"Zellulare Pharmakokinetik von Fosalvudin Tidoxil"

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
Doktor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)

vorgelegt der
Naturwissenschaftlichen Fakultat I/ Biowissenschaften
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

von
Diplom-Humanbiologin Antje Breske
geb. am 11. November 1978 in Greifswald

Gutachter /in

1. PD Dr. Dr. Michael Kurowski
2. Prof. Dr. Andreas Langner

3. Prof. Dr. Dr. Ingolf Cascorbi

Halle (Saale), 11. Mai 2009



Fir meine Eltern
Grenzach-Wyhlen, Mai 2009



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS 1

ABBILDUNGSVERZEICHNIS Vi
TABELLENVERZEICHNIS VI
ABKURZUNGSVERZEICHNIS X
1. EINLEITUNG 1
2. GRUNDLAGEN 4
2.1 DAS HUMANE IMMUNSCHWACHE VIRUS 4
2.2 DIE HIV-INFEKTION 7
2.2.1 REPLIKATIONSZYKLUS DES HI-VIRUS 7
2.2.2 KLINISCHER VERLAUF DER HIV-INFEKTION 9
2.2.3 CDC-KLASSIFIKATION 10
2.3 HIV-THERAPIE 11
2.3.1 GESCHICHTLICHE ENTWICKLUNG 11
2.3.2 WIRKMECHANISMUS DER NRTI 13
2.3.3 WIRKMECHANISMUS DER NNRTI 14
2.3.4 WIRKMECHANISMUS DER PROTEASE-INHIBITOREN 14
2.3.5 WIRKMECHANISMUS DER VIRALEN FUSIONS-INHIBITOREN 15
2.3.6 WIRKMECHANISMUS DER INTEGRASE-INHIBITOREN 16
2.4. THYMIDIN-ANALOGA ALS NUKLEOSIDISCHE REVERSE TRANSKRIPTASE INHIBITOREN 16
2.4.1 STRUKTUR DER THYMIDIN-ANALOGA 16

2.4.2 PHARMAKOKINETIK VON ZIDOVUDIN UND STAVUDIN 17



Inhaltsverzeichnis

2.4.3 ZELLULARE TOXIZITAT UND ZELLULARES INTERAKTIONSPOTENTIAL VON AZT UND D4T 19
2.5 FOSALVUDIN TIDOXIL, EIN NEUES THYMIDIN-ANALOGON 21
2.5.1 STRUKTUR VON FOSALVUDIN 21
2.5.2 DOSIERUNG VON FOSALVUDIN 22
2.5.3 PHARMAKOLOGIE VON FOSALVUDIN 22
2.5.4 NEBENWIRKUNGEN VON FOSALVUDIN 23
2.6 METHODEN ZUR QUANTITATIVEN INTRAZELLULAREN MESSUNG VON THYMIDIN-ANALOGA 23
2.7 FRAGESTELLUNG UND ZIELE DER ARBEIT 25
3. MATERIAL UND METHODEN 26
3.1 MATERIAL 26
3.1.1T MATERIAL FUR DIE LC-MS/MS 26
3.1.2 MATERIAL FUR DIE LYMPHOZYTEN-ISOLATION 27
3.1.3 MATERIAL FUR DIE PROBENAUFBEREITUNG 27
3.1.4 MATERIAL FUR DEN ,EX VIVO” ZELLVERSUCH 28
3.2. METHODENENTWICKLUNG ZUR INTRAZELLULAREN ANALYTIK VON FLT-TP 28
3.2.1 DAS PRINZIP DER IONENPAARCHROMATOGRAPHIE 28
3.2.2 DAS PRINZIP DER ESI-TANDEM-MASSENSPEKTROMETRIE 30
3.2.3 OPTIMIERUNG DER MS-BEDINGUNGEN FUR DAS FLT-TP UND DEN INTERNEN STANDARD 33
3.2.4 ENTWICKLUNG DER HPLC FUR DAS FLT-TP 36
3.2.5 PRUFUNG DER ENTWICKELTEN FLT-TP BEDINGUNGEN AN DER BIOLOGISCHEN MATRIX 37
3.2.5.1 Lymphozyten-Isolation aus Buffy-Coats 37
3.2.5.2 Zellaufbereitung 38
3.2.6 IDENTIFIZIERUNG DER ENDOGENEN INTERFERENZ 39

3.2.7 OPTIMIERUNG DER MS- UND HPLC-BEDINGUNGEN BEI AUFTRETEN DER ENDOGENEN

INTERFERENZ

40



Inhaltsverzeichnis

3.2.7.1 Methode A: zur chromatographischen Trennung von FLT-TP und UTP 40
3.2.7.2 Methode B: fiir den FLT-TP spezifischen Masseniibergang 482,7/259,2 43
3.3 VALIDIERUNG DER BEIDEN METHODEN ZUR INTRAZELLULAREN ANALYTIK VON FLT-TP 44
3.3.1 PARAMETER DER VALIDIERUNG 44
3.3.1.1 Selektivitat 44
3.3.1.2 Richtigkeit und Prazision 45
3.3.1.3 Wiederfindung 45
3.3.1.4 Kalibrationskurven 46
3.3.1.5 Re-Injektion einer Probenmessung und Temperaturstabilitat 46
3.3.2 HERSTELLUNG DER KALIBRATIONSKURVEN UND QUALITATSKONTROLLEN 47
3.4 ,EX VIVO*“ ZELLVERSUCH 48
3.4.1 LYMPHOZYTEN-ISOLATION FUR DIE ZELLKULTUR 49
3.4.2 KULTIVIERUNG DER LYMPHOZYTEN 50
3.4.3 INKUBATION DER ZELLKULTUR MIT FOSALVUDIN 51
3.4.4 KONTROLLE DER ZELLVITALITAT 52
3.5 DIE KLINISCHE PHASE-11 STUDIE 52
3.5.1 LYMPHOZYTEN-ISOLATIONS-PROTOKOLL FUR DIE KLINISCHE STUDIE 53
3.6 STATISTIK 55
4. ERGEBNISSE 56
4.1 METHODENENTWICKLUNG FUR DIE INTRAZELLULARE ANALYTIK VON FLT-TP 56
4.1.1 OPTIMIERUNG DER MS-BEDINGUNGEN FUR FLT-TP UND INTERNEN STANDARD 56
4.1.2 OPTIMIERUNG DER HPLC-METHODE 58
4.1.3 UBERPRUFUNG DER METHODE AN DER BIOLOGISCHEN MATRIX 61
4.1.4 IDENTIFIZIERUNG DER ENDOGENEN INTERFERENZ 62
4.1.5 OPTIMIERUNG DER MS- UND HPLC-BEDINGUNGEN FUR DIE ENDOGENE INTERFERENZ 65



Inhaltsverzeichnis Y%
4.1.5.1 Optimierung der Methode A 65
4.1.5.2 Optimierung der Methode B 67
4.2 VALIDIERUNG DER METHODEN 68
4.2.1 VALIDIERUNG DER METHODE A 68
4.2.1.1 Selektivitat der Methode A 69
4.2.1.2 Richtigkeit und Prdzision bei der Methode A 69
4.2.1.3 Wiederfindung bei der Methode A 70
4.2.1.4 Kalibrationskurven bei der Methode A 70
4.2.1.5 Re-Injektion einer Probenmessung und Temperaturstabilitat 71
4.2.2 VALIDIERUNG DER METHODE B MIT DEM FLT-TP SIGNALARMEREN MASSENUBERGANG 73
4.2.2.1 Selektivitat der Methode B 73
4.2.2.2 Richtigkeit und Prazision der Methode B 73
4.2.2.3 Wiederfindung mit der Methode B 74
4.2.2.4 Kalibrationskurven der Methode B 75
4.3 , EX VIVO* ZELLVERSUCH 75
4.3.1 MESSUNG VON FLT-TP MIT DER METHODE A ZUR TRENNUNG VON UTP UND FLT-TP 76
4.3.2 MESSUNG MIT DER METHODE B MIT DEM SIGNALARMEREN FLT-TP MASSENUBERGANG 76
4.4 DIE KLINISCHE PHASE-II STUDIE 78
4.4.1 FLT-TP MESSUNG MIT METHODE A ZUR TRENNUNG VON UTP UND FLT-TP 78
4.4.2 FLT-TP MESSUNG MIT DER METHODE B 79
5. DISKUSSION 82
5.1 ENTWICKLUNG UND VALIDIERUNG DER INTRAZELLULAREN ANALYTIK VON FLT-TP 82
5.1.1 VALIDIERUNG 85
5.2 ,,EX VIVO ZELLVERSUCH* 88
5.3 DIE KLINISCHE PHASE-11 STUDIE 90



Inhaltsverzeichnis Vv

5.4 AUSBLICK 92

6. ZUSAMMENFASSUNG 94

LITERATURVERZEICHNIS 96




Abbildungsverzeichnis VI

Abbildungsverzeichnis

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7

3.1
3.2

3.3

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5

4.6
4.7
4.8

4.9

4.10
4.11
4.12
4.13
4.14

4.15
4.16

Aufbau eines HIV-1-Virions

Genomstruktur des HIV-1

Replikationszyklus des HI-Virus

Verlauf der HIV-Infektion

Strukturformeln der Thymidinanaloga

Zelluldre Phosphorylierung der Thymidinanaloga

Strukturformeln von FLT, FLT-MP und Fosalvudin Tidoxil (Natriumsalz)

Schematische Darstellung des Gleichgewichtssystems in der MPIC
Schematische Darstellung der lonenbildung bei der
Elektrosprayionisierung

Prinzipieller Aufbau eines ,Triple Quadrupol” Massenspektrometers

Produkt-lon-Scan von FLT-TP

m/z der Transitionen von FLT-TP

m/z der Transitionen von Chloradenosin-Triphosphat (2CI-ATP)

m/z der Transitionen von Zalcitabin-Triphosphat (ddC-TP)

N’N-DMHA Konzentration in Bezug auf den lonisierungsgrad von FLT-
TP

Optimum des pH-Wertes bei unterschiedlichen DMHA Konzentrationen
Gradientenoptimierung

Chromatogramm von FLT-TP, ddC-TP und 2CI-ATP unter optimierten
Bedingungen

Chromatogramm der endogenen Interferenz

Strukturformeln der untersuchten endogenen Triphosphate

m/z der Transitionen von UTP

Fragmentation von FLT-TP und UTP im Massenspektrum
Gradientenoptimierung fiir Methode A

Chromatogramm von allen vier Analyten als Reinsubstanz bei Methode
A

m/z der Transitionen von FLT-TP (Methode B)

Gradientenoptimierung fiir Methode B mit FLT-TP 482,7/259,2



Abbildungsverzeichnis VI

Abb. 4.17 Wiederfindung von FLT-TP mit Methode A

Abb. 4.18 Graphische Darstellung einer Kalibrationskurve von FLT-TP mit Methode
A

Abb. 4.19 Re-Injektion und Temperaturstabilitdt von FLT-TP

Abb. 4.20 Wiederfindung von FLT-TP bei Methode B

Abb. 4.21 FLT-TP Konzentration des Zellversuchs mit Methode B

Abb. 4.22 FLT-TP (E1) Chromatogramm mit Methode A

Abb. 4.23 Chromatogramm eines 3h-Wertes mit Methode A

Abb. 4.24 Chromatogramm von Q1 mit Methode B

Abb. 4.25 FLT-TP Chromatogramm eines 3h-Wertes mit Methode B



Tabellenverzeichnis

Wil

Tabellenverzeichnis

Tab

Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab
Tab
Tab
Tab

Tab.

Tab.

Tab.

Tab
Tab

.21
2.2
2.3
2.4

2.5

2.6

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
.3.10
.3.11
.3.12
.3.13

.3.17
.3.18

Bezeichnung und Funktion der Gene

Klassifikation der HIV-Krankheit (CDC 1993)

Zusammensetzung aller bisher zugelassenen HIV-Medikamente
Physikalische, chemische und pharmakologische Eigenschaften von
Zidovudin (AZT)

Physikalische, chemische und pharmakologische Eigenschaften von
Stavudin (d4T)

Physikalische, chemische und pharmakologische Eigenschaften von

Fosalvudin Tidoxil (Na)

Chemikalien fir die LC-MS/MS

Chemikalien fiir die Lymphozyten-Isolation

Chemikalien fir die Zellkultur

Versuchsaufbau fiir die Optimierung der MS-Bedingungen
Masseniibergange m/z und stoffspezifische Parameter fiir FLT-TP
Masseniibergange m/z und stoffspezifische Parameter fiir ddC-TP
Masseniibergange m/z und stoffspezifische Parameter fiir 2CI-ATP
Gruppenspezifische Einstellungen des MS

Zusammensetzung der mobilen Phasen A und B

Gradient der mobilen Phasen fiir die FLT-TP Analytik

Zusammensetzung der internen Standardldsung (iS) fur die Zell-Lyse
Versuchsaufbau fiir die Identifizierung des endogenen Storsignals
Masseniibergdnge m/z und stoffspezifische Parameter fir FLT-TP
(Methode A)

UTP spezifischer Masseniibergang m/z und stoffspezifische Parameter
(Methode A)

Masseniibergdnge m/z und stoffspezifische Parameter fiir ddC-TP
(Methode A)

Masseniibergdnge m/z und stoffspezifische Parameter fir 2CI-ATP
(Methode A)

Gruppenspezifische Einstellungen des MS (Methode A)

Zusammensetzung der mobilen Phasen A und B fiir Methode A



Tabellenverzeichnis X

Tab. 3.19 Gradient der mobilen Phasen fiir die FLT-TP Analytik (Methode A)

Tab. 3.20 Masseniibergdnge m/z und stoffspezifische Parameter fir FLT-TP
(Methode B)

Tab. 3.21 Gradient der mobilen Phasen fiir Methode B

Tab. 3.22 Konzentration der FLT-TP Kalibrationskurven in ng/ml und in fmolA10°

Zellen bei Methode A

Tab. 3.23 Konzentration der FLT-TP Qualitatskontrollen in ng/ml und in fmolA10°
Zellen bei Methode A

Tab. 3.24 Konzentration der FLT-TP Kalibrationskurven und der Qualitatskontrollen
in ng/ml und in fmolA10° Zellen bei der Methode B

Tab. 3.25 Lymphozyten-Isolation fiir den ,ex vivo” Zellversuch

Tab. 3.26 Medien fiir die Kultivierung der Lymphozyten

Tab. 3.27 Protokoll der Lymphozyten-Kultivierung

Tab. 3.28 Well-Belegung einer 24-Well-Platte fir die Inkubation mit Fosalvudin
Tab. 3.29 Protokoll fiir den MTT-Test

Tab. 3.30 Protokoll zur Zellpraparation bei NRTI-TP Bestimmungen

Tab. 4.1 Getestete HPLC-Sdulen

Tab. 4.2 Selektivitdt der Methode A

Tab. 4.3 Richtigkeit und Prazision der Methode A

Tab. 4.4 Werte von zwei Kalibrationskurven von FLT-TP mit Methode A bei einer

Auswertung mit linear 1/x

Tab. 4.5 Re-Injektion und Temperaturstabilitdt von FLT-TP

Tab. 4.6 Selektivitat der Methode B

Tab. 4.7 Richtigkeit und Prazision der Methode B

Tab. 4.8 Mittelwerte der Kalibrationskurven von FLT-TP bei der Auswertung linear
1/x (Methode B)

Tab. 4.9 Qualitatskontrollen bei der FLT-TP Messung mit Methode B

Tab. 4.10 FLT-TP Konzentrationen im ,ex vivo” Zellversuch mit Methode B

Tab. 4.11 Qualititskontrollen bei der klinischen Studie mit Methode A

Tab. 4.12 Qualititskontrollen bei der klinischen Studie mit Methode B



Abklirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
ABC
ACN
AIDS
AMT
APV
ATP
ATV
AUC
AZT
BID
bp
bzw.
CAD
CCR5
CD
CDC
cDNA
CE
2CI-ATP
Cmax
CO,
cps
CPT
CRM
CTP
trough
CUR
C.V.
CXCR4

Abbildung

Abacavir

Acetonitril

acquired immunodeficiency syndrome
3’-Amino-3’-Deoxythymidin
Amprenavir
Adenosin-5’-triphosphat
Atazanavir

area under the curve

Zidovudin

zweimal am Tag

Basenpaar

beziehungsweise

Kollisionsgas
Chemokin-(C-C-Motiv)-Rezeptor 5
cluster of differentiation

Centers for Disease Control
komplementdre Desoxyribonukleinsdure
Kollisionsenergie
2-Chloradenosin-Triphophosphat
maximaler Plasmaspiegel
Kohlenstoffdioxid

counts per second

Cell Preparation Tube

Charged Residue Model
Cytidin-Triphosphat
Basisplasmaspiegel

Curtain Gas

Variationskoeffizient

Chemokin- (C-X-C-Motiv)-Rezeptor 4



Abklirzungsverzeichnis

CXP Cell Exit Potential

2CI-ATP 2-Chlor-Adenosintriphosphat
DC Gleichspannung

ddC Zalcitabin

ddC-TP Zalcitabin-Triphosphat

ddl Didanosin

dGTP desoxy-Guanosin-Triphosphat
DLV Delavirdin

DMHA Dimethylhexylamin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure
dNTP desoxy Nukleosidtriphosphat
DP declustering Potential

DRV Darunavir

d4aT Stavudin

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EFV Efavirenz

EMEA European Medicines Agency
ENF Enfuvirtid (T-20)

EP Entrance Potential

ESI Elektrospray lonisation

FCS Fetales Kdlber Serum

FDA Food and Drug Administration
FLT Alovudin

FLT-DP Alovudin-Diphosphat (Fosalvudin-Diphosphat)
FLT-MP Alovudin-Monophosphat
FLT-TP Alovudin-Triphosphat (Fosalvudin-Triphosphat)
fmol Femtomol

fmolA10° Femtomol pro einer Million Zellen
FP Focusing Potential

FPV Fosamprenavir

FTC Emtricitabin

g Gramm



Abkiirzungsverzeichnis pdll

GAMT 5’-O-Glucuronid-3’-Amino-3’-Deoxythymidin

GZDV Zidovudinglucuronid

h Stunde

HAART hochaktive antiretrovirale Kombinationstherapie

HCOOH Ameisensdure

HIV humanes Immunschwachevirus

HPLC Hochdruckflissigkeitschromatographie

H,O Wasser

IDV Indinavir

[EM lonen Emission Modell

IPC lonenpaarchromatographie

IS lonenspray

iS interner Standard

kg Kilogramm

kV Kilovolt

L Liter

LC Flussigkeitschromatographie

LC-MS/MS Flussigkeitschromatographie ~ gekoppelt an  ein  Tandem-
Massenspektrometer

LLOQ Lower Limit of Quantification

LPV Lopinavir

LTR Long terminal Repeat

mM Millimol

mm Millimeter

MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption lonisation-Time of Flight

MeOH Methanol

mg Milligramm

min Minute

Mio Million

MIP Macrophage Inflammatory Proteins

ml Milliliter

mM Millimolar

mol Mol



Abklirzungsverzeichnis XllI

MPIC
MRM
MRNA
MS
MS/MS
msec
MTT
MVC

nm
NNRTI
NRTI
NRTI-TP

NVP
ng

OH
PBS
PHA-M
PI

QC

qd
QO0-3
RAL
RANTES
R.E.

RF

rH

Mobile Phase lonenchromatographie

Multiple Reaction Monitoring

messenger Ribonukleinsdure

Massenspektrometer

Tandem-Massenspektrometer

Millisekunde
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid
Maraviroc

Mittelwert

Masse / Ladung Wert

Mikroliter

Mikromol

Nebulizergas

Nelfinavir

Nanometer

Nicht Nukleosidische Reverse Transkriptase Inhibitoren
Nukleosidische Reverse Transkriptase Inhibitoren
Triphosphate  der  Nukleosidischen ~ Reverse  Transkriptase
Inhibitoren

Nevirapin

Nanogramm

Hydroxigruppe

phosphatgepufferte Salzlosung

Phytohdmagglutinin-M

Protease Inhibitoren

Qualitatskontrolle

einmal taglich

Quadrupole 0 bis 3

Raltegravir

Regulated upon Activation Normal T-Cell Expressed and Secreted
Relativer Fehler

Wechselspannung

reiner Wasserstoff



Abklirzungsverzeichnis X1V

RNA Ribonukleinsaure

rpm rounds per min

rRNA ribosomale Ribonukleinsdure

RT Retentionszeit

RTV Ritonavir

SD Standardabweichung

SQV Saquinavir

TDF Tenofovir

TDM Therapeutisches Drug Monitoring
Tem Temperatur

TMC 125 Etravirin

TPV Tipranavir

TRIS-HCL Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Salzsaure
TTP Thymidin-Triphosphat

UTP Uridin-Triphosphat

\% Volt

V/v Abkiirzung fir “by volume”

3TC Lamivudin



Einleitung 1

1. Einleitung

1981 wurde erstmals das Auftreten von AIDS (acquired immunodeficiency syndrome),
der erworbenen Immunschwdéche, beschrieben [1]. Zwei Jahre spater, 1983, entdeckte
der franzosische Wissenschaftler Luc Montagnier das humane Immundefizienzvirus
(HIV) [2]. Das HI-Virus ist ein Retrovirus aus der Familie der Lentiviren. Die beiden
Typen HIV-1 und HIV-2 werden jeweils noch in mehrere Subtypen unterteilt.

Die HIV-Infektion verlduft zundchst akut. Der im weiteren Verlauf fortschreitende
Immundefekt wird durch die kontinuierliche Vermehrung des HI-Virus in CD4-
Rezeptor tragenden Zellen hervorgerufen und fiihrt zur Zerstorung der Immunzellen.
Weiterhin kennzeichnend sind die lange klinische Latenzzeit mit persistierender
Virdmie, und die Manifestation opportunistischer Infektionen nach vielen Jahren.

Ende 2007 wurden weltweit 33 Millionen (30,3 Millionen - 36,1 Millionen) HIV-
Infizierte registriert, von denen ca. 2,4 % in Westeuropa leben [3].

Fur die HIV-Therapie stehen Ende 2008 flinf antiretrovirale Substanzklassen zur
Verfligung: Nukleosidische-Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI), Nicht-
Nukleosidische-Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI), Protease-Inhibitoren (PI),
Fusions- oder Entry-Inhibitoren und ein Integrase-Inhibitor. Fiir die Initialtherapie
(,Firstline”-Therapie) gilt die Kombinationen eines Pl mit zwei NRTI und die
Kombination eines NNRTI mit zwei NRTI als aktueller Standard [4, 5].

Ziele der hochaktiven antiretroviralen Kombinationstherapie (HAART) sind erstens die
HIV-Replikation weitestgehend zu unterdriicken, zweitens die Selektion von resistenten
Virusstimmen zu verhindern und drittens die Progression der HIV-Erkrankung
aufzuhalten. Bei erfolgreicher Therapie kann eine Riickbildung HIV-bedingter
Symptome und eine partielle Immunrekonstitution erreicht werden [6-9].

Mogliche  Ursachen fiir einen unzureichenden Therapieerfolg bzw. ein
Therapieversagen sind die verminderte Absorption einer Wirksubstanz und deren
beschleunigte oder verlangsamte Metabolisierung.

Auch Arzneimittel-Interaktionen konnen zu subtherapeutischen Wirkstoffspiegeln
fihren. Unter diesen Bedingungen kann das HI-Virus Resistenzmutationen entwickeln,

was sich negativ auf den Effekt der antiretroviralen Behandlung auswirken kann.
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Nicht zuletzt ist die Einnahme der Medikation durch den Patienten von entscheidender
Bedeutung fiir den Erfolg bzw. Misserfolg einer Therapie [10].

Seit 1981 st die Optimierung der HIV-Therapie Gegenstand intensiver
Forschungsarbeiten. Einerseits werden neue Wirkstoffklassen entwickelt, andererseits
werden etablierte Wirkstoffe weiterentwickelt, z.B. durch so genannte ,Pro-Drugs” wie
Fosamprenavir oder Tenofovir, um die Bioverfiigbarkeit und Vertraglichkeit der
Wirkstoffe zu erhchen.

Fosamprenavir ist ein Phosphatester-,Pro-Drug” auf Basis von Amprenavir. Durch die
Veresterung mit Phosphorsdure wird die urspriingliche Lipophilie von Amprenavir
gesenkt, so dass der Wirkstoff besser aus dem Gastrointestinaltrakt resorbiert werden
kann.

Tenofovir liegt als Disoproxilfumarat vor und enthdlt schon eine Phosphatgruppe.
Durch die zusitzlichen Alkyl-Methyl-Carbonatester wird die Bioverflighbarkeit von
Tenofovir verbessert. Nach oraler Aufnahme wird Tenofovir-Disoproxilfumarat durch
Esterasen hydrolisiert und anschlieRend durch Kinasen zum Triphosphat
phosphoryliert.

Die Firma Heidelberg Pharma hat das ,Pro-Drug” Fosalvudin Tidoxil (HDP 99.0003)
aus dem bekannten, aber sehr toxischen Wirkstoff Alovudin (FLT) entwickelt:
Fosalvudin Tidoxil, auch Fosalvudin genannt, ist ein Thymidin-Analogon, das zur
antiretroviralen Substanzklasse der NRTI gehort, und ist in Phase-ll der klinischen
Entwicklung (Stand September 2008).

Fosalvudin besteht aus einem lipophilen Tragermolekiil und FLT-Monophosphat (FLT-
MP), das beim Transport in die Zelle durch zelluldre Enzyme abgespalten und durch
korpereigene  Kinasen zum  aktiven Metaboliten  FLT-Triphosphat  (FLT-TP)
phosphoryliert wird. FLT-TP stellt die aktive Wirksubstanz dar. Weil die Konzentration
des zelluldren Triphosphates mit der antiretroviralen Wirksamkeit korrelieren sollte,
empfiehlt die europdische Arzneimittelagentur EMEA in den Richtlinien fir die
Entwicklung von NRTI die Untersuchung der intrazellularen Pharmakokinetik der
aktiven Metabolite [11]. Zu beachten ist, dass auch bei NRTI Interaktionen mit anderen
NRTI-TP und deren Vorstufen auftreten: So hemmt beispielsweise Lamivudin bei
gleichzeitiger Gabe mit Apricitabin die intrazelluldre Phosphorylierung von Apricitabin

und damit die Bildung des aktiven Metaboliten [12].
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Die beiden Ziele dieser Arbeit sind erstens die Entwicklung und Validierung einer LC-
MS/MS  Methode zur intrazelluliren Wirkstoffspiegelbestimmung des aktiven
Metaboliten FLT-TP. Zweitens soll die validierte Methode zur Bestimmung der
zelluldren Konzentration von FLT-TP im Rahmen einer klinischen Studie eingesetzt
werden.

Nach Zulassung von Fosalvudin Tidoxil und Etablierung der Methode kénnten die FLT-
TP Messungen zukiinftig der antiretroviralen Therapie-Optimierung im Rahmen des
,Therapeutischen Drug Monitorings” (TDM) dienen und im klinischen Alltag eingesetzt

werden.
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2. Grundlagen

2.1 Das humane Immunschwache Virus

Das 1983 entdeckte humane Immunschwache Virus ist ein Retrovirus aus der Familie
der Lentiviren. Charakteristisch fiir diese Virenfamilie sind die persistierende Virdmie
und lange klinische Latenzzeit [13]. Zwei Typen des HI-Virus sind bekannt: HIV-1 [2]
und HIV-2 [14]. HIV-1 ist weltweit der hauptsachliche Erreger der HIV-Erkrankung.
HIV-2 dagegen tritt vorwiegend in Westafrika und in anderen Gegenden endemisch
auf. Die weitere Unterteilung von HIV-1 erfolgt auf Grund spezifischer
Nukleotidsequenzen des env- und/oder gag-Gens in genotypische Subtypen A bis I. Die
Subtypen  unterscheiden sich  hinsichtlich  verschiedener biologischer und
pathogenetischer Eigenschaften [15].

Der Aufbau des HI-Virus ist vergleichsweise einfach. Es besteht nur aus einer dulleren
Hille mit Andockstellen fiir die Verbindung mit der Wirtszelle, einer inneren Hiille, der
Erbsubstanz und bestimmten Enzymen, die eine virale Vermehrung in der Wirtszelle

katalysieren.

Oberflachen-Protein gp120

Transmembran-Protein gp41
Kapsid-Protein p24

Reverse-Transkriptase
RNA-Protein p7-Komplex

Matrix-Protein p17

VVYyVYVYYVYYY

Lipid-Doppelschicht

Abb. 2.1: Aufbau eines HIV-1-Virions [13]
Aufbau eines typischen HIV-1-Virions mit den strukturrelevanten Komponenten.
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Im Gegensatz zu anderen Retroviren hat das HI-Virus eine komplexere Genomstruktur.
HIV-1 besitzt zwei Molekiile einer ca. 9000 Basen grofSen RNA, die jeweils von zwei
langen Wiederholungseinheiten (LTR) begrenzt sind und fiir neun offene Leserahmen
codieren. In Tab. 2.1 sind die neun Gene mit den durch sie codierten Proteinen, sowie

deren Funktion aufgefiihrt.

] rev D
D tat I
LTR gag vif env LTR
00
vpr vpu

Abb. 2.2: Genomstruktur des HIV-1 [13]
Die einzelnen Abkiirzungen sind im folgenden Text und in Tab. 2.1 beschrieben.

Die RNA liegt mit dem Nukleokapsid-Protein p7 verkniipft vor. Dieser Komplex aus
RNA und Nukleokapsid ist in eine Hiille aus dem Kapsid-Protein p24 eingelagert. Die
Viruskernmembran, die aus dem Matrix-Protein p17 besteht, umgibt diesen Komplex
und ist durch das Link-Protein p6 mit dem Nukleokapsid verbunden. Im Viruskern
werden auch die drei Enzyme, die Reverse-Transkriptase, die Protease und die Integrase
mitverpackt. Das so entstandene HI-Virus-Kern (,Core”) ist von der duRReren Hiille des
HI-Virus umschlossen. Die duRere Hiille besteht aus einer Lipid-Doppelschicht, aus der
72 kugelformige ,Andockproteine” herausragen.

Diese Proteine werden aus dem Transmembran-Protein gp41 und dem mit gp41
verbundenen Oberflichen-Protein gp120 gebildet [16]. Sie spielen eine essentielle
Rolle fiir die Rezeptorbindungsfahigkeit und die immunologischen Eigenschaften des

HI-Virus [17].
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Tab. 2.1: Bezeichnung und Funktion der Gene [13]

Gen Proteine/GroRe Funktion der Proteine
Strukturproteine
env envelope Vorlduferprotein gp160

gag Gruppen-

spezifische
Antigene
Enzyme
pol Polymerase-Gen

Regulatorproteine
tat transcriptional
activator in trans

rev regulator of
expression of
virion proteins

Hilfsproteine

vpr virus protein R

vpu virus protein U

vif virion infectivity
factor

nef negative factor

Oberflachen-Protein gp120
Transmembran-Protein gp41

Gag-Vorlauferprotein pr55
Matrix-Protein (MA) p17
Kapsid-Protein (CA) p24
Nukleokapsid-Protein p7
Link-Protein p6

Gag/Pol-Vorlauferprotein
pr160
Reverse-Transkriptase
p51/66

Protease (PR) p9

Integrase (IN) p38

Transaktivator der
Transkription p9/14

Posttranskriptioneller
Transaktivator
p19

Virales Protein R p18

Virales Protein U p15

Virion-Infektionsfaktor p23

Nef-Protein p25/27

Adsorption des Virus an die Zielzelle
Fusion des Virus in die Zielzelle

Mit der Hillmembran assoziiert
Strukturprotein des Kapsids
Assoziation mit RNA-Genom
Verbindung zwischen Kapsid und
Membran

RNA-abhidngige-DNA-Polymerase
Spaltet Gag- und Gag/Pol-Vorlaufer-
Proteine in die Einzelkomponenten
Endonuklease und Ligase

Bindet an der tat-Akzeptor-Region der
langen Wiederholungseinheiten (LTR) an
den 5'-Enden der RNA und erméglicht die
Elongation

Fordert den Transport einfach gespleilter
und ungespleilster mRNA aus dem Kern

Mégliche Unterstiitzung der Freisetzung
der Viruspartikel aus der Zelle

Mit der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums assoziiert,

verhindert die intrazellulare
Komplexbildung zwischen gp160 und
CD4-Rezeptoren

Beschleunigt die Infektion in peripheren
Blutlymphozyten

potenter Inhibitor der Virus-mRNA-
Produktion
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2.2 Die HIV-Infektion

Die Infektion mit dem HI-Virus kann durch ungeschiitzten Geschlechtsverkehr, durch
infiziertes Blut und Blutprodukte, oder durch prdnatale (iber die Plazenta auf den
Fotus), perinatale (auf Neugeborene von HIV-infizierten Miittern) und postnatale (durch
Stillen) Transmission erfolgen.

Nach der Infektion vermehrt sich das HI-Virus hauptsdchlich in CD4-Rezeptor-
tragenden (CD4") Zellen. CD steht fiir "cluster of differentiation" und beschreibt die auf
der Zelloberfliche der Wirtszellen befindlichen Bindungsstellen. Die wichtigsten
Zielzellen des HI-Virus sind die zum menschlichen Immunsystem gehdrenden T-
Helfer-Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen. Zielzellen im
Zentralnervensystem sind Mikrogliazellen - diese CD4*-Zellen gehdren zur Monozyten-
und Makrophagenlinie.

Das HI-Virus kann auch CD4-Zellen infizieren wie z.B. CD8-Lymphozyten,

Hepatozyten oder auch Stammzellen des Knochenmarks.

2.2.1 Replikationszyklus des HI-Virus

Neben dem CD4-Rezeptor benétigt HIV fir den Eintritt in die Wirtszelle weitere Ko-
Rezeptoren, die zu den Chemokin-Rezeptoren aus der Familie der T7-
Transmembranproteine gehdren. CXCR4 (Fusin) und CCR5 zdhlen zu den effektivsten
Ko-Rezeptoren [18]. Die Bezeichnungen leiten sich aus charakteristischen
Aminosduremotiven der Liganden ab.

Hat das HI-Virus mit seinem Oberflaichen-Protein gp 120 an das CD4-Protein der
Wirtszelle "angedockt" [19], wird eine Konformationsianderung des Oberflichen-
Proteins ausgelost [20]. Dadurch wird die Fusionsdomédne des Transmembran-Protein
gp 41 freigelegt, so dass gp 120 mit dem Ko-Rezeptor CCR5 oder CXCR4 interagieren
kann.

Anschlieffend erfolgt die Insertion von gp41 in die Zellmembran und die Fusion des HI-

Virus mit der Zielzelle.
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Nach dem Eintritt in die Wirtszelle erfolgt bei HIV - wie bei allen Retroviren - eine
reverse Transkription des RNA-Genoms in DNA [21]. Dieser Vorgang wird von der
Reversen-Transkriptase, einer RNA-abhdngigen-DNA-Polymerase, vermittelt. Die
Reverse-Transkriptase synthetisiert unter Verwendung von RNA als Matrize DNA in
5°— 3"-Richtung. Die entstandene Doppelstrang-DNA wird durch die Integrase in den
Zellkern der infizierten Zelle geschleust und dort in die zelleigene DNA integriert [22,
23]. Nach Einbau der DNA in das Wirtszellgenom ist die Zelle bei jeder Aktivierung in
der Lage Viren zu produzieren. Die Virusbestandteile, die durch Transkription und
Translation entstehen, werden durch die Protease in funktionsfahige Virusproteine

geschnitten und bilden das infektitse Virion.
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Abb. 2.3: Replikationszyklus des HI-Virus
Die wesentlichen Schritte der HIV-Replikation werden im Text erklart.
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2.2.2 Klinischer Verlauf der HIV-Infektion

Als chronische, langsam progrediente Infektion durchlduft die HIV-Infektion mehrere
Phasen, die klinisch unterschieden werden konnen (Abb.4): Die akute HIV-Infektion
wird nur von einem geringen Teil der Patienten bemerkt. Nach dem mehrere Jahre
andauernden asymptomatischen Stadium folgt ein symptomatisches Stadium, das durch
das Auftreten opportunistischer Erkrankungen gekennzeichnet ist. Das Endstadium
einer chronischen HIV-Infektion wird als AIDS bezeichnet und ist durch das Auftreten
von Indikatorkrankheiten charakterisiert, den so genannten ,AlIDS-definierenden”
Erkrankungen.

Wahrend der akuten Infektion breitet sich das HI-Virus vom Eintrittsort tber das
Lymph- und Blutgefdllsystem im Korper aus und verteilt sich in die lymphatischen
Gewebe. Innerhalb weniger Tage kommt es durch eine massive Virusreplikation zu
einem starken Anstieg der HIV-RNA (Viruslast) und einem gleichzeitigen Abfall der
CD4-Lymphozyten. Mit einer Latenz von mehreren Wochen oder Monaten bilden sich
Antikorper gegen das HI-Virus (Serokonversion). Wahrend dieser Phase kann der
Patient symptomatisch werden. Die Symptome sind variabel und unspezifisch (wie
Fieber, Mudigkeit, Hautldsionen, Lymphknotenschwellungen und Pharyngitis), dauern
einige Tage bis Wochen an und verschwinden wieder. Der Patient bleibt dennoch
weiterhin seropositiv, d.h. die Antikorper persistieren und bleiben nachweisbar.

Das anschliefende asymptomatische Stadium kann mehrere Jahre dauern. Innerhalb
dieser Phase sind die CD4-Zellzahl und HIV-RNA Viruslast wichtige Surrogatmarker
zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs bzw. der Wirksamkeit einer Therapie.
Immunologisch ist ein zunehmender Abfall der T-Helferzellen sowie des CD4/CD8-
Verhdltnisses charakteristisch, virologisch der Nachweis von HIV-RNA im Blutplasma
als Kennzeichen der aktiven HIV-Replikation.

Der kontinuierliche Abfall der CD4-Zellen fiihrt zu einem hdufigeren Auftreten von

klinischen Symptomen und weist auf den bestehenden Immundefekt hin.



Grundlagen 10

Das symptomatische Stadium ist durch das Auftreten von zundchst nicht
lebensbedrohlichen opportunistischen Infektionen gekennzeichnet wie z.B. Candida-

und Herpes-Zoster-Infektionen.

800
600

400

Plasma HIV-RNA [Kopien/mi)
CD4+ T-Lymphozyten [Zellen/ul)

J

Zeit [IMonate] Zeit [Jahre]

Abb. 2.4: Klinischer Verlauf der HIV-Infektion
Typische Konzentrations-Zeit-Profile der Plasma HIV-RNA und der CD4-Zellzahl wihrend der
einzelnen Phasen der HIV-Infektion.

Das Vollbild der AIDS-Erkrankung wird durch das Auftreten von lebensbedrohlichen
opportunistischen Infektionen (Indikatorkrankheiten) charakterisiert. Dieser Phase geht

haufig ein Abfall der CD4-Zellen auf Werte <200/ul voraus.

2.2.3 CDC-Klassifikation

Verschiedene Klassifikationssysteme wurden entwickelt, um den Verlauf der HIV-
Infektion zu beschreiben. 1993 publizierte das Center for Disease Control (CDC) die
aktuell giiltige Klassifikation.

Die CDC-Klassifikation gliedert die HIV-Erkrankung nach klinischen Symptomen in die
Stadien A bis C und in drei CD4-Zellzahlbereiche(1 bis 3). Diese 3 x 3-Matrix
klassifiziert zusatzlich noch die Untergruppen A1 bis C3 (Tab. 2.2.) [24].
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Tab. 2.2: Klassifikation der HIV-Krankheit (CDC 1993)

Laborkategorie CD4-Zellen/pl Klinische Kategorien
A B C
1 >500pl Al B1 C1
2 200-499/pl A2 B2 C2
3 <200/l A3 B3 C3

A asymptomatische, akute HIV-Infektion oder PGL (persistierende generalisierte Lymphadenopathie)

B HIV-assoziierte klinische Symptome und Erkrankungen, die nicht unter die Kategorie der AIDS-
definierenden Erkrankungen fallen

C  AIDS definierende Erkrankung

Die Steuerung der Therapie erfolgt anhand der CD4-Lymphozyten und der HIV-RNA
Viruslast: Nach internationalen Richtlinien sollte bei einem Abfall der CD4-Zellen in
den Bereich zwischen 200-500 Zellen/pul und einem Anstieg der Viruslast Giber 50.000-
100.000 HIV-RNA Kopien/pl mit einer antiretroviralen Therapie begonnen werden [4].

2.3 HIV-Therapie

2.3.1 Geschichtliche Entwicklung

Bereits 1987, nur vier Jahre nach Entdeckung des HI-Virus, wurde in den USA der erste
antiretrovirale Wirkstoff, Zidovudin (AZT), zur Monotherapie der HIV-Infektion
zugelassen. AZT gehort zu der Substanzklasse der Nukleosidischen-Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren (NRTI).

Doch der Einsatz von AZT als Monotherapie brachte nicht den gewiinschten
Therapieerfolg, wie die Ergebnisse der Concorde-Studie zeigten. Die Studie analysierte
1749 asymptomatische HIV-positive Patienten (iber einen Zeitraum von 3 Jahren. Die
Monotherapie mit AZT fiihrte nur zu einer kurzfristigen Virussuppression, so dass die
Krankheit erneut ausbrach [25]. In den folgenden Jahren entdeckte man weitere NRTI,

die in Kombination mit AZT eingesetzt wurden [26, 27].
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Erst Anfang 1996 gelang der Durchbruch in der HIV-Therapie mit Zulassung der ersten
Protease-Inhibitoren (Pl) Saquinavir (SQV), Ritonavir (RTV) und Indinavir (IDV. Mit
verschiedenen Kombinationen aus Pl und zwei Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
konnte ein Anstieg der CD4-Zellzahl und dauerhafter Abfall der HIV-RNA Viruslast
unter die Nachweisgrenze erzielt werden [8, 28, 29].

Nach den Pl wurde 1996 mit Nevirapin (NVP) auch das erste Arzneimittel aus einer
dritten Wirkstoffklasse eingefiihrt, die Nicht-Nukleosidischen-Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren (NNRTI). Damit stand ein groferes Spektrum an medikamentdsen
Kombinationsmoglichkeiten  zur  Verfigung, um  Therapieanpassungen  bei
Unvertraglichkeiten oder Auftreten von Resistenzmutationen durchfiihren zu konnen.
In zahlreichen Studien konnte die bessere Wirksamkeit der Dreierkombinationen (zwei
NRTI plus NVP) im Vergleich zu der dualen NRTI-Therapie belegt werden[30-32].

In den folgenden Jahren konnten weitere Arzneimittel aus den drei Substanzklassen
zugelassen werden, die zu weiteren Therapieverbesserungen fiihren sollten. Doch mit
zunehmender ~ Komplexitit ~ der  HIV-Therapie  stellten  Nebenwirkungen,
Resistenzentwicklungen,  Arzneimittelinteraktionen ~ und  Compliance-Probleme
aufgrund der hohen Tablettenanzahl, auch neue Herausforderungen fiir Arzte und HIV-
Patienten dar.

2003 stand mit dem Fusionsinhibitor Enfuvirtid (ENF, T-20) der Vertreter einer vierten
antiretroviralen Substanzklasse zur Verfligung, gefolgt von Maraviroc (MVC) in 2007.
Mit dem Integrase—Inhibitor Raltegravir (RAL) flihrte man 2007 die flinfte antiretrovirale
Substanzklasse ein.

Ende 2008 sind 22 Arzneimittel aus fiinf verschiedenen Wirkstoffklassen fiir die
Behandlung der HIV-Infektion zugelassen (Tab. 2.3).

Neben neuen, patientenfreundlicheren Formulierungen eines Wirkstoffes zur einmal
taglichen Anwendung steht auch eine Fix-Kombination aus zwei NRTI (Tenofovir und
Emtricitabin) und einem NNRTI (Efavirenz) in einer Tablette (Atripla®) zur einmal

taglichen Einnahme zur Verfiigung.
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Tab. 2.3: Zusammenfassung aller bisher zugelassenen HIV-Medikamente

Wirkstoffklasse

Wirkstoffname, Abkiirzung

Handelsname

Nukleosidische Reverse
Inhibitoren (NRTI)

Transkriptase

Nicht Nukleosidische Reverse Transkriptase
Inhibitoren (NNRTI)

Protease Inhibitoren (PI)

Fusions Inhibitoren

Integrase Inhibitoren

Kombinationen aus mehreren Wirkstoffen

Zidovudin, AZT

Didanosin, ddI
Stavudin, d4T
Lamivudin, 3TC
Abacavir, ABC
Emtricitabin, FTC
Tenofovir, TDF

Nevirapin, NVP

Efavirenz, EFV
Etravirin, TMC125

Saquinavir,SQV

Ritonavir, RTV
Indinavir, IDV
Nelfinavir, NFV
Fosamprenavir, FPV
Lopinavir (mit RTV)
Atazanavir, ATV
Tipranavir, TPV
Darunavir, DRV

Enfuvirtid, ENF/T-20
Maraviroc, MCV

Raltegravir, RAL

AZT und 3TC
AZT, 3TC und ABC
EFV, FTC und TDF

Retrovir®

Videx®
Zerit®
Epivir®
Ziagen®
Emtriva®
Viread®

Viramune®

Sustiva®,Stocrin®
Intelence®

Fortovase® /Invirase®
500

Norvir®

Crixivan®

Viracept®

Telzir®

Kaletra®

Reyataz®

Aptivus®

Prezista®

Fuzeon®
Celsentri®

Isentress®
Combivir®
Trizivir®
Atripla®

2.3.2 Wirkmechanismus der NRTI

Mit Einfiihrung des ersten NRTI, Zidovudin, war 1987 erstmals eine kausale HIV-

Therapie mdglich. Bis Ende 1998 wurden weltweit weitere NRTI zugelassen -
Zalcitabin (ddC), Didanosin (ddl), Stavudin (d4T), Lamivudin (3TC), Abacavir (ABC),
Emtricitabin (FTC) und Tenofovir (TDF). Zalcitabin wurde 2006 aufgrund seiner

toxischen Eigenschaften vom Markt genommen.

Der antiretrovirale Wirkmechanismus der NRTI wird Gber die kompetitive Hemmung

der Reversen-Transkriptase und einen vorzeitigen DNA-Kettenabbruch vermittelt.
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Alle Nukleosid-Analoga werden durch intrazellulare Phosphorylierung zu ihren aktiven
Metaboliten, den Triphosphaten, metabolisiert. Die aktiven Metaboliten konkurrieren
mit den physiologischen Nukleotiden um die Substratbindungsstelle des HIV-
spezifischen ~ Enzyms  Reverse-Transkriptase. =~ NRTI ~ werden als  falsche
Nukleotidbausteine beim Umschreiben der genetischen Information von RNA in DNA
eingebaut. Weitere Nukleotide werden nicht angelagert, weil durch die fehlende 3'OH-
Gruppe an der Ribose keine bestindigen 5'— 3’ Phosphodiesterbriicken gebildet
werden konnen. Dadurch kommt es zum Kettenabbruch und zum Ende der reversen
Transkription. Fir jedes der vier endogenen Deoxyribonukleoside wurden Nukleosid-
Analoga fir die HIV-Therapie entwickelt (Thymidin-, Cytidin-, Guanosin- und

Adenosin-Analoga).

2.3.3 Wirkmechanismus der NNRTI

Seit 1997 werden auch NNRTI Delavirdin (DLV, nicht mehr in Deutschland
zugelassen), Efavirenz (EFV) und Nevirapin (NVP) in der antiretroviralen Therapie
genutzt.

Diese Inhibitoren der Reversen-Transkriptase interagieren ohne Phosphorylierung
allosterisch an einer hydrophoben Region nahe der Substratbindungstelle des Enzyms
[33]. Die Bildung eines inaktiven Komplexes fiihrt zur Blockade der katalytisch aktiven
Bindungsstelle der Reversen-Transkriptase.

Die physiologischen Liganden kénnen nicht mehr am aktiven Zentrum binden.

Weil NRTI und NNRTI unterschiedliche Angriffspunkte an dem gleichen Enzym haben,
wirken  beide  Substanzklassen  synergistisch:  Durch ~ Kombination  beider

Wirkstoffklassen kann die Hemmung der Reversen-Transkriptase verstarkt werden.

2.3.4 Wirkmechanismus der Protease-Inhibitoren

Der Durchbruch in der HIV-Therapie gelang 1996 mit Einflihrung des ersten Protease-

Inhibitors (Pl) Saquinavir (SQV). Seitdem sind weitere acht Pl zugelassen worden:
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Indinavir (IDV), Ritonavir (RTV), Nelfinavir (NFV), Amprenavir/Fosamprenavir
(APV/FPV), Lopinavir (LPV), Atazanavir (ATV), Tipranavir (TPV) und Darunavir (DRV).

Der Angriffspunkt dieser Substanzklasse ist die HIV-Protease. Die Funktion der Protease
besteht in der Spaltung des gag und gag-pol Vorlauferproteins in die Strukturproteine
und viralen Enzyme (siehe Tab. 2.1). Als Ergebnis dieser Proteinspaltung entstehen reife
infektiose Viruspartikel mit funktionsfahigen viralen Strukturproteinen und Enzymen.
Wird die HIV-Protease jedoch durch PI blockiert, konnen keine funktionsfdhigen und

infektidsen Viren neu synthetisiert werden. [34].

2.3.5 Wirkmechanismus der viralen Fusions-Inhibitoren

Der Eintritt des HI-Virus in die CD4-Zelle bietet drei verschiedene Ansatzpunkte fiir
eine medikamentése Therapie - die Bindung des Virus an den CD4-Rezeptor, die
Bindung an Ko-Rezeptoren und die Fusion des Virus mit der Zelle.

Seit 2003 ist Enfuvirtid (ENF, T-20) als erster Fusions-Inhibitor in Europa fiir die
Therapie von vorbehandelten HIV-Patienten zugelassen.

ENF ist ein Peptid, das aus 36 Aminosduren aufgebaut ist und an eine
Intermediarstruktur des viralen Proteins gp41 bindet. Diese Intermediarstruktur entsteht
bei der Fusion des HI-Virus mit der CD4-Zelle, so dass die Aufnahme des Virus in die
Zelle blockiert wird.

Bei der Bindung des HI-Virus an den CD4-Rezeptor (durch gp120 an den CXCR4- oder
den CCR5-Korezeptor) findet eine Konformationsdanderung des gp41 statt, ohne die das
HI-Virus nicht in die Zelle eindringen kann. CXCR4 fungiert als Ko-Rezeptor fiir HI-
Viren, die T-Zellen infizieren (T-trope Viren), wahrend CCR5 als Ko-Rezeptor fiir Viren
agiert, die vorwiegend Makrophagen infizieren (M-trope Viren). Zu Beginn einer HIV-
Infektion weisen etwa 80 % der Viren einen CCR5-Tropismus auf, der haufig im
Krankheitsverlauf wechselt [35]. Maraviroc (siehe Tab. 2.3) ist der erste zugelassene
CCR5-Antagonist, der die Interaktion zwischen den natiirlichen Liganden MIP sowie
RANTES und dem CCR5-Rezeptor blockiert und somit den Eintritt des HI-Virus in die

Zelle verhindert.
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2.3.6 Wirkmechanismus der Integrase-Inhibitoren

Die Genexpression der viralen DNA st erst nach deren Integration in das
Wirtszellgenom moglich. Dieser Vorgang wird durch die vom HI-Virus kodierte
Integrase vermittelt und bietet somit einen weiteren Angriffspunkt fiir eine
medikamentose Therapie. Raltegravir (RAL) ist der erste zugelassene Wirkstoff dieser
Substanzklasse und blockiert den so genannten Strangtransfer [36]. Dabei wird das
Andocken und die irreversible Bindung der Hydroxylenden der viralen DNA an die
Phosphodiesterbriicken der Wirtszell-DNA blockiert und somit der vollstandige HIV-

Replikationsmechanismus verhindert.

2.4. Thymidin-Analoga als Nukleosidische Reverse Transkriptase Inhibitoren

2.4.1 Struktur der Thymidin-Analoga

Fir die HIV-Therapie stehen derzeit zwei Thymidin-Analoga zur Verfligung, die beiden
NRTI Zidovudin (AZT) und Stavudin (d4T).

NH

HO

0]

Deoxythymidin Zidovudin (AZT) Stavudin (d4T)

Abb. 2.5: Strukturformeln der Thymidin-Analoga
Strukturformeln des Deoxythymidins und der daraus modifizierten Thymidin-Analoga Zidovudin und
Stavudin.
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2.4.2 Pharmakokinetik von Zidovudin und Stavudin

Nach oraler Einnahme erfolgt die Resorption von AZT im Magen-Darm-Trakt sehr
schnell und vollstandig durch passive Diffusion. Die Resorption von AZT ist durch
Zeitpunkt und Zusammensetzung der Nahrungsaufnahme beeinflussbar. Deshalb sollte
Zidovudin niichtern verabreicht werden.

AZT hat einen ausgepragten first-pass Metabolismus. Die Bioverfiigbarkeit betrdgt ca.
60-70 %.

Zidovudin wird in der Leber durch 5’-Glucoronidierung zum Hauptmetaboliten AZT-
Glucuronid (GZDV) verstoffwechselt, das tiber die Nieren ausgeschieden wird. Weitere
Metaboliten sind 3’-Amino-3’-Deoxythymidin (AMT) und 5’-O-Glucuronid GAMT.
14-20 % des unverstoffwechselten AZT und 60-75 % des Hauptmetaboliten werden

tber den Urin ausgeschieden [37, 38].

Tab. 2.4: Physikalische, chemische und pharmakologische Eigenschaften von Zidovudin (AZT)

Medikament AZT

Chemischer Name 3’-azido-3’-Deoxythymidin
Summenformel Cio Hi3 Ns O,
Molekulargewicht 267,25 g/mol

Loslichkeit 20 mg/ml in Wasser bei 25°C
Bioverfligbarkeit 65%

Proteinbindung 20 %

Verteilungsvolumen 1,6 L/kg

Tnax 0,5-1,0h

Serum T, 1,0-1,5h
Tagesdosis/Intervall 300 mg BID

Nahrungseffekte niichtern
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AZT wird intrazelluldr an der 5’-Position durch die Thymidin-Kinase zum AZT-
Monophosphat (AZT-MP) phosphoryliert.

Danach erfolgt die Umwandlung zum AZT-Diphosphat (AZT-DP) durch die Thymidilat-
Kinase. AnschlieBend wird der intrazellular aktive Metabolit, AZT-Triphosphat (AZT-
TP), durch die unspezifische Nukleosiddiphosphat-Kinase (5’-NDP-Kinase)
phosphoryliert. AZT-MP wird bei der Metabolisierung zum aktiven Metaboliten am
hdufigsten gebildet, der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist jedoch die Bildung
des AZT-DP [37, 39].

Nach oraler Einnahme wird d4T vollstindig resorbiert und ist mit ca. 82-100 %
bioverfligbar. D4T wird zu ca. 40 % unverandert tiber den Urin ausgeschieden.

Ob die restlichen 60 % metabolisiert werden, ist nicht abschlielend geklart [40-42].

Tab. 2.5: physikalische, chemische und pharmakologische Eigenschaften von Stavudin (d4T)

Medikament d4T

Chemischer Name 2’,3’-Didehydro- oder 3’-Deoxythymidin
Summenformel CioHi; N, O,

Molekulargewicht 224,22 g/mol

Loslichkeit 80 mg/ml in Wasser bei 23°C
Bioverfligbarkeit 90 %

Proteinbindung 1 %

Verteilungsvolumen 1,0 L/kg

Tnax 0,5-0,7 h

Serum T, 21,3 h

Tagesdosis/Intervall 40 mg BID

DAT wird iber die gleichen Enzyme wie AZT iiber das 5’-Monophosphat und 5'-
Diphosphat zum aktiven Metaboliten Stavudin-Triphosphat (d4T-TP) umgewandelt. Im
Gegensatz zum AZT stellt bei d4T die Bildung des d4T-MP  den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar [39-42].
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Abb. 2.6: Zellulire Phosphorylierung der Thymidin-Analoga in ihre jeweiligen aktiven Metaboliten.
Die Abkiirzungen sind im Text erklart.

2.4.3 Zelluldre Toxizitdt und zelluldres Interaktionspotential von AZT und d4T

Alle NRTIs werden erst durch intrazellulare Phosphorylierung zu ihren aktiven
Metaboliten, den Triphosphaten, umgewandelt.

Die Nebenwirkungen, die nach einer Langzeittherapie mit NRTIs auftreten kdnnen,
beinhalten Hyperlaktatimie, Laktatazidose, Hepatomegalie mit Steatose, periphere
Neuropathie, Myophatie und Kardiomyophatie, Ototoxizitit, Zytopenie, Pankreatitis
und Lipoatrophie [43]. Diese Toxizititen werden auf eine maogliche Inhibition der
humanen DNA-Polymerase-y durch AZT-TP und d4T-TP zurlickgefiihrt [44, 45]. DNA-
Polymerase-y wird in den Mitochondrien fiir die Synthese der mitochondrialen DNA
(mtDNA) verwendet. Die kompetitive Hemmung der DNA-Polymerase-y flihrt zu einer
verminderten Anzahl an Proteinen der mitochondrialen Atmungskette. Die
Beeintrachtigung der aeroben Atmung induziert oxidativen Stress, steigert die Anzahl
von Mutationen in der mtDNA und fiihrt letztendlich zu einer hypoxischen
Gewebsschadigung [46].

Neben zelluldren Toxizitaten sind auch intrazelluldre Interaktionen bei der Therapie

mit NRTIs von klinischer Bedeutung.
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Weil NRTI erst durch intrazelluldre Phosphorylierung in ihre aktive Wirkform tberfthrt
werden, unterliegen sie der Beeinflussung durch verschiedenen interne und externe
Faktoren: Interne Faktoren sind der Plasmaspiegel des inaktiven Medikaments, der
Zelltyp, Zellzyklus, das Verhdltnis zwischen endogenen Triphosphaten und Wirkstoff-
Triphosphaten, der Grad der Dephosphorylierung sowie intrazelluldre Arzneimittel-
Interaktionen. Externe Faktoren sind der Aktivierungsstatus der Zellen (stimuliert oder
ruhend), der Status oder das Stadium der HIV-Infektion oder das Geschlecht[39]. So
wurde beispielsweise in klinischen Studien gezeigt, dass die intrazellulire AZT-TP-
Konzentration bei Frauen bis zu doppelt so hoch ist wie bei Mannern [47, 48]. ,In
vitro” senkt AZT bei gleichzeitiger Gabe mit d4T die Konzentration von d4T-TP
aufgrund der Konkurrenz um die intrazelluldre Phosphorylierung zum Triphosphat [49-
51].

Ko-Infektionen von HIV-Patienten mit Hepatitis-, Herpes-, und Zytomegalie-Viren
erfordern aufgrund potentieller Arzneimittelinteraktionen eine sorgféltige Abklarung im
Hinblick auf deren klinische Relevanz. Obwohl Ribavirin in vitro die intrazellulare
Phosphorylierung von AZT reduziert [52], hat Ribavirin in vivo keinen Einfluss auf die
antiretrovirale Aktivitit von AZT [53]. Ahnliche Effekte wurden auch fiir das d4T
beschrieben [53-55].

Das unterstreicht die Bedeutung von in vitro- und in vivo-Untersuchungen, bei denen
neben der Pharmakokinetik der NRTI im Plasma auch die intrazellulare
Pharmakokinetik bestimmt wird. Untersuchungen der intrazelluldren Pharmakokinetik
sind insbesondere bei der Neuentwicklung von NRTIs erforderlich: So wurde bei der
Entwicklung von Apricitabin, einem neuen NRTI, gezeigt, dass die intrazelluldre
Phosphorylierung von Apricitabin durch die gleichzeitige Kombination mit Lamivudin
gehemmt wird, so dass die AUC von Apricitabin 15 % niedriger ist als bei alleiniger
Gabe von Apricitabin. Daher wird empfohlen, Apricitabin nicht mit Cytidin-Analoga zu
kombinieren [12].

Auch die Untersuchung der zelluliren Halbwertszeiten fiihrte zu einer klinisch
relevanten Anwendungsempfehlung, d.h. einer Anderung der Dosisfrequenz der NRTI:
Weil NRTI eine relativ geringe Plasmahalbwertszeit besitzen, wurden die Wirkstoffe
zundchst dreimal tdglich verabreicht. Untersuchungen in Lymphozyten ergaben
jedoch, dass die NRTI in Lymphozyten wesentlich ldanger persistieren. Daher wurde die

Dosisfrequenz auf eine zweimal tagliche Gabe angepasst.
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2.5 Fosalvudin Tidoxil, ein neues Thymidin-Analogon

2.5.1 Struktur von Fosalvudin

Fosalvudin Tidoxil ist ein antiretrovirales Thymidin-Analogon aus der Gruppe der NRTI
und besteht aus Alovudin-Monophosphat (3’-Deoxy-3’-fluorothymidin-Monophosphat,
FLT-MP) und einem kovalent gebundenen lipophilen Tragermolekadil.

Die Firma Heidelberg Pharma hat das Pro-Drug Fosalvudin Tidoxil (HDP 99.0003)
unter Verwendung einer firmeninternen Technologie aus dem sehr toxischen Wirkstoff
Alovudin (3’-Deoxy-3’-fluorothymidin, FLT) entwickelt. Fosalvudin wird derzeit in
klinischen Phase-Il Studien bei Patienten eingesetzt, die eine NRTI-multiresistente HIV-
1 Infektion aufweisen.

Obwohl die hervorragende antiretrovirale Aktivitit von Alovudin gegen HIV-1 und
multiresistenten Varianten von HIV-1 im Vergleich zu AZT in zahlreichen Studien
nachgewiesen wurde, entwickelten sich in vivo gravierende Toxizitdten[56-63]. Diese
Toxizititen sind wahrscheinlich darauf zurickzufihren, dass Alovudin DNA

Fragmentationen induziert, die zur Apoptose fiihren [64].

H

L
Alovudin (3’-Deoxy-3’-fluorothymidin, FLT) Alovudin-Monophosphat (FLT-MP)

H,C.

S

/\/\/\/\/\OJVO_P

b
Fosalvudin Tidoxil (Natriumsalz HDP 99.0003 Na)

Abb. 2.7: Strukturformeln von FLT, FLT-MP und Fosalvudin Tidoxil (Natriumsalz)
Strukturformeln der einzelnen Komponenten, aus denen sich der Wirkstoff Fosalvudin Tidoxil
zusammensetzt.
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2.5.2 Dosierung von Fosalvudin

Fosalvudin ist eine neue antiretrovirale Substanz die sich in Phase-Il der klinischen
Entwicklung befindet (Stand September 2008). Die Substanz wurde in einer taglichen
Dosierung von 10, 20 und 40 mg bei Patienten untersucht, die eine NRTI-
multiresistente HIV-1 Infektion haben [65]. AZT wird zweimal tdglich verabreicht, bei
einer Dosis von 250 mg. D4T wird bei einer Dosis von 40 mg ebenfalls zweimal
taglich gegeben. Damit liegt die tdgliche Dosis von Fosalvudin deutlich unter der Dosis

der beiden anderen Thymdin-Analoga.

2.5.3 Pharmakologie von Fosalvudin

Die Pharmakokinetik wurde bisher in vitro, in Tierversuchen, in einer klinischen Phase-
| Studie mit 24 Patienten und in einer ersten klinischen Phase-II Studie an 43 Patienten
untersucht [66-68]. Die bisher publizierten physikalischen, chemischen und
pharmakologischen Eigenschaften von Fosalvudin sind in Tab. 2.6 dargestellt.

Bei Untersuchungen an Madusen entdeckte man geringe Konzentrationen von
Fosalvudin im Fettgewebe und im Knochenmark. Dies spricht fiir eine niedrige toxische
Wirkung von Fosalvudin auf das blutbildende System [67]. In der ersten Phase-Il Studie
wurde eine Dosis-abhdngige Wirkung von Fosalvudin  nachgewiesen. Bei
therapienaiven HIV-Patienten konnte die Viruslast innerhalb von zwei Wochen mit
zunehmender Dosis um bis zu 90 % gesenkt werden im Vergleich zur Placebo-Gruppe
[66].

Fosalvudin wird durch die zellulare Thymidin-Kinase 1 zum FLT-MP anabolisiert [69],
dann folgt die Bildung des Diphosphates und anschliefend die Umwandlung zum FLT-
TP, dem aktiven Metaboliten. In vitro-Versuche ergaben ein Verteilungsmuster, bei dem
FLT-MP mit 40-76 % gebildet wurde, FLT-DP mit 8-23 % und FLT-TP mit 12-40 %
[58].
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Tab. 2.6: Physikalische, chemische und pharmakologische Eigenschaften von Fosalvudin

Wirkstoff Fosalvudin

Chemischer Name 3’-Deoxy-3’-fluorthymidylsdure, mono [(3-dodecylthio-2-decyloxy) propyl]
ester, Natriumsalz

Summenformel Cys Hes N, O F P S Na

Molekulargewicht 744,93 g/mol

Kurzbeschreibung Weiles geruchsloses Pulver

Aggregatzustand fest

Loslichkeit > 150 mg/ml in Wasser (Gel)

Proteinbindung 95 %

T . 6-7 h

Plasma T,, 5-6 h

2.5.4 Nebenwirkungen von Fosalvudin

Fosalvudin wurde in der ersten Phase-Il Studie an therapienaiven HIV-1 Patienten gut
vertragen. Es traten nur leichte Nebenwirkungen wie Brechreiz, Ubelkeit, Durchfall

und Kopfschmerzen auf [66].

2.6 Methoden zur quantitativen intrazellularen Messung von Thymidin-Analoga

Die Messung von intrazelluldren Triphosphaten erfordert ein hoch sensitives
Messverfahren mit einer sehr niedrigen Nachweisgrenze, weil die zu messenden
Analyten nur im Femtomolbereich pro Million Zellen vorliegen.

Weltweit beschéftigen sich nur wenige Arbeitsgruppen mit dieser Analytik. Daher ist
die Datenlage limitiert und nur eine begrenzte Anzahl von validierten Methoden
verfligbar, die teilweise keine internen Standards verwenden.

Die meisten Methoden basieren auf einer indirekten Messung der Triphosphate.
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Bei diesem Verfahren werden AZT-TP oder auch d4T-TP Uber eine
Festphasenextraktion aufgereinigt, enzymatisch dephosphoryliert und als AZT oder d4T
quantifiziert. Die Detektion erfolgt mit Radioimmunoassays [70-74] oder uber LC-
MS/MS [75-77]. Gegeniiber einer direkten Messung haben diese Methoden den
Nachteil, dass sie viele Schritte beinhalten, die zu einer grofleren Messungenauigkeit
fihren und sehr zeitaufwendig sind.

Bei der direkten Quantifizierungsmethode werden AZT-TP oder d4T-TP durch
lonenpaarchromatographie getrennt und mit einem Tandemmassenspektrometer
nachgewiesen [78-83]. Allen Methoden geht die Isolierung von humanen Lymphozyten
mittels Dichtegradientenzentrifugation (Buffy-Coat) voraus, aus denen die Triphosphate
extrahiert werden. Die Zellen werden mit einem internen Standard versetzt und durch
eine eiskalte Losung aus Tris-HCI (0,05 M pH 7,4)/Methanol 30:70 V/V zerstort, so dass
die Analyten direkt im Puffer aufgenommen wurden. AnschlieBend wird der Uberstand
bis zu einem Losungsvolumen von 120 — 150 pl eingedampft. Davon wurden 40 pl
direkt ~ Uber eine Reversed-Phase-HPLC-Sdule aufgetrennt und in ein
Massenspektrometer injiziert, wo das Zellextrakt zuerst tiber eine Elektrosprayquelle
ionisiert und anschlieffend im MS fragmentiert wird. Fir die Messung von d4T-TP wird
die Transition 463 — 159 (m/z) verwendet und fiir AZT-TP der Masseniibergang von
506 — 159 (m/z. Der mit dieser Methode durchschnittlich quantifizierte d4T-TP Spiegel
liegt bei 31 fmol/Mio. Zellen (0 — 99 fmol/Mio. Zellen), der von AZT-TP bei 110
fmol/Mio. Zellen (19.3 — 244 fmol/Mio. Zellen).

Nachteile der quantitativen Bestimmung von AZT-TP bei dieser Messmethode sind
Interferenzen durch endogene Triphosphate, die den gleichen Masseniibergang 506 —
159 (m/z) besitzen (ATP und dGTP) [81]. Um diese Interferenzen zu vermeiden,
entwickelte eine Arbeitsgruppe eine MALDI-TOF Methode, die jedoch nicht in allen
Laboren routinemaRig verfligbar ist [84].

Die zelluldre Umsetzung von Alovudin zum Triphosphat ist bisher nur mit radioaktiv
markierten CH)FLT in einem in vitro Experiment an MT4-Zellen und in stimulierten
humanen Lymphozyten untersucht. Die Auftrennung erfolgte mittels einer HPLC-

Methode. Die Absorption wurde bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen [58].
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2.7 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Wie alle Arzneimittel aus der Substanzklasse der NRTI muss auch Fosalvudin als
inaktives Prodrug appliziert und durch zelluldre Enzyme in seine aktive Wirkform, das
Triphosphat (FLT-TP), umgewandelt werden. Die europdische Arzneimittelagentur
EMEA empfiehlt in ihren Richtlinien fir die Zulassung von neuen NRTI die Bestimmung
der intrazelluldren Triphosphatkonzentration. Die Messung der intrazelluldren
Triphosphatkonzentration gibt Auskunft dariiber, wie effektiv die reverse Transkription
bei der HIV-Replikation durch das Arzneimittel inhibiert werden kann und ermoglicht
somit eine Aussage Uber den Erfolg einer NRTI-Therapie: bei HIV-positiven Patienten
wurde ein Zusammenhang zwischen den intrazelluldr gebildeten NRTI-Triphosphaten
und dem klinischen Ansprechen auf die Medikation nachgewiesen [85, 86].

Bis dato wurde die intrazellulire Umwandlung von Fosalvudin in seine aktive
Wirkform, FLT-TP, nur in einem ,ex vivo” Experiment an stimulierten humanen
Lymphozyten mit radioaktiv markierten FLT untersucht. Als Detektionsmethode wurde
die Diinnschichtchromatographie eingesetzt. Die Ergebnisse des Experiments, das von
Heidelberg Pharma durchgefiihrt wurde, sind nicht publiziert.

Ziele dieser Arbeit sind erstens die Entwicklung und Validierung einer Messmethode fiir
den aktiven Metaboliten von Fosalvudin Tidoxil, FLT-TP, auf Grundlage der direkten
Quantifizierung von intrazelluldren NRTI-Triphosphaten. Diese Methode soll eine
einfache  Probenaufbereitung und schnelle, zuverldssige Analytik  mittels
lonenpaarchromatographie gekoppelt an ein Tandemmassenspektrometer sicherstellen.
Zweitens soll diese Methode in ,ex vivo” Zellversuchen an stimulierten humanen
Lymphozyten Uberpriift und fir die quantitative Bestimmung von intrazelluldarem FLT-
TP verwendet werden, um im Rahmen einer klinischen Studie von Heidelberg Pharma

eine Aussage Uber die intrazelluldre Pharmakokinetik von FLT-TP treffen zu kénnen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Material fiir die LC-MS/MS

Fur die LC-MS/MS wurde ein HPLC-System mit folgenden Bestandteilen zur Detektion
verwendet: zwei HPLC-Pumpen (Rheos 2000, Flux Instruments AG, Basel und LC-9A,
Shimadzu Europa GmbH, Duisburg), ein Degasser (Rheos CPS-LC, Flux Instruments
AG, Basel), ein Probenaufgeber (Gilson 233 XL on-Line Column Switch with 402
Syringe Pump, Gilson, Middleton, USA) und ein APl 3000 Massenspektrometer der
Firma Applied Biosystems (Darmstadt). Drei HPLC-Sdulen wurden getestet: die C8-A 3u
Saule, 150 x 2.0 mm, die Saule Pursuit XRs 5-C18, 150 x 2.0 mm und die Sdule Pursuit
XRs 3-C8, 150 x 2.0 mm der Firma Varian (Darmstadt). Fir die validierten
lonenpaarchromatographie-Methoden, die nachstehend beschrieben werden, wurde
die Sdule Supelcogel ODP-50 5 pm, 150 x 2,1 mm von Sigma Aldrich (Steinheim)

verwendet.

Tab. 3.1: Chemikalien fiir die LC-MS/MS

Bezeichnung Bezugsquelle

Acetonitril, HPLC Optigrade® Gradient Grade LGC Standards GmbH, Wesel (D)
Methanol, HPLC Optigrade®
Wasser, LiChrosolv® fiir die Chromatographie

Ameisensdure, zur Analyse Merck KgaA, Darmstadt (D)
pH-Set 1, zur Kalibration von pH-Messgeraten

Ammoniumformiat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)
N’N-Dimethylhexylamin

1,5-Dimethylhexylamin

Kaliumchlorid, ACS

Ammoniumdihydrogenphosphat

2-Chloradenosin-Triphosphat/ 2CI-ATP

2’,3’-Dideoxycytidin-Triphosphat/ ddC-TP

Thymidin 5’-Triphosphat sodium salt/ TTP

Cytidin 5’-Triphosphat disodium salt/ CTP

Uridin 5’-Triphosphat tris salt/ UTP

3’-Deoxy-3’-Fluorthymidin-Triphosphat/ FLT-TP Heidelberg Pharma GmbH, Ladenburg (D)
Fosalvudin Tidoxil
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3.1.2 Material fiir die Lymphozyten-Isolation

Die Isolation von humanen Lymphozyten erfolgte mit handelsiblichen
Zentrifugenrohrchen unterschiedlicher Grofse der Firma Sarstedt (Nimbrecht) und mit
CPT-Rohrchen, die Natriumcitrat enthielten (Firma Becton Dickinson, Basel). Fiur die
Zentrifugation wurde eine Hettich Rotixa/P (Andreas Hettich GmbH & Co KG,
Tuttlingen) mit variabler Temperatureinstellung verwendet. Die Auszdhlung der Zellen
erfolgte mit einer Neubauer-Zahlkammer (LO Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf) unter
einem Mikroskop der Firma Carl Zeiss Oberkochen (Oberkochen).

Tab. 3.2: Chemikalien fiir die Lymphozyten-Isolation

Bezeichnung Bezugsquelle
Biocoll-Trennl6sung Biochrom AG, Berlin (D)
RPMI-1640

PBS-Dulbecco (1x)
Sterofundin 1SO B. Braun Melsungen AG, Melsungen (D)

Trypanblau-Losung, fiir die Mikroskopie Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)

3.1.3 Material fiir die Probenaufbereitung

Zur Probenaufbereitung wurden herkémmliche 1,5 ml und 0,5 ml ,Micro tubes” sowie
Pipettenspitzen der Firma Sarstedt (Nimbrecht) und Pipetten (10-100 pl, 50-250 pl) der
Firma Eppendorf (Hamburg) verwendet. Des Weiteren kamen bei der
Probenaufbereitung ein Vortexer (Heidolph Reax R1, Heidolph, Kelkheim), ein
Ultraschall-Wasserbad (Transsonic T460/H, Elma, Singen), eine Zentrifuge (Centra
MP4,  International  Equipment  Company, Needham, USA) und ein
Vakuumkonzentrator (Helmut Saur GmbH, Reutlingen) mit angeschlossener

Vakuumpumpe (Leybold Vakuum GmbH, KéIn) zum Einsatz.
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3.1.4 Material fir den ,ex vivo” Zellversuch

Die Plastikmaterialien fur die Zellkultur wurden von den Firmen Nunc (Wiesbaden),

Sarstedt (Nimbrecht) und Greiner Bio-One (Solingen) bezogen.

Tab. 3.3: Chemikalien fiir die Zellkultur

Bezeichnung Bezugsquelle
RPMI-1640 Biochrom AG, Berlin (D)
PBS-Dulbecco (1x)

FCS

L-Glutamin (200 mM)
Penicillin/Streptomycin (10000 IU/ml /10 mg/ml)

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)

Phytohdmagglutinin-M (PHA-M) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim (D)

3.2. Methodenentwicklung zur intrazelluliren Analytik von FLT-TP

3.2.1 Das Prinzip der lonenpaarchromatographie

Die lonenpaarchromatographie (IPC), auch Mobile-Phase lonenchromatographie
(MPIC) genannt, basiert auf dem Zusatz eines lipophilen Reagenz zur mobilen Phase,
das mit den entgegengesetzt geladenen Analyten ein lonenpaar bildet. Fiir kationische
Analyten werden in der Regel organische Sulfonate mit unterschiedlich langen
Alkylresten und Salz-, Perchlor- oder Perfluorsduren als lonenpaarreagenz verwendet.
Bei anionischen Analyten werden quartire Amoniumionen, die in der Hydroxidform
vorliegen missen, als Gegenionen eingesetzt. Das lonenpaarreagenz hat meist eine
hydrophobe Region, die mit der stationdren Phase interagiert und eine geladene
Region, die mit dem zu trennenden Analyten in Wechselwirkung tritt.

Damit ist es moglich, eine normale Reversed-Phase (RP) Sdule fiir die Trennung zu
verwenden. Der Retentionsmechanismus der MPIC ist nicht abschliefend geklart.
Hypothesen fiir drei verschiedene Retentionsmodelle wurden postuliert: Erstens die
Bildung des lonenpaares, zweitens der dynamische lonenaustausch und drittens die

lonenwechselwirkung.
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Beim ersten Modell wird davon ausgegangen, dass das lonenpaarreagenz mit dem
Analyten ein neutrales Paar bildet, das sich anhand der mobilen und der stationdren
Phase trennt [87]. Die Retentionszeit kann durch Konzentrationsverdnderung des
organischen Losungsmittels kontrolliert werden.

Das Modell des dynamischen lonenaustauschs geht von der Theorie aus, dass die
hydrophoben Anteile des lonenpaarreagenz mit den hydrophoben Komponenten der
stationdren Phase interagieren und so eine dynamische lonenaustauschoberflache
bilden. Der Analyt wird aufgrund seiner Interaktion mit dieser Oberflache retiniert [88-
90].

Das dritte Retentionsmodell (lonenwechselwirkung) postuliert die Ausbildung einer
elektrisch geladenen Doppelschicht durch das lonenpaarreagenz und ein Gegenion an

der Oberflache der stationaren Phase [91].

A+l Ki Al —_— A +l
Ky
Ke
SA + 1 —_— SAI —_— A + Sl
Ky
K, = (A, / (A), * (D, K, = (SAIl), / (Al),, * (S),
Ky = (S, /7 (), * (S) Ky = (SAl, / (SI), * (A),,
Ks; = (SA),/ (A), * (S), Ky = (SAl), / (SA), * (I),,

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Gleichgewichtssystems in der MPIC

Dargestellt ist das Gleichgewichtssystem an unpolaren stationdren Phasen mit lipophilen lonen in der
mobilen Phase in der lonenpaarchromatographie mit den entsprechenden Gleichgewichtskonstanten.
(A): Analyt-lon; (I): lipophiles lonenpaarreagenz-lon; (Al): Komplex aus Analyt-lon mit dem lipophilen
lon des lonenpaarreagenz; (S): unpolare Oberfliche der stationdre Phase; (SAl): reversible Bindung des
(Al)-Komplexes an die stationdre Phase; (SI): Adsorption von (1) an der Oberflache der stationdren Phase;
(SA): unabhingige Wechselwirkung des Analyt-lons mit der unpolaren stationdren Phase; (K, ,):
Gleichgewichtskonstanten fiir die jeweiligen Bedingungen; (,, und ): Indices fiir die mobile oder
stationdre Phase; (K;) und (K,) beschreiben die Verhiltnisse, wenn das Modell der lonenpaarbildung
vorliegt; (K;) und (K,) beschreiben die Verhaltnisse, wenn das lonenaustausch-Modell vorherrscht; (Ks)
und (K;) beschreiben die unabhédngigen Wechselwirkungen der lonen mit der stationdren Phase
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Alle drei Hypothesen charakterisieren Grenzfille, so dass es nicht moglich ist, den
Retentionsmechanismus wahrend der verschiedenen chromatographischen Phasen
eindeutig zu beschreiben.

Dariiber hinaus ist der Retentionsmechanismus nicht nur von den Wechselwirkungen
der lonen untereinander und mit der stationdren Phase abhdngig. Dieser Mechanismus
wird ebenso durch Art und Konzentration des lipophilen Reagenz, des organischen
Losungsvermittlers in der mobilen Phase und der anorganischen Zusdtze beeinflusst.
Nicht zuletzt ist die Retention der Analyten vom pH-Wert der mobilen Phase abhdngig.
Fur die polaren negativ geladenen FLT-TP Molekiile wurde das N’N- und das 1,5-
Dimethylhexylamin bei einem pH-Wert von 9,0 bei der Entwicklung der
chromatographischen Trennung nach dem Prinzip der lonenpaarchromatographie

ausgewahlt.

3.2.2 Das Prinzip der ESI-Tandem-Massenspektrometrie

Zur massenspektrometrischen Analyse von nukleosidischen Triphosphaten miissen die
polaren und geladenen Molekiile in Gasphasenionen Uberfiihrt werden. Fir die
Uberfiihrung der FLT-TP  Molekiile in die Gasphase eignet sich das
lonisierungsverfahren der Elektrospray-lonisierung (ESI), weil in der Regel intakte
Analytenmolekiile gebildet werden.

Bei der Elektrospray-lonisierung wird die zu analysierende Losung direkt unter
atmosphdrischem Druck in ein elektrisches Feld gespriiht. Dabei wird die
Analytenlosung durch eine Metallkapillare gefiihrt, an deren Spitze eine Spannung von
2-6 kV angelegt ist. Die Spannung kann je nach Analyt positiv oder negativ gewdhlt
werden. Das entstehende elektrische Feld flihrt zu einer Ladungsseparation an der
Oberflache der Flissigkeit. Als Ergebnis dieser Ladungsseparation bildet sich an der
Spitze der Kapillare ein Uberschuss an gleichartig geladenen lonen, die sich gegenseitig
abstofSen und als feines Aerosol (iber die Ausbildung des so genannten Taylor-Cones
aus der Kapillare quellen. Durch die Zufuhr von Stickstoff und die Aufheizung der
Elektrospray-Quelle, wird das Aerosol zunehmend getrocknet. Aufgrund der
Verdampfung des Losungsmittels verkleinert sich die Tropfchengrofle, wobei das

elektrische Feld auf der Oberflache der Tropfchen kontinuierlich zunimmt.
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Am Ende dieser Desolvatisierung zerfallen die Tropfchen, unter dem Einfluss der
AbstoSung von gleichartigen Ladungen (Coulomb-Explosionen).

Fur die Bildung freier lonen in der Gasphase existieren zwei Modellvorstellungen - das
Charge Residue Model (CRM, Modell des geladenen Riickstands) und das lon
Evaporation Model (IEM, lonenemissionsmodell):

Das erste Modell geht davon aus, dass beim Desolvatisierungsprozefs immer kleinere
Tropfchen entstehen, die letztendlich ein ionisiertes Analytmolekdl freisetzten [92].
Beim lonenemissionsmodell wird angenommen, dass bereits aus grofReren geladenen

Tropfen freie lonen in die Gasphase emittiert werden [93].

Taylor Cone
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Coulomb-Explosion Ionenemission

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der lonenbildung bei der Elektrosprayionisierung:

Die Analytenlésung wird durch eine Kapillare gefiihrt, an der eine hohe elektrische Spannung anliegt.
Dadurch werden entsprechend der anliegenden Spannung am Ende der ESI-Kapillare positiv geladene
Elektrolytionen angereichert. An der austretenden Fliissigkeit bildet sich der Taylor-Cone aus, von dem
kleine positiv geladene Trépfchen abgesondert werden. Die Trépfchen verringern durch das
Verdampfen des Losungsmittels solange ihre GroRe, bis sie letztendlich durch die Coulomb-Explosionen
zerfallen und einzelne lonen emittiert werden, die ins Massenspektrometer gelangen.

Die erzeugten lonen, (M+H)" oder (M-H), werden durch eine Potentialdifferenz
zwischen Sprayerkapillare und Curtainplatte in das MS gelenkt. Weil die Elektrospray-
lonisation bei atmosphdrischem Druck stattfindet und im Massenspektrometer durch
spezielle Turbopumpen ein Hochvakuum erzeugt wird, werden die lonen durch ein
Interface in das Massenspektrometer Uberfiihrt. Dieses Interface besteht aus der
Curtainplatte, dem Orifice und dem Skimmer. Zwischen der Curtainplatte und dem
Orifice stromt das Curtaingas (Stickstoff) dem Elektrospray entgegen und verhindert das
Ansaugen von Neutralteilchen in das Hochvakuum. Durch spezielle elektrische
Spannungen, die am Orifice und am Skimmer angelegt sind, werden nur die

gewlinschten lonen zu den Quadrupolen durchgeleitet.



Material und Methoden 32

Ein Quadrupol besteht aus vier Metallstiben, die so angeordnet sind, dass die
gegenlberliegenden Paare (180°) elektrisch miteinander verbunden sind. Zwischen
diesen Stdben liegt eine Spannung an, die gleichermalen aus einer Wechselspannung
(RF) und einer Gleichspannung (DC) besteht. Durch die spezielle Einstellung der
Spannungen werden nur lonen mit einem bestimmten Masse/Ladungs-Verhaltnis (m/z)
durch die Metallstibe zum Detektor geleitet. Alle anderen lonen kollidieren aufgrund
ihrer instabilen Flugbahn mit den Metallstdben und den Stickstoffteilchen. Dadurch
konnen diese lonen nicht zum Detektor durchdringen. Fir die Analyse der FLT-TP
lonen wurde ein APl 3000 Massenspektrometer der Firma Applied Biosystems
verwendet. Das API 3000 ist aus drei Quadrupolen aufgebaut. Die lonen werden nach
Eintritt durch das Interface iber einen lonen-Guide Quadrupol (QO0 und Stubbies) unter
bestimmten Frequenzen zum ersten Massenfilter Q1 weitergeleitet. Q1 arbeitet nur auf
einer fest eingestellten Frequenz und filtert demzufolge nur lonen mit einem
bestimmten m/z-Wert heraus (Precursor- oder Parent-lon), die dann in die
Kollisionszelle (Q2, zweiter Quadrupol) gelassen werden. Q2 wird hier nicht als
Massenfilter genutzt, sondern induziert die Fragmentation der lonen durch die Kollision
mit einstromendem Stickstoff (CID, collision-induced dissociation). Die spezifisch
fragmentierten lonen werden schlieflich im letzten Quadrupol (Q3) noch einmal

anhand ihres m/z-Wertes gefiltert (Produkt-lon) und zum Detektor tberfiihrt.

Interface
Quadrupole

Orlflce
Curtainplatte l Sklmmer / \

N\
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> >

oder | | o c—ic == = Detekior
(M-H) / U '
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2,2 Torr Stubbies < 8 mTorr
Curtaingas \ J
- Y
8x1073 Torr 2x107 Torr

Abb. 3.3: Prinzipieller Aufbau eines , Triple Quadrupol” Massenspektrometers
Die einzelnen Bezeichnungen und Vorgédnge werden im Text beschrieben.
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Durch die spezielle Anordnung der Quadrupole ist es moglich, sowohl nach den
Mutterionen (Q1-Scan) als auch nach den Produktionen (Q3-Scan) zu suchen und

diese aufgrund ihres spezifischen m/z- Wertes zu quantifizieren.

3.2.3 Optimierung der MS-Bedingungen fiir das FLT-TP und den internen Standard

FLT-TP hat ein Molekulargewicht von 484,16 g/mol und ist aufgrund seiner
Phosphatgruppen negativ geladen. Deshalb wurde fiir die Entwicklung der Analytik am
Massenspektrometer der negative Modus gewahlt. Fiir die Quantifizierung des FLT-TP
liefen zwei interne Standards mit, zum einen das ddC-TP mit einem Molekulargewicht
von 451,20 g/mol und das 2CI-ATP mit einer Masse von 541,68 g/mol. Alle NRTI-
Triphosphate und alle endogenen Triphosphate fragmentieren unter diesen
Bedingungen in mehrere Tochterionen. Dabei fiihrt die Abspaltung des Pyrophosphates
zu einem Fragment der Masse von 159 g/mol. Dieses Fragment zeigt jeweils die
hochste Signalintensitdt. Obwohl dieser Masseniibergang nicht substanzspezifisch fir
die einzelnen Triphosphate ist, wurde diese Transition zusatzlich zu den signaldrmeren
Massentbergangen mit in die MS-Methode aufgenommen. Durch die Kombination der
substanzspezifischen Transition mit der 159 m/z Transition, kénnen die drei Analyten
besser von anderen endogenen Interferenzen differenziert werden.

Die Einstellung des Massenspektrometers fiir die Analyse von FLT-TP erfolgt in zwei
Stufen: Erstens die Optimierung der stoffspezifischen Parameter, die fiir jeden Analyten
oder den internen Standard separat eingestellt werden miissen. Zweitens werden die
gruppenspezifischen Parameter fiir die Analyten und den internen Standard gemeinsam
optimiert.

Bei der Einstellung der substanzspezifischen Parameter wurde das Declustering
Potential (DP), das Focusing Potential (FP), das Entrance Potential (EP), die Collision
Energy (CE) und das Collision Cell Eixit Potential (CXP) fiir FLT-TP und die verwendeten
internen Standards optimiert. Bei den gruppenspezifischen Parametern wurden die
Temperatur (Tem), das Nebulizergas (NEB), das Curtaingas (CUR), das Kollisionsgas
(CAD), die lonenspray Spannung (IS), das Messzeitfenster (Dwell) und die Auflésung fir
Q1 und Q3 eingestellt.
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Mit diesen Parametern wurde anschlielbend ein Precursor-lon Scan (Q1-Scan) und ein
Produkt-lon Scan (Q3-Scan) durchgefihrt.

Fir diesen Versuch wurde die vorldaufige mobile Phase zu gleichen Anteilen tber ein T-
Stick mit der jeweils zu optimierenden Triphosphatlosung mit Hilfe einer
Infusionsspritzenpumpe direkt in die Quelle des Massenspektrometers injiziert, und
eine manuelle Einstellung der Parameter iber die Analystsoftware durchgefiihrt. In Tab.
3.4 sind die Versuchsbedingungen zur Einstellung der Parameter fiir das FLT-TP und die

beiden internen Standards am MS dargestellt.

Tab. 3.4: Versuchsaufbau fiir die Optimierung der MS-Bedingungen

Losungen Zusammensetzung

Mobile Phase A 3 mM Ammoniumformiat
10 mM N’N-Dimethylhexylamin
H,O
pH 9,0

Mobile Phase B 6 MM Ammoniumformiat

20 mM N’N-Dimethylhexylamin
H,O/ACN 50/50 (v/v)
pH 9,0

FLT-TP 10000 ng/ml geldst in 100 % H,O,
versetzt mit 10 pl HCOOH (10 %)

ddC-TP (interner Standard) 10000 ng/ml geldst in 100 % H,O,
versetzt mit 10 pl HCOOH (10 %)

2CI-ATP (interner Standard) 10000 ng/ml geldst in 100 % H,O,
versetzt mit 10 pl HCOOH (10 %)

Die Tabellen 3.5 — 3.7 zeigen die jeweiligen Masseniibergédnge und die dazugehorigen

substanzspezifischen Parameter von FLT-TP, ddC-TP und 2CI-ATP.

Tab. 3.5: Masseniibergiange m/z und stoffspezifische Parameter fiir FLT-TP

Substanz Q1 Masse Q3 Masse Dwell(msec) Parameter Volt (V)

FLT-TP 483,10 385,10 150,00 DP -50,00
FP -170,00
EP -14,00
CE -30,00
CXP -20,00

FLT-TP 483,10 159,00 150,00 DP -50,00
FP -170,00
EP -14,00
CE -40,00

CXP -5,00
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Tab. 3.6: Masseniibergidnge m/z und stoffspezifische Parameter fiir ddC-TP

Substanz Q1 Masse Q3 Masse Dwell(msec) Parameter Volt (V)

ddC-TP 450,20 352,10 150,00 DP -64,00
FP -225,00
EP -9,00
CE -25,00
CXP -30,00

ddC-TP 450,20 159,00 150,00 DP -64,00
FP -225,00
EP -9,00
CE -25,00
CXP -10,00

Tab. 3.7: Masseniibergiange m/z und stoffspezifische Parameter fiir 2CI-ATP

Substanz Q1 Masse Q3 Masse Dwell(msec) Parameter Volt (V)

2CI-ATP 539,90 442,20 150,00 DP -65,00
FP -230,00
EP -10,00
CE -30,00
CXP -25,00

2CI-ATP 539,90 159,00 150,00 DP -65,00
FP -230,00
EP -10,00
CE -40,00
CXP -17,00

Die gruppenspezifischen Parameter, die fiir alle drei verwendeten Substanzen

eingestellt wurden, sind in Tab. 3.8 aufgefiihrt.

Tab. 3.8: Gruppenspezifische Einstellungen des MS

Parameter optimierter Wert
Nebulizer Gas 13,00

Curtain Gas 10,00

lonen Spray -4200,00 V

Cad Gas 4,00

Period time 10 min

Scan Type MRM (Multiple Reaction Monitoring)
Polarity Negative
Resolution Q1 Unit

Resolution Q3 Low
Quellentemperatur 450°C

Software Analyst 1.2
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3.2.4 Entwicklung der HPLC fiir das FLT-TP

Bevor intrazelluldres FLT-TP mit Hilfe des Massenspektrometers analysiert werden
konnte, musste das Triphosphat chromatographisch aufgereinigt, von den beiden
internen Standards getrennt und innerhalb einer addquaten Retentionszeit von der
Saule eluiert werden. Die beiden gewahlten internen Standards sollten das FLT-TP
chromatographisch ~ einrahmen. Dafiir wurde zundchst mit dem reinen
Triphosphatgemisches eine HPLC-Methode mit der lonenpaarchromatographie
entwickelt. Weil bei dieser Analytik die intrazelluldaren Triphosphate im
Femtomolbereich quantifiziert werden sollten, wurde eine Stammlésung von 200 ng/ml
FLT-TP in reinem Wasser hergestellt. Diese Konzentration entspricht ungefahr 1721
fmolA10° ausgehend von sechs Millionen Zellen.

Bei der Methodenentwicklung wurden drei verschiedene Umkehrphase-Sdulen von der
Firma Varian getestet. Dazu gehorten eine Polaris C8-A 3u Saule, 150 x 2.0 mm; eine
Pursuit XRs 3-C8, 150 x 2.0 mm und eine Pursuit XRs 5-C18, 150 x 2.0 mm. Aulberdem
wurden verschiedene lonenpaarreagenz-Konzentrationen (N'N-DMHA: 5-30 mM), pH-
Werte (8,0-9,5) und Gradienten (60-75 % B) fur den Zusammenfluss der mobilen
Phasen getestet. Zusatzlich zu den mobilen Phasen wurde das Massenspektrometer mit
einer Mischung aus gleichen Anteilen Wasser und Methanol lber eine weitere Pumpe
mit einer Flussrate von 300 pl/min gesplilt.

Als Ergebnis dieser Methodenentwicklung wurde die chromatographische Trennung
von FLT-TP mit der Pursuit XRs 5-C18 RP-Sdule, einer 20 pl Schleife und den unten
aufgefiihrten Bedingungen durchgefiihrt.

Tab. 3.9: Zusammensetzung der mobilen Phasen A und B

Mobile Phase Zusammensetzung

mobile Phase A 30 mM N’N-Dimethylhexylamin
9 mM Ammoniumformiat
H,O
pH9

mobile Phase B 60 mM N’N-Dimethylhexylamin

18 mM Ammoniumformiat
H,O/ACN 50/50 (v/v)
pH9
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Tab. 3.10: Gradient der mobilen Phasen fiir die FLT-TP Analytik

Zeit (min) A (%) B (%) Flussrate (pl/min)
0,00 98 2 200
0,10 98 2 200
2,30 30 70 200
5,10 30 70 200
5,20 98 2 200
6,10 98 2 200
15,00 98 2 200

3.2.5 Priifung der entwickelten FLT-TP Bedingungen an der biologischen Matrix

FLT wird nach dem Transport in die Zelle durch korpereigene Kinasen zum aktiven
Metaboliten FLT-Triphosphat (FLT-TP) phosphoryliert. Um den Wirkstoffspiegel
intrazellular ~ bestimmen zu kdnnen, missen fir die Entwicklung der
ionenchromatographischen Methode Lymphozyten aus humanem Vollblut isoliert
werden. Im Anschluss daran erfolgen die Validierung der Methode, die Herstellung von
Kalibrationskurven und Durchfiihrung von Qualitdtskontrollen. Dazu werden die
Lymphozyten mit FLT-TP und den internen Standards versetzt, um die spatere
Anwendung der Methode an Proben aus einem Zellversuch und der klinischen Studie
zu simulieren. Danach missen die zu analysierenden Triphosphate aus den
Lymphozyten extrahiert und fiir den Nachweis am Massenspektrometer aufbereitet

werden.

3.2.5.1 Lymphozyten-lsolation aus Buffy-Coats

Die Methode beruht auf einer Dichtegradientenzentrifugation, bei der die Zellen
aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte getrennt werden. Biocoll hat mit 1,077 g/ml
eine groBere Dichte als Lymphozyten und Monozyten sowie eine geringere als
Erythrozyten und Granulozyten.

Zur Isolierung wurden jeweils 7,5 ml heparinisiertes Blut 1:1 mit PBS verdiinnt. In
einem 15 ml Zentrifugenrohrchen wurden 4 ml Biocoll vorgelegt und mit 10 ml des
verdiinnten Blut-PBS-Gemisches vorsichtig (iberschichtet, so dass sich die zwei
Schichten nicht vermischten. Anschliefend erfolgte eine Zentrifugation bei 2950 rpm

uber 25 min bei 4°C.
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Danach liegen drei Zellschichten vor: im oberen Teil des Zentrifugenrohrchens ist das
Blutplasma, im mittleren Teil eine Schicht mit einem Lymphozytenring auf der Biocoll-
Losung, und im unten Teil sind Erythrozyten, Granulozyten, Thrombozyten und die
toten Zellen.

Nach Absaugen der mittleren Lymphozytenschicht werden die Zellen mit eiskaltem
PBS gewaschen und bei 1200 rpm bei 4°C 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen, die einzelnen Zellpellets werden gepoolt, und das erhaltene Zellpellet in 1
ml PBS wird resuspendiert. Davon wurden 100 pl zur Zellzahlbestimmung mit
Trypanblau angefarbt und mit einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop
gezadhlt. Der restliche Teil der Suspension wurde in je sechs Millionen Zellen aliquotiert
und anschliefend bei 2900 rpm (iber 5 min bei 4°C zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand vorsichtig komplett abgesaugt und die Zellen bei -25°C eingefroren.

Im weiteren Verlauf wurden die Zellen lysiert, um FLT-TP moglichst vollstandig aus den
Lymphozyten zu extrahieren. Dafilir wurde zundchst eine Losung zur Zell-Lyse
hergestellt, welche die beiden internen Standards enthielt, damit diese simultan zum
FLT-TP alle Extraktionsschritte durchliefen. Anhand des nachfolgenden Protokolls

wurden die lysierten Lymphozyten fiir die Analyse am Massenspektrometer aufbereitet.

Tab. 3.11: Zusammensetzung der internen Standardlosung (iS) fiir die Zell-Lyse

Bestandteile

60 mM N’N-Dimethylhexylamin
MeOH/H,O 70/30 (v/v)

5000 ng/ml ddC-TP

5000 ng/ml 2CI-ATP

3.2.5.2 Zellaufbereitung

Die Zellen wurden aufgetaut und durch leichtes Schlagen mit der Fingerkuppe
gelockert. 25 pl der FLT-TP Stamml6sung (200 ng/ml) oder 25 pl der mobilen Phase A
(bei Kontrollzellen) wurden hinzu pipettiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet durch
die Zugabe von 200 pl der gekiihlten internen Standardldsung lysiert. Um den Vorgang
der Extraktion manuell zu unterstiitzen, wurde die Zelllésung kurz gevortext und fiir 5

min mit Ultraschall behandelt.
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Danach wurden die Zelltriimmer durch eine flinfminitige Zentrifugation bei 8360 rpm
entfernt und der Uberstand in ein neues EppendorfgefiR (iberfiihrt. Nach Eindampfung
der Zelllosung im Vakuumkonzentrator bis zur vollstindigen Trockene, folgte das
Resuspendieren der Probe in 65 pl der mobilen Phase A. Die so extrahierten Proben

wurden bis zur darauf folgenden Chromatographie bei 4°C im Kihlschrank aufbewahrt.

3.2.6 Identifizierung der endogenen Interferenz

Wahrend der ersten Messungen des FLT-TP in humanen Lymphozyten im Vergleich zu
leeren Kontrollzellen trat ein endogenes Storsignal auf, das im folgenden Verlauf der
Methodenentwicklung identifiziert werden musste. Die genaue Charakterisierung des
endogenen Storsignals war essentiell fiir die Methodenentwicklung, da ansonsten keine
chromatographische Trennung und massenspezifische Analyse des FLT-TP moglich
war. Fir diesen Versuch wurden ein Q1-Scan der Kontrollzellen, sowie ein Q1-Scan
von moglichen endogenen Triphosphaten mit einer dhnlichen Masse, wie die des FLT-
TP, durchgefiihrt. Daflir wurden die mobilen Phasen zu gleichen Anteilen iber ein T-
Stiick mit der jeweils zu scannenden Triphosphatlosung, oder der Zelllosung mit Hilfe
einer Infusionsspritzenpumpe direkt in die Quelle des Massenspektrometers injiziert.
Als Ursache moglicher endogener Storsignale wurden Cytidin-, Thymidin- und das
Uridin-Triphosphat gescannt. Mit Hilfe des Q1-Scans konnte Uridin-Triphosphat mit
einer Masse von 484,141 g/mol als endogener Storpeak identifiziert werden. Dieser
UTP-Peak wurde in der nachfolgenden Methodenentwicklung verwendet, um den FLT-

TP-Peak besser differenzieren zu konnen.

Tab. 3.12: Versuchsaufbau fiir die Identifizierung des endogenen Storsignals

Losungen Zusammensetzung

Mobile Phase A 3 mM Ammoniumformiat
10 mM 1,5-Dimethylhexylamin
H,O
pH 9,0

Mobile Phase B 6 MM Ammoniumformiat

20 mM 1,5-Dimethylhexylamin
H,O/ACN 50/50 (v/v)
pH 9,0
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Tab. 3.12: Versuchsaufbau fiir die Identifizierung des endogenen Storsignals (Fortsetzung)

Losungen Zusammensetzung

Zell-Losung Aliquot, bestehend aus 10 aufbereiteten Zellpellets
zu jeweils 6 Millionen Zellen

Cytidintriphosphat (CTP); 10000 ng/ml gel6st in 100 % H,O,
Molekulargewicht: 483,156 g/mol versetzt mit 10 ul HCOOH (10 %)
Thymidintriphosphat (TTP); 10000 ng/ml geldst in 100 % H,O,
Molekulargewicht: 482,168 g/mol versetzt mit 10 ul HCOOH (10 %)
Uridintriphosphat (UTP); 10000 ng/ml geldst in 100 % H,O,
Molekulargewicht: 484,141 g/mol versetzt mit 10 pl HCOOH (10 %)

3.2.7 Optimierung der MS- und HPLC-Bedingungen bei Auftreten der endogenen

Interferenz

In diesem Abschnitt werden die optimierten MS- und HPLC-Bedingungen unter der
Verwendung von UTP als endogene Interferenz beschrieben.

Bei der ersten Methode wurde neben dem optimierten FLT-TP (482,80/384,20) der
UTP-spezifische Masseniibergang (482,7/273,0) mit aufgenommen und mit der HPLC-
Optimierung eine chromatographische Trennung der beiden Peaks erzielt. Bei der
Messung von klinischen Proben, ist es unverzichtbar eine sehr geringe Nachweisgrenze
fir FLT-TP zu erreichen, weil der durchschnittliche Triphosphatspiegel der anderen
Thymidin-Analoga zwischen 30 und 100 fmol/Mio Zellen lag. Der endogene UTP-Peak
erreicht aber bei der Messung eine so hohe Signalintensitit, dass eine fortbestehende
Interferenz bei der intrazelluldren Analytik von FLT-TP in biologischen Proben nicht
auszuschlieBen ist. Deshalb wurde zusatzlich zu dieser Methode ein zweites Verfahren
entwickelt, das auf ein sehr kleines Signal optimiert wurde. Dieses Signal hatte einen
FLT-TP signaldrmeren Masseniibergang (482,80/259,0), der beim UTP-Scan nicht
nachgewiesen wurde. Fiir beide Methoden wurde eine Supelcogel ODP-50 5 pm (150

x 2,1 mm) RP-Saule fiir die Chromatographie benutzt.

3.2.7.1 Methode A: zur chromatographischen Trennung von FLT-TP und UTP

Fir die erste Methode sind die einzelnen optimierten stoffspezifischen Parameter fiir

die jeweiligen Substanzen in den Tab. 3.13 — 3.16 dargestellt.
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Dabei ist zu beachten, dass die Transitionen 483,00 — 159,00 und 482,80 — 384,20

sowohl von FLT-TP als auch von UTP stammen.

Tab. 3.13: Masseniiberginge m/z und stoffspezifische Parameter fiir FLT-TP (Methode A)

Substanz Q1 Masse Q3 Masse Dwell(msec) Parameter Volt (V)

FLT-TP (UTP) 482,80 384,20 150,00 DP -56,00
FP -230,00
EP -9,50
CE -28,00
CXP -18,00

FLT-TP (UTP) 483,00 159,00 150,00 DP -75,00
FP -285,00
EP -10,00
CE -35,00
CXP -7,00

Tab. 3.14: UTP spezifischer Masseniibergang m/z und stoffspezifische Parameter (Methode A)

Substanz Q1 Masse Q3 Masse Dwell (msec)  Parameter Volt (V)

uUTP 482,70 273,00 150,00 DP -100,00
FP -350,00
EP -13,00
CE -40,00
CXP ~12,00

Tab. 3.15: Masseniiberginge m/z und stoffspezifische Parameter fiir ddC-TP (Methode A)

Substanz Q1 Masse Q3 Masse Dwell (msec)  Parameter Volt (V)

ddC-TP 450,20 352,10 150,00 DP -64,00
FP -225,00
EP -9,00
CE -25,00
CXP -30,00

ddC-TP 450,20 159,00 150,00 DP -64,00
FP -225,00
EP -9,00
CE -25,00

CXP -10,00




Material und Methoden 42

Tab. 3.16: Masseniiberginge m/z und stoffspezifische Parameter fiir 2CI-ATP (Methode A)

Substanz Q1 Masse Q3 Masse Dwell (msec)  Parameter Volt (V)

2CI-ATP 539,90 442,20 150,00 DP -65,00
FP -230,00
EP -10,00
CE -30,00
CXP -25,00

2CI-ATP 539,90 159,00 150,00 DP -65,00
FP -230,00
EP -10,00
CE -40,00
CXP -17,00

Die gruppenspezifischen Parameter, die fir alle vier verwendeten Substanzen in der

ersten Methode eingestellt wurden, sind in Tab. 3.17 aufgefiihrt.

Tab. 3.17: Gruppenspezifische Einstellungen des MS (Methode A)

Parameter optimierter Wert
Nebulizer Gas 11,00

Curtain Gas 8,00

lonen Spray -4100,00 V

Cad Gas 11,00

Period time 13 min

Scan Type MRM (Multiple Reaction Monitoring)
Polarity Negative
Resolution Q1 Unit

Resolution Q3 Low
Quellentemperatur 450°C

Software Analyst 1.2

Nach Uberarbeitung der MS-Bedingungen folgte die Optimierung der Methode A fiir
die chromatographische Trennung von FLT-TP und UTP. Die Zusammensetzung der
neuen mobilen Phasen und der neue Gradient fiir das erste Verfahren sind in den Tab.

3.18 und 3.19 dargestellt.

Tab. 3.18: Zusammensetzung der mobilen Phasen A und B fiir Methode A

Mobile Phase Zusammensetzung

mobile Phase A 2,25 mM 1,5-Dimethylhexylamin
4,5 mM Ammoniumformiat
H,O

pH9
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Tab. 3.18: Zusammensetzung der mobilen Phasen A und B (Fortsetzung)

Mobile Phase Zusammensetzung

mobile Phase B 4,5 mM 1,5-Dimethylhexylamin
9 mM Ammoniumformiat
H,O/ACN 50/50 (v/v)
pH9

Tab. 3.19: Gradient der mobilen Phasen fiir die FLT-TP Analytik (Methode A)

Zeit (min) A (%) B (%) Flussrate (pl/min)
0,00 95 5 250
0,30 95 5 250
0,60 75 25 250
5,80 75 25 250
7,90 60 40 250
9,10 60 40 250
9,20 95 5 250
15,00 95 5 250

3.2.7.2 Methode B: fiir den FLT-TP spezifischen Massenlibergang 482,7/259,2

Neben dem ersten Verfahren, das sich auf eine signalintensive FLT-TP Fragmentation
bezieht, wurde eine zweite Methode entwickelt, die ein weniger sensitives, aber FLT-
TP spezifisches Fragment (482,7 — 259,2) beinhaltet. Mit diesem zweiten Verfahren
sollte sichergestellt werden, dass FLT-TP in sehr kleinen Konzentrationen nachweisbar
ist. Weil verstarkt anhand der unterschiedlichen substanzspezifischen Massen separiert
wurde, musste eine Chromatographie entwickelt werden, die ein moglichst hohes FLT-
TP Signal beglinstigt. Dabei wurde die chromatographische Trennung vom UTP-Peak
vernachldssigt. Die flir den spezifischen Masseniibergang von FLT-TP gefundenen
Parameter und der Gradient der Flielmittel sind in den Tabellen 3.20. und 3.21
beschrieben. Die stoffspezifischen und gruppenspezifischen Faktoren fiir ddC-TP, 2Cl-
ATP, UTP und FLT-TP/UTP (483,00 — 159,00) wurden unverandert bernommen. Die
Zusammensetzung der mobilen Phasen erwies sich als optimal und konnte ebenfalls

weiter verwendet werden.
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Tab. 3.20: Masseniibergang m/z und stoffspezifische Parameter fiir FLT-TP (Methode B)

Substanz Q1 Masse Q3 Masse Dwell(msec) Parameter Volt (V)

FLT-TP 482,70 259,20 150,00 DP -76,00
FP -310,00
EP -10,00
CE -50,00
CXP 11,00

Tab. 3.21: Gradient der mobilen Phasen fiir die Methode B

Zeit (min) A (%) B (%) Flussrate (pl/min)
0,00 95 5 250
0,30 95 5 250
0,60 65 35 250
2,80 65 35 250
2,90 40 60 250
7,00 40 60 250
7,20 95 5 250
10,00 95 5 250

3.3 Validierung der beiden Methoden zur intrazellularen Analytik von FLT-TP

3.3.1 Parameter der Validierung

Nach einer Methodenentwicklung folgt die Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der
Analytik. Die hier beschriebenen Methoden wurden nach den Richtlinien der FDA
validiert [94]. Hierzu gehort die Untersuchung der Selektivitit, der Richtigkeit und
Prazision, der Wiederfindung, der Kalibrationskurven, der Re-Injektion einer
Probenmessung, sowie der Temperaturstabilitit. Die Bedeutung und Uberpriifung

dieser Parameter wird nachstehend naher erlautert.

3.3.1.1 Selektivitat

Anhand der Selektivitit wird untersucht, wie gut der Analyt, mit der entwickelten
Methode von anderen Komponenten der Probe differenziert und quantifiziert werden
kann. Zu diesen Komponenten zdhlen zum Beispiel endogene Substanzen der

biologischen Matrix, deren Metabolite oder auch Arzneimittel.
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Fir die Bestimmung der Selektivitit wurden Leerproben von sechs freiwilligen
Spendern mit einer bekannten Konzentration (E2) der Eichlosung versetzt und
zusammen mit einer Kalibrationskurven vermessen.

Anschliefend wurden die Ergebnisse als Peakflache des Analyte und des Standards und
in der kalkulierten Konzentration dargestellt. Zusdtzlich wurden der relative Fehler
(R.E.), der Variationskoeffizient (C.V.) und die Standardabweichung (SD) aller
Messwerte angegeben. Die mittlere Abweichung der berechneten Daten sollte im

Bereich von +/- 20% liegen.

3.3.1.2 Richtigkeit und Prazision

Die Richtigkeit einer Methode ist gekennzeichnet durch die Nahe des gemessen Wertes
zur wahren Konzentration des Analyten. Dagegen beschreibt die Prazision einer
Methode die Nadhe der einzelnen Messwerte zueinander, wenn das Messverfahren
wiederholt angewendet wird.

Dafiir wurden Proben in drei verschiedenen Konzentrationen (QC 1, QC 3, QC 5) in
einer Probenmessung willkiirlich verteilt und anhand einer ebenfalls gemessenen
Kalibrationskurven quantifiziert. Eine der gewdhlten Konzentrationen sollte an der
unteren Nachweisgrenze (LLOQ, QC 6) liegen. In jedem Konzentrationsbereich
wurden dafiir jeweils fiinf Proben je einmal vermessen. Dabei war zu beachten, dass
der Mittelwert nicht mehr als 15%, oder 20% am LLOQ), vom Soll abweichen darf. Die
Ergebnisse wurden mit der kalkulierten Konzentration, dem R.E. und dem C.V. aller
Messwerte dargestellt. Bei der Auswertung gibt der relative Fehler die Richtigkeit und

der Variationskoeffizient die Prazision der Methode an.

3.3.1.3 Wiederfindung

Die Wiederfindungsrate einer Methode ist charakterisiert durch das Detektionssignal
des Analyten im Vergleich zum Signal des reinen Standards. Dazu wurde die
Peakfliche des Analyten in der extrahierten Probe mit der Peakflache des Analyten des
reinen Standards in derselben Konzentration des Extrakts verglichen. Die Extraktion
muss nicht 100% betragen, sollte aber fiir je 5 Proben in drei verschiedenen

Konzentrationen (QC 1, QC 3, QC 5) konstant, prazise und reproduzierbar sein.
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3.3.1.4 Kalibrationskurven

Die Kalibrationskurve beschreibt das Verhdltnis zwischen dem Gerdatesignal und der
bekannten Konzentration des Analyten. Dafiir wurden Lymphozyten zu jeweils sechs
Millionen Zellen mit sechs verschiedenen Standardkonzentrationen (E1-E6) versetzt.
Neben den Standards sollten die Kalibrationskurven auch noch Null-Proben und
Leerwerte enthalten. Dabei bedeutet ,Null” eine Matrixprobe mit internem Standard
(iS), und Leerwert bedeutet iS ohne Matrixprobe. Die einzelnen Bedingungen fiir eine
Kalibrationskurve wurden wie im folgenden Teil beschrieben definiert.

Das LLOQ (E6) ist der niedrigste Wert in der Standard Kurve. Dieser Wert sollte
mindestens flinfmal grofer sein als das Grundrauschen der Matrix. Die Werte der
Prazision sollten bei +/- 20% liegen und die der Richtigkeit bei 80%-120%. Die
tbrigen Kalibrationswerte sollten eine Richtigkeit von 85%-115% aufweisen. Bei der
Auswertung der Kurve missen vier von sechs Standards diese Kriterien erfiillen

(inklusive des kleinsten und groRten Standards).

3.3.1.5 Re-Injektion einer Probenmessung und Temperaturstabilitat

Eine komplette Probenmessung sollte nach einer ersten Injektion erneut injiziert
werden, um zu Uberpriifen, ob eine Re-Injektion im Falle eines Gerdteversagens die
gleichen Ergebnisse liefert. Bei der entwickelten Methode war es nicht méoglich, eine
Probe oder eine gesamte Probenmessung mehrfach zu injizieren. Deshalb wurde ein
Aliquot von 6 aufbereiteten Zellproben hergestellt, die mit einer bekannten
Konzentration (E2) versetzt waren. Aus diesem Pool wurden zu Beginn der Messung
drei Proben injiziert und am Schluss der Messung wurden erneut drei Proben aus
diesem Aliquot vermessen. An dieser Stelle wurde auch die Untersuchung der
Temperaturstabilitdt der Proben bis zu ihrer Vermessung einbezogen, weil die erneute

Injektion des Aliquots nach 11 h erfolgte.
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3.3.2 Herstellung der Kalibrationskurven und Qualitatskontrollen

Die Stammlosung der Kalibrationskurven und Qualititskontrollen sollten aus
unterschiedlichen Einwaagen produziert werden. Dafiir wurden zwei Einwaagen der
freien FLT-TP Sdure in reinem HPLC-Wasser gelost und auf T mg/ml eingestellt.

Diese Stammlosungen (S1, S2) wurden zu jeweils 100 pl aliquotiert und fiir den
weiteren Gebrauch bei -25°C gelagert. Aus der S1-Stamml6sung wurden im Verlauf der
Methodenentwicklung die Kalibrationskurven hergestellt. Die Qualitatskontrollen
wurden unter Verwendung der S2-Stammlosung produziert. Fiir die Kalibrationskurve
stellten 333 ng/ml FLT-TP die Anfangskonzentration dar. Anschliefend wurde diese
Konzentration (E1) in flinf Schritten jeweils 1 zu 2 weiter verdiinnt. Daraus resultierte
eine Endkonzentration (E6) von 10,4 ng/ml FLT-TP. Nach Aufbereitung der einzelnen
Eichkonzentration mit jeweils sechs Millionen Lymphozyten wurden die
Kalibrationskurven als  fmolA10°  Zellen  berechnet. Die  entsprechenden

Konzentrationen sind in Tab. 3.22 aufgefiihrt.

Tab. 3.22: Konzentrationen der FLT-TP Kalibrationskurven in ng/ml und in fmolr10° Zellen bei der
Methode A

FLT-TP Konzentration E1 E2 E3 E4 E5 E6
ng/ml 333 167 83,3 41,6 20,8 10,4
fmolA10°8 Zellen 2870 1440 717 358 179 89

Die Herstellung der Qualitdtskontrollen (QC 1-QC 6) erfolgte aus der S2-Stammldsung
analog zu den Verdinnungsschritten der Kalibrationskurven. Als Startkonzentration
wurden ebenfalls 333 ng/ml FLT-TP gewdhlt. Q6 wurde fiir die Bestimmung der
Richtigkeit und Prazision am LLOQ bei der Validierungsprozedur verwendet. Als
Qualitatskontrollen wahrend der einzelnen Probenmessungen wurden QC 1, QC 3 und

QC 5 aufbereitet. Die entsprechenden Konzentrationen sind in Tab. 3.2.3 aufgefiihrt.

Tab. 3.23: Konzentrationen der FLT-TP Qualititskontrollen in ng/ml und in fmolA10° Zellen bei der
Methode A

FLT-TP Konzentration QC 1 QC2 QC3 QC4 QC5 QC6

ng/ml 333 167 83,3 41,6 20,8 10,4
fmolA10°8 Zellen 2870 1440 717 358 179 89
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Fur die zweite Methode B mit dem FLT-TP Fragment (482,7 — 259,2) wurden ebenfalls
die oben aufgefiihrten Eichkonzentrationen verwendet, jedoch mit zwei Millionen
Zellen berechnet. Bei den Qualititskontrollen wurden dagegen die FLT-TP
Konzentrationen zusatzlich variiert. Dabei wurde die Startkonzentration (QC 1) in zwei
weiteren Schritten jeweils 1 zu 3 verdiinnt. Daraus ergab sich fiir QC 3 eine

Konzentration von 111 ng/ml und fiir QC 5 eine Konzentration von 37 ng/ml FLT-TP.

Fur den ,ex vivo” Zellversuch wurde die Aufbereitung der einzelnen Eichkonzentration
und Qualitdtskontrollen mit jeweils zwei Millionen Lymphozyten durchgefiihrt, da im
Zellversuch jeweils zwei Millionen Zellen ausgesdt wurden. Die entsprechenden FLT-

TP Konzentrationen und fmolA10° Zellen sind in Tab. 3.14 aufgefihrt.

Tab. 3.24: Konzentrationen der FLT-TP Kalibrationskurven und Qualititskontrollen in ng/ml und in
fmol~10° Zellen bei der Methode B

FLT-TP Konzentration E1 E2 E3 E4 E5 E6

ng/ml 333 167 83,3 41,6 20,8 10,4

fmolA10°8 Zellen 8600 4300 2150 1080 537 269
QC1 QC3 QC5

ng/ml 333 111 37

fmolA10°8 Zellen 8600 2870 956

3.4 ,Ex Vivo“ Zellversuch

Um die Funktionsfahigkeit der beiden Methoden A und B zu Uberpriifen, wurden
humane Lymphozyten isoliert und ,ex vivo” in der Zellkultur mit Fosalvudin inkubiert.
Bei diesem Versuch sollten die Zellen den Wirkstoff aufnehmen und in den aktiven
Metaboliten FLT-TP umwandeln. Der Versuch bestand aus drei Teilen und wurde
jeweils repliziert: Nach Isolation von Lymphozyten aus humanem Vollblut wurden
diese  anschlieBend in  einer  Suspensionskultur bei  37°C  in  einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 5% CO,-Begasung fir 48 h kultiviert. Da
Lymphozyten in der Regel nicht proliferieren, erfolgte wahrend der Kultivierung eine
Stimulation des Lymphozyten-Wachstums mit einem pflanzlichen Lectin, dem

Phytohdmagglutinin-M (PHA-M).
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Der dritte Teil beinhaltete die Inkubation der stimulierten Lymphozyten mit Fosalvudin.
Die Inkubation erfolgte mit verschiedenen Konzentrationen der Substanz (0,1 pM, 0,5
UM, 1,0 pM und 2,0 pM) iber 24 h (30 min-Th-3h-6-8h-24h). Im Anschluss an die
einzelnen Schritte erfolgte jeweils eine Zellzdhlung mit einem Zellcounter (CASY 1
Model TT). Des Weiteren wurde mit Hilfe eines MTT-Tests die Zellvitalitit wahrend der
Stimulation kontrolliert.

In den nachfolgenden Tabellen sind die drei Etappen und die jeweiligen Medien ndher

beschrieben.

3.4.1 Lymphozyten-Isolation fiir die Zellkultur

Tab. 3.25: Lymphozyten-Isolation fiir den ,ex vivo” Zellversuch

Arbeitsschritte

1. Blutabnahme mit 11 Heparinmonovetten (je 9 ml)

2. in 4 x 50 ml Zentrifugenréhrchen jeweils 15 ml Biocoll vorlegen und mit je 30 ml unverdiinntem
Vollblut Giberschichten

3. Zentrifugation bei 2050 rpm fiir 18 min bei 20°C (ohne Bremse)
4. Zellschicht absaugen und jeweils in ein neues 50 ml Zentrifugenrohrchen tberfiihren

5. fiir Waschritt (1) mit PBS auffiillen und anschliefende Zentrifugation bei 1470 rpm fiir 10 min bei 6°C
(mit Bremse)

6. Uberstand verwerfen und Zellpellet durch leichtes Klopfen auflockern

7. fir Wasch-Schritt (2) und (3) mit PBS auffiillen und anschliefende Zentrifugation bei 1190 rpm fiir 10
min bei 6°C (mit Bremse), danach jeweils 6. Schritt wiederholen

8. Zellpellets poolen und am Zellcounter zdhlen

9. Zellsuspension fiir die Kultivierung auf 5-7 x 10°/ml Zellen mit PBS einstellen (in 30 ml Suspension =
Gesamtzellzahl 150-210 x 10°), restliche Suspension fiir die Kontrolle der Zellvitalitit aufbewahren
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3.4.2 Kultivierung der Lymphozyten

Tab. 3.26: Medien fiir die Kultivierung der Lymphozyten

Medium

Zusammensetzung/Funktion

RPMI-Medium

RPMI-10 % FCS-Medium

PHA-M Stamml&sung (6 mg/ml)

500 ml RPMI-1640 ohne L-Glutamin/mit 2,0 g/l NaHCO;;
allg. Zuchtmedium fiir Lymphozyten mit Puffersubstanz

5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/10 mg/ml);
Antibiotika, um Verunreinigungen zu verhindern

5 ml L-Glutamin (200 mM); Aminosaure als Nihrstoffzusatz

500 ml RPMI-1640 ohne L-Glutamin/mit 2,0 g/l NaHCO;;
allg. Zuchtmedium fiir Lymphozyten mit Puffersubstanz

5 ml Penicillin/Streptomycin (10000 U/10 mg/ml);
Antibiotika, um Verunreinigungen zu verhindern

5 ml L-Glutamin (200 mM); Aminosaure als Nihrstoffzusatz
50 ml FCS; fetales Kalberserum als Nahrstofflieferant fur
z.B. anorganische Salze, Spurenelemente, Aminosduren,
Hormone, Bindungsproteine, oder Anheftungsfaktoren

20 mg PHA-M in 3,3 ml reinem H,O |6sen; pflanzliches
Lectin der roten Kidneybohne, wirkt als Mitogen bei der
Lymphozyten-Proliferation

Tab. 3.27: Protokoll der Lymphozyten-Kultivierung

Zeitintervall

Arbeitsschritte

1.Tag: Anlegen der Zellkultur
(2 x 10%ml)

2.Tag: Aussaat der Zellen in
24-Well-Platten

50 ml des RPMI-Medium in je zwei grofen Kulturflaschen (550
ml) vorlegen

Zusatz von 50 pl der PHA-M-Stamml&sung

Zugabe von je 15 ml der isolierten Lymphozyten-Suspension
(ca. 100 x 10° Zellen)

24h Inkubation bei 37°C, 5 % CO, und 95 % rH

Abnahme von 100 pl der Zellsuspension fiir die Zahlung
gezihlte Zellsuspension auf 4 x 10%ml einstellen

Zugabe von jeweils 1 pl PHA-M-Stammlosung pro 1 ml
Zellsuspension

je 500 pl des RPMI-10 % FCS-Mediums in jedes Well einer 24-
Well-Platte vorlegen (2 Platten)

je 500 pl der aufbereiteten Zellsuspension dazufiigen, das
ergibt eine Gesamtzellzahl von 2 x 10° pro Well

24h Inkubation bei 37°C, 5 % CO, und 95 % rH

restliche Zellsuspension fir die Kontrolle der Zellvitalitat
aufbewahren
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3.4.3 Inkubation der Zellkultur mit Fosalvudin

Fir die Behandlung der Zellen mit Fosalvudin wurden vier verschiedene
Konzentrationen des Medikaments verwendet. Dafilir wurde zundchst eine
Stammldsung mit 1000 pM Fosalvudin in DMSO/RPMI-Medium (20/80) hergestellt.
Anschliefend wurde diese Stammkonzentration in zwei Schritten jeweils 1:10 mit
RPMI-Medium auf eine Endkonzentration von 10 pM Fosalvudin verdiinnt. Die
Herstellung der Inkubationslosungen fir die Zellkultur erfolgte aus dieser 10 yM
Losung: eine 0,1 pM-, 0,5 pM-, 1,0 pM- und eine 2,0 pM-Losung in RPMI-Medium.
Die Losungen wurden mit je 1 pl PHA-M-Stammlosung/ml Losung fir die
Lymphozyten-Stimulation versetzt. 500 pl der jeweiligen Konzentration wurden zu den
verschiedenen Zeitpunkten auf die Lymphozyten in den entsprechenden Wells
gegeben. Nach Inkubation bei 37°C (5 % CO, und 95 % rH) wurden von jedem Well
100 pl fir die Bestimmung der Zellzahl abgenommen. Die restliche Zellsuspension
wurde sofort in 1,5 ml ,Micro Tubes” Gberfiihrt und bei 2900 rpm bei 4°C iber 5 min
zentrifugiert.

AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen. Die Lagerung der erhaltenen Zellpellets

erfolgte bis zur weiteren Verarbeitung bei -25°C.

Tab. 3.28: Well-Belegung einer 24-Well-Platte fiir die Inkubation mit Fosalvudin

Konzentration jeweiliges Zeitintervall pro Well

(1) 2) 3) 4) (5) (6)
0,1 pM 24h Wert 8h Wert 6h Wert 3h Wert Th Wert 30min Wert
0,5 pM 24h Wert 8h Wert 6h Wert 3h Wert Th Wert 30min Wert
1,0 uM 24h Wert 8h Wert 6h Wert 3h Wert Th Wert 30min Wert

2,0 yM 24h Wert 8h Wert 6h Wert 3h Wert 1h Wert 30min Wert
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3.4.4 Kontrolle der Zellvitalitit

Die Untersuchung der Zellvitalitdt erfolgte mit Hilfe eines MTT-Tests. Der MTT-Test
basiert auf der Reduktion von Tetrazoliumsalzen, hier 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid (MTT), zu gefarbten Formazanen durch die lebenden
Zellen.

Nach Inkubation der Zellen mit MTT wird die Verfarbung als Absorption bei 570 nm
bestimmt. In der Regel wird dieser Test parallel zum eigentlichen Zellversuch mit der
gleichen Zellanzahl durchgefiihrt, um eine quantitative Aussage tiber die Zelltoxizitdten
verschiedener Substanzen zu treffen. Weil nur eine limitierte Anzahl an Lymphozyten
zur Verfligung stand, wurde der Test nur qualitativ durchgefiihrt. Damit sollte
untersucht werden, ob lebende Zellen fiir die Umwandlung des Fosalvudin Tidoxil zum
aktiven Metaboliten FLT-TP zur Verfligung standen.

Der MTT-Test wurde mit dem ,Cell Proliferation Kit 1” von Roche nach folgendem

Protokoll ausgefiihrt.

Tab. 3.29: Protokoll fiir den MTT-Test

Arbeitsschritte

1. Aussaat der restlichen Zellsuspension (ca. 1 x 10* Zellen/ml) in jeweils zwei Reihen (12 Wells) auf
einer 96-Well-Platte, eine Reihe wurde nur mit je 10 pl MTT als Kontrolle befiillt

2. Zugabe von 10 pl MTT-Reagenz

3. Inkubation der 96-Well-Platte fiir 4 h bei 37°C mit 5% CO,

4. Hinzuftigen von 100 pl Pufferlésung in jedes Well

5. Inkubation der 96-Well-Platte Gber Nacht bei 37°C mit 5% CO,

6. Schiitteln der Platte fir 20 min (Stufe 6-7)

7. Vermessen der Absorption bei 570 nm

3.5 Die klinische Phase-II Studie

Nach Testung der Methoden A und B mit dem ,ex vivo” Zellversuch, wurden beide
Methoden im Rahmen einer klinischen Phase-II Studie (HDP 302) bei therapienaiven

HIV-Patienten eingesetzt. Studienziel war die Dosisfindung von Fosalvudin Tidoxil.
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Dariiber hinaus sollten Erkenntnisse (iber die FLT-TP Konzentrationen in Lymphozyten
gewonnen werden. Die Studie wurde im ersten Quartal 2007 beendet und die
Ergebnisse wurden bisher auf der vierten IAS Konferenz als Poster publiziert [66].

Die von der Firma Heidelberg Pharma initiierte Studie wurde doppelt verblindet,
placebokontrolliert und randomisiert in zwei Zentren durchgefiihrt. Insgesamt wurden
43 therapienaive HIV-Patienten in die Studie eingeschlossen, in Deutschland 34 und in
Argentinien 9.

Demographische Daten: 41 Patienten waren mannlich, 33 kaukasischer Abstammung.
42 Patienten wurden in CDC Klasse A eingestuft. Zu Beginn der Studie lag die mediane
CD4-Anzahl bei 376 Zellen/mm3, die Viruslast bei 35000 HIV-RNA Kopien/ml.
Therapieregime: Die Patienten erhielten Uber 14 Tage einmal taglich (qd)
unterschiedliche Fosalvudin Tidoxil Dosierungen (5 mg qd, 10 mg qd, 20 mg qd und
40 mg qd) [66].

Die Blutproben fiir die intrazelluldre FLT-TP Messung wurden am ersten Tag (1h-3h-6h-
8h-12h) und am 14. Tag (1h-6h) in CPT-R6hrchen abgenommen. Die Isolierung der
Lymphozyten erfolgte nach dem in 3.5.1 beschriebenen Protokoll. Das Lymphozyten-
Isolations-Protokoll  wurde in unserem Labor entwickelt und mehrmals bei

verschiedenen Triphosphat-Analysen angewendet.

3.5.1 Lymphozyten-Isolations-Protokoll fiir die klinische Studie

Tab. 3.30: Protokoll zur Zellprdparation bei NRTI-TP Bestimmungen

Arbeitsschritte

1. Prinzipielles:
Alle Verarbeitungsschritte miissen schnell ablaufen, weil die Zellen sehr rasch ihre Triphosphate
abbauen oder verlieren.
Alle Medien missen wihrend des gesamten Aufbereitungsvorganges auf 4°C temperiert sein. Ebenso
muss eine Kiihlzentrifuge zur Verfiigung stehen.
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Tab. 3.30: Protokoll zur Zellprdparation bei NRTI-TP Bestimmungen (Fortsetzung)

Arbeitsschritte

2. Blutentnahme:

Die Blutentnahme erfolgt aus einer Venenverweilkaniile oder durch direkte Punktion einer Vene in ein
(bei Patienten mit Leukopenie ggf. in zwei) 8,0 ml Vacutainer CPT Natriumcitrat RShrchen (Becton
Dickinson; Bestell Nr. 362753). Wenn die Blutentnahme aus einem Venenzugang erfolgt, sollten 5 ml
Blut mit einer Spritze abgezogen und verworfen werden, bevor der Vacutainer befiillt wird. Die
Venenverweilkaniile sollte zuvor nur mit Kochsalzldsung, ohne Antikoagulans gespiilt worden sein.
Nach der Blutentnahme werden die Tubes in aufrechter Position bei Raumtemperatur bis zur
Zentrifugation gelagert. Zwischen Abnahme und Zentrifugation sollten maximal 15 min liegen.

3. Separation und Ernte der Lymphozyten:

Zentrifugieren Sie den Vacutainer in einem horizontal auslenkbaren Rotor mit 1500 g bis 1800 g bei
+18-25°C fiir 20 min. Die Bremse kann aktiviert sein. Unmittelbar nach der Zentrifugation erfolgt die
Ernte der Zellen. (Mononukledre Zellen und Thrombozyten bilden die weille Schicht unter dem Plasma)
Dazu wird mindestens die Halfte der Plasmaschicht mit einer Pasteur-Pipette abgesaugt, ohne die
Schicht mit den mononukledren Zellen aufzuwirbeln. Bitte frieren Sie von der Plasmafraktion ein
Aliquot von 1T ml bei -20°C ein. Die Ernte der weiflen Zellschicht erfolgt mit einer frischen
Pasteurpipette. Das gewonnene Material wird in ein oder 15 ml Spitzrohrchen (Zentrifugenréhrchen)
Uberfihrt.

4. Waschen der Mononukledren Zellen:

Dieser Schritt ist von groller Bedeutung, weil die im Plasma vorhandenen Medikamente, die noch an
den Zellen haften, entfernt werden sollen, ohne dass sich die Konzentration der intrazelluldren
Substanzen verdndert. Bei der Aufbereitung von mehreren Proben sollten diese wéahrend der nicht zu
vermeidenden Wartezeiten auf Eis gelagert werden. Fiillen Sie die Spitzrohrchen mit 4°C kalter 0,9%
NaCl Loésung bis zu einem Gesamtvolumen von 10 ml auf. Nach fiinfmaligem Drehen des Réhrchens,
um 180° ohne es zu schiitteln, erfolgt eine Zentrifugation mit 600g bei 4°C fir 8 min. Nach der
Zentrifugation wird soviel wie mdglich des Uberstandes abgesaugt, ohne das Zellsediment
aufzuwirbeln. Danach wird dreimal mit der Fingerkuppe des Zeigefingers seitlich gegen das untere Ende
des Rohrchens geschlagen um das Zellsediment aufzulockern. Ohne diesen Schritt gehen die Zellen
nicht mehr in Suspension. Der Waschschritt wird identisch einmal wiederholt.

5. Quantifizierung:

Nach dem Zentrifugieren saugen Sie erneut den Uberstand bis auf ein Restvolumen von ca. 200-300 pl
ab und lockern das Zellsediment durch dreimaliges Schlagen mit der Fingerkuppe auf (Bitte
vergewissern Sie sich, dass das gesamte Sediment aufgelockert ist: Es darf keine weille Schicht am
Boden des Rohrchens haften bleiben). Pipettieren Sie dann 1000 pl eiskaltes Medium zu den Zellen,
resuspendieren Sie und entnehmen Sie ein Aliquot von 50 pl. Aus diesem Aliquot wird mittels Neubauer
Zdhlkammer (Trypanblau Farbung) oder einem Zellcounter die Zellkonzentration (Zellen/ml) bestimmt.
Bitte bestimmen Sie auch den Anteil der toten Zellen. Diese Zellzahl ist entscheidend fiir die spatere
Berechnung der Konzentration der Analyte. Bitte notieren Sie die Zellzahl. Und legen den Befund der
Probe bei.

6. Kryokonservieren:
Uberfiihren Sie nun 1000 pl der Zellsuspension in ein Eppendorf Mikroreaktionsgefi und
zentrifugieren Sie bei 600 g, 4°C fiir 3 min. Saugen Sie dann so viel wie moglich vom Uberstand ab,
ohne das Zellsediment aufzuwirbeln und frieren Sie die Probe sofort bei —-80°C ein.
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3.6 Statistik

Fur die Auswertung der Daten wurden Parameter aus der beschreibenden Statistik
verwendet. Dazu gehort der Mittelwert (MW) als Lageparameter. Dieser Parameter gibt
den durchschnittlichen Messwert einer kompletten Messreihe an und berechnet sich
aus der Summe der einzelnen Messwerte dividiert durch die Gesamtanzahl der
Messungen. Des Weiteren wurden die Standardabweichung (SD) und der
Variationskoeffizient (C.V.) als Male fiir die Streuung der einzelnen Messwerte
verwendet.

Die Standardabweichung gibt an, wie weit die Messwerte um ihren Mittelwert streuen.
Sie ist definiert als Quadratwurzel der Varianz der einzelnen Messwerte.

Die Varianz der Messwerte gibt an, wie weit der gemessene Wert vom erwarteten Wert
abweicht.

Der Variationskoeffizient (C.V.) wird berechnet, indem die Standardabweichung der
Messwerte durch den Mittelwert der Messwerte dividiert wird. Die Angabe erfolgt in
der Regel als prozentualer Wert (%).

Der relative Fehler (R.E.) ermoglicht eine Aussage Uber die Messungenauigkeit der
Methode. Der R.E. beschreibt wie ungenau die gewonnen Messwerte in Bezug auf den

wahren Wert sind und kann einen positiven oder negativen Wert annehmen.
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4. Ergebnisse

4.1 Methodenentwicklung fiir die intrazelluldre Analytik von FLT-TP

4.1.1 Optimierung der MS-Bedingungen fiir FLT-TP und internen Standard

Unter den optimierten MS-Bedingungen wurde FLT-TP im Q1-Scan mit einer Masse
von 483,1 gefunden, nachdem es im negativen Modus ein Wasserstoffatom abgegeben
hatte. FLT-TP fragmentiert beim Produkt-lon-Scan in das signalstarke lon, mit der Masse
159 (483,1—159,0) und in das signalarmere lon, mit der Masse 385,1 (483,1—385,1).
Die Transition 159,0 m/z resultiert bei allen verwendeten Triphosphaten aus der
Abspaltung der Pyrophosphatgruppe. In Abb. 4.1 ist der Produkt-lon-Scan von FLT-TP
dargestellt. Die signalstarksten FLT-TP Massenibergédnge sind in Abb. 4.2 dargestellt.

2566 189
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7.5ef

7.0e5

385.0
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3856.4
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Abb. 4.1: Produkt-lon-Scan von FLT-TP
Darstellung aller Tochterionen von FLT-TP: z.B. 159,0 mit der hochsten Intensitdt; 259,0 mit einer
geringeren Intensitét als 385,0
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Abb. 4.2: m/z den Transitionen von FLT-TP
Darstellung der beiden signalstdrksten Masseniibergidnge von FLT-TP:
a) 483,1—159 und b) 483,1—385,1

Neben FLT-TP fragmentieren auch die beiden internen Standards unter den optimierten

Bedingungen zu dem jeweils signalstarksten lon mit einer Masse von 159,0.

Bei Chloradenosin-Triphosphat hat das zweitintensivste lon eine Masse von 4422
(Abb. 4.3). Zalcitabin-Triphosphat weist dagegen eine intensive Transition bei
450,2—352,1 auf (Abb. 4.4).

2CI-ATP
o
a) b)
Abb. 4.3: Transitionen von Chloradenosin-Triphosphat (2CI-ATP)
Darstellung der beiden signalintensivsten Masseniibergdnge von 2CI-ATP:
a) 539,9—159 und b) 539,9—442,2
N N
| XN Xy
m/z=159,0 /K m/z =352,1 | /K
AN e A o
Po—i—o—ie—i—o o | Wlea  Doyorio——o o | MR,
OoH OoH OH t H OH OH OH i H
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Abb. 4.4: Transitionen von Zalcitabin-Triphosphat (ddC-TP)
Darstellung der beiden intensivsten Transitionen von ddC-TP:
a) 450,2—159 und b) 450,2—352,1
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4.1.2 Optimierung der HPLC-Methode

Nachdem die MS-Bedingungen fiir FLT-TP und die beiden internen Standards ddC-TP
und 2CI-ATP eingestellt waren, wurde die HPLC-Methode optimiert. Als Grundlage fir
die Entwicklung dienten die von Pruvost et al. und Becher et al. beschriebenen
Methoden zur intrazelluldaren Messung von Stavudin-Triphosphat [82, 83]. Wegen der
stark polaren Eigenschaften der drei Analyten und dem hohen pH-Bereich, in dem
gemessen werden sollte, wurden drei verschiedene Umkehrphase-Saulen der Firma

Varian getestet.

Tab. 4.1: Getestete HPLC-Saulen

Hersteller Material Saulengrolle

Varian Polaris C8-A 150 x 2.0 mm; 3u
Pursuit XRs 3-C8 150 x 2.0 mm; 3u
Pursuit XRs 5-C18 150 x 2.0 mm; 5u

Die in Tab. 4.1 aufgefiihrten Sdulen wurden fiir die chromatographische Trennung von
sehr polaren Analyten entwickelt. lhre Oberflichen bestehen aus einer ultra reinen
Silika-Matrix, an die verschieden lange und polar modifizierte Alkylketten (C8 und
C18) gebunden sind. Alle getesteten Saulen waren fiir bis zu 100 % Wasseranteil in der
mobilen Phase geeignet. Des Weiteren kdnnen die Sdulen in einem pH-Bereich von
1,5 bis 10,0 eingesetzt werden. Die Pursuit XRs-Sdulen sind laut Angaben des
Herstellers speziell fiir die Verwendung von lonenpaarreagenzien geeignet, ohne die
Lebensdauer der Saule zu verkirzen.

Die PursuitXRs 5-C18 Saule erwies sich gegeniiber den anderen beiden Sdulen als am
besten geeignet. Mit ihr wurde eine addquate chromatographische Trennung bei
jeweils guter Peakform der drei Analyten erzielt. Unter den gewahlten
chromatographischen Bedingungen hatten alle drei Substanzen eine Retentionszeit
zwischen vier und sechs min.

Bei den C8-Sdulen war die Retentionszeit der Analyten zu kurz. Die Analyten konnten
auch nicht durch Veranderungen des Gradienten langer auf der Saule zuriick gehalten
werden, ohne dabei gleichzeitig einen Intensitatsverlust und eine Verschlechterung der

Peakform vorzufinden.
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Als lonenpaarreagenz wurde N’N-DMHA in verschiedenen Konzentrationen getestet
und in Bezug auf den lonisierungsgrad von FLT-TP ausgewertet. Der lonisierungsgrad
spiegelte sich in der Intensitit von FLT-TP wider und wurde als ,counts per second”
(cps) angegeben. Das Optimum lag bei 15 mM und zwischen 25 und 30 mM N’N-
DMHA (Abb. 4.5).

N'N-DMHA Optimierung
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Abb. 4.5: N'N-DMHA Konzentration in Bezug auf den lonisierungsgrad von FLT-TP

Diese drei Konzentrationen von N’N-DMHA wurden anschliefend verwendet, um den
pH-Wert der mobilen Phasen A und B einzustellen. Obwohl die verschiedenen DMHA
Konzentrationen separat betrachtet eine gute lonisierung des FLT-TP begiinstigten,
zeigte sich wiederum in Abhdngigkeit vom pH-Wert ein anderes Bild. Hier war die
Kombination von 30 mM DMHA bei einem pH-Wert von 9,0 am glinstigsten fir die

lonisierung von FLT-TP.
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pH-Wert Optimierung
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Abb. 4.6: Optimum des pH-Wertes bei unterschiedlichen DMHA Konzentrationen

Nachdem die Zusammensetzung der mobilen Phasen A und B eingestellt war, musste
die Retentionszeit und die Peakform mit Hilfe eines Gradienten optimiert werden.
Dabei wurde der Anteil der organischen Phase B am Gesamtfluss von 200 pl/min Gber
die Laufzeit verandert. Um ein Tailing der Peaks zu vermeiden, wurde ein relativ steiler

Gradient verwendet.

Gradientenoptimierung

100 -

——70%
60%
65%
—X— 75%

Anteil der mobilen Phase B (%)
(€3]
o

- T e

0 0,1 2,3 5,1 5,2 6,1 15

Zeit (min) bei einer Flussrate von 200 pl/min

Abb. 4.7: Gradientenoptimierung
Diese Abb. zeigt die untersuchten Anteile der mobilen Phase B im Verlauf des Gradienten bei einer
Flussrate von 200 pl/min.

Bei einem Anteil von 60 bis 65 % B waren die Peaks der drei Analyten breit und flach.
Dagegen wurden die Substanzen bei einem Anteil von 75 % B zu schnell von der Saule
gewaschen und liefen kurz hinter der Losungsmittelfront. Ein Optimum der Peakform,

Peakintensitdt und Retentionszeit wurde bei einem Anteil von 70 % B gefunden. Zuerst
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wurde ddC-TP unter den optimierten Bedingungen mit einer RT von 4,8 min von der
Saule eluiert. Im Anschluss folgten FLT-TP bei 5,29 min und 2CI-ATP bei 5,7 min. Abb.
4.8 zeigt ein Chromatogramm von FLT-TP und den beiden internen Standards unter

den optimierten Parametern.
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Abb. 4.8: Chromatogramm von FLT-TP, ddC-TP und 2CI-ATP unter optimierten Bedingungen
Darstellung der beiden Masseniibergénge der drei Analyten zusehen. Der jeweils hohere Peak resultiert
aus der Abspaltung des Pyrophosphatrestes. Zuerst eluiert ddC-TP (450,2 — 159,0 und 450,2 — 352,1),
dann FLT-TP (483,1 — 159,0 und 483,1 — 385,1) und anschlieBend 2CI-ATP (539,9 — 159,0 und
539,9 — 442,2).

4.1.3 Uberpriifung der Methode an der biologischen Matrix

Bei der Isolation der humanen Lymphozyten wurde die Buffy-Coat Methode
angewendet. Nach Auszdhlung der Zellen wurden je sechs Millionen Lymphozyten
aliquotiert und anschlieBend bei -25 °C gelagert bzw. fir die Messung am

Massenspektrometer aufbereitet.
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In den ersten Messungen wurden Leerzellen mit den internen Standards und mit 200
ng/ml FLT-TP versetzt, wie in Abschnitt 3.2.5 beschrieben. Diese mit FLT-TP versetzten
Zellen wurden mit reinen Lymphozyten verglichen, um sicher zu stellen, dass das
gemessene Signal von der Substanz und nicht von den Zellen ausgelost wurde. Bei
diesem Vergleich wurde jedoch ein identisches Signal fiir die Masse des FLT-TP in den

reinen Lymphozyten gefunden.
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Abb. 4.9: Chromatogramm der endogenen Interferenz

Darstellung des endogenen Zellpeaks mit den gleichen Masseniibergdngen 483,17 — 159,0 (hoher Peak)
und 483,1 — 385,1 (niedrigerer Peak) wie FLT-TP zu sehen. Die reinen Leerzellen wurden ohne
jeglichen Zusatz von internem Standard und FLT-TP vermessen.

4.1.4 Identifizierung der endogenen Interferenz

Aufgrund des natiirlichen Zellstoffwechsels liegen in  humanen Lymphozyten
verschiedene endogene Triphosphate vor, die zu Interferenzen bei einer Analyse fiihren
kdnnen. Um eine eindeutiges FLT-TP Signal zu erhalten, musste daher das endogene
Zellsignal identifiziert werden. Hierfir wurden alle endogenen Triphosphate
untersucht, die aufgrund ihrer Masse in Betracht gezogen werden mussten: CTP mit

einer Masse von 483,156, TTP (482,168) und UTP (484,141).
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Abb. 4.10: Strukturformeln der untersuchten endogenen Triphosphate

Von diesen drei Substanzen wurde ein Q1-Scan erzeugt und anschlieBend mit dem
entsprechenden Q1-Scan der Leerzellen verglichen. Der Vergleich ergab eine
Ubereinstimmung zwischen UTP und dem Signal der humanen Lymphozyten. UTP
fragmentiert durch die Abspaltung des Pyrophosphatrestes unter den gewdahlten
Bedingungen genauso wie FLT-TP in das signalstarke lon mit der Masse von 159,0. Das

zweite signalintensive lon hat eine Masse von 273,0.

m/z=1590
(o}

'O—L—O— UTP
| miz = 482,7

Abb. 4.11: m/z der Transitionen von UTP
Darstellung der beiden signalstdrksten Massen(bergdnge von UTP:
a) 483,0—159,0 und b) 482,7—273,0.

Abb. 4.12 zeigt das Fragmentationsmuster von FLT-TP und UTP im Massenspektrum
unter den oben beschriebenen Bedingungen. Dargestellt sind die gemeinsamen

Masseniiberginge und die substanzspezifischen Uberginge.
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Abb. 4.12: Fragmentation von FLT-TP und UTP im Massenspektrum

Darstellung der Fragmentationen von FLT-TP und UTP: auf der linken Seite der unspezifische Ubergang
aller Triphosphate; in der Mitte die spezifischen Transitionen der beiden Substanzen und auf der rechten
Seite die unspezifischen gemeinsamen Transitionen.
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4.1.5 Optimierung der MS- und HPLC-Bedingungen fiir die endogene Interferenz

4.1.5.1 Optimierung der Methode A

Nach Identifizierung des endogenen Storsignals wurde die 273-Fragmentation von UTP
in die chromatographische Methode integriert. Dadurch wurde eine eindeutige
Trennung von FLT-TP und Zellsignal sichergestellt.

Mit den in Abschnitt 4.1.2 aufgefiihrten Sdulen konnte die gewiinschte Trennung von
UTP und FLT-TP nicht erreicht werden. Deshalb wurde eine weitere RP-Sdule auf ihre
Eignung hinsichtlich der Trennleistung tiberpriift.

Diese Supelcogel ODP-50 5 ym (150 x 2,1 mm) RP-Sdule erwies sich als geeignet und
wurde zusammen mit den in Abschnitt 3.2.7.1 beschriebenen Bedingungen eingesetzt,
um die beiden Analyten zu trennen. Zusdtzlich zu diesen Bedingungen wurde ein
anderes lonenpaarreagenz verwendet, das 1,5-Dimethylhexylamin (1,5-DMHA).

Durch die Anwendung von 1,5-DMHA wurden die beiden mobilen Phasen hinsichtlich
ihrer Zusammensetzung und ihres Zusammenflusses im Gradienten neu optimiert.
Dabei wurde wie im Abschnitt 4.1.2 vorgegangen und der pH-Wert von 9,0
unverdndert ibernommen. Bei der Einstellung der 1,5-DMHA Konzentration zeigte sich
schon bei einer Ausgangskonzentration von 5 mM eine sehr gute Intensitat beim FLT-
TP Peak. Deshalb wurde die Konzentration herabgesetzt, um zu ermitteln, mit welcher
Konzentration ein vergleichbarer Peak erzielt werden konnte. Das Optimum lag bei
2,25 mM 1,5-DMHA.

Im  Anschluss wurde der Gradientenzusammenfluss fiir eine optimale
chromatographische Trennung von FLT-TP und UTP eingestellt. Hierflir wurde zuerst
der Anteil der mobilen Phase in zehner Schritten von 70% auf 30% herabgesetzt.
Dabei zeigte sich ein Optimum fiir die FLT-TP Intensitdt. Anschliefend wurde der
Gradient abgeflacht, indem ein leichtes Zwischenplateau (iber ca. fiinf min getestet
wurde. Die optimale Trennung der beiden Peaks wurde bei einer Plateauphase von
25% B erreicht, die nach 5,8 min Uber eine Laufzeit von zwei min auf 40%

angeglichen wurde.



Ergebnisse

66

Um die Peakform zu verbessern, wurde zusétzlich die Flussrate von 200 pl/min auf 250

pl/min gesteigert. In Abb. 4.13 sind die getesteten prozentualen Anteile der mobilen

Phase B dargestellt.
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Abb. 4.13: Gradientenoptimierung fiir die Methode A

Der Gradient mit dem Anteil von 70 % stellt den Ausgangspunkt fiir die Optimierung dar. Das Resultat
fur eine optimale Trennung von FLT-TP und UTP wird durch den Gradienten mit einem Anteil von 25-

40 % abgebildet.

Als Ergebnis dieser Methodenoptimierung wurde der erste interne Standard, das ddC-

TP, bei 7,28 min nachgewiesen und UTP bei 8,11 min. AnschlieBend wurde FLT-TP

bei 9,41 min von der Sdule eluiert, gefolgt vom zweiten internen Standard, CI-ATP, bei

10,43 min.
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Abb. 4.14: Chromatogramm von allen vier Analyten als Reinsubstanzen bei der Methode A
Der FLT-TP Peak entspricht 200 ng/ml und stellt 1588 fmol/Mio Zellen dar.

4.1.5.2 Optimierung der Methode B

Neben der Methode A wurde wie oben beschrieben eine zweite Methode B entwickelt.
Diese Analytik basiert auf dem signalschwacheren FLT-TP Masseniibergang von

482,7—259,2 unter den gewdhlten Bedingungen (Abb. 4.15).
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Abb. 4.15: m/z der Transitionen von FLT-TP (Methode B)
Darstellung der beiden Masseniibergédnge von FLT-TP dargestellt:
a) signalstarker Ubergang mit m/z 483,0—159 und b) signalschwéchere Transition mit m/z 482,7—259,2

Bei dieser Methode sollte eine moglichst hohe Intensitdt fiir den signaldrmeren

Masseniibergang erzielt werden.
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Die in Abschnitt 4.1.5.1 aufgeflihrte Zusammensetzung der mobilen Phasen A und B
wurde unverdndert Gbernommen. Um die Intensitit des FLT-TP Peaks zu erhohen,
wurde ein neuer Gradient flir den Zusammenfluss der mobilen Phase eingestellt. Als
Resultat der Optimierung wurde ein Gradient mit einem Anstieg der mobilen Phase B
von 35 auf 65 % nach 2,8 min gefunden. Im Vergleich zum Gradienten der Methode A

wurde hier ein steilerer Gradient in einer wesentlich kurzeren Laufzeit verwendet.

Gradientenoptimierung fiir den FLT-TP signaldrmeren Masseniibergang
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Abb. 4.16: Gradientenoptimierung fiir die Methode B mit FLT-TP 482,7/259,2

Der Gradient mit 5,8 min — 25-40 % zeigt den Ausgangspunkt fir die Optimierung. Das Ergebnis fir die
bestmdgliche Intensitdt des FLT-TP signalschwdcheren Masseniibergang ist mit dem Gradienten 2,8 min
—35-65 % dargestellt.

4.2 Validierung der Methoden

4.2.1 Validierung der Methode A

Im folgenden Abschnitt wird die Reproduzierbarkeit der Methode A zur
chromatographischen Trennung von FLT-TP und UTP beschrieben. In Form von
Tabellen oder Abbildungen sind jeweils die untersuchten Parameter der Validierung

dargestellt.
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4.2.1.1 Selektivitat der Methode A

Um die Selektivitdt dieser Methode zu (berpriifen, wurden isolierte Zellproben von
sechs freiwilligen Probanden mit 1440 fmol~10° FLT-TP versetzt. Diese Proben wurden
dann mit dquivalenten Zellproben der Spender ohne Zusatz von FLT-TP verglichen. Die

durchschnittliche Zellzahl der Probanden-Proben lag bei vier Millionen Lymphozyten.

Tab. 4.2: Selektivitit der Methode A

Pat ID Peak Flache Peak Flache FLT-TP Berechnete R.E.%
Leer (cps) Konzentration (fmolA10°)

Pat1 0 54700 1460 2
Pat2 0 26400 1600 11
Pat3 0 42000 1440 0
Pat4 0 51900 1320 -8
Pat5 0 43900 1390 -3
Pat6 0 34600 1510 5
MW 0 42250 1452 1
SD 9667 89 6

C.V.% 23 6

Die berechneten Werte lagen in einem Bereich von -8 bis +11 %. Somit wurde die

geforderte Grenze von +/- 20 % mit dieser Methode nicht tiberschritten.

4.2.1.2 Richtigkeit und Prazision bei der Methode A

Richtigkeit und Prazision dieser Methode wurde wie in Abschnitt 3.3.1.2 beschrieben
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.3 dargestellt.

Tab. 4.3: Richtigkeit und Prazision der Methode A

FLT-TP QC 89 179 717 2870
(fmolr10°) LLOQ R.E.% QC5 R.E.% QC3 R.E.% QC1 R.E.%
1 108 20 164 -9 684 -5 2440 -15
2 107 19 166 -7 732 2 2250 -22
3 96 8 154 -14 795 11 2770 -3
4 96 8 176 -1 627 -13 2930 2
5 91 2 153 -14 843 18 2120 -26
MW 100 11 163 -9 736 3 2500 -13
SD 6 7 9 5 77 11 309 11

C.V.% 6 5 10 12
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Der R.E. der Methode lag fiir die untere Nachweisgrenze (LLOQ) bei 11 % mit einem
Variationskoeffizienten von 6 %. Fiir die niedrige (QC 5), die mittlere (QC 3) und die
hohe (QC 1) FLT-TP Konzentration betrug der relative Fehler (C.V. %) -9 (5), 3 (10) und
-13 % (12).

4.2.1.3 Wiederfindung bei der Methode A

Die Wiederfindungsrate von FLT-TP lag bei den gewadhlten Bedingungen fiir diese
Methode bei 61 % und ist in Abb. 4.17 dargestellt.

Wiederfindung von FLT-TP bei niedriger, mittlerer and hoher FLT-TP Konzentration
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Abb. 4.17: Wiederfindung von FLT-TP mit der Methode A
Der Mittelwert der verschiedenen Extraktionen betrdgt 61 % mit einem Variationskoeffizienten von 11 %
und einer Standardabweichung von 7.

4.2.1.4 Kalibrationskurven bei der Methode A

Der relative Fehler bei den einzelnen Kalibrationspunkten lag im Bereich von -16 und
13 %. Der Variationskoeffizient fiir beide Messungen betrug 10 %. Bis auf einen
Kalibrationswert (717 fmolA10° FLT-TP) der ersten Kalibrationskurve erfiillten alle
Werte die erforderlichen Kriterien von +/- 15 % Abweichung. Der abweichende
Kalibrationswert konnte jedoch vernachldssigt werden, weil vier von sechs

Kalibrationswerten die geforderten Kriterien erfiillten.
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Tab. 4.4: Werte von zwei Kalibrationskurven von FLT-TP mit der Methode A bei einer Auswertung mit

linear 1/x
FLT-TP Konzentration (fmolA10%)  Datum Berechnete Konzentration (fmolA10°) R.E.%

89 220308 102 13

179 198 11

358 326 -9
717 602 -16

1440 1340 -7

2870 3070 7

MW 0

SD 11

C.V.% 11

89 260308 101 13

179 187 4
358 307 -14

717 664 -7

1440 1460 2

2870 2920 2

MW -1

SD 9

CV.% 9

In Abb. 4.18 ist zusatzlich zu den einzelnen Werten in Tab. 4.4.

abgebildet.

260308 Validierung 3.rdb (FLT-TP 159): "Linear" Regression ("1 /%' weighting): v = 0.000512 x + -0.00505 (r = 0.9982)
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Abb. 4.18: Kalibrationskurve von FLT-TP mit der Methode A

4.2.1.5 Re-Injektion einer Probenmessung und Temperaturstabilitat

Da es bei der entwickelten Methode aufgrund der Probenaufbereitung nicht moglich
war eine komplette Probenmessung erneut zu injizieren, wurde ein Aliquot mit einer
FLT-TP Konzentration von 1440 fmol~10° hergestellt. Dieses Aliquot wurde zu Beginn

und am Ende der Probenmessung nach 11 h wiederholt vermessen.
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Das Aliquot wurde fiir 6 h bei 4°C und fiir 5 h bei Raumtemperatur bis zur erneuten
Messung gelagert. Der relative Fehler der Reproduzierbarkeit dieser Methode lag bei -

10 % (C.V. 2 %).

Tab. 4.5: Re-Injektion und Temperaturstabilitit von FLT-TP

Probe Peak Flache FLT-TP Berechnete Konzentration R.E.%
(cps) (fmolA10°)
Re-Injektion Oh 33200 1270 -11
Re-Injektion Oh 30800 1260 -13
Re-Injektion Oh 35700 1320 -8
Re-Injektion 11h 29800 1280 -11
Re-Injektion 11h 31800 1320 -8
Re-Injektion 11h 13500 1300 -10
MW 29133 1290 -10
SD 7239 22 2
C.V.% 2

Abb. 4.19 zeigt die Mittelwerte der beiden Messungen zum Zeitpunkt Null und nach

11 h Lagerung.

Re-Injektion und Temperaturstabilitit von FLT-TP
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Abb. 4.19: Re-Injektion und Temperaturstabilitit von FLT-TP
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4.2.2 Validierung der Methode B mit dem FLT-TP signaldrmeren Masseniibergang

Neben Methode A zur chromatographischen Trennung von UTP und FLT-TP wurde
eine zweite Methode B entwickelt. Diese Methode beinhaltete einen signaldrmeren
FLT-TP Masseniibergang (482,7 — 259,2). Die liberpriften Validierungsparameter sind

im folgenden Teil tabellarisch oder graphisch dargestellt.

4.2.2.1 Selektivitat der Methode B

Wie bei der ersten Methode A wurde auch bei der Methode B die Selektivitdt bestimmt.
Dafiir wurden die Zellproben von freiwilligen Spendern mit QC 3 (956 fmolA10° FLT-
TP) versetzt. Diese Zellproben wurden mit den entsprechenden Leerproben der
Probanden verglichen. Die durchschnittliche Zellzahl der Probanden-Proben lag bei
sechs Millionen Lymphozyten. Der relative Fehler der Methode B betrug 10 % mit
einem Variationskoeffizienten von 4 %. Somit wurde auch bei dieser Methode die

Grenze von +/- 20 % eingehalten.

Tab. 4.6: Selektivitat der Methode B

Pat ID Peak Flache Peak Flache FLT-TP Berechnete Konzentration R.E.%
Leer (cps) (fmolA10°

Pat1 0 15900 1100 15
Pat2 0 20400 1090 14
Pat3 0 16400 1080 14
Pat4 0 18400 1020 7
Pat5 0 11700 996 5
Pat6 0 15700 1010 5
MW 0 16417 1050 10
SD 2672 128 4

C.V.% 4

4.2.2.2 Richtigkeit und Prazision der Methode B

In Tab. 4.7 sind die Richtigkeit und Prdzision dieser Methode bei einer
durchschnittlichen Zellzahl von zwei Millionen Lymphozyten pro Probe aufgefiihrt. Fiir
die niedrige (QC 5), die mittlere (QC 3) und die hohe (QC 1) FLT-TP Konzentration
betrug der relative Fehler (C.V.%) 4 (2), 13 (4) und 11 % (4).
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Tab. 4.7: Richtigkeit und Prazision der Methode B

QC Konzentration 956 2870 8600

FLT-TP fmolA10° QC5 R.E.% QC 3 R.E.% QC1 R.E.%
1010 6 3300 15 9780 14
973 2 3280 14 8860 3
958 0 2990 5 9170 7
1020 7 3330 16 9910 15
984 3 3250 14 9810 14

Mw 990 4 3230 13 9510 11

SD 24 3 122 4 419 5

C.V.% 2 4 4

4.2.2.3 Wiederfindung mit der Methode B

Unter den gewdhlten Bedingungen lag die Wiederfindungsrate von FLT-TP bei dieser
Methode bei 96 %. Abb. 4.20 zeigt, dass die einzelnen Werte fiir die niedrige, mittlere

und hohe FLT-TP Konzentration vergleichbar sind.

Wiederfindung bei niedriger, mittlerer and hoher FLT-TP Konzentration
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Abb. 4.20: Wiederfindung von FLT-TP bei der Methode B
Der Mittelwert der verschiedenen Extraktionen betrdgt 96 % mit einem Variationskoeffizienten von 3 %
und einer Standardabweichung von 2.




Ergebnisse 75

4.2.2.4 Kalibrationskurven der Methode B

Tab. 4.8 zeigt exemplarisch die Mittelwerte der Kalibrationskurven, die mit Methode B
gemessen wurden. Der relative Fehler der einzelnen Kalibrationswerte liegt im Bereich
von -7 und 8 %. Alle gemessenen Kalibrationswerte erfiillten die geforderten Kriterien

von +/- 15 % Abweichung.

Tab. 4.8: Mittelwerte der Kalibrationskurven von FLT-TP bei der Auswertung linear 1/x (Methode B)

FLT-TP Konzentration (fmolA10°) MW berechnete Konzentration (fmolA10°) R.E.%

269 269 0
537 578 8
1070 1030 -4
2150 2000 -7
4310 4410 2
8600 8650

MW

SD 5

4.3 ,Ex vivo“ Zellversuch

Um die beiden entwickelten und validierten Methoden auf ihre Funktionsfahigkeit zu
uberpriifen, wurde ein Zellversuch durchgefiihrt. Humane Lymphozyten wurden
isoliert und ,ex vivo” mit verschiedenen Konzentrationen von Fosalvudin Uber einen
Zeitraum von 24 h inkubiert, um die Substanz aufzunehmen und in FLT-TP
umzuwandeln. AnschlieBend wurde das gebildete FLT-TP mit den beiden beschrieben
Methoden bestimmt. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind im nachfolgenden Abschnitt
beschrieben. Um die Richtigkeit und Prézision der Messung wahrend des einzelnen
Experiments zu tberpriifen, wurden fiir beide Methoden Lymphozyten mit jeweils zwei
Millionen  Zellen  fir die  Aufbereitung von  Kalibrationskurven-  und

Qualitatskontrollproben verwendet.
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4.3.1 Messung von FLT-TP mit der Methode A zur Trennung von UTP und FLT-TP

Da mit dieser Methode kein FLT-Triphosphat bestimmt werden konnte, wird in diesem
Fall auf die Darstellung der einzelnen Qualitatskontrollen wahrend der Messung
verzichtet. Alle Werte lagen jedoch in dem Abweichungsbereich von +/- 15 %, der den

FDA-Kriterien entspricht.

4.3.2 Messung mit der Methode B mit dem signaldrmeren FLT-TP Masseniibergang

Mit Methode B konnte FLT-TP in den Proben des ,ex vivo” Zellversuchs gemessen
werden. In Tab. 4.9 sind die Mittelwerte der gemessenen Qualitdtskontrollen

dargestellt.

Tab. 4.9: Qualitatskontrollen bei der FLT-TP Messung mit der Methode B

FLT-TP Soll (fmolA10°) Ist/MW (fmolA10°) R.E.% SD C.V.%
QC5 956 989 4 24 2
QC3 2870 3230 13 122 4
QC1 8600 9510 11 419 4

Nachfolgend sind die einzelnen Messwerte von FLT-TP aufgefiihrt, die mit der Methode

B bestimmt wurden.

Tab. 4.10: FLT-TP Konzentrationen im "ex vivo" Zellversuch mit der Methode B

Zeit der Inkubation und Fpsalvudin Tidoxil Berechnete FLT-TP Konzentration FLT-TP (fmolA10%)

Konzentration (ng/ml)
24h 2pM 26 1320
8h 2pM 16 934
6h 2uM 13 633
3h 2uM 12 598
1h 2pM 8 392

30min 2pM 7 341
24h 1pM 13 653
8h TuM 8 437
6h 1uM 7 363
3h 1pM 3 164
1h 1uM 3 148

30min TpM 1 67
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Tab. 4.10: FLT-TP Konzentrationen im "ex vivo" Zellversuch mit der Methode B (Fortsetzung)

Zeit der Inkubation und Fpsalvudin Tidoxil Berechnete FLT-TP Konzentration FLT-TP (fmolA10%)
Konzentration (ng/ml)
24h 1pM 14 634
8h 1pM 10 498
6h 1uM 8 418
3h 1M 7 336
1h 1uM 5 251
30min 1pM 2 104
24h 0,5pM 10 478
8h 0,5uM 9 450
6h 0,5uM 7 363
3h 0,5uM 7 371
1h 0,5uM 6 281
30min 0,5uM 6 251
24h 0,1pM 5 205
8h 0,1puM 4 188
6h 0,1uM 6 309
3h 0,1puM 6 382
1h0,1pM 3 147
30min 0,1uM 0 0

In Abbildung 4.21 sind die FLT-TP Konzentrationen in Abhdngigkeit von der Zeit mit
dem Anstieg der Triphosphatkonzentration tiber einen Zeitraum von 24 h dargestellt.
Bei einer Ausgangskonzentration von 2 pM Fosalvudin zeigt sich der groSte Umsatz

zum entsprechenden Triphosphat, bei 0,1 pM der geringste Umsatz.

FLT-TP Konzentrationen beim "ex vivo" Zellversuch
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Abb. 4.21: FLT-TP Konzentration des Zellversuchs mit der Methode B
Darstellung des Umsatzes von unterschiedlichen Fosalvudin Konzentrationen zu FLT-TP (iber 24 h.
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4.4 Die klinische Phase-Il Studie

Nachdem die beiden Methoden A und B im Zellversuch getestet wurden, folgte die
FLT-TP Messung im Rahmen der klinischen Studie HDP 302. Zuerst wurde die
Methode A verwendet und anschliefend die Methode B. Die durchschnittliche
Lymphozyten Zahl der HIV-Patienten lag bei 5,5 Millionen Zellen pro Probe. Um die
Richtigkeit und Prazision der Messung wdhrend des einzelnen Experimentes zu
uberprifen, wurden fiir beide Methoden leere Lymphozyten mit jeweils sechs
Millionen Zellen pro Probe fiir die Aufbereitung von Kalibrationskurven- und

Qualitatskontrollproben verwendet.

4.4.1 FLT-TP Messung mit Methode A zur Trennung von UTP und FLT-TP

Mit Methode A wurden die Kinetikprofile von 6 HIV-Patienten vermessen. Darunter
waren drei Studienteilnehmer aus dem deutschen Studienzentrum und drei aus dem
argentinischen Studienzentrum. Das Chromatogramm in Abb. 4.22 zeigt den Peak der

hochsten Kalibrationskurvenkonzentration, der in diesem Messlauf gefunden wurde.
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Abb. 4.22: FLT-TP (E1) Chromatogramm mit Methode A

Die Abbildung zeigt ein FLT-TP Chromatogramm, das wahrend der Messung der klinischen Studie mit
der Methode A nachgewiesen wurde. Auf der linken Seite ist bei acht min der endogene UTP-Peak
dargestellt, bei zehn min der FLT-TP Peak. Die rechte Seite der Abbildung zeigt den Peak des internen
Standards (CI-ATP).
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Es konnte kein FLT-TP in den Lymphozyten der Probanden mit der Methode A
nachgewiesen werden (Abb. 4.23).
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Abb. 4.23: Chromatogramm eines 3h-Wertes mit der Methode A
Auf der linken Seite ist nur der endogene UTP-Peak zu sehen. Der FLT-TP Peak bei zehn min ist nicht
zu erkennen. Auf der rechten Seite ist wie in Abb. 4.22 der Peak des internen Standards (CI-ATP) zu
sehen.

Obwohl FLT-TP mit dieser Methode in den Lymphozyten nicht nachgewiesen werden
konnte, soll die Darstellung der QCs zeigen, dass alle Abweichungen innerhalb des
von der FDA geforderten Rahmen von +/- 15 % lagen. Damit wurde die Richtigkeit und

Prazision der Methode akzeptiert.

Tab. 4.11: Qualitatskontrollen bei der klinischen Studie mit Methode A

FLT-TP Soll (fmolA10°) Ist/ MW (fmolA10°) R.E.% SD CV.%
QC5 179 174 -3 19 11
QC3 717 725 1 68 9
QC1 2870 2810 -2 551 20

4.4.2 FLT-TP Messung mit der Methode B

Diese Methode wurde verwendet, um die FLT-TP Kinetikprofile im Rahmen der
klinischen Studie zu analysieren. FLT-TP konnte in den Lymphozyten der Studie mit
dieser Methode nicht nachgewiesen werden. Die ebenfalls vermessenen
Qualitatskontrollen lagen jedoch alle im Bereich von +/- 15 %, so dass die Richtigkeit

und Prdzision der Methode akzeptiert wurde.
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Tab. 4.12: Qualitatskontrollen bei der klinischen Studie mit der Methode B

FLT-TP Soll (fmolA10°) Ist/ MW (fmolA10°) R.E.% SD C.V.%
QC5 318 329 4 8 2
QC3 955 1080 13 41 4
QC1 2870 3170 11 140 4

In Abb. 4.24 ist ein Chromatogramm der Q1 Qualitdtskontrolle exemplarisch

dargestellt.
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Abb. 4.24: Chromatogramm von Q1 mit der Methode B

In der oberen Halfte der Abbildung sind die Peaks der beiden internen Standards ddC-TP und CI-ATP
deutlich zu sehen. Dazwischen liegen der endogene UTP-Peak (159) und der signalarme FLT-TP Peak
(482,7 — 259), der mit dieser Darstellungsmoglichkeit nicht mehr zu sehen ist. In der unteren Halfte der
Abb. ist der signalarme Peak des FLT-TP noch einmal isoliert von den anderen Peaks zu sehen.
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In einem 3h-Chromatogramm eines Probanden (Abb. 4.25) ist bei isolierter Betrachtung

des signalarmen FLT-TP Peaks nur ein Rauschen bei ca. sechs min erkennbar.
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Abb. 4.25: FLT-TP Chromatogramm eines 3h-Wertes mit der Methode B
Bei sechs min ist kein FLT-TP Peak (482,7 — 259) zu sehen, sondern nur ein Rauschen.




Diskussion 82

5. Diskussion

Der antiretrovirale Wirkstoff Fosalvudin Tidoxil ist ein Thymidin-Analogon aus der
Substanzklasse der nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTI). NRTI
werden durch Diffusion von humanen Lymphozyten aufgenommen. Dort werden sie
zum aktiven Metaboliten, dem jeweiligen Triphosphat, durch zellulare Kinasen
umgewandelt (siehe 2.4.2). Um eine Aussage tiber die Wirkspiegel von NRTI-TP treffen
zu konnen, muss die Konzentration der aktiven Form in den Lymphozyten gemessen
werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es fiir FLT-TP, den aktiven Metaboliten von
Fosalvudin Tidoxil, eine Messmethode auf Grundlage der direkten Quantifizierung von
intrazellularen NRTI-Triphosphaten zu entwickeln. Der Wirkstoff ist zurzeit in Phase-lI
der klinischen Entwicklung. Die neue Methode zur intrazellularen Messung von FLT-TP
sollte eine einfache Probenaufbereitung und eine schnelle zuverldssige Analytik mittels
lonenpaarchromatographie beinhalten. Der Nachweis von FLT-TP erfolgte unter Einsatz
eines Tandem-Massenspektrometers. Nach der Validierung sollte die neue Methode in
,ex vivo” Zellversuchen an stimulierten humanen Lymphozyten uberprift und im
Rahmen einer klinischen Phase-Il Studie von Fosalvudin eingesetzt werden, um die
intrazelluldre Pharmakokinetik von FLT-TP zu untersuchen.

Im nachfolgenden Abschnitt wird die Entwicklung der Methode, deren Validierung und

deren Anwendung in der klinischen Phase-II Studie diskutiert.

5.1 Entwicklung und Validierung der intrazelluldaren Analytik von FLT-TP

Als erstes wurde Im Vorfeld der analytischen Methodenentwicklung die Lymphozyten-
[solation optimiert, um eine Verdnderung der FLT-TP Konzentration in den
Lymphozyten zu vermeiden. Als Grundlage fiir die Isolation der Zellen diente die
Buffy-Coat Methode. Alle Arbeitschritte erfolgten wahrend der Lymphozyten-Isolation

mit gekiihlten Medien und einer Kiihlzentrifuge.
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Fir die Blutabnahme verwendete ich handelsiibliche Heparin-Monovetten, um
Leerzellen fiir die Herstellung von Qualitatskontrollen und Eichproben zu gewinnen.
Dadurch konnte ein Pool an Lymphozyten erzeugt werden, der in einzelne Aliquots
aufgeteilt wurde. Jedes Aliquot enthielt eine durchschnittliche Zellzahl von sechs
Millionen Zellen pro Probe.

Wahrend der klinische Phase-1l Studie empfahlen wir dagegen den Gebrauch von CPT-
Rohrchen, mit denen eine definierte Blutmenge von jedem Probanden entnehmbar ist.
Damit sollten die Arbeitsschritte der Probenvorbereitung in den Studienzentren
vereinfacht und die Vergleichbarkeit und Qualitdt der Aufbereitung der Patienten-
Proben erhoht werden.

Im Anschluss an die Optimierung der Lymphozyten-Isolation entwickelte ich fiir FLT-TP
eine lonenpaarchromatographie Methode mit MS/MS Detektion - in Anlehnung an
publizierte Methoden fiir die beiden Thymidin-Analoga Zidovudin und Stavudin [81-
83]. Bevor FLT-TP im Massenspektrometer analysiert werden kann, muss es aus den
isolierten Lymphozyten extrahiert werden. Die Proteinfallung erfolgte mittels gekiihlter
Methanol-Wasser-Losung. Zusatzlich wird die Faillung der Proteine durch ein
anschliefendes Ultraschallbad unterstiitzt. Im Gegensatz zu den von Becher und
Pruvost et al. beschriebenen Methoden wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit kein
Tris-HCI benutzt, da dies zu Ablagerungen in der Elektrosprayquelle fiihrte [81-83]. Im
weiteren Verlauf der Messung splilte ich die Elektrosprayquelle mit Wasser/Methanol
mit Hilfe einer zusdtzlichen Pumpe, um Rickstinde der FlieBmittel in der Quelle zu
verringern.

Nachdem FLT-TP aus den Lymphozyten extrahiert war, dampfte ich den gewonnenen
Uberstand bis zur Trockene ein und rekonstituierte diesen in 65 pl mobiler Phase A.
Mit diesem Schritt wird im Unterschied zu dem von Pruvost und Becher et al.
beschrieben Vorgehen ein ungleichmaRiges Probenvolumen vermieden. Pruvost und
Becher et al. evaporierten lediglich Methanol bis auf ein Flissigkeitsvolumen von 120 —
150 pl [81-83].

Fur FLT-TP konnten drei relevante Masseniiberginge nachgewiesen werden, darunter
die Abspaltung der Pyrophosphatgruppe bei 483,0 — 159,0, die allerdings bei allen

Triphosphaten messbar war.
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Des Weiteren optimierte ich die Methoden A und B fiir den Masseniibergang 482,8 —
384,2 (Methode A) und die Transition 482,8 — 259,0 (Methode B).

Jedes Molekil weist bei Kollision im Massenspektrometer unter geeigneten
Bedingungen ein spezifisches Fragmentationsmuster auf. Die natiirlich vorkommenden
endogenen Triphosphate in biologischem Probenmaterial, wie zum Beispiel ATP oder
UTP, fragmentieren unter der signalintensiven Abspaltung der Pyrophosphatgruppe.
FLT-TP fragmentierte unter den gewdhlten Bedingungen ebenfalls durch die
signalintensive Abspaltung der Pyrophosphatgruppe. Damit konnte das FLT-TP Signal
nicht von den endogenen Signalen unterschieden werden. Um eine eindeutige
[dentifizierung des FLT-TP Signals unter den endogenen Triphosphaten zu
gewdhrleisten, optimierte ich die beiden signalschwdcheren FLT-TP Masseniibergdnge
fir die Methoden.

Zusatzlich zu FLT-TP beinhalteten die beiden Methoden A und B zwei interne
Standards, ddC-TP mit 450,2 — 352,1 (159,0) und 2CI-ATP mit der Transition 539,9 —
442,2 (159,0). Die internen Standards sind dem FLT-TP chemisch &dhnlich und
verhalten sich bei der Probenaufbereitung und der Analyse analog dem FLT-TP. Die
beiden internen Standards ddC-TP und 2CI-ATP dienen als relative Bezugsgréfie und
werden zu Beginn der Probenaufbereitung gleichzeitig mit dem FLT-TP zu den
Zellproben gegeben. Dadurch konnen Verdiinnungs- oder Konzentrationsfehler
wahrend der Probenaufbereitung kompensiert werden. Die quantitative Bestimmung
des FLT-TP am Ende der Messung erfolgte durch das Verhaltnis von Analytenflache zur
internen Standardflache. Zusatzlich dienen ddC-TP und 2CI-ATP als Bezugspunkt auf
der Zeitachse des Chromatogramms.

Bei Methode A und B setzte ich in der vorliegenden Arbeit 1,5-DMHA als
lonenpaarreagenz und Ammoniumformiat als Gegenion. Die chromatographische
Trennung von FLT-TP erfolgte bei den Methoden A und B wie bei den publizierten
Methoden mit einer Supelcogel ODP-50 Sdule und im negativen Modus mit Hilfe des
multiplen Reaktionsmonitoring (MRM) [81-83]. Im Unterschied zu den von Pruvost und
Becher et al. beschriebenen Methoden zur Messung von d4T-Triphosphaten, betrug die
Gradientenlaufzeit der beiden im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methoden nur 10

(Methode B) bzw. 15 min (Methode A), statt 26 min [82, 83].
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Zwei Ursachen konnen den zeitlichen Vorteil der entwickelten Methoden erklaren:
erstens die im Vergleich zu den publizierten Methoden niedrigeren Konzentrationen
des lonenpaarreagenzes 1,5-DMHA und zweitens der geringere pH-Wert.

Im Unterschied zu der von Pruvost und Becher et al. beschriebenen 10 mM DMHA
Konzentration, lag das Optimum fiir DMHA bei den Methoden A und B bei 2,25 mM.
Der optimale pH-Wert betrug 9, wédhrend Becher und Pruvost et al. ein pH-Wert von
11,5 angaben [82, 83].

Die Verwendung von lonenpaarreagenzien in hohen Konzentrationen und hohen pH-
Werten zu Beginn der Methodenentwicklung stellten eine grofRe Belastung fiir die
HPLC-Pumpe, die Regenerationszeit und die Lebensdauer der Sdule sowie fiir das
Massenspektrometer dar. Die Interaktion des lonenpaarreagenzes mit dem
Tragermaterial der Sdule fiihrte dazu, dass sich im Laufe der Zeit immer mehr DMHA-
Molekiile am Tragermaterial der Sdule absetzten. Wahrend der Regenerationsphase
werden die DMHA-Molekiile wieder von der Sdule gewaschen und der
Ausgangszustand hergestellt. Je mehr die Sdaule mit DMHA belegt wird, desto langer
muss die Sdule gespiilt werden, um den Ausgangszustand wieder herzustellen. Im
Vergleich zu den von Becher und Pruvost et al. publizierten Methoden kam bei den
Methoden A und B nur ein Fiinftel des lonenpaarreagenzes zum Einsatz. Dadurch
bendtigte die Sdule in diesem Fall eine kiirzere Equilibrationszeit.

Der pH-Wert hat ebenfalls einen Einfluss auf die Stabilitdt und die Lebensdauer der
Saule. Liegt der pH-Wert niedriger als der empfohlene pH-Bereich, werden die
funktionellen Gruppen durch Hydrolyse abgespalten. Wdhlt man dagegen einen

hoheren pH-Wert als den empfohlenen, kann sich das Tragermaterial auflosen.

5.1.1 Validierung

Die Validierung der beiden Methoden A und B erfolgte nach den Richtlinien der FDA
[94].

Selektivitat: Bei Uberpriifung der Selektivitit der Methoden A und B lag der relative
Fehler bei 1 bzw. 10 % und der Variationskoeffizient bei 6 bzw. 4 %. Somit konnten

die geforderten Kriterien der FDA eingehalten werden.
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Richtigkeit und Prazision: Der relative Fehler der Methode A lag durchschnittlich bei -2
% und der Variationskoeffizient bei 8 %. Die Methode B wies einen relativen Fehler
von 9 % und einen Variationskoeffizient von 3 % auf. Diese Ergebnisse sind
vergleichbar mit den von Pruvost und Becher et al. beschriebenen Daten [80, 83].

Die Werte der Kalibrationskurven der Methode A und B lagen zwischen 89 und 2870
fmol/10° Zellen (ausgehend von sechs Millionen Zellen pro Probe).

Ebenso wie bei den publizierten Methoden fiir d4T-TP und AZT-TP wurden fiir die
Methoden A und B lineare Eichkurven (y=Ax+B) erstellt. Die kleineren
Kalibrationswerte erhielten mit dem Faktor 1/x eine starkere Gewichtung [80-83]. X
entspricht der Menge an zugesetztem FLT-TP und Y beschreibt das Verhaltnis der FLT-
TP Peak-Flache zur Peak-Flache des internen Standards.

Neben der Richtigkeit und Prdzision der Methode Uberprifte ich auch die
Temperaturstabilitdit und Re-Injektion von FLT-TP wdhrend der Messung. Aus diesen
Untersuchungen ging hervor, dass FLT-TP im Rahmen der Probenaufbereitung, bei
einer Lagerung bei 4°C und bei Raumtemperatur tiber 12h keine Degradation aufwies
und stabil war.

Sensitivitdt - untere Nachweisgrenze und Wiederfindungsrate: Im Gegensatz zu den
publizierten Methoden zur Messung von d4T-TP und AZT-TP (ca. 10 fmol/10° Zellen)
lag die untere Nachweisgrenze (LLOQ) bei den beiden fiir FLT-TP entwickelten
Methoden A und B bei 89 fmol/10° Zellen [81-83]. Obwohl noch kein Anhaltspunkt fir
die tatsachliche Konzentration von FLT-TP in menschlichen Lymphozyten vorliegt, sind
die entwickelten Methoden A und B um den Faktor neun weniger sensitiv als die von
Becher und Pruvost et al. publizierten Methoden [81-83].

Dieser Verlust an Sensitivitat konnte durch die Interferenz mit UTP verursacht sein, weil
UTP mit FLT-TP um die lonisation in der Elektrosprayquelle konkurrierte. Ahnliche
Probleme beschrieb Becher et al. bei der direkten Messung von AZT-TP, wo
Interferenzen zwischen endogenem dGTP und ATP auftraten [81]. Die Arbeitsgruppe
von Becher et al. entwickelte deshalb einen enzymatischen Immunoassay mit einem
polyklonalen Antikorper zur spezifischen Extraktion von AZT-TP aus den Lymphozyten.
AZT-TP sollte tiber eine Kopplung an den Antikérper von den endogenen Nukleosiden

getrennt werden.
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Bei dieser Methode konkurrierte jedoch AZT-MP um den polyklonalen Antikorper und
fihrte zu einer falschen Interpretation der AZT-TP Konzentration in humanen
Lymphozyten [81]. Neben diesem Ansatz setzte die Arbeitsgruppe um Becher et al.
eine ,off-line” Kombination aus Immunoaffinitats-Extraktion und LC-MS/MS ein, um
den aktiven Metaboliten von Zidovudin zu quantifizieren. Die Wiederfindungsrate fiir
AZT-TP betrug jedoch nur 50 %. 25 % von AZT-TP konnten nicht von der
Extraktionssdule eluiert werden. Die restlichen 25 % wurden vermutlich bei der
Evaporation thermisch zersetzt [81].

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode A zeigte dagegen eine Wiederfindungsrate
von 61 %. Der Verlust von FLT-TP lag bei dieser Methode vermutlich nicht im Bereich
der Probenaufbereitung, sondern erst bei der lonisierung in der Elektrosprayquelle. Dort
fiihrte wahrscheinlich die Uberlappung mit dem starken endogenen UTP Signal zu
einer verminderten Wiederfindungsrate von FLT-TP.

Deshalb entwickelte ich die zweite Methode B mit dem signalschwdcheren FLT-TP
Masseniibergang. Bei dieser Methode lag die Wiederfindungsrate bei 96 %, da in
diesem Massenbereich keine Uberlappung mit dem endogenen UTP zu finden war.
Damit war die Wiederfindungsrate vergleichbar mit der von anderen publizierten
Methoden zur direkten quantitativen Bestimmung von aktiven Metaboliten der anderen
Thymidin-Analoga [78, 80].

Obwohl bei Methode B die Wiederfindungsrate von FLT-TP gesteigert werden konnte,
lag die untere Nachweisgrenze (LLOQ) wie bei Methode A bei 89 fmol/10° Zellen.
Fosalvudin wird in einer wesentlich geringeren Dosierung als Zidovudin oder Stavudin
eingesetzt (sieche 2.5.2). Demzufolge werden die intrazellularen FLT-TP
Konzentrationen unter den bekannten AZT-TP (durchschnittlich 110 fmol/10° Zellen)
oder d4T-TP (durchschnittlich 31 fmol/10° Zellen) Konzentrationen liegen [78-83]. Dies
lasst vermuten, dass FLT-TP bei einer unteren Nachweisgrenze von 89 fmol/10° Zellen
in den klinischen Proben nicht nachweisbar sein wird. Dennoch war die Methode B
mit diesem LLOQ sensitiver als die von Compain et al. beschriebene Methode zur
intrazelluldren Messung von AZT-TP, welche die Nachweisgrenze fiir AZT-TP mit 150
fmol/10° Zellen angaben [78]. Compain et al. verwendeten einen signalschwécheren,
aber hoch spezifischen Masseniibergang von AZT-TP. Zusitzlich versetzte die
Arbeitsgruppe um Compain et al. die Proben mit bekannten Mengen an AZT-TP, die

bei der spateren Berechnung der Konzentration beriicksichtigt wurden.



Diskussion 88

Die neue Methode B verzichtet auf diese Prozedur, da dieses Verfahren im Falle von
AZT-TP keine Steigerung der Sensitivitat liefern konnte. Durch die Art und Weise der
von Compain et al. beschriebenen Probenaufbereitung wird zudem ein moglicher
Fehler in die intrazellulare Messung von Triphosphaten eingebracht, weil eine falsche
Probenhandhabung zu positiven Werten fiihren kdnnte.

Der limitierende Faktor fir die Sensitivitdt bei der intrazelluldren Quantifizierung von
NRTI-TP ist das Blutvolumen, aus der die humanen Lymphozyten isoliert werden. In
der Literatur sind Blutabnahmen von 10 bis 50 ml Blut beschrieben, um eine untere
Nachweisgrenze von 50 fmol/10° Zellen AZT-TP zu erreichen [95-98].

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methoden A und B verwendeten 7 ml Blut,
wie es auch von der franzosischen Arbeitsgruppe beschrieben wurde [78, 80-83].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei validierte Methoden A und B entwickelt, die
trotz der relativ hohen FLT-TP Quantifizierungsgrenze von 89 fmol/10° Zellen im ,ex
vivo” Zellversuch und an Proben einer klinischen Phase-Il Studie auf ihre Funktionalitat

Uberprift wurden.

5.2 ,,Ex vivo Zellversuch”

Bei diesem ,ex vivo” Zellversuch sollte untersucht werden, ob FLT-TP mit den
entwickelten Methoden A und B in humanen Lymphozyten quantifizierbar ist. Der
Zellversuch orientierte sich an den von Kong et al. beschriebenen Bedingungen zur
Bestimmung der intrazelluldren Pharmakokinetik von Alovudin und Zidovudin [58].

Fir den ,ex vivo” Zellversuch stimulierte ich zuerst humane Lymphozyten mit PHA-M
und inkubierte diese anschliefend mit der Substanz Fosalvudin Tidoxil. Die
Aufbereitung der Zellen erfolgte nach der in Abschnitt 3.2.5.2 beschriebenen Methode,
um FLT-TP spater zu messen.

Im Gegensatz zu der von Kong et al. beschriebenen Konzentration von 1,8 pM
radioaktiv markiertem FLT, wurden die Lymphozyten in dem Zellversuch der
vorliegenden Arbeit mit 0,1; 0,5; 1,0 und 2,0 pM Fosalvudin Tidoxil inkubiert. Dartiber
hinaus behandelte ich die PMBC fiir 24 h bei 37°C und nicht nur fiir 12 h wie bei Kong

et al. beschrieben.



Diskussion 89

Obwohl ich anhand des MTT-Tests nachweisen konnte, dass die Lymphozyten
wahrend der Inkubation vital waren, konnte ich mit der validierten Methode A kein
FLT-TP messen. Dies steht moglicherweise mit der niedrigen Wiederfindungsrate von
61 % der Methode A im Zusammenhang. Wahrscheinlich war Methode A nicht sensitiv
genug, um FLT-TP bei einer Lymphozytenzahl von einer Million pro Probe zu messen.
Dagegen konnte ich mit Methode B die Anabolisierung zum aktiven Metaboliten FLT-
TP bei den Konzentrationen von 0,5; 1,0 und 2,0 uM Fosalvudin nachweisen.

Bei der Konzentration von 0,1 pM war FLT-TP mit der Methode B nach einer
Inkubationszeit von 30 min nicht messbar. Im zeitlichen Verlauf der 24-stiindigen
Inkubation wdhrend des ,ex vivo” Zellversuchs war eine sehr starke Schwankung
innerhalb der FLT-TP Werte zu beobachten. Das koénnte einerseits durch die
unterschiedlichen Zellzahlen bei diesem Versuch begriindet sein. Andererseits war die
Methode B wahrscheinlich nicht sensitiv genug.

Die untere Grenze der Quantifizierung lag bei diesem ,ex vivo” Zellversuch bei 269
fmol/10° Zellen bezogen auf zwei Millionen Zellen pro Probe, die fir die
Kalibrationskurven und Qualitdtskontrollen eingesetzt wurden. Nach den vorher
festgelegten Validierungskriterien, wadren bei diesem ,ex vivo” Zellversuch nur die
gemessenen Werte fiir die Ausgangskonzentration von 2,0 pM Fosalvudin Tidoxil
akzeptierbar. Diese Konzentration entspricht auch anndhernd den 1,8 pM, die von
Kong et al. eingesetzt wurden.

Bei einer Ausgangskonzentration von 2,0 pM wurde nach 30 mindtiger Inkubation ein
FLT-TP Umsatz von 341 fmol/10° Zellen nachgewiesen. Dieser Umsatz stieg im Verlauf
der Inkubation bis zu 1320 fmol/10° Zellen FLT-TP bei 24 h an. Kong et al. beschreiben
nach 12 h Inkubation mit Alovudin eine Plateauphase bei der FLT-TP Bildung. Diese
Plateauphase war in der vorliegenden Arbeit nicht zu sehen, weil wahrend des
Versuchs kein 12 h Wert aufbereitet wurde.

Méoglicherweise stieg die FLT-TP Konzentration auch in der vorliegenden Arbeit
innerhalb von 12 h auf ein Maximum an und fiel anschlieBend auf 1320 fmol/10°
Zellen FLT-TP bei einer Inkubationszeit von 24 h ab. Bei Kong et al. lagen die
gemessenen Konzentrationen von FLT-TP zwischen 10 fmol/10° Zellen und 1400
fmol/10° Zellen FLT-TP. Im Anschluss an die Plateauphase folgte nach 12 h ein Abfall
der FLT-TP Konzentration auf ca. 500 fmol/10° Zellen innerhalb von 13h [58].
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Man kann vermuten, dass die gemessenen FLT-TP Konzentrationen dieser Arbeit mit
den von Kong et al. beschriebenen Werten vergleichbar sind, weil bei der vorliegenden
Arbeit 2,0 pM Fosalvudin Tidoxil als Ausgangskonzentration eingesetzt wurden.

Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte ,ex vivo” Zellversuch wies im
Unterschied zu dem von Kong et al. publizierten Zellversuch folgende Unterschiede
auf:

Erstens wurde nicht wie von Kong et al. beschrieben der differenzierte Umsatz von
Fosalvudin zu FLT-MP und FLT-DP gemessen, weil im Rahmen dieser Arbeit lediglich
untersucht werden sollte, ob FLT-TP mit den entwickelten Methoden A und B
quantifizierbar ist. Darliber hinaus standen im Rahmen der Methodenentwicklung die
Reinsubstanzen von FLT-MP und FLT-DP nicht zur Verfligung.

Zweitens konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit kein radioaktiv markiertes
Fosalvudin eingesetzt werden. Dadurch konnte bei diesem ,ex vivo” Zellversuch nicht
analysiert werden, in welchem Umfang die Substanz Fosalvudin von den Zellen
aufgenommen und (iber die einzelnen Phosphorylierungsstufen zum aktiven

Metaboliten anabolisiert wird.

5.3 Die klinische Phase-1l Studie

Die validierten Methoden A und B wurden im Rahmen einer klinischen Phase-Il Studie
von Fosalvudin eingesetzt, um die intrazelluldre Pharmakokinetik von FLT-TP zu
untersuchen (s. Abschnitt 3.5).

FLT-TP konnte weder mit Methode A noch mit Methode B in den humanen
Lymphozyten des Probenmaterials analysiert werden. Dies kann verschiedene
Ursachen haben.

Fosalvudin wurde in der klinischen Phase-Il Studie in sehr niedrigen Dosierungen von 5
bis 40 mg einmal tiglich gegeben. AZT wird momentan in zweimal tiglichen
Dosierungen von 250 mg oder 300 mg verabreicht. Damit ist die Dosis von Fosalvudin
um das 12-fache geringer als die von AZT. D4T wird derzeit mit zweimal taglich 40 mg
eingesetzt. Dementsprechend betrdgt die Dosierung von Fosalvudin nur die Halfte von
d4T. Aufgrund der niedrigen Dosierung von Fosalvudin kdnnen geringere

Plasmaspiegel im Vergleich zu AZT und d4T erwartet werden.
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Demzufolge wdren in humanen Lymphozyten noch niedrigere FLT-TP Spiegel im
Vergleich zu AZT-TP und d4T-TP messbar.

Der entscheidende Faktor, ob FLT-TP in humanen Lymphozyten quantifiziert werden
kann, ist vermutlich in der Sensitivitit der Messmethode begriindet. Die untere
Nachweisgrenze mit 89 fmol/10° Zellen der Methoden A und B, die ich im Rahmen
dieser Arbeit entwickelt habe, war wahrscheinlich fur den intrazelluldaren Nachweis
von FLT-TP zu hoch.

Neben der Sensitivitdt der entwickelten Methoden A und B haben die Durchfiihrung
der Lymphozyten-Isolation in den Studienzentren, die Lagerung und der Transport der
isolierten  Lymphozyten einen bedeutenden Einfluss auf die intrazelluldre
Nachweisbarkeit von FLT-TP.

Die akkurate Probenhandhabung ist sehr wichtig bei der Lymphozyten-Isolation, weil
wahrend der Isolation verschiedene Aufnahme- oder Exportfunktionen der Zellen aktiv
bleiben.

Dadurch kann ein Austausch zwischen intrazellularem und extrazellularem Medium
entstehen, der zu falschen Ergebnissen fiihrt. Neben dem Austausch zwischen den
Medien lauft die intrazelluldre Synthese, oder der Nukleotidabbau wahrend der
Zellseparation bei Raumtemperatur weiter. Bei 4°C dagegen, wird zum Beispiel der
Abbau von d4T-TP Uber 6 h blockiert. Daher sollte die Lymphozyten-Isolation bei 4°C
innerhalb von 2 h durchgefiihrt werden [80]. Lange Wege zwischen der Blutabnahme
und der Lymphozyten-Isolation kénnen zu einer erheblichen zeitlichen Verzogerung
fihren. Somit konnte ein moglicher FLT-TP Abbau wahrend der Zellisolation erfolgt
sein.

Neben der raschen Zellisolation ist die richtige Lagerung der Zellen ebenfalls von
Bedeutung. So ist bekannt, dass intrazellulire Enzyme die Stabilitit der Analyten
beeinflussen, weil ihre Aktivitat bestehen bleibt [80]. Deshalb sollte die Lagerung der
Zellen bei — 80°C erfolgen. Die intrazelluldren Phosphate von Zidovudin sind bei einer
Temperatur von — 20°C nur Uber einen Zeitraum von einem Monat stabil. Bei einer
Lagerung bei — 70°C bleibt AZT-TP sechs Monate stabil [99]. D4T-TP ist ebenfalls tiber
einen Zeitraum von sechs Monaten bei — 80°C stabil. Dagegen weist das Triphosphat
von Didanosin nur eine Stabilitit von drei Monaten auf und wird anschlieffend

innerhalb von weiteren drei Monaten um bis zu 43 % abgebaut [80].
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Der FLT-TP Abbau war auch parallel am endogenen UTP-Peak erkennbar. Der UTP-
Peak in frischen Zellen, die nicht mehr als sechs Monate gelagert wurden, zeigte eine
Intensitit von 1,4 x 10" cps, wie in Abb. 4.22 zu sehen ist. Dagegen weist der UTP-
Peak, der aus den Zellen der klinischen Studie stammt, nur noch eine Intensitat von ca.
1300 cps auf, wie in Abb. 4.23 dargestellt. Im Laufe der Probenbearbeitung und
wahrend der Lagerung von 15 Monaten erfolgte ein Abbau um den Faktor 10.

Neben der Dauer der Lagerung sind wechselndes Frieren und Tauen bei den
Zellproben fiir die Stabilitdt der intrazelluldren Analyten ebenfalls von Bedeutung. So
wurde flir ZDV-TP beschrieben, dass wahrend mehrerer Auftau- und Einfrierzyklen ein
Abbau um bis zu 85 % erfolgte [99].

Die Messung von intrazelluldaren FLT-TP Spiegeln stellt nach vie vor eine grolle
Herausforderung fiir die Bioanalytik dar. Die Methode muss eine hohe Selektivitat
besitzen, um Storungen von endogenen Nukleotiden bei der Messung und der
Quantifizierung von FLT-TP zu kompensieren. Des Weiteren muss die Methode eine
sehr niedrige Nachweisgrenze aufweisen, weil Fosalvudin im Gegensatz zu den
anderen Thymidin-Analoga in sehr niedrigen Dosierungen eingesetzt wird. Eine
entscheidende Bedeutung bei der Methodenentwicklung haben jedoch auch die
[solation der humanen Lymphozyten, die Probenaufbereitung und die Lagerung der

Proben.

5.4 Ausblick

In weiteren Experimenten muss versucht werden die Sensitivitdt der entwickelten LC-
MS/MS Methoden A und B im Rahmen von ,ex vivo” Zellversuchen zu erhéhen.
Zusatzlich muss die Stabilitdt von FLT-TP ndher spezifiziert werden. Erst danach kann
durch den Einsatz der neuen Methoden in weiteren klinischen Studien eine ndhere
Aussage zu intrazelluldaren FLT-TP Konzentrationen getroffen werden. Im Rahmen von
weiteren Zulassungsstudien konnen zukiinftig mogliche Interaktionen von Fosalvudin
in verschiedenen Therapieregimen untersucht werden. Dadurch koénnen mdgliche
Kombinationspartner fiir Fosalvudin im Rahmen der HAART identifiziert werden, um

zukiinftige einmal tagliche Gaben von Medikamenten zu ermoglichen.
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Zusatzlich kann untersucht werden, ob die intrazellulare Pharmakokinetik von FLT-TP
geschlechts- oder altersspezifische Unterschiede aufweist.

Der Einsatz der neuen Methoden im klinischen Alltag zur individuellen
Therapieoptimierung wird jedoch spezialisierten Laboren vorbehalten bleiben, die tber

eine notwendige technische Ausstattung verfligen.



Zusammenfassung 94

6. Zusammenfassung

Nukleosidische oder nukleotidische reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTI) bilden das
Rickgrat einer hochaktiven antiretroviralen Kombinationstherapie [100]. Um
vereinfachte und effektive Behandlungsregime fir die HIV-Therapie mit NRTI zu
entwickeln, sind Erkenntnisse Uber deren intrazellulire pharmakokinetische
Eigenschaften erforderlich. Daher empfiehlt die europdische Medizinagentur EMEA
Untersuchungen der intrazelluldren Pharmakokinetik bei der Zulassung solcher
antiretroviralen Arzneimittel.

In der vorliegenden Arbeit wurden fir FLT-TP, den aktiven Metaboliten von Fosalvudin
Tidoxil, das sich in Phase-Il der klinischen Entwicklung befindet, zwei Messmethoden
(Methode A und B) auf Grundlage der direkten Quantifizierung von intrazelluldren
NRTI-Triphosphaten entwickelt. Beide Methoden zur intrazellularen Messung von FLT-
TP kombinieren das Prinzip der lonenpaarchromatographie mit einem sensitiven und
spezifischen Nachweis mittels Tandem-Massenspektrometrie.

Die neuen Methoden A und B wurden gemdll den weltweiten Kriterien der US-
amerikanischen Arzneimittelbehorde FDA validiert, in ,ex vivo” Zellversuchen an
stimulierten humanen Lymphozyten Gberpriift und im Rahmen einer klinischen Phase-II
Studie von Heidelberg Pharma eingesetzt, um die intrazellulare Pharmakokinetik von
FLT-TP zu untersuchen.

Beide Methoden, A und B, erfiillten die von der FDA geforderten Validierungs-
Kriterien. Daher konnen sowohl Methode A und B im Rahmen von klinischen Studien
eingesetzt werden. Es ware ebenfalls vorstellbar, beide Methoden routinemafig beim
Therapeutischen Drug Monitoring einzusetzen, weil nur eine kurze Messzeit von ca. 15
min pro Probe erforderlich ist. Der Nachteil beider Methoden liegt in der aufwendigen
Probenvorbereitung, die hohe apparative, zeitliche und qualitative Anforderungen
stellt.

Im ,ex vivo” Zellversuch konnte FLT-TP nur mit Methode B nachgewiesen werden, die
eine hohere Spezifitdt als Methode A aufwies.

In der klinischen Phase-Il Studie konnte der Nachweis von FLT-TP in den humanen

Lymphozyten weder mit Methode A noch mit Methode B erbracht werden.
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Weil Methode B wie im ,ex vivo” Zellversuch demonstriert, Giber eine ausreichend
hohe Sensitivitit zum Nachweis von FLT-TP verfiigt, ist die Ursache nicht durch die
Methode per se, sondern auch laborspezifisch (Blutabnahme, Lymphozyten-Isolation,
Probenaufbereitung- und Lagerung) begriindet.

In weiteren Experimenten an stimulierten humanen Lymphozyten missen die neuen
Methoden ndher spezifiziert werden, um im Rahmen von klinischen Studien an
grolleren Patientenpopulationen eine Aussage tber therapeutische intrazellulare FLT-TP

Konzentrationen treffen zu konnen.
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