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2 Zusammenfassung

Da das MALT (mucosa assoziiertes lymphatisches Gewebe) Lymphom vor allem
durch bakterielle Erreger wie Helicobacter pylori, Chlamydien, Campylobacter, Borre-
lien und vielen weiteren ausgel6st wird, versucht man neben den herkdmmlichen Me-
thoden wie Chemotherapie, Strahlentherapie oder operativen Eingriffen, eine hochdo-
sierte Langzeit-Antibiotika Therapie zur Heilung. Dies funktioniert auch sehr gut und in
den meisten Fallen erreicht man sogar eine komplette Rickbildung des Lymphomge-
webes. Um den Erfolg einer antibakteriellen Therapie zu messen, braucht man Fakto-
ren wie die Antibiotika (AB) Konzentration im Blutplasma (= Plasmaspiegel) oder Ge-
webe (= Gewebespiegel) um diese mit der Minimalen-Hemm-Konzentration (MHK) fur
das zu bekampfenden Bakterium vergleichen zu kénnen. Nur wenn diese Hemmkon-
zentration erreicht, oder sogar Uberschritten wird, kann man von einer wirksamen Be-
handlung ausgehen, da nur so alle Bakterien abgetttet oder im Wachstum gehemmt
werden. Andernfalls kénnten einige Bakterien Uberleben und die Chance einer Resis-
tenzentwicklung und somit dem Versagen der Therapie ist sehr grof3. Da man bereits
AB wie Doxycyclin und das ebenfalls zur Familie der Makrolide gehoérende
Clarithromycin versucht hat, wollte man nun Azithromycin, ein weiteres Makrolid AB,
ausprobieren. Man mdchte sich hier vor allem die lange Halbwertszeit und somit das
verringerte Dosierungsintervall zu Nutze machen.

Diese Arbeit beschétftigt sich also mit der Quantifizierung des Makrolid Antibiotikums
Azithromycin in Patientenplasma mit bestehendem MALT - Lymphom. Dafur wurden
insgesamt 15 Patienten, welche im AKH Wien in Behandlung sind und an besagtem
Lymphom leiden, in diese Untersuchung eingeschlossen. Anhand der erhobenen Da-
ten lasst sich schlussfolgern, dass das getestete Antibiotika nur in geringer Konzentra-
tion im Plasma verbleibt und die MHK fir die Bakterien nur teilweise erreicht. Dies
zeigt sich dadurch, dass nach oraler Gabe nur eine durchschnittliche Plasmakonzent-
ration von 55,89 ng/ml erreicht wurde und die Hemmkonzentrationen der Bakterien im
Bereich von 30- 250 ng/ml liegen. Uber geringe Plasmakonzentrationen und die ext-
rem hohe intrazellulare Anreicherung wird allerdings auch in der Literatur berichtet [1].



3 Abstract

Due to the fact that MALT (mucosa associate lymphoid tissue) lymphoma often
occurs due to the Bacteria Helicobacter pylori, Chlamydia, Campylobacter, Borrelia
and counting, a longterm high-dose antibiotic therapy seems effective.

The efficacy of an antibiotic therapy is measured based on the MIC (minimal inhibitory
concentration). It is the lowest concentration of a chemical which prevents visible
growth of a bacterium. So only above this concentrations all bacteria are going to be
killed or inhibited in growth. Otherwise there will be some bacteria surviving and deve-
loping resistance and in the end, the therapy will not be successful.

In the recent past antibiotics like Doxycyclin and Clarithromycin exhibited a good effi-
cacy against MALT lymphoma and now the antibiotic Azithromycin will be tested by
reasons of a long half live and a lower dosage interval.

The aim of this work was the quantification of Azithromycin in plasma samples of pati-
ents suffering from MALT lymphoma. A total of 15 patients were treated in the AKH
Vienna and participated in this examination.

Based on the results it can be shown that Azithromycin reaches only a low
plasma concentration. There was only an average concentration of 55,89 ng/ml detec-
ted in the plasma samples. This means, the MIC of the bacteria which ranges from 30
to 250 ng/ml is only partially reached. The low plasma concentration of Azithromycin is
often cited in literature [1].
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5 Problemstellung — Zielsetzung

Aufgrund der Tatsache, dass der Therapieerfolg wie anfangs schon erwéhnt, stark von
den Konzentrationen des Antibiotikums in Gewebe und Plasma abhangt, kann man
nur mit Hilfe entsprechender Analysen entscheiden, wie wirksam eine Therapie ist.
Da manche Patienten besser auf die hochdosierte Langzeit-Antibiotika Therapie an-
sprechen als andere, mussen hier Untersuchungen durchgefuihrt werden. Daher
wurde im Rahmen dieser Diplomarbeit eine Methode zur Quantifizierung der Plasma-
konzentrationen des AB Azihtromycins entwickelt. Anhand der ermittelten Mengen im
Plasma kann man dann Ruckschlisse auf die Effizienz der Anwendung von
Azithromycin zur Behandlung des MALT- Lymphoms ziehen.

Weiters ware es wichtig, nicht nur die Konzentration von Azithromycin im Plasma
sondern auch jene intrazellular zu quantifizieren. Nur so bekommt man eine aussage-
kraftige und hilfreiche Einschatzung zur Wirksamkeit dieser hochdosierten Langzeit-
Antibiotika Therapie. Eine niedrige Plasmakonzentration ist namlich nicht gleichzusetz-
ten mit einer geringen Wirksamkeit, wenn die Konzentration im Gewebe daftr deutlich
hoher ist. Dartiber hinaus ist es auch wichtig, zuvor abzuklaren, welches Bakterium
fur das Lymphom verantwortlich ist, um so die Dosierung der jeweiligen
MHK anpassen zu kénnen.

Ebenfalls sehr wichtig ist eine korrekte und gleichbleibende Plasmaabnahme und spa-
tere Weiterverarbeitung. Dies sollte wenn mdglich immer von derselben Person
durchgefuhrt werden um so eine weitere Fehlerquelle zu verhindern. Auch sollte man
darauf achten immer die gleichen Abnahmezeiten einzuhalten, da man naturlich auch
so die Plasmakonzentrationen beeinflussen kann.



6 Einleitung

6.1 Lymphom

Unter dem Begriff ,Lymphom® versteht man bdsartige Erkrankungen, die sich von Zel-
len des Abwehrsystems, genauer den B- oder T-Lymphozyten, herleiten. Daher
treten sie, wie der Name schon vermuten lasst, meistens in Lymphknoten aber auch
im Knochenmark und in der Milz auf. Allerdings kénnen sie auch jedes andere
menschliche Organ befallen [2].

Ein Lymphom zeigt sich normalerweise durch eine Anschwellung der Lymphknoten die
von ein bis zwei Zentimeter bis hin zu zehn Zentimeter reichen kann. Bei
aggressiveren Formen konnen durchaus auch Schmerzen auftreten. Grundsatzlich
kommt es durch die Schwachung des Immunsystems zu typischen Anzeichen wie
Gewichtsverlust, Ubelkeit, standige Miudigkeit, Blasse, anhaltendes Fieber, Nacht-
schweil3 und Juckreiz am ganzen Korper [3].

Derzeit kann man anhand Gewebecharakteristik (Biopsie) oder Oberflacheneigen-
schaften der Lymphomzellen tber 70 verschiedenen Unterarten unterscheiden. Diese
Differenzierung erfolgt vor allem durch Eigenschaften wie Geschwindigkeit der Erkran-
kungsverschlechterung, Aggressivitat, bendtigte Therapie und Erfolgsaussichten.
Somit bildet die Zuordnung der Erkrankung, zu einem bestimmten Lymphomtyp, eine
entscheidende Basis in der Diagnose [2].

6.2 Lymphomtypen

Eine grobe Klassifikation erfolgt mit Hilfe der Einteilung in Hodgkin- und Non-Hodgkin
Lymphomen. Wobei hier die Unterscheidung nur aufgrund des histologischen Nach-
weises von Hodgkin- und Sternberg-Reed-Zellen beruht. Diese kommen namlich nur
beim Hodgkin Lymphom vor. Am wichtigsten ist allerdings die Einteilung nach der
Bosartigkeit des Lymphoms, in gutartige, indolente (niedrig maligne), aggressive
(hochmaligne) und sehr aggressive Formen [2].
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6.2.1 Gutartige Lymphome

Nicht jede Lymphknotenschwellung bedeutet die Diagnose malignes Lymphom, da
auch harmlose Infektionen Ausléser dieser VergroBerung sein kdnnen.
Jene gutartigen Schwellungen entstehen in der Regel durch eine Abwehrreaktion des
Korpers auf die eingedrungenen Viren und Bakterien. Mit dem Abklingen der Infektion
bilden sich in der Regel auch die Schwellungen zurtick. Wichtig ist hier aber abzu-
schatzen, wie lange die Schwellung schon besteht und ob sie sich in sehr kurzen
Abstanden wieder ruckbildet. Auch sehr harte, schmerzlose Vergréf3erungen sind ein
ernstzunehmendes Warnsignal und bedirfen einer dringlichen arztlichen Abklarung.

6.2.2 Maligne Lymphome - Hodgkin Lymphom (HL)

Wie oben schon erwahnt, sind fur diesen malignen Lymphom Typ die einkernigen
Hodgkin- und die mehrkernigen Sternberg-Reed-Zellen charakteristisch. Dabei handelt
es sich um Immunglobulin-Genumlagerungen und somatische Hypermutationen in den
malignen Zellen. Diese, vor allem von den B-Lymphozyten ausgehende Krankheit,
wurde nach ihrem Erstbeschreiber Thomas Hodgkin benannt. Hodgkin Lymphome
machen ungefahr 30% aller Lymphomtypen aus wobei die Pravalenz bei
2-4/100.000/Jahr liegt. Es tritt vor allem um das 25. Lebensjahr, als ersten H&aufig-
keitsgipfel, und um das 60. Lebensjahr, als zweiten Gipfel, auf [4].

6.2.3 Maligne Lymphome — Non-Hodgkin Lymphom (NHL)

Obwohl die Atiologie des NHL noch eher unbekannt ist, kann man sicher davon aus-
gehen, dass genetische Ursachen sowie Rauchen und verschiedenste Umwelthoxen
die Entwicklung begunstigen. Durch eine gestdrte Funktion des Immunsystems bei
gleichzeitiger Immunstimulation wird die Entstehung des Lymphoms vorangetrieben.
Weiters wird auch ein Zusammenhang zwischen einer Infektion mit onkogenen Viren
wie Ebstein-Barr-Viren, Borrelia-burgdorferi-Viren, Hepatitis-C-Viren oder dem
Bakterium Helicobacter pylori (vor allem bei MALT Lymphom) und dem Auftreten
eines NHL beschrieben [4] [5].
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Folgende Noxen erhéhen das Risiko ebenfalls [5]:

= Autoimmunerkrankungen (wie Sjogren-Syndrom, rheumatoide Arthritis,
Lupus- erythematodes, Zdliakie, Dermatitis herpetiformis)

= genetische Immundefekterkrankungen (Wiskott-Aldrich-Syndrom)
= erworbene Immundefekte (wie HIV)

= Immunsuppression (Azathioprin, Cyclosporin, Prednison)

= Rauchen

* Umweltnoxen (Herbizide, UV-Strahlung, organische Losungsmittel)

Die Inzidenz fur das NHL betragt 12-15/100.000/ Jahr mit steigender Tendenz.
Im Gegensatz zum HL liegt hier der Haufigkeitsgipfel aber im héheren Lebensalter,
das heil3t 50.-70. Lebensjahr. AuRerdem sind Manner etwas haufiger betroffen als
Frauen (Verhaltnis: 1,2:1) und Patienten mit einer HIV-Infektion haben ein 1.000-fach
erhdhtes Risiko an einem NHL zu erkranken [4].

6.3 Non Hodgkin Lymphom - MALT Lymphom

6.3.1 Allgemeines

Lymphome des mukosaassoziierten lymphatischen Gewebes (MALT, ,mucosa-
associated lymhoid tissue®) treten priméar auRerhalb von Lymphknoten auf. Sie stellen
eine spezielle Form der NHL dar und gehoren zur Gruppe der Marginalzonen
Lymphome. Diese haben ihren Ursprung in B-Zellen der Marginalzone sekundéarer
Lymphofollikel. Sie entstehen im schleimhaut-assoziierten Lymphgewebe und zéhlen
daher zu den extranodalen NHL. Mit etwa 7% aller neu diagnostizierten Lymphome
gehoren sie zu den relativ oft vorkommenden Lymphomtypen und der héaufigste
Entstehungsort ist der Magen mit 50% [6]. Der Magen besitzt eigentlich physiologisch
kein organisiertes MALT, es wird jedoch durch chronische Antigenstimulation
(vor allem durch H. pylori) gebildet.
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Daher kann man auch bei 90% aller MALT-Lymphome das Bakterium H. pylori nach-
weisen [7]. Erstmals beschrieben wurde es 1983 von P. Isaacson, blieb aber lange
unbericksichtigt. Grundséatzlich ist es durch einen sehr langsamen Verlauf gekenn-
zeichnet, sodass es auch in fortgeschrittenen Stadien noch gut behandelbar ist und
die Lebenserwartung nicht wesentlich einschrankt [8].

6.3.2 Vorkommen und Entstehung

Obwohl die Halfte aller MALT Lymphome im Magen diagnostiziert wird, kann es auch
in jedem anderen Organ des menschlichen Koérpers auftreten. Zum Beispiel in
Speicheldriisen, Auge, Lunge, Schilddriise sowie Darm um nur einige zu nennen [8].
Ausloser dafir sind vor allem chronische, entzindliche Infektionen, die durch die
Bakterien Helicobacter pylori (Magen), Campylobacter jejuni (Dunndarm),
Borrelia burgdorferi (Haut) und Chlamydia psittaci (Augen — Tranendriisen) hervorge-
rufen werden [7] [9] [10]. Aber auch das lange Bestehen von Autoimmunerkrankungen
(Sjogren Syndrom, Hashimoto Thyreoiditis) ist ausschlaggebend [8].

6.3.3 Therapie und Behandlung

Da vor allem verschiedene Bakterien die Ursache der Entstehung darstellen, ist es
naheliegend, eine Antibiotika Therapie zur Heilung in Erwagung zu ziehen. Mit Hilfe
dieser Methode wird das Bakterium namlich nicht nur abgetétet, sondern auch das
Magenlymphom in 75% der Félle zur Ruckbildung gebracht. Daher wird die
Antibiotikatherapie  bei  MALT-Lymphomen  mittlerweile auch schon als
Standardtherapie angesehen [8].

Da die Ruckbildung des Lymphoms bis zu 18 Monate lang dauern kann, ist eine
Mindestbeobachtungszeit von einem Jahr unerlasslich. Bei fehlendem Ansprechen auf
die Eradikationsbehandlung fur H. pylroi und andere Bakterien oder auch bei MALT-
Lymphomen im fortgeschrittenen Stadium (Stadium 1I-111) spielt die Strahlentherapie,
aber auch die Chemotherapie in Kombination mit einem monoklonalen Antikdrper (z.B.
Anti-CD20 Antikorper Rituximab) eine wichtige und hochwirksame Rolle [6]. Eine chi-
rurgische Therapie ist mittlerweile nicht mehr Mittel der 1. Wahl, sondern wird nur
mehr in Notfallen wie Perforation, Stenosen oder unstillbaren Blutungen des
Lymphoms in Erwagung gezogen [11].
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6.4 Studie AKH Wien

6.4.1 Ziel der Studie

Nachdem, wie oben schon erwéahnt, die Antibiotikagabe die Standardtherapie bei
MALT-Lymphomen darstellt und hier mit Hilfe des Tetracyclin Antibiotikums Doxycyclin
und des Makrolid Antibiotikum Clarithromycin schon sehr vielversprechende Erfolge
erreicht wurden, wollte man nun ein neues Antibiotikum ausprobieren.

Hier hat man sich im AKH Wien fir das Makrolid Antibiotikum Azithromycin
entschieden, bei dem man sich durch die lange Halbwertszeit und starke intrazellulare
Anreicherung einen besseren Therapieerfolg erhoffte.

6.4.2 Antibiotikum Azithromycin
6.4.2.1 Allgemeines

Das Makrolid Antibiotikum Azithromycin zahlt zu den neuen, synthetisch hergestellten
Makroliden und ist ein Abkémmling des Erythromycins. Dieses wurde erstmals 1952
aus Stoffwechselprodukten von Streptomyces erythreus isoliert. Leider ist
Erythromycin bei saurem pH, bedingt durch eine Ketalbildung zweier funktioneller
Gruppen sehr instabil. Verantwortlich daftr sind die Alkoholgruppe in C6 und die
Ketogruppe in C9-Stellung (gekennzeichnet in Abbildung 1).

Abbildung 1: Azithromycin [12] und Erythromycin [13]
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Es wurde versucht, bei den neueren Makroliden diese ,Schwachstelle® zu
modifizieren, indem man den 14-gliedrigen Lactonring, durch eine zusatzliche
N-Methylaminomethylen-Gruppe in Position 10, zu einem 15-gliedrigen Lactonring
erweitert hat (siehe Abbildung 1).

Somit wird die Ketalbildung im Sauren verhindert und Azithromycin weist eine deutlich
hohere Stabilitat als die 14-gliedrigen Makrolide, zu denen das Erythromycin
zahlt, auf [1].

6.4.2.2 Pharmakodynamik und Wirkspektrum

Durch die bereits oben erlauterte positive chemische Modifikation weisen alle Derivate
des Makrolidantibiotikums Erythromycins eine deutlich bessere Saurestabilitdt und
Bioverfligbarkeit auf.

Das ist auch der Grund warum man bei oraler Therapie vor allem auf die neueren
Makrolide zurickgreift. Sie wirken bakteriostatisch indem sie an die 50S Untereinheit
der bakteriellen 70S Ribosomen binden und somit die Synthese von Proteinen
hemmen. Es kommt also zum Abbruch der Eiwei3synthese und unfertige
Polypeptide entstehen, welche zur wachstumshemmenden (=bakteriostatische)
Wirkung fuhren.

Ihr Wirkspektrum ist sehr vielfaltig und umfasst im Wesentlichen 4 Bereiche:
= Grampositive Bakterien
= Gramnegative Bakterien (Neisseria, Haemophilus, Bordetella, Legionella)

» Zellwandlose Bakterien (Mykoplasman, Chlamydien [verantwortlich fir
MALT Lymphom in den Augen], Rickettsien)

= Schraubenférmige Bakterien (Treponemen, Borrelien [verantwortlich fur MALT
Lymphom auf der Haut [10] [9]], Campylobacter [verantwortlich fir
MALT Lymphom des Dunndarms [14]]) [1].
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6.4.2.3 Pharmakokinetik

Verschiedenste Einflisse bestimmen die antibakterielle Aktivitat der Makrolide.
So kann es bei niedrigem pH-Wert zu einer Wirkungsabschwéachung, die aber je nach
Praparat unterschiedlich stark ausgepragt ist, kommen. Weiters muss man auch
berticksichtigen, dass sich jedes Makrolid unterschiedlich stark im Gewebe oder in
Phagozyten anreichert und somit unterschiedlich hohe Konzentrationen am Ort der
Infektion auftreten koénnen. Azithromycin gehért zu jenen, die eine sehr hohe
intrazellulare Anreicherung haben, aufgrund der erhdhten Basizitat. Somit bleiben die
Plasmakonzentrationen von Azithromycin relativ niedrig und liegen nach oraler Ein-
nahme von 250-500 mg nach 2 Stunden bei nur etwa 0,2-04 mg/L.
Die Konzentration in der Magenmukosa betragt dagegen zwischen 18,5-24,6 mg/kg
[1] [15] [16].

AuBerdem werden diese hohen Konzentrationen auch im Schleim gefunden, wo sie
nach einer einzigen 500-mg-Dosis sogar bis zu 5 Tage in der Schleimhaut und im
Schleim persistieren [15]. Charakteristisch flr Azithromycin ist allerdings seine extrem
lange Plasmahalbwertszeit von etwa 40 Stunden [1].

6.4.3 Minimale-Hemm-Konzentration

Die Minimale-Hemm-Konzentration (MHK) ist die niedrigste Antibiotikakonzentration,
ab der eine bakteriostatische Hemmung auftritt. Liegt die Konzentration eines
Antibiotikums nun Uber dieser MHK, so kann man einen chemotherapeutischen Erfolg
erwarten. Demnach kommt es zu einem Misserfolg, wenn die MHK nicht Gberschritten
wird. Daher sollte man vor einer Therapie wissen, welche Antibiotikakonzentration
erreicht werden muss, um die Bakterien moglichst vollzahlig abzutéten [1]. Im Fall von
Azithromycin wird in der Literatur eine MHK im Plasma von 0,12-0,25 mg/L gegeniber
Helicobacter pylori beschrieben. Die MHK 50 von Azithromycin, also jene Konzentrati-
on die die Vermehrung von zumindest 50% der Bakterien hemmt, betragt
0,12 mg/L und die MHK 90 hingegen 0,25 mg/L [17]. Die MHK fir Chlamydia spp.
(C. trachomatis, C. pneumoniae, C. psittaci) betragt fir Azithromycin 0,03-0,125 mg/L
[18].
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6.4.4 Studiendesign & Dosierungsregime

Durch ihr hohes Wirkungsspektrum haben Makrolid Antibiotika einen breiten
therapeutischen Einsatz und stellen in vielen Féllen eine Alternative zu Penicillinen
oder Tetracyclinen dar.

Die Standarddosierung bei Azithromycin betragt 0,5 g/Tag fir 3 oder 5 Tage. Aufgrund
der langen Halbwertszeit und der hohen Anreicherung im Gewebe reicht bei den meis-
ten Indikationen aber eine 3-tdgige Therapie aus [16].

Bei der Studie am AKH Wien versuchte man, mithilfe einer hochdosierten-Langzeit
Antibiotika Therapie das MALT-Lymphom zu bekampfen. Hier verabreichte man den
Patienten einmal in der Woche 1,5 g Azithromycin und das fir mehrere Monate.

Bei der Studie und den weiteren Untersuchungen im Rahmen dieser Diplomarbeit
nahmen 15 Patienten, welche alle an einem MALT-Lymphom leiden, teil. Wahrend der
ganzen Studiendauer wurde kein anderes Antibiotikum verabreicht und die
Blutabnahme erfolgte immer einmal im Monat direkt vor einer neuerlichen Antibiotika
Gabe. Das heifldt, die letzte Antibiotika Verabreichung lag also genau 1 Woche zuriick
und demnach konnte man sogenannte Talspiegel erwarten. Darunter versteht man die
am Ende eines Dosierungsintervalls gemessene Serumkonzentration. Diese wirde bei
einer Unterdosierung dementsprechend zu niedrig und bei einer Uberdosierung oder
einer Ausscheidungsinsuffizienz zu hoch sein [16].
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7 Spezieller Teil / Ergebnisse

Alle Messwerte der Analysen der verschiedenen Patientenproben sind im Anhang ab
Seite 60 in Tabelle 17 bis Tabelle 30 ersichtlich.

7.1 Analyse der Patientenproben

Bei den vom AKH Wien zur Verfligung gestellten Patientenproben handelte es sich um
Plasmaproben von 15 Patienten mit einem MALT Lymphom, die bei -20 Grad C°
gelagert wurden. Die Lymphome der Patienten traten in folgenden Koérperregionen auf:

* im Magen

* in der Tranendruse
* inder Lunge

* in der Parotis

* im Lymphknoten

* in der Niere

=  subcutan

Die Proben wurden mit Hilfe eines speziellen Verfahrens aufgereinigt, um dann
mittels LC-MS-MS quantifiziert werden zu kénnen (Genaue Schritte im Kapitel 9.2.5).

Von jedem Patienten (aul3er Patienten 1, 4, 8 und 16) lagen 7 verschiedene, mit
Abnahmedatum beschriftete Plasmaproben vor, die wie oben erwahnt, jeweils immer
1-mal im Monat, vor einer neuerlichen Gabe abgenommen wurden. Das heil3t, diese
Proben enthielten die niedrigste, erreichbare Plasmakonzentration, da nach Abnahme
des Plasmas sofort wieder die neue Dosis des Antibiotikums verabreicht wurde.
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7.1.1 Plasmakonzentrationen Patient 1

Plasmakonzentrationen

m Patient 1
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Abbildung 2: Plasmakonzentrationen Patient 1

Tabelle 1: Ergebnisse Patient 1

0 Probe fehlt

30 Probe fehlt

60 68,62 0,71
90 70,41 0,89
120 71,89 1,49
150 71,88 1,66

180 Probe fehlt

71,88

150

180
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7.1.2 Plasmakonzentrationen Patient 2

Plasmakonzentrationen

B Patient 2

180,00
160,00
140,00
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€ 100,00 8173

o
c 80,00 71,15
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20,00 0,00
0,00 =
30
Zeit (Tage)

Abbildung 3: Plasmakonzentrationen Patient 2

Tabelle 2: Ergebnisse Patient 2

0 0,00 0,00
30 55,72 0,58
60 81,73 0,34
90 53,74 0,36
120 71,15 0,54
150 51,11 0,36
180 56,09 0,26
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7.1.3 Plasmakonzentrationen Patient 3
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Abbildung 4: Plasmakonzentrationen Patient 3
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Tabelle 3: Ergebnisse Patient 3

30

60

90
120
150
180

0,00
155,32
150,65
171,24
130,64
142,50

73,82

0,00
2,06
1,25
0,96
0,28
1,52
0,58

130,64

120

142,50

150

73,82

180
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7.1.4 Plasmakonzentrationen Patient 4
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Abbildung 5: Plasmakonzentrationen Patient 4

Tabelle 4: Ergebnisse Patient 4

0
30
60
90

120
150
180

Probe fehlt
80,89
56,31
46,50
57,73
50,10
60,78

0,07
0,85
0,38
0,77
0,03
0,42
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7.1.5 Plasmakonzentrationen Patient 5
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Abbildung 6: Plasmakonzentrationen Patient 5

Tabelle 5: Ergebnisse Patient 5

30

60

90
120
150
180

0,00
74,53
64,06

100,90
91,33
78,65
75,98

0,00
0,16
0,47
0,25
0,90
0,63
0,21

75,98
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7.1.6 Plasmakonzentrationen Patient 6

Plasmakonzentrationen
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Abbildung 7: Plasmakonzentrationen Patient 6

Tabelle 6: Ergebnisse Patient 6

0 0,00 0,00
30 51,10 0,71
60 31,05 1,65
90 47,02 0,16
120 31,32 0,62
150 31,05 1,24
180 1,50 0,05

1,50

180
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7.1.7 Plasmakonzentrationen Patient 7

Plasmakonzentrationen

B Patient 7
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Abbildung 8: Plasmakonzentrationen Patient 7

Tabelle 7: Ergebnisse Patient 7

0 0,00 0,01
30 16,61 0,79
60 28,59 0,22
90 19,96 0,76

120 18,80 0,74
150 25,31 0,50
180 25,52 0,79
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7.1.8 Plasmakonzentrationen Patient 8
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Abbildung 9: Plasmakonzentrationen Patient 8

Tabelle 8: Ergebnisse Patient 8

30

60

90
120
150
180

0,00
40,44
38,63
52,47
51,81
63,56

Probe fehlt

0,04
0,35
0,71
1,42
0,86
1,23

180
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7.1.9 Plasmakonzentrationen Patient 10
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Abbildung 10: Plasmakonzentrationen Patient 10
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Tabelle 9: Ergebnisse Patient 10

30

60

90
120
150
180

18,16
21,36
38,11
36,61
34,64
39,98
37,11

1,55
1,30
0,97
0,00
1,20
1,03
0,46

38,98 37,11
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7.1.10 Plasmakonzentrationen Patient 11
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Abbildung 11: Plasmakonzentrationen Patient 11

Tabelle 10: Ergebnisse Patient 11

0 0,00 0,00
30 50,41 1,04
60 53,89 1,06
90 59,03 1,40

120 57,93 1,40
150 51,67 0,91
180 83,25 1,20

83,25

180
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7.1.11 Plasmakonzentrationen Patient 12
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Abbildung 12: Plasmakonzentrationen Patient 12

Tabelle 11: Ergebnisse Patient 12

0 0,00 0,00
30 26,41 2,35
60 44,81 2,14
90 35,65 1,70
120 35,68 2,08
150 69,70 1,06
180 52,42 1,92

52,42

180
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7.1.12
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Abbildung 13: Plasmakonzentrationen Patient 14

Tabelle 12: Ergebnisse Patient 14

30
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120
150
180

0,00
57,34
50,56
62,17
82,96
71,47
25,64
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0,71
1,22
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1,48
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7.1.13 Plasmakonzentrationen Patient 15
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Abbildung 14: Plasmakonzentrationen Patient 15

Tabelle 13: Ergebnisse Patient 15

0 0,00 0,00
30 37,65 0,69
60 45,78 0,54
90 41,28 0,98

120 44,96 1,39
150 45,68 2,34
180 40,25 1,58

40,25

180
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7.1.14 Plasmakonzentrationen Patient 16

Plasmakonzentrationen
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Abbildung 15: Plasmakonzentrationen Patient 16

Tabelle 14: Ergebnisse Patient 16

0 0,00 0,00
30 42,71 0,35
60 18,58 1,03
90 12,93 0,27

120 Probe fehlt
150 Probe fehlt
180 Probe fehlt

180
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8 Diskussion & Schlussfolgerung

Die im Zuge dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen konnten einige
interessante Aufschlisse uber die Wirkung von Azithromycin in der Therapie des
MALT Lymphoms geben. Je nachdem, durch welches Bakterium das MALT Lymphom
ausgelost wurde, kann man bei einigen Patienten durchaus das Uberschreiten der
MHK des jeweiligen Bakteriums erkennen.

Vor allem bezuglich Chlamydia spp. scheint die Therapie durchaus erfolgreich zu sein,
da hier die MHK von 0,03-0,125 mg/L bei so gut wie allen Patienten, aul3er bei
Patient 7 (siehe Tabelle 7) tUberschritten wurde. Obwohl nur einer der Patienten die
MHK von Helicobacter pylori erreicht hat, muss das nicht heif3en, dass bei allen
anderen die Therapie erfolglos war.

Einerseits ist Azithromycin ja bekannt fur seine starke intrazellulare Anreicherung und
anderseits handelt es sich um Talspiegel, also jene Plasmakonzentrationen, die am
Ende einer Dosierung wahrend einer Therapie erreicht werden kénnen. Das heif3t,
man konnte zum einen die Dosis beziehungsweise das Dosierungsintervall erhéhen,
um so auch am Ende der Einnahme noch therapeutisch wirksame Plasmaspiegel zu
erreichen und zum anderen kénnte man auch die Dosierungsart andern. Das heil3t,
statt oralen eine intravendsen Applikationsweg wahlen. Somit kommt der Arzneistoff
direkt und in vollem Umfang in den Blutkreislauf ohne First-Pass Effekt und Interaktio-
nen mit dem Gastrointestinaltrakt. Obwohl die compliance bei einer intraventsen Ga-
be meistens sinkt, wiirde hier trotzdem die Bioverfligbarkeit des Antibiotikums steigen
und jegliche Resorptionsunterschiede bei den Patienten ausgeschaltet werden.

Weiters ware natirlich auch noch die intrazellulare Konzentration des AB von grof3em
Interesse. Wenn diese namlich, wie in der Literatur beschrieben, um ein vielfaches
hoher als die Plasmakonzentration ist, kann man annehmen, dass die MHK der Bakte-
rien mit Sicherheit bei allen Uberschritten werden wirden. Zusétzlich sollte auch die
Konzentration kurz nach der Verabreichung des Antibiotikums quantifiziert werden, um
so die maximal erreichbaren Plasmaspiegel unter dieser Antibiotikatherapie zu
erhalten.
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Obwohl die Plasmaproben immer genau 7 Tage nach der letzten Antibiotika Gabe
genommen wurden, kann man bei einigen Patienten trotzdem gré3ere Schwankungen
bei den Plasmakonzentrationen sehen. Grundsétzlich sollten sie &hnlich bleiben, der-
artige Schwankungen sind aber trotzdem als ,normal® zu betrachten, da jeder Tag
verschieden ist und der Korper nicht immer gleich funktioniert. AuRerdem wird die
Resorption eines oral aufgenommenen Medikaments von sehr vielen Einflissen ge-
pragt. Je nachdem wie schnell der Magen entleert wird, gelangt ein Arzneistoff friher
oder spéater in den Diunndarm, wo er dann resorbiert werden kann. Auch der pH Wert
im Magen spielt eine bedeutende Rolle. Besonders basische oder saure Medikamente
sind in ihrem Ldsungsverhalten stark vom jeweiligen Milieu abhéngig. Vor allem nach
Mahlzeiten erhoht sich der pH-Wert des Magensaftes und es herrscht ein annahrend
neutrales Milieu. Aber auch sehr fetthaltiges Essen, heil3e oder eiskalte Getranke be-
wirken, dass der Speisebrei sich lange im Magen aufhalt, bevor er in den Darm ge-
langt. Dadurch wirken gleichzeitig mit der Nahrung eingenommenen Arzneistoffe erst
viel spater. Genau aus diesem Grund werden viele Antibiotika wie zum Beispiel
Penicilline und Cephalosporine niichtern eingenommen [19].

Somit sollte man vor allem bei der Verabreichung des Antibiotikums darauf achten
immer dieselben Grundbedingungen zu haben, das heil3t zum Beispiel, immer mor-
gens auf nidchternem Magen oder immer nach dem Friah-
stuck/Mittagessen/Abendessen. Auch die Abnahme der Plasmaproben sollte am bes-
ten unter mdglichst gleichen Bedingungen erfolgen und nattrlich auch die Aufarbei-
tung des Blutes, da auch diese Schritte die Plasmakonzentration stark beeinflussen
konnen.

Des Weiteren konnte bei den Voruntersuchungen gezeigt werden, dass Azithromycin
in Wasser sehr schlecht bis gar nicht I6slich und in Lésung sehr instabil ist. Allerdings
wurde auch festgestellt, dass Azithromycin gelést in Acetonitrii (ACN) oder
Methanol (MeOH) zwar bei Raumtemperatur nicht lange stabil ist, allerdings gelagert
bei -20 Grad keine Verluste zu verzeichnen sind. Auch sehr interessant war die
Tatsache, dass Azithromycin, gelost in kidnstlichem Plasma, sowohl mehrere
Stunden bei -20 Grad als auch bei Raumtemperatur keine Instabilitat zeigte und die
Konzentration gleich blieb (siehe Tabelle 37).
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9 Experimenteller Teil

Bevor die Plasmaproben der 14 Patienten quantifiziert werden konnten, musste zuerst
eine optimale Analysemethode entwickelt werden.

9.1 Quantifizierungsmethode

Zur Analyse wurde der “Goldstandard” fiir die Untersuchung von komplexen Matrices
verwendet. Dabei handelt es sich um einen Hochleistungsflissigkeitschromato-
graphen gekoppelt an ein Triple-Quadrupol-Massenspektrometer. Damit wird die
Quantifizierung aulRerst selektiv aber auch sensitiv.

9.1.1 HPLC-High Performance Liquid Chromatography

HPLC steht fir Hochleistungsflissigkeitschromatographie und ist ein chromatographi-
sches Trennsystem, bei dem die Probe mit Hilfe einer stationdren und einer mobilen
Phase aufgetrennt wird und so von Matrixbestandteilen abgetrennt werden kann. Da-
bei transportiert man die mobile Phase mittels spezieller Pumpen durch eine, mit stati-
onarer Phase dicht gepackte, Saule und trennt so die Inhaltsstoffe nach Polaritéat auf.
Wechselwirkungen zwischen diesen beiden Phasen fihren dazu, dass die Komponen-
ten des Analyten, die ja in der mobilen Phase gel6st sind, unterschiedlich lange in der
Saule retentiert werden. Es kommt also zu unterschiedlichen Retentionszeiten und
somit zu einer Trennung.

m = 8=

i

0.

Abbildung 16: HPLC Ultimate 3000 [21]
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Wesentlicher Vorteil gegenliiber der GC ist das viel gréRere Einsatzgebiet, da die
Substanzen hier nicht flichtig sein missen und sich die HPLC somit auch hervorragen
fur grol3e Biopolymere eignet. Um die eigentliche Trennsaule vor Verschmutzungen zu
schutzen wird Ublicherweise eine Vorséaule vor die Trennsdule vorgeschaltet. Bei die-
ser Arbeit wurde eine Dionex UltiMate 3000 HPLC der Firma Thermo Fisher Scientific
Inc. verwendet. Das Gerat verfugt Uber 2 Pumpen die eine Flussrate bis zu 10 ml/min
und einen Druck bis zu 800 bar ermdglichen.

Neben einem Entgasungsmodul war vor allem der gekihlte Autosampler, welcher
Platz fur 120 HPLC Vials bietet, fur diese Arbeit von grof3er Bedeutung und verhalf zu
einem 0konomischen und rationellen Arbeiten [20].

9.1.2 MS — Massenspektrometer

Das Massenspektrometer dient im Wesentlichen zur qualitativen Identifizierung von
Substanzen, sowie zur massenselektiven Detektion. Diese Methode ist nicht
zerstorungsfrei und funktioniert, indem der zu untersuchende Analyt eingespritzt,
durch spezielle Methoden ionisiert und letztlich durch ein elektrisches Feld geleitet
wird. Am Ende dieses Feldes werden die lonen nach dem Masse-zu-Ladungs-
Verhaltnis (m/z) getrennt und mit Hilfe eines Detektors quantifiziert.

Die gro3e Schwierigkeit bei der Kopplung von HPLC an MS besteht darin, den Analy-
ten in die Gasphase und das Hochvakuum des MS zu uberfiihren und das Lésungs-
mittel abzutrennen. Hier bedient man sich neuerer Methoden, die eine lonisation bei
Atmosphérendruck erlauben. Dazu zahlen die Elektronensprayionisation (ESI) und die
chemische lonisation bei Atmospharendruck (atmospheric pressure chemical ionisati-
on = APCI) [22] [23].
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9.1.2.1 ESI - Elektronensprayionisation

In den 1980er Jahren optimierte John Fenn diese weiche lonisationsmethode und be-
kam 2002 auch den Nobel Preis dafur [24]. Hierbei wird das Eluat durch eine Metall-
kapillare geleitet, an die eine Hochspannung von etwa 3 kV angelegt ist. Durch diese
Spannung entsteht ein elektrisches Feld zwischen der Kapillarenspitze und einer
Gegenelektrode am Eingangspunkt zum Massenspektrometer.

Cone
{counterelectrode )

Taylor
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muliply
charged droplet

Spray needle tip

+* * 4+
®. -
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£ ‘Coulombie + ¥
sakent 1T Celih #108
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+++ + o+
the "Rayleigh” + T \
limit i= reached analyie
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moleculs charged droplet
Eiyp =W
Fower Supply

Abbildung 17: lonisierungsschema durch ESI [25]

Damit ein feiner Sprihnebel entsteht, hilft ein sogenanntes Nebulizergas, welches
meistens aus Stickstoff besteht. Aul3erdem dient ein stark erhitztes Trocknungsgas
dazu, das uberschissige Losungsmittel auf den hochgeladenen Tropfchen am Weg
zum MS nach und nach zu verdampfen. Somit verringert sich die Tropfengré3e und
die Konzentration der Ladungen auf den immer kleiner werdenden Teilchen fuhrt zu
sogenannten ,Coulomb-Explosionen®. Hier explodieren die Trépfchen zu einer Wolke
aus ionisierten Analyt Molektlen und je nachdem, ob man im positiven oder negativen
Modus arbeitet, bekommt man die Quasimolekilionen [M+H]+ oder [M-H]- aus dem
Mutterion [M]. Diese Form der lonisation wird vor allem fir polare Molekile, die sich
leicht protonieren oder deprotonieren lassen verwendet [22].
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9.1.2.2 Triple-Quadrupol-Analysator

Nachdem die Molekile mittels ESI ionisiert wurden, missen sie nun mit Hilfe eines
Massenfilters getrennt werden, um sie dann einzeln nach dem Masse-zu-
Ladungsverhaltnis (m/z) detektieren zu kdnnen. Dies kann einerseits durch Auftren-
nung im Magnetfeld oder elektrischen Feld und anderseits durch die Trennung uber
die Flugzeit erfolgen [23].

Im Falle des Quadrupoles erfolgt die Auftrennung mit Hilfe eines hochfrequenten
elektrischen Feldes. Und zwar besteht diese aus 4 Staben, die paarweise als Elektro-
den dienen. An die jeweils gegenuberliegenden Stabe wird eine gleichartige Gleich-
spannung angelegt, die mit einer Wechselspannung tberlagert ist. Dadurch entsteht
im Inneren dieser vier Stabe eine Flugbahn, durch die nur lonen mit einem bestimmten
Masse-zu-Ladungsverhaltnis ungestért, mit oszillierenden Bewegungen, durchfliegen
konnen (in Abbildung 18 orange gekennzeichnet). Alle anderen lonen gelingt dies
nicht, denn sie prallen auf die Stabe und werden so entladen (in Abbildung 18 in griin
gekennzeichnet). Allerdings kénnen durch Anderung der angelegten Spannung dann
auch lonen mit einem anderen Masse-zu-Ladungsverhéltnis durch [23] [26].

lon it instabiler
Flugbahn

ZUm
Detektar

lan mit stabiler
Flughahn

lane n-
strahl

N

Abbildung 18: Aufbau eines Quadrupol Analysators [26]
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Wie nun aber der Name schon erahnen lasst, besteht der Triple Quadrupol Analysator
aus 3 aneinandergereihten Quadrupolen. Da eines der Hauptprobleme in der Spuren-
analytik die mangelnde Selektivitat bei Proben mit komplexen Matrices ist, braucht man
ein Gerat um die Selektivitat zu erhdhen. Dieses Problem kann man l6sen, indem man
einfach 2 Massenspektrometer hintereinander schaltet. Man spricht dann von einem
Tandem MS oder MS/MS. Verwendet man namlich nur ein Quadrupol Massenfilter in
Kombination mit ESI lonisierung, bekommt man als Information lediglich das Molge-
wicht der eigentlichen Zielsubstanz und keine typischen, hochselektiven Fragmente.
Daher wurde ein Triple Quadrupol MS mit folgendem Aufbau verwendet:

Quadrupole 1 uadrupole 2 Quadrupole 3
® Mutterion Kollisionszelle Tochterion
Qe ~J=
‘a!'n _:.q. ®
£ e S -
* :o" - & fragment  — 237 .
o'® 05 ) ) | )
AZITHROMYCIN in -
Plasma
m/z 749,6 m/z 591,4

QQQ - MS = Triple Quadrupole MS
Abbildung 19: Triple Quadrupole MS [27]

Im ersten Quadrupol (Q1) wird wie oben erklart durch das Anlegen einer bestimmten
Spannung das Feld so verdndert, dass nur ein bestimmtes lon, man nennt es auch
Precursorion oder Mutterion, den Quadrupol passieren kann. Diese Selektivitat kann
man vergleichen mit dem Beispiel: ,Alle Personen mit 1,70 m, Gré3e die auf der Uni-
versitat Wien studieren®.

Das Q2 entspricht einer Kollisionszelle, das heif3t, hier wird ein Stol3gas mit einem be-
stimmten Druck zugesetzt und die Mutterionen kollidieren mit den Stol3gasionen. So-
mit kommt es zu einer typischen Fragmentierung des Mutterions und es entstehen
dann sogenannte Produktionen oder Tochterionen.
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Im letzten Quadrupol dem Q3, welches wieder einem MS entspricht, kommt es durch
Erstellen eines spezifischen Feldes zur Detektion dieser Fragmentionen. Nun kann
man die Selektivitdt mit folgendem Beispiel sehr gut erlautern: ,Alle Personen mit
1,70 m Grol3e, die auf der Universitat Wien studieren und eine Armlange von 63 cm
haben (bei einem Fragmention) und eine Zeigefingerlange von 8 cm
bei 2 Fragmentionen)“. Wie man sieht erhoht man die Selektivitat somit enorm, und je
nachdem ob man sich dann fir ein oder mehrere spezifische Fragmentionen
entscheidet, steigt die Selektivitat weiter. Diese Kombination ermoglicht also eine
hochselektive, aber auch hochsensitive Quantifizierung.

Fur diese Arbeit wurden das MS API 4000, Triple Quadrupol Mass Spectrometer der
Firma AB Sciex Instruments mit der Software Analyst 1.5 verwendet.

9.2 Methodenoptimierung

Um eine reproduzierbare und empfindliche Quantifizierungsmethode fiir das
Antibiotikum Azithromycin zu erhalten, war es notwendig, einige Parameter der
Analysegerate zu andern und damit optimale Analysenergebnisse zu erhalten.

9.2.1 Optimierung der HPLC Parameter

Begonnen wurden die Untersuchungen mit einer Acclaim 120 C18 Saule (3 pm,
2,1x150mm) der Firma Thermo Fisher Scientific und 0,1 %igem ameisensaurem Was-
ser als FlieBmittel A und 0,1 %iges ameisensaures Acetonitril als FlieBmittel B.
Nachdem einige Standardparameter wie der Fluss (0,5ml/min) und FlieBmittelgradient
optimal eingestellt worden sind, schien eine geeignete Methode gefunden worden zu
sein. Nach der Analyse einiger Stammldsungen mit unterschiedlicher Konzentration
von Azithromycin in 0,1 %igem ameisensaurem Wasser, wurde versucht, eine erste
Eichgerade zu erstellen. Schon nach den ersten 2 Verdinnungen tauchte das erste
Problem auf: Der Carry-over-Effekt.
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9.2.2 Carry-over-Effekt

Carry over bedeutet, dass vorhergehende Analysen die Folgenden beeinflussen, in-
dem kleine Mengen von Azithromycin im System verbleiben und bei den nachfolgen-
den Analysen eluiert werden, was zu falschen (zu hohen) Werten fuhrt. Azithromycin
ist sehr lipophil und scheint starke unpolare WW mit der unpolaren C18 Saule einzu-
gehen. Ist die Mobile Phase zu schwach und verdrangt Azithromycin nicht genug von
der Saule, bleibt ein Teil davon hangen. Bei der nachsten Analyse wird dann etwas
davon miteluiert und verfalscht somit das Ergebnis.

Man testet auf Carry-over, indem man zwischen den Einspritzungen der Probe immer
2- oder 3-mal reines Wasser einspritzt. Hier sollte dann natirlich kein Azithromycin
Peak zu sehen sein. In den nachsten Unterpunkten werden weitere Optimierungs-
schritte fur dieses Problem erlautert.

9.2.2.1 Wechsel der Saule

Barrett et al. (2005) berichteten Uber selbiges Carry-over Problem. Auch sie machten
die hohe Lipophilie des Molekiils dafur verantwortlich und schlugen vor auf eine weni-
ger unpolare RP C8 Saule umzusteigen [28].

Deshalb wurde eine Acclaim 120 C8 Saule (3 um 2,1x150mm) der Firma Thermo Fis-
her Scientific verwendet und nattrlich wurde auch die Vorsaule auf eine Acclaim 120
C8 (5 um 1x10mm) ausgetauscht.

9.2.2.2 Wechsel der mobilen Phasen

Des weiteren erklaren Barrett et al. (2005), dass man eine gewissen lonenstarke in
der mobilen Phase brauchen wirde, um Azithromycin vollstandig von der Séule I6sen
zu kdénnen. Daher wurde die mobile Phasen wie folgt verandert [28].

Eluent A: 0,05M wassriges Ammoniumacetat

Eluent B: MeOH / MeCN 15:35
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9.2.2.3 User-defined wash programm (Udp)

Der beschriebene Carry over Effekt kann nicht nur durch eine nicht vollstandige Eluti-
on von Substanzen von der Saule hervorgerufen werden, sondern auch dadurch, dass
Substanzen im HPLC System absorbiert werden, hier vorallem im Autosampler. Bei
der verwendeten Software Dionex Chromatography MS Link der Firma Thermo Fisher
Scientific, besteht die Mdglichkeit, ein benutzerdefiniertes Waschprogramm fir den
Autosampler zu erstellen. Es wurde also ein Waschprogramm generiert, das die Injek-
tionsnadel der HPLC sowohl auf3en, also auch innen fir mehrere Sekunden wéascht.
Zudem wird sie vor, aber auch nach jeder Probeninjektion grindlichst gespilt. So soll-
te sichergestellt werden, dass auch wirklich keine Probenreste auf oder in der Nadel
hangen bleiben und eventuell so die nachsten Proben verfalscht werden beziehungs-
weise das Carry-over erzeugt wird. Als Waschflissigkeit wurde MeOH/MeCN/0,05M
wassriges Ammoniumacetat im Verhaltnis 2:3:5 verwendet. Im unten stehenden Bild
kann man die einzelnen Schritte sehr gut nachvollziehen. Sowohl im ReagentAVial als
auch im ReagentBVial befand sich die oben genannte Waschlosung. Mit Hilfe dieses
Programmes und den zuvor genannten Modifizierungen konnte das Carry-over Prob-
lem deutlich reduziert werden.

Samplerl Injection Mode User Defined Program

Abbildung 20: User defined wash programm
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9.2.2.4 Gradienten verandern

Der letzte Schritt zum Losen des Carry-over Problems war die Veranderung des

Gradienten. Azithromycin 10st sich ja bekanntlich sehr schlecht in Wasser.

Da mit einer sehr wassrigen Phase anfangs begonnen wurde, kdnnte es sein, dass

dieser hohe Wasseranteil dazu gefiuhrt hat, dass Azithromycin durch die unzureichen-

de Loslichkeit auf der Saule ausgefallen ist und somit nur schlecht miteluiert werden

konnte. Dadurch verbleibt natirlich eine gewisse Menge des Antibiotikums auf der

Saule welche bei den nachfolgenden Laufen mitgerissen werden kann. Daher wurde

die Anfangskonzentration des Eluenten B auf 44% erhoht und somit verringerte sich

der Wasseranteil auf 56%. Unter diesen Bedingungen sollte sich Azithromycin deut-

lich besser I6sen beziehungsweise eluieren lassen.

500

Flow I Elow Gradient Multi—Step Gradient | Pump_P[essu[eI

[ %A
| B
B c
B0

Reter.mon Flo\n! %B %C %D
[min] | [ml/min]
1 0.000 0.500 44.0 0.0 0.0
2 0.0000 0.500 44.0 0.0 0.0
3 6.000 44.0
4 6.100 95.00
5 8.000 95.0
6 8.100 44.0
7 13.000 0.500 440 0.0 0.0

o IFlow [ml/min]

Delete Linel
Clean Up |

Interpolate I

Abbildung 21: Verwendeter Elutionsgradient
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9.2.2.5 Weitere Einstellungen

Mit diesen Einstellungen konnte ein regelmalliger, schmaler und reproduzierbarer
Peak der Substanz mit einer Retentionszeit von etwa 2,3 min erhalten werden.
Die Peakbreite betragt in etwa 0,65 min und der Symmetriefaktor gemafl EuAB liegt
bei ca. 1,25 (siehe Kapitel 9.3.2). Ein gesamter Lauf dauert 13 Minuten und in der fol-
genden Abbildung 22 ist ein typischer Peak von Azithromycin bei den angefihrten,
optimierten Parametern zu sehen.
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Abbildung 22: Azithromycin Peak

Des Weiteren wurde die Flussgeschwindigkeit von 0,5 ml/min Gbernommen, die
Temperatur des Autosampler wurde auf 4 °C gekihlt und jene des Saulenofens betrug
25 °C. Fur jede Analyse wurden immer 5 ul Probe injiziert.
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9.2.3 Interner Standard

Ein weiterer sehr wichtiger Schritt war die Entscheidung fur die Verwendung eines
internen Standards. Da Azithromycin in Losung leider eine sehr geringe Stabilitat hat,
konnte keine reproduzierbare Eichgerade erstellt werden. Die Konzentrationen nah-
men sukzessive ab je langer die Proben im Autosampler standen. Das sah man auch
sehr eindrucksvoll an den Peakflachen, die mit der Zeit immer kleiner wurden. Da ein
Durchgang fir eine Standardkurve mit 5-6 verschiedenen Konzentrationen mindestens
einen Tag dauerte, stand die letzte Konzentration dann bis zu 24 h im Autosampler,
bevor sie analysiert werden konnte. Bei Verwendung eines internen Standards gibt
man den Proben mit dem Analyten eine chemisch sehr &ahnliche Substanz in
bekannter Konzentration zu und kann so mit Hilfe des Peakflachenverhaltnisses auf
die Konzentration des Analyten schlie3en. Dabei handelt es sich um die beste
Qualitatskontrolle, da fast ohne Zusatzaufwand jede Analysenprobe individuell kontrol-
liert wird.

B )C of +hiRM (2 paits) 748.5/581.5 Da ID: Azithromyein from Sample 4 (w1 500ng) of V1 S00ng.wiff (Turbo Spray), Smasthed, :
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Abbildung 23: Azithromycin & Erythromycin Peak
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Der interne Standard macht alle ,potentiellen Fehler®, seien es Verluste bei der Aufar-
beitung oder beim Einspritzen, Adsorption oder Abbau durch schlechte Stabilitat mit
und verringert sich so in gleichen Mal3en wie der zu quantifizierende Analyt.

Absoluter “Goldstandard® ware hier ein deuterierter Interner Standard (also partiell
deuteriertes Azithromycin) da dieser sich dem Molekile nahezu ident verhalt aber
trotzdem aufgrund der Deuteriumionen eine andere Masse aufweist. Leider sind diese
Standards sehr teuer und kamen fiir diese Diplomarbeit nicht in Frage.

Nach Recherchen in der Literatur schien das Antibiotikum Erythromycin sehr gut ge-
eignet zu sein, da es in den Plasmaproben mit Sicherheit nicht vorkommt, ebenfalls
ein Makrolid AB ist und sich ahnlich wie Azithromycin verhéalt [29]. Sowohl zu den Pro-
ben als auch zu den Kalibrierlésungen wurden immer die gleiche Menge Erythromycin
mit bekannter Konzentration zugesetzt. Nachdem nicht davon ausgegangen werden
kann, dass die unterschiedlichen Substanzen Azithromycin und Erythromycin vom
Massenspektrometer gleich empfindlich detektiert werden, musste zunachst der Stan-
dardkorrekturfaktor (fst) ermittelt werden.

Mit Hilfe der Peakflachen von Azithromycin und Internem Standard Erythromycin samt
dessen Konzentration konnte dieser berechnet werden. Dieser wurde aus Mittelwerten
berechnet und betrug 1,99 fir Konzentrationen im Bereich von 25-500 ng Azithromy-
cin in Plasma.

ng Azithromycin Peakflache (A) Erythromycin
fst= - X
Peakflache (A) Azithromycin ng Erythromycin
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Der Standardkorrekturfaktor wiederrum erlaubt es dann, mit Hilfe der bekannten
Konzentration von internem Standard und den Peakflachen der beiden Antibiotika, auf
die unbekannte Konzentration von Azithromycin zu schlie3en.

ng Erythromycin
ng Azithromycin = x Peakflache (A) Azithromycin x  fst

Peakflache (A) Erythromycin

9.2.4 Optimierung der Triple Quadrupol MS Parameter

Um wichtige Optimierungsschritte der MS Parameter durchfiihren zu kénnen, wurde
anfangs eine Losung der Reinsubstanz Azithromycin (0,01%ige Losung) mittels
Pumpenspritze in die ESI Quelle infundiert.

Mit Hilfe des Gerates werden bei der automatischen Optimierung laufend Massen-
spektren der Substanz aufgenommen und alle Parameter so verandert, dass mog-
lichst intensive Mutter- und Tochterionen detektiert werden kdnnen. Hier gibt es viele
einflussreiche Einstellungsmadglichkeiten, die zu einem optimalen Peak fuhren kénnen.
Dazu zahlen einerseits die Positionierung der Nadel, die Flussrate, Starke des
Stickstoffvorhanges, lon Spray Voltage, Starke des Heizgases aber auch das
Nebulizer Gas spielt eine tragende Rolle. Hier wurde zu Beginn schon festgestellt,
dass im positiven Modus bessere Empfindlichkeit als im Negativ Modus erzielt werden
kann und somit wurden alle Analysen im ersteren durchgefihrt.

Nach allen Optimierungsschritten wurde ein Mutterion fur Azithromycin mit dem Mas-
se-zu-Ladungsverhéltnis von m/z= 749.601 Da und das inbegriffene Tochterion mit
m/z= 591.500 Da gefunden. Fur das Mutterion von Erythromycin eine m/z= 734.599
Da und das grof3te Tochterion m/z= 576.200. Dementsprechend wurde fir die MRM-
Ubergange (Multiple Reaction Monitoring) 749,6/591,5 (Azithromycin) und 734,6/576,2
(Erythromycin) das Massenspektrometer mit folgenden Parametern optimiert: ESI
pos., IS 4500,00, EP 10.00, CUR 10.00, GS1 40.00, GS2 40.00, TEM 500.00°C, CAD
4.00, CEM 2500, DF -100, DP 96.00 CE 41.00 und CXP 18.00 (fur Azithromycin) DP
76.00 CE 31.00 und CXP 32.00 (fur Erythromycin), dwell jeweils 150 ms.
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9.2.5 Probenaufarbeitung

Das wichtigste bei allen Schritten der Probenaufarbeitung ist genaues Pipettieren und
vor allem grundliches Mischen zwischen jedem Arbeitsschritt. Die Probenaufarbeitung
ist beim Arbeiten mit Plasma von grof3er Bedeutung, da es sich hierbei um eine sehr
komplexe Matrix mit vielen verschiedenen Bestandteilen wie Elektrolyten, Plasmapro-
teinen, Nahrstoffen, Organischen Sauren, Abbauprodukten wie Harns&ure aber auch
Hormonen handelt [30]. Es ist daher sehr wichtig, diese stdrenden Plasmabestandteile
abzutrennen, da sonst die HPLC Saule extrem verschmutzt werden wirde. Insbeson-
dere kdnnte es aber auch zu lonensuppression im MS kommen, wo die Analytionen
durch verschiedenste lonen aus der Matrix verdréangt werden kénnen und damit zu
geringe Werte erhalten werden.

Diese Abtrennung erreicht man mit Hilfe eines Fallungsschrittes mit Methanol. Dafur
wurden immer 100 pl Proben Plasma mittels Eppendorf Pipetten genommen, mit
100 pl Internem Standard in einem Eppendorf Reaktionsgefal3 vermischt (mittels Vor-
tex) und weiters noch die dreifache Menge, also 600 ul, Methanol hinzugeftigt. Schon
nach kurzer Zeit kam es zu einer Ausfallung und die zuvor klare Lésung wurde immer
triber. Nach grindlichem Vortexen und 10-minitigem Stehenlassen bei Raumtempe-
ratur, kamen die Eppendorf ReaktionsgefalRe fir 15 Minuten in die Zentrifuge bei
14.500 rpm. Zur Analyse wurde dann der Uberstand verwendet und in ein
HPLC Vial Gberfuhrt.
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9.2.6 Erstellung einer Eichgerade

Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe eines internen Standards. Daher wurden fur die
Eichgerade Konzentrationen von 28,5 — 550 ng/ml erstellt, da in diesem Bereich auch
die erwarteten Plasmakonzentrationen der Patienten liegen. Jeder Konzentration wur-
de immer die gleiche Menge an internem Standard, mit bekannter Konzentration, zu-
gefigt. Mit Hilfe einer quadratischen Regressionsgleichung mit der Formel
y=2951,8x + 23576 und einem Bestimmtheitsmal} von R2=0,9999 wurde eine Eichge-
rade festgelegt. Pro Eichpunkt liegt der Mittelwert von 3 Messungen vor.

Zu guter Letzt wurde noch der Mittelwert aller berechneten Standardkorrekturfaktoren
(Formel siehe 9.2.3) der Konzentrationen berechnet, mit dem auch spéater alle Be-
rechnungen durchgefuhrt wurden. Dieser betrug 1,99. Im Programm Microsoft Excel
wurden die Werte in ein Diagramm eingetragen wobei die x- Achse die Konzentration
und die y-Achse die Peakflache darstellten

Eichgerade 28,5-550ng/ml

y =2951,8x+ 23576
R?=0,9999

1800000,00
1600000,00 =
1400000,00
1200000,00
1000000,00
800000,00 /
600000,00
400000,00

200000,00
o
0,00

Peakflache

—— MW Peakfliche

0 100 200 300 400 500

Konzentration (ng/ml)

Abbildung 24: Eichgerade 28.5 bis 550 ng/ml
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9.3 Validierung der Analysenmethode

Die erstellt LC-MS/MS Methode wurde mit Hilfe folgender Untersuchungen auf
Brauchbarkeit geprift. Dabei soll eine Zuverlassigkeit der verwendeten Methode
gewdahrleistet werden und gezeigt werden, dass sie fir den beabsichtigten Zweck
geeignet ist.

9.3.1 Linearitat

Linearitat der Methode wurde schon in Kapitel 9.2.6 veranschaulicht. Dabei wurden
Azithromycinldsungen mit den Konzentrationen 28,5-550 ng/ml mehrfach injiziert und
so eine Eichgerade erstellt (Siehe Tabelle 31). Die EDQM, PA/PH/OMCL (11) 04-
OMCL Guideline verlangt fur die Eichgerade ein Bestimmtheitsmal} von R? = 0,999.
Die erhaltene Eichgerade hat folgende Gleichung: Y=2951,8x + 23576 (r=0,999).

> ENTSPRICHT
9.3.2 Systemeignung

Um die Systemeignung zu prifen, wurden Azithromycin-Referenzlésungen 6-fach
injiziert (Messdaten siehe Tabelle 32). Je nach gefordertem Gehalt werden eine
maximale relative Standardabweichung (RSD) von 0,85-1,27% und bei komplexeren
Proben Ublicherweise maximal 2% toleriert. Bei der Retentionszeit werden maximal
5% RSD gefordert. Die RSD fur Gehalt war bei keinem Wert hoher als 2% und jene fur
die Retentionszeit Uberschritt den geforderten Wert von max 5% ebenfalls nicht.

» ENTSPRICHT

Des Weiteren verlangt das Ph.Eur. (7.Ausgabe), Grundwerk 2011, dass der Symmet-
riefaktor (As) des Hauptpeaks zwischen 0,8 und 1,5 liegen muss. Diese lag bei den
Analysen bei 1,25 fir Azithromycin und 0,86 fur Erythromycin.

» ENTSPRICHT
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9.3.3 Spezifitat

Um die Spezifitat der Methode zu Uberprifen, wurde eine 6-fache Injektion von ver-
schiedenen Azithromycin Konzentrationen erstellt und gleich darauf destilliertes Was-
ser eingespritzt (Werte siehe Tabelle 33). Bei der Analyse von destilliertem Wasser
darf kein Signal bei der Retentionszeit von Azithromycin oder Erythromycin erschei-
nen. Damit wird der sogenannte Carry-over Effekt ausgeschlossen (siehe Kapitel
9.2.1.1). Bei den Wasseranalysen war kein Peak zu detektieren und somit ein
carry over von 0%.

» ENTSPRICHT

9.3.4 Methodenprazision

Die Methodenprézision wurde durch je 6 Injektionen von 2 Referenzlésungen sowie
von 2 Probelésungen gezeigt (Messdaten siehe Tabelle 34). Die EDQM,
PA/PH/OMCL (11) 04-OMCL Guideline schlagt eine RSD von < 1,5% vor, Ublicher-
weise werden maximal 2% relative Standardabweichung der Peakflachen
akzeptiert, insbesondere wenn es sich um komplexe Proben handelt. Da bei allen er-
haltenen Werten die RSD der Peakflachen unter 2% liegt wurden alle
Voraussetzungen erfullt.

» ENTSPRICHT

9.3.5 Wiederholbarkeit

Dieser Test dient dazu, die Wiederholbarkeit der Aufbereitungsmethode der Proben zu
gewabhrleisten. Dazu wurde sechs Mal Probenplasma mit Azithromycin Verdinnungen
und Internem Standard, wie in Kapitel 9.2.4 Probenaufarbeitung beschrieben, aufge-
arbeitet und dann jeweils drei Mal analysiert, sodass man 18 Messwerte erhalt.
Anstelle des beschriebenen Patientenplasmas wurde allerdings kinstliches
Precinorm U Probenplasma verwendet, welches mit einer bestimmten Konzentration
an Azithromycin dotiert wurde. Dasselbe wurde zum Vergleich auch sechs Mal mit
HPLC Wasser anstelle von Precinorm U Probenplasma durchgefihrt
(Siehe Tabelle 35).
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Die Standardabweichung und die RSD uber alle 18 erhaltenen Messwerte sollten
maximal 5% betragen. Bei den durchgefiihrten Analysen betrug die RSD uber alle er-
haltenen Werte 1,40% und 0,97%.

> ENTSPRICHT
9.3.6 Tag zu Tag Prazision

Die Tag zu Tag Prazision soll zeigen, dass zwei Losungen gleicher Konzentration an
zwei aneinander folgenden Tagen gleiche Ergebnisse liefern. Es wurde also an Tag 1
die erste Azithromycinlésung sechs Mal hintereinander vermessen und am zweiten
Tag die Zweite. Aus den Ergebnissen wurden dann Mittelwert, Standardabweichung
und RSD des Gehaltes an Azithromycin berechnet (Messdaten siehe Tabelle 36).

Desweitern wurde mittels F-Test (Test auf Varianzenhomogenitat) gepruft, ob die je-
weils 2 Varianzen si1?2 und s2? einer Grundgesamtheit entstammen. Der obere Signifi-
kanzschranke der F-Verteilung bei 6 Freiheitsgraden (95% 6,6) wurde aus einer
F-Wert Tabelle entnommen und betragt 4,28 [31]. Anhand der Werte ist ersichtlich,
dass bei beiden Proben der obere Signifikanzschranke nicht Gberschritten wird.

» ENTSPRICHT
9.3.7 Test auf Temperaturstabilitat

Dieser Test ist sehr wichtig, weil die Patientenproben bei -20 °C gelagert wurden und
zwischen den Aufarbeitungen und Vermessungen oft 24 h im temperierten
Autosampler verweilten. Um diese zu bestimmen wurde eine Azithromycinlésung mit
bekannter Konzentration jeweils fur 24h im temperierten Autosampler, im Kihlschrank
bei +5 °C und bei -20 °C aufbewahrt und anschlie3end je sechs Mal vermessen (Wer-
te siehe Tabelle 37). Besonders interessant war hier die Tatsache, dass Azithromycin
geldst in MeOH/MeCN, wie es fur die Eichgerade verwendet wurde, viel schlechter
stabil war, als geldst in Probenplasma Precinorm U. Schon zu sehen war aber, dass
Azithromycin gelost im Plasma, sowohl im Autosampler, KS also auch bei -20 °C sehr
gute Stabilitat aufwies und somit sichergestellt werden kann, dass die Patientenproben
nicht unter dieser Aufbewahrungsform litten.
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9.4 L6sungsmittel, Reagenzien

Tabelle 15: Verwendete Losungsmittel & Reagenzien

Reference Standard

Acetonitril HiPerSolv
CHROMANORM for VWR Chemicals 75-05-8
HPLC Acetonitril
Agua. bidest Department fir Phar-
makognosie Wien
Ameisensaure ) Carl Roth
Rotipuran ® 64-18-6
GmbH & Co KG
Ammoniumacetat | Ammoniumacetat p.a
E. Merck 1.01116.1000
1lkg
Azithromycin European
Pharmacopoeia (EP) Sigma-Aldrich
Reference Standard
Erythromycin European
Pharmacopoeia (EP) Sigma-Aldrich

HPLC Water Department fir Phar-
makognosie Wien
Methanol HiPerSolv
CHROMANORM for VWR Chemicals 67-56-1
HPLC Acetonitril
Probenplasma Precinorm U / 5ml Roche 186 436-02
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9.5 Gerate

Tabelle 16: Verwendete Geréate

Deckel fur Vials

Schraubkappen N9

Macherey-Nagel

Systems

702.037
rot GmbH & Co. KG
Eppendorf Tube Reaktionsgefal} Sarstedt
72.690.001
1,5ml AG & Co

Eppendorf 2-20 pl, 10-100 pl,

) Eppendorf
Pipetten 100-1000 pl
Gefriergerat Dometic Medical

UF 755 G

HPLC

Dionex Ultimate
3000

Thermo Fisher
Scientific

HPLC Software

Dionex LC/MS Link

Thermo Fisher

100 ml, 200 ml, 250
ml, 500 ml,

Scientific

HPLC Saule Acclaim ™ 120 C8 )
Acclaim

3 um, 150*2,1 mm

Kuhlgerat Liebherr Medline )

Liebherr
KU1710
Messkolben 2 ml, 10 ml, 50 ml,

SCHOTT DURAN
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MS AB Sciex
Instruments Sciex
API 4000
MS Software Analyst 1.5
Pasteurpipetten Standard Pipetten
Volac ®

Lange: 120 mm

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen

10 ul weif3 70.1130
Pipettenspitzen
Sarstedt AG & Co 70.760.012
200 pl gelb
Pipettenspitzen 70.762.010
1000p! blau
Tabellenkalkulation Microsoft ®
Office Excel 2016
Vials Vials N9 mit 0,2 ml
, Macherey-Nagel
integ. Insert, 702.007
_ GmbH & Co KG
Gewinde
Vollpipetten 1ml, 5ml, 10ml,
20ml, 25ml, 50ml,
Vortexer REAX 2000 Heidolph 541.19000.00
Waage Analysenwaage KB Sartorius AG
BA 100 Gottingen
Zentrifuge Heraeus Pico 21 Thermo Electron

Centrifuge

Corporation
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12 Anhang

Tabelle 17: Messdaten Plasmaproben Patient 1

Abnahmedat. PF A CA PFE cE MW SD
(ng/ml) (ng/ml)
2 54E+004 | 68,99 | 7,40E+005 | 1010

19.10.2016 | 2,51E+004 | 67.63 | 7.46E+005 | 1010 | 68,62 071
2 57E+004 | 6924 | 7.46E+005 | 1010
2 56E+004 | 6953 | 7,40E+005 | 1010

14.12.2016 | 2,59E+004 | 70,06 | 7,43E+005 | 1010 | 70,41 0.89
2 63E+004 | 71,63 | 7,38E+005 | 1010
2,72E4004 | 73,68 | 7 42k4005 | 1010

11.01.2017 | 2.65E+004 | 71,98 | 7.40E+005 | 1010 | 71,89 1.49
2 54E+004 | 70,03 | (+29E+005 ) 1010
2 72E+004 | 7418 | 7,37E+005 | 1010

08.02.2017 | 2.63E+004 | 7114 | 7.43E+005 | 1010 | 71,88 1.66
2 55E4004 | 70,31 | 7,29E4005 | 1010
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Tabelle 18: Messdaten Plasmaproben Patient 2

cA cE
Abnahmedat. PF A (ng/ml) PF E (ng/ml) MW SD
1,77E+003 0,00 7,31E+005 1010
06.09.2016 1,98E+003 0,00 7,12E+005 1010 0,00 0,00
2,53E+003 0,00 7,27E+005 1010
1,89E+004 55,13 6,89E+005 1010
04.10.2016 2,03E+004 56,51 7,22E+005 1010 55,72 0,58
2,03E+004 55,51 7,35E+005 1010
2,95E+004 82,12 7,22E+005 1010
31.10.2016 2,99E+004 81,76 7,35E+005 1010 81,73 0,34
2,90E+004 81,29 7,17E+005 1010
1,92E+004 53,45 7,22E+005 1010
29.11.2016 1,90E+004 54,24 7,04E+005 1010 53,74 0,36
1,87E+004 53,54 7,02E+005 1010
2,14E+004 70,40 6,11E+005 1010
28.12.2016 2,49E+004 71,60 6,99E+005 1010 71,15 0,54
2,45E+004 71,47 6,89E+005 1010
1,79E+004 51,62 6,97E+005 1010
24.01.2017 1,78E+004 50,89 7,03E+005 1010 51,11 0,36
1,81E+004 50,81 7,16E+005 1010
1,97E+004 56,00 7,07E+005 1010
22.02.2017 2,05E+004 56,44 7,30E+005 1010 56,09 0,26
2,10E+004 55,83 7,56E+005 1010
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Tabelle 19: Messdaten Plasmaproben Patient 3

Abnahmedat. PF A CA PFE cE MW SD
(ng/ml) (ng/ml)
2,30E+001 | 0,00 | 1,11E+006 | 1010

06.09.2016 | -2,03E+001 | 0,00 | 1,07E+006 | 1010 0,00 0,00
.458E+000 | 0,00 | 1,02E+006 | 1010
8,03E+004 | 158,23 | 1,02E+006 | 1010

04.10.2016 | 7,59E+004 | 153,78 | 9.92E+005 | 1010 | 155,32 2.06
7.53E+004 | 153,96 | 9.83E+005 | 1010
7,25E+004 | 149,15 | 9,77E+005 | 1010

31.10.2016 | 7,26E+004 | 15059 | 9.69E+005 | 1010 | 150,65 1,25
7.24E+004 | 152,21 | 956E+005 | 1010
8,47E+004 | 171,09 | 9,95E+005 | 1010

20.11.2016 | 8,35E+004 | 172,48 | 9.73E+005 | 1010 | 171,24 0,96
7.94E+004 | 170,13 | 9,38E+005 | 1010
6,32E+004 | 130,42 | 9,74E+005 | 1010

28.12.2016 | 6,16E+004 | 13046 | 9.49E+005 | 1010 | 130,64 0,28
6,33E+004 | 131,03 | 9,71E+005 | 1010
6,67E+004 | 140,38 | 9,55E+005 | 1010

24.01.2017 | 692E+004 | 14383 | 9.67E+005 | 1010 | 142,50 1,52
6,88E+004 | 143,30 | 9.65E+005 | 1010
3,43E+004 | 7453 | 925E+005 | 1010

28.02.2017 | 346E+004 | 7382 | 9.42E+005 | 1010 73,82 0,58
3.35E+004 | 73,11 | 921E+005 | 1010
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Tabelle 20: Messdaten Plasmaproben Patient 4

Abnahmedat. PF A CA PFE cE MW SD

(ng/ml) (ng/ml)

1010

3,74E+004 | 80,83 | 9,30E+005
08.12.2016 1010 | 80,89 0,07
3,73E+004 | 80,96 | 9,26E+005

1010

2.55E+004 | 5511 | 9,30E+005 | 1010
06.12.2016 | 2,58E+004 | 56,92 |9.11E+005| 1010 | 56,31 0,85

2.55E+004 | 56.88 | 9,01E+005 | 1010

2.10E+004 | 4623 | 9,13E+005 | 1010
03.01.2017 | 2,04E+004 | 4623 |8,87E+005| 1010 | 46,50 0,38

2.05E+004 | 47.04 | 8,76E+005 | 1010

3,57E+004 | 5881 | 1,22E+006 | 1010
31.01.2017 | 2,75E+004 | 57,22 |9.66E+005| 1010 | 57,73 0,77

2.65E+004 | 57.15 | 9,32E+005 | 1010

2.34E+004 | 50,09 | 9,39E+005 | 1010
28.02.2016 | 2,33E+004 | 5014 |9,34E+005| 1010 | 50,10 0,03

2.27E+004 | 50,08 | 9,11E+005 | 1010

2.79E+004 | 6023 | 9,31E+005 | 1010
28.03.2017 | 2,77E+004 | 61,25 |9.09E+005| 1010 | 60,78 0,42

2.77E+004 | 60,85 | 9,15E+005 | 1010
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Tabelle 21: Messdaten Plasmaproben Patient 5

Abnahmedat. PF A CA PFE cE MW SD
(ng/ml) (ng/ml)
1,12E+001 | 0,00 | 9,59E+005 | 1010
11.10.2016 | 1,10E+001 | 0,00 |9,32E+005| 1010 | 0,00 0,00
1,51E+001 | 0,00 | 8,92E+005 | 1010
3,32E+004 | 74,72 | 8,93E+005 | 1010
05.11.2016 | 3,31E+004 | 74,33 |8.95E+005| 1010 | 74,53 0,16
3,33E+004 | 74,53 | 8,98E+005 | 1010
2.84E+004 | 63.64 | 8,97E+005 | 1010
06.12.2016 | 2,94E+004 | 64,72 |9.13E+005| 1010 | 64,06 0,47
2.82E+004 | 63.83 | 8,88E+005 | 1010
4,.33E+004 | 100,61 | 8,65E+005 | 1010
03.01.2017 | 4,14E+004 | 101,23 | 8,22E+005 | 1010 |100,90 | 0.25
4.22E+004 | 100,85 | 8,41E+005| 1010
3,97E+004 | 91.09 | 8,76E+005 | 1010
31.01.2017 | 3,95E+004 | 92,53 |858E+005| 1010 | 91,33 0,90
3,93E+004 | 90,38 | 8,74E+005 | 1010
3,49E+004 | 7953 | 8,82E+005 | 1010
28.02.2017 | 3,39E+004 | 7814 |8,72E+005| 1010 | 78,65 0,63
3,40E+004 | 78.28 | 8,73E+005 | 1010
3,30E+004 | 76,15 | 8,71E+005 | 1010
28.03.2017 | 3,37E+004 | 76,11 |8,90E+005| 1010 | 75,98 0,21
3,31E+004 | 75.69 | 8,79E+005 | 1010
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Tabelle 22: Messdaten Plasmaproben Patient 6

Abnahmedat. PF A CA PFE cE MW SD

(ng/ml) (ng/ml)

2.29E+004 | 50,36 | 9,14E+005 | 1010
31.10.2016 | 2,24E+004 | 5087 |8,85E+005| 1010 | 51,10 0,71

2.23E+004 | 52.06 | 8,61E+005 | 1010

1,38E+004 | 32,07 | 8,65E+005 | 1010
20.11.2016 | 1,23E+004 | 2871 |8,61E+005| 1010 | 31,05 1,65

1,37E+004 | 32,36 | 8,51E+005 | 1010

1,97E+004 | 4697 | 8,43E+005 | 1010
28.12.2016 | 1,90E+004 | 46,86 |8.15E+005| 1010 | 47,02 0,16

1,93E+004 | 47,25 | 821E+005| 1010

1,33E+004 | 30,90 | 8,65E+005 | 1010
25.01.2017 | 1,32E+004 | 31,40 |8.45E+005| 1010 | 31,32 0,62

1,33E+004 | 3240 | 8,25E+005 | 1010

1,25E+004 | 30,16 | 8,33E+005 | 1010
22.02.2017 | 1,23E+004 | 3019 |8,19E+005| 1010 | 31,05 1,24

1,33E+004 | 32.80 | 8,15E+005 | 1010

6,16E+002 | 1,49 | 8,30E+005 | 1010
26.04.2017 | 6,22E+002 | 156 |8,00E+005| 1010 | 1,50 0,05

5.85E+002 | 1,45 | 8,13E+005 | 1010
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Tabelle 23: Messdaten Plasmaproben Patient 7

Abnahmedat. PF A CA PFE cE MW SD
(ng/ml) (ng/ml)
9,00E+000 | 0,00 | 4,59E+005 | 1010
19.10.2016 | 7,03E+000 | 0,00 | 4,11E+005| 1010 | 0,00 0,00
3,01E+000 | 0,00 | 4,15E+005 | 1010
3,90E+003 | 1552 | 5,10E+005 | 1010
16.11.2016 | 3,52E+003 | 17.38 | 4,11E+005 | 1010 | 16.61 0,79
3,68E+003 | 16,94 | 4,41E+005| 1010
6,25E+003 | 2857 | 4,44E+005| 1010
15.12.2016 | 6,17E+003 | 28.33 | 4,42E+005 | 1010 | 28,59 0,22
6,16E+003 | 28.88 | 4,33E+005 | 1010
4.16E+003 | 20,70 | 4,08E+005| 1010
11.01.2017 | 3,84E+003 | 18.87 | 4,13E+005 | 1010 | 19.69 0,76
3,98E+003 | 1951 | 4,14E+005| 1010
4,74E+003 | 17,75 | 542E+005| 1010
08.02.2017 | 4,18E+003 | 19,28 | 4.40E+005| 1010 | 18,80 0,74
4.10E+003 | 19,35 | 4,30E+005| 1010
4.87E+003 | 24,84 |3.98E+005| 1010
07.03.2017 | 5,03E+003 | 2509 |4.07E+005| 1010 | 2531 0,50
5,15E+003 | 26.00 | 4,02E+005 | 1010
4.91E+003 | 24,43 | 4,08E+005| 1010
04.04.2017 | 5,20E+003 | 2587 |4,08E+005| 1010 | 2552 0,21
545E+003 | 2628 | 4,21E+005| 1010
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Tabelle 24: Messdaten Plasmaproben Patient 8

Abnahmedat. PF A CA PFE cE MW SD

(ng/ml) (ng/ml)

2.09E+001 | 0,00 | 4,62E+005 | 1020
07.11.2016 | 5,89E+000 | 0,00 |4,72E+005| 1020 | 0,00 0,04

2.45E+001 | 0,00 | 4,51E+005 | 1020

8,93E+003 | 4046 | 4,48E+005 | 1020
06.12.2016 | 9,06E+003 | 4087 | 4,50E+005| 1020 | 4044 0,35

8,77E+003 | 40.00 | 4,45E+005 | 1020

8,77E+003 | 39.39 | 4,52E+005 | 1020
03.01.2017 | 8,40E+003 | 38,84 |4.39E+005| 1020 | 38,63 0,71

8,00E+003 | 37.68 | 4,31E+005 | 1020

1,10E+004 | 5052 | 4,42E+005| 1020
31.01.2017 | 1,09E+004 | 53,06 |4.17E+005| 1020 | 52,47 1,42

1,09E+004 | 53.83 | 4,11E+005 | 1020

1,16E+004 | 52,67 | 4,47E+005| 1020
27.02.2017 | 1,14E+004 | 52,12 | 4.44E+005| 1020 | 51,81 0,86

1,09E+004 | 50.63 | 4,37E+005 | 1020

1,42E+004 | 64,05 | 4,50E+005 | 1020
27.03.2017 | 1,41E+004 | 64,75 |4.42E+005| 1020 | 63,56 1,23

1,39E+004 | 61,87 | 4,56E+005 | 1020
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Tabelle 25: Messdaten Plasmaproben Patient 10

Abnahmedat. PF A CA PFE cE MW SD

(ng/ml) (ng/ml)

2.95E+003 | 19.89 | 3,01E+005 | 1020
06.12.2016 18,16 1,55

3,11E+003 | 16,79 | 3,76E+005 | 1020

4,70E+003 | 23,16 | 4,12E+005 | 1020
03.01.2016 | 4,15E+003 | 20,10 | 4,19E+005| 1020 | 21,36 1,30

4.49E+003 | 20,81 |4,38E+005| 1020

8,67E+003 | 39.28 | 4,48E+005 | 1020
31.01.2017 | 8,70E+003 | 3841 |4.63E+005| 1020 | 38,11 0,97

8,53E+003 | 36,92 | 4,69E+005 | 1020
28.02.2017 | 8,55E+003 | 36,61 | 4.74E+005| 1020 | 36,61 0,00

7.72E+003 | 33.70 | 4,65E+005 | 1020
27.03.2017 | 8,27E+003 | 3633 | 4,62E+005| 1020 | 34.64 1,20

8,25E+003 | 33.90 | 4,94E+005 | 1020

9,16E+003 | 41,13 | 452E+005| 1020
24.04.2017 | 8,63E+003 | 36,88 |4.75E+005| 1020 | 38,98 1,03

8,92E+003 | 38.94 | 4,65E+005 | 1020

8.88E+003 | 36.64 | 4,92E+005 | 1020
22.05.2017 | 8,81E+003 | 37,73 | 4.74E+005| 1020 | 37,11 0,46

8.45E+003 | 36.97 | 4,64E+005 | 1020
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Tabelle 26: Messdaten Plasmaproben Patient 11

Abnahmedat. PF A CA PFE cE MW SD
(ng/ml) (ng/ml)
1,18E+000 | 0,00 | 4,61E+005 | 1020
23.03.2017 | 1,13E+001 | 0,00 |4.49E+005| 1020 | 0,00 0,0
1,34E+001 | 0,00 | 4,20E+005 | 1020
1,02E+004 | 5137 | 4,03E+005 | 1020
19.04.2017 | 9,89E+003 | 48.96 | 4,10E+005 | 1020 | 5041 1,04
9,83E+003 | 50,90 | 3,92E+005 | 1020
1,01E+004 | 52.43 | 3,91E+005 | 1020
10.05.2017 | 1,03E+004 | 54,30 | 3,85E+005 | 1020 | 53.89 1,06
1,05E+004 | 54,93 | 3,88E+005 | 1020
1,22E+004 | 5953 | 4,16E+005 | 1020
07.06.2017 | 1,20E+004 | 61,05 |3,99E+005| 1020 | 59,03 1,40
1,15E+004 | 5652 | 4,13E+005 | 1020
1,18E+004 | 5828 |4,11E+005| 1020
05.07.2017 | 1,08E+004 | 56,07 |3,91E+005| 1020 | 57,93 1,40
1,11E+004 | 5945 | 3,79E+005 | 1020
9.69E+003 | 51,35 | 3,83E+005 | 1020
02.08.2017 | 9,02E+003 | 52,92 |3.46E+005| 1020 | 51,67 0,91
8.95E+003 | 50,75 | 3,58E+005 | 1020
1,47E+004 | 8453 | 3,53E+005 | 1020
06.09.2017 | 1,47E+004 | 8358 |3,57E+005| 1020 | 3825 1,20
1,48E+004 | 81.63 | 3,68E+005 | 1020

69



Tabelle 27: Messdaten Plasmaproben Patient 12

Abnahmedat. PF A CA PFE cE MW SD
(ng/ml) (ng/ml)
1,24E+001 | 0,00 | 3,58E+005 | 1020
27.03.2017 | 1,06E+001 | 0,00 |3.46E+005| 1020 | 0,00 0,0
9,85E+000 | 0,00 | 3,44E+005| 1020
4.28E+003 | 24,27 | 3,58E+005| 1020
24.04.2017 | 4,20E+003 | 2530 |3.37E+005| 1020 | 26,41 2.35
4.62E+003 | 29,68 | 3,16E+005| 1020
7.17E+003 | 44,78 | 3,25E+005 | 1020
22.05.2017 | 7,41E+003 | 47,45 |3.17E+005| 1020 | 44,81 2,14
6,84E+003 | 42,20 | 3,29E+005 | 1020
5,79E+003 | 37,31 | 3,15E+005 | 1020
19.06.2017 | 5,07E+003 | 3330 | 3,09E+005| 1020 | 3565 1,70
5,53E+003 | 36,33 | 3,09E+005 | 1020
5,27E+003 | 3353 | 3,19E+005 | 1020
17.07.2017 | 5,67E+003 | 3849 | 2,99E+005| 1020 | 35.68 2.08
5,07E+003 | 35.00 | 2,94E+005 | 1020
1,05E+004 | 70,34 | 3,03E+005 | 1020
14.08.2017 | 9,94E+003 | 7055 |2,86E+005| 1020 | 69,70 1,06
9,98E+003 | 6821 |2,97E+005| 1020
7.95E+003 | 54,15 | 2,98E+005 | 1020
11.09.2017 | 7,.94E+003 | 49.74 | 3,24E+005 | 1020 | 52.42 1,92
7.60E+003 | 53.38 | 2,89E+005 | 1020
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Tabelle 28: Messdaten Plasmaproben Patient 14

Abnahmedat. PF A CA PFE cE MW SD
(ng/ml) (ng/ml)
4.65E+000 | 0,00 |1,68E+005| 1020
24.04.2017 | 1,13E+001 | 0,00 |3,08E+005| 1020 | 0,00 0,0
1,33E+001 | 0,00 | 3,22E+005 | 1020
0,49E+003 | 56,99 | 3,38E+005 | 1020
22.05.2017 | 9,89E+003 | 56,71 | 3,54E+005| 1020 | 57,34 0,71
1,00E+004 | 52.24 | 3,48E+005 | 1020
8,75E+003 | 52.25 | 3,40E+005 | 1020
19.06.2017 | 8,36E+003 | 50,06 | 3,39E+005 | 1020 | 50,56 1,22
8,37E+003 | 49.39 | 3,44E+005 | 1020
1,02E+004 | 6255 | 3,31E+005 | 1020
17.07.2017 | 1,03E+004 | 63.35 | 3,30E+005 | 1020 | 62,17 1,15
1,06E+004 | 60,61 | 3,55E+005 | 1020
1,48E+004 | 80,97 | 3,71E+005 | 1020
16.08.2017 | 1,45E+004 | 83.38 | 3,53E+005 | 1020 | 82.96 1,48
1,47E+004 | 8453 | 3,53E+005 | 1020
1,19E+004 | 72,32 | 3.34E+005 | 1020
11.09.2017 | 1,21E+004 | 72.66 | 3,38E+005 | 1020 | 71.47 1,45
1,18E+004 | 69.43 | 3,45E+005 | 1020
4,07E+003 | 2558 |3.23E+005| 1020
18.10.2017 | 4,64E+003 | 2638 | 3,57E+005| 1020 | 2564 0,58
4.34E+003 | 24,96 |3,53E+005| 1020
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Tabelle 29: Messdaten Plasmaproben Patient 15

Abnahmedat. PF A CA PFE cE MW SD
(ng/ml) (ng/ml)
2.23E+000 | 0,00 | 3,53E+005 | 1020
27.03.2017 0,00 0,00
1,42E+001 | 0,00 |3.34E+005 | 1020
5,36E+003 | 36,88 | 2,95E+005 | 1020
24.04.2017 | 5,64E+003 | 3855 |2.97E+005| 1020 | 37.65 0,69
5,12E+003 | 37,52 | 2,77E+005 | 1020
6,85E+003 | 4650 | 2,99E+005 | 1020
22.05.2017 | 6,88E+003 | 4564 |3.06E+005| 1020 | 45,78 0,54
6,48E+003 | 4520 | 2,91E+005| 1020
6,00E+003 | 42,63 | 2,90E+005 | 1020
19.06.2017 | 6,00E+003 | 40,33 | 3,02E+005 | 1020 | 4128 0,98
5,40E+003 | 4090 | 2,68E+005 | 1020
6,95E+003 | 43.01 | 3,28E+005 | 1020
17.07.2017 | 6,42E+003 | 4572 | 2,85E+005 | 1020 | 44.96 1,39
6,64E+003 | 46,16 | 2,92E+005 | 1020
6,48E+003 | 42,43 | 310E+005| 1020
14.08.2017 | 6,43E+003 | 47.81 | 2,73E+005 | 1020 | 4568 234
6,55E+003 | 46,81 | 2,84E+005 | 1020
5,32E+003 | 38,02 | 2,84E+005 | 1020
11.09.2017 | 6,04E+003 | 41,28 |2,97E+005| 1020 | 4025 1,58
6,25E+003 | 41,46 | 3,06E+005| 1020
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Tabelle 30: Messdaten Plasmaproben Patient 16

Abnahmedat. PF A CA PFE cE MW SD
(ng/ml) (ng/ml)
1,16E+001 | 0,00 | 2,90E+005 | 1020
03.07.2017 | 8,56E+000 | 0,00 |3,17E+005| 1020 | 0,00 0,00
1,24E+001 | 0,00 | 2,95E+005 | 1020
6,05E+003 | 42.64 | 2,88E+005 | 1020
31.07.2017 | 5,86E+003 | 42,33 | 2.81E+005| 1020 | 42,71 0,35
6,21E+003 | 4317 | 2,92E+005 | 1020
2.93E+003 | 19,50 | 3,05E+005 | 1020
04.09.2017 | 2,85E+003 | 19,09 |3.03E+005| 1020 | 18,58 1,03
2.66E+003 | 17,14 | 3,15E+005 | 1020
1,84E+003 | 12,66 | 2,95E+005 | 1020
09.10.2017 12,93 0,27
1,99E+003 | 13,20 | 3,06E+005 | 1020
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Tabelle 31: Messdaten Eichgerade - Linearitat

Messung PF A ¢ A(\:'(AnLgc/:r-nl) ¢ AS(OnE/LmI) Acc. In %
V1 550 ng/ml (1) | 1,78E+006 597 550 109
V1550 ng/ml (2) | 1,65E+006 552 550 100
V1550 ng/ml (3) | 1,46E+006 489 550 88,9
MW 1,63E+006 546
SD 160934,77 54,25
V2 285 ng/ml (1) | 9,45E+005 313 285 110
V2 285 ng/ml (2) | 8,70E+005 288 285 101
V2 285 ng/ml (3) | 8,69E+005 287 285 101
MW 9,07E+005 296
SD 53033,01 14,73
V355 ng/ml (1) | 1,60E+005 47,1 55 85,6
V355 ng/ml (2) | 1,41E+005 40,5 55 73,6
V3 55ng/ml (3) | 1,31E+005 37,2 55 67,6
MW 1,44E+005 41,6
SD 14730,92 5,04
V4 28,5ng/ml (1) | 9,33E+004 24,5 28,5 86
V4 28,5 ng/ml (2) | 9,27E+004 24,3 28,5 85,2
V4 28,5 ng/ml (3) | 8,74E+004 22,5 28,5 79
MW 9,11E+004 23,77
SD 3247,05 1,10
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Tabelle 32: Messdaten Systemeignung

PFE ¢ A ¢ A Ret.Time
Messung Name PF A (2030ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) (min)
IST SOLL

1 Ala 1,09E+004 | 1,89E+005 112,27 102,00 3,41

2 Alb 1,04E+004 | 1,86E+005 | 111,99 | 102,00 3,43

3 Alc 1,06E+004 | 1,84E+005 112,15 102,00 3,42

4 Ald 1,07E+004 | 1,86E+005 111,99 102,00 3,39

5 Ale 1,06E+004 | 1,87E+005 110,35 102,00 3,39

6 Alf 1,05E+004 | 1,85E+005 110,49 102,00 3,40
MW 1,07E+004 | 1,86E+005 111,54 3,41
SD 124,72 1572,33 0,80 0,01
RSD in % 1,17 0,84 0,72 0,44
1 A2a 5,35E+003 | 1,77E+005 58,84 51,00 3,41

2 A2b 5,36E+003 | 1,84E+005 56,71 51,00 3,38

3 A2c 5,33E+003 | 1,84E+005 56,39 51,00 3,40

4 A2d 5,34E+003 | 1,81E+005 57,43 51,00 3,39

5 A2e 5,37E+004 | 1,85E+005 56,51 51,00 3,45

6 A2f 5,31E+003 | 1,85E+005 55,88 51,00 3,44
MW 5,34E+003 | 1,83E+005 56,96 3,41
SD 19,72 2867,44 0,96 0,03
RSD in % 0,37 1,57 1,69 0,75
1 A3a 4,79E+004 | 1,83E+005 509,55 510,00 3,40

2 A3b 4,95E+004 | 1,89E+005 509,85 510,00 3,38

3 A3c 5,00E+004 | 1,89E+005 515,00 510,00 3,41
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4 A3d 5,00E+004 | 1,91E+005 509,61 510,00 3,42
5 A3e 5,03E+004 | 1,92E+005 509,99 510,00 3,43
6 A3f 4,98E+004 | 1,90E+005 510,24 510,00 3,43
MW 4,96E+004 | 1,89E+005 510,71 3,41
SD 790,39 2886,75 1,93 0,02
RSD in % 1,59 1,53 0,38 0,52
Tabelle 33: Messdaten Spezifitat
Messung Name PF A PFnS/(niIC;BO (n:g:;S/%I) (ng/mCI)ASOLL
1 Ala 4,79E+004 1,83E+005 112,27 102,00
2 Alb 4,95E+004 1,89E+005 111,99 102,00
3 Alc 5,00E+004 1,89E+005 112,15 102,00
4 Ald 5,00E+004 1,91E+005 111,99 102,00
5 Ale 5,03E+004 1,92E+005 110,35 102,00
6 Alf 4,98E+004 1,90E+005 110,49 102,00
MW 49583,33 189000,00 111,54
SD 790,39 2886,75 0,80
RSD in % 1,17 1,53 1,59
H20 nach 6. Messung Kein Peak <0
| ewyovwris [0 | ] [ |
1 A2a 1,09E+00 1,89E+005 112,27 51,00
2 A2b 1,07E+004 1,86E+005 111,99 51,00
3 A2c 1,06E+004 1,84E+005 112,15 51,00
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4 A2d 1,07E+004 1,86E+005 111,99 51,00
5 A2e 1,06E+004 1,87E+005 110,35 51,00
6 A2f 1,05E+004 1,85E+005 110,49 51,00
MW 10666,67 186166,67 111,54
SD 124,72 1572,33 0,80
RSD in % 1,17 0,84 0,72
H20 nach 6. Messung Kein Peak <0

1 A3a 5,99+003 1,93E+005 60,42 510,00
2 A3b 5,95E+003 1,91E+005 60,64 510,00
3 A3c 5,99E+003 1,94E+005 60,11 510,00
4 A3d 5,97E+003 1,88E+005 61,82 510,00
5 A3e 5,96E+003 1,82E+005 63,75 510,00
6 A3f 4,93E+003 1,85E+005 62,40 510,00
MW 5965,00 188833,33 61,52
SD 21,41 4297,93 1,28
RSD in % 0,36 2,28 2,08
H20 nach 6. Messung Kein Peak
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Tabelle 34: Messdaten Methodenpréazision

Messung Name PF A PRE ¢ A (ng/mi)

(1030 ng/ml) IST

1 R 102 ng/ml a 1,09+004 1,89E+005 112,27

2 R 102 ng/ml b 1,07E+004 1,86E+005 111,99

3 R 102 ng/ml ¢ 1,06E+004 1,84E+005 112,15

4 R 102 ng/ml d 1,07E+004 1,86E+005 111,99

5 R 102 ng/ml e 1,06E+004 1,87E+005 110,35

6 R 102 ng/ml f 1,05E+004 1,85E+005 110,49

MW 10666,67 1,86E+005 111,54
SD 124,72 954,60 0,80
RSD in % 1,17 0,51 0,72
1 R 51 ng/ml a 5,35E+003 1,77E+005 58,84

2 R 51 ng/ml b 5,36E+003 1,84E+005 56,71

3 R 51 ng/ml c 5,33E+003 1,84E+005 56,39

4 R 51 ng/ml d 5,34E+003 1,81E+005 57,43

5 R 51 ng/ml e 5,37E+003 1,85E+005 56,51

6 R 51 ng/ml f 5,31E+003 1,85E+005 55,88
MW 10666,67 1,83E+005 56,96
SD 124,72 2867,44 0,96
RSD in % 1,17 1,57 1,69
1 Patient 14.7 a 1,34E+004 3,78E+005 73,75

2 Patient 14.7 b 1,36E+004 3,78E+005 74,29

3 Patient 14.7 c 1,38E+004 3,75E+005 75,43

4 Patient 14.7 d 1,38E+004 3,76E+005 75,23
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5 Patient 14.7 e 1,38E+004 3,77E+005 75,03

6 Patient 14.7 f 1,38E+004 3,76E+005 75,23
MW 13650,00 3,77E+005 74,65
SD 152,75 1105,54 0,84
RSD in % 1,12 0,29 1,12
1 Patient 15.7 a 1,69E+004 3,47E+005 50,16

2 Patient 15.7 b 1,73E+004 3,55E+005 50,19

3 Patient 15.7 ¢ 1,69E+004 3,50E+005 49,73

4 Patient 15.7 d 1,70E+004 3,47E+005 50,46

5 Patient 15.7 e 1,67E+004 3,53E+005 48,73

6 Patient 15.7 f 1,70E+004 3,47E+005 50,46
MW 16966,67 3,50E+005 49,69
SD 179,51 3184,16 0,60
RSD in % 1,06 0,91 1,20
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Tabelle 35: Messdaten Wiederholbarkeit

Messung PF A (103PoigE/m|) A fgglml) ) As(gE/Lml)
Pla 1,01E+004 | 1,83E+005 | 107,44 102,00
P1b 1,02E+004 | 1,84E4005 | 107,91 102,00
Pic 1,02E+004 | 1,85E+005 | 107,33 102,00
. MW 107,56
STABW 0,25
RSD in % 0,24
P2a 9,80E+003 | 1,77E+005 | 10877 102,00
P2b 9,85E+003 | 1,77E+005 | 108,33 102,00
P2c 5,80E+003 | 1,75E4005 | 110,02 102,00
’ MW 10666,67 109,04
SD 124,72 0,71
RSD in % 1,17 0,65
P3a 9,49E+003 | 1,72E+005 | 107,41 102,00
P3b 8,66E+003 | 1,63E+005 | 103,43 102,00
P3c 8,00E+003 | 1,62E+005 | 106,95 102,00
° MW 13650,00 105,93
SD 152,75 1,75
RSD in % 1,12 1,68
P10 8,52E+003 | 1,58E4005 | 104,97 102,00
P11 8,68E+003 | 1,58E+005 | 106,95 102,00
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P12 8,50E+003 1,53E+005 108,15 102,00
) MW 16966,67 106,69
SD 179,51 1,60
RSD in % 1,06 1,50
P13 8,84E+003 1,58E+005 104,97 102,00
P14 8,83E+003 1,58E+005 106,95 102,00
P15 8,75E+003 1,57E+005 108,15 102,00
° MW 16966,67 108,73
SD 179,51 0,22
RSD in % 1,06 0,20
P16 8,70E+003 1,56E+005 108,57 102,00
P17 8,72E+003 1,57E+005 108,12 102,00
P18 8,71E+003 1,58E+005 107,31 102,00
° MW 16966,67 108,00
SD 179,51 0,63
RSD in % 1,06 0,59
O e
MW 107,66
STABW 1,51
RSD % 1,40
I
Messung PF A PFE c A(ng/ml) | c A (ng/ml)
(1030ng/ml) IST SOLL
H201a 8,37E+003 1,59E+005 102,48 102,00
H201b 8,31E+003 1,60E+005 101,11 102,00
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H201c 8,16E+003 1,55E+005 102,48 102,00
MW 102,02
STABW 0,79
RSD in % 0,78
H202a 8,41E+003 1,60E+005 102,32 102,00
H202b 8,41E+003 1,63E+005 100,44 102,00
H202c 8,41E+003 1,62E+005 101,06 102,00
MW 101,27
SD 0,69
RSD in % 0,95
H203a 8,43E+003 1,64E+005 100,07 102,00
H203b 8,40E+003 1,63E+005 100,32 102,00
H203c 8,49E+003 1,62E+005 102,02 102,00
MW 100,80
SD 1,06
RSD in % 1,05
H204a 8,41E+003 1,62E+005 101,06 102,00
H204b 8,24E+003 1,57E+005 102,17 102,00
H204c 8,36E+003 1,58E+005 103,00 102,00
MW 102,08
SD 0,97
RSD in % 0,95
H205a 8,42E+003 1,63E+005 100,56 102,00
H205b 8,45E+003 1,64E+005 100,30 102,00

82



H205c 8,35E+003 1,62E+005 100,34 102,00
MW 100,40
SD 0,14
RSD in % 0,14
H206a 8,10E+003 1,57E+005 100,43 102,00
H206b 8,20E+003 1,59E+005 100,40 102,00
H206¢ 8,20E+003 1,56E+005 102,33 102,00
MW 101,05
SD 1,10
RSD in % 1,09

MW 101,27
STABW 0,98
RSD % 0,97
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Tabelle 36: Messdaten Tag zu Tag Prazision

Tag Probe PF A (253% cA (lggT/ mi) CAS(ggL/Lm')
ng/ml)
N

1 Ab51-26.1 | 4,75E+004 | 1,77E+005 58,84 51,00

A51-26.1 | 4,75E+004 | 1,84E+005 56,71 51,00

A51-26.1 | 4,68E+004 | 1,84E+005 56,39 51,00

A51-26.1 | 4,45E+004 | 1,81E+005 57,43 51,00

A51-26.1 | 4,42E+004 | 1,85E+005 56,51 51,00

A51-26.1 | 4,43E+004 | 1,85E+005 55,88 51,00
MW 59,96
STABW 0,96
RSD 1,69
Varianz si2 0,92

2 A51 -29.1 5,99E+003 | 1,93E+005 60,42 51,00

A51-29.1 5,95E+003 | 1,91E+005 60,64 51,00

A51 - 29.1 5,99E+003 | 1,94E+005 60,11 51,00

A51-29.1 5,97E+003 | 1,88E+005 61,82 51,00

A51-29.1 5,96E+003 | 1,82E+005 63,75 51,00

A51 - 29.1 5,96E+003 | 1,85E+005 62,40 51,00
MW 61,52
STABW 1,28
RSD 2,08
Varianz s22 1,64

84



1 A510-26.1 | 4,75E+004 | 1,80E+005 513,71 510,00
A510-26.1 | 4,75E+004 | 1,81E+005 510,87 510,00
A510-26.1 | 4,68E+004 | 1,78E+005 511,83 510,00
A510-26.1 | 4,45E+004 | 1,68E+005 515,64 510,00
A510-26.1 | 4,42E+004 | 1,69E+005 509,14 510,00
A510-26.1 | 4,43E+004 | 1,70E+005 507,29 510,00
MW 511,41
STABW 3,03
RSD 0,59
Varianz si2 9,17
A510-29.1 | 4,79E+004 | 1,83E+005 509,55
A510-29.1 | 4,95E+004 | 1,89E+005 509,85
A510-29.1 | 5,00E+004 | 1,89E+005 515,00
A510-29.1 | 5,00E+004 | 1,91E+005 509,61
A510-29.1 | 5,03E+004 | 1,92E+005 509,99
A510-29.1 | 4,98E+004 | 1,90E+005 510,24
MW 510,71
STABW 1,93
RSD 0,38
Varianz s22 3,74
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Tabelle 37: Messdaten Temperaturstabilitéat

PFE ¢ (ng/mL) | ¢ (ng/ml) | Abbau
Probe Temp. PF A (1030ng/ml) ( IgT ) é(gLL ) %
Al -20°C 2,74E+004 1,77E+005 301,35 300,00 -0,45
A2 -20°C 2,79E+004 1,81E+005 300,07 300,00 -0,02
A3 -20°C 2,75E+004 1,80E+005 297,41 300,00 0,86
A4 -20°C 2,78E+004 1,79E+005 302,34 300,00 -0,78
A5 -20°C 2,73E+004 1,78E+005 298,57 300,00 0,48
A6 -20°C 2,78E+004 1,81E+005 299,00 300,00 0,33
MW 27616,67 179333,33 299,79 0,07
STABW 226,69 1490,71 1,67 0,56
RSD % 0,82 0,83 0,56 794,63
Al KS 5-6 °C | 1,99E+004 1,35E+005 286,96 300,00 4,35
A2 KS 5-6 °C | 2,20E+004 1,49E+005 287,43 300,00 4,19
A3 KS 5-6 °C | 2,25E+004 1,53E+005 286,28 300,00 1,57
A4 KS 5-6 °C | 2,37E+004 1,60E+005 288,35 300,00 3,88
A5 KS 5-6 °C | 2,47E+004 1,66E+005 289,66 300,00 3,45
A6 KS 5-6 °C | 2,54E+004 1,65E+005 299,67 300,00 0,11
MW 23033,33 154666,67 289,73 3,42
STABW 1825,44 10687,48 4,58 1,53
RSD 7,93 6,91 1,58 44 54
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Al AS 4°C | 2,34E+004 1,52E+005 299,69 300,00 0,10
A2 AS 4°C | 2,37E+004 1,55E+005 297,66 300,00 0,78
A3 AS 4°C | 2,34E+004 1,52E+005 299,69 300,00 0,10
A4 AS 4°C | 2,37E+004 1,54E+005 299,59 300,00 0,14
A5 AS 4°C | 2,33E+004 1,53E+005 296,46 300,00 1,18
A6 AS 4°C | 2,33E+004 1,52E+005 298,41 300,00 0,53
MW 23466,67 153000,00 298,58 0,47

STABW 169,97 1154,70 1,22 0,41

RSD 0,72 0,75 0,41 85,71
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