuppressionen hervorrufen [137]. Durch Erweiterung der MRM-Methode des
Massenspektrometers auf einen filir (Phospho-)Lipide spezifischen Masseniibergang (m/z 184
— m/z 184) konnte gezeigt werden, dass es genau zu der Zeit des Basislinienabfalls in
Abbildung 61 zu einem massiven Signal in der (Phospho-)Lipidspur kommt. Es wird daher
angenommen, dass diese (Phospho-)Lipide starken Einfluss auf den lonisationsprozess der
Analyte in diesem Zeitfenster haben und Ionensuppression hervorrufen. Aus diesem Grund

sollten (Phospho-)Lipide ebenfalls bei der Probenaufbereitung eliminiert werden.

Das Erreichen aller im Vorfeld definierten Ziele beziiglich des Nachweises einer ungestorten
Analyse der Immunsuppressiva aus CDB, konnte mit der MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode
im Triple-Kartuschen Modus (siehe Abbildung 62) nachgewiesen werden. Die Analyse von
Immunsuppressiva aus CDB nach on-line Probenaufbereitung tiber drei unterschiedliche SPE-
Kartuschen unterliegt nachweislich keinen Matrixeffekten. Mit allen untersuchten SPE-
Materialkombinationen konnten Infusionschromatogramme aufgenommen werden, die
absolut stabile Basislinien zeigen. Daraus ist zu entnehmen, dass interferierende

Matrixbestandteile iiber die drei getesteten SPE-Kartuschen mit unterschiedlichen Retentions-
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mechanismen riickstandsfrei abgereichert werden. Dies ist auf die hohe Anzahl an
unterschiedlichen chromatographischen Retentionsmechanismen zuriickzufiihren. Aus den
vorliegenden Chromatogrammen sind keine Unterschiede der Infusionsprofile in
Abhingigkeit von den SPE-Materialkombinationen zu entnehmen. Dennoch ist davon
auszugehen, dass die Verwendung der Materialien LiChrospher® ADS RP4 und Oasis® HLB
leichte Vorteile mit sich bringen. Diese Materialien besitzen bereits selbst mehrere
chromatographische Dimensionen (siche Tabelle 18). Diese Vermutung wird gesondert
untersucht (siche Kapitel 3.4.5). Die Reihenfolge der SPE-Materialien wurde bewusst
gewdhlt. Die (Phospho-)Lipide sollten so friih wie moglich in der Analyse eliminiert werden.
Eine Eliminierung auf der ersten SPE-Kartusche ist aufgrund des hohen organischen Anteils
in der mobilen Phase, der zur Elution der Analyte benotigt wird, nicht mdglich. Proteine
wiirden mit dem hohen Anteil an organischem Losemittel in der mobilen Phase prézipitieren.
Daher muf3 als erster SPE-Aufreinigungsschritt eine Eliminierung von makromolekularen
Matrixbestandteilen wie beispielsweise Proteine und anderer zelluldrer Bestandteile
stattfinden. Eine Eliminierung der (Phospho-)Lipide im dritten SPE-Aufreinigungsschritt

® MCX-Material als zweites

erscheint wenig sinnvoll, da in diesem Fall das Oasis
Aufreinigungsmaterial genutzt werden wiirde. Es besitzt jedoch u.a. einen hydrophilen—
lipophilen Interaktionsmechanismus. Es ist anzunehmen, dass die (Phospho-)Lipide auf
diesem Material extrahiert werden und die anschlieBende Elution unkontrolliert verlduft.
Diese Uberlegung stimmt mit der Vermutung von Shen et al. iiberein. Diese Autoren gehen
aufgrund ihrer Ergebnisse davon aus, dass die tertifire Struktur eines Phospholipids im
wassrigen Medium vorzugsweise mit hydrophoben Strukturen Wechselwirkungen eingeht.
Deswegen sollten ,,mixed-mode‘‘-Phasen bei der Aufreinigung von biologischen Fliissigkeiten
vermieden werden, wenn in der Umkehrphasenchromatographie spét eluierende
Phospholipide als Grund fiir Ionensuppression anzunehmen sind [136]. Wird das Oasis®
MCX-Material aber als drittes Aufreinigungsmaterial genutzt, werden keine spét eluierenden
(Phospho-)Lipide mehr erwartet. Das Material kann somit den Teil an hydrophoben

Matrixbestandteilen abreichern, der dem ersten Aufreinigungsmaterial entgangen ist. Des

Weiteren wird eine Probe von hydrophilen neutralen bis anionischen Substanzen befreit.

Trotz der Elimination der Matrixeffekte wird der Gebrauch der Internen Standards als
Indikator fiir Analytverlust wihrend der Methode beibehalten. Die wird auch von Van

Eckhaut et al. empfohlen [266].
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3.4.5 Untersuchungen an interferierenden (Phospho-)Lipiden in

der CDB-Matrix und zu deren Entfernung

In diesem Kapitel werden eingehende Untersuchungen beziiglich des Nachweises und der
Elimination von interferierenden (Phospho-)Lipiden beschrieben. Als erstes erfolgte ein
Beweis dafiir, dass es sich bei den interferierenden Substanzen aus der CDB-Matrix bei der
Analyse von Immunsuppressiva aus Vollblut um Phospholipide handelt (siehe Kapitel 3.3).
Im Anschluss daran werden Ergebnisse von Untersuchungen verschiedener Verfahren zur
Eliminierung von Phospholipiden dargestellt. AbschlieBend wird die Mdglichkeit einer on-

line Anwendung diskutiert.

Fiir den Beweis wurde, beispielhaft fiir alle Phospholipide, eine methanolische Losung von
DL-alpha-Phosphatidylcholin (diastearoyl) in den Tandemmassenspektrometer injiziert und
direkt detektiert. Die Detektion erfolgte mit der gemeinsamen MRM-Methode fiir

Immunsuppressiva und Phospholipide (siehe Kapitel 3.4.5).

Abbildung 63 zeigt die Aufspaltung eines Totalen Ionenchromatogramms in die einzelnen
Massenspuren der Immunsuppressiva und der Phospholipide. Die Spuren aller Analyte zeigen
ruhige Basislinien ohne relevante Signale. Die vorletzte Spur reprédsentiert die Phospholipide.
Es wird ein groBes Signal zwischen 0,4-2 Minuten detektiert. Verglichen mit den Spuren der
Immunsuppressiva ist dieses Signal ca. 1.000-fach so groB. In der letzten Spur ist das Totale
Ionenchromatogramm (TIC) zu sehen. Es wird deutlich, dass das einzig signifikante Signal

nur aus dem injizierten Phosphatidylcholin resultiert.
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Abbildung 63: Untersuchungen zu interferierenden Substanzen in der CDB-Matrix. Probe: methanolische
Ldsung von DL-alpha-Phosphatidylcholin (diastearoyl); Konzentration 2,5pug/mL;
Injektionsvolumen: 25uL; mobile Phase: Methanol/10mmol Ammoniumformiat (80/20, v/v)
+ 1% Ameisensiure; Flussrate: 1,0mL/min; MS-Detektion: MRM aller Analyte und der
Internen Standards plus MRM m/z 184—m/z 184;

Die Untersuchungen erfolgten beispielhaft an einem Phosphatidylcholin. Wie schon in
Tabelle 3 gezeigt, bilden Phosphatidylcholin mengenmifig, sowohl im Plasma als auch in den
Erythrozyten, den groften Anteil an Phospholipiden. Es wurde nachgewiesen, dass aus dieser
Substanz mit Hilfe der ,,in-source collisionally induced dissoziation“-Methode ein Fragment
entsteht, das beim Masseniibergang m/z 184—184 detektiert werden kann. Dabei handelt es

sich hochstwahrscheinlich um das Trimethylammoniummethylphosphation [141].

Die Eliminierung eines groflen Anteils interferierender (Phospho-)Lipide bei der Analyse von
Immunsuppressiva aus CDB wurde bereits in Kapitel 3.3.3.2 dargestellt. Bei der in diesem
Kapitel beschriebenen Abreicherung von (Phospho-)Lipiden handelt es sich um ein Verfahren,
das speziell im Zusammenhang mit den untersuchten Modellanalyten entwickelt wurde. Es
basiert auf dem unterschiedlichen Retentionsverhalten der (Phospho-)Lipide und der Modell-
analyte auf einer stationdren Phase, das dem Prinzip der molekularen Formerkennung

zugrunde liegt.

Fiir die Abreicherung von Phospholipiden in einem on-line Analysenystem miissen folgende

Kriterien erfiillt sein:
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. Bindungsvermdgen des Materials gegeniiber Phospholipide unter bestimmten

Voraussetzungen (Zusammensetzung und pH-Wert der mobilen Phase).

o On-line Verwendung, d.h., es muf3 unter gewissen Voraussetzungen moglich sein,
eine Trennung der Analyte von den Phospholipiden zu erreichen (Zusammensetzung

und pH-Wert der mobilen Phase).

o Regenerationpotential, d.h., vollstindige Elution der retenierten Phospholipide unter

verdnderten Bedingungen (Zusammensetzung und pH-Wert der mobilen Phase).

Ein erstes Resultat konnte durch die Ermittlung eines Losemittels erzielt werden, mit dem die
Bindung des Phospholipids (DL-alpha-Phosphatidylcholins, diastearoyl) an das Hybrid
SPE™ Material gezeigt werden konnte. Mit der mobilen Phase [Methanol/10mmol
Ammoniumformiat, pH = 2,8 (20/80, v/v)] (entspricht einem Zusatz von 2% Ameisensédure)
erfolgt eine Retention des Phospholipids. Das Fraktionierungsvolumen (Vg) des
Phospholipids kann, wie in Kapitel 2.2.1.3 beschrieben, berechnet werden. Es betragt >10mL.
Ferner ermoéglichte reines Methanol die vollstindige Elution des vorher retenierten

Phospholipids von dem Material.

Unter den beschriebenen Retentionsbedingungen eluiert eine Standardldsung der Analyte
innerhalb der ersten 1,5 Milliliter. Dies entspricht einem Durchbruchsvolumen (Vi) von
1,5mL. Es ist darauf hinzuweisen dass bei diesem Abreicherungsverfahren fiir Phospholipide
Vg < Vg erwiinscht ist. Damit kann dieses Packungsmaterial zur on-line SPE verwendet
werden. Weitere Untersuchungen hierzu erfordern das Vorliegen des Materials im

Kartuschenformat. Dieses stand jedoch nicht zur Verfiigung.

3.4.6 Bestimmung der Zusammensetzung der nach on-line SPE-

Aufbereitung verbleibenden CDB-Matrix

Die Bestimmung der Zusammensetzung der nach on-line Aufbereitung verbleibenden, d.h.
nicht angereicherten CDB-Matrix erfolgte iiber die Aufnahme von MS-Scans. Dafiir wird das
Kollisionsgas ausgeschaltet und der Massenbereich m/z 100-1.000 wéihrend der 10-miniitigen

Separationszeit einer Analyse mehrfach gescannt. Ein solcher MS-Scan gibt Aufschluss
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dariiber, mit welcher Intensitit bestimmte Massen zu welchem Zeitpunkt detektiert werden.
Dabei zeigt das Totale Ionen Chromatogramm (TIC) der Scans das Elutionsprofil restlicher
Substanzen. Die Intensitét des TIC's repriasentiert dabei das Ausmall an Restmatrixsubstanzen
im Eluat. Dariiber hinaus geben sdmtliche einzelne MS-Scans, die in kurzen regelmifBigen
Zeitabstinden aufgenommen werden, Auskunft {iber die Massen der zu einem bestimmten

Zeitpunkt eluierenden Substanzen.

Die verbleibende CDB Matrix wird vergleichend nach on-line Probenaufbereitung tiber
verschiedene Plattformen untersucht. Darliber hinaus wurde der Aufreinigungseffekt
verschiedener SPE-Materialkombinationen der MD-SPE-POPLC Methode (Triple-Kartu-

schen Modus) untersucht.

3.4.6.1 Probenaufbereitung und Trennung Uber verschiedene Plattformen.

Bei dieser Untersuchung wird die MD-SPE-POPLC Methode (Triple-Kartuschen Modus) mit
einer konventionellen SPE-LC Methode (Single-Kartuschen Modus) verglichen. Die genauen
Parameter dieser Methode sind in und Anhang 11 aufgefiihrt. Als Referenz dient eine

Analytstandardldsung.

Abbildung 64 zeigt die Untersuchungsergebnisse auf einer konventionellen SPE-LC
Plattform. Im oberen linken Chromatogramm ist das Totale Ionenchromatogramm (TIC) des
MS-Scans wihrend der 10-miniitigen Elutionsphase einer CDB-Analyse zu sehen. Dem
Chromatogramm ist zu entnehmen, dass es zwischen 3,5 bis 5,5 Minuten zur verstirkten
Elution von Matrixsubstanzen kommt. Im unteren linken Injektionschromatogramm wird das
Totale Ionenchromatogramm einer Standardlosung auf derselben Plattform gezeigt. Zu
erkennen ist ein ausgeprigtes Signal zwischen 4 bis 5 Minuten. Das Spektrum im rechten Teil
der Abbildung représentiert den MS-Scan (Momentaufnahme) zum Zeitpunkt 4,3 Minuten
(gestrichelte Linie in den TIC’s des MS-Scans von CDBs und des Injektionschromatogramms
der Standardlosung). Es zeigt vermehrt eluierende Massen iiber den komplett gescannten

Massenbereich von m/z 100-1000.
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Abbildung 64: Untersuchung auf Restmatrixsubstanzen. CDB-Probe nach Aufbereitung und Trennung
mit dem konventionellen SPE-LC-MS/MS System; oben links: TIC MS-Scan einer do-
tierten CDB-Probe, rechts: MS-Scan bei 4,3 Minuten, links unten (zum Vergleich): TIC
einer normalen Analyse eines Standardlosung; SPE-Kartusche: Oasis® HLB (10x2mm), dp
30pm; Dotierung: alle Inmunsuppressiva inklusive der Internen Standards in 2,5vol.%
DMSO (Konzentration je Analyt: 100ng/mL); Injektionsvolumen: 25pL; MS-Detektion:
MRM aller Analyte und der Internen Standards plus MRM m/z 184—m/z 184 (vollstindige

Parameter siehe).

Bei diesem System ist von Nachteil, dass die Elution der Analyte im gleichen Zeitraum
stattfindet, in dem auch zahlreiche Matrixsubstanzen eluieren. Befinden sich Analyt und
Matrix in einer Probe, wie beispielsweise in einer Patientenprobe, so konnen die
Matrixsubstanzen die Ionisation der Analyte stark beeintrachtigen. Im Spektrum konnen
vereinzelt Massen den Analyten zugeordnet werden. So verbirgt sich unter der Masse m/z 813
beispielsweise das Natriumaddukt von Ascomycin. Dariiber hinaus ist das Ammoniumaddukt
mit einer Masse von m/z 809 enthalten (nicht extra beschriftet). Unter der Masse m/z 906

verbirgt sich das Natriumaddukt von Desmethoxysirolimus.

In Abbildung 65 sind die Ergebnisse der Analyse von CDB auf Restmatrixsubstanzen auf
einer MD-SPE-POPLC Plattform im Triple-Kartuschen Modus zu entnehmen. Im oberen
linken Chromatogramm ist das Totale Ionenchromatogramm des MS-Scans wihrend der
10-miniitigen Elutionsphase abgebildet. Kurz nach dem Schaltpeak (0,5 Minuten) bis ca.
2 Minuten eluieren noch einige wenige Restmatrixsubstanzen. Im unteren linken
Injektionschromatogramm ist das TIC einer Standardlosung auf derselben Plattform gezeigt.
Zu erkennen sind vier gut voneinander getrennte Signale zwischen 2 bis 8 Minuten (der kleine
Peak neben dem zweiten Peak entsteht aufgrund der Spaltprodukte des Desmethoxy-

sirolimus). Das Spektrum im rechten Teil der Abbildung repriasentiert den
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MS-Scan zum Zeitpunkt von 1,7 Minuten (gestrichelte Linie in den TIC des MS-Scans von
CDB und des Injektionschromatogramms der Standardldsung). Er zeigt restliche eluierende

Massen hauptsidchlich im Massenbereich von m/z 200-500.
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Abbildung 65: Untersuchung auf Restmatrixsubstanzen. CDB-Probe nach Aufbereitung und Trennung
mit dem MD-SPE-POPLC-MS/MS System im Triple-Kartuschen Modus; oben links: TIC
MS-Scan einer dotierten CDB-Probe, rechts: MS-Scan bei 1,7 Minuten, links unten (zum
Vergleich): TIC einer normalen Analyse eines Standardlosung; SPE-Kartuschen: LiChros-
pher® ADS RP4 (10x2mm), dp 25pm, ProntoSil PLR (10x2mm), dp 25pm und Oasis® MCX
(10x1mm); Dosierung: alle Inmunsuppressiva inklusive der Internen Standards in
2,5vol.% DMSO (Konzentration je Analyt: 100ng/mL); Injektionsvolumen: 25pL; MS-
Detektion: MRM aller Analyte und der Internen Standards plus MRM m/z 184—m/z 184

(vollstiindige Parameter siche Anhang 11).

Hier konnen keine Analyten identifiziert werden, da diese erst zu einem spiteren Zeitpunkt

eluieren.

Besonders hervorzuheben ist, dass die Signalintensitét des Totalen lonenchromatogramms der
Matrixprobe und auch die des MS-Scans auf der MD-SPE-POPLC-MS/MS Plattform (Triple-
Kartuschen Modus) sehr viel geringer sind. Sie zeigen Signalintensititen von 2,6¢’ und 3,1¢’.
Im Vergleich dazu werden Signalintensititen von 1,3¢® und 2,6e® auf der konventionellen
SPE-LC-MS/MS Plattform erhalten. Diese Verunreinigungen sind um eine Zehnerpotenz
hoher. Daraus ist zu folgern, dass eine CDB-Probe auf einer MD-SPE-POPLC-MS/MS
Plattform im Triple-Kartuschen Modus sehr viel besser aufgereinigt wird als auf einer
konventionellen SPE-LC-MS/MS Plattform. Die Probe enthdlt nur noch ein Zehntel an
Restmatrixsubstanzen im Vergleich zur konventionellen Plattform. Im Umkehrschluss
bedeutet dies, dass das System, vor allem aber der empfindliche Detektor, weniger

kontaminiert wird. So miissen auch weniger Reinigungsschritte durchgefiihrt werden.
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Wihrend auf einer konventionellen SPE-LC-MS/MS Plattform viele undefinierte Matrix-
substanzen eluieren, konnen bei einer MS-SPE-POPLC-MS/MS Plattform bereits storende
Gruppen identifiziert werden. Nach Bennett et al. konnten einige Massen mit hoher Wahr-
scheinlichkeit bestimmten Substanzen zugeordnet werden [290]. So kann ein Hauptionen-
cluster, m/z 492 dem Monomer von Lysophosphatidylcholin (16:0) zugeordnet werden.
Weiterhin betrdgt das Masse-zu-Ladungsverhiltnis von Lysophosphatidylcholin (18:2) m/z
520 und das Masse-zu-Ladungsverhiltnis m/z 524 kann dem Lysophosphatidylcholin (18:0)
zugeordnet werden. Unter der Masse m/z 476 verbirgt sich das demethylierte quarternire
Amin der Cholingruppe [M-15]. Fiir eine C-16 gesittigte Fettsdureseitenkette vom Lysopho-
sphatidylcholin betrigt das Masse-zu-Ladungsverhiltnis m/z 251.

3.4.6.2 Probenaufbereitung tber verschiedene SPE-Packungsmaterialien und

MD-SPE-POPLC Methode (Triple-Kartuschen Modus)

Bei dieser Untersuchung wurden verschiedene SPE-Materialkombinationen fiir die in dieser
Arbeit entwickelte MD-SPE-POPLC Methode (Triple-Kartuschen Modus) auf ihren Aufreini-
gungseffekt gepriift. Folgende SPE-Materialkombinationen unterlagen der Analyse: 1.)
HySphere C2 — ProntoSil PLR — Oasis® MCX, 2.) HySphere C8 EC-SE — ProntoSil PLR —
Oasis® MCX, 3.) LiChrospher® ADS RP4 — ProntoSil PLR — Oasis® MCX und 4.) Oasis®
HLB - ProntoSil PLR — Oasis® MCX. Anzumerken ist, dass hierbei nur das Material der

ersten Kartusche variiert wurde. Eine Standardlosung der Analyte diente als Referenz.

Abbildung 66 zeigt vergleichend die Ergebnisse der Bestimmung der Restmatrixsubstanzen
einer CDB-Probe nach Aufreinigung mit einer MD-SPE-POPLC-MS/MS Plattform im Triple-
Kartuschen Modus. Abgebildet sind jeweils das Totale Ionenchromatogramm im oberen Teil
und ein Spektrum im unteren Teil. Das Spektrum stellt ein Ausschnitt zu dem Zeitpunkt dar,
an dem der groflte Anteil an Matrixsubstanzen eluiert (4,5 Minuten; der Start der Aufnahme
des Spektrums entspricht nicht dem Start des Trennungsvorganges. Er liegt bei ca. 2,8

Minuten).
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Die erste Kombination mit einer HySphere C2-Kartusche als erstes SPE-
Aufreinigungsmaterial zeigt mit Abstand die hochsten Intensitdten, sowohl im Totalen
Ionenchromatogramm als auch im Spektrum. Hier eluieren zum Zeitpunkt 4,5 Minuten noch
sehr viele Substanzen. Dies wird an dem ausgepréigten Signal zu diesem Zeitpunkt im TIC
deutlich. Das Spektrum gibt dariiber Auskunft, dass hier Substanzen eluieren, die relativ hohe
Massen aufweisen (m/z 650-1.000). Tendenziell weist die Kombination mit Oasis® HLB als
erste SPE-Kartusche dhnliche Aufreinigungscharakteristika auf. Die Kombinationen mit einer
LiChrospher® ADS RP4- und HySphere C8 EC-SE-Kartusche dagegen besitzen TIC's in
denen keine auffilligen Signale zu sehen sind. Bei 4,5 Minuten zeigen auch die

dazugehorigen Spektren nur noch niedermolekulare Substanzen mit Massen m/z 100-250.

Es konnte gezeigt werden, dass die besten Ergebnisse in Bezug auf die Aufreinigung der
CDB-Matrix mit dem LiChrospher® ADS RP4- und dem HySphere C8 EC-SE-Material als
erstem SPE-Aufreinigungsschritt, erzielt werden konnten. Weiterer Vorteil des LiChrospher®
ADS RP4-Materials ist der groBere Partikeldurchmesser. Im Gegensatz zum HySphere
Material eignet es sich somit besser flir die Aufreinigung von viskdsen Fliissigkeiten wie

beispielsweise CDB.

3.5 Entwicklung einer Methodik zur Reinigung der Prozessie-

rungseinheit und der Kapillaren der Analysenplattform

Die Anwendung des in dieser Arbeit entwickelten MD-SPE-POPLC-MS/MS Verfahrens zur
direkten und vollstdndigen Analyse einer Reihe von Immunsuppressiva aus Vollblut erfordert
auch eine Reinigung der Analysenplattform. Der Grund hierfiir sind Ablagerungen von
Proteinen und Lipiden an den Kapillarwénden und an den Ventilen nach Mehrfachinjektionen
bzw. einem kontinuierlichen Betrieb. Um Reste von Lysereagenzien, Zellriickstinde und
Blutproteine aus den Leitungssystemen zu entfernen, wird in Blutanalysengerdten hiufig eine

5%ige Hypochloritlosung zur Reinigung verwendet [291]. Diese soll alle 500 Zyklen bzw.
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einmal am Tag eingespiilt werden [292]. Nachteilig bei der Verwendung von
Hypochloritlosung ist, dass es durch die Bildung von Chlor aggressiv ist und so das Kapillar-

und Ventilmaterial angreift.

3.5.1 Ermittlung eines effizienten Reinigungsreagenzes

In diesem Kapitel wird die Ermittlung eines effizienten Reinigungsreagenzes beschrieben. Die

Qualitét eines Reinigungsreagenzes wurde hinsichtlich folgender Anforderungen evaluiert:
e Losungsvermogen (Solubilisierung) von Hitze-denaturiertem Vollblut,
e  Kompatibilitdt mit den Materialien des Systems,
e Beeinflussung der massenspektrometrischen Detektion und
e Detektionsmoglichkeit der Reinigungseffizienz.

Um ein geeignetes Reinigungsreagenz zu ermitteln, wurden die experimentellen Ergebnisse
mit folgenden Proteinbestimmungsverfahren verglichen: Lowry-Proteinbestimmung,

Coomassie Plus-Proteinbestimmung und BCA-Proteinbestimmung [293-297].

Vergleichskriterien:

o Losungsvermdgen (Solubilisierung) von Hitze-denaturiertem Vollblut

Es sollte die Auflosung des sich bildenden ,Biofilms“ in der beheizten
Edelstahlkapillare und in den Kapillaren des Analysengerétes erreicht werden. Dafiir
wurden Glaskapillaren mit Vollblut gefiillt und mit einem Versiegelungskit
verschlossen. Anschlielend erfolgte die Prozessierung der Probe fiir 35sec bei 75°C
im Wasserbad. Nach den von Milojkovi¢ bestimmten Parametern liegen diese
Bedingungen iiber der Gelbildungsgrenze [7]. Die sich bildende Blutriickstdnde
werden aus den Kapillaren gedriickt und in die entsprechenden Reingungsreagenzien

gegeben. Das Auflosungsvermogen wird visuell bestimmt.
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Reinigungseffizienz

Fiir dieses Experiment wurde das System mit 200 Prozessierungszyklen von jeweils
25ulL Vollblut belastet. Wahrend der Reinigung des Analysensystems erfolgt die
Aufnahme der Absorption der Reinigungslosung mit Hilfe eines UV-Detektors. Der
zeitliche Abfall des Riickdrucks bestimmt dabei die Reinigungseftizienz.

Materialvertraglichkeit der Reagenzien

Die Auswahl des Reinigungsreagenzes erfolgte unter Beriicksichtigung der Kompa-
tibilitdt mit den Materialien des Systems. Das Reinigungsreagenz darf die Edelstahl-
kapillare der Prozessierungseinheit, die Kapillaren und die Ventile nicht angreifen.
Besondere Wichtigkeit bei der Auswahl des Reinigungsreagenzes wurde dabei der
Kompatibilitdt mit einer massenspektrometrischen Detektion zugeschrieben.
Prézipitation

Ein entscheidendes Kriterium bei der Auswahl der Reinigungslosung ist, dass diese
zu keiner Prézipitation fiihrt.

Detektionsvermdgen

Um den Reinigungsprozess zu verfolgen, ist die Reaktion des Reagenzes mit

Proteinen mit Hilfe eines UV/VIS-Detektors zu messen.
Linearitétsbereich

Die Detektion des Reinigungsprozesses sollte iiber einen moglichst groflen

Linearitatsbereich méglich sein.

Die Untersuchungsergebnisse dazu sind in Tabelle 25 zusammengefasst.
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Tabelle 25: Evaluation verschiedener Reinigungsreagenzien.

BCA- Coomassie Plus- Lowry-
Proteinbestimmung Proteinbestimmung Proteinbestimmung

pH-Wert basisch sauer basisch
Detektionswellenlange [nm] 562 595 750 (500)
i
Verminderung des Riickdrucks im System effizient ineffizient effizient
Materialvertraglichkeit vertraglich greift Edelstahlkapillaren an vertraglich
Linearitatsbereich [ug Albumin/mL] 0 -2.000 1-1.500 1-1.500

Reinigung und Detektion in
einem Schritt

zweites Reagenz zur Detektion

Detektionsvermégen notwendig

Detektion mdglich

Préazipitation keine Proteinpréazipitation keine

Die Coomassie Plus-Proteinbestimmung bildet mit Protein eine blaue Farbldsung, die sich gut
zur Detektion eignet. Von Nachteil ist jedoch, dass es aufgrund des sauren Milieus die
Edelstahlkapillaren angreift. Des Weiteren hat sich in weiterfiihrenden Untersuchungen
gezeigt, dass die Bradford-Losung Hitze-denaturiertes Vollblut nicht auflost. Ausschluss-
kriterium fiir die Verwendung als Reinigungslosung ist ferner, dass sich unter statischen
Bedingungen sehr schnell Farb-Proteinkomplexe ausbilden, die prézipitieren [295, 298]. Wird
die Reinigungslosung einmal nicht komplett aus dem System entfernt und persistiert im
System, ist das Risiko der Verstopfung von Kapillaren gro3. Deshalb wurde dieses Reagenz

nicht weiter in Erwidgung gezogen.

Die Lowry Proteinbestimmung besteht aus zwei Losungen. Die farblose Startlosung 16st
Hitze-denaturiertes Vollblut. Nachteilig ist jedoch die Zugabe eines weiteren Reagenzes.
Dieses Reagenz ist dariiber hinaus fiir eine Farbbildung unentbehrlich. Es besitzt im Vergleich

zu der BCA-Proteinbestimmung einen kleineren Linearitétsbereich.

Wie die Lowry Proteinbestimmung 16st die BCA-Proteinbestimmung Hitze-denaturiertes
Vollblut. Mit einer Proteinmatrix kommt es zu einem optisch gut zu verfolgendem
Farbwechsel von griin auf lila. Alle Inhaltsstoffe sind mit der Analysenplattform vertraglich
und sollten auch die massenspektrometrische Detektion nicht beeinflussen. Die Reagenzien
dieses Bestimmungsverfahrens bilden mit anderen Stoffen, mit denen es im Analysensystem

in Berlihrung kommen konnte, keine Komplexe. Von Vorteil ist der breite Linearitétsbereich.
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Ausgewihlt wurde die BCA-Proteinbestimmung, weil es sich am besten fiir ein on-line
Verfahren eignet. Von Schlabach et al. wurde bereits eine Nachsdulendetektion mit einer
Biuret Reaktion beschrieben [299]. Die Reaktion mit Proteinen kann durch eine Erhéhung der
Temperatur beschleunigt werden. Die Umsetzung in der beheizten Edelstahlkapillare (HC)
des Analysensystems bietet sich an. Unter diesen Bedingungen kann eine ausreichende
Reaktionszeit garantiert werden. Einschrinkend ist der minimale Fluss der HPD von
100uL/min. Daraus resultiert eine maximale Aufenthaltsdauer in der HC (Volumen ~ 60uL)

von 36 Sekunden.

BCA-Proteinbestimmung

Das BCA-Reagenz besteht aus einer Mischung von Natriumhydrogencarbonat,
Natriumcarbonat, Bicinchoninsdure, Natriumtartrat in 0,1molarer Natriumhydroxid- und

4%iger Kupfersulfatlosung.

Der Reaktionsmechanismus beruht auf der Reduktion von zweiwertigem Kupfer zu
einwertigem Kupfer durch Protein in alkalischem Milieu. Im zweiten Reaktionsschritt wird
das einwertige Kupfer durch zwei Bicinchoninsduremolekiile komplex gebunden. Dieser
Komplex ist violett und besitzt eine Absorption bei 562nm [296-297]. Der Reaktions-
mechanismus ist in Abbildung 67 dargestellt.

Laduition
OH"

Reduktion Protein + Cu?* —— Cu*

fomalexation

Cu*+2BCA — H@ 8" %
Y= (u]

Abbildung 67: Reaktionsmechanismus der BCA-Proteinbestimmung.

Die BCA-Proteinbestimmung ist in zwei Konzentrationen erhéltlich. Die Micro-BCA

Proteinbestimmung eignet sich fiir die Detektion von Proteinldsungen mit einer Konzentration
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von 0,5 bis 20pg/mL. Die BCA-Proteinlosung erfasst Proteine im Konzentrationsbereich von
20 bis 2.000pg/mL. Der Test ist duBerst sensitiv. Die Bestimmungsmethoden unterscheiden
sich in der Anzahl der Reagenzien, die kurz vor der Anwendung zu vermischen sind und in
den Reaktionsbedingungen. Fiir die sensitivere Micro-BCA Methode werden drei verschie-
dene Reagenzien und verdnderte Reaktionsbedingungen wie erhohte Temperatur und lédngere

Inkubationszeit benotigt.

3.5.2 Beschreibung eines Reinigungszyklusses und der Reini-
gungskonditionen fur das Analysensystem mit dem BCA-

Protein-Reagenz

Fiir die Untersuchungen der Reinigungslosung wurde ein reduzierter instrumenteller Aufbau
verwendet (siche Abbildung 68). Das Reinigungsreagenz wird iiber die HPD in das System
eingeleitet und durchflieBt die Probenschleife, die beheizte Edelstahlkapillare, den In-line
Filter und den UV-Detektor, bevor sie im Abfallbehilter aufgefangen wird. Der minimal
einstellbare Fluss der HPD von 100puL/min bestimmt den Wirkungsgrad der Reinigung. Die
beheizte Edelstahlkapillare wird fiir die Reinigung mit dem BCA-Reagenz auf 60°C
temperiert. Die Reinigung ist abgeschlossen, sobald die Basislinie wieder erreicht wird. Die
Reinigung wird jedoch fiir mindestens 100 Minuten durchgefiihrt. Die hinter dem UV-
Detektor aufgefangene Reaktionslosung des kompletten Reinigungsprozesses dient
anschlieBend der Berechnung der gesamten Menge an geldster Proteinmatrix. Die Effizienz
der Reinigung wird tiiber die Komplexbildung des Reagenzes mit der abgelagerten
Proteinmatrix (,,Biofilm*), d.h. liber die Adsorption bei 562nm verfolgt. Das Reinigungs-
verfahren ist in Abbildung 68 dargestellt.

187



Experimenteller Teil: Ergebnisse und Diskussion

of—
H.

HC im Saulenofen

[~

Probengefa UV-Detektor

Erlenmeyerkolben
BCA Reinigungsreagenz

- BCA Reinigungsreagenz nach Reaktion mit Protein

Abbildung 68: Instrumenteller Aufbau zur Untersuchung der Reinigungseffizienz. Das originale Symbio-
sis™ Pharma-System wurde auf die essentiellen Einheiten, d.h. Injektionseinheit, beheizte
Edelstahlkapillare (HC) im Sdulenofen, Hochdruckkolbenpumpe (HPD) und UV-Detektor

zuriickgebaut.

3.5.3 Adaption der off-line Proteinbestimmung zur Verwendung
in einem on-line System — Quantifizierung des ,,Biofilms*

in der Prozessierungseinheit und in den Kapillaren

Um die abgelagerte Proteinmatrix, den ,,Biofilm™ im Analysenystem quantifizieren zu
konnen, musste zuerst die statische off-line Bestimmungsmethode an ein dynamisches on-line
Verfahren adaptiert werden. In Voruntersuchungen wurde festgestellt, dass der weniger
sensitive Assay zur Quantifizierung ausreichend ist. Wie in Kapitel 3.5.1 beschrieben, ist die
Aufenthaltsdauer des Reinigungsreagenzes in der beheizten Edelstahlkapillare bei stindigem
Fluss instrumentell bedingt auf 36 Sekunden begrenzt. Eine Reaktionstemperatur von 60°C ist
iiber die beheizte Edelstahlkapillare moglich. Das Testvolumen berechnet sich aus der
Reinigungszeit (mindestens 100 Minuten) multipliziert mit dem Fluss (100pL/min) zu
mindestens 10mL. Im Gegensatz dazu werden im off-line Assay 1mL Proteinlosung mit ImL
Reagenz versetzt. Aus diesen Griinden erfolgte eine off-line Kalibration unter weitest

gehender Anpassung an die on-line Bedingungen. Da die Proteinzusammensetzung bei jeder
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Blutprobe unterschiedlich ist, erfolgte eine Kalibration mit Albumin als Standardldsung. In

Tabelle 26 sind die verschiedenen Bedingungen gegeniibergestellt.

Tabelle 26: Adaption einer off-line BCA-Proteinbestimmungsmethode zur Verwendung in einem on-line

System.

BCA-Proteinbestimmung
Bedingungen (statisch)

on-line-Bedingungen
(dynamisch)

adaptierte off-line-
-Bedingungen (statisch)

Reaktionslosung BCA-Reagenz

Reaktionsbedingungen 30 min bei 60°C

Detektion [nm] 562 nm (540 - 590nm)

keine

Inkubationsbedingungen

Messzeitpunkt nach 30 min

Testgefaly Reagenzglas

BCA-Reagenz

Flussrate : 100 pL / min (HPD)
— Beheizzeit 35 sec bei 60°C in HC

578 nm

2 h bei Raumtemperatur

nach 2 h

Edelstahl- oder PEEK-Kapillare :
0,5 mm |.D.

BCA-Reagenz

Wasserbad :
35 sec bei 60°C

578 nm

2 h bei Raumtemperatur

nach 2 h

Glaskapillare:
0,6 mm |.D.

Abbildung 69 zeigt Kalibrationskurven die nach Gebrauchsanweisung der off-line Methode

erhalten wurde (Standardbedingungen) und die angepasste Kalibrationskurve fiir das on-line-

System.
2,5
1 BCA-Standardbedingungen:
: y = 0,0016x
2]
B [}
k- .
£ 1 Adaptierte Bedingungen fur on-line System:
*® 1 - y = 0,0006x
L 1
i (
0,5 | -
i a
O ! T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

A Adaptierte Bedingungen fiir on-line System (off-line)
» BCA-Standardbedingungen (off-line)

Albuminkonzentration [ug/mL]

Abbildung 69: Kalibration der BCA-Proteinbestimmung. Gegeniibergestellt ist die off-line Kalibration

unter Standardbedingungen und die adaptierte Kalibration fiir das on-line System (off-

line durchgefiihrt).
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Durchgefiihrt wurde eine Mehrpunktkalibration zwischen 0-1.500pg/mL. Nach erfolgter
Reinigung wird 1mL der aufgefangenen Reinigungslosung photometrisch bei 578nm
vermessen. Ist eine Verdiinnung der Reinigungslosung notwendig, so erfolgt diese mit der
mobilen Phase des Systems [Methanol/Wasser (95/5, v/v)]. Die Berechnung des entstandenen
,»Biofilms* erfolgt, indem die gemessene Extinktion in die entsprechende Kalibrations-
gleichung eingesetzt wird und die Proteinkonzentration bezogen auf das ganze Volumen der
Reinigungslosung errechnet wird. Es ist ausdriicklich darauf hinzuweisen, dass diese
Berechnung des ,,Biofilms* nicht absolut, sondern ,,semiquantitativ ist. Jede Vollblutprobe
weist eine unterschiedliche Zusammensetzung an Proteinen auf. Folglich hat jede Probe
unterschiedliche Mengen an Aminosduregruppen, die fiir die Farbgebung verantwortlich sind
[300]. Es ist daher unmoglich, eine einheitliche Standardlosung zu finden. Aus diesem Grund

erfolgte die Kalibration mit einer Albuminstandardlésung.

In der Literatur wird beschrieben, dass die Quantifizierung von Proteinen mit Hilfe der BCA-
Methode durch sehr lipidreiche Proben gestort werden kann. Dies flihrt zu fehlerhafter
Farbgebung [301]. Diese Interferenz zeigt ebenfalls die Lowry-Reaktion [302]. Es ist zu
beachten, dass bei einer massenspektrometrischen Detektion hdufig Ammoniumsalze zum
Einsatz kommen. Wenn eine solche mobile Phase gewihlt wird, kann diese ebenfalls Einfluss

auf die Farbgebung haben [303].

3.5.4 Evaluation des entwickelten Reinigungsverfahrens

Die Reinigungsmethode fiir ein on-line LC-MS/MS Analysengerdt mit integrierter
Probenprozessierung wurde hinsichtlich des Materials der Kapillaren, der Probenmatrix, der

Temperatur und des Reagenzalters evaluiert.
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3.5.4.1 Untersuchungen des Einflusses des Materials der Kapillaren und dessen

Oberflachenbeschaffenheit auf die Entstehung eines ,,Biofilms*

Aus Vorversuchen war ersichtlich, dass das Material der verwendeten Kapillaren einen grof3en
Einfluss auf deren Biokompatibilitét, d.h. die Ablagerung einer Protein-/Lipid-Matrix hat. Um
diesen Einfluss deutlich zu machen, erfolgten Untersuchungen, wobei das Material der
Auslasskapillare nach der beheizten Edelstahlkapillare (HC) variiert wurde. Es wurden
folgende gingigen HPLC-Materialien getestet: Edelstahl (V2A), PEEK und Edelstahl mit
einer beschichteten Innenseite. Im urspriinglichen System besteht sowohl die Zufiihrungs- als
auch die Auslasskapillare aus Edelstahl. Fiir die Evaluation des Einflusses des Materials der
Auslasskapillare erfolgte der Vergleich von Riickdruckprofilen tiber 100, 200, 300 und 400
Prozessierungszyklen fiir jedes untersuchte Material. Zwischen der Aufnahme eines jeden
Riickdruckprofils wurde das System, wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben, gespiilt. Die Aufnahme
des Reinigungsprofils erfolgte mit Hilfe eines UV-Detektors bei 578nm. Die Aufzeichnung
des Riickdrucks erfolgte manuell kontinuierlich zu verschiedenen Zeitpunkten. Das Limit fiir
den Riickdruck lag bei 100bar. In diesem Fall erfolgte der Abbruch des Versuchs und sogleich
eine Reinigung des Systems. Die Abbildung 70 zeigt den instrumentellen Aufbau diese

Untersuchungen.

HPD-mix

L 2

In-line Filter

D HC im Saulenofen E

Probengefal UV-Detektor

= HC Zufiihrungskapillare
HC Auslasskapillare

Abbildung 70: Instrumenteller Aufbau zur Evaluation der Biokompatibilitit der verwendeten Kapillaren.

Alle Riickdruckprofile eines Materials sind der Reihenfolge nach in einem Diagramm
aufgetragen (Abbildung 71). Die senkrechten gestrichelten Linien entsprechen den

Reinigungszyklen. Nach jedem Reinigungszyklus wurde das System riickstandsfrei gesdubert.
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Bei einer Auslasskapillare aus Edelstahl steigt der Riickdruck kontinuierlich in jedem
Riickdruckprofil. Den hochsten Wert zeigt er erwartungsgemdl nach dem 400.
Prozessierungszyklus. Er betrdgt 53bar. Bei einem zusdtzlichen Totvolumen steigt der
Riickdruck exponentiell schneller. Bei diesen Untersuchungen zeigt der Riickdruck nach 200
Prozessierungszyklen bereits 43 bar. Im Gegensatz dazu wird keine Riickdruckerh6hung nach
mehr als 400 Prozessierungszyklen beobachtet, wenn die Auslasskapillare aus PEEK gefertigt
war. Mit der innen beschichteten Edelstahlkapillare als Auslasskapillare steigt der Riickdruck
schneller und unkontrollierter widhrend der 400 Prozessierungszyklen an als mit einer

unbeschichteten Edelstahlkapillare.
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Abbildung 72 zeigt die erhaltenen Reinigungsprofile. Je nach Anzahl der vorangegangenen
Prozessierungszyklen erfolgt der Abfall des Signals zwischen 10-40 Minuten. Es ist ein klarer
Trend ersichtlich: je mehr Prozessierungszyklen vor der Reinigung durchgefiihrt wurden,
desto breiter ist das Signal und umso groBer ist die Fliche unter dem Signal. Dieser Trend
zeigt sich unabhidngig von dem Material der Auslasskapillare. Bei fast allen
Reinigungsprofilen erreicht das Signal wieder die Ausgangsintensitéit. Kleinere regelméfige
SignalungleichméBigkeiten in 20-miniitigen Abstinden sind auf das Nachladen der

Hochdruckkolbenpumpe (HPD) zuriickzufiihren, die die Reinigungsldsung befordert.
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Bis auf geringe Abweichungen ist eindeutig zu erkennen, dass die Menge an abgelagerter
Proteinmatrix mit der Anzahl der Prozessierungszyklen zunimmt. Dementsprechend werden
die Reinigungskurven breiter und die totale Reinigungszeit steigt. Der Versatz der Basislinien
am Ende jeder Reinigung ist mit wechselnden Raumtemperaturen zu erkldren. Anhand dieser
Reinigungskurven bestétigt sich wiederholt die Annahme, dass PEEK das biokompatiblere
Material ist. Folglich konnte die Reinigung des Systems mit einer PEEK-Auslasskapillare bis
einschlieBlich 400 Prozessierungszyklen nach 30 Minuten beendet werden. Bei einem System
mit einer Auslasskapillare aus Edelstahl benétigen die jeweiligen Reinigungen iiber eine
Stunde, um den Riickdruck auf die Ausgangsbedingungen zu reduzieren. Die Reinigungspro-
file einer innen beschichteten Edelstahlkapillare zeigen starke Ahnlichkeiten mit den
Reinigungsprofilen einer unbeschichteten, totvolumenhaltigen Edelstahlkapillare. Die
Reinigung nach 300 Prozessierungszyklen dauert mit beiden Kapillarenmaterialien ca. 100
Minuten. Dadurch bestitigt sich die Annahme, dass eine ungleichmiBige innere Oberflache
(durch totvolumenhaltige Verbindungen oder durch Beschichtung) zu schnelleren Ablage-

rungen von Proteinen im Lumen der Kapillare fiihrt.

In Tabelle 27 sind die berechneten Mengen an abgelagerter Proteinmatrix (,,Biofilm®) der
vorher beschriebenen Untersuchungen gegeniibergestellt. Die Gesamtproteinmenge berechnet

sich aus der injizierten Menge an Vollblut.

Tabelle 27: Berechnete Menge an abgelagerter Proteinmatrix (,,Biofilm*) nach 100, 200, 300 und 400

Prozessierungszyklen und im Vergleich zur Gesamtproteinmenge.

Anzahl "Biofilm" "Biofilm"

Material Auslasskapillare Gesamtprotein [mg]

Prozessierungszyklen [mg Albumin] [% aus Gesamtprotein]

PEEK 100 708 6,19 0,87

PEEK 200 1.415 8,26 0,61

PEEK 300 2123 9,69 0,46

PEEK 400 2.830 7,60 0,27

innen beschichteter Edelstahl 100 708 7,80 0,57
innen beschichteter Edelstahl 200 1.415 11,17 0,82
innen beschichteter Edelstahl 300 2.123 24,74 1,17
innen beschichteter Edelstahl 260 2.830 17,00 0,94
Edelstahl 100 708 4,35 0,61

Edelstahl 200 1.415 12,07 0,85

Edelstahl 300 2.123 16,65 0,78

Edelstahl 400 2.830 19,44 0,69

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass der ,Biofilm*“ wie erwartet mit der Anzahl der

Prozessierungszyklen ansteigt. Vergleichend konnten innerhalb von 400 Prozessierungszyklen
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bei Edelstahl bis zu 20mg ,,Biofilm* nachgewiesen werden, wiahrend es bei PEEK unter 10mg
waren. Dariiber hinaus lagerten sich bei Edelstahl ca. 0,75% =+ 0,15 der gesamten
Proteinmenge als ,,Biofilm™ in den Kapillaren ab. PEEK wies bei einer geringeren Anzahl an
Prozessierungszyklen vergleichbare Werte auf. Auch aus dieser Gegeniiberstellung ist klar zu
entnehmen, dass PEEK das biokompatiblere Material ist. Daher wurden alle Kapillaren, die

mit der Matrix Vollblut direkt in Verbindung kommen, in Kapillaren aus PEEK ausgetauscht.

3.5.4.2 Untersuchungen des Einflusses des Kapillarenmaterials und dessen

Warmeleitfahigkeit auf die Entstehung eines ,,Biofilms*

Untersuchungen zum Einfluss des Kapillarenmaterials und dessen Warmeleitfahigkeit auf die
Bildung eines ,,Biofilms* erfolgten iiber Infrarotmessungen. Dafiir wurde der Probenfluss
durch das System mit einer Infrarotkamera beobachtet. Aufnahmen erfolgten an unter-
schiedlichen Schliisselpunkten der Analysenplattform zu verschiedenen Zeitpunkten. Als
Schliisselstellen wurden folgende Punkte festgelegt: 1. beheizte Edelstahlkapillare, 2. direkt
hinter der beheizten Edelstahlkapillare, 3. Verbindungsstiick, 4. direkt hinter dem Durchlass,
5. in der Mitte der Auslasskapillare der beheizten Edelstahlkapillare und 6. Ventil.
Infrarotmessungen ermdglichen eine schnelle Bestimmung der aktuellen Aulentemperatur der
untersuchten Kapillaren. So kann das Temperaturprofil in einer mit einer Probe
durchflossenen Kapillare wéhrend und nach Erhitzung der Kapillare bzw. der Probe auf
elegante Weise dargestellt werden. Die gemessenen AulBentemperaturen lassen im
Riickschluss Aussagen iliber die Temperatur im Inneren der Kapillaren und iiber die

Wirmeleitfahigkeit der eingesetzten Materialien zu.

Die linke Seite der Abbildung 73 zeigt die Injektionseinheit in der Frontansicht. Die rechte
Seite zeigt die Seitenansicht. Im oberen Teil ist der reale instrumentelle Aufbau zu sehen,
wihrend im unteren Teil Aufnahmen der jeweiligen Aufbauten durch eine Infrarotkamera
abgebildet sind. Die Infrarotbilder entstanden bei der Verwendung der Edelstahlkapillaren
beispielhaft zum Zeitpunkt der Prozessierung einer Probe in der beheizten Edelstahlkapillare.
Zu erkennen ist, dass sich der Hitzeherd der beheizten Kapillare am &duBleren Ende des

isolierten Teiles befindet. Er weist eine AuBBentemperatur von iiber 50°C auf. Der Rest dieses
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Heizelementes zeigt Temperaturen um 45°C. Auch die Kapillaren in der Frontansicht besitzen
erhohte Temperaturen. Im Gegensatz dazu weisen die Kapillaren in der Seitenansicht nur

noch Temperaturen um 30°C auf.

54.1°C

50

40

Abbildung 73: Infrarotmessung wichtiger Schliisselpunkte im Analysensystem. P1 = beheizte Edelstahl-
kapillare, P2 = direkt hinter der beheizten Edelstahlkapillare, P3 = Verbindungsstiick,
P4 = direkt hinter dem Durchlass, PS = in der Mitte der Auslasskapillare der beheizten
Edelstahlkapillare, P6 = Ventil; (links: Frontansicht, rechts: Seitenansicht).

Tabelle 28 stellt gemessene Temperaturen zum Zeitpunkt der Prozessierung einer Probe an
verschiedenen Schliisselpunkten im System gegeniiber. Dariiber hinaus sind die Mess-
ergebnisse flir Edelstahlkapillaren im Vergleich zu Messergebnissen fiir PEEK-Kapillaren zu
entnehmen. Die Temperaturen an den verschiedenen Messpunkten nehmen vom ersten
Schliisselpunkt bis zum letzten ab. Die AuBlentemperaturen der PEEK-Kapillaren sind im
Vergleich zu den Edelstahlkapillaren bei den ersten drei Messpunkten um 5-10°C niedriger,

wihrend sie bei den letzten drei Messpunkten dhnlich sind.
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Tabelle 28: Infrarotmessung der Aufientemperaturen der Kapillaren. Gemessen an wichtigen Schliissel-

stellen des Analysensystems (vergleiche Abbildung 73).

Position 1 2 3 7 s S
HC [°C] gleich hinter HC \?éer;:dhl::;esr_ gleich hinter  in der Mitte der ~ kurz vor dem
[°C] stiick [C] Durchlass [°C]  Kapillare [°C] Ventil [°C]
Edelstahl 63 50 50 35 32 -
PEEK 57 35 40 36 36 33

Die beheizte Edelstahlkapillare wurde in beiden Untersuchungen auf 75°C aufgeheizt.
Auffillig ist, dass die PEEK-Auslasskapillare bei den ersten drei Messpunkten eine
wesentlich geringere Auflentemperatur aufweist als die Edelstahlkapillare. Dies ist mit der
Warmeleitfahigkeit der Materialien zu erkldren. Edelstahl besitzt eine hdhere
Wirmeleitfahigkeit (21W/m*K) als das Material PEEK (0,25 W/m*K) [304-305]. Im
Umkehrschluss bedeutet dies, dass PEEK die Temperatur der Probe besser speichert und
daher der Wérmeaustausch mit der Umgebung verlangsamt ist. Die Probe demnach bleibt
langer erwédrmt. Weiterhin ist anzunehmen, dass daraus die schnellere Entstehung eines
,Biofilms* in Edelstahlauslasskapillaren resultiert. Durch das schnelle Abkiihlen der Probe
hinter der HC entsteht ein erhohtes Risiko fiir lokale Proteinablagerungen und Ablagerungen
von Lipiden Partikeln. Durch die langsamere Abkiihlung der Probe in PEEK-Kapillaren
bilden sich Ablagerungen iiber eine grofere Strecke. Diese Beobachtungen wurden noch
einmal erhdrtet, indem eine PEEK-Auslasskapillare wdhrend der Prozessierungszyklen
staindig mit Eis gekiihlt wurde (Daten nicht gezeigt). Es kam zu keiner signifikanten
Anderung in der ,Biofilmbildung“. Es ist davon auszugehen, dass durch die geringe
Wirmeleitfahigkeit von PEEK auch die von auBlen zugefiihrte Kélte keinen Einfluss auf die

Probentemperatur hat.

3.5.4.3 Untersuchungen des Einflusses des Hamatokrits

Untersuchungen zum Einfluss der Zusammensetzung einer Vollblutprobe erfolgten

hauptsédchlich in Bezug auf den Hématokrit. Es ist anzunehmen, dass der Himatokritwert
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einer Vollblutprobe einen entscheidenden Einfluss auf die Entstehung des Biofilms hat.

Gingige Hamatokritwerte sind in Tabelle 2 dargestellt.

Fir die Bestimmung des Einflusses des Hématokritwertes auf die Entstehung eines
,»Biofilms* wurden Vollblutproben mit Hidmatokritwerten zwischen 0,1 und 0,4 untersucht.
Die Einstellung der entsprechenden Hématokritwerte erfolgte iiber die Verdiinnung einer
Vollblutprobe (HCT: 0,4) mit Spenderplasma der Blutgruppe AB. Es wurden Aliquote mit
Hématokritwerten 0,1, 0,2 0,3 und 0,4 hergestellt. Als Referenzprobe diente eine reine
Spenderplasmaprobe der Blutgruppe AB. Alle Proben unterlagen 200 Prozessierungszyklen
im Analysensystem (siche Kapitel 3.4.1.1). Im Anschluss wurde das Analysensystem, wie in
Kapitel 3.5.2 beschrieben, gereinigt. Die Berechnung des ,,Biofilms* erfolgte nach der in

Kapitel 3.5.3 beschriebenen Methode.

Abbildung 74 zeigt die Ergebnisse: nach 200 Prozessierungszyklen erzeugt eine Vollblutprobe
mit einem Hématokritwert von 0,4 einen ,,Biofilm*“ von 16,63mg. Eine Plasmaprobe zeigt
nach 200 Prozessierungszyklen nur einen ,,Biofilm*“ von 2,52mg. Die Proben mit den
kiinstlich erzeugten Hamatokritwerten von 0,1-0,3 ergeben nach 200 Prozessierungszyklen

einen ,,Biofilm* von 4,69-10,83mg.

HCT 0.4

HCT 0,3

HCT0,2

T 4,69
HCT 0,1 I

Plasma |- - -

6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00

"Biofilm" [mg]

Abbildung 74: Untersuchung des Einflusses der Probenmatrix. Die Entstehung eines ,,Biofilms* wurde

auf den Einfluss des Himatokritwertes bezogen.

Den Ergebnissen ist zu entnehmen, dass eine nahezu lineare Abhédngigkeit zwischen dem

Héamatokritwert einer Vollblutprobe und dem entstehenden ,,Biofilm* besteht.
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Obwohl in diesem Kapitel ausschlieBlich der FEinfluss des Hidmatokritwertes auf die
Entstehung eines ,,Biofilms* untersucht worden ist, gibt es noch weitere Faktoren, die
Einfluss nehmen konnen. Es ist anzunehmen, dass neben den zelluldren Bestandteilen einer
Vollblutprobe besonders Protein- und Lipidablagerungen die Entstehung eines ,,Biofilms*
fordern. GroBBe Volumenanteile im Vollblut haben die Himoglobinfraktion aus den Erythro-
zyten, die Lipide aus den Zellmembranen sowie Albumin, Globuline und Lipoproteine aus der
Plasmafraktion (sieche Tabelle 1, Tabelle 3 und Abbildung 2). Die Einfliisse von Himoglobin
und Phospholipiden werden in dieser Arbeit in den Kapiteln 3.4.2.2 und 3.4.5 gesondert

untersucht.

3.5.4.4 Untersuchungen des Einflusses des Alters des Reinigungsreagenzes

In diesem Kapitel erfolgen Untersuchungen zum Einfluss des Alters des Reinigungsreagenzes.
Aus diesem Grund wurde ein grofer Ansatz an Reinigungslosung frisch hergestellt. Ein
Aliquot dieser Losung unterlag einer zweiwochigen Lagerung bei Raumtemperatur, wéhrend
ein weiteres Aliquot vier Wochen im Kiihlschrank lagerte. Mit dem dritten Aliquot erfolgten
sofort zwei Reinigungen nach 200 Prozessierungszyklen unter Verwendung einer PEEK
Auslasskapillare. Die Durchfiithrung der Reinigungen mit den gelagerten Aliquoten fand nach
den entsprechenden Lagerzeiten unter gleichen Bedingungen statt. Vor jeder Reinigung wurde
ein Aliquot von ImL von der Reinigungslosung abgenommen. Dies diente spiter als
Referenzwert bei der UV-Detektion zur Bestimmung des ,,Biofilms®. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 75 dargestellt. Der Grafik ist zu entnehmen, dass mit den frisch hergestellten
Reagenzien vergleichbare Ergebnisse erzielt wurden. Die beiden gelagerten Reinigungs-

reagenzien ergaben im Vergleich einen um 50% reduzierten ,,Biofilm*.
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Lagerung:
4 Wochen bei 4°C

Lagerung: 5,12
2 Wochen bei
Raumtemperatur

Wiederholung: 8,16
frisch hergestelltes
Reagenz

8,26

frische hergestelltes
Reagenz

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00
"Biofilm" [mg]

Abbildung 75: Einfluss des Alters des Reinigungsreagenzes auf die Bestimmung des ,,Biofilms*.

Experimentell konnte festgestellt werden, dass die frisch hergestellte Reinigungslosung
(mintgriin) im Laufe der Zeit {iber einen Grauton die Detektionsfarbe (violett) annimmt. Es
kann daher davon ausgegangen werden, dass wihrend der Lagerung bereits eine Farbreaktion
stattfand. Die Berechnung des ,,Biofilms* unterliegt damit nicht denselben Bedingungen wie
zum Zeitpunkt der Kalibration. Es resultieren falsch negative Resultate. Die Bedienungs-
anleitung der BCA-Methode postuliert ein stabiles Reinigungsreagenz liber mehrere Tage,

wenn es verschlossen bei Raumtemperatur gelagert wird [296].

3.5.5 Untersuchungen zur Bildung von Agglomeraten wahrend

des Prozessierungs- und des Reinigungsverfahrens

Um die Bildung von Agglomeraten und Ablagerungen wihrend des Prozessierungs- und des
Reinigungsverfahrens zu untersuchen, wurde ein in-line Filter in das System integriert. Der
in-line Filter ist durch seinen kleinsten Porendurchmesser von 1um charakterisiert. Auf diese
Weise hélt er alle Bestandteile zuriick, die groBer als 1um sind. So kénnen durch hypotone
Lyse entstandene ,,Ghosts* oder Agglomerate abfiltriert werden, bevor sie die Analysen-

plattform verstopfen. Der Aufbau eines solchen Filters ist in Abbildung 76 zu sehen. Ein in-
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line Filter besteht aus einem dreilagigen Edelstahlsieb, der im totvolumenfreien Gehduse mit

einer Druckschraube befestigt wird.

VergréRerung :
3-lagiges Metallsieb

Flussrichtung 0,45 mm

Abbildung 76: Aufbau eines in-line Filters [306].

In zahlreichen Untersuchungen kam es in seltenen Fillen zu Ablagerungen auf dem in-line

Filter. Abbildung 77 zeigt beispielhaft eine gelartige Ablagerung.

T
Abbildung 77: Gelartige Ablagerung auf dem in-line Filter.

Aus den Versuchsbedingungen allein konnten keine eindeutigen Riickschliisse auf deren
Entstehung gezogen werden. Die Ablagerungen unterlagen weiteren Untersuchungen. Es
erfolge ein Test des Gels auf Cholesterin mit der Liebermann-Reaktion. Der Test verlief
negativ. Da in der vorgegebenen Zeit keine weiteren Hinweise auf den Ursprung der
Ablagerungen gefunden werden konnten, fand ein Abbruch der Untersuchungen beziiglich der
gelartigen Ablagerung statt. Es ist dennoch anzunehmen, dass derartige Ablagerungen in
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irgendeiner Weise aus Zellmembranbestandteilen bestehen. Haufiger konnten wei3e Schlieren
auf dem In-line Filter beobachtet werden, die sich mit dem Reinigungsreagenz auflosen. Bei

weiteren Ablagerungen auf dem In-line Filter erfolgte ein Austausch des Filters.

Nach den derzeitigen Erkenntnissen beeinflussen die verwendeten Reagenzien auch den
sensitiven Massenspektrometer nicht. Beschrieben wurde allerdings eine Oligomerisation von
Peptiden durch zweiwertiges Kupfer [307]. Im vorgestellten Analysensystem wird keine
Beeinflussung dieser Art erwartet, da stérende Proteine durch die intensive Proben-

aufbereitung abgetrennt werden.

3.6 Eignungsnachweis der MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode
(Triple-Kartuschen Modus) fur die Analyse von Immun-

suppressiva aus Vollblut

Um die Eignung der on-line MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode fiir die Analyse von Immun-
suppressiva nach in-line Prozessierung von Vollblut nachzuweisen, wurden verschiedene
Parameter einer spiteren Validierung untersucht. Eine Validierung der gesamten Analysen-
plattform war wegen unvollstindiger Instrumentierung nicht moglich. Ein geeigneter
Autosampler, der das gleichméBige Pipettieren und Mischen von Suspensionen bzw. viskosen
Fliissigkeiten wie Vollblut ermdglicht, ist derzeit noch bei der Firma Spark Holland in der
Entwicklung und war daher nicht verfiigbar. Das Mischen der Proben sowie die Zugabe des

Internen Standards erfolgten daher manuell.

Das Ziel bei der Validierung einer analytischen Methode ist zu zeigen, dass sie fiir den
beabsichtigten Zweck geeignet ist [308]. Eine Validierung von Vollblut ist unter
Berticksichtigung allgemeiner Standards fiir die pharmazeutische Industrie, insbesondere fiir
bioanalytische Methoden, durchzufiihren [132, 308]. Fundamentelle Parameter sind

Richtigkeit, Prazision, Selektivitit, Linearitdt, Sensitivitdt, Robustheit und Wiederfindung
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[132, 308]. Die Selektivitit und Robustheit der ausgearbeiteten Analysenplattform wurden

bereits in den Kapiteln 3.3.4 und 3.4 ausfiihrlich beschrieben und nachgewiesen.

Erste Untersuchungen der on-line MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode im Triple-Kartuschen
Modus fiir die Analyse von Immunsuppressiva nach in-line Prozessierung von Vollblut
erfolgten am umgebauten Symbiosis™ Pharma Analysengerit gekoppelt an das Quattro
Micro™ Tandem Massenspektrometer. Erschwerende Bedingungen resultierten aus dem
manuellen Mischen sdmtlicher Vollblutproben zeitnah vor jeder Injektion. Dartiber hinaus war
die Punktiernadel wegen starker Kontaminations- und Verschleppungsgefahr aus dem
Autosampler zu entfernen. Demzufolge konnten die Probengefdfle nicht verschlossen werden,
weswegen ein Verdampfen des hohen organischen Anteils in den Standardproben ohne Matrix
und das Austrocknen von Vollblutproben nicht verhindert werden konnte. Kalibrationsgeraden
ohne Matrix resultierten in Korrelationskoeffizienten von 0,995 + 0,02. Die Prizision lag
jedoch nicht immer innerhalb des geforderten 15% Abweichungsintervalls. Die Berechnung
der Richtigkeit ergab, dass die Wiederfindungsrate ca. 80% betrigt. Kalibrationsgeraden aus
Vollblut ergaben einen Korrelationskoeffizienten von 0,92 + 0,02. Die Prizision der
Vollblutproben war gegeniiber der Prizision aus Standardlésung ebenfalls erniedrigt. Eine
Wiederfindungsrate von ca. 80% wurde hingegen bestétigt. Weitere grofle Nachteile dieses
Aufbaus waren die zu hohen Detekions- und Quantifizierungsgrenzen. Das geforderte Limit
fiir die Quantifizierung von Ing/mL fiir einige Analyte konnte nur bei Kalibrationsgeraden
ohne Matrix erreicht werden. Das verwendete Quattro Micro™ Tandem Massenspektrometer

war fiir diese Anforderungen nicht sensitiv genug.

Die bislang beschriebenen Versuche wurden ausschlieBlich im Labor fiir BioSeparation,
Miinchen, durchgefiihrt. Um die Ergebnisqualitit zu verbessern und um die bisherigen
Versuchsergebnisse zu erhirten, wurden zusitzliche Untersuchungen am Institut fiir
Biomedizinische und Pharmazeutische Forschung, Niirnberg-Heroldsberg, an einem ,,API
5000 mit QJet Ion Guide* der Firma MDS SCIEX durchgefiihrt. Dazu erfolgte die in-line
Prozessierung und chromatographische Aufbereitung der Vollblutproben mit Hilfe der
entwickelten on-line MD-SPE Plattform im Triple-Kartuschen Modus. Dabei wurden

verschiedene Fraktionen aufgefangen und unter Vakuum zur Trockene eingeengt. Im
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Anschluss wurden dieselben Proben in 100uL mobiler Phase [Methanol/10mmol Ammonium-
acetat (80/20, v/v)] resuspendiert. Wegen der Vielzahl der Proben wurde mit der
Probenvorbereitung ca. 6 Wochen vorher begonnen. Fiir den Zeitraum von der Herstellung bis
zur Vermessung erfolgte die Lagerung fachgerecht bei -20°C. Der Einfluss dieser Prozedur

wird bei der Diskussion der Messergebnisse berticksichtigt.

3.6.1 Richtigkeit und Prazision

Die Richtigkeit ist das Maf der Ubereinstimmung zwischen dem ermittelten Wert und einem
als richtig angesehenen Wert. Dieser Parameter stellt das MaB fiir den systematischen Fehler
dar. Mit der Préizision wird das MalB fiir die Streuung der Analysenergebnisse um einen

Mittelwert bestimmt. Die Streuung ist das Ergebnis von zufélligen Fehlern.

Bei der Bestimmung der Richtigkeit und der Prizision handelt sich um Wiederfindungs-
experimente nach Zusatz einer bekannter Menge an Analyt (Referenzsubstanz). Steht ein
geeignetes Referenzmaterial zur Verfligung, so wird der zertifizierte Wert als richtiger Wert
angenommen. Die Wiederfindungsrate bei der Bestimmung der Richtigkeit ist demnach durch
das Verhéltnis des unter Wiederholbedingungen gemessenen Mittelwertes zum richtigen Wert
des Analyten in der Probe bestimmt. Laut der amerikanischen Arzneimittelkommission
(Federal Drug Administration of the United States, FDA) sollte der Mittelwert nicht mehr als
15% vom wahren Wert abweichen. Am unteren Quantifizierungslimit (Lower Limit of
Detection, LLOQ) sind sogar 20% Abweichung erlaubt. Bei der Bestimmung der Prizision
sollte die Standardabweichung nicht grofer als 15% sein. Am LLOQ sind 20%
Standardabweichung erlaubt [132].

Fiir die Analyse von Immunsuppressiva aus Vollblut sind lyophilisierte Vollblutproben
verschiedener Analytkonzentrationen als Referenzmaterialien kommerziell erhiltlich [309-
310]. Diese eignen sich jedoch nicht fiir eine in-line Prozessierung. Werden diese Proben
erhitzt, verklumpen sie und verstopfen infolgedessen Kapillaren, Kartuschen und Ventile. Da
diese Matrix (lyophilisiertes Vollblut) dariiber hinaus auch nicht vollkommen mit den in
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dieser Arbeit untersuchten Vollblutproben und den aus ihnen gewonnenen CDB-Proben
ibereinstimmen, erfolgte die Anwendung einer anderen Referenzkalibration. Dafiir wurden
reale Matrixproben (Vollblut) mit drei verschiedenen therapeutischen Konzentrationen an
Analyt dotiert. Die Konzentrationsbereiche wurden dhnlich den lyophilisierten Kalibratoren
der Firma Recipe gewihlt. Die Dotierung der Proben erfolgte daher mit (250, 500 und
1.000ng/mL) Ciclosporin A, mit (10, 20 und 40ng/mL) Tacrolimus sowie jeweils mit (11,25,
22,5 und 45ng/mL) Sirolimus und Everolimus. Eine zweite Referenzkalibration erfolgte aus
Standardlosung. Dafiir wurde mobile Phase [Methanol/10mmol Ammoniumacetat (80/20,
v/v)] mit sechs verschiedenen therapeutischen Konzentrationen an Analyt dotiert. Die
Dotierung der Standardldsung erfolgte mit (31,25, 62,5, 125, 250, 500 und 1.000ng/mL)
Ciclosporin A, mit (1,25, 2,5, 5, 10, 20 und 40ng/mL) Tacrolimus sowie jeweils mit (1,41,
2,82, 5,63, 11,25, 22,5 und 45ng/mL) Sirolimus und Everolimus.

Von jeder Probe wurden 25uL in das System injiziert, in-line prozessiert und mit der MD-
SPE-Plattform im Triple-Kartuschen Modus aufbereitet. Das Eluat (1,8mL) der dritten
Kartusche wurde dabei aufgefangen, zur Trockene eingeengt und in 100uL mobiler Phase
resuspendiert. Ein Blindwert wurde ebenfalls vermessen. Die Ergebnisse der Bestimmung von

dotierter Standardlosung zeigt Tabelle 29.
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Tabelle 29: Bestimmung der Richtigkeit und der Prizision: Analyse von Ciclosporin A, Tacrolimus, Siroli-
mus und Everolimus aus dotierter Standardlésung [Methanol/10mmol Ammoniumacetat

(80/20, v/v)]; System: MD-SPE Plattform im Triple-Kartuschen Modus nach in-line Prozessie-

rung.
n=2
Konzeqtration Konzentration Richtigkeit Pragision
dotiert berechnet o o
[ng/mL] [ng/mL] (%] %]
0,00 - - -
31,3 33,8 108,2 6,1
E 62,5 60,4 96,6 11,0
g 125,0 119,1 95,3 3,0
§ 250,0 2445 97,8 12,4
500,0 511,0 102,2 4,5
1000,0 1148,8* 114,9* k.A.
0,00 - - -
1,25 1,2 99,6 10,7
4 2,50 2,6 102,1 8,7
% 5,00 4,8 96,8 6,3
f_% 10,00 9,7 97,2 59
20,00 21,4 106,8 2,3
40,00 39,0 97,7 0,7
0,00 - - -
1,41 1,3 91,5 0,9
4] 2,82 2,9 103,8 2,5
£ 5,63 6,2 110,1 3,2
) 11,25 10,7 95,4 6,9
22,50 22,4 99,4 2,6
45,00 45,2 100,5 2,0
0,00 - - -
1,41 1,3 95,6 0,7
é 2,82 2,9 101,9 3.1
©° 5,63 6,1 107,6 5,6
% 11,25 10,1 89,5 0,2
22,50 24,2 107,5 10,6
45,00 441 98,0 4,9
*n=1
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In Tabelle 30 sind die Ergebnisse der Bestimmung von dotierten Vollblutproben zu sehen.

Tabelle 30: Bestimmung der Richtigkeit: Analyse von Ciclosporin A, Tacrolimus, Sirolimus und Everoli-
mus aus dotierten Vollblutproben; System; MD-SPE-Plattform im Triple-Kartuschen Modus

nach in-line Prozessierung.

Konzentration Konzentration Richtigkeit
dotiert berechnet [0/%
[ng/mL] [ng/mL] °
< 0,00 0,0 0,0
C
5 250,00 249,6 99,8
Q.
é 500,00 501,2 100,2
o 1.000,00 999,2 99,9
0,00 0,0 0,0
g
E 10,00 9,5 94,6
©
g 20,00 21,6 108,0
'_
40,00 38,9 97,3
0,00 0,0 0,0
(2]
g 11,25 22,3 197,9
g 22,50 22,5 100,0
45,00 45,0 100,0
P 0,00 0,0 0,0
g 11,25 12,3 109,2
o
§ 22,50 19,4 86,1
w
45,00 471 104,6

Die Richtigkeit der Bestimmung der Immunsuppressiva aus Vollblut mit der MD-SPE
Methode (Triple-Kartuschen Modus) nach in-line Prozessierung ergab Werte im Bereich
zwischen 94,6% und 109,2%. Die 197,9% bei 11,25ng/mL dotiertem Sirolimus wurden als
Ausreifler gewertet. Die Richtigkeit der Bestimmung derselben Analyte aus Standardldsung
ergab Werte im Bereich zwischen 89,5% und 114,9%. Bei dieser Messreihe konnte eine mit
1.000ng/mL Ciclosporin A dotierte Probe nicht ausgewertet werden. Die Préizision der

einzelnen Messungen aus Standardlosung lag zwischen 0,2% und 12,7%.

Alle Ergebnisse liegen damit im Bereich der geforderten 15%-20% Standardabweichung. Es
wird erwartet, dass eine hohe Prizision und Richtigkeit auch mit Hilfe eines geeigneten

Probengebers iiber eine hohe Anzahl an Messungen nachzuweisen ist.
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3.6.2 Selektivitat und Spezifitat

Selektivitdt ist die Féhigkeit einer analytischen Methode, verschiedene nebeneinander zu
bestimmende Komponenten ohne gegenseitige Stérungen zu erfassen (siche Kapitel 3.3.4).
Eine Methode ist spezifisch, wenn sie den oder die Analyte in Gegenwart anderer Substanzen

in einer Probe ohne Verfilschung erfasst (siche Kapitel 3.4.4).

3.6.3 Kalibration / Linearitat und Linearitatsbereich

Die Linearitdt gibt den mathematischen Zusammenhang zwischen dem Messwert (Signal) und

der Konzentration oder Menge an.

Die Validierung von Substanzen in biologischen Matrices erfolgt standardgemil3 aus Matrix-
proben, die mit Kalibratorstandards (Referenzsubstanzen) dotiert werden. Zusitzlich werden
Messungen von Qualititskontrollen vorgenommen [132]. Um die Linearitdt der Methode und
nicht nur die der Apparatur zu ermitteln, wurde der Test auf Linearitit daher 1.) mit realen
(dotierte Vollblutproben) und 2.) mit Standardproben (dotierte Proben in mobiler Phase
[Methanol/10mmol Ammoniumacetat (80/20, v/v)] durchgefiihrt. Dafiir durchliefen alle
Proben die on-line MD-SPE Methode im Triple-Kartuschen Modus nach in-line
Prozessierung. So wird auch der Einfluss der Matrix in die Linearititsbestimmung mit

einbezogen.

Um spiter auch Hinweise auf die Wiederfindungsraten im Vergleich zu der ersten SPE-
Kartusche zu erhalten, wurden von den oben genannten dotierten Vollblutproben ebenfalls

Eluate nach der ersten SPE-Kartusche (1,35mL) entnommen.

Die Linearitit wird bei jeder Kalibrationsreihe aus mindestens drei verschiedenen
Kalibrationsbereiche, die jeweils alle vier Analyte in verschiedenen Konzentrationen
beinhalten, bestimmt. Ebenfalls erfolgte die Bestimmung eines Blindwertes. Dazu wurden die
Proben mit den zu untersuchenden Analyten nach dem in Tabelle 31 dargestellten Schema

dotiert. Um mdgliche Fehler des Probengebers auszugleichen, wurden die drei Internen
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Standards jedem Kalibrationsbereich in gleicher mittlerer therapeutischer Konzentration

hinzugesetzt.

Tabelle 31: Kalibratoren: Konzentrationen der einzelnen Analyte in den sechs Kalibrationsbereichen.

Konzentration [ng/mL]

Level
CyA Tacro Sir Eve CyD Asco Desmethoxy
0 0 0 0 0 0 0 0
1 31,25 1,25 1,41 1,41 60 25 20
2 62,50 2,50 2,82 2,82 60 25 20
3 125,00 5,00 5,63 5,63 60 25 20
4 250,00 10,00 11,25 11,25 60 25 20
5 500,00 20,00 22,00 22,50 60 25 20
6 1.000,00 40,00 45,00 45,00 60 25 20

Von jeder Kalibrationsprobe wurden 25uL direkt injiziert und iiber die MD-SPE Plattform
(Triple-Kartuschen Modus) nach in-line Prozessierung aufbereitet. Dabei wurde das Eluat der
ersten (1,35mL) bzw. das der dritten SPE-Kartusche (1,8mL) aufgefangen, zur Trockene
eingeengt und in 100uL mobiler Phase resuspendiert. Die Ergebnisse einer dotierten
Vollblutprobe zeigen Tabelle 32 und Tabelle 33. Die Ergebnisse einer dotierten
Standardlosung sind in Tabelle 34 aufgefiihrt.

Massenspektrometrisch vermessen wurden aber jeweils nur 25pL (i.e. ein Viertel der
urspriinglichen Probe). Fiir die Auswertung wurden die Verhiltnisse der Peakflichen des
jeweiligen Internen Standards mit den Peakflichen der Analyte berechnet. Die
Kalibrationsgerade wurde iiber eine lineare Regression ermittelt, bei der die Konzentration

1/x gewichtet wurde.

Tabelle 32: Kalibrationsgeraden und Korrelationskoeffizienten: Analyse der untersuchten Immunsuppres-
siva in Vollblut; Analysensystem: on-line MD-SPE Plattform (Triple-Kartuschen Modus) mit

in-line Prozessierung; Probenentnahme: nach der ersten SPE-Kartusche.

Konzentrationslevel : 0 -6

Kalibrationsbereich Kalibrationsgerade . _
Korrelationskoeffizient
[ng/mL] y=ax+b
CyA 31,25 - 1.000 y =0,0246x - 0,2180 0,9986
Tacro 1,25 - 40,00 y = 0,0290x + 0,0004 0,9997
Sir 1,41 - 45,00 y = 0,6150x - 0,8380 0,9903
Eve 1,41 - 45,00 y = 3,7800x - 2,0000 0,9958

211



Experimenteller Teil: Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 33: Kalibrationsgeraden und Korrelationskoeffizienten: Analyse der untersuchten Immunsuppres-
siva in Vollblut; Analysensystem: on-line MD-SPE Plattform (Triple-Kartuschen Modus) mit

in-line Prozessierung; Probenentnahme: nach der dritten SPE-Kartusche.

Konzentrationslevel : Ound 4 - 6

Kalibrz[ar:i:/r:f]ereich Kalib;eltigzs*-gzrade Korrelationskoeffizient
CyA 250 - 1.000 y = 0,0335x - 1,9400 1,0000
Tacro 10,00 - 40,00 y = 0,0244x + 0,0955 0,9950
Sir 11,25 - 45,00 y = 0,8330x - 2,1996* 0,9833*
Eve 11,25 - 45,00 y = 4,3800x - 20,0000 0,9854

* berechnet aus Konzentrationslevel : 0, 4 und 6

Tabelle 34: Kalibrationsgeraden und Korrelationskoeffizienten: Analyse der untersuchten Immunsuppres-
siva in mobiler Phase (Methanol/10mmol Ammoniumacetat; 80/20, v/v); Analysensystem: on-
line MD-SPE-Plattform (Triple-Kartuschen Modus) mit in-line Prozessierung; Probenent-

nahme: nach der dritten SPE-Kartusche.

Konzentrationslevel : 0 -6

Kalibrationsbereich Kalibrationsgerade ) .
Korrelationskoeffizient
[ng/mL] y=ax+b
CyA 31,25 - 1000 y = 0,0292x + 0,1970 0,9959
Tacro 1,25 - 40 y = 0,0245x + 0,0000 0,9970
Sir 1,41 - 45 y = 0,2750x + 0,0457 0,9977
Eve 1,41 - 45 y = 2,0000x + 0,6920 0,9974

Ein sehr hoher Korrelationskoeffizient (nahezu 1,0000) indiziert eine sehr gute Linearitit. Die
matrixfreien Kalibratoren der sechs verschiedenen Konzentrationsbereiche der Immun-
suppressiva zeigen ein hohes Mall an Linearitit. Auch die verschiedenen Kalibratoren der
Immunsuppressiva in Vollblut ergeben &dhnlich gute Korrelationswerte (sowohl nach der

ersten als auch nach der dritten SPE-Kartusche).

3.6.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweisgrenze wird durch die kleinste nachweisbare Menge oder Konzentration
definiert. Sie ist als diejenige Analytkonzentration definiert, deren 95% Prognosebereich sich

nicht mit dem Blindwert Uiberschneidet.
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Die Bestimmungsgrenze wird durch die kleinste quantifizierbare Menge oder Konzentration
definiert. Sie ist definiert als diejenige Analytkonzentration, deren 95% Prognosebereich sich

nicht mit dem 95% Prognosebereich des Blindwertes iiberschneidet.

Die Ermittlung der Nachweisgrenze erfolgte iiber die Berechnung der Analytkonzentration,
bei der das Signal/Rausch-Verhéltnis 3:1 betrigt. Fiir die Ermittlung der Bestimmungsgrenze

wird die Analytkonzentration bestimmt, bei der das Signal/Rausch-Verhiltnis grofer 10 ist.

Tabelle 35: Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenzen (LLOQ): Bestimmung der Immunsuppressiva aus

Vollblut mit der MD-SPE Plattform im Triple-Kartuschen Modus nach in-line Prozessierung.

theoretisch mdgliches

LLOQ [ng/mL] S/N am LLOQ LOD [ng/mL] LLOQ [ng/mL]
CyA 31,25 98,1 0,24 0,80
Tacro 1,25 425 0,02 0,07
Sir 1,41 22,8 0,05 0,15
Eve 1,41 207,6 0,01 0,02

Die geforderte Bestimmungsgrenze von Ing/mL fiir Tacrolimus, Sirolimus und Everolimus
sowie 30ng/mL fiir Ciclosporin A wird mit der ausgearbeiteten Analysenplattform fiir alle

Analyten erreicht.

Im Vergleich zu anderen Probenaufbereitungsmethoden (siehe Kapitel 3.7) wird mit der MD-
SPE Probenaufbereitung im Triple-Kartuschen Modus nach in-line Prozessierung eine viel
hohere Sensitivitét erreicht. Diese hohe Sensitivitit der Methode ist dem verbesserten Signal-/
Rausch-Verhéltnis zu verdanken. Durch die selektive Aufreinigung iiber drei verschiedene
SPE-Kartuschenmaterialien, d.h. liber eine multidimensionale SPE wird die Rauschintensitét

des Tandem-Massenspektrometers signifikant vermindert.

3.6.5 Robustheit

Eine Methode ist robust, wenn durch Variation der Testbedingungen das Endergebnis nicht

oder nur unwesentlich verfélscht wird (siehe Kapitel 3.4.1).
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3.6.6 Wiederfindung

Als Wiederfindung wird die Ausbeute nach allen Schritten der Analyse bezeichnet. Die
Wiederfindungsrate eines Analyten mit einer Methode ist das Verhiltnis des Signals eines
Analyten in einer biologischen Probe nach Extraktion zum Signal ohne Extraktion. Die
Wiederfindung muss nicht 100% betragen, jedoch sollte das Ausmal} konstant, prazise und

wiederholbar sein.

Die Ermittlung der Wiederfindungsrate erfolgt durch die Vermessung der in Kapitel 3.6.3
beschriebenen Proben. Zusétzlich werden mit denselben Konzentrationen dotierte
Standardlosungen mit oder ohne Aufbereitung (iiber die on-line MD-SPE im Triple
Kartuschen Modus nach in-line Prozessierung) vermessen. Durch den Vergleich verschiedener

Kalibrationskurven kdnnen nun mehrere Aussagen getroffen werden:

e Der Vergleich der on-line analysierten dotierten Vollblutprobe mit der on-line analysierten
Standardlosung gibt Auskunft iiber die Matrixabhédngigkeit der Wiederfindung (siehe
Tabelle 36),

e Der Vergleich der on-line analysierten Standardprobe mit der direkt injizierten
Standardprobe (off-line) représentiert den Analytverlust aufgrund von den SPE-Schritten
(siehe Tabelle 37),

¢ Die Bestimmung der Analyte in den Eluaten der ersten bzw. der dritten SPE-Kartusche
lasst Riickschliisse iiber den Analytverlust wiahrend der MD-SPE Probenaufbereitung zu

(siehe Tabelle 38).
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Tabelle 36: Wiederfindungsraten (WFR): Analyse der untersuchten Immunsuppressiva in Abhiingigkeit

von der Matrix.

Konzentration

. Matrix-abhangige WFR Mittelwert Standardabw.

dotiert (%] (%] (%]

[ng/mL] ° ° °
< 0,00 -
£
s 250,00 112,2
3 98,1 13,1
s 500,00 95,1
o 1.000,00 87,0

0,00 -

(2]
g 10,00 934
3 ’ ’ 98,4 48
5 20,00 102,7

40,00 99,2

0,00 -
3 11,2
25

£ 2130 136,6 48,4
& 22,50 98,8

45,00 98,1
” 0,00 -
g 11,25
2 : 1219 106,8 16,4
L% 22,50 87,7

45,00 110,7

Tabelle 37: Wiederfindungsrate (WFR). Analyse der untersuchten Immunsuppressiva in Abhiingigkeit
von den SPE-Schritten.

Konzer?tratlon WFRin Abhanglg!(elt von den Mittelwert Standardabw.

dotiert SPE-Schritten [%] [%]

[ng/mL] [%] ’ ’
< 0,00 -
£ 250,00 7
2 ’ 9.0 92,9 24,0
8 500,00 81,0
G 1.000,00 118,6

0,00 -
(2]
g 10,00 96,1
S : : 100,4 4.7
5 20,00 105,5

40,00 99,6

0,00 -
3 1,2
25

= 85,1 96,4 11,4
g 22,50 97,2

45,00 107,0
R 0,00 -
g 11,25
£ : 80,9 91,6 10,6
g 22,50 93,9

45,00 100,0

215



Experimenteller Teil: Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 38: Wiederfindungsraten (WFR). Analyse der untersuchten Immunsuppressiva. Wiederfindung
nach der 3. SPE-Kartusche bezogen auf das Eluat der 1. SPE-Kartusche.

Konzentration WEFR 3. Kartusche i

dotiert (bezogen auf 1. Kartusche) Mltt[r.j/lv]vert Stand[f/r?abw'

[ng/mL] [%] > °
< 0,00
£
s 250,00 91,6
g 88,4 16,8
s 500,00 72,3
o 1.000,00 101,4

0,00

3
E 10,00 95,9
= 100,7 75
5 20,00 109,5
|_

40,00 96,8

0,00

(2]
2 11,25 228,8
£ 122,7 774
2 22,50 93,9
%]

45,00 455
” 0,00
=}
E 11,25 118,6
5 89,9 28,5
o 22,50 81,6
w

45,00 69,4

Die Ergebnisse der Wiederfindungsraten in Abhédngigkeit von der Matrix und von SPE-
Schritten zeigen eine nahezu 100%ige Wiederfindung. Bei der Berechnung der Wiederfindung
in Abhidngigkeit von der Matrix wird die mit 11,25ng/mL dotierten Sirolimusprobe als
Ausreifler gewertet. Alle anderen Messwerte liegen im Bereich von 15 bzw. 20%
Standardabweichung, sodass diesen Ergebnissen eine verlustfreie Bestimmung von Immun-
suppressiva aus Vollblut mit der MD-SPE-POPLC Methode (Triple-Kartuschen Modus) nach
in-line Prozessierung zu entnehmen ist. Bei der Wiederfindung in Abhédngigkeit von den SPE-
Schritten liegen die gemessenen Werte zum Teil knapp auflerhalb des erlaubten Bereiches von

bis zu 20% Standardabweichung.

Die Wiederfindungsrate der Analyte nach der dritten SPE-Kartusche bezogen auf die
Wiederfindungsrate nach der 1. SPE-Kartusche zeigen @hnliche Tendenzen. Die Wieder-
findung von Ciclosporin A, dem hydrophobsten Analyt, betrigt 88,4% bei 16,8%
Standardabweichung. In der Umkehrphasenchromatographie eluieren hydrophobe Analyte
spater als hydrophile Analyte. Daher sollte der Transfer aller anderen Analyte unter den
gegebenen Bedingungen ebenfalls vollstindig sein. Dies wird bei Tacrolimus, dem
hydrophilsten Analyten der untersuchten Analyten, bestitigt (WFR Mittelwert 100,7% bei
7,5% Standardabweichung). Sirolimus und Everolimus zeigen tendenziell nur eine 70-90%ige

Wiederfindung. Sirolimus und der fiir diese beiden Substanzen gemeinsam genutzte Interne
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Standard Desmethoxysirolimus sind bekanntermaflen labile Substanzen. Daher muss an dieser
Stelle vermutet werden, dass sie teilweise einem Zerfall unterlagen. Auch hier wurde die mit

11,25ng/mL dotierte Sirolimusprobe als Ausreiler gewertet.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die multidimensionale on-line Extraktion verlustfrei ist.
Dariliber hinaus weist die Wiederfindung aus Vollblut einer der Wiederfindung aus

Standardlosung vergleichbar hohe Wiederfindungsrate auf.

3.7 Partielles Kreuzvalidierungsverfahren

Um Vergleiche in Bezug auf die Leistungsstirke géngiger Aufbereitungsmethoden fiir die
Analyse von Immunsuppressiva aus Vollblut zu erhalten, wurde ein partielles
Kreuzvalidierungsverfahren durchgefiihrt. Die Kreuzvalidierung ist der Vergleich von
Validierungsparametern von mindestens zwei bioanalytischen Methoden innerhalb derselben
Studie oder zwischen zwei Studien [132]. In dieser Arbeit erfolgte der Vergleich
verschiedener Validierungsparametern von folgenden Probenaufbereitungsmethoden nach den

Vorgaben der FDA:

o Proteinprézipitation von Vollblutproben gemif3 Referenzbedingungen [261, 311],
. Proteinprézipitation von CDB-Proben gemall Referenzbedingungen [261, 311],

. Proteinprézipitation von CDB(N,)-Proben geméll Referenzbedingungen [261,
311] und der

. Dried-Blood-Spot-Analyse (DBS) nach Hoogtanders et al. [312].

Als Referenzmethode wird die routinemédBig am Institut fiir Klinische Chemie, Miinchen,
durchgefiihrte SPE-LC-MS/MS Methode nach off-line Probenaufbereitung durch Protein-
prézipitation eingesetzt [261, 311].

Die Herstellung von CDB erfolgte ,,at-line* am Symbiosis™ Pharma Gerdt. Die Vollblut-
proben wurden 16 Sekunden bei 75°C prozessiert. Die Herstellung der CDB(N,)-Proben

erfolgte, indem die entsprechenden Blutproben zweimal in fliissigem Stickstoff tiefgefroren
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und anschlieBend bei Raumtemperatur aufgetaut wurden. Die Proteinprézipitation war gemif
Referenzbedingungen durch Vorlage von 150uL Féllungsreagenz in einem Reagiergefdll und
anschlieBendem Zusatz von 150uL Probe durchzufiihren. Die Gesamtprobe wurde mit einem
Vortexer gut durchmischt. Danach riittelten die Proben fiir fiinf Minuten horizontal, bevor sie
fiir 10 Minuten bei 16.000G zentrifugiert wurden. Das Féllungsreagenz enthielt abweichend
von den oben angegebenen Literaturquellen alle drei Internen Standards in folgenden
Konzentrationen: 120,7ng/mL Ciclosporin D, 48ng/mL Ascomycin und 38,5ng/mL

Desmethoxysirolimus.

Die Dried-Blood-Spot-Analyse erfolgte in Anlehnung an bereits beschriebene DBS-Methoden
fiir die Analyse von Immunsuppressiva aus Vollblut [312-315]. Daher wurden jeweils 30uL
Vollblutprobe auf Whatman 903®-Filterkarten aufgetragen. Nach Trocknung iiber Nacht
wurde ein im Durchmesser 7,5mm groBler Stanzling gefertigt. Die Extraktion aus diesem
Stanzling erfolgte in reinem Methanol fiir 60 Minuten auf einem Horizontalschiittler bei
800U/min. Dies weist von der Vorschrift von Hoogtanders et al. ab. Sie untersuchten nur
Tacrolimus und  extrahierten den  Stanzling mit einem  Losemittelgemisch
(Methanol/Acetonitril; 40/10, v/v). Dariiber hinaus wurden dem Extraktionsreagenz entgegen
der Vorschrift von Hoogtanders et al. alle drei Internen Standards in der Konzentration

Ing/mL hinzugefiigt.

Alle Proben wurden bis zur LC-MS/MS Analyse vorbereitet (siche Kapitel 3.6.). Die
Messungen der Uberstinde der Proteinprizipitate und der Extrakte der Dried-Blood-Spot
Analyse erfolgten am Institut fiir Biomedizinische und Pharmazeutische Forschung,

Niirnberg-Heroldsberg.

3.7.1 Richtigkeit und Prazision

Fiir die Berechnung der Richtigkeit, der Wiederholprizision und der Wiederfindung erfolgte
die Dotierung realer Matrixproben (Vollblut) mit drei verschiedenen therapeutischen
Konzentrationen an Analyt bevor sie der jeweiligen Probenvorbereitung unterzogen wurden.
Diese Konzentrationen wurden &dhnlich den Konzentrationsbereichen 1, 4 und 6 der

lyophilisierten Kalibratoren der Firma Recipe gewéhlt. Die Dotierung der Proben erfolgte mit
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(31,25, 250 und 1.000ng/mL) Ciclosporin A, mit (1,25, 10 und 40ng/mL) Tacrolimus sowie

jeweils mit (1,41, 11,25 und 45ng/mL) Sirolimus und Everolimus. Fiir die Bestimmung der

Richtigkeit und der Prazision wurde von jeder Probe eine Fiinfachbestimmung durchgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 39 - Tabelle 42 aufgefiihrt.

Tabelle 39: Richtigkeit und Prizision. Vermessung dotierter Vollblutproben (VB) routineméflig im Institut

fiir Klinische Chemie, Miinchen und eigene Kontrollmessung derselben Proben jeweils nach

Proteinprézipitation (PP).

VB, PP in Routine vermessen VB, PP
therapedut. Konzer]tration Konzentration Richt_igkeit F’réz_ision Konzentration Richt_igkeit F’réz_ision
Bereich dotiert berechnet n=5 n=5 berechnet n=5 n=5
[ng/mL] [ng/mL] [%] [%] [ng/mL] [%] [%]
niedrig 31,25 36,70 82,6 2,2 29,13 93,2 10,2
::>>~ mittel 250,00 261,91 95,2 2,6 233,25 93,3 6,0
hoch 1.000,00 990,17 101,0 2,0 1067,00 106,7 14,6
° niedrig 1,25 1,27 98,3 54 1,25 100,1 7,0
8 mittel 10,00 10,23 97,7 3,6 9,14 91,4 3,9
= hoch 40,00 38,97 102,6 2,2 40,60 101,5 59
niedrig 1,41 1,45 96,8 54 1,30 92,2 8,6
'&‘3 mittel 11,25 11,89 94,3 3,6 11,93 106,0 3,7
hoch 45,00 44,08 102,1 2,1 48,24 107,2 1,2
niedrig 1,41 1,50 93,8 3,5 1,49 105,7 5,6
|j>j mittel 11,25 12,00 93,4 0,9 12,03 106,9 3,0
hoch 45,00 44,34 101,5 0,8 45,09 100,2 3,6

Tabelle 40: Richtigkeit und Prizision. Vermessung einer CDB-Probe und einer CDB(N;)-Probe jeweils

nach Proteinprizipitation (PP).

CDB-Probe, PP

CDB(N,)-Probe

therapeut. Konzer?tration Konzentration Richt_igkeit Préz_ision Konzentration Richt_igkeit Préz_ision

Bereich dotiert berechnet n=5 n=5 berechnet n=5 n=5

[ng/mL] [ng/mL] [%] [%] [ng/mL] [%] [%]

niedrig 31,25 32,88 105,2 4,1 31,38 100,4 2,7

gs mittel 250,00 256,75 102,7 1,6 198,25 79,3 0,7
hoch 1.000,00 970,00 97,0 0,7 945,00 95,4 1,8

o niedrig 1,25 1,19 95,5 78 1,32 106,1 3,2
S mittel 10,00 10,10 101,0 10,1 7,91 79,1 1,1
= hoch 40,00 38,44 96,1 4,7 40,60 101,5 1,8
niedrig 1,41 1,45 102,8 5,2 1,46 103,8 4,6

'Ut) mittel 11,25 12,81 113,9 2,2 8,09 71,9 4,3
hoch 45,00 43,43 96,5 2,3 42,44 97,3 34

niedrig 1,41 1,17 83,4 4,3 1,26 89,9 2,9

L%) mittel 11,25 12,51 11,2 1,1 8,92 79,3 1,6
hoch 45,00 38,97 86,6 1,8 42,93 95,4 1,7
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Tabelle 41: Richtigkeit und Prizision. Vermessung einer dotierten Standardlésung (Std.-Lsg.) und einer

dotierten Standardlésung (Std.-Lsg.) nach Proteinprézipitation (PP).

Std.-Lsg Std.-Lsg, PP
therapeut. Konzer?tration Konzentration Richtigkeit Prazision Konzentration Richtigkeit Prazision

Bereich dotiert berechnet n=5 n=5 berechnet n=5%5 n=5
[ng/mL] [ng/mL] [%] [%] [ng/mL] [%] [%]
niedrig 31,25 28,97 92,7 0,8 28,16 90,1 2,0
g\ mittel 250,00 282,00 112,8 0,8 286,50 114,6 1,1
hoch 1.000,00 966,00 96,6 2,2 952,00 95,2 4,5
o niedrig 1,25 1,23 98,0 23 1,21 96,8 1,6

=

& mittel 10,00 10,59 105,9 0,5 10,29 102,9 1,1
= hoch 40,00 39,44 98,6 0,7 38,36 95,9 1,2
niedrig 1,41 1,18 84,0 2,5 1,28 90,7 71
‘(% mittel 11,25 12,27 109,1 2,2 12,17 108,2 2,1
hoch 45,00 42,84 95,2 1,9 42,21 83,8 2,2
niedrig 1,41 1,21 86,2 1,5 1,13 80,4 1,7
L?>j mittel 11,25 12,53 11,4 0,9 12,48 110,9 1,8
hoch 45,00 43,29 96,2 15 43,16 95,9 2,5

Grundsitzlich liegen fast alle routinemiBig vom Institut fiir Klinische Chemie, Miinchen und
selbst vermessenen Vollblut-, CDB-, CDB(N;)- und Standardlosungs-Proben im geforderten
0-15% bzw. 20%-igen Abweichungsintervall und sind daher richtig. Nur die mit mittlerer
therapeutischer Konzentration dotierte CDB(N,)-Probe liegt bei allen Analyten um 20% zu
niedrig. Dies deutet auf einen systematischen Fehler hin, der bei der Dotierung der
Gesamtprobe zu suchen ist. Alle genannten Probenaufbereitungsverfahren erfiillen dariiber
hinaus die Prizisionskriterien der FDA. Dennoch konnen erhebliche Unterschiede
herausgearbeitet werden: dotierte Proben aus Standardlosung zeigen erwartungsgeméil eine
hohe Prizision iiber alle Konzentrationsbereiche. Die routineméfig vermessenen Vollblut-
proben weisen im Vergleich zu den selbst vermessenen dotierten Vollblutproben eine hdhere
Préazision auf. Dies ist auf weniger Pipettierschritte zuriickzufiihren. Beim Vergleich der
Préazisionen der CDB-Proben mit den CDB(N,)-Proben, deutet die hohere Prizision der

CDB(N;)-Proben auf eine homogenere und stirker abgereicherte Matrix hin.
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Die Richtigkeit aller Proben, die nach der DBS-Methode analysiert wurden, muss nach den
erhaltenen Ergebnissen in Frage gestellt werden. Sie fallen zum Teil erheblich aus dem
Toleranzbereich heraus. Bemerkenswert ist jedoch die gute Prizision in den hdheren
Konzentrationsbereichen. Als erheblicher Nachteil dieser Methode konnte die sehr gering

gewihlte Konzentration an Internem Standard identifiziert werden.

Zusitzlich wurde fiir die Matrix CDB eine Wiederholprézision bestimmt. Dafiir wurde eine
Dreifachbestimmung der oben beschriebenen Proben an vier aufeinander folgenden Tagen

durchgefiihrt (siehe Tabelle 43).

Tabelle 43: Wiederholprizision. Probe: CDB nach Proteinprizipitation (PP).

Konzentrations- Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 gesamt
. Standardabw. Standardabw. Standardabw. Standardabw. Standardabw.
bereich
[ng/mL] n=3 n=3 n=3 n=3
9 [%] [%] [%] [%] [%]
31,25 1,92 2,34 2,04 1,59 1,97
< 62,50 4,00 5,70 2,99 0,25 3,24
£
g 125,00 3,53 1,24 1,57 0,87 1,80
é 250,00 2,45 1,73 0,88 3,49 2,14
o 500,00 6,59 2,11 5,55 0,95 3,80
1000,00 0,63 2,80 2,57 0,68 1,67
31,25 16,71 1,73 1,77 7,0 6,81
" 62,50 7,13 3,80 22,40 4,6 9.49
é 125,00 6,23 3,65 11,64 2,1 5,91
©
E 250,00 6,02 9,12 4,58 3,4 578
500,00 3,93 4,21 2,31 2,5 3,24
1000,00 0,49 2,29 2,55 1,4 1,67
1,41 5,48 14,00 7,51 2,07 7,27
2,81 9,20 8,99 7,22 2,13 6,89
[2]
E 5,63 0,86 3,68 3,65 0,43 2,16
.c% 11,25 4,44 6,78 5,98 2,46 4,92
22,50 1,44 0,63 12,18 0,72 3,74
45,00 4,20 5,26 2,82 1,22 3,38
1,41 0,47 0,48 0,06 0,99 0,50
0 2,81 3,54 1,04 2,93 1,26 2,19
g 5,63 3,26 4,60 4,88 1,57 358
o
L% 11,25 1,32 4,63 0,58 0,28 1,70
22,50 1,41 2,11 1,16 0,41 1,27
45,00 3,76 1,95 3,29 1,15 2,54
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Die Wiederholprézision aller Analyte aus CDB liegt innerhalb des geforderten 15% (bzw.
20%)-igen Abweichungsintervalls. Ebenfalls liegen alle Prazisionswerte innerhalb eines Tages
zwischen den geforderten Grenzen. Die 22,40% fiir die mit 62,50ng/mL dotierte Tacrolimus
Probe am 3. Tag wird als Ausreiler gewertet. Auffallend ist die hohe Gesamtprézision. Alle
untersuchten Analyte weisen {iber den gesamten therapeutischen Bereich Standard-

abweichungen unter 10% auf.

3.7.2 Kalibration, Linearitat und Linearitatsbereich

Die Beziehung zwischen der Konzentration an Analyt und dem Messwert wird iiber die

Linearitdt bestimmt (siche Kapitel 3.6.3).

Die Linearitit wird aus einer Kalibrationsreithe bestehend aus sechs verschiedenen
Kalibrationsbereichen, fiir den jeweiligen Analyt, berechnet. Dariiber hinaus ist die Ermittlung
eines Blindwertes erforderlich. Die Dotierung der Vollblutproben erfolgten dem in Tabelle 31
dargestellten Schema. Die drei Internen Standards wurden jeweils in mittlerer therapeutischer
Konzentration iiber das Prézipitations- bzw. das Extraktionsreagenz hinzugefiigt. Fiir die
Berechnung der Wiederfindungsraten erfolgte zusétzlich die Bestimmung einer dotierten
Standardlosung. Als Referenzwerte wurden Messwerte des Institutes fiir Klinische Chemie,
Miinchen fiir dotierte Vollblutproben verschiedener Konzentrationsbereiche nach Protein-

prézipitation herangezogen. Die erhaltenen Ergebnisse zeigt Tabelle 44.

Alle untersuchten Probenaufbereitungsmethoden fiir die Analyse von Immunsuppressiva aus
Vollblut zeigen eine hohe Proportionalitit zwischen dem Messsignal und der Konzentration
der Analyte. Auffallig ist hierbei, dass die Proben, die nach der DBS-Methode untersucht
worden sind, groBeren Schwankungen unterliegen. Aus diesem Grund wurden weniger

Kalibrationspunkte bei der Ermittlung der Geradengleichung beriicksichtigt.
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Tabelle 44: Kalibrationsgeraden, Kalibrationsbereich, und Korrelationskoeffizienten: Analyse von

Immunsuppressiva aus Vollblut nach verschiedenen Probenaufbereitungsmethoden.

Kalibrationsbereich Geradengleichung Kalibrationspunkte der . .
[ng/mL] y=ax+b Geradengleichung Korrelationskoeffizient

2z o CyA 31,25 - 1.000,00 y = 0,4773x + 0,0342 6 0,9994

g 238 5 Tacro 1,25 - 40,00 y = 0,3279x + 0,0011 6 0,9994

g & § Sir 1,41 - 45,00 y = 0,4977x + 0,0114 6 0,9984

=B = Eve 1,41 - 45,00 y = 5,2871x + 0,1102 6 0,9963

0l CyA 31,25 - 1.000,00 y = 0,0480x + 0,0147 5 0,9978

% § § Tacro 1,25 - 40,00 y =0,0132x + 0,0127 5 0,9995

Sa5 Sir 1,41 - 45,00 y = 0,0454x + 0,0238 5 0,9969

~E Eve 1,41 - 45,00 y = 0,4900x + 0,0721 5 0,9989

e % a CyA 24,30 - 1.345,00 y = 0,0052x - 0,0432 6 0,9988

2 i Z Tacro 1,22-39,70 y =0,0211x + 0,0108 6 0,9976

%§§ E Sir 1,38 - 44,30 y = 0,0666x + 0,0193 6 0,9985

=5 E Eve 1,20 - 44,90 y =0,0753x - 0,0013 6 0,9998

28 CyA 31,25 - 1.000,00 y = 0,0197x + 0,0583 5 0,9979

g o Tacro 1,25 - 40,00 y = 0,0317x + 0,0014 6 0,9990

3. g Sir 1,41 - 45,00 y = 0,1640x + 0,0404 6 0,9975

»E Eve 1,41 - 45,00 y = 1,2300x + 0,4340 6 0,9968

o CyA 31,25 - 1.000,00 y = 0,0214x + 0,0335 5 0,9974

g E Tacro 1,25 - 40,00 y = 0,0296x + 0,0008 6 0,9994

55 Sir 1,41 - 45,00 y = 0,1490x + 0,0762 6 0,9976

@ Eve 1,41 - 45,00 y = 1,0900x + 0,5460 6 0,9968

Y CyA 31,25 - 1.000,00 y = 0,0041x - 0,0536 5 0,9979

g 2 Z Tacro 1,25 - 40,00 y = 0,0095x + 0,0134 5 0,9985
27 8

$a E Sir 1,41 - 45,00 y = 0,0474x + 0,0083 5 0,9991

OE Eve 1,41 - 45,00 y = 0,4290x + 0,0238 5 0,9967

e CyA 31,25 - 1.000,00 y =0,0052x - 0,0162 5 0,9988

g g % § Tacro 1,25 - 40,00 y =0,0111x - 0,0033 5 0,9987

5 g a § Sir 1,41 - 45,00 y = 0,0688x - 0,0688 5 0,9978

g Eve 1,41 - 45,00 y =0,5140x - 0,0818 5 0,9938

o . CyA 31,25 - 1.000,00 y =0,0027x + 0,0233 4 0,9992

% E g % Tacro 1,25 - 40,00 y = 0,0423x + 0,0379 3 0,9983

s g fé E Sir 1,41 - 45,00 y = 0,1830x + 0,0591 4 0,9982

e Eve 1,41 - 45,00 y = 1,3800x + 0,4680 4 0,9967

8 .. CyA 31,25 - 1.000,00 y = 0,0040x - 0,7360 3 0,9822

_g a 5 é g % Tacro 1,25 - 40,00 y = 0,0483x + 0,0168 6 0,9972

s § 2 % g E Sir 1,41 - 45,00 y = 0,1460x + 0,0882 6 0,9969

o ©° Eve 1,41 - 45,00 y = 0,1600x + 0,0716 6 0,9956

2 8§ CyA 31,25 - 1.000,00 y = 0,0003x - 0,0220 3 0,9992

g e g 5 g % Tacro 1,25 - 40,00 y =0,0150x + 0,0073 4 0,9964

S5 < E = Sir 1,41 - 45,00 y = 0,0504x - 0,0877 3 0,9992

o FEY Eve 1,41 - 45,00 y = 0,3860x - 0,3530 4 0,9980

Es erfolgte die Bestimmung folgender Kalibrationsgeraden aus denen spiter die

Wiederfindung berechnet wurde:
1. Fiir die Vollblutproben mit anschlieBender Proteinprizipitation:

e Dotierte Vollblutproben (gemessen im Institut fiir Klinische Chemie, Miinchen)
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e Dotierter Vollblutproben (eigene Messungen)
e Lyophilisierte ClinCal Proben

e Standardlésung

2. Fiir die CDB-Proben mit anschlieBender Proteinprizipitation:
e Dotierter CDB-Proben

¢ Standardlosung

3. Fiir die CDB(N3)-Proben mit anschlieBender Proteinprézipitation:
e Dotierte CDB(N;)-Proben

¢ Standardlosung

4. Fiir die Dried-Blood-Spot-Proben mit anschlieBender Extraktion:
e Dotierter Vollblutproben

e Lyophilisierte ClinCal® Proben

e Standardlésung aufgetragen auf Filterpapier

Alle Proben wurden mit demselben instrumentellen Aufbau gemessen. Daher koénnen die
Steigungen der verschiedenen Kalibrationsgeraden miteinander verglichen werden. Dabei gilt:
je steiler die Steigung, desto sensitiver die Methode. Erwartungsgemal zeigen Proben, die aus
Standardlosung gemessen wurden, die hochste Sensitivitdt. Im Allgemeinen zeigen Proben
aus der CDB(N;)-Matrix eine hohere Sensitivitit als Proben aus der CDB-Matrix. Im
Vergleich zu Proben aus Vollblut weisen die Proben jedoch keinen grolen Unterschied auf.
Da in diesem Falle nur die Matrices, aus denen gemessen worden ist, variiert wurden, ist eine
sensitivere Methode gleichbedeutend mit einer homogeneren und abgereicherteten Matrix. Im

Tandem-Massenspektrometer werden somit weniger Matrixeffekte erwartet.
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3.7.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Ergebnisse der Nachweis- und Bestimmungsgrenze zeigt Tabelle 45.

Tabelle 45: Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenzen (LLOQ). Bestimmung der Inmunsuppressiva aus

Vollblut nach verschiedenen Probenaufbereitungsmethoden.

iedrigster Kalibrations- S/N am niedrigsten . L . -
N X S . (theoretisch mégliches) (theoretisch mdgliches)
punkt mit S/N = 3 Kalibrationspunkt mit LOD [ng/mL] LLOQ [ng/mL]
[ng/mL] SINZ23 9 9
o_ N CyA 31,25 57,5 (1,63) (5,43)
Qo c
299§ Tacro 1,25 13,4 (0,28) (0,93)
20 c'yg
8.5 Sir 1,41 48 (0,89) 2,82
>Ea Eve 1,41 60,3 (0,07) (0,23)
ol CyA 31,25 38,0 (2,47) (8,22)
Q .
g = Tacro 1,25 438 (0,78) 2,60
= (%2}
5.5 Sir 1,41 21,9 (0,19) (0,64)
> =
£ Eve 1,41 89,6 (0,05) (0,16)
- CyA 24,30 38,2 (1,91) (6,36)
t ok
22 E Tacro 1,22 58 (0,63) 2,10
= 0
5§85 Sir 1,38 14,5 (0,29) (0,95)
£ =
=5 E Eve 1,22 74,9 (0,05) (0,16)
0l CyA 31,25 266,7 (0,35) (1,17)
Q
% 2 § Tacro 1,25 1215 (0,03) (0,10)
ke E = Sir 1,41 144,2 (0,03) (0,10)
» g Eve 1,41 1.032,1 (0,00) (0,01)
2 CyA 31,25 178,5 (0,53) (1,75)
g 2 Tacro 1,25 91,1 (0,04) (0,14)
3 33 Sir 1,41 121,5 (0,03) (0,12)
@ Eve 1,41 266,8 (0,02) (0,05)
gt CyA 31,25 25,2 (3,72) (12,4)
g = Tacro 1,25 5,1 (0,74) 2,45
3 aoa g Sir 1,41 10,9 (0,39) (1,29)
S Eve 1,41 76,7 (0,06) (0,18)
e CyA 31,25 100,6 (0,93) (3,11)
g ;‘3%’ 5 Tacro 1,25 12,2 (0,31) (1,02)
=m 2 @
5 § fe= Sir 1,41 28,6 (0,15) (0,49)
€ Eve 1,41 121,0 (0,03) (0,12)
° CyA 31,25 5.2 (18,03) 60,10
Qo = C
o £
g £3 % Tacro 5,63 5,9 2,86 9,54
Snls Sir 2,81 6,5 (1,3) 4,32
2 Ed
Eve 1,41 8,6 (0,49) 1,64
8 3 CyA 31,25 47 (19,95) 66,49
S o=F¢g
2a-£5S Tacro 2,50 6,1 (1,23) 4,10
g1c22%
S8ch % Sir 2,81 5.9 1,43 476
£ QEguW
o ° Eve 2,81 4,4 1,92 6,39
o 2 CyA 31,25 34 27,57 91,91
08 2E5§
£t Ecw Q3% Tacro 2,50 3,3 2,27 7,58
g g82cy
S sChe% Sir 5,63 47 3,59 11,98
H omEeEW
[a) Eve 1,41 33 (1,28) 427

() Wert liegt unter dem niedrigsten Kalibrationspunkt und wurde berechnet mit S/N = 3 fur Detektionsgrenzen und
S/N = 10 fiir Bestimmungsgrenzen
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Die Ermittlung der Nachweisgrenze erfolgte iiber die Berechnung der Analytkonzentration,
bei der das Signal/Rausch-Verhéltnis 3:1 betrigt. Fiir die Ermittlung der Bestimmungsgrenze
wird die Analytkonzentration bestimmt, bei der das Signal/Rausch-Verhiltnis groBBer als 10
ist. Fiir alle Proben, die am niedrigsten Kalibrationspunkt ein Signal/Rausch-Verhiltnis groBBer
als 3 bzw. 10 aufwiesen, wurde ein theoretisch mogliches Detektions- bzw. Quantifizierungs-
limit errechnet. Diese Grenzen konnen gegebenenfalls mit entsprechenden Realproben
verifiziert werden. Aus Standardldsung wird die geforderte Bestimmungsgrenze von 1ng/mL
wird fiir alle drei schwieriger zu analysierenden Analyte (Sirolimus, Everolimus und

Tacrolimus) erreicht.

Dagegen erreicht keine Probe, die nach der DBS-Methode aufbereitet worden ist, das
Quantifizierungslimit im unteren therapeutischen Bereich der Analyte. Fiir alle anderen
Aufbereitungsmethoden ist die Quantifizierung von Ciclosporin A bis in die niedrigen
therapeutischen Bereiche unproblematisch. Jedoch zeigten nur die CDB(N;)-Proben ein
theoretisch mogliches Quantifizierungslimit von Ing/mL fiir Sirolimus, Everolimus und

Tacrolimus.

3.7.4 Wiederfindung

Die Wiederfindungsrate beschreibt die Ausbeute der Probenaufbereitung. Die Ermittlung der
Wiederfindungsrate erfolgt durch die Vermessung der in Kapitel 3.7.2 beschriebenen Proben.
Durch den Vergleich verschiedener Kalibrationsgeraden konnen nun folgende Aussagen

getroffen werden:

e Fiir die Vollblutproben mit anschlieBender Proteinprézipitation:

Der Vergleich einer Realprobe mit einer ClinCal®- bzw. einer Standardlésung gibt

Auskunft iiber die Matrixabhéngigkeit der Wiederfindung (siche Tabelle 46).
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e Fiir die CDB-Proben und die CDB(N;)-Proben mit anschlieBender Proteinpréizipitation:

Der Vergleich einer Realprobe mit einer Standardlésung gibt Auskunft {iber die Matrix-

abhéngigkeit der Wiederfindung (siehe Tabelle 47).

e Fiir die Dried-Blood-Spot-Proben mit anschlieBender Extraktion:

Der Vergleich der Realprobe mit der ClinCal®-Probe bzw. mit der Standardlésung gibt

Auskunft iiber die Matrixabhéingigkeit der Wiederfindung (siche Tabelle 48).

Tabelle 46: Wiederfindungsraten (WFR): Vergleich der Wiederfindungsraten aus Vollblut nach

Proteinprézipitation (PP), Standardlésung und prizipitierten ClinCal®-Kalibratoren.

Konzentration VPR @us dotiertem VB PP*  Standardabw. | WFR aus dotiertem VB PP **  Standardabw.

[ng/mL] n=3 n=3 n=3 n=3

[%] [%] [%] [%]

31,25 109,3 7.1 145,9 6,6

CyA 250,00 86,2 2,8 188,8 1,1
1.000,00 104,5 6,5 51,4 5.1

1,25 107,0 7.3 92,9 10,3

Tacro 10,00 88,3 3,5 88,2 2,3
40,00 101,7 3,5 104,8 2,5

1,41 106,5 8,1 88,1 10,9

Sir 11,25 99,9 3.4 118,2 1,7
45,00 108,3 7,3 94,0 2,8

1,41 121,0 8,3 125,5 76

Eve 11,25 94,2 3,4 108,5 1,9
45,00 105,4 35 97,5 2,7

* Standardlésung gel6st in Proteinprazipitationsreagenz = 100%
** Uberstand einer proteinprazipiterten ClinCal®-Probe = 100%
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Tabelle 47: Wiederfindungsraten (WFR): Vergleich der Wiederfindungsraten aus CDB, CDB(N,) jeweils

nach Proteinprizipitation (PP) und Standardlésung.

Konzentration WFR aus CDB PP* Standardabw. WFR aus CDB(N,) PP* Standardabw.

[ng/mL] n=3 n=3 n=3 n=3

[%] [%] [%] [%]

31,25 122,8 0,8 115,0 2.1

CyA 250,00 89,6 0,5 69,7 2,0
1.000,00 102,7 49 101,9 6,4

1,25 102,8 47 108,6 3,2

Tacro 10,00 101,4 12,4 76,6 1,7
40,00 103,3 43 103,7 31

1,41 114,4 9,4 113,0 2,9

Sir 11,25 103,7 2,6 68,4 3.4
45,00 100,8 24 102,4 1,6

1,41 98,9 50 109,6 6,3

Eve 11,25 100,0 1,5 7.5 0,5
45,00 92,8 6,5 99,4 1,0

* Standardldsung geldst in Proteinprazipitationsreagenz = 100%

Tabelle 48: Wiederfindungsraten (WFR): Vergleich der Wiederfindungsraten aus DBS, einer
Standardlésung als DBS und aus ClinCal®Kalibratoren als DBS.

Konzentration WFR aus dotierten DBS* Standardabw. WFR aus dotierten DBS** Standardabw.

[ng/mL] n=3 n=3 n=3 n=3

[%] [%] [%] [%]

31,25 237 66,7 17,2 56,6

CyA 250,00 63,4 3.4 75,9 2,5
1.000,00 103,4 59 70,7 6,3

1,25 n.a. - 67,3 14,2

Tacro 10,00 62,0 10,5 51,2 4,0
40,00 958 6.6 94,7 2,8

1.4 na. - 162,2 5.9

Sir 11,25 73,2 7.1 67,4 3,0
45,00 94,0 5,3 83,9 3,2

1,41 70,4 17,0 126,3 7.6

Eve 11,25 81,4 3,9 72,4 2,8
45,00 93,0 1,9 88,2 3,0

n.a. = nicht auswertbar
* Standardlésung nach DBS-Methode aufbereitet = 100%

** ClinCal®Kalibratoren nach DBS-Methode aufbereitet = 100%

Die Bestimmung der Wiederfindung der untersuchten Analyte aus prézipitiertem Vollblut
ergab fiir den gesamten therapeutischen Bereich eine 100% Wiederfindungsrate. Dariiber
hinaus liegen sie alle innerhalb des 15- bzw. 20%igen Abweichungsintervalls. Die mit

1,4ng/mL Everolimus dotierte Probe wurde als Ausreiler gewertet. Dagegen variieren die
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Wiederfindungsraten bezogen auf den Uberstand einer prézipitierten ClinCal®-Probe mit
Werten zwischen 51-188%. Obwohl die lyophilisierte Matrix zum Teil sehr hohe
Prizisionswerte zeigt, ist festzustellen, dass sich die ClinCal®-Proben eher schlecht als

Referenzmaterial eignen.

Fiir die Wiederfindungsraten von prazipitierten CDB- und CDB(N,)-Proben bezogen auf eine
préazipitierte Standardldsung gilt das Gleiche wie fiir die Vollblutprobe. Sie weisen 100%ige
Wiederfindungsraten auf. Die Wiederfindungen aus CDB und CDB(N,) sind daher mit
Vollblut vergleichbar. Die mit 31,25ng/mL Ciclosporin A dotierte Probe wurde fiir die Matrix
CDB als Ausreifler gewertet. Die Prdzision aller Proben liegt innerhalb eines 15%igen
Abweichungsintervalls. Aufféllig sind die durchgéngig ca. 30% zu niedrigen Wiederfindungs-
raten der mit mittlerer therapeutischer Konzentration dotierten Proben der Matrix CDB(N,).
Begriindet wird dies mit einem systematischen Fehler bei der Dotierung. Ohne
Berticksichtigung dieser Werte wird aus den erhaltenen Ergebnissen aufgrund der tendenziell

geringeren Varianz ein leichter Vorteil bei der Matrix CDB(N,) vermutet.

Die Wiederfindung aus DBS im Vergleich zu einer Standardldsung, die nach der DBS-
Methode behandelt wurde, zeigt stark schwankende Werte zwischen 23,7 und 103,4%. Zum
Teil konnten Signale nicht ausgewertet werden. Wird die Wiederfindung der DBS dagegen auf
eine ClinCal®-Probe bezogen, die mit der gleichen Methode behandelt wurde, so resultieren
ebenfalls sehr schwankende Werte zwischen 17,2-162,2%. Auffillig bei der Betrachtung der
DBS-Ergebnisse sind die hohen Standardabweichungen in den niedrigen therapeutischen
Konzentrationen. Sie konnen dadurch erkldrt werden, dass sie auBlerhalb des Quantifizierung-
limits liegen (siche Kapitel 3.7.3). Auch fiir diese Anwendung zeigte sich, dass sich die
lyophilisierte Matrix nicht eignet.

Es gilt festzuhalten, dass eine Analyse von Immunsuppressiva aus den Matrices CDB und
CDB(N) mit der aus Vollblut vergleichbar sind. Alle bestimmten Validierungsparameter wie
Préazision (Wiederholprizision), Richtigkeit und Wiederfindung lagen in dem angestrebten
Abweichungsintervall von 15- bzw. 20%. Die Werte zeigten eine gute Linearitét {iber den
gesamten Kalibrationsbereich. Die Bestimmungs- und Quantifizierungsgrenzen liegen im
unteren therapeutischen Bereich. Mit diesen Daten ist eine Validierung der Methode aus CDB

(beispielsweise nach Arlenda) moglich.
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Aus den erhaltenen Ergebnissen ist zu folgern, dass sich eine Analyse von Immunsuppressiva
aus DBS nicht eignet. Sowohl die Quantifizierungsgrenze als auch die Bestimmungsgrenze
liegen im mittleren therapeutischen Bereich. Eine Analyse der Immunsuppressiva im unteren
therapeutischen Bereich mit Hilfe der DBS-Methode ist nicht moglich. Als wesentlicher
Nachteil dieser Methode ist die starke Verdiinnung der Probe durch die Extraktion
herauszustellen. In Folge dessen werden letztendlich weniger als ein Zehntel der urspriing-
lichen Blutprobe (30uL) massenspektrometrisch analysiert. Nicht untersucht wurde, ob nicht
schon das mehrstiindige Trocknen der Blutflecke auf den Filterkarten bei Raumtemperatur zur

Degradation der instabilen Substanzen fiihren.

3.8 Analyse von Patientenproben

Fiir einen Methodenvergleich der in Kapitel 3.7 beschriebenen Probenaufbereitungsmethoden
fiir die Analyse von Immunsuppressiva aus Vollblut wurden Patientenproben aus dem Institut
fiir Klinische Chemie, Miinchen, untersucht. Die Patientenproben wurden routineméifig
mittels Prdzipitation und nachfolgender on-line SPE-LC-MS/MS analysiert und dienten als
Referenzwert. Nachdem dieselben Patientenproben eine Woche bei 4°C lagerten, wurden sie
fiir weitere Analysen freigegeben. Aus diesen Proben erfolgte die Aufbereitung und Lagerung
der Vollblut-, CDB-, CDB(N,)- und DBS-Proben (siche Kapitel 3.7). Die erhaltenen
Uberstinde bzw. Extrakte wurden am Institut fiir Biomedizinische und Pharmazeutische
Forschung, Niirnberg-Heroldsberg, an dem Tandem-Massenspektrometer API 5000 der Firma
AB SCIEX vermessen.

Zunichst wurde ein interlaboreller Vergleich mit den prézipitierten Vollblutproben
durchgefiihrt. Wie aus Abbildung 78 hervorgeht, zeigen die berechneten Passing-Bablok

Geraden eine gute Ubereinstimmung.
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Abbildung 78: Interlaboreller Vergleich (Passing-Bablok Plot). Antikoagulierte Vollblutproben von
Patienten wurden prizipitiert (sieche Kapitel 3.7) und die Immunsuppressiva mit zwei

verschiedenen Tandem-Massenspektrometern quantifiziert.

Die Empfindlichkeit des AB Sciex MS-Gerites scheint fiir Tacrolimus etwas geringer und fiir
Sirolimus etwas hoher zu sein. Die Abweichung kann auch auf einem systematischen Fehler
beruhen. Beide Analysenprotokolle unterscheiden sich in den chromatographischen
Bedingungen. Die Routinemethode weist noch einen zusétzlichen SPE-Schritt auf. Daher
kann ein Einfluss von Matrixeffekten nicht ausgeschlossen werden. Die Kalibration erfolgte

mit kommerziellen Kalibratoren (sieche Kapitel 3.7).
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Beim intralaborellen Vergleich der prézipitierten Vollblutproben mit den CDB-Proben fallt
auf, dass die durch Kélte-Schock hergestellten CDB-Proben besser iibereinstimmen, als die

durch Hitze-Schock hergestellten CDB-Proben (sieche Abbildung 79 und Abbildung 80).
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Abbildung 79: Intralaboreller Vergleich (Passing-Bablok Plot). MS/MS-Bestimmung der Immun-
suppressiva in prizipitiertem Vollblut (VB PP) und in CDB-Proben von Patienten.
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Abbildung 80: Intralaboreller Vergleich (Passing Bablok Plot). MS/MS-Bestimmung der Immunsuppres-

siva in prizipitiertem Vollblut und in CDB(N,)-Proben von Patienten.

Der Grund hierfiir liegt in der komplexen, teilweise manuell durchgefiihrten Herstellung der

Hitze-Schock behandelten Proben. Bei vollstdndiger Automation der thermischen Behandlung

werden dhnliche libereinstimmende Werte mit den prézipitierten Vollblutproben erwartet.

Der Vergleich von prézipitiertem Vollblut und getrockneten Blutflecken zeigt, dass die
Bestimmung von Ciclosporin A relativ gut {ibereinstimmt. Tacrolimus, Sirolimus und

Everolimus werden jedoch in den DBS-Proben der untersuchten Patientenproben falsch
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negativ bestimmt (siche Abbildung 81). Die Kalibration erfolgte mit selbst dotierten
Vollblutproben (siche Kapitel 3.7).
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Abbildung 81: Intralaboreller Vergleich (Passing Bablok Plot). MS/MS-Bestimmung der Immunsuppres-

siva in prizipitiertem Vollblut und in getrockneten Blutflecken (DBS) von Patienten.

Mehrere Einflussfaktoren erschweren eine schliissige Interpretation der vergleichenden
Untersuchungen an Patientenproben. Zum einen waren die Patientenproben bereits iiber eine
Woche gealtert, bevor sie aufgearbeitet wurden. Zusétzlich wurden die aufbereiteten

Patientenproben unterschiedlich lange bei -20°C gelagert.
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4 Zusammenfassung

Die Dissertationsschrift beschreibt die Entwicklung, Evaluierung und Teilvalidierung einer
multidimensionalen on-line SPE-POPLC-MS/MS Plattform fiir die hochselektive Auf-
konzentrierung und vollautomatische Analyse der erythrozytir gebundenen Immun-
suppressiva Ciclosporin A, Tacrolimus, Sirolimus und Everolimus nach in-line Prozessierung
von antikoaguliertem Vollblut. Das Analysensystem ermdglicht eine direkte Injektion von
Vollblut und dessen in-line Prozessierung sowie eine effiziente Abreicherung von
Matrixsubstanzen {iiber Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction, SPE) vor der
analytischen HPLC-Trennung. Substanzen, die die massenspektrometrische Detektion storen,
wie z.B. Phospholipide konnten nachweislich zu iiber 90% eliminiert werden. Die
anschlieBende on-line HPLC-Trennung mit Hilfe der POPLC (Phasen-optimierte
Fliissigkeitschromatographie) zeigt bei der Detektion mit einem Tandem-Massenspektrometer

(MS/MS) keine Ionensuppression und gewihrt daher eine storungsfreie Analyse.

Fiir eine vollautomatische Analyse zelluldr gebundener Wirkstoffe in Vollblut waren folgende
3 essentielle Schritte zu realisieren und zu optimieren sowie in eine Analysenplattform zu

integrieren:
1. die Uberfiihrung von Vollblut in eine homogene Matrix,

2. eine selektive on-line Abreicherung der Probenmatrix mit gleichzeitiger

Aufkonzentrierung der Zielanalyte und

3. eine chromatographische Trennung der Analyte sowie eine Abtrennung restlicher

interferierender Matrixbestandteile.
Im Rahmen dieser Dissertation wurden daher folgende Schwerpunkte bearbeitet:

e die Optimierung der in-line Hitzeschock-Behandlung von Vollblut und dessen

Uberfiihrung in CDB (Zell-desintegriertes Blut) fiir eine routinemiBige Anwendung,

237



Zusammenfassung

e die Entwicklung eines effizienten Reinigungsverfahrens fiir das Analysensystem zum

Zweck einer erhohten Robustheit und routineméfigen Anwendung,

e der Umbau des zur Verfligung stehenden Analysengerites fiir die Anwendung eines

multidimensionalen on-line SPE-Verfahrens zur Abreicherung der CDB-Matrix,

e die Optimierung der Trennung aller Analyte sowie verbleibender Matrixbestandteile

fiir eine ungestorte massenspektrometrische Bestimmung,

e die partielle Validierung der Methode als Nachweis fiir deren Routinetauglichkeit und
abschliefend

e ciner Kreuzvalidierung um die Leistungsstirke der in dieser Arbeit entwickelten
Probenaufbereitung im Vergleich zu anderen gidngigen Probenaufbereitungsverfahren

aufzuzeigen.

Bei der Transformation einer antikoagulierten Vollblutprobe mittels Hitzeschock-Behandlung
in die neue biologische Matrix Zell-desintegriertes Blut (Cell-disintegrated blood, CDB)
werden die Blutzellen vollstindig desintegriert und liegen hauptsichlich als Mikrovesikel vor

[7]. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Verfahrensschritt optimiert.

In diesem Zusammenhang galt es zunichst eine hypotone Lyse der Erythrozyten durch die
Vermischung mit der mobilen Phase in den HPLC-Kapillaren zu unterbinden, da die
Héamolyse der Erythrozyten zur unerwiinschten Bildung von sogenannten ,,Ghosts* fiihrt.
Eine Hamolyse der Vollblutprobe konnte dadurch verhindert werden, dass die Probe im
Verlauf der Injektion iiber Luftsegmente von der mobilen Phase abgetrennt wurde.
Herausgearbeitet wurde das optimale Verhéltnis des Volumens der Probe und der Volumina

der beiden Luftsegmente bei einer gegebenen Flussrate.

Ein weiterer Optimierungsschritt betraf die Robustheit der Analysenplattform. Die mehrfache
(>>100) Injektion von viskdsen Vollblutproben und deren Hitzeschock-Behandlung in einer
Edelstahlkapillare (300 x 0,5mm ID) bei 75°C fiihrt zu Ablagerung von Proteinen und Lipiden
auf der Innenoberfliache der Kapillaren. Dieser ,,Biofilm* kann zum Verschluss der Kapillaren

und zu einem sogenannten ,,Carry-over® oder ,Memory“-Effekt fiihren. Entsprechende
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Versuche ergaben, dass Edelstahlkapillaren sehr schnell einen entsprechenden ,,Biofilm*
aufbauen. Kapillaren aus PEEK hingegen besitzen eine bessere Biokompatibilitit, d.h.
Matrixbestandteile lagern sich weniger ab. Um insbesondere die beheizte Edelstahlkapillare,
d.h. den Reaktor von Matrixresten zu sdubern, wurden verschiedene Reagenzien getestet. Mit
Bicinchoninsidure (BCA) wurde ein optimales Reagenz gefunden. Eine 30-miniitige Spiilung
der auf 60°C erwdrmten Edelstahlkapillare mit BCA nach ca. 200 Injektionen erlaubt einen
storungsfreien Betrieb der Analysenplattform. Von Vorteil ist weiterhin, dass der
Reinigungsprozess — wie in dieser Arbeit erstmalig gezeigt - mit Hilfe eines UV/VIS

Detektors direkt verfolgt und dokumentiert werden kann.

Ein wesentliches Ziel der Arbeit war eine effiziente Abreicherung der Vollblut- bzw. CDB-
Matrix und eine selektive Anreicherung der Immunsuppressiva, als Modellanalyte fiir
erythrozytiar gebundene Wirkstoffe. Bei der Aufreinigung der komplexen CDB-Matrix sollte
eine Qualitdt erreicht werden, die es ermdglicht unter Routinebedingungen eine durch
Matrixeffekte weitgehend ungestorte Detektion der Zielanalyte mit Hilfe eines Tandem-
Massenspektrometers durchzufiihren. Die chromatographischen Verfahrensschritte sollten in
die Analysenplattform integriert und somit automatisiert werden. Fiir die Aufreinigung wurde
die Festphasenextraktion (SPE) mittels Kartuschen (10x2mm bzw. 10x1mm ID) verwendet.
Die Voraussetzungen fiir die Automatisierung der SPE-Schritte konnten durch den Umbau
eines Symbiosis™ Pharma Systems erreicht werden. Durch Einbau eines zusétzlichen 6-Wege
Schaltventils mit integriertem T-Stiick konnen zwei SPE-Kartuschen in Reihe geschalten
werden. Dadurch besteht die Moglichkeit der Aufkonzentrierung der Analyte auf jeder der
beiden SPE-Kartuschen. Dies geschieht, indem die zum Transfer der Analyte von einer auf die
andere Kartusche verwendete mobile Phase mit einem weiteren Losemittel verdiinnt wird.
Dieses zusitzliche Losemittel wird dem Eluat der ersten SPE-Kartusche iiber ein T-Stiick
zugefiihrt, sodass die zweite SPE-Kartusche mit einem Gemisch dieser beiden Ldsemittel

durchstromt wird.

Um die Anzahl der chromatographischen Aufreinigungsschritte zu erhdhen wurde das
Symbiosis™ Pharma System zusétzlich dahingehend verdndert, dass ein Austausch der
zweiten SPE-Kartusche mit ein einer dritten erfolgen kann. Das zweite 6-Wege Schaltventil
mit integriertem T-Stiick vor der analytischen Trennsdule ermdglicht eine optionale in-line
Verdiinnung der mobilen Phase und dadurch eine abschlieBende Aufkonzentrierung der
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Analyte auf dem Kopf der Trennsdule. Um die angestrebte Effizienz und Selektivitit
beziiglich der Aufbereitung der komplexen CDB-Matrix zu erreichen wurden 2 bzw. 3 SPE-
Kartuschen verwendet, die mit unterschiedlichen stationdren Phasen gepackt waren. Die
chromatographischen Trennprinzipien dieser Packungsmaterialien sind voneinander
unabhingig. Sie erfiillen damit das Kriterium der Orthogonalitit, welches eine
Grundvoraussetzung fiir ein multidimensionales Trennverfahren ist. Da die niedermolekularen
Analyte allen Trennprinzipien unterliegen, erfiillt das in dieser Dissertation ausgearbeiteten
Analysenverfahren fiir diese Fraktion auch das zweite Kriterium flir eine Multi-

dimensionalitét, die Vollstindigkeit (,,comprehensiveness®).

Im ersten Aufreinigungschritt erfolgt die Abtrennung makromolekularer Komponenten der
CDB-Matrix. Dies sind vorwiegend Plasmaproteine und Hamoglobin sowie Kohlenhydrate
und Nukleinsduren. Die Fraktionierung wird {iber ein sogenanntes ,,Restricted Access
Material“ (RAM) erreicht. LiChrospher® ADS ermdglicht die simultane Anwendung von zwei
chromatographischen Trennprinzipien, GroBenausschlusschromatographie (Size Exclusion
Chromatography, SEC) und Umkehrphasenchromatographie (Reversed-Phase Chromatogra-
phy, RPC). Die molekulare Ausschlussgrenze liegt bei ca. 15kDa. Fiir die ausschlieBlich im
Poreninneren stattfindende RPC, d.h. die Retention und Extraktion der sehr hydrophoben

Immunsuppressiva wurde eine C-4 Modifikation gewahlt.

Im zweiten Aufreinigungsschritt erfolgt die Fraktionierung der niedermolekularen
Komponenten in Zielanalyte und Phospholipide. Phospholipide storen massiv die
massenspektrometrische Detektion im positiven Elektrospray-lonisations Modus. Diese
Ionensuppression oder auch ,,Matrixeffekt™ konnte bislang nicht zufriedenstellend eliminiert
werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang es ein pordses Tragermaterial (ProntoSil
PLR) zu finden, welches selektiv hydrophobe Phospholipide aufgrund einer molekularen
Formerkennung (,,Slot*“~-Mechanismus) bindet. Es konnte gezeigt werden, dass hierdurch iiber
90% der Phospholipidfraktion abgereichert wird. Die Analytfraktion konnte von der starker
retenierten Phospholipidfraktion iiber eine sogenannte ,,front-cut“-Schaltung abgetrennt und
nach einer in-line Verdiinnung der entsprechenden mobilen Phase auf die nachgeschaltete 3.
SPE-Kartusche transferiert werden. Die extrahierten Phospholipide kénnen von der 2. SPE-
Kartusche mit reinem Methanol eluiert werden. Somit kann die Kartusche wiederverwendet

werden.
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Im letzten Fraktionierungsschritt erfolgt die Abreicherung noch nicht abgetrennter
hydrophiler, neutraler bzw. anionischer, niedermolekularer Matrixbestandteile. Dies wird liber
eine stationdre Phase mit kombiniertem Retentionsmechanismus erreicht. Das Oasis® MCX-
Material vereint einen hydrophil-lipophil-balancierten Retentionsmechanismus mit einem
Kationenaustauscher (Ion Exchange Chromatography, IEX). Dabei bestimmt der pH-Wert des
zur Fraktionierung verwendeten Puffers den vorwiegend genutzten Retentionsmechanismus.
Um die Zielanalyte iiber den Kationenaustauschmechanismus zuriickzuhalten, muss der
Puffer sauer eingestellt werden. Die dabei nicht retenierte Restmatrix wird in den Abfall
gespiilt. Nach diesem dritten Aufreinigungsschritt erfolgt der Transfer der Zielanalyte iiber

eine weitere in-line Verdiinnung auf die analytische Siule.

Fiir die analytische Trennung der Immunsuppressiva wurde ein seit kurzem kommerziell
erhéltliches Verfahrensprinzip, die sogenannte Phasen-optimierte Fliissigkeitschromato-
graphie (POPLC) erstmalig eingesetzt. Die Anwendung der POPLC erlaubt es, die
Immunsuppressiva in kurzer Zeit unter isokratischen Bedingungen mit einer vorgegebenen
mobilen Phase zu trennen. Der Vorteil der POPLC liegen in einer verkiirzten Analysenzeit, da
der Redquilibrierungsschritt einer Gradientenelution entfdllt. Die verwendete mobile Phase
wurde so gewdhlt, dass sie zu einer hohen Ionisationsausbeute im Massenspektrometer und
damit zu einer erhdhten Nachweisstirke fithrt. Weiterhin gelang es mit Hilfe der POPLC
isobare d.h. im MS nicht unterscheidbare Substanzen gezielt zu trennen. Dariiber hinaus
konnte das Elutionsfenster der Immunsuppressiva zeitlich so gewidhlt werden, dass keine
Storungen, d.h. Matrixeffekte durch frith und spét eluierende Probenkomponenten auftreten.
Dies konnte durch sogenannte Nachsduleninfusionsexperimente eindeutig bewiesen werden.
Anhand dieses Nachweisverfahrens fiir Matrixeffekte konnte auch gezeigt werden, dass die
Aufreinigung der CDB-Matrix iiber das beschriebene multidimensionale SPE-Verfahren zu
einem — im Vergleich zu einem eindimensionalen, d.h. konventionellen SPE-Verfahren -

wesentlich ,,saubereren Extrakt und somit zu einer storungsfreien MS-Detektion fiihrt.

Ein weiterer Schwerpunkt der Dissertation war die Validierung des ausgearbeiteten
Analysenverfahrens. Die Validierung konnte nur eingeschrinkt erfolgen, da der zur Verfiigung

stechende Probengeber keine Durchmischung einer sedimentierten antikoagulierten
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Vollblutprobe und keine Zugabe eines Internen Standards erlaubte. Daher erfolgten diese
Schritte manuell. Die ermittelten Werte fiir die Prézision, Richtigkeit und Linearitdt des on-
line MD-SPE-POPLC-MS/MS Verfahrens mit in-line Prozessierung von antikoaguliertem
Vollblut liegen fiir alle untersuchten Immunsuppressiva innerhalb der von der Federal Drug
Administration (FDA) geforderten Grenzen fiir eine bioanalytische Bestimmungsmethode.
Die Wiederfindung der Analyte wurde fiir jeden einzelnen SPE-Aufreinigungsschritt bestimmt
und ergab in der Summe eine nahezu vollstindige Extraktion aller untersuchten

Immunsuppressiva aus den Erythrozyten bzw. aus der CDB-Matrix.

Die experimentellen Untersuchungen dieser Arbeit wurden mit einer Kreuzvalidierung
abgeschlossen. Dieses Verfahren erlaubt es, unterschiedliche Methoden zur Aufreinigung von
biologischen Fliissigkeiten hinsichtlich Prizision, Richtigkeit und Linearitdt miteinander zu
vergleichen. Voraussetzung hierfiir ist, dass die Trennung und Detektion der Zielanalyte fiir
alle untersuchten Methoden identisch ist. Zu diesem Zweck wurden jeweils identische
Vollblutproben von immunsupprimierten Patienten (nach Ablauf der Probenlagerung)

aliquotiert und wie folgt aufbereitet:
1. Hitzeschock-Behandlung; CDB

2. Kailteschock-Behandlung; CDB(N;)

(O8]

. Prézipitation und Zentrifugation; VB PP

N

. Applikation /Elution auf /von Filterpapier (Dried Blood Spot; DBS)

Fir die CDB(N;)-Proben ergaben sich im Vergleich zu den CDB-Proben eine hohere
Richtigkeit und eine verbesserte Prézision. Fiir die Matrices CDB und CDB(N,) konnte eine
nahezu 100%ige Wiederfindung nachgewiesen werden. Diese ist mit der Wiederfindung aus
prazipitiertem Vollblut (VB PP) vergleichbar. Untersuchungen zur Wiederholprizision
ergaben flir alle untersuchten Zielanalyte aus der Matrix CDB {iber deren gesamten
therapeutischen Bereich ein Abweichungsintervall von <10% an vier aufeinanderfolgenden
Tagen. Die Bestimmungsgrenze von Ing/mL (Lower Limit of Detection, LLOQ) konnte fiir
die Analyte Tacrolimus, Sirolimus und Everolimus nur fiir die CDB(N,)-Matrix erreicht

werden.
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Bei der Bestimmung der Immunsuppressiva in getrockneten Blutflecken (DBS) lag die
Richtigkeit fiir zahlreiche DBS-Proben auflerhalb der geforderten Grenzen. Im Vergleich zu
den anderen Probenaufbereitungsmethoden waren nur wenige Kalibrationspunkte in die
Kalibrationsgerade einzubeziehen. Bei der DBS-Methode liegt die Quantifizierungsgrenze fiir
alle untersuchten Analyte nur im mittleren therapeutischen Bereich. Daher eignet sich dieses
Verfahren nicht fiir die Therapeutische Arzneimittelkontrolle (TDM) bei immunsupprimierten

Patienten.
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Strukturformel

Handelsname

Ursprung

Anhang 1: Eigenschaften von Ciclosporin A und Tacrolimus und ihren Internen Standards.

Molekulargewicht [Da]

Details

e Einfiihrung in 1983, seitdem das Immunsuppressivum nach Nieren-, Leber-, Lungen- und

Ciclosporin A

Ciclosporin D :
Interner Standard fur Ciclosporin A

Tacrolimus

Ascomycin :
Interner Standard fir Tacrolimus

Cicloral® Hexal
Ciclosporin-1A-
Pharma®
_33c:omuozs®
Sandimmun®
Neoral®

FK 506
_u_‘oc_‘mw@
_uﬂoﬁoum%

Polypocladium
inflamatum

Streptomyces
tsukubaenis

1202,63

822,05

Herztransplantationen
e hydrophobes zyklisches Polypeptid aus 11 Aminosauren
o enthélt eine einzigartige Aminosaure N-methyl-(4R)-4-butenyl-4-methylthreonin

e enthalt zwei ungewohnliche Aminoséuren Sarcosin und D-Alanin
die restlichen vier freien Stickstoffatome bilden [316]

e 7 Aminosauren sind N -methyliert,
Wasserstoffbriickenbindungen zu Carbonylfunktionen aus [317]
o Neoral® besitzt wesentlich verbesserte, schnellere und kontrollierbare Dosierung durch

die Einflihrung einer neuen Darreichungsform mit verbesserter Galenik.
o Neoral® ist eine thermodynamisch stabile Mikroemulsion

e hydrophobes Makrolid-Lacton
e als Hartgelatinekapsel auf den Markt

Anhang
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Anhang 3: Dosierschema der Immunsuppressiva.

Erhaltungsdosis

Vollblutspiegel
[ng / mL]

Talspiegel [ng / mL]
(Co-Monitoring)

Talspiegel [ng / mL]
(C,-Monitoring)

600 - 1200

Initialdosis [mg / kg / Tag]

[mg/ kg / Tag]

2 - 6in 2 Einzeldosen

100 - 400

wahrend Initialphase : 135 - 353
wahrend Erhaltungsphase : 22 - 216

nicht empfohlen

Ciclosporin A
Tacrolimus

Sirolimus

Everolimus

Sandimmun : 10 - 14
Sandimmun Optoral : 6 - 10

Oral: 0,1-0,3in 2 Einzeldosen
Intravends : 0,01- 0,1

0,75 -1,5in 2 Einzeldosen

0,1-0,3in 2 Einzeldosen

noch nicht etabliert

wahrend Initialtphase : 10 - 20
10

wahrend Erhaltungsphase : 5 -

mit Ciclosporin Begleittherapie :

Monotherapie : 12 - 20

mit Ciclosporin Begleittherapie :

4-12

3-8

nicht empfohlen

in Studien : 350 - 1400

Anhang
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Anhang 5: Bedeutende Interaktionen einzelner Immunsuppressiva.

Immunsuppressivum

anderes Arzneimittel

Interaktion

Ciclosporin A

Ciclosporin A
Ciclosporin A
Ciclosporin A
Ciclosporin A
Ciclosporin A
Ciclosporin A
Ciclosporin A
Ciclosporin A

Ciclosporin A

Tacrolimus

Tacrolimus

Tacrolimus

Sirolimus
Everolimus

Tacrolimus

Mycophenolatmofetil
Minoxidil

Phenytoin
kaliumsparende Diuretika
Metoclopramid
Amiodaron

Statine

Digitoxin

orale Kontrazeptiva

e Ganciclovir

e nichtsteroidale Entziindungshemmer
o Antibiotika

o Chemotherapeutika

e Theophyllin

o HMG-CoA Reduktase-Hemmer
e Statine

e Erythromycin
e Azithomycin

Tacrolimus beeinflusst die Pharmakokinetik von Ciclosporin durch eine kompetetive Interaktion mit CYP 3A4
[316]. Daraus resultieren beispielsweise eine verlangerte Halbwertszeit und ein additiv nephrotoxischer
Effekt

Ciclosporin vermag die Wirkung von Mycophenolatmofetil zu unterdriicken [184]

Additiver Effekt der Hypertrichose wurde berichtet

Schwerwiegende gingivale Hyperplasie wurde nach kombinierter Gabe berichtet [319]

Eventuell auftretende Hyperkaliamie

Erhohte Bioverfugbarkeit von Ciclosporin A mdglich

Verdopplung der Ciclosporinkonzentration im Blut méglich [320]

Abbau von Statinen wird gehemmt

Erhdhten Digitoxin-Plasmakonzentrationen mdglich

Vereinzelt wurde Hepatotoxizitat beschrieben

Neuro- und Nephrotoxizitat wird verstarkt

Konzentrationserh6hung von Tacrolimus maoglich [319]

lebensbedrohlichen Rhabdomyolyse mdglich [186]

Reduzierte Everolimus-Clearence
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Verteilung
Verteilungsvolumen [L / kg]

Anhang 7: Pharmakokinetische Daten der Immunsuppressiva: Verteilung.
Plasmaproteinbindung [%]

Zellbindung [%]

Zellular : Plasma [%]
Erythrozyten : 51 - 58 Lipoproteine : 90
Lymphozyten: 4 -9 (HDL : 43 - 57
Ciclosporin A 2:1 Granulozyten : 5-12 LDL: 25 4-8
Plasmaproteine : 33 - 47 VLDL: 2
freier Wirkstoff : 1-6 andere 8)
Serumalbumin und a-1-saures Glykoprotein : 99
Erythrozyten : 74,6 - 94,9 Lipoprotein deficient Plasma : 38,5 - 68,2
. . Leukozyten : 1 HDL: 21-34
Tacrolimus 20:1 Lymphozyten : 1 LDL: 6-14 50
Plasmaproteine : 2-3 VLDL: 1-4
frei: 0,1-0,9
Erythrozyten : 89,9 - 99,1 HDL: 18,7-20,3
- . Lymphozyten : 1 LDL: 19,3-21,7
Sirolimus 381 Granulozyten : 1 VLDL : 1,2 12
Plasmaproteine : 3,0 - 3,2 frei: 2,5
Everolimus k.A. Erythrozyten : 75 Proteine : 75 236 - 450

Anhang
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Anhang 9:  Unterteilung eines Analysenzyklus der Immunsuppressiva mit der on-line MD-SPE-POPLC-MS/MS Methode (Triple-Kartuschen Modus)

inTeilschritte.

Nummer

GroRenselektive Fraktionierung des CDBs auf einer _._O:ansmﬂ@ ADS RP4 SPE-Kartusche (RAM),10x2mm;
1 mobile Phase: Wasser/Acetonitril (95/5, v/v); Fluss: 0,25mL/min fur 1 Minute und danach 3mL/min fir 1 Minute;
weitere Abreinigung von Matrixbestandteilen mit mobiler Phase: Wasser/Acetonitril (75/25, v/v); Fluss: 3mL/min fir 3 Minuten

Transfer der niedermolekularen Fraktion von der RAM- auf eine Prontosil® C30 SPE-Kartusche (Molekulare Formerkennung), 10x2mm;
mobile Phase: Methanol; Fluss: 0,45mL/min fir 3 Minuten

Aufkonzentrierung der Analyte auf der Prontosi ® C30-SPE-Kartusche, 10x2mm durch in-line Verdiinnung;
mobile Phase: 10mmolare Ammoniumformiatldsung mit pH=2,8; Fluss: 2mL/min fir 3 Minuten

Formselektive Fraktionierung der niedermolekularen Fraktion auf der Prontosil® C30-SPE-Kartusche, 10x2mm;
mobile Phase: resultiert aus Teilschritt 2 und 3: Methanol/10mmolare Ammoniumformiatlésung mit pH=2,8 (20/80, v/v); Fluss: 2,45mL/min fur 3 Minuten

Selektive Abtrennung und Transfer der Analytfraktion von der (Phospho-)Lipid-Fraktion durch ,front-cut” bei der Elution von der
5 Prontosil® C30 SPE-Kartusche, 10x2mm auf die Oasis® MCX SPE-Kartusche (HLBC und Kationenaustauscher), 10x1mm,
mobile Phase: Methanol/2mmol Ammoniumacetatldsung (75/25, v/v); Fluss: 0,5mL/min far 3 Minuten

Aufkonzentrierung der Analyte auf der Oasis® MCX SPE-Kartusche, 10x2mm durch in-line Verdlnnung;
mobile Phase: 10mmolare Ammoniumformiatlésung mit pH=2,8; Fluss: 1,5mL/min fir 3 Minuten

Chemoselektive Fraktionierung der niedermolekularen Fraktion auf der Oasis® MCX SPE-Kartusche, 10x2mm;
mobile Phase: resultiert aus Teilschritt 5 und 6: Methanol/10mmolare Ammoniumformiatlésung mit pH=2,8 (20/80, v/v); Fluss: 2mL/min fur 3 Minuten)

Transfer der Analyte von der Oasis® MCX SPE-Kartusche, 10x2mm auf die analytische Trennsaule;
8 mobile Phase: Methanol/10mmol Ammoniumacetatlésung (75/25, v/v); Fluss 0,5mL/min fir 2 Minuten;
(Méglichkeit zur Aufkonzentrierung der Analyte auf der analytischen Saule durch in-line Verdiinnung)

Analytische Trennung;
mobile Phase: Methanol/2mmolare Ammoniumacetatlésung (75/25, v/v); Fluss 0,5mL/min fir 10 Minuten

254



Anhang

0¢ : Buebsny

o¢ : Buebuig

0yl : BunsQuny z WH / N1
0‘} : g @b1susausuo|

0yl @ Bunsguny L WH / N1
G‘'0 : | alBisususuo|

V) D uoisyoy

: Jojeshjeuy

'V Y : ssnyseBsuopejenjosaq

'V Y ssnpses) auo)

D, 0G€ : Jnjelsadwsalsuonenosaq
0, 02} :J4njesadwsajusjend

M €2 : Bunuuedsie|dey

1 9|end

0'9G/ € 0°608 : UPAWO0ISY

2'89. 4 ¥'1g8 :snwijoie]

G‘v€8 € G106 : shuwijolisAxoylewsaqg

¥'798 € §'1€6 : snwijols

G‘'806 « G'G/6 : SnwioIan]

0'€0Z} € 0'02}} :V uuodsopi)

0212} € 0'vEZL : @ uuodsojol)y

+IS3 1 9pon

VSN ‘ Sislepn f 0JOIN oupend

0Lt L twds

ulw G fulw/qw g‘o - eelssni4

(AA *01/06) OWPHN INW Z / HOBW : @Seuyd 3iqop
wrigdp ' Q) ww X Gzl ‘8L dY gldydsoiyor : sjnes ayosihjeuy

ulw | - ulw/w g ejelssn|4
(A/A 'G/G6) NOV / OPH : @seud aliqoN
wrl og dp “ (Ww 0Z X |L°2) @TH SISBO : 8INeS-3dS

oz
YOSuz / HO® : uoneydizesdureloid

uiw/n o)

aseyd Jajilgow uj 1s9|ab
‘qw/BupQl :IAleuy sl uonesusazuoy) yosiwabsbunsglpiepuels
0¢ : Buebsny

0¢ : Buebuig

0'vL : Bunsoyny Z H / N1
A 0L : g olbisususuo|

0'vL :BunsQuny | INH / N1
A G0 : | @lbisususuo|
VD uoisl|oy

: JojesAjeuy

'V Y : ssnyseBsuonejeajosaq
'V 'Y SsSnyses auo)

D, 0G€ : Jnjesadwa)suoneajosaq
2, 021 :Jnyesadwsyusjiend

M €2° : Bunuuedsie|idey

: 9J]and

0°9G/ € 0'608 : UIDAWOOSY

2'89/. « ¥'1Z8 :snwijoioe]

G‘ve8 4 G106 : shuijolisAxoylewsag

¥'798 € G'L€6 : snhwijols

G‘806 « G'G/6 : Snwijoion]

0°€0Zl <€ 00z}l :V uuodsopi)

0°21Z1 € 0'P€ZL : Q uuodsopld

,1S3 :8pon

VSN ‘ SIolep ‘ 0U0IN openD

ulw g ulw/w go : ejedssni4

(A/A *01/06) OV"HN WW Z / HOBIN : @seyd 9|Iqo
wrigdp ‘gl wwzXx00L ‘8L d¥ 00} Geydsoiyor : enes ayosihjeuy

ulw | ulw/w g ejelssn|4
(A/A *G/G6) NOV / O°H : @seyd 9|IqoiN
wrl og dp “(WwW Z X 0}) GTH SISBO : BYOSNUEN-3dS

I ge

ajeissnjysuoisnyu|

Bunsg|suoisnjuj

255

J9jwesed Buiuny

WAIN

uonyaleq

uonesedag

Jajsuel]

ayosnuey ‘¢ 19p jne
Buniaiuonyelq

(sayosnyey "¢ « dyssnuey] ‘z)
Jajsuelr]

ayosnyey| "z 19p jne
Bunisiuonyesy

(ayosnyey| 'z « dyasnuey] °|)
Jajsuer]

ayosnyey| ‘| Jap jne
Buniajuomel

uawnjoAsuonyafu]

Bunjlaiaqioauaqgold

(ejIsIaAiun Jap winyuify
‘alwayg ayasiully Iny Ijysuy)
SW/SW 91-3dS

SIN/SIN DT1-3dS 3l13uouaAuOY

UWIWOUIS SNZAY 91V UIPUIGIIIOA JIIP UI AP Jne QuidISAS SIA/SIN-DT-AdS UI[-UO .J13)Z)NUIG [[QUOIJUIAUOCY FUN[[IISUIWWEBSNZ ()] SuByuUy



Anhang

Anhang 11: Zusammenstellung entwickelter on-line (MD)-SPE-POPLC Methoden.

SPE-POPLC MS/MS

2D-SPE-POPLC MS/MS

MD-SPE-POPLC MS/MS

Probenvorbereitung

Injektionsvolumen 25 pL

SPE-Kartusche : Oasis® HLB (10x2 mm), dp 30 pm
Mobile Phase : H,O / ACN (95/5, v/v)
Flussrate : 0,27 mL/min; 1.85

Fraktionierung
auf der 1. Kartusche

Transfer
(1. Kartusche » 2. Kartusche)

Fraktionierung
auf der 2. Kartusche

Transfer
(2. Kartusche » 3. Kartusche)

Fraktionierung
auf der 3. Kartusche

Mobile Phase : MeOH / 2 mM NH,Ac (85/15, v/v)
Flussrate : 0,25 mL/min ; 6 min

In-line Verdiinnung : Wasser

Flussrate : 0,1 mL/min; 2 min

Transfer

Analytische Saule : POPL"-Segmentkombination : C18
(20 mm x 3 mm ID) + C30 (20 mm x 3 mm ID) + CN (30 mm x 3 mm ID) +
Phenyl (10 mm x 3 mm ID), dp 5 ym
POPL -Segmentkombination : C30 (200 mm x 3 mm ID) + CN (90 mm x 3
. mm ID), dp 5 um
Separation Mobile phase : MeOH / 2 mM NH,Ac (80/20, v/v)
Flussrate : 0,25mL/min; 0.00 -12.00 min
MeOH / 2 mM NH,Ac (90/10, viv)
Flussrate : 0,25 mL/min; 12.01 -30.00 min
Temperatur : 60°C
Quattro Micro , Waters , USA
Mode : ESI
Ciclosporin D : 1233,8 » 1217,6
Ciclosporin A: 1119,9 » 1203,0
Everolimus : 975,5 » 908,6
MRM Sirolimus : 931,8 » 865,8
Desmethoxysirolimus : 901,8 » 834,7
Tacrolimus : 821,2 » 768,3
Ascomycin : 809,5 »756,4

Detektion

Quelle :
Kapillarspannung : 3,5 kV
Cone : variabel
Quellentemperatur : 120 °C
Desolvationstemperatur : 220 °C
Cone Gasfluss : 40 L/h
Desolvatationsgasfluss : 600L/h
Tuning Paramter
Analysator :
Kollision : variabel
lonenenergie 1: 2,5V
LM/ HM 1 Aufidsung : 11,5
lonenenergie 2: 1,2V
LM/ HM 2 Aufldsung : 14
Eingang : -1
Ausgang : 1
Standardlésungsgemisch (Konzentration je Analyt : 100ng/mL ,
geldst in mobiler Phase
Infusionsflussrate 10 pL/min

Infusionslésung

25yl
SPE-Kartusche : HySphere C2 (10 x2 mm ID), dp 7 ; HySphere C8
(10x2mm ID), dp 8; HySphere C8 EC-SE (10 x2mm ID), dp 10;
HySphere C18 (10 x2mm ID), dp 8; _Ojamusm_‘@ ADS RP 4
(10x2mm D), dp25; Oasis® HLB (10 x2 mm), dp 30 ym
Mobile Phase : H,O / ACN (95/5, viv)
Flussrate : 0,27 mL/min ; 1 min
Mobile Phase : H,O / ACN (75/25, vIv)
Flussrate : 3 mL/min ; 1 min
Moblie Phase : MeOH
Flussrate : 0,45 mL/min; 3 min
In-line Verdinnung : 10 mM NH,formiat , pH = 2,8
Flussrate : 2 mL/min ; 3 min
SPE-Kartusche : Oasis® MCX (10x1 mm ID), dp 25 -35 ym
Mol Phase : MeOH / 10mM NH,formiat , pH = 2,8 (18/82, v/v)
Flussrate : 2,45 mL/min ; 3.00 min

Mobile Phase : MeOH / 2mM NHsAc (78/22, viv)
Flussrate : 0,25 mL/min; 2 min

Analytische Saule : POPL(-Segmentkombination : C18

(20 mm x 3 mm ID) + C30 (20 mm x 3 mm ID) + CN (30 mm x 3 mm ID) +
Phenyl (10 mm x 3 mm ID), dp 5 ym

Mobile Phase : MeOH / 2mM NH,Ac (78/22, viv)

Flussrate : 0,5 mL/min; 15 min

Temperature : 60°C

Quattro Micro, Waters, USA

Mode : ESI®

Ciclosporin D : 1233,8 » 1217,6
Ciclosporin A: 1119,9 » 1203,0
Everolimus : 975,5 » 908,6

Si us : 931,8 » 865,8
Desmethoxysirolimus : 901,8 » 834,7
Tacrolimus : 821,2 » 768,3
Ascomycin : 809,5 »756,4

Quellentemperatur : 120 °C
Desolvationstemperatur : 220 °C
Cone Gasfluss : 40 L/h
Desolvatationsgasfluss : 600L/h

Analysator :

Kollision : variabel
lonenenergie 1: 2,5V
LM/ HM 1 Auflésung : 11,5
lonenenergie 1,2V

LM/ HM 2 Auflésung : 14
Eingang : -1

Ausgang : 1
Standardlésungsgemisch (Konzentration je Analyt : 100ng/mL ,
geldst in mobiler Phase

10 puL/min

25yl
SPE-Kartusche : HySphere C2 (10 x2 mm ID), dp 7 ; HySphere C8
(10x2mm ID), dp 8; HySphere C8 EC-SE (10 x2 mm ID), dp 10;
HySphere C18 (10x2mm ID), dp 8 ; _,_Or_‘Omu_._Q@ ADS RP 4
(10x2mm D), dp25; Oasis® HLB (10 x2 mm), dp 30 pm
Mobile Phase : H,0 / ACN (95/5, vIv)
Flussrate : 0,27 mL/min ; 1 min
Mobile Phase : H,O / ACN (75/25, viv)
Flussrate : 3 mL/min ; 1 min
Moblie Phase : MeOH
Flussrate : 0,45 mL/min; 3 min
In-line Verdiinnung : 10 mM NH,formiat , pH = 2,8
Flussrate : 2 mL/min ; 3 min
SPE-Kartusche : ProntoSil C30 (10 x 2mm ID), dp 10 pm
Mobile Phase : MeOH / 10mM NH,formiat , pH = 2,8 (18/82, v/v)
Flussrate : 2,45 mL/min; 3 min
Moblie Phase : MeOH/10 mM NH4formiat, pH = 2,8 (75/25, v/v)
Flussrate : 0,5 mL/min; 3 min
In-line Verdiinnung : 10 mM NH,formiat , pH = 2,8
Flussrate : 1,5 mL/min; 3 min
SPE-Kartusche : Oasis® MCX (10 x 1 mm ID), dp 25 - 35 pm
Mobile Phase : MeOH / 10 mM NH,formiat, pH = 2,8 (18/82, v/v)
Flussrate : 12,0 mL/min; 3 min

Mobile Phase : MeOH / 2mM NH:Ac (75/25, v/v)
Flussrate : 0,9 mL/min; 2 min

Analytische Saule : POPL-Segmentkombination : C18

(20 mm x 3 mm ID) + C30 (20 mm x 3 mm ID) + CN (30 mm x 3 mm ID) +
Phenyl (10 mm x 3 mm ID), dp 5 ym

Mobile Phase : MeOH / 2mM NH,Ac (75/25, v/v)

Flussrate : 0,9 mL/min; 10 min

Temperature : 60°C

Quattro Micro, Waters, USA

Mode : ESI*

Ciclosporin D : 1233,8 » 1217,6
Ciclosporin A: 1119,9 » 1203,0
Everolimus : 975,5 » 908,6
Sirolimus : 931,8 » 865,8
Desmethoxysirolimus : 901,8 » 834,7
Tacrolimus : 821,2 » 768,3
Ascomycin : 809,5 »756,4

Quelle :

Kapillarspannung : 3,5 kV

Cone : variabel
Quellentemperatur : 120 °C
Desolvationstemperatur : 220 °C
Cone Gasfluss : 40 L/h
Desolvatationsgasfluss : 600L/h

Analysator :

Kollision : variabel
lonenenergie 1: 2,5V
LM/ HM 1 Auflésung : 11,5
lonenenergie 2: 1,2V
LM/ HM 2 Auflésung : 14
Eingang : -1

Ausgang: 1
Standardlésungsgemisch (Konzentration je Analyt : 100ng/mL ,
geldst in mobiler Phase

10 pL/min
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5.2 Gerate und Materialien

MD-SPE-POPLC-MS/MS (-UV) und SPE-LC-MS/MS (-UV)

Probengeber Symbiosis™ Pharma (Spark Holland B.V., Emmen, NL)
HPLC-Pumpen Symbiosis™ Pharma (Spark Holland B.V., Emmen, NL)
SPE-Einheit (ACE) Symbiosis™ Pharma (Spark Holland B.V., Emmen, NL)

Hochdruckkolbenpumpen  Symbiosis™ Pharma (Spark Holland B.V., Emmen, NL)

Saulenofen Mistral (Spark Holland, Emmen, NL)
Massenspektrometer Quattro Micro™ (Micromass, Manchester, UK)
Interface D-7000 Merck Hitachi (Merck KGaA, Darmstadt, D)
UV-Detektor L-7400 Merck Hitachi (Merck KGaA, Darmstadt, D)
Software MassLynx 4.1 (Waters Corporation, Milford, USA)

Symbiosis™ Pharma for MassLynx (Spark Holland B.V.,
Emmen, NL)

SparkLink 3.10 # 3 build 2 (Spark Holland B.V., Emmen, NL)

D-7000 HSM version 4.1 Merck Hitachi (Merck KGaA,
Darmstadt, D)

POPLC Optimizer Software REV.1.04.07 (P/N MSCP-SOFT)
(Bischoff Chromatography, Leonberg, D)

Berechnungssoftware fiir pks-Werte: Advanced Chemistry
Development (ACD/Labs) Software V8.14 for Solaris

In-line Filter FK7400, RECIPE Chemicals + Instruments GmbH,
Miinchen, D)
Splitter Graduated Micro-Splitter Valve 10-32 Grad, Ziemer

Chromatographie, Langerwehe, D
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LC-MS/MS (Institut fiir Biomedizinische und Pharmazeutische Forschung)

Probengeber CTC Analytics (CTC Analytics, Zwingen, CH)
HPLC-Pumpen Agilent Technologies 1200 Series (Agilent, Santa Clara, CA,
USA)

Heizung fiir Wasserbad Julabo Exatherm U3 electronic (Seelbach, D)

Massenspektrometer MDS SCIEX API 5000 LC/MS/MS System with QJet Ion Guide
(Concord, ON, Kanada)

Software Analyst Software 1.4.2

SPE-Packungsmaterialien

HySphere C2 (10x2mm), dp 7um (Spark Holland B.V., Emmen, NL)
HySphere C8 (10x2mm), dp 8um (Spark Holland B.V., Emmen, NL)
HySphere C8 EC-SE (10x2mm), dp 10pum (Spark Holland B.V., Emmen, NL)
HySphere C18 (10x2mm), dp 7um (Spark Holland B.V., Emmen, NL)

Oasis® HLB (10x2mm), dp 30um (Waters Corporation, Milford, USA)

Oasis® MCX (10x2mm), dp 30um (Waters Corporation, Milford, USA)
Oasis® WCX (10x2mm), dp 30pum (Waters Corporation, Milford, USA)
LiChrospher® ADS RP4 (10x2mm), dp 25um (Merck KGaA, Darmstadt, D)
ProntoSil PLR (10x2mm), dp 10um (Bischoft Chromatography, Leonberg, D)
Hybrid SPE™-Precipitation, 30mg/mL (10x2mm), (Supelco, Bellefonte, USA)
HySphere MM cation, (10x2mm), dp 12um (Spark Holland B.V., Emmen, NL)
Strata NH,, 100mg/mL, 55um, 70A (10x2mm) (Phenomenex, Torrance, USA)

Strata Si-1 Silica, 100mg/mL, 55um, 70A (10x2mm) (Phenomenex, Torrance, USA)
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Analytische Trennséiulen

POPLC® Basic Kit 250-5 (Bischoff Chromatography, Leonberg, D)

LiChrospher” 100 RP 18-EC (125x2mm), dp 5um (Ziemer, Langerwehe, D)

Sonstige Geriite und Materialien

Waage

Zentrifugen

pH-Meter

Mikroskop

Photometer
Ultraschallgerét

Zahlkammer

Wasserkocher

Hamatokrit-

Versieglungskitt

Glaskapillaren

CP 225 D-OCE (Sartorius AG, Gottingen, D)
centrifuge 5415-D (Eppendorf AG, Leipzig, D)
Hettich Universal (Bender & Hobein, Miinchen, D)
Hettich Micro 22 (Bender & Hobein, Miinchen, D)
Hettich Rotanta / (Bender & Hobein, Miinchen, D)
Speed Vac Concentrator (Bachhofer, Reutlingen, D)

Metrohm 691 (Deutsche Metrohm GmbH & Co.KG,
Filderstadt, D)

Lichtmikroskop (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, D)

LSM 510 Meta, Zeiss Konfokales Laser Elektronenmikroskop,
(Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen, D)

1101 M (Eppendorf AG, Hamburg, D)
Sonorex (Bandelin electronic, Berlin, D)

Neubauer improved bright-line (LO-Laboroptik,
Friedrichsdorf, D)

(Emide, Lohr am Main, D)

Cat.No. 749510 (BRAND GmbH + Co.KG, Wertheim, D)

60 x 0,5mm L.D., No. 565 (Hecht Assistent, Sondheim, D)
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Probengefil3e

Einsitze fiir Probengefille

Tieffriergefdlle

Atom-Absorptions-

Spektrometer

Multifunktions-

analysengerat
Filterkarten

Aufbewahrungsbeutel
fiir Filterkarte

Trocknungsmittel
Trocknungsstiander

Stanzer

Blaubrand® intraMark Micropipetten, 100uL (Brand GmbH +
Co.KG, Wertheim, D)

zertifizierte  Mikro-Schraubrohren mit  Schraubverschluss-

verschraubt, Typ I, 2,0mL (Sarstedt, Niimbrecht, D)
Vial 07-CPV (Chromacol, Welwyn Garden City, UK)

Cryordhrchen CryoLine™ System, 3,8mL, (NUNC GmbH &
Co.KG, Wiesbaden, D)

Atom-Absorptions-Spektrometer 3110 (Perkin Elmer, Waltham,
MA, U.S.A)

Olympus AU 2700 (Olympus Diagnostica GmbH, Hamburg, D)

GSK 903® Card (Whatman GmbH, Dassel, D)

Multi Barrier Pouches (Whatman GmbH, Dassel, D)
Desiccant 1000 (Whatman GmbH, Dassel, D)
903® Dry Rak™ (Whatman GmbH, Dassel, D)

Eigenherstellung der Klinikumswerkstatt nach dem Vorbild von

Harris Uni-Core 3.0mm Punch (Whatmann GmbH, Dassel, D)

5.3 Chemikalien und Losemittel

Ciclosporin A

Ciclosporin D
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Tacrolimus
Ascomycin
Sirolimus
Everolimus
Desmethoxysirolimus
Acetonitril
Methanol

Wasser
Ameisensdure
Ammoniumacetat
Dimethylsulfoxid
Clin Cal®

Clin Check®

Isotonische

Kochsalzldsung
Trypanblau-Losung
Drabkin’s Reagenz
BCA™ Protein Assay

Micro BCA™

Protein Assay

Coomassie Plus-The Better

Bradford Assay Kit
Kupfersulfat

Zinksulfat

Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd., Osaka, J
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Wyeth Research, Princeton, NJ, USA
Novartis International, Basel, CH

Wyeth Research, Princeton, NJ, USA

J.T. Baker, Deventer, NL

J.T. Baker, Deventer, NL

J.T. Baker, Deventer, NL

Merck KGaA, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

RECIPE Chemicals + Instruments GmbH, Miinchen, D)

RECIPE Chemicals + Instruments GmbH, Miinchen, D)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D
Fluka, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
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5.4 Gerateparameter

MRM-Ubergiinge aller Analyte und der Internen Standards:

e Ciclosporin A (m/z: 1220 »1203)

e Ciclosporin D (m/z: 1234 » 1217)

e Everolimus (m/z: 976 » 909)

e Sirolimus (m/z: 932 » 864)

e Desmethoxysirolimus (m/z: 902 P> 835)
e Tacrolimus (m/z: 821 » 769)

e Ascomycin (m/z: 810 P> 757)
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