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1 Diabetes mellitus — Eine Volkskrankheit im Blickpunkt

1 Diabetes mellitus — Eine Volkskrankheit im
Blickpunkt

1.1  Ursachen, Entstehung, Krankheitsbild

Diabetes mellitus ist eine weltweit haufig auftretende Stoffwechselerkrankung [1], die
durch typische Symptome gekennzeichnet ist. Das wesentliche Merkmal ist der
Insulinmangel, der entweder aufgrund einer gestdrten Insulinwirkung oder einer gestdrten
Insulinsekretion zustande kommt [2, 3]. Der Mangel an Insulin tritt zusammen mit einer
gleichzeitig bestehenden chronischen Hyperglykdmie (Glukosekonzentration im
Kapillarblut von > 6,15 mmol/L bzw. > 110 mg/mL im Nichternzustand) auf [2, 4, 5].
Zuséatzlich resultieren aus diesem Insulinmangel mit Hyperglykamie Stérungen
verschiedener Stoffwechselprozesse [4]. Nach langerem Verlauf der Krankheit kann es
deshalb zu Spatkomplikationen kommen [4, 5]. Der Diabetes mellitus ist aufgrund der
Folgeschaden auch die bedeutsamste Stoffwechselerkrankung in Deutschland [4]. Die
zwei wichtigsten Typen des Diabetes mellitus, die hinsichtlich atiologischen,
pathogenetischen und klinischen Gesichtspunkten unterschieden werden, stellen der
Diabetes mellitus Typ 1, der hauptséchlich durch einen absoluten Insulinmangel
gekennzeichnet ist (Einleitung, Al1.1.1) und Typ 2, bei dem meist ein relatives
Insulindefizit besteht (Einleitung, A1.1.2) dar [1, 4]. Die Entstehung beider Typen wird
sowohl von genetischen, als auch exogenen Faktoren beeinflusst [4]. Von den
verschiedenen Typen entfallen ca. 90 - 95 % auf den Diabetes mellitus Typ 2 [2, 4, 6]. Es
gibt sehr unterschiedliche Daten zur Haufigkeit des Auftretens der Krankheit. So wurde
veroffentlicht, dass 5 bis 8 % der Gesamtbevdlkerung in Deutschland betroffen sind,
allerdings mit steigender Tendenz [4, 7]. In einem 2011 verdffentlichten Bericht wurde
aufgezeigt, dass im Jahre 2009 8,8 % der Bevoélkerung einen diagnostizierten Diabetes
mellitus aufwiesen [1]. Palitzsch gab 2012 aufgrund einer Schéatzung der ,International
Diabetes Federation* an, dass in Deutschland 12 % der 20- bis 79-Jahrigen an Diabetes
mellitus erkrankt seien [6]. Unabh&angig davon, welche Werte das genaue Bild in
Deutschland widerspiegeln, liegt der prozentuale Anteil sehr hoch. Ein grol3eres Problem
stellt der Pradiabetes dar, worunter man die gestdrte Glukosetoleranz (2 h Wert des
oralen Gukosetoleranztestes (0GTT) 140 — 199 mg/dL [2]) versteht, die bei ca. 16 % der
deutschen Bevdlkerung gefunden wird [4]. Auch weltweit steigt die Anzahl der Diabetes
Erkrankungen. Schon 1980 waren 4,7 % der erwachsenen Weltbevdlkerung an einem
Diabetes erkrankt, 2014 waren es 8,5 % (422 Millionen Menschen) [3]. Alleine 2015
waren zwischen 387 und 415 Millionen Menschen von einem Diabetes mellitus Typ 2
betroffen, bis ins Jahr 2030 werden 592 Millionen Patienten erwartet, bis 2040 642

Millionen [8-10]. Dass die Krankheit ernst genommen werden muss, verdeutlichen die im
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Jahre 2016 veroffentlichten Zahlen der WHO: 2012 starben 1,5 Millionen Menschen
weltweit ursdchlich an einem Diabetes mellitus bzw. den Folgen der Erkrankung,
zusatzlich starben 2012 weitere 2,2 Millionen Menschen an den Folgen eines Pradiabetes
assoziiert mit kardiovaskularen oder anderen Erkrankungen, 43 % der 3,7 Millionen Toten
waren unter 70 Jahre alt [3]. Die Pravalenz des Diabetes steigt mit zunehmendem Alter
[1, 7]. Wirtschaftlich gesehen ist diese Krankheit in Deutschland eine der teuersten

chronischen Leiden [1].

1.1.1 Diabetes mellitus Typ 1

Ursachen und Entstehung

Der Diabetes mellitus Typ 1 ist eine Autoimmunerkrankung, die zu einer progredienten
Zerstorung der insulinproduzierenden B-Zellen in den Langerhans—Inseln des Pankreas
fuhrt, woraus ein absoluter Insulinmangel entsteht [4, 7]. Dieser Typ wird weiter
untergliedert in eine immunmediierte und eine idiopathische Form [7]. Der
immunmediierte Subtyp ist eine chronisch verlaufende Erkrankung, wahrend der es
aufgrund einer chronischen Entziindungsreaktion zur endgultigen Zerstérung der B-Zellen
im Pankreas kommt [2, 7]. Erst wenn 80 - 90 % der B-Zellen zerstért sind, kommt es zu
einem klinisch relevanten Insulinmangel [7]. Charakteristische Merkmale dieser
Autoimmunerkrankung sind das Auftreten von Autoantikérpern, eine Insulitis (entziindliche
Infiltration der Inselzellen) oder auch eine familidre Vorbelastung bzw. ein haufiges
Auftreten der Erkrankung innerhalb einer Familie [7]. Uber Triggerereignisse, durch die
der Autoimmunprozess in Gang gesetzt wird, wird stark diskutiert. So werden unter
anderem Virusinfektionen, Immunstimulatoren und Erndhrungsfaktoren als mdgliche
Ursachen genannt [4, 7]. Weitere Faktoren, die im Zusammenhang mit dem Auftreten der
Krankheit genannt werden, sind eine kurze Stillzeit, ein hoher sozialer Status und gute
hygienische Verhdltnisse [7]. Die genetische Disposition stellt nur einen schwachen
Faktor bei der Krankheitsentwicklung dar [7]. Die idiopathische Form ist wesentlich

seltener und ist eine nichtimmunogene, vererbbare Form des Diabetes mellitus Typ 1 [7].

Krankheitsbild

Das klinische Erscheinungsbild des Diabetes mellitus Typ 1 ist individuell sehr
unterschiedlich. Die Krankheit tritt zumeist im Jugendalter auf (ca. 14 Jahre), sie kann
aber auch im Erwachsenenalter zum Vorschein kommen. Die ersten Symptome sind oft
anhaltender Durst und sehr haufiges Wasserlassen sowie gesteigerter Appetit und
Gewichtsverlust. Dieses Phanomen kommt zustande, da der erhéhte Blutzuckerspiegel
eine Hyperosmolalitat im Blut mit osmotischer Diurese und Stimulation der Durstzentren

im Gehirn hervorruft. Glukagon sorgt dafiir, dass aus Glykogen Glukose zum Decken des
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Energiebedarfs bereitgestellt wird. Die Gegenregulation, also die Inhibition des Glukagons
und somit der Glukoneogenese, wird durch das Insulin gesteuert. Fehlt dieses, wird trotz
Hyperglykédmie die Glukoneogenese weiter stimuliert und es kann in Folge davon zu
schwersten katabolen Zustdnden kommen. Die Folgen eines Insulinmangels sind somit
ein erhoéhter Blutzucker, ein intrazellularer Glukosemangel, der zu einer mangelnden
intrazellularen Energieversorgung fuhrt und eine ungehemmte Glukagonwirkung, die zu
Proteolyse, Glykogenolyse und UberschieRender Lipolyse mit Ketonkdrperbildung fihrt.
Es folgt eine korperliche Schwache mit osmotischer Diurese und Exsikose und

anschlieRender Ketoazidose [7].

1.1.2  Diabetes mellitus Typ 2

Ursachen und Entstehung

Der Diabetes mellitus Typ 2 dagegen ist eine Erkrankung mit Insulinresistenz, verbunden
mit einem Sekretionsdefizit der B-Zellen [4, 5, 7]. Dieser Diabetes Typ zeigt ein hohes
Maf3 an Vererbbarkeit, allerdings folgt diese nicht den Vererbungsregeln nach Mendel,
sondern einer komplexen, multifaktoriellen Vererbung [7]. Risikofaktoren fir ein Auftreten
sind vor allem eine androide Fettverteilung mit Bauchfett und schmalen Hiiften, aber auch
mit zunehmendem Grad einer Adipositas steigt das Risiko, an einem Typ 2 Diabetes zu
erkranken [7]. Realisationsfaktoren flr das Auftreten der Erkrankung sind vor allem
Uberernahrung, Ubergewicht und koérperliche Inaktivitat [4]. Die Pathogenese der
Erkrankung sieht wie folgt aus: Der Patient entwickelt aufgrund einer genetischen
Pradisposition und/oder diverser Risikofaktoren eine Insulinresistenz, die mit einer
Insulinsekretionsstérung verbunden ist. Anfénglich wird die Insulinresistenz durch eine
erhohte Insulinsekretion kompensiert. Diese Hyperinsulinamie kann aber nicht lange
aufrechterhalten werden und es kommt in der Folge davon zu einem Anstieg des
Blutglukosespiegels. Es entwickelt sich meist im Rahmen des metabolischen Syndroms
eine gestorte Glukosetoleranz. In Folge der anhaltenden vermehrten Insulinsekretion
kommt es schlieBlich zu einem ,Ausbrennen” der B-Zellen und im letzten Schritt zu der
Notwendigkeit einer Insulintherapie [7] (Abbildung 1). Zu einer Manifestation des Diabetes
kommt es, wenn 55 bis 60 % der B-Zellen erschopft sind [7]. Im Stadium der gestdrten
Glukosetoleranz kann mittels Verédnderungen im Lebensstil (Bewegung, Raucher-
entwéhnung und gesunde Erndhrung) und Medikamenten einer Diabetesmanifestation
vorgebeugt werden [7, 11]. Ist das metabolische Syndrom (gestorter Glukose- und Insulin-
metabolismus, Ubergewicht, abdominale Fettansammlung, Dyslipidamie und Hypertonie)
diagnostiziert, ist die Krankheit bereits fortgeschritten [4, 7]. Zudem gibt es bei den

Patienten eine vermehrte Freisetzung von Glukagon und auch die Inkretinhormone
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(Glucagon-like Peptide 1 (GLP-1) und Glucose-dependent-insulinotropic Polypeptide

(GIP)) unterliegen einer gestérten Freisetzung [7].

Genetische
Pradisposition

Fehlernahrung
Korperliche
L Risikofaktoren Inaktivitat

Versuch, die Insulinresistenz
. . zu kompensieren
Insulinresistenz sl
verbunden mit .. . .
. . N _— Erhdhte Insulinsekretion
Insulinsekretionsstdrung

\

Gestérte Glukosetoleranz Hyperinsulingmie kann nicht
< mehr aufrecht erhalten werden
Glukosetoxmtat

Ausbrennen der B-Zellen
B-Zell Defekt Blutglukosespiegel steigt an
l Hyperglykdamie l Hyperinsulindmie

Insulinmangel Diabetes mellitus Typ 2

Abbildung 1: Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2.

Regulatorische
Hyperinsulindmie

Krankheitsbild

Die Erstdiagnose der Krankheit erfolgt oft zuféllig im Rahmen einer Routineuntersuchung.
Initial ist der Diabetes mellitus Typ 2 sehr symptomarm, wodurch die Diagnosestellung
erschwert wird [5]. Er wird deshalb auch als ,stille Erkrankung® bezeichnet [9]. Typ 2
Patienten sind zu 90 % adipds; Sehverschlechterungen oder ein schwankender Visus, der
dadurch zustande kommt, dass die Linse die osmotischen Veranderungen nur langsam
ausgleichen kann, sind ein Hinweis auf einen Diabetes mellitus Typ 2. Eine
Begleiterscheinung ist die Dyslipiddmie, da eine Insulinresistenz und die Adipositas zu
einer vermehrten Freisetzung von Fettsduren fiihren. Der Diabetes mellitus Typ 2 wird im
Mittel immer noch 5 bis 8 Jahre zu spét diagnostiziert, oft erst, wenn Folgeerkrankungen

auftreten [7].
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1.2  Therapie

1.2.1 Diabetes mellitus Typ 1

Aufgrund des absoluten Insulinmangels stellen die subkutane Insulingabe sowie eine
kontrollierte bzw. angepasste Erndhrung die Therapiebasis dar [2]. Die intensivierte
konventionelle Insulintherapie mit regelmafiigen Selbstkontrollen des Blutzuckers ist die
Therapie erster Wahl bei Typ 1 Patienten [7]. Neben dieser Therapieform existieren auch
noch andere Regimes, z. B. die konventionelle Insulintherapie oder die Insulintherapie

mittels Pumpe (kontinuierliche subkutane Insulininfusion) [2, 7].

1.2.2  Diabetes mellitus Typ 2

Die Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 setzt sich zusammen aus zwei zentralen
Elementen. Das erste Element ist die Basistherapie, bei der die Lebensgewohnheiten
umgestellt werden sollten [7]. Durch diese Therapie kann nicht nur das Gewicht gesenkt,
sondern auch der Stoffwechsel verbessert werden. Zudem kann der HbA;.-Spiegel
(prozentualer Anteil des dauerhaft glykosylierten Hamoglobins, welches ein MalR fur die
durchschnittliche Hohe des Blutglukosespiegels der letzten 2 bis 3 Monate darstellt [12]),
um etwa 0,7 % gesenkt werden, was vergleichbar ist mit dem Effekt einer medika-
mentdsen Therapie [7]. Das zweite Element ist die Therapie mit oralen Antidiabetika und
Insulin [7]. Dabei ist das Behandlungsziel das Erreichen eines individuellen HbA;.-Wertes
[5, 7]. Es soll wahrend dieser Therapie keine Gewichtszunahme erfolgen und auch das
Auftreten einer Hypoglykdmie soll vermieden werden [6]. Die nationale Versorgungs-
leitlinie hat 2013 eine Aktualisierung veroffentlicht, in dem die Therapie des Diabetes
mellitus Typ 2 beschrieben ist, wie sie in Deutschland empfohlen wird [5]. Die erste
Therapiestufe beschreibt dabei die Basistherapie, welche Schulungen, Ernahrungs-
therapien, Steigerung der kérperlichen Aktivitat und die Raucher-Entwéhnung umfasst [5].
Wird innerhalb von drei bis sechs Monaten der HbA,.-Zielkorridor von 6,5 % bis 7,5 %
bzw. das individuelle HbA-Ziel nicht erreicht, geht man zur zweiten Therapiestufe Uber,
was heildt, dass zusatzlich zur Basistherapie mit einer Pharmakon-Monotherapie
begonnen wird [5]. Mittel der Wahl ist Metformin [5]. Besteht eine Unvertraglichkeit
gegeniber diesem Arzneistoff, so kann ein anderes Medikament, wie zum Beispiel ein
Dipeptidylpeptidase—IV-Inhibitor (DPP-IV-Inhibitor) oder ein Sulfonylharnstoff gegeben
werden oder mit der konventionellen Insulintherapie begonnen werden [5]. Wird das
HbA;.-Ziel nach drei bis sechs Monaten wiederum nicht erreicht, folgt die dritte
Therapiestufe, in der entweder eine Zweifachkombination an Pharmaka, in der Regel
Metformin plus ein weiteres orales Antidiabetikum oder eine Insulintherapie begonnen

wird [5]. Die vierte Therapiestufe beschreibt im Anschluss eine intensivierte(re)
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Insulintherapie und Kombinationstherapieformen, die vor allem bei adipdsen Patienten mit

Metformin unterstitzt werden sollen [5].

Die Gruppe der oralen Antidiabetika setzt sich zusammen aus Arzneistoffen mit
verschiedenen Wirkmechanismen. Metformin ist ein Biguanid, fur den aktuell kein
eindeutiger Wirkmechanismus angegeben werden kann (siehe dazu auch: Einleitung,
A4.1.1) [4, 13]. Die Sulfonylharnstoffe, zu denen Glibenclamid oder auch Glimepirid
gehdren, und die Glinide, zum Beispiel Repaglinid, sind sogenannte insulinotrope orale
Antidiabetika [14]. Sie 6ffnen durch Blockade der Kaliumkanale (K*arp-Kanal) in den B-
Zellen die spannungsabhangigen Calciumkanale, woraus wiederum eine erhdhte
intrazellulare Calcium-Konzentration resultiert, die eine gesteigerte Exozytose von Insulin
zur Folge hat [4]. Sie kdnnen allerdings nur wirken, wenn die B-Zellen noch funktionsfahig
sind [14]. a-Glukosidase-Inhibitoren, wie Acarbose oder Miglitol hemmen die enzyma-
tische Spaltung von Oligo- und Disacchariden, woraus eine verzdgerte Resorption von
Kohlenhydraten resultiert, was zur Vermeidung postprandialer Blutzuckerspitzen fihrt [4,
14]. Die Gliflozine, wie zum Beispiel Empagliflozin oder Dapaglifiozin hemmen den
Natrium-Glukose-Cotransporter-2 in der Niere, der ca. 90 % der Glukose rickresorbiert
[15]. Eine weitere Gruppe oraler Antidiabetika stellen die Inkretinmimetika dar. Zu diesen
gehdren zum einen die DPP-IV-Inhibitoren, die sogenannten Gliptine wie Sitagliptin oder
Saxagliptin (siehe dazu: Einleitung, A4.2.1). Zu den Inkretinmimetika zéhlen zudem die
Glucagon-like-Peptide-1 Agonisten (GLP-1 Agonisten) wie Exenatide und Liraglutid, die
eine ahnliche Aktivitat wie das endogene Hormon aufweisen [16]. Im Arzneiverordnungs-
report 2009 wurden die Glitazone (Pioglitazon oder Rosiglitazon) als orale Antidiabetika
gelistet und 2008 in nicht unerheblicher Menge verordnet (DDD 68,6 Mio) [14]. Sie sind
sogenannte Insulin-Sensitizer, die den PPARy (Peroxisom-Proliferator-aktivierter
Rezeptor) stimulieren, wodurch es zu einer verstarkten Expression und Translokation von
Glukosetransportern kommt, was die Glukoseaufnahme in die Zellen steigert [4]. Sie
senken somit den Nuchternblutzucker und verbessern die Insulinresistenz [14]. lhre
Verordnungszahlen sanken aber, sodass sie im Verordnungsreport 2015 schon nicht

mehr aufgefthrt wurden [16].

Bei der Auswahl der angewandten Wirkstoffe hat der Arzt neben Kontraindikationen auch
auf Patientenpraferenzen, Wirkmechanismus, Wirkungs- und Nebenwirkungsprofil (z. B.

Risiko einer Gewichtszunahme) zu achten [5].
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1.3  Folgen der Erkrankung

Die Folgen der chronischen Hyperglykdmie sind die Hauptursachen fir die erhohte
Morbiditdt und Mortalitdt der Diabetespatienten [7]. Zu diesen Folgen z&hlen
Makroangiopathien  (KHK,  Herzinfarkt,  Herzinsuffizienz,  periphere  arterielle
Verschlusskrankheit), Mikroangiopathien (diabetische Retinopathie, diabetische
Nephropathie) und die diabetische Neuropathie [7]. Aufgrund der dauerhaft hohen
Glukosekonzentration im Blut geht die Glukose nicht-enzymatische Reaktionen mit einer
Reihe von Korpereiweil3en ein, woraus sich Struktur- und Funktionsverdanderungen der
Proteine ergeben [4]. Das bekannteste Beispiel stellt dabei Hamoglobin dar, das zu HbA.
reagiert [4]. Die Glykosylierung der Proteine fiihrt zu einer Verdickung der Basalmembran
und der Gefaldintima in der terminalen Strombahn, was Mikroangiopathien hervorruft, die
vor allem in der Niere und der Netzhaut auftreten [4]. Die diabetische Nephropathie nimmt
einen grolRen Stellenwert in der Therapie des Diabetes ein. Aus Daten von 1999 bis 2012
wird der Anteil der Patienten eines Diabetes mellitus Typ 2, die zugleich eine chronische
Nierenerkrankung aufweisen insgesamt auf 44 % geschatzt [17]. Diabetespatienten, die
von einer Nierenerkrankung betroffen sind, haben zudem ein deutlich erhfhtes Risiko
eine kardiovaskuldre Komplikation zu erleiden [17]. Die Therapie des Diabetes mellitus
wird vor allem bei bestehender Nierenerkrankung erschwert, da chronische
Nierenerkrankungen mit einer erhdhten Insulinresistenz einhergehen und diese Patienten
auch ein erhohtes Risiko einer Hypoglykamie aufweisen [17]. Fur die meisten oralen
Antidiabetika gilt, dass sie bei schwerer Niereninsuffizienz nicht zugelassen sind und
deshalb nicht oder nur mit Vorsicht angewandt werden dirfen [17]. Die
Makroangiopathien, welche der Arteriosklerose des Nichtdiabetikers entsprechen,
entstehen aufgrund der Dyslipidamie als Folge der Hyperglykdmie [4]. Das Risiko zur
Entwicklung einer Arteriosklerose ist bei Diabetespatienten um das 4- bis 5-fache erhoht
im Vergleich zu einem Nicht-Diabetiker [7]. Die Neuropathie tritt im Schnitt bei jedem
vierten Diabetiker auf, am haufigsten in den Beinen [7]. Die Lebenserwartung eines
Diabetes mellitus Patienten sinkt infolge der Spatkomplikationen deutlich ab [7].
Zusammengefasst kann Diabetes mellitus das Herz, die Blutgefal3e, die Augen, die
Nieren und die Nerven in ihrer Funktion beeinflussen und fuhrt unbehandelt aufgrund der

Folgeschaden zum Tod [3].
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2 Dried Blood Spot Analyti  k

2.1  Hintergrund

Die Dried Blood Spot (DBS) Analytik oder Ubersetzt die Trockenblutanalytik ist eine
analytische Anwendung zur Bestimmung der Konzentration verschiedener Analyten im
Blut. Sie fand ihren Ursprung 1963, als sie von Guthrie und Susi zum ersten Mal
eingesetzt wurde, um Neugeborene auf eine Phenylketonurie zu untersuchen [18]. Sie
trugen eine kleine Menge Kapillarblut auf ein dickes Filterpapier auf, lie3en es an der Luft
trocknen und anschlieBend wurde ein Teil des Filters mit dem adsorbierten Blut
ausgestanzt und analysiert [18]. Es war die erste beschriebene Alternative zur vendsen
Blutabnahme [19] und bis heute ist dieses Vorgehen mit kleinen Anderungen dasselbe
geblieben (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Vorgehensweise der T rockenblutanalytik.  Kapillarblut wird
durch Punktion der Fingerbeere entnommen, auf einen Trager getropft, getrocknet, anschlieBend extrahiert
und die Analyten im Extrakt quantifiziert.

In der DBS Analytik werden die Analyten mit den Blutbestandteilen an einer festen Matrix
adsorbiert und anschlieend luftgetrocknet [19]. Aufgrund dieses trockenen Zustands sind

sie sehr oft weniger reaktiv als in flissigem Blut bzw. Plasma [19], somit ist fir die
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meisten Analyten eine sehr hohe Stabilitat gewahrleistet [19-21]. Ein weiterer Vorteil ist
die Reduktion (z. B.: Hepatitis B) oder Elimination (HIV) biologischer Gefahren [19, 22-24].
Das Versenden der Proben erfordert kein Trockeneis oder andere speziellen
VorsichtsmafRnahmen, sondern sie kénnen in herkdmmlichen Umschlagen auf normalem
Postweg versandt werden [20, 22, 24]. Gegeniber dem Umgang mit Ublichen Plasma-
proben bedeutet der mit Trockenblutproben deshalb eine immense Kostenreduzierung
[19, 23, 25-28]. Die Lagerung bei Raumtemperatur und der Wegfall der Zentrifugation
macht die Arbeit mit DBS Proben im Vergleich zu Plasmaproben auch wesentlich weniger
aufwandig [23, 27, 29, 30].

Zusatzlich bietet die DBS Analytik auch in der Probensammlung einige Vorteile
gegeniber der Abnahme von vendsem Blut. Kapillarblut kann durch einen einfachen Stich
in die Fingerbeere gewonnen werden, was durch das medizinische Personal oder
eventuell vom Patienten selbst durchgefuhrt werden kann [19, 20, 22, 23, 30-32]. Sie ist
somit eine minimalinvasive Methode der Blutabnahme [22, 23, 25, 26], die weniger
schmerzhaft ist [23, 30] und von den Patienten besser akzeptiert wird als die venése
Blutabnahme [19, 23, 28, 32]. Das Vorgehen und die Abnahme des geringen
Probenvolumens bietet vor allem fur die Péadiatrie [19, 25, 32, 33], aber auch fur sehr
geschwachte und anamische Patienten grol3e Vorteile [33]. Auch in Tierversuchen fihrt
die Anwendung von DBS zu Vorteilen, da sie die 3R Regel fur Tierversuche (reduction,
refinement and replacement) unterstutzt [33]. Auf der anderen Seite ist das minimale
Probenvolumen eine Herausforderung, da die analytische Methode sehr empfindlich sein
muss [19, 20, 23, 24, 32]. Dies war der Grund, warum die DBS Analytik fir die breite
Anwendung wenig zuganglich war und deshalb fir Jahre nur sehr wenig genutzt wurde
[19, 24]. Ein weiterer negativer Effekt gegentber der ventsen Blutabnahme ist, dass nur
eine knapp bemessene Menge an Blut abgenommen wird und man so kein

Uberschissiges Volumen hat, um die Analytik eventuell wiederholen zu kénnen [32, 33].

Die LC-MS/MS Methodik zum Vermessen von Dried Blood Spots ist eine relativ junge
Methode in der pharmazeutischen Analytik [22]. Sie wurde 1993 zum ersten Mal
angewandt [20] und hat in den letzten Jahren sehr an Aufmerksamkeit gewonnen und
wird dementsprechend immer haufiger eingesetzt [34]. Wahrend die bis 2009 publizierten
Analysenmethoden fir das Therapeutischen Drug Monitoring noch hauptsachlich HPLC-
UV Methoden darstellten [21], wurden zwischen 2009 und 2014 weitestgehend LC-
MS/MS Methoden publiziert [32]. Dies liegt unter anderem auch an der Einfuhrung der
,weichen“ lonisation mittels Elektrospray (ESI) bei Atmosphéarendruck (API) [34]. Hierbei
wird die Probenlésung in die lonenquelle gespriht, in der sich ein Nebel aus sehr kleinen

geladenen Tropfchen bildet. Werden diese Tropfchen durch das Drying Gas getrocknet,
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ricken die Ladungen irgendwann so dicht zusammen, dass diese die Tropfchen sprengen
und somit wiederum kleinere Trdpfchen entstehen. Dieser Vorgang wiederholt sich so oft,
bis nur noch die erwinschten geladenen Analytmolekile zuriickbleiben. Diese in der
Gasphase enthaltenen lonen gelangen anschlieBend durch die Glaskapillare in das
Massenspektrometer [35]. Hier werden im ersten Quadrupol (Q1) die zu quantifizierenden
lonen nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z) selektiert. Im zweiten Schritt gelangt
das gewahlte Mutter- oder Precursor-lon in den zweiten Quadrupol (g2), der als
Kollisionszelle bezeichnet wird. Hier werden durch die ,collision induced dissociation®
(CID) die Fragment-, Produkt- oder Tochterionen erzeugt. Im letzten Schritt werden im
dritten Quadrupol (Q3) die Fragmentionen selektiert und anschlieend werden diese
detektiert (Abbildung 3).

lonisation Q1 Kollisionszelle Q3 Detektion
(92)

Abbildung 3: Aufbau eines Triple Quadrupol Massensp ektrometers. In der lonenquelle werden durch
lonisation geladene Analytmolekiile erzeugt, die durch die Glaskapillare in das Massenspektrometer
gelangen. Im ersten Quadrupol (Q1l) werden entsprechend dem Masse-zu-Ladungsverhdltnis (m/z) die
Mutterionen selektiert, in der Kollisionszelle (g2) werden diese dann fragmentiert und im dritten Quadrupol
(Q3) werden anschlieRend die Tochterionen selektiert. Die Ubergénge eines Mutterions zu einem bzw. zwei
Tochterionen werden detektiert und anschlieend quantifiziert.

Aufgrund dieses dreigeteilten Systems, in dem in einer MRM-Methode die Ubergange
eines Mutterions zu einem bzw. zwei Tochterionen aufgenommen werden, ist der Triple-
Quadrupol-MS-Detektor das sensitivste MS-Instrument fur quantitative Analytik [34]. Die
hohe Sensitivitat verbunden mit der hohen Spezifitat macht die MS/MS-Analyse somit zu
einer sehr attraktiven Bestimmungsmethode, die immer mehr Einzug auch in die
Routineanalytik findet [34]. Besonders fir die Dried-Blood-Spot Analytik bietet sich die
hochempfindliche Detektionsmethode des Triplequadrupol (TQ)-MS an. Mit ihrer
Entwicklung und somit der Mdoglichkeit, Analyten sehr selektiv und empfindlich
nachzuweisen nahm die Anwendung der Trockenblutanalytik zu [19, 20], was sehr
deutlich an der rasant steigenden Anzahl an Verd6ffentlichungen zu sehen ist (Abbildung
4).
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Abbildung 4: Anzahl der Publikationen, die den Term ,Dried Blood Spot Analysis" enthalten. Die Daten
stammen von der US National Library of Medicine National Institutes of Health (PubMed) (Zugriff:
11.04.2016).

Die DBS Analytik ist aber, auch wenn sie ohne Frage aus ethischer und 6ékonomischer
Sicht die beste Methode in Bezug auf die Probensammlung und das Versenden und
Lagern der Proben ist [36], noch nicht so robust und akkurat, wie die Analytik aus
venodsen Vollblutproben [20]. Hier muss noch einiges an Forschung investiert werden, um
sie als Routinemethode etablieren zu kénnen, auch wenn sie diesem Ziel immer naher
ruckt [20, 21, 33, 37].

2.2  Probensammlung

Tragermaterialen

Die Tragermaterialen, auf denen das Blut getrocknet wird, sollten verschiedene
Eigenschaften erfiillen: Sie sollten kostengiinstig und einfach in der Herstellung sein.
AulRerdem sollten sie gute Adsorptionseigenschaften aufweisen [19]. Hierzu zahlen die
Partikelretention, die Porengrél3e und die Dicke des Tragers, also Eigenschaften, welche
die Ladekapazitat und Spreitbarkeit des Blutes auf dem Trager beeinflussen [21, 22].
Insgesamt soll die Absorption der Probenflissigkeit in die Karte akkurat und
reproduzierbar sein [28]. Die am haufigsten genutzten Trager sind unbehandelte DBS
Karten, die aus reiner Cellulose bestehen [19, 28, 30]. Innerhalb dieser Gruppe kénnen
die Trager sich aber hinsichtlich der chromatografischen Effekte, der Spreitbarkeit, der
Analytstabilitdt oder auch der Matrixeffekte unterscheiden [19]. Die Cellulosetrager

konnen chemisch vorbehandelt oder impragniert werden, z. B. um die Zellen zu lysieren,
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Pathogene abzutéten oder um Proteine zu denaturieren [19, 20, 22, 38]. Durch diese
Zusatze soll die Wiederfindung der Analyten verbessert werden [22]. Neben diesen
klassischen DBS-Tragern konnen aber auch andere Materialen genutzt werden, wie zum
Beispiel normales Filterpapier oder auch Materialen, die urspriinglich zur Chromatogra-
phie verwendet wurden [19]. Nicht-Cellulose-basierte Materialen, wie Glaspapiefrfilter,
Polytetrafluorethylen-Filterpapier, Polyurethanmembranen oder auch Chitosan- oder
Alginatschdume werden immer haufiger eingesetzt, auch wenn ihr Einsatz im Moment
noch nicht sehr weit verbreitet ist [19, 39]. Mengerink et al. stellten 2015 eine neue DBS
Karte vor, die aus hydrophil beschichteten, gewebten Polyesterfasern besteht, um einen
immer gleich grof3en Spot unabhéngig vom Hamatokrit des Blutes zu erhalten (Einleitung,
A2.3) [40]. Auch Karten auf Basis eines Nicht-Cellulose Materials (Glasfasern), um
exzellente Spothomogenitat und reproduzierbare Extraktionsmoéglichkeiten zu erhalten,
sind mittlerweile im Handel erhaltlich [19, 23, 41]. Sie versprechen das massen-
spektrometrische Signal zu verbessern indem nicht-spezifische Bindungen zwischen dem
Analyt und dem Trager reduziert werden [23, 41]. Auch der Einsatz wasserldslicher
Materialien, die im Extraktionsmittel vollstandig aufgelost werden, wie z. B. Carboxy-

methylcellulose als Trager der DBS, wurde schon publiziert [42].

Blutabnahme

Das aus der Fingerbeere entnommene Kapillarblut wird auf den Trager getropft und bei
Raumtemperatur in horizontaler Lage fur drei bis vier Stunden getrocknet [19, 20, 28],
wobei es nicht dem direkten Sonnenlicht ausgesetzt sein soll [20, 28]. Um eine
inhomogene Verteilung zu vermeiden, soll das Blut frei auf den Trager tropfen [19, 20, 22,
30]. Bei der Bewertung der Ergebnisse ist zu beachten, dass Kapillarblut nicht dieselbe
Zusammensetzung zeigt wie venéses Blut und die Konzentrationen der Analyten somit

nicht unbedingt gleichzusetzen sind [20, 32].

2.3  Quantitative Analyse

Im Bereich der Trockenblutanalytik gibt es viele Faktoren, die die Quantifizierung eines
Analyten beeinflussen und auch erschweren, die aber in der Analytik mit flissigen Proben
nicht unbedingt Anlass zur Diskussion bieten [19]. Der chromatografische Effekt, Effekte
aufgrund des Hamatokrits (Hct), Volumeneffekte, aber auch die Grinde fir
Analytinstabilitat, die Anwendung des internen Standards, die Herstellung der
Qualitatskontroll (QC)-Probe oder die Methode, wie der Spot verwendet wird (nur ein Teil
des Spots (Punch) vs. gesamter Spot) spielen hierbei eine wichtige Rolle [19]. Auch das
genutzte Antikoagulanz ist ein wichtiger Faktor; so wurde EDTA als Mittel zur

Antikoagulation empfohlen [26, 43]. Die Validierung einer Dried-Blood-Spot Methode
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muss dieselben Kriterien erflllen wie die einer Methode aus flissigen biologischen
Proben, allerdings sollte sie um weitere Punkte ergénzt werden (Einleitung, A2.5) [44]. Im

Weiteren werden die wichtigsten Faktoren naher erlautert.

Chromatografischer Effekt

Der chromatografische Effekt beschreibt die inhomogene Adsorption des Blutes auf den
Trager [19]. Abhangig von der Starke des Effektes ist die Zusammensetzung der Probe
an unterschiedlichen Stellen im Spot verschieden und fuhrt zu signifikant

unterschiedlichen Ergebnissen in der Konzentration des Analyten (Abbildung 5) [19, 32].

Abbildung 5: Schematische Darstellung des chromatografischen E ffektes. Gewunscht ist eine
gleichméaRige Verteilung der Analyten (orange und turkis) im Spot (A). Der chromatografische Effekt
dagegen wird beschrieben durch eine Auftrennung der Analyten wahrend der Adsorption an den Tréager,
sodass die Analyten ungleichmaRig im Spot verteilt sind (B).

Er kommt zustande, indem der Analyt oder das Blut mit dem Tragermaterial interagiert
[22]. Dieser Effekt kann in Abhangigkeit vom Trager oder auch vom Analyt mehr oder
weniger stark ausgepragt sein [19, 28] und sollte in der Methodenentwicklung untersucht
werden [22, 37].

Hamatokriteffekt

Der Hamatokrit (Hct) des Blutes ist definiert als der prozentuale Anteil der Erythrozyten im
Blut [19, 22, 32]. Er variiert mit dem Alter, dem Geschlecht, dem Gesundheitszustand und
auch mit der ethnischen Zugehdrigkeit [19, 25]. Er beeinflusst die Viskositdt des Blutes
und somit auch die Spreitbarkeit auf dem Trager [19, 20, 22, 32, 44]. Der Einfluss des Hct
auf die Quantifizierung von Analyten aus DBS Proben ist der wohl am haufigsten und
intensivsten diskutierte Parameter im Bereich der DBS Analytik [32, 33, 45]. Die Flache
des DBS nimmt mit zunehmenden Hct ab [19, 25]. Dies hat zur Folge, dass das gleiche
Volumen an Blut in Abhangigkeit vom Hct unterschiedlich grol3e Spots erzeugt [37].

Problematisch wird dieses Verhalten, wenn zur quantitativen Analyse ein definiert groRer
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Durchmesser aus dem gesamten Spot ausgestanzt und dieser zur Analytik verwendet
wird, da das Volumen des darin enthaltenen Blutes unter Umstanden variiert [19, 22].
Wird also nicht der gesamte Spot verwendet, muss der Effekt des Hct evaluiert und auch
validiert werden [19, 44]. Der Hamatokriteffekt wird sehr stark durch das Tragermaterial
und den Analyten beeinflusst [19, 28, 32] und ist somit von Fall zu Fall unterschiedlich [22,
37]. Durch einen variierenden Hct besteht die Mdglichkeit, dass die Extraktion mit
unterschiedlicher Effizienz erfolgt [19, 32]. Um dem Einfluss gerecht zu werden, wurden
verschiedene Strategien vorgeschlagen, ihn zu kompensieren. Unter anderem wurde das
Gesamtvolumen des Spots miteinbezogen oder Uber die Kaliumkonzentration der
Hamatokrit berechnet [19, 32, 45, 46]. Die Korrelation mit Kalium wurde allerdings nicht im
Kapillarblut, sondern im venésen Vollblut durchgefihrt [32]. Die einfachste Mdglichkeit,
um den Hamatokriteffekt zu umgehen, ist die Extraktion des gesamten Spots, der dafr
aber volumetrisch aufgetragen werden muss, was wiederum die Limitierung dieses
Vorgehens darstellt [32, 33, 45]. Die von Mengerink et al. vorgestellte DBS Karte aus
hydrophil beschichteten Polyesterfasern verspricht einen vom Hct unabh&ngigen, gleich
grol3en, homogen verteilten Blutspot, sodass damit das Problem des Hamatokriteffekts

aufgrund der Tragerbeschaffenheit umgangen wurde [40].

Volumeneffekte des Blutes

Wird eine aus dem gesamten Spot ausgestanzte Flache (Punch) zur Quantifizierung
eines Analyten verwendet, so ist es wichtig zu wissen, welches Blutvolumen sich in
diesem Punch befindet. Dieses ist allerdings, neben dem Hct, auch abhangig von
Faktoren, wie der Sattigung des Tragers, dem Tréager bzw. der Dicke und Dichte des
Tragermaterials oder auch der Spreitung des Blutes auf dem Trager [19]. Die
verschiedenen Tragermaterialien sind dabei nicht &quivalent und mit dem Auftragen von
verschiedenen Blutvolumina kann die Quantifizierung unter Umstanden fehlerhaft werden
[19, 28]. Von verschiedenen Forschergruppen wurde gezeigt, dass dieser Fehler
folgendem Prinzip folgt: Je héher das aufgetragene Blutvolumen, umso hdher ist die
Konzentration des Analyten [19]. Wéahrend der Methodenentwicklung sollte deshalb die
Beziehung zwischen der Flache des Spots und der Menge des gespotteten Blutvolumens

untersucht werden [22].

Analytstabilitat

Im Allgemeinen wird fir die DBS Analytik postuliert, dass die Proben von der Sammlung
bis zur Analyse bei Raumtemperatur ohne viele VorsichtsmaRnahmen gelagert werden
konnen [19]. Die Realitdt zeigt aber, dass dies fir jeden Analyten bzw. fir jede
Anwendung untersucht werden muss [19, 30]. Im Falle der Aminos&uren ist es zum

Beispiel so, dass Valin in Trockenblutproben sehr stabil ist, die Konzentration an Serin
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dagegen sehr schnell abnimmt und die an Arginin zunimmt [19]. Die Faktoren, welche die
Analytstabilitdt beeinflussen, sind auf der einen Seite der Trocknungsprozess, auf der
anderen Seite die Temperatur und Restfeuchte in der Probe wahrend der Lagerung [19,
26]. Zudem haben auch das Tragermaterial und die Lagerungsdauer einen Einfluss [26].
Der Trocknungsprozess bei Raumtemperatur dauert mindestens ein bis drei Stunden [19,
22], abhéngig vom Tragermaterial und dem aufgetragenen Volumen an Blut [22]. Um
diese Zeit zu verkirzen, vor allem fur konjugierte Verbindungen, die wéahrend des langen
Trocknungsprozesses in die nicht-konjugierte Form umgewandelt werden kénnen oder
auch Prodrugs, wie z. B. 6-Acetylmorphin, gibt es die Mdéglichkeit, die Trocknung unter
einem Strom von Stickstoff oder unter Mikrowellen durchzufiihren, damit die Stabilitat der
Stoffe gewahrleistet wird [19]. Auch durch die Zugabe von Additiven oder ein Erhitzen auf
95 °C kann die Matrix mit den Analyten stabilisiert werden [47]. Einen noch grélieren
Einfluss als der Trocknungsprozess haben die Temperatur und die Feuchte wahrend der
Lagerung der Spots [19, 21]. Von verschiedenen Forschungsgruppen wurden beim
Versenden der Proben Temperaturen von bis zu 60 °C aufgezeichnet [19, 21]. Noch
vorhandene Restfeuchte kann zu Hydrolysereaktionen filhren und auch das
Bakterienwachstum fordern [19-23]. Das Problem der Feuchtigkeit kann umgangen
werden, indem die Proben in verschlossenen Plastiktiiten zusammen mit Trockenmittel
versandt werden [19, 21, 23, 24, 28]. Zusatzlich koénnen auch Feuchteindikatoren
hinzugegeben werden [21-23, 28, 30]. Die Stabilitst der Trockenblutproben bei
Raumtemperatur ist vergleichbar mit der von Plasmaproben bei 4 °C [19]. Fur
oxidationsempfindliche Stoffe ist die Methode der DBS allerdings nicht zu empfehlen [22].
Um die Stabilitdt im Spot zu verbessern, kénnen verschieden Strategien getestet werden.
Es kann das Tragermaterial getauscht, der pH-Wert der Probe veréndert [26], die Trager
mit stabilisierenden Chemikalien impragniert oder die Probe mit Hitze behandelt werden
[19]. Auch die Lagerung bei niedrigeren Temperaturen kann die Stabilitat verbessern [22].
Lichtempfindliche Stoffe sollten im Dunkeln aufbewahrt werden [25]. Wie lange die
Analyten in den DBS stabil sind ist stark analytabhangig und kann von einer Woche flr

Proteine bis hin zu Jahren fur Nukleinsduren variieren [23].

Herstellung der Qualitatskontroll (QC)-Probe

QC-Proben und die zu quantifizierenden Proben kénnen nicht in derselben Matrix erhalten
werden. Die QC-Proben werden aus vendsem Vollblut hergestellt, da es nicht praktikabel
ist, QC-Proben aus Kapillarblut zu erhalten, wohingegen die Patientenproben
Kapillarblutproben sind [19]. Es sollte vermieden werden hamolysiertes [22] oder
gealtertes venodses Blut fur die Herstellung der QC-Proben zu verwenden [44]. Zudem
sollte der Anteil an nicht-wassrigen Komponenten, der dem Blut zugegeben wird,

maoglichst gering gehalten werden, um Losungsmitteleffekten vorzubeugen [44].
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Extraktion eines Punches gegeniber der Extraktion des gesamten Spots

Die Probleme, die durch den patientenindividuellen Hamatokrit oder den chromato-
grafischen Effekt hervorgerufen werden, spielen eine Rolle, wenn nur ein Teil des Spots
ausgestanzt und quantifiziert wird [19]. Die Extraktion des gesamten Spots ist im Falle von
stark ausgepragten, oben beschriebenen Effekten, oft die einzige Option fir eine akkurate
und prézise Quantifizierung [22]. Aus diesem Grund werden immer mehr neue
Probenentnahmestrategien entwickelt, wie z. B. Pre-cut DBS (PCDBS) oder auch
Perforated DBS [19, 32]. Im Falle der Pre-cut DBS werden Filterpapierkreise vor dem
Auftragen der Probe ausgestanzt, eine volumetrisch abgemessene Blutprobe aufgetragen
und anschlieend der gesamte Spot extrahiert [48]. In der Anwendung der Perforated
DBS wird das definierte Volumen an Blut auf einen am Rand perforierten Spot getropft
[49]. Diese Perforation kann dann sehr leicht mit Hilfe einer Einmalpipette durchbrochen
werden und der Spot ist, ohne dass er mit einer Stanze in Berihrung kommt, bereit zur
Extraktion [49]. So kann ein Carry-over aufgrund der Stanze umgangen werden und
dadurch, dass ein definiertes Volumen extrahiert wird, ist der Effekt des Hct und der
chromatografische Effekt ebenso wie der Volumeneffekt des Blutes hinfallig [49]. Das
volumetrische Sammeln der Probe kann umgangen werden, indem z. B. nicht-
volumetrisch gesammelte Proben mit Hilfe verschiedener Hilfsmittel volumetrisch
aufgetragen werden [45]. Ein solches Vorgehen ist das ,volumetric absorptive
microsampling” (VAMS), bei dem ein konstantes Volumen an Blut, unabhdngig vom
Hamatokrit, in einen Probensammler aufgesogen und somit ein immer gleichbleibendes
Volumen erhalten wird [50]. Eine der neuesten Entwicklungen stellt der hemaPEN™ dar,
der aussieht wie ein Stift, aber eine einfache und volumetrische Kapillarblutabnahme und

eine sichere Aufbewahrung von bis zu vier DBS Proben verspricht [33, 51].

2.4 Probenextraktion

Die Extraktion aus dem Spot erfolgt meist Uber eine Fest-Flussig Extraktion [19, 22]. Der
Einfluss verschiedener Losungsmittel ist dabei sehr stark. So fuhrt die Extraktion mit
reinem Wasser zu sehr dunklen, verunreinigten Extrakten, die sehr viel Hdm aus dem
Hamoglobin enthalten. Wird der Spot dagegen z. B. mit Acetonitril extrahiert, tritt dies
nicht auf [19]. Bekannt ist aber auch, dass ein wenig Wasser notwendig ist, um die
Extraktionseffizienz zu verbessern [19]. Es muss also ein Kompromiss zwischen
Hydrophilie und Lipophilie des Extraktionsmittels passend fir den jeweiligen Analyten
gefunden werden. Die Dauer der Extraktion sowie das Volumen an Extraktionsmittel, die

Temperatur und der Einsatz von Ultraschall beeinflussen die Extraktion ebenfalls [19, 22].
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Der interne Standard kann wahrend der Extraktion auf verschiedene Arten zugegeben
werden und hat somit einen zusatzlichen Einfluss auf die Quantifizierung der Analyten
[19, 26]. Idealerweise sollte der interne Standard alle Faktoren korrigieren, welche die
Quantifizierung der Analyten vom Moment der Blutsammlung an, bis hin zur Detektion
beeinflussen [52]. Bei fliissigen Proben wird er in die Probe gegeben, sodass er alle
Extraktionsschritte durchlauft und die Probenaufarbeitung und Matrixeffekte kompensiert.
Dies aber funktioniert bei getrockneten Proben nicht [19, 52]. Im Bereich der DBS Analytik
ist es nicht ungewodhnlich, den internen Standard erst mit dem Extraktionsmittel
zuzugeben [32, 33, 52]. In diesem Fall kann er aber die Variationen, die bei der Extraktion
aus der getrockneten Matrix auftreten, nicht ausgleichen [19, 25, 37, 44]. Wird er schon
vor dem Auftragen der Probe auf den Trager gegeben [32], fuhrt dies auch oft zu
Problemen, da der interne Standard beim Auftragen der Probe geldst wird und durch den
chromatografischen Effekt dann nicht homogen in der Probe verteilt ist [19, 52]. Zudem
muss sichergestellt sein, dass er in getrockneter Form stabil ist [52]. Das Auftragen des
internen Standards vor der Probensammlung wurde von Mommers et al. auf zwei
verschiedene Arten fir Morphin-d3 als Modellsubstanz untersucht [52]. Es wurde zum
einen die komplette DBS Karte mit einer Losung des internen Standards impragniert, zum
anderen wurde nur ein kleines Volumen mit der Pipette aufgetragen und diese
Prozeduren hinsichtlich der Peakflache untersucht [52]. Nachdem dabei vergleichbare
relative Standardabweichungen erhalten wurden, wurde die Technik des Impragnierens
der Karte weiter verfolgt, z. B. hinsichtlich des Auftragens der Blutprobe [52]. Es hat sich
gezeigt, dass das Vorimpragnieren der Karte richtige Ergebnisse liefert, wenn das Blut
absolut frei auf die Karte aufgetragen wird und die Impragnierung nicht von einer
Mikrokapillare berthrt wird [52]. Alternativ kann der interne Standard auf den DBS
aufgetragen werden [32], aber auch da besteht das Problem der inhomogenen Verteilung,
wenn nicht der komplette Spot extrahiert wird [19]. Es gibt aber auch die Mdglichkeit, ihn
gleichmaRig auf die Karte aufzusprihen, sodass eine homogene Verteilung auf dem DBS
gewabhrleistet ist [32]. Eine beschriebene Technik ist, den internen Standard und die
Probe getrennt zu spotten, aber gemeinsam zu extrahieren [19]. In verschiedenen
Studien, welche die unterschiedlichen Techniken verglichen, hat sich gezeigt, dass das
Spotten des internen Standards auf die Probe die besten Ergebnisse liefert [19]. Diese
Methode kann auch ohne Probleme angewandt werden, wenn der Patient sich das Blut zu

Hause selbst abnimmt [32].

2.5 Methodenvalidierung

Die Analyse aus Trockenblut ist im Vergleich zu der aus Plasma eine relativ neue Art der

Analytik, weshalb es beziglich der Methodenvalidierung nur wenige Informationen gibt
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[32]. Erst nach der Validierung gilt eine Methode als zuverlassig und reproduzierbar und
kann zur Quantifizierung der Analyten aus biologischen Matrizes eingesetzt werden [53,
54]. Fur neu entwickelte und auch fur bestehende Methoden, in die ein weiterer Analyt
eingeschlossen wird, ist es wichtig, eine Vollvalidierung durchzufuhren [54]. Werden nur
Kleinigkeiten geéndert, z. B. Veranderungen des Konzentrationsbereichs oder werden sie
in anderen Laboratorien angewandt, reicht es aus, eine Partialvalidierung durchzufihren,

um die geanderten Parameter zu Uberprifen [54].

Li und Ploch kritisierten 2012 das Fehlen einer regulatorischen Richtlinie fir die
Validierung bioanalytischer Methoden aus Trockenblutproben. Im Jahr zuvor jedoch
wurde vom European Bioanalysis Forum (EBF) eine Empfehlung dazu publiziert, 2013
wurde diese aktualisiert [37, 44, 55]. Im Wesentlichen wurde darin vorgeschlagen, die
Validierung fur Methoden aus flissigen, biologischen Proben um einige Parameter zu
erweitern. Zu diesen zahlen u. a. der Einfluss des Hamatokrits auf die Blutmenge im
Punch, der Einfluss der Hamolyse, Antikoagulanzien, Homogenitat der Probe und Spot-to-
Spot Carry-over [44]. Die Stabilitatsuntersuchungen sollten gegentber der Analytik aus
flissigen Proben ausgedehnt werden [33]. Auch 2016 gibt es noch keine offizielle
Richtlinie fur die Validierung einer DBS Methode [33].

Die Validierung fur bioanalytische Methoden wiederum wird in der Richtlinien der FDA und
der EMA beschrieben [53, 54]. Zudem gibt es aber noch weitere Publikationen, die sich
mit der Validierung von Methoden zur Analytquantifizierung aus fllissigen, biologischen
Matrizes beschaftigen [56, 57]. Die zu untersuchenden Parameter fur eine Vollvalidierung
sind die Selektivitat, die Kalibrierfunktion (Linearitat), das niedrigste Quantifizierungslimit
(Lower Limit of Quantification (LLOQ)), die Richtigkeit (Accuracy) und Prazision, die
Wiederfindung und Extraktionseffizienz, das Verschleppen von Analyt in die nachfolgende

Analyse (Carry-over), die Robustheit, die Matrixeffekte und die Stabilitat.

25.1 Selektivitat

Die Selektivitat ist die Fahigkeit der Methode, die Analyten in Gegenwart anderer
Verbindungen in der Probe zu identifizieren und zu quantifizieren [54]. Hierbei muss die
Methode differenzieren kdnnen zwischen den Analyten, dem internen Standard und
endogenen Komponenten der Matrix bzw. Komponenten, die sich in dieser Matrix
befinden [53]. Zusammengefasst bedeutet das, dass die Analyten und der interne
Standard ohne gegenseitige Storung, aber auch ohne Stérung durch andere in der Matrix

vorkommenden Substanzen nebeneinander erfasst werden kdnnen missen.

20



2 Dried Blood Spot Analytik

2.5.2 Kalibrierfunktion

Das Signal des Detektors bezlglich der Analytkonzentration wird Uber einen festgelegten
Konzentrationsbereich validiert [53, 54]. Dabei soll fur die Kalibrierstandards dieselbe
Matrix verwendet werden, wie sie in den Proben zu finden sein wird [53, 54]. Um den
Zusammenhang des Detektorsignals mit der Analytkonzentration zu beschreiben, soll das
einfachste Modell genutzt werden [54]. Ist die Beziehung linear, soll die Steigung sowie
der Achsenabschnitt angegeben werden [53]. Mindestens 75 % der Kalibrierstandards mit
einem Minimum von sechs Kalibrierpunkten muissen, wenn die Konzentration der
Standards riickgerechnet wird, die erforderlichen Kriterien (Richtigkeit + 15 %; flr den
LLOQ £ 20 %) erftllen [53].

2.5.3 Lower Limit of Quantification

Als niedrigster Kalibrierstandard (LLOQ) wird der niedrigste Punkt der Kalibriergerade
bezeichnet, der noch quantifiziert werden kann. Fir ihn gilt, dass sein Signal funfmal
hoher sein soll, als das einer Blank-Probe sowie dass er mit einer Prézision von < 20 %

und einer Richtigkeit von 80 - 120 % reproduzierbar bestimmt werden kdnnen muss [54].

2.5.4  Richtigkeit und Prazision

Die Richtigkeit (Accuracy) beschreibt die Nahe des durch die Methode bestimmten

Wertes zur Nominalkonzentration des Analyten [53].

Die Prazision beschreibt die Genauigkeit der individuellen Messungen, wenn die gesamte
Probenaufarbeitung wiederholt fir mehrere Aliquote eines einzigen homogenen
Matrixvolumens durchgefiihrt wird [54]. Sie beschreibt also die Nahe der individuellen

Messungen zueinander [53].

2.5.5 Wiederfindung, Extraktionseffizienz und Carry  -over

Die Wiederfindung (Recovery, RE) beschreibt, wie viel Analyt durch die
Probenaufarbeitung verloren geht bzw. wie viel Analyt nach der Probenaufarbeitung aus
der Matrix detektiert wird. Der Einfluss der Matrix spielt hierbei keine Rolle, da der zu
vergleichenden ,100 % - Wert" ebenfalls in der Matrix vermessen wird. Im Vergleich dazu
beschreibt die Extraktionseffizienz (EE), wie viel Analyt aus der Matrix extrahiert wird.
Zusatzlich flief3t hierbei noch der Einfluss der Matrix mit ein, da der ,100 % - Wert" aus
reinem Lodsungsmittel gemessen wird [58]. Die Ergebnisse sollen hierbei mdglichst

gleichbleibend, prazise und reproduzierbar sein [54].

Carry-over beschreibt das Verschleppen von Analyt in die nachfolgende Injektion [53].
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2.5.6 Robustheit

Eine Methode gilt als robust, wenn durch Anderungen verschiedener Bedingungen der
Analytik das Endergebnis nicht verfélscht wird. Zum Testen der Robustheit sollen
Parameter ausgewahlt werden, die beim Vorgang der Probenentnahme bis hin zum
Vermessen immer wieder verandert auftreten koénnen und somit alltdgliche
Fehlerquellen* darstellen, z. B. die unterschiedlich lange Trocknungsdauer eines Spots
[56].

2.5.7 Matrixeffekte

Als Matrixeffekt (ME) wird die direkte oder indirekte Beeinflussung des Signals aufgrund
von anderen, in der Probe vorhandenen Stoffen, meist Matrixbestandteilen, bezeichnet
[54]. Sie sollen untersucht werden, wenn zur Analyse eine massenspektrometrische
Methode eingesetzt wird [53]. Substanzen, die ME erzeugen, kdnnen dabei endogene,
aber auch exogene Faktoren sein [59, 60]. Endogene Faktoren sind hierbei zum Beispiel
Phospholipide oder endogene Metabolite, wie Bilirubin, exogene dagegen Additive der
mobilen Phase, z. B. Trifluoressigsaure, Reste der Formulierung einer Tablette oder auch
Polymere, die bei der Probenaufarbeitung aus PlastikgefalRen, in denen die Extraktion
stattfand, extrahiert wurden [59]. Im Falle der DBS sind hier ebenfalls Bestandteile aus
der Tragermatrix zu nennen [33]. Diese undetektierten, coeluierenden Substanzen
konnen die lonenintensitat verstarken oder unterdriicken und somit die Reprodu-
Zierbarkeit und die Richtigkeit beeinflussen [58, 59]. Die Veranderung der lonenintensitat
kann dabei aber fir den Analyt und den internen Standard unterschiedlich in
verschiedenen Chargen derselben biologischen Matrix, z. B. Plasma, Vollblut oder Urin,
die von unterschiedlichen Spendern erhalten wurden, sein [58, 59]. Der Mechanismus und
auch der Ursprung der Effekte ist nicht vollstandig geklart, sie missen aber im Interface
zwischen dem LC-System und dem MS-System, also der lonenquelle, entstehen [58, 59].
Eine mogliche Erklarung koénnte der Wettbewerb zwischen den Analyten und
coeluierenden Substanzen sein, die mit primaren lonen, die im LC-MS/MS Interface
gebildet werden, reagieren. Dieser Konkurrenzkampf kann die Bildung der gewiinschten
Analytionen beeinflussen [58]. Um Substanzen zu quantifizieren, missen diese in der
lonenguelle von ungeladenen Teilchen in geladene lonen Ubergehen [58, 59]. Dies
geschieht, indem priméare lonen mit den Analyten in einer komplexen Kettenreaktion von
Ladungs- und lonentransferreaktionen miteinander reagieren. Diese Reaktionen sind
abhangig von der relativen lonisationsenergie, der Protonenaffinitdt oder auch, ob beide
Molekiile zur selben Zeit im ,Reaktor”, also der lonenquelle, vorhanden sind. Somit ist
eine Abhangigkeit von der Matrix gegeben [58]. Zudem wurde auch eine Abhangigkeit
vom MS/MS-Interface, also ob eine Elektrospray lonisation (ESI) (Einleitung, A2.1) oder
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Chemische lonisation bei Atmospharendruck (Atmospheric Pressure Chemical lonization,
APCI) vorliegt, beschrieben [58, 60]. Die ESI-Quelle scheint dabei empfindlicher fur
Matrixeffekte zu sein als die APCI-Quelle [59, 60]. Die Effekte sind auch vom Analyten
abhangig. Polare Analyten sind haufiger und starker betroffen als unpolare Analyten, was
daran liegen kénnte, dass polare Analyten mit polaren Matrixbestandteilen coeluieren, die

diese Effekte verursachen [59].

Matrixeffekte sind also die Konsequenz aus allen in der Probe enthaltenen Komponenten
[59, 60]. Sie konnen dazu fiuhren, dass quantitative Ergebnisse und die daraus
resultierenden pharmakokinetischen Daten nicht absolut sind, da diese aufgrund von
lonensuppression, Interferenzen von Metaboliten oder ,Cross-Talk"-Effekten beeinflusst
werden [58]. Cross-Talk ist dabei ein weiteres Phanomen, das auftritt, wenn Substanzen
Fragmente mit dhnlichen Massen erzeugen. Es kdnnen dann in der Kollisionszelle noch
die Fragmente eines Ubergangs vorhanden sein, wenn eigentlich schon der nachste
Ubergang betrachtet wird und diese somit falschlicherweise einer anderen Substanz
zugeordnet werden und falsch positive bzw. falsch hohe Ergebnisse erzeugen [59]. Das
Ziel, Matrixeffekte zu verhindern, kann durch Entfernen der Matrixbestandteile wahrend
der Probenaufarbeitung und —reinigung erfullt werden [59]. Eine weitere Option, um zu
verhindern, dass Matrixeffekte die Quantifizierung verfalschen, ist der Einsatz von stabilen
isotopenmarkierten internen Standards [59]. Diese sollen jedoch mdglichst schwer
markiert sein, mindestens um drei Dalton schwerer, um einen Cross-Talk auszuschliel3en
[59]. Wenn endogene Matrixbestandteile die Effekte erzeugen, ist es auch mdéglich, die
LC-Methode so anzupassen, dass diese getrennt vom Analyten die Sdule verlassen und
somit die Analytik nicht stéren [59]. Flr jeden Analyten und den internen Standard soll ein
Matrixfaktor (MF) fur individuelle Matrizes bestimmt werden, indem das Verhaltnis der
Peakflache der Analyten in Prasenz von Matrix zu der Peakflache der Analyten in
Abwesenheit von Matrix kalkuliert wird. Der auf den internen Standard normalisierte
Matrixfaktor (MFIS) wird berechnet, indem der MF des Analyten durch den des internen
Standards geteilt wird [54].

2.5.8  Stabilitat

Die Stabilitdt muss untersucht werden, um sicher zu sein, dass die Analytkonzentration
durch Probenvorbereitung, die Analyse und auch die Lagerung nicht beeinflusst wird [53].
Hierzu soll die Stabilitét der Stammlésungen untersucht werden, wie auch die der
Analyten in der Matrix und die postpraparative Stabilitdt der Probe (z. B. im Autosampler)
[53, 54].
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3  Therapeutisches Drug Monitoring

3.1 Die ,Steady-state” Konzentration und der therap  eutische
Bereich eines Arzneistoffes

Arzneistoffe, die als Dauertherapie zur Behandlung chronischer Erkrankungen angewandt
werden, erreichen bei regelméaRiger Einnahme ein Fliel3gleichgewicht, die ,Steady-state”
Konzentration [12]. Zum Zeitpunkt der zweiten Arzneistoffgabe ist die erste Daosis noch
nicht vollstandig ausgeschieden, wodurch es zu einer Anreicherung der Arzneistoffe im
Korper kommt [12]. Dieser Vorgang findet so lange statt, bis die zugefihrte Menge genau
der eliminierten Menge entspricht [4, 12]. Bis zum Erreichen dieses Flie3gleichgewichts
dauert es in der Regel vier bis funf Halbwertszeiten des Stoffes [4, 12, 61], aber auch in
diesem Gleichgewicht liegen keine absolut konstanten, sondern fluktuierende
Arzneistoffspiegel vor [61]. Wie stark diese zwischen Maximal- und Minimalwerten
schwanken ist abhdngig von der Halbwertszeit und dem Verteilungsvolumen des
Arzneistoffes, aber auch von der Dosis und dem Dosierungsintervall [4, 61]. Die ,Steady-
state” Konzentration kann bei Kenntnis verschiedener pharmakokinetischer Daten des

Arzneistoffes nach folgender Formel (1) berechnet werden.

Css = — " = 1)

Css = Konzentration im Fliegleichgewicht; F = Bioverfiigbarkeit; D = Dosis; Cl = Clearance;
T = Dosierungsintervall

Die Konzentration sollte im therapeutischen Bereich des Arzneistoffes liegen. Dieser wird
dargestellt durch das Konzentrationsfenster, welches nach oben durch die minimal
effektive Konzentrationen fur toxische Effekte und nach unten durch die minimal effektive
Konzentrationen fur therapeutische Effekte eingegrenzt wird [61]. In diesem Bereich treten
also weder unerwilnschte Arzneimittelwirkungen auf, die auf zu hohe Blutspiegel
zuruickzufuhren sind, noch sind aufgrund von subtherapeutischen Spiegeln keine Effekte
Zu beobachten (Abbildung 6).
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Abbildung 6 : Zusammenhang des Blutspiegels eines Arzneistoffs bei mehrmaliger
Gabe mit der Zeit. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Blutkonzentration nach
mehrmaliger Gabe eines Arzneimittels mit den zugehérigen Kenngré3en. Die Abbildung
wurde modifiziert nach [61].

Der therapeutische Bereich ist in der Charakterisierung eines Arzneistoffs ein wichtiger
Parameter. Arzneistoffe mit einer sehr geringen therapeutischen Breite, welche ein Maf3
fur die Sicherheit des Arzneistoffs zwischen toxischer und therapeutischer Wirkung
darstellt [4], wie zum Beispiel Digoxin [62], Lithium [63], Carbamazepin [64] oder auch
diverse Immunsuppressiva [65], missen wahrend der Therapie genau kontrolliert werden.

Diese Kontrolle der Blutspiegel wird als Therapeutisches Drug Monitoring bezeichnet.

3.2  Anwendung der DBS zum Therapeutischen Drug
Monitoring

Die hauptsachliche Anwendung der Trockenblutanalytik liegt bis heute im Bereich des
Neugeborenenscreenings auf z. B. Phenylketonurie, Cystische Fibrose oder auch
Sichelzellandmie [23, 24]. Sie kann aber auch zum Therapeutischen Drug Monitoring
(TDM) genutzt werden [20, 44]. Die Anwendung der DBS Analytik in diesem und im
Bereich der klinischen Studien nimmt im Moment stark flr ein breites Spektrum an
Analyten zu, ist aber noch nicht Ublich [21, 22, 32]. Einer der Hauptgrinde fir die
Zunahme der Anwendungen ist wohl die Tatsache, dass die Proben vom Patienten selber

abgenommen werden kdnnen und somit ein Arztbesuch zur Blutabnahme Uberflussig wird
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[21, 22]. Die Ergebnisse der Blutuntersuchung kdnnten dann schon vorliegen, wenn der
Patient den Arzttermin wahrnimmt [21]. Vor allem fur Patienten in abgelegenen Orten ist
dies von Vorteil [22]. Auf der anderen Seite kann so aber nicht mehr kontrolliert werden,
ob wirklich der Patient Blut abgegeben hat und auch zu welcher Zeit die Blutabnahme
durchgefihrt wurde. Fur verschiedene Arzneistoffe sind schon Methoden zum
Therapeutischen Drug Monitoring mittels DBS Analytik publiziert, u. a. gehéren dazu
Antiepileptika, Antibiotika oder auch antiretrovirale Wirkstoffe [21]. Vor allem fir
Arzneistoffe, die eine hdhere Affinitdt zu den Blutzellen als zum Plasma zeigen, ist die
Trockenblutanalytik eine gute Mdglichkeit, die Therapie zu kontrollieren [36]. Die
Anwendung der DBS Analytik zum TDM ware fur Entwicklungslander, in denen die
finanziellen Mittel fuir die Handhabung und den Umgang mit Plasmaproben fehlen, eine
Mdoglichkeit, um den Patienten kostensparend die bestmdgliche Therapie bieten zu
kbénnen [36]. Oft aber fehlt in den Verotffentlichungen der Methoden die klinische
Validierung, also die Anwendung an ,echten“ Patientenproben [21]. Um die aus den DBS
Proben enthaltenen Spiegel mit routinemaRig gemessenen Plasmaspiegeln vergleichen
zu kdnnen, muss dieser Zusammenhang zuerst evaluiert werden [21, 22, 30-32, 66], da
durch die Zusammensetzung des Kapillarblutes, das im Gegensatz zu venos
abgenommenen Blut auch arterielle Bestandteile enthalt, die Konzentrationen der

Analyten unterschiedlich sein kénnen [43].

3.3 Der Einfluss der Nierenfunktion auf die
Arzneimittelkonzentration im Blut

3.3.1 Die renale Eliminierung

Die Nieren sind maf3geblich an der Aufrechterhaltung der Homdostase des Korpers
beteiligt [4]. Sie Ubernehmen dabei die Aufgaben der Ausscheidung von
Stoffwechselprodukten wie Harnstoff, Harnsaure oder Kreatinin, aber auch Xenobiotika
[4]. Weitere Aufgaben sind die Kontrolle des Wasser- und Elektrolythaushaltes, die
Regulation des Saure-Basen-Haushaltes zur Aufrechterhaltung des physiologischen pH-
Werts, der Abbau von Plasmaproteinen (z. B. Albumin) und Peptidhormonen (z. B.
Insulin) sowie die Blutdruckregulation tber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System [4].
Zudem werden in den Nieren wichtige Hormone, wie z. B. Calcitriol oder Erythropoetin

synthetisiert und sie sind an der Glukoneogenese beteiligt [4].

Eine gute Nierenfunktion ist zur Ausscheidung Uberwiegend renal eliminierter Stoffe
essentiell. Harnpflichtige Substanzen kommen mit dem Blut in der Niere an, welche mit
1,2 L/min das am starksten durchblutete Organ ist [4]. Die hohe Durchblutung ist

notwendig, um den Korper effektiv von den zu eliminierenden Substanzen zu befreien.
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Uber die Vas afferens gelangt das Blut und die darin gelésten Stoffe in den Glomerulus, in
dem der Primérharn abgepresst wird [4]. Hier werden Molekiile gro3er als vier Nanometer
durch die Schlitzmembran zurtickgehalten. Zudem ist der Durchtritt in den Bowmanschen
Kapselraum fur anionische Molekile sowie selbst die kleinsten Plasmaeiwei3korper, die
Albumine, verhindert [4]. Nur Stoffe mit Molekilmassen bis ca. 5 kDa sind
uneingeschrankt, bis zu ca. 50 kDa eingeschrankt filtrierbar. Darliber hinaus kdénnen sie
die intakten Nierenfilter praktisch nicht passieren [4]. Die glomerulare Filtration ist zudem
abhangig vom effektiven Filtrationsdruck, der sich zusammensetzt aus dem Blutdruck der
Kapillaren abzlglich des kolloid-osmotischen Druckes des Plasmas und dem
Gewebsdruck der Bowman-Kapsel [4]. Da am Anfang der Glomeruluskapillaren ein
effektiver Filtrationsdruck von 11 mm Hg vorherrscht (Blutdruck: 48 mm Hg,
kolloidosmotischer Druck: 25 mm Hg, Gewebsdruck: 12 mm Hg) und der kolloid-
osmotische Druck durch das Abpressen des Ultrafiltrats erheblich steigt, ist bereits vor
dem Ende der Kapillaren der effektive Filtrationsdruck auf null gesunken [4]. Pro
Zeiteinheit wird in allen Glomeruli ein Filtratvolumen abgepresst, was als glomeruléare
Filtrationsrate (GFR) bezeichnet wird [4]. Die Bestimmung der GFR kann mit Hilfe von
exogen zugefuhrten oder auch endogenen Stoffen durchgefuhrt werden, die im
Glomerulus ungehindert filtriert und im Tubulusapparat nicht riickresorbiert oder sezerniert
werden [4]. Der Primarharn passiert im weiteren Verlauf den Tubulus- und Sammelrohr-
apparat, in denen er durch Resorptions- und Sekretionsprozesse in den Endharn
umgewandelt wird [4]. Wahrend der tubuldren Resorption wird der groRte Teil der
geldsten Stoffe sowie 99 % des Wassers durch passive, aber auch aktive Prozesse
rickresorbiert [4]. Die tubuldre Sekretion beschreibt die Sekretion von organischen

Sauren und Basen wie z. B. Penicillinen tber Transportproteine (aktiver Transport) [4].

Da die renale Eliminierung abhangig ist von der Zahl der funktionstiichtigen Glomeruli [4],
ist es nicht verwunderlich, dass mit dem Alter die Nierenfunktion abnimmt, da die Niere an
Gewicht, Volumen und Anzahl an Glomeruli verliert [67]. Bedingt durch das verminderte
Herzzeitvolumen sinkt zudem die Durchblutung der Niere [12]. Besonders bei alteren
Menschen ist somit auf die Nierenfunktion zu achten, wenn diese renal eliminierte
Arzneistoffe einnehmen. Neben dem Alter gibt es aber auch weitere Parameter, die sie
einschranken konnen. Es wurden Arzneistoffkombinationen (NSAIDs, ACE-Hemmer,
Diuretika) identifiziert, die mit einer Verschlechterung der Nierenfunktion korrelieren (Allg.
Teil, B3.4) [68]. Zudem gibt es verschiedene Arzneistoffe und Arzneistoffklassen, die
bekannt sind fur ihre Nephrotoxizitdt. Darunter fallen u. a. Aminoglykoside, Vancomycin,
Ciprofloxacin, Aciclovir, Amphotericin B, Methotrexat, Bisphosphonate, aber auch HMG-
CoA Reduktase Inhibitoren oder Lithium [69].
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Eine  Moglichkeit, die Dosierung renal eliminierter Arzneistoffe an die
Funktionseinschrankung der Nieren anzupassen, ist das sogenannte Qp-Konzept. Dabei
beschreibt Q, den Anteil der bioverfiigbaren Dosis eines Arzneistoffes, der extrarenal
eliminiert wird. Der renal eliminierte Anteil wird somit definiert als Q = 1 - Qo [70, 71]. Liegt
der Wert flir Qg unter 0,5, bzw. 0,7, werden also mehr als 50 %, bzw. 30 % des
bioverfugbaren Arzneistoffs renal eliminiert, so soll eine Dosisanpassung erfolgen [71,
72]. Dabei spielt die fir den Patienten individuelle Ausscheidungskapazitat Qi,q eine grof3e
Rolle. Qing Wird berechnet nach folgender Formel (2) [71].

["‘L]
min

Qing = (1 — Qo) + Qo )

Qing = individuelle Eliminationskapazitat; Qo = extrarenal eliminierter Anteil der bioverfligbaren
Dosis des Arzneistoffs; CrCl = berechnete Kreatininclearance

Die Anpassung der Dosierung erfolgt tber Qj,q Uber eine Anpassung der Dosis des
Arzneistoffes (Standarddosis-Qing), des Dosierungsintervalls (Standarddosisintervall/Qing)

oder auch einer Kombination aus beiden [70].

3.3.2  Kreatinin im Zusammenhang mit der Nierenfunkt  ion

Kreatinin ist der Abbaustoff des Kreatins [73-75], welches zu ca. 95 % in den
Skelettmuskeln gespeichert wird [73, 74, 76-78]. Kreatin wird zum einen endogen aus den
Aminoséauren Arginin, Glycin und Methionin synthetisiert, zum anderen kann es aber auch
Uber die Nahrung aufgenommen werden [76]. In den Muskeln wird es durch enzymatische
Phosphorylierung mit Hilfe der Kreatinkinase unter Verbrauch von ATP zu
Kreatinphosphat umgewandelt. Diese Reaktion ist reversibel und kann im Muskel bei
kurzen Perioden sehr intensiver Arbeit in Sekundenschnelle ATP freisetzen [74, 79]. Sie
dient somit als Energielieferant [75, 76, 78, 79]. Kreatin und auch Kreatinphosphat werden
nicht-enzymatisch in einer nahezu konstanten Rate (ca. 2 % des Gesamtkreatins pro Tag)
zu Kreatinin abgebaut [74]. Kreatinin ist somit das Produkt des Metabolismus des Muskels
[80]. Das gebildete Kreatinin gelangt Gber das Blut zur Niere und wird Uber den Urin
ausgeschieden (Abbildung 7) [74, 79].

28



3 Therapeutisches Drug Monitoring

SN

HNAN/CH3 TlKreatinkinase H NH2
\_ N
0 =N
Vs ( )
O Cm ,F’\\O- o N P X
H3C\ NH o + C\)\ ! (0] N + H
¢Plasma 0 N—\< ) ,P\O’F;‘_‘O
NHz o .Y o
o ADP
Niere HO HO OH

v

Urin

Abbildung 7: Darstellung des Kreatininmetabolismus. Die Kreatinkinasereaktion findet in den
Skelettmuskeln statt. Kreatin (Cr) bzw. Kreatinphosphat (PCr) wird nichtenzymatisch zu Kreatinin (Crn)
abgebaut, das Uber die Blutbahn in die Niere gelangt und anschlieend renal eliminiert wird.

Die renale Ausscheidung erfolgt in einer konstanten Rate Uber glomerulare Filtration [79,
81, 82] mit einer nur sehr geringen tagesabhangigen Variation [83], sodass Kreatinin als
endogener Indikator fur die glomeruléare Filtrationsrate verwendet werden kann, auch
wenn es in geringem MalRe zuséatzlich tubular sezerniert wird [4, 83]. Zur Messung der
GFR aus Urin muss dieser Uber 24 Stunden gesammelt werden, was sehr aufwandig ist,
sodass heute hauptsachlich die Serumkreatininkonzentration bestimmt wird und dartber
die GFR bzw. die Kreatininclearance berechnet wird [80, 84]. Auch die National Kidney
Foundation empfiehlt Serumkreatinin-basierte Gleichungen zur Berechnung der GFR zum
Abschétzen der Nierenfunktion zu verwenden und nicht die Serumkonzentration direkt zu
nutzen [80]. Dies liegt vor allem auch daran, da, selbst wenn die Serumkonzentration
noch nicht gestiegen ist, die Nierenfunktion schon schwer beeintrachtigt sein kann [83,
85]. Normwerte fir die Serumkonzentrationen des Kreatinins liegen bei 44 — 106 umol/L
(5 — 12 pug/mL) abhéngig von Alter und Geschlecht [75]. Die Konzentrationen im Serum
und Plasma unterscheiden sich nicht, sodass diese ausgetauscht verwendet werden
kénnen [86].

Die Kreatininbildung ist abhangig von der Muskelmasse [78, 79, 86, 87] bzw. vom Kreatin,
welches in einer konstanten Menge pro Muskelmasse gespeichert wird [77]. Die Menge
an gespeichertem Kreatin und als Konsequenz daraus die Menge an gebildetem Kreatinin
ist sehr leicht durch die Nahrung, das Alter, das Geschlecht und auch Unterschiede im

Kdrperbau zu beeinflussen [75, 80, 86-88]. Die Serumkonzentration zweier Personen mit
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gleich guter Nierenfunktion ist folglich vollkommen unterschiedlich, wenn die eine Person

eine hohe Muskelmasse und die zweite Person eine sehr geringe Muskelmasse besitzt.

Das Alter hat einen wesentlichen Einfluss auf die Kreatinspeicherung. Bei alteren
Menschen liegt oft eine Mangelerndhrung vor, zusatzlich nimmt auch die Muskelmasse im
Alter ab [80]. Diese zwei Faktoren filhren zu einem erniedrigten Kreatininspiegel. Liegt
zusatzlich noch eine Nierenfunktionsstdrung vor, wie sie im Alter oft durch Abnahme des
Volumens und des Gewichts der Niere auftritt [67], so wird der eigentlich zu niedrige
Kreatininspiegel durch ungeniigende Eliminierung erhdht, sodass er wieder in den
Normbereich rickt. Beachtet man somit ausschlielich den Serumspiegel zum
Abschétzen der Nierenfunktion, wirde man bei diesem Patienten die
Nierenfunktionsstorung nicht bemerken. Generell ldsst sich sagen, dass sich die
Serumkonzentration des Kreatinins im Alter nur wenig &andert [67], obwohl die
Nierenfunktion abnimmt. Aus diesem Grund ist es sehr wichtig, die Kreatininclearance
oder die GFR zu berechnen und tber diese die Nierenfunktion abzuschéatzen. Fir Sportler
mit einer hohen Muskelmasse gilt der umgekehrte Fall. Hier kann aufgrund eines hohen
Kreatininspiegels falschlicherweise auf eine Nierenfunktionsstérung geschlossen werden,

wenn nicht die Clearance bzw. die GFR berechnet wird.

Kreatinin ist der zum Abschatzen der Nierenfunktion am haufigsten verwendete Marker,
da es ein endogen vorkommender Stoff ist, dessen Messung einfach, reproduzierbar und
zuverlassig ist [84, 87]. Er wird in der Routine in der Regel entweder mittels
Modifikationen der Jaffé-Methode oder enzymatisch quantifiziert [75, 78]. Das Prinzip der
Jaffé-Methode, die 1886 zum ersten Mal publiziert wurde [75] und bis heute die wohl
beriihmteste Bestimmungsmethode fir Kreatinin ist [89], ist die Bildung eines orange-
roten Komplexes aus Kreatinin und Pikrinsdure in alkalischem Medium [78]. Fir die
Reaktion existieren sehr viele Modifikationen, da sie sehr stdranfallig ist [78, 89].
Nichtkreatininchromogene, wie z. B. Acetessigsaure oder Glukose reagieren ebenfalls mit
alkalischem Pikrat zu &hnlichen Reaktionsprodukten und verfalschen somit den
Kreatininwert [75, 78]. Aus Urin-, Serum- oder Plasmaproben wird meist eine kinetische
Messung durchgefuhrt, in welcher auf den zeitlichen Verlauf der Reaktion geachtet wird,
um somit Nichtkreatininchromogene, die zum einen schneller (nach ca. 30 sek), aber
auch langsamer (nach mehr als 2 min) als das Kreatinin (Reaktion nach ca. 2 min) mit
dem Pikrat reagieren, vom Kreatinin zu unterscheiden [78]. Es wird fur diese Reaktion
eine Absorptionsdnderung bei 509 nm gemessen, die proportional zur Kreatinin-
konzentration in der Probe ist [78]. Die enzymatische Bestimmung des Kreatinins ist
deutlich weniger stéranfallig [75, 78, 89], dafiir aber wesentlich teurer [75]. Es kommen

hierfir zum einen der PAP (Phenol-Aminophenazon)-Farbtest oder ein UV-Test in Frage
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[78]. Wesentlich genauer und mit weniger Interferenzen behaftet sind HPLC-Methoden mit
UV- und MS/MS-Detektion [75, 81, 90-95]. Diese Anwendungen finden in der

Routineanalytik aber noch keinen Einzug.

Die schon erwahnten Serumkreatinin-basierten Gleichungen umfassen u. a. die
Gleichung nach Cockcroft-Gault (CG) (Formel (3)), die die Kreatininclearance berechnet,
die MDRD (Maodification of Diet in Renal Disease) Gleichung (Formel (4)) Gber die die
GFR berechnet wird sowie die CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration) Gleichung (Formel (5)), die ebenfalls die GFR berechnet [80]. In diese
Gleichungen flieBen neben der Serumkreatininkonzentration das Alter, das Geschlecht,
das Gewicht (CG), die ethnische Herkunft (MDRD, CKD-EPI) und verschiedene Faktoren

mit ein, um die bestmogliche Annaherung an den wahren Wert zu erhalten [80].

mL] _  Gewicht[kg]-(140—-Alter [y])

Crcl [min - Faktor (72)-Serumkreatinin[%] ( 0'85 fUT Frauen) (3)
mL -1,154
GFR L%] = 186 - Serumkreatinin [@] - Alter[y]~9293 . 1,212 (wenn schwarz) -
1,73m dL
0,742(wenn weiblich) 4)
GFR [m_L] — 141 - min (Serumkreatinin 1)“ - max (Serumkreatinin 1)_1'209 . 0.993Alter .
min k ! k ! !
1,018 (wenn weiblich) - 1,159 (wenn schwarz) (5)

Fir Frauen: k = 0,7, a = -0,329; Fir Manner: k=0,9, a=-0,411
min entspricht dem Minimum von Serumkreatinin/k oder 1; max entspricht dem Maximum von
Serumkreatinin/k oder 1

3.3.3  Abschatzung der Nierenfunktion nach Cockcroft und Gault

Die Formel nach Cockcroft und Gault wurde 1976 veréffentlicht [96] und wird bis heute
verwendet. Sie gilt somit als die bestdndigste und meist genutzte Formel zu Berechnung
der Nierenfunktion [86, 87, 97]. Mit ihrer Hilfe wird nicht die GFR, sondern die

Kreatininclearance (CrCl) berechnet, die aber synonym verwendet werden kann.

Um die Anwendung der Formel nach Cockcroft und Gault auf verschiedene
Personengruppen zu verifizieren, wurde diese u. a. bei Diabetespatienten, bei
schwangeren Frauen, die an einer Nierenerkrankung Ileiden oder auch bei
Ubergewichtigen oder alteren Menschen getestet [87]. Die Ergebnisse zeigten, dass die
Formel wesentlich genauere und reproduzierbarere Ergebnisse liefert als die
Abschatzung der GFR lber den 24 h Sammelurin [87].
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Sowohl die Formel nach Cockcroft-Gault als auch die MDRD zeigen allerdings Nachteile.
So liefern sie beide im héheren GFR Bereich ungenaue Ergebnisse [86], zudem zeigte
sich aber auch, dass die Berechnung nach CG in manchen Studien die GFR Uberschatzt,
in anderen unterschéatzt [86]. Zusammenfassend bedeutet dies, dass es widersprichliche
Daten Uber die Genauigkeit der Formel gibt. Fir die Berechnung der Nierenfunktion bei
Diabetes-Patienten gilt, dass die Formel nach CG genauere Werte berechnet als die
MDRD Formel [86, 97]. Drenth-van Maanen et al. stellten 2013 eine Studie vor, bei der
die Anwendung verschiedener Formeln bei geriatrischen Patienten untersucht wurde [98].
Die vorgestellten Ergebnisse zeigten, dass die CG Formel im Vergleich zur MDRD und
CKD-EPI die prazisesten Ergebnisse lieferte, allerdings nur, wenn das ideale
Korpergewicht (IKG) (Formeln (6) und (7)) anstelle des aktuellen Korpergewichts
verwendet wurde [98]. Auch in anderer Literatur wurde die Anwendung der Formel nach

CG bei alteren Patienten empfohlen [97].
IKG fur Manner [kg] = 50 + 0,9 - (Grofle[cm] — 152) (6)
IKG fur Frauen [kg] = 45,5+ 0,9 - (GroRRe [cm] — 152) @)

Die Nierenfunktion wird nach der National Kidney Foundation in finf Schweregrade
eingeteilt (Tabelle 1), wobei erst ab Stadium drei bemerkbare Symptome der Krankheit
auftreten [80, 98].

Tabelle 1: Einteilung der Nierenfunktion, die durch die National Kidney Foundation (NKF) erfasst
wurde.
Nierenfunktion GFR [mL/min]
Normal >90
Chronic Kidney Disease (CKD) 1 >90 (mit Mikroalbuminurie)

CKD 2 60-89

CKD 3 30-59

CKD 4 15-29

CKD 5 <15
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4 Pharmakokinetischer Hintergrund

4.1  Pharmakologie des Metformins

4.1.1 Pharmakologische Eigenschaften und pharmakoki netische Parameter des

Metformins

Wirkmechanismus

Metformin (Abbildung 8) ist ein sehr haufig eingesetzter Arzneistoff (Allg. Teil, B1.1.1), der
den Blutzuckerspiegel beim Diabetiker dosisabhéangig senkt [99]. Durch die Hemmung der
Glukoneogenese und der Glykogenolyse kommt es zu einer verringerten
Glukoseproduktion in der Leber [4, 99, 100]. Zusatzlich wird aufgrund der Erhéhung der
Insulinempfindlichkeit in der Muskulatur die Glukoseverwertung im peripheren Gewebe
verbessert [4, 100].

HN
HN >—NH2
\ NH
HyC—N
N
CH,

Abbildung 8: Struktur des Metformins.

Metformin hemmt auch die intestinale Glukoseabsorption [99], was aber wahrscheinlich
nur sehr wenig zur Wirkung beitragt [100]. Der HbA;.-Wert wird zudem um etwa 1 bis 2 %
gesenkt [4]. In neuen Studien untersuchten Buse et al. die Hypothese, dass Metformin
hauptsachlich in den tieferen Darmabschnitten wirken soll und die systemische Aufnahme
des Arzneistoffs nur eine untergeordnete Rolle spielt [13]. Die Studienergebnisse belegten
sehr deutlich, dass durch die den Patienten verabreichte ,delayed-release“-Formulierung
eine niedrigere systemische Konzentration zu finden war, der Glukose-senkende Effekt
aber derselbe war wie in der Vergleichsmedikation, die aus Standard-Formulierungen
bestand [13]. Dies deutet sehr stark auf einen Mechanismus hin, bei dem der Darm der
Hauptwirkort ist und der Arzneistoff, der im Plasma ankommt, weniger wichtig fur die
Wirkung ist [13]. Die Diskussionen um den Wirkmechanismus des Metformins halten
schon Jahre an und mit diesen neuen Ergebnissen werden diese wieder neu entfacht. Die
Arzneimittelwirkungen treten beim Stoffwechselgesunden nicht auf [4]. Mittlerweile

werden Metformin aber auch vorsichtig positive Effekte beim Gesunden, z. B. kardio-
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protektive Effekte oder auch Anti-Tumor Eigenschaften nachgesagt [101]. In einer von
Bannister et al. veroffentlichten Studie aus dem Jahre 2014 war die Uberlebensrate von
Diabetespatienten unter Metformintherapie signifikant hoher als die von nicht-diabetischen
Personen ohne Metformineinnahme, was die Autoren zu dem Schluss kommen liel3, dass
Metformin in der prophylaktischen Anwendung einen positiven Effekt bei Personen ohne
Diabetes haben kdnnte [101].

Pharmakokinetik

Bei oraler Gabe wird Metformin gut resorbiert und ist zu etwa 50 - 60 % bioverfugbar [4,
99, 100, 102]. Es liegt keine Eiweil3bindung vor [4, 99, 100] und der Arzneistoff wird
unveréndert renal eliminiert [4, 99, 100, 102]. Die Dosis von Metformin wurde empirisch
ermittelt [103] und liegt zwischen 0,5 g und 3 g pro Tag [99]. Graham et al. publizierten
2011 eine Studie, aufgrund der sie eine Individualisierung der Dosierung empfahlen [102].
Parameter, die in der Dosisfindung eine Rolle spielen sollten, da sie die Pharmakokinetik
mafgeblich beeinflussen, sind das Alter [103], das mit einer Abnahme der Filtrations-
leistung der Niere einhergeht [67] sowie das Korpergewicht bzw. die fettfreie Masse [103].
Die Nierenfunktion ist der wohl wichtigste Parameter, der die Pharmakokinetik des
Arzneistoffs beeinflusst, da Metformin renal eliminiert wird (Qo < 0,1) [72, 99, 102, 104-
106]. Eine Kontraindikation des Metformins war nicht zuletzt deshalb auch eine
eingeschrankte Nierenfunktion ab einer Kreatininclearance von kleiner als 60 mL/min [99,
100, 104]. Dieser Grenzwert ist aber im Wandel. So darf Metformin seit 2015 auch bei
mafiger Nierenfunktion (45 — 59 mL/min) mit einer Maximaldosis von 1000 mg am Tag
angewandt werden, wenn kein anderer Risikofaktor flr eine Laktatazidose (Einleitung,
A4.1.2) vorliegt [17, 107, 108]. Die europaische Arzneimittelbehérde (EMA) méchte den
Arzneistoff auch fiir eine glomerulare Filtrationsrate ab 30 mL/min/1,73 m® zulassen [108].
Die Nierenfunktion soll aber vor und wahrend der Therapie in regelméafigen Abstéanden
Uberprift werden, um eine Akkumulation des Arzneistoffs zu verhindern [99]. Sambol et
al. postulierten 1995, dass das Alter den Metforminspiegel im Plasma auch unabhéangig
von der Nierenfunktion beeinflusst [105]. Neben diesen bekannten, die Metformin-
konzentration im Plasma beeinflussenden Parametern, ist bewiesen, dass Metformin in
die Erythrozyten Ubergeht und in diesem tiefen Kompartiment akkumuliert [106, 109].
Publizierte therapeutische Plasmaspiegel sind im Nuchternzustand 0,5 — 1,0 pug/mL bzw.
postprandial 1 — 2 pg/mL [110]. Lalau und Lacroix publizierten 2003 therapeutische
Bereiche, die sie in Patienten bestimmt hatten, die schon lange Metformin einnahmen und
bei denen die Therapie gut eingestellt war und gut vertragen wurde [109]. Die dabei
erfassten therapeutischen Spiegel im nlchternen Zustand waren im Plasma
0,5 £ 0,4 pg/mL und in den Erythrozyten 0,8 + 0,4 pg/mL [109]. Lalau et al. publizierten

2011 erneut Daten zu Plasma- und Erythrozytenspiegel von Metformin [111]. Die Werte
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dazu lieferten Patientenproben aus dem klinischen Alltag des Universitatsklinikums in
Amiens, Frankreich [111]. Gefunden wurden im Plasma 2,7 = 7,3 pg/mL und in den
Erythrozyten 2,0 £ 4,4 pg/mL [111], was eine deutliche Differenz zu den therapeutischen
Werten aufzeigte. Allerdings ist zu beachten, dass hier nur Patientenproben ausgewertet
wurden, deren Blut eingesandt wurde, um die Dosis aufgrund der Nierenfunktion
anzupassen oder um eine Akkumulation, eine Uberdosis oder eine Laktatazidose
festzustellen [111]. Graham et al postulierten 2011, dass die mittlere Plasmakonzentration
des Metformins 2,5 pg/mL Uber ein Dosierungsintervall nicht tberschreiten solle, um
unerwinschte Nebenwirkungen zu verhindern [102]. Es sind keine therapeutischen
Bereiche bzw. sogenannte ,real-life“-Daten von Metforminspiegel im Kapillarblut bekannt.
,Real-life“-Daten stellen Daten aus dem ambulanten Bereich von Patienten mit
unterschiedlichem Gewicht, Alter oder auch Comedikationen und Comorbiditaten dar. Die
Bestimmung der Vollblutspiegel wére hinsichtlich der Erythrozyten als tiefem
Kompartiment fir das Metformin sehr sinnvoll, da sich in diesem Kompartiment Arzneistoff
ansammeln kann, der dann ebenfalls zu unerwiinschten Arzneistoffwirkungen beitragen

kdnnte.

4.1.2  Unerwinschte Arzneimittelwirkungen des Metfor ~ mins

Als die haufigsten unerwinschten Arzneimittelwirkungen des Metformins gelten
gastrointestinale Beschwerden wie Ubelkeit, Erbrechen, Abdominalschmerzen oder
Durchfall [99, 100, 104]. Eher selten treten dagegen Kopfschmerzen, Midigkeit oder
Schwindel auf [99]. Die schwerwiegendste Komplikation allerdings in der Therapie mit
Metformin ist die Laktatazidose, die durch eine Akkumulation des Arzneistoffs verursacht
werden kann [99]. Sie tritt in der Regel nur dann auf, wenn Kontraindikationen
vernachlassigt werden [100]. Die Laktatazidose ist eine metabolische Komplikation, die
durch eine azidotische Dyspnoe mit Abdominalbeschwerden und Hyperthermie, gefolgt
von Koma gekennzeichnet ist [99]. Ihre Charakterisierung erfolgt durch eine metabolische
Azidose (pH < 7,25) und erhohte Laktatspiegel (> 5,0 mmol/L) [100, 112]. Sie ist haufig
unerkannt und tritt nur sehr selten auf (weniger als 10 Falle pro 100 000 Anwenderjahre),
aber die Mortalitétsraten liegen, vor allem ohne schnelle Behandlung [99], sehr hoch
(30 — 50 %) [104, 113]. Metformin erhoht, im Gegensatz zu Phenformin, einem Arzneistoff
aus derselben Arzneistoffklasse, der aber aufgrund des hohen Risikos der Laktatazidose
vom Markt genommen wurde [100, 104, 113], in therapeutischen Dosen die Blut-Laktat-
Spiegel nur sehr gering bis gar nicht [100, 104, 113]. Wang et al. zeigten, dass der
Organische Kationen Transporter 1 (OCT 1), der verantwortlich fiir die Aufnahme des
Metformins in die Leber ist, eine Rolle in der Entstehung der Metformin- bzw. Biguanid-

induzierten Laktatazidose spielen kdnnte [114]. In MAauseversuchen zeigten Wildtyp
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Méause einen signifikant erhdhten Blutlaktatspiegel verglichen mit OCT 1 (-/-) Mausen, bei
vergleichbarem Plasmaspiegel an Metformin [114]. Weiter spréche fir diese Theorie,
dass Buformin und Phenformin Substrate mit hoherer Aktivitat am OCT 1 darstellen [114].
Allerdings ist nicht publiziert, ob dieser Ansatz weiter untersucht wurde, sodass sich diese
Ergebnisse bisher auf Daten aus Mauseversuchen beschranken. Veroffentlicht wurde,
dass eine von Metformin verursachte Laktatazidose mit sehr hohen Metformin-
konzentrationen (im Plasma > 5 pg/mL) korreliert [104, 105]. Solch hohe Konzentrationen
sind in der Regel nur bei Patienten mit einer eingeschrankten Nierenfunktion zu finden
[104, 105]. Allerdings findet man keine Daten zur Erythrozytenkonzentrationen in
Patienten mit einer Laktatazidose unter Metformintherapie. Ob der Arzneistoff sich in den
Erythrozyten unter Umstdnden noch mehr anreichert und folglich nicht die Konzentration
im Plasma, sondern im Vollblut ausschlaggebend fir das Auftreten einer Laktatazidose
ist, ist bisher nicht bekannt. Die Behandlung der Metformin-induzierten Laktatazidose
belduft sich auf eine Dialyse, um Metformin und Laktat aus dem Korper zu eliminieren
[104, 113]. Eine regelmafige Kontrolle der Nierenfunktion sollte durchgefiihrt werden, um
eine Akkumulation von Metformin und damit das Auftreten einer Laktatazidose zu
verhindern [99]. Wird dies getan und die Dosis dahingehend angepasst, so kann die
Therapie auf unbestimmt lange Zeit fortgesetzt werden [113]. Die Kontraindikation einer
eingeschrankten Nierenfunktion fir Metformin ist umstritten, da sich trotz Nichtbeachtung
der Kontraindikation in Untersuchungen kein erhéhtes Laktatazidoserisiko gezeigt hat
[112]. Zudem wird kritisiert, dass es keinen Beweis dafur gibt, dass Metformin der Grund
fur die Laktatazidose in Patienten ist oder ob diese nicht auch ohne Metformin aufgetreten
ware [112]. Die Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft unterstiitzt diese
Argumentation nicht und rat dazu, die Kontraindikationen beizubehalten und die

Nierenfunktion regelméaRig zu tberprifen [115].

4.2  Pharmakologie des Sitagliptins

4.2.1  Pharmakologische Eigenschaften und pharmakoki netische Parameter des

Sitagliptins

Wirkmechanismus

Sitagliptin (Abbildung 9) ist ein immer haufiger eingesetzter Arzneistoff (Allg. Teil, B1.1.1),
der Uber eine kompetitive Hemmung der Dipeptidylpeptidase-IV (DPP-1V) wirkt [116-118].
Die DPP-IV ist ein Glykoprotein, das ubiquitdar im Korper vorkommt [118] und
verantwortlich fir den Abbau der Inkretinhormone (GLP-1 (Glucagon-like-Peptide 1) und

GIP (Glucose-dependent-insulinotropic Polypeptide)) ist [116, 117].
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Bl

F
Abbildung 9: Struktur des Sitagliptins.

Ihre Aktivitat wird bei einer Inhibition um 70 - 90 % vermindert [118]. GLP-1 und GIP
werden in verschiedenen Intestinalzellen synthetisiert und von diesen in die Blutbahn
abgegeben [117-120]. Sie verursachen den Inkretineffekt. Er beschreibt das Phanomen,
dass oral zugefiihrte Glukose eine hohere Insulinsekretion bewirkt als intravendés
zugefihrte Glukose [119, 120]. Die Sekretion dieser zwei Hormone erfolgt dabei als
Reaktion auf die Nahrungsaufnahme [116-118, 121] bzw. auf die Aufnahme von
Kohlenhydraten [120]. Ihre Wirkungen im Pankreas sind zum einen eine Stimulation der
Insulinbiosynthese und -sekretion, zum anderen fordern sie die B-Zell Proliferation und
reduzieren die B-Zell Apoptose [120, 122]. Die insulinotropen Effekte der beiden Hormone
werden als ahnlich und additiv bezeichnet [120], die Effekte auf die Glukagonsekretion
allerdings sind antagonistisch [120]. So ist GIP glukagonotrop [120] bzw. zeigt keinen
Effekt auf die Glukagonfreisetzung [118], GLP-1 hingegen unterdriickt die Freisetzung von
Glukagon [120, 121]. Zusammengefasst kann man sagen, dass die Inkretine im Pankreas
die Insulinsekretion stimulieren und die Glukagonfreisetzung unterdriicken, beides in
Abhangigkeit vom Blutglukosespiegel [118]. Sie sind fur nahezu 50 % der postprandialen
Insulinsekretion verantwortlich [118]. Der Abbau von GLP-1 und GIP erfolgt sehr schnell,
da die DPP-1V die zwei N-terminalen Aminoséuren abspaltet [120]. Die Halbwertszeiten

der Inkretinhormone betragen fur GIP 5 min, fir GLP-1 2 min [120].

In Patienten des Diabetes mellitus Typ 2 ist die insulinotrope Wirkung des GIP
beeintrachtigt, wohingegen die Wirkungen des GLP-1 gut erhalten sind [119, 120]. Die
Patienten zeigen signifikant niedrigere Blutspiegel des GIP [118]. Als Folge davon wird die

postprandiale Hyperglykamie in diesen Patienten verstarkt [116].

Mit der Einnahme von DPP-IV Inhibitoren wird der Inkretineffekt erhéht und somit die
postprandiale Insulinwirkung verlangert [118]. Die hauptsachlichen Effekte sind hierbei
aber auf eine Erhéhung des GLP-1 Spiegels zurlickzufuhren [118, 121]. Im Gegensatz zu

anderen oralen Antidiabetika zeigen die Gliptine den Vorteil, dass sie keinen Einfluss auf
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das Kdrpergewicht haben und das Risiko einer Hypoglykdmie sehr niedrig ist [8, 116, 118,
121]. Sitagliptin hat noch zusatzliche Vorteile. So vermindert es den Anteil an freien

Fettsduren und verspricht Insulin-sensibilisierende Eigenschaften [118].

Pharmakokinetik

Sitagliptin zeigt unabh&angig von der Nahrung [116, 123] eine sehr gute orale
Verfugbarkeit von ca. 87 % [117, 123]. Nur ein kleiner Teil (38 %) wird reversibel an
Plasmaproteine gebunden [116, 117] und die Elimination erfolgt hauptsachlich
unverandert (79 %) renal mit dem Urin (Qo = 0,15) [72, 117, 124]. Ca. 10 % werden
unverandert mit der Fazes ausgeschieden [116, 124], was allerdings auf eventuell nicht-
resorbiertes Sitagliptin zurtickzufihren ist [124]. Nur 16 % des Sitagliptins unterliegen
einem Stoffwechsel, es zeigt also keinen ausgepragten Metabolismus [116]. Die Studie
von Vincent et al. zum Metabolismus des Sitagliptins wurde an gesunden M&annern
durchgefuhrt [124]. Die sechs inaktiven Metabolite, die identifiziert wurden [116], konnten
nur in Spuren nachgewiesen werden [124]. Die nachgewiesenen Metabolite des
Sitagliptins waren Resultate einer N-Sulfatierung, einer N-Carbamoyl-Glucuronidierung,
einer Hydroxylierung gefolgt von einer Ether-Glucuronidierung sowie einer oxidativen

Entsattigung gefolgt von einer Cyclisierung in cis- und trans-Form (Abbildung 10) [124].
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Abbildung 10: Die nachgewiesenen Metabolite des Sit  agliptins sind Resultate einer  N-Sulfatierung (1),
einer Hydroxylierung (2) gefolgt von Ether-Glucuron idierung, einer Hydroxylierung (3), einer  oxidative
Entséattigung gefolgt von Cyclisierung in cis- und trans-Form (4, 5) und einer N-Carbamoyl -
Glucuronidierung (6).

Die Dosierung betragt in der Regel 100 mg am Tag, allerdings soll diese aufgrund der
renalen Elimination bei einer Nierenfunktionsstérung ab einer Kreatininclearance von
< 50 mL/min angepasst werden [117]. Aus diesem Grund wird auch empfohlen, in
regelmafiigen Absténden die Nierenfunktion zu tGberprifen [117]. Das Geschlecht und das

Kdrpergewicht erfordern keine Dosisanpassung [116].

Therapeutische Bereiche wurden bisher nicht publiziert. Bergman et al. verdffentlichten

2006, noch vor der Markteinfiihrung des Stoffes eine Studie, in der die Pharmakokinetik
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und Pharmakodynamik an mannlichen, gesunden Probanden untersucht wurde [121].
Hierbei wurde ein Erreichen der ,Steady-state” Konzentration nach 3 Tagen postuliert,
ebenso wie eine Maximalkonzentration im ,Steady-state* bei einer Tagesdosis von
100 mg von 941 nM (383 ng/mL) [121]. Alle Probanden zeigten eine gute Vertraglichkeit
der Medikation [121]. Da diese Studie ausschlie3lich an gesunden Mannern zwischen 18
und 45 Jahren durchgefuhrt wurde, welche nicht die zuklnftige Patientengruppe
widerspiegeln, ist fraglich, ob diese Ergebnisse auf Diabetes Typ 2 Patienten lbertragen
werden kénnen [121]. Im selben Jahr wurde eine weitere Studie zur Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik des Stoffes an iibergewichtigen (BMI 30 — 40 kg/m? Frauen und
Mannern mittleren Alters (45 — 63 Jahre) publiziert [125]. Sitagliptin wurde auch von
Ubergewichtigen Menschen gut vertragen. Es wurden ca. 90 % der Plasma-DPP-IV
gehemmt, trotz hoher Dosierung (400 mg/Tag) trat bei keinem Probanden eine
Hypoglykdmie auf [125]. Zusétzlich ist mittlerweile bekannt, dass trotz hoher
Sitagliptinspiegel die Hemmung der DPP-IV ein Plateau erreicht, weshalb das Risiko
eines plotzlichen Glukoseabfalls im Blut sehr geschmaélert ist [126]. Chan et al.
publizierten 2008 eine Studie zur Therapiesicherheit und Therapieeffizienz von Sitagliptin
in Diabetes Typ 2 Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz [127]. In dieser Studie
wurden die Patienten gemal den Empfehlungen der Fachinformation bei eingeschrankter
Nierenfunktion therapiert. Gegentber der Kontrollgruppe zeigte die mit Sitagliptin
therapierte Gruppe kein erhdhtes Auftreten an unerwiinschten Nebenwirkungen, sodass
geschlossen wurde, dass Sitagliptin in den an die Nierenfunktion angepassten
Dosierungen auch von Patienten mit eingeschrénkter Nierenfunktion gut vertragen wird
[127]. Zwei weitere Studien wurden von Ferreira et al. vorgestellt, die ebenfalls an
Diabetespatienten zum einen mit eingeschrankter Nierenfunktion und zum anderen an
dialysepflichtigen Patienten die Sicherheit des Sitagliptins im Vergleich zur Therapie mit
Glipiziden untersuchten [128, 129]. Sitagliptin wurde in beiden Studien sehr gut von den
Patienten vertragen, zeigte eine gute Wirkung und hatte gegenuiber den Glipiziden den

Vorteil, dass das Risiko zur Entwicklung einer Hypoglykamie geringer war [128, 129].

Da Sitagliptin in Kombination mit Metformin eingesetzt wird, wurde von Herman et al.
untersucht, ob sich diese Arzneistoffe gegenseitig hinsichtlich ihrer Pharmakokinetik und
Wirkung beeinflussen [130]. Die Autoren zeigten, dass dies nicht der Fall ist und obwohl
beide Stoffe renal eliminiert werden, keine Anderung in ihrer Pharmakokinetik auftritt
[130]. Die Arzneimittelkombination hat den Vorteil, dass die Stoffe Uber unterschiedliche
Wirkmechanismen die Blutglukose regulieren und somit synergistisch wirken [130, 131].
Aufgrund des geringen Hypoglykdmierisikos und ihrer Gewichtsneutralitdt werden die
DPP-IV in manchen Empfehlungen schon den Sulfonylharnstoffen vorgezogen [8, 116,

132]. Daten dazu, ob Sitagliptin in die Blutzellen Gbergeht und ob diese, wie es fur

40



4 Pharmakokinetischer Hintergrund

Metformin der Fall ist, ein tiefes Kompartiment darstellen, sind bisher nicht veréffentlicht.
Als Folge davon gibt es auch keine Daten dazu, welche Konzentrationen in den Blutzellen
bzw. im Vollblut vorliegen. Auch ,real-life“ Daten bzw. Daten zu Plasmakonzentrationen

von Patienten aus dem Alltag sind bisher nicht publiziert.

4.2.2  Unerwinschte Arzneimittelwirkungen des Sitagl iptins

Schwerwiegende Nebenwirkungen der Anwendung mit Sitagliptin stellen vor allem
Uberempfindlichkeitsreaktionen dar [117]. Nach der Markteinfilhrung 2007 gab es
Spontanberichte von Fallen akuter Pankreatitis als Nebenwirkung des Sitagliptins [117]. In
der TECOS-Studie (Trial Evaluating Cardiovascular Outcomes with Sitagliptin) wurde
daraufhin ebenfalls die Langzeitwirkung von Sitagliptin bezlglich der Entwicklung einer
solchen akuten Pankreatitis und auch bezlglich der Entwicklung von Bauchspeichel-
drisenkrebs untersucht. Es konnte aber kein Unterschied in der Verum- gegentber der
Kontrollgruppe festgestellt werden [133]. Zu den auftretenden seltenen, aber schweren
Uberempfindlichkeitsreaktionen zahlen u. a. die Anaphylaxie, Angioodem und exfoliative
Hauterscheinungen, einschlie3lich des Steven-Johnsons-Syndrom [117]. HAaufige
Nebenwirkungen sind weiterhin Infektionen der oberen Atemwege und Hypoglykamien,
vor allem in Kombination mit Sulfonylharnstoffen. Zudem kénnen Schmerzen in den

Extremitaten oder Osteoarthrose auftreten [117].

Kardiovaskuldare Komplikationen sind in Diabetes mellitus Typ 2 Patienten nicht
ungewohnlich und eine der haufigsten Todesursachen [118]. Die FDA hatte empfohlen,
dass fur neuere Wirkstoffe gezeigt werden sollte, dass das kardiovaskulare Risiko nicht
gesteigert wird [134]. Aufgrund verschiedener Daten aus in-vitro und vorklinischen
Studien verschiedener DPP-IV Inhibitoren wurde erwartet, dass diese protektiv auf das
kardiovaskulare System wirken, allerdings zeigten samtliche klinischen Studien, dass dies
nicht der Fall war [118]. Teilweise konnte kein positiver Nutzen gegenlber der
Kontrollgruppe gezeigt werden, in einer Studie mit Saxagliptin (SAVOR-TIMI 53) wurde
sogar eine hohere Hospitalisierungsrate aufgrund von Herzproblemen in der
Saxagliptingruppe gegenuber der Kontrollgruppe nachgewiesen [118]. Aus diesem Grund
wurden auch die kardiovaskuldren Langzeitwirkungen des Sitagliptins kontrovers
diskutiert [118]. Die Verdffentlichung der ersten Ergebnisse der TECOS-Studie mit rund
14700 Teilnehmern im Jahre 2015 zeigte allerdings, dass mit der Einnahme von
Sitagliptin kein erhéhtes Risiko besteht, eine kardiovaskuldre Erkrankung zu entwickeln
[133].
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4.3  Populationspharmakokinetik

Die Populationspharmakokinetik befasst sich mit der Bestimmung pharmakokinetischer
Parameter, der Bestimmung ihrer Variabilitdt, der Identifizierung mdoglichst vieler
Einflussfaktoren auf die Pharmakokinetik eines Arzneistoffs sowie der Erarbeitung von
Dosisempfehlungen, fir welche die Kovariate mitberlicksichtigt werden [12, 71, 135].
Diese werden mit sogenannten ,Einstufenverfahren“ bestimmt, flr die pro Individuum nur
wenige Proben notwendig sind. Mit deren Hilfe kdnnen fir Individuen, fir die in der
Therapiekontrolle, z. B. beim Therapeutischen Drug Monitoring, nur einzelne Proben
genommen werden kdénnen, die pharmakokinetischen Parameter berechnet werden [12].
Fur die Einstufenverfahren werden alle erhaltenen Proben mit in die Berechnung
einbezogen. Es missen also nicht zwangslaufig von jedem Patienten zu derselben Zeit
gleich viele Proben genommen werden, es reicht eine Probe pro Patient zu jedem
beliebigen Zeitpunkt aus [4, 12, 135]. Fur die Populationsanalysen eignen sich
dementsprechend Daten aus dem klinischen oder auch ambulanten Routinebetrieb, wobei
Daten einer breiten Population zur Verfugung stehen mussen [135]. Durch dieses
Vorgehen kann auch der Einfluss der Polymedikation auf die Prifsubstanz untersucht und
spezifiziert werden, zum Beispiel kdnnten einzelne Arzneimittel identifiziert werden, die

Einfluss auf den Blutspiegel der zu prufenden Substanz haben.

5 Ziele der Arbeit

Um eine vereinfachte Kontrolle der Therapie mit Metformin und/oder Sitagliptin zu
erreichen, sollte in dieser Arbeit eine Dried-Blood-Spot Methode zur Bestimmung von
Metformin, Sitagliptin und Kreatinin entwickelt werden. Die Bestimmung von Kreatinin
zusatzlich zu den zwei renal eliminierten Antidiabetika Metformin und Sitagliptin erdffnete
die Moglichkeit, bei gleichzeitiger Blutspiegelkontrolle der Medikamente die Nierenfunktion
des Patienten zu Uberprufen, was in der Therapie mit diesen Medikamenten regelmafig
erfolgen sollte [107, 117]. Da die Nierenfunktion eines Patienten aber ausgehend vom
Plasmaspiegel des Kreatinins abgeschatzt wird (Einleitung, A3.3.3), war es notwendig, die
aus den Kapillarblutproben enthaltenen Vollblutspiegel in entsprechende Plasmaspiegel
umzurechnen, da bisher keine Referenzwerte daflir existierten. In einer Basisstudie
sollten DBS Proben von Diabetes Typ 2 Patienten mit der neu entwickelten Methode
quantifiziert werden und durch Vergleich der Ergebnisse mit Kreatininwerten, die mittels
konventioneller klinisch-chemischer Methodik bestimmt wurden, ein Faktor zur
Umrechnung der Kreatininkonzentration ermittelt und verifiziert werden. Ein weiteres Ziel

war es, aus diesen und weiteren Patientenproben einer Feldstudie erstmals
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reprasentative Konzentrationsbereiche fir die Kapillarblutspiegel der beiden Medikamente
unter Alltagsbedingungen zu ermitteln. Aus den ,real-life“-Daten der Studien, sollten
Parameter identifiziert werden, die maf3geblichen Einfluss auf die Vollblutspiegel des
jeweiligen Arzneimittels haben, um so die Blutspiegel besser vorhersagen zu kénnen und

die Therapie zu verbessern.

Mit dieser Arbeit sollte die Grundlage geschaffen werden, aus einem getrockneten
Blutstropfen die Konzentrationen von Metformin und Sitagliptin im Zusammenhang mit der
Nierenfunktion zu betrachten. In Zukunft kdnnte diese Methode zum Therapeutischen
Drug Monitoring fur Sitagliptin und Metformin angewendet werden, um dieses so erheblich

zu vereinfachen.
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1 Methode zur Quantifizierung von Kreatinin,
Metformin und Sitagliptin aus Trockenblut

1.1  Hintergrund

1.1.1 Auswahl der Arzneistoffe

Betrachtet man die Verordnungszahlen der vergangenen Jahre, so zahlten die
Antidiabetika mit 29,5 Mio. Verordnungen zu den zehn verordnungsstarksten
Medikamenten (definierte Tagesdosis (DDD) 2008: 1955,4 Millionen; DDD 2014: 2145,2
Millionen) [14, 16]. Innerhalb der Gruppe der oralen Antidiabetika weist Metformin
(Einleitung, A4.1.1, Abbildung 8) als einziges, sich noch auf dem Markt befindendes
Biguanid die héchsten Verordnungszahlen auf (DDD (2014): 595,2 Millionen) [14, 16].
Von 1998 bis 2008 haben sich die Verordnungen fur Metformin mehr als verdreifacht,
zwischen 2005 und 2014 sind sie um 56 % gestiegen [14, 16]. Darin spiegelt sich wider,
dass es das Mittel der ersten Wahl zur Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2 ist
(Einleitung, Al1.2.2) [5]. Sitagliptin (Einleitung, A4.2.1, Abbildung 9) ist ein 2007 neu
zugelassener Dipeptidylpeptidase—IV-Inhibitor (DPP-IV-Inhibitor), der auch in Kombination
mit Metformin empfohlen wird, falls die Therapie mit Metformin nicht ausreicht, um den
HbAj.-Zielwert zu erreichen oder als Monotherapie, wenn eine Metformin-
Unvertraglichkeit besteht (Einleitung, A1.2.2) [5]. Fur die DPP-IV-Inhibitoren wurde 2010
(DDD: 111 Millionen) ein starker Anstieg der Verordnungszahlen erwartet [16, 116].
Schon 2014 wurden 296 Millionen definierte Tagesdosen verordnet, davon fielen 228,5
Millionen DDD alleine auf Sitagliptin, was gegeniber dem Vorjahr ein Plus von
28,3 % bedeutete [16]. In 2014 wurden genauso viele DDD DPP-IV-Inhibitoren verordnet
wie Sulfonylharnstoffe, welche seit der Zulassung ersterer, einen Rickgang in den
Verordnungszahlen erleben [16]. Sowohl fur Metformin, als auch fir Sitagliptin wird
aufgrund der Uberwiegend renalen Eliminierung eine Kontrolle der Nierenfunktion
wahrend der Therapie empfohlen [99, 117]. Die Nierenfunktion wird Uber die

Kreatininkonzentration im Plasma abgeschétzt (Einleitung, A3.3.3) [75].

In der Literatur wird Uber eine Methode fur die Quantifizierung von Metformin aus
humanen Dried-Blood-Spots (DBS) berichtet [136]. Eine simultane Quantifizierung von
Metformin und Sitagliptin aus murinen und menschlichen Dried-Blood-Spots wurde
ebenfalls beschrieben [137]. Dabei wurde aber nur menschliches Kontrollblut verwendet
und es wurden keine Patientenproben untersucht [137]. Weitere Methoden zur
Bestimmung dieser Arzneistoffe aus Dried-Blood-Spots sind bisher nicht publiziert.

Methoden zur Bestimmung von Kreatinin aus DBS Proben wurden 2013 und 2015
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verotffentlicht, allerdings wurde zum einen eine sehr geringe Probenzahl (n = 9)
vermessen [92], zum anderen wurde vendses Blut fir die Dried-Blood-Spot Proben
eingesetzt [93]. Die Kreatininkonzentration ist im Kapillarblut unter Umstanden
verschieden von der im vendsen Blut, aufgrund der zwischen den Matrizes bestehenden

Unterschiede, wie z. B. dem unterschiedlichen Hamatokrit [138, 139].

1.1.2 Auswahl der Messmethoden

Um eine breite Anwendung des Therapeutischen Drug Monitorings und eine Messung in

Routinelaboratorien zu ermdglichen, sollten einfache Messmethoden gewahlt werden.

Fur Metformin gibt es publizierte Angaben zu den therapeutischen Bereichen bzw.
Konzentrationen, die unter einer gut eingestellten Therapie mit Metformin bei Patienten in
Plasma und Erythrozyten erreicht werden. Es existieren zudem Daten lber die tatsachlich
gefundene Konzentrationen von Metformin im Plasma und den Erythrozyten von
Patienten, deren Therapie Uberprift wurde (Tabelle 2) [109, 111].

Tabelle 2: Konzentrationsbereiche fir Metformin in Erythrozyten und Plasma. Die Daten stammen von

Patienten, deren Therapie mit Metformin gut eingestellt und stabil war (A) und von Patienten, deren Plasma-
und Erythrozytenkonzentration von Metformin aufgrund einer Therapieoptimierung bestimmt wurde (B).

Tagesdosierung Konzentration Metformin
Metformin Anzahl Patienten (MW £ SD) [mg/L]
[mg] Plasma  Erythrozyten
A 1700 - 2550 58 0,5+0,4 0,8+0,4

467 Patienten/

B KA. 798 Bestimmungen

2,7+7,1 2,0+4,4

Aufgrund der hohen Metforminkonzentration im Vollblut (Plasma + Erythrozyten) sollte es
moglich sein, die Metforminspiegel selbst unter Verwendung von nur wenig Matrix fur die
Dried-Blood-Spots, mittels HPLC-UV, wie sie in jedem Routinelabor zur Verfiigung stehen

sollten, zu detektieren.

Die Normwerte der Kreatininspiegel im Plasma liegen je nach Messmethode fir Frauen
bei 0,47 — 1,17 mg/dL, fur Ma&nner bei 0,55 — 1,44 mg/dL [78]. Mit Hinblick darauf, dass es
Hinweise gibt, dass sich Kreatinin in den Erythrozyten anreichern kann [140], wurde
erwartet, dass die Konzentration, die aus Vollblut gemessen wird, tendenziell noch héher

sein wird, sodass auch fur Kreatinin eine HPLC-UV Analytik in Frage kam.

Die Maximalspiegel fur Sitagliptin, die publiziert sind, liegen bei 950 nM [117] (387 ng/mL),
die ,Steady-state” Konzentration bei einer Gabe von 100 mg am Tag bei 941 nM
(383 ng/mL) [121]. Diese Konzentrationen sind zu niedrig, um sie mittels einer HPLC-UV

Methode zu erfassen, vor allem wenn man in Betracht zieht, dass nur ein sehr kleines
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Probenvolumen (40 pL) zur Verfligung stehen wirde. Aus diesem Grund wurde
entschieden, Sitagliptin zwar aus demselben Spot und mit derselben Aufarbeitung,

allerdings mit einer empfindlichen LC-MS/MS Methode zu vermessen.

1.2  Methodenentwicklung
1.2.1  Entwicklung der HPLC-UV-Methode

1.2.1.1 Entwicklung der HPLC-UV-Methode fur Metformin und Kreatinin aus

Reinsubstanzen

Metformin ist ein sehr hydrophiler, basischer Arzneistoff, der bei physiologischem pH zu
Uber 99,9 % als Kation vorliegt (Einleitung, A4.1, Abbildung 8) [102]. Fir ihn existieren
diverse Methoden zur Quantifizierung, zumeist per HPLC mit UV- oder MS-Detektion
[136, 141-147]. Oft wird dabei eine Umkehrphasenchromatographie mithilfe verschiedener
C18 Saulen durchgefuhrt [145-147], allerdings zeigt Metformin hierbei aufgrund der hohen
Polaritdt [141] eine nur sehr schwache Retention [136, 146]. Publiziert sind ebenfalls
Methoden mithilfe einer lonenpaar- [136, 144] oder Normalphasenchromatographie [148,
149], aber auch diverse Methoden, bei denen die Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatographie (HILIC) verwendet wurde [141-143]. Auch fur Kreatinin sind HPLC-
Methoden mit UV- und MS/MS-Detektion publiziert [75, 81, 90-95]. Die HILIC wurde 1990
von Alpert [150] zum ersten Mal erwdhnt und die Anzahl der Publikationen steigt seither
zunehmend an [151]. Fur diese Art der Chromatographie werden polare stationére
Phasen verwendet, wohingegen die mobile Phase der der RP-Chromatographie gleicht.
Mit Hilfe der HILIC Methoden kénnen auch geladene Molekile analysiert werden, weshalb
sie als Schnittstelle zwischen RP-, NP- und lonenpaarchromatographie gilt [151]. Die
Vorteile gegentber Normalphasen- oder Umkehrphasenchromatographie liegen zum
einen darin, dass polare Analyten immer eine gute Loslichkeit in der wassrigen mobilen
Phase (im Vergleich zur unpolaren mobilen Phasen in der NP-Chromatographie) zeigen,
zum anderen kénnen auch Analyten aus komplexen Matrizes, die nahe dem Totvolumen
bei einer RP-Chromatographie eluieren reteniert werden [152]. Im Gegensatz zur RP-
Chromatographie wird bei der HILIC der FlieBmittelgradient mit einem niedrigen Anteil an
polarem FlieBmittel begonnen und die polaren Analyten eluieren mit steigendem polarem
Anteil des FlieBmittels [151]. Typische stationédre Phasen sind Kieselgele modifiziert mit
polaren funktionellen Gruppen wie Diolen, Aminen, Cyanogruppen oder auch Amiden
[151]. Als mobile Phase wird ein mit Wasser mischbares organisches Losungsmittel mit
einem geringen Anteil an Wasser verwendet [151]. Es wird eine mit Wasser angereicherte

Schicht auf der Oberflache der polaren stationdren Phase ausgebildet, oberhalb der die
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wasserarme mobile Phase durch die Saule fliet. Durch Verteilung des Analyten in diese
zwei Schichten findet die Trennung statt, wobei der exakte Mechanismus noch nicht
vollstandig geklart ist [151]. Anwendung findet die HILIC zur Trennung Kleiner polarer
und/oder ionisierbarer Molekile, wie z. B. Aminosauren, Peptiden und Proteinen,
Sacchariden, Alkaloiden oder auch Arzneistoffen [141, 143, 151].

Das Ziel der Methodenentwicklung aus den Reinsubstanzen war es, eine Methode fur
Metformin und Kreatinin zu entwickeln, bei der eine vollstandige Trennung der Analyten
und des internen Standards in mdglichst kurzer Zeit erreicht wurde. Durch das Verwenden
einer HILIC Sé&ule (Phenomenex Luna® HILIC) konnte dies erfiillt werden. Diese Saule
basiert auf einer vernetzten Diolstruktur [152], welche eine gute Retention von Analyten

auf der mit Wasser angereicherten Schicht auf der Kieselgeloberflache verspricht [152].

Um die Methode mdglichst kompatibel fir ein LC-MS/MS System zu machen, wurde
darauf  geachtet, eine mdglichst geringe  Pufferstairke  sowie  fliichtige
FlieBmittelbestandteile, z. B. Ammoniumformiatpuffer und Ameisensaure zu verwenden.
Fur die Methode, die alle oben genannten Ziele am besten erfillte, wurde als wassriges
FlieBmittel 5 mM Ammoniumformiatpuffer pH 3,2 eingesetzt, als organisches Acetonitril.
Die Analyten wurden bei isokratischem Fluss (70 % organischer Anteil,

30 % wassriger Anteil; 1 mL/min) Uber 6 min getrennt (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Chromatogramm der Reinsubstanzen Metformin und Kreatinin und des internen
Standards (IS). Mit einer isokratischen Elutionsmethode (70 % Acetonitril; 30 % 5 mM Ammonium-
formiatpuffer pH 3,2) wurden die Substanzen innerhalb von 6 Minuten getrennt.

1.2.1.2 Entwicklung der HPLC-UV Methode fiir Metformin und Kreatinin aus Trockenblut

Um zu testen, ob die chromatografische Auftrennung, die fur die Analyten als
Reinsubstanzen in Ldsungsmittel entwickelt wurde, auch fir Matrixproben aus
Trockenblut Bestand hatte, wurde Vollblut mit den Analyten versetzt, extrahiert und
vermessen. Dabei wurde darauf geachtet, das Volumen an Spikelésung maoglichst gering
zu halten (2,5 %), damit die Matrix mdglichst wenig durch Zugabe eines ,Fremdstoffes”
verfalscht wurde. Ebenso war es wichtig, dass die Proben vollsténdig getrocknet waren,

da Feuchtigkeit das Extraktionsverhalten verandern kann und das Bakterienwachstum
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fordert [21]. Die Proben wurden extrahiert, vorbereitet (Exp. Teil, C2.2.2) und mit der
isokratischen Methode (Allg. Teil, B1.2.1.1) vermessen, jedoch lie3 sich erst nach
Wechsel auf einen FlieBmittelgradienten (Exp. Teil, C2.2.2, Tabelle 31 E) eine

zufriedenstellende Trennung der Analyten erreicht werden.

Der initial verwendete interne Standard war Atenolol. Dieser Betablocker wird eingesetzt
zur Therapie der Hypertonie, eine der haufigsten Begleiterkrankungen des Diabetes
mellitus Typ 2 [14, 153]. Da die Wahrscheinlichkeit gegeben war, dass eine
Patientenprobe neben Metformin auch Atenolol enthielt, wurde Atenolol durch Phenformin
ersetzt, ebenfalls ein Antidiabetikum aus der Klasse der Biguanide. Dieses ist aber in
Deutschland nicht mehr als Arzneistoff im Handel, da es sehr h&ufig unerwiinschte
Nebenwirkungen ausgeldst hatte [100], und damit in den Patientenproben nicht enthalten

sein konnte.

Aufgrund des Wechsels des internen Standards wurde die Messmethode auf Phenformin
angepasst. Mit einer Gradientenelution Uber 5 min (Exp. Teil, C2.2.2, Tabelle 32 D)
konnte eine Trennung der Analyten erreicht werden, in der Kreatinin eine Retentionszeit

von 4,4 min, Phenformin von 5,0 min und Metformin von 5,9 min aufwies (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Chromatogramm der Analyten Metformin und Kreatinin, des internen Standards
Phenformin und des Atenolols aus Trockenblutproben. Mit einer Gradientenelution Uber 5 Minuten

wurden die Analyten innerhalb von 6 Minuten getrennt.

1.2.2  Entwicklung der Extraktionsmethode

1.2.2.1 Auswahl des Blutvolumens

Der erste Schritt zur Extraktionsmethode war die Festlegung eines geeigneten
Probenvolumens. Die Limitierung dabei war die Menge an Blut, welche durch Punktion
der Fingerbeere gewonnen werden konnte. Fur die Entwicklung der Extraktion wurden
50 pL Blut verwendet. Das fur die Messungen verwendete Volumen betrug 40 uL. Zur
Gewinnung des Blutes konnten geeichte Kapillaren eingesetzt werden. Mit diesen wurde

das Volumen exakt abgemessen und auf den Trager aufgetragen (Exp. Teil, C2.3.1). Fir
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die Extraktion und die Quantifizierung der Analyten wurde der komplette Spot verwendet
(Einleitung, A2.3).

1.2.2.2 Auswahl des Dried-Blood-Spot Tragers

In der Literatur zur Dried-Blood-Spot (DBS) Analytik ist in den meisten Féllen die
Verwendung von sogenannten Dried-Blood-Spot Karten beschrieben [22, 32]. Diese gibt
es mittlerweile in sehr vielen verschiedenen Ausfihrungen (Einleitung, A2.2). Da sie
jedoch sehr kostenintensiv sind, wurde eine ebenso gute wie auch glnstige Alternative

dazu gesucht.

Um verschiedene Tragermaterialien flr das Blut miteinander zu vergleichen, wurde Blut
auf kommerziell erhdltliche DBS Karten aufgetragen (Perkin Elmer; Exp. Teil, C2.1.4),
aber auch auf z. B. Blotting Papier, Dinnschichtchromatographie Platten oder auch
Filterpapier und die Handhabung sowie Eigenschaften, wie Trocknungsverhalten oder

auch die GroR3e des entstehenden Spots miteinander verglichen (Abbildung 13).

Die Verwendung der Perkin Elmer DBS-Karten fihrte zu einer Verteilung des Blutes in
einen gleichmafigen, runden Spot, der sich auf einen relativ kleinen Radius beschrankte.
Es blieb kein Blut auf dem Tréger stehen, sondern es zog vollstéandig in die Karte ein,
ohne aber, dass das Blut durch den Trager hindurch sickerte und auf der Unterseite
wieder austrat (Abbildung 13 A).
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Abbildung 13: Vergleich der verschiedenen Tragermat  erialien direkt nach dem Auftragen von 50 L
Vollblut (A) und nach einer Trocknungsdauer von 3 S tunden (B).

Im Gegensatz dazu hatte das Blut bei Verwendung des einfachen Filterpapiers eine sehr

unregelmaflige Form und zog nicht vollstandig ein (Abbildung 13 A). Das Papier war
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punktuell vollstandig gesattigt und auf der Unterseite trat das Blut wieder aus, wodurch es
zu einer Kontamination der Unterlage kam. Erst zeitverzogert verschwand der Uberstand,
nachdem sich das Blut im Filterpapier weiter verteilt hatte (Abbildung 13 B). Da Blut auf
der Unterseite des Tragers austrat, konnte das Volumen der Probe nicht exakt festgestellt
werden, weshalb das Filterpapier als DBS Trager nicht genutzt werden konnte. Auf das
PE beschichteten Filterpapier war auf der Unterseite eine Polyethylenbeschichtung
aufgetragen, die das Blut am Durchtritt hinderte. Das gesamte Blut verblieb somit im
Trager, es bildete sich allerdings ein sehr unregelmafiger Spot, der aufgrund seiner
Grofe und Form aber negativ auffiel (Abbildung 13 A/B). Das Blotting Papier dagegen
zeigte sehr positive Eigenschaften. Das Blut zog vollstandig und schnell in den Trager ein
(Abbildung 13 A/B), ohne dass es zu einer Kontamination der Unterlage kam. Blotting
Papier stellte also eine geeignete Alternative zu den vorgefertigten Karten dar. Es wurden
als Tragermaterialien auch zwei DC-Platten getestet. Die Idee bestand darin, diese als
Trager zu nutzen, um die Analyten durch eine Dinnschichtchromatographie von den
Ubrigen Bestandteilen der Probe zu trennen, um nur die Analytbanden zu extrahieren. Bei
der mit Kieselgel beschichteten DC-Platte blieb das Blut als Tropfen auf der Platte stehen
und verteilte sich nicht weiter. Der Tropfen trocknete langsam, ohne Spreitung auf der
Platte fest (Abbildung 13 A/B). Im Gegensatz dazu zog bei der mit Cellulose
beschichteten DC-Platte das Blut beim Auftragen langsam in die Plattenbeschichtung ein.
Diese bot aber zu wenig Material, sodass ein Uberstand stehen blieb und dieser dann
festtrocknete (Abbildung 13 A/B).

Die besten, mit DBS-Karten vergleichbaren Eigenschaften, zeigte das Blotting Papier,
sodass dieses fur den weiteren Verlauf verwendet wurde. Aus diesem wurden Kreise
ausgestanzt, welche mittels eines doppelseitigen Klebestreifens auf einem Karton
befestigt wurden (Exp. Teil, C1.3). Darauf wurde das Blut getropft. So konnte der gesamte
.Pre-cut” Spot extrahiert werden, ohne dass eine Kontaminationsgefahr durch Schneiden
des probenbeschickten Blotting Papiers gegeben war. Dieses Vorgehen erfolgte in

Anlehnung an Youhnovski et al. (Einleitung, A2.3) [48].

1.2.2.3 Auswahl des Extraktionsmittels

Fur eine effektive Extraktion musste ein Extraktionsmittel gefunden werden, das die
Analyten in einer grol3en Menge reproduzierbar aus dem Spot extrahiert. Da sowohl
Metformin als auch Kreatinin sehr hydrophile Stoffe sind, sollten diese von polaren
Extraktionsmitteln, wie Methanol oder Wasser sehr gut extrahiert werden, allerdings
wirde dies auch auf die im Blut enthaltenen Proteine zutreffen. Ziel war es deshalb, ein
Extraktionsmittel zu finden, das die Analyten mdglichst vollstandig, aber ohne viele

Begleitsubstanzen extrahiert.
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Dazu wurden in einer Standardprozedur (Exp. Teil, C2.3.3) verschiedene Ldsungsmittel
zur Extraktion verwendet (Exp. Teil, C2.3.3) und die Peakflachen der zugegebenen

Analyten verglichen.

Mit 80 % sowie 60 % Acetonitril, 90 %, 80 % und 60 % Methanol, 2-Ethoxyethylacetat,
und Kombinationen aus 100 % Acetonitrii mit 0,05 % bzw. 5 % Ameisenséaure und
90 % Acetonitril in Wasser mit 20 % Ameisensaure als Extraktionsmittel konnten die
Analyten nicht extrahiert und in den zugehdrigen Chromatogramme dementsprechend
keine Analyten detektiert werden. Die reinen Losungsmittel, wie Methanol, Acetonitril oder
auch Millipore®-Wasser filhrten zu einer sehr schlechten Analytextraktion mit sehr kleinen
Peakflachen (Abbildung 14).
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m Metformin
[ EKreatinin

500

400
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Peakflache x 10 3
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Extraktionsmittel

Abbildung 14: Einfluss des Extraktionsmittels auf d ie Extraktionseffizienz. Dargestellt sind die Mittel-
werte (x Mittelabweichung) der Peakflachen der Analyten (n = 1-3), wenn diese mit verschiedenen
Extraktionsmittel, wie Acetonitril (ACN), Methanol (MeOH), Millipore®-Wasser (MQ-Wasser) oder Acetonitril
(100 % bzw. 90 %), versetzt mit Ameisen- oder Essigsdure oder Ammoniak extrahiert wurden. Die
hervorgehobene Variante (90 % ACN / 10 % Ameisensaure) stellt das endgultig gewahlte Extraktionsmittel
dar.

Die Verwendung von reinem Wasser ergab einen durch das Hamoglobin rot gefarbten
Extrakt, der zusatzlich kleine Feststoffteilchen enthielt. Dieses Ph&nomen trat bei
steigendem Wasseranteil des Extraktionsmittels auf (Einleitung, A2.4). Erst durch die
Zugabe von Ameisenséure bzw. Essigsaure zu 90 % Acetonitril konnte eine deutliche
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Verbesserung der Extraktion der Analyten erreicht werden. Die Sauren- bzw.
Basenzugabe wurde nur flr 90 % Acetonitril durchgefihrt, da dies als Extraktionsmittel
allein schon einen hohen Analytanteil extrahiert hatte (Abbildung 14). Die mit Abstand
effizienteste Extraktion wurde mit 90 % Acetonitril und Zusatz von 1 % Ameisensaure
erreicht. Allerdings wurde beim Erstellen von Kalibriergeraden festgestellt, dass Kreatinin
mit diesem Extraktionsmittel nicht linear mit der Konzentration und auch nicht
reproduzierbar extrahiert wurde, was deutlich an dem Bestimmtheitsmaf3 von 0,9527 und
den relativen Standardabweichungen von 7,69 % bis 63,73 % zu sehen war (Abbildung
15 A). Aus diesem Grund wurde letztendlich als Extraktionsmittel 90 % Acetonitril mit
10 % Ameisensaure gewahlt. Hierbei wurde zwar weniger Analyt extrahiert, aber dafir
erfolgte die Extraktion Uber den Konzentrationsbereich linear (Abbildung 15 B). Flr

Metformin war fur beide Extraktionsmittel Linearitat gegeben (Abbildung 15 C und D).
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Abbildung 15 : Kalibriergeraden fir Kreatinin (A und B) und Metf ormin (C und D) mit
90 % Acetonitril mit 1 % Ameisenséure (A und C) und 90 % Acetonitril mit 10 % Ameisensdure (B und
D) als Extraktionsmittel. Die Kalibriergeraden zeigen jeweils den Mittelwert (+ Standardabweichung) aus drei
Einzelbestimmungen, wobei der Quotient der Peakflachen Analyt/Peakflachen IS gegen die Konzentration im
Blut aufgetragen wurde. Fir Kreatinin konnte mit 90 % Acetonitril mit 1 % Ameisensaure als Extraktionsmittel
keine Linearitat erreicht werden.

1.2.2.4 Auswahl des Extraktionsmittelvolumens

Das Volumen an Extraktionsmittel spielt eine wichtige Rolle in der Extraktion von

Trockenblutproben, deshalb wurde im Zuge der Entwicklung der Extraktionsmethode
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untersucht, wie sich die Extraktionseffizienz durch Variationen im Volumen des

Extraktionsmittels veranderte [154].

Fur die Auswertung wurde hauptsachlich Metformin betrachtet. Da alle Versuche mit Blut
eines Einzelspenders durchgefihrt wurden, wurde der Blankwert des Kreatinins, welches

sich urspringlich in dem Blut befand, nicht von der zugegebenen Menge abgezogen.

Schon kleine Volumenanderungen, riefen groRe Veranderungen der Extraktionseffizienz
hervor (Abbildung 16).
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Volumen an Extraktionsmittel [uL]

Abbildung 16: Einfluss des Extraktionsmittelvolumen s auf die Extraktionseffizienz.  Dargestellt sind
jeweils die Mittelwerte (£ Mittelabweichung) der Peakflaichen der Analyten (n = 2 — 4), wenn diese mit
verschiedenen Volumina an Extraktionsmittel extrahiert wurden. Das hervorgehobene Volumen (200 pL)
stellte das endgiiltig gewahlte Volumen dar.

Die Extraktionen, die mit 100, 200 und 300 pL Extraktionsmittel durchgefiihrt wurden,
zeigten eine sehr gute Extraktionseffizienz, die kleinste Mittelabweichung der Peakflachen
(Metformin: 18506; Kreatinin: 11086) wurde bei einer Extraktion mit einem Volumen von
200 pL erhalten (Abbildung 16).

1.2.2.5 Entwicklung und Optimierung des Extraktionsverfahrens

Entwicklung des Extraktionsverfahrens

Bisher wurden die Proben mit demselben Standardverfahren extrahiert (Exp. Teil, C2.3.3).
Dieses Verfahren mit 90 % Acetonitrii und Zusatz von 1 % Ameisensaure als
Extraktionsmittel wurde auf verschiedene Arten (Exp. Teil, C2.3.5.1; Abbildung 70)

variiert.

Die Extraktionsvariation, bei der die Probe 30 min im Thermomixer geruttelt wurde, zeigte
eine gute Extraktion, aber eine groRe Standardabweichung fur alle Analyten. Der
Austausch dieses Schrittes gegen 60 Sekunden Schiitteln auf dem Vortex, fiihrte zu einer
deutlich ineffizienteren Extraktion (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Extraktionseffizienz verschiedener Va riationen des Extraktionsverfahrens. Dargestellt
sind die Mittelwerte (x Standardabweichung) der Peakflichen der Analyten (n= 1-7), die aus
Extraktionsverfahren, die mithilfe des Thermomixers (TM), des Ultraschallbades (US), des Vortex oder tber
dispersive SPE (dSPE) durchgefiihrt wurden (Exp. Teil, C2.3.5), resultierten. Die hervorgehobene Methode
(10 min Ultraschallbad) stellt die endgultig gewéahlte Methode dar. (Acetonitril = ACN)

Um sicherzugehen, dass wahrend der Extraktion alle Blutzellen vollstandig
aufgeschlossen werden, wurde die Probe vor der Extraktion im Thermomixer flr 10 min in
ein Ultraschallbad gegeben. Durch den Ultraschall sollten die restlichen, trotz Trocknung
moglicherweise noch intakten Blutzellen aufgebrochen werden, sodass der gesamte, im
Vollblut enthaltene Analyt erfasst werden konnte. Hierdurch wurde eine sehr viel
effizientere Extraktion mit einer kleinen Standardabweichung fur alle Analyten erreicht
(Abbildung 17). Um den erhaltenen Extrakt noch weiter zu reinigen, wurden zwei Arten
einer dispersiven Festphasenextraktion (dSPE = dispersive solid phase extraction)
angeschlossen (Exp. Teil, C2.3.5.1). Beide Variationen zeigten allerdings dasselbe
Resultat bezuglich der Extraktionseffizienz, d.h. sie verschlechterte sich. Im Vergleich zu
derselben Extraktion ohne Aufreinigung trat eine deutliche Verminderung der Peakflachen
der Analyten auf (Abbildung 17). Eine weitere Option der Aufreinigung war eine
Proteinfallung. Hierbei wurde der Extrakt mit -20 °C kaltem Acetonitril versetzt, um die
enthaltenen Proteine zu préazipitieren. Jedoch wurden selbst nach Zentrifugation keine
Proteine geféllt, sodass man davon ausgehen konnte, dass in dem Extrakt keine
enthalten waren. Im Vergleich zu der Extraktion ohne die Proteinfallung ist anhand der

Peakflachen kein wesentlicher Unterschied zu sehen, sodass diese Art der Extraktion
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einen Mehraufwand ohne erkennbaren Nutzen bedeutete (Abbildung 17). Die
QUEChERS-Methode (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) ist urspriinglich eine
Methode, um Pestizidrickstande in Obst und Gemise zu analysieren [155]. Im Laufe der
Zeit wurde diese Methode weiterentwickelt, sodass neben dem Original zwei modifizierte
Protokolle (AOAC 2007.1 und EN 15662) haufig genutzt werden [156] (Exp. Teil,
C2.3.5.1). In unserem Arbeitskreis konnte zuvor gezeigt werden, dass die Methoden auch
fur komplexe biologische Matrizes wie Blutzellen verwendet werden kdnnen [157]. Fir die
Trockenblutproben allerdings eigneten sich diese Verfahren nicht, da damit nur eine sehr
schlechte Extraktionseffizienz erreicht wurde (Abbildung 17). Als letzte Variation des
Extraktionsverfahrens wurde ein Verweilen der Probe fir 10 min im Ultraschallbad
gewahlt. Hieraus resultierte eine schlechtere Extraktionseffizienz verglichen mit der
Extraktion, bei der die Probe zusatzlich noch im Thermomixer geruttelt wurde (Abbildung
17). Allerdings wurde die Dauer der Extraktion durch Eliminierung dieses Schrittes um
30 min reduziert. Wie schon beschrieben wurde (Allg. Teil, B1.2.2.3), war fir die ersten
Versuche zum Erstellen einer Kalibriergerade fur Kreatinin keine Reproduzierbarkeit und
Linearitat gegeben. Erst nach der Anderung des Extraktionsmittels konnte ein hinreichend
gutes Ergebnis erreicht werden. Fur das Extraktionsverfahren musste also der
Kompromiss eingegangen werden, dass die Analyten zwar weniger effektiv, dafir aber

Uber den Konzentrationsbereich linear extrahiert wurden.

Das Extraktionsverfahren, das weiter optimiert wurde, war Variation 7 (Exp. Teil, C2.3.5.1,
Abbildung 70). Nach Aufnahme des Ruckstandes in Acetonitril wurde die Probe nach

Zentrifugation mittels HPLC-UV analysiert.

Optimieren des Extraktionsverfahrens

Um die Methode vollstandig auszuschépfen und die bestmégliche Extraktionseffizienz zu
erreichen, wurde oben gewdahlte Extraktionsmethode beziglich verschiedener Parameter
optimiert. Hierzu z&hlte die Zeit, die die Probe im Ultraschallbad war, die, welche sie nach
Wiederaufnahme in Acetonitril geschittelt wurde sowie das Aufnahme- und

Injektionsvolumen (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Optimierung des Extraktionsverfahrens . Optimiert wurde dabei die Dauer im

Ultraschallbad (A), die Dauer des Vortexens (B) sowie das Aufnahme- und Injektionsvolumen (C). Dargestellt

sind jeweils die Peakflachen (Mittelwert; n = 2) der Analyten der Proben, die mit dem jeweiligen Verfahren
aufgearbeitet wurden.

Bezuglich der Zeit, welche die Proben im Ultraschallbad verweilten, war eine minimale
Steigerung der Peakflache fur 10 min Ultraschalleinfluss im Vergleich zu 5 min zu
erkennen. Fir eine Dauer von 30 min gab es eine weitere Steigerung der Peakflachen,
jedoch waren 30 min verhaltnismaRig lange, sodass 10 min als beste Variation gewertet
wurde (Abbildung 18 A).

Fur die Dauer der Vortexzeit zur Wiederaufnahme des Riickstandes in Acetonitril sah es
aufgrund des Vergleichs der Mittelwerte so aus, als waren 10 Sekunden ausreichend, um
die effizienteste Wiederaufnahme zu erreichen (Abbildung 18 B). Allerdings wurde bei
Betrachten der Einzelwerte klar, dass 10 Sekunden zu kurz waren, um eine
Reproduzierbarkeit zu gewdhrleisten (Abbildung 19). Die Einzelwerte schwankten sehr
stark, sodass erst nach 20 Sekunden eine Reproduzierbarkeit gegeben war. Die
hochsten, gut reproduzierbaren Peakflachen waren nach 30 Sekunden erreicht, sodass
diese Alternative beibehalten wurde.
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Abbildung 19: Optimierung der Vortexdauer zur Wiederaufnahme des Ruckstandes in Acetonitril

nach Evaporation der Proben. Dargestellt sind die Peakflachen fiir die Analyten des Versuches mit 10 s
Vortexdauer und die Mittelwerte (MW) der Peakflachen der Substanzen. Aufgrund der hohen Schwankung
der Einzelwerte (#1 vs. #2) war keine Reproduzierbarkeit gegeben.

Als dritter Punkt wurde das Rekonstitutions- bzw. Injektionsvolumen optimiert. Hier war
deutlich zu sehen, dass 130 pL als Aufnahme- und 100 pL als Injektionsvolumen die
groRten Peakflachen erzeugten und somit die effizienteste Methode darstellte (Abbildung
18 C). Allerdings wurde das Aufnahmevolumen spéater aufgrund der Hinzunahme von
Sitagliptin als Analyt in die Methode (Allg. Teil, B1.2.2.7) zu 150 pL abgeé&ndert. Das
Injektionsvolumen von 100 pL wurde aber beibehalten. Die endgiiltige

Extraktionsmethode ist in nachfolgender Abbildung (Abbildung 20) zusammengefasst
dargestellt.

10 min Ultraschallbad

!

Flassigkeit ausschleudern [5 min, 4400 g]

‘

Evaporation unter Stickstoff

!

Aufnehmen in 150 pL Acetonitril

!

Vortexen [30 s]

!

Zentrifugieren [4 °C, 10 min, 18000 g]

!

Injektionsvolumen HPLC 100 pL

Abbildung 20: FlieBdiagramm der endgiltigen Extrakt ionsmethode fir
Metformin, Kreatinin und Sitagliptin aus Trockenblu t.
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1.2.2.6 Anpassen der Konzentration des internen Standards

Um die Konzentration des internen Standards (IS) anzupassen, wurden verschiedene
Kalibriergeraden vermessen. Fur Kreatinin wurde der im Blank erhaltene Quotient
Peakflache Kreatinin/Peakflache IS (endogenes Kreatinin) von den, bei den
Konzentrationen 1 bis 10 erhaltenen Quotienten abgezogen, um nur die zugegebene
Konzentration an Kreatinin zu kalibrieren (Exp. Teil, C2.7.1). Fir Kreatinin war, wenn
100 ng Phenformin als interner Standard verwendet wurde, keine Linearitat der
Kalibriergeraden gegeben (R = 0,8827) (Abbildung 21). Wurden dagegen 200 ng IS
verwendet, konnte sowohl fir Metformin (R = 0,997), als auch fir Kreatinin (R = 0,996)
eine Linearitat der Peakflachen mit steigender Konzentration der Analyten erreicht werden
(Abbildung 21).
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Abbildung 21: Kalibriergeraden  fir Metformin und Kreatinin, die unter Verwendung v erschiedener
Mengen (400 ng, 200 ng und 100 ng) internem Standar d (Phenformin) extrahiert wurden.  Dargestellt ist
jeweils die Kalibriergerade einer Einmalbestimmung. Fir Kreatinin konnte unter Verwendung von 100 ng
Phenformin keine Linearitat der Kalibriergerade beobachtet werden.

Um eine moglichst kleine Menge und somit einen mdglichst nahe im mittleren Bereich der
Kalibriergerade liegende Menge internen Standard zu verwenden, wurden im weiteren
Verlauf 8 pL einer Losung von Phenformin mit einer Konzentration von ¢ = 25 pg/mL als
interner Standard fur Metformin und Kreatinin eingesetzt.

1.2.2.7 Ubertragen der Extraktionsmethode auf Sitagliptin

Sitagliptin sollte als weiterer Analyt mit demselben Extraktionsvorgehen quantifiziert
werden. Dieses war auf Metformin und Kreatinin optimiert worden, da diese zwei mithilfe
der weniger empfindlichen HPLC-UV Analytik quantifiziert wurden. Die Empfindlichkeit
war durch die schwachen Chromophore der Analyten zuséatzlich beeintrachtigt. Sitagliptin

sollte Uber eine LC-MS/MS Methode bestimmt werden, welche eine sehr viel grol3ere
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Empfindlichkeit aufweist, sodass die Extraktion fir Sitagliptin nicht der entscheidende
Schritt war. Eine Veranderung der Methode musste allerdings vollzogen werden, namlich
wurde der Ruickstand nach der Evaporation unter Stickstoff in 150 pL Acetonitril

aufgenommen, anstatt in 130 pL.

1.2.3 Einfluss des Sitagliptins auf die Quantifizie rung von Metformin und

Kreatinin

Um die Konzentrationsbestimmung von Sitagliptin aus demselben Spot, aus dem auch
Metformin und Kreatinin extrahiert wurden, mit in die Methode einzuschliel3en, mussten
einige Uberlegungen angestellt werden. Da Sitagliptin sein Absorptionsmaximum bei 266
bzw. 267 nm hat [158-160] sollte es bei einer Messwellenlange von 230 nm nicht bzw. nur
sehr schlecht detektierbar sein. Zudem wird fur den Analyt als Maximalkonzentration im
Plasma ¢ = 950 nM angegeben [117], was einer Konzentration von ¢ = 387 ng/mL
entspricht (Einleitung, A4.2.1). Da diese Konzentration sehr niedrig ist, ist eine UV-
Detektion unwahrscheinlich. Da aber alle Analyten aus demselben Spot extrahiert wurden
und somit nebeneinander in dem Extrakt vorlagen und aus demselben Extrakt vermessen
wurden, musste sichergestellt sein, dass Sitagliptin die UV-Detektion nicht beeinflusste.
Es wurde eine methanolische Verdiinnung von Sitagliptin mit gegebener Methode bei drei
Wellenlangen vermessen (Exp. Teil, C2.4). Bei 230 nm war kein Signal zu erkennen. Mit
zunehmender Wellenl&dnge wurde der resultierende Peak immer deutlicher. Sitagliptin

hatte als Reinsubstanz in Methanol eine Retentionszeit von Rt = 4,3 min (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Chromatogramme einer methanolischen Verdiinnung von Sitagliptin (c = 1 pg/mL), die
bei verschiedenen Wellenldngen (230 nm, 254 nm und 260 nm) aufgenommen wurden, um die
Detektionswellenlédnge und R etentionszeit des Sitagliptins zu ermitteln. Sitagliptin eluierte nach 4,3 min

und konnte mit hoherer Wellenldnge (254 nm und 266 nm) umso besser detektiert werden. Mit einer
Wellenlange von 230 nm, wie sie fur die Quantifizierung von Metformin und Kreatinin verwendet wurde, war
kein Peak zu sehen.

Um den Einfluss des Extraktionsverfahrens auf die Retentionszeit des Sitagliptins zu
untersuchen, wurde der Analyt in einem Extrakt aus einem Trockenmatrixspot mit PBS-
Puffer als Matrix detektiert. Bei einer Messwellenlange von 230 nm zeigte nur der interne
Standard mit einer Retentionszeit von Rt = 4,99 min ein Signal, das auch bei 266 nm
detektierbar war. Fir Sitagliptin war bei 230 nm kein Signal zu erkennen, bei 266 nm
wurde es bei einer Retentionszeit von Rt = 4,3 min detektiert. Sitagliptin eluierte also
zeitgleich mit Kreatinin (Rt = 4,3 min), sodass bewiesen werden musste, dass die

Bestimmung des Kreatinins nicht durch Sitagliptin beeinflusst wurde (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Chromatogramme eines Extraktes von Sitagliptin au s einem Trockenmatrixspot mit
PBS-Puffer als Matrix (c = 1 pg/mL), die bei verschiedenen Wellenlangen (230 nm und 266 nm)
aufgenommen wurden. Sitagliptin eluierte nach 4,3 min und konnte nur bei einer Wellenlange von 266 nm
detektiert werden. Der interne Standard Phenformin erzeugte bei beiden Wellenldngen ein Signal mit einer
Retentionszeit von 4,99 min.

Um die Beeinflussung der Quantifizierung von Metformin und Kreatinin durch Sitagliptin
auszuschlielRen, wurde auf der einen Seite Blut mit allen Analyten (Kreatinin, Metformin,
Sitagliptin) versetzt, auf der anderen Seite nur mit Kreatinin und Metformin. In
Dreifachbestimmungen wurde gemessen, ob die, (ber eine Kalibriergerade
(y = 0,0831x — 0,0156) berechnete Konzentration an Kreatinin in beiden Probenreihen
dieselbe war. Fir diese Bestimmungen wurde Blut eines Einzelspenders verwendet,
sodass es dieselbe endogene Kreatininkonzentration enthielt. Deshalb wurde darauf
verzichtet, den endogenen Gehalt von der zugegebenen Menge an Kreatinin abzuziehen.
Der Mittelwert fur die Probenreihe, in der alle Analyten dem Blut zugegeben wurden, lag
bei 27,28 £ 2,23 pg/mL, der fur die, in der nur Metformin und Kreatinin zugegeben wurde,
bei 26,90 + 0,89 ug/mL (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Kreatininkonzentration in den Proben, de  nen Sitagliptin zugesetzt wurde gegeniiber den
Proben ohne eine Zugabe von Sitagliptin. Es wurde die in den Proben enthaltene Konzentration an
Kreatinin Uiber eine Kalibriergerade (y = 0,0831x — 0,0156) berechnet und anschlieBend die Mittelwerte (MW),
Standardabweichungen (SD) und relative Standardabweichungen (RSD) bestimmt.

Gehalt an Kreatinin [pug/mL]

alle Analyten nur Metformin und

zugegeben Kreatinin zugegeben
Probe 1 24,13 25,71
Probe 2 28,72 27,14
Probe 3 29,00 27,86
Mw 27,28 26,90

SD 2,23 0,89

RSD 8,18 % 3,31%

Die Mittelwerte zeigten eine Prazision von 101,4 %, was nahelegte, dass bei einer
Konzentration von ¢ = 1 pg/mL Sitagliptin im Blut keine Beeinflussung der Bestimmung
der Kreatininkonzentration stattfand. Um alle Zweifel auszuraumen, wurde untersucht, ab
welcher Sitagliptinkonzentration die Kreatininbestimmung beeinflusst wurde. Dazu wurde
das Blut eines Spenders mit verschiedenen Konzentrationen an Sitagliptin versetzt
(c =0 - 10 pg/mL; je n = 3) und der endogene Kreatiningehalt bestimmt (Kalibriergerade:
y = 0,1238x — 0,0998) (Abbildung 24).

Konzentration an
Kreatinin [ug/mL]
o N W A O [o>) BN

0 1 15
Konzentration an Sitagliptin im Blut [ug/mL]

Abbildung 24: Einfluss verschiedener Konzentratione n von Sitagliptin auf die Konzentrations -
bestimmung von Kreatinin mittels HPLC-UV Analytik. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der
Konzentrationen (+ Standardabweichung) an Kreatinin (n = 3), die bestimmt wurden, wenn zusatzlich
verschiedene Konzentrationen an Sitagliptin (¢ = 0 — 10 pg/mL) in der Probe enthalten waren.

Fur alle Bestimmungen wurde eine mittlere  Kreatininkonzentration  von
¢ = 5,3 £ 0,38 pug/mL gemessen. Die relative Standardabweichung betrug 7,12 %. Die
Mittelwerte unterschieden sich nicht statistisch signifikant (ANOVA,; p < 0,05).
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Daraus konnte geschlossen werden, dass selbst bei einer Sitagliptinkonzentration von
¢ = 10 pg/mL im Blut, eine Konzentration, die therapeutisch nicht erreicht wird, keine
Beeinflussung der Kreatininquantifizierung stattfand. Die entwickelte Methode konnte aus

diesem Grund beibehalten werden, auch wenn Sitagliptin im Blut vorhanden war.

1.2.4  Entwicklung der LC -MS/MS-Methode

1.2.4.1 Entwicklung der MRM-Methoden aus Reinsubstanzen

Um Sitagliptin mittels einer LC-MS/MS Methode zu quantifizieren, wurden im ersten
Schritt die Multiple-Reaction-Monitoring (MRM) Methoden fir Sitagliptin und den internen
Standard Sitagliptin-d4 entwickelt (Exp. Teil, C2.5.1.1).

Das intensivste Mutterion wurde im Elektrospray-lonisation (ESI) positiven Modus mit
einer Masse von 408,000 m/z bei einer Fragmentorspannung von FV = 150 V gefunden.

Die zwei intensivsten Tochterionen waren fir eine Kollisionsenergie (CE) von 10 V das
lon mit dem Masse-Ladungsverhaltnis von 235 m/z und fiur eine CE von 30 V das lon mit

174 m/z (Abbildung 25).

Die Strukturen der entstandenen Fragmente sind in Abbildung 26 dargestellt [137, 161].
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Abbildung 25: Produktionen Scan von Sitagliptin in Methanol im ESI positiven Modus bei
verschiedenen Kollisionsenergien (CE). Die entstehenden intensivsten Tochterionen hatten Massen-
Ladungsverhéaltnisse von 235,1 m/z bei einer Kollisionsenergie von 10 V und 173,9 m/z bei 30 V.
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Sitagliptin 408 m/z

N
“XNH
F
F F

- 174 m/z - - 235 m/z -

Abbildung 26 : Die intensivsten Tochterionen des Sitagliptins im ESI positiven Modus, die aus dem
Mutterion 408 m/z entstehen, wenn eine CE von 10V (235 m/z) bzw. 30 V (174 m/z) eingesetzt wurde.

Mit Kenntnis der zwei intensivsten Ubergange, 408 > 235 m/z bzw. 408 > 174 m/z
wurde im Anschluss die Multiple-Reaction-Monitoring Methode aufgesetzt. Nach einer
weiteren Optimierung der Kollisionsenergie wurden die intensivsten Signale fir den
Ubergang 408 = 235 m/z bei einer CE von 13 V und fiir 408 = 174 m/z bei 27 V
erhalten. Fir die cell accelerator voltage (CAV) war das Signal beider Ubergange bei

einer Spannung von 4 V am intensivsten.

Die MRM-Methode wurde auf eine methanolische Ldsung, die Sitagliptin sowie

Sitagliptin-d4 in einer Konzentration von jeweils 1 pg/mL enthielt, angewandt.

Aufgrund der vier eingefuhrten Deuterium-Atome hatte Sitagliptin-d4 im ESI positiven
Modus eine Masse von 412 m/z (Abbildung 27). Die Ubergéange fir Sitagliptin-d4 waren
deshalb 412 - 239 m/z und 412 > 174 m/z.
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Abbildung 27: Struktur des internen Standards Sitag liptin-d4.

1.2.4.2 Entwicklung der HPLC-Methode und der Quellenparameter fiir den

Tripelquadrupol aus Matrixproben

Die extrahierten Proben wurden mit verschiedenen FlieBmittelgradienten (Exp. Teil,
C2.5.2; Tabelle 39) und den entwickelten MRM-Methoden (Allg. Teil, B1.2.4.1)
vermessen, die beste Empfindlichkeit konnte mit dem in Tabelle 39 mit D (Exp. Teil,

C2.5.2) bezeichnetem Gradienten erhalten werden.

Da die Messmethode maximal empfindlich sein musste, wurden zuerst die Optionen der
MRM-Methode optimiert. Dazu zahlte die Auflésung, die Dwell time und das AEMV
(electron multiplier voltage). Das AEMV ist die Spannung, die zusatzlich auf den
Elektronmultiplier gegeben wird, um das Signal zu verstarken. Die Auflésung wird definiert
durch die MS1 (Quadrupol 1 = Q1) und MS2 (Quadrupol 3 = Q3) Resolution. Diese
konnen jeweils die Werte ,unit*, ,wide" und ,widest“ annehmen und sagen etwas dariber
aus, wie viele lonen durch die Quadrupole hindurch gelassen werden. Die Dwell time
bezeichnet die Zeit, die der Tripelquadrupol zur Verfligung hat, um sich auf einen
Ubergang zu fokussieren. Dies ist vor allem ein wichtiger Parameter bei konkurrierenden
Ubergangen, also Ubergangen, die zeitgleich gemessen werden mussen. Optimal ist es,
wenn pro Ubergang 20 Datenpunkte aufgezeichnet werden. Ist die Dwell time zu lange,
werden zu wenige, ist sie zu kurz, werden zu viele Datenpunkte aufgezeichnet. Werden
zu viele Datenpunkte aufgezeichnet, verschlechtert sich dadurch die Empfindlichkeit,

werden aber zu wenige aufgezeichnet, ist keine Reproduzierbarkeit mehr gegeben.

Der Einfluss des AEMV auf die Signalintensitat war betrachtlich. Mit héherem AEMV kam
es zu einer deutlichen Erhéhung des Signals (Abbildung 28).
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" 408 > 235 m/z
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Abbildung 28: Einfluss des AEMV auf die Empfindlichkeit. ~ Mit steigendem AEMV
kam es zu einem intensiveren Signal, was exemplarisch fir den Ubergang
408 - 235 m/z dargestellt ist.

Das Signal fiir den Ubergang 408 = 235 m/z wurde um den Faktor 29 erhoht, wenn
AEMV von 0 V auf 500 V erhdht wurde. Neben dem Signal fur die Analyten wurde bei
Erh6éhung von AEMV aber auch das Signal fir den Hintergrund erhdht, sodass auch das
Signal-Rausch-Verhaltnis (SNR) betrachtet werden musste, um festzustellen, welches die
beste Variation war. Fur ein AEMV von 500 V war das Signal am intensivsten sowie auch
das SNR des Ubergangs 408 - 235 m/z am hochsten, sodass dies die optimale Variante
darstellte. Fur ein AEMV von 100 V war eine deutliche Verschlechterung des SNR
eingetreten, woraus geschlossen werden konnte, dass durch eine Erhéhung des AEMV
nicht unbedingt auch eine bessere Empfindlichkeit gegeben war (Tabelle 4).

Tabelle 4: Einfluss des AEMV (electron multiplier voltage) auf die Héhe sowie das Signal-Rausch-
Verhéltnis ( SNR) des Signals . Das AEMV stellt dabei die Spannung dar, die zusatzlich auf den

Elektronmultiplier gegeben wird, um das Signal zu intensivieren. Die optimale Variante ist durch die graue
Unterlegung gekennzeichnet.

AEMV [V] Hohe des Signals SNR
0 580 268,5
100 1258 199,6
200 2492 203,9
500 16002 324,6

Fur eine Dwell-time von 150 ms wurden zwischen 17 — 20 Datenpunkte pro Ubergang

gezahlt, was einen idealen Wert darstellt.
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Beim Vergleich der verschiedenen MS1- bzw. MS2-Resolution Kombinationen war die
Kombination Wide-Widest diejenige, die trotz eines hohen Hintergrundsignals eine hohe

SNR zeigte und somit zum besten Ergebnis flhrte.

Die Optimierung der Quellenparameter wurde, wie in Exp. Teil, C2.5.2.2 beschrieben
durchgefuhrt. Die Analyten konnten am empfindlichsten erfasst werden, wenn die
Kapillarspannung 4000 V und die Nozzle Voltage 500 V betrug. Die Nebulizer-Einstellung
lag bei 35 psi, die Drying Gas Temperatur bzw. der Fluss bei 250 °C bzw. 7 L/min. Die
Sheath Gas Temperatur lag bei 350 °C, der Sheath Gas Fluss bei 10 L/min.

Verglich man das Signal, das mit der Standardmethode fir die ESI Quellenparameter
(Exp. Teil, C2.5.2.2, Tabelle 40) gegenuber den optimierten Einstellungen fur Sitagliptin
(408 > 235 m/z) erreicht wurde, so ist eine Signalintensivierung um den Faktor 43
erreicht worden (Abbildung 29).

1 408 > 235 m/z

Optimierte ESI Quellenparameter

/

Standard ESI Quellenparameter

Abundance

155 16 165 17 175 18 185 19 135 2 205 21 215 22 225 23 235 24 245 25 255 26 265 27 275 28 285 29 2%
Counts vs. Acquisition Time (min)

Abbildung 29: Vergleich der Intensitét des Signals (408 - 235 m/z) fur Sitagliptin, wenn
der Analyt mit den optimierten und den Standard ESI Quellen parametern vermessen
wurde .

Des Weiteren wurde die FlieBmittelzusammensetzung, die einen Einfluss auf die
lonisierbarkeit der Analyten hat, optimiert. Alle bisherigen Versuche wurden mit
5 mM Ammoniumformiatpuffer mit 0,065 % Ameisensdure als wassriger und Acetonitril

als organischer mobiler Phase durchgefuhrt. Als optimal fur Sitagliptin erwiesen sich
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5 mM Ammoniumformiatpuffer, dem 0,065 % Ameisensaure zugesetzt waren, als
wassrigem FlieBmittel  sowie mit  Acetonitril mit  dem Zusatz  von
0,2 % Ameisensaure als organischem FlieBmittel. Mit dieser FlieBmittelzusammensetzung
erhielt man die grof3te Empfindlichkeit des Signals sowie auch das beste Signal-Rausch-
Verhaltnis (Abbildung 30).

"1 408 > 235 m/z

w: 0,065 %:; o: 0,2 %,
SNR: 183,2

2,84 w: 0,065 %; o: 0,1 %,
264 k SNR: 180,7

241 w: 0,05 %; o: 0,2 %,
SNR: 74,5
2.2 w: 0,1 %; o: 0,1 %,
i SNR: 157,0

[0}
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%1‘6-
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Abbildung 30: Einfluss des FlieBmittels auf die Empfindlichkeit der Methode. Die wassrige Phase (w)
war ein 5 mM Ammoniumformiatpuffer mit Ameisensaure in der in % angegebenen Konzentration, die
organische Phase (0) Acetonitril mit Ameisenséure in der in % angegebenen Konzentration. SNR stellte das
Signal-Rausch-Verhéaltnis dar.

Da aus einem Dried-Blood-Spot drei Analyten mit zwei unterschiedlichen analytischen
Methoden quantifiziert wurden, gab es erhebliche Einschrankungen fir die
Injektionsvolumina. Die HPLC-UV Analytik benotigte zum Erreichen eines ausreichenden
LLOQs ein Injektionsvolumen von 100 pL (Allg. Teil, B1.2.2.5). Fir die LC-MS/MS
Analytik sollte somit ein minimales Injektionsvolumen mit hinreichender Nachweisgrenze
ermittelt werden, da fir diese Analytikmethode nur 10 uL Extrakt zur Verfligung standen.
Die Empfindlichkeit des Signals war fir ein Injektionsvolumen von 3 puL aber nur
unwesentlich verringert im Vergleich zu 5 uL, sodass 3 pL gewahlt wurden, um die

Mdglichkeit zu haben, Proben doppelt zu vermessen.

Fur die Quantifizierung des Analyten sollte festgelegt werden, welcher Ubergang als
Quantifier und welcher als Qualifier verwendet wurde. Bei der Vermessung der Proben

war kein wesentlicher Unterschied in der Empfindlichkeit zu sehen (Abbildung 31), sodass
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der Ubergang 408 = 174 m/z als Quantifier und 408 - 235 m/z als Qualifier genutzt

wurde.

x104

184 408 - 235 m/z

144 408 = 174 m/z

Abundance

15 158 16 162 164 166 168 17 172 174 176 178 18 182 184 18 188 19 192 154 1% 138 2 202
Counts vs. Acquisition Time (min)

Abbildung 31: Empfindlichkeit der beiden Ubergénge (408 - 174 m/z und 408 -> 235 m/z) des
Sitagliptins.

Der interne Standard sollte an die Konzentration des Analyten angepasst werden, um ein
moglichst &hnliches Verhalten zu gewahrleisten. Fir die Quantifizierung mittels eines
Tripelquadrupols ist fur den jeweiligen Stoff ein stabiler, isotopenmarkierter interner
Standard zu empfehlen, da dieser die identischen Eigenschaften zeigt [34, 53, 162, 163].
Fur Sitagliptin wurde aus diesem Grund Sitagliptin-d4 verwendet. Beim Vergleich der
vermessenen Verdinnungsreihen (Exp. Teil, C2.5.2.6) war zwischen den verschiedenen
Konzentrationen des internen Standards hinsichtlich der jeweiligen Linearitat der
Probenreihe kein Unterschied sichtbar, sodass Vi;s mit ¢ = 100 ng/mL (0,8 ng/Spot)

Sitagliptin-d4 als internem Standard beibehalten wurde.

1.2.5 Diskussion

Fur Metformin und Kreatinin sind in der Literatur HPLC Methoden beschrieben, bei denen
die Analyse der einzelnen Substanzen auf RP-S&ulen durchgefuhrt wurde [81, 82, 90,
136, 146, 147, 164]. Die Retentionszeiten waren in allen Anwendungen eher kurz (0,59 —
5,5 min), was durch die hohe Hydrophilie der Analyten zu erklaren ist. Aufgrund dessen
konnte eine Trennung der Substanzen auf C18 Saulen nicht erreicht werden und es sind
auch keine Methoden publiziert, die Kreatinin und Metformin auf Umkehrphasen
voneinander trennen. Aus diesem Grund wurde die Hydrophilic Interaction Liquid

Chromatographie (Allg. Teil, B1.2.1.1) gewahlt. Fir dieses Trennprinzip sind sowohl fir
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Metformin [141, 142, 165], als auch fur Kreatinin [166, 167] Methoden zur Quantifizierung
beschrieben. Mit der genutzten Phenomenex Luna® HILIC konnte sehr schnell eine gute
Trennung der Substanzen, mit Retentionszeiten fir Kreatinin, Metformin und dem internen
Standard Phenformin von Rt = 4,4 min, 5,9 min bzw. 5,0 min, erreicht werden. Der Vorteil,
polare Analyten unter Verwendung von Wasser mit Acetonitril als FlieBmittel zu trennen,
wurde in der entwickelten Methode somit ausgenutzt [142]. Auch Sitagliptin als polarer
Arzneistoff war geeignet fiir dieses Trennprinzip (Rt = 1,7 min) und konnte quantifiziert

werden.

Zur Quantifizierung der drei Analyten aus Plasmaproben sind verschiedene Methoden
publiziert. Als Detektoren werden hierbei sowohl MS/MS-Detektoren [141, 143, 147, 161,
168-170], als auch fir Metformin und Kreatinin UV-Detektoren eingesetzt [94, 95, 144,
171]. In dieser Arbeit wurden die Arzneistoffe sowie Kreatinin im Vollblut (Kapillarblut)
quantifiziert. Plasma ist aus analytischer Sicht einfacher zu handhaben als Kapillarblut, da
meist ein groReres Volumen (100 pL — 1 mL) zur Verfigung steht und im Vergleich
weniger stdrende Matrixbestandteile, wie z. B. Hamoglobin vorhanden sind, fur die eine
sehr grundliche Aufreinigung notwendig ist [19, 94, 143, 144, 168, 172]. Da fur
Kapillarblutproben das Probenvolumen im Bereich weniger Mikroliter liegt, werden zur
Analyse sehr empfindliche Methoden bendtigt [23, 27, 50]. Reddy et al. haben 2014
Metformin und Sitagliptin simultan aus Plasma mit Hilfe einer LC-MS/MS-Methode
bestimmt [168]. Fir die gleichzeitige Bestimmung beider Analyte wurde 2011 auch eine
Methode aus humanen Dried-Blood-Spots publiziert [137]. Hierbei wurde eine LDTD
(Laser Diode Thermal Desorption) tandem MS Analytik verwendet. Der LLOQ — Wert in
humanen Proben lag fir Metformin und Sitagliptin jeweils bei 5 ng/mL [137]. Die Methode
war fur Metformin also deutlich empfindlicher als in der vorliegenden Arbeit (0,2 pg/mL;
Allg. Teil, B1.4), was auf die wesentlich unempfindlichere HPLC-UV Analytik
zurtckzufuihren ist. Dieser LLOQ war aber ausreichend, um Patientenproben zu
quantifizieren, da der therapeutische Bereich des Metformins im Vollblut bei 1,3 £ 0,8
mg/L [109] und somit weit Gber dem LLOQ unserer Methode liegt. Der LLOQ - Wert flr
Sitagliptin der entwickelten Methode lag bei 3 ng/mL (Allg. Teil, B1.4) und war somit etwas
empfindlicher als in der von Swales et al. publizierten Methode [137]. FUr Metformin
wurde zudem schon 2006 von AbuRuz et al. eine Dried-Blood-Spot Methode publiziert, in
welcher eine RP-HPLC mit UV-Detektor genutzt wurde [136]. Der LLOQ — Wert lag bei
0,15 pg/mL, was vergleichbar mit dem in der vorliegenden Arbeit ermitteltem LLOQ ist
[136].

Keevil et al. publizierten 2002 eine Methode zur Bestimmung von Kreatinin aus

Kapillarblut mit Hilfe einer LC-MS/MS Analytik, allerdings ohne das Blut vorher zu
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trocknen [173]. Kreatinin wurde hier durch das Messen des Verhdltnisses zwischen
Kreatinin und dem internen Standard d3-Kreatinin quantifiziert, mit einem LLOQ von
2,3 pg/mL (20 pmol/L) [173]. Trotz massenspektrometrischer Detektion erreichten Keevil
et al. keine empfindlichere Methode, als die in vorliegender Arbeit vorgestellte UV-
Detektion. Methoden fir Dried-Blood-Spot Analytik fir Kreatinin sowohl aus Kapillar- als
auch aus venodsem Vollblut wurden ebenfalls publiziert [46, 92, 93]. Koop et al. erreichten
einen LLOQ — Wert von 0,01 mg/dL (0,1 pg/mL) [92], Koster et al. von 1,0 umol/L
(0,11 pg/mL) mit Tritium-markiertem Kreatinin [93]. In beiden Verdéffentlichungen wurde
eine LC-MS/MS-Methode verwendet, sodass die hohe Empfindlichkeit gegentber
vorliegender Methode, die mittels HPLC-UV einen LLOQ — Wert von 1,5 pg/mL (Allg. Teill,
B1.4) erreichte, erklart werden konnte. Da die Normwerte der Kreatininspiegel im Plasma
je nach Messmethode fir Frauen bei 0,47 — 1,17 mg/dL (4,7 — 11,7 pug/mL), fur M&nner
bei 0,55 - 1,44 mg/dL (5,5 — 14,4 ug/mL) liegen [78], was deutlich hoher als der LLOQ der
eigenen Methode ist, war die kleinste zu quantifizierende Konzentration von 1,5 pg/mL
vollkommen ausreichend. Analytische Methoden, die Metformin, Kreatinin und Sitagliptin
gemeinsam aus einer biologischen Matrix quantifizieren, sind nicht publiziert. Mit der hier
entwickelten Methode konnten somit zum ersten Mal Metformin und Sitagliptin als orale
Antidiabetika gleichzeitig mit Kreatinin, einem Marker fir die Nierenfunktion, aus

Kapillarblut quantifiziert werden.

1.3  Vergleich der Dried Blood Spot-Karten und Blott  ing Papier
als Trager des Trockenblutes

1.3.1 Ergebnisse

Um festzustellen, ob die Analyten auf dem Blotting Papier, das in dieser Arbeit als Trager
verwendet wurde, dieselben Eigenschaften aufzeigten, wie auf den fir die DBS-Analyse
eigens dafiir hergestellten, sogenannten Dried-Blood-Spot-Karten (Exp. Teil, C2.1.4),
wurde jeweils eine Kalibriergerade vermessen und diese fur Metformin, Sitagliptin und
Kreatinin miteinander verglichen. Aufgrund von Matrixknappheit wurden die Versuche nur

einmal durchgeftihrt.

Der Vergleich der Steigungen der Kalibriergeraden zeigte, dass diese fur Metformin
zwischen Blotting Papier und den Karten nur zu 69,05 % Ubereinstimmten, fir Kreatinin
sogar nur zu 58,88 %, wobei jeweils die Kalibriergerade auf Blotting Papier die steilere
Steigung aufwies (Abbildung 32). Obwohl bei der Handhabung keine Unterschiede
zwischen Blotting Papier und den DBS-Karten auffallig waren, bewies dies, dass sich
Metformin und Kreatinin darauf unterschiedlich verhielten, sodass die Tragermaterialien

hierfir nicht austauschbar waren. Verglich man die Steigungen der Kalibriergeraden des
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Sitagliptins bezuglich des Tragermaterials miteinander, so war zu erkennen, dass diese
zu 101,11 % ubereinstimmten. Sitagliptin zeigte somit auf beiden Tragermaterialien
identisches Verhalten (Abbildung 32). Daher wurden fir alle weiteren Versuche das

Blotting Papier als Trager fir die Trockenblutspot eingesetzt.
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Abbildung 32: Vergleich der Kalibriergeraden von Metformin, Kreatinin und Sitagliptin jeweils au f

Blotting Papier und DBS-Karten der Firma Perkin-ElIm  er als Tréger der Trockenblutspots.

1.3.2 Diskussion

Es gibt eine Vielzahl von kommerziell erhéltlichen Trockenbluttragern, welche
Unterschiede hinsichtlich ihres Materials und ihrer Eigenschaften, wie z. B. der
Spreitbarkeit oder Porengro3e aufzeigen (Einleitung, A2.2). Auch Trager aus demselben

Material kdnnen sich deshalb unterschiedlich verhalten. Mei et al. publizierten 2001, dass
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die Dried-Blood-Spot Trager dieselben Anforderungen an Prazision und Reproduzier-
barkeit erflllen missen, wie man es auch von Tubes und Kapillarpipetten kennt, die fur
Standardmethoden der Blutabnahme verwendet werden [28]. Nur zwei kommerziell
erhaltliche Cellulose-Trager, Whatman 903 und Ahlstrom 226, sind bisher von der FDA
als Klasse-lIl Medizinprodukt registriert [32]. Luckwell et al. untersuchten 2013 vier
verschiedene Cellulose-basierte Kartentypen mit sechs verschiedenen Analyten
hinsichtlich der Spotgréf3e und den analytischen Daten [32, 174]. Im Gegensatz zu den in
Allg, Teil, B1.3.1 vorgestellten Ergebnissen, dass abhangig vom Analyt die Trager nicht
ausgetauscht werden kénnen, wurden in oben genanntem Versuch keine Unterschiede
festgestellt [174]. Wichtig fur die Etablierung einer Methode zur Quantifizierung von
Analyten aus Dried-Blood-Spots ist somit die Untersuchung des Tragermaterials. Es muss
ein auf den/die Analyten angepasstes Tragermaterial gefunden werden, das eine prazise

und reproduzierbare Analytik ermdglicht.

1.4  Methodenvalidierung

Angelehnt an die Richtlinien der FDA wund der EMA fir bioanalytische
Methodenvalidierung [53, 54] wurde die Messmethode validiert (Einleitung, A2.5).

141  Ergebnisse

1.4.1.1 Unterschiede beim Auftragen des Blutes mit einer Pipette gegenlber einer

Kapillare

In den Quotienten Peakflache Analyt/Peakflache interner Standard, die bestimmt wurden,
wenn das Blut mit Delbrick-Kapillaren (Exp. Teil, C2.7.2) und Eppendorfpipetten
aufgetragen wurden, war weder fir die Mittelwerte der Dreifachbestimmungen fir
Kreatinin, noch fiir Metformin oder Sitagliptin flr eine der gemessenen Konzentrationen
ein Unterschied zu erkennen. Die Ubereinstimmungen der gemessenen Werte reichten
von 91,96 % fur die niedrige Konzentration des Sitagliptins bis hin zu 107,24 % fur die
hohe Konzentration des Kreatinins (Tabelle 5). Aus diesem Grund konnte das Blut fir die
Validierung, wie auch fir die Kalibriergeraden zur Quantifizierung mit Eppendorfpipetten

gespottet werden.
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Tabelle 5: Ergebnisse des Ve rgleichs Auftragen des Blutes mit einer Delbriick -Kapillare im Gegensatz
zum Auftragen mit einer Eppendorfp ipette fir Metformin, Kreatinin und  Sitagliptin . Gezeigt sind die
jeweiligen Mittelwerte (MW) (z Standardabweichung (SD)) (n = 3) der Quotienten Flache Analyt/Flache IS.

. Quotient Peakfliche (Analyt/interner Standard)
Blutkonzentration

(MW % SD)

[ug/m] Eppendorfpipette Delbriick-Kapillare
Metformin 0,2 0,032 £ 0,002 0,033 £ 0,002
5,0 2,315+0,136 2,241 £ 0,064
Kreatinin 1,5 0,883 £ 0,010 0,835 + 0,052
11,5 3,680+0,175 3,947 £ 0,243
Sitagliptin 0,003 0,347 £0,010 0,319 £ 0,030
0,400 28,142 + 0,790 27,518 £ 0,516

1.4.1.2 Selektivitat

Bei keinem der sechs getesteten Einzelspender zeigte sich eine Uberlagerung der
Signale der Analyten und auch keine Uberlagerung der Analytsignale mit Signalen aus
der Matrix. Beispielhaft sind nachfolgend fur einen Einzelspender anhand einer Blank-,
einer Lower Limit of Quantification (LLOQ)- (Exp. Teil, C2.7.5) und einer High Quality
Control (QC)-Probe Chromatogramme, sowohl fiir die HPLC-UV, als auch die LC-MS/MS
Methode dargestellt (Abbildung 33; Abbildung 34).
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Abbildung 33: Selektivitat fur Metformin und Kreatinin. Dargestellt ist fur einen Einzelspender eine Blank

Probe (A), eine LLOQ-Probe (B) und eine High QC-Probe (C). Die Signale der Analyten Kreatinin und
Metformin und des internen Standards Phenformin zeigten dabei keine Uberlagerung mit den jeweilig
anderen Signalen bzw. mit Signalen aus der Matrix. Die Proben wurden mittels HPLC-UV Analytik bestimmt.
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Abbildung 34: Selektivitat fur Sitagliptin.  Dargestellt ist fur einen Einzelspender eine Blank Probe (A/D),
eine LLOQ-Probe (B/E) und eine High QC-Probe (C/F) fur Sitagliptin (A/B/C) und Sitagliptin-d4 (D/E/F). Die
Signale des Sitagliptins und des internen Standards zeigten keine Uberlagerung mit Matrixbestandteilen und
die Methode gilt somit als selektiv. Die Proben wurden mittels LC-MS/MS Analytik bestimmit.

1.4.1.3 Kalibrierfunktion

Linearitat

Die Metforminkonzentration war tUber den Bereich von 0,2 pg/mL bis 5 pg/mL, Kreatinin
von 1,5 pg/mL bis 15 pg/mL und Sitagliptin von 3 ng/mL bis 1000 ng/mL linear (Abbildung
35).

Der Mittelwert (+ SD; n = 5) der Steigung fur Metformin lag bei 0,260 + 0,03, fur Kreatinin
bei 0,202 + 0,03 und fur Sitagliptin bei 0,044 + 0,003. Der Korrelationskoeffizient
(x Standardabweichung; n = 5) fir Metformin, Kreatinin bzw. Sitagliptin war 0,998 + 0,002,
0,996 + 0,001 bzw. 0,999 + 0,0004.
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Abbildung 35: Kalibriergeraden fir Metformin, Kreat inin und Sitagliptin.  Die Punkte sind die berechneten
Mittelwerte (+ Standardabweichung) aus den Einzelbestimmungen (n = 5).

Lower Limit of Quantification (LLOQ)

Die niedrigsten Konzentrationen der Analyten, die die Kriterien fur den LLOQ (Einleitung,
A2.5.3) erfillten, waren fur Metformin 0,2 pg/mL, fir Kreatinin 1,5 pg/mL und fir
Sitagliptin 3 ng/mL (Tab. Anhang, D1.2.1).

1.4.1.4 Richtigkeit

Fur Metformin resultierte eine intraday Richtigkeit von 85,36 - 114,97 %, fir Kreatinin von
84,4 — 114,92 %. Die interday Richtigkeit dagegen variierte fir Metformin von
97,09 — 102,03 % und fir Kreatinin von 98,95 — 102,5 %. Fur Sitagliptin lag die intraday
Richtigkeit zwischen 87,48 — 113,73 % und die interday Richtigkeit zwischen
93,89 — 109,50 % (Tab. Anhang, D1.2.2, D1.2.3, D1.2.4).

1.4.1.5 Prazision

Fur die intraday Prazision, die als relative Standardabweichung (RSD) ausgedriickt wird,
wurden fur Metformin bzw. fir Kreatinin Werte von 3,9 — 9,7 % bzw. 4,02 — 9,58 %
bestimmt. Die interday Prazision reichte von 1,25 — 4,39 % bzw. von 2,04 — 4,47 %. Fur
Sitagliptin lag die intraday Prazision zwischen 1,2 — 8,85 %, die interday Prazision
zwischen 1,48 — 8,31 % (Tab. Anhang, D1.2.2, D1.2.3, D1.2.4).
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1.4.1.6 Wiederfindung, Extraktionseffizienz und Carry-over

Die mittlere Wiederfindung fur Metformin, Kreatinin bzw. Phenformin lag bei
10,56 + 0,59 %, 12,13 + 0,93 % und 10,35 + 1,24 % (n = 15; n = 5 fur Phenformin). Die
Extraktionseffizienz wurde berechnet zu 10,93 + 0,59 %, 11,81 * 0,17 % und
10,89 + 1,01 % (n = 15; n = 5 fur Phenformin). Fir Sitagliptin war die mittlere
Wiederfindung 6,25 + 0,93 %, fir Sitagliptin-d4 6,83 + 0,83 % (n = 20; n = 5 fir
Sitagliptin-d4). Die Extraktionseffizienz lag fir die beiden Stoffe bei 4,59 + 0,49 % bzw.
2,77 £ 0,39 % (n = 20; n = 5 fur Sitagliptin-d4). Die Werte waren zwar sehr niedrig,
erfillten aufgrund ihrer Prazision und Reproduzierbarkeit aber alle gegebenen Kriterien
(Einleitung, A2.5.5, Tab. Anhang, D1.2.5).

Weder fur einen der Analyten, noch flr deren internen Standards war ein Verschleppen

der Probe in die nachfolgende Injektion zu beobachten, sodass kein Carry-over vorlag.

1.4.1.7 Robustheit

Die Robustheit wurde in vorliegender Messmethode hinsichtlich des Verpackens der
Spots in nassem Zustand getestet. Die Richtigkeit lag fur alle Analyten in einem Bereich
zwischen 85 — 115 %, die Prazision bei < 10 %, womit die Methode gegeniber dem
getesteten Einfluss als robust galt (Tabelle 6) (Tab. Anhang, D1.2.6).

Tabelle 6: Robustheit von Metformin, Kreatinin und Sitagliptin. Dargestellt sind die Mittelwerte (n = 5) der
Richtigkeit und Prazision der nicht vollstandig getrockneten Qualitatskontrollproben.

Stoff Richtigkeit [%] Prazision [%]

Metformin 104,75 2,79
Kreatinin 97,61 7,31
Sitagliptin 97,71 9,28

1.4.1.8 Matrixeffekte

Die Matrixeffekte (ME) (Einleitung, A2.5.7) wurden bestimmt, indem fur Sitagliptin und den
internen Standard fir 6 Einzelmatrizes und auch fir gepooltes Blut (aus 10
Einzelmatrizes) der Matrixfaktor (MF) und der auf den internen Standard normalisierte

Matrixfaktor (MFIS) bestimmt wurden.

Fir die 6 individuellen Blutmatrizes wurden ein MFIS von 87,45 — 133,31 % gefunden. Die
RSD des MFIS der Einzelmatrizes betrug dabei 6,64 % und entsprach somit den
Akzeptanzkriterien (Exp. Teil, C2.7.11). Fur gepooltes Blut fand sich ein Mittelwert des
MFIS von 98,67 % (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Matrixeffekte fur Sitagliptin im Blut vo n sechs verschiedenen Einzelspendern in zwei
Konzentrationen (n = 3) und im gepooltem Blut aus z  ehn Einzelmatrizes (n = 5). Die Division des
Matrixfaktors (MF) des Sitagliptins durch den des internen Standards, ergab den auf den internen Standard
normalisierten Matrixfaktor (MFIS).

Einzelspender Konzentration [ng/mL] MF (Sitagliptin) [%] MF (IS) [%] MFIS [%]

#1 0,80 95,52 92,65 103,10
#2 0,80 90,30 83,24 108,48
#3 0,80 89,38 85,47 104,57
#4 0,80 88,88 90,49 98,22
#5 0,80 70,59 64,84 108,87
#6 0,80 87,14 81,98 106,30
#1 106,67 82,88 90,11 91,98
#2 106,67 79,90 86,63 92,24
#3 106,67 84,16 88,34 95,27
#4 106,67 84,52 90,30 93,60
#5 106,67 43,77 47,81 91,55
#6 106,67 58,36 62,69 93,10
gepooltes Blut

0,80 112,79 114,09 98,86

106,67 102,77 104,35 98,49

1.4.1.9 Stabilitat

Stammlésungsstabilitat

Die Stammldsungsstabilitdt wurde fir eine bzw. mehrere Konzentrationen der Analyten
unter verschiedenen Bedingungen bestimmt. Ein Probenset wurde direkt nach der
Herstellung, ein weiteres nach 24 h Lagerung bei Raumtemperatur und ein drittes nach
einem Gefrier-Tau-Zyklus (-25 °C) vermessen. Die Stammldsungen von Metformin,
Kreatinin und Phenformin waren in allen Konzentrationen unter allen Bedingungen stabil
(Tabelle 8).

Tabelle 8: Stammldsungsstabilitdt von Metformin, Kr eatinin und Phenformin bei verschiedenen

Konzentrationen (n = 5). Die Stabilitdt wurde bei Raumtemperatur (RT) flr 24 h sowie nach einem Gefrier-
Tau-Zyklus (-25 °C) getestet.

. Area (24 h, RT)/Area Area (Gefrier-Tau-Zyklus)/Area
c(Stammlo6sung)

(frisch hergestellt) (frisch hergestelit)
[ng/mL] _ _
MW + SD (n = 5) MW + SD (n = 5)
Metformin 1000 1,01+0,01 1,02 +0,01
100 1,03 + 0,01 1,01+ 0,01
Kreatinin 1000 1,02 £ 0,02 1,02 +0,01
Phenformin 1000 1,01 +£0,01 1,01 +£0,01
100 1,01 +0,03 1,03 +£0,04
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Die Stammldsungen von Sitagliptin-d4 waren in allen Konzentrationen unter allen
Bedingungen (direkte Messung, RT fur 24 h, Gefrier-Tau-Zyklus) stabil. Die von Sitagliptin
mit der Konzentration von 1 mg/mL war bei Lagerung Uber 24 h bei Raumtemperatur nicht
stabil, fur alle anderen Bedingungen dagegen schon (Tabelle 9).

Tabelle 9: Stammldsungsstabilitst wvon Sitagliptin  u nd Sitagliptin-d4 bei verschiedenen

Konzentrationen (n = 5). Die Stabilitdt wurde bei Raumtemperatur (RT) flr 24 h sowie nach einem Gefrier-
Tau-Zyklus (-25 °C) getestet.

Area (24 h, RT)/Area Area (Gefrier-Tau-Zyklus )/Area

c(Stammidsung) (frisch hergestellt) (frisch hergestellt)

[ug/ml] MW £ SD (n = 5) MW + SD (n = 5)
Sitagliptin 1000 0,66 + 0,02 0,98 + 0,03

100 1,00 + 0,04 0,96 + 0,03

10 0,96 + 0,03 1,00 0,01

1 0,92 + 0,09 1,11+0,06
Sitagliptin-d4 1000 1,11+0,05 1,13+ 0,05

1 0,97 + 0,06 1,08+0,10

Kurzzeitstabilitat

Die Proben wurden fir die Trocknungsdauer (drei Stunden) bei Raumtemperatur offen
gelagert. Nach den drei Stunden wurden sie in Plastiktiten verpackt, die Silica Gel
Trockenmittelbeutel enthielten, um fir die Zeitdauer bis zur Vermessung aufbewahrt zu
werden. Da wahrscheinlich nicht fiir jede Probe die Zeit genau eingehalten werden wiirde,
sollte getestet werden, ob die Proben stabil blieben, wenn sie Uber 24 Stunden bei
Raumtemperatur und ohne Trockenmittel gelagert wurden. Es wurden die berechneten
Konzentrationen der Proben, die nach drei Stunden extrahiert wurden verglichen mit
denen, die 24 Stunden offen gelagert wurden und mit denen, die nach den drei Stunden
mit Trockenmittel verpackt wurden. So war zu erkennen, ob die Zeiten aufgrund von
Stabilitatsproblemen exakt eingehalten werden mussten oder ob geringfligige

Schwankungen toleriert werden konnten.

Sowohl fur Metformin, als auch fur Kreatinin unterschieden sich die drei getesteten
Variationen nicht. Die Richtigkeit bewegte sich in einem Rahmen von
91,43 — 111,37 %, die Préazision von 1,58 — 8,57 % (Tab. Anhang, D1.2.7, D1.2.8), womit
alle Werte in den angegebenen Grenzen lagen und die Proben somit als stabil angesehen
werden konnten. Auch fiur Sitagliptin war zwischen den getesteten Varianten kein
Unterschied ersichtlich. Die Richtigkeit reichte von 89,33 - 112,81 %, die Prazision von
0,94 - 8,50 % (Tab. Anhang, D1.2.9). Fur die Quantifizierung der Analyten bedeutete dies,

dass die Proben Uber eine Dauer von 24 Stunden sowohl mit Trockenmittel als auch bei
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Raumtemperatur an der Luft gelagert werden konnten, ohne dass ein Unterschied in den

berechneten Konzentrationen auftrat.

Autosamplerstabilitat

Nach der Extraktion standen die Proben bis zur Vermessung bis zu 12 Stunden im
Autosampler. Uber diesen Zeitraum hinweg mussten die Analyten darin stabil bleiben.
Aus diesem Grund wurde eine Probenreihe direkt nach der Extraktion vermessen und
eine zweite erst nach 24 Stunden Lagerung im Autosampler. Die Richtigkeit und Prazision
fur Kreatinin und Metformin, die bei 10 °C im Autosampler verblieben, reichten von
95,38 — 111,82 % bzw. von 0,47 — 9,83 %. Auch nach 24 Stunden im Autosampler waren
die Analyten noch in derselben Konzentration vorhanden. Aus diesem Grund stellte es
kein Problem dar, die Proben bis zu 24 Stunden im Autosampler zu lagern (Tab. Anhang,
D1.2.7, D1.2.8). Sitagliptin, das bei Raumtemperatur im Autosampler gelagert wurde,
erreichte eine Richtigkeit und Prazision von 92,94 — 107,46 % bzw. von 2,42 — 9,84 %.
Auch hier war der Analyt nach 24 Stunden Verbleib im Autosampler noch in derselben
Konzentration vorhanden wie direkt nach der Extraktion, weshalb es auch hier nicht mit
QualitatseinbuRen zu rechnen war, wenn die Proben bis zu 24 Stunden im Autosampler
aufbewahrt wurden (Tab. Anhang, D1.2.9).

Langzeitstabilitat

Um zu gewahrleisten, dass die Proben von der Abnahme des Blutes am Patienten bis zur
Analyse stabil blieben, wurde die Stabilitat unter verschiedenen Bedingungen Uber einen
Zeitraum von vier Wochen getestet. Die Richtigkeit von Metformin, Kreatinin und
Sitagliptin lag zwischen 85 — 115 %, die Prazision < 15 % (Tab. Anhang, D1.2.10).
Basierend auf diesen Daten konnten die Proben bis zur Analyse bis zu vier Wochen
sowohl bei Raumtemperatur, als auch bei 4 °C gelagert werden, ohne dass das

Messergebnis verfalscht wurde.

Fur Sitagliptin wurde aufgrund dessen, dass als Messmethode eine zur Routineanalytik
weniger zugangliche LC-MS/MS Methode verwendet wurde, auch die Stabilitat bei einer
Lagerung der Spots fur 3 Monate bei -80 °C getestet. Die Richtigkeit lag zwischen
92,77 — 111,92 %, die Préazision war < 15 % (Tab. Anhang, D1.2.11). Die Proben fur
Sitagliptin konnten dementsprechend Uber einen Zeitraum von 3 Monaten bei -80 °C

gelagert werden, ohne dass es zu einem Abbau der Substanz kam.

1.4.2 Diskussion

Fur die Validierung von analytischen Methoden aus Trockenblutproben wird empfohlen,

die fur Methoden aus fliissigen, biologischen Proben um einige Parameter zu erweitern
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(Einleitung, A2.5) [44]. Vieles erlbrigte sich fur die hier entwickelte Methode aufgrund der
Verwendung des gesamten Spots. Somit waren Versuche zur Spothomogenitat, zum
Hamatokrit bzw. dem Blutvolumen im Punch und dem Spot-to-Spot Carry-over
Uberflissig. Der Einfluss der Hamolyse wurde ebenfalls nicht untersucht, da durch das
Aufbrechen der Zellen im Ultraschallbad davon ausgegangen wurde, dass der gesamte
Arzneistoff, der sich inner- und aul3erhalb der Zellen befand, freigesetzt wurde. In diesem

Fall machte es keinen Unterschied, ob das Blut schon vor dem Auftragen hamolysiert war.

Die entwickelte Methode wurde in Anlehnung an die Richtlinien der European Medicines
Agency (EMA) und der Food and Drug Administration (FDA) fir bioanalytische
Methodenvalidierung vollstandig validiert [53, 54]. Zusatzlich wird auch eine Kklinische
Validierung empfohlen. Hierbei sollten die in den DBS-Proben gefundenen
Konzentrationen mit denen aus vendsen Proben verglichen werden [21, 32]. Fir Kreatinin
wurde dies durchgefuihrt (Allg. Teil, B3.2.2), fur Metformin und Sitagliptin war dies

aufgrund der Fragestellung der vorliegenden Arbeit (Einleitung, A5) nicht notwendig.

Kritisch ist die Extraktionseffizienz aus Dried-Blood-Spot Proben. Laut FDA muss diese
nicht bei 100 % liegen, sie muss nur prazise und reproduzierbar sein [54]. Bei
Trockenblutproben besteht die Gefahr, dass die Analyten im Trager zuriickbleiben [44].
Auch in unserer Methode ist die Extraktionseffizienz und Wiederfindung sehr niedrig (Allg.
Teil, B1.4.1.6), aber bezuglich der Prazision und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sind
alle Kriterien nach der Richtlinie der FDA erflllt (Einleitung, A2.5.5). AbuRuz et al.
erreichten fur Metformin eine Wiederfindung von 84,0 % bis 86,5 %, allerdings wurde hier
als Extraktionsmittel 60 % Methanol verwendet, was sich in der eigenen Untersuchung
aber als ungeeignetes Extraktionsmittel darstellte [136]. Die niedrige Wiederfindung in
unserer Methode kann begriindet sein in der Verwendung von Acetonitril mit
Ameisensaure als Extraktionsmittel. Acetonitril war zu unpolar, um die Analyten besser zu
extrahieren. Die Versuche haben aber gezeigt, dass unter Verwendung von hydrophileren

Extraktionsmitteln der Extrakt stark mit Hamoglobin verunreinigt war (Allg. Teil, B1.2.2.3).

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Analytik von Dried-Blood-Spot Proben ist das
Auftragen bzw. Zugeben des internen Standards [26]. In der Regel wird dieser mit dem
Extraktionsmittel zugegeben [32, 44, 52]. Allerdings muss man bedenken, dass bei
diesem Vorgehen der interne Standard nicht alle gewlnschten Funktionen erfullt, er
kompensiert nicht die Variation der Extraktion aus dem Filterpapier [44]. Mittlerweile gibt
es mehrere Ansatze zum Aufbringen des internen Standards (Einleitung, A2.4). In dem in
dieser Arbeit gewdhltem Ansatz, den internen Standard auf den DBS mit Hilfe einer
Pipette aufzutragen und trocknen zu lassen, bevor Extraktionsmittel zugegeben wird,

wurde bei der Extraktion somit die Variation, die der Analyt beim Wiederauflésen aus der
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Matrix und dem Trager zeigte, korrigiert. Dieses Vorgehen war nur praktikabel, da der

gesamte Spot extrahiert wurde.

Die Quantifizierung von Kreatinin stellte eine weitere Herausforderung dar, da Kreatinin
eine endogen im Blut vorkommende Substanz ist [75] und es somit praktisch unmdglich
war, Kreatinin-freies Blut zu erhalten. Laut der EMA gibt es die Mdglichkeit, das Erstellen
der Kalibriergeraden aus sogenannten Hilfsmatrizes, wie zum Beispiel Proteinpuffer oder
dialysiertem Serum durchzufiihren [53]. In diesem Fall wurde darauf verzichtet, da neben
Kreatinin mit Metformin und Sitagliptin zwei weitere nicht-endogene Analyte quantifiziert
werden sollten. Um fiir Metformin und Sitagliptin prazise Ergebnisse zu bekommen, wurde
Vollblut einer Hilfsmatrix vorgezogen. Aus diesem Grund wurde entschieden, die
Peakflache des endogenen Kreatinins von der gesamtdetektierten Flache des Kreatinins
abzuziehen, um nur die des zugegebenen Kreatinins zu erhalten. Eine dhnliche Strategie
wurde auch 2015 von Koster et al. angewandt [93]. Mit diesem Vorgehen wurde auch das
Problem der unterschiedlichen Matrixeffekte (Puffer vs. Vollblut), die in der LC-MS/MS

Analytik eine grof3e Rolle spielen (Einleitung, A2.5.7), sehr stark vermindert.

Die Methode wurde somit erfolgreich mit dem Ziel, die gro3tmogliche Empfindlichkeit zu
erreichen, entwickelt. Anschlielend wurde sie nach aktuellen Leitlinien voll validiert,
Abweichungen der vorgegebenen Empfehlungen (z. B. Verwenden einer Surrogatmatrix)

wurden wissenschaftlich begriindet.

2 Klinische Studien

2.1 Basisstudie

Die Kklinische Basisstudie zur ,Erhebung von Populationsdaten zu Kapillarblut-
konzentrationen von Kreatinin und renal eliminierter Antidiabetika® wurde in
Zusammenarbeit mit der Praxis Dr. med. Stephan Zieher und Dr. med. Edwin Albert,
Arzte der Allgemeinmedizin und Diabetologie in Marktheidenfeld durchgefiihrt. Dort
wurden 70 Patientenproben gewonnen (Exp. Teil, C3.1), von denen 34 Proben von
weiblichen, und 36 Proben von mannlichen Patienten stammten. Das Durchschnittsalter
der Patienten lag bei 64,63 + 12,01 Jahren (32 — 86 Jahre), der Body-Mass-Index (BMI)
lag im Schnitt bei 29,95 + 6,00 kg/m? (19,84 — 54,69 kg/m?) und der mittlere Abstand zur
letzten Medikamenteneinnahme vor der Blutabnahme lag bei 524 Minuten (30 — 1380
min). Neben den genannten Parametern wurden fir jeden Patienten auch Daten zu den
neben Metformin und/oder Sitagliptin eingenommenen Arzneimitteln, der Kreatinin-

konzentration im Plasma, dem Hamatokrit, dem Glukosespiegel und dem HbA;.-Wert
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erhoben. In dieser Studie nahmen 67 Patienten Metformin ein, Sitagliptin wurde von 37

Patienten eingenommen (Abbildung 36).

Basisstudie Feldstudie

70 Patienten 84 Patienten
Ausgeschlossen: 2

Einnahme Metformin: 67 Einnahme Metformin: 72

Einnahme Sitagliptin: 37 Einnahme Sitagliptin: 32

Abbildung 36: Schema der Medikamenteneinnahme der Patienten der klinischen Studien. In der
Basisstudie wurde Metformin von 67 und Sitagliptin von 37 Patienten eingenommen, in der Feldstudie (Allg.
Teil, B2.2) wurden 2 Patienten aufgrund eines zu geringen Probenvolumens von der Studie ausgeschlossen.
Von den ubrigen 82 Patienten nahmen 72 Metformin und 32 Sitagliptin ein.

2.2 Felds tudie

In Zusammenarbeit mit 14 verschiedenen o6ffentlichen Apotheken wurde die ,Klinische
Studie zur Erhebung von Populationsdaten zu Kapillarblutkonzentrationen der renal
eliminierten, oralen Antidiabetika Metformin und Sitagliptin und Bestimmung der
Nierenfunktion mittels Dried-Blood-Spot Analytik“ durchgefuhrt. Es wurden 84
Patientenproben gewonnen (Exp. Teil, C3.2). Aufgrund eines zu geringen
Probenvolumens mussten zwei der Proben von der Studie ausgeschlossen werden,
sodass 82 Patienten mit in die Auswertung eingingen, von denen 38 Proben von
weiblichen, und 44 Proben von mannlichen Patienten stammten. Das Durchschnittsalter
der Patienten lag bei 69,02 + 11,20 Jahren (35 — 88 Jahre), der Body-Mass-Index lag im
Schnitt bei 30,43 + 5,06 kg/m? (20,07 — 42,22 kg/m?) und der mittlere Abstand zur letzten
Medikamenteneinnahme vor der Blutabnahme lag bei 366 Minuten (35 — 1545 min).
Neben den genannten Parametern wurde der Medikationsplan jedes Patienten
ausgewertet. Metformin wurde von 72 und Sitagliptin von 32 Patienten eingenommen
(Abbildung 36).

2.2.1 Diskussion

Unseres Wissens wurden bisher keine Studien, die Trockenblutproben aus dem

ambulanten Bereich analysieren, initiiert und durchgeftihrt. Die von uns durchgefihrte

86



2 Klinische Studien

Studie war somit die erste Studie dieser Art. In Feldstudien, die zum Ziel haben Daten
einer moglichst breit gefacherten Population zu erhalten, ist es sinnvoll Apotheken
miteinzubeziehen, da sie einen der wichtigsten Anlaufpunkte fir die Patienten darstellen.
In Apotheken konnen leichter Daten unter Alltagsbedingungen erhalten werden als in
Arztpraxen, da sich hier sowohl Patienten, die ihre Medikamente regelméaRig einnehmen,
als auch Patienten, die sie nur unregelmaflig einnehmen und zudem Patienten mit
unterschiedlichen Komorbiditaten treffen. Vielen Patienten fallt zudem der Gang in die
Apotheke leichter als zum Arzt, sodass auch Personen, die einen Arztbesuch scheuen,
erreicht werden kénnen. Neben den wissenschaftlichen Vorteilen birgt die Teilnahme der
Apotheken an gro3 angelegten Feldstudien noch einen weiteren Vorteil. Die Rolle des
Apothekers kann weiter gestarkt werden, indem den Patienten signalisiert wird, dass das
Interesse an einer guten Therapie sehr grof3 ist und dass stetig etwas daflr getan wird,

diese weiter zu verbessern.
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3  Abschéatzung der Nierenfunktion mit Hilfe der
Kreatininkonzentration aus Dried Blood Spots

3.1 Bestimmung der Kreatininkonzentration in
Patientenproben der klinischen Studien

3.1.1 Basisstudie

In allen 70 Studienproben konnte die Kreatininkonzentration bestimmt werden. Die Werte
der einzelnen Patienten schwankten dabei zwischen 4,12 pg/mL und 15,58 pg/mL
(MW £ SD 8,35 + 2,31 pg/mL, Median 7,77 pg/mL) (Tabelle 10).

Tabelle 10: Kreatininkonzentration im Kapillarblut der 70 Studienproben der Basisstudie.

Ciapillarbiut(Kreatinin) Ckapillarbiut(Kreatinin) Ciapillarbiut(Kreatinin)
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]

1 6,98 25 5,42 49 10,81
2 6,98 26 7,75 50 9,55
3 10,25 27 7,13 51 7,05
4 6,47 28 6,77 52 7,28
5 11,07 29 7,80 53 8,66
6 9,29 30 9,16 54 6,97
7 7,39 31 7,27 55 13,48
8 6,27 32 9,72 56 6,32
9 9,53 33 9,54 57 6,51
10 6,77 34 7,39 58 7,54
11 9,99 35 5,79 59 9,62
12 7,20 36 9,51 60 7,19
13 11,72 37 5,91 61 6,01
14 10,92 38 8,40 62 9,39
15 12,85 39 4,12 63 10,32
16 12,81 40 9,83 64 8,29
17 8,20 41 9,34 65 15,58
18 4,33 42 6,81 66 6,83
19 7,01 43 6,04 67 7,37
20 5,59 44 6,40 68 9,41
21 7,83 45 9,48 69 9,36
22 9,31 46 6,44 70 15,44
23 6,55 47 10,47

24 8,48 48 5,49
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3.1.2 Feldstudie

In 78 Studienproben konnte die Kreatininkonzentration bestimmt werden. In den vier nicht
guantifizierten Proben konnte Kreatinin aufgrund einer fehlerhaften Chromatographie nicht
ermittelt werden. Die Werte der einzelnen Patienten schwankten zwischen 5,26 pg/mL
und 32,91 pg/mL (MW £ SD 11,47 + 3,94 ug/mL, Median 11,04 ug/mL) (Tabelle 11).

Tabelle 11: Kreatininkonzentration im Kapillarblut der 78 Studienproben der Feldstudie.

Crapillarblut(Kreatinin) Crapillarbiut{Kreatinin) Crapillarbiut(Kreatinin)
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
1 5,74 29 10,49 58 8,73
2 10,92 30 10,22 59 6,77
3 10,21 31 12,05 60 10,78
4 9,64 32 6,07 62 14,10
6 13,37 33 11,92 63 6,80
7 7,28 34 5,26 64 8,37
8 9,49 35 19,85 65 10,23
9 7,36 36 14,00 66 7,65
10 9,13 37 9,70 67 6,53
11 13,44 38 9,20 68 7,45
12 13,19 40 12,79 69 14,38
14 11,33 41 10,23 70 9,65
15 10,84 42 17,05 71 32,91
16 14,91 43 18,64 72 7,73
17 13,57 44 14,75 73 11,91
18 13,28 45 10,00 74 13,45
19 12,07 46 16,47 75 6,37
20 14,85 48 12,22 76 8,60
21 13,57 49 11,10 77 11,67
22 12,43 50 12,36 78 13,18
23 8,05 51 10,98 79 13,09
24 13,90 52 5,60 80 14,60
25 14,96 53 10,50 81 10,80
26 14,06 54 7,03 82 9,42
27 14,74 55 7,97 83 12,28
28 13,66 57 10,30 84 14,64

3.2  Ermittlung eines Korrelationsfaktors fur Kreati nin zur
Berechnung der Nierenfunktion

3.2.1  Hintergrund

In dieser Arbeit sollte aus Trockenblutproben die Nierenfunktion abgeschéatzt werden,

welche tber die Formel nach Cockcroft und Gault berechnet werden soll (Einleitung, A5).
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Die dartber berechnete Kreatininclearance ist allerdings nur valide, wenn die
Serumkonzentration des Kreatinins zur Berechnung verwendet wird [96]. Aus den
Trockenblutspots wird aber die Kreatininkonzentration im Kapillarblut bestimmt. Ob diese
mit der Konzentration im Plasma Ubereinstimmt, lasst sich mithilfe eines Bland-Altman
Plots darstellen. In diesem Plot, bei dem die Differenz der durch zwei unterschiedliche
Verfahren gemessenen Parameter fir jede Probe ermittelt und gegen den Mittelwert
desselben aufgetragen wurde, konnten systematische Abweichungen und Ausreil3er
beurteilt werden. Dies wird vor allem zum Vergleich der Ubereinstimmung zweier
Messmethoden verwendet [175]. Der aus den ersten 45 Patientenproben erstellte Plot,
zeigte eine Differenz der Messergebnisse beim Vergleich der Plasma- gegentber der
Kapillarblutkonzentration des Kreatinins im Mittel von 0,79 pg/mL (Abbildung 37, Linie A).
Dieser Wert war deutlich von Null verschieden, was zeigte, dass die Ergebnisse beider
Verfahren nicht austauschbar waren. Somit ist es nicht moglich, aus den
Kapillarblutkonzentrationen des Kreatinins ohne Korrektur die Nierenfunktion
abzuschéatzen. Es sollte daher ein Korrelationsfaktor bestimmt werden, um die aus den
Dried Blood Spots erhaltenen Kapillarblutkonzentrationen in Plasmakonzentrationen

umrechnen zu kénnen und die Nierenfunktion korrekt abschatzen zu konnen.
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Abbildung 37: Bland-Altman Plot zum Vergleich der i m Plasma und Kapillarblut gemessenen
Konzentrationen an Kreatinin in 45 Patientenproben. Die mit A bezeichnete Linie stellt den Mittelwert der

Differenzen der Messergebnisse dar, die mit B und C bezeichneten Linien stellen jeweils den
Mittelwert + 1,96 - Standardabweichung der Differenzen dar. Somit liegen 95 % aller Differenzen der
Plasmakreatininkonzentration und Kapillarblutkreatininkonzentration innerhalb dieser Grenzen (B und C).
Durch die Abweichung des Mittelwerts der Differenzen (Linie A) von Null ist zu sehen, dass die
Konzentrationen nicht Gibereinstimmen, die Messmethoden also nicht ausgetauscht werden kénnen.

3.2.2  Korrelation zwischen der Kapillarblut- und Pl  asmakonzentration des

Kreatinins

3.2.2.1 Ermittlung eines Korrelationskoeffizienten

Zur Aufstellung des Korrelationsfaktors Fenw zur Umrechnung der Kapillarblut-
konzentration in die Plasmakonzentration des Kreatinins wurden 45 Patientenproben
herangezogen (,Entwicklungsset®), deren Kapillarblutkonzentrationen an Kreatinin in
einem DBS bestimmt wurden. Diese wurden in Relation gesetzt zu der jeweiligen
Serum-/Plasmakonzentration, die von der Arztpraxis, von deren Patienten die Proben
stammten, Ubermittelt wurden. Der anschlielende Vergleich der individuellen Faktoren
Ckapilarbiut(Krea)/Ceiasma(Krea) verdeutlichte, dass die Werte zwar variierten, aber die
Schwankung mit einer relativen Standardabweichung von 11,80 % gering war, sodass
man von einem konstanten Verhaltnis ausgehen konnte und somit die Mdglichkeit
gegeben war, die Kapillarblutkonzentrationen (ber einen Faktor in die

Serum-/Plasmakonzentration umzurechnen (Abbildung 38).
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Abbildung 38 : Verhaltnisse der Kreatininkonzentration im Kapill arblut zu der im Plasma fir die 45
Patienten, die zur Ermittlung des Korrelationskoeff izienten zur Umrechnung der Kapillarblut- in die
Plasmakonzentration des Kreatinins herangezogen wur  den. Fur den Mittelwert (MW) (n = 45) wurde die
Standardabweichung angegeben.

Der aus den 45 Proben ermittelte Faktor Ckapiarbiui(Krea)/Cpiasma(Krea) betrug 0,918 + 0,108
(MW = SD). Durch diesen Wert musste die gemessene Kapillarblutkonzentration von
Kreatinin dividiert werden, um die entsprechende Plasma-/Serumkonzentration zu
erhalten. Um  sicherzugehen, dass die Uber diesen Faktor in die
Serum-/Plasmakonzentrationen  umgerechneten  Kapillarblutkonzentrationen  des
Kreatinins mit den gemessenen Serum-/Plasmakonzentrationen ubereinstimmten, sollte

der Faktor verifiziert werden.

3.2.2.2 Verifizierung des Korrelationskoeffizienten

Fur die Bestatigung des Faktors wurden 25 Patientenproben verwendet
(,Verifizierungsset®), deren Kapillarblutkonzentrationen bestimmt und anschlielend
mithilfe des Faktors Fenw = Ckapilabiui(Krea)/Cpiasma(Krea) = 0,918 in die Plasma-
konzentrationen umgerechnet wurden.

Mittels eines verbundenen t-Testes wurde geprtft, ob die Mittelwerte der jeweiligen durch
die verschiedenen Methoden erhaltenen Serum-/Plasmakonzentrationen (gemessen
gegenlber berechnet) Ubereinstimmten. Trotz interindividueller Schwankungen sollten die
Mittelwerte nicht signifikant verschieden sein, wenn die Berechnung der
Kreatininkonzentration im Plasma/Serum Uber den Faktor bestandig ist. Tatsachlich
waren mit p < 0,01 die Mittelwerte der zwei Messmethoden nicht signifikant

unterschiedlich.
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Nach Berechnung der Differenz zwischen der jeweilig berechneten und gemessenen
Kreatininkonzentration im Serum/Plasma, zeigte sich, dass die maximale Abweichung im
gesamten Verifizierungsset bei 0,42 pg/mL, die minimale bei -0,007 pg/mL lag (Abbildung
39). Dies entsprach einer prozentualen Abweichung vom jeweiligen gemessenen Serum-
/Plasmawert von maximal 5,21 %. Der Median der Differenzen lag bei -0,007 pg/mL und
der Mittelwert bei -0,047 pg/mL.
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Abbildung 39: Darstellung der absoluten Differenzen der Proben im
Verifizierungsset zwischen den berechneten und geme  ssenen Plasma -
konzentrationen des Kreatinins.  Die Plasmakonzentrationen wurden Uber den
Faktor Fenw = Ckapilaiwt(Krea)/Cpasma(Krea) = 0,918 aus der Kapillarblut-
konzentration berechnet.

Die sehr geringe Abweichung vom Wert Null sowie die prozentual sehr geringen
Abweichungen von den gemessenen Serum-/Plasmakonzentrationen zeigten, dass aus
der Umrechnung der Kapillarblutkonzentration mithilfe des Faktors richtige

Serum-/Plasmakonzentrationen resultierten, die eine sehr kleine Streuung aufwiesen.

Im weiteren Schritt sollte der entwickelte und verifizierte Faktor Feny Nun auf Grundlage
des gesamten Probensets (Entwicklungsset + Verifizierungsset) erweitert werden, um ihn
Zu optimieren.

3.2.2.3 Prazisierung des Korrelationskoeffizienten

Um den verifizierten Faktor zu optimieren wurden aus allen 70 Patientenproben des

Entwicklungs- und Verifizierungsset der Gesamtfaktor F = 0,916 + 0,088 berechnet.
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Verglich man den Faktor aus dem Entwicklungsset (Fenw) mMit dem aktualisierten Faktor
(F), so zeigte sich, dass letzterer mit einer Standardabweichung von 0,088 pg/mL
gegeniber 0,108 pg/mL und einer relativen Standardabweichung von 9,58 % gegeniber

11,80 % erwartungsgemal einen kleineren Fehler aufwies.

Der Vergleich der Differenzen der berechneten zu den gemessenen Serum-/Plasma-
kreatininkonzentrationen beider Datensets zeigte eine deutliche Verengung des
Interquartilsabstandes unter Nutzung des aktualisierten Faktors. Dies bedeutete, dass
50 % der Werte, die aus der Umrechnung mit F resultierten, in einem deutlich engeren
Bereich (-0,47 upg/mL bis 0,56 ug/mL) lagen, als die Daten des Entwicklungssets, die
durch die Umrechnung mit Feny (-0,98 pg/mL bis 0,85 pg/mL) zustande gekommen
waren. Zudem lagen im kompletten Set auch der Median und der Mittelwert sehr nahe
beieinander (Median = 0,026 pg/mL; Mittelwert = 0,01 pg/mL). Die durch den Faktor F des
kompletten Datensets erreichte Streuung der Differenz war damit deutlich kleiner und

symmetrischer, als die des Entwicklungssets (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Box- Plot der absoluten Differenzen der berechneten und
gemessenen Kreatininkonzentrationen im Plasma des E  ntwicklungssets (45
Proben) und des kompletten Datensets (70 Proben). Fir das Entwicklungsset
wurde der Faktor Fenw = 0,918 und fur das komplette Datenset der prazisierte Faktor
F = 0,916 zur Umrechnung der Kapillarblutkonzentrationen des Kreatinins
verwendet.

Im Bland-Altman-Plot stellte die mit A bezeichnete Linie den Mittelwert der Differenzen
aller Messergebnisse dar, welche nun einen Wert von 0,01 pg/mL aufwies. Die mit B und

C beschrifteten Linien stellten jeweils den Mittelwert + 1,96 - Standardabweichung der
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Differenzen dar. Somit lagen 95 % aller Differenzen der durch Messung und Berechnung
erhaltenen Werte innerhalb dieser Grenzen (1,65 pg/mL bis -1,63 pg/mL). Die Differenzen
der Messergebnisse lagen dementsprechend zwischen 1,65 pg/mL und -1,63 pg/mL. Da
der Mittelwert der Differenzen nunmehr sehr nahe dem Wert Null lag konnte man

schliel3en, dass die zwei Messarten sehr gut tUbereinstimmten (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Bland-Altma n Plot zum Vergleich der Plasmakonzentration des Kr  eatinins, die zum
einen durch Messung und zum anderen durch Berechnun g Uber den Faktor F erhalten wurde.  Die mit A
bezeichnete Linie stellte den Mittelwert der Differenzen der Messergebnisse dar, die mit B und C bezeichneten
Linien stellen jeweils den Mittelwert £ 1,96 - Standardabweichung der Differenzen dar. Somit lagen 95 % aller
Differenzen der gemessenen und berechneten Kreatininkonzentration im Plasma innerhalb dieser Grenzen (B
und C). Durch die Ubereinstimmung des Mittelwerts der Differenzen (Linie A) mit Null ist zu sehen, dass die
Konzentrationen Ubereinstimmten, die Messmethoden also ausgetauscht werden konnten.

Der Vergleich der berechneten und gemessenen Serum-/Plasmakonzentration des
Kreatinins im gesamten Datenset zeigte eine signifikante Korrelation nach Pearson
(R =0,944). Die Ausgleichgerade des Datensets (y = 1,014x — 0,1174) lag nahezu auf der
Gerade, die ausdriickte, dass die gemessene Cpasma dieselben Werte hatte wie die
berechnete Cpiasma (Abbildung 42). Die Bestimmung der Kreatininkonzentration unter
Verwendung des Umrechnungsfaktors war mit einem proportional systematischen Fehler
von 1,4 % (Steigung) und einem konstanten systematischen Fehler von 0,117 pg/mL

(y-Achsenabschnitt) behaftet. Damit konnte der Faktor verwendet werden, um die

95



B Allgemeiner Tell

Kapillarblutkonzentrationen verléasslich in die entsprechenden Plasmakonzentrationen

umzurechnen (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Darstellung der gemessenen in Rela tion zur berechneten
Kreatininkonzentration im Serum/Plasma des gesamten Datensets.  Zur
Berechnung wurde der Faktor F = 0,916 verwendet.

3.2.3 Diskussion

Kreatinin wird als endogener Marker zum Abschéatzen der Nierenfunktion eingesetzt
(Einleitung, A3.3.2 und A3.3.3) [4]. Zur vereinfachten Therapiekontrolle sollte Kreatinin
deshalb aus Trockenblutproben bestimmt werden (Einleitung, A5). Von verschiedenen
Arbeitsgruppen wurde der Analyt schon aus Vollblut, zum einen aus DBS, sowohl mit
vendsem Blut, als auch mit Kapillarblut, zum anderen aber auch aus flissigen
Kapillarblutproben bestimmt [46, 92, 93, 173]. Die dabei erhaltenen Unterschiede der
Kreatininkonzentration im Vollblut zu der im Plasma fielen sehr unterschiedlich aus. Koop
et al. postulierten keinen Konzentrationsunterschied zwischen Kapillarblut-DBS und
Plasmaproben, obwohl sie im Mittel eine Differenz von ca. 2 pg/mL beschrieben [92].
Keevil et al. dagegen berichteten von einer guten Ubereinstimmung, wobei in den
flissigen Kapillarblutproben eine niedrigere Konzentration gemessen wurde als in den
Plasmaproben (konstanter negativer Fehler: 42,607 pmol/L (4,82 pg/mL)). Trotzdem

diskutierten sie, dass die Messmethoden ausgetauscht werden konnten [173]. Koster et
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al. fanden 16 % niedrigere Konzentrationen in den Trockenblutproben aus vendésem Blut
gegeniber den Plasmaproben, allerdings wurde keine Kklinische Validierung der
Ergebnisse mit Kapillarblut-DBS durchgefiihrt [93]. In der durchgefiihrten Basisstudie
(Allg. Teil, B2.1 und Exp. Teil, C3.1) wurde eine deutliche Abweichung der Kreatinin-
konzentrationen in den DBS und im Plasma bestimmt (Allg. Teil, B3.2.1, Abbildung 37).
Die im Plasma gemessene Kreatininkonzentration war im Mittel um 0,79 ug/mL groi3er,
als die im Kapillarblut bestimmte Konzentration. Die Richtung des Fehlers deckte sich
also mit den Ergebnissen von Keevil und Koster [93, 173]. Koop et al. postulierten
dagegen eine groRere Konzentration in den DBS [92]. Auch den Burger et al. postulierten
eine hdhere Kreatininkonzentration in den DBS als im Plasma. Die Differenz lag im Mittel
bei einem Wert von 0,74 pg/mL [46]. Sie entdeckten aufl’erdem, dass die
Kreatininkonzentration in DBS vom Hamatokrit des Blutes beeinflusst wird und sie
entwickelten eine Methode, um diesen Einfluss mithilfe der Kaliumkonzentration im Blut
zu korrigieren [46]. Sie verwendeten allerdings nur einen Teil des Spots zur Analyse,
weshalb der Hct hier eine grof3e Rolle spielt (Einleitung, A2.3) [46]. Da in der vorliegenden
Arbeit das Blut volumetrisch aufgetragen und der gesamte Spot zur Analyse verwendet
wurde, war eine Korrektur der Kreatininwerte tUber den Hamatokrit nicht erforderlich. In
ihrer Ergebnisinterpretation beriefen den Burger et al. sich auf die Ergebnisse von Koop
et. al. und begriindeten somit, dass die Differenz in einem tolerierbaren Bereich lage [46].
Auf die Spanne der Normwerte (5 pg/mL — 12 pug/mL; Einleitung, A3.3.2) bezogen stellte
die in unserer Studie gefundene mittlere Differenz (0,79 pg/mL) eine prozentuale
Abweichung von 11,29 % dar, welche zu gro war, um die Methoden bzw. die
Konzentrationen als austauschbar zu akzeptieren. Es wurde deshalb ein
Korrelationsfaktor ermittelt, um die Kapillarblutkonzentration in die Plasmakonzentration
umzurechnen (Allg. Teil, B3.2). Das Vorgehen zur Faktorentwicklung wurde in Anlehnung
an die Entwicklung der MDRD-Formel durchgefiihrt [176]. Es wurden getrennte Datensets
zur Entwicklung und Verifizierung des Faktors verwendet, zudem wurden ca. 65 % der
Proben fur die Entwicklung und 35 % fiir die Verifizierung verwendet. Nach erfolgreicher
Verifizierung wurde der Faktor, um die Genauigkeit zu verbessern auf das komplette
Datenset aktualisiert. Der Vergleich der gemessenen mit den berechneten
Plasmakonzentrationen des Kreatinins zeigte deutlich, dass die Umrechnung mithilfe des
Faktors zu einer Ubereinstimmung der Konzentrationen filhrte, wahrend die im

Kapillarblut gemessenen Konzentrationen deutlich differierten (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Vergleich der gemessenen Kreatininkon zentration im Plasma mit der berechnete n
Plasmakreatininkonzentration (rot) und den Kapillar blutkonzentrationen (blau). Die Werte im
Kapillarblut wichen dabei deutlich von denen im Plasma ab, was an der Verschiebung der Ausgleichsgerade
(blau) gegenuber der Ursprungsgerade (schwarz ) zu sehen ist. Im Gegensatz dazu stimmten die Uber den

Faktor berechneten Werte des Kreatinins im Plasma (rote Ausgleichsgerade ) mit den gemessenen Werten
Uberein.

3.3 Abschéatzen der Nierenfunktion mit Hilfe der Coc kcroft und
Gault Formel

3.3.1 Basisstudie: Vergleich der Nierenfunktion

Mithilfe des optimierten Faktors F = 0,916 + 0,088 wurden fir die 70 Patienten die
Plasmakreatininkonzentrationen berechnet (Tab. Anhang, D3.2.1) und uber die Formel
nach Cockcroft und Gault (Einleitung, A3.3.2 und A3.3.3) die jeweilige Nierenfunktion
abgeschétzt. Sie wurde verglichen mit den Stadien der Nierenfunktion (Einleitung, A3.3.3,
Tabelle 1), die mithilfe der direkt gemessenen Plasmakonzentration des Kreatinins
abgeschatzt wurden (Tabelle 12; Tab. Anhang, D3.2.2). Fir 14 der 70 Patientenproben
wurden unterschiedliche Stadien der Niereninsuffizienz (Einleitung, A3.3.3, Tabelle 1)
ermittelt (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Stadien der chronischen Nierenerkrankun g (CKD) der 70 Patienten der Basisstudie.  Neben
den von der Arztpraxis Ubermittelten Plasmakreatininspiegeln wurden auch die tber den Korrelationsfaktor
(Allg. Teil, B3.2.2) berechneten Werte verwendet, um die Kreatininclearance iber die Formel nach Cockcroft
und Gault zu berechnen. Die resultierende Clearance wurde nach den Kriterien der National Kidney
Foundation (NKF) in die verschiedenen Stadien (Einleitung, A3.3.3, Tabelle 1) eingeteilt und diese wurden fur
jeden Patienten miteinander verglichen. Zwischen einer normalen Nierenfunktion und Stadium 1 der
Nierenfunktionsstérung konnte hierbei nicht unterschieden werden, da keine Daten bekannt waren, die auf
eine eventuell bestehende Mikroalbuminurie hingewiesen héatten (normal/1). Fir 14 der 70 Studienteilnehmer
resultierten unterschiedliche Stadien (grau hinterlegt).

Nierenfunktion (NKF) Nierenfunktion (NKF)
Chronical Kidney Disease (CKD) State Chronical Kidney Disease (CKD) State
Cp gemessen Cp berechnet Cp gemessen Cp berechnet
1 2 normal/1 36 3 3
2 2 2 37 normal/1 normal/1
3 3 3 38 2 2
4 2 2 39 normal/1 normal/1
5 2 3 40 normal/1 2
6 normal/1 normal/1 41 2 3
7 2 2 42 2 3
8 normal/1 normal/1 43 2 2
9 2 2 44 normal/1 normal/1
10 normal/1 normal/1 45 2 2
11 3 3 46 2 2
12 normal/1 2 47 3 3
13 3 3 48 normal/1 normal/1
14 2 3 49 2 2
15 3 4 50 2 2
16 3 3 51 3 3
17 2 2 52 2 2
18 2 2 53 2 2
19 3 3 54 3 3
20 3 3 55 3 3
21 normal/1 normal/1 56 2 2
22 3 3 57 2 3
23 normal/1 2 58 3 3
24 normal/1 2 59 normal/1 normal/1
25 normal/1 normal/1 60 3 3
26 2 normal/1 61 normal/1 normal/1
27 2 normal/1 62 3 2
28 2 2 63 2 2
29 normal/1 normal/1 64 3 3
30 3 3 65 3 3
31 normal/1 normal/1 66 3 3
32 3 3 67 3 3
33 3 3 68 3 3
34 2 2 69 3 3
35 normal/1 normal/1 70 2 2
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3.3.2 Feldstudie

Die Plasmakreatininkonzentrationen der Studienteilnehmer wurden wie fur die Basisstudie
berechnet (Tab. Anhang, D3.2.3) und die Nierenfunktion wurde abgeschatzt (Tabelle 13;
Tab. Anhang D3.2.3).

Tabelle 13: Stadien der chronischen Nierenerkrankun g (CKD) der Patienten der Feldstudie. Die
Plasmakreatininkonzentrationen wurden Uber den Korrelationsfaktor (Allg. Teil, B3.2.2) berechnet und die
Kreatininclearance uber die Formel nach Cockcroft und Gault bestimmt. Die resultierende Clearance wurde
nach den Kriterien der National Kidney Foundation (NKF) in die verschiedene Stadien (Einleitung, A3.3.3,
Tabelle 1) eingeteilt.

Nierenfunktion (NKF) Nierenfunktion (NKF) Nierenfunktion (NKF)
CKD State CKD State CKD State

1 normal 30 2 59 2

2 2 31 normal 60 2

3 3 32 normal 62 3

4 2 33 2 63 normal
6 3 34 normal 64 2

7 2 35 3 65 3

8 3 36 3 66 normal
9 2 37 2 67 normal
10 3 38 normal 68 2
11 3 40 3 69 2
12 3 41 3 70 3
14 normal 42 3 71 4
16 3 43 3 72 2
17 2 a4 3 73 3
18 2 45 3 74 2
19 3 46 4 75 2
20 normal 48 normal 76 2
21 3 49 1 77 2
22 2 50 3 78 2
23 2 51 3 79 3
24 3 52 normal 80 3
25 2 53 2 81 3
26 2 54 normal 82 2
27 3 55 normal 83 3
28 4 57 2 84 3
29 2 58 2

3.3.3 Diskussion

Beim Vergleich der Nierenfunktionen, die mithilfe der berechneten und der von der
diabetologischen Praxis ubermittelten Plasmakreatininkonzentration abgeschéatzt wurden,
traten fur die Patienten der Basisstudie Abweichungen in der Klassifizierung der

Nierenfunktionseinschrankung nur dann auf, wenn die Werte der Kreatininclearance fur
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den jeweiligen Patienten sehr nahe an der Grenze zwischen zwei Stadien lagen. Die
maximale Abweichung der an der Grenze liegenden und in zwei Stadien resultierenden
Werte der Kreatininclearance lag fur Patient 24 bei 12,86 mL/min (13,56 %) (Allg. Teil,
B3.3.1, Tabelle 12). Damit konnte bestétigt werden, dass die Uber den Faktor berechnete
Plasmakonzentration des Kreatinins verwendet werden kann, um mithilfe der Formal nach
Cockcroft und Gault die Kreatininclearance zu berechnen und Nierenfunktion

abzuschéatzen.

Die Kreatininclearance sinkt mit steigendem Alter ab [177, 178]. Aus den Daten der
durchgefuhrten klinischen Studien konnte ebenfalls erfolgreich eine signifikante
Korrelation der nachlassenden Kreatininclearance (nachlassende Nierenfunktion) mit
steigendem Alter nachgewiesen werden (Pearson Korrelation; R = -0,5573; p < 0,05;
y = -1,2616x + 155,54). Mit jedem Lebensjahr sank die Kreatininclearance um
1,26 mL/min ab. Cohen et al. untersuchten das jahrliche Absinken der Kreatininclearance
in einer Studienpopulation bestehend aus gesunden Probanden, aber auch Personen mit
Komorbiditaten wie Diabetes mellitus und Bluthochdruck [178]. Sie zeigten in der
gesamten Studienpopulation ein jahrliches Absinken der Kreatininclearance um
0,97 mL/min, wurden nur gesunde Probanden uber 40 Jahre betrachtet, so sank die
Clearance jahrlich um 1,07 mL/min, bzw. fir Gber 50 jahrige Probanden um 1,15 mL/min
ab [178]. Die Werte liegen also im Bereich der von uns gefundenen Werte. Fir die
Korrelation in der vorliegenden Arbeit wurden die tber den Faktor berechneten Werte der
Plasmakreatininkonzentration verwendet, um die Kreatininclearance zu berechnen,
sodass auch diese Ergebnisse erfolgreich darlegten, dass es zum ersten Mal méglich ist,

aus der Kapillarblutkonzentration die Nierenfunktion abzuschéatzen.

3.4 Der ,triple whammy* Effekt

3.4.1 Hintergrund

Verschiedene Arzneimittel haben einen negativen Einfluss auf die Nierenfunktion [69].
Zum ersten Mal wurde 2000 der Begriff ,triple whammy“ von Merlin C. Thomas
verwendet, um die potentielle Nephrotoxizitat der kombinierten Anwendung von Diuretika,
ACE-Inhibitoren und nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAIDs) zu beschreiben [179, 180].
Von Loboz und Shenfield konnte 2005 gezeigt werden, dass die gleichzeitige Einnahme
von Diuretika, NSAIDs, ACE-Inhibitoren und/oder Angiotensinrezeptorantagonisten einen
eindeutigen unginstigen Einfluss auf die Nierenfunktion hat [68]. Zudem diskutierten sie

einen Zusammenhang zwischen der Dosis der eingenommenen Diuretika und der
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Nierenfunktion [68]. Auch andere Arbeitsgruppen zeigten einen eindeutigen

Zusammenhang auf [181-183].

Die Nierenfunktion wird Uber die GFR bzw. die Kreatininclearance bestimmt (Einleitung,
A3.3) [80]. Die GFR wiederum ist ein Parameter, der im Korper einer Autoregulation
unterliegt [184]. Das Gleichgewicht zwischen Blutvolumen, Blutdruck und der
glomeruléaren Filtrationsrate wird im Normalfall durch verschiedene Faktoren reguliert
(Abbildung 44).

Diurese —> Blutvolumen ——  — Blutdruck GFR
Baro-/ |
Dehnungsrezeptoren Mechanorezeptoren Makula Densa
Sympathisches l
RAAS < COX-2
ANP ADH 1 Nervensystem
Normale
Diurese
Normaler Afferente/Efferente
Blutdruck Arteriolen

Normale GFR

Abbildung 44: Schematische Darstellung der Regulation von Blutvol umen, Blutdruck und der GFR.
Uber diverse Rezeptoren werden im Korper Veranderungen im Blutvolumen, Blutdruck oder der GFR
registriert und verschiedene Stoffwechselprozesse in Gang gesetzt, um den Kérper wieder ins Gleichgewicht
zu bringen. Es werden dabei tUber Dehnungs-/VVolumenrezeptoren Atriopeptin (ANP) oder Adiuretin (ADH)
ausgeschuttet, Uber Baro- und Mechanorezeptoren wird das sympathische Nervensystem beeinflusst und
das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) aktiviert oder inhibiert. Die Makula densa aktiviert
gegebenenfalls die Cyclooxigenase-2 (COX-2), welche Einfluss nimmt auf das RAAS sowie auf afferente
und efferente Arteriolen.

Die Abbildung wurde modifiziert nach [184].

Uber Volumensensoren (Dehnungsrezeptoren) in den Vorhifen des Herzens wird das
Blutvolumen kontrolliert und bei Bedarf entweder Adiuretin (Antidiuretisches Hormon;
ADH) oder Atriopeptin (Atriales natriuretisches Peptid; ANP) ausgeschuttet [4]. ADH
bewirkt dabei eine verstarkte Wasserriickresorption, ANP zeigt eine natriuretische
Wirkung [4]. Der Blutdruck wird Uber Barorezeptoren im arteriellen Gefaf3system

Uberwacht [4]. Wird hier ein zu niedriger Blutdruck registriert, wird der Sympathikustonus
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erhdht, was mit einer Erhéhung des Herzzeitvolumens und des peripheren Widerstands
einhergeht, zudem wird durch Aktivierung des Sympathischen Nervensystems ADH
freigesetzt [4, 184]. Wird ein zu hoher Blutdruck registriert, wird eine Erniedrigung
desselben induziert. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), das zu einer
Ruckresorption von Wasser und somit einer Erhéhung des Blutdrucks fiihrt, wird ebenfalls
durch einen Abfall des arteriellen Blutdrucks aktiviert [4]. An der Kontaktstelle zwischen
distalem Tubulus und der Vas afferens im Tubulusbereich der Nieren findet sich die
Makula densa (Bereich mit hohen, schmalen Zellen), die bei einer erniedrigten
Konzentration an Natriumionen im Plasma einen mehrstufigen Prozess induziert und
unter anderem Uber die Induktion der Cyclooxigenase-2 (COX-2) die Reninbildung und
—freisetzung vorantreibt und somit das RAAS aktiviert [4, 184]. Die Makula densa ist des
Weiteren am tubuloglomeruldren Feedback beteiligt [184]. Werden durch erhéhten
Blutdruck dementsprechend erhdhte Natriumkonzentrationen erkannt, so werden die
afferenten Arteriolen kontrahiert und die Efferenten dilatiert, wodurch die Blutzufuhr in den
Glomeruluskapillaren reduziert wird, um so den Blutdruck zu senken [4, 184].
Entsprechend gegenteilig erfolgt dies bei zu niedrigem Blutdruck (Abbildung 44). Dieser
Regulationsmechanismus wird durch die oben genannten Arzneistoffklassen gestort bzw.
verandert, wodurch sich die Beeinflussung der Nierenfunktion durch ebendiese

Arzneistoffe erklaren lasst.

Die alleinige Gabe von Diuretika aktiviert durch die induzierte Diurese alle Systeme, die
den Blutdruck erhohen und Wasser rickresorbieren, sodass der Blutdruck, das
Blutvolumen und die GFR wieder normalisiert werden [184]. Werden ACE-Inhibitoren bzw.
Angiotensinrezeptorantagonisten als Monotherapie gegeben, so wird das RAAS
ausgehebelt und bei Anderungen im Blutdruck oder der GFR kann es nicht mehr
regulierend eingreifen [184]. Die Gabe von nichtsteroidalen Antiphlogistika inhibiert die
COX-2, welche zum einen mitverantwortlich sind fur das RAAS und zum anderen am
tubuloglomerularen Feedback beteiligt sind, sodass auch hier der Regulations-
mechanismus beeintrachtigt ist [184]. Fur die Zweifachtherapien von Diuretika mit ACE-
Inhibitor bzw. Angiotensinrezeptorantagonist qilt, dass eine Aktivierung der
antidiuretischen Systeme als Folge der Diuretikagabe erfolgt, diese aber teilweise durch
die Hemmung des RAAS verhindert werden, sodass die Regulation der Diurese und des
Blutdrucks nicht erfolgen kann, die GFR kann aber Uber die Makula densa Uber den
COX-2 Weg reguliert werden [184]. Werden zu den Diuretika aber NSAIDs gegeben, wird
auch diese Regulation blockiert, stattdessen kann das RAAS aber Uber die Baro- und
Mechanorezeptoren aktiviert werden [184]. Eine Zweifachkombination von NSAIDs mit
einem ACE-Inhibitor bzw. Angiotensinrezeptorantagonisten hat zur Folge, dass kein

Regulationsmechanismus, in welchen die beiden Arzneistoffklassen eingreifen, wirken
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kann, allerdings kommt es in dieser Kombination per se zu keiner Aktivierung der
antidiuretischen Systeme [184]. Generell kann man sagen, dass es im Falle der Mono-
oder Zweifachtherapie immer, wenn auch erschwert, Gber einen Weg zur Normalisierung
der GFR kommen kann, im Gegensatz dazu ist dies unter Dreifachtherapie verhindert
(Abbildung 45) [184].

Diuretika
Diurese —> Blutvolumen ——————> Blutdruck > GFR
Baro-/ |
Dehnungsrezeptoren Mechanorezeptoren Makula Densa

Sympathisches

RAAS - COX-2 |— NSAID
Nervensystem

T

ACE-Inhibitoren

Norm rung AT,-Antagonisten
der,
Nor erung Afferente/Efferente
des rucks Arteriolen

Nor erung
R

Abbildung 45: Schematische Darstellung der Regulationsmechanism en zwischen Blutvolumen,
Blutdruck und GFR unter Dreifachtherapie mit Diuretika, ACE -Inhibitoren bzw. Angiotensinrezeptor -
antagonisten und NSAIDs .

Die Abbildung wurde modifiziert nach [184].

ANP ADH
ese
o

Kann die glomeruldre Filtrationsrate nicht normalisiert werden, wird dies auch als ,pre-
renales akutes Nierenversagen“ bezeichnet, woraus sich ein akutes Nierenversagen
entwickeln kann [184]. Lapi et al. publizierten 2013 eine Studie, in welcher sie darlegten,
dass das Risiko zur Entwicklung eines akuten Nierenversagens unter Dreifachtherapie
gegeniiber der Zweifachtherapie mit NSAIDs, die zusammen mit Diuretika, ACE-
Inhibitoren oder Angiotensinrezeptorantagonisten gegeben wurden, um 31 % ansteigt
[185]. Die meisten Falle traten dabei in den ersten 30 Tagen der Therapie auf [185].
Faktoren, die ein akutes Nierenversagen unter einer Dreifachtherapie begunstigen,
kénnten unter anderem Kkardiovaskuldre Erkrankungen, andere Xenobiotika,
Polymorphismen oder auch eine CKD oder Arteriosklerose sein, allerdings ist dies

individuell von Patient zu Patient unterschiedlich [184].
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3.4.2  Ergebnisse

Die Proben der klinischen Studien (Allg. Teil, B2.1 und B2.2) wurden hinsichtlich dieses
Effektes ausgewertet. Es wurde dazu die aus den DBS bestimmte Kreatininclearance
verwendet. Nahmen die Patienten zwei oder drei der ,Target Drugs” (Diuretika, NSAIDs,
ACE-Inhibitoren und/oder Angiotensinrezeptorantagonisten) ein, so korrelierte dies mit
einer signifikant erniedrigten Kreatininclearance im Vergleich zu Patienten, die keines
dieser Arzneimittel einnahmen (t-Test, p < 0,05). Unter Therapie mit nur einem dieser
Arzneimittel konnte kein signifikanter Unterschied der Clearance verglichen mit der

Einnahme von keinem der Arzneimittel beobachtet werden (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Korrelation der Einnahme von Diuretika, nichtsteroidalen
Antirheumatika, ACE-Inhibitoren und/oder Angiotensi nrezeptoranta gonisten auf die

Kreatininclearance. Die StichprobengrofZe (N) schwan  kte von 22 bis 57 Patienten. Fir
die Einnahme von zwei oder drei  Arzneimitteln konnte eine signifikante Veranderung

(*) in der Kreatininclearance gegeniiber des Patient enkollektivs, das ke ines der
.rarget Drugs” einnahm, gezeigt werden. Die Box stellt das obere, bzw. untere Quartil
dar, die Whisker stellen den 5 %, bzw. 95 % Wert dar.

Die Daten wurden zusatzlich geschlechterspezifisch ausgewertet. Weibliche Patienten,
die zwei oder drei ,Target Drugs* einnahmen, hatten eine signifikant erniedrigte
Kreatininclearance verglichen zur Nichteinnahme (t-Test, p < 0,05). Fur die mannlichen
Patienten dagegen zeigte sich ein signifikanter Unterschied nur fir die Einnahme von
zwei der ,Target Drugs” (t-Test, p < 0,05) (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Geschlechterspezifische Auswertung der Korrelation der Einnahme
von Diuretika, nichtsteroidalen Antirheumatika, ACE -Inhibitoren  und/oder
Angiotensinrezeptorantagonisten mit der Kreatinincl earance. Die Stichprobengréile

(N) schwankte von 10 bis 24 Patienten. Fur weibliche Patienten (w) korrelierte die
Einnahme von zwei oder drei  Arzneimitteln mit einer signifikanten Veréanderung d er
Kreatininclearance (*) gegeniiber dem Kollektiv ohne Einnahme einer ,Target Drug“
Fir mannliche Patienten (m) konnte eine Signifikanz (*) fur die Einnahme von zwei
LTarget Drugs" nachgewiesen werden.  Die Box stellt das obere, bzw. untere Quartil dar,
die Whisker stellen den 5 %, bzw. 95 % Wert dar.

Der Unterschied zwischen der Kreatininclearance der mannlichen und weiblichen
Patienten mit derselben Anzahl eingenommener ,Target Drugs" war nur fir die Einnahme

von zwei Arzneimitteln signifikant (t-Test, p < 0,05).

Die Anzahl der eingenommenen Diuretika korrelierte mit einer schlechteren
Kreatininclearance. Die Einnahme von zwei Diuretika war trotz der relativ kleinen
Stichprobenanzahl (Anzahl eingenommener Diuretika/Anzahl Patienten: 0/87, 2/13) von
einer signifikant geringeren Kreatininclearance begleitet (t-Test, p < 0,05) im Vergleich zu
jener der Patienten, die kein Diuretikum einnahmen (Abbildung 48). Die Einnahme von
nur einem Diuretikum korrelierte nicht mit einer statistisch signifikant geringeren

Kreatininclearance.
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Abbildung 48: Korrelation der Anzahl der eingenommenen Diuretika auf die
Nierenfunktion der Patienten der klinischen Studien . Fur die Einnahme von zwei
Diuretika konnte eine signifikante (*) Veranderung der Kreatininclea  rance gegenuber
der Einnahme von keinem Diuretikum nachgewiesen wer  den. Die Stichprobengrof3e (N)
schwankte von 13 bis 87 Patienten. Die Box stellt das obere, bzw. untere Quartil dar, die
Whisker stellen den 5 %, bzw. 95 % Wert dar.

3.4.3 Diskussion

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass die Einnahme von zwei oder drei der
~rarget Drugs” signifikant mit einer Abnahme der Kreatininclearance korrelierte (Allg. Teil,
B3.4.2). Die Einnahme eines der Arzneimittel war nicht von einer signifikant niedrigeren
Kreatininclearance begleitet, ein Trend dazu war aber aufgrund der erniedrigten Werte
(MW = SD; 77,64 + 28,50 mL/min) gegenliber den Patienten, die keines dieser
Arzneimittel einnahmen zu erkennen (81,03 £ 26,58 mL/min) (Allg. Teil, B3.4.2). Loboz
und Shenfield berichteten von einer signifikanten Erniedrigung der Kreatininclearance
unter Therapie mit einem oder mehreren der ,Target Drugs“, allerdings war die
Stichprobenanzahl in ihrer Studie wesentlich héher (Gruppe/Stichprobe; 0/135, 1/87, 2/60,
3/19) als in den von uns durchgefihrten Studien (0/22, 1/57, 2/41, 3/22) [68]. In ihrer
Arbeit wurde zudem von einem signifikanten Unterschied der Kreatininclearance zwischen
mannlichen und weiblichen Patienten, die dieselbe Anzahl an ,Target Drugs” einnahmen,
berichtet (Stichprobenanzahl 8 bis 62 Patienten) [68]. In unseren Studien konnte ein
signifikanter Unterschied nur fir die Einnahme von zwei dieser Arzneistoffe nachgewiesen

werden, allerdings war auch hierfur eine wesentlich kleinere Stichprobengréf3e vorhanden
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(10 bis 32 Patienten). Prieto-Garcia et al. postulierten 2016, dass die Einnahme von
Diuretika eine Schlisselrolle in der Entstehung des pre-renalen akuten Nierenversagens
spielt [184]. In der vorgestellten Arbeit konnte diese Theorie bestarkt werden, da eine
signifikant niedrigere Kreatininclearance in Patienten die zwei Diuretika einnahmen,
gegenluber Patienten, die kein Diuretikum einnahmen (Allg. Teil, B3.4.2) beobachtet
wurde. Ebenso wurde eine Tendenz, dass auch die Einnahme von nur einem Diuretikum
die Kreatininclearance beeinflusst (kein Diuretikum gegentber einem Diuretikum (MW +
SD): 74,76 + 27,32 mL/min gegeniber 65,52 + 25,21 mL/min) gefunden.

4 Populationspharmakokinetische
Untersuchung von Metformin

4.1  Hintergrund

Fir nahezu 25 % der Patienten, die Metformin als orales Antidiabetikum einnehmen ist
dies kontraindiziert [104] und trotzdem nehmen die Verordnungen fir diesen Arzneistoff
vor allem bei alteren Patienten zu [115]. Gleichzeitig mit der Zunahme der Verordnungen
trat auch eine Zunahme der Spontanberichte Uber Laktatazidose auf [115]. Fur die
Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 mit Metformin wird empfohlen, die Nierenfunktion
mindestens einmal jahrlich zu Uberprifen, da dieser renal eliminierte Arzneistoff durch
Akkumulation aufgrund einer schlechten Nierenfunktion zu einer Laktatazidose fiihren
kann (Einleitung, A4.1) [99, 115]. FiUr die Dosierung wird deshalb empfohlen, diese flr
Patienten mit einer eingeschrankten Nierenfunktion dementsprechend anzupassen bzw.

zu reduzieren [102].

Die Erythrozyten sind als tiefes Kompartiment des Metformins beschrieben [106, 109,
111]. Aus diesem wird der Arzneistoff langsamer eliminiert als aus Plasma [106].
Therapeutische Bereiche fur Metformin liegen sowohl fur die Plasma-, als auch fir die
Erythrozytenkonzentration vor [109, 111], allerdings gibt es keine Daten uber die
Konzentrationen im Kapillarblut (Einleitung, A4.1). Aufgrund der Kumulation in den
Erythrozyten, ist es sinnvoll, die Vollblutkonzentration zu erfassen. Als sehr einfache, fur
den Patienten auch wenig aufwéndige Moglichkeit, wirde sich hierzu die entwickelte
Dried-Blood-Spot Methode eignen. Bevor sie angewandt werden kann, war das erste Ziel,
typische Kapillarblutspiegel des Metformins zu ermitteln. Zudem kénnten auch weitere

mogliche demografische Einflussfaktoren auf den Blutspiegel ermittelt werden.
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4.2  Bestimmung der Metforminkonzentration aus Dried Blood
Spots

4.2.1  Verteilung von Metformin zwischen Plasma und Blutzellen in-vitro

4.2.1.1 Hintergrund

Die in-vitro-Verteilung des Arzneistoffs zwischen Plasma und den Blutzellen wurde
bestimmt, um zu ermitteln, wie der Kapillarblutspiegel des Metformins im Vergleich zum
Plasmaspiegel zu bewerten ist. Es wurden in der Literatur schon Faktoren fir die
Verteilung des Arzneistoffs zwischen Plasma und den Blutzellen publiziert [106, 109, 111],
die allerdings zwischen 0,63 und 5,7 schwankten (Allg. Teil, B4.2.1.3, Tabelle 14).

4.2.1.2 Ergebnisse

Zur Ermittlung des Verteilungskoeffizienten der Konzentration des Metformins im Plasma
(ce) gegeniiber der in den Blutzellen (cgz) ce/Csz, wurden die Vollblutproben sowie
Blutzellproben mittels der validierten Methode (Exp. Teil, C5.2.1) quantifiziert (Exp. Teuil,
C5.2.2.4). Fur jede Probe wurde anschlieRend durch Division der Plasma- durch die
Blutzellkonzentration ein Verteilungskoeffizient cp/cgz berechnet, der eine Aussage
dariiber macht, ob die Blutzellen ein bedeutendes Kompartiment fir den Arzneistoff
darstellen. Der Verteilungskoeffizient nach 15 min wich mit einem Wert von 10,97 * 3,03
(MW z mittlere Abweichung vom Mittelwert (MDM)) sehr stark von dem nach 60 min bzw.
240 min ab, die mit Werten von 4,79 + 0,46 bzw. 4,52 + 0,95 sehr nahe beieinander
lagen. Beim Vergleich der Verteilungskoeffizienten nach 60 min mit denen nach 240 min
ergab sich kein signifikanter Unterschied (t-Test; p < 0,05). Fir jeden Zeitpunkt wurden
drei Konzentrationen getestet. Die Verteilungskoeffizienten waren hierbei weder fir
60 min, noch fur 240 min fUr die jeweiligen Konzentrationen (1,3 pg/mL, 2,4 ug/mL und
6,4 pg/mL) signifikant unterschiedlich (ANOVA; p < 0,05), womit gezeigt wurde, dass der
Verteilungskoeffizient unabhédngig von der Konzentration war (Abbildung 49). Der
Verteilungskoeffizient, bestimmt als Mittelwert + der mittleren Abweichung vom Mittelwert
nach 60 min und 240 min fur Metformin betrug 4,65 + 0,73.
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Abbildung 49: Verteilung verschiedener Konzentratio nen von Metformin zwischen Plasma (¢ p) und
Blutzellen (c gz) nach 15 min, 60 min und 240 min. Die Saulen stellen den Mittelwert (MW) und die mittlere
Abweichung vom MW aus n = 3 bzw. n = 2 (Inkubation von 2,6 pg/mL fur 15 min) Proben dar.

4.2.1.3 Diskussion

Zu Beginn der Versuche lag Metformin hauptsachlich im Plasma vor (hoher
Verteilungskoeffizient nach 15 min), ging dann aber langsam in die Blutzellen tber, wobei
die Verteilung nach 60 Minuten abgeschlossen war, da sich nach 240 min keine
Veranderung im Koeffizienten mehr zeigte. Der Verteilungskoeffizient 4,65 + 0,73 zeigte,
dass die Konzentration im Plasma mehr als viermal hoher im Vergleich zu der in den

Blutzellen war.

Lalau und Lacroix haben 2003 durch die Bestimmung der Konzentration von Metformin in
Plasma und den Erythrozyten bewiesen, dass Metformin in den Erythrozyten akkumuliert
[109]. Dazu wurde zum einen 58 Patienten mit einem stabilen Diabetes mellitus Typ 2, die
schon lange erfolgreich mit Metformin in einer Dosis von 1700 — 2550 mg/Tag therapiert
wurden, Blut abgenommen und daraus die Plasma- und Erythrozytenkonzentration
bestimmt, um somit den therapeutischen Bereich einer erfolgreichen Behandlung zu
etablieren. Zum anderen wurde Metformin in Plasma und Erythrozyten von 93 Patienten,
deren Blut untersucht wurde, um eine eventuelle Akkumulation aufzudecken, quantifiziert.
Die ermittelten in-vivo-Verteilungskoeffizienten cp/ce lagen im therapeutischen Bereich bei
0,63 (Bereich: 0,08 — 2,25), fur die Proben, die zur besseren Therapieeinstellung
eingesandt wurden bei 1,56 [109]. Daten von 467 Patienten, deren Blut untersucht
werden sollte, um die Therapie mit Metformin zu Uberprifen bzw. anzupassen, wurden

2011 publiziert. Aus allen Daten wurde ein Verteilungskoeffizient von 1,35 berechnet, der
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deutlich niedriger als der von uns gefunden Koeffizient ist [111]. Robert et al. haben 2003
die Kinetik des Metformins in Plasma und Erythrozyten néher untersucht. Dazu wurde
gesunden Probanden eine Einmaldosis von 850 mg Metformin HCI (663 mg Metformin als
Base) verabreicht und anschlieBend die Pharmakokinetik im Plasma und den
Erythrozyten verglichen. Zum Zeitpunkt des tn, fir Plasma und Erythrozyten, der sich
nicht signifikant voneinander unterschied, lag ein cp/ce von 5,7 (Bereich: 5,3 — 6) vor,
allerdings war die Eliminationshalbwertszeit aus den Erythrozyten um ein Vielfaches
héher als aus Plasma [106]. Die Bestimmung der Metforminkonzentration in den
Erythrozyten ware somit ein besserer Marker fur die Akkumulation des Arzneistoffes als
die Plasmakonzentration [109, 111].

Die Verteilung des Metformins in-vivo ist ein dynamischer Prozess, der auch durch die
Elimination beeinflusst wird, wohingegen der von uns gewéhlte in-vitro-Versuchsaufbau
statisch war. Trotzdem lag der berechnete Verteilungskoeffizient cp/Cgz von 4,65 + 0,73 in
dem Bereich, der schon von Robert et al. publizierten Werte (Tabelle 14), sodass der
Versuchsaufbau zur Bestimmung der Verteilung geeignet schien.

Tabelle 14: Vergleich der publizierten Verteilungsk  oeffizienten (c p/ce bzw. cp/cgz) fur die Verteilung von

Metformin in Plasma und Erythrozyten bzw. Blutzelle  n. Angegeben ist der Mittelwert und die mittlere
Abweichung vom Mittelwert (MDM), sowie die Stichprobenanzahl (N).

cp/ce bzw. cp/cg; MDM N

Eigene Ergebnisse 4,65 0,73 18
Lalau et al. 2003 "therapeutisch" 0,63 k.A. 58
Lalau et al. 2003 1,56 k.A. 93
Lalau et al. 2011 1,35 k.A. 467
Robert et al. 2003 5,7 k.A. 6

4.2.2 Bestimmung der Metforminkonzentrationen in Pa  tientenproben der
klinischen Studien

4.2.2.1 Basisstudie

In allen 67 Proben (Allg. Teil, B2.1, Abbildung 36) konnte die Metforminkonzentration
bestimmt werden. Die Werte der einzelnen Patienten schwankten dabei von 0,32 pg/mL
bis 4,96 pg/mL. Allerdings variierte auch die taglich eingenommene Dosis des Arzneistoffs
zwischen 500 mg und 2150 mg. Wurden die Kapillarblutkonzentrationen auf eine
Tagesdosis von 2000 mg normiert, so ergab sich daraus ein Bereich von 0,35 pg/mL bis
6,02 pg/mL (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Metforminkonzentrationen im Kapillarb lut der Studienproben der Basisstud ie
(n = 67). Dargestellt sind die Einzelwerte und der daraus resultierende MW + SD (rote S&ule) der
gemessenen Blutspiegel (A) und der auf 2000 mg pro Tag normalisierten Blutspiegel (B).

4.2.2.2 Feldstudie

In 70 Studienproben konnte die Metforminkonzentration bestimmt werden (Allg. Teil, B2.1,
Abbildung 36), in zweien schlug die Quantifizierung aufgrund von Problemen in der
Chromatographie fehl. Die Werte der einzelnen Patienten schwankten zwischen
0,23 pg/mL und 4,99 pg/mL. Die taglich eingenommen Dosis des Arzneistoffs lag
zwischen 500 mg und 2550 mg. Wurden die Kapillarblutkonzentrationen auf eine
Tagesdosis von 2000 mg normiert, so reichte der Bereich der Metforminkonzentration von
0,66 pg/mL bis 7,26 pg/mL (Abbildung 51).
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Abbildung 51: Metforminkonzentrationen im Kapill arblut der Studienproben der Feldstudie
(n = 70). Dargestellt sind die Einzelwerte und der daraus resultierende Mittelwert (MW) + SD (rote Saule) der
gemessenen Blutspiegel (A) und der auf 2000 mg pro Tag normalisierten Blutspiegel (B).

4.3  Populationspharmakokinetische Betrachtung

4.3.1 Ergebnisse

Aus den Daten beider Studien (Allg. Teil, B4.2.2.1 und B4.2.2.2) wurden die unter der
Therapie typischen Kapillarblutspiegel fir Metformin ermittelt. In 137 Patientenproben
wurde eine mittlere Konzentration von 2,22 + 1,16 pg/mL (MW = SD) und ein Median von
2,01 pg/mL bestimmt. Die Schwankung der Werte reichte dabei von 0,23 pg/mL bis
4,99 pug/mL fir einen Dosisbereich von 500 mg bis 2550 mg.
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Eine hohe Metforminkonzentration im Kapillarblut korrelierte dabei schwach aber
statistisch signifikant mit einer sinkenden Kreatininclearance (Pearson Korrelation;
R?=0,1356; p < 0,05), das heilt einer abnehmenden Leistung der Niere (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Konzentration des Metformins im Kapillarblut im Zus ammenhang
mit der Kreatininclearance der jeweiligen Patienten . Es wurde fur die
Kapillarblutkonzentration ein signifikanter Zusammenhang mit abnehmender
Nierenfunktion gefunden (Pearson Korrelation, p < 0,05). Die dargestellten
Konzentrationen sind die auf eine Tagesdosis von 2000 mg normierten Werte.

Fiur die Auswertung konnten nur 135 der 137 Patientenproben, aus denen Metformin
quantifiziert ~wurde, herangezogen werden, da fur zwei Patienten die
Kreatininkonzentration nicht bestimmt und somit keine Kreatininclearance berechnet
werden konnte. Um eine fehlerhafte Interpretation zu vermeiden, wurden die auf eine
Tagesdosis von 2000 mg normierten Kapillarblutspiegel verwendet. Auch zum Intervall
zur letzten Metformineinnahme konnte ein signifikanter Zusammenhang gefunden werden
(Pearson Korrelation; p < 0,05; R = -0,319). So sank die Arzneistoffkonzentration
erwartungsgemaf mit steigendem Abstand zur letzten Einnahme ab (y = -0,0013x +
3,2721). Bei schlechter Nierenfunktion wiesen Patienten trotz lange zurlick liegender
Tabletteneinnahme hohe Metforminspiegel auf (Abbildung 53). Umgekehrt konnten auch
bei guter Nierenfunktion fur einen kurzen Abstand geringe Konzentrationen nachgewiesen
werden (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Darstellung des Zusammenhangs zwische n der
Metformin konzentration im Kapillarblut, der Kreatininclearan ce und dem
Abstand zur letzten Medikamenteneinnahme. Es wurde die auf eine
Tagesdosis von 2000 mg normierten Kapillarblutspiegel verwendet, um den
Einfluss der patientenindividuellen Dosierung aus dem Modell auszuschlieRen.

Ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang wurde fir steigende Metforminspiegel mit
zunehmendem Alter der Patienten gefunden (Pearson Korrelation; p < 0,05; R = 0,2585;
y = 0,0295x + 0,7165). Der BMI dagegen zeigte keine signifikante Korrelation mit dem
Arzneistoffspiegel. Auch fur den Hamatokrit, den HbA;.-Wert und den Glucose-Spiegel
(Basisstudie) konnte keine signifikante Korrelation mit dem Metforminspiegel gefunden

werden.

4.3.2  Diskussion

Therapeutische Bereiche fur Metformin im Plasma und den Erythrozyten wurden schon
veroffentlicht (Einleitung, A4.1.1). Uber den Faktor fur die Verteilung des Metformins
zwischen Plasma und den Blutzellen (Allg. Teil, B4.2.1.2) wurden die von Scheen und
Graham publizierten Konzentrationen in die entsprechenden Vollblutkonzentrationen
umgerechnet und die von Lalau ermittelten Plasma- und Erythrozytenkonzentrationen
wurden zu Vollblutkonzentrationen addiert [102, 109-111]. Die resultierenden Werte
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wurden mit den in den eigenen Studien ermittelten typischen Kapillarblutspiegel fur
Metformin verglichen (2,22 + 1,16 pug/mL; Allg. Teil, B4.3.1) (Abbildung 54).
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Abbildung 54. Vergleich der publizierten therapeutischen Bereiche fur Metformin mit dem ermittelten
Wert aus den klinischen Studien.  Die von Scheen und Graham verdéffentlichten therapeutischen Bereiche
(hellgrau) bzw. maximalen Plasmaspiegel (schwarz) wurden Uber den Verteilungsfaktor cp/cgz = 4,65 (Allg.
Teil, B4.2.1.2) in die Vollblutspiegel umgerechnet, um sie mit den ermittelten Kapillarblutspiegel vergleichen
zu koénnen. Die Metforminkonzentrationen im Plasma bzw. den Erythrozyten, die 2003 und 2011 von Lalau
verdffentlicht wurden, wurden addiert und die resultierende Vollblutkonzentration (+ Standardabweichung)
aufgetragen [102, 109-111].

Die im Kapillarblut gemessenen Metforminkonzentrationen (Allg. Teil, B4.3.1), fur deren
Ermittlung nicht darauf geachtet wurde, ob die Blutabnahme niichtern oder postprandial
stattfand, lag im Bereich der berechneten Vollblutkonzentration, die Scheen als thera-
peutische Konzentration postprandial angegeben hatte (Plasma: 1,0 ug/mL — 2,0 pg/mL;
Vollblut: 1,22 pg/mL — 2,43 pug/mL) [110]. Metformin soll, obwohl der Einnahmezeitpunkt
fur die Wirkung keine Rolle spielt [186], aufgrund der besseren gastrointestinalen
Vertraglichkeit zu oder nach den Mahlzeiten eingenommen werden [107, 187]. Die von
uns ermittelte Konzentration lag au3erdem unterhalb der Konzentration, die von Graham
als maximale Konzentration, bei der keine Laktatazidose als unerwinschte
Arzneimittelwirkung auftritt (Plasma: 2,5 pug/mL; Vollblut: 3,04 pug/mL) bezeichnet wurde
[102]. Lalau und Lacroix publizierten 2003 Daten von Patienten, bei denen die Therapie
mit Metformin schon Uber einen langen Zeitraum gut eingestellt war und 2011 von
solchen, deren Metforminkonzentration im Blut bestimmt wurde, da der Verdacht einer

Akkumulation bestand [109, 111]. Mit diesen Daten deckten sie somit den optimalen Fall
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sowie den suboptimalen Fall einer Metformintherapie ab, ohne eine Uberschneidung der
Studienpopulationen zu beinhalten. In unserem Fall wurden ,real-life“-Daten gesammelt,
deshalb lagen in unseren Studien Proben von Patienten mit gut eingestellter Therapie,
aber vermutlich auch von Patienten, die ihre Medikamente nicht regelméaRig einnahmen
oder bei denen die Therapie nicht gut eingestellt war, vor. Die ermittelten typischen
Konzentrationsbereiche fir Metformin, die in der Therapie im Kapillarblut auftraten,
stimmten mit denen Uberein, die aus den veroffentlichten Konzentrationen berechnet
wurden. Es konnte somit gezeigt werden, dass sich die eigene Methode sehr gut eignete,
um die Blutspiegel auf eine wesentlich einfachere Art zu bestimmen als es in der Routine
ublich ist.

Fur Metformin war ein Zusammenhang der steigenden Arzneistoffkonzentration im
Plasma mit abnehmender Leistung der Niere bekannt [103]. Auch fur die
Kapillarblutkonzentration konnte dies in der vorliegenden Untersuchung gezeigt werden.
Sowohl die Kreatininclearance, als auch der Abstand zur letzten Medikamenteneinnahme
wiesen einen signifikanten Zusammenhang mit der auf eine Tagesdosis von 2000 mg
normierten Konzentration im Kapillarblut auf (Allg. Teil, B4.3.1). Dabei konnte wie erwartet
fur eine kurze Dauer zwischen der Einnahme von Metformin (kirzester Abstand: 30 min)
und der Blutabnahme sowie fir eine schlechte Nierenfunktion (geringe

Kreatininclearance) die héchsten Metforminspiegel gemessen werden.

Durch Auftragen der normierten Metforminkonzentrationen in Abhangigkeit der letzten
Einnahme konnte die Eliminationshalbwertszeit sowie die Eliminationskonstanten kg fiir
Metformin aus Kapillarblut bestimmt werden (siehe Allg. Teil, B5.4.4, Formel (9)). Die
Korrelation der Metforminkonzentration mit dem Abstand zur letzten Einnahme des
Arzneimittels war fir das Patientenkollektiv mit einer Kreatininclearance groRer als
60 mL/min (n = 78) signifikant (y = -0,0014x + 2,7697; Pearson Korrelation, R = -0,3888,
p < 0,05). Fur dieses Kollektiv betrug die Eliminationshalbwertszeit 714 min (11,9 h) und
die Eliminationskonstante ke betrug 9,7 - 10™. Fir Patienten mit einer Kreatininclearance
kleiner als 60 mL/min (n = 57) wurde eine Eliminationshalbwertszeit von 1111 min (18,5 h)
und ein k. von 6,2 - 10 berechnet. Auch fir dieses Patientenkollektiv war die Korrelation
zwischen dem Abstand zur Einnahme und der Metforminkonzentration signifikant
(y = -0,0018x + 4,2342; Pearson Korrelation, R = -0,4394, p < 0,05). Fur Metformin sind
Plasma-Eliminationshalbwertszeiten in Personen mit guter Nierenfunktion zwischen 2,7 h
und 8,7 h bekannt [99, 102, 106, 110]. Weisen die Patienten eine eingeschrankte
Nierenfunktion auf, so verlangert sich die Elimination [99, 110]. In Diabetes mellitus Typ 2
Patienten wurde eine Eliminationshalbwertszeit aus Plasma von 5,7 h bestimmt [188].

Werden die Halbwertszeiten der Diabetes mellitus Typ 2 Patienten mit denen von
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Personen ohne diese Erkrankung verglichen, kann kein Unterschied beobachtet werden
[189]. In Patienten mit einer Kreatininclearance von tber 60 mL/min war die von uns
berechnete Eliminationshalbwertszeit zwar héher im Vergleich zu den schon publizierten
Werten, allerdings wurde sie im Kapillarblut bestimmt. In dieser Matrix hatten auch die
Erythrozyten, aus welchen Metformin eine deutlich langere Halbwertszeit aufweist (23,4 +
1,9 h) [106], einen Einfluss auf die Gesamtelimination. So konnten die Daten der
vorliegenden Studie die Erwartungen einer langeren Halbwertszeit aus Kapillarblut im
Vergleich zum Plasma bestatigen. Fir Patienten mit einer Kreatininclearance kleiner als
60 mL/min war die Eliminationshalbwertszeit erwartungsgemaf verlangert (18,5 h vs.
11,9 h). Eine neue Studie (2016) zeigte, dass die mittlere Eliminationshalbwertszeit von
akkumuliertem Metformin in Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion aus Plasma
noch hoher lag (51,9 h) [190]. Da hier jedoch nur Patienten mit Metforminkonzentrationen
im Plasma von Uber 5 pug/mL in die Studie eingeschlossen wurden, sind die Werte nicht
mit unseren vergleichbar [190]. Aus unseren Daten konnten zum ersten Mal
Eliminationshalbwertszeiten fir Metformin aus Kapillarblut bestimmt werden und es
konnte bestatigt werden, dass die Elimination in Patienten mit schlechter Nierenfunktion

lAnger dauerte, als in Patienten mit besserer Nierenfunktion.

5 Populationspharmakokinetische
Untersuchung von Sitagliptin

5.1  Hintergrund

Die Zunahme der kombinierten Verordnung der Arzneistoffe Metformin und Sitagliptin
erfordert fur die routinemafRigen Therapiekontrolle eine Methode, in der auch Sitagliptin
erfasst werden kann, um die Konzentration des Arzneistoffs im Kapillarblut im
Zusammenhang mit der Nierenfunktion betrachten zu kénnen. Mit der entwickelten DBS-
Methode ist eine einfache Therapiekontrolle méglich. Das erste Ziel vor der Anwendung

war es, typische Kapillarblutspiegel des Sitagliptins zu ermitteln.
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5.2  Bestimmung der Sitagliptinkonzentration aus Dri ed Blood
Spots

5.2.1 Verteilung von Sitagliptin zwischen Plasma un  d Blutzellen in-vitro

5.2.1.1 Hintergrund

Fir das renal eliminierte Sitagliptin (Qo = 0,15) wird empfohlen, vor der erstmaligen
Einnahme die Nierenfunktion zu Uberprifen, da im Falle einer maRigen
Nierenfunktionsstérung (CrCl = 30 mL/min bis < 50 mL/min) schon eine Dosisanpassung
notwendig ist [117]. Auch im Laufe der Therapie soll in regelmaiigen Abstanden die

Nierenfunktion Gberprift werden [117].

Die Konzentration des Arzneistoffs wurde in der vorliegenden Arbeit aus Dried-Blood-
Spots, also aus Kapillarblut bestimmt (Allg. Teil, B1). Um die Therapie durch einfache
Blutspiegel- und Nierenfunktionskontrolle verbessern zu kénnen, sollte zunéchst die
Verteilung des Sitagliptins zwischen Blutzellen und Plasma geklart werden, um
anschlieBend abschatzen zu konnen, ob die Blutzellen auch fur Sitagliptin ein tiefes
Kompartiment darstellen und wenn ja, welcher Arzneistoffanteil im Plasma vorliegt.
Wirden die Blutzellen ein tiefes Kompartiment darstellen, dann wére die Elimination
hieraus langsamer als aus Plasma, was fur die Pharmakokinetik bei bestehender

Nierenfunktionsstérung ein wichtiger Punkt ware.

5.2.1.2 Ergebnisse

Parallel zur Bestimmung der Verteilung von Metformin in Plasma und Blutzellen (Allg. Teil,
B4.2.1.2) wurde dies auch fur Sitagliptin durchgefuhrt. Fir alle Konzentrationen
(10 ng/mL, 250 ng/mL und 400 ng/mL) wurden flr jede Inkubationsdauer (15 min, 60 min)
sowohl die Vollblut-, als auch die Plasma und Blutzellproben mit den validierten Methoden
(Exp. Teil, C6.2.1) quantifiziert (n = 3). Der Verteilungskoeffizient cp/cgz wurde ermittelt,
indem die Konzentration des Sitagliptins im Plasma (cp) durch die in den Blutzellen (cgz)
dividiert wurde. Nach 15 min wurde eine in-vitro-Verteilung von cp/Cgz = 3,41 = 0,43
(MW = MDM) gefunden, nach 60 min war der Verteilungskoeffizient cp/cgz = 5,58 + 0,98
(MW £ MDM). Nach dieser Zeit sollte die Verteilung abgeschlossen sein, wie es fur
Metformin auch der Fall war, da sich die Verteilung zwischen 60 min und 4 h nicht mehr
verandert hatte (Allg. Teil, B4.2.1.2). Im Equilibrium, d.h. nach 60 min Inkubation, war die
Verteilung von Sitagliptin fir die verschiedenen Konzentrationen nicht signifikant
unterschiedlich (ANOVA; p < 0,05), woraus geschlossen werden konnte, dass die

Verteilung unabhangig von der Konzentration erfolgte (Abbildung 55).
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Abbildung 55: Verteilung verschiedener Konzentratio nen von Sitagliptin  zwischen
Plasma (cp) und Blutzellen (¢ sz) nach 15 min und 60 min. Die S&aulen stellen den
Mittelwert und die mittlere Abweichung aus n = 3 Proben dar.

5.2.1.3 Diskussion

Far Sitagliptin wird in der Therapie die Plasmakonzentration bestimmt [168-170]. Man
findet lediglich eine Publikation zur Quantifizierung von Sitagliptin aus humanen und
murinen Dried-Blood-Spots [137]. Diese Methode fand nur Anwendung in einer
Pharmakokinetik-Studie an Mausen, in der Vollblutkonzentrationen bestimmt und nicht
untersucht wurde, ob Sitagliptin auch in die Blutzellen tbergeht [137]. Auch in Studien, in
denen die Bioverfligbarkeit oder die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen
Eigenschaften des Sitagliptins untersucht wurden [121, 123], wurde nur die
Plasmakonzentration bestimmt. Mit unseren Ergebnissen konnte nun zum ersten Mal
gezeigt werden, dass die Blutzellen in-vitro ein Kompartiment fur die Verteilung des
Sitagliptins darstellen. Der Verteilungskoeffizient nach 15 min (cp/csz = 3,41 £ 0,43) zeigte,
dass initial eine hohe Aufnahme von Arzneistoff in die Blutzellen stattfand. Diese
Verteilung anderte sich nachfolgend und nach 60 min lag Uber finfmal mehr Arzneistoff
im Plasma als in den Zellen vor, was anhand des Verteilungskoeffizienten cp/Cgz; von
5,58 = 0,98 (MW = MDM) ersichtlich war. Damit war die Aufnahme in die Blutzellen
annahernd so hoch wie fir Metformin (Allg. Teil, B4.2.1), fir das schon bekannt war, dass

es sich in die Erythrozyten verteilt.
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5.2.2  Bestimmung der Sitagliptinkonzentration in Pa  tientenproben der klinischen
Studien

5.2.2.1 Basisstudie

In 36 Studienproben konnte die Sitagliptinkonzentration bestimmt werden (Allg. Teil, B2.1,
Abbildung 36). In einer Probe lag die Konzentration unterhalb des LLOQ von 3 ng/mL und
konnte deshalb nicht quantifiziert werden. Die Werte der einzelnen Patienten schwankten
dabei von 84,7 ng/mL bis 838,9 ng/mL (Abbildung 56). Alle Patienten nahmen eine

Tagesdosis von 100 mg Sitagliptin ein.
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Abbildung 56: Sitagliptinkonzentration im Kapillarb lut der einzelnen Studienproben und des

Mittelwertes der Basisstudie (n = 36). Dargestellt sind die Einzelwerte und der daraus resultierende
MW = SD (rote Saule) der gemessenen Blutspiegel.

5.2.2.2 Feldstudie

Insgesamt 32 der Studienpatienten nahmen Sitagliptin ein (Allg. Teil, B2.1, Abbildung 36).
In 31 Studienproben konnte Sitagliptin quantifiziert werden. In einer Probe lag die
Konzentration oberhalb des ULOQ von 1000 ng/mL und konnte deshalb nicht bestimmt
werden. Die Werte der einzelnen Patienten schwankten dabei von 11,1 ng/mL bis
995,6 ng/mL (Abbildung 57 A). Allerdings variierte auch die taglich eingenommene Dosis
des Arzneistoffs zwischen 25 mg und 100 mg. Wurden die Kapillarblutkonzentrationen auf
eine Tagesdosis von 100 mg normiert, so ergab sich daraus ein Bereich von 11,1 ng/mL
bis 1226,2 ng/mL (Abbildung 57 B).
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Abbildung 57: Sitagliptinkonzentration im Kapillarblut der einzel nen Studienproben und des
Mittelwertes (MW) der Feldstudie (n = 31). Dargestellt sind die Einzelwerte und der daraus
resultierende MW = SD (rote S&ule) der gemessenen Blutspiegel (A) und der auf 100 mg pro Tag
normalisierten Blutspiegel (B). Die Patientenprobe 66 wies eine Konzentration von 11,12 ng/mL auf.

5.3  Populationspharmakokinetische Betrachtung

5.3.1  Ergebnisse

Aus den Daten beider Studien (Allg. Teil, B5.2.2.1 und B5.2.2.2) wurden die unter der
Therapie typischen Kapillarblutspiegel fur Sitagliptin ermittelt. In 67 Patientenproben
konnte eine mittlere Konzentration von 432,2 + 268,8 ng/mL (MW = SD) und ein Median
von 388,9 ng/mL bestimmt werden. Die Schwankung der Werte reichte dabei von
11,1 ng/mL bis 995,6 ng/mL fur einen Dosisbereich von 25 mg bis 100 mg.

Erwartungsgemafy konnte mit steigendem Abstand zur letzten Medikamenteneinnahme

eine sinkende Arzneistoffkonzentration im Kapillarblut beobachtet werden (Abbildung 58).
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Abbildung 58: Konzentration des Sitagliptins im Kapillarblut im
Zusammenhang mit dem Abstand der Blutabnahme zur letzten
Medikamenteneinnahme. Es wurde die auf eine Tagesdosis von 100 mg
Sitagliptin normierte Konzentration aufgetragen.

Nur 64 der 67 Patientenproben, aus denen Sitagliptin quantifiziert wurde, wurden in die
Auswertung einbezogen, da fir drei Patienten die Kreatininkonzentration nicht bestimmt
und somit keine Kreatininclearance berechnet werden konnte. Es wurden die auf eine
Tagesdosis von 100 mg normierten Kapillarblutspiegel verwendet. Die negative
Korrelation war dabei moderat, aber signifikant (Pearson Korrelation; R = -0,522,
p < 0,05). Fur die steigende Arzneistoffkonzentration im Kapillarblut konnte zudem eine
schwache signifikante Korrelation mit einer sinkenden Kreatininclearance gefunden
werden (y = -3,340x + 688,24; Pearson Korrelation; R =-0,294; p < 0,05).

Wurde einem Patienten lange nach der Tabletteneinnahme Blut abgenommen, so zeigte
er bei schlechter Nierenfunktion trotzdem hohe Sitagliptinspiegel auf. Umgekehrt waren
auch bei guter Nierenfunktion flr eine kurz zuriickliegende Tabletteneinnahme geringe

Konzentrationen zu finden (Abbildung 59).
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Abbildung 59: Darstellung des Einflusses der Sit  agliptinkonzentration im
Kapillarblut, der Kreatininclearance und dem Abstan d zur letzten
Medikamenteneinnahme aufeinander. Es wurde die auf eine Tagesdosis von
100 mg normierten Kapillarblutspiegel verwendet, um den Einfluss der
patientenindividuellen Dosierung aus dem Modell auszuschlieRen.

Weder das Alter, der BMI, der HbA;.-Wert noch der Glucose-Spiegel der Patienten
zeigten eine signifikante Korrelation mit dem Sitagliptinspiegel. Der Hamatokrit hingegen

wies eine signifikante Korrelation mit dem Arzneistoffspiegel auf (Pearson R = 0,396;
p < 0,05) (Allg. Teil, B5.4).

5.3.2 Diskussion

Far Sitagliptin wurden unseres Wissens keine therapeutischen Bereiche publiziert
(Einleitung, A4.2.1). Die vertffentlichte Maximalkonzentration im ,Steady state* wurde an
gesunden mannlichen Probanden aus Plasma ermittelt [121]. Sie lag fur eine Tagesdosis
von 100 mg bei 941 nM (383 ng/mL) [121]. Wurde sie Uber den abgeschatzten mittleren
Verteilungsfaktor cp/cgz; = 2,60 (Mittelwert der in Tabelle 18 dargestellten Einzelwerte) in
die Vollblutkonzentration umgerechnet, so resultierte daraus eine ,Steady-state”
Konzentration von 530,3 ng/mL. Die in den klinischen Studien ermittelte mittlere
Konzentration im Kapillarblut (MW £ SD; 432,2 + 268,8 ng/mL) lag etwas niedriger, zeigte
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allerdings eine hohe Variabilitat. Die gemessenen Konzentrationen variierten zwischen
11,1 ng/mL und 995,6 ng/mL.

Der Abstand zur letzten Medikamenteneinnahme, sowie die abnehmende Leistung der
Nierenfunktion zeigten einen signifikanten Einfluss auf die auf eine Tagesdosis von
100 mg normierten Konzentrationen im Kapillarblut (Allg. Teil, B5.3.1). So konnten fir
eine kurze Dauer zwischen der Einnahme von Sitagliptin (klirzester Abstand: 35 min) und
der Blutabnahme sowie bei einer schlechten Nierenfunktion (geringe Kreatininclearance)

die hochsten Sitagliptinspiegel gemessen werden.

Durch Auftragen der Konzentrationen von Sitagliptin in Abhéngigkeit der letzten Einnahme
konnte, wie fir Metformin beschrieben (Allg. Teil, B4.3.2), die Eliminationshalbwertszeit
sowie die Eliminationskonstante k. bestimmt werden. War die Kreatininclearance grofRer
als 60 mL/min (n = 40), so war die Korrelation zwischen dem Abstand zur letzten
Einnahme und dem Sitagliptinspiegel moderat und signifikant (y = -0,396x + 571,72;
Pearson Korrelation, R = -0,570, p < 0,05). Die Eliminationshalbwertszeit aus Kapillarblut
betrug 505 min (8,4 h) und die Eliminationskonstante ke 1,4 - 10, Fir Patienten mit einer
Kreatininclearance kleiner als 60 mL/min (n = 24) wurde eine schwachere, jedoch
signifikante Korrelation zwischen dem Abstand zur letzten Einnahme und der
Arzneistoffkonzentration beobachtet (y = -0,390x + 703,52; Pearson Korrelation,
R =-0,479, p < 0,05). Fur dieses Patientenkollektiv betrug die Eliminationshalbwertszeit
779 min (13,0 h) und k. 8,9 - 10“. Die Plasma-Eliminationshalbwertszeit fiir Sitagliptin
wurde in gesunden Probanden auf 8 h bis 14 h berechnet [116, 117, 121, 123]. In einer
Studie an ubergewichtigen Personen ohne Diabetes mellitus Typ 2 wurde ebenfalls die
Pharmakokinetik von Sitagliptin untersucht. Die Eliminationshalbwertszeit aus Plasma von
11,3 h, war vergleichbar mit der in normalgewichtigen Menschen [125]. In Diabetes
mellitus Typ 2 Patienten wurde eine Eliminationshalbwertszeit aus Plasma von 11,0 h bis
13,1 h bestimmt [116]. Der Einfluss der Erkrankung scheint die Elimination nicht zu
beeinflussen. Die von uns ermittelten Eliminationshalbwertszeiten aus Kapillarblut fir
Diabetes mellitus Typ 2 Patienten lagen sowohl mit einer Kreatininclearance grol3er, aber
auch kleiner als 60 mL/min in dem schon publizierten Bereich. Die Akkumulation in den
Erythrozyten hatte fur Sitagliptin offenbar keinen so grol3en Einfluss wie fur Metformin
(Allg. Teil, B4.3.2). Der Vergleich der Halbwertszeiten zwischen den Patientenkollektiven
mit besserer und schlechterer Nierenfunktion (8,4 h vs. 13,0 h) zeigte erwartungsgemaf
die deutlich langsamere Elimination des Sitagliptins mit sinkender Kreatininclearance.
Unseres Wissens sind dies die ersten klinischen Daten, die diesen Zusammenhang
nachweisen und auch die ersten Daten, die die Eliminationshalbwertszeiten fur Sitagliptin

aus Kapillarblut beschreiben.
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5.4  Hamatokritabhangigkeit und inter-individuelle
Unterschiede der Sitagliptinkonzentration im Blut in-vitro

5.4.1 Hintergrund

Nach Auswertung der 37 Patientenproben der Basisstudie, flr die auch der Hamatokrit
(Hct) von der diabetologischen Praxis Ubermittelt wurde, zeigte sich, dass der Hct einen
signifikanten Einfluss auf den Blutspiegel des Sitagliptins hatte (Pearson R = 0,396;
p < 0,05) (Abbildung 60).
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Abbildung 60: Der Zusammenhang zwischen der Konzentration an Sita  gliptin im
Kapillarblut der Patientenproben und dem zugehérige n Hamatokrit war nach
Pearson auf einem Niveau von p < 0,05 signifikant. Dargestellt sind die Daten der
Basisstudie (n = 37).

Es wurden steigende Konzentrationen des Arzneistoffs im Blut mit steigendem Hct
beobachtet. Der Grund hierfur kénnte die Verteilung von Sitagliptin in die Blutzellen sein
(Allg Teil, B5.2.1), falls es daraus langsamer eliminiert wurde als aus Plasma. Da bei
einem hohen Hamatokrit mehr Blutzellen vorhanden sind, in denen sich der Arzneistoff
ansammeln kénnte, ware somit bei den folgenden Arzneistoffgaben mehr ,Restsitagliptin“
im Blut vorhanden. Der Arzneistoff wirde auftitriert und zu einer héheren ,Steady-state”
Konzentration fuhren verglichen mit Blut mit einem niedrigeren Hct. Diese Hypothese

sollte naher untersucht werden.
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Mithilfe von in-vitro-Versuchen, bei denen Blut eines Spenders, das auf verschiedene Hct-
Werte eingestellt und mit Arzneistoff inkubiert wurde, sollte gezeigt werden, dass in Blut
mit hdherem Hct Sitagliptin zu einem gréR3eren Anteil in den Blutzellen vorliegt, als in Blut
mit niedrigerem Hct (Exp. Teil, C6.2.4). Diese Verteilung des DPP-IV Inhibitors sollte sich
der Theorie nach linear mit dem Hct verandern. Fir Sitagliptin wurden in der vorliegenden
Arbeit schon in-vitro Verteilungsversuche durchgefiihrt (Allg. Teil, B5.2.1), fur die der Hct
des verwendeten Blutes jedoch nicht beriicksichtigt wurde. Im zweiten Schritt sollte
anschlieend Uberprift werden, ob die Verteilung des Sitagliptins nur vom Hct abhangig
war oder dartber hinaus auch inter-individuelle Unterschiede zeigte. Dies sollte mit Blut
verschiedener Einzelspender getestet werden. Im letzten Schritt, um die Elimination des
Sitagliptins zu untersuchen, waren Dialyseversuche notwendig. Robert et al.
verdffentlichten 2003 fur Metformin eine Studie, um die Kinetik des Metformins im Plasma
und den Erythrozyten zu erforschen [106]. Es wurde gesunden Probanden oral Metformin
verabreicht und nach bestimmten Zeitpunkten Blutproben enthommen und die Menge des
Arzneistoffs im Plasma und den Blutzellen bestimmt [106]. Aus diesen Daten konnten
anschlielBend Eliminationskurven aufgestellt und Eliminationszeiten berechnet werden
[106]. Analog dieses in-vivo-Versuchsaufbaus, sollten fir Sitagliptin in-vitro-Versuche
durchgefuhrt werden, um ebenfalls Eliminationskurven und —halbwertszeiten bestimmen
zu kénnen. Konnte man nachweisen, dass fur Sitagliptin die Eliminationshalbwertszeit in
Blut mit héherem Hct hdher ist als mit niedrigerem Hct, dann wirde sich hierdurch die
héhere ,Steady-state” Konzentration erklaren lassen. Wéare die Eliminationshalbwertszeit
aus den Blutzellen zudem noch langer als die aus Plasma, so ware dies der Beweis, dass

die Blutzellen ein tiefes Kompartiment fir Sitagliptin darstellen (Abbildung 61).
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Sitagliptinspiegel korreliert in-vivo signifikant mit steigendem Hamatokrit im Blut

Hypothesen:
* Bindungvon Sitagliptinan/in Blutzellen - Anreicherung des AS
* Hoherer Hamatokrit bedeutet mehr Blutzellen - héhere Vollblutspiegel

¢ Blutzellen als tiefes Kompartiment fiir Sitagliptin?

Verteilung des AS zwischen Blutzellen und Plasma ist abhangig
vom Hct

Zu Uberprifen: | Zwischen den Individuenist die Verteilung konstant

Elimination aus Blut mit hdherem Hct langsamer als aus Blut mit
niedrigerem Hct

Elimination aus Blutzellen langsamer als Plasma

Abbildung 61: Schematische Vorgehensweise der Untersuchungen zur Pharmakokinetik des
Sitagliptins.  In-vivo wurde eine signifkante Korrelation des Sitagliptinspiegels mit steigendem
Hamatokrit (Hct) gefunden (Allg. Teil, B5.4.1). Mithilfe verschiedener Versuche sollte die Verteilung des
Arzneistoffs (AS) in Abhangigkeit des Hcts, die inter-individuelle Verteilung und die Elimination
untersucht werden.

54.2 Inkubationsversuche mit Blut mit unterschiedlichem Hamatokrit

Um die Abh&ngigkeit der Verteilung des Sitagliptins zwischen Plasma und den Blutzellen
zu zeigen, wurden Inkubationsversuche in Blut mit verschiedenem Hamatokrit

durchgefuhrt.

5.4.2.1 Ergebnisse

Durch die Bestimmung des Anteils an Sitagliptin, der nach der Inkubation im Plasma bzw.
den Blutzellen im Vergleich zur Nominalkonzentration im Vollblut zu finden war, konnte
gezeigt werden, dass mit zunehmendem Hamatokrit, also mit einem hdheren Anteil an
Erythrozyten im Blut, der Anteil an Sitagliptin in den Blutzellen stieg, der im Plasma
proportional dazu abfiel (Abbildung 62). Die Ergebnisse waren auch zwischen den
Konzentrationen mit 3,0 — 9,7 % so prazise, dass diese Beobachtung als unabhangig von

der Konzentration gelten konnte.

128



5 Populationspharmakokinetische Untersuchung von Sitagliptin

80%
60% +—| % T T -

50% -+ T

40% +—

30% +—f

20% +—

Matrix bezogen auf die
Nominalkonzentration im Vollblut

10% +—f

0%

Anteil des Sitagliptins in der jeweiligen

Hct 0,3 Hct0,4 Hct05 Hct0,6 Hct 0,7

DAnteil des im Plasma vorhandenen Arzneistoff

B Anteil des in den Blutzellen vorhandenen Arzneistoff

Abbildung 62: Anteil des im Plasma und in den Blutzellen vorhandenen
Sitagliptins nach einer Inkubation von 60 min. Fir jeden Hamatokrit wurde
dabei der Mittelwert + Standardabweichung (n = 9) aufgetragen, da das Verhaltnis
unabhangig von der Konzentration des Arzneistoffes war.

Ein t-Test (verbundene Stichprobe; p < 0,05) zeigte, dass fur jeden Hamatokrit bei jeder
Konzentration die Summe der Menge an Sitagliptin im Plasma und den Blutzellen nicht
signifikant unterschiedlich von der im Vollblut war. Alle Probensets waren dabei auf einem

Signifikanzniveau von a = 0,05 normalverteilt (Shapiro-Wilk-Test).

Der Verteilungsfaktor cp/cgz beschrieb die Verteilung des Arzneistoffs zwischen Plasma
und Blutzellen. Er war von der Konzentration unabhéngig, was anhand der Prazision
kleiner 10 % (6,0 % - 9,3 %) ersichtlich war. Fir jeden Hamatokrit wurde cp/cgz berechnet
und reichte von 1,89 + 0,11 fur einen Hamatokrit von 0,3 bis 0,89 = 0,08 fiir einen
Hamatokrit von 0,7 (Tabelle 15), wodurch gezeigt werden konnte, dass fur hohere
Hamatokritwerte mehr Arzneistoff in den Blutzellen zu finden war, als in Blut mit einem
niedrigeren Hamatokrit. Fir jeden Hct waren die Verteilungskoeffizienten signifikant

unterschiedlich von allen anderen (ANOVA, p < 0,05).

Tabelle 15: Verteilungsfaktoren ¢ p/cgz flr den jeweiligen Hamatokrit nach einer Inkubatio  n von 60 min.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + Standardabweichung (n = 9) sowie die relative
Standardabweichungen (RSD) der Werte. Die Verteilungen waren signifikant verschieden voneinander
(ANOVA, p <0,05).

Hct 0,3 Hct 0,4 Hct 0,5 Hct 0,6 Hct 0,7
Cp/Caz 1,89+0,11 1,50+0,11 1,26+0,12 1,09+0,10 0,89+0,08
RSD 5,98 % 7,06 % 9,31% 8,82 % 9,30 %
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Der Zusammenhang zwischen den Verteilungskoeffizienten und dem H&matokrit war
dabei linear, der Korrelationskoeffizient R betrug 0,99 (Abbildung 63).

y =-0,2422x + 2,0527

CplCp;

Hct 0,3 Hct 0,4 Hct 0,5 Hct 0,6 Hct 0,7

Abbildung 63: Verteilungskoeffizient ¢ p/cgz des Sitagliptins in Abhangigkeit des
Hamatokrits nach einer Inkubation von 60 min bei 37 °C. Dargestellt sind jeweils
die Mittelwerte + Standardabweichung (n = 9), da das Ergebnis unabhangig der
vermessenen Konzentration war.

Fur die Arzneistoffkonzentration im Vollblut wurde fir die Proben (pro Hct, pro
Konzentration n = 3) eine Richtigkeit von 91,1 — 113,6 % sowie eine Prazision von 0,7 —
7,9 % nachgewiesen, sodass man davon ausgehen konnte, dass der Arzneistoff Uber die
Inkubation stabil blieb und noch in der zugegebenen Konzentration im Blut vorlag (Tabelle
16).

130



5 Populationspharmakokinetische Untersuchung von Sitagliptin

Tabelle 16: Konzentration an Sitagliptin im Vollblu  t nach einer Inkubation von 60 min bei 37 °C zur
Bestimmung des Einflusses des Hamatokrits auf die V erteilung des Arzneistoffs zwischen Plasma und
Blutzellen. Dargestellt ist fUr jede Konzentration der Mittelwert + Standardabweichung, die Richtigkeit und die

Prazision aus n = 3 Bestimmungen.

Nominalkonzentration
im Vollblut [ng/mL]

MW c(Sitagliptin) im Vollblut [ng/mL]

Hct 0,3 Hct 0,4 Hct 0,5 Hct 0,6 Hct 0,7
10 10,37 £ 0,60 10,53 £ 0,83 10,14 £ 0,80 10,54 + 0,53 10,05 + 0,50
250 243,84+1,75 256,43+2,64 263,02+9.85 269,83+ 11,34 253,87 £ 2,49
400 405,29+8,38 413,12+2,98 41523+2,86  447,23+536 444,04+ 10,42

Richtigkeit [%)]
Hct 0,3 Hct 0,4 Hct 0,5 Hct 0,6 Hct 0,7
10 103,98 +6,02  105,53+8,36  101,62+8,05 105,65+ 5,28 100,73 + 5,02
250 97,76+0,70  102,81+1,06 105,45+3,95 108,18 +4,55 101,78 + 1,00
400 101,56 +2,10  103,52+0,75 104,15+0,72 112,06 + 1,34 111,27 £ 2,61
Prazision [%]
Hct 0,3 Hct 0,4 Hct 0,5 Hct 0,6 Hct 0,7
10 5,79 7,92 7,92 5,00 4,99
250 0,72 1,03 3,75 4,20 0,98
400 2,07 0,72 0,69 1,20 2,35
5.4.2.2 Diskussion
Beim Betrachten der Verteilungskoeffizienten cp/cgz; (Tabelle 15) war eine starke

Abweichung zu dem Koeffizient aus den ersten Verteilungsversuchen zu sehen (Allg. Teil,
B5.2.1). In den ersten Versuchen zur Bestimmung der Verteilung wurde gepooltes Blut
von zehn Einzelspendern verwendet, woraus ein Verteilungskoeffizient von 5,58
resultierte (Allg. Teil, B5.2.1). Fir das Blut wurde kein Hct bestimmt. In den neu
durchgefuhrten Inkubationsversuchen (Allg. Teil, B5.4.2) wurde das Blut eines
Einzelspenders verwendet, woraus nunmehr Verteilungskoeffizienten zwischen 0,89 und
1,89 resultierten. Es sollte deshalb geklart werden, ob dieser erhebliche Unterschied der
das heifl3t

inter-individuelle

Koeffizienten aufgrund der Verwendung unterschiedlicher Blutchargen,

verschiedener Spender zustande kam und somit erhebliche
Schwankungen der Verteilung des Sitagliptins zwischen Plasma und Blutzellen erwarten
liel3.
5.4.3

Inter-individuelle Unterschiede der Verteilun g des Sitagliptins zwischen

Plasma und Blutzellen

Die Verteilung des Arzneistoffs zwischen Plasma und Blutzellen in Proben von vier
Einzelspendern wurde bestimmt. Durch diesen Versuchsaufbau (Exp. Teil, C6.2.4.2)
konnten zum einen die inter-individuellen Unterschiede der Sitagliptinverteilung zwischen

Plasma und Blutzellen untersucht werden, zum anderen konnte die schon vorher gezeigte
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Abhangigkeit der Verteilung vom Hamatokrit (Allg. Teil, B5.4.2) zusatzlich in

verschiedenen Einzelmatrizes Gberprift werden.

5.4.3.1 Ergebnisse

Der Vergleich der fir jeden Einzelspender und Hamatokrit bestimmten
Verteilungskoeffizienten cp/cgz zeigte, dass diese sehr stark zwischen den Einzelspendern
variierten. Fur einen Hamatokrit von 0,4 reichten die Schwankungen des cp/Cgz von 1,83
bis 4,28, fur einen Hct von 0,6 von 1,37 bis 2,89. Fur die Einzelspender zeigte sich
zwischen den beiden betrachteten Hamatokritwerten ein sehr deutlicher Unterschied. Fur
einen Hct von 0,4 fanden sich jeweils h6here Werte des Verteilungskoeffizienten cp/cgz als
fur einen Hct von 0,6 (Tab. Anhang, D5.4.3).

Der Vergleich der Verhéltnisse der Verteilungskoeffizienten fir einen Hct von 0,4 und 0,6
[(cp/cez(0,4))/(cp/csz(0,6))] der Einzelspender (Allg. Teil, B5.4.3) und der Ergebnisse aus
den Versuchen zur Hamatokritabhangigkeit (Allg. Teil, B5.4.2) zeigten, dass die
Verhaltnisse aus beiden Versuchen mit einer Prézision von 7,84 % dieselben waren
(Tabelle 17).

Tabelle 17: : Verhaltnisse der Verteilungskoeffizie  nten von Sitagliptin zwischen Plasma und Blutzellen

fur einen Hamatokrit (Hct) von 0,4 und 0,6. Die mit 1-4 bezeichneten Blutchargen stellten die jeweiligen
Einzelspender aus den Versuchen der inter-individuellen Unterschiede dar und die mit 5 bezeichnete Charge
die Ergebnisse der Versuche zur Hamatokritabhangigkeit. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus n = 3
Messungen.

Blutcharge cp/csz (Het 0,4/Hct 0,6)
1 1,38
2 1,44
3 1,14
4 1,29
5 1,38
MW £ SD 1,33+£0,10
Prazision [%] 7,84

Die Richtigkeit der im Vollblut vorliegenden Konzentrationen lag fir alle Proben im
Bereich zwischen 100,5 % und 114,2 %. Die Prazision der gemessenen Werte im Vollblut,
im Plasma und in den Blutzellen fiir die jeweiligen Einzelspender und Hct-Werte lag
zwischen 0,1 % und 10,1 % (Tabelle 18). Die Ubereinstimmung zwischen der
Konzentration im Vollblut und der Summe aus Plasma und Blutzellen fir die einzelnen
Proben reichte von 89,2 — 111,9 %.
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Tabelle 18: Die im Vollblut, im Plasma und in den B lutzellen gemessenen Konzentrationen an
Sitagliptin nach 60 min Inkubation bei 37 °C im Blu t verschiedener Einzelspender (ES) mit
unterschiedlichem Hamatokrit (Hct).  Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + Standardabweichung (n = 3)
sowie die Prazision der gemessenen Konzentration.

Vollblut Plasma Blutzellen

ES Hct c(Sitagliptin) Prazision ! c(Sitagliptin) Prazision ! c(Sitagliptin) Prazision
[ng/mL] [%] [ng/mL] (%] [ng/mL] (%]
1 04 273,0+8,7 3,2 219,5+4,8 2,2 64,5+ 6,2 9,6
0,6 267,2+12,6 47  1865%25 13 749%38 5,0
2 04 276,8+6,7 2,4 204,8+1,6 0,8 51,0+3,2 6,3
0,6 273,440,2 01  2133%31 14 763%29 3,8
3 04 264,5+9,3 3,5 204,4 +10,1 4,9 84,1+2,4 2,8
0,6 265,6 1,9 07 179348 2,7 846%63 7,5
4 04 259,0 + 1,4 0,5 182,8 +11,3 6,2 94,9+3,3 3,5
0,6 264,9+2,6 26  1503+15.2 101 100,6+2,2 2,2

5.4.3.2 Diskussion

Mit den durchgefuhrten Versuchen konnte die Hamatokritabhangigkeit der Verteilung des
Sitagliptins zwischen Plasma und Blutzellen (Allg. Teil, B5.4.2) bestatigt werden. Zudem
konnte belegt werden, dass eine sehr hohe inter-individuelle Schwankung der Verteilung
von Sitagliptin in die Blutzellen vorlag, diese aber ausgehend von den individuellen
Werten fur die Einzelspender Uber verschiedene Hamatokritwerte dieselbe Abhangigkeit

zeigte.

5.4.4  Dialyseversuche

Um die Elimination des Sitagliptins aus Blut mit verschiedenen Hamatokritwerten und aus
Plasma und Blutzellen zu bestimmen, um so die Blutzellen als tiefes Kompartiment des

Sitagliptins zu bestatigen, wurden in-vitro Dialyseversuche durchgefihrt.

5.4.4.1 Ergebnisse

Die in-vitro-Eliminationskurven von Sitagliptin aus Vollblut, Plasma und den Blutzellen
nahmen den erwarteten exponentiellen Verlauf, zudem stimmten die Werte der Kurve aus
Vollblut fur jeden Hamatokrit mit der berechneten Kurve aus der Summe der Plasma- und

Blutzellkonzentrationen Uberein (Abbildung 64).
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Abbildung 64: Vergleich der in-vitro-Eliminationskurven aus Vollblut gegenuber der Kurve der

Summe aus Plasma und Blutzellen.  Fir die summierte Kurve wurden die Mittelwerte (n = 3 bzw. n = 15 fir
t = 0 min) der jeweiligen Zeitpunkte addiert und aufgetragen. Fir die Vollblutkurve wurden die Mittelwerte
(n =3 bzw. n = 15 fur t = 0) der jeweiligen Zeitpunkte aufgetragen.

Die in-vitro-Elimination aus Vollblut sowie aus den Blutzellen zeigte den Trend, dass mit
steigendem Hamatokrit die Eliminationszeit verlangert war, was in den jeweiligen
Konzentrations-Zeit-Kurven durch einen flacheren Kurvenverlauf bzw. einer hdheren
Konzentration nach vier Stunden Dialyse der Eliminationskurve zu erkennen war (Vollblut:

Abbildung 64, Blutzellen: Abbildung 65).
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Abbildung 65:

Inkubation von Vollblut mit ¢ = 500 ng/mL Sitaglipt

In-vitro-Eliminationskurven von Sitagliptin aus den Blutzell

en nach
in. Mit steigendem Hamatokrit verlangerte

sich die Eliminationszeit, was in den jeweiligen Konzentrations-Zeit-Kurven aufgrund einer

héheren Konzentration nach

Mittelwerte (+ Standardabweichung) aus den jeweiligen (n

Bestimmungen.

vier Stunden Dialyse zu erkennen war. Dargestellt sind jeweils die
3 bzw. n = 15 fur t = 0 min)

Fir die Elimination aus Plasma war aus den in-vitro-Kurven kein Unterschied zwischen
Hct 0,5 und 0,3 ersichtlich (Abbildung 66).
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Abbildung 66:

Eliminationszeit als flir einen
einer hoheren Konzentration

In-vitro-Eliminationskurven von Sitagliptin aus Plasma nach Ink
Vollblut mit ¢ = 500 ng/mL Sitagliptin.

ubation von

FUr einen Hamatokrit von 0,7 resultierte eine langere
Hct von 0,5 und 0,3, was in der Konzentrations-Zeit-Kurve aufgrund
nach vier Stunden Dialyse zu erkennen war. Aus den Kurven war

kein Unterschied zwischen Hct 0,5 und 0,3 zu erkennen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte

(+ Standardabweichung) aus

den jeweiligen (n = 3 bzw. n = 15 fiir t = 0 min) Bestimmungen.
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Die Berechnung der Eliminationshalbwertszeit erfolgte Uber die Formel zur Elimination
erster Ordnung (Formel (8)), welche fiir die jeweiligen Matrizes und Hct-Werten durch die
dazugehorigen Konzentrations-Zeit-Kurven gegeben waren sowie anschlieRender

Umrechnung des ke-Wertes in die Eliminationshalbwertszeit t;, (Formel (9)).

ce = co e ®)

1/2

Die Berechnung der Eliminationshalbwertszeit fur Sitagliptin aus Plasma zeigte, dass
diese im Blut mit einem Hamatokrit von 0,5 mit 207 + 16 min ungeféahr gleich war wie aus
Blut mit einem Hct von 0,3. Hier betrug diese 192 + 20 min (Abbildung 67). Die ty;; aus den
Blutzellen zeigten dagegen deutliche Unterschiede (Abbildung 67).
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Abbildung 67: In-vitro-Eliminationshalbwertszeiten (= MDM) von Sitagliptin aus
Plasma und Blutzellen in Blut mit verschiedenem Ham atokrit. Die
Eliminationshalbwertszeit (t12) wurden bestimmt durch Berechnung Uber ke aus den
jeweiligen Konzentrations-Zeit-Kurven der Dialyse (je n = 3). Aus diesen Kurven wurde die
Exponentialfunktion und dariiber ke bestimmt.

Die Verteilungskoeffizienten cp/cgz wurden fur jeden Zeitpunkt der Dialyse bestimmt. Zum

Start der Dialyse nach Inkubation des Arzneistoffs im Blut lagen diese fur Hct 0,3 bei
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4,19 £ 0,30, fur Hct 0,5 bei 3,62 £ 0,36 und fur Hct 0,7 bei 2,48 + 0,31 (MW = SD; n = 15).
Im Laufe der Dialyse sanken die Verteilungskoeffizienten, vor allem fir Blut mit einem
Hamatokrit von 0,5 und 0,7 ab. Fir einen Hct von 50 % sank cp/cgz auf 1,52 + 0,11 ab, flr
70 % auf 1,49 £ 0,08 (Abbildung 68).

s T [

0 5 10 30
OHct 0,3 mHct 0,5 mHct 0,7 Dialysezeit [min]

240

Abbildung 68: Veranderung des Verteilungskoeffizien ten cpl/cez fur Sitaglip tin wahrend der
Dialyse. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + Standardabweichung (n = 3 bzw. n = 15 fir
t = 0 min) der berechneten Verteilungskoeffizienten.

5.4.4.2 Diskussion

Wie in den vorherigen Versuchen wurde auch in den Dialyseversuchen die Zunahme der

Verteilung in die Blutzellen mit steigendem Hamatokrit nachgewiesen.

Die verlangsamte Elimination des Sitagliptins aus Blut mit h6herem Hct in-vitro bestétigte
die in-vivo gefundene hohere ,Steady-state” Konzentration in Blut mit hdherem Hct

verglichen mit niedrigerem Hct (Allg. Teil, B5.4.1).

Durch die Bestimmung der Eliminationshalbwertszeiten t;, basierend auf den
Dialyseversuchen konnte gezeigt werden, dass Sitagliptin in-vitro aus den Blutzellen
deutlich langsamer eliminiert wurde als aus Plasma. Aus dieser verlangsamten
Elimination konnte zum ersten Mal abgeleitet werden, dass die Blutzellen ein tiefes
Kompartiment des Arzneistoffs darstellten. Diese Theorie konnte durch die Berechnung
der Verteilungskoeffizienten bestatigt werden. Im Laufe der Dialyse erfuhren sie eine
Abnahme (Abbildung 68), Sitagliptin wurde dementsprechend aus Plasma schneller

eliminiert als es aus den Blutzellen ins Plasma abgegeben wurde.
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5.4.5  Schlussfolgerung

Mithilfe verschiedener Versuche (Allg. Teil, B5.4.2, B5.4.3 und B5.4.4) konnte erfolgreich
die in der Studie beobachtete Korrelation zwischen der Konzentration des Sitagliptins und
dem Hamatokrit (Abbildung 60) aufgeklart werden. Es wurden Verteilungskoeffizienten fir
die Verteilung von Sitagliptin zwischen Plasma und den Blutzellen von 0,89 bis 1,89
bestimmt. Diese Spanne konnte durch die hamatokritabhdngige Aufnahme des
Arzneistoffs in die Blutzellen erklart werden. Fir Sitagliptin ware die Spiegelkontrolle aus
Vollblut deshalb der bessere Marker als die Kontrolle der Serumkonzentrationen, da

Sitagliptin in den Blutzellen als tiefem Kompartiment gespeichert wird.

138



C Experimenteller Teil



C Experimenteller Teil

140



1 Haufig genutzte Reagenzien, Materialien und Geréate

1 Haufig genutzte Reagenzien, Materialien und
Gerate

1.1  Haufig genutzte Chemikalien

Metformin Hydrochlorid, Kreatinin, = 98 % (anhydrous), Phenformin Hydrochlorid,
Acetonitril (HPLC-Grade), Methanol (HPLC Grade), Ammoniumformiat (Ammonium
formate for mass spectrometry = 99.0 %) sowie Ameisenséure (Formic Acid Solution,
puriss. p.a. for HPLC, 50 % in water) wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen bei Minchen) bezogen. Acetonitril (HPLC-Grade), Methanol (HPLC Grade
und Analyzed LC-MS-Reagent) und Wasser (Analyzed Ultra LC-MS) stammten von VWR
International GmbH (Ismaning, Deutschland). Das fur die HPLC-UV verwendete Wasser
wurde aus der hauseigenen Milli-Q®-Anlage (Merck, Darmstadt) entnommen. Sitagliptin
Phosphat wurde von Molekula GmbH (Munchen), Sitagliptin-d4 Phosphat von Biozol

Diagnostica (Eching) bezogen.

1.2 Humanes Vollblut

Humanes Vollblut wurde vom Blutspendedienst des Bayerischen Roten Kreuz von
gesunden Spendern, junger als 35 Jahren, bezogen. Das nach den Untersuchungen
freigegebene Vollblut wurde bei 4 °C gelagert und innerhalb von 4 Wochen verwendet,

um zu gewahrleisten, dass die Blutzellen sich noch in vitalem Zustand befanden [191].

1.3  Dried-Blood-Spot Trager und Kapillaren

Blotting Papier (GB 004) mit 1 mm Dicke, das von Whatman, Buckinghamshire, UK
bezogen wurde, wurde als Trockenbluttrdger verwendet. Aus diesem wurden Kreise mit
1 cm Durchmesser ausgestanzt und mit Hilfe eines doppelseitigen Klebebandes auf einer

Kartonkarte fixiert.

Das Blut der Patientenproben wurde mit 40 pL Mikrokapillaren nach Delbriick
aufgetragen. Diese wurden von VWR International GmbH (Ismaning, Deutschland)

bezogen.

1.4  HPLC-UV-Anlage

Verwendet wurde eine Waters HPLC Anlage (Milford, MA, USA) mit einer 1525 binaren
Pumpe, einem 717 plus Autosampler, einem 2487 Dual Wavelength Absorbance Detector

und einem Agilent 1260 Infinity Degasser (Santa Clara, CA, USA). Die Software, die zur
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Datensammlung und —auswertung verwendet wurde, war Breeze™ Software Version
3.30.

Als Trennséule wurde eine Phenomenex Luna® HILIC, 150 x 4,6 mm, 5 pm Partikel
(Seriennummer: 646801-14) (Phenomenex, Torrance, CA, USA) genutzt.

1.5 LC-MS/MS-Anlage

Fur die LC-MS/MS Analytik wurde ein Agilent 6460 Triple Quadrupole LC/MS System
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) mit folgenden Komponenten (Tabelle 19)

verwendet.

Tabelle 19: Komponenten der verwendeten LC-MS/MS-An  lage.

Degasser G1379B
Binédre Pumpe G1312B
Autosampler G1367D
Saulenofen G1316B
DAD Detektor G1315C
QQQ G6460A

Die Software, die zur Datensammlung und —auswertung angewandt wurde, war die

Agilent Software MassHunter Version B.05.00.

Als Trennsaule wurde eine Phenomenex Luna® HILIC, 100 x 2 mm, 3 pm Partikel

(Seriennummer: 715667-3) (Phenomenex, Torrance, CA, USA) genutzt.

1.6  Haufig genutzte Reagenzien

1.6.1 Stammldsungen fur die Herstellung von FlieBmi ttel

Es wurde fir die HILIC ein Ammoniumformiatpuffer verwendet, der ausgehend von einer
Stammldsung hergestellt wurde. Die Stammldsung war eine 10 M Losung der Substanz in
Wasser (Analyzed Ultra LC-MS), die bei 4 °C gelagert wurde.

1.6.2 Interner Standard

Als interner Standard wurde eine methanolische L6sung von Phenformin und
Sitagliptin-d4 Phosphat mit einer Konzentration von 25 pg/mL fur Phenformin und
100 ng/mL fur Sitagliptin-d4 verwendet. Die Lésung wurde bei einer Temperatur von

- 25 °C gelagert.
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1.6.3  Spikeldsungen fir die Kalibriergeraden

Fur die Spikeldsungen der Kalibriergeraden wurden ausgehend von den jeweiligen
Stammldsungen mit einer Konzentration von ¢ = 1 mg/mL methanolische Verdinnungen

hergestellt, die die Analyten in verschiedenen Konzentrationen enthielten (Tabelle 20).

Tabelle 20: Konzentrationen haufig genutzter Spikel  dsungen der Kalibriergeraden (K) fur Metformin,
Kreatinin und Sitagliptin in Methanol.

¢ (Kreatinin) ¢ (Metformin) c (Sitagliptin)
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
K1 60 8 0,12
K2 80 12 0,16
K3 100 20 0,28
K4 200 32 0,50
K5 260 40 1,00
K6 320 80 2,00
K7 400 100 4,00
K8 460 120 8,00
K9 520 160 16,00
K10 600 200 20,00
K11 30,00
K12 40,00

1.6.4 Extraktionsmittel

Als Extraktionsmittel wurde eine Ldsung aus 90 % Acetonitril mit Zusatz von 10 %

Ameisensaure verwendet.

1.7  Sonstige haufig genutzte Gerate und Materialen

Mikroliterpipetten

0,5-10puL Eppendorf Research Plus Ser.Nr.: H35713D
2-20puL Eppendorf Research Ser.Nr.: 3888958

10 - 100 pL Eppendorf Research Plus Ser.Nr.: H38706D
100 - 1000 pL Eppendorf Research Plus Ser.Nr.: G15492D
Thermomixer Eppendorf Thermomixer Compact 5350
Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5702

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Analysenwaage Sartorius CPA22D
(Sartorius, Gottingen, Deutschland)
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Ultraschallbad

Reagiergefale
1,5mL

2,0 mL

Sarstedt Tubes 15 ml

Stickstoff-Abdampfapparatur

Vortex

Microfuge

HPLC-Vials

Desi Dry 1 g Trockenmittelbeutel

LC-MS/MS Vials fur kleine Volumina

LC-MS/MS Vials fur grof3e Volumina

Caps fiur LC-MS/MS Vials

Formlocher Artemio ,Circle* zum
Ausstanzen der Spots

Bandelin Sonorex Super RK 255
(Bandelin, Berlin, Deutschland)

Reagiergefal 1,5 mL; PP
Safe Seal Reagiergefald 2,0 mL; PP

Ro6hre 15 mL, 120 x 17 mm, PP
(Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)

Sonderanfertigung der hausinternen Werkstatt

Vortex Genie 2 G560E
(Scientific Industries, New York, USA)

Microfuge 22R
(Beckmann Coulter, Brea, Kalifornien, USA)

Certified Clear Glass 8 x 40 mm Snap Neck Total
Recovery Vial, 700 pL mit 8x40 mm Snap Neck
Cap and Septa

(Waters Corporation, Milford, Massachusetts,
USA)

ThoMar OHG, Litau, Deutschland

Chromacol, Braunglass-Schraubflasche mit
300 pL Glaseinsatz, 03-FISV(A)
(VWR International GmbH, Ismaning, Deutschland)

Verex™ Vial, 9mm Screw Top, 2mL, Amber 51
(Phenomenex, Torrance, CA, USA)

Cap, screw, blue, PTFE/red silicone septum
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)

Formlocher Artemio ,,Circle”
(Stempelmeer, Inh. Silke Juninger, Frankfurt,
Deutschland)

1.8

Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertungen der Daten wurde die Software OriginPro 9.0.0G (Lehre)
der Firma OriginLab (Northampton, MA, USA) verwendet.
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2 Methode zur Quantifizierung von Kreatinin,
Metformin und Sitagliptin aus Trockenblut

2.1 Verwendete Reagenzien, Materialien und Geréate

2.1.1 Substanzen

Neben den in Exp. Teil, Cl.1 aufgefihrten Reagenzien wurden Atenolol, = 98 %,
2-Ethoxyethylacetat und PBS-Puffer (DUBLECCO’S Phosphate Buffered Saline) genutzt,
die von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen bei Minchen) bezogen wurden.
Essigsaure sowie wassrige Ammoniakldsung, Ammoniumacetat und Ameisensaure

wurden von der universitatsansassigen Chemikalienausgabe bezogen.

Weiter wurden Magnesiumsulfat, = 99,5 %, Natriumchlorid, = 99 %, Natriumacetat,
= 99 %, tri-Natriumcitrat-dihydrat, = 99 % und Natriumcitrat-dibasic-sesquihydrat, = 99 %
von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen bei Minchen), Bondesil-PSA (PSA),
40 um wurde von Agilent (Santa Clara, CA, USA) bezogen.

2.1.2  Standardlésungen
2.1.2.1 Standardldsungen fur die Methodenentwicklung aus Reinsubstanzen

HPLC-UV Methode

Von Metformin, Atenolol und Kreatinin wurde je eine Stammlosung mit einer
Konzentration von 1 mg/mL in 50 % Acetonitril in Wasser hergestellt. Die jeweiligen
Stammlésungen wurden mit 50 % Acetonitril in Wasser zu einer Konzentration von
10 pg/mL verdiunnt. Es wurden Lésungen der drei Analyten auch in 90 % Acetonitril mit
einer Konzentration von 10 pg/mL hergestellt. Neben den Einzelldsungen wurde sowohl in
50 % Acetonitril, wie auch in 90 % Acetonitril ein Gemisch der drei Analyten mit einer
Konzentration von je 10 pug/mL hergestellt. Die Mischlésung in 90 % Acetonitril wurde
weiter verdinnt zu einer Konzentration von ¢ = 1 pg/mL. Die Losungen wurden bei einer

Temperatur von - 25 °C gelagert.

LC-MS/MS Methode

Es wurden von Sitagliptin und Sitagliptin-d4 Phosphat methanolische Ldsungen in
verschiedenen Konzentrationen, ausgehend von der jeweiligen Stammlésung mit einer
Konzentration von 1 mg/mL Sitagliptin, bzw. Sitagliptin-d4 Phosphat hergestellt. Die
Verdinnungen fur Sitagliptin - und Sitagliptin-d4 Phosphat hatten dabei eine

Endkonzentrationen von je 10 pg/mL. Zudem wurde eine methanolische LOsung der
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beiden Substanzen hergestellt, die die Analyten in einer Konzentration von je 1 pg/mL

enthielt. Die Losungen wurden bei einer Temperatur von - 25 °C gelagert.

2.1.2.2 Standardldsungen fur die Methodenentwicklung aus Trockenblut und der

Entwicklung der Extraktionsmethode
a. HPLC-UV Methode

Interner Standard

Es wurde eine methanolische Losung von Atenolol mit einer Konzentration von
100 pg/mL, ausgehend von einer Stammlésung mit einer Konzentration von 1 mg/mL
hergestellt. Eine methanolische Stammlésung (¢ = 1 mg/mL) von Phenformin wurde
verdiinnt zu folgenden Konzentrationen: Verdinnung 1 (V;) = 100 pg/mL, V, = 50 pg/mL

und V3 = 25 pg/mL. Die Lésungen wurden bei einer Temperatur von - 25 °C gelagert.

Spikelésungen fir die Methodenentwicklung der HPLC-UV- und Extraktionsmethode

Als Spikeldosung zum Versetzen des Blutes mit Metformin und Kreatinin wurde eine
methanolische Lésung verwendet, die, ausgehend von den jeweiligen Stammlésungen
(c = 1 mg/mL), beide Analyten in einer Konzentration von 400 pg/mL enthielt. Die

Lésungen wurden bei einer Temperatur von - 25 °C gelagert.

Spikelosungen fur die Optimierung der Extraktionsmethode

Fur die Optimierung der Extraktionsmethode wurde als Spikelésung zum einen eine
Losung verwendet, die beide Analyten in einer Konzentration von 400 pg/mL in Methanol
enthielt. Zum anderen wurden Verdinnungsreihen der jeweiligen Analyten in Methanol
hergestellt, die Metformin in Konzentrationen von 0,4 pg/mL bis 400 pg/mL und Kreatinin
von 20 pg/mL bis 600 pug/mL enthielten. Die Verdinnungen wurden ausgehend von den

jeweiligen Stammldsungen (¢ = 1 mg/mL) hergestellt.

Stammldsungen fur die Herstellung von Fliel3mittel

Neben der in Exp. Teil, C1.6.1 beschriebenen Stammldsung wurde fur die HILIC
Ammoniumacetatpuffer verwendet, der ausgehend von der Stammlésung (10 M
Ammoniumacetatpuffer in Milli-Q-Wasser) hergestellt wurden. Die Stammlésung wurde

bei 4 °C gelagert.
b. LC-MS/MS Methode

Interner Standard

Als interner Standard wurde eine methanolische Lésung von Sitagliptin-d4 Phosphat und

Phenformin verwendet. Phenformin wurde als interner Standard fir Metformin und
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Kreatinin bendtigt, die mittels HPLC-UV bestimmt wurden, allerdings aus demselben Spot
extrahiert wurden, weshalb das Auftragen beider internen Standards erforderlich war.
Ausgehend von den jeweiligen Stammlésungen mit Konzentrationen von 1 mg/mL wurden
drei methanolische Verdinnungen hergestellt, die Phenformin jeweils in einer
Konzentration von 25 pug/mL und Sitagliptin-d4 Phosphat in Konzentrationen von 1 pg/mL
(Vis), 200 ng/mL (Vas) und 100 ng/mL (Vss) enthielten. Die Losungen wurden bei einer

Temperatur von -25 °C gelagert.

Spikelésungen fiur die Methodenentwicklung und —optimierung der LC-MS/MS Methode
Zum Versetzen des Blutes mit Analyt wurden Spikelésungen verwendet, die ausgehend
von den jeweiligen Stammlésungen mit einer Konzentration von 1 mg/mL durch
Verdinnungen mit Methanol hergestellt wurden (Tabelle 21). Die Losungen wurden bei
-25 °C gelagert.

Tabelle 21: Konzentrationen der methanolischen Verd Unnungen von Metformin, Kreatinin und
Sitagliptin, die als Spikelésungen fur die LC-MS/MS Methodenentwicklung verwendet wurden.

c(Sitagliptin) [ug/mL] c(Kreatinin) [ug/mL] c(Metformin) [pg/mL]

40,00 600 400
4,00 460 120
0,28 100 20
0,40 320 40

Stammlosung fur die Herstellung von FlieRBmittel

Es wurde die in Exp. Teil, C1.6.1 beschriebene Stammlésung verwendet.

2.1.2.3 Standardldsungen um den Einfluss des Sitagliptins auf die Quantifizierung von

Metformin und Kreatinin zu untersuchen

Interner Standard

Als interner Standard wurde eine methanolische Lésung von Phenformin mit einer
Konzentration von 50 pg/mL verwendet, die ausgehend von einer Stammldsung mit einer
Konzentration von 1 mg/mL hergestellt wurde. Die Lésung wurde bei einer Temperatur

von -25 °C gelagert.

Standardlésungen der Reinsubstanzen

Ausgehend von der Stammldsung von Sitagliptin (¢ = 1 mg/mL in Methanol) wurde eine
methanolische sowie eine Verdinnung in PBS-Puffer hergestellt, die Sitagliptin in

Endkonzentrationen von ¢ = 1 pg/mL enthielten.
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Spikelosungen fur die Kalibriergerade

Fur die Kalibriergerade wurden ausgehen von den jeweiligen Stammldsungen
(c = 1 mg/mL) von Metformin und Kreatinin Verdinnungsreihen in Methanol hergestellt,
die beide Analyten in verschiedenen Konzentrationen enthielten (Tabelle 22).

Tabelle 22: Konzentrationen der Spikelésung (in Met  hanol) fur die Herstellung einer Kalibriergerade
von Metformin und Kreatinin.

c(Kreatinin) c(Metformin)

[ng/mL] [ng/mL]
60 4
80 8
100 12
200 20
260 32
320 40
400 80
460 120
520 200
600 400

Spikelésungen fiir die Proben

Ausgehend von den jeweiligen Stammlésungen ¢ = 1 mg/mL wurden verschiedene
Verdinnungen hergestellt, die die Analyten in unterschiedlichen Konzentrationen
enthielten. Es wurde ein Gemisch von Metformin (400 pg/mL) und Kreatinin (600 pg/mL)
in Methanol hergestellt sowie eines, das zusatzlich noch Sitagliptin (40 pg/mL) enthielt.
Zudem wurde die Stammldsung des Sitagliptins mit Methanol verdinnt zu ¢ = 40 pg/mL,

60 pg/mL, 80 pg/mL, 200 pg/mL, 280 pg/mL und 400 pg/mL.

2.1.2.4 Standardlésungen fur den Vergleich Dried Blood Spot-Karten und Blotting Papier

als Tréager des Trockenblutes

Interner Standard

Als interner Standard wurde die in Exp. Teil, C1.6.2 beschriebene Losung verwendet.

Spikelosungen fiur die Kalibriergeraden

Ausgehend von den jeweiligen Stammldsungen in Methanol mit einer Konzentration von
je ¢ = 1 mg/mL wurden methanolische Verdinnungen hergestellt, die die Analyten in

verschiedenen Konzentrationen enthielten (Tabelle 23).
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Tabelle 23: Konzentrationen der Spikeldsung fir die Herstellung der Kalibriergeraden von Metformin,
Kreatinin und Sitagliptin.

c(Kreatinin) c(Metformin) c(Sitagliptin)

[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
60 8 0,04
80 12 0,16
100 20 0,28
200 32 0,50
260 40 1,00
320 80 2,00
400 100 4,00
460 120 8,00
520 160 16,00
600 200 20,00

2.1.2.5 Standardlésungen fur die Methodenvalidierung

Fir die Methodenvalidierung wurden neben der Spikelosungen fir die Kalibriergeraden
(Exp. Teil, C1.6.3) ausgehend von den jeweiligen Stammlésungen mit einer Konzentration
von ¢ = 1 mg/mL methanolische Verdinnungen hergestellt, die die Analyten fur die
Qualitatskontrollproben (QC-Proben) in verschiedenen Konzentrationen enthielten
(Tabelle 24).

Tabelle 24: Konzentrationen der fiir die Methodenval idierung genutzten Spikelésungen fur Metformin,
Kreatinin und Sitagliptin in Methanol. Bei den Stabilittsuntersuchungen und auch beim Vergleich des

Auftragens mit Pipette und Kapillare wurden die in den Klammern dargestellten Konzentrationen verwendet.
Dargestellt sind die Spikeldsungen fir die Qualitatskontrollproben (QC).

¢ (Kreatinin) [pug/mL] ¢ (Metformin) [ug/mL] c (Sitagliptin) [ug/mL]

QC-Proben
QC_LLoQ 60 8 0,12
QC_low 180 24 0,40
QC_medium 260 80 6,00
QC_high 460 160 (200) 16,00
QC_highSita 30,00
QC_uLoQ 600 200 20,00
QC_ULOQSita 40,00

Als interner Standard wurde die in Exp. Teil, C1.6.2 beschriebene Lésung verwendet.

Zudem wurden fur die post-spiked Proben (Exp. Teil, C2.7.8) Lésungen der Analyten,
ausgehend von den methanolischen Stammldsungen, in Acetonitril in verschiedenen

Konzentrationen hergestellt (Tabelle 25).
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Tabelle 25: Konzentration der fir die Methodenvalid ierung verwendeten post-spiked
(= post-Extraktion-spiked = pEs) Lésungen der Analy ten in Acetonitril. (Krea = Kreatinin, Metf =
Metformin, Sita = Sitagliptin, Phen = Phenformin, Sd4 = Sitagliptin-d4 Phosphat)

c(Krea) c(Metf) c(Sita) c(Phen) c(Sd4)

[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
pEs_LLOQ 0,400 0,053 0,8 1,333 5,333
pEs_Medium 1,730 0,530 4,0 1,333 5,333
pEs_High 3,067 1,067 106,7 1,333 5,333
pEs_HighSita 200,0 5,333

2.1.3 Humanes Vollblut

Humanes Vollblut wurde in Exp. Teil, C1.2 beschrieben.

2.1.4  Dried-Blood-Spot Trager und Kapillaren

Als Trockenbluttrager fanden neben dem in Exp. Teil, C1.3 beschriebenem verschiedene
Materialien Anwendung. Filterpapier mit und ohne PE-Beschichtung sowie DC-Platten
(sowohl Cellulose-, also auch Kieselgel-beschichtete Aluminiumfolien) wurden von der
hauseigenen Chemikalienausgabe bezogen. 100 Dried-Blood-Spot Karten (Perkin Elmer
226 Sample Collection Device GR 2261004) der Firma Perkin Elmer (Waltham,
Massachusetts, USA) waren ein Geschenk der Firma Gerstel GmbH & Co KG (Muhlheim

an der Ruhr).

Zum Auftragen von Patientenproben wurden die in Exp. Teil, C1.3 beschriebenen

Kapillaren verwendet.

2.1.5 HPLC-UV-Anlage und LC-MS/MS-Anlage

Die verwendeten Anlagen wurden in Exp. Teil, C1.4 und C1.5 beschrieben.

2.1.6  Sonstige Gerate und Materialien

Neben den in Exp. Teil, C1.7 aufgefiihrten Geraten und Materialien wurden weiterhin

verwendet:
HPLC Séaule SunFire™ C18 SunFire™ C18, 4,9 x 150 mm, 5 pm Partikel,
Seriennummer: T41011U
HPLC Séaule XBridge™ C18 XBridge™ C18, 4,6 x 150 mm, 5 um Partikel,

Seriennummer: 01513235313817
(Waters Corporation, Milford, Massachusetts, USA)
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2.2 Durchfiihrung der HPLC-UV-Methodenentwicklung

2.2.1 Entwicklung der HPLC-UV Methode fir Metformin und Kreatinin aus

Reinsubstanzen

2.2.1.1 Umkehrphasenchromatographie

Um eine HPLC-UV-Methode zu entwickeln, wurden die Reinsubstanzen mit einer
Konzentration von 10 pg/mL in 50 % Acetonitril in Milli-Q Wasser als Einzelldsungen oder
als Gemisch der drei Substanzen injiziert (je 50 pL Injektionsvolumen). Sowohl mit der
Waters SunFire™ S&ule, als auch mit der XBridge™ Saule wurde zuerst mit Acetonitril als
organischer und 0,2 % Essigsaure in Milli-Q-Wasser als wassriger Phase gearbeitet.
Aufgrund der pH-Stabilitat der XBridge™ Sé&ule, wurde der pH-Wert variiert. Es wurden
hierfir verschiedenen Fliel3mittel verwendet (Tabelle 26). Da das Absorptionsmaximum
von Metformin bei 232 nm [158] und das von Kreatinin bei 233 nm [192] liegt, wurde als
Messwellenlange 230 nm gewahlt.

Tabelle 26: Die verwendeten wassrigen FlieBmittel f  Ur die Entwicklung der HPLC-UV Methode der
Reinsubstanzen unter Verwendung einer Waters XBridg e Saule.

Wassrige Phase pH-Wert Modifier
0,2 % Essigsaure in Milli-Q Wasser 3,1

5,5; 8,0; 9,0; 9,6 NH3
Milli-Q Wasser 8,5

10,0 NH;

In Kombination mit den verschiedenen FlieBmitteln wurden unterschiedliche

FlieBmittelgradienten getestet (Tabelle 27).
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Tabelle 27: Die im Zuge der Methodenentwicklung der HPLC-UV Methode der Reinsubstanzen
getesteten FlieBmittelgradienten unter Verwendung v on Umkehrphasenchromatographie. B% stellt
dabei den Anteil an organischem FlieBmittel dar.

Benennung Zeitin min Flussin mL/min B%

A 0,4 20
15 0,4 20
B1/BO0,5 1/0,5 15
15 1/0,5 95
C1/C0,5 1/0,5 50
15 1/0,5 50
D 0,5 15
15 0,5 50
E 0,5 15
15 0,5 30
F 0,5 15
10 0,5 50
13 0,5 50
G 0,5 15
10 0,5 95
H 0,5 30
15 0,5 30
| 0,5 15
5 0,5 50
7 0,5 50

Die getesteten Kombinationen, die sich aus S&aule, FlieBmittel und Fliel3mittelgradient

zusammensetzten, sind im Folgenden dargestellt (Tabelle 28).

Tabelle 28: Getestete Kombinationen aus Saule, Flie  Bmittel und FlieRmittelgradient im Zuge der
Entwicklung der HPLC-UV Methode der Reinsubstanzen. FlieBmittel A stellt das wéssrige FlielRmittel dar,
Acetonitril wurde als organisches FlieBmittel verwendet. Die Bezeichnungen der FlieBmittelgradienten wurden
aus vorheriger Tabelle (Tabelle 27) Gbernommen.

Saule FlieBmittel A FlieBmittelgradient
Waters SunFire 0,2 % Essigsaure A; Bl
Waters XBridge 0,2 % Essigsaure B1; C1
0,2 % Essigsaure, pH 8 BO,5; CO,5
0,2 % Essigsaure, pH 9 BO,5; CO,5; D; E; F; |
Milli-Q Wasser, pH 10 BO,5; C0O,5
0,2 % Essigsaure, pH 9,6 BO,5; CO,5; E; F; G; H; |
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2.2.1.2 Hydrophilic Interaction Liquid Chromatographie

Fir die Methodenentwicklung auf einer Phenomenex Luna® HILIC Séaule, wurden die
Losungen der Substanzen in 90 % Acetonitril verwendet. Injiziert wurden jeweils 50 pL der
Verdinnungen mit Konzentrationen von 10 pg/mL und 1 pg/mL. Als organisches
FlieBmittel wurde Acetonitril, als wassriges wurde ein Ammoniumformiatpuffer in
verschiedenen Konzentrationen (50 mM, 10 mM und 5 mM), der mit Ameisensaure auf
einen pH von 3,2 eingestellt wurde sowie ein Ammoniumacetatpuffer in verschiedenen
Konzentrationen (50 mM, 10 mM), der mit Essigsaure auf einen pH von 5,8 eingestellt

wurde, verwendet.

Als Messwellenlange wurden 230 nm gewahlt. Auch hier wurden wieder in Kombination
mit den verschiedenen FlieBmitteln unterschiedliche FlieBmittelgradienten getestet
(Tabelle 29).

Tabelle 29: Die im Zuge der Methodenentwicklung der HPLC-UV Methode der Reinsubstanzen

getesteten Flielmittelgradienten unter Verwendung e iner Phenomenex Luna ® HILIC. B% stellt dabei den
Anteil an organischem FlieRmittel dar.

Benennung Zeitin min Fluss [mL/min] B%

A 0,5/1 90
2,5 0,5/1 90

10 0,5/1 50

12,5 0,5/1 50

B 1 90
2,5 1 90

10 1 70

12,5 1 70

C 1 90
1 1 90

6 1 70

10 1 70

D 1 90
15 1 90

E 1 80
10 1 80

F 1 70
10 1 70

Die getesteten Kombinationen aus FlielBmittel und Gradient auf genannter S&aule, die

durchgefuhrt wurden, sind in nachfolgender Tabelle dargestellt (Tabelle 30).
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Tabelle 30: Getestete Kombinationen aus Flie3mittel und FlieBmittelgradient im Zuge der Entwicklung

der HPLC-UV Methode der Reinsubstanzen fir eine Phe  nomenex Luna ® HILIC Saule. FlieRmittel A stellt
das wassrige FlieBmittel dar, Acetonitril wurde als organisches FlieBmittel verwendet. Die Bezeichnungen der
FlieBmittelgradienten wurden aus vorheriger Tabelle (Tabelle 29) ibernommen.

FlieBmittel A FlieBmittelgradient
50 mM Ammoniumacetatpuffer pH 5,8 A;B;C; D

50 mM Ammoniumformiatpuffer pH 3,2 A;C D

10 mM Ammoniumformiatpuffer pH 3,2 A;CD;EF

10 mM Ammoniumacetatpuffer pH 5,8 A; C

5 mM Ammoniumformiatpuffer pH 3,2 E; F

2.2.2  Entwicklung der HPLC-UV Methode fir Metformin und Kreatinin aus

Trockenblut

Um die HILIC — Methode fir die Reinsubstanzen auf die Analyten mit Matrix zu
ubertragen, wurden 250 pL Vollblut mit 2,5 % Spikeldsung versetzt und davon 50 pL auf
ein ausgestanztes rundes Blotting Papier getropft. Nach einer Trocknungsdauer von
mindestens 3 Stunden, wurden 5 pL der Lésung des internen Standards auf den Spot
getropft und wiederum fir eine kurze Zeit getrocknet. Der Spot wurde in einem Eppendorf
Cap platziert, es wurden 200 pL 90 % Acetonitril in Milli-Q Wasser als Extraktionsmittel
hinzugegeben und fir 60 Sekunden auf einem Vortex gemischt und anschlieRend der
Uberstand (Extrakt) in die HPLC injiziert. Das Injektionsvolumen betrug 50 pL. Zudem
wurden dem Extrakt Reinsubstanzen zugegeben, um eine detektierbare Menge an Analyt

in der Probe zu haben, da das Extraktionsvorgehen noch ein keiner Weise optimiert war.
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Nach der entwickelten Methode aus Reinsubstanzen (Tabelle 31 A), wurden

verschiedene FlieBmittelgradienten getestet (Tabelle 31 B — E).

Tabelle 31: Die im Zuge der Methodenentwicklung der HPLC-UV Methode aus Trockenblut getesteten
FlieBmittelgradienten. B% stellt dabei den Anteil an organischem FlieRBmittel dar.

Benennung Zeitin min Fluss [mL/min] B%
A 1 70
70
90
90
70
90
70
50
90
50
70
50
50

R R R R R R R RR R R|[R

Aufgrund des Wechsels des internen Standards wurde die Methode erneut abgewandelt.
Hierzu wurden wiederum unterschiedliche FlieBmittelgradienten getestet (Tabelle 32).
Zudem wurde bei diesen Proben, sowohl Atenolol, als auch Phenformin zugegeben, um
eine Trennung der beiden Substanzen zu erreichen.

Tabelle 32: Die im Zuge der Methodenanpassung an Ph  enformin als internen Standard getesteten
FlieBmittelgradienten fiur die HPLC-UV Methode.  B% stellt dabei den Anteil an organischem Flie3mittel dar.

Benennung Zeitin min Fluss [mL/min] B%
A 1 70
50
50
70
50
50
80
50
50
80
50
50

(@]
R R R (R R R(R R RR R
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2.3  Entwicklung der Extraktionsmethode

2.3.1  Auswahl des Blutvolumens

Fur erste Versuche wurde mit der Eppendorfpipette 50 uL Blut pro Spot aufgetragen und
dieser im Gesamten extrahiert. Das Volumen wurde dann auf 40 pL reduziert, um das Blut
mit einer Kapillare auftragen zu kénnen. Die hierzu verwendeten Minicaps® nach Delbriick
sind heparinisierte Kapillaren und umfassen ein Volumen von 40 pL mit einer Richtigkeit

von 0,5 % und einer Reproduzierbarkeit von 1 %.

2.3.2  Auswahl des Dried-Blood-Spot Tragers

Es wurden je 50 uyL Blut auf Dried-Blood-Spot Karten, Filterpapier, PE-beschichtetes
Filterpapier, auf eine mit Cellulose beschichtete DC-Platte und auch auf eine mit Kieselgel
beschichtete DC-Platte sowie auf Blotting Papier aufgetragen, um Unterschiede im
Verhalten, wie z. B. der Gr63e des Spots, der Form des Spots oder der Handhabung zu

untersuchen.

2.3.3 Auswahl des Extraktionsmittels

Zum Vergleich verschiedener Extraktionsmittel wurden methanolische Lésungen von
Metformin und Kreatinin zum Blut hinzugegeben, sodass eine Konzentration von jeweils
10 pg/mL Analyt im Blut resultierte. Dabei betrug das Volumen an Spikelésung nur 2,5 %,
sodass dies vernachlassigbar war. Fur Kreatinin war allerdings zu beachten, dass dieses
schon endogen im Blut vorhanden war. Deshalb wurde in Blutproben von verschiedenen
Spendern jeweils ein Blank-Wert der Peakflache bestimmt und diese von den Flachen der

mit Kreatinin versetzten Proben abgezogen (Exp. Teil, C2.7.1).

Die mit den Analyten versetzten Proben wurden auf zuvor ausgestanzte Kreise an Blotting
Papier getropft (40 uL) und fir mindestens 3 Stunden getrocknet. Nach Auftragen des
internen Standards (5 pL der V) und Trocknen von diesem, wurden sie durch Zugabe von
200 pL des jeweiligen Extraktionsmittels (Tabelle 33) extrahiert. Fir diese ersten
Versuche wurden die Spots jeweils in ein 1,5 mL Eppendorf Cap gelegt, mit
Extraktionsmittel versetzt und anschlieRend mit Hilfe einer abgeschnittenen Pipettenspitze
nach unten in das Eppendorf Cap geklemmt, um zu vermeiden, dass sie bei der
Extraktion nach oben auswichen und somit nicht mehr vom Extraktionsmittel erfasst
werden konnten (Abbildung 69). Danach wurde das Reagiergefald auf einem
Thermomixer fur 30 min bei Raumtemperatur mit 800 rpm geschittelt. Anschliel3end

wurde das Filterpapier in eine Einmalpipettenspitze (blau) gegeben, diese in ein 15 mL
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Sarstedt Tube gelegt und bei Raumtemperatur mit 4400 g fur 5 min zentrifugiert, um die

gesamte Flussigkeit aus dem Filterpapier zu schleudern (Abbildung 69).

Tabelle 33: Die Extraktionsmittel, die hinsichtlich ihrer Extra ktionseffi zienz untersucht wurden , waren
vor allem verschiedene Konzentrationen an Acetonitril (ACN), Methanol (MeOH), aber auch andere
Lésungsmittel, wie Millipore ® Wasser (MQ-Wasser) und Gemische mit verschiedenen Modifier . Es
wurden 200 pL des jeweiligen Extraktionsmittels verwendet.

Extraktionsmittel Anteil in Wasser [%] Modifier Anteil des Modifier [%]
ACN 100; 90; 80; 60
MeOH 100; 90; 80; 60
MQ-Wasser
2-Ethoxyethylacetat
ACN 100 Ameisensaure 0,05;1;5
ACN a0 Ameisensaure 0,1;1;5;10; 20
ACN 90 Essigsaure 0,1;1
ACN 90 Ammoniak 1;5
15 ml
" Tube
Pipetten-
< spitze
Spot
/
1,5 ml
Eppendorf
Cap \

Abbildung 69: Schematische Darstellung des Ausschleuderns der g esamten Flussigkeit aus dem
Filterpapier  (links) sowie de s Einklemmen s des Spots in das Eppendorf Cap (rechts).
Zum Ausschleudern wurde der Spot dabei in eine Pipettenspitze gelegt, die wiederum in ein Sarstedt-Tube
gegeben und zentrifugiert wurde. Die FlUssigkeit floss dann nach unten in das Tube ab, wohingegen das
Filterpapier in der Pipettenspitze verblieb.

Nachfolgend wurde der gesamte Extrakt bei Raumtemperatur unter Stickstoff zur
Trockene eingedampft und der Rickstand mit 130 pL Acetonitril fir 30 s auf einem Vortex
gemischt. Nach Uberfuihren in ein 1,5 mL Eppendorf Cap und Zentrifugieren fiir 10 min bei
4 °C und 18000 g, wurden 100 pL des aufgereinigten Extraktes in die HPLC-Anlage

injiziert und vermessen.

2.3.4 Auswahl des Extraktionsmittelvolum ens

Um das fur die Extraktion optimale Volumen an Extraktionsmittel zu finden, wurden

verschiedene Volumina hinsichtlich der Extraktionseffizienz untersucht.
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Das Versetzen der Proben mit Analyt und die Extraktion der Proben wurden wie
beschrieben (Exp. Teil, C2.3.3) durchgefihrt. Als Extraktionsmittel wurde 90 % Acetonitril
mit Zusatz von 1 % Ameisensédure verwendet. Getestet wurden Extraktionsmittelvolumina
von 100 pL, 200 uL, 300 pL, 400 uL, 500 pL und 1000 pL.

2.3.5  Entwicklung und Optimieren des Extraktionsv erfahrens

2.3.5.1 Entwicklung des Extraktionsverfahrens

Neben dem optimalen Extraktionsmittel und dessen Volumen sollte auch noch die beste
Variante an Extraktionsverfahren ermittelt werden. Die mit Analyt versetzte Probe wurde
nach der Standardprozedur (Exp. Teil, C2.3.3) extrahiert und dieses Vorgehen durch
verschiedene Variationen abgewandelt (Abbildung 70).

Extraktion 12,3, 7
. 4 8: 9 ¥
Flussigkeit ausschleudern Ausschleudern [5 min, 4400 g]
‘ 1 ‘ 4;5;6
Evaporation Evaporation unter Stickstoff
Aufnehmen in Losungsmittel Aufnehmen in 130 pL Acetonitril
Vortexen Vortexen [30 s]
Zentrifugieren Zentrifugieren [4 °C, 10 min, 18000 g]
Injektion Injektionsvolumen HPLC 100 pL

Abbildung 70: Das allgemeine Verfahren der Extraktion  eines Dried -Blood -Spots (linke Seite) wurde
durch verschiedene Variationen (mit Nummern gekennz  eichnet; Erklarung siehe Tabelle 34) verdndert
(recht e Seite) um das effizienteste Extraktionsvorgehen z  u finden.

Die durchgefuhrten Variationen (Tabelle 34) sind mit den entsprechenden Nummern in die

obige Darstellung eingefugt.
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Tabelle 34: Die Variationen der Standardprozedur de  r Extraktion, um das beste Ergebnis hinsichtlich

der Extraktionseffizienz zu erreichen.  Die Variationen (1-9) stellen dabei die in Abbildung 70 aufgefuhrten
Nummern dar. Um die Effizienz zu erhéhen wurde die Zeit im Thermomixer (TM) variiert, die Probe wurde im
Ultraschallbad (US) behandelt, es wurde eine dispersive Festphasenextraktion (dSPE) nach zwei
verschiedenen Vorschriften (EN und AOAC) durchgefiihrt, es wurden mithilfe von Acetonitril (ACN) Proteine
geféallt und die QUEChERS — Methode wurde durchgefiihrt.

Variation Extraktionsvorgehen
1 30 minT™M
60 s Vortex
US (10 min) + TM (30 min)
US (10 min) + TM (30 min) + dSPE - EN
US (10 min) + TM (30 min) + dSPE - AOAC
US (10 min) + TM (30 min) + Proteinfallung mit ACN
US (10 min)
QUEChERS - EN
QUEChERS - AOAC

O 00 N O U1 b WN

Variation 1 war das beschriebene (Exp. Teil, C2.3.3) Standardverfahren, fir Variation 3
wurde die Probe vor der Zeit im Thermomixer fur 10 min ins Ultraschallbad gelegt.
Variation 2 beinhaltete, dass die Probe fiir 60 Sekunden auf einem Vortex geschiittelt
wurde. Die Variationen 4 und 5 waren Erweiterungen der Variation 3. Nach dem
Ausschleudern der Flussigkeit aus dem Spot wurde der Extrakt mithilfe einer dispersiven
Festphasenextraktion (dSPE) aufgereinigt. Hierbei wurde der Extrakt auf eine Mischung
von PSA (primare und sekundare Amine) und Magnesiumsulfat gegeben. PSA dient dazu,
organische Sauren, Fettsdauren und Zucker zu entfernen, Magnesiumsulfat dagegen
entfernt Wasser aus der Probe [193]. Nach EN-Norm und AOAC &ndert sich nur das
Verhaltnis der Stoffe zueinander [193]. Nach EN Norm (Variation 4) wurde zu den ca.
200 uL Extrakt 30 mg Magnesiumsulfat und 5 mg PSA gegeben, bei der nach AOAC
(Variation 5) wurden 30 mg Magnesiumsulfat und 10 mg PSA zugegeben. AnschlieRend
wurden die Proben fir 1 min auf dem Vortex geschittelt, 5 min bei Raumtemperatur mit
4000 g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und entsprechend weiterverarbeitet. Bei
Variation 6, die ebenfalls eine Erweiterung der Variation 3 darstellte, wurde nach dem
Ausschleudern 100 pL Acetonitril mit einer Temperatur von -20 °C zugegeben, um die
Proteine auszufallen. Der Extrakt wurde fir 10 Sekunden gemischt und dann fur 10 min
bei 4 °C und 18000 g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der klare Uberstand wie oben
beschrieben weiterverarbeitet. Bei Variation 7 wurden die Proben fir 10 min in einem
Ultraschallbad behandelt und anschliel3end sofort weiterverarbeitet. Die Variationen 8 und
9 wichen von den vorher genannten Variationen in ihrer Vorgehensweise ab. Die
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) Methode ist im Folgenden
(Abbildung 71) schematisch dargestellt. Wahrend bei dieser Methode nach der

europaischen EN-Norm Magnesiumsulfat und Natriumchlorid zur Trocknung der
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Acetonitrilphase und Natriumcitrat Dihydrat und Natriumcitrat Sesquihydrat zur
Stabilisierung des pH-Wertes eingesetzt wurden, wurde nach AOAC nur Magnesiumsulfat
zur Trocknung und Natriumacetat zur pH-Stabilisierung zugegeben und das
Salzverhéltnis (6:1 Magnesiumsulfat:PSA) fur die dSPE der Criginalmethode beibehalten
[155, 193].

Spot in 50 mL Tube geben

+ 5 mL phosphatgepufferte Salzlésung

\E + 5 mL Acetonitril

1 min auf Vortex schutteln

\
Salzzugabe

EN-Methode /\ AOAC-Methode

+ 4 g Magnesiumsulfat + 4 g Magnesiumsulfat
+ 1 g Natriumchlorid + 1 g Natriumacetat

+ 1 g Natriumcitrat Dihydrat

+ 0,5 g Natriumcitrat Sesquihydrat

N

1 min auf Vortex schitteln

Zentrifugieren 5 min, 4000 g, 4 °C

\ %

Aufreinigung des Uberstands: dispersive SPE
(100 mg PSA, 600 mg Magnesiumsulfat)

1 min auf Vortex schiitteln,
zentrifugieren (5 min, 4400 g, RT)

Uberstand evaporieren unter Stickstoff

Abbildung 71: Darstellung der QUEChER S (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe)
Extraktionsmethode nach EN-Norm und AOA C. Durch Zugabe verschiedener Salze wurden die Analyten
extrahiert und durch anschlieBende dispersive Festphasenextraktion (ASPE) aufgereinigt. (PSA = primére
und sekundare Amine, RT = Raumtemperatur)
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2.3.5.2 Optimieren des Extraktionsverfahrens

Nachdem Variation 7 (Exp. Teil, C2.3.5.1, Abbildung 70, Tabelle 34) sich als effizienteste

Extraktionsmethode (Allg. Teil, B1.2.2.5) bewiesen hatte, wurde diese optimiert.

Die verwendeten Proben waren mit Analyt versetzte getrocknete Blutproben (Exp. Teil,
C2.3.3), die nach Zugabe von 200 uL Extraktionsmittel (90 % Acetonitril mit 1 %
Ameisensaure) 10 min im Ultraschallbad extrahiert wurden. AnschlieRend wurde die
Flussigphase abgenommen und die letzten Flissigkeitsreste aus dem Spot geschleudert.
Der komplette Extrakt wurde unter einem Stickstoffstrom zur Trockene evaporiert, in
130 pL Acetonitril aufgenommen, 30 Sekunden geschiittelt und nach Zentrifugation
wurden 100 pL in die HPLC injiziert.

Um den Einfluss der Zeit, welche die Probe im Ultraschallbad verblieb, auf die
Extraktionseffizienz zu testen, wurde diese variiert (5 min, 10 min, 20 min, 30 min).
Ebenso wurde auch die Dauer, die die Probe nach Wiederaufnahme in Acetonitril
geschuttelt wurde verandert (10 s, 20 s, 30 s, 1 min). Als dritter Punkt wurde das
Aufnahme- und Injektionsvolumen optimiert. Dazu wurden verschiedene Kombinationen
getestet (Tabelle 35).

Tabelle 35: Die Kombinationen von Aufnahme- und Inj ektionsvolumen, die im Zuge der
Methodenoptimierung untersucht wurden, um die Effiz ienz der Extraktion zu steigern. Das
Aufnahmevolumen beschreibt das Volumen, das nach der Evaporation dem Riickstand zugegeben wurde, um
diesen zu l6sen, das Injektionsvolumen beschreibt das Volumen des Extraktes, das zur Analyse in die HPLC-
UV-Anlage injiziert wurde.

Aufnahme-/Injektionsvolumen [pL]
130/ 100
130/ 80
100/ 60
60/ 35
50/30
150/90
170/ 100

Nachdem die effizienteste Extraktionsmethode (Allg. Teil, B1.2.2.5, Abbildung 20)
gefunden war, wurden Kalibriergeraden fir Metformin und Kreatinin erstellt, um die
Linearitdt zu Gberprifen. Die Konzentrationen der Analyten im Blut variierten (Metformin
[Mg/mL]: 0,01; 0,05; 0,075; 0,1; 0,3; 0,5; 0,8; 1; 2; 5; 10; Kreatinin [ug/mL]: 0,5; 0,8; 1; 1,5;
2; 2,5; 5; 6,5; 8; 10; 11,5; 13; 15) bis der endgultige Kalibrierbereich (Exp. Teil, C2.7.4,

Tabelle 44) gefunden war.
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2.3.6  Anpassen der Konzentration des internen Stand  ards

Bisher wurde fur alle Versuche der interne Standard in einer Konzentration von
¢ = 100 pg/mL und einem Volumen von 5 pL den Proben zugegeben, was einer Menge
von 500 ng entspricht. Da aber maximal 200 ng Metformin und 600 ng Kreatinin im Spot
vorliegen werden (maximale Konzentrationen in Kalibriergerade, Exp. Teil, C2.7.4,

Tabelle 44), war die aufgetragene Menge des internen Standards zu hoch.

Diese wurde reduziert, indem die Verdinnungen V, und V3 (Exp. Teil, C2.1.2.2) auf die
jeweiligen Proben der Kalibriergeraden (Tabelle 36) aufgetragen und die Linearitéat

Uberprift wurde.

Tabelle 36: Konzentrationen der Spikelésungen sowie die daraus resultierenden Konzentrationen im

Blut von Kreatinin und Metformin fur die Anpassung der Konzentration des internen Standards.
Konzentrations- c(Spikel6sung c(Spikel6sung c(Blut Kreatinin) ¢(Blut Metformin)
niveau Kreatinin) [pg/mL] Metformin) [pg/mL] [nug/mL] [ug/mL]
1 60 4 1,5 0,1
2 80 8 2,0 0,2
3 100 12 2,5 0,3
4 200 20 5,0 0,5
5 260 32 6,5 0,8
6 320 40 8,0 1,0
7 400 80 10,0 2,0
8 460 120 11,5 3,0
9 520 200 13,0 5,0
10 600 400 15,0 10,0

Es wurde Blut fur drei Kalibriergeraden mit Analyt versetzt (Exp. Teil, C2.3.3) und
gespottet. Zu jeder Kalibriergerade wurde eine Blank Probe gespottet, die mit Methanol
versetzt wurde, um identische Bedingungen zu erreichen. Eine Kalibriergerade wurde mit
400 ng internen Standard versehen, dafir wurden je 8 pL einer LOsung mit einer
Konzentration von ¢ = 50 pg/ml auf den Spot aufgetragen. Auf die zweite und dritte
wurden je 200 ng bzw. 100 ng interner Standard, also 8 pL bzw. 4 L einer L6sung von
¢ = 25 pg/mL aufgetragen. Nach kurzer Trocknungsdauer wurden die Spots extrahiert
(Allg. Teil, B1.2.2.5, Abbildung 20) und vermessen.

2.4  Einfluss des Sitagliptins auf die Quantifizieru ng von
Metformin und Kreatinin

Sitagliptin sollte aus demselben Spot extrahiert, allerdings tber eine LC-MS/MS Methode
vermessen werden. Die Extraktionsmethode sowie die HPLC-UV Methode sollten dabei

beibehalten werden.
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Um sicherzustellen, dass Sitagliptin die UV-Bestimmung von Metformin und Kreatinin
nicht stért, wurde eine methanolische Verdinnung (c = 1 pg/mL) des Analyten direkt
injiziert, die Verdinnung in PBS-Puffer (¢ = 1 pg/mL) wurde gespottet, extrahiert und
anschlieend auch mit der beschriebenen HPLC-UV Methode (Allg. Teil, B1.2.1.2)
vermessen. Zusatzlich zu der Messwellenldange von 230 nm wurden die Lésungen bei

254 nm sowie 266 nm detektiert.

Im weiteren Verlauf wurden Kalibriergeraden (Tabelle 37) fir Metformin und Kreatinin aus
DBS hergestellt. Hierfir wurde das Blut mit den entsprechenden Spikelésungen versetzt,
gespottet, getrocknet, extrahiert und anschlielRend vermessen.

Tabelle 37: Konzentrationen an Metformin und Kreati nin im Blut der Kalibriergeraden zum
Untersuchen des Einflusses von Sitagliptin auf die Quantifizierung von Metformin und Kreatinin.

c(Blut Kreatinin) [ug/mL] c(Blut Metformin) [ug/mL]

1,5 0,1
2,0 0,2
2,5 0,3
5,0 0,5
6,5 0,8
8,0 1,0
10,0 2,0
11,5 3,0
13,0 5,0
15,0 10,0

Zusatzlich wurden Proben (n = 3) zum Etablieren der Konzentration des Sitagliptins, bei
welcher die Bestimmung des Kreatinins beeinflusst wird, hergestellt. Ein Probenset
enthielt Kreatinin in einer Konzentration von 15 pg/mL und Metformin in 10 pg/mL, ein
Zweites enthielt zusétzlich zu den beiden genannten Analyten Sitagliptin in einer
Konzentration von 1 pg/mL. Weitere Sets enthielten nur Sitagliptin in verschiedenen

Konzentrationen (¢ = 1 pg/mL; 1,5 pg/mL; 2 pg/mL; 5 pg/mL; 7 pg/mL; 10pg/mL).

2.5  Entwicklung der LC-MS/MS Methode

2.5.1 Methodenentwicklung aus der Reinsubstanz

2.5.1.1 Entwicklung der MRM-Methode

Um fir Sitagliptin die Ubergange, die zur Quantifizierung genutzt werden kénnen, zu
finden, wurden zuerst 5 pL einer methanolischen Verdiinnung der Reinsubstanz mit einer

Konzentration von 10 pg/mL ohne Trennsaule direktinjiziert. Im Elektrospray lonisation
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(ESI) positiven sowie ESI negativen Modus wurde mit den Standardeinstellungen,
Fragmentorspannung (FV) = 135 V, Cell accelerator voltage (CAV) = 7 V und electron
multiplier voltage (AEMV) = 0 V, mit einem Full Scan von 10 bis 1000 m/z nach dem

Mutterion fur Sitagliptin gescannt.

AnschlieBend wurde im ESI positive Modus die FV optimiert, indem wieder 5 pL der
genannten Verdinnung direktinjiziert wurde, allerdings bei variierter Fragmentor-

spannung. Die getesteten Werte reichten von 35 V bis 200 V.

Nachdem das Mutterion sowie die optimale FV flr Sitagliptin bekannt waren (Allg. Teil,
B1.2.4.1), wurden die Produktionen gesucht. Dazu wurde wieder 5 pL der oben
genannten Verdunnung direktinjiziert und mithilfe eines Product lon Scans vermessen.
Die Einstellungen fur diesen waren der ESI positive Modus, FV = 150 V, CAV =7 V,
AEMV = 0 V von 50 bis 408 m/z. Die Kollisionsenergie (CE) wurde von 10 V in

Zehnerschritten bis hin zu 60 V variiert.

Fur die zwei intensivsten Ubergange (Allg. Teil, B1.2.4.1), wurde nun eine Multi-Reaction-
Monitoring (MRM) Methode im ESI positiven Modus entwickelt. Es wurden fir die
Ubergange die CE sowie die CAV angepasst. Injiziert wurden 5 pL der oben
beschriebenen Verdinnung und bei gleichbleibenden Parametern fiur die
MS1- und MS2-Resolution (unit/unit), die Dwell Time (100 ms), die FV (100 V) und die
CAV (7 V) wurde die CE variiert. Fur den Ubergang 408 - 235 m/z wurden CE von 5 V
bis 15 V gewahlt, fir den Ubergang 408 = 174 m/z von 25 V bis 35 V.

Im Anschluss daran wurde die CAV optimiert. Die Parameter fur die MS1/2 Resolution,
die Dwell Time und die FV blieben bestehen, allerdings wurde fiir den Ubergang
408 = 235 m/z eine CE von 13 V und fiir den Ubergang 408 = 174 m/z eine CE von 27 V
angelegt. Die CAV wurde fiir beide Ubergange von 0 V bis 8 V variiert.

Die MRM-Methode wurde fir eine methanolische Verdinnung, die Sitagliptin und
Sitagliptin-d4 Phosphat jeweils in einer Konzentration von 1 ug/mL enthielt, angewandt.
Die berechneten Ubergéange sollten 412 = 239 m/z sowie 412 - 178 m/z sein. Da
allerdings der Ubergang 412 > 178 m/z nicht zu finden war, wurde von der
methanolischen Verdlinnung von Sitagliptin-d4 Phosphat (c = 10 pg/mL) ein Product lon
Scan (CE = 10 V bis 40 V) aufgenommen. Anschlieend wurde die Verdinnung, die
beide Substanzen (c = 1 pg/mL) enthielt mit dem veranderten Ubergang fiir Sitagliptin-d4

Phosphat vermessen.
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2.5.2 Entwicklung der HPLC-Methode und der Quellenp arameter aus

Matrixproben

Um fir die entwickelte MRM-Methode die Quellenparameter anzupassen, wurden
Matrixproben mit verschiedenen Konzentrationen an Sitagliptin, Kreatinin und Metformin
(Tabelle 38) extrahiert (Allg. Teil, B1.2.2.5; Abbildung 20). Der interne Standard wurde in

einer Konzentration von 1 ug/mL hinzugegeben.

Tabelle 38: Konzentrationen, der fur die LC-MS/MS M ethodenentwicklung gespikten Blutproben.

c(Sitagliptin) [ng/mL] c(Kreatinin) [ug/mL] c(Metformin) [pug/mL]
1000 15 10,0
1 5 0,5

Die Matrixproben wurden unter Einbindung der Trennsaule analysiert. Das
Injektionsvolumen lag bei 5 uL, als organisches FlieBmittel wurde Acetonitril, als
wassriges ein 5 mM Ammoniumformiatpuffer mit 0,065 % Ameisenséaure verwendet. Es
wurde die Verwendung verschiedener FlieBmittelgradienten untersucht (Tabelle 39).

Tabelle 39: Die im Zuge der Methodenentwicklung der LC-MS/MS Methode getesteten

FlieBmittelgradienten unter Verwendung einer Phenom  enex Luna ® HILIC. B% stellt dabei den Anteil an
organischem FlieRBmittel dar.

Benennung Zeitin min Fluss [mL/min] B%

A 0,3 80
2 0,3 50

3 0,3 50

4 0,3 10

5 0,3 80

B 0,3 90
3 0,3 50

4 0,3 10

5 0,3 90

C 0,3 70
0,3 50

0,3 10

0,3 70

D 0,3 95
3 0,3 50

0,3 10

5 0,3 95

E 0,5 95
3 0,5 50

0,5 10

5 0,5 95
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2.5.2.1 Optimieren der MRM-Methode

Um die bestmdgliche Empfindlichkeit zu erreichen, wurden im Zuge der Optimierung der
MRM-Methode die Auflosung, die Dwell-Time sowie das AEMV, also die
Signalverstarkung durch den Multiplier optimiert. Dazu wurden Matrixproben, die
Sitagliptin (c = 1 pg/mL), Metformin (¢ = 10 pg/mL) und Kreatinin (¢ = 15 pg/mL)
enthielten, extrahiert und vermessen. Unter Beibehaltung der Standardeinstellungen der
nicht-variierenden  Parameter (MS1/2-Resolution: unit/unit; AEMV = 0 V;
Dwell time = 100 ms), wurden die Einstellungen je eines Parameters variiert. Fur die
MS1/2-Resolution wurden alle 9 Kombinationen der Einstellungen unit, wide und widest
getestet, fir die AEMV wurden 100 V, 200 V und 500 V untersucht und auch die Dwell
Time wurde variiert (150 ms; 200 ms; 350 ms; 20 ms). Zur Auswertung wurde der
Ubergang 408 > 235 m/z betrachtet.

2.5.2.2 Optimieren der Quellenparameter

Zum Erreichen der bestmdglichen Empfindlichkeit wurden die Quellenparameter optimiert.
Dazu wurden Blutproben, die Sitagliptin (¢ = 1 pg/mL), Metformin (c = 10 pg/mL) und
Kreatinin (c = 15 pg/mL) enthielten, extrahiert und anschliefend vermessen. Das
Injektionsvolumen betrug jeweils 5 pL. Ausgehend von den Standardeinstellungen fur die
Quellenparameter (Tabelle 40) wurden die jeweiligen Einstellungen variiert. Zur

Auswertung betrachtet wurde jeweils der Ubergang 408 = 235 m/z des Sitagliptins.

Tabelle 40: Standardeinstellungen der Quellenparame  ter.

Standardbedingungen

Gas Temperatur [°C] 300
Gas Flow [L/min] 10
Nebulizer [psi] 50
Sheath Gas Heater [°C] 400
Sheath Gas Flow [L/min] 12
Capillary [V] 3500
Nozzle Voltage [V] 0

Der zu optimierende Parameter bzw. der Wert fur diesen Parameter wurde jeweils unter
Beibehaltung der Standardbedingungen fur die Ubrigen Parameter variiert. Eine
Ausnahme davon waren das Sheath Gas und Drying Gas. Hierbei wurden sowohl die
Temperatur, als auch der Fluss verdndert (Tabelle 41). Die Einstellungen fir die
Kapillarspannung wurden von 1000 V bis 6000 V, die der Nozzle Voltage von 500 V bis
2000 V und die der Nebulizer von 45 psi bis 60 psi variiert.
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Tabelle 41: Darstellung der variierten Parameter fi
Optimierung der Quellenparameter zur Steigerung der

r das Sheath und Drying Gas im Zuge der
Empfindlichkeit der LC-MS/MS-Methode. Es

wurde das Sheath und Drying Gas jeweils einzeln variiert unter Beibehaltung der Standardparameter fiir das

jeweilig andere Gas.

Sheath Gas Drying Gas
Fluss [L/min] Temperatur [°C] Fluss [L/min] Temperatur [°C]

11 400 10 350
8 400 10 200
12 350 13 300
12 250 5 300
10 350 7 300
8 250 12 350
11 300 7 250

10 150

Im Anschluss wurden Kombinationen der besten Einzelparameter getestet, um die

empfindlichste Methode herauszuarbeiten. In nachfolgender Tabelle sind die Variationen

dargestellt (Tabelle 42).

Tabelle 42: Variationen der besten Einzelparameter
maximal empfindliche Methode zu erreichen.

zum Optimieren der Quellenparameter, um eine

Kapillar- Nozzle Nebu- Drying Gas Drying

Sheath Gas Sheath Dwell MS1- MS2-

spannung Voltage lizer Temperatur Gas Fluss Temperatur Gas Fluss time Reso- Reso- EICIV
V] V] [psi] [°C] [L/min] [°C] [L/min] [ms] lution lution

3500 0 50 300 10 400 12 150 Unit Unit 0
4000 500 35 250 7 350 10 150 Wide  Widest 500
4000 500 35 200 7 350 10 150 Wide  Widest 500
4000 500 40 350 13 350 10 150 Wide  Widest 500
4000 500 35 350 7 350 10 150 Wide  Widest 500
4000 500 40 250 13 350 10 150 Wide  Widest 500

2.5.2.3 Optimieren der FlieBmittelzusammensetzung

Da die FlieBmittel einen erheblichen Einfluss auf die lonisierbarkeit der Analyten haben,

wurde auch untersucht, mit welchem FlieBmittel die Analyten am empfindlichsten erfasst

werden. Die Proben, die injiziert wurden, waren wieder dieselben, wie sie schon im

vorherigen Abschnitt beschrieben wurden. Der FlieBmittelgradient war der in Exp. Teil,

C2.5.2, Tabelle 39 D beschriebene.

Es wurden FlieBmittelkombinationen aus

5 mM Ammoniumformiatpuffer mit unterschiedlichen Anteilen an Ameisenséaure (0,065 %;

0,05 %; 0,1 %) und neben Acetonitril, dem 0,1 % bzw. 0,2% Ameisensaure zugesetzt war,

wurde auch Methanol mit dem Zusatz von 0,1 % Ameisensaure getestet.
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2.5.2.4 Optimieren des Injektionsvolumens

Aufgrund der Tatsache, dass das Volumen an Injektionslésung nach der Extraktion
beschrankt war (Allg. Teil, B1.2.4.2), sollte eine moglichst geringe Menge an Probe durch
LC-MS/MS Analytik analysiert werden. Die maximale Menge an Injektionsvolumen fiir den
Tripelquadrupol waren 5 puL. Um zu erfahren, ob dieses Volumen bei Beibehaltung der
Empfindlichkeit reduziert werden konnte, wurden Proben mit Analytkonzentrationen von
c(Sitagliptin) = 7 ng/mL, c(Kreatinin) = 2,5 pug/mL und c(Metformin) = 0,5 ug/mL extrahiert
und vermessen. Die injizierten Volumina waren dabei 5 puL sowie 3 pL und 2,5 yL. Fir die

Auswertung wurde jeweils der Ubergang 408 - 174 m/z betrachtet.

2.5.2.5 Entscheidung fur Quantifier und Qualifier

Zur Benennung von Quantifier bzw. Qualifier (Allg. Teil, B1.2.4.2) wurden n = 3 Blut-
proben, die Sitagliptin (¢ = 1 pg/mL), Metformin (¢ = 10 pg/mL) und Kreatinin
(c = 15 pug/mL) enthielten, extrahiert, vermessen und die Empfindlichkeit der Ubergange

miteinander verglichen.

2.5.2.6 Anpassen der Konzentration des internen Standards

Die Konzentration des internen Standards einer Methode sollte abgestimmt sein auf die
zu erwartende Analytkonzentration. Diese betrug im Falle des Sitagliptins pro Spot
maximal 15,5 ng (Cmax = 383,3 ng/mL; Einleitung, A4.2.1), sodass versucht wurde, die
Konzentration des internen Standards moglichst gering zu wahlen. Dazu wurden
Blutproben, die Sitagliptin in einer Konzentration von ¢ = 1 pg/mL, 100 ng/mL und
10 ng/mL sowie Metformin und Kreatinin enthielten, gespottet (je n = 3) und getrocknet.
AnschlieRend wurde auf eine der Verdinnungsreihen 8 uL der Vis des internen Standards
zugegeben, auf eine weitere V,s und auf die dritte Vzs (Exp. Teil, C2.1.2.2). Der interne
Standard wurde fur ca. 10 min getrocknet und anschliel3end wurden die Proben extrahiert

und vermessen.

2.6  Vergleich DBS Karten mit Blotting Papier

Um zu sehen, ob das als Trager verwendete Blotting Papier dasselbe Verhalten zeigte
wie Dried-Blood-Spot Karten der Firma Perkin Elmer, wurde Blut mit Analyt versetzt
(Konzentrationen der Spikelésungen: Exp. Teil, C2.1.2.4, Tabelle 23). Die resultierenden
Konzentrationen im Blut sind in nachfolgender Tabelle (Tabelle 43) dargestellt. Die
Kalibriergerade wurden zum einen auf Blotting Papier, zum anderen auf DBS Karten
gespottet, getrocknet, dann 8 pL der Ldsung des internen Standards zugegeben,

extrahiert und anschliefRend vermessen.
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Tabelle 43: Darstellung der im Blut resultierenden Konzentrationen der Analyten fir die
Kalibriergeraden.

c(Blut Kreatinin)  c(Blut Metformin)  c(Blut Sitagliptin)

[ng/mL] [mg/mlL] [ng/mL]
1,5 0,2 1,0
2,0 0,3 4,0
2,5 0,5 7,0
5,0 0,8 12,5
6,5 1,0 25,0
8,0 2,0 50,0
10,0 2,5 100,0
11,5 3,0 200,0
13,0 4,0 400,0
15,0 5,0 500,0

2.7  Methodenvalidierung

Fur die Methodenvalidierung wurde eine Charge an Blut verwendet, die durch Mischen
des Blutes von 10 Einzelspendern mit derselben Blutgruppe, demselben Kell- und

Rhesusfaktor hergestellt wurde.

2.7.1  Auswertung der Kreatininkonzentration

Kreatinin ist ein im Blut vorkommendes endogenes Abbauprodukt des Kreatins aus dem
Muskel [73, 80]. Aus diesem Grund ist es praktisch unméglich, ,Kreatinin-freies* Blut fur
die Herstellung von Kalibriergeraden und Qualitatskontrollproben (QC) zu erhalten. Um
aber dennoch fir die Kalibriergeraden und die QC-Proben dieselbe Matrix (Vollblut)
verwenden zu kénnen, wurden zu jeder Kalibriergerade zero-Blank Proben, das heil3t
Proben, die mit Methanol gespiked wurden und nach Zugabe von internem Standard
extrahiert wurden, vermessen. Fir die Herstellung der zero-Blank Proben, der QC-Proben
und der Kalibriergerade musste Blut derselben Charge verwendet werden. Der Mittelwert
der Quotienten Peakflache Kreatinin/Peakflache interner Standard dieser zero-Blank
Proben aus je drei Bestimmungen wurde jeweils von den Kalibrierstandards und den QC-

Proben abgezogen, um nur das dem Blut zugegebene Kreatinin zu quantifizieren.

2.7.2  Unterschiede beim Auftragen des Blutes mit ei  ner Pipette gegeniiber einer

Kapillare

Delbriick-Kapillaren sind natriumheparinisierte end-to-end Kapillaren, die das Volumen,
das sie aufnehmen konnen, durch die beiden Kapillarenden begrenzen. Solche

Kapillaren, mit einem Volumen von 40 pL, wurden zur Entnahme von Patientenproben
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verwendet (Exp. Teil, C2.3.1). Da es mit einem erheblichem Mehraufwand verbunden
war, die Kalibriergeraden, die zur Quantifizierung benétigt wurden, mit Kapillaren anstatt
mit einer Eppendorfpipette zu spotten, wurde getestet, ob ein Unterschied zwischen
beiden ,Spottinghilfen” existierte. Gepooltes Blut wurde dazu mit 2,5 % Spikelésung
versetzt, sodass flr Metformin eine Blutkonzentration des Analyten von ¢ = 0,2 pg/mL
bzw. 5 pg/mL, fur Kreatinin ¢ = 1,5 bzw. 11,5 pug/mL und fur Sitagliptin ¢ = 3 bzw.
400 ng/mL resultierte. Fir jede Konzentration wurden die Spots (je n = 3) mittels
Eppendorfpipette und mittels Delbrick-Kapillare gespottet, sie wurden trocknen gelassen,
8 uL an internem Standard aufgetragen (Exp. Teil, C2.1.2.5), anschliel3end extrahiert und
vermessen. Der Quotient Peakflache Analyt/Peakflache interner Standard der zwel

Versuchsreihen wurde zur Auswertung miteinander verglichen.

2.7.3 Selektivitat

Zur Bestimmung der Selektivitdt wurde Blut von sechs Einzelspendern verwendet. Es
wurden jeweils Blank Proben (je n = 3 pro Einzelspender) und Qualitatskontrollproben
analysiert. Fur die Blank Proben wurde Blut mit 2,5 % Methanol versetzt, um dieselben
Eigenschaften zu erhalten, wie sie bei den QC-Proben durch das Hinzugeben der
Spikelésung vorherrschen. Die QC-Proben (je n = 3 pro Einzelspender) waren zum einen
LLOQ Proben, zum anderen hohe Konzentrationen des Kalibrierbereichs (Metformin:
c = 0,2 pg/mL und 5 pg/mL; Kreatinin: ¢ = 1,5 pg/mL und 11,5 pg/mL; Sitagliptin:
¢ = 3 ng/mL und 400 ng/mL). Das Blut wurde hierzu ebenfalls mit 2,5 % der entsprechen-
den Spikeldsungen versetzt und anschlieRend gespottet und nach Auftragen des internen
Standards wie beschrieben (Allg. Teil, B1.2.2.5, Abbildung 20) extrahiert und analysiert.

2.7.4 Kalibrierfunktion

An funf aufeinanderfolgenden Tagen wurden Kalibriergeraden erstellt, die die nachfolgend

dargestellten Konzentrationsbereiche (Tabelle 44) abdeckten.
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Tabelle 44: Konzentrationen der Analyten im Blut (B ) fir die Kalibriergeraden (K) der
Methodenvalidierung. Fir Metformin und Kreatinin wurden 10, fiir Sitagliptin 12 Kalibrierpunkte verwendet.

c (Kreatinin) ¢ (Metformin) c (Sitagliptin)

Benennung i/ml] [ug/mL] [ng/mL]
K1B 1,5 0,2 3,0
K2B 2,0 0,3 4,0
K3B 2,5 0,5 7,0
K4B 5,0 0,8 12,5
K5B 6,5 1,0 25,0
K6B 8,0 2,0 50,0
K7B 10,0 2,5 100,0
K8B 11,5 3,0 200,0
K9B 13,0 4,0 400,0
K108 15,0 5,0 500,0
K11B 750,0
K12B 1000,0

Mit jeder Kalibriergerade wurden ebenso Blank Proben, d.h. mit Methanol versetzte
Proben, die ohne internen Standard extrahiert wurden, sowie zero-Blank Proben (n = 3)
des gepoolten Blutes vermessen. Zur Auswertung wurde jeweils der Quotient

Peakflache Analyt/Peakflache IS gegen die Nominalkonzentration aufgetragen.

2.7.5 Lower Limit of Quantification (LLOQ)

Die niedrigste Konzentration, die noch quantifiziert werden kann, wurde bestimmt, indem
QC-Proben mit Konzentrationen von Metformin ¢ = 0,2 pg/mL, Kreatinin ¢ = 1,5 pg/mL
und Sitagliptin ¢ = 3 ng/mL, die durch Versetzen des Blutes mit Spikelésungen hergestellt
wurden, extrahiert und vermessen wurden (n = 5). Die Richtigkeit und Prazision der

Proben wurden bestimmt.

2.7.6  Richtigkeit (Accuracy)

Zur Bestimmung der Richtigkeit der Methode, sowohl der intra- als auch interday
Richtigkeit, wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen je vier bzw. finf Konzentrationen

an QC-Proben analysiert (jeweils n = 5) (Tabelle 45).

171



C Experimenteller Teil

Tabelle 45: Konzentrationen der Analyten im Blut zu  r Evaluation der Richtigkeit und Prézision. Die
hohe Qualitatskontroll (High-QC) Sita - Probe enthielt nur Sitagliptin, da aufgrund des weiten Kalibrierbereichs
eine weitere QC-Konzentration (5 anstatt 4) verwendet wurde.

¢ (Kreatinin) ¢ (Metformin) c (Sitagliptin)

[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
LLOQ 1,5 0,2 3,0
Low QC 4,5 0,6 10,0
Medium QC 6,5 2,0 150,0
High QC 11,5 4,0 400,0
High QC Sita 750,0

Fir die intraday Richtigkeit wurden alle an einem Tag vermessenen Proben der jeweiligen
Konzentration miteinander verglichen, fir die interday Richtigkeit die Proben der

verschiedenen Tage. Die Richtigkeit wurde dann nach folgender Formel (10) berechnet.

¢ (Analyt)gemessen 100
¢ (Analyt)nominal

Richtigkeit (%) = (10)

2.7.7 Préazision

Fur die Bestimmung der intra- sowie interday Prézision wurden an drei
aufeinanderfolgenden Tagen QC-Proben vermessen (n = 5) (Tabelle 45). Die Préazision
wurde, ausgedrickt als relative Standardabweichung (RSD) der Messergebnisse
zueinander, bestimmt. Analog zur Richtigkeit wurde diese fir Proben, die an einem Tag

(intraday) sowie an unterschiedlichen Tagen (interday) vermessen wurden, bestimmt.

2.7.8  Wiederfindung und Extraktionseffizienz

Die Wiederfindung (Recovery, RE) der Analyten wurde berechnet, indem die Response
(Peakflache) von gespikten QC-Proben mit bekannter Konzentration (Metformin: 0,2; 0,6;
4 pug/mL; Kreatinin: 1,5; 6,5; 11,5 pg/mL; Sitagliptin: 3; 150; 400; 750 ng/mL) verglichen
wurde mit der von post-spiked Proben (n = 5). Post-spiked Proben sind Proben, die durch
Extraktion von Blank-Matrix hergestellt werden. Die Matrix ohne Analyten wird hierbei
extrahiert und nach Abdampfen unter Stickstoff in Losungsmittel, das die Analyten in, zu
den spiked-Proben korrespondierenden Konzentrationen, wenn der Analyt zu
100 % extrahiert wird, enthalt, wiederaufgenommen. Sie beschreibt also welcher
Prozentsatz an Analyt aus der Probe extrahiert wird. Die Formel zur Berechnung der

Wiederfindung ist im Folgenden dargestellt (11).

(11)

Recovery (RE %) — ( Peakfliche Analyt (spiked Probe) ) 100

Peakfliche Analyt (post—spiked Probe)
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Im Gegensatz dazu beschreibt die Extraktionseffizienz (EE) die Response von spiked-
Proben im Verhaltnis zu dem der korrespondierenden Konzentrationen der Analyten in
Losungsmittel (post-spiked Losungen). Hierzu werden dieselben QC-Proben verglichen
mit den post-spiked Lésungen (n = 5). AnschlieBend wird die Extraktionseffizienz mit

Formel (12) berechnet.

Peakfliche Analyt (spiked Probe)
Peakfliche Analyt (post—spiked Losung)

Extraktionsef fizienz (EE %) = ( ) +100 (12)
Fur Phenformin und Sitagliptin-d4 Phosphat, als interne Standards wurde RE und EE

ebenfalls bestimmt (n = 5).

2.7.9 Carry over

Um fir die Analyten und den internen Standard das Carry-over, also das Verschleppen
von Analyt in die nachfolgende Injektion zu prufen, wurden spiked QC-Proben im
hochsten Konzentrationsbereich der Kalibrierfunktion (Metformin: 5 pg/mL; Kreatinin:
15 pg/mL; Sitagliptin: 1000 ng/mL) extrahiert und vermessen (n = 5). Direkt nach Injektion
einer solchen Upper-Limit-of-Quantification-Probe (ULOQ) wurde eine Blank-Matrix-Probe
injiziert. Der Analyt, der in der Blank-Matrix-Probe zu messen ist, sollte dabei < 20 % der
Peakflache des LLOQs sein, fur den internen Standard < 5 % [53].

2.7.10 Robustheit

Zur Lagerung der Blutspots nach dem Trocknen wurden diese in Plastiktiten verpackt, die
Silica Gel Trockenmittelbeutel enthielten, um die Spots Uber die Lagerungsdauer trocken
zu halten und somit Bakterienwachstum zu verhindern. Um zu testen, ob die Methode
bzw. die Quantifizierung auch durchfuhrbar ist, wenn die Spots nicht vollstandig
getrocknet verpackt werden, wurden spiked QC-Proben (Metformin: 4 pg/mL; Kreatinin:
11,5 pg/mL; Sitagliptin: 400 ng/mL; je n = 5) direkt nach dem Spotten auf das
Tragermaterial in die Plastiktiten verpackt und nach einer Lagerung von 3 Tagen

extrahiert und analysiert. Zur Auswertung wurden die Richtigkeit und Prazision bestimmt.

2.7.11 Matrixeffekte

Auf ein Vorliegen von Matrixeffekten wurde getestet, indem Blut von sechs
Einzelspendern sowie eine Charge an Blut, die durch Mischen des Blutes von 10
Einzelspendern mit derselben Blutgruppe, demselben Kell- und Rhesusfaktor hergestellt
wurde (gepooltes Blut), verwendet wurde. Es wurde die Peakflache von post-spiked
Proben (Exp. Teil, C2.7.8) verglichen mit der Peakflache der Analyten in Lésungsmittel

(Sitagliptin: ¢ = 0,8; 106,67 ng/mL; n = 3 bzw. n = 5 flr gepooltes Blut). Fir den internen
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Standard Sitagliptin-d4 wurde dies ebenfalls bestimmt (Sitagliptin-d4 Phosphat:
¢ = 5,33 ng/mL). Anschlielend wurden die jeweiligen Matrixfaktoren (MF) (Formel (13))
sowie der auf den internen Standard angepasste Matrixfaktor (MFIS) (Formel (14))
berechnet. Die relative Standardabweichung des MFIS der sechs Einzelmatrizes soll
dabei nicht groRRer als 15 % sein [54].

Matrixfaktor (MF %) _ ( _ Peakflache Analyt (p'ost—splked Probe) _ ) 100
Peakfliche Analyt (korrespondierende Konzentration in LM)

(13)

Internal standard normalized matrix factor (MFIS %) = ( MF(Analyt) ) =100
MF (Interner Standard)

(14)

2.7.12 Stabilitat

2.7.12.1 Stammldsungsstabilitat

Die Stammldsungen der Analyten fir die HPLC-UV Methode wurden in einer bzw. zwei
Konzentrationen vermessen (Metformin: 1 mg/mL, 100 pg/mL; Kreatinin: 1 mg/mL;
Phenformin: 1 mg/mL, 100 pg/mL; je n = 5). Dafir wurde von der jeweiligen Stammldsung
10 pL in die HPLC injiziert.

Die Stammlésungen von Sitagliptin, enthielten die folgenden Konzentrationen: 1 mg/mL,
100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL. Vor der Injektion zum Testen der Stabilitdt mittels
LC-MS/MS Analytik wurde die Stammldsung mit einer Konzentration von 1 mg/mL zu
1 pg/mL verdiinnt und 3 pL davon injiziert. Die Stammlésungen der Konzentrationen von
100 pg/mL und 10 pg/mL wurden verdinnt zu einer Konzentration von 0,7 pg/mL. Auch
von diesen Verduinnungen wurden jeweils 3 pL injiziert. Die Stammlésung, der
Konzentration 1 pg/mL wurde ohne weitere Verdinnung injiziert (3 pL). Zuséatzlich wurde
auch die Stammldsung des internen Standards Sitagliptin-d4 Phosphat in den
Konzentrationen 1 mg/mL und 1 pug/mL getestet. Fur diese wurde parallel der Sitagliptin
Stammlbésung vor der Messung eine Verdinnung hergestellt und jeweils 3 pl injiziert
(n =5).

Die Stammldsungen wurden jeweils direkt nach der Herstellung, nach 24 h Lagerung bei
Raumtemperatur und nach einem Gefrier-Tau-Zyklus (-25 °C) vermessen. Die Mittelwerte
(x SD) des Verhéltnisses der Peakflache der Analyten der Probeldsungen zu der

Peakflache der Analyten der frisch hergestellten Losungen wurde berechnet.
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2.7.12.2 Kurzzeitstabilitat

Um die Stabilitat der Analyten unter verschiedenen Kurzzeitlagerungsbedingungen zu
testen, wurden mit Analyt versetzte QC-Proben (Metformin: 0,2; 5 pg/mL; Kreatinin: 1,5;
11,5 pg/mL; Sitagliptin: 3; 400 ng/mL; je n = 3) direkt nach 3 h Trocknungsdauer
extrahiert. Als zweite Versuchsreihe wurden die Spots vor der Extraktion 24 h bei
Raumtemperatur offen, ohne Verpackung gelagert und als dritte Variante wurden sie nach
3 h Trocknungszeit in verschlossene Plastikbeutel, die Silica Gel Trockenmittelbeutel
enthielten, verpackt und fir ebenfalls 24 h gelagert. Fir die Auswertung wurden die
Konzentrationen bestimmt und die Richtigkeit und Prazision berechnet und miteinander

verglichen.

2.7.12.3 Autosamplerstabilitat

Nach der Extraktion verblieben die Proben bis zur Vermessung im Autosampler. Damit
sichergestellt war, dass die Analyten wahrend dieser Zeit stabil bleiben, wurde die
Stabilitdt im Autosampler getestet. Daflr wurden QC-Proben in zwei Konzentrationen
(Metformin: 0,2; 5 pg/mL; Kreatinin: 1,5; 11,5 pg/mL; Sitagliptin: 3; 400 ng/mL; je n = 6)
hergestellt, gespottet und extrahiert und anschlief3end eine Versuchsreihe (n = 3) sofort
vermessen, die zweite (n = 3) fur 24 h im Autosampler (HPLC-UV: 10 °C; LC-MS/MS:
Raumtemperatur) belassen und erst nach Ablauf dieser Zeit vermessen. Die

Konzentrationen, Richtigkeit und Prézision der Proben wurden berechnet und verglichen.

2.7.12.4 Langzeitstabilitat

Nach Abnahme der Patientenproben wurden diese bis zur Vermessung maximal 4
Wochen gelagert. Um zu zeigen, dass die Analyten tber diesen Zeitraum in der Probe
stabil blieben, wurden QC-Proben in zwei Konzentrationen (Metformin: 0,2; 4 pg/mL;
Kreatinin: 1,5; 11,5 pg/mL; Sitagliptin: 3; 400 ng/mL; je n = 5) hergestellt, gespottet und
nach drei Stunden Trocknungsdauer mit Silica Gel Trockenmittelbeutel in Plastiktiten
verpackt und eine Versuchsreihe bei Raumtemperatur, eine weitere bei 4 °C fir vier
Wochen gelagert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Proben extrahiert, vermessen und
die Richtigkeit und Préazision mit Hilfe einer frisch hergestellten Kalibriergerade bestimmt.
Fur Sitagliptin wurde die Stabilitat zusatzlich fur die Lagerung der Spots bei -80 °C flr
einen Zeitraum von 3 Monaten getestet. Dazu wurden QC-Proben in drei Konzentrationen
(38; 400; 750 ng/mL; je n = 5) hergestellt, gespottet und nach drei Stunden
Trocknungsdauer mit Silica Gel Trockenmittelbeutel in Plastiktiiten verpackt und bei
-80 °C fur 3 Monate gelagert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Proben extrahiert,
vermessen und die Richtigkeit und Prazision mit Hilfe einer frisch hergestellten

Kalibriergerade bestimmt.
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3 Klinische Studien

3.1 Basisstudie

Die Klinische Studie mit dem Titel ,Erhebung von Populationsdaten zu
Kapillarblutkonzentrationen von Kreatinin und renal eliminierter Antidiabetika"“ wurde durch

die Ethikkommission der Universitat Wirzburg genehmigt (Referenznummer: 287/14).

In Zusammenarbeit mit der Praxis Dr. med. Stephan Zieher und Dr. med. Edwin Albert,
Arzte der Allgemeinmedizin und Diabetologie in Marktheidenfeld wurden in ebendieser
Praxis, gemall dem Antrag mit zugehdrigem Amendement 70 Patientenproben

gewonnen.

Dazu wurden den Patienten nach deren schriftichem Einverstandnis zusétzlich zur
routinemafiigen vendsen Blutabnahme 40 pL Kapillarblut abgenommen und dieses auf
die vorbereiteten Trockenbluttréger gegeben. Patienten, die junger als 18 Jahre alt waren

oder eine infektiose Erkrankung aufwiesen, wurden von der Studie ausgeschlossen.

3.2 Feldstudie

Die Klinische Studie mit dem Titel ,Erhebung von Populationsdaten zu
Kapillarblutkonzentrationen der renal eliminierten oralen Antidiabetika Metformin und
Sitagliptin und Bestimmung der Nierenfunktion mittels Dried-Blood-Spot Analytik* wurde
durch die Freiburger Ethik Kommission International (feki) genehmigt (feki Code
016/1525) und durch die ISRCTN registry (International Standard Randomized Controlled
Trial Number) registriert ISRCTN14518136).

In Zusammenarbeit mit 6ffentlichen Apotheken deutschlandweit, vor allem in Bayern,

wurden gemaf dem Antrag 84 Patientenproben gewonnen.

Den Patienten wurde nach mundlicher Aufklarung und deren schriftlichem Einverstandnis
40 uL Kapillarblut abgenommen und dieses auf die vorbereiteten Trockenbluttrager
gegeben. Waren die Patienten junger als 18 Jahre alt oder wiesen sie eine infektiose

Erkrankung auf, wurden sie von der Studie ausgeschlossen.
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4  Abschatzung der Nierenfunktion mit Hilfe der
Kreatininkonzentration aus Dried Blood Spots

4.1  Verwendete Reagenzien, Materialien und Geréate

41.1 Substanzen

Die verwendeten Substanzen wurden in Exp. Teil, C1.1 aufgefihrt.

4.1.2  Spikelésungen fir die Kalibriergerade, intern  er Standard, Extraktionsmittel

und Stammldsungen fir die Herstellung von Flie3mitt eln

Die Spikeldsungen der Kalibriergerade, der interne Standard, das Extraktionsmittel und
die Stammldésung fur die Herstellung von FlieBmitteln wurden in Exp. Teil, C1.6

beschrieben.

4.1.3 Humanes Vollblut, Dried-Blood-Spot Trager und Kapillaren

Humanes Vollblut, Dried-Blood-Spot Trager und die Kapillaren wurden in Exp. Teil, C1.2
und C1.3 beschrieben.

4.1.4 In-vivo-Proben

GemalR den jeweiligen genehmigten Ethikantragen wurden in der Praxis Dr. med.
Stephan Zieher und Dr. med. Edwin Albert, Arzte der Allgemeinmedizin und Diabetologie
in Marktheidenfeld und in verschiedenen Apotheken Patientenproben gewonnen (Exp.
Teil, C3.1 und C3.2).

415 HPLC-UV-Anlage

Die verwendete HPLC-UV-Anlage wurde in Exp. Teil, C1.4 beschrieben.

4.1.6 Sonstige Gerate und Materialien

Neben den in Exp. Teil, C1.7 aufgefihrten Geraten und Materialien wurden keine

weiteren verwendet.

177



C Experimenteller Teil

4.2  Bestimmung der in-vivo-Proben

4.2.1 Extraktion der in-vivo-Proben

Die Patientenproben wurden getrocknet, anschlieend in Plastikbeutel mit Trockenmittel
verpackt und bis zur Extraktion bei Raumtemperatur gelagert. Die Lagerungsdauer betrug
maximal vier Wochen, sodass die Stabilitdt gewahrleistet war (Allg. Teil, B1.4.1.9). Vor
der Extraktion wurden 8 pL der Losung des internen Standards aufgetragen und nach
einer Trocknungsdauer von ca. 10 min wurde der Spot in ein 1,5 mL Eppendorf Cap
gegeben. Vor dem Festklemmen des Spots im unteren Bereich des PlastikgefalRes (Exp.
Teil, C2.3.3, Abbildung 69) wurden 200 pL des Extraktionsmittels, einer Mischung aus
90 % Acetonitril mit 10 % Ameisensaure hinzugegeben. Die Probe wurde anschlieRend
fur 10 min im Ultraschallbad behandelt. Danach wurde das Filterpapier in eine
Einmalpipettenspitze (blau) gegeben, diese in ein 15 mL Sarstedt Tube gelegt (Exp. Tell,
C2.3.3, Abbildung 69) und bei Raumtemperatur mit 4400 g fir 5 min zentrifugiert, um die
gesamte Flussigkeit aus dem Trager zu schleudern. Nachdem die gesamte Flissigkeit
einer Probe vereinigt worden war, wurde sie unter einem Stickstoffstrom bei
Raumtemperatur evaporiert und der Rickstand in 150 pL Acetonitril durch Schutteln
mithilfe eines Vortex (30 Sekunden) wiederaufgenommen. Dieser Extrakt wurde fur
10 min bei 4 °C und 18000 g zentrifugiert und 100 pL des Uberstandes in die HPLC-UV
Anlage injiziert und mit der beschriebenen Methode (Exp. Teil, C2.2.2, Tabelle 32 D)

vermessen.

4.2.2  Quantifizierung der in-vivo-Proben

Zur Quantifizierung der Proben wurden diese gegen eine Kalibriergerade vermessen.
Hierfir wurde humanes Vollblut mit Spikelésungen verschiedener Konzentrationen
versetzt, sodass das Volumen an Spikelésung 2,5 % des Gesamtvolumens betrug.
AnschlieBend wurden jeweils 40 pL gespottet und flr mindestens drei Stunden
getrocknet, bevor sie analog den Proben extrahiert und vermessen wurden. Die
Konzentrationen der Kalibrierpunkte betrugen fur Kreatinin von 1,5 pug/mL bis 15,0 pg/mL
(Exp. Teil, C2.7.4, Tabelle 44). Zudem waren in den Proben auch Metformin und
Sitagliptin vorhanden (Exp. Teil, C2.7.4, Tabelle 44). Zusatzlich zu den spiked-Proben
wurde das zur jeweiligen Kalibriergerade verwendete Blut in einer Probenreihe (n = 3) mit
Methanol versetzt, wobei das Volumen 2,5 % entsprach und diese Blank Proben wurden
ebenfalls extrahiert und vermessen. Der Mittelwert der hieraus erhaltenen Flachen des
Kreatinins (endogenes Kreatinin) wurde von den Flachen der Kalibrierstandards
abgezogen, um nur die Flache des zugegebenen Kreatinin zu erhalten und die Proben

somit quantifizieren zu kénnen.
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5 Populationspharmakokinetische
Untersuchung von Metformin

5.1 Verwendete Reagenzien, Materialien und Geréate

51.1 Substanzen

Neben den in Exp. Teil, C1.1 aufgefiihrten Chemikalien wurden weiterhin PBS-Puffer
(DUBLECCO’S Phosphate Buffered Saline) verwendet, der von Sigma-Aldrich Chemie

GmbH (Taufkirchen bei Miinchen) bezogen wurde.

5.1.2  Standardldsungen fir die Bestimmung der Verte ilung von Metformin

zwischen Plasma und Blutzellen und die Validierung der Methoden

5.1.2.1 Spikelésungen fir die Methodenvalidierung

Fur die Kurzvalidierung der Methoden zum Vermessen von Metformin aus Vollblut und
Blutzellen wurden Spikelésungen verwendet, die Metformin in Konzentrationen von
8 ug/mL bis 400 pg/mL enthielten (8; 12; 20; 32; 40; 80; 120; 160; 200; 400 pug/mL). Diese

wurden durch methanolische Verdiinnung einer Stammlésung (c = 1 mg/mL) hergestellt.

Zusatzlich zu den Spikelésungen der Kalibriergeraden wurden aus der Stammldsung
Spikelésungen fur QC-Proben mit Konzentrationen von 8 pg/mL, 80 pug/mL, 200 pg/mL
und 400 pg/mL hergestellt. Weiterhin wurden fir die post-Extraktion-spiked Proben
Lésungen der Analyten in Acetonitril in verschiedenen Konzentrationen, ausgehend von
den Stammldsungen hergestellt (Tabelle 46).

Tabelle 46: Konzentration der fur die Methodenvalid ierung von Metformin im Vollblut und den
Blutzellen verwendeten post-Extraktion-spiked Losun gen (pEs) der Analyten in Acetonitril.

c(Metformin) [pug/mL] c(Phenformin) [ug/mL]

pEs_LLOQ 0,062 3,077
pEs_Medium 0,612 3,077
pEs_High 1,539 3,077

5.1.2.2 Spikelésungen fiir die Proben fur die Bestimmung der Verteilung von Metformin

zwischen Plasma und Blutzellen

Ausgehend von einer Stammldsung von Metformin (c = 1 mg/mL) in Methanol wurden die
Spikelésungen durch Verdinnen mit PBS-Puffer hergestellt, sodass Endkonzentrationen
an Metformin von 52 pg/mL, 104 pg/mL und 256 pg/mL resultierten. Diese Lésungen

wurden taglich frisch hergestellt.
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5.1.2.3 Spikelosungen fur die Kalibriergeraden zur Bestimmung der Verteilung von

Metformin zwischen Plasma und Blutzellen

Ausgehend von einer methanolischen Stamml6sung von Metformin (c = 1 mg/mL) wurden
die Verdinnungen mit PBS-Puffer hergestellt. Die Endkonzentrationen an Metformin
reichten von 12 pg/mL bis 400 pg/mL (12,0; 17,2; 52,0; 104,0; 200,0; 256,0;
400,0 pg/mL).

5.1.2.4 Interner Standard

Als interner Standard wurde eine methanolische Lésung von Phenformin verwendet, die
ausgehend von einer Stammlésung (¢ = 1 mg/mL) hergestellt wurde. Phenformin war

darin in einer Konzentration von 50 pug/mL enthalten.

5.1.3  Standardlésungen fiur die Quantifizierung der in-vivo-Proben

Die Spikelosungen der Kalibriergerade, der interne Standard, das Extraktionsmittel und
die Stammlésung fur die Herstellung von FlieBmitteln wurden in Exp. Teil, C1.6

beschrieben.

5.1.4 Humanes Vollblut, Dried-Blood-Spot Trager, Ka pillaren und HPLC-UV-
Anlage

Die Verwendung von humanem Vollblut, Blotting Papier, Mikrokapillaren und der HPLC-
UV-Anlage wurden in den Kapiteln Exp. Teil, C1.2, C1.3 und C1.4 naher beschrieben.

5.1.5 In-vivo-Proben

In der Basisstudie wurde Metformin von 67 Patienteneingenommen, in der Feldstudie, von
72 (Exp. Teil, C3.1 und C3.2; Allg. Teil, B2.1 und B2.2).

5.1.6  Sonstige Gerate und Materialien

Neben den in Exp. Teil, C1.7 aufgeflihrten Gerate und Materialien wurden keine weiteren

verwendet.
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5.2  Bestimmung der Metforminkonzentration aus Dried Blood
Spots

5.2.1 Validierung der Methoden zur Quantifizierung von Metformin aus Vollblut

und Blutzellen aus getrockneten Spots

Die Methode zur Bestimmung von Metformin aus Vollblut wurde erfolgreich nach den FDA
und EMA Richtlinien validiert (Allg. Teil, B1.4.2). Fur die Verteilungsversuche jedoch
wurde eine Methode verwendet, die, im Vergleich zu der in Allg. Teil, B1 aufgefiihrten
Methode, veranderten Parameter enthielt. Diese waren zum einen die Konzentration des
internen Standards Phenformin. Wéahrend in der schon validierten Methode 8 uL einer
Phenforminlésung mit einer Konzentration von ¢ = 25 pg/mL zum Spot hinzugegeben
wurden (All. Teil, B1.2.2.6), wurden in der zur Bestimmung der Verteilung verwendeten
Methode 8 L einer Lésung mit einer Konzentration von ¢ = 50 ug/mL hinzugegeben. Zum
anderen wurden anstatt 150 pL zum Aufnehmen des trockenen Riickstands nur 130 pL
verwendet. AulRerdem wurde neben Vollblut als Matrix auch Blutzellen verwendet, sodass
es notwendig war, diese Methoden ebenfalls zu validieren. Die untersuchten Parameter
waren die Kalibrierfunktion mit dem LLOQ-Wert, die Richtigkeit und Prazision, die
Extraktionseffizienz und Wiederfindung, das Carry-over sowie die Kurzzeit- und

Autosamplerstabilitat.
Fur die Kurzvalidierung wurde das Blut eines Einzelspenders verwendet

5.2.1.1 Kalibrierfunktion

An vier aufeinanderfolgenden Tagen wurden in der jeweiligen Matrix Kalibriergeraden
erstellt, die 10 Konzentrationen (0,2; 0,3; 0,5; 0,8; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 10,0 pg/mL) an

Metformin enthielten.

Mit jeder Kalibriergerade wurden ebenso Blank Proben des Blutes sowie zero-Blank
Proben (n = 3) vermessen. Zur Auswertung wurde jeweils der Quotient Peakflache

Analyt/Peakflache IS gegen die Nominalkonzentration aufgetragen.

Metformin war sowohl im Vollblut, als auch in den Blutzellen Uber einen
Konzentrationsbereich von 0,2 pg/mL bis 10 pug/mL linear (Abbildung 72). Der Mittelwert
(= SD; n = 4) der Steigungen der Kalibriergeraden fur Metformin im Vollblut lag bei 0,112
+ 0,010, der in den Blutzellen bei 0,105 + 0,022. Der Korrelationskoeffizient (+x SD; n = 4)
betrug fir Vollblut 0,997 + 0,002 und fir die Blutzellen 0,998 + 0,001.
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Abbildung 72: Kalibriergerade fiir Metformin in Voll blut und Blutzellen. Die Punkte sind die berechneten

Mittelwerte (x SD) aus den Einzelbestimmungen (n = 4) der Validierung der Methode zur Quantifizierung von
Metformin aus Blutzellen und Vollblut.

5.2.1.2 Lower Limit of Quantification (LLOQ)

Die niedrigste, noch zu quantifizierende Konzentration wurde bestimmt, indem QC-Proben
mit Konzentrationen von Metformin ¢ = 0,2 pg/mL, die durch Zugabe der entsprechenden
Spikelosung in die jeweiligen Matrix hergestellt wurden, extrahiert und vermessen wurden

(n = 3). Die Richtigkeit und Préazision der Proben wurde bestimmt.

Die niedrigste Konzentration an Metformin, die die gegebenen Kriterien (Prazision < 20%;
Richtigkeit 80 — 120 %) noch erfiillte (LLOQ), lag sowohl im Vollblut, als auch in den
Blutzellen bei 0,2 pg/mL.

5.2.1.3 Richtigkeit (Accuracy)

Zur Bestimmung der Richtigkeit der Methoden, sowohl der intra- als auch interday
Richtigkeit, wurden fir jede Matrix an drei aufeinanderfolgenden Tagen je drei
Konzentrationen (0,2 pg/mL; 2,0 pg/mL und 10,0 pg/mL) an QC-Proben analysiert
(je n = 5). Fur die intraday Richtigkeit wurden alle an einem Tag vermessenen Proben der
jeweiligen Konzentration der jeweiligen Matrix miteinander verglichen, fir die interday

Richtigkeit die Proben der verschiedenen Tage.
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Fir Metformin resultierte im Vollblut eine intraday Richtigkeit von 81,48 — 114,46 % und
eine interday Richtigkeit von 94,93 — 110,81 %. In den Blutzellen lagen diese Werte bei
91,50 — 119,42 % bzw. 107,03 — 108,62 % (Tab. Anhang, D4.1.1, D4.1.2).

5.2.1.4 Préazision

Fur die Bestimmung der intra- sowie interday Prazision wurden fir jede Matrix an drei
aufeinanderfolgenden Tagen QC-Proben in jeweils drei Konzentrationen (0,2 pg/mL;
2,0 pg/mL und 10,0 pg/mL) vermessen (n = 5). Die Prazision wurde, ausgedrickt als
relative Standardabweichung (RSD) der Messergebnisse zueinander, bestimmt. Analog
zur Richtigkeit wurde die Prazision fir die Proben, die an einem Tage (intraday) sowie an

unterschiedlichen Tagen (interday) vermessen wurden, bestimmt.

Die intraday Prazision fur Metformin reichte im Vollblut von 1,65 — 10,41 %, in den
Blutzellen von 0,62 — 6,59 %. Die interday Prézision reichte von 1,27 — 5,64 % bzw. von
2,97 — 5,71 % (Tab. Anhang D4.1.1, D4.1.2).

5.2.1.5 Extraktionseffizienz und Wiederfindung

Die Wiederfindung (Recovery RE) von Metformin wurde fir Vollblut und Blutzellen als
Matrix berechnet, indem die Response (Peakfliche) von gespikten QC-Proben mit
bekannter Konzentration (0,2 pg/mL; 2,0 pg/mL und 5,0 pg/mL) verglichen wurde mit der
von post-spiked Proben (Exp. Teil, C2.7.8) (n = 5). Fir die Bestimmung der Extraktions-
effizienz (EE) wurden dieselben QC-Proben verglichen mit den post-spiked Lésungen
(n = 5). Fur den internen Standard Phenformin wurden RE und EE ebenfalls bestimmt
(n=5).

Die mittlere Wiederfindung fur Metformin aus Vollblut lag bei 8,68 + 1,04 %, die
Extraktionseffizienz bei 9,21 + 0,97 %. FUr Metformin aus den Blutzellen lagen diese
Werte bei 10,02 + 1,43 % bzw. 10,08 + 1,48 %. Fir den internen Standard Phenformin
betrug die Wiederfindung aus Vollblut 6,10 + 0,30 %, die Extraktionseffizienz
6,27 £ 0,25 %. Aus den Blutzellen lagen diese Werte fur Phenformin bei 8,88 + 0,35 %
bzw. 8,84 + 0,98% (Tab. Anhang, D4.1.3, D4.1.4). Die Werte erfillten, obwohl sie sehr
niedrig waren, aufgrund ihrer Préazision und Reproduzierbarkeit alle vorgegebenen
Kriterien (Einleitung, A2.5.5).

5.2.1.6 Carry-over

Um fur Metformin und den internen Standard Phenformin das Verschleppen von Analyt in
die nachfolgende Injektion zu prifen, wurden spiked QC-Proben im hdchsten

Konzentrationsbereich der Kalibrierfunktion (¢ = 10 pg/mL) extrahiert und vermessen
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(n = 5). Direkt nach der Injektion einer solchen Upper-Limit-of-Quantification-Probe
(ULOQ) wurde eine Blank-Matrix-Probe injiziert und die Menge an verschlepptem Analyt

bestimmt.

Weder im Vollblut als Matrix, noch in den Blutzellen war ein Carry-over des Metformins

oder des internen Standards Phenformin zu beobachten.
5.2.1.7 Stabilitat

Kurzzeitstabilitat

Um die Kurzzeitstabilitdt des Metformins in der jeweiligen Matrix zu testen, wurden spiked
QC-Proben (0,2 pg/mL; 2,0 pg/mL und 10,0 pg/mL; je n = 3) direkt nach 3 h Trocknungs-
dauer extrahiert. Als zweite Versuchsreihe wurden die Spots vor der Extraktion 24 h bei
Raumtemperatur offen, ohne Verpackung gelagert. Fir die Auswertung wurde die
Konzentration gegeniber frisch hergestellten Kalibriergeraden bestimmt und die

Richtigkeit und Prazision berechnet und miteinander verglichen.

Weder im Vollblut, noch in den Blutzellen war eine Instabilitat des Metformins zu sehen.
Die Richtigkeit bewegte sich fir beide Matrizes in einem Rahmen von 87,49 — 119,42 %
(LLOQ), die Prazision von 2,35 — 11,36 % (Tab. Anhang, D4.1.5, D4.1.6).

Autosamplerstabilitat

Nach der Extraktion standen die Proben bis zur Vermessung im Autosampler. Damit
gewahrleistet war, dass die Analyten wahrend dieser Zeit stabil bleiben, wurde die
Stabilitéat im Autosampler Gber 24 h getestet. Dafir wurden fir jede Matrix QC-Proben in
drei Konzentrationen (Vollblut: 0,2 pg/mL, 2,0 pg/mL und 5,0 pg/mL; Blutzellen:
0,2 pg/mL; 2,0 pg/mL und 10,0 pg/mL) hergestellt, gespottet und extrahiert und
anschlieend eine Versuchsreihe (n = 3) sofort vermessen, die zweite (n = 3) flr 24 h im
Autosampler (10 °C) belassen und erst nach Ablauf dieser Zeit vermessen. Die

Konzentration, Richtigkeit und Prazision der Proben wurden berechnet und verglichen.

Die extrahierte Losung des Metformins sowohl aus Vollblut, als auch aus den Blutzellen
war im Autosampler bei 10 °C fur 24 h stabil, was durch eine Richtigkeit von
85,23 — 114,99 % und eine Préazision von 1,66 — 10,85 % bewiesen wurde (Tab. Anhang,
D4.1.5, D4.1.6).
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5.2.2  Verteilung von Metformin zwischen Plasma und Blutzellen

5.2.2.1 Festlegen der zu bestimmenden Konzentrationen

Um nachzuweisen, dass die Verteilung des Arzneistoffs zwischen Plasma und den
Blutzellen tGiber einen Konzentrationsbereich konstant ist, wurde der Verteilungskoeffizient
cp/cgz (Konzentration im Plasma/Konzentration in den Blutzellen) flr verschiedene
Konzentrationen (1,3 pg/mL, 2,6 pg/mL, 6,4 pg/mL) aufgestellt. Die Konzentrationen
wurden aufgrund der schon publizierten Werte fir die Verteilung und Daten zu

therapeutischen Bereichen bzw. Maximalkonzentrationen fiir Metformin gewahlt [99, 109].

5.2.2.2 Inkubation des Blutes mit Metformin

Fur die Inkubationsversuche wurde das Blut zweier Spender mit denselben Rhesus- und
Kell-Faktoren sowie derselben Blutgruppe vereinigt. Das Blut wurde im Thermomixer fr
10 min auf 37 °C temperiert. AnschlieBend wurde es mit der jeweiligen Spikelésung
versetzt, sodass das Volumen an Spikeldsung 2,5 % des Gesamtvolumens betrug und
Metformin in Blut mit Konzentrationen von 1,3 pg/mL, 2,6 pg/mL und 6,4 pg/mL
vorhanden war. Nach vorsichtigem Mischen wurden die Proben inkubiert. Die Inkubation
wurde im Thermomixer bei 37 °C mit 450 rpm durchgefiihrt, um eine homogene
Verteilung zu erhalten. Als Inkubationsdauer wurden 15 min, 60 min und 4 h gewahlt

(n = 3 fiir jede Konzentration).

5.2.2.3 Auftrennen und Spotten von Vollblut, Plasma und Blutzellen

Nach der Inkubation wurde sofort mit einer Pipette 40 pl Vollblut aus allen Ansatzen auf
einen Trager aufgetragen. AnschlieBend wurde das verbleibende Blut fir 15 min mit
3000 g bei einer Temperatur von 4 °C zentrifugiert, um die Blutzellen und das Plasma
voneinander zu trennen. Es wurden dann, analog zu den Vollblutproben, Blutzellproben
gespottet (Abbildung 73). Alle diese Proben wurden (ber Nacht getrocknet und

anschlieBend quantifiziert.
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Abbildung 73: Schematische Darstellung der Ermittlu ng des Verteilungskoeffizienten ¢ p/cgz flr
Metformin. Vollblut wurde dabei mit Metformin versetzt, fir 15 min bzw. 60 min und 4 h bei 37 °C inkubiert
und anschlieend wurde Vollblut und Blutzellen gespottet, extrahiert und quantifiziert.

5.2.2.4 Extrahieren und Quantifizieren der Proben

Die Extraktion und Quantifizierung erfolgte analog der in Exp. Teil, C4.2.1 und C4.2.2
beschriebenen Methode, allerdings wurde der Ruckstand nach dem Evaporieren in
130 pL Acetonitril wiederaufgenommen. 100 pL der Ldsung wurden mittels HPLC-UV
gegen eine Kalibriergeraden aus der jeweiligen Matrix quantifiziert. Diese enthielten
Metformin im Vollblut in Konzentrationen von 0,3 pg/mL bis 10 pg/mL und in den
Blutzellen von 0,3 pg/mL bis 5,0 pg/mL (Tabelle 47).
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Tabelle 47: Konzentrationen von Metformin in der Ka libriergeraden in Vollblut und Blutzellen zur
Ermittlung des Verteilungskoeffizienten ¢ p/cgz. Fir die Kalibriergerade aus Vollblut wurden 5, fur die aus
den Blutzellen nur 4 Kalibrierstandards verwendet.

c(Metformin) [ug/mL]

Vollbut Blutzellen
0,3 0,30
1,3 0,43
2,6 1,30
6,4 5,00
10,0

Zur Auswertung wurde die Konzentration des Metformins in den Blutzellen von der im

Vollblut subtrahiert, um die Plasmakonzentration zu erhalten.

5.2.3 Bestimmung von in-vivo-Blutproben

Die Extraktion und Quantifizierung der in-vivo-Proben erfolgte analog zu Exp. Teil, C4.2.1
und C4.2.2. Die Konzentrationen der Kalibrierpunkte betrugen fur Metformin 0,2 pg/mL,
0,3 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,8 pg/mL, 1,0 pg/mL, 2,0 pg/mL, 2,5 pg/mL, 3,0 ug/mL, 4,0 pg/mL
und 5,0 pg/mL. Zudem waren in den Proben auch Kreatinin und Sitagliptin vorhanden
(Exp. Teil, C2.7.4, Tabelle 44).

6 Populationspharmakokinetische
Untersuchung von Sitagliptin

6.1 Verwendete Reagenzien, Materialien und Geréate

6.1.1 Substanzen

Neben den in Exp. Teil, C1.1 aufgefiihrten Chemikalien wurde weiterhin PBS-Puffer
(DUBLECCO’S Phosphate Buffered Saline) verwendet, der von Sigma-Aldrich Chemie

GmbH (Taufkirchen bei Miinchen) bezogen wurde.

6.1.2  Standardldsungen fur die Bestimmung der Verte ilung von Sitagliptin
zwischen Plasma und Blutzellen und die Validierung der Methoden
6.1.2.1 Spikeldsungen fir die Methodenvalidierung

Fur die Kurzvalidierung der Methoden zum Vermessen von Sitagliptin aus Plasma und
Blutzellen wurden Spikelésungen verwendet, die Sitagliptin in verschiedenen

Konzentrationen enthielten. Diese wurden durch methanolische Verdinnung einer
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Stammlésung (c = 1 mg/mL) hergestellt. Sie enthielten Sitagliptin in Konzentrationen von
0,12 pg/mL bis 20,00 pg/mL (0,12; 0,16; 0,28; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,00; 16,00; 20,00
pg/mL).

Zusatzlich zu den Spikeldsungen der Kalibriergeraden wurden aus der methanolischen
Stammldsung Spikeldésungen fur QC-Proben mit Konzentrationen von 0,12 pg/mL,
2,00 pg/mL, 6,00 pg/mL und 20,00 pg/mL hergestellt. Weiterhin wurden fir die post-
Extraktion-spiked Proben Ldsungen der Analyten in Acetonitril, ausgehend von den
methanolischen Stammldsungen, in verschiedenen Konzentrationen hergestellt (Tabelle
48).

Tabelle 48: Konzentration der fiir die Methodenvalid ierung von Sitagliptin im Plasma und den
Blutzellen verwendeten post-Extraktion-spiked Losun gen (pEs) der Analyten in Acetonitril.

c(Sitagliptin) [ng/mL] c(Sitagliptin-d4 Phosphat) [ng/mL]

pEs_LLOQ 0,8 53
pEs_Medium 40,0 5,3
pEs_High 133,3 5,3

6.1.2.2 Spikelésungen fir die Proben fur die Bestimmung der Verteilung von Sitagliptin

zwischen Plasma und Blutzellen

Ausgehend von einer Stammldsung von Sitagliptin mit einer Konzentration von 1 mg/mL
in Methanol wurden Verdinnungen hergestellt, die Sitagliptin in Konzentrationen von
100 pg/mL, 10 pg/mL und 1 pg/mL enthielten. Diese Losungen wiederum wurden mit
PBS-Puffer zu Konzentrationen von 0,4 ug/mL, 10,0 pg/mL und 16,0 ug/mL verdinnt. Die

Verdinnungen in PBS-Puffer wurden taglich frisch hergestellt.

6.1.2.3 Spikel6sungen fir die Kalibriergeraden zur Bestimmung der Verteilung von

Sitagliptin zwischen Plasma und Blutzellen

Ausgehend von einer Stammldsung von Sitagliptin (¢ = 1 mg/mL) wurden die
methanolischen Verdiinnungen hergestellt, die Sitagliptin in Konzentrationen von
100 pg/mL, 10 pg/mL und 1 pg/mL enthielten. Um die Spikelésungen zu erhalten, wurden
diese Verdinnungen mit PBS-Puffer auf die jeweilige Konzentration weiterverdiinnt. Die
Endkonzentrationen an Sitagliptin reichten von 0,16 pg/mL bis 20,00 pg/mL (Exp. Teil,
C6.1.2.1).

6.1.2.4 Interner Standard

Als interner Standard wurde eine methanolische Lésung von Sitagliptin-d4 Phosphat in
einer Konzentration von 100 ng/mL verwendet, die ausgehend von einer Stammldsung

mit einer Konzentration von 1 mg/mL hergestellt wurde.
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6.1.3  Standardlésungen fir die Quantifizierung der in-vivo-Proben

Die Spikeldsungen der Kalibriergerade, der interne Standard, das Extraktionsmittel und
die Stammldésung fur die Herstellung von FlieBmitteln wurden in Exp. Teil, C1.6

beschrieben.

6.1.4  Standardlésungen fir die Bestimmung der Hamat  okritabh&ngigkeit der

Sitagliptinkonzentration im Blut

6.1.4.1 Spikelésungen fir die Kalibriergeraden

Fur die Kalibriergeraden wurden Spikeldsungen verwendet, die ausgehend von einer
Stammldsung von Sitagliptin in Methanol mit einer Konzentration von 1 mg/mL hergestellt
wurden und die Sitagliptin in Konzentrationen von 0,12 pug/mL bis 30,00 ug/mL enthielten
(0,12; 0,16; 0,28; 0,50; 1,00; 4,00; 8,00; 16,00; 20,00; 30,00 pg/mL).

6.1.4.2 Spikelésungen fir die Proben der Inkubationsversuche

Ausgehend von methanolischen Verdinnungen einer Stammilésung (1 mg/mL) von
Sitagliptin mit Konzentrationen von 100 pg/mL, 10 pg/mL und 1 pg/mL wurden die
Spikelésungen durch Verdunnen mit PBS-Puffer zu Konzentrationen von 0,4 pg/mL,

10,0 pg/mL und 16,0 pg/mL hergestellt.
6.1.4.3 Spikeldsungen fir die Proben der Untersuchung der individuellen Unterschiede
der Sitagliptinkonzentration im Blut

Ausgehend von einer methanolischen Verdunnung einer Stammldsung (1 mg/mL) von
Sitagliptin mit einer Konzentration von 100 pg/mL wurde die Spikeldsung durch

Verdinnen mit PBS-Puffer zu einer Konzentration von 10 pg/mL hergestellt.

6.1.4.4 Spikelosungen fur die Proben der Dialyseversuche

Ausgehend von einer methanolischen Stammldsung von Sitagliptin - mit einer
Konzentration von 1 mg/mL wurde die Spikeldsung durch Verdinnen zu einer

Konzentration von 20 pg/mL hergestellt.

6.1.5 Humanes Vollblut, Dried-Blood-Spot Trager, Ka pillaren und LC-MS/MS-
Anlage

Die Verwendung von humanem Vollblut, Blotting Papier, Mikrokapillaren und der LC-
MS/MS-Anlage wurden in den Kapiteln Exp. Teil, C1.2, C1.3 und C1.5 ndher beschrieben.
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6.1.6 In-vivo-Proben

Von den Patienten der Basisstudie nahmen 37 Sitagliptin ein, in der Feldstudie waren es
32 Patienten, die Sitagliptin eingenommen hatten (Exp. Teil, C3.1 und C3.2; Allg. Teil,
B2.1 und B2.2).

6.1.7  Sonstige Gerate und Materialien

Neben den in Exp. Teil, C1.7 aufgefliihrten Gerdten und Materialien wurden weitere

Geréate und Materialien verwendet:

Inkubator Heracell (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

Rotierender Plattformschiittler Unimax 1010 (Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach, Deutschland)

Dialyseeinheiten Xpress Mini Dialyzer MD1000; 3,5 kDa (Scienova
GmbH, Jena, Deutschland)

6.2 Bestimmung der Sitagliptinkonzentration aus Dri ed-Blood-
Spots

6.2.1 Validierung der Methoden zur Quantifizierung von Sitagliptin aus Plasma

und Blutzellen aus getrockneten Spots

Die Methode aus Vollblut wurde erfolgreich nach den FDA und EMA Richtlinien validiert
(Allg. Teil, B1.4.2). Da aber fur die Verteilungsversuche auch Messungen aus Plasma
bzw. Blutzellen notwendig waren, wurde auch fur diese Matrizes eine Kurzvalidierung der
Methoden angeschlossen. Die validierten Parameter waren die Kalibrierfunktion mit dem
LLOQ-Wert, die Richtigkeit und Prazision, die Extraktionseffizienz und Wiederfindung, das

Carry-over sowie die Kurzzeit- und Autosamplerstabilitat.
Fur die Kurzvalidierung wurde das Blut eines Einzelspenders verwendet.

6.2.1.1 Kalibrierfunktion

An vier aufeinanderfolgenden Tagen wurden in der jeweiligen Matrix Kalibriergeraden
erstellt, die 10 Konzentrationen (3; 4; 7; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 500 ng/mL) an
Sitagliptin enthielten.

190



6 Populationspharmakokinetische Untersuchung von Sitagliptin

Mit jeder Kalibriergerade wurden ebenso Blank Proben des Blutes sowie zero-Blank
Proben (n = 3) vermessen. Zur Auswertung wurde jeweils der Quotient Peakflache

Analyt/Peakflache IS gegen die Nominalkonzentration aufgetragen.

Die Kalibriergerade des Sitagliptins war sowohl im Plasma, als auch in den Blutzellen

Uber einen Konzentrationsbereich von 3 ng/mL bis 500 ng/mL linear (Abbildung 74).

Der Mittelwert (+ SD; n = 4) der Steigungen fir Sitagliptin im Plasma lag bei 0,040 +
0,004, der in den Blutzellen bei 0,032 = 0,004. Der Korrelationskoeffizient (+ SD; n = 4)
betrug fur das Plasma 0,997 + 0,003 und fir die Blutzellen 0,998 + 0,001.

Sitagliptin Plasma Sitagliptin Blutzellen

25 20
) %)
g T 15 /§
S5 s /§/
?E’ 0 g 10 /
0 (%)
2 5 / 25
Q Q
ES «
% 0 ‘// T T 1 % 0 / T T 1
2 0 200 400 600 o 0 200 400 600

Konzentration Sitagliptin [ng/mL] Konzentration Sitagliptin [ng/mL]
Plasma: Blutzellen:
y = 0,0401x — 0,0503 y =0,0323x + 0,0107
R?=0,9993 R?=0,9998

Abbildung 74: Kalibriergerade fir Sitagliptin im Pl asma und in den Blutzellen. Die Punkte sind die
berechneten Mittelwerte (+ SD) aus den Einzelbestimmungen (n = 4) der Validierung der Methode zur
Quantifizierung von Sitagliptin aus Plasma und Blutzellen.

6.2.1.2 Lower Limit of Quantification (LLOQ)

Die niedrigste, noch zu quantifizierende Konzentration wurde bestimmt, indem QC-Proben
mit Konzentrationen von Sitagliptin ¢ = 3 ng/mL, die durch Versetzen der jeweiligen Matrix
mit der entsprechenden Spikeldsung hergestellt wurden, extrahiert und vermessen

wurden (n = 3). Die Richtigkeit und Prazision der Proben wurde bestimmt.

Die niedrigste Konzentration an Sitagliptin, welche die gegebenen Kriterien (Préazision
< 20%; Richtigkeit 80 — 120 %) noch erflllte (LLOQ), lag sowohl im Plasma, als auch in
den Blutzellen bei 3 ng/mL.
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6.2.1.3 Richtigkeit (Accuracy)

Zur Bestimmung der Richtigkeit der Methoden, sowohl der intra- als auch interday
Richtigkeit, wurden fir jede Matrix an drei aufeinanderfolgenden Tagen je drei
Konzentrationen (3 ng/mL, 50 ng/mL und 500 ng/mL) an QC-Proben analysiert (jeweils
n = 5). Fir die intraday Richtigkeit wurden alle an einem Tag vermessenen Proben der
jeweiligen Konzentration der jeweiligen Matrix miteinander verglichen, flr die interday

Richtigkeit die Proben der verschiedenen Tage.

Fur Sitagliptin resultierte im Plasma eine intraday Richtigkeit von 93,43 — 118,44 % und
eine interday Richtigkeit von 104,24 — 108,40 %. In den Blutzellen lagen diese Werte bei
88,12 — 114,53 % bzw. 95,37 — 105,15 % (Tab. Anhang, D5.1.1, D5.1.2).

6.2.1.4 Préazision

Fur die Bestimmung der intra- sowie interday Prézision wurden fir jede Matrix an drei
aufeinanderfolgenden Tagen QC-Proben in jeweils drei Konzentrationen (3 ng/mL,
50 ng/mL und 500 ng/mL) vermessen (n = 5). Die Prazision wurde, ausgedrickt als
relative Standardabweichung (RSD) der Messergebnisse zueinander, bestimmt. Analog
zur Richtigkeit wurde die Préazision fur Proben, die an einem Tag (intraday) sowie an

unterschiedlichen Tagen (interday) vermessen wurden, bestimmt.

Die intraday Prazision fur Sitagliptin reichte im Plasma von 1,93 — 7,50 %, in den
Blutzellen von 2,62 — 8,59 %, die interday Prazision reichte von 2,56 — 5,17 % bzw. von
4,01 - 6,04 % (Tab. Anhang, D5.1.1, D5.1.2).

6.2.1.5 Extraktionseffizienz und Wiederfindung

Die Wiederfindung (Recovery, RE) von Sitagliptin wurde fur Plasma und Blutzellen als
Matrix berechnet, indem die Response (Peakflaiche) von gespikten QC-Proben mit
bekannter Konzentration (3 ng/mL; 150 ng/mL und 500 ng/mL) verglichen wurde mit der
von post-spiked Proben (n = 5). Zur Bestimmung der Extraktionseffizienz (EE) wurden
dieselben QC-Proben verglichen mit den post-spiked Losungen (n = 5). Fir den internen
Standard Sitagliptin-d4 Phosphat wurde RE und EE ebenfalls bestimmt (n = 5).

Die mittlere Wiederfindung fir Sitagliptin aus Plasma lag bei 10,17 + 0,82 %, die
Extraktionseffizienz, welche den Einfluss der Matrix mit umfasst, bei 11,47 + 0,89 %. Fr
Sitagliptin aus den Blutzellen lagen diese Werte bei 3,44 = 0,60 % bzw. 4,54 = 0,80 %.
Fir den internen Standard Sitagliptin-d4 betrug die Wiederfindung aus Plasma
10,83 + 0,48 %, die Extraktionseffizienz dagegen 11,71 + 0,33 %. Aus den Blutzellen
lagen diese Werte bei 4,18 + 0,10 % bzw. 6,68 + 0,23 %. Diese Werte sind zwar sehr
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niedrig, erfullen aber aufgrund ihrer Prézision und Reproduzierbarkeit alle vorgegebenen
Kriterien (Einleitung, A2.5.5) (Tab. Anhang, D5.1.3, D5.1.4).

6.2.1.6 Carry-over

Um far Sitagliptin und den internen Standard das Verschleppen von Analyt in die
nachfolgende Injektion zu prufen, wurden spiked QC-Proben im hdochsten Konzentrations-
bereich der Kalibrierfunktion (500 ng/mL) extrahiert und vermessen (n = 5). Direkt nach
Injektion einer solchen Upper-Limit-of-Quantification-Probe (ULOQ) wurde eine Blank-

Matrix-Probe injiziert und die Menge an verschlepptem Analyt bestimmt.

Weder in Plasma noch in den Blutzellen war ein Carry-over des Arzneistoffes oder des

internen Standards zu beobachten
6.2.1.7 Stabilitat

Kurzzeitstabilitat

Um die Kurzzeitstabilitdt des Analyten in der jeweiligen Matrix zu testen, wurden spiked
QC-Proben (3 ng/mL, 50 ng/mL und 500 ng/mL; je n = 3) direkt nach 3 h
Trocknungsdauer extrahiert. Als zweite Versuchsreihe wurden die Spots vor der
Extraktion 24 h bei Raumtemperatur offen, ohne Verpackung gelagert. Fir die
Auswertung wurden die Konzentrationen bestimmt und die Richtigkeit und Préazision

berechnet und miteinander verglichen.

Weder flr Plasma, noch flr die Blutzellen als Matrix war eine Instabilitat des Arzneistoffs
zu sehen. Die Richtigkeit bewegte sich im Plasma in einem Rahmen von
89,52 - 118,44 % (LLOQ), die Prazision von 1,93 - 9,94 %. In den Blutzellen lagen die
entsprechenden Werte bei 85,94 — 114,53 % bzw. 2,08 — 9,57 % (Tab. Anhang, D5.1.5,
D5.1.6).

Autosamplerstabilitat

Fur jede Matrix wurden QC-Proben in drei Konzentrationen (3 ng/mL, 50 ng/mL und
500 ng/mL; je n = 6) hergestellt, gespottet, extrahiert und anschlielend eine
Versuchsreihe (n = 3) sofort vermessen, die zweite (n = 3) fir 24 h im Autosampler
(Raumtemperatur) belassen und erst nach Ablauf dieser Zeit vermessen. Die

Konzentrationen, Richtigkeit und Prazision der Proben wurden berechnet und verglichen.

Die extrahierte Losung des Sitagliptins sowohl aus Plasma, als auch aus den Blutzellen

war im Autosampler fir 24 Stunden bei Raumtemperatur stabil, was durch eine Richtigkeit
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von 90,07 — 113,25 % und eine Prazision von 1,56 — 8,41 % bewiesen wurde (Tab.

Anhang, D5.1.5, D5.1.6).

6.2.2  Verteilung von Sitagliptin zwischen Plasma un  d Blutzellen

6.2.2.1 Festlegen der zu bestimmenden Konzentrationen

Wie auch fur Metformin sollte flr Sitagliptin die Verteilung des Arzneistoffes zwischen
Plasma und den Blutzellen gefunden werden. Die daflir verwendeten Konzentrationen im
Vollblut lagen bei 10 ng/mL, 250 ng/mL und 400 ng/mL. Sie wurden anhand der

vertffentlichten Maximalspiegel im Plasma ausgewahlt [117, 123].

6.2.2.2 Inkubation des Blutes mit Sitagliptin

Die Inkubation wurde analog wie in Exp. Teil, C5.2.2.2 beschrieben durchgefihrt.
Allerdings wurde Blut von zehn Spendern vereinigt und die Inkubationsdauer beschrankte
sich auf 15 min und 60 min. Fir jede Konzentration (10 ng/mL, 250 ng/mL und

400 ng/mL) und jede Inkubationsdauer wurden jeweils 3 Ansatze inkubiert.

6.2.2.3 Auftrennen und Spotten von Vollblut, Plasma und Blutzellen

Die Auftrennung und das Auftragen der Untersuchungsmatrizes auf einen Trager wurde
analog Exp. Teil, C5.2.2.3 durchgefiihrt. Allerdings wurde auch Plasma aufgetragen und
analysiert (Exp. Teil, C5.2.2.3, Abbildung 73).

6.2.2.4 Extrahieren und Quantifizieren der Proben

Die Extraktion und Quantifizierung erfolgte analog der in Exp. Teil, C4.2.1 und C4.2.2
beschriebenen Methode, allerdings wurden 3 pL der Lésung nach Rekonstitution mit
Acetonitril mittels LC-MS/MS Anlage gegen Kalibriergeraden aus den jeweiligen Matrizes
(Vollblut, Plasma, Blutzellen) quantifiziert. Diese enthielten Sitagliptin in Konzentrationen
von 4 ng/mL bis 500 ng/mL (4,0; 7,0; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0; 200,0; 400,0; 500,0 ng/mL).

6.2.3 Bestimmung von in-vivo-Blutproben

6.2.3.1 Extraktion und Quantifizierung der in-vivo-Proben

Die Extraktion und Quantifizierung der in-vivo-Proben erfolgte analog zu Exp. Teil, C4.2.1
und C4.2.2, allerdings wurden 3 ul der in Acetonitril rekonstituierten Losung mittels LC-
MS/MS Analytik analysiert. Die Konzentrationen der Kalibrierpunkte betrugen flr
Sitagliptin 3,0 ng/mL, 4,0 ng/mL, 7,0 ng/mL, 12,5 ng/mL, 25,0 ng/mL, 50,0 ng/mL,
100,0 ng/mL, 200,0 ng/mL, 400,0 ng/mL, 500,0 ng/mL, 750,0 ng/mL und 1000,0 ng/mL.
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Zudem waren in den Proben auch Metformin und Kreatinin vorhanden (Exp. Teil, C2.7.4,
Tabelle 44).

6.2.4  Hamatokritabhangigkeit und inter-individuelle Unterschiede  der

Sitagliptinkonzentration im Blut
6.2.4.1 Inkubationsversuche mit Blut mit unterschiedlichem Hamatokrit

Einstellen verschiedener Hamatokritwerte

Fir die Inkubationsversuche wurden 100 mL Vollblut eines Spenders, der kein Sitagliptin
oder Metformin eingenommen hatte mit 1306 rcf und 4 °C fur 20 min zentrifugiert. Das
erhaltene Plasma wurde von den Blutzellen abpipettiert und anschlie@end wurden
Blutzellen und Plasma vereinigt, sodass je 10 mL Blut mit verschiedenen
Hamatokritwerten erhalten wurde. Diese waren 30 %, 40 %, 50 %, 60 % und 70 %. Zum
Erstellen der Kalibriergeraden waren ebenfalls Vollblut, Plasma und Blutzellen notwendig,
sodass 30 mL Vollblut desselben Spenders mit 3000 g bei 4 °C fir 15 min zentrifugiert
wurden und somit in Plasma und Blutzellen aufgetrennt und anschlieBend separiert
wurden (Abbildung 75).

Kalibriergeraden

<N
Zentrifugieren: 3000 g, ——>

4 °C, 15 min

\ Zentrifugieren: 1306 rcf, —>
4°C, 20gmin O / O\ Vereinigen zu
\ \ / unterschiedlichen

Hct-Werten

Abbildung 75: Schematische Darstellung des Umgangs mit Vollblut zum Einstellen des Hamatokrits
(Hct). Vollblut wurde zentrifugiert, um Plasma und Blutzellen voneinander zu trennen. Anschlie3end wurden
die Spezimen volumetrisch wieder vereinigt, um den gewlinschten Hamatokrit zu erhalten.

Das Plasma und die Blutzellen wurden, wie auch das auf verschiedene Hct-Werte
eingestellten Vollblut, bei 4 °C bis zur Verwendung gelagert. Ebenso wurde auch Vollblut
desselben Spenders gelagert, das zuvor nicht zentrifugiert wurde. Die maximale Lagerzeit

betrug 4 Wochen.
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Erstellen der Kalibriergeraden

Zum Erstellen der Kalibriergeraden wurde die jeweilige Matrix (Vollblut, Plasma oder
Blutzellen) mit 2,5 % frisch hergestellter Spikeldsung versetzt, gespottet, getrocknet und
extrahiert. Die Konzentrationen von Sitagliptin in der Matrix lagen dabei zwischen 3 ng/mL
und 500 ng/mL (3,0; 7,0; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0; 200,0; 400,0; 500,0 ng/mL).

Inkubation des Blutes mit Sitagliptin

Das Vollblut des jeweiligen Hamatokrits wurde auf 37 °C vortemperiert und anschlielend
wurde 2,5 % frisch hergestellte Spikelésung zugegeben. Nach vorsichtigem
Durchmischen wurden die Proben fir 60 min bei 37 °C und 450 rpm auf dem
Thermomixer inkubiert. AnschlieBend wurden Vollblutproben gespottet, danach das
restliche Vollblut fur 15 min bei 4 °C mit 3000 g zentrifugiert und Plasma und Blutzellen
gespottet. Die Proben wurden bis zur Extraktion tGiber Nacht bei Raumtemperatur gelagert.
Fur jeden Hamatokrit wurden drei Konzentrationen (Vollblutkonzentrationen: 10 ng/mL,
250 ng/mL und 400 ng/mL; n = 3) getestet.

Extraktion und Quantifizierung der Proben

Vor der Extraktion wurden 8 uL der Lésung des internen Standards aufgetragen und nach
einer Trocknungsdauer von ca. 10 min wurde der Spot extrahiert (Exp. Teil, C4.2.1) und
3 pL des Uberstandes mittels LC-MS/MS analysiert. Zur Quantifizierung wurde der
Quotient Peakflache Analyt/Peakflache interner Standard gegen die Konzentration

aufgetragen.

6.2.4.2 Inter-individuellen Unterschiede der Verteilung des Sitagliptins zwischen Plasma

und Blutzellen

Verwendetes Blut und die Hct-Werte

Um die inter-individuellen Unterschiede der Verteilung von Sitagliptin zwischen Plasma
und Blutzellen zu untersuchen, wurde Blut von vier Einzelspendern verwendet. Dieses
wurde jeweils fir 20 min bei einer Temperatur von 4 °C mit 1306 rcf zentrifugiert und
anschlieBend wurden das Plasma und die Blutzellen wieder vereinigt, sodass fir jeden
Spender ein Hct von 0,4 und 0,6 resultierte (Abbildung 75). Fir die Kalibriergeraden
wurden Blut bzw. Plasma und Blutzellen eines Einzelspenders verwendet, die durch

Zentrifugation (4 °C, 3000 g, 15 min) erhalten wurden.

Erstellen der Kalibriergeraden

Zum Erstellen der Kalibriergeraden wurde die jeweilige Matrix (Vollblut, Plasma oder

Blutzellen) mit 2,5 % frisch hergestellter Spikeldsung versetzt, gespottet, getrocknet und
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extrahiert. Die Konzentrationen von Sitagliptin lagen dabei zwischen 3 ng/mL und
500 ng/mL (3,0; 4,0; 7,0; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0; 200,0; 400,0; 500,0 ng/mL).

Inkubation des Blutes mit Sitagliptin

Die Inkubation wurde analog Exp. Teil, C6.2.4.1 durchgefihrt, allerdings wurde fiir jeden
Hct-Wert eines Individualspenders eine Konzentration (Vollblutkonzentrationen

¢ = 250 ng/mL, n = 3) getestet.

Extraktion und Quantifizierung der Proben

Die Extraktion und Quantifizierung wurde analog der in Exp. Teil, C6.2.4.1 beschriebenen

Extraktion durchgefihrt.
6.2.4.3 Dialyseversuche

Verwendetes Blut und die Hct-Werte

Fur die Dialyseversuche wurde Vollblut eines Spenders, der kein Sitagliptin oder
Metformin eingenommen hatte mit 1306 rcf und 4 °C fur 20 min zentrifugiert. Das
erhaltene Plasma wurde von den Blutzellen abpipettiert und anschlie@end wurden
Blutzellen und Plasma vereinigt, sodass je 30 mL Blut mit verschiedenen
Hamatokritwerten erhalten wurde. Diese waren 30 %, 50 % und 70 %. Zum Erstellen der
Kalibriergeraden waren ebenfalls Vollblut, Plasma und Blutzellen notwendig, sodass
30 mL Vollblut desselben Spenders mit 3000 g bei 4 °C fir 15 min zentrifugiert wurden
und somit in Plasma und Blutzellen aufgetrennt und anschlieend separiert wurden
(Abbildung 75). Das Plasma und die Blutzellen wurden, wie auch das auf verschiedene
Hct-Werte eingestellten Vollblut, bei 4 °C gelagert. Ebenso wurde auch Vollblut desselben
Spenders gelagert, das zuvor nicht zentrifugiert wurde. Die maximale Lagerzeit betrug 4

Wochen.

Erstellen der Kalibriergeraden

Zum Erstellen der Kalibriergeraden wurde die jeweilige Matrix (Vollblut, Plasma oder
Blutzellen) mit 2,5 % frisch hergestellter Spikeldsung versetzt, gespottet, getrocknet und
extrahiert. Die Konzentrationen von Sitagliptin lagen dabei flr Plasma und die Blutzellen
zwischen 3 ng/mL und 500 ng/mL (3,0; 4,0; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0; 200,0; 400,0;
500,0 ng/mL) und fir Vollblut zwischen 3 ng/mL und 750 ng/mL (3,0; 4,0; 12,5; 25,0; 50,0;
100,0; 200,0; 400,0; 500,0; 750,0 ng/mL).

Dialyse der Blutproben

Die Dialyse wurde mit einer Konzentration (Vollblutkonzentration ¢ = 500 ng/mL; n = 3) flr

jeden Hamatokrit und jeden Zugzeitpunkt durchgefihrt. Dazu wurde das zuvor auf einen
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Hct eingestellte Vollblut mit Spikeldsung versetzt, sodass das Volumen an Spikel6sung
2,5 % betrug. 1500 pL dieses mit Sitagliptin versetzten Blutes wurde fir 60 min bei 37 °C
und 450 rpm im Thermomixer inkubiert, damit der Arzneistoff sich im Blut in die Zellen
verteilen konnte. Nach dieser Zeit wurde sofort fir jeden Ansatz eine Vollblutprobe
gespottet, 1000 yL des inkubierten Vollblutes in eine Dialyseeinheit gefillt und das
restliche Vollblut mit 3000 g bei einer Temperatur von 4 °C fir 15 min zentrifugiert, um
dieses in Plasma und Blutzellen aufzutrennen. AnschlieBend wurden jeweils eine Plasma-
und eine Blutzellprobe gespottet. Die Dialyseeinheiten wurden in die mit 9 mL PBS-Puffer
geflllten und auf 37 °C vorgewarmten Plastikréhrchen gegeben und im Inkubator bei
37 °C mit einer Rotationsbewegung von 140 rcf dialysiert. Zu jedem Zugzeitpunkt wurden
3 Dialyseproben entnommen, je eine Vollblutprobe gespottet, das restliche Vollblut mit
3000 g bei 4 °C fur 15 min zentrifugiert und anschlieend je eine Plasma- und eine
Blutzellprobe gespottet. Die Zugzeitpunkte waren 5 min, 10 min, 30 min, 1 h und 4 h.
Dieses Vorgehen wurde fir jede Blutcharge mit voreingestelltem Hamatokrit analog
durchgefuhrt. Nach einer Trocknungsdauer von mindestens 3 Stunden wurden die Proben

extrahiert.

Extraktion und Quantifizierung der Proben

Die Extraktion und Quantifizierung wurde analog der in Exp. Teil, C6.2.4.1 beschriebenen

Extraktion durchgefihrt.
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1 Methode zur Quantifizierung von Kreatinin, Metformin und Sitagliptin aus Trockenblut

1 Methode zur Quantifizierung von Kreatinin,
Metformin und Sitagliptin aus Trockenblut

1.1  Entwicklung der LC-MS/MS Methode

111

Einfluss der MS1- sowie MS2-Resolution auf di

Rausch-Verhaltnis (SNR) des Signals fur Sitagliptin

e Hohe sowie das Signal-

MS 1 Resolution MS 2 Resolution Hoéhe des Signals SNR
Unit Unit 534 211,8

Unit Wide 667 218,1

Wide Wide 1070 237,8
Wide Widest 1552 266,6

Unit Widest 1010 249,4
Widest Widest 2206 190,8
Widest Wide 1514 241,2
Widest Unit 1355 253,8
Wide Unit 994 247,3

1.2  Methodenvalidierung

1.2.1  Lower Limit of Quantification
Konzen- gemessene Konzentration [pug/mL]
tration Intraday (n =5) Interday (n = 15)
[ng/mL] Tag MW + SD Prazision [%]  Richtigkeit [%] MW + SD Prazision [%]  Richtigkeit [%]
Metformin 0,2 1 0,19+0,12 6,45 94,16 0,20+0,01 4,39 100,35
2 0,21 +0,02 9,49 104,09
3 0,21 +£0,02 9,70 102,80
Kreatinin 1,5 1 1,57 £0,06 4,02 104,76 1,52 +0,07 4,40 101,56
2 1,43+0,14 9,49 95,23
3 1,57+0,12 7,41 104,67 _
Konzen- gemessene Konzentration [ng/mL]
tration Intraday (n =5) Interday (n = 15)
[ng/mt] Tag MW + SD Prazision [%]  Richtigkeit [%] MW + SD Prazision [%]  Richtigkeit [%]
Sitagliptin 3,0 1 2,93+0,12 4,14 98,02 2,93 +£0,04 1,48 97,81
2 2,98 +0,24 7,94 99,47
3 2,87+0,15 5,18 95,94
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1.2.2  Richtigkeit und Prazision von Metformin

Metformin

Nominalkonzentration [ug/mL] Tag gemessene Konzentration [pug/mL]
MW % SD Prazision [%] Richtigkeit [%]

Intraday Variation (n = 5 fir jede Konzentration)

0,2 1 0,19+0,12 6,45 94,16
2 0,21+ 0,02 9,49 104,09
3 0,21 +0,02 9,70 102,80
0,6 1 0,58 £+ 0,05 8,26 96,75
0,60 + 0,06 9,63 99,31
3 0,57 £0,04 6,97 95,20
2,0 1 1,94 +0,10 5,13 97,33
2 1,98 + 0,10 5,40 99,13
3 1,92+0,14 7,38 96,17
4,0 1 4,27 £0,17 3,90 106,86
2 4,05+ 0,22 5,45 101,45
3 3,91+0,36 9,24 97,77

Interday Variation (n = 15 fir jede Konzentration)
0,2 0,20+ 0,01 4,39 100,35
0,6 0,58 + 0,01 1,75 97,09
2,0 1,95+ 0,02 1,25 97,54
4,0 4,08 £0,15 3,66 102,03
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1.2.3 Richtigkeit und Prazision von Kreatinin

Kreatinin

Nominalkonzentration [ug/mL] Tag

gemessene Konzentration [pug/mL]

MW % SD Prazision [%] Richtigkeit [%]
Intraday Variation (n = 5 fir jede Konzentration)
1,5 1 1,57 £ 0,06 4,02 104,76
2 1,43 +0,14 9,49 95,23
3 1,57+0,12 7,41 104,67
4,5 1 4,75 +0,23 4,89 105,45
2 4,54 +0,35 7,72 100,91
3 4,55+ 0,39 8,62 101,15
6,5 1 6,32+ 0,35 5,50 97,30
2 6,79 + 0,65 9,58 104,45
3 6,18 + 0,46 7,46 95,09
11,5 1 10,96 £+ 0,74 6,79 95,28
2 12,19+1,09 8,91 105,98
3 11,34 +£0,72 6,36 98,65
Interday Variation (n = 15 fir jede Konzentration)
1,5 1,52 £ 0,07 4,40 101,56
4,5 4,61+0,09 2,04 102,50
6,5 6,43+0,26 4,04 98,95
11,5 11,50+0,51 4,47 99,97
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1.2.4  Richtigkeit und Prazision von Sitagliptin

Sitagliptin
Nominalkonzentration [ng/mL] Tag gemesseneKonzentratlon [ng/mL]
MW + SD Prazision [%] Richtigkeit [%]
Intraday Variation (n = 5 fir jede Konzentration)
3,0 1 2,93+0,12 4,14 98,02
2,98+ 0,24 7,94 99,47
2,87+0,15 5,18 95,94
10,0 1 10,07 £ 0,32 3,21 100,91
2 9,61+0,70 7,19 96,29
3 9,43+0,70 7,45 94,50
150,0 1 153,16 * 8,88 5,80 102,34
154,90 + 10,30 7,06 97,49
148,27 £ 10,06 6,79 99,07
400,0 1 433,82 + 14,15 3,26 108,71
437,01+5,24 1,20 109,50
413,62 £ 27,86 6,74 103,64
750,0 1 702,54 + 26,10 3,71 93,89
744,08 + 61,04 8,20 99,44
768,94 + 68,06 8,85 102,76
Interday Variation (n = 15 fir jede Konzentration)
3,0 2,93 0,04 1,48 97,81
10,0 9,70+0,27 2,78 97,23
150,0 149,11 £ 3,02 2,03 99,63
400,0 428,15 £ 10,36 2,42 107,28
750,0 738,52 + 61,34 8,31 98,70
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1.2.5 Einzelwerte fur die Wiederfindung und Extrakt

ionseffizienz der Analyten

Die Mittelwerte (+ Standardabweichung) wurden aus n =5 Werten berechnet.

Metformin
Nominalkonzentration [ug/mL] Extraktionseffizienz Wiederfindung
MW £ SD [%] MW £ SD [%]
0,2 11,85 + 0,76 11,32+093
2,0 10,10+0,52 9,88+ 0,27
4,0 10,84 + 1,89 10,48 +1,75
Kreatinin
Nominalkonzentration [ug/mL] Extraktionseffizienz Wiederfindung
MW + SD [%] MW + SD [%]
1,5 11,99 +1,94 13,38+1,98
6,5 11,85+ 0,68 11,15+0,28
11,5 11,58 £ 2,09 11,85+2,73
Phenformin
Nominalkonzentration [ng/Spot] Extraktionseffizienz Wiederfindung
MW + SD [%] MW + SD [%]
200,0 10,89+ 1,01 10,35+ 1,24
Sitagliptin
Nominalkonzentration [ng/mL] Extraktionseffizienz Wiederfindung
MW + SD [%] MW + SD [%]
3,0 4,89 +0,96 6,18+ 1,45
150,0 4,91+0,48 6,97 £1,48
400,0 4,81+1,30 7,08 2,09
750,0 3,70+0,31 4,75+0,15
Sitagliptin-d4 Phosphat
Nominalkonzentration [ng/Spot] Extraktionseffizienz Wiederfindung
MW + SD [%] MW + SD [%]
0,8 2,77 £0,39 6,83 +0,83

1.2.6 Robustheit

gemessene Konzentration [pug/mL] (n = 5)

Nominalkonzentration [pg/mL] MW £ SD Prazision [%]  Richtigkeit [%]
Metformin 4,0 4,19+0,12 2,79 104,75
Kreatinin 11,5 11,22+ 0,82 7,31 97,61

gemessene Konzentration [ng/mL] (n = 5)

Nominalkonzentration [ng/mL] MW £ SD Prazision [%]  Richtigkeit [%]

Sitagliptin 400,0 389,95 + 36,19 9,28 97,71
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1.2.7  Kurzzeit- und Autosamplerstabilitat fir Metfo ~ rmin

Nominalkonzentration Stabilitat berechnete Konzentration [ug/mL]

[ng/mL] MW +SD (n=3) Richtigkeit [%] Prazision [%]
0,2 3 h trocknen 0,19 £ 0,07 94,96 5,92
24 h (Plastiktute + 0,19 + 0,01 95,08 7,50
Trocknungsmittel)
24 h (ohne) 0,18 + 0,01 92,13 3,42
0 h (Autosampler) 0,19 +0,01 96,56 4,05
24 h (Autosampler) 0,19+0,01 95,93 4,38
5,0 3 h trocknen 4,64 0,07 92,74 1,58
24 h (Plastiktute + 4,70+ 0,16 94,03 3,29
Trocknungsmittel)
24 h (ohne) 4,57 +0,19 91,43 4,07
0 h (Autosampler) 4,78 + 0,05 95,57 1,14
24 h (Autosampler) 4,72 + 0,08 95,38 1,78

1.2.8  Kurzzeit- und Autosamplerstabilitat fur Kreat  inin

Stabilitat berechnete Konzentration [ug/mL]

Nominalkonzentration

[ng/mL] MW +SD (n=3) Richtigkeit [%] Prazision [%]
1,5 3 h trocknen 1,59+0,14 105,91 8,57
24 h (Plastiklte + 1,58+ 0,13 105,05 8,09
Trocknungsmittel)
24 h (ohne) 1,49 + 0,05 99,32 3,10
0 h (Autosampler) 1,49 + 0,15 99,58 9,83
24 h (Autosampler) 1,51+0,13 100,39 8,93
11,5 3 h trocknen 11,30+0,91 98,22 8,04
24 h (Plastiktite + 12,67 + 0,25 110,18 2,00
Trocknungsmittel)
24 h (ohne) 12,81+ 0,22 111,37 1,68
0 h (Autosampler) 12,48 + 0,35 108,53 2,83
24 h (Autosampler) 12,86 + 0,06 111,82 0,47
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1.2.9

Kurzzeit- und Autosamplerstabilitat fur Sitag

liptin

Nominalkonzentration

Stabilitat

berechnete Konzentration [ng/mL]

[ng/mL] MW +SD (n=3) Richtigkeit [%] Prazision [%]

3,0 3 h trocknen 2,93+0,24 99,32 7,94

24 h (Plastikute + 3,18 4 0,27 105,94 8,50
Trocknungsmittel)

24 h (ohne) 3,38+ 0,03 112,81 0,94

0 h (Autosampler) 3,23 £0,08 92,94 2,42

24 h (Autosampler) 3,13+0,31 96,98 9,84

400,0 3 h trocknen 396,04 + 29,79 99,01 7,52

24 (Plastiktite + 50 304 5,78 90,58 1,59
Trocknungsmittel)

24 h (ohne) 357,31 +4,78 89,33 1,34

0 h (Autosampler) 429,04 + 13,61 93,33 3,17

24 h (Autosampler) 372,56 £ 10,78 107,46 2,89

1.2.10 Langzeitstabilitat fur Metformin, Kreatinin

und Sitagliptin

Die Langzeitstabilitat wurde tber einen Zeitraum von vier Wochen fir die Lagerung bei

Raumtemperatur (RT) und 4 °C getestet und die Proben anschlieRend gegen eine frisch

hergestellte Kalibriergerade quantifiziert.

Nominalkonzentration

berechnete Konzentration [pug/mL]

[ug/mL] MW +SD (n=5) Richtigkeit [%] Préazision [%]
Metformin RT 0,2 0,22 £ 0,004 108,06 1,76
4,0 3,89+0,18 97,34 4,52
............................................................... 4oc 02 0.2210,01 107,43 271
4,0 4,11+ 0,15 102,76 3,62
Kreatinin RT 1,5 1,59 £ 0,09 105,65 5,85
11,5 11,08 £ 1,14 96,32 10,30
............................................................... 4o 15 L5210,07 101,48 429
11,5 11,74 + 0,80 102,05 6,82

Nominalkonzentration berechnete Konzentration [ng/mL]

[ng/mL] MW % SD (n =5) Richtigkeit [%] Prazision [%)]
Sitagliptin RT 3,0 3,24+0,23 108,14 7,00
400,0 428,85 + 26,91 107,46 6,28
4°C 3,0 2,89 +0,27 99,72 9,00
400,0 440,69 £ 7,03 110,43 1,59
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1.2.11 Erweiterte Langzeitstabilitat fur Sitaglipti  n

Diese wurde Uber einen Zeitraum von 3 Monaten fir die Lagerung bei einer Temperatur
von -80 °C getestet und die Proben anschlieRend gegen eine frisch hergestellte

Kalibriergerade quantifiziert.

Nominalkonzentration berechnete Konzentration [ng/mL]
[ng/mL] MW +SD (n=5) Richtigkeit [%] Prazision [%]
Sitagliptin RT 3,0 3,05+0,17 101,77 5,41
400,0 428,42 +11,92 107,35 2,78
750,0 807,69 + 15,38 107,94 1,90
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2 Klinische Studien
2.1 Basisstudie
2.1.1 Klinische Parameter der 70 Patienten, die im Rahmen der Basisstudie Blut
gespendet haben
AMEinnahme
m/w Anzahl  Alter BMI - (Krt:::?:in) Hct HbA;,. ¢(Glu)
AM  [Jahre] [kg/m?’] Blutabnahme [%] [%] [mg%]
[min] [ng/mL]

1 m 6 71 32,28 585 8,5 38,7 7,9 152
2 w 9 74 20,72 530 7,4 34,0 5,6 119
3 m 11 74 43,25 890 12,2 53,3 6,4 129
4 w 4 45 28,91 610 6,5 39,3 5,9 112
5 m 5 67 31,05 775 11,1 46,6 5,5 99
6 m 5 36 28,21 595 9,9 40,9 6,0 103
7 w 5 57 29,07 670 7,2 42,1 5,9 123
8 m 2 58 28,34 45 8,0 46,7 6,3 94
9 m 7 49 28,09 810 11,9 45,6 5,8 119
10 m 2 70 39,02 630 7,2 43,9 6,6 142
11 w 10 69 33,02 835 12,1 33,3 8,6 249
12 w 7 52 31,83 105 7,0 46,4 5,6 84
13 m 7 73 30,25 30 11,2 44,3 5,8 117
14 w 7 39 25,77 755 11,2 45,7 6,6 146
15 w 10 74 36,79 800 12,3 36,3 6,1 70
16 m 11 70 26,85 795 12,4 38,3 6,4 123
17 w 3 48 24,73 800 8,2 39,2 6,4 103
18 w 8 78 26,30 960 5,7 40,0 7,0 133
19 w 4 82 26,95 740 7,0 5,5 97
20 w 4 68 39,13 680 7,3 38,7 6,4 137
21 m 5 66 32,20 600 8,9 46,1 5,6 93
22 w 10 86 25,59 710 10,5 7,4 200
23 w 9 48 32,99 80 6,6 39,1 7,6 115
24 m 4 65 25,34 35 8,0 46,0 5,8 123
25 w 4 49 26,35 710 6,5 40,5 5,9 146
26 m 5 67 44,75 900 9,3 45,6 6,6 114
27 m 6 76 32,54 855 8,9 43,2 7,0 149
28 w 2 53 38,64 70 8,8 44,1 5,7 84
29 m 7 66 37,04 555 8,3 40,9 7,4 116
30 m 6 78 27,55 800 10,0 6,0 110
31 m 6 71 30,27 60 6,8 45,1 6,0 111
32 m 8 78 24,09 755 9,8 41,9 5,9 102
33 w 17 70 19,84 790 8,7 38,9 6,1 110
34 m 6 66 30,12 805 9,2 45,2 5,2 85
35 m 7 56 29,98 70 7,2 40,5 6,3 104
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AMEinnahme
mjw Anzahl  Alter  BMI (Kr':::;“r:‘in) Hct HbA, c(Glu)
AM [Jahre] [kg/m“] Blutabnahme [%] [%] [mg%]
[min] [ng/mL]
36 w 21 68 25,34 825 9,4 37,8 6,8 176
37 m 3 50 34,40 135 8,0 46,3 5,7 112
38 m 4 62 27,25 35 9,6 44,0 5,9 119
39 w 11 55 27,73 95 51 39,3 7,0 142
40 m 6 56 35,74 105 9,6 46,0 5,8 116
41 m 7 79 29,88 780 8,7 46,7 5,9 121
42 W 8 75 22,86 780 6,4 43,2 5,7 150
43 w 3 57 23,71 110 8,4 39,7 6,4 126
44 W 7 42 38,41 95 7,0 43,0 5,7 90
45 m 4 70 32,93 90 11,3 41,1 6,6 120
46 w 5 66 33,71 505 7,3 39,4 6,2 82
47 w 5 76 29,73 750 11,5 38,3 5,7 84
48 w 4 59 33,75 70 5,8 43,5 6,4 121
49 m 4 66 25,93 120 12,0 41,4 5,7 88
50 m 4 54 32,56 60 10,7 47,1 5,8 97
51 w 13 76 30,08 750 8,1 42,0 6,6 122
52 m 4 66 25,34 840 8,1 42,5 5,6 110
53 m 3 58 20,76 660 9,7 48,6 7,1 140
54 w 6 74 32,96 840 7,3 37,2 5,7 93
55 m 12 65 32,19 60 14,4 52,0 6,7 140
56 w 9 65 54,69 120 6,8 41,6 6,3 175
57 w 6 74 37,58 620 7,1 37,0 6,4 117
58 m 5 51 27,78 600 8,5 48,8 5,8 115
59 w 13 48 21,83 840 10,4 39,4 4,9 104
60 w 1 32 30,11 720 7,8 44,7 5,8 86
61 w 10 75 24,45 860 6,8 34,4 6,1 115
62 m 5 64 23,38 210 10,1 44,2 7,5 81
63 w 11 85 28,52 610 11,2 41,0 6,8 165
64 m 10 79 25,39 900 9,0 46,7 6,2 111
65 m 9 72 30,12 60 17,1 35,1 5,6 77
66 w 13 66 28,76 1380 7,2 37,0 6,0 78
67 w 6 82 27,18 650 8,1 43,7 7,1 152
68 m 4 78 22,77 80 10,2 35,3 6,2 130
69 m 9 63 24,62 840 10,4 42,2 7,1 97
70 m 6 67 26,13 80 16,7 40,6 6,8 127

AM = Arzneimittel; BMI = Body-Mass-Index; Hct = Hamatokrit; Glu = Glukose
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3  Abschéatzung der Nierenfunktion mit Hilfe der
Kreatininkonzentration aus Dried Blood Spots

3.1  Ermittlung eines Korrelationsfaktors fur Kreati nin zur
Berechnung der Nierenfunktion

3.1.1 Konzentration des Kreatinins im Plasma im Ver gleich zur Kapillarblut-

konzentration bei 45 Patienten des Entwicklungssets

Cplasma Ciapillarblut Cplasma Ciapillarblut

Probe (Kreatinin) (Kreatinin) Probe (Kreatinin) (Kreatinin)
[ug/mL] [ng/mL] [mg/mL] [ng/mL]
1 8,5 6,98 24 8,0 8,48
2 7,4 6,98 25 6,5 5,42
3 12,2 10,25 26 9,3 7,75
4 6,5 6,47 27 8,9 7,13
5 11,1 11,07 28 8,8 6,77
6 9,9 9,29 29 8,3 7,80
7 7,2 7,39 30 10,0 9,16
8 8,0 6,27 31 6,8 7,27
9 11,9 9,53 32 9,8 9,72
10 7,2 6,77 33 8,7 9,54
11 12,1 9,99 34 9,2 7,39
12 7,0 7,20 35 7,2 5,79
13 11,2 11,72 36 9,4 9,51
14 11,2 10,92 37 8,0 5,91
15 12,3 12,85 38 9,6 8,40
16 12,4 12,81 39 51 4,12
17 8,2 8,20 40 9,6 9,83
18 5,7 4,33 41 8,7 9,34
19 7,0 7,01 42 6,4 6,81
20 7,3 5,59 43 8,4 6,04
21 8,9 7,83 a4 7,0 6,40
22 10,5 9,31 45 11,3 9,48
23 6,6 6,55
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3.1.2 Gemessene Konzentration des Kreatinins im Pla  sma (Cpgem) im Vergleich
zur Kapillarblutkonzentration sowie der berechneten Plasmakonzentration

(Cpper) Mit zugehdriger Abweichung in den Proben des Veri  fizierungssets

Probe Cpgem (Krea) Ciapillarblut (Krea) Crber (Krea) ( c'::fe'::;) ::r":;h: :i
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [%]
1 7,3 6,44 7,02 -0,28 -3,85
2 11,5 10,47 11,41 -0,09 -0,82
3 5,8 5,49 5,98 0,18 3,12
4 12 10,81 11,78 -0,22 -1,83
5 10,7 9,55 10,40 -0,30 -2,82
6 8,1 7,05 7,68 -0,42 -5,21
7 8,1 7,28 7,94 -0,17 -2,04
8 9,7 8,66 9,43 -0,27 -2,80
9 7,3 6,97 7,59 0,29 3,93
10 14,4 13,48 14,69 0,29 1,99
11 6,8 6,32 6,88 0,08 1,20
12 7,1 6,51 7,09 -0,01 -0,10
13 8,5 7,54 8,22 -0,28 -3,34
14 10,4 9,62 10,48 0,08 0,80
15 7,8 7,19 7,83 0,03 0,35
16 6,8 6,01 6,54 -0,26 -3,80
17 10,1 9,39 10,23 0,13 1,29
18 11,2 10,32 11,24 0,04 0,39
19 9 8,29 9,03 0,03 0,31
20 17,1 15,58 16,97 -0,13 -0,76
21 7,2 6,83 7,44 0,24 3,32
22 8,1 7,37 8,03 -0,08 -0,93
23 10,2 9,41 10,25 0,05 0,45
24 10,4 9,36 10,19 -0,21 -2,00
25 16,7 15,44 16,82 0,12 0,69
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3.2 Abschatzen der Nierenfunktion mit Hilfe der Coc kcroft &
Gault Formel

3.2.1  Vergleich der Plasmakreatininspiegel der Stud ienpatienten der Basisstudie

Fur jeden Patienten wurden der von der Praxis Ubermittelte Plasmakreatininwert sowie

der mithilfe des Korrelationsfaktors berechnete Wert aufgetragen.

cp(Kreatinin) [pug/mL] cp(Kreatinin) [pug/mL]
Probe Probe
gemessen berechnet gemessen berechnet

1 8,5 7,6 36 9,4 10,4
2 7,4 7,6 37 8,0 6,4
3 12,2 11,2 38 9,6 9,2
4 6,5 7,1 39 51 4,5
5 11,1 12,1 40 9,6 10,7
6 9,9 10,1 41 8,7 10,2
7 7,2 8,1 42 6,4 7,4
8 8,0 6,8 43 8,4 6,6
9 11,9 10,4 44 7,0 7,0
10 7,2 7,4 45 11,3 10,3
11 12,1 10,9 46 7,3 7,0
12 7,0 7,9 a7 11,5 11,4
13 11,2 12,8 48 5,8 6,0
14 11,2 11,9 49 12,0 11,8
15 12,3 14,0 50 10,7 10,4
16 12,4 14,0 51 8,1 7,7
17 8,2 9,0 52 8,1 8,0
18 5,7 4,7 53 9,7 9,4
19 7,0 7,6 54 7,3 7,6
20 7,3 6,1 55 14,4 14,7
21 8,9 8,5 56 6,8 6,9
22 10,5 10,2 57 16,7 16,9
23 6,6 7,1 58 7,1 7,1
24 8,0 9,3 59 8,5 8,2
25 6,5 5,9 60 10,4 10,5
26 9,3 8,5 61 7,8 7,8
27 8,9 7,8 62 6,8 6,6
28 8,8 7,4 63 10,1 10,3
29 8,3 8,5 64 11,2 11,3
30 10,0 10,0 65 9,0 9,0
31 6,8 7,9 66 17,1 17,0
32 9,8 10,6 67 7,2 7,5
33 8,7 10,4 68 8,1 8,0
34 9,2 8,1 69 10,2 10,3
35 7,2 6,3 70 10,4 10,2
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3.2.2  Vergleich der Kreatininclearance der Studienp  atienten der Basisstudie

Es wurde fir jeden Patienten die Kreatininclearance aus dem von der Arztpraxis

Ubermittelten Plasmakreatininwert und dem tber den Faktor berechneten Wert ermittelt.

Kreatininclearance [mL/min] Kreatininclearance [mL/min]
Probe Probe
Cp gemessen Cp berechnet Cp gemessen Cp berechnet
1 80,73 90,01 36 51,72 46,82
2 70,65 68,65 37 114,69 142,32
3 49,74 54,25 38 71,66 75,05
4 90,93 83,70 39 126,71 143,77
5 63,76 58,57 40 95,76 85,63
6 125,48 122,50 a1 68,85 58,74
7 83,97 74,99 42 65,35 56,22
8 91,68 107,22 a3 64,62 82,39
9 77,96 89,16 44 101,98 102,12
10 108,84 106,07 a5 61,60 67,28
11 40,25 44,68 46 70,61 73,27
12 91,57 81,50 47 36,40 36,62
13 56,50 49,46 48 95,79 92,69
14 61,85 58,11 49 59,78 60,76
15 32,81 28,77 50 72,90 74,84
16 49,08 43,52 51 49,16 51,75
17 85,30 78,12 52 78,29 79,75
18 63,05 76,02 53 77,73 79,79
19 51,55 47,18 54 58,17 55,85
20 56,12 67,18 55 53,10 51,95
21 91,00 94,80 56 68,62 67,66
22 33,64 34,76 57 44,56 44,16
23 97,09 89,66 58 58,82 58,75
24 93,23 80,59 59 108,05 111,54
25 91,56 100,53 60 57,86 57,27
26 81,98 90,14 61 90,56 90,05
27 89,49 102,35 62 58,46 60,63
28 73,06 86,96 63 67,31 66,30
29 93,12 90,76 64 30,55 30,37
30 53,13 53,16 65 53,85 53,56
31 116,13 99,45 66 35,07 35,26
32 56,59 52,27 67 50,84 49,10
33 56,90 47,52 68 42,27 42,57
34 71,94 82,06 69 52,09 51,74
35 118,94 135,46 70 70,85 72,14
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3.2.3  Plasmakreatininspiegel und Kreatininclearance der Studienpatienten der
Feldstudie

Fir jeden Patienten wurden die mithilfe des Korrelationsfaktors berechnete
Kreatininkonzentration im Plasma sowie die Kreatininclearance aufgetragen. Fir Patient
15 konnte aufgrund fehlender Angaben zum Korpergewicht und der Korpergréf3e keine

Kreatininclearance berechnet werden.

215



D Tabellarischer Anhang

Probe cp(Kreatinin)  Kreatininclearance Probe cp(Kreatinin)  Kreatininclearance
[ng/mL] [mL/min] [ng/mL] [mL/min]
1 6,26 155,91 43 20,35 36,86
2 11,92 66,06 44 16,10 37,65
3 11,14 52,33 45 10,92 46,97
4 10,53 89,99 46 17,98 24,92
6 14,59 53,57 48 13,34 98,86
7 7,95 85,75 49 12,12 80,45
8 10,36 54,39 50 13,50 37,92
9 8,04 71,59 51 11,98 55,38
10 9,97 52,12 52 6,12 115,50
11 14,67 51,42 53 11,47 84,02
12 14,40 47,00 54 7,68 124,88
14 12,37 122,38 55 8,70 121,36
15 11,84 57 11,24 76,45
16 16,28 47,88 58 9,53 69,43
17 14,82 59,99 59 7,39 67,46
18 14,49 85,52 60 11,77 83,94
19 13,17 44,10 62 15,39 54,83
20 16,21 93,47 63 7,42 123,98
21 14,81 54,22 64 9,14 88,09
22 13,57 66,84 65 11,17 38,78
23 8,79 72,41 66 8,35 100,97
24 15,17 38,55 67 7,13 96,71
25 16,33 88,78 68 8,14 68,16
26 15,35 60,33 69 15,70 63,32
27 16,09 52,75 70 10,53 41,59
28 14,91 27,30 71 35,93 21,61
29 11,45 80,78 72 8,44 78,00
30 11,16 79,82 73 13,00 56,58
31 13,15 93,79 74 14,68 77,09
32 6,63 129,36 75 6,96 79,51
33 13,01 70,60 76 9,39 61,47
34 5,75 146,45 77 12,74 63,46
35 21,67 43,34 78 14,39 69,29
36 15,28 50,82 79 14,29 52,88
37 10,59 84,63 80 15,93 47,20
38 10,04 102,79 81 11,79 54,21
40 13,96 46,94 82 10,29 77,07
41 11,17 59,92 83 13,41 50,72
42 18,61 40,25 84 15,99 38,63
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4 Populationspharmakokinetische
Untersuchung von Metformin

4.1  Validierung der Methoden zur Quantifizierungvo n
Metformin aus Vollblut und Blutzellen aus getrockne ten
Spots

4.1.1 Richtigkeit und Prazision von Metformin im Vo llblut

Metformin im Vollblut

Nominalkonzentration [ug/mL] Tag gemessene Konzentration [pug/mL]
MW + SD Prazision [%] Richtigkeit [%]

Intraday Variation (n =5 fiir jede Konzentration)

0,2 1 0,19+0,01 5,18 94,81
0,19+0,01 6,70 96,25
0,19 +0,02 9,98 93,72
2,0 1 2,06+0,14 6,95 102,98
2,11+0,22 10,41 105,78
2,190,89 4,05 109,44
10,0 1 11,16+0,26 1,93 111,73
11,21+0,14 1,65 112,18
10,84 + 0,61 4,09 108,53
Interday Variation (n = 15 flr jede Konzentration)
0,2 0,19+0,01 2,35 94,93
2,0 2,12+0,17 1,27 106,07
10,0 11,07 £ 0,43 5,64 110,81
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4.1.2 Richtigkeit und Prazision von Metforminin de  n Blutzellen

Metformin in den Blutzellen

Nominalkonzentration [ug/mL] Tag gemessene Konzentration [pg/mL]
MW + SD Prazision [%] Richtigkeit [%]

Intraday Variation (n =5 fir jede Konzentration)

0,2 1 0,23+0,01 4,78 113,06
0,22 +0,01 6,59 109,28
0,20+0,01 5,77 100,13
2,0 1 2,09 0,09 4,28 104,52
2,26 +0,01 0,62 113,16
2,16 £ 0,09 4,01 108,19
10,0 1 10,32 +£0,59 5,68 103,27
11,20 £ 0,25 2,23 112,14
10,56 + 0,62 5,91 105,68
Interday Variation (n = 15 fir jede Konzentration)
0,2 0,22 £ 0,02 5,71 107,49
2,0 2,17 0,10 2,97 108,62
10,0 10,69 + 0,64 4,61 107,03

4.1.3  Wiederfindung und Extraktionseffizienz von Me  tformin im Vollblut

Metformin

Nominalkonzentration [ug/mL] Extraktionseffizienz Wiederfindung
MW + SD [%] MW £ SD [%]

0,2 9,80+ 0,47 9,11+0,43

2,0 8,59+0,85 7,93+0,81

5,0 9,23 +1,07 8,99+1,26

Phenformin

Nominalkonzentration [ug/Spot] Extraktionseffizienz Wiederfindung
MW = SD [%] MW = SD [%]

0,4 6,27 £ 0,25 6,10 £ 0,30
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414

Wiederfindung und Extraktionseffizienz von Me

tformin in den Blutzellen

Metformin

Extraktionseffizienz
MW % SD [%]

Nominalkonzentration [ug/mL]

Wiederfindung
MW + SD [%]

0,2 9,62+1,78 9,90+ 1,31
2,0 10,21+ 1,45 9,98+1,72
5,0 10,40 + 0,99 10,22 + 1,12
Phenformin

Extraktionseffizienz
MW + SD [%]

Nominalkonzentration [pg/Spot]

Wiederfindung
MW £ SD [%]

0,4 8,84 +£0,98

8,88+0,35

4.15 Stabilitat von Metformin im Vollblut

Nominalkonzentration [ug/mL]  Stabilitit

berechnete Konzentration [ug/mL]

MW £SD (n=3 bzw.n=5)

Richtigkeit [%] Prazision [%]

0,2 3 h trocknen 0,21 +0,02 104,69 11,36
24 h trocknen 0,19 £+ 0,01 94,81 5,18
24 h Autosampler 0,19 + 0,02 95,84 8,49
2,0 3 h trocknen 2,08+0,19 103,93 9,07
24 h trocknen 2,06 +0,14 102,98 6,95
24 h Autosampler 1,95+0,21 97,33 10,85
10,0 3 h trocknen 10,52 £ 0,52 105,26 4,96
24 h trocknen 11,16 £ 0,26 111,73 2,35
5,0 24 h Autosampler 4,72 +0,19 94,42 4,09

219



D Tabellarischer Anhang

4.1.6

Stabilitat von Metformin in den Blutzellen

Nominalkonzentration [pg/mL]

Stabilitat

berechnete Konzentration [pug/mL]

MW £ SD (n = 3 bzw. n = 5)

Richtigkeit [%] Prazision [%)]

0,2 3 h trocknen 0,20+ 0,01 97,89 5,27
24 h trocknen 0,23 +£0,01 113,06 4,78
24 h Autosampler 0,22 +0,01 111,10 2,50
2,0 3 h trocknen 2,03+0,15 101,66 7,54
24 h trocknen 2,09 £0,09 104,52 4,28
24 h Autosampler 1,98+ 0,15 98,97 7,63
10,0 3 h trocknen 9,85+ 0,89 98,60 9,00
24 h trocknen 10,32 £ 0,59 103,27 5,68
24 h Autosampler 11,03 +0,18 110,38 1,66
4.2  Verteilung von Metformin zwischen Plasma und Bl  utzellen
4.2.1  Verteilung von Metformin zwischen Plasma und Blutzellen
. . . cp/Caz
Nominalkonzentration Metformin in Vollblut [ug/mL]
15 min 60 min 240 min
1,3 8,71 4,55 5,69
11,34 5,22 7,62
6,37 6,34 3,55
2,6 n.b. 4,37 3,93
6,86 4,62 4,35
16,16 4,71 3,83
6,4 9,79 4,55 4,13
14,90 4,88 3,79
13,60 3,89 3,77
MW 10,97 4,79 4,52
MDM 3,03 0,46 0,95
Mittelwert cp/cg;
1,3 8,81 5,37 5,62
2,6 11,51 4,57 4,04
6,4 12,76 4,44 3,90

MDM = mittlere Abweichung vom Mittelwert
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5 Populationspharmakokinetische
Untersuchung von Sitagliptin

5.1  Validierung der Methoden zur Quantifizierungvo n
Sitagliptin aus Plasma und Blutzellen aus getrockne  ten
Spots

5.1.1 Richtigkeit und Prazision von Sitagliptin in Plasma

Sitagliptin im Plasma

Nominalkonzentration [ng/mL] Tag gemessene Konzentration [ng/mL]
MW + SD Prazision [%] Richtigkeit [%]

Intraday Variation (n = 5 fiir jede Konzentration)

3 1 3,37+0,17 5,17 112,54
2,94 +0,11 3,68 98,26
3,05+0,20 6,65 101,93
50 1 52,37 +1,63 3,12 104,99
51,98 + 3,90 7,50 104,19
53,03 £2.27 4,29 106,30
500 1 540,95+ 10,45 1,93 108,44
548,04 + 9,07 1,65 109,86
533,30 +21,80 4,09 106,91

Interday Variation (n = 15 flr jede Konzentration)
3 3,12+0,25 5,17 104,24
50 52,46 + 2,81 4,97 105,16
500 540,76 + 16,08 2,56 108,40
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5.1.2 Richtigkeit und Prézision von Sitagliptin in den Blutzellen

Sitagliptin in den Blutzellen

Nominalkonzentration [ng/mL] Tag gemessene Konzentration [ng/mL]
MW + SD Prazision [%] Richtigkeit [%]

Intraday Variation (n = 5 fir jede Konzentration)

3 1 2,87 +0,13 4,53 95,73
3,30+0,09 4,89 110,24
2,80+0,14 2,62 93,69
50 1 47,29 + 3,03 6,40 94,79
46,85+ 2,15 7,15 93,91
48,60 * 3,48 4,58 97,41
500 1 528,09 +29,98 5,68 105,86
2 492,75+42,33 2,08 98,78
3 552,86+11,52 8,59 110,83

Interday Variation (n = 15 fir jede Konzentration)
3 2,990,25 4,01 99,89
50 47,58 + 3,03 6,04 95,37
500 524,56 + 39,37 5,45 105,15

5.1.3  Wiederfindung und Extraktionseffizienz von Si  tagliptin im Plasma

Sitagliptin

Nominalkonzentration [ng/mL] Extraktionseffizienz Wiederfindung
MW + SD [%] MW + SD [%]

3 10,95+ 0,68 9,34+0,23

150 11,54+ 1,01 10,51+0,72

500 11,92 + 0,65 10,65+ 0,62

Sitagliptin-d4 Phosphat

Nominalkonzentration [ng/Spot] Extraktionseffizienz Wiederfindung
MW £ SD [%] MW = SD [%]

0,8 11,71 +£0,33 10,83 + 0,48
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5.1.4  Wiederfindung und Extraktionseffizienz von Si  tagliptin in den Blutzellen

Sitagliptin

Nominalkonzentration [ng/mL] Extraktionseffizienz Wiederfindung
MW £ SD [%] MW + SD [%]

3 4,65 +0,74 3,14+0,44

150 5,23+0,24 3,25+0,37

500 3,73+0,44 3,92+0,62

Sitagliptin-d4 Phosphat

Nominalkonzentration [ng/Spot]  Extraktionseffizienz Wiederfindung
MW = SD [%] MW = SD [%]

0,8 6,68 £0,23 4,18 £ 0,10

5.1.5  Stabilitat von Sitagliptin im Plasma

Nominalkonzentration [ng/mL] Stabilitit berechnete Konzentration [ng/mL]

MW £SD (n =3 bzw.n=5)

Richtigkeit [%]

Prazision [%]

50

500

3 h trocknen
24 h trocknen

24 h Autosampler

3 h trocknen
24 h trocknen

24 h Autosampler

3 h trocknen
24 h trocknen
24 h Autosampler

3,38+ 0,07
3,37+0,17
3,16 +0,18

49,49 + 4,92
52,37 +1,63
54,11 +0,85

546,90 + 13,49
540,95 + 10,45
535,20 + 14,86

113,01
112,54
105,48

99,21
104,99
108,47

109,63
108,44
107,29

1,96
5,17
5,54

9,94
3,12
1,56

2,47
1,93
2,78

5.1.6  Stabilitdt von Sitagliptin in den Blutzellen

Nominalkonzentration [ng/mL]

Stabilitat

berechnete Konzentration [ng/mL]

MW £ SD (n = 3 bzw. n = 5)

Richtigkeit [%]

Prazision [%]

50

500

3 h trocknen
24 h trocknen
24 h Autosampler

3 h trocknen
24 h trocknen
24 h Autosampler

3 h trocknen
24 h trocknen
24 h Autosampler

2,74+ 0,14
2,80+ 0,14
3,0410,18

50,66 + 4,85
48,60 + 3,48
48,21 + 4,06

525,84 + 28,12
552,86 + 11,52
506,13 +42,15

91,55
93,69
101,56

101,55
97,41
96,65

105,41
110,83
101,46

5,29
4,89
5,86

9,57
7,15
8,41

5,35
2,08
8,33
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5.2  Verteilung von Sitagliptin zwischen Plasma und Blutzel

len

5.2.1 Konzentrationen der Proben zur Bestimmung der Verteilung von Sitagliptin

zwischen Plasma und Blutzellen

Nominalkonzentration Gemessene Konzentration Sitagliptin [ng/mL]
Sitagliptin im Vollblut 15 min 60 min
[ng/mL] Vollblut Erythrozyten Plasma Vollblut Erythrozyten Plasma
10 11,63 3,10 10,64 11,11 2,55 10,89
10,26 2,95 10,30 10,61 2,08 9,90
10,37 2,62 10,56 10,66 2,20 9,53
250 227,28 84,25 186,82 200,43 27,23 215,19
245,66 67,13 221,61 231,09 31,22 208,01
243,60 78,56 235,88 210,91 37,75 208,00
400 368,91 87,98 404,11 422,63 56,93 341,37
354,28 107,03 363,69 394,82 51,57 317,83
393,86 113,27 359,93 400,78 72,19 333,01
5.2.2  Verteilung von Sitagliptin zwischen Plasma un  d Blutzellen
Nominalkonzentration Sitagliptin in Vollblut [ng/mL] Co/Csz
15 min 60 min
10 3,44 4,27
3,49 4,76
4,04 4,34
250 2,22 7,90
3,30 6,66
3,00 5,51
400 4,59 6,00
3,40 6,16
3,18 4,61
MW 3,41 5,58
MDM 0,43 0,98
Mittelwert cp/cs;
10 3,66 4,45
250 2,84 6,69
400 3,72 5,59

MDM = mittlere Abweichung vom Mittelwert
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53
Blut

5.3.1

auf

die

Nominalkonzentration

Anteil des im Plasma bzw. den Blutzellen vorh
im  Vollblut

60 min in Blut mit verschiedenem Hamatokrit

nach

Hamatokritabhangigkeit der Sitagliptinkonzentra

tion im

ation

andenen Sitagliptins bezogen
Inkub

far

Nominalkonzentration
im Vollblut [ng/mL]

Gemessene Konzentration im Plasma [ng/mL]

Anteil der Nominalkonzentration im Plasma [%]

Hct0,3 Hct0,4 Hct0,5 Hct0,6 Hct0,7 Hct0,3 Hct 0,4 Hct 0,5 Hct 0,6 Hct 0,7
10 6,20 6,32 6,25 5,57 4,06 62,18 63,35 62,67 55,85 40,67
6,38 7,25 5,97 5,20 5,04 63,97 72,64 59,84 52,15 50,49
6,77 5,82 5,87 5,59 4,36 67,87 58,34 58,83 55,99 43,67
250 160,67 156,71 146,24 144,48 130,12 64,42 62,83 58,63 57,92 52,17
158,83 168,09 145,66 147,96 124,52 63,68 67,39 58,40 59,32 49,92
155,09 155,50 142,74 155,00 136,19 62,18 62,34 57,23 62,14 54,60
400 269,97 232,69 248,34 241,02 218,24 67,65 58,31 62,23 60,39 54,69
265,08 233,12 237,08 253,98 214,93 66,42 58,42 59,41 63,64 53,86
300,36 238,33 245,73 264,90 221,25 75,26 59,72 61,57 66,38 55,44
MW 65,96 62,59 59,87 59,31 50,61
SD 3,85 4,56 1,77 4,14 4,90
RSD 5,84 7,28 2,96 6,98 9,69

Nominalkonzentration
im Vollblut [ng/mL]

Gemessene Konzentration in Blutzellen [ng/mL]

Anteil der Nominalkonzentration in den Blutzellen [%]

Hct0,3 Hct0,4 Hct0,5 Hct0,6 Hct0,7 Hct 0,3 Hct 0,4 Hct 0,5 Hct 0,6 Hct 0,7
10 3,21 4,21 4,44 5,85 5,50 32,21 42,23 44,53 58,65 55,09
3,41 4,35 4,28 5,45 6,47 34,14 43,61 42,89 54,65 64,81
3,71 3,68 4,07 5,50 5,44 37,14 36,84 40,75 55,16 54,50
250 86,71 10501 127,64 132,81 13515 34,76 42,10 51,17 53,24 54,18
85,10 103,54 130,52 137,65 133,77 34,12 41,51 52,33 55,19 53,63
93,93 117,75 126,24 138,50 143,11 37,66 47,21 50,61 55,53 57,37
400 133,46 154,91 200,16 205,49 231,73 33,44 38,82 50,16 51,49 58,07
138,00 170,27 189,69 218,45 22569 = 34,58 42,67 47,53 54,74 56,55
145,24 163,81 196,63 211,37 241,74 36,39 41,05 49,27 52,96 60,57
MW 34,94 41,78 47,69 54,62 57,20
SD 1,68 2,74 3,83 1,89 3,40
RSD 4,82 6,57 8,03 3,46 5,95
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5.3.2  Vergleich der Sitagliptinkonzentration im Vol  Iblut gegentber der im Plasma
und den Blutzellen nach einer Inkubation fir 60 min in Blut mit
verschiedenem Hamatokrit und verschiedenen Konzentr ationen

. . Gemessene Konzentration an Sitagliptin [ng/mL]
Hct N::;Z:tg:ﬁgt;::;n Vollblut Plasma + Blutzellen
1 2 3 1 2 3
0,3 10 9,68 10,29 11,15 9,42 9,79 10,48
250 243,53 246,13 241,87 247,38 243,93 249,03
400 406,14 394,63 415,10 403,43 403,08 445,60
oa 0 1020 e oo 1053 1160 020
250 259,94 253,60 255,74 @ 261,72 271,64 273,25
400 413,94 416,28 409,13 387,60 403,39 402,14
05 ________ o 1008 nos 5;6@3 _____________ 170 1005 0on
250 274,24 250,26 264,56 273,88 276,18 268,99
400 412,15 419,15 415,65 @ 448,50 426,77 442,36
o6 o 1115 ose ose 111 1006 1106
250 254,73 282,07 272,70 @ 277,28 285,61 293,50
400 453,94 446,93 440,82 44651 472,43 476,27
07 ________ o 505 om 951 _____________ oon 1150 509
250 256,75 254,19 250,67 265,26 258,28 279,29
400 454,76 447,43 429,92 449,97 440,62 462,99

5.3.3  Einzelwerte fur die Verteilungskoeffizienten cpl/cpz des Sitagliptins in Blut
mit verschiedenem Hamatokrit nach 60 minutiger Inku bation

Nominalkonzentration [ng/mL] e/ oz

Hct 0,3 Hct 0,4 Hct 0,5 Hct 0,6 Hct 0,7

10 1,93 1,50 1,41 0,95 0,74

1,87 1,67 1,40 0,95 0,78
1,83 158 144 101 080
250 1,85 1,49 1,15 1,09 0,96
1,87 1,62 1,12 1,07 0,93
Les 132 113 112 0%
400 2,02 1,50 1,24 1,17 0,94
1,92 1,37 1,25 1,16 0,95
2,07 1,45 1,25 1,25 0,92

W 89 o 126 ____________________ 109 0,89

SD 0,11 0,11 0,12 0,10 0,08

RSD 5,98 % 7,06 % 9,31% 8,82 % 9,30 %
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5.4 Inter-Individuelle Unterschiede der Verteilung des
Sitagliptins zwischen Plasma und Blutzellen

5.4.1 Sitagliptinkonzentration (Nominalkonzentratio n: 250 ng/mL) im Vollblut
verschiedener Einzelspender mit unterschiedlichem H amatokrit nach

60 minutiger Inkubation

Einzelspender Hct c(Sitagliptin) [ng/mL] Richtigkeit [%]
1 0,4 279,98 112,25
278,23 111,55
260,78 104,55
0,6 274,64 110,11
279,26 111,96
250,56 100,45
2 0,4 276,90 111,02
284,86 114,21
268,49 107,64
0,6 273,17 109,52
273,49 109,65
273,54 109,67
3 0,4 269,39 108,01
272,64 109,31
251,49 100,83
0,6 267,87 107,39
265,82 106,57
263,22 105,53
4 0,4 260,99 104,64
258,04 103,46
258,09 103,48
0,6 259,18 103,91
260,79 104,56
274,59 110,09
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5.4.2  Vergleich der Sitagliptinkonzentration im Vol  Iblut gegentber der im Plasma
und den Blutzellen sowie Darstellung der Verteilung skoeffizienten ¢ p/Cgz
nach einer Inkubation fir 60 min in Blut verschiede ner Einzelspender bei

verschiedenem Hamatokrit

Gemessene Konzentration an Sitagliptin [ng/mL]

Einzelspender Hct Vollblut Plasma + Blutsellen Ubereinstimmung [%] c¢p/cg;
1 0,4 279,98 279,47 99,82 3,71
278,23 285,94 102,77 3,69

260,78 286,54 109,88 2,91

0,6 274,64 267,38 97,36 2,34

279,26 260,24 93,19 2,66

250,56 256,73 102,47 2,49

2 0,4 276,90 250,62 90,51 4,28
284,86 262,19 92,04 3,74

268,49 254,85 94,92 4,06

0,6 273,17 292,84 107,20 2,70

273,49 281,79 103,03 2,89

273,54 294,25 107,57 2,80

3 0,4 269,39 299,26 111,09 2,69
272,64 284,84 104,47 2,38

251,49 281,37 111,88 2,24

0,6 267,87 261,35 97,57 2,32

265,82 264,42 99,47 2,23

263,22 265,93 101,03 1,85

4 0,4 260,99 289,59 110,96 2,17
258,04 265,52 102,90 1,83

258,09 277,98 107,71 1,80

0,6 259,18 238,03 91,84 1,37

260,79 269,66 103,40 1,75

274,59 244,91 89,19 1,37
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5.4.3 Inter-Individuelle Unterschiede des Verteilun gskoeffizienten ¢ p/cgz bei

verschiedenen Hamatokritwerten

Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + Standardabweichung (n = 3) der Verteilungs-
koeffizienten fur die jeweiligen Einzelspender 1-4 fir einen Hamatokrit von 0,4 und 0,6.

OHct 0,4 mHct 0,6

Einzelspender
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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die oralen Antidiabetika Metformin und Sitagliptin werden Uberwiegend renal eliminiert,
weshalb wéahrend der Therapie regelmafiig die Nierenfunktion abgeschétzt werden sollte.
Dies geschieht mithilfe von Serumkreatinin-basierten Formeln, zum Beispiel der

Gleichung nach Cockcroft-Gault.

Mit dem Ziel, zukinftig eine Mdglichkeit fur eine vereinfachte Kontrolle der Therapie mit
Metformin und/oder Sitagliptin in Kapillarblutproben zu haben, wurde eine Methode zur
Bestimmung der Konzentration von Kreatinin, Metformin und Sitagliptin aus
Trockenblutproben (Dried Blood Spots, DBS) entwickelt. Als Trager zeigte Blotting Papier
die besten Ergebnisse in Bezug auf die Handhabung und die Extraktionseffizienz. Aus
einem einzelnen DBS gelang es, Metformin und Kreatinin mittels HPLC-UV und Sitagliptin
mittels LC-MS/MS zu quantifizieren. Die flussigchromatographischen Methoden wurden
entsprechend der EMA- und FDA-Kriterien erfolgreich vollvalidiert. Die unteren
Nachweisgrenzen (LLOQ) lagen bei 0,2 pg/mL fir Metformin, 1,5 pg/mL fur Kreatinin und
3 ng/mL fur Sitagliptin.

Da Referenzbereiche fir Arzneistoffkonzentrationen in der Regel fir Serum/Plasma
angegeben werden, wurde das Verteilungsverhalten der beiden Antidiabetika zwischen
Plasma (cp) und Blutzellen (cgz) mittels in-vitro Inkubationsversuchen ermittelt. Ftr
Metformin betrug der Verteilungskoeffizient cp/csz 4,65 + 0,73, fUr Sitagliptin 5,58 + 0,98.
Damit lagen beide Arzneistoffe mehr als 4-fach héher im Plasma als in den Blutzellen vor.
Erythrozyten waren zuvor schon als tiefes Kompartiment fir Metformin beschrieben
worden, fur Sitagliptin waren dieses die ersten Daten die zeigten, dass der Arzneistoff

ebenfalls eine relevante Verteilung in die Blutzellen zeigt.

In Kooperation mit einer diabetologischen Schwerpunktpraxis wurde eine erste klinische
Studie (Basisstudie) durchgefiihrt, die zum Ziel hatte, aus den DBS die Nierenfunktion
abzuschétzen. In DBS von 70 Patienten wurden Metformin, und/oder Sitagliptin sowie
Kreatinin quantifiziert. Mit Hilfe der von der Praxis Ubermittelten Serumkreatinin-
konzentration konnte durch den Vergleich mit der Konzentration im Kapillarbut erstmalig
ein Korrelationsfaktor bestimmt und verifiziert werden, um die Kapillarblut- in die
Serumkonzentration des Kreatinins umzurechnen (F = Ckapiliarbiut/Cpiasma = 0,916 * 0,088).
So war es moglich, die Nierenfunktion Uber die Formel nach Cockcroft und Gault

abzuschatzen.

In der Basisstudie fiel auf, dass die Konzentration des Sitagliptins im Blut der Patienten

signifikant mit steigendem Hamatokrit korrelierte (Pearson R = 0,396; p < 0,05). Die
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nahere Untersuchung dieser Beobachtung mittels in-vitro Verteilungsversuchen zeigte
eine sehr stark inter-individuell schwankende Verteilung des Sitagliptins zwischen Plasma
und den Blutzellen und eine vom Hamatokrit (Hct) linear abhangige Verteilung. In Blut mit
einem hoheren Hct fand sich mehr Arzneistoff in den Blutzellen als in Blut mit niedrigerem
Hct, was die hoheren Gesamtkonzentrationen an Sitagliptin im DBS erklarte.
Dialyseversuche in-vitro bestatigten, dass die Eliminationszeit mit steigendem Hamatokrit
des Blutes anstieg. Damit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Blutzellen ein

tiefes Kompartiment fur Sitagliptin darstellen.

Eine zweite klinische Studie (Feldstudie) wurde in Kooperation mit 14 o6ffentlichen
Apotheken mit dem Ziel, reprasentative Konzentrationen fir die Kapillarblutspiegel der
beiden Medikamente unter Alltagsbedingungen zu ermitteln, durchgefihrt. In DBS von 84
Patienten wurden wiederum Metformin, Sitagliptin und Kreatinin quantifiziert. Aus den
Daten der beiden Studienpopulationen (n = 134) wurde fir Metformin eine mittlere
Konzentration von 2,22 + 1,16 pg/mL und fir Sitagliptin von 432,20 + 268,79 ng/mL
bestimmt. Mittels populationspharmakokinetischer Methoden konnten fir beide
Arzneistoffe zum ersten Mal Eliminationshalbwertszeiten (ty2) aus Kapillarblut fir
Patienten mit einer Kreatininclearance grof3er und kleiner als 60 mL/min bestimmt
werden. Erwartungsgemaf waren die ty, bei besserer Nierenfunktion kirzer, sowohl fir
Metformin (11,9 h versus 18,5 h) als auch fur Sitagliptin (8,4 h versus 13,0 h). Fur
Sitagliptin waren dies erstmalige klinische Belege fiir eine ansteigende Eliminationszeit

mit sinkender Nierenfunktion.

Die gewonnenen Daten boten zudem Gelegenheit, den literaturbekannten unginstigen
Effekt einer kombinierten Einnahme von Diuretika, NSAIDs, ACE-Inhibitoren und/oder
Angiotensinrezeptorantagonisten (,target drugs") auf die Nierenfunktion (,triple whammy*)
zu betrachten. Tatséchlich korrelierten die Anzahl der eingenommenen ,target drugs” und

auch die Dosis der Diuretika mit einer sinkenden Kreatininclearance der Patienten.

Mit vorliegender Arbeit wurden zum einen neue Erkenntnisse Uber die Pharmakokinetik
des Sitagliptins gewonnen, zum anderen wurde die Grundlage geschaffen, um aus einem
DBS die Blutspiegel von Metformin und Sitagliptin im Zusammenhang mit der
Nierenfunktion zu betrachten. In Zukunft kdnnte diese Methode flr ein Therapeutisches
Drug Monitoring der beiden Arzneistoffe eingesetzt werden um dieses flr Patienten

aufgrund der minimalinvasiven Blutabnahme wesentlich angenehmer zu gestalten.
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2 Summary

Patients” kidney function should frequently be monitored under therapy with the oral
antidiabetics metformin and sitagliptin due to their renal elimination. The creatinine
clearance or the glomerular filtration rate can be estimated using serum creatinine-based

equations such as the Cockcroft-Gault equation.

Aiming at simplifying drug monitoring a method was developed to quantify creatinine,
metformin and sitagliptin in dried blood spots (DBS). For sample collection blotting paper
showed the best results regarding handling and extraction efficiency. A single DBS was
used to quantify creatinine and metformin with HPLC-UV and sitagliptin with LC-MS/MS.
Both chromatographic methods were subjected to a full validation following the current
FDA and EMA guidelines. The lower limits of quantification (LLOQ) were 0.2 pg/mL for

metformin, 1.5 pg/mL for creatinine and 3 ng/mL for sitagliptin.

Since reference intervals for drug concentrations are typically reported for plasma/serum,
in-vitro experiments were performed to investigate the distribution of the drugs between
plasma (cp) and blood cells (cgc). For metformin the mean ratio of plasma to blood cell
concentration cp/cgc was 4.65 + 0.73, for sitagliptin 5.58 + 0.98. Thus, both drugs were
present at more than four times higher concentrations in plasma compared to blood cells.
The erythrocytes had been identified as deep compartment of metformin before, but for

sitagliptin these were the first data showing a drug distributing into blood cells.

In collaboration with a physician specialized in diabetology a first clinical study (basic
study) was performed to estimate the kidney function using DBS. In blood spots of 70
patients metformin, creatinine and sitagliptin were quantified. For the first time a
correlation factor (F = Ceapilary blood/Cplasma = 0.916 + 0.088) was determined and verified to
translate capillary blood concentrations of creatinine into plasma concentrations. Thereby,

the Cockcroft-Gault equation could be used to estimate the kidney function.

In capillary blood samples of patients participating in the basic study the concentration of
sitagliptin statistically significantly correlated with increasing hematocrit values (Pearson
R = 0.396; p < 0,05). In-vitro experiments revealed a strong inter-individual variability of
sitagliptin distribution between blood cells and plasma and also a distribution depending
on the hematocrit (hct). With a higher hematocrit a bigger amount of the drug resided
within the cells compared to blood with a lower hematocrit. In in-vitro dialysis experiments
an increasing elimination time from venous blood was demonstrated with rising hct. Based

on these results blood cells were identified as deep compartment for sitagliptin.
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A second clinical study (field study) was performed in cooperation with 14 community
pharmacies to determine representative capillary blood concentrations under real-life
conditions. In DBS of 84 patients metformin and/or sitagliptin and creatinine were
quantified. In the cohort of both studies (n = 134) mean concentrations of
2.22 +1.16 pg/mL for metformin and 432.20 + 268.79 ng/mL for sitagliptin were detected.
Population pharmacokinetic methods were applied to calculate elimination half-lives (ty)
from capillary blood for patients with creatinine clearances higher and lower than
60 mL/min. As expected, t;,» were shorter in patients with a better renal function, both for
metformin (11.9 h vs. 18.5 h) and for sitagliptin (8.4 h vs. 13. 0 h). For the first time an

increasing elimination time with decreasing renal function was demonstrated for sitagliptin.

The collected data provided the opportunity to examine the influence of drugs with known
unfavorable impact on kidney function. The effect of the combined therapy with diuretics,
NSAIDs, ACE-inhibitors and angiotensin receptor antagonists (“target drugs”) on the renal
function has been termed “triple whammy”. Indeed, in the present study both the number
of the target drugs as well as the dose of the diuretics correlated with a decreasing

creatinine clearance.

With the herein presented work new insights into the pharmacokinetics of sitagliptin were
gained. Additionally, a basis was created to use a single dried-blood-spot for appraisal of
the blood levels of metformin and sitagliptin in relation to the kidney function. This method
might facilitate an easier and more pleasant future therapeutic drug monitoring of the

compounds due to minimal invasive blood collection.
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