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Zusammenfassung

Etwa 10.000 Menschen in Osterreich sind aufgrund von Nierenschiden oder
Nierenfunktionsstorungen auf eine Nierenersatztherapie oder eine neue Niere angewiesen. Da
diese allerdings nicht anndhernd in einem ausreichenden Ausmall vorhanden sind, ist ein
GroRteil dieser Menschen auf die Reinigung des Blutes mittels Dialyse angewiesen. Neben der
vergleichsweise aufwendigen, teuren und stationar durchgefiihrten Hamodialyse gibt es fiir
einen Teil dieser Patienten die Moglichkeit der Peritonealdialyse. Diese hat den ungemein
groRen Vorteil, dass sie von Patienten nach einer entsprechenden Einschulung selbststandig
vorgenommen werden kann. Teilweise sogar ausschlieflich wahrend der Nachtstunden, womit
fiir die Patienten eine deutliche Steigerung der Lebensqualitdt wie auch der Lebenserwartung

erreicht werden kann.

Es besteht allerdings das Problem, dass es durch nicht sterile Handhabung und/oder eine
unzureichend sterile Umgebung zu Infektionen mit teils schwerwiegendem Verlauf kommen
kann. Die Behandlung birgt zudem das Risiko einer peritonealdialysebedingten Peritonitis. Um
dies zu verhindern, kann prophylaktisch ein Antibiotikum verabreicht werden. Zwar existiert
aktuell keine allgemeine Leitlinie mit Empfehlungen, jedoch wurde in den letzten Jahren die
Effektivitat und Vertraglichkeit unterschiedlicher Antibiotika sowie Verabreichungsmethoden

im Zusammenhang mit der Peritonealdialyse untersucht.

In dieser Masterarbeit wurden die Konzentrationen des Antibiotikum Ciprofloxacin in
Dialysatproben von sechs Peritonealdialysepatienten quantifiziert, welches intraperitoneal —
also Uber die Peritonealdialysefliissigkeit — verabreicht wurde. Zur Quantifizierung wurde mit
HPLC-MS/MS mit externem Standard gearbeitet. Da Ciprofloxacin konzentrationsabhingig
wirkt, ist es essentiell zu wissen, ob eine ausreichende Konzentration fiir eine Wirkung am Zielort

—direkt am Peritoneum — erreicht wird.



Abstract

Approximately 10,000 people in Austria rely on kidney replacement therapy or a kidney
transplant due to a kidney damage or dysfunction. However, the availability of donor kidneys is
far from sufficient. So, most of these individuals depend on blood purification through dialysis.
In addition to the often complex, expensive, and hospital-based haemodialysis, some patients
have the opinion of peritoneal dialysis. But this method is only used for approximately 7 % of
patients. A significant advantage of peritoneal dialysis is that patients can perform it
independently, often even exclusively at night. This significantly enhances their quality of life

and survival rates.

But there is a risk that improper handling or non-sterile environment may lead to infections with
potential severe consequences, such as peritoneal dialysis-associated peritonitis. To prevent
this, patients get prophylactic antibiotic administration but no wuniversal guidelines
recommendations currently exist. In recent years, the efficacy and compatibility of different

antibiotics and administration routes in connection with peritoneal dialysis have been studied.

In this master’s thesis, the concentrations of the antibiotic ciprofloxacin in dialysate samples
from six peritoneal dialysis patients were quantified. Ciprofloxacin was administered
intraperitoneally through the peritoneal dialysis fluid. The quantification was performed by

using HPLC-MS/MS with an external standard.



1 Einleitung

Die Niere erfillt im Korper eine Reihe an wichtiger Funktionen. Man denkt sofort an die
Reinigung des Blutes und die Regulation des Wasser- und Elektrolythaushaltes. Aber die Nieren
leisten noch viel mehr. Sie regulieren (iber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
den Blutdruck, sind durch die Produktion von diversen Hormonen wie Erythropoetin etwa an
der Bildung von Erythrozyten und der Umwandlung von Vitamin D-Vorstufen in seine aktive
Form Cholecalciferol beteiligt und sie spielen auch im Saure-Basen-Haushalt eine wichtige Rolle,
u. a. durch Ausscheidung und Rickresorption sauer bzw. basisch reagierender lonen wie
Wasserstoff (H) und Bicarbonat (HCOs). Zusatzlich sorgen sie auch dafir, dass lebenswichtige
Stoffe wieder aus dem Ultrafiltrat riickresorbiert werden und dem Korper zur Verfligung stehen
(Salze, Aminosduren, Zucker,...). Die Nierenfunktion kann anhand der Glomeruldren
Filtrationsrate (GFR) abgeschatzt werden. Zur genauen Beurteilung der Funktion werden dann
auch andere Parameter herangezogen. Bei einer chronischen Niereninsuffizienz (NI) ist es
wichtig rechtzeitig MaBnahmen zu ergreifen. Anfangs kann gegebenenfalls mit Medikamenten
flir Entlastung der Nieren gesorgt werden, aber spdtestens ab einer NI Stadium 5 (GFR
<15 ml/min) — besser ab Stadium 4 (GFR<30 ml/min) — sollte eine Dialyse angedacht werden.
Optimalerweise wird die Niere schon zuvor entlastet. Wichtig ist auch, eine sich anbahnende
chronische (NI) rechtzeitig zu erkennen, da diese im Gegensatz zur akuten NI — die ebenso
sofortige Behandlung bedarf — unumkehrbar ist. Es gibt allerdings auslésende Faktoren, an
denen bereits im Vorfeld geschraubt werden kann, wie Bluthochdruck, Diabetes mellitus,

Autoimmunerkrankungen oder Harnabflussstérungen®®,

In der Therapie der terminalen, dialysepflichigen Niereninsuffizienz ist die Nierentransplantation
die optimale Therapie. Da dies aber aufgrund langer Wartezeiten in der Regel keine
unmittelbare Behandlung verspricht, sind die Patienten auf eine Dialyse angewiesen. Bei der
Dialyse wird das Blut gefiltert und von Abfall- und Stoffwechselprodukten weitestgehend
befreit. Hierflr haben sich die Himodialyse (HD) und Peritonealdialyse (PD) etabliert. Die HD ist
die am haufigsten angewendete Dialyseform. Sie erfolgt extrakorporal — das Blut wird aus dem
Korper geleitet, liber eine semipermeable Membran gefiltert und wieder in den Koérper

geleitet®’,

Die PD ist ein modernes Heimdialyseverfahren und hat den grofRen Vorteil, dass sie sich positiv
auf die Lebensqualitdt, aber vor allem auf die Nierenrestfunktion und damit auch auf die
Lebenserwartung auswirkt. In den ersten Jahren nach Dialysebeginn zeigt die PD vergleichbare,

in manchen Studien sogar bessere Ergebnisse in puncto Lebenserwartung und bringt einige



weitere Vorteile wie ein geringeres Infektionsrisiko und geringere Therapiekosten mit sich.

Selbst Patienten mit Diabetes mellitus kénnen von dieser Art der Therapie sehr profitieren”2,

Die PD ist ein intrakorporales Verfahren, bei dem das Blut lber das Peritoneum (Bauchfell)
gefiltert wird und die Stoffwechselprodukte (iber ein Dialysat entfernt werden. Die
Dialysatwechsel erfolgen nach bestimmten Wechselregimen, die im Vorfeld bestimmt, an den
Patienten angepasst und etabliert werden miissen. Danach kdénnen sie in hdauslicher Umgebung
stattfinden. Die Wechselzeiten sind in einem gewissen Rahmen flexibel und koénnen
gegebenenfalls auch anderen Ortes durchgefiihrt werden. So kdnnen die Patienten nicht nur
einem aktiven Lebensstil (Arbeit, Freizeitaktivitaten bis hin zu Sport) nachgehen, sondern auch
Reisen und Urlaub sind moglich — und das bei einer vergleichbaren, teilweise sogar besseren
Lebenserwartung®*7*14,

Ein groRer Nachteil, der zwingend im Blick zu behalten ist, die Gefahr an einer Peritonealdialyse-
bedingten Peritonitis zu erkranken. Sie ist die haufigste Form der Peritonitis und kann nicht nur
fatale Folgen flir den Patienten haben, sondern auch die Effektivitat der PD langfristig reduzieren

bis unméglich machen®> 2,



1.1 Peritonealdialyse
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Abbildung 1: Grundziige einer Peritonealdialyse (https://riepharm.de/peritonealdialyse/, 31.07.2024)

Neben der klassischen Dialyse — der Himodialyse — ist die Peritonealdialyse eine weitere Form
der Dialyse bei der Stoffwechsel- und Abbauprodukte wie auch Uberschiissiges Kérperwasser
ausgeleitet werden kénnen, wenn dies von den Nieren nicht mehr oder nur noch eingeschrankt
gewihrleistet werden kann”1%23,

Wie man Abbildung 1 entnehmen kann, wird eine Peritonealdialysefliissigkeit (PDF) iber einen
anfangs gelegten Zugang am Bauch (Katheter) in das Peritoneum geleitet und fiir einen
bestimmten Zeitraum darin belassen. Durch die gute Durchblutung des Peritoneums kdnnen
harnpflichtige Stoffe via Diffusion in das Dialysat Gibertreten. Die Effektivitdt der Dialyse wird vor
allem von der Permeabilitdt des Peritoneums bestimmt. Das Konzentrationsgefalle zwischen
Blut und Dialyseflissigkeit erleichtert, dass Abfall- und Stoffwechselprodukte wie auch
Uberschissiges Korperwasser (Ultrafiltration) abgefiihrt werden. Die Grundlage der PD bilden
Diffusion, Konvektion und Ultrafiltration”%%,

Es werden beim Erwachsenen ca. 3-4 | Dialysefliissigkeit Gber den Katheter in den Bauchraum
geleitet und dort belassen. Dieser Vorgang dauert ca. 20 min. Nach einigen Stunden muss das
Dialysat abgelassen und gegebenenfalls durch ein frisches ersetzt werden. Wahrend der Dialyse
kénnen die Beutel abgenommen und der Katheter dicht verschlossen werden. Das Ablassen

erfolgt mittels Schwerkraft oder automatisiert tiber einen Cycler!121%24,


https://riepharm.de/peritonealdialyse/

Der Cycler steuert die Verweildauer und Fiillmenge sowie den Ein- und Auslauf der PDF. Welche
Peritonealdialysemethode und im weiteren Behandlungsregime gewahlt wird, hiangt von der
Permeabilitat des Peritoneums aber auch von der Restfunktion der Nieren ab. Wichtig ist, dass
das Dialysat Stoffwechselprodukte nur bis zur Sattigungskonzentration aufnehmen kann und
dementsprechend rechtzeitig getauscht werden muss. Der Stoffaustausch wird durch den
osmotischen Druck durch die hypertone Glukoseldsung zusatzlich vorangetrieben. Er erfolgt mit
zunehmender Zeit immer langsamer, da ein Teil der Glukose vom Korper aufgenommen wird
und sich dadurch das Konzentrationsgefdlle verandert. Zudem steigt die Konzentration an
Stoffwechselprodukten kontinuierlich, was den Austausch ebenso verlangsamt!0-121524,

Als Ubliches osmotisches Reagens wird Glukose (in unterschiedlichen Konzentrationen) in den
Dialyselésungen verwendet. Diese kdnnen unter Anpassung der Antidiabetischen Therapie
selbst bei Diabetes mellitus angewendet werden. Es gibt allerdings auch Dialyseldsungen die
ohne Glukose auskommen. Hierfliir werden Aminosduren oder Polyglucose als osmotisches
Agens verwendet. Eine solche glukosefreie, osmotische Substanz ist Icodextrin. Icodextrin wird
in der Extraneal® Dialysel6sung verwendet, die in der Studie verwendet wurde, die dieser Arbeit
zugrunde liegt. Es besteht aus Oligo- und Polysacchariden, wirkt kolloidosmotisch und es erfolgt
nahezu keine Resorption. Glukose hat Nachteile fir den Metabolismus (u. a. Gewichtszunahme,
Glukosetoleranz, Lipidstoffwechselstorungen) und kann durch jahrelange Anwendung das
Peritoneum in seiner Funktion verdndern. Zusétzlich entstehen bei konventionellen,
laktathaltigen Glukoselosungen durch Hitzesterilisation toxische Glukosedegradationsprodukte
(GDP). Zwar sorgt der niedrige pH-Wert der Lésung dafiir, dass weniger GDP entstehen, aber
diese sind zelltoxisch und flihren zu Ablagerungen von sog. advanced glycation endproducts
(AGEs) an der Peritonealmembran, was langfristig Schaden verursacht und die Funktion des
Peritoneums beeintrdchtigt. Zudem

kénnen diese auch aufgenommen werden und systemisch wirken. AGEs sind vor allem fiir ihre
gefalschadigende Wirkung bei Diabetes mellitus bekannt. Aber auch die Anwendung von nicht
glukosehaltigen PDF kann Zytokine aktivieren, die inflammatorische und fibrotische Prozesse am
Peritoneum bewirken oder systemische Prozesse auslésen kénnen’”10.25-27,

Jliingere Studien zeigen vielversprechende Ergebnisse, wenn die PD als initiales Dialyseverfahren
Anwendung findet und dann im weiteren Behandlungsverlauf durch eine HD ersetzt wird. Dieses
Vorgehen wird ,Integrated Care” genannt. Hierbei ist es entscheidend, den Zeitpunkt fiir den
Wechsel zur HD korrekt und rechtzeitig zu wahlen. Um diesen Zeitpunkt nicht zu versaumen,
werden regelmalig Parameter wie die Ultrafiltrationsleistung, die Clearance von Uramietoxinen
sowie die Funktionalitat der Peritonealmembran Uberprift. Allgemein lasst sich sagen, dass es

nur wenige absolute Kontraindikationen fiir die PD gibt (siehe Kapitel 1.6)%73°,



1.2 Peritoneum

Das Peritoneum ist eine diinne,
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Organen reduziertl0.16:31-33 Abbildung 2: Aufbau und Stoffaustausch am Peritoneum (Teitelbaum, 2021)

Wie Abbildung 2 zeigt, setzt sich das Peritoneum aus einer mesothelialen Schicht mit einer
Bindegewebsschicht zusammen, die sich im Wesentlichen aus Kollagen und
Mukopolysacchariden besteht und von Blut- und LymphgefalRen durchzogen ist. Nach Geppert
et al. 2015 ist das peritoneale Endothel die grofRte Barriere fiir den Transport und somit den
bidirektionalen Austausch von Stoffen. Das Peritoneum ist besonders gut durchblutet und kann
deswegen vergleichbar mit dem Endothel bei der Hamodialyse fungieren. Durch das
Konzentrationsgefille kénnen Uber die Kapillaren des Peritoneums harnpflichtige, kleine
Molekiile in das Dialysat Ubertreten. Es ist allerdings durchlassiger fiir etwas grofRere Molekile
wie Proteine. Dieser Verlust an Proteinen muss z. B. liber die Nahrung wieder ausgeglichen
Werden10’13’16’23.

Je permeabler das Peritoneum ist, desto effektiver gestaltet sich die Therapie mittels PD. Die
Permeabilitdt kann relativ einfach mittels eines standardisierten Tests Uberpriift werden, dem
sogenannten Peritonealen Aquilibrationstest (PET). Hierbei werden 2 | eines 2,5%igen Glukose-
Dialysats liber 4 h im Peritoneum belassen. Anschliefend wird das Verhaltnis von Kreatinin im

Dialysat zum Plasma ermitte[t810:34-36,




1.3 Peritonealer Zugang und Peritonealdialyselésungen
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Abbildung 3: Funktionsprinzip der Peritonealdialyse: Das Bild links zeigt wie die Dialyselésung eingebracht wird, am rechten
Bild kann man erkennen, wie das Dialysat nach der PD in einen leeren Beutel abgelassen wird
(https://www.gesundheit.gv.at/krankheiten/nieren-harnblase/dialyse/peritonealdialyse-bauchfelldialyse.html, 30.07.2024)

Abbildung 3 zeigt das Einbringen und Ablassen der PDF mit ~
samtlichen Stoffwechsel- und Abfallprodukten Ulber einen
zuvor gelegten Katheter in der Bauchdecke. Wichtig ist, dass
hierfir immer die Schwerkraft genutzt wird. Zum Einbringen
hangt der Beutel mit der PDF Gber dem Bauchniveau und zum
12,14-16

Ablassen liegt er Ublicherweise auf dem FulRboden

Bei dem Katheter handelt es sich um einen transkutanen

Abdominalkatheter, der in der Regel laparoskopisch

angebracht wird und mit der Bauchhaut und dem

Parietal
peritoneum

Untergewebe verwdchst. Es steht eine groe Auswahl an

unterschiedlichen Silikon- und Polyurethankathetern zur
Auswahl. Wie man in Abbildung 4 sehen kann, wird der diinne
Kunststoffschlauch tiblicherweise tief ins Becken eingebracht,
am Bauchfell befestigt und meist in der Nadhe des

Bauchnabels nach aulRen geleitet. Je nach physiologischen —

Gegebenheiten kann die Implantationsstelle von Patient zu  Abbildung 4: Zugang ins Peritoneum

Patient variieren®3"%, (Teftelbaum, 2021)

Herkdmmliche PD-Losungen sind von der Zusammensetzung an die des humanen Plasmas

angepasst. Sie enthalten Elektrolyte in dhnlicher Konzentration wie das Plasma und einen


https://www.gesundheit.gv.at/krankheiten/nieren-harnblase/dialyse/peritonealdialyse-bauchfelldialyse.html

Bikarbonat-Prakursor (meist Laktat) als Puffer. Als osmotisches Agens wird haufig Glukose, in
unterschiedlichen Konzentrationen, verwendet. Sie dient der Erzeugung eines Konzentrations-
gefilles, das fiir die Ultrafiltration wichtig ist. Aber auch die Verwendung von Polyglucosen oder
Aminosauren ist moglich. Die Anwendung von Glukose ist recht haufig, da sie in der Anwendung
als kostenginstig und sicher gilt. Bei Anpassung der antidiabetischen Therapie findet sie auch

bei Patienten mit Diabetes mellitus Anwendung’-10.16:24:27.38

1.4 Arten der Peritonealdialyse

Bis vor wenigen Jahren wurden die PD-

Patienten Uberwiegend mit der CAPD
kontinuierlich  ambulanten  Peritoneal-

dialyse (CAPD) behandelt, bei der die "
Dialysatwechsel handisch durch den CcPb
Patienten erfolgen. Inzwischen ist die T
automatisierte  Peritonealdialyse  (APD)

deutlich popularer. In Abbildung 5 sind die CCPD +CAPD
unterschiedlichen = Wechselregime dar- mit Tidal-PD

gestellt, nach denen CAPD- und APD-
Abbildung 5: Wechselregime unter CAPD- und APD-Behandlung:

Behandlungen Ublicherweise durchgefiihrt Wdhrend die NIPD und CCPD keine extra Dialysatwechsel
wdhrend des Tages erfordern, wird bei der CCPD + CAPD als

werden. Aufgrund zahlreicher Vorteile intensiviertes Regime ein manueller Wechsel tagsiiber benétigt.
Die Tidal-PD bleibt Patienten mit hochpermeablem Peritoneum
steigt die Zahl der mit APD behandelten orhenaiten (Fughsller, 2003)
Patienten laufend. Insbesondere bietet sie gegeniiber der HD, aber auch CAPD eine erhéhte
Lebensqualitdt, da untertags kein bzw. gegebenenfalls nur wenige Dialysatwechsel erforderlich
sind. Im Vergleich zur HD verbessert sie die Lebensqualitat zusatzlich durch den Entfall der
regelmaRigen Aufenthalte auf Dialysestationen. Besonders Diabetiker profitieren in den ersten
Jahren sogar mit einer erhéhten Nierenrestfunktion verglichen mit der HD. Zudem kann sie auch
bei adlteren Patienten und Kindern eingesetzt werden. Je permeabler das Peritoneum ist, desto
effektiver gestaltet sich die Dialyse. Etwa 5 % der Patienten, die eine PD erhalten, weisen jedoch
ein ausgesprochen niedrig permeables Peritoneum auf. Aus diesem Grund ist eine APD aufgrund

der kurzen Verweildauer des Dialysats fiir dieses Patientenkollektiv nicht geeignet. Sie kdnnen

allerdings mittels CAPD, die mit deutlich langeren Verweilzeiten arbeitet, dennoch behandelt

werde n7,8,10—12, 14-16,28,39-42



1.4.1 Kontinuierlich ambulante Peritonealdialyse — CAPD

Bei der CAPD missen taglich 3-5 Dialysatwechsel vom Patienten manuell vorgenommen
werden. Allgemein lassen sich 3-4 dieser Wechsel mehr oder weniger gut in den Tag integrieren.
Jeder Wechsel nimmt ca. 45 Minuten Zeit in Anspruch. Ein moglicher 5. Wechsel flie3t jedoch in
die Nachtstunden und reduziert die Lebensqualitat fiir die Patienten deutlich, was haufig zum
Abbruch der Therapie fiihrt. Ein weiterer grofSer Nachteil ist, dass Patienten bei jedem Wechsel
neue Beutel an den Katheter anschlieBen miussen, was mit einem erhdhten Risiko fir
Peritonitiden einhergeht. Zudem kann dies fiir ein korperlich eingeschranktes Patientenkollektiv

schwierig sein”/816.24.2843

1.4.2 Automatisierte Peritonealdialyse — APD

Bei der APD erfolgt der Wechsel des Dialysats automatisch wahrend des Schlafes liber einen sog.
Cycler. Die nachtliche Behandlungsdauer liegt bei 6-9 h. Nach der Behandlung kann je nach
Behandlungsregime frische Dialyseldsung im Korper verbleiben, damit ein Teil der Dialyse auch
tagstber stattfinden kann. So kann ein deutlich hoherer Dialysatumsatz (10-20 |/Tag) erreicht
werden. Durch Verbesserung der Gerate konnten Steigerungen der Clearance und Ultrafiltration
wie auch eine Reduktion der Verweildauer erreicht werden. Dadurch kann oftmals auf die
Dialyse wahrend des Tages verzichtet werden, was wiederum das Risiko einer Peritonitis
deutlich reduziert. Durch die tagliche, kontinuierliche Ultrafiltration wird — im Vergleich zur HD,
bei der alle 2 Tage eine Ultrafiltration tiber 4-5 h erfolgt — das Risiko einer hypotensiven Episode
nahezu vollstandig eliminiert. Untersuchungen an 60 APD-Patienten zeigten, dass bei einem
durchschnittlichen Dialysatverbrauch von 20 |/Tag selbst bei anurischen Patienten mit groRer

Korperoberflache addaquate Effektivitatsparameter gemall der DOQI-Richtlinie erreicht werden

kon nten7,8,11,12,15,24,28,30,39,43,44

Wie in Abbildung 5 ersichtlich, gibt es unterschiedliche Cycler-Regime, die je nach Hersteller,
Patientenkondition und Krankheitsverlauf festgelegt werden. So kann beispielsweise bei
Patienten mit guter Nierenrestfunktion und guter Permeabilitdit des Peritoneums eine
nachtliche intermittierende PD (NIPD) ausreichend sein. Bei eingeschrankter oder beginnender
Verschlechterung der Nierenrestfunktion oder nicht optimaler Permeabilitidt des Peritoneums
kann mit einer kontinuierlichen zyklischen PD (CCPD) behandelt werden, wo zusétzlich zur
nachtlichen Cycler-Behandlung etwas PDF tagsiiber im Korper verbleibt, womit die Entgiftung
auch tagsiiber voranschreiten kann. Durch Optimierung der Behandlungs- bzw. Cycler-Regime

und Telemetrie (On-line-Therapieliberwachung) kann teilweise selbst Patienten mit erloschener



Nierenrestfunktion die intermittierend durchzufiihrende HD erspart bleiben, wenn die PD-

Effektivitat ausreichend hoch gehalten werden kann”#1215,

Nachdem die Mortalitat in den ersten Jahren der Anwendung geringer ist als bei HD-
therapierten Patienten, verschiebt sich das relative Mortalitatsrisiko nach langjahriger
Anwendung allmahlich zugunsten der HD. Die Griinde dafiir sind Ultrafiltrationsverlust durch
Anderung der Morphologie des Peritoneums und Hiufung von Peritonitiden. So wie die HD etwa
im Falle einer Nieren-TransplantatabstoBung keinesfalls als Konkurrenzverfahren, sondern viel
mehr als Ergdnzung zur Transplantationstherapie anzusehen ist, verhalt sich die HD auch zur PD.
Beide Verfahren haben, wie in Kapitel 1.5 ersichtlich, ihre Vor- und Nachteile. ,Aufgrund eines
hierdurch bedingten progressiven Ultrafiltrationsversagens wechseln die meisten Patienten
nach etwas 5-7 Jahren auf die Himodialyse.”, schreiben Ritter et.al. Langere Therapiezeiten sind

allerdings durchaus moglich®434%,
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1.5 Vor- und Nachteile der Peritonealdialyse verglichen mit konventioneller

Hamodialyse

Vorteile

>
>
>

Hoéhere Dialyseeffektivitat’2 >
Langerer Erhalt der Nierenrestfunktion”®

Je nach Studienlage und Interpretation niedrigere
Mortalitat’4041

Hoéhere Uberlebenszeit bei Patienten mit Diabetes >
mellitus’ >
Hoheres Ausmal an Selbststdandigkeit und

Autonomie’

Keine mit der HD vergleichbaren Einschrankungen >
beziglich Familienleben, Freizeitaktivitaten und
Berufstatigkeit und dadurch héhere Lebensqualitat’
Ausibung der meisten Freizeitaktivitaten und
Sportarten méglich?

Keine mit der HD vergleichbaren Einschrankungen
beziiglich Nahrungsaufnahme und

Flissigkeitszufuhrt3

Optimale kontinuierliche Vorlastsenkung bei

Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz &
Vermeidung kardialer Belastung’454

Keine artriovendse Fistel (Dialyseshunt) oder
zentralvendser Dialysekatheter nétig =» geringere
kardiale Belastung?-384647

Optimale Aszitestherapie bei Patienten mit
fortgeschrittenen Lebererkrankungen’#®
Ortsunabhingig: Urlaub moglich!
Ortsunabhangig: auch in landlichen Gegenden
moglich, wo weite Wege bis in die nachste
Einrichtung sind oder es keine stationare
Dialysemoglichkeit gibt (u.a. in
Entwicklungslandern)®®

Kann auch bei Patienten mit Polyzystischer
Nierendegeneration und abdominellen oder
inguinalen Hernien verwendet werden®3*
Geringere Kosten®

Nachteile

Hohere Permeabilitat flr
gréRere Molekiile =» Proteine
miussen Uber Nahrung
ausgeglichen werden®*
Dialyse taglich notwendig®
Veranderung des
Peritoneums bei
Langzeitanwendung®2®
Hohe Eigenverantwortung
und Einhaltung eines
Hygieneprotokolls zwingend
notigl18



1.6 Patienteneignung

Nach objektiver Aufklarung tiber Vor- und Nachteile der Peritoneal- und Hamodialyse durch ein
multidisziplinidres Arzteteam sollte die Entscheidung tiber das Dialyseverfahren dem Patienten
Uberlassen werden. Hierdurch kdnnten Patienten, die von der PD als initiales Dialyseverfahren

profitieren wiirden, deutlich besser erreicht werden3%32:3%49,

Sie ist flr ein breites Patientenkollektiv gut geeignet. Besonders aber fiir Kinder, altere
Patienten, Berufstatige und Patienten die an einem aktiven Lebensstil pflegen. Auch Sport und
Urlaube sind mit einer PD-Behandlung gut moglich. Besonders hervorzuheben sind die initialen
Vorteile fir adipose Patienten, und fir Patienten mit Diabetes mellitus oder mit Herzer-

kra n kU ngen7,20,28,30,32,46,47,50

Es gibt nur wenige absolute Kontraindikationen fiir die PD. Hier wéaren folgende zu erwahnen:
entziindliche Darmerkrankungen, grofRe und insbesondere nicht sanierbare Hernien und das
Fehlen von Feinmotorik oder der mentalen Eignung der Patienten, sofern keine andere

Personen zur Verfiigung steht, die die Dialysatwechsel iibernehmen kann?%:30:32,

1.7 GrolRte Problematik: Peritonitis

Ein groRes Problem bei der Heimdialyse ist die potentielle Kontamination mit Peritonitis-
auslosenden Bakterien. Sie ist mit gravierenden gesundheitlichen Risiken fir den Patienten
verbunden: Schaden am Peritoneum, Verlust der PD-Moglichkeit und Sepsis bis hin zum Tod,
weswegen eine Peritonitis einer umgehenden und konsequenten Behandlung bedarf. Haufige
Ausloser sind Streptokokken, Escherichia coli, Enterokokken, Staphylokokken und Candida.
Besonders fatal sind durch eine Infektion mit Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
oder multiresistenten Erreger (MRE) wie methicillin-resistentem S. aureus (MRSA) ausgeloste
Erkrankungen. Derzeit gibt es keine gemeinhin anerkannten konkreten Empfehlungen zur
Therapie mit Antibiotika. Die KDOQI-Leitlinie empfiehlt jedoch, dass die Behandlung
grampositive, gramnegative, aerobe und anaerobe Erreger abdecken sollte. Solange keine
Sepsis vorliegt, wird eine intraperitoneale Applikationsroute bevorzugt. Weiters empfiehlt
KDOQI die prophylaktische Verabreichung von Breitbandantibiotika in die PDF, um Infektionen
vorzubeugen. Da die CAPD-assoziierte Peritonitis Gblicherweise unkompliziert zu therapieren ist,
kann die Therapie ambulant durch Zugabe eines Antibiotikums in die PDF erfolgen. Patienten
miussen beim Wechsel der Dialyselosungen sehr sorgsam sein und die HygienemaBnahmen
sollten regelmaRig aufgefrischt werden, um das Peritonitisrisiko so gering wie moglich zu halten.

Moderne Kathetersysteme ermoglichen es, das Innere des Katheters steril zu halten, was
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ebenfalls das Infektionsrisiko reduziert. Wiederholte Peritonitiden kdnnen die Morphologie des
Peritoneums verdandern, und damit dessen Permeabilitdit und die Effektivitdt der Dialyse
verschlechtern. Das kann in weiterer Folge bis hin zum Erléschen der Therapiemdoglichkeit

mittels PD fiihren®1318-2251

Glucklicherweise weist diese Komplikation eine riicklaufige Inzidenz auf, die in Deutschland
aktuell bei ca. 1:50 bis 1:70 Monaten liegt. Internationale Leitlinien fordern eine Inzidenz von

>1:30%.

1.8 Medikation und Wirksamkeit von Antibiotika

Die ersten Symptome einer Peritonitis sind Trilbung des Dialysats mit erhéhter Leukozytenzahl
im Dialysat, abdominale Schmerzen und beginnendes Fieber. Zur Abklarung wird die
Leukozytenzahl im Dialysat bestimmt. Der Grenzwert liegt bei 100 /ul. Zusatzlich wird eine
Kultur des Peritonealdialysats angelegt. Da deren Auswertung allerdings Zeit in Anspruch nimmt,
wird Patienten prophylaktisch eine Breitbandantibiotikatherapie verabreicht, sobald sie den
Leukozytengrenzwert Uberschreiten. Diese muss nach Auswertung der Kultur und des

Antibiogramms gegebenenfalls angepasst werdenl?:32:4452-56

Gute Ergebnisse werden erzielt, wenn den Patienten regelmallig prophylaktisch ein
Antibiotikum verabreicht wird. Dieses Vorgehen hat positive Auswirkungen auf die Inzidenz der

Peritonealdialyse-bedingten Peritonitis>*>>°.

1.8.1 Ciprofloxacin

1.8.1.1 Struktur und Eigenschaften

Wie man in Abbildung 6 erkennen kann, ist Ciprofloxacin ist F 7 T
ein synthetisch hergestelltes Breitbandantibiotikum der |
Gruppe der Fluorchinolone mit einem Molekulargewicht l/\N N

von 331,4 g/mol, einer Halbwertszeit von 3,2 h und einer HN\) A

Bioverfugbarkeit von 70 %. Die Ausscheidung erfolgt zu 40-  appildung 6: Struktur von Ciprofloxacin

(https://de.wikipedia.org/wiki/Ciprofloxacin
23.04.24)

50 % unverandert Uber die Niere, 25-40 % werden meta-
bolisiert. Manche Metabolite entfalten eine potentere antibakterielle Wirkung als Ciprofloxacin
selbst. Es besitzt eine pH-abhangige Loslichkeit und ist bei neutralem pH-Wert praktisch

unléslich. Bei einem pH-Wert von 4-5 besitzt es eine Loslichkeit von etwa 40 mg/ml>"~°.

Die Anwendung erfolgt vorzugsweise peroral oder intravends. Es sind aber auch andere

Applikationsrouten moglich. Aufgrund der Moglichkeit von starken, langanhaltenden und


https://de.wikipedia.org/wiki/Ciprofloxacin

teilweise dauerhaften Nebenwirkungen wird die Anwendung bei banalen Infekten mittlerweile
nicht mehr empfohlen. Ciprofloxacin wirkt auch auf humane Zellen und DNA wie auch

mitochondriale DNA zytostatisch und zytotoxisch und hoch mutagen>’~>°,

Die Wirkung beruht auf der Hemmung der bakteriellen DNA-Gyrase Topoisomerase Il. Es wirkt
daher relativ rasch bakteriostatisch und vorwiegend gegeniliber gramnegativen aber auch
grampositiven Bakterien. Es kann sowohl extra- als auch intrazellular wirken, was zur Folge hat,
dass es auch bei atypischen Erregern Anwendung finden kann. Weiters weist es eine bakterizide
Wirkung auf, deren Wirkmechanismus bislang ungeklart ist. Fluorchinolone weisen eine

konzentrationsabhingige bakteriostatische und bakterizide Aktivitat auf>*>°,

1.8.1.2 Wirkmechanismus

Das bakterielle Chromosom

liegt als zirkuldare, doppel- DNA-Polymerase (Pola)
— ]
strangige DNA vor. Ent- e ) /I/ .
strang / -

wunden ist die DNA deutlich //‘I|
Okazaki-Fragment I \
groRer als das Bakterium 5 INmE &\\‘\ - l 5
I 4:‘&\4

Leit-
strang

selbst. Es liegt also nahe, 3

Topoisomerase

DNA-Polymerase (Pol5)

dass die DNA gut gefaltet relicase
Einzelstrang-
bindendes Protein

werden muss, um im
Abbildung 7: DNA-Replikation

Bakterium ausreichend (https://www.biancahoegel.de/biologie/genetik/replikation.html, 12.11.2024)

Platz zu finden. Dies wird von dem Enzym Topoisomerase Il (Gyrase) erledigt. Wahrend der
Transkription wird die geknauelte, doppelstrangige DNA-Helix ein
Stiick weit entwunden. Diesen Prozess zeigt Abbildung 7 anhand
einer Skizze. Wie man sich vorstellen kann, wiirde die Spannung in
der DNA mit zunehmender Liange der
Entwindung stark zunehmen. Damit

dies nicht zu Problemen fiihrt, entwirrt

und schneidet die Topoisomerase Il die

Abbildung 8: Gyrase (grau), die

sich an eine DNA (orange) DNA-Strange auf und verbindet sie
anlagert

(https://www.scinexx.de/news ~ nach der Replikation augenblicklich

/medizin/wie-unsere-dna- . ) . .
knoten-vermeidet/, 11.07.24) wieder. Dies pa55|ert vice versa auch Abbildung 9: DNA-supercoils im

Querschnitt einer Zelle
(https://www.scinexx.de/news/mediz

Topoisomerase Il sich an die DNA anlagert, zeigt Abbildung 8. Sie n/wie-unsere-dna-knoten-
vermeidet/, 11.07.24)

faltet und verdrillt die DNA zu sog. ,supercoils”, schneidet die

beim Falten und Verdrillen der DNA. Wie es aussieht, wenn die
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doppelstrangige DNA-Helix, und verknipft sie augenblicklich wieder, damit spannungsfreie

Windungen entstehen®-%4,

Diese negativ gedrehten supercoils |6sen, wie man anhand von Abbildung 9 erahnen kann, das
Platzproblem und beglinstigen energetisch eine schnelle Transkription und Replikation. Weiters
werden Wirkmechanismen unabhédngig von der Gyrase-Hemmung vermutet, die bislang

unbekannt sind®%%3.

1.8.1.3 Anwendungsgebiete

Ciprofloxacin besitzt ein breites Wirkspektrum gegen gramnegative wie auch grampositive

Bakterien, selbst wenn diese intrazellulir vorliegen®®>°,

Es wird vorwiegend zur Behandlung von Nierenbeckenbodenentziindungen, Harnwegs- und
Darminfektionen gegeben, kann aber durch seine intrazelluldare Wirkung auch bei Infektionen
im Hals-Nasen-Ohren-Bereich, der Atemwege, des Genitaltrakts wie auch der Knochen und
Gelenke gegeben werden und Anwendung bei der Behandlung einer Sepsis finden. Es wird als
Chemo-prophylaxe bei Meningokokken-Meningitis, Gonorrhoe, und nach einer Kontamination
mit dem Milzbranderreger eingesetzt. Ciprofloxacin ware aufgrund seiner zytostatischen und
zytotoxischen Wirkung auch als Chemotherapeutikum von Interesse, hat allerdings ein hohes
genotoxisches Potential im Vergleich zu anderen Chemotherapeutika. Hierdurch gelten

Schwangerschaft und Stillzeit als unbedingte Kontraindikation®%¢°,

1.8.1.4 Minimale Hemmkonzentrationen — MHK

Die Minimale Hemmkonzentration bezeichnet einen Messwert, der die Empfindlichkeit eines
Testkeims Gegenliber eines Wirkstoffs (z. B. Antibiotikum) zeigt. Sie wird im Zuge einer
Resistenztestung von Antibiotika und Antimykotika eruiert und kann Uber unterschiedliche
Verfahren ermittelt werden. Es kann z. B. fiir die Testung eines Antibiotikums eine Bakterien-
suspension mit bekannter Dichte mit einem Antibiotikum in unterschiedlichen Konzentrationen
behandelt werden. Die geringste Antibiotikakonzentration, bei der das Wachstum sichtbar
verhindert wird, wird als Minimale Hemmbkonzentration — MHK bezeichnet. Die Interpretation
der MHK erfolgt anhand der durch EUCAST herausgegebenen Grenzwerte. Sie ermdoglicht eine
Einteilung in sensibel (S), intermediar (1) und resistent (R). So kann eine gezielte Behandlung
einer Infektion mit einer effektiven aber moglichst geringen Konzentration eines Wirkstoffs
vorgenommen werden. Vor allem fiir die Behandlung von komplexen Infektionen oder

Infektionen in schwer zuganglichen Kompartimenten ist dies besonders wichtig. Hierfir ist



gegebenenfalls ein therapeutisches Drug-Monitoring zu bericksichtigen. Ciprofloxacin hat eine

MHK von ca. 0,01-8 mg/°%6:¢7,

1.8.1.5 Kompatibilitidt mit kommerziellen Peritonealdialyselésungen

Ciprofloxacin ist mit gangigen PDF gut kompatibel und lagerungsfahig. Fiir die Studie, die dieser
Arbeit zugrunde liegt, wurde Extraneal® als PDF verwendet. Die Stabilitdt von Ciprofloxacin in
Extraneal® wurde bei 6 °C (Kihlschrank), 25 °C (Raumtemperatur) und 37 °C (Kérpertemperatur)

getestet, und ist jeweils bis zu zwei Wochen stabil?”®8,
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2 Zielsetzung / Fragestellung

Wie in der Einleitung erortert, ist eine der groBen Starken der Peritonealdialyse die Mdglichkeit,
sie im hduslichen Umfeld und teilweise ausschlieBlich nachts durchfiihren zu kénnen.
Ungliicklicherweise hat diese Behandlungsmethode einen grofien Nachteil: die Gefahr einer
Peritonealdialyse-bedingten Peritonitis. Um dieser vorzubeugen wird prophylaktisch, aber auch
zur akuten Behandlung von Peritonitiden, oftmals das Breitbandantibiotikum Ciprofloxacin
verabreicht. Vor allem prophylaktisch bietet es sich an, das Antibiotikum intraperitoneal zu
geben. Es wird lblicherweise direkt vor der Behandlung in die PDF gespritzt. Allerdings ohne
Kenntnis darliber, ob es dort evtl. zu einer eingeschrankten Stabilitdt kommt, was bis hin zu
einem Behandlungsversagen fiihren kann. Es gibt bislang nur wenig Daten zur Stabilitdt und dem
Verhalten von Ciprofloxacin in PDF. Um einen Beitrag zur SchlieBung dieser Liicke zu leisten,
wird in der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie die Konzentration von Ciprofloxacin in den
Peritonealdialysaten von sechs Patienten mittels HPLC/MS quantifiziert. Hierfir wurde ein
Patientenkollektiv von 6 Patienten ausgewahlt, die jeweils eine Dosis Ciprofloxacin intravends

und eine Dosis intraperitoneal erhielten.

In der Vorarbeit von Mag?. pharm. Kathrin Vorauer (2020) wurden bereits Daten erarbeitet. Da
es im Zuge ihrer Arbeit zu Problemen bei der Quantifizierung der Ciprofloxacinkonzentrationen
kam, wird in dieser Arbeit ein Teil der Analyse wiederholt. Hierbei handelt es sich um die

Quantifizierung der Ciprofloxacinkonzentration bei intraperitonealer Gabe.

In welcher Konzentration liegt Ciprofloxacin in Peritonealdialysaten vor,

wenn es intraperitoneal appliziert wird?



3 Spezieller Teil und Ergebnisse
3.1 Optimierung der MS/MS — Parameter

Um Ciprofloxacin in den Patientenproben genau quantifizieren zu kénnen, muss das Tandem-
MS (MS/MS) hinsichtlich seiner Sensitivitat und Selektivitat optimiert werden. Nur dann kénnen
auch kleinste Mengen analysiert und quantifiziert werden. Hierflr wurde eine 0,1%ige Losung
aus dem Ciprofloxacin-HCl Standard hergestellt und mit Hilfe einer Pumpenspritze direkt in die

Elektrosprayionenquelle (ESI) eingebracht.

Im Zuge der automatisierten Substanzoptimierung misst das Gerat fortlaufend Massenspektren
und optimiert die Parameter, bis ein moglichst intensives Precursor- und Produkt-lon detektiert
wird. Die kann man anhand der Abbildungen 11 und 12 sehen. Fir diese Arbeit wurde im
positiven Modus gemessen, da hier aufgrund der Stickstoffprotonierung eine bessere
Empfindlichkeit erreicht werden konnte. Als Produkt-lonen wird ein sog. qualifier- und
quantifier-lon gesucht. Als quantifier wird das Produkt-lon mit der hochsten Intensitat
herangezogen, es dient der Quantifizierung. Das lon mit der zweithdchsten Intensitdat — der

qualifier — dient der Bestatigung der Identitat.

Wie man Abbildung 10 [*= ==
entnehmen kann, ergab ’
sich fiir Ciprofloxacin ein
Quasi-Molekil-lon bei m/z
332,16 [M+H*]. Nach MRM
des Precurser-lons (m/z

332) ergaben sich die Al

Produkt-lonen ,quantifier’ | U e e el

bei m/z 288,10 und Abblld.u.ng 10: Tota/lonens.tfom von Ciprofloxacin; Retentionszeit 3,26 min;
quantifier (blau) und qualifier (rot)

yqualifier” bei m/z 245.
Weitere MRM-Spektren vor und nach der Optimierung der Fragmentierung befinden sich im

Anhang 10.7.

Es wurden folgende Parameter festgelegt:
» MRM quantifier: m/z 332,19/288,10; CE 23.00; CXP 16.00; dwell 150 ms
» MRM qualifier: m/z 332,19/245,10; CE 29.00; CPX 12.00; dwell 15 0 ms

ESI pos.; IS 5500.00; EP 10.00; CUR 17.00; GS1 40.00; GS2 40.00; TEM
500 °C; CAD 5.0; CEM 3000.0; DP 76.00; DF -100
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3.2 Optimierung der HPLC — Parameter

Ein wichtiges Ziel des Optimierungsprozesses ist moglichst schmale, gleichmaRig geformte Peaks

bei kurzen Retentionszeiten zu erhalten. Aullerdem miissen diese gut reproduzierbar sein.

Aufgrund der Vorarbeit von Mag?. pharm.

Tabelle 1: HPLC-Parameter

. HPLC-Saule Acclaim Polar Advantage Il
Kathrin  Vorauer (2020) konnte auf .
. ) C18,120 A
Optimierung der Waschlosungen und
. . ) ) (3 um, 150x 2,1 mm I.D.,
- volumina wie auch Losungsmittel zum Teil
_ ] ) Thermo Fisher Scientific)
verzichtet werden, da diese Grofteils
. Guard Acclaim Polar Advantage Il
iibernommen werden konnten®.,
cartridge C18 guard cartridge
Die Siule wurde gegen eine Polar (Vorsaule) (5um,10x2 mm 1D,
Advantage (PA II) C18 mit einer passenden Thermo Fisher Scientific)
Vorsiule getauscht (Tabelle 1), womit eine Flussrate 0,5 ml/min
bessere Auflésung erreicht werden konnte. Temperatur 25°C
Hierbei wurden die Silanylgruppen mit Sdulenofen
polaren Molekiilen modifiziert. So soll eine Temperatur 4°C
bessere Trennung ermoglicht werden. Bei Autosampler
einer Druchflussrate von 0,5 ml/min und Druck 380...400 bar
einer Saulenofentemperatur von 25 °C Phase A ddH,0 + 0,1%ige
konnte mit einem konstanten Druck von Ameisensaure (FA); pH=2,7
380 bis 400 bar gearbeitet werden. Der Phase B Acetonitril (MeCN) +

Autosampler wurde mit 4 °C betrieben. Als

0,1 %ige Ameisensaure (FA)

Waschlosung fiir den Autosampler wurde

Methanol gewahlt, um einen zuvor bestehenden carry-over Effekt zu verhindern. AuRerdem

100%
80%
60%
40%
20%

Konzentration [%)]

0%
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,0012,00
000 5,00 5,10 8,00 810 13,00

A 90 50 50 10 90 90

mB 10 50 90 90 10 10

Zeit [min]

Abbildung 11: Gradientenelution laut Tabelle unterhalb des
Diagramms

wurde mit einer Gradientenelution aus Phase

A und B laut Abbildung 11 gearbeitet. So war

es moglich, eine Retentionszeit von 3,26 min

zu erhalten.



3.2 Eichgerade

Da in dieser Arbeit lber einen externen Standard quantifiziert wurde, war es notwendig, eine
Verdinnungsreihe von Ciprofloxacin in bekannten Konzentrationen herzustellen und zu
vermessen. Hierflir wurden Stammldsungen in finf unterschiedlichen Konzentrationen
vorbereitet und 6-fach analysiert. Mit dem berechneten Mittelwert der erhaltenen Peakflachen
und den bekannten Konzentrationen der Verdiinnungsreihe wurde die Eichgerade erstellt. Die
hergestellten Konzentrationen waren 10,14 ng/ml, 50,71 ng/ml, 101,4 ng/ml, 507,1 ng/ml,
1014,16 ng/ml und 5070,8 ng/ml. Diese wurden unter Kihlung bei 6 °C aufbewahrt und im

Weiteren bei der Analyse der Proben als quality control (QC) verwendet.

Aus den erhaltenen Peakflichen wurden die Mittelwerte berechnet und den bekannten
Konzentrationen der Verdiinnungsreihe gegeniibergestellt. Es wurde eine Eichgerade mit einer
quadratischen Regression und der Gleichung y = —0,073x2 + 2,25 * €003x — 1,11 * €005 mit

einem BestimmtheitsmaR r = 0,9999 erhalten, die in Abbildung 12 dargestellt ist.

rtpe: [Pesi 1 =] [fes =] Begouin
B Gonganada 2020 10 21 2498 (Pask 13 “Guasian Ragremion Chsalahtingl v= 0070 w226

= 7330 = 22949009 58 1149005 41 = 0
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Abbildung 12: Eichgerade von Ciprofloxacin: y-Achse: Peakflidchen, x-Achse: Konzentrationen der Verdiinnungsreihe
[ng/ml]; Gleichung der Kurve y=-0,073x/2+2,25*e/0,03 x-1,11*e”0,05; r=0,999; Quadratische Regression

Wie man am Verlauf der Eichgerade erkennen kann, flacht die Kurve gegen Ende leicht ab. Das

ist auf die Abnahme der Empfindlichkeit bei hoheren Konzentrationen zurickzufihren.

Im Zuge dieser Arbeit kam es mehrmals zu Problemen beziiglich der Reproduzierbarkeit und
Empfindlichkeit des Massenspektrometers. Darauf wurde erst mit einer Reinigung des MS-
Gerates reagiert und letztendlich stellte sich eine Reparatur mit Austausch einiger Komponenten
als erforderlich heraus. Hierdurch konnte das Problem in einen Bereich von 10 ng/ml und
darunter verschoben werden, was fiir diese Arbeit kein Problem darstellt, da selbst die

geringsten gemessenen Konzentrationen mehr als ein 10-faches davon betrugen.

21




3.3 Patientenproben

3.3.1 Alle Patienten

Alle Patienten

700,0
= Patient 01
600,0 = Patient 02
500,0 Patient 03
Patient 04

400,0

== Patient 05
300,0 = Patient 06
200,0 —=(@-Alle Patienten

Konzentration [mg/I]

100,0

0,0
0,3 1 2 3 4 6 9 12 15 19 20 21 22 23 24
Zeit [h]

Diagramm 1: Ciprofloxacin-Konzentrationen (c/t) im Dialysat [mg/|] (iber einen Verlauf von 24 Stunden [h] fiir alle
Patienten. Die violette Kurve stellt den Mittelwert aller Patienten dar

Diagramm 1 zeigt den Konzentrations-Verlauf Uber die Zeit (c¢/t) der Ciprofloxacin-
Konzentrationen im Dialysat iber 24 h hinweg. Es enthdlt die Kurven aller Patienten wie auch
die Kurve der berechneten Mittelwerte aller Patienten. Man kann gut erkennen, dass bei der
intraperitonealen Gabe von Ciprofloxacin die maximale Konzentration (cmax) zum Zeitpunkt 0O
erreicht ist und ab hier abfallt. Patient 06 zeigt mit Cmax05=664,58 mg/l die hdochste
Anfangskonzentration, Patient 02 mit Cmax02=369,50 mg/| die niedrigste. Die Unterschiede in

den Anfangskonzentrationen amortisieren sich im Zeitverlauf allmahlich.

Wie man den Kurvenverlaufen entnehmen kann, kommt es teilweise zu einer scheinbaren
Konzentrationserhéhung (Patient 01, 03 und 04). Es ist davon auszugehen, dass die Konvektion
und Bewegung der Patienten fiir eine unterschiedliche Verteilung des Ciprofloxacin sorgen und

so fur die Inhomogenitat der Kurvenverldufe verantwortlich sind (Kapitel 4).

Wie man ebenso gut erkennen kann, kommt es nach Stunde 19 zum Auswaschen und
augenblicklichen Absinken der Ciprofloxacin-Konzentration durch die Zyklus-Therapie (Kapitel

5.1).



3.3.1.1 Durchschnitt aller Patienten

@-Alle Patienten

600,0

500,0

400,0

300,0

200,0

Konzentration [mg/I]

100,0

0,0
0,3 1 2 3 4 6 9 12 15 19 20 21 22 23 24
Zeit [h]

Diagramm 2: Ciprofloxacin-Konzentrationen (c/t) im Dialysat [mg/l] iiber einen Verlauf von 24 Stunden [h] —
Mittelwerte aller Patienten inkl. SD

Die violette Kurve in Diagramm 2 zeigt die Tabelle 2: Datensatz aller Patienten: berechnet mit
dem Mittelwert sdmtlicher Patienten

Mittelwerte der Ciprofloxacin- J-Alle Patienten
Konzentrationen [mg/I] aller Patienten mit Zeit [h] | Konz. [mg/I] | STABW | RSD [%]
den zugehorigen Standardabweichungen 03 512,18 53,73 10,49
. . 1 379,97 86,54 | 22,78
(SD). Wie man auch hier sehen kann, kommt > 321,18 5188 16,15
es nach Stunde 19 zum Auswaschen des 3 270,71 34,34 12,69
Ciprofloxacin durch die Zyklus-Therapie 4 183,83 25,29 13,75
6 123,53 11,28 9,13
(Kapitel 5.1). Besonders auffallend ist die 9 66,20 761 11,50
moderate Streuung nach Stunde 1. 12 39,44 5,98 15,16
15 21,19 2,36 11,15
Aus den mittleren Konzentrationen kann 19 1,93 0,23 11,77
20 0,88 0,07 7,58
man sich folgende Pharmakokinetische 21 0,57 0,04 6,88
Parameter berechnen: 22 0,59 0,04 7,50
23 0,48 0,03 6,30
Kepim = Infezl=ln(erd _ 35 po1 24 0,37 002 | 675
thy —t1
In (2)
t1/2 = o ~295h

Die Kurven der einzelnen Patienten werden auf den folgenden Seiten und Diagrammen in
Kapitel 3.3.2 — 3.3.7 separat beschrieben. Daten zur Einzelaufarbeitung finden sich im Anhang

(Kapitel 10).

23



3.3.2 Patient 01

700,0
600,0
500,0
400,0
300,0
200,0

Konzentration [mg/I]

100,0
0,0

0,3

Patient 01

12 15 19 20 21 22 23 24
Zeit [h]

Diagramm 3: Ciprofloxacin-Konzentrationen im Verlauf von 24 Stunden (c/t) im Dialysat [mg/I] von Patient 01 inkl.
SD

Tabelle 3: Datensatz zu Patient 01

Zeit [h] | Konz. [mg/1] | STABW | RSD [%]
0,3 568,25 61,47 10,82
1 377,41 291,37 77,20
2 400,25 149,38 37,32
3 295,75 114,07 38,57
4 197,17 46,03 23,35
6 79,03 7,24 9,16
9 32,14 0,99 3,09
12 13,88 1,39 10,02
15 8,91 0,81 9,13
19 0,78 0,02 2,87
20 0,41 0,00 0,77
21 0,34 0,01 3,33
22 0,34 0,01 2,46
23 0,30 0,01 2,60
24 0,25 0,01 3,99

Diagramm 5: ¢/t - Kurve zu Patient 01 - Datensatz "D" inkl.

SD

Konzentration [mg/1]

Patient 01 - Proben "D"

600,0

400,0

200,0

0,0

031 2 3 4 6 91215192021222324

Zeit [h]

Der Kurvenverlauf (¢/t) in Diagramm 3 stellt
den Konzentrations-Zeit-Verlauf (c/t) von
Patient 01 dar. Besonders auffallig sind die
breiten Streuungen der Daten von Stunde 1-
4. Betrachtet man die Daten der Doppel-
aufarbeitung getrennt, wie Diagramm 4 und
5 zeigen, sieht man, dass diese
Inhomogenitdat an den unterschiedlichen
Konzentrationen der Proben fir die
Doppelaufarbeitung (,,D“ und ,DD“ — siehe
Kapitel 5.3) liegen und sich die Streuung der
Werte amortisiert. Konzentrationen, SD und
RSD wie auch die groRere Diagramme der
Kurvenverlaufe kénnen Anhang 10.1

entnommen werden.

Patient 01 - Proben "DD"

600,0
400,0

200,0

Konzentration [mg/I]

0,0
031 2 3 4 6 91215192021222324
Zeit [h]

Diagramm 4: ¢/t - Kurve zu Patient 01 - Datensatz "DD"
inkl. SD



3.3.3 Patient 02

Patient 02

700,0
600,0
500,0

4000 %

—f—

300,0
200,0

Konzentration [mg/I]

100,0 =

0,0

-
—

12
Zeit [h]

15 19 20

21 22

23 24

Diagramm 6: Ciprofloxacin-Konzentrationen im Verlauf von 24 Stunden (c/t) im Dialysat [mg/I] von Patient 02 inkl.

SD

In  Diagramm 6 sieht man die
Konzentrationen von Ciprofloxacin [mg/I] im
Dialysat von Patient 02. Die
Anfangskonzentration von
Cmax(02=369,50 mg/| liegt hier deutlich unter
dem Durchschnitt von cmaxg=512,18 mg/I
und stellt die geringste Konzentration unter
den Patienten in der Studie dar. Hier kann
wieder eine erhdhte SD zu Stunde 1 und 2
wie auch Stunde 9 und 12 beobachtet

werden.

Tabelle 4: Datensatz zu Patient 02

Zeit [h] | Konz. [mg/1] | STABW | RSD [%]
0,3 369,50 17,59 4,76
1 271,50 59,95 22,08
2 234,67 35,28 15,04
3 165,58 9,88 5,96
4 134,50 5,70 4,24
6 93,28 5,97 6,40
9 40,29 10,25 25,45
12 40,96 15,85 38,69
15 15,17 1,36 8,95
19 0,99 0,14 14,35
20 0,52 0,03 6,14
21 0,35 0,01 1,74
22 0,30 0,02 7,92
23 0,29 0,01 3,75
24 0,25 0,01 3,88
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3.3.4 Patient 03

700,0
600,0
500,0
400,0
300,0
200,0

Konzentration [mg/I]

100,0
0,0

b

A

0,3 1

Patient 03

12 15 19 20 21 22 23 24
Zeit [h]

Diagramm 7: Ciprofloxacin-Konzentrationen im Verlauf von 24 Stunden (c/t) im Dialysat [mg/I] von Patient 03 inkl.

SD

Tabelle 5: Datensatz zu Patient 03

Zeit [h] | Konz. [mg/1] | STABW | RSD [%)]
0,3 434,17 18,60 4,28
1 306,42 30,06 9,81
2 185,33 7,36 3,97
3 226,57 13,35 5,89
4 167,17 7,70 4,60
6 105,05 3,57 3,40
9 54,49 4,13 7,57
12 27,67 1,76 6,38
15 15,02 1,39 9,26
19 1,63 0,05 3,09
20 0,64 0,01 1,34
21 0,00 0,00 0,00
22 0,31 0,01 2,06
23 0,00 0,00 0,00
24 0,00 0,00 0,00

In Diagramm 7 ist der Kurvenverlauf von
Patient 03 zu sehen. Wie man erkennen
kann, fallt die Ciprofloxacin Konzentration
[mg/lI] in den ersten 2 h ab. Danach kommt
es wie bereits in Abschnitt 3.1.1 erwahnt zu
einem einmaligen Anstieg zu Stunde 3, bevor

die Konzentration wieder absinkt.



3.3.5 Patient 04

Patient 04

700,0
600,0

500,0 [
400,0

}7
——
——
kA

300,0

A

200,0 I

Konzentration [mg/I]

FA

100,0

0,0
0,3 1 2 3 4 6 9

12 15

Zeit [h]

9 20 21

22 23

24

Diagramm 8: Ciprofloxacin-Konzentrationen im Verlauf von 24 Stunden (c/t) im Dialysat [mg/I] von Patient 04 inkl.

SD

In Diagramm 8 sind die Ciprofloxacin-
Konzentrationen [mg/l] von Patient 04
abgebildet. Auffallend ist das Konzentrations-
Plateau von Stunde 1-3 wie auch die moderaten
Streuung zu den Zeitpunkten 0,3-1 h, 4 h und
15-20 h.

Sobald man die Proben getrennt analysiert,
zeigt sich auch hier eine Homogenitat der
Daten. Die Kurven und Tabellen der
Einzelbestimmung der Proben finden sich im

Anhang 10.2.

Tabelle 6: Datensatz zu Patient 04

Zeit [h] | Konz. [mg/1] | STABW | RSD [%]
0,3 487,17 127,83 26,24
1 400,25 85,29 21,31
2 398,75 57,51 14,42
3 400,92 20,40 5,09
4 225,00 51,70 22,98
6 206,25 28,57 13,85
9 122,75 17,63 14,36
12 79,14 11,58 14,63
15 46,06 7,38 16,02
19 3,96 0,61 15,47
20 1,09 0,18 16,57
21 0,63 0,03 5,45
22 0,49 0,07 14,87
23 0,33 0,04 11,61
24 0,31 0,03 8,37
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3.3.6 Patient 05

Patient 05
700,0
600,0
500,0
400,0
300,0
200,0

Konzentration [mg/I]

100,0

0,0 @ L > o o e
0,3 1 2 3 4 6 9 12 15 19 20 21 22 23 24
Zeit [h]

Diagramm 9: Ciprofloxacin-Konzentrationen im Verlauf von 24 Stunden (c/t) im Dialysat [mg/I] von Patient 05 inkl.
SD

Tabelle 7: Datensatz zu Patient 05 Die Konzentrations-Zeit-Kurve von Patient
Zeit [h] | Konz. [mg/1] | STABW | RSD [%] 05 in Diagramm 9 zeigt einen nahezu

03 549,42 48,24 878 perfekten Verlauf mit einer guten, engen

1 397,50 23,47 5,90 Streuung (siehe Tabelle 7).

2 276,75 22,43 811

3 190,50 15,38 8,08

4 124,50 10,40 8,35

6 79,33 6,02 7,59

9 43,08 2,79 6,48

12 26,23 1,99 7,59

15 18,42 1,93 10,49

19 2,65 0,34 12,71

20 1,66 0,07 4,36

21 1,38 0,14 10,00

22 1,38 0,14 9,93

23 1,24 0,07 5,95

24 0,84 0,08 9,75




3.3.7 Patient 06

Patient 06

800,0
700,0
600,0
500,0
400,0
300,0
200,0
100,0

0,0

Konzentration [mg/I]

0,3 1 2 3 4 6

12
Zeit {h]

15 19 20

21 22

23 24

Diagramm 10: Ciprofloxacin-Konzentrationen im Verlauf von 24 Stunden (c/t) im Dialysat [mg/I] von Patient 06 inkl.

SD

Auch die c¢/t-Kurve von Patient 06 in
Diagramm 10 zeigt einen schonen Verlauf.
Die Anfangskonzentration liegt deutlich iber
dem Durchschnitt von cmaxg=512,18 mg/I
und stellt von allen Patienten mit
Cmax(06)=664,58 mg/| die hochste

Konzentration dar.

Tabelle 8: Datensatz zu Patient 06

Zeit [h] | Konz. [mg/1] | STABW | RSD [%]
0,3 664,58 48,67 7,32
1 526,75 29,11 5,53
2 431,33 39,32 9,12
3 344,92 32,97 9,56
4 254,67 30,19 11,85
6 178,25 16,34 9,17
9 104,47 9,88 9,46
12 48,78 3,30 6,77
15 23,58 1,31 5,55
19 1,58 0,20 12,61
20 0,97 0,10 10,80
21 0,74 0,05 6,35
22 0,72 0,02 2,38
23 0,73 0,05 7,00
24 0,57 0,02 3,94
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4 Diskussion und Schlussfolgerung / Ausblick

Die Peritonealdialyse stellt sich fir dialysepflichtige Patienten als eine Methode heraus, die zu
Unrecht unterreprasentiert ist. Sie ermoglicht es Patienten, ein normales Leben mit
Berufstatigkeit, Freizeitaktivitaten, Sport und Urlauben weiterzufiihren — je nach Schweregrad
der Erkrankung teilweise nur mit geringen Einschrankungen des Tagesablaufs. Allerdings stellt
die Gefahr einer PD-bedingten Peritonitis ein erhebliches Risiko fiir die Patienten dar, dessen
Auswirkungen im Eintrittsfall vom Verlust der Moglichkeit zur Durchfiihrung der PD bis hin zu
Sepsis und Tod reichen konnen. Weiters fiihrt eine PD-Therapie im Zeitverlauf in der Regel zu
Veranderungen am Peritoneum, die eine Fortsetzung der Behandlung unvorteilhaft oder gar
unmoglich machen. Durch eine ,integrated care“-Therapie, an deren Anfang eine Therapie mit
PD steht, die im Laufe der Zeit — falls n6tig — durch eine Hdmodialyse ersetzt wird, kann nicht
nur die Lebensqualitat der Patienten hochgehalten werden, sondern auch der Zeitpunkt wo ein

Nierenersatz unumginglich ist oftmals um viele Jahre hinausgezégert werden?37:1820.22,70,

Es erscheint erstrebenswert, die Vorteile der PD moglichst lange auskosten zu kénnen, dabei
aber gleichzeitig das Risiko einer PD-bedingten Peritonitis (vor allem Infektionen mit MRE)
soweit wie moglich zu reduzieren. Ein Ansatz dafiir ist die praventive Gabe von Antibiotika.
Hierzu gibt es in den letzten Jahren Versuche mit verschiedenen Antibiotika und
Applikationsrouten. Ein Ansatz ist, das Antibiotikum direkt an Ort und Stelle intraperitoneal zu
verabreichen. Um abschéatzen zu kénnen, wie sich das Antibiotikum Ciprofloxacin wahrend der
PD in der PDF verhalt, wurde in dieser Arbeit der Konzentrationsverlauf im Dialysat tiber 24 h

ge messen52—54,57,68—71.

Ein wichtiger Teil dieser Arbeit war zu zeigen, dass intraperitoneal verabreichtes Ciprofloxacin
in ausreichend hoher Konzentration und fir eine ausreichend lange Zeit in der PDF stabil
vorhanden bleibt, um eine Wirksamkeit zur Vorbeugung einer PD-bedingten Peritonitis
erreichen zu kdnnen. Die Beurteilung der hier erhobenen Daten, hinsichtlich der Wirksamkeit
und Effektivitdt von intraperitoneal verabreichtem Ciprofloxacin, obliegt der

Studienleitung®%971,

Zur Anwendung von anderen Antibiotika beii. p.-Gabe gibt es bereits einige Studien. Dies waren
unter anderem Meropenem, Vancomycin, Fosfomycin, Cefazolin und Azteonam. Lange Zeit gab
es nur eine Arbeit, die sich mit der peroralen Aufnahme von Ciprofloxacin beschaftigt hat. In den
letzten Jahren kamen noch einige wenige Arbeiten zur i. p.-Anwendung von Ciprofloxacin

dhnlich dieser, hinzul74452,54,55,69,71



Die Arbeit von Li et al. zeigt, dass eine i. p. Gabe von Antibiotika gleichermaRen wirksam wie
eine p. o. Gabe ist. Allgemein ist anzumerken, dass bei gleicher Wirksamkeit eine lokale
Anwendung von Arzneimitteln aufgrund eines haufig besseren Nebenwirkungs- und Nutzen-

Risiko-Profils in der Regel zu bevorzugen ist®.

Um eine Wirksamkeit gegenliber Ciprofloxacin-empfindlichen Erregern gewahrleisten bzw.
abschitzen zu kénnen, kann man sich mit der MHK helfen. Diese liegt bei ca. max. 2 ug/ml
(manche Erreger 8 ug/ml). Hierbei muss allerdings beachtet werden, dass bei einer MHK von
8 pg/ml eine Resistenzentwicklung moglich ist und unbedingt beobachtet werden muss.
Moglicherweise gibt es ein alternatives Antibiotikum, welches mit einer geringeren Dosis (laut
Antibiogramm) auskommen findet. Bei beginnender Sepsis ist die parenterale Gabe von
Ciprofloxacin der intraperitonealen zu bevorzugen, da hier eine schnelle systemische Wirkung

essentiell ist>>.

Es stellt sich die Frage: Wenn die PD ein der HD hinsichtlich der Dialysequalitat gleichgestelltes
Dialyseverfahren ist, warum kommt es nicht 6fter zum Einsatz? Weltweit liegen die aktuellen
Zahlen bei etwa 7 %, in manchen Landern ist der Anteil sogar riicklaufig. Und das obwohl man
aufgrund der Einfachheit der Durchfiihrung und Kosteneffizienz einen deutlich groReren Markt
bedienen kdnnte, sowie auch Lander, in denen es nur eingeschriankte medizinische Versorgung
gibt oder wo fiir derartige Behandlungen eine lange Anreise in Kauf genommen werden muss.
PD Dr. med. Horst-Walter Birk von der Landesarztekammer Hessen sieht die geringe Verbreitung
der PD als: ,Folge struktureller Defizite beziiglich Ausbildung von Nephrologen (40 % haben PD
in der Facharztausbildung kaum/gar nicht kennengelernt) sowie der Aufkldrung inzidenter
Dialysepatienten (41 % wurden nicht tGber PD aufgeklart) ist (...). Obwohl 51 % der befragten
Nephrologen die Lebensqualitdt unter PD als hoher ansehen und 55 % bei eigener
Dialysepflichtigkeit eine PD-Behandlung wahlen wirden, liegt die PD-Rate in deren
Dialysezentren bei nur 10,5 %.“ Ein anderer Punkt ist, dass die PD besonderen Patientengruppen
mit besonderen physiologischen Gegebenheiten oder Erkrankungen wie Kinder und alteren
Personen, Patienten mit Diabetes, Herzinsuffizienz oder Transplantatversagen nur sehr
zuriickhaltend angeboten wird. Das obwohl es sich gezeigt hat, dass die PD auch fir dieses

Patientenkollektiv eine hervorragende Wahl ist323°,

Allgemein ist festzuhalten, dass ein Studienumfang von 6 Patienten bestenfalls als Vorstudie
ausreichend ist. Bevor man die intraperitoneale Gabe von Ciprofloxacin als akute oder
prophylaktische Behandlungsmethode etablieren kann, misste die Studie in einem deutlich

grofleren Umfang mit komplexerem Studiendesign wiederholt werden. Mittlerweile gibt es
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einige wenige Daten zu anderen AB in einem &ahnlichen Setting. Optimal hierfir ware ein

Vergleich mit einem anderen vielversprechenden AB46971,

Weiters stellt sich die Frage, wie die Probenentnahme abgelaufen ist. Vielleicht er6ffnet das
Wissen darliber eine weitere Erklarung fir die Inhomogenitaten der Kurven bei Patient 03 und

04 (Kapitel 3.3.4 und 3.3.5).

Wie in den Diagrammen zu den Daten aller Patienten (Kapitel 3.3.1) gut zu erkennen ist, kommt
es bei der i. p. Gabe von Ciprofloxacin zu einem ahnlichen Kurvenverlauf wie er bei einer
klassischen Elimination 1. Ordnung zu erwarten ware — wie es auch fir Eliminationsprozesse von
Niere und Leber typisch ware. Allerdings handelt es sich hierbei um die initiale Aufnahme von
Ciprofloxacin in den Korper. Zudem ist die Kurve aufgrund der Verdiinnungsprozesse durch die

Ultrafiltration flacher.

Da es, bei der i. p. Gabe und bei der Betrachtung des Peritoneums als Kompartiment hier keine
klassischen Absorptions-, Verteilungs- und Metabolisierungsprozesse wie bei einer Gabe von
Ciprofloxacin p. o. oder i. v. gibt, ist die maximale Konzentration (Cms) zum Zeitpunkt O
vorhanden. Ab diesem Zeitpunkt finden hier ausschlieBlich Absorptions- und
Verdiinnungsprozesse statt. Des Weiteren kommt es zu Konvektionsprozessen. Diese scheinen
unter anderem fir die Inhomogenitdt der Kurvenverldufe verantwortlich zu sein. Wie man
anhand der Daten aller Patienten (Kapitel 3.3.1) gut erkennen kann, kommt es nach Stunde 19
zum Auswaschen und augenblicklichen Absinken der Ciprofloxacin-Konzentration durch den

Beginn der Zyklus-Therapie (Kapitel 5.1).

Sieht man sich die Kurven von Patient 02 und 06 (Kapitel 3.3.3 und 3.3.7) an, stechen sie durch
eine auffallend niedrige bzw. hohe Anfangskonzentration heraus. Dieser Unterschied relativiert

sich mit der Zeit zunehmend.

Patient 01 und 04 (Kapitel 3.3.2 und 3.3.5) weisen gegeniber der Kurven der anderen Patienten
inhomogenere Verlaufe auf. Es kommt im Verlauf dieser Kurven zu kurzen Anstiegen der
Ciprofloxacin-Konzentrationen, bevor diese wieder abfallt. Da allerdings die Streuung der Daten
relativ eng ist, kann man gut erkennen, welche Auswirkung die Konvektion und physiologischen
Bedingungen des Patienten haben kénnen. Die kurzen Anstiege kdnnten z. B. an der Bewegung
des Patienten liegen. Hierdurch kénnte ein Teil des Ciprofloxacin durch ungiinstige Bedingungen
in einem Kompartiment des Peritoneums eingeschlossen gewesen sein, wo weniger Resorption

stattgefunden hat, welcher anschlieBend durch die der Bewegung ins restliche Peritoneum



gelang und dort zu einem Anstieg gefiihrt hat. Um dies allerdings genau sagen zu kénnen,

musste der Studienaufbau ein anderer sein.

Um eine Wirkung von Ciprofloxacin bei einer akuten PD-bedingten Peritonitis aufzeigen zu
kénnen, misste man sich die Daten unter jenen Umstanden (also bei einer Patientengruppe mit
einer PD-bedingten Peritonitis) ansehen. Da hier allerdings immer das Risiko einer Sepsis mit
teils schwerwiegenden Komplikationen auftreten kann, ist hier ein Wechsel auf eine parenterale
Gabe eines Antibiotikums anzuraten. Zudem ware es interessant, sich anzusehen, welche Menge
an Ciprofloxacin im Blutplasma ankommt, und ob tber diese Applikationsroute auch dort eine
ausreichend hohe Konzentration erreicht werden kann, um einer Sepsis zuvorzukommen. Auch

hierflr ware ein deutlich groRerer Stichprobenumfang wiinschenswert.

33



5 Experimenteller Teil / Material und Methoden
5.1 Behandlung der Patienten im Universitatsklinikum St. Polten

Die Patienten wurden im Universitatsklinikum St. Polten stationdr mittels Peritonealdialyse
behandelt. Hierflir wurde die Peritonealdialysel6sung Extraneal® der Firma Baxter verwendet,
und begleitend zur Vermeidung von Infektionen das Antibiotikum Ciprofloxacin intravenés und
intraperitoneal tiber die PDF appliziert?’.

Ein wichtiges Kriterium fiir die Teilnahme an der  Tabelle 9: Zeitpunkte der Probenentnahmen

Studie war, dass zum Zeitpunkt der | Dialysat-Probe | Zeitpunkt der
(Patient 1 -6) | Probenentnahme [h]

Probenentnahme keine Peritonitis vorliegen [ 03
durfte. 1 1
2 2
. . o ) 3 3
Jeder Patient erhielt an Tag 1 jeweils eine Dosis 2 2
Ciprofloxacin (400 mg) i. v. und an Tag 8 eine Dosis 6 6
9 9
i. p. mit der PDF verabreicht. Um den Wirkstoff- 3 3
spiegel Uberprifen zu kénnen, wurden mehrere | 15 15
Proben binnen 24 h entnommen und vermessen. Zyklus 1 16,5
Zyklus 2 18
Wie man Tabelle 9 entnehmen kann, umfasste das | zyklus 3 19,5
neun Messungen binnen des Tages wihrend einer | ZYklus 4 21
Zyklus 5 22,5
PDF-Verweildauer von 15h, und 6 Messungen Zyklus 6 24

wahrend der Zyklustherapie nachts, bei der es sechs Wechsel der PDF binnen neun Stunden gab.
Jede Probe wurde doppelt (an zwei unterschiedlichen Entnahmestellen) entnommen und

mehrfach vermessen.

In dieser Masterarbeit konnten aufgrund von technischen Problemen mit der MS nur die Proben
von Tag 8 (intraperitoneal verabreicht) quantifiziert werden. Die restlichen Proben wurden von

Mag?. pharm. Kathrin Vorauer (2020) in ihrer Diplomarbeit analysiert®,

5.1.1 Ciprofloxacin Kabi 400 mg/200 ml Infusionslosung®

Die Patienten erhielten das Antibiotikum, in der Darreicherungsform Ciprofloxacin Kabi
400 mg/200 ml Infusionsldsung®, im Universitatsklinikum St. P6lten, an Tag 8 der Studie, im

Zuge des stationdren Aufenthalts’.

Dies ist eine sterile, klare, farblose Losung in einer Polyethylenflasche oder in einem flexiblen,

durchsichtigen Polyolefinbeutel mit Aluminium-Umverpackung’2.



Zusammensetzung: Ciprofloxacin als Hydrogensulfat, Natriumchlorid, Schwefelsdure,

Natriumhydroxid, Wasser fiir Injektionszwecke’?.

5.1.2 Peritonealdialyseldsung Extraneal®

Extraneal® ist eine sterile, farblose und klare Peritonealdialyselosung der Firma Baxter mit einer
Konzentration von 7,5% m/v in einer Elektrolytlésung. Sie kann sowohl im Rahmen der CAPD als
auch bei der APD bei Patienten mit Niereninsuffizienz zum Einsatz kommen und wird

iblicherweise einmal taglich appliziert?’.

Tabelle 10: Zusammensetzung der PDF Extraneal®

Zusammensetzung Extraneal Elektrolytkonzentration

Icodextrin 75 g/l Natrium 133 mmol/I

Natriumchlorid 5,4 g/l Calcium 1,75 mmol/I

Natrium-(S)-Lactat | 4,5 g/l Magnesium | 0,25 mmol/I

Calciumchlorid 0,257 | g/l Chlorid 96 mmol/I

Magnesiumchlorid 0,051 | g/l Lactat 40 mmol/I

Theoretische 284 Milliosmol/I pH-Wert 5-6

Osmolaritat

Theoretische 301 Milliosmol/kg Sonstige Bestandteile:

Osmolalitat Wasser fiir Injektionszwecke,
Natriumhydroxid oder Salzsdure zur
pH-Wert-Einstellung

5.2 Stabilitat von Ciprofloxacin in Peritonealdialyseldsungen

Ein weiterer wichtiger Parameter um das Ciprofloxacin (iber die PDF geben zu kdnnen ist, dass
es in der PDF stabil ist. Denn sobald es mit der PDF reagiert, Komplexe bildet oder zerfallt, muss
davon ausgegangen werden, dass es zu einer eingeschrankten Wirkung bis hin zum

Wirkungsverlust kommt.

Die Stabilitdt von Ciprofloxacin in PDF — unter anderen in Extraneal® — wurde in einer
vergangenen Diplomarbeit von Mag. pharm. A. Ferth liberprift. Ciprofloxacin wurde fiir diese
Studie hinsichtlich seiner Stabilitat bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen untersucht und
war jeweils ca. zwei Wochen stabil. Die Untersuchungen inkludierten die Bedingungen unter
Kihlung (6 °C), bei Raumtemperatur (25 °C), und bei Kérpertemperatur (37 °C). Es konnten keine
Adsorptionsvorgange oder Wirkverluste hinsichtlich der antimikrobiellen Aktivitat erkannt

werden®®.
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5.3 Aufarbeitung der Dialysatproben

Die Dialysatproben wurden am Institut flir Pharmakognosie bei -80 °C gelagert und nach der
Entnahme ca. 1 h lang bei Raumtemperatur zum Auftauen gelagert. Danach wurden die Proben
mit dem Vortexmischer homogenisiert und doppelt ident aufgearbeitet. Das macht jeweils sechs
Probensatze ,,D“ und ,DD”“. Da das Ciprofloxacin i. p. gegeben wurde, mussten die Proben von
Stunde 0 bis 15 aufgrund deren hoher Konzentrationen auf 1:100 verdinnt werden, um im
linearen Bereich der Eichgerade quantifizieren zu kénnen. Hierfiir wurden jeweils 10 ul Probe
entnommen und mit 990 pl bidestilliertem Wasser (ddH,0) aufgefillt und homogenisiert. Die
Proben der Zyklustherapie aller Patienten Z01 bis Z06 besallen geringere Konzentrationen und
es konnten unverdiinnt 0,1 ml in 0,2 ml HPLC Vials Uberfihrt werden. Bei Patient 03 war die
Analyse der Zyklustherapie teilweise nicht moglich, da nicht geniigend Probe vorhanden war
(siehe Kapitel 3.3.4). Da die Ciprofloxacin-Konzentration wahrend der Zyklustherapie sehr
schnell in einen einstelligen Bereich [mg/I] abfillt, stellt das kein groRes Problem dar (Kapitel

10.3).

AnschlieBend wurden samtliche Vials in den Autosampler des HPLC-Geréts Gberfiihrt und jeweils
6-fach analysiert. Vor jeder neuen Patientenprobe wurde ein ,Blank” analysiert, um ein
Grundrauschen oder das Verbleiben von Substanzen auf der Sdule ausschliefen zu kénnen.
Hierflr wurde einmalig ddH,0 injiziert. Zwischen den Analysen unterschiedlicher Proben wurde
immer ein Durchgang mit Losungsmittel eingeschoben, um einen carry-over Effekt ausschlieRen
zu kdénnen und eventuell auftretende Verunreinigungen durch Reste aus den vorangegangenen
Proben auszuwaschen. So konnten jeweils zwolf Ergebnisse pro Probe erhalten und ein
Mittelwert daraus berechnet werden. Zusatzlich wurden stichprobenartig
Ciprofloxacinlésungen in bekannter Konzentration als interne quality control (QC) injiziert. Die

verwendeten Substanzen, Reagenzien und Gerate kdnnen Kapitel 5.8 entnommen werden.

Die QC wie auch die hohere Anzahl an Analysen pro Probe wurden eingefiihrt, um die konstante
Funktionalitat bzw. Reproduzierbarkeit der Analysemethode kontrollieren zu kénnen, da es zu
Beginn der Analysen (vor der Reparatur) massive Probleme mit der Reproduzierbarkeit und

Sensitivitat gab.

5.4 Analyse der Proben

Die erhaltenen Peakflichen wurden mit der bereitgestellten Software aufgearbeitet,
ausgewertet und lGiber den externen Standard quantifiziert. In Microsoft Excel® wurden dann die

Verdinnungen zurtick- und zur Einfachheit auf mg/l umgerechnet. Aus den 12 erhaltenen



Werten (Doppelbestimmung jeder Probe, 6-fach analysiert - siehe Kapitel 5.3) wurden der

Mittelwert, die Standardabweichung (SD), und relative Standardabweichung (RSD) berechnet.

Mit den erhaltenen Werten konnte fiir die Patienten jeweils ein Diagramm (Kapitel 3.3.2 bis
3.3.7) mit den zugehorigen SD erstellt werden. Weiters wurden ein Diagramm, welches alle
Patientendaten zeigt (Kapitel 3.3.1), und ein Diagramm mit dem Mittelwert aller Patienten

(Kapitel 3.3.1.1) erstellt.

5.4.1 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Patientenproben wurde in Microsoft Excel® der Mittelwert
und die Standardabweichung (SD) der Stichprobe berechnet. Zweitere wurde in den
Diagrammen auch als Streuungsmal’ bzw. Fehlerindikator angegeben. Zur Normalisierung der
Daten wurde zudem die Relative Standardabweichung (RSD) berechnet. Da es sich hier um die
Aufarbeitung biologischer Proben handelt, wird eine Streuung von +/- 20 % als moderat

beurteilt.

5.5 Ciprofloxacin-HCI

Wie bereits in Kapitel 1.8.1 erwdhnt, zeigt Ciprofloxacin eine extrem pH-Wert-abhangige
Loslichkeit und ist bei neutralem pH- Wert in Wasser und Alkohol nahezu unléslich. Bei einem

pH-Wert von 4-5 ist die Loslichkeit am héchsten, was der Hydrochlorid-Form entspricht®’.

Da fur diese Arbeit mit Ciprofloxacin als externer Standard quantifiziert wurde, wurde mit
Ciprofloxacin-Hydrochlorid eine Stammldsung mit Methanol hergestellt und diese quantifiziert.
Hieraus konnte eine Eichgerade erstellt werden, die zur Berechnung der

Ciprofloxacinkonzentration in den Dialysatproben herangezogen wurde.
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5.6 Quantifizierungsmethode HPLC-MS/MS

Fiir die Analyse der Proben wurde eine Hochleistungstrenn- mit einer Hochleistungsanalyse-
methode kombiniert, um selbst kleinste Mengen an Ciprofloxacin in den Patientenproben
analysieren zu kénnen. Genauer gesagt wurde eine HPLC mit einem Tandem-MS (MS/MS)
gekoppelt, der als Analysator einen Triple Quadrupol verwendet. Dies ermdglicht eine

hochsensitive und hochselektive Detektion der zu analysierenden Substanz.

5.6.1 High Performance Liquid Chromatography —HPLC

HPLC steht fur High Performance Liquid Chromatography — Hochleisungsfliissigkeits-
chromatographie. Die HPLC ist ein chromatographisches Trennverfahren. Es wird ein
Stoffgemisch mittels einer mobilen Phase (auch Elutions- oder Laufmittel genannt) durch eine
Trennsaule, die die stationdre Phase enthalt, gepumpt, und durch die Wechselwirkungen
zwischen den Phasen aufgetrennt. Voraussetzung fiir die Trennung ist eine reversible
Adsorption — ein dynamisches Gleichgewicht aus Adsorptions- und Desorptionsprozessen —, da
sonst im schlimmsten Fall die Substanzen an der stationdre Phase verbleiben, oder andererseits
ohne Auftrennung durch die Saule gespiilt werden wiirden. Die Griinde fiir die unterschiedliche
Verteilung liegen im Wesentlichen an der Ladung, Polaritat und Geometrie der aufzutrennenden

Stoffe”37¢,

Haufig wird vor der Hauptsdule noch eine Vorsaule verwendet. Diese kurze Saule wird als Filter
verwendet um die Hauptsdule vor Verunreinigungen zu schiitzen. Die HPLC kann sowohl
praparativ als auch analytisch genutzt werden. Die aufgetrennten Substanzen kénnen nach der
Auftrennung gesammelt, oder mit einem oder mehreren hintereinander geschalteten,
geeigneten Detektoren analysiert und mittels geeigneter Software quantifiziert werden. Zur
Quantifizierung werden zusatzlich Standards bendtigt. Hierfiir knnen je nach Gegebenheiten
interne oder externe Standards verwendet werden’*7,

Die Trennung beruht auf der Attraktion der einzelnen zu untersuchenden Substanzen mit der
stationaren und mobilen Phase. Je starker die Wechselwirkungen mit der stationdaren Phase
sind, desto langer bendtigt der Stoff, um die Sdule wieder zu verlassen. Dies schlagt sich in der
Retentionszeit nieder. Nach der Sdule befindet sich ein Detektor, der die Substanzen detektieren
kann. Mittels geeigneter Software kann ein Chromatogramm erstellt, und die darin enthaltenen
Peaks analysiert und gegebenenfalls quantifiziert werden. Die Substanzen werden im

Chromatogramm anhand ihrer Retentionszeiten zugeordnet. Nachfolgende Detektoren wie ein



UV/VIS-Spektrophotometer oder ein  Massenspektrometer (MS)  erhdhen  die

Wabhrscheinlichkeit, dass die Substanz korrekt identifiziert wird’*7>77,

Man unterscheidet unter anderem die NP-HPLC (normal phase) und die RP-HPLC (reverse
phase). Bei der NP-HPLC wird eine polare stationdre Phase (zB. Silicagel/Kieselgel) verwendet.
Die Starke der Elutionskraft der mobilen Phase ist von der Polaritdt der mobilen Phase abhangig.

Je polarer diese ist, desto schneller werden die Substanzen aufgetrennt’7®,

In der Praxis ist die RP-HPLC die gangigere Methode. Bei der RP-HPLC wird eine unpolare
stationdre Phase mit einer polaren mobilen Phase kombiniert. Dies hat den ungemeinen Vorteil,
dass als mobile Phase auch Wasser oder Mischungen aus Methanol oder Acetonitril und Wasser
verwendet werden kénnen, was groRe Vorteile in der Handhabung und Entsorgung hat. Als
stationdre Phase werden modifizierte Silicagelpartikel mit einer Schicht an Alkanen, mit
unterschiedlich langkettigen Kohlenwasserstoffen silyliert (haufig C18), verwendet. Dies

reduziert die Polaritat der Saule deutlich”7®.

AuRerdem gibt es noch die IEX (lon-Exchange Chromatography), bei der die Ladung der lonen
ausgenitzt wird und aufgrund unterschiedlicher Attraktion zum Austauscherharz aufgetrennt
wird, und die SEC (Size-Exclusion Chromatograpy). Bei der SEC wandern die Molekile durch ein

poréses Gel, welches die Molekiile je nach GréRe unterschiedlich lange zuriickh&lt”9-5%,

Um die Trennung weiter zu beeinflussen, gibt es unterschiedliche Verfahren. Neben der
isokratischen Trennung, bei der die Zusammensetzung der mobilen Phase wahrend der
gesamten Trennung gleichbleibend ist, kann man auch mit einer Gradiententrennung arbeiten.
Hierbei andert der sich die Polaritat des FlieBmittels wahrend der Trennung durch Veranderung
der FlieBmittelanteile. Ublicherweise wird die Elutionsstarke wahrend der Trennung erhéht. Die
Verlaufe konnen linear, kurvenférmig oder stufenférmig sein. Hierfiir konnen bis zu 4
verschiedene Losungsmittel verwendet werden. Dies hat in der Regel positive Auswirkungen auf

die Retention”7882,

Analyse: Die aufgetrennten Substanzen und Bestandteile werden anhand ihrer Retentionszeiten
und Peakflachen und eben diesen Parametern von Vergleichssubstanzen analysiert, und anhand
von internen oder externen Standards quantifiziert. Zur eindeutigen ldentifikation unbekannter
Substanzen ist eine Kombination mit weiteren Analysemethoden (z. B. Massenspektrometrie)

erforderlich. Diese kénnen direkt mit der HPLC gekoppelt werden’®75778,
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Beim Arbeiten mit einem externen Standard wird eine Standard-Losung hergestellt und
analysiert. Theoretisch wiirde eine Konzentration ausreichen, da die Kalibrierungsgerade
automatisch durch den Nullpunkt geht. Ublicherweise wird allerdings eine Konzentrations- bzw.
Eichgerade erstellt, um die Stabilitat und Genauigkeit der Analyse gewahrleisten zu kénnen.
Uber die erhaltenen Peakflichen und bekannten Konzentrationen der Standardlésungen kann
im weiteren Verlauf auf die Konzentration des Analyten riickgeschlossen werden’#7,

Wenn ein interner Standard verwendet wird, wird in der Analyse eine Substanz mit bekannter
Konzentration zugegeben, und so Uber die Peakflaichen auf die Konzentration des Analyten
rickgeschlossen. Allerdings muss der interne Standard einige Anforderungen erfillen: Der Peak
des Standards muss sich im Chromatogramm an einer freien Stelle befinden, muss dhnliche
chemische Eigenschaften wie der Analyt haben (ahnliches Verhalten im Chromatogramm), und

die verwendete Konzentration sollte in einer dhnlichen GréRenordnung liegen’*7,

5.6.1.1 Aufbau HPLC

. . . . P -
In Abbildung 13 sieht man den auf die wesentlichen Bumpe a;?;:;‘e -
Elemente reduzierten Aufbau, die fir die Durchfihrung Dampfung  Filter - ":*5
el — =
einer HPLC benétigt werden: = /3@_ 15
. . . . . ot T
» mobile Phase (FlieBmittel, Elutionsmittel) Manometer
» Pumpensystem mit Druckkompensationsschleife - o Integrator j‘::
> Injektor | o] NN | =
» Vor-und Trennsaule (stationére Phase) Elutions- T e
mittelvor- =]
> Detektor (UV-VIS-Spektrometer, MS,...) L %
| @
» System zur Auswertung (PC, Software,...)” = ~ [© =

Die mobile Phase wird liber eine Hochdruckpumpe mit Detentor 2 | =] |
Dampfungsschleifen fiir eine Pulsationsddmpfung o Diiekior:
durch einen Filter zum Injektor geleitet. Hier wird die ’m'
Probe eingebracht. Entweder handisch oder % Ii%

vollautomatisiert via eines Autosamplers (5-20 ul

Abbildung 13: Aufbau einer HPLC-Anlage
Volumen). Auch hier ist es wichtig, dass es nicht zu (Gey, 2015)
Druckschwankungen kommt. Dies wird durch ein ausgekligeltes Probenschleifenventil
ermdglicht’+7678,
Die Trennsaule ist das Herzstlick der Flissigchromatographie — sie enthalt die stationdre Phase.

In der Regel wird vor die Trennsaule eine Vorsaule gehangt, die primar die oftmals sehr teure



Trennsaule vor eventuellen Verunreinigungen schitzen soll. Trennsdulen bestehen
typischerweise aus Edelstahl oder druckverfestigtem Glas in einem Edelstahlschutzmantel, und
sind mit gepacktem, gegebenenfalls modifiziertem Silicagel unter Hochdruck gepackt. Die
Saulenenden sind mit feinmaschigen Filtersieben verschlossen, um Verschmutzung und das
Heraussplilen der feinen Silicakligelchen unter Hochdruck zu vermeiden. Es ist wichtig, dass die
Saule ohne Totvolumen gepackt wird und dieser Zustand erhalten bleibt, da es sonst zu einer
geringeren Auflosung kommt. Dies ware v.a. bei quantitativen Analysen sehr unvorteilhaft. Die
Oberflachensilanolgruppen der Silicakiigelchen lassen sich verhaltnismalRig leicht mit
unterschiedlichen lipophilen (Alkylgruppen) oder hydrophilen (Alkohole, Amine,...) Gruppen
modifizieren, womit man sie gut an die zu trennenden Substanzen bzw. Analyse anpassen kann.
Eine weitere Moglichkeit, die Retention zu optimieren, liegt in der Variation der mobile Phase
(z. B. durch Verwendung eines Elutionsgradienten oder Verdnderung der Temperatur des

Saulenofens)’7>77.78,

5.6.2 Massenspektrometrie — MS

Die Massenspektrometrie wird zur Strukturanalyse von organischen Molekiilen verwendet. In
Kombination mit einem chromatographischen Verfahren ist sie pradestiniert fiir die
Quantifizierung aufgetrennter Strukturen komplexer Matrices. Dabei kann eine Nachweisgrenze
im Nano- bis Femtogramm-Bereich erreicht werden. In der MS werden Probemolekiile mit Hilfe
einer lonenquelle in positiv oder negativ geladene, gasformige lonen tberfihrt. AnschlieRend
werden sie in einem Analysator nach ihrem Masse-zu-Ladung-Verhiltnis (m/z) getrennt um
danach von einem Detektor registriert zu werden. Hierbei wird die Probe anders als bei anderen
Analysemethoden unwiederbringlich zerstort. Um Kollisionen der lonen zu vermeiden, wird im
MS ein Hochvakuum hergestellt. Aufgrund der lonentrennung in einem elektrischen oder

elektromagnetischen Feld wird die MS den Trennmethoden zugeodnet’8%,

5.6.2.1 Aufbau eines Massenspektrometers

Die Hauptbestandteile des Massenspektrometers sind der Probeneinlass, die lonenquelle, das
Trennsystem bzw. der Analysator, der Detektor, und Pumpen, die ein Hochvakuum erzeugen.
Dieses Hochvakuum wird benétigt, damit die ionisierten Partikel nicht abgelenkt werden, oder
Sauerstoff- und Stickstoffmolekiile aus der Luft die Probensignale tiberlagern. Unmittelbar nach
dem Einlasssystem befindet sich die lonenquelle. Hier erfolgt die lonisierung der

Probenmolekiile in positiv oder negativ geladene lonen”®787°,
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Es gibt weiche und harte lonisierungsmethoden. Bei der weichen lonisierung werden entweder
thermische oder elektrische Impulse, oder energiearme lonen oder Molekiile verwendet um die
Probenmolekiile schonend zu ionisieren. So wird eine Fragmentierung weitestgehend
vermieden, und die Molekiile kdnnen anhand ihrer Quasimolekilionenpeaks sehr gut bestimmt
werden. Durch die schonende lonisierung kdnnen auch Biomolekiile analysiert werden. Bei der
harten lonisierung werden energiereiche lonen eingesetzt, die zur teils groRziigigen
Fragmentierung der Molekdle in einzelne Bruchstiicke fiihren. Die Fragmentierungsmuster sind

fiir gewdhnlich fiir die Art der lonisierung und chemische Struktur charakteristisch’>7678,

5.6.2.2 Elektrosprayionisation — ESI

Die ESl ist eine weiche lonisierungsmethode. Wie man in Abbildung 14 erkennen kann, werden
die Probenmolekiile samt des FlieBmittels durch eine Kapillare geleitet, an deren Ende ein
elektrisches Feld angelegt ist. Beim Austritt der Flissigkeit aus der Kapillare fiihrt das elektrische

Feld zur Zerstreuung und lonisation’®,

Analyte molecule Solvent Coulomb Naked charged
evaporation fission analyte

M Te T

— e > 0T
Pt +

Spraying nozzle

N
2 +@F . j
Chz:jrgedlparent T Charged progeny
roplet
Charged droplet at Pt
Taylor cone the Rayleigh limit
= Power supply  [— =

Abbildung 14: Schema der Elektrosprayionisation (https://www.researchgate.net/fiqure/Schematic-representation-of-
the-electrospray-ionization-process fig31 225050758, 22.09.2024)

Ublicherweise werden Quasimolekiilionen detektiert. Wenn positive Spannung angelegt wird

[M+H]" und bei negativer Spannung [M-H]". Ein charakteristisches
Phanomen der ESl ist die Bildung von Addukt-lonen mit den Eluenten
und die Bildung mehrfach geladener lonen. Sie wird lblicherweise
mit lon-Trap-, Quadrupol- oder Time-of-Flight-Analysatoren (TOF)
gekoppelt. Ein groRer Vorteil ist, dass sie sich gut zur Kopplung an ein

HPLC-System eignet und damit auch komplexe Proben direkt im Fluss

analysiert werden kénnen®, Abbildung 15: Elektrospray-
lonisation
(https://de.wikipedia.org/w/in
Im Trennsystem bzw. Masseanalysator (hierzu gehoren vor allem die  dex.php?title=Elektrospray-
lonisation&oldid=220350457,
TOF, die lon-Trap, die Ablenkung im Magnetfeld und der Quadrupol) 05.08.2024)
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https://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Elektrospray-Ionisation&oldid=220350457

werden die ionisierten Molekiile nach ihnrem Masse-zu-Ladung-Verhiltnis (m/z) aufgetrennt8%84,

Nachdem der Detektor die lonen registriert hat, erhdlt man einen Peak infolge eines Signals im
Massenspektrum, der eine relative Intensitat [%] gegen die Ladung (m/z-Verhaltnis) anzeigt.
Neben dem Molekiilionen-peak kénnen noch Fragmentionenpeaks zu sehen sein. Diese sind
typischerweise fiir die Substanz und die verwendete lonisierungsmethode charakteristisch, und

kdnnen unterstitzend der Identifikation dienen’.

5.6.2.3 Tandemmassenspektrometrie — MS/MS

In einem Tandemmassenspektrometer (MS/MS) sind zwei MS hintereinander gekoppelt. Im
ersten wird das Spektrum der Probensubstanz aufgenommen. Im zweiten wird ein spezielles,
interessantes lonenbiindel ausgewahlt, in eine Reaktionszone Uberfiihrt. Nach der resultierten
Fragmentierung wird ein weiteres Spektrum aufgenommen, bei dem ein ausgewdahltes lon mit

deutlich héherer Empfanglichkeit registriert wird’®7984,

Am weitesten verbreitet sind HPLC-Triple-Quadrupol-MS (QgQ) mit ESI-lonisation, wie auch fir
die Erstellung dieser Arbeit verwendet. Gangige andere Methoden waren noch Q-TOF und TOF-

TOF™.

5.6.2.4 Triple-Quadrupol-Massenanalysator

Im Quadrupol-Massenanalysator fliegen die lonen
durch vier parallel angeordnete zylindrische
Stabelektroden (Abbildung 16) von denen die
jeweils gegeniberliegenden Stabelektroden die

gleiche Ladung besitzen. Sie werden in einem

statischen, elektrischen Wechselfeld beschleunigt Abbildung 16: Quadrupol-MS: Anordnung der
Stabelektroden und Flugbahn der lonen

und es findet eine Selektierung nach m/z statt, (https.//de.wikipedia.orq/w/index.php?title=Quadrupo

I-Massenspektrometer&oldid=244965235, 22.09.2024)

sodass nur Teilchen mit definiertem m/z-Verhéltnis
vom nachgeschalteten Detektor registriert werden. Aufgrund ihrer Selektivitdt und hohen
Sensitivitat sind Triple-Quad-MS-Systeme das Mittel der Wahl bei der Analyse von bekannten
wie auch unbekannten Substanzen, beispielsweise in der Umwelt- und Lebensmitteltechnik

oder bei der Analyse von Blutmedikamentenspiegeln im klinischen Bereich”7®-81.8485,
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Triple Quads (auch QqQ) werden — |  —— — [
fur die Tandem-MS verwendet. é = 11

Zwischen den beiden Quadrupol- ‘o - .
o . b JEgN ol s
Analysatoren liegt eine Kollisions- ®e o ar A i

zelle (siehe Abbildung 17), in Istselection  collision 2nd selection  detection

welcher die Teilchen mittels ] )
Abbildung 17: Triple Quadrupol MS

kollisionsinduzierter Dissoziation (https://www.researchqate.net/fiqure/Scheme-of-a-triple-quadrupole-mass-
spectrometer fig3 255738948, 24.09.24)

(CID) fragmentiert werden. Die

CID ist eine Mechanismus, bei dem die Molekiile in einem Hochvakuum durch Anlegen einer
Spannung beschleunigt werden, mit Molekiilen eines hochreinen, inerten Gases (Argon, Helium,
Stickstoff) kollidieren, und dabei charakteristisch fragmentiert werden. Sie ist eine sehr
gebrauchliche und Ubliche Methode fir HPLC-MS/MS-Kopplungen. Die Kollisionszelle kann
ebenfalls als Quadrupol oder als Oktapol ausgelegt sein. So kann die Selektivitdt der Messung

bis in den Nanomol-Bereich gesteigert werden’®-81:8485,

Durch den dritten Quadrupol (Q3) hat man die Moglichkeit, selektiv nach einzelnen
Molekiilionen oder entstandenen Fragmentionen zu scannen. Durch die Erfassung einzelner
Fragmentionen kann sehr empfindlich und selektiv quantifiziert werden. Es kann aber auch nach
allen entstandenen Fragmentionen gescannt werden, womit dann im Weiteren Rickschliisse

auf eine unbekannte Struktur gezogen werden kénnen”.

5.6.2.5 Multiple Reaction Monitoring — MRM

Ein Quadrupol bzw. auch die Tandem-Kombination kann in verschiedenen Modi Aufnahmen an

Spektren erstellen und ist so fir unterschiedliche Anwendungsfille anpassungsfahig?®.

Hierfir ist der Aufnahmemodus so eingestellt, dass nur lonen mit bestimmten m/z-Werten
durch den Quadrupol geleitet und detektiert werden. Hierfiir wird die angelegte Spannung am
Q3 nicht kontinuierlich verdandert, sondern so eingestellt und fiir eine bestimmte Zeit konstant
gehalten, dass so nur bestimmte lonen detektiert werden kénnen. Dies hat den grofRen Vorteil,
dass es zu einer deutlichen Verringerung des Grundrauschens durch stérende Signale anderer

lonen bzw. Fragmenten kommt, was der Sensitivitat sehr zugute kommt®,
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5.7 Konfigurationen, die flr diese Arbeit verwendet wurden

» HPLC-Gerat: Ultimate 3000 RSLC System Dionex, Software: Analyst 1.5 — MS Link
2.5.0.2429
= Saule und Einstellungen siehe Kapitel 3.2

= Losungsmittel

Phase A Wasser + 0,1 % Ameisensaure
Phase B Acetonitril + 0,1 % Ameisensadure
Waschlosung Methanol

Wasser + 20 % Isopropanol

» Massenspektrometer: API 4000, Triple Quadrupol Mass Spectrometer, AB Sciex

Instruments; Software: Analyst 1.5
= Triple-Quadrupol-MS mit einem Quadrupol als Kollisionszelle und hochreinem
Stickstoffgas
» Methode: 0CiprofloxMRMposRR18-PAllneu
» Aufnahmemodus: MRM
= MRM quantifier: m/z 332,19/288,10; CE 23.00; CXP 16.00; dwell 150 ms

= MRM qualifier: m/z 332,19/245,10; CE 29.00; CPX 12.00; dwell 15 Oms
= ESI pos.; 1S 5500.00; EP 10.00; CUR 17.00; GS1 40.00; GS2 40.00; TEM 500 °C; CAD
5.0; CEM 3000.0; DP 76.00; DF -100

+

_+-
E ; - g—— TEM: Source Temperature
+
i

t CXP: Collision Cell Exit Potential
ihe: Interface Heater CAD: Collision Gas
| DP: Declustering Potential
! GSI hi l . X by 3
' 'Nebuluzer Gas.‘ | a o Q
GSZ: Quadrupole Mass Filter Collision Cell Quadrupole Mass Filter

= s e

"\ =

I CUR:  EP: Entrance Potential CE: Colision Encisy

Curtain Gas
IS: lonSpray Voltage

Abbildung 18: Schema einer MS mit den wichtigsten Parameter (https://www.bioanalysis-zone.com/learn-
with-lin-about-Ic-ms-bioanalysis-part-iii-tune-the-triple-quadrupole-system covance, 18.11.2024)

45


https://www.bioanalysis-zone.com/learn-with-lin-about-lc-ms-bioanalysis-part-iii-tune-the-triple-quadrupole-system_covance
https://www.bioanalysis-zone.com/learn-with-lin-about-lc-ms-bioanalysis-part-iii-tune-the-triple-quadrupole-system_covance

5.8 Verwendete Substanzen, Reagenzien und Gerate

Tabelle 11: verwendete Ldsungsmittel

Acetonitril - MeCN

HiPerSolv CHROMANORM
VWR Chemicals BDH Prolabo®
for HPLC-SUPER GRADIENT (Rh: 99,95 %)

Ameisensaure - HCOOH

ROTIPURAN® 299 % p.a., ACS
Carl Roth GmbH

Wasser, bidestilliert - ddH,0

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH

Methanol - MeOH

HiPerSolv CHROMANORM
VWR Chemicals BDH Prolabo®
for HPLC LC-MS grade

Essigsaure — CH;COOH

ROTIPURAN 100 % p. a.

Tabelle 12: verwendete Reagenzien

Ammoniumacetat

1 kg; MERCK

Ciprofloxacin-HCl als Reinsubstanz

1 g; Pharmaceutical secondary standard,
traceable to USP, PhEur and BP Sigma Life
Science

CAS-Number: 86393-32-0

Tabelle 13: verwendete Gerdte

Gefriergerat

Thermo Scientific TSX ULT Fre

Kihlgerat Liebherr Medline KU1710, Type 100641
Zentrifuge Thermo Electron Corporation

HERAEUS PICO 21 Centrifuge
HPLC-Vials 40 Standard

1,5 ml clear glass flat
0,2 ml clear glass

Eppendorf Pipetten

Research plus: 1000 ul, 100 pl

Vollpipetten

10ml, 5ml, 1 ml




6 AbkUlrzungsverzeichnis / Glossar

AB
AGE

APD
c

c/t
CAPD

CID
CHsCOOH
CO,

DNA

ESI
FA

g
GDP

GFR

HCOs
HCOOH
HD

HPLC

HWZ

H,0/ddH,0
i. p.

i. V.

m/z

MeCN
MeOH

mg

MIC (MHK)
MRE

MRSA
MRM

Antibiotikum

Advanced Glycation End Product —irreversibel glykierte Reaktionsprodukte
von Proteinen, Lipiden oder Nukleinsduren mit Kohlenhydraten (Zucker)
Automated Peritoneal Dialysis (Automatisierte Peritonealdialyse)
Konzentration

Konzentrations-Zeit-Verlauf

Continuous Ambulatory Peritoneal Dialysis (Kontinuierlich ambulante
Peritonealdialyse)

Collision Induced Declustering (Kollisionsinduzierte Dissoziation)

Essigsaure

Kohlendioxid

Desoxyribonucleinacid (Desoxyribonukleinsdure) — Erbinformation und
Bauplan allen Lebens

Electrosprayionisation (Elektrosprayionisation)

Formic Acid (Ameisensaure)

Gramm

Glucose Degradation Products (Glukosedegradationsprodukte) — ein
unvermeidbares Nebenprodukt bei der Hitzesterilisation von glukosehaltigen
Peritonealdialyselésungen

Glomerulére Filtrationsrate [ml/min] jenes Blutvolumen, das pro Zeiteinheit in
den Glomeruli filtriert wird

Stunde

Bicarbonat

Ameisensdure

Hamodialyse — Verfahren bei dem das Blut auRerhalb des Korpers gereinigt
und von harnpflichtigen Stoffwechselbestandteilen befreit wird

High performance liquid chromatography
(Hochleistungsflissigchromatographie) — Chromatographisches Verfahren zur
Trennung von Substanzgemischen

Halbwertszeit — Zeit in der sich die Konzentration eines Stoffes auf die Halfte
reduziert

Wasser/Bidestilliertes Wasser

intraperitoneal

intravends

Masse-zu-Ladung-Verhaltnis

Acetonitril

Methanol

Milligramm

Minimal Inhibitory Concentration (Minimale Hemmkonzentration)
Multiresistente Erreger

Multiresistenter Staphylococcus aureus

Multi Reaction Monitoring — Verfahren zur selektiven Bestimmung von lonen
mittels LC-MS/MS
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MS

NI

Q3
QaQ
kommt
PD

PDF

PET

RAAS
RSD

SD
STABW

TOF

Hg
ul

MS -Parameter
CAD
CE
CEM
CUR
CXP
DF
DP
dwell
EP
GS1
GS2

TEM

Mass Spectrometry (Massenspektrometrie) — Analyseverfahren zur
Bestimmung von chemischen Elementen und Verbindungen
Niereninsuffizienz — Unterfunktion der Nieren: es kommt zum Anstieg von
harnpflichtigen Substanzen im Blut

Analyseeinheit eines Triple Quadrupol

Triple Quadrupol Analysator der bei der Massenspektrometrie zum Einsatz

Peritonealdialyse — intrakorporales Blutreinigungsverfahren, bei dem das
Peritoneum die Filterfunktion libernimmt

Peritonealdialysefliissigkeit — Dialysefliissigkeit die bei der Peritonealdialyse
zur Reinigung des Blutes verwendet wird

Peritonealer Aquilibrium Test — Verfahren mit dem die Transportkapazitit des
Peritoneums beurteilt werden kann

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Relative Standard Deviation (Relative Standardabweichung)

Standard Deviation (Standardabweichung)

Standardabweichung

Zeit [h]

Time-of-Flight — Analysator in der Massenspektrometrie

Mikrogramm

Mikroliter

collision gas

collision energy

channel electron multiplier — Verstarker
curtain gas

collision cell exit potential

deflector voltage

declustering potential
Beobachtungszeit

entrance potential

nebulizer gas — Zerstaubergas

heating gas — Trocknungsgas

lon Spray voltage

source temperature — Temperatur des Trocknungsgas
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10 Anhang
10.1 Patient 01
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6 9
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Diagramm 11: Ciprofloxacin-Konzentrationen [mg/I] von Patient 01 inkl. SD

Tabelle 14: Datensatz zu Patient 01

Zeit [h] | Konz. [mg/1] | STABW | RSD [%]
0,3 568,25 61,47 10,82
1 377,41 291,37 77,20
2 400,25 149,38 37,32
3 295,75 114,07 38,57
4 197,17 46,03 23,35
6 79,03 7,24 9,16
9 32,14 0,99 3,09
12 13,88 1,39 10,02
15 8,91 0,81 9,13
19 0,78 0,02 2,87
20 0,41 0,00 0,77
21 0,34 0,01 3,33
22 0,34 0,01 2,46
23 0,30 0,01 2,60
24 0,25 0,01 3,99

Wie bereits in Kapitel 3.3.2 erlautert, sieht
man bei den Daten von Patient 01 fiir die
Stunden 1-4 eine breite Streuung. Wenn
man sich hierfiir die Kurven in Diagramm 12
und 13 bzw. die Daten in Tabelle 15 und 16
ansieht, kann man erahnen, dass es an der

Inhomogenitat der Proben liegt.



Diagramm 13: Ciprofloxacin-Konzentrationen [mg/l] von Patient 01 - Datensatz "DD" inkl. SD
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Diagramm 12: Ciprofloxacin-Konzentrationen [mg/I] von Patient 01 - Datensatz "D" inkl. SD
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Tabelle 15: Datensatz zu Patient 01 - Proben "D"
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Tabelle 16: Datensatz zu Patient 01 - Proben "DD"

Zeit[h] | Konz.[mg/l] | STABW | RSD [%] Zeit[h] | Konz.[mg/l] | STABW | RSD [%]

0,3 623,33 26,37 4,23 0,3 513,17 18,30 3,57
656,33 6,95 1,06 1 98,48 1,97 2,00

2 542,00 24,71 4,56 2 258,50 16,01 6,19
3 402,67 34,33 8,53 3 188,83 3,31 1,75
4 241,00 7,04 2,92 4 153,33 1,03 0,67
6 85,70 2,63 3,07 6 72,37 1,30 1,80
9 32,90 0,65 1,99 9 31,38 0,60 191
12 15,07 0,55 3,65 12 12,70 0,77 6,06
15 9,41 0,56 5,97 15 8,40 0,72 8,63
19 0,78 0,02 2,87 19 9,41 0,56 5,97
20 0,41 0,00 0,77 20 0,78 0,02 2,87
21 0,34 0,01 3,33 21 0,41 0,00 0,77
22 0,34 0,01 2,46 22 0,34 0,01 3,33
23 0,30 0,01 2,60 23 0,34 0,01 2,46
24 0,25 0,01 3,99 24 0,30 0,01 2,60
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10.2 Patient 02
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Diagramm 14: Ciprofloxacin-Konzentrationen [mg/I] von Patient 02 inkl. SD

Tabelle 17: Datensatz zu Patient 02

Zeit [h] | Konz. [mg/1] | STABW | RSD [%]
0,3 369,50 17,59 4,76
1 271,50 59,95 22,08
2 234,67 35,28 15,04
3 165,58 9,88 5,96
4 134,50 5,70 4,24
6 93,28 5,97 6,40
9 40,29 10,25 25,45
12 40,96 15,85 38,69
15 15,17 1,36 8,95
19 0,99 0,14 14,35
20 0,52 0,03 6,14
21 0,35 0,01 1,74
22 0,30 0,02 7,92
23 0,29 0,01 3,75
24 0,25 0,01 3,88

Wie bereits in Kapitel 3.3.3 erlautert, sieht man
bei den Daten von Patient 02 eine moderate
Streuung der Stunden 1-2 und 9-12. Wenn man
sich hierfiir die Kurven in Diagramm 15 und 16
bzw. die Daten in Tabelle 18 und 19 ansieht,
sieht man auch hier, dass es an der

Inhomogenitat der Proben liegt.



Patient 02 - Proben "D"
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Diagramm 15: Ciprofloxacin-Konzentrationen [mg/I] von Patient 02 - Datensatz "D" inkl. SD

Patient 02 - Proben "DD"
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Diagramm 16: Ciprofloxacin-Konzentrationen [mg/l] von Patient 02 - Datensatz "DD" inkl. SD

Tabelle 18: Datensatz zu Patient 02 - Proben "D" Tabelle 19: Datensatz zu Patient 02 - Proben "DD"
Zeit[h] | Konz.[mg/l] | STABW | RSD [%] Zeit[h] | Konz.[mg/l] | STABW | RSD [%]
0,3 355,33 10,41 2,93 0,3 383,67 9,54 2,49
1 214,33 4,27 1,99 1 328,67 6,71 2,04
2 201,17 3,60 1,79 2 268,17 5,71 2,13
3 156,83 3,97 2,53 3 174,33 3,88 2,23
4 129,67 1,86 1,44 4 139,33 3,44 2,47
6 87,68 1,13 1,29 6 98,88 1,34 1,35
9 50,10 0,24 0,49 9 30,48 0,64 2,09
12 25,80 0,69 2,67 12 56,12 0,68 1,21
15 14,00 0,55 3,96 15 16,33 0,69 4,25
19 0,86 0,01 1,54 19 1,13 0,02 2,15
20 0,49 0,01 1,43 20 0,55 0,01 1,02
21 0,35 0,01 1,45 21 0,36 0,00 1,39
22 0,28 0,01 2,62 22 0,36 0,00 0,88
23 0,28 0,01 2,09 23 0,32 0,01 1,86
24 0,25 0,01 3,68 24 0,26 0,00 1,30
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10.3 Patient 03
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Diagramm 17: Ciprofloxacin-Konzentrationen [mg/I] von Patient 03 inkl. SD

Tabelle 20: Datensatz zu Patient 03

Zeit [h] | Konz. [mg/1] | STABW | RSD [%]

0,3 434,17 18,60 4,28
1 306,42 30,06 9,81
2 185,33 7,36 3,97
3 226,57 13,35 5,89
4 167,17 7,70 4,60
6 105,05 3,57 3,40
9 54,49 4,13 7,57
12 27,67 1,76 6,38
15 15,02 1,39 9,26
19 1,63 0,05 3,09

20 0,64 0,01 1,34

21

22 0,31 0,01 2,06

23

24

Wie bereits in Kapitel 3.3.4 erwahnt, fallt die
Konzentration von Patient 03 in den ersten 2 h
ab und steigt danach einmalig zu Stunde 3 an.

Danach sinkt die Konzentration wieder.

Wie man Tabelle 20 entnehmen kann, war bei
den Proben der Zyklustherapie teilweise nicht
ausreichend Probenmaterial zur Analyse
vorhanden (Stunde 19-24 —siehe Tabelle 20 bis
22).

Die Daten der Einzelauswertung der Proben
von Patient 03 kénnen Diagramm 18/19 und

Tabelle 21/22 entnommen werden.
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Diagramm 18: ¢/t-Kurve zu Patient 03 - Datensatz "D" inkl. SD
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Diagramm 19: ¢/t-Kurve zu Patient 03 - Datensatz "DD" inkl. SD
Tabelle 21: Datensatz zu Patient 03 - Proben "D"

Tabelle 22: Datensatz zu Patient 03 - Proben "DD"

Zeit [h] | Konz. [mg/l] | STABW | RSD [%]

0,3 422,50 14,07 3,33
1 279,00 6,53 2,34
2 180,00 5,07 2,81
3 223,13 15,08 6,76
4 162,00 5,69 3,51
6 103,10 3,12 3,02
9 50,60 0,75 1,49
12 26,05 0,66 2,51
15 13,78 0,48 3,49
19 1,63 0,05 3,09

20 0,64 0,01 1,34

21

22 0,31 0,01 2,06

23

24

Zeit [h] [ Konz.[mg/l] | STABW | RSD [%]

0,3 445,83 12,80 2,87
1 333,83 10,51 3,15
2 190,67 4,11 2,16
3 231,17 6,79 2,94
4 172,33 4,78 2,78
6 107,00 2,45 2,29
9 58,38 0,59 1,01

12 29,28 0,22 0,75

15 16,25 0,52 3,21

19

20

21

22

23

24
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10.4 Patient 04
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Diagramm 20: Ciprofloxacin-Konzentrationen [mg/I] von Patient 04 inkl. SD

Tabelle 23: Datensatz zu Patient 04

Wie bereits in Kapitel 3.3.5 erlautert, sieht

Zeit [h] | Konz. [mg/1] | STABW | RSD [%]
03 487 17 127,83 26.24 man im Kurvenverlauf von Patient 04
1 400,25 85,29 21,31 (Diagramm 20) ein Konzentrationsplateau der
2 398,75 57,51 14,42 .
Stunden 1-4 sowie eine moderate Streuung
3 400,92 20,40 5,09
4 225,00 51,70 22,98 laut Tabelle 23. Wenn man sich hierfiir die
6 206,25 28,57 13,85 Kurven der Diagramme 21 und 22 bzw. die
9 122,75 17,63 14,36 . .
Daten der Tabellen 24 und 25 ansieht, wo die
12 79,14 11,58 14,63
15 46,06 7,38 16,02 Proben getrennt analysiert wurden, zeigt sich
19 3,96 0,61 15,47 eine gute Homogenitit der Daten mit engen
20 1,09 0,18 16,57
RSD.
21 0,63 0,03 5,45
22 0,49 0,07 14,87
23 0,33 0,04 11,61
24 0,31 0,03 8,37
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Diagramm 21: ¢/t-Kurve zu Patient 04 - Datensatz "D" inkl. SD
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Diagramm 22: ¢/t-Kurve zu Patient 04 - Datensatz "DD" inkl. SD
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Tabelle 24: Datensatz zu Patient 04 - Proben "D"
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Tabelle 25: Datensatz zu Patient 04 - Proben "DD"

Zeit [h] | Konz.[mg/l] | STABW | RSD [%]
0,3 368,17 17,77 4,83
1 321,33 12,66 3,94
2 347,17 12,61 3,63
3 410,17 14,11 3,44
4 177,17 6,68 3,77
6 181,00 6,51 3,60
9 106,50 3,02 2,83
12 106,50 1,17 1,10
15 68,35 0,20 0,29
19 3,40 0,12 3,59
20 0,92 0,02 2,45
21 0,60 0,01 1,55
22 0,42 0,00 0,63
23 0,29 0,00 1,51
24 0,28 0,00 1,62

Zeit [h] | Konz.[mg/l] | STABW | RSD [%]
0,3 606,17 40,60 6,70
1 479,17 29,97 6,25
2 450,33 27,04 6,00
3 391,67 22,61 5,77
4 272,83 18,58 6,81
6 231,50 14,92 6,45
9 139,00 6,39 4,60
12 89,93 3,74 4,16
15 53,07 1,35 2,54
19 4,53 0,22 4,76
20 1,26 0,04 3,45
21 0,66 0,02 2,44
22 0,56 0,01 2,12
23 0,36 0,01 3,25
24 0,33 0,01 1,67
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10.5 Patient 05
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Diagramm 23: Ciprofloxacin-Konzentrationen [mg/I] von Patient 05 inkl. SD

Tabelle 26: Datensatz zu Patient 05

Die Konzentrations-Zeit-Kurve von Patient

05 in Diagramm 23 zeigt einen nahezu

perfekten Verlauf mit einer geringen

Streuung (Tabelle 26).

Die Daten der Einzelauswertung der Proben

konnen Diagramm 24/25 und Tabelle 27/28

Zeit [h] | Konz. [mg/l] | STABW | RSD [%]
0,3 549,42 48,24 8,78
1 397,50 23,47 5,90
2 276,75 22,43 8,11
3 190,50 15,38 8,08
4 124,50 10,40 8,35
6 79,33 6,02 7,59
9 43,08 2,79 6,48
12 26,23 1,99 7,59
15 18,42 1,93 10,49
19 2,65 0,34 12,71
20 1,66 0,07 4,36
21 1,38 0,14 10,00
22 1,38 0,14 9,93
23 1,24 0,07 5,95
24 0,84 0,08 9,75

entnommen werden.
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Diagramm 24: ¢/t-Kurve zu Patient 05 - Datensatz "D" inkl. SD

700,0
600,0
500,0
400,0
300,0
200,0

Konzentration [mg/I]

100,0
0,0

Diagramm 25: ¢/t-Kurve zu Patient 05 - Datensatz "DD" inkl. SD

Patient 05 - Proben "D"

3 4

6

9

12 15
Zeit [h]

19 20 21 22 23 24

Patient 05 - Proben "DD"

3 4

Tabelle 27: Datensatz zu Patient 05 - Proben "D"
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Tabelle 28: Datensatz zu Patient 05 - Proben "DD"

Zeit [h] | Konz.[mg/l] | STABW | RSD [%] Zeit [h] | Konz.[mg/l] | STABW | RSD [%]
0,3 510,33 24,23 4,75 0,3 588,50 29,43 5,00
1 394,17 22,37 5,68 1 400,83 26,16 6,53
2 290,67 17,45 6,01 2 262,83 18,38 6,99
3 179,33 7,34 4,09 3 201,67 12,94 6,42
4 116,83 5,31 4,54 4 132,17 8,28 6,27
6 74,72 2,35 3,15 6 83,93 4,82 5,74
9 40,60 1,02 2,52 9 45,55 1,17 2,58
12 24,40 0,54 2,23 12 28,07 0,61 2,17
15 16,60 0,44 2,67 15 20,23 0,30 1,49
19 2,37 0,14 5,97 19 2,94 0,19 6,50
20 1,64 0,06 3,64 20 1,68 0,08 4,95
21 1,26 0,06 4,35 21 1,50 0,08 5,26
22 1,26 0,05 3,99 22 1,50 0,06 4,20
23 1,18 0,03 2,19 23 1,30 0,04 3,13
24 0,77 0,03 4,17 24 0,91 0,04 3,99
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10.6 Patient 06
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Diagramm 26: Ciprofloxacin-Konzentrationen [mg/I] von Patient 06 inkl. SD

Tabelle 29: Datensatz zu Patient 06

Zeit [h] | Konz. [mg/1] | STABW | RSD [%]
0,3 664,58 48,67 7,32
1 526,75 29,11 5,53
2 431,33 39,32 9,12
3 344,92 32,97 9,56
4 254,67 30,19 11,85
6 178,25 16,34 9,17
9 104,47 9,88 9,46
12 48,78 3,30 6,77
15 23,58 1,31 5,55
19 1,58 0,20 12,61
20 0,97 0,10 10,80
21 0,74 0,05 6,35
22 0,72 0,02 2,38
23 0,73 0,05 7,00
24 0,57 0,02 3,94

Wie bereits in Kapitel 3.3.7 erwdhnt, zeigt auch
die Kurve von Patient 06 in Diagramm 26 einen
schonen Verlauf mit einer akzeptablen
Streuung der Daten laut Tabelle 29. Die
Anfangskonzentration Cmax0s)=664,58 mg/| liegt
deutlich Gber dem Durchschnitt und stellt von
allen Patienten mit cmaxg=512,18 mg/l die

hochste Konzentration dar.

Die Daten der Einzelauswertung der Proben
kénnen Diagramm 27/28 und Tabelle 30/31

entnommen werden.



800,0
700,0
600,0
500,0
400,0
300,0
200,0
100,0

0,0

Konzentration [mg/I]

Diagramm 27: ¢/t-Kurve zu Patient 06 - Datensatz "D" inkl. SD

800,0
700,0
600,0
500,0
400,0
300,0
200,0
100,0

0,0

Konzentration [mg/I]

Diagramm 28: ¢/t-Kurve zu Patient 06 - Datensatz "DD" inkl. SD

Patient 06 - Proben "D"

3 4

6

9

12 15 19 20 21 22 23 24

Zeit {h]

Patient 06 - Proben "DD"

3 4

Tabelle 30: Datensatz zu Patient 06 - Proben "D"
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Tabelle 31: Datensatz zu Patient 06 - Proben "DD"

Zeit [h] | Konz.[mg/l] | STABW | RSD [%] Zeit [h] | Konz. [mg/I] | STABW | RSD [%]
0,3 624,17 27,20 4,36 0,3 705,00 23,47 3,33
1 511,00 25,33 4,96 1 542,50 25,05 4,62
2 406,33 30,06 7,40 2 456,33 31,59 6,92
3 321,00 19,60 6,10 3 368,83 25,20 6,83
4 231,50 15,45 6,67 4 277,83 21,86 7,87
6 166,50 10,39 6,24 6 190,00 12,17 6,40
9 96,77 5,30 5,48 9 112,17 6,68 5,95
12 45,83 1,36 2,97 12 51,72 1,17 2,26
15 22,38 0,37 1,63 15 24,78 0,43 1,72
19 1,40 0,06 4,63 19 1,76 0,08 4,68
20 0,88 0,03 3,24 20 1,07 0,04 3,49
21 0,69 0,02 2,49 21 0,78 0,01 0,90
22 0,73 0,02 2,33 22 0,71 0,02 2,23
23 0,78 0,02 2,76 23 0,69 0,01 1,19
24 0,57 0,01 2,55 24 0,56 0,03 5,08
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10.7 MRM-Spektren
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Abbildung 19: MRM von Ciprofloxacin; Precurser-lon bei m/z 332; quantifier bei m/z 288 Da und qualifier bei m/z

245 vor der Optimierung
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Abbildung 20: MRM von Ciprofloxacin nach der Optimierung der Fragmentierung; quantifier bei m/z 288,1 und

qualifier bei m/z 245,1




