DIAIG]E,

/

Ciclosporin A, Tacrolimus, Sirolimus und

Everolimus:

Immunsuppressiva-Analytik
durch HPLC/Tandem-
Massenspektrometrie

Is Immunsuppressiva werden
allgemein diejenigen pharma-
kologisch wirksamen Substanzen
bezeichnet, die durch molekulare
Manipulation der humanen Immun-
antwort die AbstofSungsreaktion un-
seres Korpers auf transplantierte Ge-
webe bzw. Organe unterdriicken
und somit einen essentiellen Beitrag
zum Erfolg dieser Transplantationen
leisten. In den meisten Fillen wird
eine Kombination von unterschied-
lichen Immunsuppressiva verab-
reicht, mit der die Signalkaskade
vom Antigenrezeptor zum Zellkern
unterbrochen wird, indem die T-
Zell-Aktivierung an unterschiedli-
chen Stellen der Reaktionskette
blockiert wird (1).

Cyclosporin A (CsA)und Tacroli-
mus (FK 506) kommen vornehmlich
nach Transplantationen kompletter
Organe sowie Knochenmarkstrans-
plantationen zum Finsatz. CsA bindet
Cyclophilin A, und FK 506 bindet das
Protein FKB12. Die jeweiligen Kom-
plexe binden wiederum an hochkon-
servierte Doménen des zytosolischen
Proteins Calcineurin A, die Aktivitat
dieser Serin/Threonin-Phosphatase
wird dadurch blockiert (8). Durch die
Hemmung der Calcineurin A-Aktivitédt
unterbleibt die Translokation der Tran-
skriptionsfaktoren NF-AT, AP-3 und
NF-KB in den Zellkern (2,3). Die Akti-
vitdt dieser Nukleoproteine im Zell-
kern ist fiir die transkriptionelle AKkti-
vierung von Genen der Cytokine
Interleukin-2, -4 und -15 unerlasslich;
durch das Ausbleiben wird die Produk-
tion der Interleukine heruntergefah-
ren. Der Zellzyklus verharrt in der GO-
Phase, ohne Ubergang in die G1-
Phase. Damit unterbleibt die T-Zell-
Aktivierung (4). Sirolimus (Rapamy-
cin) und Everolimus werden nach
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Organtransplantationen eingesetzt.
Das Molekiil bindet ebenfalls das Im-
munophilin FKBP12 und komplexiert
danach jedoch mit einer bislang nicht
néher beschriebenen Serin/Threonin-
Kinase, die momentan als mTOR
(,mammalian target of rapamycin”)
bezeichnet wird. Dieses Zielmolekiil
liegt in der Signaltransduktionskette
der Phosphtidylinositol-3’-kinase (4,5)
und aktiviert unter physiologischen
Bedingungen die 40S ribosomal pro-
tein S6 -Kinase (p70s6k) und den In-
itiationsfaktor eukaryotic initiation
factor 4E-binding protein-1. Durch die
Bindung an mTOR und die daraus
resultierende Aktivititshemmung un-
terbricht Sirolimus die Signalkette des
natirlichen Zellzyklus des T-Lympho-
zyten und die Progression von der G1-
Phase zur S-Phase unterbleibt (6,7).
Diese Funktion der Unterbindung von
Zellwachstum und Storung des Zell-
zyKlusses bietet auch den Einsatz von
Sirolimus und analogen Substanzen
als Antitumor-Therapeutikum an. Auf-
grund ihrer hohen pharmakologi-
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schen Wirkung ist es extrem wichtig,
die Blutkonzentrationen der Immun-
suppressiva innerhalb der therapeuti-
schen Bereiche zu halten. Zu geringe
Konzentrationen resultieren in einer
zu schwachen Unterdriickung der Ab-
stoflungsreaktion und das transplan-
tierte Gewebe kann irreversibel gescha-
digt werden, was u.U. zum schnellen
Tode des Patienten fiihren kann. Zu
hohe Blutkonzentrationen hingegen
verstdarken die medikamenttsen Ne-
benwirkungen: CsA und FK506 sind
nephrotoxisch, alle Immunsuppressi-
va fithren zur Hypercholesterinaemie.
Starke intra- und interindividuelle
Schwankungen der Pharmakokinetik
erfordern stets eine individuelle Ein-
stellung der Finnahmemengen und
Beobachtung des Arzneimittelspiegels.

Die Tandem-Massenspektrometrie
(LC/MS/MY) ist eine sehr spezifische
Analysemethode in Hinsicht auf die
Identifikation einzelner Komponen-
ten. Dennoch ist das potentielle Risi-
ko, Matrix-Interferenzen zu erhalten,
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hoch, wenn extrem geringe Konzen-
trationen gemessen werden, wie es
bei Tacrolimus und Sirolimus der Fall
ist. Auch unterschiedlich effektive
Probenvorbereitungsprozedere und
chromatographische Auftrennungen
machen die Finschitzung von Matrix-
Blindwerten notwendig.

Die Chromsystems-Qualitdtskon-
trollen ermdglichen die zuverldssige
Routine-Uberpriifung gemessener Pa-
tientenwerte. Empfohlen wird die Po-
sitionierung einer Kontrollmessung
nach jeder zwanzigsten Patientenpro-
be, jedoch mindestens nach jeder fiinf-
zigsten Probe. Die Kontrollen miissen,
unabhingig von der Messmethode,
wie reguldre Patientenproben aufge-
arbeitet werden. Die Kontrollen sind
in vier Konzentrationen erhdltlich

(0082, 0083, 0084, 0085), wovon drei
die tiblichen Talspiegel abdecken und
einer zur Kontrolle des Spitzenspiegels
direkt nach Verabreichen des Medika-
ments bestimmt ist. Da CsA, Tacroli-
mus sowie Sirolimus und Everolimus
in Erythrozyten akkumulieren, ist nur
die Messung von Vollblutproben
sinnvoll; entsprechend basieren die
Chromsystems-Kontrollen auf einer
Vollblutmatrix. Alle Kontrollen sind
lyophilisiert erhdltlich, um die Lang-
zeitstabilitdt der Analyten und die
hochste Genauigkeit der Zielwerte zu
gewdhrleisten. Die Blindwertkontrolle
»blank control” (0089) ist zur Messung
von Matrixinterferenzen (siehe oben)
bestimmt. Gegebenenfalls festgestellte
»Nullwerte” kénnen zur Anpassung
des Messsystems genutzt werden.
Auch die Blindwertkontrolle wird in

Vollblutmatrix produziert und lyoph-
ilisiert. Dabei ist es zur Erlangung
hochstmoglicher Genauigkeit nowen-
dig, dass die Nullwertkontrolle in ex-
akt der selben Matrix erstellt wird, wie
die Qualitdtskontrollen 0082 bis 0085.
Selbstverstdandlich ist das bei Chrom-
systems der Fall, und alle fiinf Kon-
trollen werden entsprechend als Set
mit tibereinstimmenden Chargen-
nummern angeboten.

Der Vollblut-Kalibrationsstandard
28003 komplettiert die Serie von Im-
munsuppressiva-Kontrollen. Auch die-
ser Standard wird lyophilisiert geliefert
und muss wie eine Patientenprobe
aufgearbeitet werden. Alle Kontrollen
und der Kalibrationsstandard sind
sowohl fiir HPLC-Methoden als auch
fiir Immunoassays geeignet.
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he immunosuppressive drugs
are characterised by substantial
between-patient differences in their
pharmacokinetics and a broad spec-
trum of unwanted effects. Cyclospo-
rin and tacrolimus, still the main-
stay of drug therapy for the avoid-
ance of graft rejection, are routinely
measured in blood to assist in their
optimal prescription. Recently,
attention has focused on a newer
drug, sirolimus, for which drug mo-
nitoring in blood is a regulatory
requirement in Europe.

There are no established reference
methods for the measurement of the
immunosuppressive drugs, nor are
there certified reference materials for
calibration. As a result, between-me-
thod assay performance varies sub-
stantially. This is due both to errors
in calibration, and to differences in
specificity of the antibodies used in
the immunoassays. Data on method
performance can be judged by exter-
nal proficiency testing material, as
presented on our web site (www.
bioanalytics.co.uk), and by reference
to consensus documents on im-
munosuppressive drug monitoring.
A joint Working Group sponsored by
the International Federation of Clini-
cal Chemistry (IFCC) and the Interna-
tional Association of Therapeutic Drug
Monitoring and Clinical Toxicology
is reviewing current methods and mo-
nitoring strategies (1).

There are some interesting de-
velopments in immunosuppressive
drug therapy, related to both the in-
troduction of new drugs and the use
of new drug combinations. These de-
velopments pose analytical challenges
for the laboratory related to sensitivity
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has also underpinned all the clinical
studies of the sirolimus analogue, eve-
rolimus, to be introduced in Europe
early in 2004, and is being used by an
increasing number of centres for the
measurement of cyclosporin and
tacrolimus.
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and selectivity. A driving force for
innovation in methodology has been
the introduction of sirolimus since,
currently, HPLC is the only technique
available for its measurement. More
than 100 centres world-wide are now
measuring the drug by HPLC, about
half of these using mass-spectrometric
detection (LC/MS). This technique
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The need for centres to prepare in-
house calibrators for use in LC/MS
assays has focused attention on the
need for well-defined control material.
This is particularly so for sirolimus,
since there are no immunoassay resul-
ts with which to compare locally pre-
pared calibration material. Recently,
we have tested a set of four freeze-

dried whole blood controls with defi-
ned-values for the measurement of
sirolimus, using LC/MS (Chrom-
systems GmbH, Miinchen, Germany).
The results are illustrated below and
show good agreement between the
mean of 5 replicates of each control,
analysed in this laboratory, and the
mean defined value. The average de-
viation from the expected value was
6.5%. A blank matrix and calibrator
are also available from the same sour-
ce. All these materials also contain
defined values of cyclosporin and
tacrolimus.

Even for immunoassays there is
interest by manufacturers in defining
their own calibrators against well
sourced control material. Currently,
we are supplying services to diagno-
stics manufacturers for the assessment
of calibrator material using validated
LC/MS assays, and by supplying pro-
ficiency testing material previously
assayed on multiple sites.

Thus, in a continuously evolving
field, there is a need for constant vi-
gilance to ensure that assays for these
critical dose drugs are both accurate
and precise.
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Immunsuppressiva

Vollblut-Kontrollen Level I, Level Il, Level I1ll, Level IV
Vollblut-Kalibrationsstandard/Vollblut-Blank-Kontrolle

Konzentrationen:

Konzentrationen:

Anleitung Vollblut-Kontrollen
Level |, Level Il, Level lll, Level IV

Diese Chromsystems-Kontrollen die-
nen zur Uberpriifung von Richtigkeit
und Prézision analytischer Verfahren
fiir die quantitative Bestimmung von
Ciclosporin A, Rapamycin und
Tacrolimus im Vollblut. Die lyophi-
lisierte Kontrolle ist auf der Basis von
Humanvollblut hergestellt und kann
unter Routinebedingungen analog
zur jeweiligen Testdurchfiihrung ana-
lysiert werden. Die Vollblutkontrolle
wird in gleicher Weise wie eine Pati-
entenprobe entsprechend der Test-
vorschrift verwendet und eingesetzt.

Bestellinformationen

Best. Nr. Produkt

0081 Immunosuppressants
Whole Blood Control,
Four-Level (I + 11 + Il +1V),
4x2x2ml
Immunosuppressants
Whole Blood Control,
Level I, 5 x 2 ml
Immunosuppressants
Whole Blood Control,
Level ll, 5 x 2 ml
Immunosuppressants
Whole Blood Control,
Level lll, 5 x 2 ml
Immunosuppressants
Whole Blood Control,
Level IV, 5 x 2 ml

0082

0083

0084

0085

Anleitung Vollblut-Kalibrations-
standard/Vollblut-Blank-Kontrolle

Diese Chromsystems-Blank-Kon-
trolle dient zur Uberpriifung der Fin-
fliisse der verwendeten Matrix auf
analytische Verfahren fiir die quan-
titative Bestimmung von Ciclosporin
A, Rapamycin und Tacrolimus im
Vollblut. Die lyophilisierte Kontrolle
ist auf der Basis von Humanvollblut
hergestellt und kann unter Routine-
bedingungen analog zur jeweiligen
Testdurchfithrung analysiert werden.
Diese Vollblutkontrolle wird in glei-
cher Weise wie eine Patientenprobe
entsprechend der Testvorschrift ver-
wendet und eingesetzt. Diese Blank-
Kontrolle repréasentiert die Original-

Chromsystems Immunosuppressants Control Level I Level Il Level Ill Level IV Whole Blood Calibration Standard Whole Blood Blank Control
Substanz Methode Finheit Wert Bereich ~ Wert Bereich ~ Wert  Bereich Wert  Bereich Substanz Methode Einheit Wert Wert
Ciclosporin A HPLC-UV pg/l 96 77-115 242 193-290 476 381-572 1899 1519-2278 Ciclosporin A HPLC-UV pg/! 332 not defected
Dade-Behring EMIT  pg/1 101 81-121 247 '198-296 467 374-560 2051 1641-2461 Dade-Behring EMIT— pg/! 338 not defected
Abbott TDx pg/l 110 83-138 274 206-343 528 396-659 1833 1375-2291 Abbott TDx g/ 383 <6,0
Rapamycin (Sirolimus) ~ LCMS/MS po/l 37 26-48 91 73-109 180 144-21,6 392 314-47,0 Rapamycin (Sirolimus) LCMS/MS pg/! 14,5 not defected
Tacrolimus (FK 506)  Abbott IMx pg/l 64 51-77 122 9,8-146 237 19,0-284 44,6 357-535 Tacrolimus (FK 506) Abbott IMx pg/! 17,3 <30
LCMS/MS pg/l 34 27-41 82 6,6-98 181 145-217 36,0 26,8-432 LCMS/MS g/ 13,4 not defected

matrix der Chromsystems Immuno-
suppressants Kontrollen- und Kali-
bratorserie der identischen Lot.

Bestellinformationen

Best. Nr. Produkt

28003 Immunosuppressants
Whole Blood Calibration
Standard, 5 x 2 ml

0089 Immunosuppressants

Whole Blood Blank
Control, 5 x 2 ml

Belastungen am Arbeitsplatz

Belastungen durch organische Losungsmittel am Arbeitsplatz:
Der Chromsystems-Kit zur Bestimmung arbeitsmedizinischer Parameter im Urin

eschiftigte der chemischen In-

dustrie sind einer Vielzahl ge-
sundheitsschidlicher, leicht fliich-
tiger Substanzen ausgesetzt, welche
durch die Atmung aufgenommen
und durch die Lunge absorbiert wer-
den. Grofie Bedeutung haben die
Losungsmittel Toluol und Xylol, die
in der Produktion von Fetten und
Olen, Farben, Klebstoffen, Reini-
gungsmitteln und in Motorkraftstof-
fen eingesetzt werden. Daneben
spielt auch Styrol eine Rolle, diese
Substanz ist ein wichtiger Ausgangs-
stoff fiir die Synthese von Kunst-
stoffen.

Im Organismus unterliegen alle
drei Substanzen dem Stoffwechsel:
Toluol wird durch Oxidation und Kon-
jugation in Hippursdure umgewan-
delt, Xylol in die entsprechende o-,
m- oder p-Methylhippursdure. Styrol
wird zu Mandelsdure (85%) und Phe-

nylglyoxylsdure (10%) oxidiert. Tolu-
ol, Xylol und Styrol sind lipophil und
verteilen sich im Fettgewebe und Ner-
vengewebe. Ihre Metaboliten hinge-
gen sind hydrophil und kénnen mit
dem Urin ausgeschieden werden. Eine
akute Vergiftung mit diesen Substan-

zen fiithrt zu Rauschzustdnden und
Halluzinationen; chronische Vergif-
tungen bewirken Schidden am ZNS
und am peripheren Nervensystem.
Als Grenzwert einer noch unschadli-
chen Exposition wurde die ,Maximale
Arbeitsplatz-Konzentration“, der MAK-

Wert, eingefiihrt, der diejenige Kon-
zentration am Arbeitsplatz definiert,
unter der auch bei langfristiger Expo-
sition keine Gesundheitsschdden zu
erwarten sind. Daneben wurden auch
fiir Toluol, Xylol und Styrol die BAT-
Werte festgelegt (Biologischer Arbeits-
stoff-Toleranz Wert), welche die h6ch-
sten Konzentrationen einer Substanz
bzw ihres Metaboliten in biologischem
Material (z.B. Urin, Blut) nennt, bei
der im allgemeinen die Gesundheit
des Arbeitnehmers nicht beeintrach-
tigt wird. Ziel von arbeitsmedizini-
schen Untersuchungen ist die Kon-
trolle der Schadstoffaufnahme, um
die Belastung der einzelnen Personen
abzuschidtzen und um so die damit
verbundenen Gesundheitsrisiken mi-
nimieren zu konnen. Fir die vorlie-
gende Analytik ist die Bestimmung
der Metabolite im Urin am besten
geeignet, da durch die hohe Metabo-
lisierungsrate mehr als 95% der auf-
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genommenen Substanzen innerhalb
von 24h wieder ausgeschieden werden
und dadurch die Blutwerte sehr nied-
rig sind. Zusitzlich korrelieren Urin-
werte mit der Schadstoffexposition
am besten.

Seit November 2003 bietet Chrom-
systems einen neuen Reagenzienkit
zum spezifischen Monitoring von Hip-
pursdure, Methylhippursduren, Man-
delsdure und Phenylglyoxylsdure im

Urin in einem HPLC-Lauf an. Der Kit
zeichnet sich durch eine sehr einfache
Probenvorbereitung sowie hohe Pra-
zision aus. Fiir die Aufarbeitung wer-
den nur 10ml Urin benétigt. Der Urin
wird zuerst stabilisiert und ein Interner
Standard hinzugefiigt, danach wird
der enthaltene Niederschlag durch
Zentrifugation abgetrennt. Die so er-
haltene Probe kann an einer isokrati-
schen HPLC-Anlage mit UV-Detektion
analysiert werden. Durch die Verwen-

dung des internen Standards werden
analytische Schwankungen minimiert
und die hohe Prizision und Zuverlds-
sigkeit der Ergebnisse sicher gestellt.
Das Chromatogramm auf Seite 5 de-
monstriert die einwandfreie chroma-
tographische Auftrennung. Innerhalb
von 20 Minuten kénnen alle Metabo-
liten analysiert werden. Zwei unter-
schiedliche Levels von Kontrollen und
ein Urin-Kalibrationsstandard kom-
plettieren diesen Kit.
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Determination of solven
Metabolites in Urine

romatic solvents, such as to-
luene, xylene and styrene, are
widely used in several applications,
including industrial solvents and
chemical intermediates. Since these
compounds are often used in com-
bination with each other, workers
are usually exposed to a mixture of
solvents, which can also be due to
the presence of significant amounts
of contaminants. Occupational ex-
posure is commonly evaluated by
biological monitoring with simul-
taneous measurement of the wor-
king environment. Since solvents
are mainly absorbed by inhalation,
air concentrations of these com-
pounds are measured, and urinary
metabolites are also determined.
The results from both environmen-
tal and biological monitoring are
then compared for example with
the corresponding Threshold Limit
Values (TLVs) and Biological Expo-
sure Indexes (BEIs) developed by
the American Conference of Go-
vernmental Industrial Hygienists
(ACGIH).

Nevertheless, detectable concen-
trations of some of these metabolites,
such as hippuric acid, can be found
in the urine of non-exposed subjects.
The Reference Values in the general
population should be therefore taken
into account, and the influence of
different variables (diet, lifestyle, etc.)
on the urinary levels of these sub-
stances should be evaluated.

The main end products of styrene
metabolism are urinary mandelic acid
(MA) and phenylglyoxylic acid (PGA).
In the occupational studies, end-of-
shift and next-morning MA + PGA
are used as indicators of chronic sty-
rene exposure. According to the AC-
GIH, the air level of styrene should
not exceed 20 ppm (86 mg/m3). This
value is strictly related to the next-
morning urinary mandelic acid and

phenylglyoxylic acid, which should
be less than 300 mg/g creatinine and
100 mg/g creatinine, respectively. As
far as end-of-shift urinary levels are
concerned, the mandelic and phenyl-
glyoxylic acid concentrations should
not be higher than 800 mg/g creatini-
ne and 240 mg/g creatinine, respec-
tively. In contrast, in the general po-
pulation, average levels of 3.8 mg
mandelic acid/g creatinine and
4.3 mg phenylglyoxylic/g creatinine
are measured.

Toluene is commonly used as an
industrial solvent for the manufactu-
ring of paints, chemicals, pharmaceu-
ticals, and rubber and a TLV-TWA of
50 ppm (188 mg/m3) has been esta-
blished by the ACGIH. Toluene expo-
sure levels can be determined from
urinary hippuric acid levels, which is
its major urinary metabolite. Ne-
vertheless, when workers are exposed
to low levels of airborne toluene (short
exposures or TWA concentrations be-
low 10 ppm), correlation coefficients
between end-of-shift levels of hippuric
acid and toluene concentrations in

air, are not statistically significant.
Urinary hippuric acid levels are in this
case very close to those measured in
the general population (average levels
300-400 mg/g creatinine, ranging
from 50 to 2000 mg/g creatinine).
This means that there are a number
of hippuric acid precursors in the en-
vironment, such as benzoic acid in
food (e.g. plums, preserved food con-
taining fish or eggs), which makes
diet one of the major confounding
factors.

Xylene is a colourless liquid that
catches on fire easily. Commercial or
mixed xylenes are composed of three
isomers (meta-, ortho- and para-
xylene) and are extensively used in
the chemical industry. Occupational
exposure to xylene can be assessed by
determining urinary concentrations
of its metabolites, m-, o- and p-
methylhippuric acids. The ACGIH has
established a TLV-TWA for airborne
xylene of 100 ppm (350 mg/m3), whe-
reas end-of-shift level of the three
acids should be less than 1500 mg/g
creatinine. The reference values in

Dr. Claudio Minoia,

Laboratory for Environmental
and Toxicological Testing,

“Salvatore Maugeri” Foundation, Pavia, Italy

the general population are 0.59, 18.9,
and 0.43 mg/g creatinine for meta-,
ortho-, and para- methylhippuric acid,
respectively. Since, as mentioned
above, both general population and
workers are usually exposed to mix-
tures of solvents, a simple and sensi-
tive method for the quantification of
even low urinary levels of their major
metabolites is needed.

A reagent kit for the simultaneous
determination of mandelic, hippuric,
phenylglyoxylic, ortho-, meta-, para-
methylhippuric acids has been de-
veloped by Chromsystems — Diagno-
stic by HPLC. The sample preparation
is very simple and just 10 ml of urine
sample are required. A chromatogra-
phic run of 18 minutes allows the
separation of six metabolites which
can be quantified by the inclusion of
the internal standard. The results can
be then compared with the BEIs esta-
blished by the ACGIH.

This reagent kit is a time- and cost-
saving tool for risk assessment related
to the exposure to toluene, xylene,
and styrene.
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Chromsystems Reagenzienkit fiir die HPLC-Analytik von
Hippursaure, Methylhippursauren,

Mandelsaure & Phenylglyoxylsaure
im Urin
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> Einfache Probenvorbereitung
Spezifikationen Probenvorbereitung
Bestimmungsgrenze: 15 mg/1 > 1000 pl Internal Standard in ein beschriftetes Reaktionsgefd3 vorlegen.
Intraassay: Vk<2,5%
Wiederfindung: 100 % > 10 pl Urin zugeben und kurz mischen (vortexen).
Analysendauer: 20 min.
Probenmaterial: Urin > 5 Minuten bei 13 000 U/min zentrifugieren.
Probenstabilitdt: bis 64 h (Raumtemp.)
> 20 pl des Uberstandes in das HPLC-System injizieren.
Bestimmungsgrenze: Linearitdt:
Hippursdure 15 bis 18000 mg/1
Methylhippursduren 15 bis 7000 mg/1
Mandelsdure 15 bis 4000 mg/1 Bestellinformationen
Phenylglyoxylsdure 15 bis 1700 mg/1
Best.-Nr. Produkt
BAT-Werte 43000 Reagenzienkit flir die HPLC-Analytik von Hippursaure, Methylhip-
Hippursédure: 1500 mg/1 pursauren, Mandelsdure und Phenylglyoxylsaure im Urin.
> Methylhippursduren: 2000 mg/1 Fir 100 Bestimmungen.
Mandelsdure: 400 mg/1
Phenylglyoxylsaure: 100 mg/1 Chromsystems-Kontrollen (lyoph.):
0141 Occupational Medicine Urine Control, Bi-level (I +11), 2 x 5 x 0,5 ml
Fiir die Chromsystems-HPLC-Analytik der arbeitsmedizinischen Parameter = 0142  Occupational Medicine Urine Control, Level I, 5 x 0,5 ml
im Urin eignet sich jedes géngige isokratische HPLC-System mit UV-Detektion. 0143  Occupational Medicine Urine Control, Level II, 5 x 0,5 ml
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Olanzapin, Quetiapin und Promazin:

HPLC-Analytik von Neuroleptika

N euroleptika sind Psychopharmaka, die hauptsachlich zur Behandlung
von Schizophrenien und Manien eingesetzt werden, wobei es sich
nicht um eine Therapie im eigentlichen Sinne handelt, sondern um die
Linderung der Psychosesymptome. Dadurch soll den Betroffenen auch
eine soziale Reintegration ermoglicht werden. 1952 trat diese Substanzgruppe
mit der Entdeckung des Chlorpromazins auf die Bithne der Psychopharmaka
und hat durch intensive Forschung eine substantielle Bereicherung erfahren.
Der Wirkungsmechanismus der Neuroleptika beruht auf der Manipulation
der synaptischen Erregungsiibertragung (1,2,3).

Im zentralen Nervensystem spielen
sieben synaptische Botenstoffe die
grofite Rolle: Dopamin, Noradrenalin,
Serotonin, Acetylcholin, y-Amino-
buttersdure sowie Glutaminsdure und
Glycin. Anhand der Hemmung unter-
schiedlicher Botenstoffe und unter-
schiedlicher Nebenwirkungen werden
die Neuroleptika u.a. in zwei Klassen
geteilt (4):

Zum einen die dlteren, ,Kklas-
sischen” Neuroleptika, welche ihre
Wirkung vornehmlich durch die Bloc-
kade préa- und postsynaptischer Dopa-
min-Rezeptoren entfalten; zum ande-
ren die jlingeren, ,atypischen” Neuro-
leptika, deren erster Vertreter Clozapin
Anfang der 70er Jahre als Konsequenz
der Suche nach weniger nebenwir-
kungsreichen Substanzen entdeckt
wurde. Fiir die atypischen Neurolep-
tika spielen die Rezeptoren fiir Sero-
tonin (ferner fiir Noradrenalin und
Histamin) eine grofiere Rolle als die
Dopamin-Rezeptoren (4).

Klassische Neuroleptik
Haloperidol (Haldol®)
Flupentixol (Fluanxol®)
Fluspirilen (Imap®)
Chlorprotixen (Truxal®)
Levomeprazin (Neurocil®)
Sulpirid (Dogmatil®)
Promazin (Sparine®)

Hdufig verabreichte Neuroleptika

Die Psychiatrie unterscheidet die
schnelle Wirkung von Neuroleptika,
die sich als angstlosend und sedativ
zeigt, von der nach Tagen und Wo-
chen einsetzenden Wirkung gegen
psychotische Symptome wie Halluzi-
nationen, Wahnvorstellungen und
Denkstorungen.

Zu den bekanntesten Nebenwir-
kungen der klassischen Neuroleptika
gehoren Probleme bei Bewegungsab-
ldufen im Muskelsystem, die soge-
nannten extrapyramidalen Stérungen.
Diese unwillkiirlichen Bewegungen
(z.B. Akathisie/, Sitzunruhe”) bis hin
zu krampfartigen Anspannungen von

Muskeln und Muskelgruppen gehen
auf die Blockade der dopaminergen
Rezeptoren zuriick. Neben schnellen
Nebenwirkungen wie Zungenkramp-
fen sind auch allmahlich auftretende
Behinderungen der Beweglichkeit
dhnlich dem Morbus Parkinson be-
schrieben. In den Tests mit dem Pro-
totyp atypischer Neuroleptika Cloza-
pin fiel auf, dass diese extrapyra-
midalen Storungen minimal waren,
vergleichbar mit dem Placebo-Niveau.
Ferner schien man mit Clozapin die
sogenannte Minussymptomatik von
akuten Psychosen wie z.B. Antriebs-
und Kommunikationsarmut effektiver
zu reduzieren. Vor diesem Hinter-
grund boten sich die atypischen Neu-
roleptika in den ersten Jahren als idea-
le Mittel ohne nennenswerte Neben-
wirkungen an (5,6).

Im Laufe der Zeit aber zeigte sich,
dass auch atypische Neuroleptika
ernstzunehmende Nebenwirkungen

typische Neuroleptika

auslosen konnen. Je nach Substanz
handelte es sich hier um signifikante
Gewichtszunahme wéahrend der Me-
dikamenteneinnahme, Veranderun-
gen des Blutbildes (Agranulozytose)
und das mit dem Anstieg des Pro-
laktinspiegels verbundene erhohte
Brustkrebsrisiko. Auch ist bekannt,
das nach langandauernder Verabrei-
chung atypischer Neuroleptika die
Gefahr psychotischer Erkrankung po-
tenziert sein kann (7,8,9,10).

Der Plasmaspiegel der Neurolepti-
ka streut z.T. individuell sehr stark
und kann durch Comedikation oder
andere Umstdnde beeinflusst sein; so

bewirkt die gleichzeitige Gabe von
Carbamazepin ebenso wie Rauchen
eine Erniedrigung des Olanzapinspie-
gels durch Induktion des metabolisie-
renden Enzyms CYP1A2. Um die Effi-

mungsgrenzen, welche signifikant
unter dem therapeutisch relevanten
Konzentrationsbereich liegen. Das
Produkt befindet sich seit Mai 2004
auf dem Markt.

Abbildung: Strukturformeln von Olanzapin, Quetiapin und Promazin

Strukturell leiten sich Olanzapin und Quetiapin vom Clozapin ab, sie gehéren also zur Gruppe der trizyklischen
Neuroleptika. Quetiapin hat statt des Dibenzodiazepins einen Dibenzodiazepinring, Olanzapin besitzt einen
Thienobenzodiazepinring als Grundkérper. Promazin ist ebenfalls ein Neuroleptikum aus der Gruppe der
trizyklischen Neuroleptika und wird zu den Phenothiazinen gezdhlt.

zienz einer Psychopharmaka-Therapie
fir den Patienten zu steigern und
gleichzeitig deren Sicherheit zu erh6-
hen, ist das Therapeutische Drug Mo-
nitoring der atypischen Neuroleptika
notwendig. Dartiber hinaus wird die
Compliance des Patienten tiberpriift
und so ein optimaler Therapieerfolg
gewdhrleistet.

Der Chromsystems Reagenzienkit
zur HPLC-Analytik von Olanzapin,
Quetiapin und Promazin im Serum/
Plasma zeichnet sich aus durch eine
Probenvorbereitung mittels hochspe-
zifischer Festphasenextraktion. Im
Gegensatz zur online-Probenvorbe-
reitung gelangt hier ein hochaufgerei-
nigtes Eluat auf Vorsdule und Trenn-
sdule. Dadurch ist nicht nur das Risiko
von Interferenzen und unterlagernden
Peaks reduziert, sondern die Sdulen-
standzeiten erhohen sich erheblich.
Dartiber hinaus bietet die Festphasen-
extraktion optimale Voraussetzungen
zur Automatisierung der Probenvor-
bereitung durch den ASPEC™ der Fir-
ma Gilson®, was einen hohen tédgli-
chen Probendurchsatz ermdoglicht.
Das Chromsystems-Produkt ist bislang
der einzige kommerziell erhéltliche
Reagenzienkit, welcher auch die zu-
verldssige Messung des Olanzapin-
Metaboliten Desmethylolanzapin er-
moglicht. Chromsystems bietet neben
dem im Kit enthaltenen Kalibrator
auch zwei Gruppen von Kontrollen
fur die Qualitdtssicherung an. Die
robuste UV-Methode bietet Bestim-
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Chromsystems Reagenzienkit fiir die HPLC-Analytik von

Olanzapin, Quetiapin und Promazin im Serum/Plasma
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> Niedrige Bestimmungs-
grenze

> Robuste UV-VIS-Bestim-
mung

> Metabolitenanalyse
inbegriffen

Spezifikationen

Olanzapin/Desmethylolanzapin
Bestimmungsgrenze: 5 pg/1

Linearitat: bis 1000 pg/1
(therapeut. Bereich: 20-80 pg/l)
Intraassay: Vk=3,5%
Wiederfindung: 95 %

Quetiapin

Bestimmungsgrenze: 10 ug/1
Linearitat: bis 3000 pg/1
(therapeut. Bereich: 40-400 pg/l)

Intraassay: Vk=3,0%
Wiederfindung: 90 %
Promazin

Bestimmungsgrenze: 5 pg/1
Linearitat: bis 3000 pg/1
(therapeut. Bereich: 100-500 pg/1)
Intraassay: Vk=4,0%
Wiederfindung: 80 %
Analysendauer: < 20 min

Fir die Chromsystems-HPLC-Analy-
tik von Olanzapin im Serum/Plasma
eignet sich jedes gangige isokratische
HPLC-System mit UV-VIS-Detektor.

Probenvorbereitung

> Die Probenvorbereitungssdule mit
jeweils 1 ml Equilibration Buffer 1
und Equilibration Buffer 2 kondi-
tionieren.

> 100 ul Internal Standard und 1 ml
Probe auf die Probenvorbereitungs-

sdule geben. Probe vollstindig
durchzentrifugieren/-saugen,
Durchlauf verwerfen.

> Nacheinander 1 ml Wash Buffer 1
und Wash Buffer 2 durch die Pro-
benvorbereitungssaule zentrifugie-
ren/-saugen, Durchlauf verwerfen.

> Mit 400 pl Elution Buffer eluieren.

> 50 pl Eluat in das HPLC-System
injizieren.

Bestellinformationen

Best.-Nr. Produkt

26000 Reagenzienkit fur die HPLC-
Analytik von Olanzapin,
Quetiapin und Promazin
im Serum/Plasma,
fuir 100 Bestimmungen

Chromsystems-Kontrollen
(lyoph.):

0147  Olanzapine Serum Control,
Bi-Level (I +11), 2x 5 x 5 ml

0148  Olanzapine Serum Control,
Level I, 10 x 5 ml

0149  Olanzapine Serum Control,

Level Il, 10 x 5 ml

Die Notwendigkeit zum Porphyrin-profiling

as Ham-Molekiil ist eine eisen-
haltige prosthetische Gruppe
vieler Proteine wie z.B. des Himoglo-
bins, Myoglobins und der Cytochro-
me, seine Bedeutung liegt in der Sau-
erstoff-Bindungskapazitat. Him wird
in einer achtstufigen Reaktionskette
aus Succinyl-Coenzym A und Glycin
gebildet. Die beiden Hauptorte der
Ham-Biosynthese sind erythroide Zel-
len (Vorstufen der Erythrozyten) und
die Hepacyten der Leber. An der Syn-
these im eigentlichen Sinne sind acht
Enzyme beteiligt, welche die Him-
Vorstufemolekiile, die als Porphyrine
bezeichnet werden, sukzessive in Him
uberfiihren. Die Synthese dieser Enzy-
me kann durch genetische Defekte
beeintrdachtigt sein, wobei diese Mu-
tationen erblich sind. Fillt eines der
Enzyme aus, kommt es zur Anhdufung
von Porphyrinen. Diese krankhafte
Akkumulation wird als Porphyrie be-
zeichnet und hat unterschiedliche
Formen (Tabelle).
Die héufigste akute Porphyrie geht
auf Uroporphyrinogen-Synthase-
Mangel zuriick. Symptome dieser

Porphobilinogensynthase-Defekt-Porphyrie
Akute intermittierende Porphyrie

Kongenitale erythropoetische Porphyrie
(Morbus Guinther)

Porphyria cutanea tarda
Hereditare Coproporphyrie
Porphyria variegata

Protoporphyrie
Die primdren erblichen Porphyrien

Krankheit sind anfallsartige Koliken
und neurologische Funktionsstorun-
gen. Andere Porphyrien betreffen die
Haut (z.B. Photodermatose) oder er-
zeugen neuroviszerale Symptome (z.B.
Bauchkrdmpfe, Herz- Kreislaufstorun-
gen, Neuropathien).

Da sich die Krankheitsbilder stark
dhneln, ist eine exakte Diagnosestel-
lung notwendig. Die Identifizierung
des Porphyrietyps ist moglich durch

Porphobilinogen-Synthase akut
Uroporphyrinogen-Synthase akut
Uroporphyrinogen-Cosynthase
Uroporphyrinogen-Decarboxylase  chronisch
Coproporphyrinogen-Oxidase akut
Protoporphyrinogen-Oxidase akut

Ferrochelatase

eine Differentialdiagnose, die fest-
stellt, welches Porphyrin akkumuliert
wird. Auf diese Weise kann gewdhrlei-
stet werden, dass vor allem in akuten
Situationen, therapeutisch richtig ein-
gegriffen wird.

Der Chromsystems-HPLC-Reagen-
zienkit zur Analytik der Porphyrine
im Urin dient zur Erstellung des kom-
pletten Profils aller, fiir eine Differen-
tialdiagnostik relevanten urindren

Porphyrine. Dazu ist ein bindres Gra-
dienten-HPLC-System mit Fluores-
zenz-Detektion notwendig. Mit einer
Analysenzeit von 18 Minuten ermog-
licht das Kit eine hochspezifische und
schnelle Untersuchung. Das Produkt
zeichnet sich ferner aus durch den
internen Standard, der nach ca. 9 Mi-
nuten mittig im Chromatogramm
eluiert. Damit kénnen analytische
Schwankungen besser kompensiert
werden, als bei Verbindungen, die erst
nach Ablauf des Gradienten eluieren.
Eine Oxidation des Probenurins ist
nicht notwendig, da die Porphyrino-
gene bereits spontan durch den Luft-
sauerstoff in die fluoreszierenden Por-
phyrine oxidiert werden. Zwei unter-
schiedliche Levels von Kontrollen zur
Qualitédtssicherung komplettieren das
Produkt.

Bestellinformationen
Best. Nr. Produkt

44000 Reagenzienkit
44100 HPLC-Saule

0145 Kontrolle Level |
0146 Kontrolle, Level Il
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Einblicke Chromsystems

Teil 1: Die Abteilung Lager/Versand

Liebe Leserinnen und Leser, mit
unserer neuen Artikelreihe ,Ein-
blicke Chromsystems” wollen wir
Ihnen Chromsystems und auch ei-
niges von den Vorgidngen in unse-
rer Firma nédher bringen. In jeder
Ausgabe des DIAI®I€ wird eine un-
serer Abteilungen néher betrachtet
werden, von der Auftragssachbear-
beitung, Versand/Lager, der For-
schung und Entwicklung, iiber die
Produktion und das Qualitidtsma-
nagement bis zu Vertrieb und Mar-
keting. Kurzum, wir laden Sie ein
zu einem Rundgang durch unsere
Firma.

Willkommen bei Chromsystems.

Die Abteilung Versand/Lager

Im Souterrain der Heimburgstras-
se 3 befinden sich Lager und Versand
der Firma Chromsystems. Als letzte
Instanz aller Prozesse des Unterneh-
mens ist der Versand fiir die korrekte
Zusammenstellung des Produkts und
seine Auslieferung zustdndig und
pragt dadurch das Erscheinungsbild
der Firma mit. In sechzig Lander lie-
fert Chromsystems seine Produkte,
und der Versand hat sich in dreizehn
Jahren viel Erfahrung zueigen ge-
macht, um Riicksicht zu nehmen auf
verschiedene nationale Details. Eine
korrekte und piinktliche Lieferung
steht fiir uns im Vordergrund, man-

nigfaltige Einfuhrbe-
stimmungen auf unterschiedlichen
Kontinenten miissen befolgt werden,
und dabei spielt Organisation eine
wichtige Rolle. Ein ankommender
Auftrag wird in 95% der Fdlle am
selben Tag bearbeitet, das heifst ge-
packt und verschickt, und darauf ist
unsere Versandabteilung stolz.

Frau Ursula Kuc leitet die Aktivi-
taten des Lagers seit sieben Jahren,
sie kennt jedes Produkt und jede Ver-
packungseinheit, und wenn Chrom-
systems sein Versprechen hailt, Son-
dergrofien und abweichende Abfiill-
mengen termingerecht in Europa
oder Ubersee abzuliefern, dann steckt
meistens die Organisation von Frau
Kuc und ihren Kollegen dahinter.
Dass eine straffe, zeitlich kalkulierte
Routine, bei der es auf verantwortli-
ches Arbeiten ankommt, das Arbeits-
klima nicht belastet, zeigen die La-
gerkollegen jeden Tag, denn jede
Anfrage wird freundlich empfangen
und ist willkommen, auch wenn
einmal tiber die Ta-
geskapazitit hinaus
gearbeitet werden
muss. Mit ihren
Kolleginnen und
Kollegen ist Frau
Kuc tber die Kit-
konfektionierung
und den Versand
hinaus auch fiir
eine Reihe weiterer
Aufgaben verant-
wortlich: hausinter-
ne Warenannahme

und Warenverteilung werden
genauso bewerkstelligt wie der Ein-
kauf, die Fiihrung des hauseigenen
Rohstoftlagers, Gerdtewartung sowie
Produktion.

Der Umzug in die neuen Rdum-
lichkeiten im Juli 2002 hat auch fiir
das Lager viele Vorziige mit sich ge-
bracht. Die Aufbewahrungskapazité-
ten fiir fertige Produkte wurden ver-
vierfacht, auch das Rohstofflager
bietet mehr Raum. Es stehen doppelt
so viele Ablagen zur Kitkonfektionie-
rung zur Verfligung, die Mitarbeiter
sind besser an das EDV-Netz der Firma
angeschlossen, die Rdume sind hell
und freundlich und fiir jeden Mitar-
beiter stehen personliche Ablage-
schranke bereit. Auch in der Zukunft
erwartet die Abteilung Neuerungen,
weitere Automatisation und Auswei-
tung der elektronischen Datenverar-
beitung.

Wenn Sie in der nédchsten Zeit ein
Paket mit Ihrer neuesten Chrom-
systems-Lieferung erhalten, wissen
Sie jetzt, wer dahinter steckt.

:
=

Termine

Im 2. Halbjahr 2004 ist Chromsystems
auf folgenden internationalen und
nationalen Messen vertreten:

8.—11. Juni 2004
MedLab 2004,
Padova, Italien

27.-29. Juli 2004
AACC Clinical Lab Expo 2004,
Los Angeles, USA

1.-3. September 2004

TDM and Pharmacogenetics of
Psychotropic Drugs,

Lausanne, Schweiz

13.-15. September 2004
International Conference on Vit-
amins 2004, Pardubice, Tschechien

7.-9. Oktober 2004
II. Nationales HPLC Symposium,
Ankara, Tirkei

4.—-6. November 2004
Journées International de Biologie,
Paris La Défense, Frankreich

24.-27. November 2004
Medica 2004, Messe Diisseldorf

News

Chromsystems wird bis August 2004
die Zertifikation gemaf}

DIN EN ISO 9001: 2000 und

DIN EN ISO 13485: 2003 erhalten.
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