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1 Einleitung

1.1 Problemstellung

Die Analyse von Pharmaka aus biologischem Material mittels Hochleistungsfliissig-
keitchromatographie (HPLC/LC) gekoppelt an die Massenspektrometrie (MS/MS) hat
in den letzten Jahren stark an Bedeutung gewonnen. Dabei handelt es sich um eine
Kombination von sehr effizienten analytischen Trennsidulen und einem Detektor, der
sich durch seine sehr hohe Selektivitit und Spezifitit auszeichnet. Bei der Entwicklung
einer LC-MS/MS-Methode, wird schnell deutlich, dass der zeitaufwendigste Teil der
Analyse von Pharmaka in biologischen Fliissigkeiten wie Vollblut, Plasma, Serum
oder Urin die Probenaufbereitung ist. Trotz eines sehr selektiven und spezifischen De-
tektors ist es notwendig, den Analyten moglichst komplett von der biologischen Matrix

abzutrennen.

Dir direkte Injektion von unbehandelten Vollblutproben in eine on-line SPE-LC-
MS/MS-System ist aufgrund der korpuskuldren Bestandteile von Vollblut nicht mog-
lich. Die injizierten Blutzellen wiirden aufgrund ihrer Gro3e wihrend der Fraktionie-
rung zu einem hohen Riickdruck der SPE-Einheit fiihren. Feste Bestandteile in nati-
vem Vollblut machen daher eine Aufbereitung dieser Matrix im Vorfeld zur Analyse

notwendig.
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| Prozessierung von Vollblut I
Manuell / Pipettierroboter I

Blutflecken Dialyse . Flissig- | Fallung ' {(Hamo)Lyse Membran- + Antikoagulanz
Flissig- filtration
Extraktion
| Zentrifugation '
| Dialysat ' | Evaporation ' (Hamo)Lysat Plasma / Serum Plasma ! Serum
Filtrat
[ oy

Zentrifugation Zentrifugation Zentrifugation
v
Uberstand '

Matrix-abgereicherte (vorbehandelte) Proben

off-line
LC-MS/MS atine | SPE
on-line

Abb. 1: Manuelle und mit einem Pipettierroboter durchzufiihrende Methoden zur
Aufbereitung von Vollblutproben fiir die LC-MS/MS-Analyse

Trocknung

Abb. 1 stellt die Methoden zur manuellen und mit dem Pipettierroboter durchzufiih-
rende Probenaufbereitung von Vollblut zusammenfassend dar. Nach dem Auftragen
von Vollblut auf eine Filterkarte (A), muss das Blut vor dem Ausstanzen vollstindig
getrocknet sein. Um die Analyten aus dem Stanzling zu analysieren, werden diese zu-
nachst extrahiert, im Anschluss derivatisiert und abschlieend mittels LC-MS/MS ana-
lysiert. Die Dialyse von Vollblut (B) stellt ein weiteres Verfahren zur manuellen Pro-
benaufbereitung von Vollblut dar. Der im Dialysat enthaltene Analyt muss vor der
Detektion mittels Festphasenextraktion (engl.: Solid-Phase-Extraction; SPE) aufkon-

zentriert werden. Die Fliissig-Fliissig-Extraktion (C) ist ein sehr zeitaufwendiges Ver-
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fahren zur Aufbereitung von Vollblutproben. Die Zugabe eines organischen Losemit-
tels oder einer starken Sdure flihrt zur Féallung (D) von Blutzellen und Plasmaprotei-
nen. Die Lyse (E) von Blutzellen wird durch einen osmotischen Schock oder durch
Zugabe eines Detergenzes erreicht. Ein physikalisches Verfahren zur Trennung von
Vollblut in Plasma und Blutzellen stellt die Membranfiltration (F) dar. Das am hiufig-
sten angewandte Verfahren zur Gewinnung von Plasma ist die Zentrifugation von anti-
koaguliertem Vollblut (G). Serum wird aus der Zentrifugation von geronnenem Voll-
blut generiert. Der Zentrifugationsschritt ist auch bei den Methoden C-F notwendig.
Der aus der Fliissig-Fliissig-Extraktion gewonnene Extrakt wird zur Aufkonzentrie-
rung teilweise oder vollstindig eingedampft. Nach Rekonstitution werden die Analyten
entweder direkt im LC-MS/MS-System analysiert oder im Vorfeld einer Festphasenex-
traktion (SPE) unterzogen. Der Uberstand einer gefillten Vollblutprobe wird bei einem
SPE-Schritt weiter aufgereinigt und anschlieBend im Tandemmassenspektrometer ana-
lysiert. Die Sekundérproben Lysat, Filtrat und Plasma bzw. Serum werden in der Regel
zur Proteinabreicherung gefillt und ein zweites Mal zentrifugiert bevor der gewonnene
Uberstand mittels on-line SPE-LC-MS/MS analysiert werden kann. Wie in Abb. 2 ge-
zeigt, ist es auch moglich, diese nativen Sekundirproben direkt (on-line) auf spezielle
SPE-Séulen zu injizieren und die extrahierten Analyten im Anschluss integriert {iber

eine Sdulenschaltung zu analysieren (H).

17



Prozessierung von Vollblut I
Manuell / Pipettierroboter '
Blutflecken Dialyse Flissig- Fallung (Hamo)Lyse Membran- + Antikoagulanz
\‘4 E’;Ituslftig- u\-f filtration
raktion \-#
Zentrifugation '

Dialysat ' Evaporation i {Hamo)Lysat Plasma / Serum

Filtrat

Tracknung

Plasma / Serum

Fallung Fallung Féllung
Zentrifugation Zentrifugation Zentrifugation E
S
v £
- c
Derivatisierung Uberstand -

off-line
LC-MS/MS atine | SPE

Matrix-haltige
{native) Proben

v

Abb. 2: On-line Methode zur Aufbereitung von proteinhaltigen Sekundarproben

Dafiir werden maligeschneiderte Packungsmaterialien benétigt, die eine eingeschrank-
te Zuginglichkeit fiir hochmolekulare Probenbestandteile aufweisen. Diese

Packungsmaterialien werden als Restricted Access Materialien (RAM) bezeichnet.

Eine unzureichende Probenaufbereitung fiihrt bei Verwendung eines Massenspektro-
meters in der Regel zu Matrixeffekten, d.h., die lonisation der Zielanalyte wird durch
koeluierende Matrixkomponenten beeinflusst. Matrixeffekte wirken sich auf die Mess-

genauigkeit und Reproduzierbarkeit der erhaltenen Ergebnisse aus.

Die Autbereitung komplexer biologischer Fliissigkeiten kann mit Hilfe verschiedener
Verfahren (Abb. 1) durchgefiihrt werden. Alle Methoden haben jedoch gemeinsam,

dass sie manuell durchgefiihrt werden. Somit sind diese Verfahren zeit- und ar-
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beitsaufwendig und nur sehr schwer oder gar nicht automatisierbar. Die manuelle Pro-
benaufbereitung ist aus mehreren Griinden nachteilig. Einerseits kann es sehr leicht zu
Fehlern, z.B. Verwechslung der Proben oder Pipettierfehlern kommen. Andererseits

bringen Patientenproben immer ein potenzielles Infektionsrisiko mit sich.

In Kombination mit einer LC-MS/MS-Methode sollte daher eine adiquate Probenauf-
bereitung effizient, selektiv und voll automatisiert sein. Dies fiihrt zudem zu einem

hohen Probendurchsatz aufgrund kurzer Gesamtanalysezeiten.

In einem Routinelabor liegt im Rahmen des Therapeutischen Drug Monitorings tiglich
ein hohes Probenaufkommen vor. Eine zeitaufwendige, manuelle Probenaufbereitung,
z.B. Proteinprézipitation mit anschlieBender Zentrifugation, limitiert die Effizienz der
anschlieBenden LC-MS/MS-Analysetechnik'. Eine Automatisierung der Probenaufbe-
reitung fiihrt zum einen zu einer Verbesserung des Arbeitsablaufes im Routinelabor
und zum anderen zu einer Steigerung der analytischen Qualitdt. Eine geringe Gesamt-
analysezeit der einzelnen Probe gewihrleistet einen hohen Probendurchsatz. Derzeit
wird fir den LC-MS/MS-Schritt einer Probe eine minimale Zeit von 4-6 Minuten be-

notigt. Hinzu kommt die Zeit, die fiir die manuelle Probenautbereitung benotigt wird.

1.2 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Entwicklung, Evaluierung und Erprobung eines neuartigen Ver-
fahrens der Probenaufbereitung, welches es erstmalig erlaubt, unbehandelte Vollblut-
proben direkt in ein on-line SPE-LC-MS/MS-System zu injizieren und die extrahierten
bzw. getrennten Analyten im Anschluss zu quantifizieren. In Vorversuchen wurde im
Arbeitskreis gefunden, dass die zelluldren Bestandteile von antikoaguliertem Vollblut
bei einer Hitzeschockbehandlung (engl.: heat shock treatment; HST) desintegriert
wurden. Diese neue biologische Matrix wurde zell-desintegriertes Blut bzw. cell-
disintegrated blood (CDB) genannt.
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Im Rahmen der Dissertationsarbeit sollten die weitgehend unbekannten Prozesse bei
der Hitzeschockbehandlung von Vollblut eingehend untersucht und beschrieben wer-
den. Ein Grofiteil der Versuche sollte zunédchst off-line, d.h. manuell, durchgefiihrt
werden, um zu sehen und zu verstehen, was wihrend der thermischen Behandlung von
Vollblut geschieht. Nach der vollstindigen Erfassung und Beschreibung aller Prozesse
und Einfliisse sollte das Verfahren automatisiert werden (in-line Modus, integral) und

in eine vollautomatisierte SPE-LC-MS/MS-Plattform implementiert werden.

In —line / Integral

Prozessierung von Vollblut

| |
Manuell / Pipettierroboter I
,l\\ i
® © 9 9 © © ¢
Blutflecken Dialyse ' Flussig- Fallung ' (Hamo)Lyse Membran- + Antikoagulanz
FlOssig filtration
Extraktion

Zell-
desintegriertes
Blut (COB)

Zentrifugation

Dialysal ' Evaporation i (Hamo)Lysat Plasma / Serum Plasma { Serum
Filtrat
Fallung Fallung Fallung

Zentrifugation ' Zentrifugation ' Zentrifugation '

Uberstand

Trocknung

Stanzlinge

=
o
—
o
[
9
=

¥ ¥

Matrix-abgereicherte (vorbehandelte) Proben

¥ v

H)

il Matrix-haltige
> LC-MS/MS atine | SPE _ 9
on-line {native) Proben

Abb. 3: Gewinnung von CDB durch in-line / integrale Prozessierung von Vollblut
und anschlieBender on-line SPE-LC-MS/MS-Analyse der Analyten

In der vorliegenden Arbeit dienten Immunsuppressiva, die vorwiegend erythrozytér

2,3,4,5,6,7,8

gebunden sind, als Modellanalyten . Die Analyse von Immunsuppressiva ist

sehr zeitaufwendig, da die Probenaufbereitung mehrere manuelle Schritte beinhaltet.
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Diese lassen sich nur schwer bzw. sehr aufwendig automatisieren. Mit der Ausarbei-
tung des neuartigen Verfahrens zu einem in-line Prozess sollte es zum ersten Mal mog-
lich sein, antikoaguliertes Vollblut direkt, d.h. ohne manuelle Bearbeitung, in ein voll-
automatisches on-line SPE-LC-MS/MS-System zu injizieren, zu prozessieren und

routinemifig zu analysieren.

Nach der Prozessierung von Vollblut durch Hitzeschock sollte die neue Matrix CDB
durch eine on-line Festphasenextraktion weiter aufgereinigt werden. Im Rahmen der
Methodenentwicklung mussten zunéchst einige SPE-Parameter bestimmt werden. Um
das benotigte Fraktionierungsvolumen (engl.: volume fractionation; Vi) zu evaluieren,
sollte zunéchst ty (Fraktionierungsdauer Matrix) bestimmt werden. ty; ldsst sich aus
dem Elutionsprofil von CDB ablesen und beschreibt die Zeit, die bis zur vollstdndigen
Abreicherung der Matrix notwendig ist. Eine quantitative Fraktionierung findet nur
dann statt, wenn wihrend des Fraktionierungsschrittes der Analyt nicht auch von der
SPE-Séule bzw. -Kartusche eluiert wird. Durch die Aufzeichnung des Elutionsprofils
der in der Probe enthaltenen Analyten wéhrend des Fraktionierungsschrittes, erhélt
man den Wert fiir den Parameter t, (Durchbruchszeit Analyt), {iber den sich leicht das
Durchbruchsvolumen (engl.: volume breakthrough; Vg) errechnen lisst. Als weiterer
SPE-Parameter sollte tr bestimmt werden. tt beschreibt die Zeit, die notwendig ist, um
die adsorbierten Analyten von der SPE-Siule bzw. -Kartusche auf die analytische
Trennsiule zu transferieren. Uber tr ldsst sich das Elutionsvolumen (engl.: volume elu-

tion; V) errechnen.

Zur analytischen Trennung der Immunsuppressiva dienen in der Regel C18-

LOI0ILIZI3S "1y, Rahmen dieser Arbeit wurden als

Materialien oder Phenylphasen
chromatographische Trennsdulen einerseits die LiChrospher® 100 RP-18 EC-Séule

und andererseits eine Phenyl-Hexyl-Phase eingesetzt.

Abschlieflend sollte ein Methodenvergleich durchgefiihrt werden. Dabei sollten zum
einen Immunsuppressiva nach direkter Injektion von nativen, antikoagulierten Voll-
blutproben und in-line Prozessierung in einem on-line SPE-LC-MS/MS-System quan-
tifiziert werden. Zum anderen sollten im gleichen Analysesystem Immunsuppressiva

nach einem etablierten Probenaufbereitungsverfahren, welches einen Fillungs- und
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einen Zentrifugationsschritt beinhaltet, analysiert werden. Mit diesem Methodenver-
gleich beziiglich der Probenaufbereitung sollte ein ,,Proof of Principle* erbracht wer-
den. Dieser Beweis sollte zeigen, dass das neuartige Verfahren zur Aufbereitung von
Vollblut mindestens genau so effizient ist wie die Proteinprazipitation, die vornehmlich

in der Routine-Analytik der Inmunsuppressiva eingesetzt wird”'*'""'2,
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2 Aufbereitung biologischer Flussigkeiten
fur die LC-MS/MS-Analyse

2.1 Biologische Flussigkeiten

Vollblut, Plasma, Serum, Urin, Liquor, Speichel, Trinen und Schweil} stellen biologi-
sche Fliissigkeiten dar, die vorwiegend mit klinisch-chemischen Methoden untersucht

131617 Djese Matrices sind hoch komplex und deshalb analytisch sehr an-

werden
spruchsvoll. Das haufigste Untersuchungsmaterial im klinisch-chemischen Labor ist
Vollblut, das meist durch Venenpunktion gewonnen wird. Aus der Vollblutprobe wird
in der Regel nach Zentrifugation Serum oder Plasma gewonnen. Diese Sekundérpro-
ben werden bevorzugt fiir Hochleistungsfliissigkeitchromatographie (HPLC/LC) wei-
ter aufbereitet. Dieses Verfahren zur Trennung der Zielanalyten kann mit verschiede-
nen Detektoren gekoppelt sein, z.B. UV/VIS-, Fluoreszenz-, ECD- oder DAD-

Detektoren. Des Weiteren wird aufgrund seiner hohen Selektivitdt und Sensitivitdt das

Massenspektrometer (MS) als Detektor der Wahl eingesetzt.

2.1.1 Blut, Plasma und Serum

Der Blutkreislauf ist ein Einkompartiment-System und entspricht daher einem Organ.
Vollblut wird somit als fliissiges Gewebe bezeichnet, das sich aus zwei Fraktionen zu-
sammensetzt' ", Der fliissige Bestandteil von Vollblut wird als Plasma bezeichnet. Er

wird durch Zentrifugation von antikoaguliertem Vollblut gewonnen. Der zelluldre Be-
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standteil von Vollblut setzt sich aus Erythrozyten (rot), Leukozyten (gelb) und Throm-
bozyten (griingrau) zusammen. (Abb. 4)

Abb. 4: Aufnahme von Blutzellen mit einem Rasterelektronenmikroskop™
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AbDb. 5 zeigt, dass Vollblut zu ca. 50 % aus Plasma besteht. Die grofBte Fraktion der

zelluldren Bestandteile stellen die Erythrozyten.

Fett, Zucker, NaCl

Leukozyten 1,09 % Thrombozyten
<1% 2,14 % .
? _____— Proteine

4,4 %

Plasma Erythrozyten

495 % 42,8 %

Abb. 5: Zusammensetzung von Vollblut

Die Leukozyten werden weiter unterteilt in Monozyten, Granulozyten und Lymphozy-
ten. Alle zelluldren Bestandteile entstehen aus gemeinsamen Vorlauferzellen, den so-

genannten pluripotenten Stammzellen, wie in Abb. 6 zu sehen ist'®.

25



Pluripotente
Stammzelle

(F
Myeloische
stammzelle ‘/\_} \ Lyrnphmde
ISLc; : Stammzel e
SCF _Jl 3 CFI
“//H 1' \‘ l \
SCF |
g |

FU-E CFU-Meg CFU-Eo U-Bas Vurlauier Vu;lau[er

SCF SC; B-Zelle T-Zelle
IL-3 IL

i M- ™" CFU-GM

GM-CSF G csr| o | o K <

CFU-E \ % b
@ s owcst] | 3y I v
3 7

GM-:ClPS{F} l Megakaryozyt GM- CS;]l @ @ @

2

IL-6 | IL-7

5> & & © ©

' Neutrophiler Eosinophiler ~ Basophiler B-lymphozyt  T-Lymphozyt
Makrophage Granulozyt Granulozyt  Granulozyt

E
n
w
-
<
-

Erythrozyt  Thrombozyten

Abb. 6: Schematische Darstellung der Hamatopoese'®

Der Hauptbestandteil von Plasma ist mit ca. 92 % Wasser. Proteine machen ungefahr
7% der 16slichen Bestandteile von Blutplasma aus. Als weitere Bestandteile von Plas-
ma sind Gase, Salze, Kohlenhydrate, Lipide und Aminosduren zu nennen. Die Ge-

samtproteinkonzentration im Plasma ist altersabhingig. (Tab. 1)

26



Entwicklungsstadium

Gesamtproteinkonzentration [g/L]

Erwachsene
Kinder
Sauglinge

Neugeborene

66-83

60-80

48-76

46-68

Tab. 1: Gesamtproteinkonzentration im Plasma in Abhangigkeit vom Alter®

Klinisch wichtige Plasmaproteine sind Albumin, a;-Globuline, a,-Globuline, [-

Globuline und y-Globuline. Die Plasmaproteinfraktionen sind unterschiedlich grof3

und bestehen aus mehreren Untergruppen, wie in Tab. 2 dargestellt.

Fraktion Relativer Anteil [%]  Absoluter Anteil [g/L] Spezielle Proteine aus der Fraktion

Albumin 55-69 35-50 Praalbumin

a,-Globulin 2-6 1-4 a,-Lipoprotein (HDL)
al1-Glycoprotein

a,-Globulin 6-11 4-8 Pré-B-Lipoprotein (VLDL)
a,-Makroglobulin

B-Globulin 8-14 6-12 B-Lipoprotein (LDL)
Transferrin (Tf)
Fibrinogen (Fg)

y-Globulin 11-18 8-15 Immunoglobuline (Ig)

Tab. 2: Zusammensetzung der Plasmaproteinfraktionen eines Erwachsenen®
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Von Serum spricht man, wenn dem Plasma die Gerinnungsfaktoren entzogen wurden.
In der Praxis werden dem Vollblut vor der Zentrifugation gerinnungsfordernde Agen-
zien zugefiihrt. Derartige Hilfsmittel sind zum Beispiel kaolinbeschichtete Polystyrol-
kiigelchen oder ein Polyester-Trenngel mit Gerinnungsaktivator. Beide Hilfsmittel ha-
ben eine Dichte, die zwischen der des Serums und des Blutkuchens liegt. Aus diesem
Grund wandern sie wihrend der Zentrifugation an die Grenzschicht und bilden somit
eine Diffusionsbarriere. Im Plasma und im Serum ist die Konzentration der meisten
klinisch-chemischen Parameter gleich. Ausnahme sind die Werte fiir Kalium, saure
Phosphate und LDH. Diese sind im Plasma etwas niedriger. Hingegen ist das Gesamt-

eiwei aufgrund des enthaltenen Fibrinogens in Plasma etwas hoher”'.

Fiir viele klinisch-chemische Untersuchungen ist es notwendig, Vollblut ungerinnbar
zu machen. Dies wird durch den Zusatz von Antikoagulantien erreicht. In Tab. 3 sind

hiufig eingesetzte Antikoagulanzien und ihre Einsatzgebiete dargestellt.

Antikoagulanz Einsatzgebiet

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Hématologie
Lipoproteinanalytik

Citrat Gerinnungsdiagnostik
Blutsenkungsgeschwindigkeit

Heparin Elektrolyte, Substrate, Enzyme
Blutgasanalytik
Natriumfluorid Blutzuckerbestimmung

Tab. 3: Haufig verwendete Antikoagulanzien und ihre Einsatzgebiete

[in Anlehnung an®']
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Die Hauptaufgabe von Vollblut ist der Stofftransport, wie beispielsweise der Transport
von Sauerstoff/Kohlendioxid, Néhrstoffen, Mineralien, Hormonen, Stoffwechselpro-
dukten und Arzneimitteln und deren Metaboliten. Weitere Aufgaben von Blut sind die
Aufrechterhaltung des pH-Wertes (Pufferkapazitit) und Warmeregulation des Orga-
nismuses, die humorale Infektionsabwehr und die Volumenaktivitit. Die Gesamtmen-

ge des Blutvolumens des Menschen betrigt ca. 7-8 % seines Korpergewichts.

2.1.2 Anforderungen an die Probenaufbereitung

Biologische Fliissigkeiten enthalten wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben endogene nieder-
und makromolekulare Verbindungen, deren Gesamtkonzentration die des zu untersu-
chenden Analyten bis zum 10° bis 10°-fachen iibersteigen. In der Prianalytik ist es
wichtig, diese Matrixbestandteile quantitativ zu eliminieren, da es sonst durch koeluie-
rende Matrixbestandteile zu Interferenzen im Chromatogramm kommen kann. Eine
weitere Aufgabe der Probenaufbereitung ist es, die unspezifische und oftmals irrever-
sible Adsorption von Proteinen an herkommliches chromatographisches Packungsma-
terial zu unterbinden. Durch die Adsorption von Proteinen sinkt die Kapazitdt und Se-
lektivitdt des Tragermaterials drastisch, was sich in einer verringerten Robustheit und
Zuverlassigkeit der Methode widerspiegelt. Bei Verwendung eines hohen Anteils an
Organik oder Sdure im Eluenten konnen Proteine auf der analytischen Trennsédule pré-
zipitieren. Auch dies fiihrt zu einer stark verkiirzten Lebensdauer des chromatographi-

schen Trennmaterials.

Wird mit einem UV-VIS-Detektor gearbeitet, fithren UV-aktive koeluierende Matrix-
bestandteile zu einer Uberlagerung des eigentlichen Analytsignals. Fiir die LC-
MS/MS-Analyse biologischer Proben ist die quantitative Elimination der Probenmatrix

unumginglich, da es sonst zu sogenannten Matrixeffekten kommt. Diese fiihren insbe-
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sondere bei dem ESI-Verfahren zu einer Storung der Ionisation der Zielanalyte und

somit zu nicht aussagekriftigen Ergebnissen.

Die Anforderung an die Probenaufbereitung von biologischem Material ist somit eine
moglichst quantitative Fraktionierung der Probe in Analyt- und Matrixfraktion. Dabei
werden die Analyten aus der Probenmatrix extrahiert und anschlieBend aufkonzent-
riert. Simultan werden die makromolekularen Bestandteile des Untersuchungsmateri-

als, z.B. Proteine und Nukleinsduren, quantitativ abgereichert.

Bei der Probenaufbereitung ist darauf zu achten, dass die Aufbereitungsmethode mit
den verschiedenen Analyseverfahren kompatibel ist. Beispielsweise diirfen Proben, die
mit einem Massenspektrometer detektiert werden, wihrend der Probenaufbereitung
nicht mit Phosphorsdure oder Detergenzien versetzt werden. Diese Zusédtze fithren zu

einer Stérung der MS-Detektion”?

. Phosphat- und Citrat-Puffer gehdéren zu den
nichtfliichtigen mobilen Phasen. Diese Art von Pufferlosungen ist nicht anwendbar in
der Massenspekrometrie, da die enthaltenen Salze zu einer starken Verunreinigung der
Ionenquelle flihren. Dies resultiert letztendlich in einer lonensuppression und somit in
einer verminderten Sensitivitit des Detektors. Detergenzien wie beispielsweise Sodi-
um Dodecyl Sulphate (SDS) haben Einfluss auf die Chromatographie und MS-
Detektion. Die Anwesenheit von SDS wéhrend der chromatographischen Trennung
fiihrt zur Peakverbreiterung, verlangerter Retentionszeit und Verminderung der Signal-
auflosung. SDS ist dafiir bekannt, dass es an Proteine und Material der stationiren
Phase bindet und somit die chemischen und physikalischen Eigenschaften dieser ver-

andert™. Wihrend der Ionisation in der ESI-Quelle kommt es zur Adduktbildung der
Analyten mit SDS.

Ziel einer modernen Probenaufbereitung ist immer die Automation und Routinetaug-
lichkeit. Ein automatisiertes Verfahren sollte einen erhohten Probendurchsatz ermogli-

chen, sowie die Prdzision und Richtigkeit der Ergebnisse verbessern.
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2.2 Verfahren fur die Probenaufbereitung

Fiir alle Verfahren der Probenaufbereitung von biologischen Fliissigkeiten gilt, dass sie
zu einer moglichst quantitativen Fraktionierung in Analyt- und Matrixfraktion fiihren
sollten. Im Hinblick auf eine Automation sollte erwidhnt werden, dass die meisten Me-
thoden zur Probenaufbereitung mehrere manuelle Schritte aufweisen. Diese sind nur

schwer oder gar nicht zu automatisieren.

Weit verbreitet in der Bioanalytik ist die Proteinprézipitation (PP), die Fliissig-Fliissig-
Extraktion (engl.: Liquid-Liquid-Extraction; LLE), die Analyse getrockneter Blut-
flecken (engl.: Dried Blood Spots; DBS) und die Festphasenextraktion (engl.: Solid-
Phase-Extraction; SPE). Weniger Anwendung findet die Membranfiltration (MF) bzw.
Dialyse (D), da es sich dabei um sehr zeitaufwendige Verfahren handelt. Weiterhin zu
erwdhnen ist die GroBenausschlusschromatographie (engl.: Size-Exclusion Chroma-
tography; SEC) und Hamolyse. Als vollig neuartiges Verfahren der Probenaufberei-
tung soll hier die Hitzeschockbehandlung (engl.: heat shock treatment; HST) von Voll-

blut vorgestellt werden.

2.2.1 Proteinprazipitation (PP)

Werden biologische Proben mit organischen Losemitteln oder starken Sduren versetzt,
kommt es zur Fillung bzw. Denaturierung von Proteinen. Eine hochkonzentrierte Salz-
16sung, wie z.B. 4 molares (NH,4),SO, oder NH4Cl entzieht dem Protein reversibel die
Proteinhiille, was zum Ausfillen des Eiweil3es fiihrt**. Oft wendet man eine Kombina-
tion aus organischem Ldsemittel und einem Salz zur effektiven Proteinfdllung an.

Vollblutproben fiir die Analyse von Immunsuppressiva werden routineméfig mit einer
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Mischung aus MeOH/ZnSOy (80/20, v/v) gefallt™'*''2. Nach dem Zentrifugieren der

prizipitierten Probe erhilt man einen klaren Uberstand, der analysiert werden kann.

Haufig werden Acetonitril (ACN) oder Methanol (MeOH) zum Fillen biologischer
Proben verwendet. Beide Losemittel sind kompatibel mit den mobilen Phasen der LC.
Untersuchungen zeigen jedoch, dass es wichtig ist, in welchem Verhiltnis die biologi-
sche Fliissigkeit mit dem organischen Losemittel versetzt wird. Je hoher der Anteil des
organischen Losemittels, desto effektiver ist die Proteinfillung®. Der Nachteil bei der
Féllung mit Acetonitril ist, dass Proteine, die ein Molekulargewicht von < 20 kDa ha-
ben, nicht prizipitiert werden”. Diese Makromolekiile fiihren zu Interferenzen im
Chromatogramm und storen die lonisation. Allgemein kann gesagt werden, dass je

apolarer das organische Losemittel ist, desto effektiver fiihrt es zur Proteinfallung®,

Haufig kommt es zu Verklumpungen, wenn Vollblut mit MeOH/ZnSO, vermengt wird.
Auch wenn diese Probe im Anschluss mit Acetonitril versetzt und gemischt wird, blei-
ben die ,,Pellets* erhalten. Zusétzlich wird beobachtet, dass die Wiederfindung von
Sirolimus unter 100 % liegt, wenn die Proteinfédllung in Gegenwart von MeOH/ZnSO,
stattgefunden hat**. Wird jedoch Vollblut zundchst mit deionisiertem Wasser versetzt
und anschlieBend mit einer wéssrigen ZnSO4-Losung und Methanol vermengt, so
kommt es zu einer Steigerung der Signalintensitdt fiir Ciclosporin A, Sirolimus und

Tacrolimus und zu einer Verminderung der Matrixeffekte®.

Der Zusatz von Metallionen zu Vollblut, beispielsweise mittels ZnSO,4-Lésung, fiihrt

zu schwebstofffreien Uberstinden nach dem Zentrifugationsschritt®.

Der Vorteil der Proteinprézipitation ist, dass es ein einfach zu handhabendes, schnelles
und universell einsetzbares Verfahren ist. Koprézipitation oder Inklusion der Analyten
und die dadurch verursachte verminderte Wiederfindung sind nicht zu unterschétzende

Nachteile dieses Verfahrens.

Obwohl die Proteinprézipitation schwer zu automatisieren ist, so gibt es einige An-
wender, die mit Hilfe von Roboter-Pipettiersystemen, z.B. dem Tecan Freedom Evo,

eine Proteinprizipitation automatisiert haben®.
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2.2.2 Flussig-Flussig-Extraktion (LLE)

Die Fliissig-Fliissig-Extraktion ist die &lteste Methode zur Aufbereitung von biologi-
schen Proben. Dabei wird der Analyt durch Ausschiitteln eines mit Wasser nicht
mischbaren Losemittels, wie z.B. Hexan oder Ethylacetat extrahiert. Die Einstellung

des Verteilungsgleichgewichts folgt dem Nernst'schen Verteilungsgesetz:

K — c (Analyt) in Phase 1
¢ (Analyt) in Phase 2

Die Verteilungskonstante K ist temperaturabhédngig, pH-Wert-abhéngig und substanz-

spezifisch.

Klassischer Weise wird die Fliissig-Fliissig-Extraktion im Schiitteltrichter durchge-
fithrt. Alternativ ldsst sich eine Fliissig-Fliissig-Extraktion auch mittels einer Sdulen-
elution durch den Einsatz von EXtrelut® erreichen®’. Dabei wird die wiéssrige Probe,
die den Analyten enthilt, auf eine Kieselgur-Kartusche gegeben. Die wissrige Probe
sickert ins pordse Tragermaterial. AnschlieBend kann der Analyt mit einem organi-

schen Losemittel, das nicht mit Wasser mischbar ist, eluiert werden.

Eine weitere Moglichkeit zur Durchfiihrung der Fliissig-Fliissig-Extraktion ist die An-
wendung der Fliissig-Membran-Extraktion®. Am héufigsten wird das 3-Phasen-
System angewendet, in der eine organische Phase sich zwischen zwei wissrigen Pha-
sen befindet. Die organische Phase ist in einer pordsen, hydrophoben Membran immo-
bilisiert. Angewendet wird dieses Verfahren beispielsweise zur Extraktion von Ami-
nen. Die Amine befinden sich zunéchst in einer der wassrigen Phasen (Donorphase).
Nach ausreichender Erhéhung des pH-Wertes verlieren die Amine ihre Ladung und
liegen neutral vor. Nun konnen sie in die organische Phase diffundieren. Die zweite

wassrige Phase (Akzeptorphase) befindet sich auf der anderen Seite der pordsen
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Membran und stellt einen sauren Puffer dar. Amine, die durch die Membran diffundiert

sind, werden sofort positiv geladen, wodurch eine Riickdiffusion verhindert wird.

Die Fliissig-Fliissig-Extraktion bringt viele Nachteile mit sich:

* Hoher Verbrauch an organischem Ldsemittel (Ausnahme: Fliis-

sig-Membran-Extraktion)
» Limitierte Auswahl an einsetzbaren organischen Losemitteln

=  GrofBer Zeit- und Arbeitsaufwand aufgrund vieler Einengungs-

schritte
= Schlechte Wiederfindungsraten (Ausnahme: EXtrelut"™)
= Schlechte Reproduzierbarkeit (Ausnahme: EXtrelut®)
= Keine scharfe Phasengrenze aufgrund von Emulsionsbildung

= Schwer automatisierbar (Ausnahme: EXtrelut”, Fliissig-

Membran-Extraktion)

Vorteile der Fliissig-Fliissig-Extraktion sind:

= Sehr selektives Verfahren

= Ausschiitteln ist reversibel durch Anderung des pH-Wertes

In der Rechtsmedizin wird die EXtrelut®-Siule zur Analytextraktion aus Blut- oder

Urinproben eingesetzt’2,

Die Fliissig-Fliissig-Extraktion wird des Weiteren zur Bestimmung des ungebundenen

Anteils an Wirkstoft in einer Probe genutzt.
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2.2.3 Membranfiltration (MF) und Dialyse (D)

Bei der Membranfiltration kommt es durch Einsatz einer Membran mit definiertem
Porendurchmesser zur Abtrennung von nieder- und hochmolekularen Verbindungen.
Die PorengroBe limitiert die Penetration der Molekiile und bestimmt dadurch die Se-
lektivitdat. Haufig werden Filter mit einer Porenweite zwischen 0,22-0,45 pum einge-

setzt. So ist es moglich, Proteine mit einer Grof3e von bis zu 2 kDa zu retenieren.

Bei der Dialyse befindet sich die biologische Probe in einer Kammer (Donator), die
nur durch eine semipermeable Membran von einem zweiten Kompartiment (Akzeptor)
getrennt ist. Aufgrund eines Konzentrationsgefilles zwischen Donator- und Akzeptor-
zelle konnen niedermolekulare Verbindungen, vornehmlich der Analyt, in die Akzep-
torzelle diffundieren. Dieser Vorgang wird Osmose genannt. Die passive Diffusion

folgt dem Fick’schen Gesetz:

Ac*F *D
T

Somit ist die passive Diffusion (m.) direkt proportional zu dem Konzentrationsgra-
dienten (Ac), der Membranfliche (F) sowie dem Verteilungskoeffizienten (D) der
betreffenden Substanz und umgekehrt proportional zu der Membrandicke (I). Dariiber
hinaus wird die Diffusionsgeschwindigkeit von dem substanzspezifischen Diffusions-

koeffizienten bestimmt.

Es besteht die Moglichkeit einer statischen Akzeptorzelle, d.h., ihre Zusammensetzung
andert sich wahrend des Dialysevorganges nicht. Eine Alternative dazu ist die dynami-
sche Akzeptorzelle. Dabei kommt es zu einem kontinuierlichen Abfiihren der hinein
diffundierten niedermolekularen Verbindungen. Dies fiihrt schlussendlich zu einer ho-

heren Wiederfindungsrate™.
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Das Verfahren der Dialyse bringt einige Nachteile mit sich:

= Starke Verdiinnung der Analytkonzentration

= Hoher Zeitbedarf bis zur Einstellung des Dialyse-
Gleichgewichts

=  Maximale Ausbeute von 50 % (statisches System)

» Niedriger Probendurchsatz aufgrund der langsamen Gleichge-

wichtseinstellung
= Potentielle Adsorption des Analyten an die Dialysemembran

= Schwierige Automation

2.2.4 Getrocknete Blutflecken (DBS)

Bei der Analyse von getrockneten Blutflecken (engl.: Dried Blood Spots; DBS) muss
das entnommene Blut zunéchst auf spezielles Filterpapier aufgetragen und vollstindig
getrocknet werden. Das Auftragen des Blutes ist nicht ganz einfach. Dabei sollten die
ausgezeichneten Felder vollstdndig mit Blut durchtrankt werden. Oft jedoch wird Blut
mehrfach auf denselben Bereich der Filterkarte aufgetragen oder es kommt zu einer
unzureichenden Durchtrankung des markierten Feldes. In der Regel wird das Blut aus
der Ferse oder der Fingerbeere entnommen®*". Die Analyse der Zielanalyten aus ge-
trockneten Blutflecken ist fest etabliert im Rahmen des Neugeborenenscreenings. Sie
findet aber auch Anwendung im Bereich des Therapeutischen Drug Monitorings von

Malariatherapeutika und antiretroviralen Wirkstoffen®,

Das Verfahren zur Probenaufbereitung getrockneter Blutflecken im Vorfeld zur Detek-

tion bzw. Quantifizierung der Zielanalyten ist sehr aufwendig. Zunichst miissen Tro-
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ckenblut-Stanzlinge mit einem definierten Durchmesser aus der Filterkarte gestanzt
werden. Dann werden die Analyten aus den Stanzlingen extrahiert. Oft werden die

Analyten noch derivatisiert bevor sie mittels LC-MS/MS analysiert werden kénnen®”.

Vorteile der Analyse getrockneter Blutflecken sind’®:

=  Gesteigerte Compliance, da sich der Patient zu jeder Zeit

und an jedem Ort die Blutprobe selbst entnehmen kann
» Geringes Probenvolumen

= Lange Haltbarkeit der getrockneten Blutflecken bei

Raumtemperatur

Doch diese Art der Probenaufbereitung bringt auch Nachteile:

*  Damit der getrockneten Blutfleck ausgewertet werden
kann, muss das Blut korrekt auf das Filterpapier

aufgetragen werden

*  Die Quantifizierung der Zielanalyten ist nicht oder nur
semiquantitativ moglich, da sie abhidngig ist vom

Hamatokrit

*  Durch das punktuelle Auftragen des Blutes auf das
Filterpapier bildet sich ein Konzentrationsgradient des

Zielanalyten

» FEine Varianz in der Filterpapierdicke fiihrt zu einer

schlechten Reproduzierbarkeit
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2.2.5 Hamolyse

Bei der Hamolyse wird die Membran der Erythrozyten zerstért und Himoglobin frei-
gesetzt. Diese Art der Probenaufbereitung wird angewendet, wenn Pharmaka, die vor-
nehmlich an erythrozytire Proteine gebunden sind, quantitativ analysiert werden sol-

len. Immunsuppressiva gehoren beispielsweise zu solch einer Wirkstoffgruppe.

Die Hamolyse kann auf unterschiedliche Weisen durchgefiihrt werden. Die Zugabe
von Wasser oder hypotonen Losungen fiihrt zu einem sogenannten osmotischen
Schock. Die Erythrozyten schwellen bis zu 170 % ihres urspriinglichen Volumens an
und zerplatzen im Anschluss. Das Anschwellen der Erythrozyten wird groBtenteils
iiber den Wassertransport durch die Aquaporin-Wasserkanile gesteuert’. Beim Zer-
platzen bzw. Entstehen von Lochern in der Erythrozytenmembran werden Proteine und
grofle Teile des Himoglobins abgegeben. Die entstandenen Locher miissen eine Grof3e
haben, die es erlaubt, sphirisches Himoglobin mit den MaBen 65A x 55A x 50A pas-
sieren zu lassen®. Sie konnen aber auch eine GroBe von bis zu 1 pum erreichen. Die
zerplatzte Membranhiille kann sich wieder verschlieen und es entstehen sogenannte
farblose Ghosts. Ein Teil des Himoglobins bindet aufgrund von Adsorption an die
Ghosts*. Die GroBe und Zusammensetzung der Ghosts ist abhingig davon, auf welche

Art (pH-Wert, Temperatur, Osmolaritit) sie entstanden sind>’.

Ein osmotischer Schock kann den Erythrozyten auch durch Zugabe von isoosmoti-
schen Losungen bestehend aus Glycerol, Propylenglycol, Ethylenglycol oder Harnstoff
zugefiigt werden. In Folge des Eindringens dieser Substanzen in die Zelle wird Wasser
mit eingeschleust. Die Geschwindigkeit der Himolyse ist abhingig von der Konzent-
ration der isoosmotischen Losungen. Die Himolyse dauert in Gegenwart von Glycerol
am lingsten; sinkt in Gegenwart von Propylenglycol liber Harnstoff, Ethylenglycol
und ist bei alleinigem Vorliegen von Wasser am kiirzesten*'. Auch der Zusatz von De-
tergenzien, wie beispielsweise Saponinen, fithrt zu einer Lyse der Erythrozyten®. Da-

bei kommt es zu einer Perforation der Erythrozytenmembran.
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Im Anschluss an die Hidmolyse muss das Lysat zur Entfernung der vorhandenen
Ghosts zunichst zentrifugiert oder filtriert werden. Der Uberstand des Lysats muss

anschlieBend vor einer Analyse weiter aufbereitet werden.

2.2.6 GroBenausschlusschromatographie (SEC)

Die GroBenauschlusschromatographie (engl.: Size-Exclusion Chromatography; SEC)
wird auch als Gelchromatographie bezeichnet. Werden als Elutionsmittel organische
Losemittel verwendet, so wird von Gelpermeationschromatographie (GPC), bei der
Verwendung von wissrigem Losemittel von Gelfiltrationschromatographie (GFC) ge-
sprochen. Die Sdule ist mit einem pordsen Feststoff, wie zum Beispiel einem polyme-
ren Gel mit definierter Porengrof3e, gefiillt. Die Trennung beruht auf der unterschiedli-
chen Zugénglichkeit und FEindringdauer von Probenmolekiilen unterschiedlicher
Groflen in die Poren. Unterschieden wird zwischen den Molekiilen, die in die Poren
eindringen konnen, und den Molekiilen, die zu grof3 sind, um in die Poren einzudrin-
gen. Entsprechend grofle Molekiile werden daher ausgeschlossen und treten als erstes

(mit dem Totvolumen) aus der Siule aus*.
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— \"-—-«i — Partikel der stationdren Phase

f

— Elutionsvolumen

Abb. 7: Schematische Darstellung der GroRenausschlusschromatographie

(engl.: Size-Exclusion-Chromatography; SEC)*

2.2.7 Hitzeschockbehandlung

Bei der Hitzeschockbehandlung von Vollblut handelt es sich um ein neuartiges Verfah-
ren der Probenaufbereitung. Dabei wird die homogene Vollblutprobe bei einer festge-
legten Temperatur fiir eine genau definierte Zeit erhitzt. Dabei kommt es zur Desinteg-
ration der zelluldren Bestandteile, ohne dass die in der Probe enthaltenen Proteine
denaturieren oder prézipitieren. Durch diese Hitzeschockbehandlung wird eine triibe
Fliissigkeit in eine klare, homogene, ohne zelluldre Bestandteile, neue biologische
Matrix (engl.: cell-disintegrated blood; CDB) umgewandelt. Diese wird im Kapitel 5

ausfiihrlich charakterisiert.
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2.2.8 Festphasenextraktion

Ein weit verbreitetes Verfahren zur Probenaufbereitung in der Bioanalytik ist die Fest-
phasenextraktion. Wie auch bei der Fliissigkeitschromatographie kommt es zu Wech-
selwirkungen des zu extrahierenden Stoffes zwischen einer festen stationdren Phase
und einer fliissigen mobilen Phase. Die Trennung des Stoffgemisches kann auf mehre-

ren Mechanismen beruhen:

= Verteilungsvorgidnge

* Adsorptionsvorginge

» Jonenpaarchromatographie
»  Affintdtschromatographie
= Chirale Trennung

= GroBenausschlusschromatographie

Am héufigsten kommen Verteilungs- und Adsorptionsvorginge zur Abtrennung des
Analyten aus dem Stoffgemisch zum Tragen. Diese physikalischen, reversiblen Wech-
selwirkungen miissen beim Zielanalyten stirker sein als bei den abzutrennenden Mat-

rixbestandteilen.

Zur Festphasenextraktion wird das Packungsmaterial in verschiedenste Behéltnisse
gepackt. Herkommlicher Weise werden kleine Kunststoftkartuschen oder kleine Séu-
len mit dem Adsorbens gefiillt. Seit kurzem gibt es auch SPE-Kartuschen, die die pas-
sende Form haben, um direkt in ein Extraktionssystem, Prospekt™, eingesetzt werden

zu koénnen™.

Zur Verlangerung der Lebenszeit des Fiillmaterials und zur Verbesserung der Effektivi-
tat der Festphasenextraktion, werden Proteine aus biologischen Fliissigkeiten in einem

ersten Schritt mittels Proteinprézipitation zum grofen Teil eliminiert. Zu beachten ist
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jedoch, dass es durch Zugabe des Fillungsreagenzes zu einer Koprézipitation oder In-
klusion des Zielanalyten kommen kann, was sich in einer verminderten Wiederfindung
der Substanz widerspiegelt. Dariiber hinaus ist bei der bevorzugten Verwendung von
organischen Losemitteln die Fallung der Matrixproteine nicht quantitativ’*. Der Uber-
stand der gefiéllten Probe wird im Anschluss auf eine vorkonditionierte SPE-Kartusche
aufgetragen. Dort kommt es zu Wechselwirkungen zwischen dem Analyten und der
stationdren Phase. Trotz der vorausgehenden Fillung kénnen nicht-eliminierte Matrix-
bestandteile mit dem Adsorbens unspezifisch interagieren. Zur Extraktion des Analy-
ten aus dem Probengemisch, wird die SPE-Kartusche mit verschiedenen Losemitteln
gewaschen. Dabei werden die Matrixbestandteile in den Abfall gespiilt. Im letzten
Schritt der Festphasenextraktion wird der Analyt von der Kartusche eluiert. Das Eluat
wird entweder direkt auf eine analytische Trennsdule transferiert oder zuerst bis zur
Trockene eingeengt, um danach den Analyten in einem geeigneten Losemittel zu re-

konstituieren und zu analysieren.

Der Vielfalt des Fiillmaterials der SPE-Kartuschen sind kaum Grenzen gesetzt. Es be-
steht die Auswahl zwischen verschiedenen Umkehrphasen, modifizierten Kieselgelen,
Polymeren, starken oder schwachen Ionenaustauschern bis hin zu maB3geschneiderten
Adsorbentien. Aufgrund dieser groBen Vielfalt und der daraus resultierenden Flexibili-

tit hat die Festphasenextraktion die haufigste Verwendung in der Probenaufbereitung.

2.3 Automation der Festphasenextraktion

Der ausschlaggebende Grund fiir die Automation der Festphasenextraktion war, dass
Untersuchungen und Praxiserfahrungen gezeigt haben, dass die Aufbereitung einer
biologischen Probe mit Abstand den groften Zeitaufwand beinhaltet. Eine effiziente
Probenaufbereitung nimmt in der Regel mehr Zeit in Anspruch als die Probenentnah-
me, die chromatographische Trennung und Detektion der Analyten und die Auswer-

tung der erhaltenen Daten. Insbesondere ist eine manuelle Probenaufbereitung sehr
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zeitaufwendig und vor allem fehleranfillig. Die Entdeckung neuer endogener Mar-
kermolekiile und die engmaschige Kontrolle von Arzneimittelspiegeln fiihrten in letz-
ter Zeit zu einem Anstieg der zu untersuchenden Proben. Diese erhohte Probenanzahl
war gekoppelt an einen erhdhten Personalbedarf. Eine weitere Motivation fiir die Au-
tomation der Probenaufbereitung war der steigende Probendurchsatz, der gekoppelt ist
an immer kiirzere Riicklaufzeiten, und den Druck, die Analysekosten zu reduzieren. In
letzter Konsequenz ermoglicht die Automation, das vorhandene Personal effizienter
einzusetzen. Natiirlich bringt eine Automation der Probenaufbereitung neben der Kos-
tenreduktion auch weitere Vorteile: Neben dem gesteigertem Probendurchsatz wird

auch eine Verbesserung der Richtigkeit und Préazision der Ergebnisse erzielt.

Proteinprézipitation, Fliissig-Fliissig-Extraktion und Festphasenextraktion sind sehr
breit angewendete Probenaufbereitungstechniken, jedoch lésst sich die Festphasenex-
traktion technisch am leichtesten in ein LC-System implementieren, da es sich hier
auch um ein chromatographisches Verfahren handelt. Die groBe Vielfalt an stationiren
Phasen und das daraus resultierende grof3e Einsatzgebiet unterstiitzen die Automation

der Festphasenextraktion.
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2.3.1 Manuelle Festphasenextraktion (off-line SPE)

ADbDb. 8 zeigt die manuelle Festphasenextraktion in ihren einzelnen Arbeitsschritten.

Diese Arbeitsweise der Festphasenextraktion wird als off-line Verfahren bezeichnet™.

O & 0 0 —
M- T =
& 6

Konditionierung / Proben- Fraktionierung Desarption Ewvaporation /
Equilibrierung aufgabe Rekonstitution /
Injektion
B Analyt

A Hochmolekulare Matrixbestandteile
® Niedrigmolekulare Matrixbestandteile

Abb. 8: Modus operandus der Festphasenextraktion: off-line™

Das Adorbens befindet sich in Kunststoff-Kartuschen und muss vor dem Auftragen der
biologischen Probe konditioniert und equilibriert werden. Nach manueller Aufgabe der
Probe wird diese durch Zusatz von Waschfliissigkeit fraktioniert. Dabei werden hoch-
und niedermolekulare Verbindungen in den Abfall gespiilt. Die extrahierte Probe wird
mittels eines Losemittels mit ausreichender Elutionskraft vom Adsorbens desorbiert.
Aufgrund des hohen Elutionsvolumens muss das Eluat vor der Injektion in ein Analy-
sesystem zumeist eingeengt werden. In manchen Fillen ist das Elutionsmittel nicht
kompatibel mit dem Material der analytischen Trennsdule. Dann wird das Eluat bis zur

Trockene eingedampft und in einem anderen Losemittel rekonstituiert.

Die manuelle Festphasenextraktion besitzt jedoch, wie in Kapitel 2.3 beschrieben,

mehrere gravierende Nachteile.
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2.3.2 Einsatz von Robotern (at-line SPE)

Eine Moglichkeit zur Automation der Festphasenextraktion ist der Einsatz von Pipet-
tierrobotern, wie beispielsweise Tecan Genesis™, Packhard Multiprobe 104DT™ oder
Beckman Coulter Biomek 2000*****. Diese konnen alle manuellen Schritte (Konditi-
onierung/Equilibrierung der Kartusche, Auftragen der Probe, Fraktionierung der Pro-
be, Desorption des Analyten und anschlieende Injektion des Eluenten in ein gekop-
peltes Analysesystem) durchfiihren. Abb. 9 stellt solch ein Pipettiersystem

schematisch dar.

Trennung /
— — — — — Detektion
— ©

L1 L1 L1

Konditionierung / Proben- Fraktionierung Desorption /
Equilibrierung aufgabe Injektion

Abb. 9: Modus operandus der Festphasenextraktion: at-line®

Das halbautomatisierte Verfahren der Festphasenextraktion wird mit at-line SPE be-

zeichnet*.

Diese Vorgehensweise der Probenaufbereitung ist nicht frei von Nachteilen. Einerseits
ist die Anschaffung des Pipettierroboters sehr kostspielig und lohnt sich nur in Einrich-
tungen mit sehr hohem Probendurchsatz. Andererseits ist die at-line Festphasenextrak-

tion mit den gleichen Fehlern behaftet wie das off-line SPE-Verfahren.
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2.3.3 Apparative Integration (on-line SPE)

Die apperative Integration der Festphasenextraktion beruht auf der direkten Kopplung
der SPE {iber ein Schaltventil mit dem analytischen System. Bei dieser Kombination

spricht man von on-line SPE*.

Die Firma Spark Holland B.V. (Emmen, Niederlande) hat ein solches on-line SPE-
System entwickelt (Abb. 10)*. Das Symbiosis™ Pharma System nutzt zur Festpha-
senextraktion Einmal-SPE-Kartuschen (10 x 1 mm L[.D. oder 10 x 2 mm 1.D.). Diese
konnen mit unterschiedlichsten Packungsmaterialien bestiickt sein und sind sehr

druckbestindig (bis 350 bar).

Abb. 10: Symbiosis™ Pharma System (Spark Holland B.V., Emmen, Niederlande)®
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Das Symbiosis™ Pharma System besteht aus mehreren Einheiten. Das Reliance-
Modul setzt sich aus einem temperierten Probengeber (4-20°C) und ,,Probenhotel*
zusammen. Die mobile Phase fiir die LC-Trennung wird durch 2 Hochdruckpumpen
befordert. Die Extraktionseinheit setzt sich aus 2 Hochdruckkolbenpumpen (engl.:
High Pressure Dispenser; HPD) und einer automatischen SPE-Kartuschen-Austausch-
Einheit (engl.: Automated Cartridge Exchange; ACE), in der vier 6-Wege-Ventile in-

tegriert sind, zusammen.

Das Symbiosis™ Pharma System ist sehr flexibel und ermoglicht auch ohne Gerite-
umbau, das System im LC-Modus, d.h. ohne Extraktionseinheit, zu nutzen. Dabei wird
die injizierte Probe mittels der Hochdruckpumpen direkt auf die LC-Sdule transferiert.
Durch Anderung der Konfiguration des Systems allein in der Software ist es mdglich,
das Gerit im ,,XLC-Mode*, d.h. mit integrierter Festphasenextraktion, zu nutzen. Da-
bei wird die injizierte Probe mittels der HPD in der linken Kartuschenklemme der
ACE fraktioniert. Ein Greifer setzt nach Beendigung des Fraktionierungsvorganges die
SPE-Kartusche in die rechte Kartuschenklemme der ACE. Durch Schaltung eines der
6-Wege-Ventile der ACE wird der LC-Pumpenfluss auf die SPE-Kartusche umgeleitet
und der Analyt auf die gekoppelte analytische Trennsédule transferiert. (Abb. 11)
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Abb. 11: Schematische Darstellung eines SPE-LC-MS/MS-Verfahrens mit dem

Symbiosis™ Pharma System

Die leichtverstandliche Software, die integrierte Anleitung zur Methodenentwicklung
und die Kartuschen-Kits, die SPE-Kartuschen mit unterschiedlichen Packungsmateria-

lien enthalten, erleichtern die Methodenentwicklung an diesem System erheblich.

Ein weiterer Vorteil des Symbiosis™ Pharma Systems ist der parallele Ablauf zweier
Arbeitsschritte. Auf der linken Kartuschen-Klemme findet die Fraktionierung der Pro-
be statt, wihrend gleichzeitig die zuvor extrahierte Probe in der rechten Kartuschen-
Klemme auf die analytische Trennsédule transferiert wird. Dies ermdglicht eine ver-

kiirzte Analysezeit und somit einen hohen Probendurchsatz™*".

Nachteile dieses Systems sind die hohen Anschaffungskosten des Gerits und die zur-
zeit noch hohen laufenden Kosten durch den Einsatz von Einmal-Kartuschen (ca. 2€

pro Kartusche).
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Eine kostengiinstigere Alternative zum Symbiosis™ Pharma System ist die Kopplung
einer kleinen SPE-Siule mit einem LC-System {iber ein konventionelles Schaltventil.

(Abb. 12)

' Trennung /
I I @ Detektion
Fraktionicrung Desorption /
Injektion
B Analyt

A Hochmolekulare Matrixbestandteile
¢ Niedrigmolekulare Matrixbestandteile

Abb. 12: Modus operandus der Festphasenextraktion: on-line®

Synonyme fiir solch ein 2-Sdulen-System sind Sdulenschaltung oder LC-LC-
Kopplung. Ein 2-Sdulen-System wurde erstmals von Huber et al. 1971 fiir die Be-
stimmung von Ostrogen im Urin von Schwangeren eingesetzt™. Viele weitere Anwen-
der folgten diesem Schaltschema aufgrund der leichten Instrumentalisierung, der rela-
tiv geringen Kosten und der leichten Handhabung™>*. Selbst nach iiber 35 Jahren sind
im ersten Halbjahr 2008 44 Publikationen erschienen, die dieses Schaltsystem ver-
wenden™. Die meisten Publikationen iiber on-line SPE kommen aus dem Bereich der

Arzneistoffanalytik>®> 7%,
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Vorteile der on-line Festphasenextraktion:

Nachteile der on-line SPE:

Vollstindige Automation

Reduziertes Infektionsrisiko aufgrund eines

geschlossenen Systems
Volle GLP (Good Laboratory Practise)-Tauglichkeit

Gesteigerte Nachweisempfindlichkeit, da die gesamte

aufgearbeitete Probe analysiert wird

Schonende und schnelle Aufarbeitung empfindlicher

Proben

Kostenersparnis aufgrund geringeren Personalaufwandes /

reduzierter Analysezeiten
Erhohter Probendurchsatz
Kiirzere Riicklaufzeiten

Geringere Fehlerquellen, da keine manuellen Schritte

notwendig sind
Verbesserte Priazision und Richtigkeit der Messergebnisse

SPE und LC, d.h. Probenaufbereitung und analytische

Trennung, konnen parallel durchgefiihrt werden

Eventuelle systematische Fehler

Carry-over bei unzureichender Fraktionierung
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Obwohl sich die Festphasenextraktion groBer Beliebtheit erfreut, st6ft man bei der
Nutzung von konventionellem Packungsmaterial an Grenzen, wenn eine biologische
Probe ohne Vorbehandlung direkt auf eine SPE-Siule injiziert wird. Dies fiihrte zur
Entwicklung von speziellen Packungsmaterialien fiir SPE-Sdulen. Diese ermdglichen
eine direkte (siche Kapitel 2.4) und wiederholte Injektion von proteinhaltigen Fliissig-

keiten, wie z.B. Humanplasma.

2.4 Maligeschneiderte SPE-Materialien /
Restricted Access Material (RAM)

2.4.1 Definition

Injiziert man unbehandelte biologische Fliissigkeiten auf konventionelle Packungsma-
terialien von SPE-Kartuschen oder -Sédulen, so kommt es zu einer Prézipitation oder
unspezifischen Wechselwirkungen zwischen dem Trigermaterial und der biologischen
Matrix. Dies hat zur Folge, dass die Selektivitit und Kapazitit des Adsorbens stark
vermindert werden. Dariiber hinaus ist eine quantitative Fraktionierung der biologi-
schen Probe so nicht moglich. Die Entwicklung von sogenannten mafgeschneiderten
SPE-Materialien mit eingeschriankter Zuginglichkeit (engl.: Restricted Access Materi-
al; RAM) ermoglichte es erstmals, aus unbehandelten komplexen biologischen Fliis-
sigkeiten, Zielanalyten abzutrennen und anzureichern®. Dies ist méglich, da wihrend
der Fraktionierung auf den RAM-Séulen zwei chromatographische Verfahren simultan
durchgefiihrt werden. Es findet gleichzeitig ein groBenausschlusschromatographischer
und adsorptionschromatographischer Vorgang statt. Der eingeschrinkte Zugang von
Molekiilen ab einer bestimmten Gréfe in das Innere des pordsen Trigermaterials ist

das Funktionsprinzip dieser SPE-Materialien. Dadurch werden Matrixbestandteile, die
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aufgrund ihrer MolekiilgroBe nicht in die Poren eindringen konnen, mit dem Totvolu-
men eluiert. Im Inneren der Poren finden selektive Wechselwirkungen mit niedermole-
kularen Probenkomponenten statt. Charakteristisch fiir diese Materialien ist, dass auf
der Kontaktoberfliche dieser Tragermaterialien keinerlei Wechselwirkungen stattfin-

den.

Der Begriff ,,Restricted Access Material“ (RAM) wurde erstmals 1991 von Desilets
eingefiihrt®’. In den letzten 17 Jahren wurden weitere RA-Materialien entwickelt, die

heute kommerziell erhiltlich sind®*%3646366

2.4.2 Eigenschaften der RA-Materialien

Ausschlussbarriere

Prinzipiell sind physikalische oder chemische Ausschlussbarrieren fiir die einge-
schrinkte Zugénglichkeit von Makromolekiilen, wie z.B. Proteinen, ins Poreninnere

der RA-Materialien verantwortlich.

Definierte Porengroflen des Tragermaterials stellen physikalische Ausschlussbarrieren
dar. Ein Beispiel von maligeschneiderten RA-Materialien ist das von Boos et al. entwi-
ckelte LiChrospher® ADS (Alkyl-Diol-Silica). Dieses pordse Trigermaterial hat einen
Porendurchmesser von 6 nm und verhindert dadurch, dass Probenbestandteile, die ein
Molekulargewicht > 15 kDa haben, in das Poreninnere eindringen konnen und somit

mit dem Totvolumen eluieren**%’.
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Abb. 13: Schematische Darstellung von LiChrospher® ADS®’

Unter einer chemischen Ausschlussbarriere versteht man ein polymeres Netzwerk, das
makromolekularen Verbindungen den Zugang in das Innere der Pore unmdéglich macht.
Das Polymer umhiillt das Tragermaterial adsorptiv oder kovalent. Der Vernetzungs-
grad des synthetischen oder natiirlichen Polymers bestimmt die Zugénglichkeit zu den

Poren.

Restricted Access Materialien konnen in verschiedene Typen eingeteilt werden (Abb.
14).
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Abb. 14: Unterteilung der RA-Materialien (nach Boos)®

Biokompatible duflere Oberflache

Das besondere Merkmal der RA-Materialien nach Boos ist die biokompatible Auf3en-
oberfliche®. Sie ist chemisch inert, elektronenneutral und hydrophil. Dadurch kénnen
makromolekulare Probenmolekiile, z.B. Proteine oder Kohlenhydrate, keine irreversib-
len Wechselwirkungen mit der AuBlenoberfliche des Tragermaterials eingehen und

werden mit dem Totvolumen eluiert.

Adsorptive innere Oberflache

Aufgrund ihrer geringen GroBe konnen niedermolekulare Verbindungen, z.B. der Ana-
lyt, ungehindert in das Poreninnere eindringen. Dort kommt es zu selektiven Wechsel-
wirkungen (Ionenaustauschchromatographie, Umkehrphasenchromatographie, Affini-
tatschromatographie) zwischen dem Analyten und der inneren Oberfliche und somit

zur Extraktion und Anreicherung des Analyten.
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Nicht nur die Ausschlussbarriere ist ein Unterscheidungsmerkmal fiir RA-Materialien.
Auch die Topochemie der stationdren Phasen wird in die Unterteilung miteinbezogen.
Dabei wird zwischen Materialien mit uniformer und dualer Modifikation unterschie-
den. Hat das Tragermaterial im Inneren der Pore und auf der AuBBenoberfliche die glei-
chen Liganden, dann spricht man von uniformer Topochemie. Unterscheiden sich die

Liganden auf der inneren und duBBeren Oberfliache liegt eine duale Topochemie vor.
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3 Massenspektrometrie in der Bioanalytik
(MS/MS)

In den letzten Jahren war ein exponentielles Wachstum von Tandem-
massenspektrometrischen Anwendungen im Bereich der klinischen Labordiagnostik,
Pharmakologie und Toxikologie zu verzeichnen®®. Sinkende Anschaffungskosten
sowie rasche methodische und apparative Entwicklung sind fiir diese verstirkte An-
wendung verantwortlich. In der klinischen Labordiagnostik reicht das Anwendungs-
spektrum der MS/MS gegenwirtig von der Bestimmung einzelner klinisch-chemischer

Parameter bis hin zur qualitativen und quantitativen Multiparameteranalyse.

Frither wurde der Routinebetrieb in der Labordiagnostik mittels HPLC-UV, HPLC-
Fluoreszenzdetektoren oder HPLC-Elektrochemischer-Detektor durchgefiihrt’’. Doch
die Kopplung der Hochleistungsfliissigkeitchromatographie (HPLC/LC) mit der Mas-
senspektrometrie hat diese Verfahren weitgehend verdringt. Die Entwicklung der At-
mospharendruck-lonisationstechniken (APCI und ESI) in der Massenspektrometrie
fithrte zu einer hohen analytischen Sensitivitdt und Spezifitdt, Robustheit, geringen
Analysenkosten und der Moglichkeit von Hochdurchsatzanalysen. Somit ist die LC-

MS/MS attraktiv fiir die Anwendung in der klinischen Labordiagnostik.

Derzeitige routinemiBige Einsatzgebiete einer LC-MS/MS-Plattform in der Labordia-
gnostik sind das Therapeutisches Drug Monitoring (TDM), die Hormondiagnostik und

das Neugeborenenscreening (NBS) auf angeborene Stoffwechseldefekte.
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3.1 lonisationstechniken

In der Massenspektrometrie werden Molekiile in positive und negative lonen iiber-

fiihrt. Die Ionisation der Molekiile kann auf verschiedene Weisen erfolgen:

= ElektronenstoB3-Ionisation (EI; electron impact)
* Chemische Ionisation (CI)

= Feld lonisation (FI)

= Feld Desorption (FD)

» Fast atom bombardment (FAD)

= Matrix-unterstiitzte Laserdesorptions-lonisation

(MALDI; matrix-assisted laser desorption ionisation)
= Elektrospray-lonisation (ESI)
* Chemische lonisation bei Atmosphirendruck (APCI)

* Atmosphirendruck-Photoionisation (APPI; atmospheric

pressure photo ionisation)

In Kombination der Massenspektrometrie mit der Fliissigkeitschromatographie sind
ESI und APCI, die am hiufigsten eingesetzten Methoden. Aus diesem Grund werden
diese im Kapitel 3.1.1. und 3.1.2 ndher vorgestellt. ESI, APCI und APPI sind lonisati-
onstechniken, die unter Atmosphirendruck durchgefiihrt werden. Thr Einsatzgebiet ist
vom Molekulargewicht und der Polaritit des Analyten abhingig®™’'. Abb. 15 zeigt

schematisch die Einsatzgebiete der drei lonisationstechniken unter Atmosphérendruck.
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Abb. 15: Einsatzgebiete von ESI, APPI, APCI™

3.1.1 Elektrospray lonisation (ESI)

Bei ESI handelt es sich um eine sanfte Ionisationstechnik, die in der Regel in einem
intakten Muttermolekiil mit einfacher oder multipler Ladung resultiert. Der schemati-

sche Aufbau einer Elektrospray lonisationsquelle (ESI-Quelle) ist in

Abb. 16 dargestellt. Der Analyt befindet sich im LC-Eluentenstrom und wird direkt in
eine Edelstahlkapillare geleitet. Zwischen der Kapillare und dem Eingang zum Analy-
sator des Massenspektrometers wird eine Spannung angelegt. Diese Potentialdifferenz
ist bei geringen Fliissen ausreichend, um den Eluentenfluss in ein Aerosol umzuwan-
deln. Der zugefiihrte Stickstofffluss (Nebuliser Gas) unterstiitzt die feine Tropfchen-
bildung bei hoheren Flussraten. Bildet die Edelstahlkapillare den positiven Pol des
Feldes, so werden die Tropfchen positiv geladen (ESI+). Vom ESI- spricht man, wenn
das Aerosol negativ geladen wird. Damit die Ionisation der Analyten stattfindet, miis-
sen diese bereits im Eluenten ionisiert vorliegen. Aufgrund der hohen Temperatur des
zugefiihrten Stickstoftflusses und der angelegten Spannung verkleinert sich die Grof3e
der Analyt-Losemittel-Tropfchen. Gleichzeitig steigt aber die Dichte des elektrischen
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Feldes auf der Tropfchenoberfliche. Die AbstoBung gleichartiger Ladungen (Cou-
lomb-Explosion) tritt bei Erreichen des Rayleigh Limits auf’”.

Es gibt zwei Theorien tiber die Bildung von freien Ionen in der Gasphase. Beim lon
Evaporation Model (IEM) wird postuliert, dass schon aus grof8eren geladenen Tropf-
chen freie lonen in die Gasphase emittiert werden. Folgt man der Theorie der immer
kleiner werdenden Tropfchen, die am Ende nur noch einen Durchmesser von Inm ha-
ben und im ionisierten Zustand verbleiben, so wird vom Charge Residue Model

(CRM) gesprochen’".

Die gelosten Ionen werden durch elektrische Kréfte in die Gasphase transferiert und

treten dann in das Hochvakuum des Massenanalysators ein.

Muss aufgrund hoher Flussraten der Eluent vor dem Eintreten in die Quelle gesplittet
werden, so wird bevorzugt mit der ESI-Quelle gearbeitet. ESI ist konzentrationssensi-
tiv und bildet damit eine Ausnahme in der Massenspektrometrie. Die Sensitivitdt ldsst
sich dhnlich wie bei der Arbeit mit dem UV-Detektor durch Konzentrierung der Analy-

te steigern, jedoch ist sie unabhingig von der in die Quelle eingebrachten Flussrate’.

Abb. 16 stellt schematisch eine ESI-Quelle dar.

beheizte
Transferkapillare (400pm &)

+ 7 his 6 K Sklmmer Orctapol
konzentrischer
M,-Strom
—_— %A / — ._Ionenstrahl zum
] —

\ " Massenanalysator

N
R 1Y

Yorvakuum  Hochwakuum

Atmospharendruck

Abb. 16: Schematische Darstellung einer ESI-Quelle”
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3.1.2 Chemische lonisation bei Atmosphéarendruck
(APCI)

Bei der APCI handelt es sich wie auch bei ESI um eine sanfte lonisationstechnik. Da-
bei erfolgt die Bildung von Quasimolekiilionen durch die Vermittlung protonierter Lo-

semittelmolekiile. Abb. 17 zeigt schematisch den Aufbau einer solchen APCI-Quelle.

Der Analyt gelangt zusammen mit dem LC-Eluenten durch Verspriihen aus einer an
die Sdule gekoppelten Diise in ein beheiztes Quarzrohr. Die Innenwand dieses Rohres
hat eine Temperatur zwischen 400-600°C, was zu einem sofortigen Verdampfen des
Losemittels und Desolvatisierung der noch ungeladenen Analytmolekiile fiihrt. Vor
dem Quarzrohr ist eine spitze Nadel (Corona-Nadel) positioniert, auf der eine Span-
nung von 5 kV anliegt. Zwischen der Corona-Nadel und einer Gegenelektrode bildet
sich ein Plasma, das die in Uberzahl vorhandenen Losemittelmolekiile bevorzugt mit
elektrischer Ladung versorgt (Corona-Entladungsreaktion). Dadurch entstehen zu-
néichst protonierte Losemittelmolekiile (H;0", CH;0H,", CH;CNH"), die mit den Ana-
lytmolekiilen Cluster bilden. Innerhalb des Clusters kommt es zur Protoneniibertra-
gung zwischen den Ldsemittelionen und den Analyten. Kommt es zur Zerstérung der

Cluster, werden protonierte Analytionen frei*.

Atmosphérendruck Vakuum

Heizblock
Makeup Gas (400 - 600°C)

) Ms-
\SMSSmMsS M SH* // Analysator
')) QOO0 ——> [M+H]*+S e

HPLC

Corona Nadel

Abb. 17: Schematische Darstellung einer APCI-Quelle [in Anlehnung an”’]
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Die APCI-Quelle ist massenflusssensitiv. Diese Art der lonenquelle empfiehlt sich,
wenn bei hoheren Fliissen ohne Splitter gearbeitet werden kann. Im Vergleich zur ESI-
Quelle stellt die APCI-Quelle die spezifischere Ionisation dar und liefert damit weni-
ger ausgeprigte Matrixeffekte”. Wenn es die Anwendung zulésst, bevorzugen Exper-

ten die APCI- gegeniiber der ESI-Quelle”.

3.2 Tandem-Massenspektrometrie

Bei der Tandem-Massenspektrometrie wird die Molekiilmasse freier lonen im Hoch-
vakuum bestimmt. Das Prinzip beruht auf der Auftrennung geladener lonen proportio-
nal zu ithrem Masse/Ladungsverhiltnis (m/z). Somit erfasst der Detektor das ,,Ge-
wicht* ionisierter Molekiile und ihrer Fragmente. Das Tandemmassenspektrometer

(MS/MS) zeichnet sich durch seine hohe analytische Sensitivitidt und Spezifitét aus.

In dieser Arbeit wurde mit einem Triple-Quadrupol-MS gearbeitet, jedoch werden in
der Praxis noch Quadrupol-lon-Trap-MS und Quadrupol-Time-of-Flight-MS als weite-

re Tandemmassenspektrometer eingesetzt.

3.2.1 Aufbau

Bei einem Triple-Quadrupol-MS befinden sich hinter der Ionenquelle drei Quadrupol-
Analysatoren (Q1, Q2, Q3), die hintereinander angeordnet sind. Im Q1 wird ein be-
stimmtes lonenmolekiil ausgewéhlt, das im Q2 durch Zugabe eines inerten Kollisions-
gases (Argon, Helium oder Stickstoff) in Fragmentionen zerfdllt. Die Fragmentionen

(Produktionen) sind substanzspezifisch und vergleichbar mit einem Fingerabdruck der
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einzelnen Analyte®. Im Q3 werden die gebildeten Produktionen detektiert. Der Aufbau
eines Triple-Quadrupols-MS ist in Abb. 18 zu schen.

Quelle Kollisionszelle Detektor

(2. Quadrupol)

Abb. 18: Schematischer Aufbau eines Tandemmassenspektrometers (MS/MS)™

Q2 wird auch Kollisionszelle genannt. Die in der Kollisionszelle angelegte Spannung
ist fir das Ausmall der Fragmentierung verantwortlich. Eine starke Fragmentierung
wird durch Anlegen hoher Kollisionsenergien erreicht. Dabei kann es jedoch auch
schon zur Fragmentierung des Produktions kommen, was sich in einer Minderung der

Signalintensitdt widerspiegelt.
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3.2.2 Modi operandi

Das Triple-Quadrupol-Massenspektrometer kann in verschiedenen Modi bedient wer-

den. Abb. 19 stellt die verschiedenen Modi operandi dar.

0 (! @@'%
TR | IO
=
T | T
" (! @e—-@@—-
| || o

Abb. 19: Schematische Darstellung der Modi operandi eines

Tandemmassenspektrometers (MS/MS) [in Anlehnung an’®]
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(1) Produktionen Scan / Daughter Scan: Dabei wird im Q1 ein Ion selektiert, das in

der Kollisionszelle (Q2) fragmentiert wird. Die Produktionen werden im Q3 de-

tektiert.

(2) Neutral Loss Scan: Bestimmung einer Massendifferenz zwischen Q1 und Q3,

die das Ergebnis der Abspaltung eines Neutralteilchens in der Kollisionszelle
ist. Beispiele fiir Neutralteilchen sind H,O (18 Da), CH;0H (32 Da), NH; (18

Da) oder Glucuronsaurereste (176 Da).

(3) Precursorionen Scan / Parent Scan: Im Q3 wird die Masse eines festgelegten

Fragments detektiert, das in der Kollisionszelle entsteht. Um herauszufinden,
welche Molekiile dieses spezifische Fragment bilden, wird im Q1 {iber einen

vorher definierten Massenbereich gescannt.

(4) Multiple Reaction Monitoring (MRM) / Selected Ion Monitoring (SIM): Her-

ausfiltern von Molekiilen bestimmter m/z-Verhiltnisse. Das heif3t, es werden
nur Analyte detektiert, die bestimmte Produktionen und Precursorionen bilden.
Im MRM-Modus erreicht man die selektivste und empfindlichste Arbeitsweise

der Tandem-Massenspektrometrie.

Ein einfacher Massenspektrometer hat nur einen Quadrupol und ist deshalb begrenzt
auf die Aufnahmearten MS-Scan und SIM (Single lon Monitoring). Beim MS-Scan
werden alle vorhandenen Ionen in einem bestimmten Massenbereich detektiert. Im
SIM-Modus werden in einem definierten Massenbereich nur ausgewéhlte lonen aufge-
zeichnet. Auch mit einem Triple-Quadrupol-MS ist es mdglich, diese Modi operandi

durchzufiihren, in dem nur der Q1 genutzt wird.

Trotz der hohen Selektivitit und Empfindlichkeit des Tandem-MS ist es unumgéing-
lich, eine effektive Probenaufbereitung und selektive LC-Trennung der Detektion vor-
anzustellen. Einerseits sind biologische Proben stark matrixbelastet und konnen durch
hervorgerufene Matrixeffekte zu verfilschten Analyseergebnissen fiihren”. Anderer-

seits ist die chromatographische Trennung insbesondere dann wichtig, wenn Adukkte
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der zu detektierenden Anaylte isobar sind, wie z.B. Metabolite von Ciclosporin A mit
Ciclosporin D. Bei unzureichender Trennung dieser Isobare oder der Koelution von

isobaren Metaboliten werden falsche Analyseergebnisse generiert'>™.

3.3 Matrixeffekte

Der Tandem-MS ist ein sehr selektiver und spezifischer Detektor und fiihrte daher zu
dem Trugschluss, dass eine vorangehende Probenaufbereitung und chromatographi-
sche Trennung der zu untersuchenden Analyte kaum oder gar nicht notwendig sei.
Teilweise wird sogar das Prinzip ,,Dilute and Shoot* Verfolgtsl’gz. Jedoch hat dies Kon-
sequenzen: Eine unzureichende Probenaufbereitung und schlechte chromatographische
Trennung fiihrt zu Matrixeftekten. Matrixeffekte konnen entweder das Signal im De-
tektor unterdriicken oder verringern. In diesem Fall spricht man von Ionensuppression.
Wird das Analytsignal durch Matrixeffekte verstirkt, wird dies als Ion-Enhancement

bezeichnet.

Die ESI-lonisationstechnik wird vom Grofteil der Anwender genutzt, da sie auch fiir
labilere Analyten einsetzbar ist. Nachteilig ist, dass es bei dieser lonisationstechnik zu
stiarker ausgeprigten Matrixeffekten kommt als unter Nutzung einer APCI-Quelle™.

Dies ist auf die spezifischere Ionisation der APCI-Quelle zuriickzufiihren”™.

Durch die Verdanderung der Ionisationseftizienz der Analytmolekiile aufgrund von koe-

luierenden Substanzen kommt es zu Fehlern bei der Quantifizierung der Analyte'”".
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Matrixeffekte sind unterschiedlich ausgeprigt und abhingig von mehreren Fakto-

70,79,84,85,
en .

= Spezies

= Art der biologischen Probe

= Zeitpunkt der Probenentnahme

»= Komedikation

* Art und Menge der Nahrungszufuhr

= Art der Probenaufbereitung

= Konzentration des Analyten (Matrix-Analyt-Verhiltnis)
* Flussrate

= Jonisationstechnik

Allgemein ist zusammenzufassen, dass Matrixeffekte groe Einfliisse auf die Repro-
duzierbarkeit, Richtigkeit, Signalintensitit und somit Quantifizierung haben. Kommt
es zu UnregelmaBigkeiten bei der Berechnung der Verhiltnisse gebildeter Ionen, kon-

nen unter anderem zu geringe Analytkonzentrationen gefunden werden’.
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3.3.1 Ursachen und Mechanismen der Matrixeffekte

Da Matrixeffekte in der Tandem-MS eine prigende Rolle spielen, wurden sie in den

. . 70,79,84,85,86,87
letzten Jahren intensiv untersucht' ™" """ .

Man weiB}, dass Matrixeffekte durch koeluierende Verbindungen ausgelost werden.
Dabei handelt es sich entweder um externe, nicht verdampfbare Verbindungen, wie
z.B. Salze (Sulfate, Phosphate) oder lonenpaar-Reagenzien (PEG, TFA), endogene
Verbindungen, wie beispielsweise Metabolite, Phospholipide, Dioctylphthalate oder
andere Zusitze, wie Heparin oder EDTA’"®. Zudem konnen auch eingesetzte Lise-

mittel wie Methanol zu unterschiedlich stark ausgeprigten Matrixeffekten fithren®”.

Diskutiert werden folgende Mechanismen zur Entstehung der Matrixeffekte®***%:

(1) Zielanalyt und Matrixbestandteile konkurrieren um die maximale

lonisationseffizienz

(2) Besitzen die Matrixbestandteile eine hohere Protonen-Affinitit als die
Zielanalyten, so kdnnen bereits ionisierte Analyte beim Ubergang in die
Gasphase durch einen Protonen-Transfer wieder neutralisiert werden. Dies
hat zur Folge, dass sie im Tandem-MS nicht mehr detektiert werden

konnen.

(3) Anwesende Matrixbestandteile erhdhen die Viskositdt und Oberfldchen-
spannung des Aerosols. Dadurch sinkt die Verdampfungseffizienz und eine

geringere Anzahl an Zielanalyten kann in die Gasphase iibergehen.
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3.3.2 Bestimmung der Matrixeffekte

Es gibt zwei Methoden zur Bestimmung von Matrixeffekten. Bei der statischen Vorge-
hensweise injiziert man eine Standardprobe und eine gespikte Matrixprobe, die beide
die gleiche Analytkonzentration aufweisen, in ein Analysesystem. Sind im Chroma-
togramm Intensitdtsunterschiede zu erkennen, so schlieft man auf einen aus der Mat-
rixprobe hervorgerufenen Matrixeffekt’'. Diese Vorgehensweise zur Bestimmung von
Matrixeftekten ist sehr schnell. Nachteilig ist jedoch, dass sich keine Riickschliisse auf
mogliche Ionensuppressionen / [onenenhancements wihrend der gesamten Analysezeit
ziehen lassen, da der eingetretene Matrixeffekt nur an der Position des Analytpeaks

sichtbar ist.

Alternativ wurde 1999 die dynamische Vorgehensweise fiir die Bestimmung von Mat-
rixeffekten von King et al. beschrieben’. Abb. 20 zeigt schematisch den Ablauf und

den apparativen Aufbau der Nachsiulen-Infusionstechnik.
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Abb. 20: Schematische Darstellung der Nachsaulen-Infusionstechnik zur Bestimmung

von Matrixeffekten [in Anlehnung an*]

Uber ein T-Stiick zwischen dem LC-System und dem Massenspektrometer wird mittels

einer Spritzenpumpe die Analytlosung in den Eluentenstrom infundiert (B). Nach Er-

reichen einer stabilen Basislinie wird eine matrixbehaftete, analytfreie Probe in das

System injiziert (C). Kommt es zu Storungen in der Basislinie, so ist das auf Matrixef-

fekte von koeluierenden Verbindungen zuriickzufiihren. Der experimentelle Aufwand

ist relativ groB, hat jedoch den Vorteil, dass die Beeinflussung des Analytions iiber die

gesamte Analysezeit sichtbar ist.
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3.3.3 Losungsansatze

Es gibt einige mehr oder weniger geeignete Losungsansitze zur Elimination von Mat-
rixeffekten. Ein relativ zeitaufwendiger Ansatz sind komplexe Extraktionsprotokolle.
Alternativ kann auf schnelle Gradienten zuriickgegriffen werden, die es erlauben, den
Analyten zu einem gewiinschten Zeitpunkt und ohne eine Koelution von anderen Ver-
bindungen von der analytischen Trennsdule in das Tandem-MS zu transferieren. Je-
doch werden Gradienten aufgrund der Reequilibrierung der analytischen Trennséule
vor der Injektion der nidchsten Probe nicht bevorzugt eingesetzt. Auch die Verwendung
interner Standards ist kein Garant fiir eine Austarierung der Matrixeffekte. Denn Mat-
rixeffekte konnen die Intensititsverhéltnisse zwischen Analyt und Internem Standard
verdndern. Ein idealer Interner Standard ist Isotopen-markiert mit dem Analyten. Sol-
che Internen Standards zeigen ein fast identisches Verhalten in der Probenaufbereitung,
Chromatographie und Ionisation im Vergleich zu den Zielanalyten. Nachteilig ist je-
doch, dass die Herstellung von Isotopen mit hohem Reinheitsgrad oft sehr schwierig
und teuer ist’. Es ist nicht auszuschlieBen, dass der Isotopen-markierte Interne Stan-
dard mit dem Zielanalyten verunreinigt ist, was zu Fehlern in der Quantifizierung fiih-
ren kann”. Eine weitere Mdglichkeit, den Internen Standard der zu untersuchenden

Probe zuzufiihren, ist die Nachsdulen-Infusion™.

Die Arbeit von Georgi et al. hat auf eindrucksvolle Weise gezeigt, dass durch eine se-
lektive multidimensionale Festphasenextraktion, Matrixeffekte effektiv eliminiert wer-

den konnen®”,
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4 Immunsuppressiva

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Immunsuppressiva als Modellanalyten herangezo-
gen. Immunsuppressiva sind Wirkstoffe, die iiberwiegend erythrozytir gebunden
sind>>*>®"®_ Zur Bestimmung des Blutspiegels dieser Analytgruppe muss diese erst
aus den Blutzellen freigesetzt werden. Zurzeit geschieht dies vorwiegend durch Prote-

. o e . - . 9,10,11,12,26,28,95,96
Inprazipitation™ T

. In dieser Arbeit wird die integrierte Probenvorbereitung
in ein vollautomatisches Analysesystem vorgestellt. Es wird gezeigt, dass eine Hitze-
schockbehandlung (engl.: heat shock treatment; HST) zu einer Desintegration von zel-
luldren Bestandteilen fiihrt. Dieser Prozess sollte unter anderm durch die Analyse der

Immunsuppressiva nidher charakterisiert werden.

Immunsuppressiva sind Substanzen, die die Immunreaktion unterdriicken kénnen. Die
Ausschaltung eines der wichtigsten Abwehrsysteme des Organismus ist gerechtfertigt
oder zwingend notwendig bei Organtransplantationen und Autoimmunkrankheiten.
Immunologische Reaktionen sind nur dann sinnvoll, wenn der Korper zwischen ,,kor-
pereigen” und ,korperfremd“ unterscheiden kann. Die Unterteilung von Immun-

suppressiva erfolgt in verschiedene Gruppen®’:

» (Ciclosporin A, Tacrolimus, Sirolimus, Everolimus
* Glucocorticoide (z.B. Methylprednisolon)
= Zytostatika (z.B. Mycophenolat-mofetil)

* Monoklonale und polyklonale Antikdrper (z.B. Basiliximab)

In dieser Arbeit wird ausschlieBlich mit den Immunsuppressiva Ciclosporin A, Tacro-

limus, Sirolimus, Everolimus und den entsprechenden Internen Standards gearbeitet.
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4.1 Strukturformeln

In Abb. 21 sind die Strukturformeln der untersuchten Immunsuppressiva und der ver-
wendeten Internen Standards abgebildet. Sirolimus und Everolimus sind sich struktu-
rell sehr dhnlich und beziehen sich aus diesem Grund auf denselben Internen Standard.
Der Analyt und der entsprechende Interne Standard unterscheiden sich nur minimal.

Auf die strukturellen Unterschiede wird mit einem Pfeil hingewiesen’™.
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Interne Standards

Immunsuppressiva

Sirolimus

Everolimus

x Ascomycin

Ciclosporin D

Ciclosporin A
AATD  AAT1 AAZ AA3 AAID  AAT1
Meleu MeVal MeBn-n Abu  Sar MeLeu  MeVal
AA9 H C"'a AAD Y
MeLeu H: \/ CH, MeLeu
HiC—N—G— E - X c~ —n~cu, HyC—N— Hy
¢=0 cu, i—o cu,
c—
:‘ 0 N—CH >.— —CHy
"3':_ o |I HHIH I H H 3 H: PI'I_H_ _II_H_ o
C—C—N—C O N—C C‘—N—C H {ﬁ i
v::HJ CH, CH,CH; /\‘ Hy O CHy Hy /]\z
AAB  AA7 A/A;\ AAS MA, A, AAT ass MM aad
D-Ala Ala MeLeu Val MelLeu 5 Ala Meleu Val Meleu

Abb. 21: Strukturformeln der Immunsuppressiva und ihrer Internen Standards



Tab. 4 fasst die Charakteristika der hier untersuchten Immunsuppressiva zusam-
97,99,100,101

men
Immunsuppressivum  Molekulargewicht [Da] Herkunft Handelsname
Sirolimus (Rapamycin) 913,6 Streptomyces hygroscopius Rapamune®
Everolimus 957,2 Streptomyces hygroscopius Certican®
Tacrolimus (FK 506) 803,5 Streptomyces tsukubaenis Prograf®
Ciclosporin A 1203,6 Tolypocladium inflatum Sandimmun® Optoral

Tab. 4: Charakteristika von Sirolimus, Everolimus, Tacrolimus und Ciclosporin A

Alle hier aufgefiihrten Immunsuppressiva haben gemein, dass sie gut l16slich sind in
Alkohol, Acetonitril, Ether und halogenisierten Kohlenwasserstoffen. Sie sind prak-

tisch unldslich in Wasser und aliphatischen Kohlenwasserstoffen”.

Ciclosporin A ist ein neutrales, zyklisch-homodetes und sehr lipophiles Peptid aus elf
Aminosduren. Sieben der elf Sticktoffatome der Peptidbindungen sind methyliert, wo-
durch ein wesentlicher Beitrag zu hoher Lipophilie und Proteasestabilitit geleistet
wird. Die vier restlichen Stickstoffatome bilden Wasserstoffbriicken zu bestimmten
Carbonylfunktionen aus'®. Tacrolimus weist keine Strukturverwandschaft mit Cic-
losporin A auf. Es ist ein Makrolid-Lakton mit einem hemiketal-maskierten o, -
Diketonamid in einem 23-gliedrigen Ring’’. Sirolimus ist ein 31-gliedriges Makrolid-
Lakton, aus dem partialsynthetisch durch Einflihrung einer Ethoxygruppe in Position
40 Everolimus erzeugt wird. Beide Immunsuppressiva haben strukturell Ahnlichkeit
mit Tacrolimus. Im Vergleich zu Sirolimus zeigt Everolimus eine hohere Wasserlos-
lichkeit aufgrund der Ethoxygruppe in Position 40.
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4.2 Pharmakodynamik

Unter Pharmakodynamik versteht man die Lehre von der Beeinflussung biologischer
Funktionen oder Strukturen durch Pharmaka'®. Pharmakodynamische Untersuchun-

gen beschéftigen sich demnach mit Fragen nach:

* der Art der Wirkung (Wirkprofil, Wirkqualitat, Struktur-

spezifische und Struktur-unspezifische Wirkungen)
* dem Wirkmechanismus
* dem Ort der Wirkung
= der Wirkstirke

= der Wirksamkeit

4.2.1 Wirkmechanismus

Die meisten Immunsuppressiva hemmen die Proliferation aktivierter Lymphozyten. Es

wird unterschieden zwischen den Calcineurin-Inhibitoren und den mTOR-Inhibitoren.

4.2.1.1 Calcineurin-Inhibitor

Ciclosporin A und Tacrolimus gehoren zu der Gruppe der Calcineurin-Inhibitoren. Thr

Hauptangriffspunkt sind die T-Lymphozyten. Sobald der Wirkstoff in die Zelle gelangt
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ist, bildet er einen Komplex mit einem bestimmten zelleigenen Protein, dem so ge-
nannten Immunophilin. Wéhrend Tacrolimus einen Komplex mit dem FK-Bindungs-
Protein-12 (FKBP-12, 12 kDa) einem Makrophilin bildet, lagert sich Ciclosporin A an
Ciclophilin (17 kDa) an'®. Der Komplex aus Wirkstoff und Immunophilin lagert sich
an den Calcineurin-Calmodulin-Komplex an. Es kommt zur Hemmung der Ca*'-
abhingigen Protein-Phosphatase-Aktivitit. Somit konnen die 2 Phosphatgruppen vom
nukledren Faktor aktivierter T-Zellen (NF-AT) nicht abgespaltet werden. Als Folge
kann dieser Transkriptionsfaktor nicht in den Zellkern eindringen (Translokation) und
die Interleukin-2-Synthese (IL-2) wird auf diese Weise gehemmt. IL-2 zédhlt zu den
proinflammatorischen Zytokinen und spielt eine zentrale Rolle bei der Steuerung der
Lymphozytenproliferation. Infolge des Mangels an IL-2 kommt es nicht zur Ausrei-
fung von T-Zellen zu zytotoxischen Zellen””. In Abb. 22 ist unter anderem der Wirk-

mechanismus der Calcineurin-Inhibitoren nochmals dargestellt.

Zusitzlich blockiert Tacrolimus die Aktivierung von B-Zellen, und zwar einerseits in-
direkt durch die Wirkung auf die T-Zellen, andererseits direkt {iber die Blockade der
TNF-a-Gentranskription. In vitro zeigt Tacrolimus eine 10-100fach stiarkere immuno-
suppressive Wirkung im Vergleich zu Ciclosporin A'®. Somit ist der therapeutische

Bereich von Tacrolimus ungefahr 20-mal niedriger im Vergleich zu Ciclosporin A.
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Abb. 22: Schematische Darstellung des zellularen Wirkmechanismuses von

Ciclosporin A und Tacrolimus®’

4.2.1.2 mTOR-Inhibitor

Sirolimus und Everolimus zdhlen zu den mTOR-Inhibitoren. Auch bei den mTOR-
Inhibitoren sind die T-Lymphozyten die Hauptangriffspunkte. Beide Immunsuppressi-
va binden an das FK-Bindungs-Protein-12 (FKBP-12), wie auch Tacrolimus. Werden
diese Immunsuppressiva zusammen eingenommen, so sind nur etwa 5 % des FKBP-12
besetzt, wenn die Dosierung im therapeutischen Bereich liegt®. Somit stellt eine Ein-
nahme in Kombination kein Problem dar. Die Affinitdt von Sirolimus an FKBP-12 zu

binden, ist etwa 2-mal héher als bei Everolimus®.
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Der Everolimus/Sirolimus-FKBP-12-Komplex bindet nicht an den Calcineurin-
Calmodulin-Komplex, so dass die Synthese von IL-2 nicht gehemmt ist. Sirolimus und
Everolimus hemmen die Zellproliferation, indem sie den Ubergang von der G;-Phase

in die S-Phase unterbinden.

Die Everolimus/Sirolimus-FKBP-12-Komplexe binden an ,,mammalian target of ra-
pamycin®“ (mTOR) und hemmen somit die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase-Aktivitdt
dieses Enzyms. Dies fiihrt zur Blockade von mehreren spezifischen Signaltransdukti-

19019 Durch die Blockade von mTOR kann die ribosomale Serin/Threonin-

onspfaden
Kinase p70 S6 nicht phosphoryliert werden. Diese ist verantwortlich fiir die Translati-
on von Proteinen wie z.B. der cyclinabhidngigen Kinasen (CDK) und Cyclinen, die fiir
die Steuerung der Zellproliferation unentbehrlich sind. Die immunsuppressive Wir-
kung von Everolimus und Sirolimus resultiert aus der Hemmung der Lymphozytenak-

tivierung. Abb. 23 stellt neben dem Wirkmechanismus der Calcineurin-Inhibitoren

auch den der mTOR-Inhibitoren schematisch dar'®’.

Muromomab-CD3 IL-2
\ Basiliximab
/ Daclizumab
IL-2R

»  Tacrolimus
Ciclosporin pimecrolimus Emm:

i | /
Cyclophilin \’ v FKBP-12
N4

Calcineuri

e neanse

mTOR

IL-2- + i Tl
Synthese NFAT ———— NFAT S6K S6K

P Glucocorticoide

P GC- Rezeplo(

Abb. 23: Schematische Darstellung der Wirkmechanismen von Calcineurin- und
mTOR-Inhibitoren'®’
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4.2.2 Anwendung und Dosierung

Neben dem Einsatz nach Organtransplantationen und bei Autoimmunkrankheiten wer-

den Immunsuppressiva noch bei folgenden Krankheiten verwendet’’:

* Chronische Glomerulonephretitis mit nephrotischem Syndrom
* Chronische entziindliche Darmerkrankungen

* Myasthenia gravis

*  Autoimmunhepatitis

» Entziindliche rheumatische Erkrankungen (z.B. rheumatoide

Arthritis)

» Thrombopenische Purpura

Die Dosierung der Immunsuppressiva nach der Organtransplantation ist von mehreren
Faktoren abhingig. Zum einen unterscheidet man zwischen der Initialtherapie, die 2-3
Monate nach der Transplantation angewandt wird, und der darauf folgenden Erhal-
tungstherapie. Des Weiteren spielt das transplantierte Organ eine Rolle bei der Dosie-
rung der Immunsuppressiva. Immunsuppressiva konnen auch kombiniert eingesetzt
werden und somit muss auch hier die Dosierung angepasst werden. Das Alter des Pati-
enten hat ebenfalls einen groflen Einfluss auf die Dosierung. Da immunsuppressive
Wirkstoffe eine geringe therapeutische Breite haben, wird die richtige Dosierung durch
das Therapeutische Drug Monitoring (TDM) individuell bestimmt. Dabei werden die

Talspiegelkonzentrationen des Wirkstoffes erfasst.

Tab. 5 fasst die Dosierung und Talspiegelkonzentration der verschiedenen Immun-
suppressiva in Abhingigkeit vom transplantierten Organ und dem Zeitpunkt der The-

rapie zusammen.
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Immunsuppressivum

Zeitpunkt der

Dosierung in Abhéangigkeit vom Organ

Therapeutischer

Begleittherapie

Therapie Herz Niere Leber Bereich [ng/mL]
. . Initial 6-14 mg/kg/d
1 A 100-4

Ciclosporin Erhalt 2.6 mg/kg/d 00-400

Tacrolimus Initial 0,1-0,3 mg/kg/d 0,2-0,3 mg/kg/d 0,075-0,3 mg/kg/d 520
Erhalt -

Sirolimus Initial 6 mg/d 4-12 CyA und GC
Erhalt 1-2 mg/d 12-20 GC

. Initial 1,5 mg/d
Everolimus Erhalt 1.5-3 me/d 3-8 CyA und GC

Tab. 5: Dosierung und Talspiegelkonzentrationen verschiedener

Immunsuppressiva

101,106,108,109

4.2.3 Nebenwirkungen

Immunsuppressiva sind Wirkstoffe mit einer geringen therapeutischen Breite. Thre Do-

sierung muss individuell angepasst werden, wobei das Ziel, die ausreichende Wirk-

samkeit in Kombination mit den geringst moglichen Nebenwirkungen sein muss. Bei

einer Unterdosierung des Arzneistoffes kommt es zur AbstoBung des Transplantates.

Wird der Wirkstoff in zu hohen Dosen verabreicht, wird die toxische Dosis schnell

erreicht.
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Ciclosporin A:

Eine bekannte mit Ciclosporin A assoziierte Nebenwirkung ist deren Einfluss auf die
Nierenfunktion. Dies dulert sich in einer Erhdhung der Serum-Kreatininwerte und

10,111 1~ N
7. Diese unerwunschte

durch eine Verringerung der glomeruldren Filtrationsrate
Wirkung ist dosisabhingig. Als weitere Nebenwirkungen werden reversible Storungen
der Leberfunktion, Kardiotoxizitit, Tremor, Hirsutismus, Gingivahyperplasie und O-
deme beobachtet. In seltenen Fillen kommt es vor allem bei Kindern zu Hypertonie

mit Fliissigkeitsretention und Krampfen kommen®’.

Im Gegensatz zu anderen Immunsuppressiva ist Ciclosporin A nur wenig myelotoxisch

und kann somit auch bei Knochenmarktransplantationen angewandt werden.

Tacrolimus:

Die unerwiinschten Wirkungen von Tacrolimus gleichen denen von Ciclosporin A mit
Ausnahme von Gingivahyperplasie und Hirsutismus. Zuséatzlich werden noch neuroto-
xische Symptome wie Pardsthesien und Stérungen des Sehvermdgens beobachtet. Wei-
terhin zdhlen depressive Zustinde, sowie Schlaf- und Traumstorungen zu den uner-

wiinschten Wirkungen’””.

Sirolimus:

Die am haufigsten berichteten Nebenwirkungen von Sirolimus sind Thrombozytope-
nie, Andmie und Hypokalidimie. Zusétzlich werden noch Hypercholesterindmie, Hy-
pertriglyceriddmie und Bauchschmerzen beobachtet. Auch Infektionen des Harntrak-
tes, periphere Odeme, Akne, Diarrhoe und erhdhte Laktat-Dehydogenase-Werte
gehoren zu den unerwiinschten Wirkungen von Sirolimus'®. Die Héufigkeit der Ne-

benwirkungn kann mit ansteigendem Sirolimus-Talspiegel zunehmen.

Die Immunsuppression erhoht die Anfilligkeit, Lymphome oder andere bdsartige

Neubildungen vor allem der Haut zu entwickeln.
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Everolimus:

Unter der Einnahme von Everolimus wurden Leukopenie, Hypercholesterinimie und
Hyperlipiddmie als sehr hiufige unerwiinschte Wirkungen beobachtet. Haufig traten
Thrombozytopenie, Andmie, Hypertriglyzeriddmie, Hypertonie, Bauchschmerzen, Di-
arrhoe, Erbrechen und Akne auf. Gelegentlich wurde auch iiber Hautausschlag, Myal-

gie, Leberfunktionsstérungen und ménnlichen Hypogonadismus berichtet™'".

4.2.4 Interaktionen

Ciclosporin A

Ciclosporin A wird wie viele andere Arzneistofte auch {iber das CYP 3A4-System me-
tabolisiert. Werden Arzneimittel oder pflanzliche Heilmittel, die auch iiber das CYP
3A4 verstoffwechselt werden, gleichzeitig mit Ciclosporin A eingenommen, so kann es
zur Induktion oder Inhibition von CYP 3A4 kommen. Dies flihrt zu einer Senkung
oder Erhohung des Blutspiegels von Ciclosporin A. Zu den CYP 3A4-Inhibitoren ge-
horen beispielsweise die Azol-Antimykotika. Ketoconazol beeintriachtigt die Metaboli-
sierung von Ciclosporin A so stark, dass bei gleichzeitiger Gabe eine bis zu 80 %ige
Ciclosporin A-Dosisverringerung notwendig ist. Eine Erhdhung des Ciclosporin A-
Blutspiegels wird des Weiteren bei gleichzeitiger Einnahme von Ciclosporin A mit
Makrolidantibiotika, Verapamil, Allopurinol, Metoclopramid, Danazol, Diltiazem und

hohen Dosen von Methylprednisolon beobachtet.

Zu den CYP 3A4-Induktoren gehoren Barbiturate, Metamizol, Phenytoin, Rifampicin,
Johanniskraut und Carbamazepin. Durch gleichzeitige Einnahme dieser Wirkstoffe mit
Ciclosporin A kommt es zu einer erhdhten Clearance von Ciclosporin A und somit zu
einer deutlichen Senkung des Wirkstoff-Blutspiegels. Orlistat fiihrt zu einer verringer-

ten Resorption von Ciclosporin A.
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Flavonoide, die im Grapefruitsaft enthalten sind, inhibieren das CYP 3A4-System. Das
fiihrt zu einem Anstieg des Ciclosporin A-Blutwertes. Da die Konzentration an Flavo-
noiden durch den Hersteller nicht kontrolliert werden kann, sollte eine gemeinsame

Einnahme von Ciclosporin A mit Grapefruitsaft vermieden werden.

Tacrolimus’’:

Tacrolimus wird {iber CYP 3A4 metabolisiert. Dies fiithrt zu einer Senkung oder Erho-
hung der Blutwerte von Tacrolimus. Eine Erhohung der Blutspiegel von Tacrolimus ist
stark ausgeprégt bei gleichzeitiger Einnahme von Azol-Antimykotika, dem Macrolid-
Antibiotikum Erythromycin und den HIV-Proteasechemmern, wie z.B. Ritonavir.
Schwicher ausgeprigt ist die Wechselwirkung mit Omeprazol, Verapamil, Clarithro-
mycin und Clotrimazol. Auch Grapefruitsaft erhoht den Tacrolimus-Blutspiegel und

sollte daher vermieden werden.

Eine starke Senkung des Tacrolimus-Blutspiegels beobachtet man bei gleichzeitiger
Einnahme von Rifampicin, Phenytoin oder Johanniskraut. In diesem Fall muss die Do-
sierung von Tacrolimus erhoht werden. Carbamazepin, Metamizol und Isoniazid kon-

nen die Tacrolimuskonzentration im Blut herabsetzen.

Tacrolimus selbst ist als CYP 3A4-Hemmer bekannt. Daher fiihrt die gleichzeitige
Einnahme von Tacrolimus mit Wirkstoffen, die durch CYP 3A4 metabolisiert werden,
zu einer Beeintrachtigung dieser. Bei der gleichzeitigen Gabe von Tacrolimus wird die
Halbwertszeit von Ciclosporin A verlidngert. Zusitzlich kann es zu synergistischen,
additiven nephrotoxischen Effekten kommen. Aus diesen Griinden wird die gleichzei-

tige Verabreichung von Tacrolimus und Ciclosporin A nicht empfohlen.

Bei gleichzeitiger Gabe von Amphotericin B und Ibuprofen mit Tacrolimus konnte
eine verstiarkte Nephrotoxizitit beobachtet werden. Zusitzlich kann die Wirksamkeit

von Impfungen durch Immunsuppressiva beeintrachtigt werden.
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. . 1
Sirolimus'%:

Auch Sirolimus wird vorwiegend iiber das CYP 3A4-System metabolisiert. Zuséatzlich
ist es ein Substrat vom P-Glykoprotein. Zu den ausgepragten CYP 3A4-Inhibitoren
zahlen Ketoconazol, Voriconazol, Diltiazem, Verapamil und Erythromycin. Schwache
Hemmstoffe des CYP 3A4-Systems sind Nicardipin, Fluconazol, Cimetidin, Bromo-
criptin und Proteasehemmer. All diese Wirkstoffe fiihren bei gleichzeitiger Einnahme

mit Sirolimus zu einer Erhohung des Sirolimus-Blutspiegels.

Rifampicin, Phenobarbital, Phenytoin, Carbamazepin und Johanniskraut gehoren zu
den CYP 3A4-Induktoren. Durch die Erhéung des Sirolimus-Metabolismus wird der
Sirolimus-Blutspiegel gesenkt.

Auch die im Grapefruitsaft enthaltenen Flavonoide beeinflussen die CYP 3A4-
vermittelte Metabolisierung. Daher sollte die Sirolimus-Medikation nicht zusammen

mit Grapefruitsaft durchgefiihrt werden.

Ciclosporin A ist ein CYP 3A4-Substrat und wirkt daher inhibitorisch auf den Siroli-
mus-Stoffwechsel. Beim Absetzen von Ciclosporin A muss die Sirolimus-Dosis um

das 4-fache erhoht werden.

Everolimus'*':

Everolimus wird wie Sirolimus vorwiegend iiber CYP 3A4 und zusitzlich iiber das P-
Glykoprotein metabolisiert. Zusdtzlich wird Everolimus iiber das CYP 2D6-System
verstoffwechselt. Inhibitoren des CYP 3A4-Systems sind Azol-Antimykotika, Makro-
lidantibiotika, Verapamil, Diltiazem und Proteaseinhibitoren wie Indinavir. Bei kom-
binierter Einnahme dieser Wirkstoffe mit Everolimus kommt es zu einer Erh6hung des
Everolimus-Blutspiegels. Wird Everolimus gleichzeitig mit Johanniskraut, Carbama-
zepin, Phenytoin oder Efavirenz eingenommen, so bewirken diese CYP 3A4-
Induktoren die Senkung der Everolimus-Blutkonzentration. Auch bei der Medikation
mit Everolimus sollte Grapefruitsaft vermieden werden, da dieser Flavonoide enthilt,

die das CYP 3A4-System inhibieren.
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4.3 Pharmakokinetik

Die Pharmakokinetik befasst sich mit den Konzentrationsverdnderungen von Pharma-
ka im Organismus in Abhéngigkeit von der Zeit. Sie charakterisiert somit die Resorp-

tion, Verteilung, Metabolisierung und Ausscheidung des Arzneistoffes.

4.3.1 LADME-Modell

Das LADME-Modell ist eine Mdglichkeit, die Pharmakokinetik von Arzneistoffen

darzustellen''?.

L steht fiir Liberation, also der Freisetzung des Wirkstoffs aus der Darreichungsform.

Mit Hilfe von Freigabe-Tests kann die Freisetzung in vitro bestimmt werden.

A beschreibt die Absorption des Wirkstoffes. Die Absorption hingt von den Eigen-
schaften des Arzneistoffes ab (Loslichkeit, Lipophilie, Molekulargewicht und chemi-
sche Struktur), dem Anwendungsort, der Anwendungsart, der Dosierung, den Hilfs-
stoffen, der Kontaktzeit mit der Resorptionsoberfliche und der Durchblutung des

resorbierenden Organs.

D ist die Abkiirzung fiir den Begriff Distribution. Gemeint sind damit die dem Arznei-
stoff zur Verfiigung stehenden Verteilungsrdume. Diese konnen extrazelluldr und/oder

intrazellulér sein.

Die Metabolisierung wird mit M dargestellt und ist ein Synonym fiir die Biotransfor-
mation. Lipophile Substanzen werden nach der glomeruldren Filtration der Niere weit-
gehend riickresorbiert und konnen deshalb nur langsam renal ausgeschieden werden.
Der Korper ist bestrebt diese Substanzen in hydrophilere, leichter ausscheidbare Stoffe

umzuwandeln. Dabei konnen toxische oder auch potente Metabolite entstehen.
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E steht flir Elimination, d.h. Ausscheidung des Wirkstoffes. Die hdufigste Elimination
findet iiber die Niere oder Leber statt. Molekiile mit einem Molekulargewicht < 300
Da werden renal ausgeschieden. Ist das Molekulargewicht > 500 Da wird der Arznei-
stoff bildr ausgeschieden. Intestinale und pulmonale Eliminationen finden weitaus sel-
tener statt. Herzglykoside werden beispielsweise in das Darmlumen sekretiert, fliichti-
ge Substanzen wie #therische Ole oder inhalative Narkotika werden iiber die Lunge

ausgeschieden.

4.3.2 Pharmakokinetische Daten

Tab. 6 fasst die pharmakokinetischen Daten fiir die Immunsuppressiva Ciclosporin A,
Tacrolimus, Sirolimus und Everolimus zusammen. Die Bioverfiigbarkeit (BV) ist ab-
hiangig von der Nahrungsaufnahme. Deshalb sollte die Einnahme des Medikaments

konstant vor oder wahrend der Mahlzeit stattfinden.
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Pharmakokinetische

Parameter Ciclosporin A Tacrolimus Sirolimus Everolimus
BV [%] 35 20-25 10 16
Einfluss Nahrung + + + +
tmax (D] 2,5 1-3 1 1,3-1,8
t,, [h] 6-16 3,5-40 62 +16 18-35
Cpmin [Ng/mL] 100-400 5-15 4-20 3-15
\% 3,5 L/kg 1300 L 56-16,7L/kg 342 £107L
cs[d] k.A 3 5-7 7
B/P-Verhiltnis 60/40 20/1 36/1 75/25
PE [%] 90 > 98,8 92 75
CYP 3A4 3A4 3A4 3A4,2D6
Kot [%] 94 98 91 98
Niere [%] 6 2 2 2

Tab. 6: Pharmakokinetische Daten fiir Ciclosporin A, Tacrolimus, Sirolimus und

Everol imu52,8,106,108,109

In Plasma sind die Immunsuppressiva vorwiegend an Albumin und saures al-
Glykoprotein gebunden. Eine Ausnahme stellt Ciclosporin A dar. Hier ist der im Plas-
ma vorliegende Wirkstoff vorwiegend an Lipoproteine gebunden. Abb. 24 zeigt die

Verteilung von Ciclosporin A in Vollblut.
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5% Lymphozyten
4% Granulozyten

33% Plasma

15% Albumin

und andere Proteine 2% freies CyA

25% LDL 56% HDL

Abb. 24: Schematische Darstellung der Verteilung von Ciclosporin A in Vollblut
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In Tab. 7 ist die Verteilung der Immunsuppressiva im Vollblut detailliert aufgezeigt.

Prozentuale Verteilung

Immu_n- zellulére Bestandteile Plasma freier Analyt
suppressivum
Erythrocyten Lymphozyten Granulozyten Leukozyten HDL LDL VLDL  sonstige Proteine
Ciclosporin A 67 33 1-2
58 5 4 k.A. 43-57 25 2 5-15
Tacrolimus 75,5 24.5 0,7+0,19
74,4+5,0 k.A. k.A. 1,L1£04 |272+6,6 10,0+42 28+1,8 60,1 +6,5
Sirolimus 97 3,1+2,5 0,175
945+49 1,0£1,0 1,0 £ 0,88 19,5+3,9 20,5+59 1,2+0,5 60
Everolimus
75 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 74 k.A.

Tab. 7: Prozentuale Verteilung der Immunsuppressiva im Vollblut®>*#%

Die Verteilung von Tacrolimus und Everolimus zwischen Blut und Plasma ist konzent-

7,101

rationsabhingig” " . Bei Ciclosporin A und Tacrolimus ist die Verteilung zwischen den

zelluldren Bestandteilen und Plasma temperaturabhingig”’.

Die pharmakokinetischen Parameter konnen sich innerhalb ethnischer Gruppen unter-
scheiden. Mancinelli et al. haben diesbeziiglich Untersuchungen fiir Tacrolimus in drei
verschiedenen ethnischen Gruppen (Afro-Amerikaner, Latein-Amerikaner und Weil3e)
durchgefiihrt'"®. Diese Untersuchung zeigt bei intravendser Verabreichung keine signi-

fikanten Unterschiede in der Pharmakokinetik, bei per oraler Applikation jedoch
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schon. Dies ist wahrscheinlich auf Unterschiede der Aktivitit von intestinalen CYP

3A4- und P-Glykoprotein-Enzymsystemen zuriickzufiihren.

4.4 Therapeutisches Drug Monitoring (TDM)

Unter Therapeutischem Drug Monitoring (TDM) versteht man die Bestimmung des
Wirkstoffspiegels im Blut. Ziel ist es, eine individuelle Pharmakokinetik des betref-
fenden Patienten zu erhalten, um dadurch, falls erforderlich, die Dosierung gezielt an-

. 114
passen zu konnen

. Therapeutisches Drug Monitoring ist nicht immer sinnvoll. Der
Nutzen muss klar im Vorteil stehen, denn ein Durchfiihren des TDM bedeutet immer
einen invasiven Eingriff, um an die zu untersuchende Matrix Blut zu kommen. Es gilt
festzuhalten, dass bis zum heutigen Zeitpunkt keine randomisierten Studien belegen

konnen, dass Patienten, die sich einem TDM unterziehen, ein Benefit genieBen“S.

Bei vielen Pharmaka konnte ein Zusammenhang zwischen der Wirkstoffkonzentration
im Blut und den klinischen Effekten festgestellt werden, so dass die Blutkonzentration
als messbare Alternative fiir die nur sehr schwer messbare Konzentration des Wirkstof-
fes in den Geweben gilt. Die Blutprobe wird in der Regel kurz vor der nichsten Wirk-
stoffapplikation entnommen, so dass die ermittelte Konzentration dem Talspiegel ent-

spricht'®.

Die Blutspiegelkontrollen zur Therapieiiberwachung sind dann sinnvoll, wenn das ein-
gesetzte Pharmakon eine geringe therapeutische Breite besitzt und somit bei Uberdo-
sierung ein Intoxikationsrisiko besteht. Zeigt der Wirkstoff keine lineare Pharmakoki-
netik, das heif}it, ist keine Dosis-Wirkungsbeziehung ersichtlich, so wird auch in
diesem Falle ein TDM durchgefiihrt. Bei Arzneistoffen, die eine groe Blutspiegel-
schwankung nach Einnahme zeigen (Ciclosporin A), sollte die C2- (2 Stunden nach
Applikation) und Talspiegelkonzentration bestimmt werden. Studien konnten zeigen,
dass eine OrganabstoBung wéhrend einer Therapie mit Ciclosporin A unter Beriick-
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sichtigung der Talspiegelkonzentration nicht vorhersagbar war. Eine Vorhersage konn-

te jedoch gemacht werden unter Beobachtung des C2-Spiegels'"”

. Der therapeutische
Bereich des C2-Monitorings ist viel geringer als bei der Talspiegelkonzentration. Die
Durchfiihrung eines TDM ist unumgénglich bei der Behandlung mit weiteren Arznei-
stoffen, die eine starke Wechselwirkung mit dem ,,critical dose pharmacon® zeigen.
Dies ist beispielsweise bei der gleichzeitigen Einnahme von Ciclosporin A und Keto-
conazol der Fall. Ein weiterer Grund fiir das TDM sind geféhrliche Nebenwirkungen
im oberen therapeutischen Bereich (Nephrotoxizitit bei Ciclosporin A). Das Ziel jeder
Arzneimitteltherapie ist eine therapeutisch optimale Konzentration des Wirkstoffes am
Wirkort. Immunsuppressiva zeigen eine hohe interindividuelle und intraindividuelle
Variabilitit in der Pharmakokinetik und -dynamik. Dies wiirde die Wahrscheinlichkeit
eines Therapieversagens erhohen, wenn alle Patienten gleich dosiert therapiert wiir-

den''®.

Ein Therapeutisches Drug Monitoring wird bei der Behandlung des Patienten mit fol-

genden Wirkstoffgruppen empfohlen''”''®:

* Immunsuppressiva

* Herzglykoside

= Zytostatika

*  Aminoglykosid-Antibiotika
* Antiarrhythmika

* Psychopharmaka

* Antikonvulsiva

= Antiepileptika

= HIV/AIDS-Medikamente
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Ein TDM ist grundsétzlich nicht erforderlich, wenn die Pharmakodynamik eines Wirk-
stoffes, z.B. Abnahme der Herzfrequenz durch B-Adrenorezeptorblocker, gut bestimmt

werden kann''?,

Das TDM bei Immunsuppressiva ist von groler Bedeutung. Die Konsequenzen einer
falschen Dosierung des Wirkstoffes sind verheerend. Eine Unterdosierung wiirde zu
einer AbstoBungsreaktion des Transplantates fiihren, wohingegen eine Uberdosierung
starke Nebenwirkungen und eine fast komplette Unterdriickung des Immunsystems
mit fatalen Folgen nach sich zichen wiirde. Tab. 8 zeigt nochmals die empfohlenen
therapeutischen Bereiche der in dieser Arbeit untersuchten Immunsuppressiva. Ein
Therapeutisches Drug Monitoring sollte erst nach 4 bis 5 Halbwertszeiten durchge-
fiihrt werden. Erst dann ist die Steady-State-Konzentration (cs) im Blut erreicht und

die Ergebnisse aussagekriftig.

. Therapeutischer Bereich [ng/mL]
Immunsuppressivum

(Talspiegel)
Ciclosporin A 100-400
Tacrolimus 5-15
Sirolimus 4-20
Everolimus 3-15

Tab. 8: Therapeutische Bereiche fur das Monitoring von Ciclosporin A, Tacrolimus,

Sirolimus und Everolimus
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Der therapeutische Bereich ist von vielen Faktoren abhédngig. Einerseits sind die
Talspiegelwerte von der angewandten analytischen Methode abhidngig, andererseits
bestimmen die Art des transplantierten Organs, die Zeit seit der Transplantation und

das Therapieregime selbst die angestrebte Talspiegelkonzentration'®’

. Der therapeuti-
sche Bereich stellt somit nur einen Richtwert dar. Die Dosierung selbst muss aus dem

Gesamtzusammenhang der klinischen Situation heraus bestimmt werden.

Die analytischen Verfahren zur Bestimmung der Blutkonzentration sollten prizise,
richtig und robust sein. Somit diirfen die gefundenen Konzentrationen nicht mehr als
15 % vom wahren Wert abweichen und die Variationskoeffizienten sollten < 15 %
betragen. Die angewandten Methoden miissen validiert sein. Sinnvoll ist es, die Meta-
boliten des Wirkstoffes von Interesse mitzubestimmen. Der M1-Metabolit von Cic-
losporin A beispielsweise hat noch 1/10 der Potenz vom Ausgangswirkstoff’. Den Me-
taboliten AM1c9 und AM19 von Ciclosporin A wird die Hauptverantwortlichkeit fiir

die Nephrotoxizitit angelastet''”.
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4.4.1 Indikation fur TDM

Fur das TDM
sing!15:117.120.121.

gibt es mehrere Indikationen, die nachstehend aufgelistet

Festlegen der Dosis

Verdacht auf Uberdosierung

Ausbleiben des therapeutischen Effektes bei normaler Dosis
Compliance (Kontrolle, ob Arzneimittel eingenommen wurde)
Auftreten von unerwiinschten Wirkungen

,Ausdosieren* einer Monotherapie (Dosis bis zur toxischen

Grenze erhohen)
Umstellung der Therapie auf ein anderes Medikament
Dosisdnderung bei Dauertherapie

Vorliegen von pharmakologischen Metaboliten

(Primidon — Phenobarbital)
Funktionsstorung der Ausscheidungsorgane (Leber, Niere, Galle)

Eintritt der erwiinschten bzw. unerwiinschten Wirkung erst nach

einer deutlichen Latenz

Vorhandensein genetischer Polymorphismen, die die

Verstoffwechselung des Wirkstoffes betreffen

Einsatz von Generika
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass die erhaltenen Werte im Therapeutischen Drug
Monitoring abhéngig sind vom Zeitpunkt der Probenentnahme, des analytischen Ver-
fahrens und der Pharmakogenetik des einzelnen Patienten. Eine Weiterentwicklung in
der Bioanalytik wird zu einer verbesserten Selektivitat und Sensitivitdt beziiglich der

"> Das Therapeutische Drug

Konzentrationsmessung der Immunsuppressiva fiihren
Monitoring der Immunsuppressiva gewdahrleistet die Sicherheit der Patienten und ein

moglichst langes Leben mit dem Transplantat.

4.4.2 Analytik der Immunsuppressiva

Mit der Einfiihrung von Ciclosporin A als Immunsuppressivum mit geringer therapeu-
tischer Breite Anfang der 80iger Jahre entstand die Notwendigkeit der quantitativen
Analyse dieser Wirkstoffgruppe. Grundsétzlich gibt es mehrere Analyseverfahren, die
jeweils Vor- und Nachteile mit sich bringen. Die Quantifizierung der Immunsuppressi-

va kann mit Hilfe folgende Verfahren durchgefiihrt werden'*:

Gaschromatographie-MS/MS

LC-UV / ECD / Fluoreszenz

Antikorper-Immunoassays

LC-MS/MS

Bedingungen fiir angewendete Analyseverfahren sind hohe Richtigkeit, Prazision und
Spezifitit. Zusitzlich sind niedrige Kosten und einfache Handhabung wiinschens-

' Obwohl Immunoassays eine breite Anwendung fiir die Routine-Bestimmung

wert
gefunden haben, zeigen sie haufig eine variable Kreuzreaktivitit mit inaktiven Meta-

boliten der Muttersubstanz. Daher kommen hiufiger spezifische LC-Methoden zum
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Einsatz, vor allem in Kombination mit Tandem-massenspektrometrischer Detektion'®.
Zur Analyse von Ciclosporin A gibt es 6 verschiedene Immunoassays, z.B. CYCLO-
Trac SP®, FPIA®, EMIT®, CEDIA® auf dem Markt. Aufgrund ihrer unterschiedlich
ausgeprigten Kreuzreaktivitit mit Ciclosporin A zeigen sie unterschiedliche Konzent-

rationen fiir ein und dieselbe Probe an'®

. Ansonsten kann Ciclosporin A auch mittels
HPLC-UV und LC-MS/MS quantifiziert werden'**'*'*. Tacrolimus wird hochspezi-
fisch und sehr sensitiv mittels LC-MS/MS quantifiziert'>’. Die meisten Untersu-
chungslaboratorien jedoch verwenden Immunoassays, wie z.B. PRO-Trac 11 ELISA
oder MEIA II. Zu beachten ist, dass beide Immunoassays Kreuzreaktivitidten mit Tac-
rolimus-Metaboliten zeigen'”. Fiir die quantitative Untersuchung von Sirolimus und
Everolimus stehen zurzeit keine Immunoassays zur Verfligung. Beide Immunsuppres-
siva konnen mittels HPLC-UV oder LC-MS/MS analysiert werden’®'0>125:12-130.131.132.
Sirolimus und Everolimus haben aufgrund ihrer starken strukturellen Ahnlichkeit auch
sehr dhnliche physikalische und chemische Eigenschaften. Dies spiegelt sich in der
UV-Detektion wider, denn beide Analyten haben ihr Absorptionsmaximum bei 278
nm. Um Sirolimus und Everolimus in Gegenwart ihres gemeinsamen Internen Stan-
dards simultan quantifizieren zu konnen, miissen alle drei Analyten vorher chroma-
tographisch getrennt werden. Aufgrund ihrer strukturellen Gemeinsamkeiten fiihrt die
chromatographische Separation unter isokratischen Elutionsbedingungen zu langen
analytischen Liufen, die sich auf etwa 20 Minuten belaufen'”. In einem Routinelabor
mit einem hohen Probendurchsatz ist diese Analysemethode daher nur eingeschriankt

einsetzbar.

Alle Analyseverfahren bringen Vor- und Nachteile mit sich. Bei den Immunoassays ist
die unselektive Kreuzreaktivitiat der Metaboliten ein nicht unbedeutsamer Nachteil, der
zu fehlerhaften Messergebnissen flihrt. Weiterhin braucht man zur Detektion verschie-
dener Immunsuppressiva unterschiedliche Immunoassays. Eine simultane Quantifizie-
rung mehrere Analyten ist daher nicht moglich. Es ist darauf hinzuweisen, dass es fiir
Everolimus und Sirolimus derzeit keine Immunoassays auf dem Markt gibt. Im Verge-
lich zu der Analyse gefillter Vollblutproben unter Verwendung eines on-line SPE-LC-

MS/MS-Systems sind Immunoassay-Kits sehr teuer, jedoch bedarf es keines aufwen-
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digen und kostspieligen apparativen Aufbaus. Eine extensive Probenaufbereitung ist

wie auch bei der HPLC-UV-Analyse notwendig.

Ein Vorteil fiir das HPLC-UV-Verfahren ist die Anwendung eines sensitiven, jedoch
nicht besonders teuren Detektors. Es konnen jedoch auch bei diesem Ansatz nicht alle
Immunsuppressiva simultan quantifiziert werden, da sie unterschiedliche Absorpti-
onsmaxima besitzen. Ciclosporin A und Tacrolimus absorbieren am effektivsten bei
einer Wellenlinge von 210 nm, Sirolimus und Everolimus hingegen bei 278
nm'?**PB4 Werden strukturell sehr dhnliche Analyten unter isokratischen Bedin-
gungen voneinander getrennt, so ist ein sehr langer chromatographischer Lauf von N6-

ten.

Der Einsatz des Massenspektrometers als Detektor mit seiner hohen Sensitivitdt und
Spezifitit erlaubt es zum ersten Mal, alle vier Immunsuppressiva simultan zu quantifi-
zieren. Die Ausgangsprobe fiir alle vier Analyten ist Vollblut, so dass die Probenaufbe-
reitung fiir die LC-MS/MS-Analyse fiir alle Zielanalyten gleich durchgefiihrt wird.
Der Massenspektrometer erlaubt einen minimalen chromatographischen Aufwand,
denn die Analyten miissen nicht separat von der analytischen Trennsdule eluieren. Eine
Koelution der Wirkstoffe beeinflusst die Detektion mit dem MS nicht, denn die Analy-
ten zeigen unterschiedliche Masseniibergéinge. Eine simultane Quantifizierung aller
Immunsuppressiva spart Zeit und ist kosteneffektiv, da nur eine Apparatur notwendig
ist. Der Probendurchsatz ist aufgrund der kurzen Analysezeit von nur wenigen Minu-
ten sehr hoch. Nachteilig sind die hohen Investitionskosten fiir einen Massenspektro-
meter und die Notwendigkeit von speziell geschultem Personal. Jedoch sind die direk-
ten Kosten eines LC-MS/MS-Laufes inklusive Personalkosten um etwa 50 % niedriger
als das Analyseverfahren mit einem Immunoassays'°. Die Vorteile des HPLC-
MS/MS-Verfahrens fiihren dazu, dass die Methodenentwicklung zur simultanen Quan-

tifizierung aller Immunsuppressiva in letzter Zeit stark zugenommen
hat2-10:11:12.99.137,138
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5 CDB: Neue biologische Matrix

CDB steht fiir ,,cell-disintegrated blood*“. Diese neue biologische Matrix entsteht durch
eine Hitzeschockbehandlung (engl.: heat shock treatment; HST) von nativem, antiko-
aguliertem Vollblut. Die triibe, rote Suspension einer Vollblutprobe wird durch Erhit-
zen unter definierten Bedingungen in eine klare, homogene, rote Fliissigkeit, die frei

von zelluldren Bestandteilen ist, umgewandelt.

Das Ziel der Hitzeschockbehandlung ist die komplette Desintegration von Erythrozy-
ten, Leukozyten und Thrombozyten. Auf diesem eleganten Weg konnen ohne Zusatz
von Hilfsmitteln intrazelluldire Wirkstoffe freigesetzt und zur quantitativen Analyse

zuginglich gemacht werden.

5.1 Definition

Durch die Hitzeschockbehandlung (HST) von nativem, antikoaguliertem Vollblut
kommt es zur Desintegration der darin enthaltenen zelluliren Bestandteile. Dabei ent-
steht eine neue biologische Fliissigkeit, das zell-desintegrierte Blut (engl.: cell-
disintegrated blood; CDB). Die Zellmembran verdndert ihren Aufbau und erlaubt so-
mit das Austreten der intrazelluldr lokalisierten Stoffe, wie z.B. Himoglobin, Immu-
nophiline, intrazellular gebundene Wirkstoffe und viele andere Proteine und Inhalts-
stoffe. Die Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit sind die Ermittlung und
Charakterisierung von Einflussfaktoren bei der Herstellung und Verwendung dieser

neuen biologischen Matrix im Rahmen des TDM.
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5.2 Charakterisierung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte herausgefunden werden, bei welcher Temperatur und
Heizdauer eine Vollblutprobe einer Hitzeschockbehandlung unterzogen werden kann.
Die Temperatur und Heizdauer sollten so gewdhlt werden, dass eine vollstindige Des-
integration der Blutzellen auftritt, jedoch gleichzeitig die Proteinmatrix nicht denatu-

riert.

Daher sollten in einem ersten Schritt bestimmte Prozessparameter definiert und quanti-
fiziert werden. Diese stellen unter anderem die Ober- und Untergrenzen der Hitze-
schockbehandlung dar. Aulerdem beschreiben sie die optimalen Aufheizbedingungen
von Vollblut. Da die Erythrozyten mit nahezu 95 % die groBte Fraktion der zelluldren
Bestandteile im Blut darstellen und die untersuchten Modellanalyten zum grofBten Teil
erythrozytar gebunden sind, liegt das Hauptaugenmerk auf der Desintegration dieser
Blutzellen. Die kleinste Fraktion im Vollblut bilden die Leukozyten mit ca. 0,1 %.

Thrombozyten stellen knapp 5 % der zelluldren Bestandteile im Blut dar.

5.2.1 Methoden zur Bestimmung der Effizienz der

Hitzeschockbehandlung (HST)

Die Effizienz der Hitzeschockbehandlung, d.h. das Ausmal3 der Zell-Desintegration,
wird mit zwei unabhédngigen Methoden bestimmt. Zum einem durch Verdiinnung der
Probe mit Trypanblau-Losung und der anschlieBenden Auszdhlung der Erythrozyten in
einer Neubauer-Zahlkammer mit Hilfe eines Mikroskops. Zum anderen durch photo-
metrische Quantifizierung des nach der Hitzeschockbehandlung freigesetzten Himo-

globins.
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5.2.1.1 Mikroskop

Frither wurde die Zellzahl im Blut ausschlieBlich durch mikroskopische Zahlung mit
verschiedenen Zdhlkammern (Neubauer-, Tiirk-, Thoma-, Biirker- oder Schilling-

Zihlkammer) bestimmt'>’

. Die Probe wird 2-mal ausgezéhlt und die Anzahl der Zellen
darf um maximal 10 % voneinander abweichen. Zur Bestimmung der Effizienz der
Hitzeschockbehandlung wurde im Rahmen dieser Arbeit mit der Neubauer-

Zahlkammer gearbeitet (Abb. 25).
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Abb. 25: Aufbau der Neubauer-Zahlkammer'*

Die Zahlkammer besteht aus 9 Grof3quadraten. Zur Auszdhlung der Erythrozyten wird
das mittlere GroBquadrat herangezogen, das aus 25 Kleinquadraten besteht. Diese sind
jeweils in 16 Kleinstquadrate unterteilt. Zur Quantifizierung der Erythrozyten werden
fiinf diagonal angeordnete Kleinquadrate ausgezdhlt. Die Kleinstquadrate werden

meanderformig mit dem Mikroskop (100-fache VergréBerung) nach Erythrozyten ab-
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gesucht. Unter Berlicksichtigung des Verdiinnungsfaktors, der Kammertiefe und der
ausgezahlten Kammerflaiche kann die Anzahl der enthaltenen Erythrozyten pro uL

Blut mit folgender Formel berechnet werden.

Anzahl gezahlter Erythrozyten x Verdinnungsfaktor

Erythrozyten/ L = - > _
Kammerflache [mm~] x Kammertiefe [mm)]

Die zu untersuchende Vollblutprobe wird vor der Auszdhlung 1:100 mit Trypanblau-
Losung versetzt. Trypanblau ist ein anionischer Farbstoft aus der Gruppe der Azo-
farbstoffe und dient unter anderem als Farbstoff fiir Vitalfarbungen'*’. Dieser Farbstoff
kann nur eine zerstorte, nicht jedoch eine intakte Zellmembran passieren. Tote Zellen
erscheinen im Lichtmikroskop blau, da der blaue Farbstoff an zytosolische Proteine
bindet. Intakte Zellen (lebende Zellen) nehmen den Farbstoff nicht auf und erscheinen
gelblich. Die Anzahl der Erythrozyten wird zuerst in einer unbehandelten Probe be-
stimmt und entspricht dem 100 % -Wert. Nach dem Prozessieren der Probe mittels
Hitzeschock werden die verbliebenen Erythrozyten erneut ausgezéhlt. Die Differenz

entspricht der Effizienz der Hitzeschockbehandlung (HST).

5.2.1.2 Photometer

Bei der Hitzeschockbehandlung wird Himoglobin aus dem Inneren der Erythrozyten
freigesetzt. Zur Bestimmung der Hdmoglobin-Konzentration nach der Endpunktme-
thode von Drabkin wird Vollblut mit Drabkin’s Reagenz versetzt. Dieses Reagenz be-
steht aus K;[Fe(CN)s], KCN, Na,C0; Brij 35 und Wasser'*'. Alle Héamoglobinformen

auBer Sulthdmoglobin werden durch die Reaktion mit Ferricyanid in Methdmoglobin
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umgewandelt. Dieses bildet mit Cyanid einen Komplex, der bei 540 nm photometrisch
detektiert werden kann. Brij 35 ist ein Detergenz, das zur Lyse der Erythrozyten fiihrt.
Die Hédmoglobin-Freisetzung aus einer unbehandelten Vollblutprobe ist somit auf Brij
35 zuriickzufiihren. Zur Bestimmung der Effizienz der HST muss die prozessierte Pro-
be zentrifugiert werden, damit sich im Uberstand nur durch Hitzeschock freigesetztes
Himoglobin befindet. Ein Aliquot des Uberstandes wird anschlieBend mit Drabkin’s

Reagenz versetzt und das Himoglobin photometrisch quantifiziert.

5.2.2 Prozessparameter: tg, tmax, tmin, thear UNd tappiied

Zur Charakterisierung und anschliefenden Optimierung der Hitzeschockbehandlung
von Vollblut mussten zu Beginn der Arbeit Prozessparameter definiert und anschlie-
Bend experimentell bestimmt werden. tg, tmax, tmin, UNd they sSind die vier erforderlichen
Prozessparameter. Zusétzlich wird der Parameter t,,pi.q definiert. Sie beschreiben den
Bereich der effizienten Hitzeschockbehandlung und geben die optimalen Bedingungen

fiir das Prozessieren einer Vollblutprobe an.

tc: Zeitpunkt der Gelbildung

Wird Vollblut bei hohen Temperaturen erhitzt, so bildet es ein Gel. Der Zeitpunkt, ab

dem die Gelbildung bei einer bestimmten Temperatur eintritt, wird mit t; bezeichnet.
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tmax: Maximale Prozessierungsdauer

tmax €ntspricht der Heizdauer einer Vollblutprobe bei einer bestimmten Temperatur, bei
der gerade noch kein Gel entsteht. Dieser Parameter errechnet sich aus der Subtraktion

von lsec vom ermittelten tg-Wert.

tmax = tg-1sec

tmin: Minimale Prozessierungsdauer

tmin €ntspricht der minimalen Aufheizzeit der Vollblutprobe bei einer bestimmten Tem-
peratur, die zu einer quantitativen Desintegration der Erythrozyten fiihrt. Somit sind in

der Neubauer-Zahlkammer keine Erythrozyten mehr sichtbar.

thear: Errechnete Prozessierungsdauer

theat Deschreibt die optimale Heizdauer einer Vollblutprobe bei einer bestimmten Tem-

peratur. Dieser Prozessparameter wird wie folgt berechnet:

1:heat = 095 X (tmax + tmin)

Lappiiea: Festgelegte Prozessierungsdauer

tapplied g1bt beschreibt die angewandte Heizdauer einer Vollblutprobe bei einer be-

stimmten Temperatur an. Dieser Parameter liegt zwischen t,;, und t;..

Alle im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden mit EDTA-Blut

durchgefiihrt. Im Folgenden wird dieses einfachheitshalber mit Vollblut bezeichnet.
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5.2.3 Experimenteller Aufbau zur Bestimmung der

Prozessparameter

Alle Prozessparameter wurden off-line, d.h. manuell, bestimmt. Dazu wurde EDTA-
Vollblut in heparinisierte Glaskapillaren (50 x 0,5 mm 1.D.) gefiillt, die mit Knete ver-
siegelt wurden. Die gefiillten Glaskapillaren wurden in einem exakt temperierten Was-
serbad erhitzt und anschlieend in Eiswasser abgekiihlt. Der Temperaturbereich zur

Bestimmung der Prozessparameter betrug 60 bis 95°C.

e

Nach dem Abkiihlen der Hitzeschock-prozessierten Probe wird der Inhalt der Glaska-

pillare auf einen Objekttrager entleert und die Konsistenz der Probe beurteilt (Abb.
26).

|- =

Wasserbad Eiswasser Proben

Abb. 26: Experimenteller Aufbau zur Bestimmung von tg
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Lmin:

Die prozessierte Probe wird nach dem Abkiihlen 1:100 mit Trypanblau-Losung ver-
setzt und die verbliebenen Erythrozyten mit Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer unter

einem Mikroskop ausgezahlt (Abb. 27).

O 3 —
\ \;‘-‘
I - S
Verdiinnen j""\’:- ..__.
- - von CDB mit - "_.'_-_._x"““‘ o | +
& 1
Trvpanblau- E’ &
Losung (1:100) S 7
Wasserbad Eiswasser L—-x\w_‘ — Neubauer-Zahlkammer
Mikroskop (100-fache
VergréBerung)

Abb. 27: Experimenteller Aufbau zur Bestimmung von tp,

Linax UNG thear:

Diese beiden Prozessparameter werden, wie in Kapitel 5.2.2 beschrieben, rechnerisch

bestimmt.

Abb. 28 zeigt die Gelbildungsgrenze fiir Vollblut, die fiir diese graphischen Darstel-
lung in einem Temperaturbereich zwischen 70 und 95°C bestimmt wurde. Aus der Ab-
bildung wird ersichtlich, dass tg stark temperaturabhéngig ist. Ein Anstieg in der Tem-
peratur zieht einen Abfall von t; nach sich. Das heift, je hoher die

Prozessierungstemperatur ist, desto schneller denaturiert Vollblut und bildet ein Gel.
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Abb. 28: Gelbildungsgrenze von Vollblut bei unterschiedlichen Temperaturen
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Grundsitzlich wurde tg fiir einen Temperaturbereich von 60 bis 95°C bestimmt. In

Tab. 9 sind die entsprechenden Werte dargestellt.

Temperatur [°C] tg [sec]

95 3

90 4

85 8

80 12
75 27
70 53
65 265
60 840

Tab. 9: Ermittelte tg-Werte fur Vollblut fiir einen Temperaturbereich von 60 bis
95°C

Neben tg wurden fiir Vollblut noch die Prozessparameter t,.y, tmin und tpe, fiir Tempe-

raturen zwischen 60 und 95°C experimentell ermittelt bzw. errechnet (Tab. 10).
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Temperatur [°C] tmax [S€C] tmin [S€C] theat [S€C]

95 2 2 2
90 3 3 3
85 7 7 7
80 11 10 11
75 26 6 16
70 52 26 39
65 264 32 148
60 839 420 630

Tab. 10: Ermittelte Werte fUr tpa, tmin UNd thesr €iner Vollblutprobe flr einen

Temperaturbereich von 60 bis 95°C

Bei Temperaturen < 65°C kommt es nicht zu einer Hitzeschockbehandlung, sondern
einer Warmebehandlung von Vollblut. Die Desintegration der Erythrozyten findet nur
sehr langsam statt. Die daraus resultierenden Werte fiir t,c,; sind sehr hoch. Bei hohen
Temperaturen (80-95°C) sind die Werte flir t,,,x und t,,;, gleich. Die Gefahr der Gelbil-
dung durch zu langes Erhitzen ist sehr groB. Die optimale Prozessierungstemperatur
liegt zwischen 70 und 75°C. Ausgehend von den Werten fiir t;.,, hat man ein groBBeres
Zeitfenster zu ldngeren und kiirzeren Autheizzeiten der Vollblutprobe, ohne einen Ver-
lust der Desintegrations-Effizienz zu fiirchten. Das bedeutet, dass ein geringes Abwei-

chen von ty.,; die Desintegration der Erythrozyten nicht beeinflusst.

Das off-line Prozessieren von Vollblutproben in Glaskapillaren ist ein reproduzierbarer

Vorgang.
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5.3 Bestimmung der Prozessparameter im

Vollblut verschiedener Spezies

Ziel der Entwicklung neuer Arzneimittel ist es, bessere therapeutische Moglichkeiten
zu schaffen. Vor der Erstanwendung eines neuen Wirkstoffes am Menschen, muss die
Wirkung eingehend charakterisiert und getestet werden, z.B. mittels In-vitro-Verfahren
oder Tierexperimenten. Daher unterscheidet man zwischen einer préklinischen und
klinischen Priifung. In der priklinischen Priifung werden die Pharmakokinetik, das
Teratogenitits- und Mutationspotential, chronische Toxizitdtsuntersuchungen und Ne-
benwirkungen des potentiell neuen Wirkstoffes unter anderem an Tieren untersucht.
Diese Tierversuche sind eine unverzichtbare Vorbedingung fiir die Anwendung einer

. 142
Prifsubstanz am Menschen ™.

In préklinischen Priifungen werden Tierversuche an verschiedenen Spezies durchge-
fihrt. Aus diesem Grund war es im Rahmen dieser Arbeit von Interesse, die universel-
le Einsetzbarkeit der neu entwickelten Probenautbereitungsmethode an Vollblut unter-
schiedlicher Tierarten zu untersuchen. Dazu wurden die verschiedenen Vollblutproben
off-line, d.h. manuell in Glaskapillaren, aufbereitet. Die Prozessierungstemperatur be-
trug 75°C. In dieser Versuchsreihe wurden alle vier Prozessparameter bestimmt. Zu-
satzlich wurde der Hamatokrit-Wert der Vollblutproben mit Hilfe einer Hdmatokrit-

Zentrifuge bestimmt. Tab. 11 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Spezies Anzahl (n) Hamatokrit-Wert tg [SeC] tmax [S€C]  tmin [SEC] theat [MiN]

Mensch 1 0.4 27 26 6 16
menschliches Nabelschnurblut 2 0,46-0,55 30-38 29-37 5-14 22-23
Wistar-Ratte 2 0.36 24 23 7 15
Dark-Agouti-Ratte 1 0.35 31 30 7 18
Piebald-Virol-Glaxo-Ratte 2 0.33 42 41 6 23
Spraque-Dawly-Ratte 5 0,39-0,45 37-43 36-42 2-3 19-22
Maus 2 0.34 19 18 7 12
Meerschweinchen 1 0.35 18 17 7 12
Beagle-Hund 1 0.58 32 31 7 19

Tab. 11: Ermittelte Prozessparameter fiir Vollblut verschiedener Spezien;

Prozessierungstemperatur: 75°C

Obwohl sich die Hiamatokrit-Werte der verschiedenen Spezies unterscheiden, liegen
die ermittelten Werte fiir t;, fiir alle Blutproben in einem Bereich zwischen 2 bis 14
Sekunden. Die Werte fiir den Prozessparameter t,,,, reichen von 17 bis 42 Sekunden.
Wenn das ermittelte ty., (16 Sekunden bei 75°C) fiir menschliches Vollblut mit einem
Héamatokrit von 0,4 als Standardwert gesehen wird, so ldsst sich sagen, dass das Voll-
blut aller hier untersuchten Spezies unter den gleichen Standardbedingungen effizient
prozessiert werden kann. Denn in keinem Fall ist bei einer Temperatur von 75°C ty;,

grofer und t,,,, kleiner als 16 Sekunden.

Blut von Neugeborenen besitzt im Vergleich zu Erwachsenenblut einen signifikant
hoheren Anteil an Retikulozyten (Tab. 12). Retikulozyten werden aus kernhaltigen

Vorstufen der Erythrozyten, den Normoblasten, gebildet. Nach AbstoBung des Kernes
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verbleiben zunéchst noch die Ribosomen im Zytoplasma, die nur zu einer sehr be-
grenzten Proteinsynthese fahig sind. Es handelt sich um noch nicht vollstindig ausge-
reifte Erythrozyten, die Retikulozyten genannt werden. In dieser Versuchsreihe sollte
zusitzlich untersucht werden, ob Retikulozyten einen gravierenden Einfluss auf die
Prozessparameter haben und beispielsweise t,;, so stark erhéhen, dass Vollblut von
Neugeborenen nicht unter Standardbedingungen prozessiert werden kann. Dies ist je-

doch nicht der Fall, wie Tab. 12 zeigt.

Entwicklungsstadium Alter Retikulozyten [%0]
Neugeborene 1.-4. Tag 1,4-4,1

1.-2. Woche 0,4-1,0

2.-4. Woche 0,3-1,1
Sauglinge 4.-12. Woche 0,5-1,9
Sauglinge und Kinder > 12. Woche 0,5-1,5
Frauen 0,8-4,1
Mainner 0,8-2,5

Tab. 12: Referenzwerte der Retikulozyten in verschiedenen Entwicklungsstadien des

Menschen®?
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5.4 Einfluss des Hamatokrit-Wertes auf die

Prozessparameter

Menschen sind Individuen und haben somit keine identische Zusammensetzung von
Vollblut. Der Anteil der zelluldren Bestandteile, wie Erythrozyten, Leukozyten und
Thrombozyten, im Blut ist von mehreren Faktoren, wie z.B. Medikation und Gesund-
heitszustand abhingig. Als Hamatokrit wird der Volumenanteil der Erythrozyten am
Gesamtblutvolumen bezeichnet. Wie in Tab. 13 aufgezeigt ist der Himatokrit unter
anderem abhingig vom Alter. Aber auch die Einnahme von Medikamenten kann die
Anzahl der Erythrozyten im Vollblut erhdhen (Erythropoetin) oder erniedrigen (Zyto-
statika). Zusétzlich fiihren akute und chronische Blutungen zu Andmien. Eine Erho-
hung des Hédmatokrits findet man als Folge eines Sauerstoffmangels beim Aufenthalt

in groBeren Hohen'™.

Entwicklungsstadium Alter Hamatokrit-Wert
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
Séuglinge und Kinder > 12. Woche 0,31-0,40
Frauen 0,35-0,47
Maénner 0,40-0,52

Tab. 13: Referenz-Hamatokrit-Werte in verschiedenen Entwicklungsstadien des

Menschen*?
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Wihrend der Hitzeschockbehandlung werden Erythrozyten desintegriert. Untersu-
chungen im Rahmen dieser Arbeit haben gezeigt, dass der Himatokrit einer Vollblut-
probe einen Einfluss auf die Prozessparameter und vor allem auf die Gelbildungsgren-
ze (tg) hat. Abb. 29 zeigt die Abhingigkeit von tg vom Hématokrit. Wieder wurden die
Proben off-line bei 75°C prozessiert.

55 -
50 -
45 4
40 4
354

30 -

tg [sec]

254 o

T T T T T T |
0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5 0.55 0.6 0.65

Hamatokrit

Abb. 29: Ermittelte Werte flr tg in Abhangigkeit vom Hamatokrit;

Prozessierungstemperatur: 75°C

Die Ergebnisse fiihren zu der Vermutung, dass Hiamoglobin fiir die Gelbildung von
Vollblut wéhrend der Hitzeschockbehandlung verantwortlich ist. Denn mit steigendem
Hamatokrit steigt auch die Menge an freigesetztem Hémoglobin. Es galt zu klédren,
welche Bestandteile im Blut schlussendlich fiir die Gelbildung verantwortlich sind. In
der Literatur wird beschrieben, dass Proteine durch Hitzeschockbehandlung Gele bil-
den koénnen'**'**. Die Gelbildung findet in zwei Schritten statt und kann durch physi-
kalische oder chemische Faktoren ausgeldst werden. Hitze fiihrt zuerst zu einer Disso-

ziation oder Entfaltung der Proteinmolekiile. Im Anschluss kommt es zu einer erneuten
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Assoziation und Aggregation der Proteinmolekiile, die in einem Gelsystem resultie-
ren'**'*. Die Heiztemperatur und Heizdauer beeinflussen die Gelstruktur. Tab. 14
zeigt die physikalischen und chemischen Faktoren, die zu einer Gelbildung bei Protei-
nen fithren. Ein Proteinnetzwerk wird in der Regel iiber nicht-kovalente Verkniipfun-
gen, wie hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken oder elektrostatische
Interaktionen, und seltener iiber kovalente Bindungen wie Disulfidbriicken gebildet.
Einfluss auf die Gelbildung hat auch das das Gel umgebende Losemittel. Dabei kommt

es zu Protein-Losemittel Wechselwirkungen. Wahrend der Denaturierung von Blut

mittels Hitzeschockbehandlung kommt es zur Bildung einer wissrigen Gelmatrix'*.

Typ Art Mechanismus

Physikalisch  Hitze Native Proteine entfalten sich partiell und bilden ein Netzwerk.

Hoher Druck  Driicke zwischen 200 und 500 MPa induzieren hydrophobische
Wechselwirkungen und Disulfidbindungen zwischen den
Proteinmolekiilen, was in einer neugeordneten Gelstruktur endet.

Chemisch Ionen Nach initialem Heizen und der Zugabe von Salz wird die
elektrostatische AbstoBung oder Ladung ausgeblendet und ein Gel
gebildet.

Harnstoff Harnstoff fiihrt zur intermolekularen Thiol-Disulfid Oxidation von

Thiol-Gruppen, was in einem Netzwerk resultiert.

Saure Eine langsame pH-Wert Erniedrigung erlaubt eine Denaturierung, die
zur Cluster- oder Aggregatbildung fiihrt. Diese fraktalen Strukturen
konnen als Bausteine des Gels gesehen werden.

Enzyme Enzyme katalysieren die Vernetzung von Glutaminresten zwischen den
Proteinen und bilden somit ein Gel.

Tab. 14: Physikalische und chemische Faktoren zur Induktion der Gelbildung bei

Proteinen'®
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Die Gelbildung von Vollblut durch Hitzeeinwirkung ist schon ldnger bekannt und wird
in der Chirurgie zur GefiBverddung mittels Laserenergie genutzt'*’. Untersuchungen
haben gezeigt, dass die Laser-induzierte Gelbildung in drei Phasen ablduft. In Phase 1
verdndert der Erythrozyt seine bikonkave Gestalt in eine sphérische, ohne dabei sein
Gesamtvolumen zu verdndern. In der ndchsten Phase kommt es zur Fragmentierung
der Blutzellen und die Himolyse wird eingeleitet. Die dritte Phase beinhaltet den Auf-
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bau der Gelmatrix aus kleinen, aggregierten Membranvesikeln ™. Zusitzlich wird in

der Literatur beschrieben, dass wéhrend der Hitzeschockbehandlung (HST) von Blut

16 Mittels Raman-Spektrometrie konnte gezeigt werden, dass

Héamoglobin denaturiert
es in den Erythrozyten durch Zufuhr von Hitze oder Laser-Energie zur Denaturierung

von Hiamoglobin und in Folge zur Aggregation von Him kommt'®.

Zum Beweis, dass freigesetztes Hamoglobin fiir die Gelbildung wihrend der Hitze-
schockbehandlung von Vollblut verantwortlich ist, wurde Humanplasma der Blutgrup-
pe AB mit lyophilisiertem Hdmoglobin versetzt. Als Kontrollprobe wurde reines Hu-
manplasma der Blutgruppe AB herangezogen. Fiir beide Ansdtze wurde off-line
(manuell in Glaskapillaren) die Gelbildungsgrenze bei verschiedenen Temperaturen

bestimmt. Tab. 15 fasst die Ergebnisse zusammen.

tg [sec] folgender Anséatze
Temperatur [°C]

AB-HP inkl. Hb AB-HP
85 2 > 10
70 10 >27

Tab. 15: Bestimmung der Gelbildungsgrenze fiir Plasmproben inklusive und

exklusive Hamoglobin
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Diese Versuchsreihe zeigt, dass das bei der Hitzeschockbehandlung freigesetzte Ha-
moglobin bei weiterer Hitzezufuhr die Gelbildung zu verantworten hat. Eine weitere
Energiezufuhr fiihrt zu einer Denaturierung des Proteins und zur Aggregation von

Ham.

Beim Hamoglobin handelt es sich um ein Chromoprotein, das aus vier Polypeptidket-
ten mit je einer Farbstoffkomponente, die als Hadm bezeichnet wird, besteht. Das Mo-
lekulargewicht betriagt etwa 64 kDa. Abb. 30 zeigt den strukturellen Aufbau eines

Hamoglobinmolekiils.
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Abb. 30: Schematische Darstellung eines Hamoglobin-Molekuls

Im Erwachsenenhdmoglobin (HbA) liegen zwei a-Polypeptidketten und zwei -
Polypeptidketten in symmetrischer Anordnung vor. Die a-Polypeptidketten bestehen
aus je 141 Aminosduren, die beiden B-Polypeptidketten aus je 146 Aminosduren. Beim

fetalen Hamoglobin (HbF) sind die beiden B-Polypeptidketten durch y-Ketten mit teil-
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weise anderer Aminosduresequenz ausgetauscht. Die Farbstoffkomponente der Poly-
peptidketten (das Ham) enthélt ein Protoporphyringeriist mit zweiwertigem Eisen als
Zentralatom. Das Protoporphyringeriist besteht aus vier Pyrrol-Ringen, die tiber
Methinbriicken miteinander verbunden sind. Die Pyrrol-Ringe tragen unterschiedliche

Seitenketten'®.

Da Himoglobin die Hauptverantwortung fiir die Gelbildung von Hitzeschock-
behandeltem Blut trdgt, sind die Ergebnisse in Abb. 29 nicht iiberraschend. Je hoher
der Hamatokrit der untersuchten Probe ist, desto mehr Himoglobin ist in dieser enthal-
ten. Je hoher der Himoglobingehalt der Probe ist, desto schneller kommt es zur Dena-

turierung dieses Proteins und zu der daraus resultierenden Gelbildung.

Weitere Versuche haben gezeigt, dass die Zugabe von Plasma eine Art Schutzfunktion
auf die Denaturierung von Hamoglobin hat. Fiir diesen Versuch wurde zuerst ein
Erythrozytenkonzentrat hergestellt. Eine EDTA-Vollblutprobe wurde dazu 10 Minuten
bei 1610 G zentrifugiert. Uberstehendes Plasma und der Buffy-coat wurden abpipet-
tiert. Das entnommene Volumen wurde mit isotonischer Kochsalz-Losung substituiert,
die Probe kurz gemischt und im Anschluss erneut bei 1610 G fiir 10 Minuten zentrifu-
giert. Das Waschen der Erythrozyten wurde insgesamt 3-mal durchgefiihrt. Ein Aliquot
des Erythrozyten-Konzentrats wurde 1:1 mit Humanplasma der Blutgruppe AB (AB-
HP) versetzt, ein weiteres Aliquot wurde 1:2 mit AB-HP gemischt. Im Anschluss wur-
de die Gelbildungsgrenze fiir alle drei Ansétze oft-line bei 85°C bestimmt. Die Ergeb-
nisse sind in Tab. 16 dargestellt.
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t; [sec] folgender Ansatze

Temperatur [°C] reines Erythrozyten- Erythrozyten-
Erythrozyten- konzentrat : AB-HP ! konzentrat : AB-HP
konzentrat (1:1) (1:2)
85 5 11 12

Tab. 16: Einfluss von AB-HP auf die Gelbildungsgrenze; Prozessierungstemperatur: 85°C

Aus diesen Versuchsergebnissen wird deutlich, dass eine Zugabe von Plasma die Gel-
bildungsgrenze zu einer lingeren Heizdauer verschiebt. Der Einfluss von AB-HP auf
die Gelbildungsgrenze wurde auch bei anderen Temperaturen untersucht und wird im

Kapitel 5.6 néher beschrieben.

Nicht nur der Einfluss des Hdmatokrits auf die Gelbildungsgrenze, sondern auch auf
die anderen Prozessparameter t;.y, tmi, und dem resultierenden tp.,; wurde bestimmt.
Dazu wurden Vollblutproben mit unterschiedlichen Hématokrit-Werten zusammenpi-
pettiert und bei 75°C in Glaskapillaren prozessiert. Die Ergebnisse sind in Tab. 17
dargestellt.
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Hct tmax [S€C] tmin [S€C] theat [S€C]

0,22 47 5 26
0,39 27 6 17
0,42 24 7 16
0,50 20 6 13
0,63 15 7 11

Tab. 17: Ermittelte Prozessparameter fiir verschiedene Hamatokrit-Werte (Hct);

Prozessierungstemperatur: 75°C

Die Ergebnisse zeigen, dass der Parameter t,,,, abhidngig ist vom Hamatokrit der unter-
suchten Probe. Dies ist nicht {iberraschend, da der Wert direkt gekoppelt ist an tg.
Festzuhalten ist jedoch, dass t;, fast unabhingig vom Hamatokrit zu sein scheint. Fiir
alle hier untersuchten Hamatokrit-Werte liegt das ermittelte t,,;, zwischen 5 und 7 Se-
kunden, wenn die Probe bei 75°C prozessiert wird. Dieser Versuch zeigt, dass das die
Erythrozyten umgebende Plasma keinen Einfluss auf die Desintegration der roten
Blutkorperchen hat, sondern ausschlieBlich den Prozess der Gelbildung beeinflusst.
theat Wird rechnerisch ermittelt und ist abhiangig von t,,, und ty;,. Aus diesem Grund
steigt der Wert fiir t,e,; mit sinkendem Héamatokrit. Das Zeitfenster zur quantitativen
Desintegration der Erythrozyten bei 75°C fiir Proben mit Hamatokrit-Werten im Be-
reich 0,22 — 0,63 liegt zwischen 7 und 15 Sekunden. Wéhrend dieser Heizdauer
kommt es in allen Proben zu einer vollstindigen Desintegration der Erythrozyten, je-
doch noch nicht zur Denaturierung des freigesetzten Himoglobins. In diesem Zeitfens-
ter lassen sich somit Proben mit unterschiedlichen Hadmatokrit-Werten unter identi-

schen Bedingungen quantitativ prozessieren.
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5.5 Einfluss verschiedener Infusionslésungen auf

die Prozessparameter

Viele stationédr behandelten Patienten erhalten Infusionen, um den benétigten Fliissig-
keits- oder Elektrolytbedarf zu decken. Parenterale Erndhrung ist dann von Noten,
wenn der Patient nicht selbststindig essen kann, oder die Nahrungszufuhr durch
selbststindiges Essen nicht ausreichend ist. Tutofusin® ist eine Elektrolytinfusionsls-
sung, die z.B. bei hypotoner Dehydratation oder kurzfristig als intravasaler Volumen-
ersatz angewendet wird"”'. Bei physiologischer Stoffwechsellage werden 30-40 mL/kg
KG und Tag infundiert. Zur parenteralen Erndhrung dient unter anderem Lipofundin®
MCT. Diese Emulsion dient zur Kaloriensubstitution mit rasch verwertbaren Fettkom-
ponenten und der Zufuhr essentieller Fettsduren im Rahmen der vollstidndigen parente-
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ralen Erndhrung'*. Unter Verwendung von Lipofundin® MCT 20 % werden dem Pati-

enten zwischen 0,5-2 g/kg KG und Tag infundiert.

Mit dem folgenden Versuch sollte gezeigt werden, ob und welchen Einfluss die Infusi-
on dieser beiden Losungen auf die Prozessparameter tg, tmax, tmin UNd they hat. Dazu
wurde zum einen Vollblut in physiologischen Verhiltnissen mit der jeweiligen Infusi-
onsldsung versetzt (Vollblut: Tutofusin®, 1:1; Vollblut:Lipofundin® MCT 20 %, 69:1).
Zum anderen wurde der Volumenprozentsatz von Lipofundin® MCT 20 % im Vollblut
stark erhoht. All diese Ansédtze wurden off-line be1 75°C prozessiert. Die native Voll-
blutprobe hatte einen Hamatokrit-Wert von 0,4. Die Ergebnisse sind in Tab. 18 zu-

sammengestellt.
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Prozessparameter Vollblut : Tutofusin

e Vollblut : Lipofundin® Vollblut : Lipofundin® Vollblut : Lipofundin®

[sec] Vollblut (1:1) MC(I?.;) % MC(;?.;) % MC(:G-BZB %
tg 27 44 32 29 29

tnax 26 43 31 28 28

tmin 7 7 7 7 8

- 17 25 19 18 17

Tab. 18: Ermittelte Prozessparameter von Vollblut inkl. verschiedener Infusionslésungen;

Prozessierungstemperatur: 75°C

Die Bestimmung der Prozessparameter aus Vollblut dient als Kontrolle beziehungs-
weise als Vergleichswert fiir die zusitzlich ermittelten Werte der anderen Ansitze. Die
Zufuhr von Tutofusin® in physiologischer Konzentration fiihrt dazu, dass die Probe
langer erhitzt werden kann, bis sie ein Gel bildet. Das Verdiinnen der Vollblutprobe mit
dieser Elektrolytlosung verlangsamt die Denaturierung vom freigesetzten Hamoglobin
und somit die Gelbildung. Die Zugabe von Lipofundin® MCT 20 % hat kaum eine
Wirkung auf die Gelbildungsgrenze von Vollblut. Gegeniiber der nativen Vollblutprobe
ist tg nur leicht erhoht. Die Menge an zugesetztem Lipofundin® MCT 20 % hat, auch
wenn der Zusatz weit iiber dem physiologischen Wert liegt, keinen Einfluss auf die
Gelbildungsgrenze. Auffallend ist auch hier, dass der ermittelte Wert fiir t,;, fiir alle
Ansitze nahezu den gleichen Wert hat. Somit wird die Desintegration der Erythrozyten
durch das Vorhandensein dieser beiden Infusionslosungen nicht beeinflusst. Die resul-
tierenden Werte fiir t,., sind flir alle Ansdtze nahezu gleich. Eine Ausnahme stellt die
Tutofusin®“-haltige Probe dar, die aufgrund des héheren tg-Wertes bei vergleichbarem

tmin- Wert in einem erhohten t;,.,.- Wert resultiert.
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Zusammenfassend gilt festzuhalten, dass das Vollblut von Patienten, die Tutofusin®
oder Lipofundin® MCT 20 % verabreicht bekommen, unter Standardbedingungen pro-

zessiert werden kann.

5.6 Einfluss von humanem AB-Plasma und
verschiedener organischer Losemittel auf die

Prozessparameter

Griinde fiir die Bestimmung der Prozessparameter aus modifizierten Vollblutproben
waren der starke Einfluss des Hamatokrits auf den Prozessparameter tg, das Ziel der
Entwicklung einer robusten Methode und die Suche nach einem eleganten Weg zur

Zugabe des Internen Standards zu einer nativen Vollblutprobe.

5.6.1 Zugabe von humanem AB-Plasma (AB-HP)

Durch Zugabe von Plasma zu Vollblut verdandert sich der Himatokrit dieser Probe. Die
Herabsetzung des Hématokrit-Wertes verschiebt die Gelbildungsgrenze hin zu einer
langeren Heizdauer. Fiir eine Temperatur von 75°C wurde dies in Kapitel 5.4 bereits
gezeigt. Die Werte fiir t,,;, blieben bei diesen experimentellen Bedingungen unbeein-
flusst vom Héamatokrit-Wert. Wird Vollblut mit Humanplasma der Blutgruppe AB
(AB-HP) vermischt, so kommt es zu keiner Agglutination der Erythrozyten, da dieses
Plasma weder Antikorper gegen die Blutgruppe A noch gegen die Blutgruppe B be-
sitzt. Im Folgenden wurden die Prozessparameter fiir eine 1:1 mit AB-HP verdiinnte

Vollblutprobe fiir einen Temperaturbereich von 60 bis 95°C off-line (manuell in Glas-
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kapillaren) bestimmt. Der Hamatokrit der unverdiinnten Probe hatte einen Wert von
0,39. Die Gelbildungsgrenze dieses Probenansatzes fiir einen Temperaturbereich zwi-

schen 70 und 95°C ist in Abb. 31 dargestellt.
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Abb. 31: Gelbildungsgrenze von Vollblut 1:1 mit AB-HP verdiinnt bei

verschiedenen Temperaturen

Diese Abbildung zeigt eine klare Abhingigkeit der Gelbildungsgrenze von der appli-
zierten Prozessierungstemperatur. Im Vergleich zur nativen Vollblutprobe ist die Kurve
zu hoheren tg-Werten hin verschoben. Dies ist auf die Absenkung des Hématokrit-
Wertes der Ursprungsprobe und somit auf die Verzogerung der Aggregation des freige-
setzten Hamoglobins zuriickzufiihren. In Tab. 19 ist klar zu erkennen, dass die Gelbil-

dung bei niedrigen Prozessierungstemperaturen erst sehr spét eintritt.
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Temperatur [°C]

ts [sec]

95

90

85

80

75

70

65

60

12

18

36

72

450

1531

Tab. 19: Ermittelte tg-Werte fiir Vollblut : AB-HP (1:1) fur einen Temperaturbereich

von 60 bis 95°C

Neben tg wurden auch die Prozessparameter tp,y, tmin Und te,; flir die oben beschriebe-

ne Probe off-line bestimmt. Die dazugehorigen Werte fiir den Temperaturbereich von

60 bis 95°C sind in Tab. 20 zusammengefasst.
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Temperatur [°C] tmax [S€C] tmin [S€C] theat [S€C]

95 3 3 3
90 5 5 5
85 11 7 9
80 17 8 11
75 35 4 20
70 71 35 53
65 449 72 261
60 1530 50 790

Tab. 20: Ermittelte Werte fUr tyay, tmin UNd thear €iNEr 1:1 mit AB-HP verdinnten
Vollblutprobe im Temperaturbereich von 60 bis 95°C

Im Vergleich zu der nativen Vollblutprobe sind alle ermittelten Werte fiir die 1:1 mit
AB-HP verdiinnten Vollblutprobe zu einer lingeren Heizdauer hin verschoben. Eine
Ausnahme bilden die Werte fiir t,;,. Diese sind im oberen Temperaturbereich ver-
gleichbar mit denen der nativen Vollblutprobe, im Bereich der niedrigen Temperaturen
weichen sie jedoch stark voneinander ab. Auch bei diesem Ansatz fiihrt eine Prozessie-
rung bei Temperaturen < 70°C nicht zu einem Hitzeschock, sondern zu einer Warme-
behandlung der Erythrozyten, was sich in der relativ langsamen vollstindigen Desin-
tegration und den hohen Werten fiir tg bzw. t,,, ausdriickt. Bei Temperaturen > 85°C
liegen die Werte fiir ty,, und ty, sehr nahe beisammen, so dass eine Anderung im Hé-
matokrit eine unerwiinschte Gelbildung schon bei der Prozessierung fiir eine Dauer

von tye, nach sich ziehen kann. Fiir eine Vollblutprobe, die 1:1 mit AB-HP versetzt ist,
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liegt die ideale Prozessierungstemperatur in einem Bereich zwischen 75 bis 80°C. Im
Vergleich zur nativen Vollblutprobe hat sich die ideale Prozessierungstemperatur im

Mittel um 5°C in Richtung hoherer Temperatur hin verschoben.

5.6.2 Zugabe von Methanol

Die Zugabe eines organischen Losemittels zur Probe bringt zunidchst den Vorteil mit
sich, dass der Wirkstoff aus seiner Proteinbindung verdridngt wird. Das heil3t, der zu
untersuchende Analyt liegt frei vor und seine Wiederfindungsrate steigt. Dartiberhi-
naus wird in der LC dem wiéssrigen Eluenten ein geringer Anteil an organischem Lo-
semittel zugesetzt, um die Kapillaren, etc. von fetthaltigen Matrixbestandteilen, z.B.

Lipiden, freizuhalten.

Es ist bekannt, dass zu einer Vollblutprobe nur ein geringer Teil eines organischen Lo-
semittels hinzugefiigt werden darf, da es sonst zu einer Denaturierung und Prézipitati-
on von Matrixproteinen kommt. Das Féllen der Vollblutprobe mit organischem Ldse-
mittel ist eine weit verbreitete Probenaufbereitungsmethode (siehe Kapitel 2.2.1). Zu
Vollblut lassen sich bis zu 15 vol. % Methanol hinzufiigen, ohne dass es zu einer De-

naturierung der Proteine kommt.

Die Uberlegung, der Vollblutprobe ein organisches Losemittel beizusetzen, beruht
auch darauf, dass auf diese Weise der zu untersuchenden Probe vor der Prozessierung

ein in Methanol geloster Interner Standard elegant zugefiihrt werden kann.

In dieser Versuchsreihe wurde Vollblut direkt mit 5 vol. % Methanol versetzt. Zusétz-
lich wurde Vollblut mit humanem AB-Plasma verdiinnt, das 5, 10 oder 20 vol. % Me-
thanol enthielt. Somit wies die zu untersuchende Probe einen Gesamt-Methanolgehalt
zwischen 2,5 und 10 vol. % auf. Der Hadmatokrit der nativen Vollblutprobe betrug

0,39. Die frisch hergestellten Proben wurden off-line bei Temperaturen zwischen 60

129



und 95°C prozessiert, um die Prozessparameter tg, tmax, tmin UNd thear Zu bestimmen.

Abb. 32 zeigt die ermittelte Gelbildungsgrenze.
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Abb. 32: Gelbildungsgrenze von Vollblut mit unterschiedlichen Anteilen an

Methanol bei verschiedenen Temperaturen

In Tab. 21 sind die Werte fiir tg fiir den gesamten Temperaturbereich zwischen 60 und
95°C dargestellt. Aus dieser Tabelle lésst sich erkennen, dass die Zugabe von Metha-
nol in Anteilen groBer als 2,5 vol. % die Prozessierung der Probe bei sehr hohen Tem-
peraturen nicht erlaubt. Die Ursache hierfiir liegt bei dem Siedepunkt (64,7°C) des
hinzugefiigten Methanols, der unterhalb der kritischen Prozessierungstemperatur
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liegt *°. Enthilt die Probe einen relativ grolen Anteil an Methanol, so erleidet sie beim

130



Prozessieren einen Siedeverzug. Folglich konnen die Prozessparameter bei diesen

Temperaturen nicht bestimmt werden.

tg [sec]
Temperatur [°C]
VB:MeOH VB: AB-HP: MeOH  VB: AB-HP: MeOH  VB: AB-HP: MeOH
(95/5, viv) (50/47,5/2,5, viviv) (50/45/5, viviv) (50/40/10, viviv)
95 - 3
90 4 8
85 4 8 4
80 8 13 7
75 14 31 16
70 41 68 46 17
65 146 336 152 61
60 601 1355 721 172

Tab. 21: Ermittelte tg-Werte fiir Vollblut mit verschiedenen Anteilen an Methanol flr

einen Temperaturbereich von 60 bis 95°C

Die graphische Darstellung und die Tabelle zeigen sehr schon, dass mit Zunahme des
Gehalts an Methanol in der Probe, die Gelbildungsgrenze bei identischer Temperatur
zu kiirzeren Heizdauern hin verschoben wird. Bei einer Temperatur von 70°C verkiirzt
sich die Heizdauer bis zur Gelbildung von 336 iiber 152 bis auf 61 Sekunden bei
gleichzeitigem Anstieg des Methanol-Gehaltes von 2,5 tiber 5 auf 10 vol. % in einer
1:1 mit AB-HP verdiinnten Vollblutprobe. Aus Tab. 21 ist abzulesen, dass der Volu-
menanteil an Methanol entscheidend fiir die Gelbildung ist und nicht der Himatokrit-
Wert der Probe. Denn die Proben VB:MeOH (95/5, v/v) und VB:AB-HP:MeOH
(50/45/5, v/v/v) enthalten den gleichen Anteil an Methanol und zeigen eine vergleich-

bare Wertlage fiir tg im Temperaturbereich zwischen 60 bis 85°C.
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Neben t; wurden auch die anderen Prozessparameter fiir methanolische Vollblut-

Mischungen bestimmt. Tab. 22 zeigt die ermittelten Werte flir tax, tmin Und thea
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VB:MeOH (95/5, v/v) VB: AB-HP: MeOH (50/47,5/2,5, viviv) VB: AB-HP: MeOH (50/45/5, viviv) VB: AB-HP: MeOH (50/40/10, viviv)

Temperatur
[°C]
tmax [sec] tmin [SeC] theat [SeC] tmax [sec] tmin [S€C] theat [SeC] tmax [sec] tmin [S€C] theat [S€C] tmax [eC] tmin [SeC] theat [SeC]
95 - - 2 2 2 - - - - - -
90 3 3 3 7 2 5 - - - - -
85 3 3 3 7 3 5 3 3 3 - -
80 7 7 7 12 3 8 6 3 5 - -
75 13 6 10 31 3 17 15 3 9 - - -
70 40 10 25 67 4 36 45 2 24 16 4 10
65 145 18 82 335 46 191 151 9 80 60 15 38
60 600 18 309 1354 551 953 720 22 371 171 5 88

Tab. 22: Ermittelte Werte fUr tya, tmin UNd thea fUr methanolische Vollblutproben im Temperaturbereich von 60 bis 95°C
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Fiir die zusitzlich ermittelten Prozessparameter gilt ebenfalls, dass sich mit zuneh-
mendem Methanolgehalt und identischer Temperatur die ermittelten Werte flir t,,;, und
die daraus resultierenden Werte fiir t,.,; zu den kiirzen Heizdauern hin verschieben.
Wieder sind die t,,;,- und t;.,-Werte fiir die beiden Ansétze mit 5 vol. % Methanol ver-
gleichbar. Das bedeutet wiederum, dass auch t,,;, bei identischer Temperatur nicht vom

Hématokrit der Probe, sondern allein vom Methanolgehalt abhingig ist.

Festzuhalten gilt, dass bei konstantem Gehalt an Methanol, die Prozessparameter tem-
peraturabhédngig sind. Mit sinkender Temperatur steigt der Wert fiir tg und t.,;,. Daraus
folgt, dass die Probe langer erhitzt werden kann bis ein Gel entsteht. Zudem muss sie
langer erhitzt werden, um eine quantitative Desintegration der Erythrozyten zu errei-
chen. Der ideale Temperaturbereich ist abhingig vom Methanolgehalt der Probe. Ent-
hilt die Vollblutprobe 2,5 vol. % Methanol, so liegt der optimale Temperaturbereich
fiir die Prozessierung zwischen 75 und 80°C. Bei einer Probe mit einem Gehalt an 5
vol. % Methanol verschiebt er sich auf 75°C. Wird der Methanolgehalt der Probe auf
10 vol. % erhoht, so sinkt die optimale Prozessierungstemperatur auf 70°C. Allgemein
gilt: Werden die Proben bei Temperaturen oberhalb des Idealbereichs prozessiert, lie-
gen die Werte fiir t,,, und t,; sehr nah beisammen oder sind sogar identisch. Das
bringt die Gefahr eine Gelbildung wihrend der Hitzeschockbehandlung von Proben
mit Hamatokrit-Werten > 0,4 mit sich.

5.6.3 Zugabe von Acetonitril

Als organischer Modifier wird in der Chromatographie alternativ Acetonitril zu wéss-
rigen mobilen Phasen hinzugefiigt. Acetonitril (ACN) ist auch in der Lage, den Wirk-
stoff aus der Proteinbindung zu verdringen und fetthaltige Matrixbestandteile aus den

LC-Kapillaren herauszuspiilen. Acetonitril weist eine geringere Polaritét als Methanol
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auf und ist in der eluotropen Reihe aufgrund seiner geringeren Polaritdt hinter Metha-

nol eingestuft'*.

Zu einer Vollblutprobe konnen maximal 10 vol. % Acetonitril hinzugefiigt werden,

ohne dass es zu einer Denaturierung bzw. Féllung von Proteinen kommt.

In der hier beschriebenen Versuchsreihe wurde der Effekt von Acetonitril auf alle vier
Prozessparameter in einem Temperaturbereich von 60 bis 95°C untersucht. Die Proben
wurden in Glaskapillaren gefiillt und manuell prozessiert. Als Probe diente zum einen
Vollblut, das 5 vol. % Acetonitril enthielt, zum anderen wurde Vollblut 1:1 mit AB-
Humanplasma verdiinnt, das 5, 10 oder 20 vol. % Acetonitril enthielt. Die verdiinnten
Vollblutproben enthielten somit ein Gesamtvolumen zwischen 2,5 und 10 % Aceto-
nitril. Der Hamatokrit der nativen Vollblutprobe betrug 0,4. Abb. 33 zeigt die experi-

mentell ermittelten tg-Werte fiir die verschiedenen Acetonitril-Vollblut-Mischungen.
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Abb. 33: Gelbildungsgrenze (tg) von Vollblut mit unterschiedlichen Anteilen an
Acetonitril bei verschiedenen Temperaturen
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Die ermittelten tg-Werte der untersuchten Acetonitril-Vollblut-Mischungen fiir den

gesamten Temperaturbereich sind in Tab. 23 zu sehen.

tg [sec]
Temperatur [°C] VB:ACN VB: AB-HP: ACN  VB:AB-HP: ACN  VB: AB-HP: ACN
(95/5, viv) (50/47,5/2,5, viviv) (50/45/5, viviv) (50/40/10 viviv)

95

90 3 4 4

85 4 6 4

80 6 11 6 4

75 10 22 10 5

70 19 41 21 6

65 47 151 50 15

60 181 735 256 31

Tab. 23: Ermittelte tg-Werte fir Vollblut mit verschiedenen Anteilen an Acetonitril

flr einen Temperaturbereich von 65 bis 95°C

Aus dieser Tabelle lassen sich zwei Schliisse ziehen. Erstens wird deutlich, dass mit
steigendem Volumengehalt an Acetonitril und identischer Temperatur, sich die ermit-
telten Werte fiir t; zu einer kiirzeren Heizdauer hin verschieben. Zweitens wird auch
hier klar ersichtlich, dass der Gehalt an zugefiigtem Acetonitril ausschlaggebend fiir tg
ist und nicht der Hdmatokrit der Probe. Inhaltlich sind diese beiden Schlussfolgerun-
gen mit denen der methanolischen Vollblutproben zu vergleichen (s. Kapitel 5.6.2).
Auch hier gilt: Je hoher das zugesetzte Volumen an Acetonitril, desto niedriger ist die
Temperatur, mit der die Bestimmung der tg-Werte beginnt. Acetonitril hat einen hohe-
ren Siedepunkt (81-82°C) als Methanol'>. Aus diesem Grund kénnen die Prozesspa-
rameter der Acetonitril-haltigen Vollblutprobe in der Regel schon ab 90°C bestimmt
werden. Tab. 24 zeigt die experimentell bestimmten Werte der verbleibenden Parame-

ter.
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VB:ACN (95/5, viv) VB: AB-HP: ACN (50/47,5/2,5, vIviv) VB: AB-HP: ACN (50/45/5, viviv) VB: AB-HP: ACN (50/40/10, v/viv)

Temperatur
[cl tmax [sec] tmin [sec] theat [s€C] tmax [seC] tmin [seC] theat [s€C] tmax [sec] tmin [seC] theat [s€C] tmax [seC] tmin [sec] theat [seC]
95 - - - - - - - - - - - -
90 2 2 2 3 3 3 3 3 3 - -
85 3 3 3 5 2 4 3 3 3 - -
80 5 5 5 10 5 8 5 5 3 1 2
75 9 9 9 21 2 12 9 2 4 1 3
70 18 9 14 40 5 23 20 5 13 5 1 3
65 46 11 29 150 9 80 49 12 31 14 1 8
60 180 45 113 734 11 373 255 31 143 30 1 16

Tab. 24: Ermittelte Werte fUr tyay, tmin UNd theq flr Acetonitril-haltige Vollblutproben im Temperaturbereich von 60 bis 95°C
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Es zeigt sich auch aus den Werten der Tab. 24, dass sich mit steigendem Gehalt an
Acetonitril in der Probe t.;,, tmax Und das daraus resultierende ty.,; bei identischer Tem-
peratur zu den kiirzeren Zeiten hin verschieben. Somit lassen sich Proben, die weniger
Acetonitril enthalten, bei konstanter Temperatur langer erhitzen bis sie ein Gel bilden.
Sie miissen zudem auch langer prozessiert werden, um eine vollstdndige Desintegrati-
on der Erythrozyten zu erzielen. Ein Vergleich der Prozessparameter der beiden Ansét-
ze, die 5 vol. % Acetonitril beinhalten, 14sst vermuten, dass auch in diesem Falle bei
konstanter Temperatur nur der Volumenanteil an zugegebenem organischem Losemit-
tel und nicht der Hédmatokrit fiir den Zeitpunkt der Gelbildung und der quantitativen

Desintegration der Erythrozyten verantwortlich ist.

Bestitigt wird diese Aussage durch folgende Untersuchung. Vollblut wurde 1:1 mit
AB-HP verdiinnt, das 10 vol. % ACN enthielt. Somit betrug das Gesamtvolumen an
ACN in der Probe 5 %. Es wurden mehrere Ansétze mit der gleichen Zusammenset-
zung hergestellt, jedoch variierte der Himatokrit des Vollblutanteils zwischen 0,65 und
0,2. All diese Ansitze wurden bei 75°C off-line prozessiert und die Prozessparameter
tGs tmax> tmin UNA they bestimmt. In Tab. 25 sind die ermittelten Werte der Prozesspara-

meter zusammengefasst.

Ansatz Gesl_:r:r:t%igbe t; [sec] tmax [S€C] tmin [S€C] theat [S€C]
\Z?(;‘/Z];’/'gi //V\/ST 0,325 1 10 2 6
0,280 11 10 2 6
0,250 11 10 2 6
0,200 13 12 2 7
0,150 13 12 2 7
0,100 13 12 2 7

Tab. 25: Prozessparameter einer VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/viv)-Probe mit
unterschiedlichen Hamatokrit-Werten; Prozessierungstemperatur: 75°C
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Diese Ergebnisse verdeutlichen nochmals, dass der Himatokrit einer Probe kaum Ein-
fluss auf die Prozessparameter hat, wenn es sich um einen Ansatz handelt, der organi-
schen Modifier enthilt. Das bedeutet, Proben, die sich aus VB:AB-HP:ACN (50/45/5,
v/v/v) zusammensetzen, konnen unabhingig vom Hamatokrit des Vollblutanteils unter
identischen Bedingungen prozessiert werden, ohne der Gefahr, ein Gel zu generieren

oder eine unvollstindige Desintegration der Erythrozyten zu erlangen.

Der ideale Temperaturbereich zur Hitzeschockbehandlung der Probe ist vom Aceto-
nitrilgehalt der Probe abhingig. Je hoher der Volumenanteil an organischem Losemit-
tel ist, desto stirker verschiebt sich die optimale Prozessierungstemperatur in den unte-
ren Temperaturbereich. Vollblutproben, die 2,5 vol. % Acetonitril enthalten, werden
optimal bei Temperaturen zwischen 75 und 80°C prozessiert. Ein idealer Temperatur-
bereich zwischen 70 und 75°C ergibt sich fiir Vollblutproben mit einem Volumenanteil
von 5 % Acetonitril. Vollblut, das mit 10 vol. % Acetonitril versetzt ist, wird optimal

im Bereich zwischen 60 und 65°C prozessiert.

5.6.4 Zugabe von Ethanol

Ethanol wurde als weiteres organisches Losemittel zu den Untersuchungen hinzugezo-
gen. Der Vorteil von Ethanol ist, dass es nicht toxisch ist und somit unter anderem
schwangere Laborangestellte damit hantieren diirfen. Ein Blick auf die eluotrope Rei-
he lasst erkennen, dass die Polaritidt von Ethanol zwischen der von Acetonitril und Me-
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thanol einzustufen ist *". Der Siedepunkt dieses Losemittel liegt bei 78°C und daher

zwischen den Werten von Acetonitril und Methanol'>?

. Aus den vorausgehenden Ver-
suchen hat sich ein optimaler Temperaturbereich zur Hitzeschockbehandlung von
Vollblut um 75°C herauskristallisiert. Die nachfolgenden Untersuchungen wurden aus

diesem Grund nur bei einer Temperatur von 75°C durchgefiihrt. Als Probe diente nati-

139



ves, antikoaguliertes Vollblut, das 1:1 mit humanem AB-Plasma (AB-HP) versetzt
wurde. Das AB-HP wurde zuvor mit 5, 10 oder 20 vol. % Ethanol dotiert. Somit betrug
der Gesamtvolumenanteil von Ethanol in den Endproben 2,5 bis 10 %. Eine Messung
des Hamatokrits der nativen Vollblutprobe ergab einen Wert von 0,42. Die Prozessie-
rung der Proben wurde off-line durchgefiihrt. Tab. 26 fasst die ermittelten Prozesspa-

rameter zusammen.

Prozess- VB:AB-HP:EtOH VB:AB-HP:EtOH VB:AB-HP:EtOH
parameter [sec]  (50/47,5/2,5, viviv) (50/45/5, viviv) (50/40/10, viviv)

tg 26 13 5
tnax 25 12 4
foin 6 3 1
theat 16 8 3

Tab. 26: Ermittelte Prozessparameter fur Ethanol-haltige Vollblutproben;

Prozessierungstemperatur: 75°C

Es ist zu sehen, dass sich mit zunehmendem Volumenanteil an Ethanol die Werte der

Prozessparameter zu einer kiirzeren Heizdauer hin verschieben.
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5.6.5 Zugabe von Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DMSO) ist das apolarste organische Losemittel, das im Rahmen
dieser Arbeit zu nativem, antikoaguliertem Vollblut zugesetzt wurde. In der eluotropen
Reihe ist es hinter Acetonitril einzuordnen. Mit steigender Apolaritit steigt auch der
Siedepunkt. Fiir DMSO liegt er bei 189°C'**. Wie schon fiir die Untersuchungen bei
der Zugabe von Ethanol zu Vollblut, wurde auch in dieser Versuchsreihe nur bei einer
Temperatur von 75°C gearbeitet. Die zu untersuchenden Proben enthielten DMSO in
Volumenanteilen von 0,5 bis 10 %. Alle vier Prozessparameter wurden off-line be-
stimmt. Die native Vollblutprobe hatte einen Hamatokrit von 0,4. Die ermittelten Pro-

zessparameter sind in Tab. 27 dargestellt.

Prozess-parameter VB:DMSO VB:DMSO VB:DMSO VB:DMSO VB:DMSO
[sec] (99,5/0,5, viv) (99/1, viv) (97,5/2,5, viv) (95/5, viv) (90/10, v/v)
tg 33 28 26 24 15
Enax 32 27 25 23 14
tinin 6 3 1 1 1
theat 19 15 13 12 8

Tab. 27: Ermittelte Prozessparameter flir DMSO-haltige Vollblutproben;

Prozessierungstemperatur: 75°C

Auch beim Zusatz von DMSO bestitigt sich der Trend, dass mit zunehmendem Volu-

menanteil an organischem Ldsemittel, sich die Heizdauer bis zur Gelbildung bei iden-

tischen Temperaturen verkiirzt.
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Auftillig bei der Bestimmung von t,,;, war, dass ab einer DMSO-Gehalt > 2,5 vol. %,
der ermittelte Wert bei ungefdhr 1 Sekunde lag. Eine Untersuchung des Einflusses von
verschiedenen Volumenanteilen von DMSO auf Erythrozyten bei Raumtemperatur hat
gezeigt, dass sich die Anzahl der intakten Erythrozyten bei einem DMSO-Gehalt von >
2 vol. % verandert. Abb. 34 zeigt die Anzahl der intakten Erythrozyten bei Raumtem-

peratur iiber einen Zeitraum von 60 Minuten.
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Abb. 34: Einfluss von DMSO auf die Erythrozyten bei Raumtemperatur
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Die Vermutung, dass DMSO ab einem Volumenanteil von ungefdhr 3,5 % eine Lyse
der Erytrozyten herbeifiihrt, lag auf der Hand. Dies wiirde auch die niedrigen Werte fiir
tmin erklédren. Doch das Stehen lassen der Ansétze fiir zwei Stunden zeigte deutlich,
dass sich ein 2-Phasen-System aus einem dunkelrotem Blutzellensediment und einem
rotlich gefirbtem Uberstand bildete. Die Intensitiit der Rotfirbung des Uberstands
nahm mit steigendem DMSO-Gehalt der Probe zu. Dieses Ergebnis widersprach der
Vermutung, dass die alleinige Anwesenheit von DMSO zur Lyse der Erythrozyten
fiihrt. Bei einer vollstandigen Hamolyse diirfte sich kein 2-Phasen-System bilden. Das
mehrmalige Waschen einer mit 10 vol. % DMSO versetzten Vollblutprobe mit physio-
logischer Kochsalzlosung zeigte, dass DMSO die Erythrozyten maskiert und sie trotz
Vitalfarbung mit Trypanblau-Losung unter dem Mikroskop nicht sichtbar macht. Abb.
35 zeigt eine Aufnahme der untersuchten Probe vor und nach dem Waschen mit 0,9

%iger NaCl-Losung.

Abb. 35: links: Behandelte Vollblutprobe ( VB:DMSO (90/10, v/v)) nach Vitalfarbung
mit Trypanblau (100-fache VergrolRerung); rechts: Behandelte Vollblutprobe
(VB:DMSO (90/10, v/v)) nach 4-maligem Waschen mit 0,9 %iger NaCl-
Losung nach Vitalfarbung mit Trypanblau (100-fache VergroRerung)
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Zur Verifizierung der ermittelten t,;,-Werte fiir die Vollblutproben mit > 2,5 vol. %
DMSO wurde der Wert nochmals nidherungsweise mit Hilfe von Drabkin’s Reagenz
bestimmt. Diese zweite Methode zur Bestimmung der Effizienz der Hitzeschockbe-
handlung ermittelt die Konzentration von freigesetztem Hadmoglobin photometrisch.
Tab. 28 zeigt, dass die Tendenz vom sinkendem t,,;, bei steigendem Volumenanteil an
DMSO bestitigt wird. Eine Vollblutprobe, die 10 vol. % DMSO enthilt, muss min-
destens 4 Sekunden bei 75°C Hitzeschock-behandelt werden. t,;, steigt auf ca. 8 Se-
kunden, wenn die Vollblutprobe nur 2,5 vol. % DMSO enthilt.

neu ermittelte VB:DMSO VB:DMSO VB:DMSO VB:DMSO

Prozes?g;:r]ameter (97,525, VIV) (964, Viv) (94/6,viv)  (90/10, VIv)
tg 26 - } 15
s 25 : ‘ H
tmin 8 8 6 4
theat 17 B ) ?

Tab. 28: Mit Drabkin’s Reagenz ermittelte t.,i,-Werte flir verschiedene

Vollblut : DMSO-Ansatze; Prozessierungstemperatur: 75°C
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5.6.6 Zusammenfassung: Zugabe von verschiedenen

organischen Losemitteln

Die beschriebenen Untersuchungen haben gezeigt, dass organische Losemittel mit un-
terschiedlicher Polaritit, die Gelbildungsgrenze der Vollblutprobe beeinflussen. Nicht
nur die Art des Losemittels ist ausschlaggebend fiir tg, sondern auch der Volumenan-
teil. Abb. 36 fasst die off-line bestimmten Gelbildungsgrenzen verschiedener Vollblut-

ansatze bei 75°C zusammen.

40

y=6,2018¢"126% 36

ts [sec]

VB:DMSO VB:AB- VB:AB- VB:AB- VB:DMSO VB:AB- VB:AB- VB:AB- VB:DMSO VB:AB- VB:AB- VB:AB- VB VB: AB-HP
(90/10, v/v) HP:ACN HP:EtOH HP:MeOH  (95/5, viv) HP:ACN HP:EtOH HP:MeOH (97,5/2,5, HP:ACN HP:EtOH HP:MeOH (50/50, viv)
(50/40/10, (50/40/10, (50/40/10, (50/45/5, (50/45/5, (50/45/5, vIv) (50/47,5/2,5, (50/47,5/2,5, (50/47,5/2,5,
viviv) viviv) viviv) viviv) viviv) viviv) viviv) vIviv) viviv)

Ansatz

Abb. 36: Bei 75°C ermittelte tg-Werte verschiedener Vollblutanséatze

Die Grafik zeigt nochmals, dass bei steigendem Volumenanteil an organischem Ldse-

mittel in Vollblut und identischer Temperatur, sich die Gelbildungsgrenze zu einer kiir-
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zeren Heizdauer hin verschiebt. Gleichzeitig 14sst sich aus dem Graphen herauslesen,
dass die Polaritit des verwendeten Losemittels, die Gelbildungsgrenze beeinflusst. Je
unpolarer das organische Ldsemittel, desto niedriger ist der Wert fiir tg. Eine mogliche
Erklarung konnte die Wechselwirkung des Losemittels mit der Zellmembran liefern.
Die Membran der Zelle ldsst sich mit dem von Lenard und Singer vorgeschlagenen
Fluid-Mosaik-Modell beschreiben. Die Membran besteht demnach aus einer Lipid-
doppelschicht, in die Proteine wie Inseln ein- oder aufgelagert sind und dabei ein Mo-
saik bilden. Membraniiberbriickende Proteine stellen Poren in der Lipiddoppelschicht
dar. Aufgrund der dauernden Verdnderung der Membran, stellt man sich diese dyna-
misch und nicht statisch vor. Zwei prinzipiell unterschiedliche Membranstrukturen
stehen fiir den Stoffdurchtritt zur Verfiigung. Die Lipidschicht fiir die Aufnahme li-
pophiler Stoffe und die wassergefiillten Poren fiir die Penetration hydrophiler Substan-
zen''*. Die Membran der Erythrozyten besteht aus ca. 50 % Protein und 40 % Lipid'™.
Quantitativ gesehen steht die Diffusion durch die Lipidmatrix im Vordergrund. Die in
den Membranen enthaltenen Poren besitzen nur fiir die Resorption schlecht lipidlosli-
cher Nichtelektrolyte sowie vollstindig ionisierter Stoffe mit relativ niedrigem Mole-
kulargewicht eine gewisse Bedeutung. Je apolarer das organische Ldsemittel ist, desto
besser kann es sich in die Lipiddoppelschicht einlagern. Durch die auf diese Art her-
beigefiihrte Lyse tritt Himoglobin aus der Zelle aus und wird aufgrund der Hitzezufuhr
denaturiert. Es bildet sich ein Gel. DMSO ist das apolarste der in dieser Arbeit einge-
setzten organischen Losemittel. Zu erwarten wire, dass in Gegenwart von DMSO der
entsprechende Wert fiir t; am kleinsten ist. Dimethylsulfoxid stellt eine Ausnahme dar.
Es scheint, die Aggregation bzw. Denaturierung von freigesetztem Hamoglobin zu
verzdgern. Aus der Darstellung ist auch deutlich zu erkennen, dass der Zusatz von hu-
manem AB-Plasma zu Vollblut und die dadurch resultierende Herabsetzung des Hdma-

tokrits zu einer Verzégerung der Gelbildung fiithren.

Im Laufe der Untersuchungen hat sich herausgestellt, dass die ideale Prozessierungs-
temperatur der Vollblutprobe abhingig von der Art und Menge der zugesetzten organi-
schen Losemittel ist. Um die ideale Prozessierungstemperatur festzulegen, ist es von

Bedeutung, dass das Fenster zwischen t,,,, und t.,;, groB3 genug ist. Zusitzlich darf der

146



Wert fiir e, nicht zu groB sein, denn das Endziel dieser Untersuchungen ist der Trans-
fer der off-line ermittelten Ergebnisse in ein on-line System, in dem die Probe in-line
prozessiert wird. Die Verweilzeit der Probe im Heizelement wird dann {iber den Fluss
geregelt. Ausserdem soll die Prozessierung der Probe so schnell und sicher wie mog-
lich durchgefiihrt werden, um eine zeiteffiziente und robuste Methode zu erhalten.
Tab. 29 stellt die optimalen Prozessierungstemperaturen filir verschiedene Vollblutan-
sitze dar. Anzumerken ist, dass die DMSO- und Ethanol-haltigen Ansétze nur bei einer

Temperatur von 75°C untersucht wurden.
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kein organischer Modifier

VB:AB-HP

Ansatz VB (50/50, v/v)

ideale Prozessierungs-

temperatur [°C] 7075 75-85

2,5 vol. % organischer Modifier

VB:AB-HP:MeOH
(50/47,5/2,5, vIv/v)

VB:AB-HP:ACN
(50/47,5/2,5, VIVIV)

VB:AB-HP:EtOH

Ansatz (50/47,5/2,5, vIvIv)

VB:DMSO
(97,5/2,5, vIv)

ideale Prozessierungs-

75-80 75-80 75 75
temperatur [°C]
5 vol. % organischer Modifier
Ansatz VB:AB-HP:MeOH VB:MeOH VB:AB-HP:ACN VB:ACN VB:AB-HP:EtOH VB:DMSO
(50/45/5, vIvIv) (95/5, vIv) (50/45/5, vIvIv) (95/5, vIv) (50/45/5, vIviv) (95/5, viv)
ideale Prozessierungs- 75 75 7075 70 75 75
temperatur [°C]
10 vol. % organischer Modifier
Ansatz VB:AB-HP:MeOH  VB:AB-HP:ACN VB:AB-HP:EtOH VB:DMSO
(50/40/10, v/v/v) (50/40/10, v/v/v) (50/40/10, v/v/v) (90/10, v/v)
ideale Prozessierungs- 70 60-65 75 75

temperatur [°C]

Tab. 29: Optimale Temperaturen fir die Prozessierung von Vollblut nach Zusatz

verschiedener Additive

Vergleicht man die Methanol- mit den Acetonitril-haltigen Vollblutproben, die in ei-

nem Temperaturbereich zwischen 60 bis 95°C off-line prozessiert wurden, so lésst sich

ableiten, dass mit zunehmender Apolaritéit des organischen Losemittels die ideale Pro-

zessierungstemperatur sinkt. Weiterhin fillt auf, dass mit zunehmendem Volumenanteil
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an organischem Losemittel der Bereich der idealen Prozessierungstemperatur hin zu

niedrigeren Temperaturen verschoben wird.

5.7 Desintegration von Leukozyten

Die Leukozyten stellen mit 0,1 % die kleinste Fraktion an zelluldren Bestandteilen im
Blut dar. Wie in Kapitel 2.1.1 erwédhnt, werden die Leukozyten unterteilt in Mono-
zyten, Granulozyten und Lymphozyten. Bei den Granulozyten wird unterschieden zwi-
schen den Neutrophilen, Eosinophilen und Basophilen. Die Lymphozyten sind unter-
teilt in B- und T-Lymphozyten. Die Leukozytensubtypen kommen in unterschiedlicher
Haufigkeit vor. Die Anzahl der Leukozyten ist abhidngig vom Alter, wie in Tab. 30
dargestellt.

Entwicklungsstadium Alter Leukozyten/uL
Neugeborene bei der Geburt 9000 - 30 000
2 Wochen alt 5000 - 20 000
Kinder 1-3 Jahre 6 000 - 17 500
4-7 Jahre 5500 -15500
8-13 Jahre 4500 - 13 500
Erwachsene 4300 -10000

Menschen*?

Tab. 30: Referenzwerte der Leukozyten in verschiedenen Entwicklungsstadien des
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Eine Verdnderung der Gesamtleukozytenzahl oder dem Verhéltnis zwischen den Leu-
kozytensubtypen gibt Hinweise auf Krankheiten. Mittels eines Differentialblutbildes
konnen wichtige Hinweise fiir die Differenzialdiagnose oder in manchen Fillen sogar
eine Diagnosestellung erfolgen. Dazu wird ein Blutausstrich erstellt, der nach Giemsa
oder Pappenheim gefirbt wird'®. Die Firbung nach Pappenheim setzt sich aus zwei
Losungen, der May-Griinwald und der Giemsa-Losung, zusammen. In diesen Losun-
gen sind der saure Farbstoff Eosin und die basischen Farbstoffe Azur 1, Azur 2 und
Methylenblau enthalten. Mit den basischen Farbstoffen werden die sauren Gruppen der
Nukleinsduren und Proteine gefirbt, Eosin hingegen hat eine hohe Affinitit zu basi-
schen Gruppen und farbt diese. Nach Trocknung des Ausstriches wird dieser unter dem
Mikroskop mit einer 100-fachen VergroBerung an einer geeigneten Stelle meanderfor-
mig durchmustert. Es werden 100 Leukozyten ausgezéhlt und prozentual der monozy-
tdren, granulozytdren oder lymphatischen Fraktion zugeordnet. In Tab. 31 ist die pro-
zentuale Verteilung der Leukozyten bzw. die absolute Anzahl der entsprechenden
Fraktion dargestellt. Von Erwachsenen und Neugeborenen ist das Differentialblutbild
sehr dhnlich. Das Verhéltnis von Lymphozyten und Neutrophilen ist im Alter von 1

. 14
Jahr exakt invers'*®.

Leukozytenart Vorkommen [%]  Vorkommen/pL
Neutrophile 40-75 2500 -7 500
Eosinophile 1-6 40 - 400
Basophile 0-1 0-100
Monozyten 2-8 200 - 800
Lymphozyten 20-45 1500 -3 500

Tab. 31: Referenzwerte fur das Vorkommen verschiedener Leukozytenarten im
Differentialblutbild**®
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5.7.1 Quantitative mikroskopische Bestimmung der

Desintegration von Leukozyten

Zur manuellen Auszidhlung der Leukozyten wird Vollblut 1:20 mit Tiirk scher Losung
(= 3 %iger Essigsdure) versetzt. Es kommt zur Lyse der Erythrozyten, die Leukozyten
bleiben jedoch intakt. Die Leukozytenverdiinnung wird dann in eine Neubauer-
Zihlkammer gefiillt. Zur Bestimmung der Leukozytenzahl werden die vier &dufleren
GroBlquadrate unter dem Mikroskop bei einer 40-fachen VergroBerung ausgezihlt.

Abb. 37 zeigt die auszuzidhlenden Quadrate einer Neubauer-Zahlkammer.

1
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Abb. 37: Neubauer-Zahlkammer: GroRquadrate zur Auszahlung von Leukozyten

[in Anlehnung an**%]
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Unter Berticksichtigung des Verdiinnungsfaktors, der Kammertiefe und der ausgezihl-
ten Kammerflache kann die Anzahl der enthaltenen Leukozyten pro pL Blut mit fol-

gender Formel berechnet werden:

Anzahl gezéhlter Leukozyten x Verdunnungsfaktor

Leukozyten/ L = . > :
Kammerflache [mm~] x Kammertiefe [mm)]

Der Nachteil bei Anwendung von Tiirk scher Losung ist, dass es sich hierbei nicht um
eine Vitalfirbung handelt. Das bedeutet, es kann nicht zwischen intakten und desin-

tegrierten Leukozyten unterschieden werden.

5.7.2 Effizienz der Hitzeschockbehandlung (HST)

von Leukozyten

Wie in Kapitel 5.7.1 beschrieben wird Blut klassischer Weise mit Tiirk scher Losung
versetzt bevor die Leukozyten unter dem Mikroskop ausgezahlt werden. Unsere Erfah-
rung zeigt jedoch, dass bei dieser Firbemethode der Vitalzustand der Leukozyten nicht
wiedergegeben wird. Aus diesem Grund wird in dieser Arbeit zur Uberpriifung der

Effizienz der HST anstelle von Tiirk scher Losung Trypanblau-Losung eingesetzt.

Im Rahmen der Leukozytenuntersuchung wurden drei unterschiedliche Ansitze unter-
sucht. Wie bei der Desintegration von Erythrozyten wurde auch hier das Blut oft-line,
d.h. manuell, prozessiert. Der Hamatokrit der nativen Vollblutprobe betrug 0,4. Tab.
32 fasst die untersuchten Proben, die dazugehdrigen Bedingungen und die ermittelten

Ergebnisse zusammen.
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Prozessierungs- Heizdauer [sec] Leukozyten/uL nach

Ansatz temperatur [°C] theat Hitzeschockbehandlung
VB 75 16 0
VB:AB-HP:ACN
(50/45/5, vIviv) 75 6 0
VB:ACN (95/5, v/v) 70 14 0

Tab. 32: Desintegrationseffizienz von Leukozyten in verschiedenen Ansatzen

Diese Versuchsreihe zeigt, dass sich die Leukozyten unter Standardbedingungen durch
Hitzeschockbehandlung quantitativ desintegrieren lassen. Die Leukozyten sind mit
Abstand die kleinste Fraktion der zelluliren Bestandteile im Blut, jedoch kénnen die
Monozyten eine Grofle von bis zu 20 um erreichen. Auch die anderen Subtypen der
Leukozyten sind groBer als die Erythrozyten oder Thrombozyten. Die Hitzeschockbe-

handlung fiihrt somit auch bei relativ groBen Zellen zur Bildung subzellularer Partikel.

Es wurde in dieser Versuchsreihe nur der Einfluss von Acetonitril auf die Desintegrati-
on der Leukozyten untersucht. Es hat sich gezeigt, dass Acetonitril die Desintegration
der Leukozyten nicht verhindert. Das gleiche wird auch von den anderen, im Vorfeld

eingesetzten, organischen Losemitteln erwartet.

Zusammenfassend gilt zu sagen, dass Erythrozyten und Leukozyten unter den gleichen
experimentellen Bedingungen quantitativ desintegriert, d.h. in subzelluldre Partikel

iiberfiihrt, werden konnen.
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5.8 Desintegration von Thrombozyten

Die Thrombozyten stellen mit knapp 5 % die zweitgrofite Zellfraktion im Blut dar.
Thrombozyten sind diskusformige, kernlose Scheibchen mit einer Dicke von 0,5-2 pm
und einem Léngsdurchmesser von 1,5-4 um. In ihrem Inneren besitzen die Thrombo-
zyten zahlreiche Granula, in denen hydrolytische Enzyme, Blutgerinnungsfaktoren und
Pléattchenfaktor 4 enthalten sind. Die Lebensdauer der Thrombozyten betrdgt 1-2 Wo-
chen'®. Die Anzahl der Thrombozyten pro pL Vollblut ist altersabhingig. Tab. 33 zeigt

Referenzwerte.

Entwicklungsstadium Thrombozyten/pL
Neugeborene 100 000 - 250 000
iltere Kinder und Erwachsene 150 000 - 450 000

Tab. 33: Referenzwerte der Thrombozyten in verschiedenen menschlichen

Entwicklungsstadien'®

154



Thrombozyten sind fiir die Blutstillung und Gerinnung unentbehrlich. Folgende Auf-

gaben erfiillen sie dabei'™:

= Abdichtung von GeféBliicken in den Kapillaren, sowie im

nicht verletzten Gewebe

*=  Bildung eines mechanischen Verschlusses bei

GefaBverletzungen (Thrombozytenpfropf)

= Freisetzung von Mediatorstoffen, insbesondere Thromboxan
A,. Diese fiihren zu einer raschen Vasokonstriktion im

verletzten Gefdllbereich
=  Auslosung der Blutgerinnung

. Forderung des Zusammenziehens (Retraktion) des

Blutkuchens

Ahnlich wie Erythropoetin die Zahl der Erythrozyten im Blut vermehrt, wurde mit
Thrombopoetin eine endogene Substanz beschrieben, die hauptsiachlich in Leber, Niere
und Knochenmark gebildet wird und zu einer beschleunigten Entwicklung der Mega-

karyozyten, den Vorlduferzellen der Blutplattchen, fiihrt.

5.8.1 Quantitative mikroskopische Bestimmung der

Desintegration von Thrombozyten

In der Vergangenheit erfolgte die direkte Zdhlung der Thrombozyten in der Zahlkam-
mer nach vollstindiger Himolyse der Erythrozyten in hypotoner Kokainlosung'*’. Das
Betdubungsmittelgesetz schriankt jedoch die Verwendung von Kokain ein. Aus diesem

Grund wird heute zur Thrombozytenauszdhlung 2-3 %ige Novokain- oder 1 %ige
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Ammoniumoxalat-Losung verwendet. Zur mikroskopischen Untersuchung der
Thrombozyten wurde in dieser Arbeit mit THROMBO PLUS® der Firma Sarstedt ge-
arbeitet. Dabei handelt es sich um eine Losung aus Ammoniumoxalat und Quecksil-
ber(I)-Chlorid. Neben der Himolyse bewirken alle genannten Reagenzien eine Des-

aggregation und ein Abrunden der Thrombozyten.

Vollblut wird 1:100 mit THROMBO PLUS® versetzt. Die verdiinnte Probe wird in
eine Neubauer-Zahlkammer gefiillt. Der Ansatz wird 5-10 Minuten stehen gelassen,
damit die Thrombozyten sedimentieren konnen. Zur Quantifizierung der Thrombozy-
ten werden die gleichen Quadrate wie bei der Erythrozytenbestimmung ausgezéhlt. In
Abb. 38 sind die auszuzdhlenden Kleinquadrate wie schon in Kapitel 5.2.1.1 darge-
stellt.

b G5

Abb. 38: Neubauer-Zahlkammer: Kleinquadrate zur Auszahlung von Thrombozyten

[in Anlehnung an**]

Die Thrombozyten werden unter dem Mikroskop mit einer 100-fachen Vergréerung
ausgezahlt. Die Verwendung eines Phasenkontrastmikroskops mit Griinfilter erleichtert

das Identifizieren und Auszdhlen der Thrombozyten.
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Unter Beriicksichtigung der Kammertiefe, der ausgezdhlten Kammerfliche und der
Verdiinnung der Probe kann die Anzahl der Thrombozyten mittels folgender Formel

errechnet werden:

Anzahl gezéhlter Thrombozyten x Verdinnungsfaktor
Kammerflache [mm?*]x Kammertiefe [mm]

Thrombozyten/ uL =

Die Thrombozytenzdhlung aus EDTA-BIut sollte binnen 6 Stunden erfolgen. Ein nicht
unerheblicher Teil der Klinikpatienten weist eine durch das Antikoagulanz EDTA in-
duzierte in-vitro-Pseudothrombozytopenie auf. Aufgedeckt werden kann dies durch

eine vergleichende Thrombozytenzihlung aus Citratblut'.

5.8.2 Effizienz der Hitzeschockbehandlung von

Thrombozyten

Um das AusmaB3 der Desintegration von Thrombozyten wéahrend der Hitzeschockbe-
handlung zu ermitteln, wurden natives, antikoaguliertes Vollblut (Hct: 0,39) und ver-
schiedene Vollblutmischungen manuell in Glaskapillaren, d.h. off-line, bei unter-
schiedlichen Temperaturen prozessiert. Die Heizdauer entsprach dem zuvor

bestimmten tyey;.
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5.8.2.1 Untersuchung verschiedener organischer Losemittel bei

unterschiedlichen Prozessierungstemperaturen

Fiir jeden untersuchten Ansatz wurde zuerst die entsprechende unbehandelte Probe auf
die Anzahl der Thrombozyten untersucht. Dieser Wert entsprach dem jeweiligen 100
%-Wert, auf den sich nach der Hitzeschockbehandlung die ermittelte Desintegrations-
effizienz bezog. Als organische Losemittel wurden Acetonitril, Methanol und Di-
methylsulfoxid in unterschiedlichen Volumenanteilen eingesetzt. Der Temperaturbe-
reich zur Ermittlung der Desintegrationseffizienz der untersuchten Ansitze erstreckte
sich iiber den Bereich von 75 bis 85°C. Tab. 34 fasst die ermittelten Ergebnisse zu-

sammen.

Prozessierungs- Heizdauer [sec]

171 0,
temperatur [°C] Ansatz ot Effizienz [%]
75 VB 16 41
VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/v/v) 6 56
VB:DMSO (99,5/0,5, v/v) 19 40
VB:DMSO (90/1, v/v) 15 53
VB:DMSO (97,5/2,5, v/v) 13 56
VB:DMSO (95/5, v/v) 12 51
VB:DMSO (90/10, v/v) 8 67
80 VB: AB-HP:MeOH (50/45/5, v/v/v) 5 43
VB:AB-HP:ACN (50/47,5/2,5, v/v/v) 8 66
85 VB 5 75
VB:AB-HP (50/50, v/v) 7 75

Tab. 34: Temperaturabhangigkeit der Desintegration von Thrombozyten nach

Zusatz verschiedener organischer Losemittel
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Die Ergebnisse zeigen, dass in keinem der untersuchten Ansitze die Desintegration der
Thrombozyten vollstindig ist. Betrachtet man die native Vollblutprobe, so ldsst sich
sagen, dass mit steigender Prozessierungstemperatur (75°C — 85°C) mehr Thrombo-
zyten desintegriert werden (41 % — 75 %). Allerdings ist zu beachten, dass die Pro-
zessierung von Vollblut bei Temperaturen > 75°C problematisch ist, da die Werte fiir
tmax Und tyi, sehr nah beisammen liegen. Das bedeutet wiederum, dass bei einer Ab-
weichung des Hamatokrits vom Normalwert eine Gelbildung wéhrend der Prozessie-
rung unter Standardbedingungen sehr wahrscheinlich ist. Der Einfluss des Hamatokrits

auf die Gelbildung wird in Kapitel 5.4 eingehend beschrieben.

Des Weiteren zeigen die Ergebnisse, dass mit steigendem DMSO-Gehalt in der Voll-

blutprobe und konstanter Temperatur mehr Thrombozyten desintegriert werden.

Auch die Art des organischen Modifiers hat einen Einfluss auf die Effizienz der Desin-
tegration der Thrombozyten. Vergleicht man die Ansdtze mit jeweils 5 vol. % MeOH
bzw. ACN miteinander, so sieht man, dass die Thrombozyten in der Acetonitril-
haltigen Probe effizienter desintegriert werden (56 %) als in der entsprechenden Me-
thanol-haltigen Probe (43 %). Zu beachten ist hierbei, dass der methanolische Ansatz
im Vergleich zum entsprechenden Acetonitril-haltigen Ansatz bei hoheren Temperatu-

ren prozessiert wurde und trotzdem weniger Thrombozyten desintegriert wurden.

5.8.2.2 Einfluss einer Vorinkubation auf die Desintegration von

Thrombozyten

Neben dem Einfluss der Temperatur und der Art des organischen Losemittels in der
Vollblutprobe wurden auch die Dauer einer Vorinkubation der Probe bei Raumtempe-
ratur (RT) mit einem organischen Modifier und dessen Auswirkung auf die Desintegra-
tion der Thrombozyten in einer entsprechenden Vollblutprobe untersucht. Der Hama-

tokrit der hier untersuchten nativen Vollblutprobe betrug 0,39. Tab. 35 enthélt die
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untersuchten Ansétze, Versuchsbedingungen und die ermittelte Desintegrationsefti-
zienz in Abhédngigkeit von der Inkubationszeit und Temperatur. Abb. 39 stellt die er-

mittelten Ergebnisse graphisch dar.
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Prozessierungs- Heizdauer [sec] Inkubationszeit

Ansatz Effizienz [%0]

temperatur [°C] theat [min]

VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/v/v) 65 31 0 59
70 13 83

75 6 71

80 5 77

85 3 50

VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/v/v) 65 31 15 48
70 13 77

75 6 71

80 5 71

85 3 59

VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/v/v) 65 31 30 73
70 13 69

75 6 65

80 5 73

85 3 58

VB:AB-HP:MeOH (50/45/5, v/v/v) 70 24 0 58
75 9 69

80 5 67

85 3 33

VB:AB-HP:MeOH (50/45/5, v/v/v) 70 24 15 46
75 9 69

80 5 60

85 3 66

VB:AB-HP:MeOH (50/45/5, v/v/v) 70 24 30 50
75 9 58

80 5 65

85 3 46

Tab. 35: Einfluss der Vorinkubationszeit mit verschiedenen organischen Modifiern
auf die Desintegration von Thrombozyten in Vollblutproben;

Prozessierungstemperatur: 65 bis 85°C
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Abb. 39: Einfluss des organischen Madifiers, der Vorinkubationszeit und der
Prozessierungstemperatur auf die Desintegration von Thrombozyten in

\ollblut; Prozessierungstemperatur: 65 bis 85°C

Der methanolische Ansatz wurde nicht bei 65°C prozessiert, da der tp,.,.-Wert fiir die-
sen Ansatz sehr hoch ist (80 sec) und somit nicht in ein on-line System {ibertragbar

(siehe Kapitel 6.2.2.1) ist.

Zusammenfassend kann auch hier festgestellt werden, dass im Vergleich zu Methanol

bei Vorliegen von Acetonitril mehr Thrombozyten desintegriert werden.

Fiir die Methanol-haltige Probe gilt bis zu einer Temperatur von 80°C: Je hdher die
Prozessierungstemperatur, desto mehr Thrombozyten werden desintegriert. Der Aceto-

nitril-haltige Ansatz zeigt ein Maximum der Desintegration bei 70°C.

Abschlielend ist festzustellen, dass die Dauer einer Vorinkubation mit einem organi-
schen Modifier bei Raumtemperatur keinen Einfluss auf das Ausmal} der Desintegrati-

on hat. Das heil3it, dass nur die Art (Polaritit, etc.) des organischen Zusatzes und die
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Prozessierungstemperatur die Effizienz der Desintegration der Thrombozyten mit-

bestimmen.

5.9 Zusammenfassung: Desintegration von

Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten

Im Gegensatz zu den Erythrozyten und Leukozyten werden die Thrombozyten unter
keiner der angewendeten Prozessierungsbedingungen vollstandig desintegriert. In Tab.
36 sind beispielhaft die Ergebnisse fiir eine bei 75°C prozessierte native Vollblutprobe

(Hct: 0,4) zusammengefasst.

Zelltyp Vor Hitzeschockbehandlung Nach Hitzeschockbehandlung
Anzahl / pL Gesamtanteil [%] Anzahl / pL Gesamtanteil [%)]
Erythrozyten 5,0 x 10° 95,12 0 0
Leukozyten 7,1 x 10° 0,13 0 0
Thrombozyten 2,5x10° 4,75 1,03x 10° 1,95
gesamt 5,26 x 10° 100 1,03 x 10° 1,95

Tab. 36: Effizienz der Hitzeschockbehandlung einer nativen Vollblutprobe;

Prozessierungstemperatur: 75°C, Heizdauer: 16 Sekunden
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Die Tabelle verdeutlicht noch einmal, wie effizient die Hitzeschockbehandlung von
nativem, antikoaguliertem Vollblut ist. Bei einer nativen Vollblutprobe werden nach
dem Prozessieren bei 75°C 100 % der Erythrozyten und Leukozyten desintegriert. Die
Thrombozyten werden nur zu 59 % desintegriert. Das bedeutet, dass nur noch knapp 2
% der urspriinglichen Blutzellen im zell-desinterierten Blut (CDB) enthalten sind. Die
nicht desintegrierten Thrombozyten sind dabei die kleinsten zelluldren Bestandteile

mit einer GroBBe von maximal 4 pm.

Wie zu Beginn erwihnt, ist es das Ziel dieser Arbeit, erythrozytdr gebundene Immun-
suppressiva quantitativ aus CDB zu analysieren. Dazu miissen die zelluldren Bestand-
teile des Vollblutes und insbesondere die Erythrozyten mittels Hitzeschockbehandlung

moglichst vollstindig desintegriert werden.

5.10 Ghosts

Bei der Hitzeschockbehandlung von Vollblut verdndern Blutzellen ihre Struktur. Die
ndhere Beschreibung dieser modifizierten Blutzellen, vornehmlich der Erythrozyten,

ist Schwerpunkt dieses Unterkapitels.

5.10.1 Definition

Als Ghosts bezeichnet man post-himolytische Zellreste roter Blutkdrperchen'’. Der
Begriff Ghosts wird anstelle von Membran verwendet, um die grazile scheibenformige
Gestalt himoglobinfreier Erythrozyten zu beschreiben'>®. Der einfachste Weg zur Bil-

dung von Ghosts besteht in der hypotonen Hamolyse der Erythrozyten'>*'*’. Bei der
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osmotischen Lyse der Erythrozyten entsteht ein Loch in der Zellmembran, dessen
GroBe abhingig ist von der Art des Lysepuffers, der Konzentration des enthaltenen
Salzes und der Temperatur wihrend des Lysevorganges. Der typische Radius einer
solchen Pore betrigt 7-140 A'®. Das Loch hat eine rundliche Gestalt und eine Linge
von ungefihr 60 A. Diese Linge entspricht in etwa der Membrandicke. Bei einer sehr
hohen Ionenkonzentration wird die GroBe des Loches auf bis zu 7 A verkleinert und
kann in Gegenwart sehr geringer lonenkonzentrationen auf bis zu 1 pm geweitet wer-

3
oder

den'®'. Des Weiteren lassen sich Ghosts mittels Elektroporation'®, Dialyse'®
Hitzezufuhr'® generieren. Die Zusammensetzung der Ghosts ist abhéngig von der Pro-

. 1
benaufbereitung' .

Da der Schwerpunkt dieser Arbeit die Hitzeschockbehandlung von Blut ist, wird die
Bildung von Ghosts unter thermischen Bedingungen an dieser Stelle ndher beschrieben

und untersucht.

5.10.2 Thermisch-induzierte Hamolyse

Untersuchungen haben gezeigt, dass sich Erythrozyten bei Hitzezufuhr verdndern. Zu-
erst andern sie thre Morphologie, dann nimmt thr Volumen zu, was eine Steigerung der
osmotischen und mechanischen Empfindlichkeit nach sich zieht. Schlussendlich
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kommt es zur Himolyse ™. Unter bestimmten Bedingungen kommt es zur Mikrovesi-

kulierung, d.h. Ghosts zerbrechen in kleine Vesikel'®*'%,

Es werden mehrere morphologische Veranderungen beschrieben, die einerseits tempe-
raturabhéingig sind und andererseits von der Aufheizgeschwindigkeit und Heizdauer
abhédngen. Bei einer Aufheizgeschwindigkeit von kleiner 0,75°C / sec kommt es zu
zwel typischen Gestaltsverdnderungen der roten Blutkorperchen. Aus bikonkaven
werden rosettenformige Erythrozyten geformt. Ausserdem bilden Erythrozyten Vertie-

fungen, die zu einer Fragmentierung der Zelle fithren. Doch nur ungefahr die Halfte
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der roten Blutkorperchen macht diese morphologischen Verdnderungen durch. Ab ei-
ner Temperatur von iiber 54°C dndern die Erythrozyten ihre Gestalt nicht mehr. Sie

166 .o
. Bei einem schnellen

bleibt stabil bis es zur vollstindigen Lyse der Zellen kommt
Aufheizen der Probe kommt es kaum zur Fragmentierung der Erythrozyten, sondern
ausschlieBlich zur Lyse. Coakley WT et al.'®® haben beobachten kénnen, dass die
Mikrovesikelbildung von Ghosts bei langsamer Hitzezufuhr ab einer Temperatur von
ca. 70°C eintritt und bei schneller Hitzezufuhr sich hin zu héheren Temperaturen (ca.

80°C) verschiebt.

Bei der thermisch-induzierten Hamolyse werden mit Hilfe der Differentialrasterkalo-
rimetrie vier Hauptiibergéinge gemessen, die hier mit A-D abgekiirzt werden'®’. Der
erste Ubergang (A) wird bei einer Temperatur von 49°C verzeichnet und ist auf die
Denaturierung von Spektrin zuriickzufiihren. Bei Spektrin handelt es sich um ein
Strukturprotein der Erythrozytenmembran'*. Der zweite Ubergang (B) findet bei einer
Temperatur von 55°C statt und ist begriindet mit der Denaturierung von anderen
Membranstrukturproteinen und dem zytoplasmatischen Bereich. Bei einer Temperatur
von 65°C, dem dritten Ubergang (C), denaturiert der transmembrane Bereich. Der
vierte Hauptiibergang (D) wird bei einer Temperatur von 72,5°C aufgezeichnet und

geht auf die Denaturierung von Hdmoglobin zurtick.

Bei einer Temperatur von 49°C spricht man von der kritischen Temperatur, denn ab
dieser setzt die Fragmentierung der Erythrozyten ein'®. Die Fragmentierung intakter
Ghosts erfolgt aufgrund der Denaturierung von Spektrin, das verantwortlich ist fiir die

Elastizitit der Zellmembran'>>

. In der Literatur werden drei Formen der Fragmentie-
rung beschrieben, die parallel ablaufen'®. Durch Hitzezufuhr wird die Erythrozyten-
membran wellenférmig. Die Amplitude solch einer Welle ist groBer als der Durchmes-
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ser des gebildeten Vesikels . Je élter das Blut ist, desto mehr Wellen bildet die

Zellmembran aus.

Lerche D et al. "' untersuchten die Anderung der Viskositit von erhitztem (48,4-
49,5°C) Blut im Vergleich zu unbehandeltem (37°C) Blut. Sie fanden heraus, dass die

Viskositdt von thermisch behandeltem Blut erhoht ist und begriindeten dies mit einer
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verringerten Deformierbarkeit der Erythrozyten aufgrund der Denaturierung von

Spektrin.

Die Anderung des Erythrozytenvolumens lisst sich folgendermaBen erkliren: Durch
thermische Einfliisse wird ein Anionentransporterprotein, das in der Zellmembran der
roten Blutkorperchen lokalisiert ist, denaturiert. Als Folge treten Kalium-Ionen aus den

Erythrozyten aus, das Zellvolumen steigt und es kommt schlieBlich zur Himolyse' .

5.10.3 Bildung von Ghosts

Mikroskopisch lésst sich leicht beurteilen, ob die Lyse der Erythrozyten vollstindig ist
oder nicht. Der Einfluss der Hitzeschockbehandlung (HST) auf die Verdnderung der
Erythrozytenmembran lédsst sich mittels mikroskopischer Untersuchung nur schwer
ndher ermitteln. Um eine vollig homogene CDB-Probe aus Vollblut mittels HST zu
generieren, sollten die Erythrozytenmembranen wéhrend dieses Prozesses in subzellu-
lare Partikel (Vesikel) {iiberfiihrt werden. Die Bildung von Ghosts, d.h. post-
hamolytischer Zellreste roter Blutkorperchen, hat zur Folge, dass diese bei der Lage-
rung der Probe sedimentieren und CDB dadurch nicht mehr homogen ist. Wird CDB,
das Ghosts enthilt, direkt auf ein on-line SPE-System injiziert und fraktioniert, so
steigt der Riickdruck der SPE-Einheit, die mit konventionellem Fiillmaterial bestlickt
ist, aufgrund der groBen Partikel (Ghosts). Subzelluldre Partikel der homogenen CDB-
Probe hingegen bauen wihrend der Fraktionierung keinen Druck auf der SPE-Einheit

auf.
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5.10.3.1 Methode zum Nachweis von Ghosts

Die Tatsache, dass die Erythrozytenmembran zu 50 % aus Proteinen und zu 40 % aus
Lipiden besteht, erlaubt es, die Vesikelbildung mittels eines Protein-Assays zu bewei-
sen. Verwendet wurde der BCA™ Protein Kit. Dabei handelt es sich um ein Reagenz,
welches hauptsdchlich auf zweiwertigen Kupferionen und der Bicinchoninsdure
(BCA) basiert. Das zweiwertige Kupfer wird im alkalischen Milieu in Gegenwart von
Proteinen zu einwertigem Kupfer oxidiert. Ein Kupfer(I)-lon reagiert mit zwei Bicin-
choninsiduremolekiilen zu einer Komplexverbindung mit violetter Farbe. Die maximale
Absorption dieses wasserldslichen Komplexes liegt bei einer Wellenléinge von 562 nm.
Photometrisch ldsst sich somit die Gesamtproteinmenge einer Probe quantitativ

bestimmen'”>.

Die zu untersuchenden Proben wurden wie folgt behandelt. 10 uLL Probe wurden mit 1
mL BCA-Reagenz versetzt, gemischt und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die dunkelviolette Losung wurde anschlieBend 1:15 mit H,O/ACN (95/5, v/v) ver-
diinnt, um eine photometrische Messung der Probe mit einer Absorption < 1 durchfiih-
ren zu konnen. Vermessen wurde die Probe bei einer Wellenlidnge von 578 nm, da fiir
das verwendete Photometer kein Filter mit der optimalen Wellenldnge (562 nm) vor-

handen war.
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5.10.3.2 Einfluss verschiedener organischer Losemittel und
Prozessierungstemperaturen auf die Bildung von

Vesikeln

In dieser Versuchsreihe wird zur Beurteilung der Vesikelbildung aus Erythrozyten-
membranen unter Anwendung von Hitzeschockbehandlung (HST) der Gesamtprotein-
gehalt in drei unterschiedlichen Ansétzen untersucht. Zunéachst wird der Gesamtpro-
teingehalt einer homogenen Vollblutprobe bestimmt. Ein Aliquot des gleichen Ansat-
zes wird anschlieBend fiir 10 Minuten bei hoher G-Zahl zentrifugiert. Dabei kommt es
zu einer Separation der Probe in Plasma und Blutzellen. Ein weiteres Aliquot der Aus-
gangsprobe wurde bei 75°C fiir 13 Sekunden off-line (in Glaskapillaren) prozessiert
und anschlieBend ebenfalls fiir 10 Minuten bei hoher G-Zahl zentrifugiert. Beim Pro-
zessieren entstandene Ghosts werden somit abzentrifugiert. Vesikel sind jedoch kleiner
und sedimentieren unter den angewandten Bedingungen nicht; sie verbleiben im Uber-
stand. Im Folgenden wurde der Gesamtproteingehalt der beiden zentrifugierten Proben
bestimmt; diesmal jedoch nur aus dem Uberstand. Besteht keine oder kaum eine Diffe-
renz im Gesamtproteingehalt der unzentrifugierten bzw. zentrifugierten Probe, so
kommt es wéhrend der Hitzeschockbehandlung zur Vesikelbildung vornehmlich aus
der Erythrozytenmembran. Abb. 40 zeigt deutlich, welchen Einfluss die HST auf den
Gesamtproteingehalt einer prozessierten bzw. unprozesierten Probe nach dem Zentri-
fugieren hat. Untersucht wurde eine VB:DMSO (97,5/2,5, v/v)-Probe, die wihrend der
Hitzeschockbehandlung fiir 13 Sekunden bei 75°C erhitzt wurde. Der Himatokrit des
Vollblutes betrug 0,41.
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Abb. 40: Gesamtproteingehalt einer prozessierten und unprozessierten VB:DMSO
(97,5/2,5, vIv)-Probe

Die Abbildung zeigt, dass die korpuskuldren Bestandteile einer unprozessierten Probe
beim Zentrifugieren der Probe fiir 10 Minuten bei 16100 G abzentrifugiert werden. Im
Uberstand befinden sich fast ausschlieBlich Plasmaproteine, die mit dem BCA-
Reagenz reagieren. Die durch die Hitzeschockbehandlung entstandenen Vesikel sedi-
mentieren unter den angewandten Bedingungen nicht. Der Proteingehalt des Uberstan-

des entspricht daher dem der unbehandelten Probe.

Die Vesikelbildung wurde auch in Vollblutproben (Hct 0,41), die unterschiedliche Vo-
lumenanteile an DMSO enthalten, untersucht. Alle diese Proben wurden be1 75°C fiir
13 Sekunden oft-line, d.h. manuell in Glaskapillaren, prozessiert. Zur Quantifizierung
der Vesikelbildung wurden die verschiedenen Proben vor und nach der Zentrifugation
(10 Minuten bei 16100 G) mit BCA-Reagenz versetzt. Tab. 37 stellt die Probenansétze
und den Proteingehalt nach dem Zentrifugationsschritt dar.
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Proteingehalt im

Ansatz Uberstand [%0]
VB: DMSO (97,5/2,5, v/v) 97,4
VB:DMSO (96/4, v/v) 88,2
VB:DMSO (94/6, v/v) 89,0
VB:DMSO (90/10, v/v) 68,6

Tab. 37: Einfluss des Volumenanteils an DMSO auf die Bildung von Vesikeln

Diese Untersuchung zeigt, dass sich mit steigendem DMSO-Gehalt in der Vollblutpro-
be die Vesikelbildung aus der Erythrozytenmembran verringert. Um auszuschlief3en,
dass eine unzureichende Desintegration der Erythrozyten, somit die Anwesenheit von
intakten Blutzellen, fiir den geringen Proteingehalt im Uberstand der Probe verant-
wortlich ist, wurde im Vorfeld zu dieser Untersuchung die Vollstdndigkeit der Hitze-
schockbehandlung mittels Drabkin’s Reagenz untersucht. Fiir alle hier aufgezeigten
Ansitze war die Desintegration der Erythrozyten vollstindig. Das bedeutet, dass die
Zellen unter den beschriebenen Bedingungen quantitativ desintegriert wurden; mit
steigendem Anteil an DMSO, verschiebt sich das Gleichgewicht von der Vesikelbil-
dung zu Gunsten der Ghostbildung. Ghosts wurden jedoch unter den aufgefiihrten Be-
dingungen abzentrifugiert. Enthilt die Vollblutprobe 2,5 vol. % DMSO, so betragt die
Vesikelbildung nahezu 100 %.

In der im Folgenden beschriebenen Versuchsreihe wurde die Vesikelbildung zweier
Vollblutproben (Hct: 0,39) mit unterschiedlichen Zusdtzen miteinander verglichen.

Beide Ansétze wurden bei 75°C und ihrem entsprechenden ty.,, prozessiert. Nach der
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Prozessierung wurden die Proben bei unterschiedlichen G-Zahlen (differentielle
Zentrifugation) zentrifugiert. Zusétzlich wurde ein Aliquot der Proben fiir 24 Stunden
stehen gelassen (1G), um zu priifen, wie homogen und stabil die prozessierten Proben
sind. In Tab. 38 sind die untersuchten Proben, die Versuchsbedingungen und die Er-

gebnisse beschrieben.

Proteingehalt im

theat [SEC - .
Ansatz heat [S€C] G-Zahl Oberstand [%]
VB:DMSO (97,5/2,5, v/v) 13 1 106,9
1610 96,8
16100 93,9
VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/v/v) 6 1 78,8
1610 101,7
16100 88,7

Tab. 38: Vergleich der Bildung von Vesikeln unterschiedlicher Vollblutansatze

mittels differentieller Zentrifugation; Prozessierungstemperatur: 75°C

Die Ergebnisse zeigen, dass die VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/v/v)-Probe bei der Hit-
zeschockbehandlung (HST) zur Ghostbildung neigt. Vergleicht man den Proteingehalt
der beiden Ansitze nach 24-stlindiger Sedimentation (1G), so ldsst sich erkennen, dass
der Proteingehalt der DMSO-haltigen Probe bei ungefdhr 100 % liegt. Die ACN-
haltige Probe hingegen, zeigt im Vergleich zur entsprechenden, homogenen Probe ei-
nen etwa 20 % niedrigeren Proteingehalt im Uberstand. Werden die Proben direkt im

Anschluss der HST bei 1610 G zentrifugiert, so liegt der Proteingehalt im Uberstand in
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beiden Ansétzen bei nahezu 100 %. Diese G-Zahl (1610 G) entspricht der Zentrifugal-
kraft, die aufgewendet wird, um die korpuskuldren Blutbestandteile vom Plasma zu
trennen. Die Zentrifugation der Proben bei einer gut 10-fach hoheren G-Zahl zeigt,
dass der Proteingehalt des DMSO-haltigen Ansatzes bei knapp 100 % liegt. Der Prote-
ingehalt der ACN-haltigen Probe liegt jedoch bei unter 90 %. Daraus kann gefolgert
werden, dass die ACN-haltige Probe neben Vesikeln auch Ghosts bildet. Das Zentrifu-

gieren der Probe bei 1610 G reichte nicht aus, um die Ghosts zu sedimentieren.

AbschlieBend ldsst sich zu dieser Versuchsreihe ableiten, dass eine prozessierte
VB:DMSO (97,5/2,5, v/v)-Probe eine homogene Matrix darstellt, die mindestens 24

Stunden gelagert werden kann, ohne dass ein Sediment auftritt.

Die oben beschriebenen Ansitze wurden auch auf die Vesikelbildung wihrend der Hit-
zeschockbehandlung bei unterschiedlichen Temperaturen untersucht. Dabei wurden
die Proben wieder off-line bei Temperaturen zwischen 75 und 85°C prozessiert. Fiir
die Bestimmung des Proteingehalts im Uberstand, wurden die Proben nach dem Pro-
zessieren fir 10 min bei 16100 G zentrifugiert. In Tab. 39 sind die Versuchsbedingun-

gen und Ergebnisse zusammengestellt.
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Prozessierungs- Heizdauer [sec] Proteingehalt im

Ansatz

temperatur [°C] Lapplied Uberstand [%0]

75 VB:DMSO (97,5/2,5, v/v) 13 96,3
VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/v/v) 6 87,8

80 VB:DMSO (97,5/2,5, v/v) 7 81,8
8 79,6

VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/v/v) 4 88,0

5 84,0

85 VB:DMSO (97,5/2,5, v/v) 2 85,8
4 89,5

5 74,5

VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/v/v) 3 73,6

Tab. 39: Bildung von Vesikeln nach Zusatz verschiedener Losemittel im

Temperaturbereich zwischen 75 und 85°C

Die DMSO- und ACN-haltigen Ansétze zeigen, dass die Vesikelbildung bei einer Pro-

zessierungstemperatur von 75°C am stirksten ausgepragt ist.

Im Vorfeld wurde die Effizienz der Hitzeschockbehandlung dieser Ansitze unter den
beschriebenen Bedingungen mittels Drabkin’s Reagenz untersucht. Tab. 40 fasst die

Ergebnisse zusammen.
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Prozessierungs- Heizdauer [sec]

Ansatz Effizienz [%0]

temperatur [°C] Lapplied

75 VB:DMSO (97,5/2,5, v/v) 13 107,6
VB:AB-HP:ACN (50/45/5, VIv/v) 6 97,6
80 VB:DMSO (97,5/2,5, v/v) 7 100,0
8 100,3

VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/v/v) 4 80,0

5 72,4

85 VB:DMSO (97,5/2,5, v/v) 2 97,1
4 94,1

5 89,7

VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/v/v) 3 78,2

Tab. 40: Effizienz der Desintegration unterschiedlicher Vollblutansétze im

Temperaturbereich zwischen 75 und 85°C

Fiir die DMSO-Ansitze gilt, dass sie bei 75 und 80°C unter den angewandten Auf-
heizzeiten (typplica) vOllstindig desintegriert werden. Bei 85°C sinkt das Ausmal3 der
Desintegration bei steigender Heizdauer. Bei einer unvollstandigen Desintegration der
Erythrozyten konnen nicht die gesamten Erythrozytenmembranen wihrend der HST in

Vesikel bzw. Ghosts umgewandelt werden.

Die Desintegration der Erythrozyten in der ACN-haltigen Probe ist nur bei 75°C voll-
stindig. Bei den Temperaturen 80 und 85°C liegt die Desintegrationseffizienz bei etwa
80 %. Bei 75°C bestitigt sich, dass sich wiahrend der Hitzeschockbehandlung neben

Vesikeln auch Ghosts aus den Zellmembranen bilden, denn der Gesamtproteingehalt
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der Probe liegt trotz vollstdndiger Desintegration der Erythrozyten bei ca. 88 % (Tab.
39).

5.10.3.3 Einfluss des Hamatokrits auf die Bildung von Vesikeln

Wie in Kapitel 5.4 beschrieben ist der Himatokrit des Menschen abhédngig von mehre-
ren Faktoren, wie beispielsweise Geschlecht, Alter und Gesundheitszustand. Aus die-
sem Grund wurde die Bildung von Vesikeln aus zwei unterschiedlichen Vollblutansit-
zen mit verschiedenen Hamatokrit-Werten (0,2 bis 0,6) untersucht. Alle Ansitze
wurden bei 75°C off-line, d.h. manuell in Glaskapillaren, Hitzeschock-behandelt. Um
sicher zu stellen, dass die Desintegration der Erythrozyten unter den angewandten ex-
perimentellen Bedingungen in allen Ansétzen vollstindig ist, wurde die Effizienz der
Hitzeschockbehandlung im Vorfeld mittels der Analyse durch Drabkin’s Reagenz
tiberpriift. Alle hier untersuchten Ansétze zeigten eine vollstdndige Desintegration der
Zellen. Tab. 41 zeigt die untersuchten Proben und die Ergebnisse beziiglich der Vesi-
kelbildung nach Zentrifugation der prozessierten Proben fiir 10 Minuten bei 16100 G.
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Heizdauer [sec] Proteingehalt im

Ansatz theat Het Uberstand [%6]
VB:DMSO (97,5/2,5, v/v) 13 0,2 94,7
0,4 104,1
0,6 98,9
VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/v/v) 6 0,2 94,0
0,4 89,2
0,6 87,9

Tab. 41: Bildung von Vesikeln in Abh&ngigkeit vom Hamatokrit;

Prozessierungstemperatur: 75°C

In den DMSO-haltigen Proben findet wahrend der Hitzeschockbehandlung eine voll-
stindige Umwandlung der Erythrozytenmembran in Vesikel statt. Dieser Vorgang ist
unabhingig vom Hématokrit. Die ACN-haltigen Proben zeigen eine verringerte Vesi-

kelbildung wihrend des Prozessierens bei steigendem Héamatokrit.

AbschlieBlend lasst sich zusammenfassen, dass die Bildung von Vesikeln und subzellu-
laren Bestandteilen in einer Vollblutprobe abhingig ist vom Zusatz und der Art an
»biologischem® / organischem Losemittel, der Prozessierungstemperatur, der Heizdau-
er und dem Anteil an organischem Modifier. Es wurde gezeigt, dass ACN-haltige Pro-
ben neben Vesikeln auch Ghosts generieren und dass deren Menge abhingig ist vom

Héamatokrit der prozessierten Probe.

Vollblutproben hingegen, die 2,5 vol. % DMSO enthalten und bei 75°C fiir 13 Sekun-
den erhitzt werden, bilden fast ausschlieBSlich Vesikel wiahrend der Hitzeschockbehand-

lung und dieses unabhéingig vom Héamatokrit-Wert. Somit resultiert aus dieser Mi-
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schung nach dem Prozessieren eine homogene und stabile biologische Matrix, das zell-

desintegrierte Blut (CDB).
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6 Vollautomatisiertes Totales Analyse-
system (TAS)

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Ubertragung der in Kapitel 5 be-
schriebenen off-line Methode in ein on-line bzw. in-line System. Dieser Schritt sollte
es ermOglichen, ein vollautomatisches Analysesystem aufzubauen, dessen Vorteile auf

der Hand liegen:

= Reduziertes Infektionsrisiko, da keine manuelle Interaktion

und die Analyse in einem geschlossenen System stattfinden.
=  Volle GLP (Good Laboratory Practice)-Tauglichkeit
= Kostenersparnis aufgrund geringeren Personalaufwands

= Erhohter Probendurchsatz aufgrund reduzierter

Analysezeiten / Nacht- und Wochenendbetrieb

» Kiirzere Riicklaufzeiten beziiglich des klinisch-chemischen

Befundes

=  Weniger Fehlerquellen, da keine manuellen Schritte

notwendig sind

= Probenaufbereitung und analytische Trennung kénnen z.B.

parallel durchgefiihrt werden

Ein entsprechendes Totales Analysesystem (engl.: Total Analysis System; TAS) fiir die
Aufbereitung und Analyse sollte daher das Aufmischen einer sedimentierten Vollblut-

probe, die Hitze-induzierte Desintegration der Blutzellen, die Fraktionierung dieser
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Matrix (zell-desintegriertes Blut; CDB) sowie die chromatographische Trennung und

die Detektion der Analyten ermdglichen.

6.1 Instrumenteller Aufbau

Das Totale Analysesystem (TAS) setzt sich aus verschiedenen Einheiten zusammen,

die in Abb. 41 schematisch dargestellt sind.

M B e =
—
L

Mischung Frak-
und Prozessierung | tionierung / Trennung Detektion Datenaus-
Injektion Extraktion wertung
SPE LC MS/MS PC

Abb. 41: Schematischer Aufbau eines Totalen Analysesystems (TAS)

Zu Beginn des Analyseprozesses wird die sedimentierte Vollblutprobe mit einem spe-
ziellen, im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Verfahren aufgemischt, aliquotiert und
anschliefend injiziert. Durch den in Kapitel 5 beschriebenen Prozess der Hitzeschock-
behandlung kommt es zu einer Desintegration der Blutzellen. Das generierte zell-
desintegrierte Blut (CDB) wird sodann mittels Festphasenextraktion (SPE) fraktioniert

und die Zielanalyten dabei extrahiert bzw. angereichert. Im Anschluss erfolgen die
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analytische Trennung und die Detektion mittels eines Tandemmassenspektrometers

(MS/MS).

Wie in Kapitel 2.3.3 erwidhnt wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Symbiosis™ Pharma
System der Firma Spark Holland B.V. verwendet. Dieses, fiir die on-line SPE-LC-
Analyse konzipierte System, wurde im Rahmen eines gemeinsamen Forschungspro-

jektes mit Spark Holland entsprechend modifiziert.

181



6.2 Arbeitsweise des vollautomatisierten Totalen

Analysesystems (TAS)

In Abb. 42 ist das modifizierte Symbiosis™ Pharma System schematisch dargestellt.
Die Spirale stellt die Prozessierungseinheit dar. Im Folgenden wird der Ablauf der

Analyse in den verschiedenen Einheiten niher beschrieben.

HPD 1

MS/MS
N

#® Fraktionierung ® Elutien

Abb. 42: Schematische Darstellung des modifizierten Symbiosis™ Pharma
Systems; HC: beheizte Edelstahlkapillare (engl.: Heated Capillary);
HPD: Kolbenpumpe (engl.: High Pressure Dispenser);

MS/MS: Tandemmassenspektrometer
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6.2.1 Mischung und Injektion

Die Misch- und Injektionseinheit setzt sich aus einer 1 mL - Aufziehspritze, einem 6-
Wege-Injektionsventil mit integrierter Injektionsschleife (100 puL) und einer Serum-
injektionsnadel (45 pL) zusammen. Die Injektionsnadel befindet sich in einer Punk-
tiernadel. Bei der Injektionsnadel handelt es sich um eine im Rahmen dieser Arbeit
entwickelte Spezialanfertigung. Die tulpenférmige Offnung fiihrt zu einer VergroBer-
ung der Apertur. Die Modifikation der Injektionsnadel war notwendig, um den Misch-
vorgang der sedimentierten Vollblutprobe zu optimieren. Abb. 43 stellt die modifizier-
te (tulpenformige) und urspriingliche (Standard) Offnung der Injektionsnadeln sche-

matisch dar.

Spezialnadel Standard Serum Nadel
ILD. Stamm : 0,3 mm LD. Stamm : 0,3 mm
L] L
AD. Stamm: 0.5 mm AD. Stamm : 1.57mm
Apertur : 0,7 mm Apertur: 0,3 mm
AD. Nadelspitze : 1,00 mm AD. Nadelspitze : 1,57 mm

Abb. 43: Schematische Darstellung der Spitze der verwendeten Injektionsnadeln;

I.D.: Innendurchmesser; A.D.: Aussendurchmesser
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6.2.1.1 Aufmischen einer sedimentierten Vollblutprobe

Lisst man eine Vollblutprobe lidngere Zeit stehen, so sedimentieren die korpuskulédren
Bestandteile. Somit entsteht ein 2-Phasen-System mit Plasma im Uberstand und Blut-
zellen als Sediment. Soll eine Vollblutprobe quantitativ analysiert werden, muss sie bei
der Injektion ins Analysesystem homogen, d.h. gut gemischt, sein. Das Aufmischen
einer sedimentierten Vollblutprobe kann durch die Anwendung eines im Rahmen die-
ser Arbeit entwickelten Mischverfahrens realisiert werden. Abb. 44 stellt diesen Vor-

gang schematisch dar.

|
-
]
—
]

¥

Abb. 44: Schematische Darstellung des Mischvorgangs einer sedimentierten

Vollblutprobe unter Anwendung des Probengebers

Das aufzumischende Vollblut befindet sich in einem speziellen Probengefil3, das sich
aus einem konventionellen LC-Vial und einem schmalen, konisch geformten, gering-
volumigen Einsatz zusammensetzt. Der Mischvorgang beginnt mit dem Aufziehen von
Luft in die Injektionsschleife. Die Injektionsnadel taucht dann in das Sediment der

Probe ein, und die aufgezogene Luft wird mit hoher Geschwindigkeit in das Sediment
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injiziert. Aufgrund des tulpenformigen Nadeldesigns werden grofle Luftblasen gene-
riert, die sich zudem an die GroBle des Einsatzes anpassen, zur Oberfliche wandern
und dadurch zu einer sehr effizienten Durchmischung der Probe fiihren. Die Effizienz
des Mischvorgangs ldsst sich mit zwei unabhiangigen Verfahren bestimmen. Dazu wird
ein Aliquot der aufgemischten Probe direkt unterhalb der Schaumkrone entnommen.
Einerseits wird die Erythrozytenanzahl / pLL Blut durch Auszédhlen der Erythrozyten in
der Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Andererseits wird das nach Zugabe von Drab-
kin’s Reagenz freigesetzte Himoglobin photometrisch bei 546 nm bestimmt. Als Refe-
renz dient eine durch manuelles Aufschiitteln gemischte Probe. Beide Verfahren haben
gezeigt, dass das Aufmischen einer sedimentierten Vollblutprobe auf diesem Wege sehr

effizient ist.

6.2.1.2 Zugabe des Internen Standards

Das Signal des Detektors und somit die Peakfldche stellen ein Mal} fiir die injizierte
Substanz dar; jedoch erlaubt die Peakfldche keine direkte Aussage iiber die in der Pro-
be enthaltene Substanzmenge. Anhand von Standards, d.h. mit Proben bekannter Kon-
zentration, lassen sich Korrektur- bzw. Responsefaktoren ermitteln, mit denen sich die
Peakfldche der Probe in die entsprechenden Substanzmengen umrechnen lassen. Im
Idealfall besteht eine lineare Beziehung zwischen dem Detektorsignal und der appli-
zierten Substanzmenge. Abweichungen von diesem Verhalten lassen sich durch die
Injektion verschiedener Standardkonzentrationen und Erstellung einer Kalibrationsge-
rade ermitteln. Bei der Kalibriergerade wird die Peakfliche gegen die Standardkon-
zentration aufgetragen. Wird der Probe eine bekannte Menge eines Standards zuge-
setzt, der sich von der zu analysierenden Substanz unterscheidet und einen
zusitzlichen Peak im Chromatogramm erscheinen ldsst, spricht man von der internen

Standardmethode. Die Quantifizierung der Analyten beruht auf der Ermittlung des
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Verhiltnisses der Peakflichen des Internen Standards und des entsprechenden Analy-

174
ten .

Der Interne Standard muss folgende Eigenschaften haben®:

* Sein Peak muss bei einer Retentionszeit liegen, bei der

keine anderen Analyten eluieren

= Sein Peak sollte moglichst nah bei dem Peak des zu

untersuchenden Analyten liegen

* Ersollte dem zu untersuchenden Analyten chemisch

sehr dhnlich sein

= Seine Anwesenheit in der urspriinglichen Analyse

sollte mit Sicherheit ausgeschlossen werden konnen

= Sein Responsefaktor sollte dhnlich grof3 sein wie der

des zu untersuchenden Analyten

» Erdarf, auch bei héheren Temperaturen, keine
chemische Reaktion mit einer anderen Komponente

des Analysengemisches eingehen.

Die Zugabe des Internen Standards zu Vollblut ist eine Herausforderung. Im Falle der
Immunsuppressiva, die in dieser Arbeit als Modellanalyten herangezogen werden, ist
festzuhalten, dass sie und ihre Internen Standards aufgrund der stark ausgeprégten Li-
pophilie nur in organischen Losemitteln 16slich sind. Die Zugabe eines organischen
Losemittels zu einer nativen Vollblutprobe in groBerer Menge zieht eine Féllung der
Proteine nach sich. Es ist jedoch allgemein bekannt, dass sich kleine Volumina von
beispielsweise Methanol nur schwer ohne Verlust pipettieren lassen. Eine Mdglichkeit,
die Konzentrationsschwankung aufgrund eines Pipettierfehlers moglichst gering zu

halten, ist die Zugabe eines relativ grolen Volumens einer niedrig konzentrierten in-
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ternen Standardlosung. Doch wie bereits weiter oben erwihnt, flihrt die Addition eines
groflen Volumens an organischem Losemittel zu einer Fillung der in der Probe enthal-

tenen Proteine.

Die Zugabe des Internen Standards zu einer Vollblutprobe ist des Weiteren auf indirek-
tem Wege moglich. Dabei wird der Interne Standard zuerst in beispielsweise Methanol
gelost. Diese Losung wird dann zu Humanplasma der Blutgruppe AB (AB-HP) hinzu-
pipettiert. Durch Verwendung von Humanplasma der Blutgruppe AB ist eine Aggluti-
nation von Erythrozyten nach Zugabe dieses dotierten Plasmas zu der zu analysieren-
den Vollblutprobe ausgeschlossen. Denn das Humanplasma der Blutgruppe AB enthilt
keine Antikorper gegen die Erythrozyten der Blugruppe A und B'.

Eine spezielle Software des Symbiosis™ Pharma Systems ermdglicht die Program-
mierung des Zusammenpipettierens eines Aliquots der aufgemischten Vollblutprobe
und beispielsweise eines Aliquots des mit Internem Standard dotierten Humanplasmas
in ein separates Probengefd3 mit anschliefender quantitativer Vermischung. Auf die-
sem eleganten Wege ist es moglich, der zu untersuchenden Vollblutprobe den Internen
Standard hinzuzufiigen. Die Absolutmenge an hinzugefiigtem organischem Ldsemittel

ist in diesem Falle sehr gering.

Losemittel wie bespielsweise DMSO sind relativ viskos und lassen sich sehr gut pipet-
tieren. Immunsuppressiva und ihre Internen Standards 16sen sich gut in DMSO. Aus
diesem Grund ist es moglich, der zu untersuchenden Vollblutprobe den in DMSO ge-
l16sten Internen Standard hinzuzupipettieren. Der verwendete Probengeber ist in der

Lage, Volumina bis 1 pL (uL-Pick-up) akkurat zu pipettieren®.
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6.2.2 Prozessierung

Das Herzstiick der Prozessierungseinheit ist eine beheizte Edelstahlkapillare, deren
Temperatur iiber die softwaregesteuerte Induktion geregelt wird. Wie in Abb. 45 dar-
gestellt handelt es sich um eine spiralformig gewickelte Edelstahlkapillare. Diese ist
mit Kunststoff isoliert. Der Innendurchmesser der Edelstahlkapillare betrdgt 0,5 mm,
die Lange 300 mm, so dass aus diesen Dimensionen ein Volumen von ca. 60 pL resul-

tiert.

i [ \_\"“:

sauanmaa=

.

< 1
& >
L g Dl

Beheizter Bereich der Edelstahlkapillare:

~ 300 mm (60 pL)

A
Y.

Gesamtlinge der Edelstahlkapillare: ~ 800 mm (160 nL)

Abb. 45: Schematische Darstellung der beheizten Edelstahlkapillare'”

Installiert ist die beheizte Edelstahlkapillare, die die Abkiirzung HC (engl.: Heated Ca-
pillary) tragt, direkt hinter dem Injektionsventil. Somit wird gewahrleistet, dass die
injizierte Probe bis zum Erreichen der HC moglichst wenig verdiinnt wird. Die ge-
wiinschte Temperatur der HC wird in der Methode festgelegt und ldsst sich zwischen

3°C iiber der Umgebungstemperatur bis maximal 100°C programmieren.

Die Software erlaubt es, die aktuelle Temperatur der HC zu verfolgen. Somit ist es
moglich, Temperaturprofile aufzunehmen. Es zeigte sich, dass die bendtigte Zeit zum

Erreichen der programmierten Temperatur abhéngig ist von der Flussrate, mit der die
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Fliissigkeiten durch die beheizte Edelstahlkapillare befordert werden. Ist die Flussrate

konstant, so schwankt die Temperatur um ca. + 0,4°C um den Sollwert.

6.2.2.1 Transfer: off-line zu in-line Prozessierung von

Vollblutproben

Ziel der Arbeit ist es, die ermittelten Erkenntnisse aus den off-line Experimenten, d.h.
dem manuellen Prozessieren von Vollblutproben in Glaskapillaren, in ein vollautoma-
tisches Analysesystem zu tlibertragen. Der Innendurchmesser der beheizten Edelstahl-
kapillare betrdagt 0,5 mm, so dass fiir die oft-line Versuche Glaskapillaren mit demsel-
ben Innendurchmesser ausgewidhlt wurden. Bei der manuell durchgefiihrten
Hitzeschockbehandlung (HST) von Vollblutproben liegt ein statisches System vor. Bei
der in-line Prozessierung der Probe in der beheizten Edelstahlkapillare handelt es sich
um ein dynamisches Verfahren, denn die Probe wird wéhrend des Aufheizens kontinu-
ierlich durch die Edelstahlkapillare befordert. Die Verweilzeit der Probe in der HC und
somit die Dauer der HST sind abhingig von der Flussrate, mit der die Probe durch die
beheizte Edelstahlkapillare gepumpt wird. Die Flussrate muss demnach so program-
miert werden, dass die Verweilzeit der Probe ty., entspricht. Mit Hilfe folgender For-

mel ldsst sich die addquate Flussrate berechnen:

Volumen HC [ulL]

60
ton Boc]

Flussrate|ul, / min]=

Das Volumen der HC bleibt konstant, nur der Wert fiir t;,.,; ist variabel, da er von dem
Probenansatz und der Prozessierungstemperatur abhingig ist (siche Kapitel 5.6). Das

Volumen der zu prozessierenden Probe hat keinen Einfluss auf die Flussrate. Es muss
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lediglich sichergestellt werden, dass bei einem groBeren Injektionsvolumen die Pro-
zessierungstemperatur ausreichend lang gehalten wird. Ein kleines Probenvolumen hat
die HC schneller komplett passiert als ein groferes Probenvolumen. Die Verweilzeit
(Dauer der Hitzeschockbehandlung) der Probe in der beheizten Edelstahlkapillare ist
fiir jedes Segment gleich.

Die Berechnung der Flussrate zur in-line Prozessierung einer VB:DMSO-Probe
(97,5/2,5, v/v) bei 75°C mit einem off-line ermitteltem ty.,, von 13 Sekunden ergibt

somit:

Flussrate[ul / min] = SQ—IFL] x 60 =272 uL /min
13 [sec]

Die zu prozessierende Vollblutprobe wird mit der mobilen Phase, die durch die Kol-
benpumpe 1, auch als HPD 1 (High Pressure Dispenser) bezeichnet, befordert wird,
aus der Injektionsschleife in die beheizte Edelstahlkapillare gepumpt. Die minimale
Flussrate der Kolbenpumpe betrdgt 100 pL/min. Daraus folgt im Umkehrschluss, dass
die maximal erreichbare Verweilzeit der Probe in der installierten HC 35,4 Sekunden

betragt.

Nach dem Prozessieren wird die Probe weiter zur linken Klemme der SPE-Einheit

transportiert.

Versuche haben gezeigt, dass die Probe auf dem Weg zwischen Injektionsventil und
der linken Klemme verdiinnt wird. Abb. 46 zeigt, dass die Verdiinnung abhédngig vom
Injektionsvolumen ist, jedoch der Verdiinnungsfaktor (Fy) mit zunehmendem Injekti-

onsvolumen abnimmit.
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Abb. 46: Volumen und Verdinnungsfaktoren (Fy) von injizierten Proben nach der

Passage eines Totvolumens von 262uL; Flussrate: 270 pL/min

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass das resultierende Volumen und somit der
Verdiinnungsfaktor der Probe unabhéngig sind vom Fluss, mit dem die Probe durch

das System befordert wird (Abb. 47).

191



600
m F, =29

500
462 =
-
=
— Bt
3 400 a
= e
g 334 -t
- 2
C |ano { 285 =
: g
! b
=

200

F,=9
EF.,=6
100 . .
0’ T T T T T T T T T T T T T T
25 50

Injektionsvolumen [pL]

Abb. 47: Volumen und Verdinnungsfaktoren (Fy) von injizierten Proben nach der

Passage eines Totvolumens von 262uL; Flussrate: 590 pL/min

Wichtig bei der in-line Prozessierung von Vollblutproben ist, dass die Temperatur der
HC den Sollwert schon erreicht hat, bevor die Probe in die beheizte Edelstahlkapillare
gepumpt wird. Hat die HC eine Temperatur unterhalb der Solltemperatur, so ist die
Desintegration der Blutzellen unvollstindig. Es bleiben somit viele Zellen intakt. Bei
einer zu hohen Temperatur in der HC wird die Probe denaturiert, es bildet sich ein Gel

und die Edelstahlkapillare verstopft.
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6.2.3 Fraktionierung (SPE-Schritt)

Die Fraktionierung der prozessierten Vollblutprobe findet nach Einsetzten einer Ein-
mal-SPE-Kartusche in die linke Klemme der SPE-Einheit statt. Bei der Festphasenex-
traktion kommt es zu einer quantitativen Extraktion der Analyte aus dem prozessierten
Vollblut. Gleichzeitig findet eine quantitative Abreicherung der Matrixbestandteile des
zell-desintegrierten Blutes (CDB) statt.

Der Fraktionierungsschritt ist direkt an die Hitzeschockbehandlung der Probe gekop-
pelt. Das bedeutet, dass die mobile Phase zur Fraktionierung von CDB auch durch die

Kolbenpumpe 1 (HPD 1) befordert wird.

Die Einmal-SPE-Kartuschen sind in zwei Dimensionen erhéltlich: 10 x 1 mm [.D. und
10 x 2 mm L.D.. Es gibt eine gro3e Auswahl an Packungsmaterialien, die je nach Ana-
lyt und chromatographischen Erfordernissen ausgewéhlt werden. Auf der Homepage

der Firma Spark Holland B.V. (www.sparkholland.com) sind die verschiedenen ver-

fiigbaren Packungsmaterialien zu finden.

Die beiden Kolbenpumpenspritzen haben ein Volumen von 2 mL und ihre Flussge-
schwindigkeit kann zwischen 0,1-10 mL/min programmiert werden. Die SPE-
Kartuschen halten Driicke bis zu 350 bar aus. Bei Ubersteigen des Riickdrucks wird

der Lauf automatisch abgebrochen.

Die HPD 1 hat die Moglichkeit bis zu neun verschiedene Losemittel zu befordern, die
zum Teil in situ gemischt werden konnen. Dies ermdglicht die Konditionierung der

eingesetzten SPE-Kartusche vor dem Fraktionierungsschritt.
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6.2.4 Separation

Auf den Fraktionierungsschritt der CDB-Probe folgt der Separationsschritt der extra-
hierten Analyten. Ein Greifarm der SPE-Einheit setzt dazu die SPE-Kartusche von der
linken Klemme in die rechte um. Nach Schalten des rechten 6-Wege-Ventils der SPE-
Einheit in die 6-1 Position wird die mobile Phase, die durch die beiden HPLC-Pumpen
befordert wird, so umgeleitet, dass sie die in der rechten Klemme eingesetzte SPE-
Kartusche durchspiilt. Aufgrund der Elutionskraft der mobilen Phase werden die ext-
rahierten Analyten von der SPE-Kartusche eluiert und auf die im direkten Anschluss

gekoppelte analytische Trennsédule transferiert.

6.2.5 Detektion

Zur quantitativen Bestimmung der Analyten konnen verschiedene Detektoren herange-
zogen werden. Wird beispielsweise mit UV/VIS, Fluoreszenz- oder elektrochemischen
Detektoren gearbeitet, so miissen die zu detektierenden Analyten vorher sauber, d.h.
basisliniengetrennt, von einander separiert werden. Geschieht dies nicht, kommt es zu
Fehlern bei der Quantifizierung, da diese Detektoren nicht in der Lage sind, substanz-

spezifisch zu messen.

In dem in dieser Arbeit entwickelten Totalen Analysesystem dient ein Tandemmas-
senspektrometer (MS/MS) als Detektor. Wie in Kapitel 3 erwidhnt, handelt es sich
hierbei um einen sehr empfindlichen und spezifischen Detektor. Eine vollstindige
chromatographische Trennung der extrahierten Analyten ist nicht notwendig, da das
Tandem-MS substanzspezifisch detektiert. Die Separation von Analyten ist allerdings

notwendig, wenn diese die gleiche Masse besitzen, d.h. isobar sind.
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7 Methodenentwicklung und Bestimmung
von Kenngrol3en fur die on-line SPE-LC-

MS/MS-Analyse: allgemeiner Teil

Zur Entwicklung einer Methode fiir die on-line Kopplung eines 2-Sdulen-Systems
miissen zunichst die Parameter t,, ty und tr bestimmt werden. Die Vorgehensweise
und die Bestimmung der entsprechenden Kenngrof3en wurden in der Literatur bereits
beschrieben!’. Dabei steht t, fiir die Durchbruchszeit der Analyten von der SPE-
Kartusche, ty; fiir die Elutionsdauer der Matrix von der SPE-Kartusche und tr fiir die

Transferzeit des Analyten von der SPE-Kartusche auf die analytische Trennsédule.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit dem Symbiosis™ Pharma System gearbeitet. Die
dazugehorige Software erlaubt es nicht, die einzelnen Ablaufschritte zeitbezogen zu
programmieren, jedoch ausschlieBlich iiber das zu verwendende Volumen. Aus diesem
Grund wurden die bekannten KenngroBen in ihrer Namensgebung gedndert. In Tab. 42

sind die entsprechenden Parameter gegeniibergestellt und definiert.

alte Bezeichnung adaptierte Bezeichnung Definition

ta V3 (Volume breakthrough) Durchbruchszeit / Durchbruchsvolumen des Analyten von der SPE-Kartusche

ty V; (Volume fractionation) Ilzrait(tlorillerungsdauer/ Fraktionierungsvolumen der Matrix von der SPE-
artusche
Transferzeit / Elutionsvolumen der Analyten von der SPE-Kartusche auf die

t Vg (Vol luti
T & (Volume elution) analytische Trennsiule

Tab. 42: Urspriingliche und adaptierte Bezeichnungen der Parameter zur

Methodenentwicklung
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Im Zuge der Optimierung der einzelnen Schritte einer on-line SPE-LC-Methode miis-
sen neben den oben beschriebenen Parametern, die am besten geeigneten Eluenten
sowie die stationdren Phasen und Dimensionen der SPE-Kartuschen und die analyti-

sche Trennsdule ausgewdhlt werden.

7.1 Ausarbeitung der analytischen Trennung

und Detektion

Die Methodenentwicklung beginnt mit der Auswahl und Optimierung der chroma-
tographischen Bedingungen fiir die analytische Trennung und Detektion der zu analy-

sierenden Substanzen.

Die Auswahl des chromatographischen Trennmaterials orientiert sich nach den Eigen-
schaften der zu analysierenden Analyten. Die Auswahl der Eluenten richtet sich nach
der Auswahl der analytischen Trennsédule, den zu trennenden Analyten und dem ver-

wendeten Detektor.

Wird ein Massenspektrometer als Detektor genutzt, so hat die Optimierung der Ionisa-
tion der zu detektierenden Analyten hochste Prioritdt. Ziel ist es, moglichst viele Mo-
lekiilionen zu erzeugen. Diese werden anschlieBend in der Kollisionszelle zu charakte-
ristischen Produktionen fragmentiert. Um moglichst viele Molekiilionen zu erzeugen,
miissen einige variable, gerdteabhingige Parameter optimiert werden. Diese Parameter
beeinflussen den Vorgang in der ESI-Quelle und die Uberfiihrung der gebildeten Ionen
in die Gasphase. Zu den zu optimierenden Einstellungen des Massenspektrometers
gehoren beispielsweise die Spannung an der Elektrospraykapillare, die Spannungen
am Konus und Extraktor, die Quellen- und Desolvatationstemperaturen, die Konus-
und Desolvatationsgasfliisse, die Kollisionsenergie und die Linsenspannungen der lo-

nenoptik'”’.
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Zur Optimierung des Signals der Analyten werden die oben aufgefiihrten Geritepara-
meter ,,getunt. Dazu wird iiber eine Spritzenpumpe eine Analytlosung mit einer Kon-
zentration von ca. 1 pg/mL in das Tandem-MS infundiert (Flussrate: 10 pL/min). Die
Geridteparameter sollen unter realen Analysebedingungen optimiert werden, deshalb
wird die Analytlosung tiber ein T-Stiick zuerst in den Eluentenstrom infundiert und

danach mittels MS analysiert.

Soll ein Analytgemisch analysiert werden, so muss ein Kompromiss fiir die Einstel-
lungen der Geriteparameter gefunden werden. In einer MS-Tune Methode ist nur die
Kollisionsenergie und die Konusspannung individuell fiir jeden Analyten einstellbar.

Alle anderen Geriteparameter sind identisch.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Immunsuppressiva als Modellanalyten gewéhlt. Es
st bekannt, dass Sirolimus (Rapamycin) schwer ionisierbar ist und somit relativ
schwer im Massenspektrometer zu detektieren ist. Aus diesem Grund wird die Einstel-
lung der Gerdteparameter mit Ausnahme der Kollisionsenergie und der Konusspan-

nung auf die besten Ionisationsbedingungen des Sirolimus hin optimiert.
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7.2 Ermittlung des Fraktionierungsvolumens (Vi)

der Probenmatrix

Der instrumentelle Aufbau zur Bestimmung des Fraktionierungsvolumens (V) ist in

ADbD. 48 schematisch dargestellt.

HPD1

‘@— MS/MS

UV/VIS-Detekior

ol il

—_—
Fraktionierung

Abb. 48: Schematische Darstellung des instrumentellen Aufbaus zur Bestimmung

von Ve und Vg

Der erste Schritt in der Methodenentwicklung ist die Bestimmung des Parameters V.
Dieser definiert das Volumen an Waschldsemittel, das notwendig ist, um die zu unter-
suchende Probe quantitativ zu fraktionieren. Dazu wird die zu untersuchende Proben-

matrix, im vorliegenden Fall Vollblut, in das System injiziert, in-line prozessiert und
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das resultierende zell-desintegrierte Blut (CDB) auf der SPE-Kartusche fraktioniert.
Die Probe wird mittels der HPD 1 befordert. Die SPE-Kartusche ist direkt mit einem
UV/VIS-Detektor gekoppelt. Dieser zeichnet das Elutionsprofil der Matrix auf. Die
verwendeten Wellenldngen waren einerseits auf das Absorptionsmaximum von Hé-
moglobin eingestellt (428 nm), andererseits auf das Absorptionsmaximum von Protei-
nen bzw. von aromatischen Aminoséduren (280 nm)*"'”®. Das Fraktionierungsvolumen
wird rechnerisch bestimmt. Der Zeitpunkt, an dem der Matrixpeak die Basislinie wie-
der erreicht (ty), wird mit der Flussrate multipliziert. Das Produkt entspricht dem be-
notigten Fraktionierungsvolumen. Abb. 49 zeigt ein schematisches Elutionsprofil zur

Bestimmung von V.

Signalintensitat [mV]
[
(¢

£

»
>

Zeit [min]

Abb. 49: Schematisches Elutionsprofil zur Bestimmung von Ve
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7.3 Ermittlung des Durchbruchsvolumens (Vg)

der Analyten

Im Anschluss an die Bestimmung des Fraktionierungsvolumens (Vg) muss sicherge-
stellt werden, dass wéhrend des Fraktionierungsvorgangs die Analyten nicht in den
Abfall gespiilt werden. Aus diesem Grund wird das Durchbruchsvolumen (V) der
Analyten bestimmt. Der instrumentelle Aufbau (siche Abb. 48) und die chroma-
tographischen Bedingungen sind identisch zu denen wéhrend der Bestimmung des
Fraktionierungsvolumens. Einzig die zu injizierende Probe unterscheidet sich. Zur Be-
stimmung des Durchbruchsvolumens wird eine Analytldsung in das System injiziert.
Der UV/VIS-Detektor misst bei der Wellenldnge, die dem Absorptionsmaximum des
Analyten entspricht. Abb. 50 stellt ein Elutionsprofil zur Bestimmung des Durch-
bruchsvolumens schematisch dar. Auch in diesem Fall wird das Durchbruchsvolumen

rechnerisch aus dem Produkt aus Flussrate und Zeitpunkt des Analytdurchbruches (t,)

bestimmt.
F Y
=
E,
b
Z
[»]
E
=
k)
(78]
ta

Zeit [min]
Abb. 50: Schematisches Elutionsprofil zur Bestimmung von Vg
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Fiir eine quantitative Fraktionierung ist es entscheidend, dass das Durchbruchsvolu-

men (V) grofer ist als das Fraktionierungsvolumen (V).

7.4 Ermittlung des Elutionsvolumens (Vg)

der Analyten

Der instrumentelle Aufbau zur Bestimmung des Elutionsvolumens (Vg) der Analyten
von der SPE-Kartusche ist im Vergleich zur Bestimmung von Vg und Vj leicht verdn-

dert. In Abb. 51 ist dieser daher schematisch dargestellt.

HFD2 HFD1

O
L —m— MS/MS
v,

= _
e E O @
S P
_.I"

® Fraktionierung

Abb. 51: Schematische Darstellung des instrumentellen Aufbaus zur Bestimmung

von Vg
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Bei der Bestimmung dieses Parameters wird ebenfalls eine Analytlosung injiziert.
Nach der Fraktionierung der Probe wird die Kartusche von der linken Klemme in die
rechte iibersetzt. Die mobile Phase, die nun durch die HPLC-Pumpen befordert wird,
eluiert die Analyten von der SPE-Kartusche. Die SPE-Kartusche ist direkt an einen
UV/VIS-Detektor gekoppelt, der bei der Wellenldnge, die dem Absorptionsmaximum
des eluierten Analyten entspricht, misst. Das Elutionsvolumen wird rechnerisch be-
stimmt. Experimentell wird die Transferzeit (tr) des Analyten von der SPE-Kartusche
auf die analytische Trennsdule ermittelt. Nach Multiplikation des Wertes fiir tr mit der

Flussrate erhédlt man das Elutionsvolumen. Abb. 52 zeigt schematisch, das Eluti-

onsprofil der Analyten.
A
>
=)
=
=
E
=
B
w
tr

Zeit [min]

Abb. 52: Schematisches Elutionsprofil zur Bestimmung von Vg

Alternativ kann das Elutionsprofil auch mit einem Tandemmassenspektrometer aufge-
zeichnet werden. Dies hat den Vorteil, dass die Elutionsprofile mehrerer Analyten
gleichzeitig aufgezeichnet werden konnen.
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7.5 Programmierte Volumina (Vx))

Die einzelnen Analyseschritte im Symbiosis™ Pharma System lassen sich in der
Software nicht iiber die Zeit, sondern nur iiber das verwendete Volumen steuern. Dies
betrifft beispielsweise das Umsetzten der SPE-Kartusche von der linken Klemme in
die rechte bzw. zuriick zum Vorratstablett, als auch die Schaltzeitpunkte verschiedener
Ventile. Die entsprechenden Volumina (Vxp)) lassen sich aufgrund der ermittelten

Kenngrofen t,, ty und tr berechnen und programmieren.

Ver):

Das programmierte Volumen Vg definiert den Endpunkt des Fraktionierungsschrittes
und somit den Zeitpunkt des Umsetztens der SPE-Kartusche von der linken in die
rechte Klemme. Zusitzlich markiert es den Zeitpunkt des Schaltens des fiir die rechte
Klemme verantwortlichen Ventils. Durch das Schalten dieses Ventils wird der Pum-
penfluss der HPLC-Pumpen iiber die eingesetzte SPE-Kartusche gelenkt. Die extra-

hierten Analyten kdnnen somit eluiert werden.

Die Grundbedingung fiir eine quantitative Fraktionierung ist, dass das Durchbruchsvo-
lumen der Analyte grof3er ist als das zu deren quantitativen Extraktion bendtigte Volu-

men.

Ve@) [UL] = ty [min] x Flussrate [uL/min] + X [uL]

X stellt einen Sicherheitszuschlag dar. Dieser garantiert, dass auch bei kleinen Unre-
gelmiBigkeiten die Abreicherung, d.h. die Elution der Probenmatrix von der SPE-

Kartusche, vollstandig ist.
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Ver):

Das programmierte Volumen Vygp) definiert den Endpunkt des Elutionsschrittes der
Analyten von der SPE-Kartusche auf die analytische Trennsdule und somit den Zeit-
punkt des Umsetztens der SPE-Kartusche von der rechten Klemme zuriick in das Vor-
ratstablett. Zusétzlich kommt es zur Schaltung des fiir die rechte Klemme verantwort-
lichen Ventils. Somit wird der Pumpenfluss nicht mehr iiber die rechte Klemme
geleitet, sondern direkt auf die analytische Trennsdule. Wahrend des Elutionsschrittes

sind die SPE-Kartusche und die analytische Trennsaule direkt miteinander gekoppelt.

Vgey [uL] = tr [min] x Flussrate [pL/min] + X [pL]

Auch bei diesem Analyseschritt wird das Elutionsvolumen und somit die Elutionsdau-

er um einen Sicherheitszuschlag X vergrofB3ert.
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7.6 Analysezyklus

Der Vorteil des Symbiosis™ Pharma Systems ist, dass die Fraktionierung der Probe
und die Elution der Analyten von der SPE-Kartusche auf die analytische Trennsédule

parallel ablaufen. Dies ist in Abb. 53 schematisch dargestellt.

r "\

1 HPLC-Pumpen
—
Fraktionierung
I

“Probenhotel” Probengeber

Analytische Trennsiiule

Abb. 53: Schematische Darstellung des parallelen Ablaufs der Fraktionierung
(purpur) und Elution (griin) im modifizierten Symbiosis™ Pharma

Systems [in Anlehnung an*’]

Nachdem die erste Probe in-line in der beheizten Edelstahlkapillare prozessiert und
anschlieflend fraktioniert wurde, wird die SPE-Kartusche von der linken Klemme in
die rechte transferiert. Im Anschluss werden mittels der mobilen Phase der HPLC-
Pumpen die retenierten Analyten von der SPE-Kartusche auf die analytische Trennséu-

le eluiert. Wahrend dieses Elutionsschrittes wird die zweite Probe in-line prozessiert
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und fraktioniert. Diese spezielle Arbeitsweise des Analysesystems verkiirzt signifikant

die Gesamtanalysezeit.
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8 Entwicklung einer Methode fur die
direkte Injektion und in-line
Prozessierung von Vollblut zur Analyse
von Pharmaka in einem on-line SPE-LC-

MS/MS-System

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Methode zur quantitativen Bestimmung
von Pharmaka aus unbehandelten Vollblutproben beinhaltet mehrere Teilschritte, die

nicht nur optimiert, sondern auch aufeinander abgestimmt wurden.

8.1 LC-Trennung und MS/MS-Detektion

Bei der Verwendung eines MS/MS-Detektors ist es nicht mehr notwendig, die Analy-
ten chromatographisch auf der analytischen Trennsdule basisliniengetrennt zu separie-
ren. Das Tandemmassenspektrometer (MS/MS) ist in der Lage, mehrere gleichzeitig
eluierende Analyten simultan zu detektieren. Die einzige Bedingung ist, dass die zu
detektierenden Substanzen nicht isobar sind. Aus diesem Grund ist es bei der Analyse
der Immunsuppressiva wichtig, Ciclosporin A, dessen Metabolite und den dazugehori-
gen Internen Standard Ciclosporin D basisliniengetrennt von der analytischen Trenn-
sdule zu eluieren, da Metabolite von Ciclosporin A Addukte bilden konnen, die mit

Ciclosporin A und D isobar sind*’.
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Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Aufbereitung von Vollblutproben fiir die
on-line SPE-LC-Analyse. Aus diesem Grund wurden die analytische Trennsdule und

. . . . 1
die entsprechenden mobilen Phasen aus der Literatur iibernommen'"?.

Als chromatographische Trennsdule wurde zunichst eine LiChrospher® 100 RP 18-
EC-Sdule mit den Dimensionen 125 x 2 mm [.D. und einer Partikelgrole von 5 pm

untersucht (Ziemer Chromatographie).

Alternativ wurden Versuche mit einer Kieselgel-modifizierten Trennséule (Luna® Phe-

1 .
" Diese sta-

nyl-Hexyl, 50 x 2 mm L.D., dp 5 um, Firma Phenomenex) durchgefiihrt
tiondre Phase weist eine gute Retention von Aminoverbindungen und polaren aromati-
schen Verbindungen auf. Solch eine Sdule wurde bereits zur Analyse von Immun-

. . . 11
suppressiva erfolgreich eingesetzt™'".

Bei der Kopplung der LC mit einem Massenspektrometer werden an die verwendete
mobile Phase besondere Anforderungen gestellt. Wie schon in Kapitel 3.3.1 beschrie-
ben, ist es bei dieser Instrumentenkonfiguration nicht erlaubt, nicht verdampfbare Ver-
bindungen wie bestimmte Salze (Sulfate, Phosphate) oder lonenpaarreagenzien (PEG,
TFA) zu verwenden, da diese zu Matrixeffekten fithren konnen. Ausserdem konnen
diese nichtfliichtigen Substanzen an der lonenoptik auskristallisieren und dadurch die

angelegte Spannung verfélschen.

Bei Verwendung einer ESI-Quelle ist es fiir die lonenbildung essentiell, dass sich in
der mobilen Phase fliichtige Substanzen befinden, die den Analyten ionisieren. Insbe-
sondere Ameisensdure (engl.: formic acid; FA) oder Ammoniumacetat eignen sich

180

hierfiir . Dabei wurden Konzentrationen kleiner als 10 mM als optimal gefunden.

Die Hauptkomponente der mobilen Phase sollte ein Losemittel mit hoher Elutionskraft
sein, um die Analyten in einem moglichst kleinen Volumen von der SPE-Kartusche auf
die analytische Trennsdule zu transferieren. Organische Losemittel wie Methanol oder
Acetonitril sind dafiir geeignet. Zuséatzlich sollte die mobile Phase einen mdoglichst

geringen wéssrigen Anteil besitzen. Damit Eluenten mit einem hohen wissrigen Anteil
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verdampft werden konnen, miissen die Quellen- und Desolvatationstemperaturen rela-
tiv hoch gesetzt werden. Dies fiihrt zu Problemen bei thermolabilen Analyten. Ein
wassriger Anteil in der mobilen Phase bis zu 10 vol. % ist in der Literatur hiufig zu

1,12,13,28
finden " = 7".

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Mischung aus MeOH und 2mM NH,Ac (90/10,

v/v) als Eluent ausgewdhlt.

Die analytische Trennung wurde bei einer Temperatur von 40°C durchgefiihrt. Die

Flussgeschwindigkeit betrug 250 pL/min.

Zusammenfassend ldsst sich die chromatographische Trennung wie folgt beschreiben:
Die vier Immunsuppressiva und ihre zugehorigen Internen Standards wurden auf einer
LiChrospher® 100 RP 18-EC Trennsiule (125 x 2 mm LD., dp 5 um) isokratisch bei
250 pL/min Flussrate und 40°C Sédulentemperatur mit einer mobilen Phase bestehend
aus 90 vol. % MeOH und 10 vol. % 2 mM NH,Ac getrennt. Alternativ wurde eine Lu-
na® Phenyl-Hexyl Trennséule (50 x 2 mm I.D., dp 5 um) eingesetzt, wobei die chro-
matographischen Bedingungen konstant blieben. Abb. 54 stellt ein reprisentatives
Chromatogramm einer Standardlosung dar. Die Konzentration der untersuchten Analy-
ten in der methanolischen Standardlosung betrug jeweils 10 ng/mL. Das Injektionsvo-

lumen der Standardldsung betrug 50 pL.
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Abb. 54: Repréasentatives Chromatogramm eines MRM-Laufs einer methanolischen
Standardlésung der untersuchten Immunsuppressiva und deren Internen
Standards; c(Analyt) = 10 ng/mL; Injektionsvolumen: 50 pL

Damit moglichst intensive Signale und somit eine moglichst niedrige Bestimmungs-
grenze der zu untersuchenden Analyte erreicht wird, muss die lonisation der Analyten
optimiert werden. Der Prozess der Optimierung der lonisation wird als Ionisations-
Tuning bezeichnet. Bei diesem Tuning wird eine Analytlosung mit einer Konzentration
von ca. 1 pg/mL iiber ein T-Stiick unter Verwendung einer Spritzenpumpe (10 pL/min)
in den Eluentenstrom infundiert. Abb. 55 stellt die Zufuhr der Analytlosung wéhrend

des Tunings schematisch dar.
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Abb. 55: Schematische Darstellung der zum Tuning verwendeten

Systemkonfiguration

Der Tuningprozess beginnt mit der Bestimmung des Precursorions und dessen Opti-
mierung. Dabei werden die verschiedenen Tuningparameter wie beispielsweise Kapil-
larspannung, Konusspannung, Extraktorspannung, Quellentemperatur, Desolvatati-
onstemperatur, Konus- und Desolvatationsgasfluss fiir jeden einzelnen Analyten
optimiert. Sollen Analyten simultan detektiert werden, muss man sich auf einen Kom-
promiss der optimalen Tuningparameter einlassen, denn in einer MS-Methode kann
nur die Konusspannung fiir jeden einzelnen Analyten individuell eingestellt werden.
Bei der Detektion von Immunsuppressiva werden neben Natriumaddukten auch Am-
moniumaddukte gebildet. Bedingung fiir eine hohe Sensitivitit des Detektors ist es,
deutlich mehr Ammoniumaddukte als Natriumaddukte zu bilden. Immunsuppressiva
und allem voran Ciclosporin A haben eine viel hdhere Affinitit zu Na'-Ionen. Jedoch
lassen sich Natriumaddukte in der Kollisionszelle nicht fragmentieren und somit keine
Produktionen bilden, die fiir die Messung von MRM-Ubergiingen essentiell sind.
Durch die Zugabe von NH4Ac zu der mobilen Phase lassen sich die gewiinschten
NH,"-Addukte [M-NH,4]" bilden. Zeigt das Massenspektrometer eine Natriumver-

schmutzung durch beispielsweise Na'-kontaminierte Eluenten, wird das Quasiionen-
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verhéltnis zwischen NH, -und Na'- Addukten zu Gunsten der Na'-Addukte hin ver-

schoben. Dies fiihrt zu einem Verlust der Signalintensitét.

Nachdem die idealen Bedingungen fiir die Bestimmung des jeweiligen Precursorions
gefunden wurden, kommt es durch Zufuhr von Kollisionsgas zur Fragmentierung der
Precursorionen in ,,diagnostische* Produktionen (Fragmentionen). Die entstandenen
Fragmentionen sind charakteristisch flir das jeweilige Precursorion. Fiir die optimalen
Fragmentierungsvorginge miissen mehrere Gerdteparameter getunt werden, wie z.B.
die Kollisionsenergie, die Eintritts- und Austrittsgeschwindigkeiten der Ionen in bzw.
aus der Kollisionszelle, u.a.. Auch bei diesen Parametern muss ein Kompromiss be-
ziiglich deren Einstellungen gewéhlt werden. Werden mehrere Analyten gemeinsam in
einer MS-Methode vermessen, so kann neben der Konusspannung nur noch die Kolli-
sionsenergie fiir jeden Analyten individuell eingestellt werden. Bei der Fragmentierung
der Precursorionen soll moglichst ein intensives Fragmention gebildet werden. Nur so
kann eine maximale Messempfindlichkeit im MRM-Modus erreicht werden. Es ist
darauf zu achten, dass die Kollisionsenergie nicht zu hoch gewahlt wird, denn sonst
kommt es zur Fragmentierung der Fragmentionen bzw. das Precursorion wird in viele
kleine, jedoch wenig intensive Fragmente unterteilt. Die Gefahr bei kleinen Fragmen-
ten ist zudem, dass sie keine flir das Precursorion charakteristischen Fragmente dar-
stellen. In Tab. 43 sind die variablen Tuning-Parameter, Precursor- und Produktionen
fiir die untersuchten Immunsuppressiva und deren Internen Standards (IS) zusammen-

gefasst.
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Analyt Konusspannung [V] Kaollisionsenergie [eVV] Precursorion [Da] Fragmention [Da]

Ascomycin (IS) 25 20 809,8 756,5
Tacrolimus 25 22 821,7 768,6
Desmethoxysirolimus (IS) 20 18 901,8 834,6
Sirolimus 20 20 931,5 864,0
Everolimus 20 20 976,0 908,5
Ciclosporin A 20 15 1220,0 1203,0
Ciclosporin D (IS) 20 15 1234,0 1217,0

Tab. 43: Zusammenstellung der variablen Tuning-Parameter, Precursor- und Produkt-

ionen der untersuchten Immunsuppressiva und deren Internen Standards

Nicht alle Immunsuppressiva lassen sich gleich gut ionisieren. Sirolimus ist das am
schwierigsten zu ionisierende und somit zu detektierende Immunsuppressivum. Daher
sollte bei der Auswahl der nicht variablen Tuning-Parameter Sirolimus eine besondere

Aufmerksamkeit geschenkt werden.

Ciclosporin A und dessen Interner Standard sind nur bis zu einer Temperatur von ca.
300°C stabil. Die anderen Immunsuppressiva konnen aber auch sehr gut bei Tempera-
turen oberhalb 300°C ionisiert werden. Ein MaB fiir die Signalintensitdt bzw. Sensitivi-
tat des Detektors ist die Auflosung der Peaks. Sie wird definiert mit der Signalbreite
auf halber Hohe. Ciclosporin A und D zeigen ein optimales Signal, wenn die Aufl6-
sung bei 0,7 Da liegt. Die anderen Immunsuppressiva und ihre Internen Standards wei-
sen bei einer Auflosung von 0,9-1,1 Da ein optimales Signal auf. Aufgrund dieser bei-
den abweichenden Parameter (Desolvatationstemperatur und Auflésung) wére ein
separates Messen von Ciclosporin A/D von den anderen Immunsuppressiva, einer si-

multanen Messung vorzuziehen. Jedoch heilt dies, dass jede zu untersuchende Probe
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in der Routineanalytik zwei Mal vermessen werden miisste. Dies bedeutet lingere
Riicklaufzeiten und wirkt sich somit negativ auf die Effizienz der LC-MS/MS-Léaufe
aus. Aus diesem Grund wird in nur wenigen Routinelaboren die Messung von Cic-
losporin A/D unter anderen Bedingungen und somit separat von den anderen Immun-

suppressiva durchgefiihrt.

8.2 In-line Prozessierung von Vollblutproben

Die Moglichkeit, Vollblutproben in-line, d.h. implementiert in einem Analysesystem,
zu prozessieren, wurde in der Literatur bislang nicht beschrieben. Wie in Kapitel
6.2.2.1 geschildert, geschieht die Hitzeschockbehandlung in einer beheizten Edelstahl-
kapillare (HC). Diese befindet sich direkt hinter dem Injektionsventil. Die Vollblutpro-
be wird nach der Injektion direkt in der beheizten Edelstahlkapillare (HC) zu zell-
desintegriertem Blut (CDB) prozessiert. Die Flussgeschwindigkeit, mit der die Probe
durch die beheizte Edelstahlkapillare befordert wird, bestimmt die Verweilzeit der
Probe in der Prozessierungseinheit. In Kapitel 5 sind die Einfliisse von Art und Menge
der zur Probe hinzugefiigten organischen Losemittel und des Hadmatokrits der Probe
auf die optimale Heizdauer der zu untersuchenden Vollblutprobe in off-line Experi-

menten genau definiert und beschrieben worden.

Mit der in Kapitel 6.2.2.1 vorgestellten Formel lésst sich die off-line bestimmte opti-
male Heizdauer (t,.,) bei gegebenen Bedingungen in die optimale Verweilzeit der Pro-

be in der beheizten Edelstahlkapillare umrechnen.

Im Folgenden werden tabellarisch (Tab. 44) die berechneten Flussraten zur optimalen
in-line Prozessierung verschiedener Ansédtze fiir den jeweilig optimalen Temperaturbe-

reich zusammengefasst.

214



optimaler Temperatur- Flussgeschwindigkeit

Theat [sec] (Off

Ansatz bereich [°C] zur Temperatur [°C] I [uL/min]
Herstellung von CDB ine) (in-line)
VB 70-75 70 39 91
75 16 221
VB:AB-HP (50/50, v/v) 75-85 75 36 98
80 18 197
85 12 295
VB:AB-HP:MeOH (50/47,5/2,5, v/v/v) 75-80 75 17 208
80 8 443
VB:AB-HP:MeOH (50/45/5, v/v/v) 75 75 9 393
VB:AB-HP:MeOH (50/40/10, v/v/v) 70 70 10 354
VB:AB-HP:ACN (50/47,5/2,5, v/v/v) 75-80 75 12 295
80 8 443
VB:AB-HP:ACN (50/45/5, v/v/v) 70-75 70 13 272
75 6 590
VB:AB-HP:ACN (50/40/10, v/v/v) 60-65 60 16 221
65 8 443
VB:AB-HP:EtOH (50/47,5/2,5, v/v/v) 75 75 16 221
VB:AB-HP:EtOH (50/45/5, v/v/v) 75 75 8 443
VB:AB-HP:EtOH (50/40/10, v/v/v) 75 75 3 1180
VB:MeOH (95/5, v/v) 75 75 10 354
VB:ACN (95/5, v/v) 70 70 14 253
VB/DMSO (97,5/2,5, v/v) 75 75 13 272
VB/DMSO (95/5, v/v) 75 75 12 295
VB/DMSO (90/10, v/v) 75 75 8 443

Tab. 44: Berechnete Flussraten fur verschiedene Proben und deren Hitzeschock-
induzierte Desintegration; CDB: zell-desintegriertes Blut (engl.: cell-

disintegrated blood)
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Die Kolbenpumpe 1 (HPD 1), die fiir die Beforderung der zu prozessierenden Probe
verantwortlich ist, kann mit einer Flussrate zwischen 100-10000 pL/min betrieben
werden. Sie ldsst sich in 5 pL/min-Schritten programmieren. Die errechneten Flussra-
ten konnen somit teilweise nicht exakt programmiert werden. Jedoch verdndert sich
die Verweilzeit der Probe in der HC nur unmerklich, wenn die Flussrate wahrend der

Prozessierung um max. 2,5 pLL/min vom optimalen Wert abweicht.

Die errechnete Flussrate zur in-line Prozessierung von VB:DMSO (97,5/2,5, v/v) bei
einer Temperatur von 75°C betrdgt 272,3 uL/min und basiert auf dem off-line ermittel-
ten tne,; von 13 sec. Die Kolbenpumpe kann ndherungsweise jedoch nur auf einen Fluss
von 270 bzw. 275 pL/min programmiert werden. Dies entspricht einem ty., von 13,11
sec bzw. 12,87 sec. Dieses Beispiel verdeutlicht nochmals, dass eine kleine Varianz in
der Flussrate wihrend der in-line Prozessierung von Vollblut keinen Einfluss auf die

Effizienz der Hitzeschockbehandlung hat.

8.3 SPE-Kartuschen

8.3.1 Bestimmung des Fraktionierungsvolumens (Vi)

der Probenmatrix

Eine quantitative Fraktionierung der CDB-Probe ist essentiell fiir die Erstellung einer
robusten Methode, d.h. die direkte Injektion, in-line Prozessierung und anschlieBende
Analyse von Immunsuppressiva aus nativen Vollblutproben. Biologische Fliissigkeiten
stellen eine heterogene und hochkomplexe Probenmatrix dar. Zusitzlich schwankt de-
ren Zusammensetzung intra- und interindividuell, wie beispielsweise im Hématokrit-

Wert.
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In der Bioanalytik ist es unabdingbar, die Probenmatrix effektiv von den zu analysie-
renden Analyten abzutrennen. Wie bereits erwahnt, fiihrt eine unzureichende Abreich-
erung der Probenmatrix unter anderem zu einer Verkiirzung der Lebensdauer der ana-
lytischen Trennsdule und einer Zunahme von Matrixeffekten bei Verwendung eines

Tandemmassenspektrometers.

Die Vorgehensweise und der instrumentelle Aufbau zur Ermittlung des Fraktionie-

rungsvolumens (V) der Probenmatrix wurde bereits in Kapitel 7.2 beschrieben.

Zur Bestimmung des Fraktionierungsvolumens (V) wurde beispielsweise die Probe
VB:DMSO (97,5/2,5, v/v) (25 pL) in-line bei 75°C und einem Fluss von 270 uL/min
prozessiert. Der Hdmatokrit dieser Vollblutprobe betrug 0,49. Nach Abschluss der in-
line Prozessierung wurde der Fluss der Kolbenpumpe (HPD) auf 2 mL/min erhéht, um

die Dauer der Fraktionierung bzw. Probenaufbereitung moglichst kurz zu halten.

Fiir die Bestimmung von Vy wurden folgende SPE-Kartuschen getestet (siche Tab.

45). Die Dimension betrug jeweils 10 x 2 mm L.D..
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Bezeichnung dp [um] Kurzbeschreibung

Hysphere C2-SE 7 unpolar, sphirische Gestalt, Silanolgruppen des Kieselgels mit Ethylgruppen modifiziert und abgeséttigt

Hysphere C2 7 unpolar, sphirische Gestalt, Silanolgruppen des Kieselgels mit Ethylgruppen modifiziert

Hysphere C8-SE 8 unpolar, sphirische Gestalt, Silanolgruppen des Kieselgels mit Octylgruppen modifiziert und abgeséttigt

Hysphere C8 8 unpolar, sphirische Gestalt, Silanolgruppen des Kieselgels mit Octylgruppen modifiziert

Hysphere Resin SH 25-35 SH = stark hydrophob, modifiziertes Polystyrol-Divinylbenzol-Polymer, unregelméBige Gestalt

Hysphere Resin GP 10-12 GP = generelle Phase, sphérische Gestalt, Polyvinyl-Benzol-Polymer

C8 40-90 unregelmaBige Gestalt, Silanolgruppen des Kieselgels mit Octylgruppen modifiziert

Oasis HLB 30 HLB = Hydrophile-Lipophile-Balance, Copolymer aus N-Vinylpyrrolidon (hydrophil) und Divinylbenzol (lipophil)

Tab. 45: Eigenschaften der verwendeten SPE-Materialien bzw. -Kartuschen

181,182
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Die zur Fraktionierung verwendete mobile Phase setzt sich aus H,O:ACN (95/5, v/v)
zusammen. Der Anteil an organischem Losemittel ist aus zweierlei Griinden wichtig:
Erstens fiihrt Acetonitril zur Authebung der Proteinbindung der Analyten. Zweitens
sorgt es dafiir, dass sich Lipide, unpolare Analyte und sonstige wasserunlosliche Mat-

rixbestandteile nicht an Oberflachen, z.B. Kapillaren des Analysesystems, festsetzen.

Das Elutionsprofil der Probenmatrix wurde mit einem UV/VIS-Detektor bei 428 nm,
dem Absorptionsmaximum von Himoglobin, und 280 nm, dem Absorptionsmaximum

von Proteinen, aufgezeichnet.

Abb. 56 zeigt die iibereinandergelegten Elutionsprofile einer CDB-Matrix bei Ver-

wendung verschiedener SPE-Materialien und einer Detektion bei 428 nm.

2200
2000
1800
1600
1400
1200

1000 -

Intensitat [mV]

800 —J

1 'I'II"I'IIITI'I'II!'I'IIITI'I'II'

600 ( I| 2 3 4

400

200 —J

TITY FRTRY TP (YRV1TOPY. PYVRY PYTIN PYTOY PYOTY [OVP1 FYVTL PRVU R, 71 RYPY IVTT FYPTY FPVTY PYYVY PYVVE [YTY TOVRN (TUTY YT POTV

-I L D bl i i I Ie” Sl Il I Il Il Il Il Il Bl Bl

Zeit [min]

Abb. 56: Elutionsprofile einer CDB-Matrix bei Verwendung verschiedener
SPE-Materialien und einer Detektion bei 428 nm. a: Hysphere C2-SE,
b: Hysphere C2, c: Hysphere C8, d: Hysphere C8-SE,
e: Hysphere Resin SH, f: Hysphere Resin GP, g: C8, h: Oasis HLB
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Die entsprechenden Zeiten fiir die Fraktionierung der Probenmatrix (ty) und die resul-

tierenden Fraktionierungsvolumina (V) sind in Tab. 46 zusammengefasst.

sPEartsche lming S 00 uLimin  Elutionsualumen L]
Hysphere C2-SE 2,68 499,5 1660 21595
Hysphere C2 2,95 499,5 2200 2699,5
Hysphere C8-SE 2,70 499,5 1700 2199,5
Hysphere C8 2,80 499,5 1900 2399,5
Hysphere Resin SH 3,45 499.5 3200 3699,5
Hysphere Resin GP 2,80 4995 1900 2399.5
C8 2,65 499,5 1600 2099,5
Oasis HLB 2,70 499,5 1700 2199,5

Tab. 46: Ermittelte Prozessparameter (ty, und V) fiir die SPE einer Vollblutprobe
[25 pL VB:DMSO (97,5/2,5, viv)] bei Verwendung verschiedener
SPE-Kartuschen. Detektion bei 428 nm.

In Abb. 57 sind die iibereinandergelegten Elutionsprofile einer CDB-Matrix gezeigt,
die bei 280 nm aufgezeichnet wurden. Die Buchstaben a-h bezeichnen die verwende-

ten SPE-Kartuschen.
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Abb. 57: Elutionsprofile einer CDB-Matrix bei Verwendung verschiedener
SPE-Materialien und einer Detektion bei 280 nm. a: Hysphere C2-SE,
b: Hysphere C2, c: Hysphere C8, d: Hysphere C8-SE,
e: Hysphere Resin SH, f: Hysphere Resin GP, g: C8, h: Oasis HLB

Tab. 47 fasst die ermittelte Dauer der Fraktionierung (ty;) und die resultierenden Vo-
lumina der Fraktionierung (Vg) fiir die bei 280 nm aufgezeichneten Elutionsprofile

einer CDB-Matrix bei Verwendung verschiedener SPE-Kartuschen zusammen.
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Elutionsvolumen [pL] Elutionsvolumen [uL] gesamtes

SPE-Kartusche tw [min] bei 270 pL/min bei 2000 pL/min Elutionsvolumen [uL]
Hysphere C2-SE 3,80 499,5 3900 4399,5
Hysphere C2 3,15 499,5 2600 3099,5
Hysphere C8-SE 2,80 499,5 1900 2399,5
Hysphere C8 2,75 499,5 1800 2299,5
Hysphere Resin SH 2,70 499,5 1700 2199,5
Hysphere Resin GP 3,70 499,5 3700 4199,5
C8 2,75 499,5 1800 2299,5
Oasis HLB 3,30 499,5 2900 3399,5

Tab. 47: Ermittelte Prozessparameter (ty und V) fur die SPE einer Vollblutprobe
[25 uL VB:DMSO (97,5/2,5, viv)] bei Verwendung verschiedener
SPE-Kartuschen. Detektion bei 280 nm.

Die entsprechenden Elutionsprofile zeigen, dass die Elution von Himoglobin (428 nm)
bei den meisten Kartuschen schon frither abgeschlossen ist als die Elution der Plas-
maproteine (280 nm). Die Elutionsdauer und das entsprechende Elutionsvolumen fiir
die untersuchten SPE-Kartuschen sind in Tab. 48 nochmals zusammenfassend darge-
stellt. Bei der Berechnung der Volumina zur Fraktionierung (V) ist zu beachten, dass
zwischen 0,00-1,85 min die Flussrate 270 pL/min (entspricht den optimalen Prozessie-
rungsbedingungen dieser Probe bei 75°C) betrdgt und ab 1,86 min die Flussrate auf
2000 pL/min erhoht wurde, um die Elution der Probenmatrix von der SPE-Kartusche

zu beschleunigen.
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280 nm 428 nm maximales

SPE-Kartusche ty [min] ~VE [UL] ty [Min] ~VE [UL] ty [min] ~VE [KL]
Hysphere C2-SE 3,80 4400 2,68 2160 3,80 4400
Hysphere C2 3,15 3100 2,95 2700 3,15 3100
Hysphere C8-SE 2,80 2400 2,70 2200 2,80 2400
Hysphere C8 2,75 2300 2,80 2400 2,80 2400
Hysphere Resin SH 2,70 2200 3,45 3700 3,45 3700
Hysphere Resin GP 3,70 4200 2,80 2400 3,70 4200
C8 2,75 2300 2,65 2100 2,75 2300
Oasis HLB 3,30 3400 2,70 2200 3,30 3400

Tab. 48: Zusammenfassung der ermittelten ty- und Ve-Werte einer VB:DMSO
(97,5/2,5, viv)-Probe (25 pL) bei Verwendung verschiedener
SPE-Kartuschen

Die tabellarische Zusammenfassung zeigt, dass die Abreicherung der Plasmaproteine
in der Regel ein grofleres Volumen an mobiler Phase benoétigt als die Abreicherung des
bei der in-line Prozessierung freigesetzten Hémoglobins. Einzig fiir die SPE-
Kartuschen Hysphere C8 und Hysphere Resin SH sind die ermittelten Werte fiir Vi bei
428 nm (Hamoglobin) gréBer als bei 280 nm (Plasmaproteine).

In Abb. 58 ist das jeweilige Fraktionierungsvolumen (Vg) in Abhédngigkeit von den
untersuchten SPE-Kartuschen graphisch dargestellt.
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C8 < Hy C8-SE = Hy C8 < Hy C2 < Qasis HL.LB < Hy Resin SH < Hy Resin GP < Hy C2-SE

Fraktionierungsvolumen (Vy)

Abb. 58: Erforderliches Volumen an mobiler Phase fiir die Fraktionierung bei

Verwendung verschiedener SPE-Adsorbentien. Hy: Hysphere

8.3.2 Bestimmung des Durchbruchsvolumens (Vg)

der Analyten

Zu einer erfolgreichen, d.h. einer moglichst quantitativen, Fraktionierung bedarf es
einer nahezu vollstandigen Abreicherung der Probenmatrix und einer nahezu vollstan-
digen Extraktion der Zielanalyte. Es muss somit sichergestellt werden, dass die Analy-
ten wihrend des Fraktionierungsvorganges nicht mit der Probenmatrix in den Abfall
gespllt werden. Analog zur Bestimmung von Vi wurden flir die Bestimmung des
Durchbruchsvolumens (Vp) die gleichen SPE-Kartuschen verwendet. Die Eigenschaf-
ten der untersuchten SPE-Adsorbentien wurden bereits in Kapitel 8.4.1 ndher be-
schrieben. Der instrumentelle Aufbau zur Bestimmung von Vg ist in Kapitel 7.3 er-
klart. Der Eluent zur Bestimmung des Durchbruchsvolumens (Vg) ist H;O:ACN (95/5,
v/v), die Flussrate zur Beforderung der Probe vom Injektionsventil zur SPE-Kartusche
betrdgt auch in diesem Falle die ersten 1,85 min 270 pL/min und wird dann ab 1,86

min auf 2000 pL/min gesteigert.

Das Durchbruchsvolumen (Vg) wurde fiir acht verschiedene SPE-Kartuschen be-
stimmt, jedoch nicht fiir alle sieben Analyten (vier Immunsuppressiva und drei Interne
Standards). Die Immunsuppressiva unterscheiden sich in ihrer Polaritit und somit elu-

ieren sie nicht vollig zeitgleich von der jeweiligen SPE-Kartusche. Tacrolimus stellt
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aufgrund seiner molekularen Struktur den hydrophilsten und somit den zuerst eluie-
renden aller hier untersuchten Analyten dar, Ciclosporin D (CyD) hingegen ist die hyd-
rophobste Substanz. Daher wurde Vg auf allen acht SPE-Kartuschen nur fiir Tacroli-
mus bestimmt. Das Absorptionsmaximum, bei dem Tacrolimus detektiert wurde, liegt
bei 210 nm. Injiziert wurden 10 pL einer methanolischen Probe mit einer Tacrolimus-
Konzentration von 100 pg/mL. Vorversuche hatten gezeigt, dass Tacrolimus-
Konzentrationen < 100 pg/mL nur sehr schwache Signale im UV-Detektor zeigen.
Dies ist zum Teil mit der starken Verdiinnung der injizierten Probe vom Injektionsven-

til bis zum UV-Detektor begriindet (Totvolumen = 753 puL).

Als Vergleichsprobe wurde reines Methanol injiziert, um zu iberpriifen, welches
Chromatogramm allein durch die Injektion von Methanol erhalten wird. Das Volumen
der injizierten Probe betrug 10 pL. Werden die erhaltenen Chromatogramme aus der
Injektion von Methanol und Analytlosung iibereinandergelegt, so deutet ein Unter-
schied in den Elutionsprofilen einen Analytdurchbruch von der SPE-Kartusche an.
Abb. 59 zeigt stellvertretend fiir alle untersuchten SPE-Kartuschen vergleichende
Chromatogramme von reinem Methanol (griin) und einer methanolischen Tacrolimus-

Standardlosung (pink).
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Abb. 59: Durchbruchprofile von MeOH (griin) und Tacrolimus (pink, ¢ = 100
pg/mL) von einer Oasis HLB-Kartusche (10 x 2 mm 1.D.);
Injektionsvolumen: 10 pL; Fluss: 270 pL/min (0.00-1.85 min) und
2000 pL/min (1.86-10.00 min), Detektion: UV bei 210 nm

Dieses Chromatogramm zeigt, dass der Analyt sofort, d.h. mit dem Totvolumen der

SPE-Kartusche, eluiert.

Um zu iiberpriifen, ob sich noch Analyt auf der SPE-Kartusche befindet, wird diese im
Anschluss 2-fach mit verschiedenen Losemitteln gewaschen und das Elutionsprofil
wihrend des gesamten Waschganges mit einem UV-Detektor bei 210 nm aufgezeich-
net. Die verwendeten Losemittel haben unterschiedlich starke Elutionseigenschaften.
In der ersten Phase wird die SPE-Kartusche mit 1000 pL. Wasser bei einem Fluss von
2000 pL/min gewaschen. Unter diesen Bedingungen werden hydrophile Substanzen

von der SPE-Kartusche eluiert. Im zweiten Waschschritt wurden 1000 pL. H,O:MeOH
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(50/50, v/v) mit einer Geschwindigkeit von 2000 uL/min {iber die SPE-Kartusche ge-
pumpt. Die Elutionskraft dieses Losemittelgemisches ist etwas stéirker, jedoch reicht
sie nicht aus, um Tacrolimus von der SPE-Kartusche zu desorbieren. Im Anschluss
wurden 2000 pL reines Methanol mit 2000 pL/min tiber die SPE-Kartusche befordert.
Wie aus Abb. 60 ersichtlich ist Methanol in der Lage, das adsorbierte Tacrolimus von
der SPE-Kartusche zu eluieren. Der gesamte Waschvorgang wird mit 1000 pL
H,O:ACN (95/5, v/v) (2000 pL/min) abgeschlossen. Abb. 60 zeigt stellvertretend fiir
alle untersuchten SPE-Kartuschen die iibereinander gelegten Elutionsprofile zweier

aufeinanderfolgenden Waschvorgénge einer mit Tacrolimus beladenen SPE-Kartusche.
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Abb. 60: Elutionsprofile von Tacrolimus wahrend zwei hintereinander
durchgefuhrter Waschgange (griin = 1. Waschgang, pink = 2. Waschgang)
einer Oasis HLB-Kartusche (10 x 2 mm 1.D.); Detektion: UV bei 210 nm
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Tab. 49 fasst die Ergebnisse fiir alle untersuchten SPE-Kartuschen zusammen. Diese
Vorgehensweise ermoglicht eine indirekte Bestimmung des Durchbruches der unter-

suchten Analyten von einer bestimmten SPE-Kartusche.

Signalintensitat Signalintensitat

SPE-Kartusche 1. Waschen 2. Waschen Baseline-Shift Signaldifferenz

(MeOH) [mV]  (MeOH) [mV] [mV] [(mV]
Hysphere C2 10,0 6,8 1,0 2,2
Hysphere C2-SE 10,0 6,3 0,5 3,2
Hysphere C8 10,0 6,0 - 4,0
Hysphere C8-SE 11,0 6,4 0,4 42
Hysphere Resin SH 12,8 7,5 1,0 43
Hysphere Resin GP 14,2 8,2 1,1 4,9
C8 12,6 7,1 1,0 4,5
Oasis HLB 16,4 9,4 1,0 4,0

Tab. 49: Indirekte Ermittlung des Durchbruchverhaltens von Tacrolimus bei
Verwendung von SPE-Kartuschen mit unterschiedlichen

Packungsmaterialien

Es ist zuerkennen, dass bei Anwendung von Hysphere C2- und Hysphere C2-SE-
Kartuschen, der Unterschied der Signalintensitit zwischen den beiden Waschgingen <
4 bzw. 3 mV ist. Bei den anderen getesteten SPE-Kartuschen betrdagt der Unterschied
in der Signalintensitidt > 4 mV. Dies ldsst vermuten, dass der Analyt (Tacrolimus) bei
Verwendung von Hysphere C2- und Hysphere C2-SE-Kartuschen nicht ausreichend
stark reteniert wird und bei der Fraktionierung zum Teil mit der Probenmatrix in den
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Abfall gespiilt wird. Die Folge ist ein Verlust an Analyt und somit eine Wiederfindung
kleiner 100 %.

Eine Fraktonierung ist nur dann quantitativ, wenn die Probenmatrix wihrend dieses
Vorgangs vollstdndig in den Abfall gespiilt wird und der zu extrahierende Analyt dabei
nicht mit in den Abfall eluiert wird. Die Ergebnisse der hier aufgefiihrten Untersu-
chungen schlieBen daher die Anwendung von Hysphere C2- und Hysphere C2-SE-
Kartuschen aus. Aus diesem Grund wurde die Bestimmung von Vg fiir diese beiden

Kartuschenarten nicht durchgefiihrt.

8.3.3 Bestimmung des Elutionsvolumens (Vg) der

Analyten

Nach einer erfolgreichen Fraktionierung miissen die retenierten Analyten von der SPE-
Kartusche auf die analytische Trennsdule iiberfithrt werden, um dort chroma-
tographisch getrennt und anschliefend im Detektor erfasst und quantifiziert zu werden.
Das bendtigte Volumen zur Elution des Analyten von der SPE-Kartusche auf die ana-
lytische Trennséule ist der letzte Schritt in der in diesem Kapitel beschriebenen Vorge-
hensweise zur Methodenentwicklung. Der instrumentelle Aufbau und die Vorgehens-

weise zur Ermittlung von Vg wurden bereits in Kapitel 7.4 vorgestellt.

Die untersuchten Immunsuppressiva weisen aufgrund ihrer Molekiilstruktur unter-
schiedliche Polaritdten auf. Somit interagieren sie unterschiedlich stark mit der statio-
niren Phase der SPE-Kartusche. Vg wurde nur fiir den hydrophilsten Analyten (Tacro-
limus) und den hydrophobsten Analyten (Ciclosporin D) bestimmt.

Da sich bei der Bestimmung des Durchbruchsvolumens (Vg) herausstellte, dass Tacro-
limus auf der Hysphere C2- und Hysphere C2-SE-Kartusche nicht reteniert wird, wur-

den diese beiden Kartuschentypen bei der hier beschriebenen Versuchsreihe nicht ver-

229



wendet. In Kapitel 8.4.1 sind die Charakteristika der verwendeten SPE-Kartuschen

beschrieben.

10 pL einer methanolischen Losung der jeweils untersuchten Analyten wurden ins
System injiziert. Nach der Fraktionierung dieser Losung auf der jeweiligen SPE-
Kartusche mit 4000 pL H,O/ACN (95/5, v/v) und einem konstanten Fluss von 2000
puL/min wurde die SPE-Kartusche von der linken in die rechte Klemme tliberfiihrt. An-
schliefend wurde die Kartusche mit einer mobilen Phase (MeOH / 2 mM NH4Ac
(90/10, v/v); Fluss: 250 puL/min) eluiert. Die Elutionskraft dieser mobilen Phase ist
hoch genug, um die retenierten Analyten von der SPE-Kartusche zu desorbieren und
somit auf eine nachgeschaltete analytische Trennsdule zu transferieren. Zur eindeuti-
gen Interpretation der Peaks wurde neben der Analytlosung auch Methanol (Nullpro-

be) auf denselben Kartuschentyp injiziert.

8.3.3.1 Bestimmung des Elutionsvolumens (Vi) unter

Verwendung eines UV-Detektors

Das Elutionsvolumen (Vg) fiir Tacrolimus wurde zunichst mit einem UV-Detektor
bestimmt. Das Absorptionsmaximum fiir diesen Analyten liegt bei 210 nm. Injiziert
wurden 10 pL einer methanolischen Tacrolimus-Losung, deren Analytkonzentration
100 pg/mL betrug. Abb. 61 zeigt stellvertretend fiir alle verwendeten SPE-
Kartuschenarten ein FElutionschromatogramm, das unter der Verwendung -einer

Hysphere C8-SE-Kartusche aufgenommen wurde.
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Abb. 61: Elutionsprofile von MeOH (pink) und Tacrolimus (grin, ¢ = 100 pg/mL)
von einer Hysphere C8-SE-Kartusche (10 x 2 mm 1.D.);
Injektionsvolumen: 10 uL; Eluent: MeOH/2 mM NH,Ac (90/10, v/v);
Fluss: 250 pL/min; Detektion: UV bei 210 nm

Die ermittelten Elutionszeiten (tg) und Elutionsvolumina (Vg) fiir alle untersuchten

SPE-Kartuschen sind in Tab. 50 dargestellt.
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SPE-Kartusche tg [min] Ve [uL]
Hysphere C8 23 575
Hysphere C8-SE 23 575
Hysphere Resin SH 1.9 475
Hyspere Resin GP 2.3 575
C8 2.3 575
Oasis HLB 2.2 550

Tab. 50: Ermittelte Werte fur tz und Ve nach Injektion von 10 pL einer
methanolischen Tacrolimus-Ldsung (c = 100 pg/mL) auf verschiedene
SPE-Kartuschen (10 x 2 mm 1.D.); Eluent: MeOH/2 mM NH4Ac
(90/10, v/v); Fluss: 250 pL/min; Detektion: UV bei 210 nm

Wie aus Tab. 50 ersichtlich wird Tacrolimus von dem Hysphere Resin SH-Fiillmaterial

im kleinsten Volumen eluiert.
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8.3.3.2 Bestimmung des Elutionsvolumens (Vg) unter

Verwendung eines Tandemmassenspektrometers (MS/MS)

Die Elutionsvolumina (Vg) von Tacrolimus und Ciclosporin D wurden auch mit einem
Tandemmassenspektrometer als Detektor bestimmt. Der Versuchsaufbau war identisch
zu dem zur Bestimmung von Vg mit einem UV-Detektor. Auch in dieser Versuchsreihe
wurde Methanol als Nullprobe injiziert. Die Konzentration der methanolischen Tacro-
limus-Losung betrug 100 ng/mL, die der methanolischen Ciclosporin D-Lsung 500
ng/mL. Beide Losungen wurden mit einem Volumen von 25 pL injiziert. In Abb. 62
sind die iibereinandergelagerten Elutionschromatogramme fiir Methanol (griin) und
Tacrolimus (rot) von einer Hysphere C8-SE-Kartusche dargestellt. In Abb. 63 sind die
tibereinandergelagerten Elutionschromatogramme fiir Methanol (griin) und Ciclospo-
rin D (rot) ebenfalls von einer Hysphere C8-SE-Kartusche dargestellt. Die hier gezeig-
ten Chromatogramme stehen stellvertretend fiir die mit den iibrigen untersuchten SPE-

Kartuschen generierten Elutionsprofile.
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Zait [myine]
Abb. 62: Elutionsprofile fir MeOH (griin) und Tacrolimus (rot, ¢ = 100 ng/mL)
von einer Hysphere C8-SE-Kartusche; Injektionsvolumen: 25 uL;
Eluent: MeOH/2 mM NH,4Ac (90/10, v/v); Fluss: 250 puL/min;
Detektion: MS/MS (Bedingungen: siehe Anhang)

100+ |

................

. . s
Abb. 63: Elutionsprofile fir MeOH (griin) und Ciclosporin D (c = 500 ng/mL; rot)
von einer Hysphere C8-SE-Kartusche; Injektionsvolumen: 25 pL;
Eluent: MeOH/2 mM NH4Ac (90/10, v/v); Fluss: 250 pL/min;
Detektion: MS/MS (Bedingungen: siehe Anhang)
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In Tab. 51 sind die mit dem Tandemmassenspektrometer (MS/MS) ermittelten Eluti-
onszeiten (tg) und Elutionsvolumina (V) fiir die Analyten Tacrolimus und Ciclosporin

D bei Verwendung verschiedener SPE-Packungsmaterialien zusammengefasst.

SPE-Kartusche Analyt te [min] Ve [UL]
Hysphere C8 Tacrolimus 0,65 163
Ciclosporin D 3,25 813
Hysphere C8-SE Tacrolimus 0,75 188
Ciclosporin D 0,90 225
Hysphere Resin SH Tacrolimus 6,00 1500
Ciclosporin D 6,00 1500
Hysphere Resin GP Tacrolimus 3,00 750
Ciclosporin D 5,50 1375
C8 Tacrolimus 2,50 625
Ciclosporin D 1,50 375
Oasis HLB Tacrolimus 1,50 375
Ciclosporin D 2,00 500

Tab. 51: Ermittelte Werte fur tz und Ve nach Injektion von 25 pL einer
methanolischen Tacrolimus-Ldsung (¢ = 100 ng/mL) bzw. methanolischen
Ciclosporin D-L6sung (¢ = 500 ng/mL) auf verschiedene SPE-Kartuschen
(10 x 2 mm 1.D.); Eluent: MeOH/2 mM NH,4Ac (90/10, v/v);

Fluss: 250 pL/min; Detektion: MS/MS (Bedingungen: siehe Anhang)
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Die Zusammenstellung der ermittelten Werte zeigt, dass flr die Desorption des hydro-
phoberen Analyten (Ciclosporin D) ein groReres Elutionsvolumen bendtigt wird, als
zur Desorption von Tacrolimus. Diese Tendenz wurde auch erwartet, da das hydropho-
bere Immunsuppressivum stérkere Wechselwirkungen mit den unpolaren Trennmateri-
alien der SPE-Kartuschen eingeht. Die einzige SPE-Kartusche, bei der dies nicht zu-
trifft, ist die C8. Hier wird Ciclosporin D schneller eluiert als Tacrolimus. Die
Detektion mit dem MS/MS zeigt, dass unter den angewandten Bedingungen, beide
Analyte nicht vollstdndig von der Hysphere Resin SH-Kartusche desorbiert werden.
Die Desorption von Tacrolimus und Ciclosporin D von der Hysphere Resin GP-

Kartusche benétigt ein relativ groBes Elutionsvolumen.

In Tab. 52 sind die Elutionsdauer (tg) und die Elutionsvolumina (Vg) fur Tacrolimus

vergleichend fir die Detektion mittels UV und Tandem-MS dargestellt.

UV (210 nm) MS/MS
SPE-Kartusche te [min] Ve [UL] te [min] Ve [uL]
Hysphere C8 2.3 575 0.65 163
Hysphere C8-SE 2.3 575 0.75 188
Hysphere Resin SH 1.9 475 6.00 1500
Hyspere Resin GP 2.3 575 3.00 750
C8 2.3 575 2.50 625
Oasis HLB 2.2 550 1.50 375

Tab. 52: Ermittelte Werte fiir tz und Vg nach Injektion von 10 uL einer
methanolischen Tacrolimus-Losung (¢ = 100 ug/mL; UV) bzw. 25 uL einer
methanolischen Tacrolimus-Losung (c = 100 ng/mL; MS/MS) auf
verschiedene SPE-Kartuschen (10 x 2 mm 1.D.); Eluent: MeOH/2 mM
NH,Ac (90/10, v/v); Fluss: 250 uL/min; Detektion: UV (210 nm) und
MS/MS (Bedingungen: siehe Anhang)
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Werden die Abb. 62 und 63 miteinander verglichen, so ist zuerkennen, dass bei der
Aufnahme des Elutionsprofils mit einem UV-Detektor, der Elutionspeak spater er-
scheint im Vergleich zur Detektion mit dem Tandemmassenspektrometer. Das ist damit
begriindet, dass das Totvolumen zwischen der rechten SPE-Klemme und dem UV-
Detektor grofer ist als das Totvolumen zwischen derselben SPE-Klemme und dem
Einlass ins MS/MS. Aus geratetechnischen Griinden konnte das Totvolumen zwischen
der SPE-Kartusche und dem UV-Detektor nicht verringert werden. Daher sind die Elu-

tionsvolumina (Vg), die mit dem MS/MS ermittelt wurden, kleiner.

Abb. 64 zeigt graphisch die Zunahme der bendtigten Elutionsvolumina in Abhéngig-

keit von der verwendeten SPE-Kartusche und dem jeweiligen Detektor.

Hy Resin SH < Oasis HLB < Hy C8 = Hy C8-SE = Hy Resin GP = C8

UV-Detektor m

Hy C8 < Hy C8-SE < Oasis HLB < C8 < Hy Resin GP < Hy Resin SH

MS/MS m

Abb. 64: Vergleich der Elutionsvolumina (Vi) fiir Tacrolimus bei Verwendung

unterschiedlicher SPE-Adsorbentien und Detektoren
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8.3.4 Zusammenfassung der ermittelten Parameter

Ve, Vi und Ve

In Tab. 53 sind die ermittelten Parameter Vg, Vg und Ve nochmals dargestellt. Mit Hil-
fe dieser tabellarischen Zusammenfassung wurde die Entscheidung getroffen, mit wel-

cher SPE-Kartusche analytische Laufe durchgefiihrt werden.

SPE-Kartusche Ve [pL] VB:DMSO Durchbruch von Vg [puL] Ciclosporin D

(97,5/2,5, viv) Tacrolimus (MS/MS)
Hysphere C2-SE 4400 + n.b.
Hysphere C2 3100 + n.b.
Hysphere C8-SE 2400 - 225
Hysphere C8 2400 - 813
Hysphere Resin SH 3700 - > 1500
Hysphere Resin GP 4200 - 1375
Cs8 2300 - 375
Oasis HLB 3400 - 500

Tab. 53: Zusammenfassung der ermittelten Werte fiir die Parameter Vi, Vg und Vg

bei Verwendung verschiedener SPE-Adsorbentien

Wie schon in Kapitel 8.3.2 gezeigt, eignen sich die Hysphere C2- und Hysphere C2-
SE-Kartuschen nicht zur Analyse von Immunsuppressiva, da die Analyten wahrend

des Fraktionierungsschrittes auf diesen SPE-Materialien durchbrechen. Die Hysphere
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Resin SH- und Hysphere Resin GP-Kartuschen sind fir die Analyse von Immun-
suppressiva auch nicht geeignet, da Ciclosporin D ein sehr groRes Elutionsvolumen

benotigt, um von diesen beiden SPE-Kartuschen desorbiert zu werden.

Die Hysphere C8-, Hysphere C8-SE- und C8-Kartuschen bendtigen jeweils ein kleines
Fraktionierungsvolumen, um die Probenmatrix von der SPE-Kartusche in den Abfall
zu spulen. Vergleicht man die bendtigten Volumina, um Ciclosporin D von diesen drei
Adsorbentien zu desorbieren, so ist dieses fir das Hysphere C8-SE-Material am ge-

ringsten.

Zusammenfassend gilt, dass die Hysphere C8-SE-Kartusche am geeignetsten scheint,

um Immunsuppressiva aus zell-desintegriertem Blut (CDB) quantitativ zu bestimmen.

8.4 Bestimmung der zu programmierenden

Volumina

Wie in Kapitel 7.5 erldutert, lassen sich die einzelnen Analyseschritte im Symbiosis™
Pharma System in der dazugehorigen Software nicht Uber die Zeit, sondern ausschlieR3-
lich Gber das Volumen steuern. Aus diesem Grund mussen die ermittelten zeitlichen
KenngroRen ta, ty und tr in die volumetrischen Parameter Vg, Vg und Ve umgerechnet

werden.

In den im Anschluss an die Methodenentwicklung durchgefiihrten Versuchen wurde
mit zwei verschiedenen SPE-Adsorbentien gearbeitet. Um nicht fiir jede Kartuschenart
eine separate Methode mit individuell programmierten Volumina zu schreiben, wird
bei der Festlegung der bendtigten Volumina von den maximalen Werten fiir ty, ta und
tt beziglich der beiden Adsorbentien ausgegangen. Tab. 54 fasst diese nochmals zu-

sammen.
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ty [Min]
SPE-Kartusche VB:DMSO
(97,5/2,5, viv)

ta [Min] t1 [min]
Tacrolimus  Ciclosporin D

Hysphere C8-SE 2,80 > 10 0,90

Oasis HLB 3,30 >10 2,00

Tab. 54: Zusammenfassung der ermittelten Werte fiir ty;, t, und tr fiir zwei

verschiedene SPE-Adsorbentien

Der maximale Wert fuir den Parameter ty, innerhalb der zwei untersuchten Adsorben-
tien wurde mit der Oasis HLB ermittelt und betragt 3,30 Minuten. Beide SPE-
Kartuschen lassen einen Durchbruch von Tacrolimus wahrend des Fraktionierungs-
schrittes nicht zu. Somit ist t groRer als ty. Die Desorption von Ciclosporin D von der
Oasis HLB-Kartusche ist nach 2 Minuten abgeschlossen und dauert somit ungeféahr
doppelt so lange wie bei der Verwendung der Hysphere C8-SE-Kartusche. Mittels die-

ser drei Zeiten werden nun die zu programmierenden Volumina (Vx)) bestimmt.

Vee):

Der Endpunkt des Fraktionierungsschrittes und somit das Umsetzen der SPE-
Kartusche von der linken in die rechte Kartuschenklemme wird mit dem Volumen Ve,
definiert. Zusétzlich markiert es den Zeitpunkt fur das Schalten des fur die rechte
Klemme verantwortlichen Ventils. Die von der Gradientenpumpe geforderte mobile
Phase wird durch das Schalten dieses Ventils tber die eingesetzte SPE-Kartusche ge-

lenkt. Somit kénnen die retenierten Analyten eluiert werden.
240



Berechnet wird das zu programmierende Fraktionierungsvolumen wie folgt:

Vee) [UL] = ty [min] X Flussrate [uL/min] + X [uL]

Nach Berlicksichtung der unterschiedlichen Flussraten wéhrend der Fraktionierung
(0,00-1,85 min: 270 pL/min; 1,86-4,00 min: 2000 pL/min) und einem Sicherheitszu-
schlag von 25 % des errechneten Vg, erhélt man folgendes zu programmierendes Frak-

tionierungsvolumen:

Ve [ML] = 3400 pL + 1110 pL = 4590 pL

FUr eine quantitative Fraktionierung ist entscheidend, dass das fur die Fraktionierung
bendtigte Volumen geringer ist als das Durchbruchsvolumen (Vg). Dies trifft zu, denn
es gilt:

VF(p) < Vp; i.e. 4590 pL < 16800 pL

Ver:

Der Endpunkt des Elutionsschrittes der Analyten von der SPE-Kartusche auf die ana-
lytische Trennsdule und somit der Zeitpunkt des Umsetztens der SPE-Kartusche von
der rechten Klemme zurick ins Vorratstablett wird iber das zu programmierende Vo-
lumen Ve definiert. Bevor die SPE-Kartusche wieder ins Vorratstablett zuriickgesetzt
wird, kommt es zur Schaltung des fiir die rechte Klemme verantwortlichen Ventils.
Somit wird die mobile Phase nicht mehr Uber die SPE-Kartusche geleitet, sondern di-

rekt auf die analytische Trennsdule.
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Das Zurticksetzen der SPE-Kartusche von der rechten Klemme zurick ins Vorratsta-
blett wird von der Software erst erlaubt, nachdem der analytische Lauf und somit die
Aufzeichnung des Chromatogramms beendet sind. Dies bedeutet, dass die mobile Pha-
se wéhrend des gesamten analytischen Laufes tiber die SPE-Kartusche geleitet wird.
Somit ist das programmierte Elutionsvolumen (Vg)) viel groRer ist als das tatsachlich

benotigte Elutionsvolumen (Vg).

Um sicher zu gehen, dass die Immunsuppressiva vollstandig von der analytischen
Trennséule eluieren, wird die Dauer des analytischen Laufes auf 6 Minuten gesetzt.
Dies bedeutet, dass bei einem Fluss von 250 puL/min das zu programmierende Volu-
men (Vg)) 1500 pL betrégt.

Der Zuschlag X wird wie folgt berechnet:

Ve [ML] = tr [min] x Flussrate [puL/min] + X
< X [UL] = Vg [UL] = tr [min] x Flussrate [pL/min]
= 1500 pL - 2,00 min x 250 pL/min

= 1000 uL

Die Differenz zwischen Vgpy und X entspricht dem tatsachlich bendtigten Ve. In die-
sem Fall ist das zu programmierende Volumen (Vgg)) 3-mal so hoch wie das ermittelte

Elutionsvolumen (Vg).

Zusammenfassung:

In Tab. 55 sind die errechneten und zu programmierenden Volumina fiir die Anwen-
dung von zwei verschiedenen SPE-Kartuschen (Hysphere C8-SE und Oasis HLB) in

einer Methode zusammengefasst.
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Parameter Volumen [uL]

Vep) 4590

Vep) 500

Tab. 55: Berechnete Volumina fiir Vi) und Vip) bei Verwendung von zwei

verschiedenen SPE-Adsorbentien

Fraktioniert wird die Probe mit einem Losemittelgemisch aus H,O:ACN (95/5, v/v).
Die retenierten Analyten werden im Anschluss mit einem Eluenten, der sich aus 90
vol. % MeOH und 10 vol. % 2 mM NH,Ac zusammensetzt, von der SPE-Kartusche
auf die analytische Trennséule transferiert, separiert und mit Hilfe eines Tandemmas-

senspektrometers detektiert.

8.5 Zusammenstellung des Analysezyklus

Nach der experimentellen und rechnerischen Bestimmung der einzelnen Verfahrens-
grolen fiir die angestrebte SPE-LC-Methode wird in diesem Kapitel der vollstandige
Analysezyklus fir die in-line Prozessierung von Vollblut und anschlieRender Analyse
der Immunsuppressiva als Modellanalyten zusammengestellt. Der Analysezyklus setzt
sich aus funf Teilschritten zusammen: (I) Konditionierung der SPE-Kartusche, (1) In-
line Prozessierung der Vollblutprobe, (111) Fraktionierung der neuartigen biologischen
Matrix, d.h., des zell-desintegrierten Blutes (engl.: cell-desintegrated blood; CDB),
(IV) Transfer der Analyte von der SPE-Kartusche auf die analytische Trennséule und

(V) analytische Trennung.
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Aufgrund der Gerétekonfiguration des Symbiosis™ Pharma Systems kdnnen, wie in
Kapitel 7.6 bildlich dargestellt, die Teilschritte (I)-(111) parallel zu den Teilschritten
(IV)-(V) durchgefiihrt werden, somit kann eine Verkirzung der Gesamtanalysezeit ab
der Analyse des zweiten Laufes erreicht werden. In Tab. 56 sind die parallel ablaufen-
den Arbeitschritte dargestellt.
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von Vollblut

1. Lauf 2. Lauf
Teilschritte (IV)-(V) [OEUD)]
Vorgang Transfer Konditionierung der Kartusche

analytische Trennung in-line Prozessierung

Fraktionierung

Klemme rechts links
Pumpe HPLC-Pumpen Hochdruckkolbenpumpe 1
Eluent Transfer MeOH/2 mM NH,Ac Konditionierung 1000 pL H,0, 1000 pL H,0:MeOH (50/50, v/v),

Flussrate [puL/min]

Volumina [uL]

Dauer [min]

analytische Trennung

Transfer

analytische Trennung

Vee)

(90710, viv)

MeOH/2 mM NH,Ac
(90710, viv)

250
250

1500

2000 pL MeOH, 1000 pL H,O:ACN (95/5, viv)

in-line Prozessierung H,0 (95/5, v/v)

Fraktionierung H,0 (95/5, viv)

Konditionierung 2000
in-line Prozessierung 270
Fraktionierung 2000
in-line Prozessierung 590
Vi) 4000
6,7

Tab. 56: Tabellarische Darstellung der parallel ablaufenden Schritte wihrend einer in-line Prozessierung und on-line SPE-LC-Analyse
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Fur die on-line SPE-LC Analyse der Immunsuppressiva aus CDB wurden folgende

SPE-Kartuschen und analytische Trennsdulen verwendet:

SPE-Kartuschen: Hysphere C8-SE, 10 x 2 mm I.D., dp 8 um
Oasis HLB, 10 x 2 mm 1.D., dp 30 pum
Analytische Trennsaulen: LiChrospher® 100 RP 18-EC, 125 x 2 mm I.D., dp 5 um

Luna® Phenyl-Hexyl, 50 x 2 mm I.D., dp 5 um

Abb. 65 zeigt ein reprasentatives Chromatogramm der Bestimmung von Immun-
suppressiva (methanolische Standardlésung). Die parallelen Analyseschritte sind farb-
lich in diesem Chromatogramm markiert. Die in purpuren Farbtonen dargestellten
Teilschritte I-111 finden in der linken Klemme des Symbiosis™ Pharma Systems statt.
Die Teilschritte 1\V+V sind grin markiert und laufen parallel in der rechten Klemme

des Systems ab.
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Abb. 65: Reprdsentatives Chromatogramm einer Standardlosung aller untersuchten

Immunsuppressiva, Injektionsvolumen: 10 uL,; Konzentration je Analyt:
10 ng/mL; Analytische Trennsdule: LiChrospher®™ 100 RP 18-EC, 125 x 2
mm 1.D., dp 5 um; SPE: Oasis HLB, 10 x 2 mm 1L.D., dp 30 um, Detektion:
MS/MS. Farbliche Darstellung der Teilschritte des Analysezyklus

Aufgrund der parallel ablaufenden Teilschritte ist es moglich, die Zeit des gesamten

Analysezyklus von knapp 13 Minuten auf etwas unter 7 Minuten zu verkirzen.
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8.6 Thermostabilitat der untersuchten

Immunsuppressiva

Ziel der vorliegenden Arbeit war eine neuartige Bestimmungsmethode, die es erlaubt,
Immunsuppressiva in nativen Vollblutproben mittels Hitzeschockbehandlung und an-

schlieRender on-line SPE-LC-MS/MS-Analyse direkt zu analysieren.

Daher galt es zu zeigen, dass die untersuchten Immunsuppressiva nicht thermolabil

sind und somit bei Prozessierungstemperaturen bis 80°C intakt bleiben.

Aus diesem Grund wurde folgende Untersuchung durchgefiihrt: Patientenproben, die
entweder das Immunsuppressivum Sirolimus, Ciclosporin A oder Tacrolimus enthiel-
ten, wurden jeweils auf zwei unterschiedliche Weisen aufbereitet. Einerseits wurde ein
Aliquot dieser Proben 1:1 mit Fallungsreagenz (Zusammensetzung siehe Tab. 57) ver-
setzt, gemischt und anschliefend fir 10 Minuten bei 16100 G zentrifugiert. Im An-
schluss wurden 50 pL des Uberstands im Tandemmassenspektrometer analysiert. An-
dererseits stellte die Hitzeschockbehandlung dieser Proben mit nachfolgender
Proteinprazipitation die zweite Probenaufbereitungsmethode dar. Die \Vollblutproben
wurden off-line, d.h. in Glaskapillaren, fir 11 Sekunden bei 80°C prozessiert. Der
Hamatokrit der untersuchten Proben lag zwischen 0,3 und 0,35. Im Anschluss wurde
das gewonnene zell-desintegrierte Blut (CDB) mit dem gleichen Féllungsreagenz, das
schon zur Fallung der nativen Vollblutprobe herangezogen wurde, prézipitiert und
nach dem Zentrifugieren 50 pL des Uberstands im Tandemmassenspektrometer analy-
siert. Die Fraktionierung der Proben fand mit H,O/ACN (95/5, v/v) auf Oasis HLB-
Material statt. Zur analytischen Trennung wurde eine LiChrospher® 100 RP 18-EC-
Saule (125 x 2 mm 1.D., dp 5 pum) verwendet. Die mobile Phase setzte sich aus MeOH
und 2 mM NH4Ac (90/10, v/v) zusammen. Detektiert wurden die Analyten mit einem

Tandemmassenspektrometer.
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Interne Standardlésung

Inhaltsstoffe

Konzentration [ug/mL] Volumen [uL]

5 %ige ZnSO,-L6sung

Methanol

Wasser

Ascomycin in MeOH
Ciclosporin D in MeOH

Desmethoxysirolimus in MeOH

Inhaltsstoffe

500

500
100 20
100 30
40 40

Menge [g] Volumen [mL]

Fallungsreagenz

ZnSO, x 7 H,0

Wasser

Inhaltsstoffe

8.9

100

Volumen [mL]

Methanol
5 %ige ZnSO,-Ldsung

Interne Standardldsung

12

0.375

Tab. 57: Rezeptur zur Herstellung des Reagenzes zur Fillung von Vollbluz‘proben184
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Die in Tab. 58 zusammengestellten Ergebnisse lassen erkennen, dass die untersuchten
Immunsuppressiva fiir 11 Sekunden bei einer Temperatur von bis zu 80°C thermostabil

sind.

Analyt Konz. [ng/mL] der Konz. [ng/mL] der
geféllten VB-Probe gefallten CDB-Probe

Sirolimus 5,14 5,41
Ciclosporin A 1270 1144
Tacrolimus 24,31 25,33

Tab. 58: Thermostabilitiit der untersuchten Immunsuppressiva; Prozessierung:

Temperatur: 80°C, Heizdauer: 11 Sekunden
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9 Evaluation der in-line Prozessierung von
Vollblutproben gekoppelt an ein on-line

SPE-LC-MS/MS-System

Die in-line Prozessierung von nativen, antikoagulierten Vollblutproben und anschlie-
Rende on-line Fraktionierung der neuen biologischen Matrix CDB wurde fir die LC-
MS/MS-adéaquate und vollautomatische Bestimmung von zellular lokalisierten Analy-
ten entwickelt. Als Modellanalyten wurden die Immunsuppressiva ausgewahlt, die fast

ausschliellich an Erythrozyten gebunden sind.

Dieses Kapitel beschreibt, wie die Qualitat der in dieser Arbeit entwickelten Proben-
aufbereitungsart und anschlieBenden on-line Fraktionierung evaluiert wurden. Ab-
schlieRend wurde die Anwendbarkeit dieses Verfahrens anhand von Patientenproben

uberprift und mit dem in der Routineanalytik verwendeten Verfahren verglichen.

9.1 Reproduzierbarkeit der Analyse von nativen
Vollblutproben im Totalen Analysesystem

(TAS)

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Analyse von Vollblutproben mit dem in
dieser Arbeit entwickelten vollautomatisierten Totalen Analysesystem (TAS), wurde
zundchst EDTA-Vollblut mit Ciclosporin D dotiert. Der Analyt wurde hierzu in DMSO
geldst. Der Gesamtvolumenanteil an DMSO in der Vollblutprobe betrug 2,5 %. Die
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Konzentration von Ciclosporin D lag bei 500 ng/mL. Die native Vollblutprobe hatte

einen Hamatokrit von 0,46.

Ein Teil der mit Ciclosporin D dotierten Vollblutprobe wurde 1:1 mit einer Metha-
nol/ZnSO,4-Losung versetzt (siehe Kapitel 8.6). Nach dem ca. 1-mindtigen Mischen
wurde die Probe bei 16100 G fur 10 Minuten zentrifugiert. 50 pL des klaren, farblosen
Uberstands wurden mittels on-line-SPE-LC-MS/MS analysiert. Ein Aliquot der dotier-
ten Vollblutprobe (25 pL) wurde in-line bei 75°C zu zell-desintegriertem Blut (CDB)

prozessiert.

Die Fraktionierung der jeweiligen Probe erfolgte auf Oasis HLB- und Hysphere C8-
SE-Kartuschen. Ein Gemisch aus H,O:ACN (95/5, v/v) diente als mobile Phase. Das
Waschvolumen wahrend der Fraktionierung betrug 8590 pL. Als analytische Trennsau-
le diente eine LiChrospher® 100 RP 18-EC-Saule (125 x 2 mm 1.D., dp 5 pm), die mit
einer mobilen Phase bestehend aus MeOH/2 mM NH,Ac (90/10, v/v) konditioniert

wurde. Beide Ansdtze wurden jeweils 5 Mal injiziert.

Stellvertretend fur diese Versuchsreihe sind in Abb. 66 finf (bereinandergelegte
Chromatogramme zu sehen, die Ciclosporin D aus CDB-Proben nach Fraktionierung
auf einer Hysphere C8-SE-Kartusche darstellen. Bis auf einen AusreiRer (braune Spur)

ist die Analyse von Ciclosporin D aus CDB relativ reproduzierbar.
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100+

Signalintensitiit [%]

a N et i
Abb. 66: Chromatogramme von Ciclosporin D aus CDB nach Analyse im TAS.
Injektionsvolumen: 25 ulL; c(Ciclosporin D) = 500 ng/mL; Eluent:
MeOH/2 mM NH,Ac (90/10, v/v); Fluss: 250 uL/min; Detektor: MS/MS
(Bedingungen: siehe Anhang)

Tab. 59 fasst die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zusammen. Dabei sind die in-line
prozessierten Vollblutproben mit CDB und die gefallten Vollblutproben mit PP abge-
kirzt. Die in Klammern gesetzten Signalintensitaten stellen AusreiRer dar und wurden

nicht mit in die statistische Auswertung einbezogen.
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Signal- Mittelwert

SPE-Kartusche Probe intensitit (MW)

) RSD [%6]

Hysphere C8-SE PP 1880000 1683333 237136 14,09
(2850000)
1420000
1130000
1750000

CDB 1770000 1577500 142683 9,04
(1000000)
1430000
1580000
1530000

Oasis HLB PP 1930000 1688000 184986 10,96
1760000
1430000
1710000
1610000

CDhB (895000) 1387500 109962 7,93
1540000
1350000
1380000
1280000

Tab. 59: Reproduzierbarkeit der Signalintensitdt von Ciclosporin D aus CDB- und
PP-Proben nach Analyse im TAS; Detektion: MS/MS (Bedingungen: siehe
Anhang)

Die Signalintensitat der gefallten Vollblutproben ist etwas hoher als die der CDB-
Proben, obwohl die Menge an Analyt in beiden Probenarten gleich hoch war. Das gilt
fur beide Kartuschenarten. Der Unterschied in der Signalintensitat Iasst sich mit den
unterschiedlich stark ausgeprégten Matrixeffekten der beiden untersuchten Matrices
erklaren (siehe Kapitel 9.1.2.4).
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\Vorhergehende Untersuchungen hatten gezeigt, dass die Matrixeffekte nach Fraktio-
nierung der Proben auf Oasis HLB-Kartuschen schwacher ausgepragt sind. Jedoch
sind die Analytsignale in dieser Versuchsreihe nach Fraktionierung der Proben auf Oa-
sis HLB-Kartuschen schwacher im Vergleich zur Verwendung von Hysphere C8-SE-

Kartuschen.

Die relative Standardabweichung (engl.: relative standard deviation; RSD) der analy-
sierten CDB-Proben betrégt je nach Kartuschenart 8-9 %. Sie liegt jedoch zwischen
11-14 %, wenn der Analyt aus dem Uberstand einer gefallten Vollblutprobe analysiert
wird. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass trotz starker ausgeprégter Matrixeffekte,
die Analyse von Immunsuppressiva aus CDB-Proben reproduzierbarer ist als die Ana-

lyse dieser Analyten aus dem entsprechenden Uberstand gefallter Vollblutproben.
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9.2 Uberprufung der Anwendbarkeit des
vollautomatisierten Totalen Analysesystems

(TAS) zur Analyse von Patientenproben

Im letzten Teil der Evaluation des in dieser Arbeit entwickelten vollautomatisierten
Totalen Analysesystems (TAS) wurde die Anwendbarkeit dieser Plattform zur Analyse

von Immunsuppressiva aus Vollblut immunsupprimierter Patienten tberpruft.

Die Patientenproben wurden von dem hiesigen Institut fur Klinische Chemie des Kli-
nikums der Universitdt Munchen in Grosshadern zur Verfligung gestellt. Insgesamt

wurden 8 Vollblutproben untersucht.

In dem hier durchgefuihrten Methodenvergleich, wurden die Patientenproben einerseits
nach der am hiesigen Institut etablierten Methode (Proteinprazipitation, Methode A)
und andererseits mit der in dieser Arbeit beschriebenen Hitzeschockbehandlung (Me-
thode B) fir die on-line SPE-LC-MS/MS-Analyse vorbereitet. In Tab. 60 ist dieser

Methodenvergleich nochmals zusammengefasst dargestelt.
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Analyseschritte Methode A Methode B

Probenaufbereitung Proteinprézipitation Hitzeschockbehandlung

Festphasenextraktion Modus: on-line

Kartuschen: = Hysphere C8-SE
= Oasis HLB

Eluent: H,O:ACN (95/5, v/v)
Vip): 8590 pL
Chromatographische Trennung Saule: LiChrospher® 100 RP 18-EC
Eluent: MeOH/ 2 mM NH,Ac (90/10, v/v)
Flussrate: 250 pL/min

Detektion MS/MS

Tab. 60: Vergleich verschiedener Aufbereitungsverfahren zur Analyse von

Immunsuppressiva aus Patientenproben

Die Zusammenfassung zeigt, dass sich die beiden Methoden A und B einzig in der
Probenaufbereitung unterscheiden. Die Fallung von \ollblut mit MeOH/ZnSO,-
Losung (Methode A) ergibt nach Zentrifugation einen klaren, farblosen Uberstand, der
aus einem sehr hohen Anteil an organischem Ldsemittel besteht. Wird natives Vollblut
Hitzeschock-behandelt (Methode B), so wird eine neue biologische homogene Matrix
generiert, das zell-desintegrierte Blut (CDB). Die Féllung der Vollblutprobe wurde off-
line (manuell) durchgefiihrt. CDB wurde in-line, d.h. mit der im TAS integrierten be-
heizten Edelstahlkapillare, gewonnen. Bevor die Vollblutproben auf zwei unterschied-
liche Arten aufbereitet wurden, sind sie mit 2,5 vol. % DMSO versetzt worden. Mit

dieser Versuchsreihe soll gezeigt werden, dass neben Ciclosporin D auch die anderen
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Immunsuppressiva quantitativ aus CDB analysiert werden konnen. Die Fraktionierung
der Proben fand zum einen auf Oasis HLB- und zum anderen auf Hysphere C8-SE-

Kartuschen statt. In Tab. 61 sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihe aufgezeigt.

258



Konzentration Vergleich der Signalintensitat

Patient  Analyt [ng/mL] SPE-Kartusche Probenart Signalintensitat PP vs. CDB
1 Sirolimus 184  Hysphere C8-SE CIIDDPB ;‘%88 CDB > PP
5omm ew

2 Sirolimus 10,8 Hysphere C8-SE CTDPB ﬁégg PP > CDB
L

3 Everolimus 76 Hysphere C8-SE CPDPB ig;gg PP > CDB
Oasis HLB CFI’DPB gigg PP > CDB

Ciclosporin A 64,0 Hysphere C8-SE CFI)DPB ig;ggg PP > CDB
Gomm o

4 Everolimus 54 Hysphere C8-SE CFE)PB ?;gg CDB > PP
Oasis HLB CFIfB 3228 CDB > PP

Ciclosporin A 49,0 Hysphere C8-SE CPDPB 1856830%00 CDB > PP
Gowme o e

5 Ciclosporin A 181,0 Hysphere C8-SE CFI’DPB 232888 PP > CDB
Gowmm o

6 Ciclosporin A 123,0 Hysphere C8-SE CTDPB 32(7)888 CDB > PP
Goowmo e

7 Tacrolimus 14,3 Hysphere C8-SE CFI’DPB 2%88 PP > CDB
8 Tacrolimus 12,0 Hysphere C8-SE CTDPB izggg CDB > PP
oo

Tab. 61: Ergebnisse des Methodenvergleichs: Analyse von Sirolimus, Everolimus,
Ciclosporin A und Tacrolimus aus dem Uberstand einer gefillten
Vollblutprobe (Methode A) und CDB (Methode B) mit dem TAS
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Die Interpretation der Versuchsergebnisse gestaltet sich schwierig, da eine eindeutige
Tendenz nicht zu sehen ist. Vergleicht man die Signalintensitat der jeweiligen Analyten
in Abhéngigkeit von der injizierten Probenmatrix, lasst sich aus den Versuchsergebnis-
sen folgern, dass fir die Analyse von Sirolimus CDB die geeignetere Matrix ist. Cic-
losporin A und Tacrolimus hingegen zeigen intensivere Analytsignale, wenn sie aus
dem Uberstand der geféllten Vollblutprobe analysiert werden. Eine Aussage fiir Evero-
limus ist schwer zu treffen. Die Signalintensitat aus der Patientenprobe 3 ist hoher,
wenn Everolimus aus dem Uberstand einer gefallten Probe analysiert wird, bei der
Analyse von Everolimus aus der Patientenprobe 4 ist das Analytsignal am hdchsten,

wenn die Probenmatrix CDB ist.

Zu erwarten wére, dass das Analytsignal annahernd die gleiche Intensitat hat, unab-
hangig davon, ob es aus der Probenmatrix CDB oder dem klaren Uberstand einer ge-
fallten Vollblutprobe resultiert. Betrachtet man die Ergebnisse der Patientenprobe 6
genauer, so fallt auf, dass das Analytsignal fur Ciclosporin A nach Fraktionierung auf
einer Oasis HLB-Kartusche die gleiche Intensitat aufweist, unabhéangig davon, ob
CDB oder der Uberstand einer gefallten Probe untersucht wurden. Werden dieselben
Ansatze auf einer Hysphere C8-SE-Kartusche fraktioniert, so ist das Analytsignal aus
der CDB-Probe im Vergleich zum Signal aus dem Uberstand des Prazipitats ca. 3-mall

so hoch.

Diese Versuchsreihe zeigt, dass eine Analyse von Immunsuppressiva aus CDB prinzi-
piell moglich ist. Eine optimale, d.h. quantitative Messung, ist jedoch nur dann mdog-
lich, wenn Matrixeffekte komplett eliminiert werden kénnen. Die Zugabe eines Inter-
nen Standards zur Probe stellt eine weitere Moglichkeit dar, eine Messung relativ
unabhangig von Matrixeffekten durchzufuhren. Es gilt jedoch zu beachten, dass Inter-
ne Standards nicht absolut identisch wie die dazugehorigen Analyten von Matrixeffek-
ten erfasst werden. Die Problematik des Internen Standards wurde bereits in Kapitel

6.2.1.2 eingehend beschrieben.
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10 Allgemeine Anwendbarkeit der in-line
Prozessierung und on-line SPE-LC-

MS/MS-Analyse von Vollblutproben

Die Entwicklung eines neuartigen Verfahrens zur Aufbereitung von Vollblutproben hat
gezeigt, dass es moglich ist, in Blutzellen lokalisierte Wirkstoffe, wie beispielsweise
die Immunsuppressiva, mittels Hitzeschockbehandlung (engl.: heat shock treatment;
HST) aus den Blutzellen freizusetzten und somit zugénglich fur eine anschliel}ende
SPE-LC-MS/MS-Analyse zu machen. Die Bedingungen fur eine effiziente Probenauf-
bereitung mittels Hitzeschockbehandlung wurden fur den off-line Modus (manuelle
Aufbereitung in Glaskapillaren) und in-line Modus (in-line Prozessierung) evaluiert.
Dieses Kapitel soll zeigen, dass nicht nur Vollblut zur Analyse erythrozytar gebunde-
ner Wirkstoffe auf diese Weise aufbereitet werden kann, sondern auch Wirkstoffe, die
im Plasmakompartiment vorliegen, mit dieser Aufbereitungsart analysiert werden kon-
nen. Als Modellanalyten dienten hier das Antimykotikum Itraconazol und sein aktiver
Metabolit 1-OH-Itraconazol.

10.1 Pharmakologische Beschreibung der

Azol-Antimykotika

Itraconazol und sein aktiver Metabolit 1-OH-Itraconazol gehéren zu den Azol-
Antimykotika. Sie wirken durch Hemmung der Biosynthese von Ergosterol, einem
essentiellen Bestandteil der Zellmembran von Pilzen, fungistatisch. Der Angriff erfolgt

an der Lanosteroldemethylase, was zu einer Einlagerung falscher Sterole in die Memb-
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ran fuhrt. Dies beeinflusst die Membranfunktion und die Funktion membranstandiger
Enzyme erheblich'®. Die Wirkung der Azol-Antimykotia tritt nicht sofort ein. Aus

diesem Grund eignen sie sich nicht fir akut lebensgefahrliche Pilzinfektionen.

Die Therapie mit Itraconazol startet in der Regel mit einer intravendsen Applikation
und geht dann in eine orale tiber'®’. Itraconazol wirkt im Vergleich zu anderen Azol-
Antimykotika, z.B. Fluconazol oder Voriconazol, schwacher gegen Hefen, jedoch zeigt

es einen antimykotischen Effekt bei Aspergillus- und Histoplasmaarten.

Oral appliziertes Itraconazol verzeichnet eine Bioverfiigbarkeit von 55 % und eine
Plasmaeiweil’bindung von 99,9 %. Die Halbwertszeit dieses Wirkstoffes betragt 17
Stunden und die Ausscheidung erfolgt fast ausschlieBlich biliar*®. Indikation fiir oral
verabreichtes Itraconazol sind Haut- und Schleimhautmykosen, die lokal nicht behan-
delt werden konnen, sowie Systemmykosen. Die tbliche Dosierung dieses Wirkstoffes

betragt bei Erwachsenen 100 mg am Tag.

Itraconazol wird Uber das CYP 3A4-System metabolisiert. Es ist ein Inhibitor von
CYP 3A4 und hemmt daher den Abbau von anderen Uber dieses Enzymsystem meta-
bolisierte Wirkstoffen, wie beispielsweise das des Ciclosporin A. Bei einer Komedika-
tion dieser beiden Wirkstoffe, muss die Dosis von Ciclosporin A gegebenenfalls ange-

passt werden.

10.2 Analyse von Itraconazol und

1-OH-Itraconazol

Itraconazol und sein aktiver Metabolit sind zu tber 99 % an Plasmaproteine gebunden.
Daher wird zur Analyse dieser Wirkstoffe aus Vollblut nach Zentrifugation zunéchst
Plasma gewonnen. Als weiterer Schritt in der Probenaufbereitung wird das gewonnene

Plasma mit einem organischen Losemittel prézipitiert, um nach der Zentrifugation die-
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ses Gemisches einen moglichst matrixfreien Uberstand in einem SPE-LC-MS/MS-
System analysieren zu kénnen. Als Féallungsmittel dient beispielsweise Acetonitril, das

im Verhaltnis 3:1 mit Plasma versetzt wird*®’.

In einem Methodenvergleich sollte gezeigt werden, dass Itraconazol und sein aktiver
Metabolit auch aus einer Hitzeschock-behandelten Vollblutprobe quantitativ bestimmt
werden konnen. Dieses Experiment steht stellvertretend fiir die direkte Analyse von

plasmagebundenen Wirkstoffen aus nativen Vollblutproben.
Insgesamt wurden 3 Patientenproben analysiert.

Es wurden jeweils vier unterschiedliche Matrices aus den Patientenproben (EDTA-
\ollblut) gewonnen und aus ihnen Itraconazol und 1-OH-Itraconazol quantifiziert. Die
zu untersuchenden Proben wurden alle mit einem Internen Standard (R 51012, Fitzge-
rald Industries) versetzt. Abb. 67 zeigt die Strukturformeln von Itraconazol, 1-OH-

Itraconazol und dem verwendeten Internen Standard.
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5 Itraconazol ﬁ_[\>_/
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“ 0 H
ANy 1-OH-Ttraconazol )P l OH

Cl

Interner Standard (R51012) 0 &

AN N
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O
Cl
Cl

>:N

Abb. 67: Strukturformeln der untersuchten Antimykotika
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Analysiert wurden der Uberstand einer geféllten Plasmaprobe (1), die Sekundérprobe
Plasma nach direkter Injektion auf spezielles SPE-Packungsmaterial (on-line RAM)
(2), der Uberstand einer geféllten Vollblutprobe (3) und eine durch Hitzeschockbe-
handlung gewonnene CDB-Probe (4).

Vollblut

?

Fallung . Antikoagulanz Hitzeschockbehandlung .
) '

{_

Zentrifugation

Plasma

2

Fallung Zell-desizg%g?tes Blut I

Zentrifugation

f

1

Y

Uberstand .
\ 4

SPE-LC-MS/MS I<—| On - line '4—

Abb. 68: Unterschiedliche Probenaufbereitungsarten (1-4) fiir die Analyse von

Itraconazol und 1-OH-Itraconazol
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Die Wollblutproben wurden off-line, d.h. manuell in Glaskapillaren, bei 80°C fir 11
Sekunden zu CDB prozessiert (4). Um einen klaren Uberstand einer gefallten Probe zu
gewinnen, wurden 100 pL Plasma (1) bzw. Vollblut (3) mit 1000 uL ACN versetzt,
gemischt und im Anschluss fir 10 Minuten bei 16100 G zentrifugiert.

Da die zu analysierenden Probenmatrices unterschiedlich waren, wurden fiur die Quan-
tifizierung der Proben zwei unterschiedliche Kalibrationsgeraden erstellt. Fir die
Plasma- und CDB-Proben diente zur Quantifizierung eine Kalibrationsgerade, die aus
der Vermessung von Plasmaproben unterschiedlicher Konzentrationen hervorging. Die
Quantifizierung des Uberstandes einer gefallten Plasma- bzw. Vollblutprobe wurde mit
Hilfe verschiedener geféllter, kommerziell erhdltlicher Kalibratoren fiir Plasma durch-
gefihrt. Fir den Methodenvergleich wurde der Hamatokrit-Wert der untersuchten Pa-
tientenproben als Korrekturfaktor miteinbezogen. Bei gleich bleibendem Injektionsvo-
lumen ergibt die Analyse von beispielsweise reinem Plasma eine hohere
Analytkonzentration als die Analyse von CDB-Proben. Die Hamatokrit-Werte der Pa-
tienten sind in Tab. 62 dargestellt. Da EDTA-Vollblut das Ausgangsmaterial war, wur-

den alle vermessenen Werte auf CDB korrigiert.

Patientenprobe Hamatokrit-Wert Plasmaanteil [%] Korrekturfaktor

1 0,274 72,6 0,726
2 0,224 77,6 0,776
3 0,291 58,7 0,587

Tab. 62: Analyse von Antimykotika aus Patientenproben: Hdmatokrit und

Korrekturfaktoren
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Zur Fraktionierung von jeweils 50 puL Probe auf Oasis HLB-Material wurde ein Ldse-
mittelgemisch aus H,O:ACN (95/5, v/v) verwendet. Nach dem Fraktionierungsschritt
wurden die extrahierten Analyten mit einem Eluenten bestehend aus MeOH/1% Amei-
sensaure (engl.: formic acid; FA) (90/10, v/v) auf die analytische Trennsdule transfe-
riert. Nach der Trennung auf einer LiChrospher® 100 RP 18-EC-Saule (125 x 2 mm
I.D., dp 5 pm) konnten Itraconazol und 1-OH-Itraconazol vom Tandemmas-
senspektrometer detektiert bzw. quantifiziert werden. Jede Probe wurde 3-mal vermes-

sen.

In Abb. 69 sind Chromatogramme von Itraconazol und seinem Metaboliten darge-
stellt. Die violette Spur stellt jeweils die CDB-Probe dar, die griine Spur die Plas-
maprobe. Die Signalintensitaten sind vergleichbar, da die Hamatokrit-Werte der Pati-
enten sehr niedrig sind. Zu erwarten waére, dass das Signal der CDB-Probe etwas
geringer ist als das der Plasmaprobe. Matrixeffekte wurden fur beiden Analyten unter
diesen Versuchsbedingungen nicht untersucht. Durchaus kann auch eine Signalverstar-
kung wéhrend der Analyse von Itraconazol und 1-OH-Itraconazol aus CDB fur die

vergleichbare Signalintensitat verantwortlich sein.
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Itraconazol

Signalintensitit [%)]

1-OH-Itraconazol

Z-;it [mln[

Zeit [min]

Abb. 69: LC-MS/MS-Chromatogramme von Itraconazol und 1-OH-Itraconazol:
= Plasmaprobe und = CDB-Probe; Eluent: MeOH/1% FA (90/10, v/v);

Fluss: 250 uL/min

Tab. 63 zeigt die ermittelten Konzentrationen von Itraconazol und 1-OH-Itraconazol
nach der on-line SPE-LC-MS/MS-Analyse aus vier verschiedenen Matrices.

Analytkonzentration [ng/mL] in folgenden Matrices

Patient Analvt Plasma CDB Uberstand einer Uberstand einer
y (off-line) - gefallten Plasmaprobe geféllten Vollblutprobe

1 Itraconazol 461,3 466,0 536,4 510,6
1-OH-Itraconazol 417,7 429,6 543,6 693,3

2 Itraconazol 562,2 556,9 511,0 505,3
1-OH-Itraconazol 668,7 640,9 721,7 749,5

3 Itraconazol 28,5 34,4 46,8 43,7
1-OH-Itraconazol 44 .4 56,6 36,7 47,6

Tab. 63: Vergleich der ermittelten Konzentrationen von Itraconazol und 1-OH-

Itraconazol nach der on-line SPE-LC-MS/MS-Analyse vier verschiedener

Matrices
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Wie zu erwarten war, ist in den meisten Fallen die Konzentration des Metaboliten 1-
OH-Itraconazol im Vergleich zu Itraconazol etwas hoher. Die Analytkonzentrationen
aus den stark matrixbelasteten Proben (Plasma und CDB) sind nach Beriicksichtigung
des Korrekturfaktors (Hamatokrit) sehr gut miteinander vergleichbar. Auch die Ana-
lytkonzentration aus den Uberstanden von geféllten Plasma- und Vollblutproben zei-
gen nach Miteinbeziehung des Hamatokrit-Wertes (Korrekturfaktor) eine sehr gute
Ubereinstimmung. Die Konzentration fiir 1-OH-Itraconazol aus dem Uberstand der
geféllten Vollblutprobe des Patienten 1 ist im Vergleich zu den anderen ermittelten Me-
tabolitkonzentrationen desselben Patienten zu hoch und wird aus diesem Grund als

Ausreil3er betrachtet.

Fur die Patienten 1 und 3 gilt, dass die Analytkonzentration ermittelt aus den Uber-
stdnden der geféllten Plasma- bzw. Vollblutproben hoher liegen als nach der Analyse
der matrixbelasteten Proben (CDB und Plasma). Bei Patient 2 ist die Tendenz genau
umgekehrt. Diese UnregelméRigkeit ist sehr wahrscheinlich auf Matrixeffekte zurtick-

zufuhren.

Die Versuchsergebnisse zeigen eindeutig, dass es moglich ist, auch plasmagebundene
Wirkstoffe quantitativ aus CDB zu analysieren. Die einzige Bedingung ist, dass die
Zielanalyten nicht thermolabil sind. Fur die Analyse der im Plasmakompartiment vor-
liegenden Wirkstoffe ist es nicht notwendig, den Hamatokrit-Wert der Proben zu ken-
nen. Dies war nur in diesem speziellen Fall notwendig, da ein Vergleich verschiedener
Matrices vollzogen wurde. Das Absolutvolumen an Analyt-haltiger Blutfraktion

(Plasma) sollte in allen untersuchten Matrices gleich sein.
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10.3 Vorteile einer direkten Analyse von
Vollblut im Vergleich zur Analyse von

Plasmaproben

Die direkte Analyse von pharmazeutischen Wirkstoffen und/oder endogenen Verbin-
dungen aus nativem, antikoaguliertem Vollblut hat den Vorteil, dass dem Patienten
oder dem (\Versuchs)tier eine um ca. 50 % geringere Blutmenge entnommen werden
kann. Denn es muss im Vorfeld zur Wirkstoffanalyse kein Plasma aus Vollblut gene-
riert werden muss. Die gewonnene Vollblutprobe wird danach vollautomatisiert aufge-
arbeitet. Durch die integrale Aufbereitung (in-line Prozessierung) werden Kosten fir
Verbrauchsmaterialien wie Probengefalie, Pipettenspitzen, Verschliisse und deren Ent-
sorgung eingespart. Auch entfallt der Zentrifugationsschritt zur Gewinnung von Plas-
ma oder Serum. Die vollstdndige Automation erlaubt einen Nacht- bzw. Wochenendbe-
trieb und reduziert die Personalkosten. Die in-line Probenaufbereitung senkt
schlieRlich auch das Infektionsrisiko fiir das Bedienungspersonal und verbessert damit

die Sicherheit bzw. Qualitat des Arbeitsplatzes.

Die direkte Injektion und die ins System integrierte Aufbereitung einer Vollblutprobe
erlaubt es erstmalig, sehr kleine Volumina (« 1 pL) zu analysieren. Dies ist entschei-
dend bei pharmakokinetischen Studien an Kleintieren oder bei der Analyse von \Voll-
blut Neugeborener beispielsweise im Rahmen des Neugeborenenscreenings (engl.:

Newborn Screening; NBS).
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10.4 Vorteile fur die LC-MS/MS-Routineanalytik

Die Vorteile flr die klinisch-chemische Routineanalytik, relevante Analyte direkt aus
\ollblut mit Hilfe der LC-MS/MS zu bestimmen, sind zahlreich. Die Verwendung ei-
nes LC-MS/MS-Systems, das gekoppelt ist an das in dieser Arbeit entwickelte Verfah-
ren zur integralen Probenaufbereitung (in-line Prozessierung), erlaubt es, Wirkstoffe,
die im Kompartiment des Blutplasmas und/oder der Blutzellen lokalisiert sind, direkt
aus der Primarprobe (Vollblut) zu analysieren. Abb. 70 zeigt nochmals die Mdglich-
keiten zur Aufbereitung von Vollblutproben vor einer LC-MS/MS-Analyse. Dabei sind
die manuellen (off-line) und integrierten (on-line) Aufbereitungsarten grau und die

integrale (in-line) Aufbereitung farbig dargestellt.

Prozessierung von Vollblut In —line / Integral

Manuell / Pipettierroboter I
Y 9 9 9 9 9 9

Blutflecken Dialyse ' Flussig- Fallung ' (Hamo)Lyse Membran- + Antikoagulanz
Flassig- filtration
Extraktion
Zentrifugation '

Dialysat ' Evaporation i (Hamo)Lysat Plasma / Serum Plasma { Serum
Filtrat

Zentrifugation Zentrifugation Zentrifugation
A 4

Uberstand

Zell-
desintegriertes
Biut (CDB)

Trocknung

Stanzlinge

Integriert

- ¥

Matrix-abgereicherte (vorbehandelte) Proben

A
sl Matrix-haltige

LC-MS/MS | atine | SPE _ 9
on-line {native) Proben

Abb. 70: Manuelle (off-line), integrierte (on-line) und integrale (in-line) Verfahren

L&

der Aufbereitung von Vollblut
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Das am hdufigsten angewandte Verfahren zur Probenaufbereitung in der Routineanaly-
tik ist die Fallung der nativen Vollblutprobe (D) bzw. des nach der Zentrifugation ge-
wonnenen Blutplasmas bzw. Serums. Das Verfahren der Proteinprazipitation ist zeit-

aufwendig, da es mehrere manuelle Schritte beinhaltet.

Werden die zu analysierenden Proben manuell aufbereitet, birgt dies Fehlerquellen wie
beispielsweise Pipettierfehler und Verwechslung der Probengefdle. Bei der in-line
Prozessierung von antikoaguliertem \ollblut sind aufgrund der integralen Probenauf-
bereitung und anschliefenden LC-MS/MS-Analyse keine manuellen Schritte notwen-
dig. Das in dieser Arbeit entwickelte Verfahren erlaubt erstmalig folgende Vorgehens-
weise: Vollblut wird direkt mit einem speziellen Entnahmegefal dem Patienten bzw.
Tier entnommen und antikoaguliert. Dieses Entnahmegefal? dient im Anschluss als
Probengefal (Abb. 71).

Entnahmegefald Probengefif

Abb. 71: Beispiel fiir ein Entnahmegefdfs, das im Anschluss als Probengefdf3
genutzt wird (Microvette®; Sarstedt AG & Co, Niimbrecht)

Durch Eliminierung der manuellen Probenaufbereitung vor der LC-MS/MS-Analyse
werden Kosten fur Verbrauchsmaterialien, wie Pipettenspitzen, Probengefalie, Ver-

schliisse, Losemittel und deren Entsorgung eingespart.
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Mussen im Zuge der Probenaufbereitung keine manuellen Schritte durchgefiihrt wer-
den, so reduziert sich das Infektionsrisiko fiir das Personal. Das wiederum steigert die

Sicherheit und Qualitat des Arbeitsplatzes.

Die manuelle Probenaufbereitung ist zeitaufwendig und stellt dadurch in der Regel den
grofiten Zeitbedarf in der LC-MS/MS-Analyse dar. Die vollautomatisierte in-line Pro-
zessierung von \ollblut ist eine schnelle Art der Probenaufbereitung und verkirzt so-
mit die Gesamtanalysezeit einer \Vollblutprobe. Reduzierte Analysezeiten fuhren zu
einem erhohten Probendurchsatz und zu kirzeren Riicklaufzeiten beziglich des kli-
nisch-chemischen Befundes. Eine vollstdndige Automation der Probenaufbereitung
ermoglicht einen Nacht- und Wochenendbetrieb und daher die volle Auslastung eines
in den Anschaffungskosten hohen LC-MS/MS-Systems.

Immunsupprimierte Patienten oder HIV-Patienten leiden aufgrund ihrer geschwachten
Immunabwehr hdufig an Pilzinfektionen. Werden sie mit Antimykotika behandelt, so
muss neben der Blutspiegelkonzentration der Immunsuppressiva bzw. Virustatika auch
die Blutspiegelkonzentration der verabreichten Antimykotika bestimmt werden, da
diese Wirkstoffgruppen interagieren. Wie auch bei der Analyse von Antimykotika ist
auch bei der Analyse von antiretroviralen Wirkstoffen zurzeit Plasma die Standardmat-
rix'®. Die beschriebenen Versuche in Kapitel 10.2 haben gezeigt, dass die Analyse von
Wirkstoffen, die im Plasmakompartiment lokalisiert sind, auch aus der neuartigen bio-
logischen Matrix CDB (engl.: cell-disintegrated blood) mdglich ist. Einzige Bedin-
gung fur eine erfolgreiche Quantifizierung der Zielanalyte aus Hitzeschock-
behandelten Proben ist, dass diese bis zu einer Temperatur von ca. 80°C thermostabil
sind. Wiirden alle drei Wirkstoffgruppen (Immunsuppressiva, Antimykotika und Vi-
rustatika) aus CDB bestimmt werden, ware es nach Entwicklung einer adédquaten on-
line SPE-LC-MS/MS-Methode, durchaus moglich, Immunsuppressiva simultan zu An-
timykotika bzw. antiretrovirale Pharmaka ebenfalls simultan zu Antimykotika zu ana-
lysieren. Die simultane Analyse der drei Wirkstoffgruppen aus einer Probe nach direk-
ter Injektion und in-line Prozessierung von \Vollblut in einem on-line SPE-LC-MS/MS-

System wiirde zu einer signifikanten Zeit-, Personal- und Kostenersparnis fiihren.
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10.5 Bestimmung der Verteilung von
Wirkstoffen in Vollblut

Mit dem in dieser Arbeit entwickelten Verfahren ist es erstmals moglich, mit einer ein-
fachen Methode genau zu untersuchen, zu welchen Anteilen der Wirkstoff frei vorliegt,
an Plasmaproteine gebunden oder in Blutzellen lokalisiert ist. Das Immunsuppressi-
vum Ciclosporin A beispielsweise ist nur zu 67 % in Blutzellen lokalisiert, etwa 1-2 %

des Analyten liegen ungebunden und der Rest liegt an Plasmaproteine gebunden vor?.

Zur Bestimmung des Anteils an ungebundenem Wirkstoff in einer Vollblutprobe wer-
den zurzeit das Dialyseverfahren und die Membranfiltration angewandt. Diese beiden
Methoden (siehe Kapitel 2.2.2) sind &uRerst zeitaufwendig und fast ausschlie3lich ma-
nuell durchfiihrbar. Um den Anteil des Wirkstoffes allein in der Fraktion der Blutzellen

bzw. des Blutplasmas zu untersuchen, muss Vollblut im Vorfeld zentrifugiert werden.

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Verfahren zur in-line Prozessierung von
\ollblut ermdglicht, die Verteilung des Analyten in den verschiedenen Blutkomparti-
menten schnell und einfach zu bestimmen. In Tab. 64 sind die Versuchsbedingungen

im Totalen Analysesystem (TAS) dargestellt.
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Quantifizierung von

Matrix Hitzeschock- | mobile Phase zur freiem Plasmaprotein- in Blutzellen
behandlung Fraktionierung Analyt gebundenem lokalisiertem
Analyt Analyt

isoton. NaCI/ACN

Vollblut + (95/5. viv) + + +
isoton. NaCIl/ACN

Vollblut - (95/5, vIv) + + -

Vollblut - isoton. NacCl + -

Tab. 64: Versuchsbedingungen im TAS zur Bestimmung der Wirkstoffverteilung in

Vollblut; + = ja, — = nein

In den vorherigen Kapiteln wurde eine Mischung aus H,O/ACN (95/5, v/v) als mobile
Phase zur Fraktionierung beschrieben. Der wassrige Anteil der mobilen Phase muss fiir
diese Untersuchung zur Verhinderung der Hamolyse durch isotonische NaCl-Ldsung
ausgetauscht werden. Der 5 % ige Anteil an Acetonitril im Eluenten sorgt einerseits
dafiir, dass wasserlosliche Matrixbestandteile sich nicht an Oberflachen, z.B. Kapilla-
ren des Analysesystems, festsetzen. Andererseits verdrangt der organische Modifier

den Analyten aus der Proteinbindung.

Zur Bestimmung der Gesamtkonzentration des Wirkstoffes in Vollblut muss dieses
zunéchst mittels Hitzeschockbehandlung zu zell-desintegriertem Blut (CDB) umge-
wandelt werden. Aufgrund der Desintegration der Blutzellen liegt der Analyt nun frei
bzw. proteingebunden vor. Wahrend der Fraktionierung mit 0,9 % iger NaCI/ACN
(95/5, v/v) sorgt das organische Loésemittel dafir, dass der Zielanalyt aus der Plasma-

und Blutzellproteinbindung verdrangt wird. Die Analytkonzentration, die nach einer
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LC-MS/MS-Analyse quantifiziert wird, entspricht der Gesamtmenge an Wirkstoff in
\ollblut.

Soll nur der Anteil an Wirkstoff, der frei und an Plasmaproteine gebunden vorliegt,
bestimmt werden, so darf das Vollblut nicht in-line zu CDB prozessiert werden. Somit
bleiben die Blutzellen intakt und der Wirkstoff kann nicht aus diesen austreten. Wah-
rend der Fraktionierung der Probe auf einer SPE-Kartusche kommt es nicht zur H&mo-
lyse, da mit einer isotonen mobilen Phase fraktioniert wird. Das enthaltene Acetonitril
jedoch verdréangt den Wirkstoff aus der Plasmaproteinbindung. Die Analytkonzentrati-
on, die nach einer LC-MS/MS-Analyse quantifiziert wird, entspricht der Menge an

plasmagebundenem und freiem Wirkstoff in Vollblut.

Zur Bestimmung des Anteil des in der Vollblutprobe frei vorliegenden Wirkstoffes darf
diese nach Injektion in das TAS nicht in-line prozessiert werden. Zur Fraktionierung
der Probe wird reine isotonische NaCl-Losung verwendet. Somit bleibt die Bindung
des Analyten zu den Plasmaproteinen bestehen. Die nach der LC-MS/MS-Analyse
quantifizierte Analytmenge entspricht dem Anteil an ungebundenem Wirkstoff in der

\ollblutprobe.
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11 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung eines neuartigen Verfahrens fir die
direkte Injektion und in-line Prozessierung von antikoagulierten Vollblutproben im
Rahmen der bioanalytischen Hochleistungsflissigkeitchromatographie (HPLC/LC)
gekoppelt an einen Tandemmassenspektrometer (MS/MS) beschrieben. Immun-
suppressiva, die fast ausschlieRlich in Erythrozyten lokalisiert sind, dienten als Mo-
dellanalyten zur Erprobung des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten vollautomati-
sierten Totalen Analysesystems (TAS). Die Probenaufbereitung hochkomplexer biolo-
gischer Flussigkeiten wie Vollblut, Plasma oder Urin bedarf im Vorfeld zur Festpha-
senextraktion (SPE-Schritt) und anschlieBender LC-MS/MS-Analyse meist einer
Proteinprazipitation (PP), Flussig-Flissig-Extraktion (engl.: Liquid-Liquid-Extraction;
LLE) oder Membranfiltration (MF), um die Analyten von makromolekularen Matrix-

bestandteilen zu trennen. Abb. 72 zeigt die gangigen Aufbereitungsarten von Vollblut.
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Prozessierung von Vollblut I
Manuell / Pipettierroboter II
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Abb. 72: Manuelle / mit dem Pipettierroboter durchzufiihrende und integrierte
Verfahren der Aufbereitung von Vollblutproben fiir die LC-MS/MS-Analyse

Die aufgefiihrten off-line Verfahren zur Aufbereitung einer nativen Vollblutprobe sind
zeitaufwendig, meist kostspielig, nicht oder nur schwer zu automatisieren und fehler-
anféllig. Eine Ausnahme bildet die Methode H. Die proteinhaltigen Sekundérproben
werden dabei direkt auf spezielle SPE-S&ulen, die mit maligeschneiderten Packungs-
materialien gepackt sind, den sogenannten RA-Materialien (siehe Kapitel 2.4), inji-
ziert. Das hierzu verwendete SPE-Material besitzt unter anderem ausschlusschroma-
tographische Eigenschaften, d.h., es weist eine eingeschrankte Zugénglichkeit flr

hochmolekulare Probenbestandteile, z.B. Proteine, auf.

Fur die Analyse von Immunsuppressiva dient Vollblut als Matrix. Zur Freisetzung die-

ser Wirkstoffe aus den Erythrozyten wird Vollblut mit einem Gemisch aus organi-
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schem Losemittel und Salzlésung, wie beispielsweise MeOH/ZnSO, (80/20, v/v), pra-
zipitiert, zentrifugiert und der Uberstand im Anschluss mittels LC-MS/MS analysiert.
Neben der schwierigen Automatisierbarkeit und dem hohen Zeitaufwand dieser Art der
Probenaufbereitung ist die potentielle Koprézipitation der Analyte und somit deren
schwankende Wiederfindung ein weiterer Nachteil. Untersuchungen haben gezeigt,
dass bei der Fallung des Vollblutes nicht alle Proteine entfernt werden kénnen. Die im
Uberstand verbliebenen Matrixbestandteile (z.B. Proteine und Phospholipide) fiihren
wéhrend der ESI-Detektion im Tandemmassenspektrometer zu unerwiinschten Stérun-

gen.

Das Hauptziel dieser Arbeit war es, ein Verfahren zu entwickeln, das es erlaubt, die
Aufbereitung von Vollblut zu automatisieren. Dieses Verfahren sollte darlber hinaus in
ein on-line SPE-LC-MS/MS-System implementiert werden, um eine direkte Injektion
von nativen, antikoagulierten Vollblutproben mit anschlielender Analyse zu ermdgli-
chen. In Vorversuchen wurde im Arbeitskreis festgestellt, dass die zelluldren Bestand-
teile von antikoaguliertem Vollblut durch eine Hitzeschockbehandlung desintegriert

werden kdnnen.

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte und erprobte Verfahren zur Aufbereitung
von Vollblutproben mittels Hitzeschockbehandlung flihrt zu einer neuen biologischen
Matrix, dem zell-desintegrierten Blut, kurz CDB (engl.: cell-disintegrated blood). Da-
bei wird die triibe, rote Suspension einer Vollblutprobe durch Erhitzen unter definier-
ten Bedingungen in eine klare, homogene, rote Flissigkeit umgewandelt. Diese neuar-
tige biologische Matrix ist frei von zelluldren Bestandteilen und somit einem
Analysesystem direkt zufuhrbar. Die subzelluldren Partikel des CDB bilden wahrend
der Lagerung kein Sediment. Zell-desintegriertes Blut kann im Kihlschrank genauso

lang gelagert werden wie natives Vollblut, d.h. mindestens eine Woche.

Weitere Schwerpunkte der Arbeit waren die Untersuchung und Beschreibung der weit-
gehend unbekannten Prozesse bei der Hitzeschockbehandlung. Es wurde herausgear-
beitet, bei welcher Temperatur und Heizdauer die native Vollblutprobe einer Hitze-
schockbehandlung unterzogen werden kann. Die Temperatur und Heizdauer mussten

so gewdhlt werden, dass eine vollstandige Desintegration der Blutzellen auftritt,
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gleichzeitig jedoch die proteinhaltige Matrix nicht denaturiert. Aus diesem Grund
wurden zundchst funf Prozessparameter definiert und und anschliefRend experimentell
ermittelt bzw. errechnet. Die Bestimmung der Prozessparameter erfolgte off-line, d.h.
manuell durch Prozessierung des Vollblutes in Glaskapillaren und unter Verwendung

eines temperierten \Wasserbads.

Es wurden folgende Prozessparameter bestimmt:

tc: Zeitpunkt, ab dem Vollblut bei einer bestimmten Temperatur ein Gel bildet.

tmax: Aufheizzeit einer Vollblutprobe bei einer bestimmten Temperatur, bei der
gerade noch kein Gel entsteht. t.x =t — 1 sec

tmin: Minimale Aufheizzeit der Vollblutprobe bei einer bestimmten Temperatur,
die zu einer quantitativen Desintegration der Erythrozyten fiihrt.

theat: Errechnete Heizdauer einer Vollblutprobe bei einer bestimmten Temperatur.
theat = 0,5 X (tmax + tmin)

tappliea: Festgelegte Heizdauer einer Vollblutprobe bei einer bestimmten Temperatur

Da die Erythrozyten mit nahezu 95 % die grofite Fraktion der zellularen Bestandteile
im Blut darstellen und die untersuchten Modellanalyten zum groBten Teil erythrozytér
gebunden sind, lag das Hauptaugenmerk auf der Desintegration dieser Blutzellen. Zu-
séatzlich wurde jedoch auch die Effizienz der Hitzeschockbehandlung auf die Desinte-

gration von Leukozyten und Thrombozyten untersucht.

Die Effizienz der Hitzeschockbehandlung wurde mit zwei unabh&ngigen Methoden
bestimmt. Erstens durch Verdinnung der Probe mit Trypanblau-L6sung und der an-
schlieBenden Auszéhlung der Erythrozyten in einer Neubauer-Z&hlkammer unter Ver-
wendung eines Mikroskops. Zweitens durch photometrische Quantifizierung des nach
der Hitzeschockbehandlung freigesetzten Hamoglobins. Dazu wurde der Uberstand

einer CDB-Probe mit Drabkin’s Reagenz versetzt und bei 540 nm vermessen.
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Zur Bestimmung der idealen Aufheizbedingungen zur quantitativen Desintegration der
Blutzellen, wurden alle Prozessparameter fiir einen Temperaturbereich von 60 bis

95°C bestimmt.

Neben nativem, mit EDTA antikoaguliertem Vollblut wurden auch verschiedene Voll-
blutmischungen, die humanes AB-Plasma und/oder organische Losemittel wie Metha-
nol, Acetonitril, Ethanol und Dimethylsulfoxid in verschiedenen Volumenanteilen ent-
hielten, untersucht. Die Prozessparameter wurden auch fiir diese Vollblutmischungen
in einem Temperaturbereich von 60 bis 95°C bestimmt. Die in dieser Arbeit beschrie-
benen Untersuchungen haben gezeigt, dass organische Losemittel mit unterschiedli-
cher Polaritdt, die Gelbildungsgrenze (t;) der Vollblutprobe beeinflussen. Ebenfalls
konnte gezeigt werden, dass mit abnehmender Polaritit des organischen Losemittels
auch die ermittelten Werte fiir tg bei identischer Temperatur sinken. Eine mdgliche
Erklarung konnte die Wechselwirkung des Losemittels mit der Zellmembran sein, tiber

die dessen Fluiditit verdndert wird.

Neben der Art des Losemittels ist auch der Volumenanteil an organischem Ldsemittel
fiir tg ausschlaggebend. Bei steigendem Volumenanteil an organischem Modifier in
Vollblut verschiebt sich die Gelbildungsgrenze (tg) bei identischer Temperatur zu einer

kiirzeren Heizdauer.

Neben dem Einfluss verschiedener organischer Losemittel auf die Prozessparameter
wurde auch der Einfluss des Himatokrit-Wertes (Hct untersuchter Proben: 0,22-0,63)
auf tg, tmax, tmin UNd they bel einer Prozessierungstemperatur von 75°C untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass sich tg mit steigendem Hamatokrit-Wert zu einer kiirzeren
Heizdauer verschiebt. Die ermittelten Werte fiir t,,;, bleiben jedoch konstant. Somit ist

tmin Unabhingig vom Hématokrit.

Die Beobachtung, dass der Himatokrit-Wert einen Einfluss auf die Gelbildungsgrenze
(tg) hat, liel vermuten, dass das bei der Hitzeschockbehandlung freigesetzte Hamo-
globin fiir die Gelbildung verantwortlich ist. Um zu zeigen, dass eine Denaturierung
dieses Proteins bei zu langem Erhitzen von Vollblut zur Gelbildung fiihrt, wurde hu-
manes Plasma der Blutgruppe AB (AB-HP) mit lyophilisiertem Hamoglobin versetzt.
Als Kontrollprobe diente reines AB-HP. Fiir beide Ansidtze wurde die Gelbil-
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dungsgrenze (tg) bei verschiedenen Temperaturen bestimmt. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die Himoglobin-haltige Probe beim Prozessieren sehr schnell ein Gel bildet.
Reines Humanplasma hingegen blieb unverdndert; auch nachdem der fiir Vollblut

(Hct: 0,4) ermittelte tg-Wert (z.B. 6 sec bei 85°C) iiberschritten wurde.

Bei den beschriebenen Untersuchungen wurde festgestellt, dass die ideale Prozessie-
rungstemperatur der Vollblutprobe abhédngig ist von der Art und Menge des zugesetz-
ten organischen Losemittels. Um eine generell giiltige Prozessierungstemperatur fest-
zulegen, ist essentiell, dass das Zeitfenster zwischen t;.x und t,,;, moglichst grof ist.
Abb. 73 verdeutlicht dies am Beispiel zweier Vollblutproben mit unterschiedlichen

Hamatokrit-Werten.

Hct=0,22
th eat theat tmax

(Stamdsrd, Hct: 0,4)
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,«// e }
/_/‘ _— Zeit [sec]
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Abb. 73: Einfluss des Hdmtokrit-Wertes auf die Prozessparameter;

Prozessierungstemperatur: 75°C

Aufgrund des groflen Zeitfensters zwischen t,,;, und t,., konnen beide Proben jedoch
unter festgelegten Standardbedingungen (Hct: 0,4; tn.. = 16 sec bei 75°C) prozessiert

werden. In diesem Fall entspricht t,pplied theat standard-
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In Tierversuchen werden die Pharmakokinetik, das Teratogenitits- und Mutationspo-
tential, chronische Toxizitdtsuntersuchungen und Nebenwirkungen eines potentiellen
neuen Wirkstoffes im Rahmen von préklinischen Studien untersucht. Tierversuche
werden an verschiedenen Spezies durchgefiihrt. Aus diesem Grund wurde in der vor-
liegenden Arbeit die universelle Einsetzbarkeit der neuartigen Probenaufbereitungsme-
thode mit Vollblut unterschiedlicher Tierarten untersucht. Bei einer Prozessierungs-
temperatur von 75°C wurden alle vier Prozessparameter off-line, d.h., manuell in
Glaskapillaren, aus Blut verschiedener Rattenarten, Méusen, Meerschweinchen und
Beagle-Hunden bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass das Vollblut dieser Spezies
unter Standardbedingungen (Hct: 0,4; tn.. = 16 sec bei 75°C) quantitativ zu CDB um-
gewandelt werden kann. In keinem der untersuchten Fille war t;, groBer und t.

kleiner als 16 Sekunden.

Zum besseren Verstdndnis des Prozesses der Desintegration von Blutzellen wurde zu-
sétzlich der Einfluss verschiedener organischer Losemittel und Prozessierungstempera-
turen auf die Bildung von subzelluldren Fragmenten aus Zellmembranen wihrend der
Hitzeschockbehandlung untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Vollblutproben,
die 2,5 vol. % DMSO enthielten und bei 75°C fiir 13 Sekunden erhitzt wurden, wah-

rend der Prozessierung fast ausschlieBlich Vesikel bilden und kaum Ghosts.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war, die integrale Probenaufbereitung in ein
on-line SPE-LC-MS/MS-System zu implementieren. Dazu wurde Vollblut in einer be-
heizten Edelstahlkapillare (engl.: Heated Capillary; HC) erhitzt und zu CDB umge-
wandelt. Die HC befindet sich direkt hinter dem Injektionsventil eines im Rahmen ei-
nes gemeinsamen Forschungsprojektes mit Spark Holland B.V. modifizierten

Symbiosis™ Pharma Systems (Abb. 74).
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Abb. 74: Modifiziertes Symbiosis™ Pharma System mit integrierter HC

In diesem Zusammenhang konnten die verschiedenen Prozessparameter, die off-line in
einem statischen System ermittelt wurden, erfolgreich in dieses dynamische in-line
System iibertragen werden. Die Verweilzeit der Probe in der beheizten Edelstahlkapil-
lare und somit die Dauer der Hitzeschockbehandlung konnte mit einer im Rahmen die-

ser Arbeit entwickelten Formel berechnet werden.

Das endgiiltige Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer on-line SPE-LC-MS/MS-
Methode zur direkten Injektion und in-line Prozessierung von Vollblutproben. Fiir die
Methodenentwicklung des SPE-LC- bzw. 2-Sdulen-Systems (SPE-Saule/Kartusche
gekoppelt mit einer analytischen Trennsédule), war es notwendig, neuartige Kenngro-

Ben wie Vg, Vg und Vg zu bestimmen.

V: Fraktionierungsvolumen der Probenmatrix

Vg: Durchbruchsvolumen des Analyten

VE: Elutionsvolumen des Analyten

284



Verschiedene SPE-Adsorbentien wurden hinsichtlich ihrer Effizienz und Anwendbar-

keit getestet.

Hinsichtlich der Evaluation der entwickelten in-line Prozessierung von nativem, anti-
koaguliertem Vollblut gekoppelt an ein on-line SPE-LC-MS/MS-System wurden die
Thermostabilitdt der untersuchten Modellanalyten (Immunsuppressiva) und die Re-
produzierbarkeit der integralen Probenautbereitung untersucht. Die Thermostabilitdt
der Analyte bis ca. 80°C ist eine Grundvoraussetzung fiir die beschriebene in-line Pro-
zessierung von Vollblut. Die untersuchten Modellanalyten erwiesen sich unter diesen

Bedingungen als thermostabil.

Die gute Reproduzierbarkeit der in-line Prozessierung von Vollblutproben beweist,
dass das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Analyseverfahren zur direkten Injektion
von Vollblut gekoppelt an ein on-line SPE-LC-MS/MS-System anwendbar ist fiir die
routineméfige Analyse von Patientenproben. Dabei kann der Wirkstoff nicht nur an/in
Blutzellen, d.h. erythrozytir, gebunden sein, wie beispielsweise die Immunsuppressi-

va, sondern auch an im Plasmakompartiment vorliegenden Proteinen (Antimykotika).

Zusitzlich ermdglicht das in der Arbeit entwickelte Analyseverfahren, die Verteilung
eines pharmazeutischen Wirkstoffes und/oder endogener Markermolekiile in dem zel-

luldren und zellfreien Blutkompartiment direkt und vollautomatisiert zu bestimmen.

Weitere Anwendungsfelder dieser Probenaufbereitungsmethode bzw. dieser vollauto-
matisierten Plattform sind neben der Therapeutischen Arzneimittelkontrolle (engl.:
Therapeutic Drug Monitoring; TDM), das Neugeborenenscreening, das Drogenscree-

ning und Vor-Ort-Tests (engl.: Point-of-Care Tests; POCT).
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12 Anhang

12.1 Abkurzungsverzeichnis

A Abfall

A Angstrom

o Alpha

AB-HP Humanplasma der Blutgruppe AB

ACN Acetonitril

A.D. AuBendurchmesser

ADS Alkyl-Diol-Silica

APCI Chemische Ionisation bei Atmosphérendruck (engl.:

Atmospheric Pressure Chemical lonisation)

APPI Photoionisation bei Atmosphdrendruck (engl.: At-

mospheric Pressure Photo Ionisation)

B Beta

BCA Bicinchoninséure (engl.: Bicinchonic Acid)
B/P-Verhiltnis Blut-Plasma-Verhiltnis

BV Bioverfiigbarkeit

bzw. beziehungsweise

c Konzentration (engl.: concentration)
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C2/C12

°C

ca.
2+

Ca

CDB

CDK

CH;0H

CH;OH"

Cmin

CRM
CyA
CyD

CYP

Da
DAD
DBS

DMSO

Blutspiegelkonzentration 2/12 Stunden nach Applika-

tion

Grad Celsius
circa
Calciumion

zell-desintegriertes Blut (engl.: Cell-disintegrated
blood)

Cyklinabhingige Kinase (engl.: Cycline dependent

kinase)

Methanol

ionisiertes Methanolmolekiil
Talspiegelkonzentrationen

Konzentration im FlieBgleichgewicht (engl.: steady

state)

Charge Residual Model

Ciclosporin A

Ciclosporin D

Isoenzyme des Cytochrom P 450

Tag (engl.: day)

Dialyse

Dalton

Dioden-Array-Detektor

getrocknete Blutflecken (engl.: Dried Blood Spots)

Dimethylsulfoxid
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ECD

EDTA

ESI

etc.

EtOH

eV

FA

FK 506

FKBP-12

GC

GFC

GLP

GPC

Hb

HbA

HbF

HC

Partikeldurchmesser (engl: diameter particle)
Erythrozyt

Elektrochemischer Detektor
Ethylendiamintetraacetat

Elektrospray lonisation

et cetera

Ethanol

Elektrovolt

Ameisensdure (engl. : formic acid)
Tacrolimus

FK-Bindungsprotein-12

Verdiinnungsfaktor

Gamma

Gravitationskraft

Glucocorticoid
Gelfiltrationschromatographie

Good Laboratory Practise
Gelpermeationschromatographie

Stunde (engl.: hour)

Héamoglobin

Erwachsenenhdmoglobin (engl.: hemoglobin adult)
Fetales Himoglobin (engl.: hemoglobin fetal)

beheizte Kapillare (engl.: Heated Capillary)
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Hct

HDL

HPLC

HST

HWZ

L.D.
i.e.
I[EM
IL
inkl.
IS
KCN
k.A.
kDa
K;3[Fe(CN)s]
kg

KG

Hématokrit (engl.: hematocrit)
High-density-Lipoproteine
Wasser

protoniertes Wasser

Hochdruckkolbenpumpe (engl.: high pressure dis-
pender)

Hochleistungsfliissigkeitchromatographie (engl.:

High-Pressure-Liquid-Chromatography)
Hitzeschockbehandlung (engl.: heat shock treatment)
Halbwertszeit

Hysphere

Innendurchmesser

it est

Ion Evaporation Model

Interleukin

inklusiv

Interner Standard

Kaliumcyanid

keine Angaben

Kilodalton (10° Dalton)
Kaliumcyanoferrat

Kilogramm (10° Gramm)

Korpergewicht
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kV

LC

LDL

LLE

Lsg.
max.
MeOH
MF
min
mL
mm
mM
[M-NH,]"
MPa
MRM
MS
MS/MS

mTOR

Kilovolt (10° Volt)
Einheit: Liter
Zelle: Leukozyt
Wellenldnge

Fliissigchromatographie (engl.: Liquid-
Chromatography)

Low-density-Lipoproteine
Fliissig-Fliissig-Extraktion (engl.: Liquid-Liquid-
Extraction)

Losung

maximal

Methanol

Membranfiltration

Minute

Milliliter (10 Liter)
Millimeter (10~ Meter)
Millimolar (10™ Mol)
Ammonium-Addukt

Mega Pascale (10° Pascale)
Multiple Reaction Monitoring
Massenspektrometer
Tandemmassenspektrometer

mammalian target of rapamycine

291



mV

m/z

NaCl
Na,CO;
n.b.
NBS
NF-AT
ng

NH;
NH,"
NH,Ac
NH,CI
NH,OH
(NH4),SO4
Nm

PE
PEG
POCT

PP

Q1-3

Millivolt (107 Volt)
Masse-/Ladungsverhéltnis
Mikroliter (107 Liter)
Natriumionen
Natriumchlorid
Natriumcarbonat

nicht bestimmt

Neugeborenenscreening (engl.: Newborn Screening)

nukledrer Faktor aktivierter T-Zellen
Nanogramm (10 Gramm)
Ammoniak

Ammoniumionen

Ammoniumacetat
Ammoniumchlorid
Ammoniumhydroxid
Ammoniumsulfat

Nanometer (10" Meter)
PlasmaeiweiBBbindung
Polyethylenglycol

Vor-Ort-Test (engl.: Point-of-Care Test)
Proteinprazipitation

Quadrupol 1-3
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RAM Material mit eingeschriankter Zugénglichkeit (engl.:

Restricted Access Material)

RSD relative Standardabweichung (engl.: relative standard
deviation)

RT Raumtemperatur

S absolute Standardabweichung

SD Standardabweichung (engl.: standard deviation)

SDS Sodium Dodecyl Sulphate

sec Sekunde (engl.: second)

SEC GroBenausschlusschromatographie (engl.: Size-

Exclusion-Chromatography)

SIM Selected Ion Monitoring

Srel relative Standardabweichung

T Thrombozyt

tin Halbwertszeit

ta Durchbruchszeit des Analyten
tapplied festgelegte Heizdauer

TAS Totales Analysesytem (engl.: Total Analysis System)
TDM Therapeutisches Drug Monitoring
TFA Trifluoressigsdure

theat errechnete Heizdauer

TIC Total Ionen Chromatogramm

tm Fraktionierungsdauer der Matrix
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tmax

tmin
TNF
tr
u.a.

(A%

VB

Vip)

Ve

Ve

VIS
VLDL
Vk
vol. %

v/v

Vx@)

Pharmakokinetik: Zeitpunkt der maximalen Wirk-

stoffkonzentration
CDB: maximale Aufheizzeit
minimale Heizdauer
Tumornekrosefaktor
Transferzeit
und andere
Ultraviolett
Pharmakokinetik: ~ Verteilungsvolumen
Massenspektrometer: Volt
Vollblut
Durchbruchsvolumen (engl.: volume breakthrough)
zu programmierendes Fraktionierungsvolumen
Elutionsvolumen (engl: volume elution)
zu programmierendes Elutionsvolumen
Fraktionierungsvolumen (engl.: volume fractionation)
fiir das menschliche Auge sichtbar (engl.: visible)
Very-low-density-Lipoproteine
Variationskoeffizient
Volumenprozent
Volumenanteil
zu programmierendes Volumen X

Sicherheitszuschlag
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z.B. zum Beispiel

ZnSOy Zinksulfat
% Prozent
« bedeutend kleiner als

12.2 Gerate und Materialien

Hitzeschockbehandlung (off-line)

Glaskapillaren 60 x 0,5 mm I.D., No. 565 (Hecht Assistent, Sond-
heim, D)

Héamatokrit-Versieglungskit Cat. No. 749510 (BRAND GmbH + Co. KG, Wert-

heim, D)
Wasserkocher Emide, Lohr am Main, D
Zahlkammer Neubauer improved bright-line (LO-Laboroptik,

Friedrichsdorf, D)
Mikroskop Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, D

Photometer 1101 M (Eppendorf AG, Hamburg, D)
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In-line Prozessierung-SPE-LC-UV/-MS/MS

Prozessierung beheizte Edelstahlkapillare 300 x 0,5 mm [.D. (Spark
Holland B.V., Emmen, NL)

Probengeber Symbiosis™ Pharma (Spark Holland B.V., Emmen, NL)
SPE-Einheit Symbiosis™ Pharma (Spark Holland B.V., Emmen, NL)
Hochdruckkolbenpumpen Symbiosis™ Pharma (Spark Holland B.V., Emmen, NL)
HPLC-Pumpen Symbiosis™ Pharma (Spark Holland B.V., Emmen, NL)
Saulenofen Mistral (Spark Holland, Emmen, NL)

Interface D-7000 Merck Hitachi (Merck KGaA, Darmstadt, D)
UV-Detektor L-7400 Merck Hitachi (Merck KGaA, Darmstadt, D)
Massenspektrometer Quattro Micro™ (Micromass, Manchester, UK)
Software MassLynx 4.1 (Waters Corp., Milford, USA)

Symbiosis™ Pharma for MassLynx (Spark Holland
B.V., Emmen, NL)

SparkLink 3.10 # 3 build 2 (Spark Holland B.V., Em-
men, NL)

D-7000 HSM vers. 4.1 Merck Hitachi (Merck KGaA,
Darmstadt, D)
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Sonstiges

pH-Meter

Ultraschallgerit
Waage

Zentrifuge

SPE-Packungsmaterialien

Metrohm 691 (Deutsche Metrohm GmbH & Co. KG,

Filderstadt, D)
Sonorex (Bandelin electronic, Berlin, D)
CP 225 D-OCE (Sartorius AG, Géttingen, D)

centrifuge 5415-D (Eppendorf AG, Leipzig, D)

C8, 10 x 2 mm L.D., dp 40-90 um (Spark Holland B.V., Emmen, NL)

Hysphere C2, 10 x 2 mm [.D., dp 7 um (Spark Holland B.V., Emmen, NL)

Hysphere C2-SE, 10 x 2 mm 1.D., dp 7 um (Spark Holland B.V., Emmen, NL)

Hysphere C8, 10 x 2 mm 1.D., dp 8 um (Spark Holland B.V., Emmen, NL)

Hysphere C8-SE, 10 x 2 mm 1.D., dp 8 um (Spark Holland B.V., Emmen, NL)

Hysphere Resin GP, 10 x 2 mm 1.D., dp 10-12 pum (Spark Holland B.V., Emmen, NL)

Hysphere Resin SH, 10 x 2 mm L[.D., dp 25-35 um (Spark Holland B.V.; Emmen, NL)

Oasis HLB, 10 x 2 mm 1.D., dp 30 um (Waters Corp., Milford, USA)
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Analytische Trennsdulen

Antimykotika: LiChrospher® 100 RP 18-EC, 125 x 2 mm 1.D.,
dp 5 um (Ziemer, Langerwehe, D)

Immunsuppressiva: LiChrospher® 100 RP 18-EC, 125 x 2 mm 1.D.,
dp 5 um (Ziemer, Langerwehe, D)

Luna® Phenyl-Hexyl, 50 x 2 mm L.D., dp 5 pum,
(Phenomenex GmbH, Aschaffenburg, D)

12.3 Chemikalien und Losungsmittel

Ascomycin Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Ciclosporin A Novartis International, Basel, CH
Ciclosporin D Novartis International, Basel, CH

Clin Cal® Recipe Chemicals + Instruments GmbH, Miinchen, D
Desmethoxysirolimus Wyeth Research, Princeton, NJ, USA
Everolimus Novartis International, Basel, CH
Itraconazol Sigma-Aldrich, Steinheim, D
1-OH-Itraconazol Janssen Pharmaceutica N.V., Beerse, B

R 51012 (IS Itraconazol) Janssen Biotech N.V., Beerse, B

Sirolimus Wyeth Research, Princeton, NJ, USA
Tacrolimus Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd., Osaka, J
Acetonitril J.T. Baker, Deventer, NL
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Ameisensdure Merck KGaA, Darmstadt, D

Ammoniumacetat Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Ammoniak-Lsg. Merck KGaA, Darmstadt, D

BCAT™ Protein Kit Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Drabkin’s Reagenz Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Ethanol J.T. Baker, Deventer, NL

Isoton. NaCl B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D
Lipofundin® MCT 20 % B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D
Methanol J.T. Baker, Deventer, NL

THROMBO PLUS" Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, D
Trypanblau-Losung Fluka, Steinheim, D

Tutofusin® Baxter Deutschland GmbH, Miinchen-UnterschleiBheim, D
Wasser J.T. Baker, Deventer, NL
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12.4 Gerateparameter

12.4.1 In-line Prozessierung (VB:DMSO (97,5/2,5, v/v))

Kolbenpumpe 1 (HPD 1) HPLC-Pumpe
Vorgang mobile Phase Fluss [uL/min] Volumen [uL] Vorgang mobile Phase Fluss [uL/min] Volumen [uL]
MeOH/2 mM NH,A
Konditionierung ~ H,0 2000 1000 |Equilibrierung ~ © afre 250 1625
(90/10, v/v)
H,0/MeOH (50/50, v/v) 2000 1000
MeOH 2000 2000
H,O/ACN (95/5, V/v) 2000 1000
in-line Prozessierung H,O/ACN (95/5, v/v) 270 590
Fraktionierung H,0/ACN (95/5, v/v) 2000 4000
MeOH/2 mM NH,Ac
Transfe 250 500
ranster (90/10, v/v)
i MeOH/2 mM NH,A
Analytische eOH/2 m 4Ac 250 1000

Trennung (90/10, v/v)

Tab. 65: Bedingungen fiir die in-line Prozessierung (VB:DMSO (97,5/2,5, v/v))-
SPE-LC; Prozessierungstemperatur: 75°C
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12.4.2 Bestimmung des Fraktionierungs- und

Durchbruchsvolumens (Ve und Vg)

= In-line Prozessierung [VB:DMSO (97,5/2,5, v/v) bzw. Standardlosung]-SPE

Kolbenpumpe 1 (HPD 1) HPLC-Pumpe
Vorgang mobile Phase Fluss [uL/min]  Volumen [uL] Vorgang mobile Phase Fluss [uL/min]  Volumen [uL]
Konditionierung H,0 2000 1000 Equilibrierung  H,O/ACN (95/5, v/v) 270 675

H,0/MeOH (50/50, v/v) 2000 1000

MeOH 2000 2000

H,O/ACN (95/5, viv) 2000 1000
in-line H,O/ACN (95/5, v/v) 270 590
Prozessierung
Fraktionierung H,O/ACN (95/5, v/v) 2000 16000

Tab. 66: Bedingungen fiir die Bestimmung des Fraktionierungs- und Durchbruchs-

volumens (Vi und Vy),; Prozessierungstemperatur: 75°C
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12.4.3 Bestimmung des Elutionsvolumens (Vg)

Kolbenpumpe 1 (HPD 1)

HPLC-Pumpe

Vorgang mobile Phase Fluss [uL/min] ~ Volumen [uL] Vorgang mobile Phase Fluss [uL/min] ~ Volumen [uL]
Konditionierung ~ H,0 2000 1000 |Bquilibrierung  VeOH/2 mMNH A 250 1625
(90/10, v/v)
H,0/MeOH (50/50, v/v) 2000 1000
MeOH 2000 2000
H,0O/ACN (95/5, v/v) 2000 1000
in-line Prozessierung H,O/ACN (95/5, v/v) 270 590
Fraktionierung H,0/ACN (95/5, v/v) 2000 4000
Transfer MeOH/2 mM NH,Ac 250 1500

(90/10, v/v)

Tab. 67: Bedingungen fiir die Bestimmung des Elutionsvolumens (Vg);

Prozessierungstemperatur: 75°
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12.4.4 MS/MS Detektion

12.4.4.1 Immunsuppressiva

Source-Parameter (ES+) Analyser
Capillary (kV) 3,2 LM 1 Resolution 10,0
Cone (V) variabel HM 2 Resolution 10,0
Extractor (V) 2,0 Ion Energy 1 1,0
RF Lens (V) 0,1 Entrance -1
Source Temp. (°C) 120 Collision variabel
Desolvation Temp. (°C) 220 Exit 1
Cone Gas Flow (L/h) 40 LM 2 Resolution 10,0
Desolvation Gas Flow (L/h) 700 HM 2 Resolution 10,0
Ion Energy 2 3,0
Multiplier 650

Tab. 68: MS-Parameter fiir die Analyse der Immunsuppressiva
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Analyt Precursorion Produktion Konus- Kolli§ions-
[Da] [Da] spannung [V] energie [eV]
Ascomycin (IS) 809,8 756,5 25 20
Ciclosporin A 1220,0 1203,0 20 15
Ciclosporin D (IS) 1234,0 1217,0 20 15
Desmethoxysirolimus (IS) 901,8 834,6 20 18
Everolimus 976,0 908,5 20 20
Sirolimus 931,5 864,0 20 20
Tacrolimus 821,7 768,6 25 22

Tab. 69: Precursor- und Produktionen der untersuchten Immunsuppressiva
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12.4.4.2 Antimykotika

Source-Parameter (ES+)

Analyser

Capillary (kV) 32 LM 1 Resolution 12,0
Cone (V) variabel HM 2 Resolution 12,0
Extractor (V) 2,0 Ion Energy 1 1,0
RF Lens (V) 0,0 Entrance -1
Source Temp. (°C) 120 Collision variabel
Desolvation Temp. (°C) 220 Exit 1
Cone Gas Flow (L/h) 40 LM 2 Resolution 12,0
Desolvation Gas Flow (L/h) 700 HM 2 Resolution 12,0
Ion Energy 2 2,0
Multiplier 650
Tab. 70: MS-Parameter fiir die Analyse der Antimykotika
Analyt Precursorion Produktion Konus- Kolli§ions-
[Da] [Da] spannung [V] energie [eV]
Itraconazol 705,07 392,12 47
1-OH-Itraconazol 721,09 408,05 43
IS 733,11 420,40 53

Tab. 71: Precursor- und Produktionen der untersuchten Antimykotika
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12.5 Definitionen

12.5.1 Standardabweichung

Die Prézision (= Grad fiir die Reproduzierbarkeit der Analyseergebnisse bei wieder-
holter Durchfiihrung einer analytischen Methode unter genau den gleichen Bedingun-

gen) wird durch die Standardabweichung erfasst.

Absolute Standardabweichung (s):

Z(‘xi _})2

n—1

S=

n = Anzahl an Messungen

x;= Messergebnis (Einzelwert)

x = Mittelwert

Relative Standardabweichung (s,)(Variationskoeffizient, Vk):

s = absolute Standardabweichung

x = Mittelwert
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