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VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKURZUNGEN

AIDS acquired immune deficiency syndrome
AP aerosoliertes Pentamidin

bid zweimal taglich

biw zweimal woéchentlich

CD4 cluster of differentiation four

CMV Zytomegalievirus

DDS Dapson (Diaminodiphenylsulphon)
DHFR Dihydrofolsaure-Reduktase

DHPS Dihydropteroin-Synthetase

DS Doppelte Starke

ES Einfache Starke

Fa Firma

h Stunden

HCI Salzséaure

HIV human immunodeficiency virus
HPLC high pressure liquid chromatography
HSV Herpes simplex-Virus

IF Interferenz

IS Interner Standard

KS Kaposi-Sarkom

MADDS Monoacetyldapson (Monoacetyldiaminodiphenylsulphon)
MAC Mycobacterium avium complex
MG Molekulargewicht

mV Millivolt

N Anzahl

Ol Opportunistische Infektionen

PCP Pneumocystis carinii-Pneumonie
PTFE Polytetrafluorathylen

PYR Pyrimethamin

qd jeden Tag

god jeden zweiten Tag

gm jeden Monat

qlad alle zwei Wochen

qw jede Woche

SD Standardabweichung



SDX
SMX
TBC
TE

tiw
TMP
UKRV
ZNS

Sulfadimethoxin

Sulfamethoxazol

Tuberkulose

Toxoplasma gondii-Enzephalitis
dreimal wochentlich

Trimethoprim

Universitatsklinikum Rudolf Virchow
zentrales Nervensystem



1. EINLEITUNG

1.1. Opportunistische Infektionen bei HIV-seropositiven Patienten

Das erworbene Immundefektsyndrom AIDS ist das letzte Stadium der HIV-Infektion.
Es ist definiert durch das Auftreten von sekundaren Infektionen,
Tumorerkrankungen, neurologischen Stdérungen und konstitutionellen Symptomen
(Centers For Disease Control 1992; Royce et al. 1991). Das Erregerspektrum der
sekundaren Infektionen laf3t sich in die bei immunkompetenten Patienten ublichen
pathogenen Keime und die opportunistischen Erreger aufteilen. Sekundére
Infektionen sind die Hauptursache der Morbiditat und Mortalitat von HIV-
seropositiven Patienten. So sterben anndhernd 80% der AIDS-Patienten in direkter
Folge von sekundaren Infektionen. Von diesen Infektionen wird der Uberwiegende
Anteil durch opportunistische Erreger ausgeldst (Stein et al. 1992). Folglich stellt
neben der antiretroviralen Therapie, die Prophylaxe opportunistischer Infektionen
das wichtigste Behandlungskonzept der fortgeschrittenen HIV-Infektion dar.
Opportunistische Infektion verursachen auch in Deutschland unverandert den
Hauptanteil der Erstmanifestationen AIDS-definierender Krankheiten (Tabelle 1).

TABELLE 1: Erstmanifestation von AIDS in den aufgefuihrten Zeitraumen in der BRD
(Quartalsbericht 11/96 des AIDS-Zentrums im Robert Koch-Institut)

Klinische Erstmanifestationen bis 1988 7/1995 bis 6/1996
Opportunistische Infektionen (Ol) 66,8% 73,5%
Kaposi-Sarkom (KS) 19,1% 8,6%
Ol und KS 6,7% 5,3%
Maligne Lymphome 3,3% 5,4%
Neurologische Symptomatik 2,5% 3,7%
Wasting-Syndrom 1,2% 3,4%

Interstitielle Pneumonie 0,4% 0,1%




Das klinische Spektrum der durch sekundare Infektionen ausgeldsten Krankheiten
veréandert sich kontinuierlich, da die Lebenserwartung von AIDS-Patienten zunimmt
und wirkungsvollere Ansétze zu Therapie und Prophylaxe Anwendung finden (Lemp
et al. 1990; Rothenberg et al. 1987). Zur Zeit werden prophylaktische Regime gegen
Pneumocystis carinii-Pneumonie (PCP), Toxoplasma gondii-Enzephalitis (TE), nicht
tuberkulose Mykobakteriose, Tuberkulose und Pilzinfektionen klinisch gepruft
(Decker und Masur 1994). Ein weiterer entscheidender Faktor fir die Inzidenz und
Préavalenz der unterschiedlichen sekundéren Infektionen ist die geographische
Position und der soziodkonomische Status der untersuchten Population. In
Deutschland gehdren die Pneumocystis carinii-Pneumonie und die Toxoplasma
gondii-Enzephalitis zu den haufigsten opportunistischen Infektionen. Die Einfuhrung
der inhalativen und systemischen Prophylaxe der PCP hat jedoch mittlerweile zu
einer deutlichen Reduktion der Inzidenz geftihrt (Tabelle 2).

TABELLE 2: Opportunistische Infektionen in den aufgefiihrten Zeitraumen in der
BRD (Quartalsbericht 11/96 des AIDS-Zentrums im Robert Koch-Institut)

Opportunistische Infektionen bis 1988 7/1995 bis 6/1996
Pneumocystis carinii-Pneumonie 58,6% 37, 7%
Candidiasis 16,4% 18,0%
Toxoplasmosa gondii-Enzephalitis 9,4% 12,9%
TBC/MAC 4,0% 14,1%
CMV 4,0% 6,2%
HSV 3,8% 2,3%

andere 3,8% 5,6%
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1.1.1. Infektionen durch Pneumocystis carinii

PCP ist eine haufige opportunistische Erkrankung, die nahezu ausschlief3lich bei
Personen mit einer ausgepragten Immundefizienz auftritt (Walzer 1991). Bei einem
immunkompetenten Wirt verlauft die Infektion im allgemeinen asymptomatisch,
mutmallich aufgrund der geringen Pathogenitat des Erregers. So haben
serologische Studien gezeigt, dal’ 65 bis 100% der Kinder im Alter von zwei bis vier
Jahren Antikdrper gegen Pneumocystis carinii besitzen, obwohl die manifeste
Erkrankung bei Kleinkindern sehr selten ist (Meuwissen et al. 1977; Pifer et al.
1978).

Die Taxonomie von Pneumocystis carinii wird kontrovers beurteilt. Obwohl der
Erreger lange als Protozoon eingestuft wurde, zeigen neuere Studien der
ribosomalen DNA eine grof3ere Homologie zu Pilzen, was eine Reklassifizierung des
Krankheitserregers nahelegt (Edman et al. 1988; Stringer et al. 1989). Patho-
genetisch ist die hohe Affinitdt von Pneumocystis carinii zu Alveolarzellen Typ 1 zu
erwahnen. Es kommt zunachst zu einer interstitiellen Entztindungsreaktion, in deren
weiterer Verlauf auch alveolare Exsudate auftreten kénnen. Hierdurch wird vor allem
die Diffusionskapazitat der Lunge drastisch herabgesetzt. Das klinische Bild der
PCP verlauft sehr protrahiert, vom Auftreten der Symptome bis zur Diagnosestellung
vergehen haufig mehrere Wochen. Die Symptome sind unspezifisch: allgemeine
Leistungsschwéache, trockener Husten, Fieber und zunehmende Dyspnoe.

1.1.2. Pravention der Pneumocystis carinii-Pneumonie

PCP ist die haufigste lebensbedrohende sekundére Infektion bei HIV-infizierten
Patienten. In der ersten Dekade der weltweiten AIDS-Epidemie war bei 60% aller
Patienten PCP die AIDS-definierende Erkrankung (Centers For Disease Control
1989). Ohne die Anwendung einer geeigneten Prophylaxe entwickelten tber 80%
der HIV-infizierten Patienten einmal oder mehrmals eine PCP. In Anbetracht dieser
Daten wurde das Konzept der antiprotozoalen Prophylaxe entwickelt. Durch die
kontinuierliche Einnahme entsprechender Antibiotika soll eine manifeste Infektion,
trotz nachlassender kérpereigener Abwehrfahigkeit, dauerhaft verhindert werden. In
diesem Zusammenhang wird die primare Prophylaxe als Schutz vor einer
Erstmanifestation, von der sekundaren Prophylaxe, welche ein Rezidiv verhindern
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soll, abgegrenzt. Die mit einer initialen PCP assoziierten Letalitat lag bei 5 bis 20%
(Moss et al. 1984). Die allgemeine Einfihrung der primaren und sekundaren
Prophylaxe hat zu einem Abfall der PCP-Inzidenz unter einnahmetreuen Patienten
mit Zugang zu medizinischer Versorgung gefuhrt (Kovacs und Masur 1992). So fiel
der Anteil der Pneumocystis carinii-Pneumonie an den in Deutschland gemeldeten
opportunistischen Infektion von dem Zeitraum vor 1988 bis zu dem Zeitraum von Juli
1995 bis Juni 1996 von 58,6% auf 37,7% (Robert Koch-Institut 1996).

Prospektive und retrospektive Studien haben gezeigt, dal die Zahl der CDA4-
positiven Lymphozyten ein gute Bemessungsgrundlage fir das Risiko an PCP zu
erkranken darstellt. Das Erkrankungsrisiko betragt 18% innerhalb von zwolf Monaten
fur Patienten mit einer CD4-Zellzahl unter 200/ul, weshalb fir diesen Personenkreis
eine primare PCP-Prophylaxe generell befirwortet wird (Masur et al. 1989; Phair et
al. 1990). Ohne sekundare Prophylaxe erkranken mindestens 66% der HIV-
seropositiven Patienten erneut an PCP in einem Zeitraum von zwolf Monaten nach
der initialen Episode (Fischl et al. 1990). Um diese erneuten Episoden zu verhindern
wird fur diese Individuen eine sekundare PCP-Prophylaxe allgemein empfohlen.
Die orale Gabe von Trimethoprim/Sulfamethoxazol (TMP/SMX) und die monatliche
Inhalation mit aerosoliertem Pentamidin (AP) sind in der primaren und sekundaren
Prophylaxe wirksam und werden am haufigsten verwendet (Girad et al. 1993;
Hirschel et al. 1991; Hughes et al. 1994). Andere Kombinationen enthalten
Pyrimethamin mit Sulfadoxin oder Dapson. Regime mit oraler Applikation wirken
auch prophylaktisch gegen zerebrale Toxoplasmose. In Tabelle 3 sind die randomi-
sierten Studien, welche verschiedene prophylaktische Regime gegeneinander oder
gegentber einer Placebogruppe verglichen haben, zusammengefalit.

TABELLE 3: Randomisierte Studien zur Prophylaxe der Pneumocystis carinii-
Pneumonie

QUELLE MEDIKATION* MODUS  PAT.

Antinori 1992 TMP/SMX (DS qod), DDS/PYR (100 qw/25 biw), AP (300 P 197
qm)

Blum 1992 TMP/SMX (DS qd), DDS (100 qd) P 86

Bozzette 1995  TMP/SMX (2xDS qd), DDS (100 qd), AP (300 gm) P 842
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Fischl 1988 TMP/SMX (2xDS qod), Placebo P 60
Girad 1993 DDS/PYR (50 gqd/25 biw), AP (300 gm) P 349
Golden 1993 AP (300 g14d), AP (600 gm) P/S 146
Griinewald 1993 DDS/PYR (100 biw/25 biw), SDX/PYR (500 biw/25 biw) P/S 50
Hardy 1992 TMP/SMX (DS qod), AP (300 gm) S 310
Hirschel 1991 AP (300 gm), Placebo P 223
Jensen 1993 AP (60 g14d), Placebo P 209
Leoung 1990 AP (300 gm), AP (150 q14d), AP (30 g14d) P/S 408
Mallolas 1993 TMP/SMX (DS tiw), DDS/PYR (100 qw/25 qw), AP (300 gm) P 331
May 1994 TMP/SMX (ES qd), AP (300 gm) P 214
Montaner 1991 AP (60 g14d), Placebo S 162
Opravil 1995 DDS/PYR (200 qw/75 qw), AP (300 gm) P/S 533
Podzamczer 1993 TMP/SMX (2xDS tiw), DDS/PYR (100 gw/25 qw) P 166
Schneider 1992  TMP/SMX (DS qd), AP (300 gm) P 213
Slavin 1992 DDS (100 biw), AP (400 gm) P/S 96
Torres 1993 DDS (100 biw), AP (400 gm) P/S 278

*alle Angaben in mg

DS = Doppelte Starke (TMP160mg/SMX800mg); ES = Einfache Stéarke (TMP80mg/SMX400mg)
bid = zweimal taglich; qd = jeden Tag; qod = jeden zweiten Tag; tiw = dreimal wdchentlich;

biw = zweimal wdchentlich; gw = jede Woche; gql4d = alle zwei Wochen; gm = jeden Monat.
MODUS: P = priméar; S = sekundér; PAT.: Anzahl der Patienten in der Studie
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1.1.3. Infektionen durch Toxoplasma gondii

Toxoplasmose ist eine Zoonose mit der Katze als Hauptwirt. Zur primaren Infektion
bei Menschen kommt es durch a) Genuf3 von zystenhaltigem rohen Fleisch,
b) Ingestion von durch Katzen ausgeschiedenen Oozysten und c) diaplazentare,
vertikale Ubertragung (McCabe und Oster 1989). Toxoplasma gondii gehort zu den
obligat intrazellularen Protozoen der Gattung Coccidia. Es existieren drei Formen:
die Tachyzoiten (Trophozoiten), die Gewebezysten und die Oozysten.

Das klinische Spektrum bei primarer Infektion reicht von dem haufigsten asympto-
matischen Verlauf Gber die transiente zervikale Lymphadenopathie, den pranatalen
Infektionen bis zu den schweren disseminierten Verlaufen bei immun-
kompromittierten Patienten.

1.1.4. Pravention der Toxoplasma gondii-Enzephalitis

Bei HIV-seropositiven Patienten ist die Toxoplasma gondii-Enzephalitis (TE) eine
der haufigsten ZNS-Infektionen. Sie ist ein Lokalrezidiv einer chronisch latenten
Infektion, ausgeldst durch den progressiven Verlust der zellularen Immunitat. Der
Uberwiegenden Anteil der Erkrankungen manifestiert sich bei einer CD4-Zellzahl
unter 100/ul (Luft und Remington 1992, Ruf und Pohle 1995). Die Inzidenz der TE
wird unter anderem durch die regional unterschiedliche Toxoplasma-Seropravalenz
unter HIV-infizierten Personen bestimmt. Sie ist in den USA mit 10-40% niedrig, in
endemischen Regionen wie Europa, Lateinamerika und Afrika dagegen mit 50-95%
relativ hoch (Grant et al. 1990, Israelski et al. 1993, Wong et al. 1984). Ein weiterer
Faktor ist der proportionale Anstieg der Seropravalenz mit dem Alter. Sie betragt bei
DreiR3igjahrigen in Deutschland ungeféahr 70% (Sandow et al. 1989). Die Symptome
der Toxoplasma gondii-Enzephalitis richten sich vor allem nach der Lokalisation der
Entziindung im zentralen Nervensystem. Haufig sind Fieber, Kopfschmerzen, fokale
oder generalisierte Krampfanfélle und sensible oder motorische Defizite (Porter und
Sande 1992).

In Deutschland entwickelten bis zu 50% der HIV-seropositiven Patienten eine
zerebrale Toxoplasmose. Nach weitgehender Verbreitung der chemo-
therapeutischen Primarprophylaxe ist die Haufigkeit auf unter 20% gesunken (Ruf
und Pohle 1995). Weitere Hinweise auf den Nutzen einer TE-Prophylaxe gaben
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zahlreiche Studien zur PCP-Prophylaxe (Carr et al. 1992; Hardy et al. 1992 u.a.).
Toxoplasma gondii-seronegative, HIV-seropositive Patienten haben nur ein geringes
Risiko an akuter Toxoplasmose zu erkranken. Sie sollten regelmaldig serologisch
kontrolliert werden und auf die Ingestion von rohem Fleisch verzichten (Luft und
Remington 1992). Im klinischen Einsatz zur primaren und sekundéren Prophylaxe
der zerebralen Toxoplasmose stehen Trimethoprim/Sulfamethoxazol, Pyrimethamin,
Sulfadoxin und Dapson als Einzelsubstanzen oder als Kombinationen (Antinori et al.
1992; Mallolas et al. 1993; Opravil et al. 1995; Podzamczer et al. 1993; Pohle 1987;
Ruf et al. 1993). Weitere Chemotherapeutika wie Atovaquone und die neueren
Makrolide werden klinisch geprift (Fernandez-Martin et al. 1991; Kovacs et al.
1992).

1.1.5. Compliance von HIV-seropositiven Patienten

Compliance wird im allgemeinen als MaR der Ubereinstimmung zwischen dem
Verhalten von Patienten und den medizinischen Empfehlungen ihres Therapeuten
definiert (Rudd et al. 1992). Einen Teilaspekt der Compliance stellt die
Einnahmetreue, d.h. die Ingestion der korrekten Medikamentendosis im richtigen
Intervall, dar. Es besteht ein breiter Konsens, dal3 fehlende Compliance (Non-
Compliance) die haufigste Ursache eines ambulanten Therapieversagens ist (Kruse
1992; Pullar und Feely 1990).

Herkbmmliche Methoden zur Ermittlung der Compliance sind die Z&ahlung von
zurickgegebenen  Tabletten oder Packungen, Patienteninterviews und
Einnahmeprotokolle, die von den Patienten wéahrend der Behandlung erstellt werden
(Urquhart 1994). Diese Verfahren ermoglichen es jedoch dem Patienten leicht die
Kontrolle Gber die Informationen zu behalten, die der Untersucher erhélt. Es folgt
daraus eine starke Tendenz zur Uberschatzung der Compliance. Neuere Verfahren
sind die elektronischen Tablettenbehalter, bei denen jede Entnahme elektronisch
gespeichert wird, und die Bestimmung der Medikamente oder additiver Marker im
Blut (Aronson und Hardman 1992). Sowohl fiir die Marker als auch fur die Pharmaka
ist eine lange Eliminationshalbwertszeit die Voraussetzung fir eine adaquate
Messung der Compliance. Bei Medikamenten mit kurzen Halbwertszeiten gibt die
Plasmakonzentration nur die Tabletteneinnahme ein oder weniger Tage vor der
Blutentnahme wieder. Ferner wird die Compliancebestimmung durch den “white coat
effect” gestort. So wird die hdufige Tatsache bezeichnet, dafl} Patienten kurz vor und
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nach einem vereinbarten Arzttermin Medikamente einnehmen, die sie im Intervall
nicht oder nur unregelméfig zu sich nehmen. Pharmaka mit kurzen Eliminations-
halbwertszeiten fuhren in diesen Fallen zu Plasmaspiegeln im Normalbereich, nur
Pharmaka mit langen Eliminationshalbwertszeiten zeigen dann mit niedrigen oder
fehlenden Plasmaspiegeln mangelnde Einnahmetreue an (Cramer et al. 1989). Uber
die Compliance von HIV-seropositiven Patienten sind keine gesicherten
Erkenntnisse verfiigbar. Besonders zu der korrekten Bewertung von verschiedenen
Regimen zur Prophylaxe sekundarer Infektionen ist die Bestimmung der Compliance
ein integraler Bestandteil.

1.2. Dapson
1.2.1. Pharmakodynamik von Dapson

Dapson (DDS) wurde im Rahmen der Entwicklung von Azofarbstoffen entdeckt.
Seine strukturelle Verwandtschaft zu den Sulfonamiden fiihrte zu ersten
erfolgreichen Versuchen bei experimentellen Streptokokkeninfektionen von Mausen
(Huikeshoven 1981). Die Substanz ist ein Sulfon, das vergleichbar mit den
Sulfonamiden die bakterielle Folsauresynthese auf der Stufe der Dihydropteroin-
Synthetase hemmt.

ABBILDUNG 1: Strukturformeln von Dapson und Hauptmetabolit Monoacetyldapson

ICI) Dabei wird der Einbau der p-
HoN QE—QNHZ Aminobenzoesaure blockiert (Kovacs
) et al. 1989). Dapson ist seit Uber
Dapson finfzig ~ Jahren das  wichtigste
Antibiotikum in der Behandlung der

Lepra (Shepard 1982; Waters 1983).
Die Substanz wird ebenfalls

0
H,N @*'QONHCOCH‘% eingesetzt in der Malariaprophylaxe
0 (Powell et al. 1967) und in der

Therapie dermatologischer
Erkrankungen autoimmuner Genese,
z.B. Dermatitis herpetiformis (Revesz
et al. 1995; Swain et al. 1983). Seit Beginn der weltweiten Verbreitung der HIV-

Monoacetyldapson
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Infektion kam Dapson in verschiedenen Kombinationen zur Prophylaxe und
Therapie opportunistischer Infektionen zum Einsatz. Das Nebenwirkungsprofil von
Dapson umfal3t vor allem dosisabhdngige hamatologische Alterationen, wie
Methamoglobinbildung und Hamolyse mit der Bildung von Heinz-Koérpern (Waller
und Goehrs 1980). Bei Patienten mit erheblichem Mangel an Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase ist das Risiko unerwinschter Nebenwirkungen deutlich erhéht.

1.2.2. Pharmakokinetik von Dapson

Die Absorption aus dem Gastrointestinaltrakt ist nahezu vollstandig. Ungefahr 70 bis
90% von Dapson sind an Plasmaproteine gebunden. Im Vergleich dazu ist der
Hauptmetabolit Monoacetyldapson 20 bis 25 mal starker plasmaproteingebunden.
Seine Eiweil3bindung ist fast vollstandig (99%) (Ahmad und Rogers 1980; Biggs et
al. 1971; Modderman et al. 1983; Peters et al. 1981). Die maximalen Plasmaspiegel
werden zwei bis sechs Stunden nach oraler Gabe erreicht (Ahmad und Rogers
1980; Alexander et al. 1970). Die Eliminationshalbwertszeit t%2 liegt im Bereich von
18 bis 31 Stunden (Gelber et al. 1971; Jones und Ovenell 1979; Swain et al. 1983).
Einer der zwei Hauptabbauwege ist die Acetylierung von Dapson. Das Enzym N-
Acetyltransferase, welches in Hepatozyten und Mukosazellen des Jejunums
lokalisiert ist, ist verantwortlich fur diesen metabolischen Prozel3 (Karim et al. 1981).
Den zweite Abbauweg stellt die Hydroxylierung dar. Sie findet in der Leber durch
gemischtfunktionelle Oxidasen im endoplasmatischen Retikulum in Anwesenheit von
Sauerstoff und NADPH statt. Dieser Metabolisierungsprozel} ist vermutlich fur die
hamatologischen Nebenwirkungen verantwortlich (Cucinell et al. 1972; Hjelm und de
Verdier 1965; Scott und Rasbridge 1973).

1.2.3. Acetyliererphanotyp

Der Polymorphismus der hepatischen Acetylierung spielt eine Rolle in der
Metabolisierung zahlreicher Pharmaka, wie z.B. bei Isoniazid, Hydralazin und den
Sulfonamiden (Drayer und Reidenberg 1977; du Souich und Lambert 1981; Paxton
1984). Bei einigen Substanzen konnte eine Assoziation zwischen Acetylierungs-
kapazitdt und unerwinschten Nebenwirkungen demonstriert werden. Dieser
Zusammenhang konnte bei Dapson jedoch nicht nachgewiesen werden. Bei Dapson
erfolgt die Acetylierung einer Aminogruppe zu Monoacetyldapson (MADDS) durch
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die N-Acetyltransferase. Zu einer Acetylierungsreaktion der zweiten Aminogruppe
kommt es in keinem signifikanten Ausmalf3 (Jones und Ovenell 1979, Murray et al.
1975, Peters et al. 1970). Neben der Acetylierung von DDS findet gleichzeitig die
Deacetylierung von MADDS zu DDS statt. So entsteht ein konstantes Equilibrium
innerhalb weniger Stunden nach der Gabe von sowohl DDS als auch MADDS
(Gelber et al. 1971). Der Acetylierungsquotient, d.h. die Plasmakonzentration von
MADDS geteilt durch die Plasmakonzentration von DDS, zeigt eine starke
interindividuelle Variation mit Werten von 0,1 bis 2,0. Die Quotienten zeigen ein
bimodales Verteilungsmuster. Personen mit einem Quotienten < 0,35 werden im
allgemeinen als langsame Acetylierer klassifiziert, wahrend solche mit einem
Quotienten > 0,35 als schnelle Acetylierer bezeichnet werden. Die Klassifikation
wurde teilweise modifiziert (Gelber et al. 1971; Hanson et al. 1981; Peters et al.
1978; Philip et al. 1984), einige Autoren haben sogar eine intermedidre Gruppe
definiert (Wiggan et al. 1991). Die polymorphe Acetylierung ist Folge der
genetischen Determination der Aktivitat der N-Acetyltransferase. Die Frequenz der
entsprechenden Gene variiert deutlich unter den weltweit verschiedenen ethnischen
Gruppen (Karim et al. 1981). Folglich ist die Verteilung der Acetyliererphanotypen in
schnelle und langsame Acetylierer stark von der geographischen Position des
Untersuchungskollektives abhangig. Uber das Verteilungsmuster der Phanotypen in
dem Kollektiv der HIV-seropositiven Patienten liegen nur wenige Informationen vor
(Opravil et al. 1994).



18

1.3. Pyrimethamin

1.3.1. Pharmakodynamik von Pyrimethamin

Pyrimethamin wurde im Rahmen einer systematischen Synthese von 2-4-Diamino-
pyrimidin-Derivaten als wirksamer Inhibitor von Plasmodium falciparum entdeckt
(Falco et al. 1951). Es ist ein Hemmstoff der Dihydrofolsaure-Reduktase und greift

damit in den C4-Stoffwechsel ein.

ABBILDUNG 2: Strukturformeln von Pyrimethamin und Sulfadimethoxin (IS)

Abbildung 2 zeigt die Strukturformeln von
Cl

NH,, Pyrimethamin und dem internen Standard

(IS) der hier vorgestellten Methode, Sulfa-

j"\/ | dimethoxin. Der  molekulare  Aufbau
~ ) . .

NH, N C,Hs verdeutlicht die Verwandtschaft zwischen

Pyrimethamin und Sulfadimethoxin.

Pyrimethamin _ _ _ _
Pyrimethamin wird in der Therapie und

Prophylaxe der Malaria sowohl als

NH, | Einzelstoff, als auch in Kombination mit dem
~ Sulfonamid Sulfadoxin eingesetzt (Panisko
und Keystone 1990). Auch findet die
Substanz eine breite Anwendung in
verschiedenen prophylaktischen und
therapeutischen Regimen opportunistischer
Infektionen  bei  immunkompromittierten
Patienten (Antinori et al. 1992, Girad et al.
1993, Mallolas et al. 1993). Die Nebenwirkungen aufgrund der Hemmung des C4-
Stoffwechsel fuhren héaufig zu einer Suppression der Hamatopoese im
Knochenmark. Sie kann sich als Thrombozytopenie, Granulozytopenie oder
megaloblastare Anamie manifestieren (Kaufmann und Geisler 1960). Durch die
parallele Gabe von Folinsdure konnen diese Nebenwirkungen weitgehend
verhindert werden. Folséure sollte nicht zur Substitution verwendet werden, da es
die antibiotische Wirkung von Pyrimethamin antagonisiert (Frenkel und Hitchings
1957). Weitere Nebenwirkungen sind gastrointestinale Stérungen wie Ubelkeit und
Erbrechen sowie Haarausfall und Neuropathien.

s

CHL0 N~ ~OCH;
Sulfadimethoxin (IS)
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1.3.2. Pharmakokinetik von Pyrimethamin

Die  Absorption aus dem Dunndarm ist nahezu vollstandig. Die
Plasmaeiweil3bindung liegt bei tber 90% (Weidekamm et al. 1982; White 1985). Die
maximalen Plasmakonzentrationen werden ungefdhr zwei bis acht Stunden nach
Einnahme erreicht. Die Eliminationshalbwertszeit t% liegt im Bereich von 35 bis 175
Stunden (Cook et al. 1986; Weiss et al. 1988). Es gibt Hinweise auf erhdhte
zerebrale Gewebespiegel (Remington und Desmonts 1983). Pyrimethamin wird in
den Hepatozyten durch N-Oxidasen metabolisiert und renal eliminiert.

1.4. Antiprotozoale Aktivitat von Dapson und Pyrimethamin

Zur Bestimmung der Wirksamkeit von Chemotherapeutika gegen Erkrankungen
durch Pneumocystis carinii und Toxoplasma gondii in der préklinischen Phase sind
drei prinzipielle Verfahren beschrieben worden. Die erste Option ist die Analyse der
Aktivitdt der pharmakodynamisch entscheidenen Enzyme. Dafir mul3 die
Dihydropteroin-Synthetase (DHPS) bzw. die Dihydrofolsdure-Reduktase (DHFR) aus
den Protozoen isoliert werden (Allegra et al. 1987). Fur Antagonisten der
Paraaminobenzoesaure, wie Dapson oder den Sulfonamiden, wird die Reduktion der
DHPS-Aktivitat gemessen, wéahrend fur Diaminopyrimidine, wie Pyrimethamin, die
Aktivitatsminderung der DHFR analysiert wird. Die ICgq, d.h. die eine 50% Inhibiton
bewirkende Konzentration, der Pneumocystis carinii-DHFR betrégt fir Pyrimethamin
690 bis 940 ng/ml (Broughton und Queener 1991; Allegra et al. 1987). Die
entsprechenden Dapsonkonzentrationen fur die Pneumocystis carinii-DHPS lagen
mit 2230 ng/ml deutlich hoher (Merali et al. 1990). Fur die Enzymhemmung von
Toxoplasma gondii waren insgesamt niedrigere Konzentrationen notwendig. Als ICg
von Pyrimethamin der DHFR wurde 59 ng/ml bestimmt (Chio und Queener 1993).
Dapson zeigte analog eine gute Hemmung der DHPS mit einer 1ICgg von 62 ng/ml
(Allegra et al. 1990).

Die zweite Option ist die Anziichtung von Protozoen auf Zellkulturen. Nach Zugabe
der Chemotherapeutika wird die quantitative Veranderung der befallenen Zellen im
zeitlichen Verlauf ausgewertet. Eine Wachstumshemmung von Pneumocystis carinii
wurde bei einer Dapsonkonzentration von 100 ng/ml beschrieben (Cushion et al.
1985). Die Hemmkonzentration fur Toxoplasma gondii lagen im Bereich von



20

500 ng/ml fur Dapson (Derouin et al. 1991) und 40 ng/ml fur Pyrimethamin (Derouin
et al. 1989).

Als dritte Mdglichkeit werden in vivo Untersuchungen an Ratten beschrieben. Zur
Etablierung einer Pneumocystis carinii-Pneumonie wurden die Nagetiere mit
Kortikoiden immunsuppressiv behandelt und die spontane Infektion abgewartet. Der
Therapieerfolg wurde durch die pulmonale Histologie und Parasitendichte bestimmt.
Dapson bewirkte in der Dosis 100 mg/kg/Tag eine weitgehende Abheilung.
Pyrimethamin zeigte als Einzelsubstanz nur eine geringe therapeutische Wirkung, in
der Kombination mit einem Sulfonamid konnte jedoch ein additiver Effekt
demonstriert werden (Walzer et al. 1988; Walzer et al. 1992).

Als Tiermodell fur die akute Toxoplasmose wurden ebenfalls Ratten eingesetzt, bei
denen Toxoplasma-Tachyzoiten in die Peritonealhdhle inokuliert wurden. Dapson in
einer Dosis von 100 mg/kg/Tag konnte eine fortgeschrittene Erkrankung nicht
aufhalten, zeigte jedoch einen guten prophylaktischen Effekt (Derouin et al. 1991).
Fur Pyrimethamin wurde eine komplette Heilung aller Tiere bei Plasmaspiegeln
groBer 500 ng/ml (25 mg/kg/Tag) gezeigt. Plasmaspiegel von kleiner 100 ng/mi
fuhrten zu einer Letalitat von 100% (Weiss et al. 1992). Zusammenfassend beurteilt,
wirkt Dapson also starker gegen Pneumocystis carinii, wahrend Pyrimethamin seine
Hauptwirkung gegen Toxoplasma gondii entfaltet. Durch die sequentielle Hemmung
der protozoalen Folsauresynthese kommt zusatzlich ein additiver Effekt der
Kombinationsbehandlung zum Tragen.

Fur die antiprotozoale Prophylaxe bei HIV-seropositiven Patienten wurden 100 bis
350 mg Dapson plus 25 bis 75 mg Pyrimethamin pro Woche gegeben (Antinori et al.
1995; Girad et al. 1993; Grunewald et al. 1993; Mallolas et al. 1993; Opravil et al.
1995; Podzamczer et al. 1993). Die allgemein verordnete Dosis zur Prophylaxe der
Malaria ist eine Tablette Maloprim® (100 mg DDS + 12,5 mg PYR) pro Woche. Im
Rahmen pharmakokinetischer Studien wurden die resultierenden Plasmaspiegel
einiger dieser Regime analysiert. Um reprasentative Daten fur die Plasma-
konzentrationen in der Langzeitprophylaxe zu gewinnen, wurden die Blutentnahmen
mindestens vier Wochen nach Beginn der Tabletteneinnahme begonnen. Durch
diese MalRnahme ist das Gleichgewicht zwischen Absorption und Elimination der
Pharmaka, der sogenannte steady-state, bei der Materialgewinnung erreicht.



21

Die Mittelwerte der Dapson und Pyrimethamin-Plasmaspiegel unter Dauertherapie
24, 72 und 120 Stunden nach der Ingestion der Pharmaka sind in Tabelle 4 wieder-
gegeben.

TABELLE 4: Mittelwerte der steady-state Plasmakonzentrationen von Dapson und
Pyrimethamin nach 24, 72 und 120 Stunden

Autor (Ziel der Prophylaxe) Mittlere Plasmakonzentration nach:
{Wébchentliche Dosis} 24h 72h 120h

Edstein 1990 (Malaria)

{Dosis: 100 mg DDS + 12,5 mg PYR}

Dapson (ng/ml): 515 107 41

Pyrimethamin (ng/ml): 95 74 48

Jones 1979 (Malaria)

{Dosis: 100 mg DDS + 12,5 mg PYR}

Dapson (ng/ml): 710 180 26
Pyrimethamin (ng/ml): 68 57 40

Lee 1985 (Malaria)

{Dosis: 100 mg DDS + 12,5 mg PYR}

Dapson (ng/ml): 374 134 38

Pyrimethamin (ng/ml): 121 80 53

Opravil 1994 (PCP und TE)

{Dosis: 200 mg DDS + 75 mg PYR}
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Dapson (ng/ml): 1038 258 44

Pyrimethamin (ng/ml): 356 281 195

Im Gegensatz zur prophylaktischen Behandlung sind in der Akuttherapie deutlich
hohere Plasmaspiegel erforderlich. Pyrimethaminplasmakonzentrationen von uber
750 ng/ml waren notwendig, um die Toxoplasma gondii-Enzephalitis bei AIDS-
Patienten wirksam zu behandeln (Weiss et al. 1988). Die Maximalkonzentrationen
von Dapson bei der erfolgreichen Therapie der Pneumocystis carinii-Pneumonie
lagen zwischen 900 und 2300 ng/ml (Lee et al. 1989).

1.5. Methoden der Plasmakonzentrationsbestimmung

Die ersten Methoden zur Bestimmung von Sulfonen in biologischen Medien
basierten auf der Kolorimetrie (Levy und Higgins 1966). Diese Methoden waren
jedoch nicht spezifisch fur einzelne Substanzen. In Folge gelangen dann erste
separate Bestimmungen von Dapson und Monoacetyldapson durch fluorimetrische
Analyse (Glatzko et al. 1968, Mannan et al. 1977). Es wurden eine Reihe von HPLC
(High pressure liquid chromatography)-Methoden entwickelt zur Bestimmung von
entweder nur Pyrimethamin (Coleman et al. 1984; Timm und Weidekamm 1982)
oder ausschlie3lich Dapson (Abuirjeie et al. 1991; Carr et al. 1978; Gidoh et al.
1981; Horai et al. 1985; Philip et al. 1984, Pieters et al. 1987; Zuidema et al. 1980).
Die simultane Quantifizierung von Dapson, Monoacetyldapson und Pyrimethamin in
einer Analyse konnte ebenfalls als HPLC-Technik etabliert werden (Edstein et al.
1984; Jones und Ovenell 1979; Lee et al. 1985; Lemnge et al. 1993; Rgnn et al.
1995).

Eine Probenaufbereitung bei der Analyse von Blutplasma mit Hilfe der HPLC ist
notwendig, um eine Vorreinigung der Proben zu erzielen und dadurch die
chromatographische Saule vor Verunreinigungen zu schitzen. Dazu missen die zu
bestimmende(n) Substanze(n) aus der komplexen Matrix (hier Plasma) moglichst
selektiv isoliert werden. Zu den klassischen Methoden der Probenaufbereitung
zahlen die Destillation und Kristallisation. Als weiteres Verfahren wird die FlUssig-
Flissig-Extraktion herangezogen, die bei allen bisher veréffentlichten Methoden zur
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simultanen Bestimmung von DDS, MADDS und PYR eingesetzt wurde. Der Nachtell
dieser Art von Probenaufbereitung ist ein hoher Zeitaufwand durch aufwendige
Misch- und Trocknungsschritte. Edstein et al. setzen dieses Verfahren mit
Ethylendichlorid als organischer Phase ein. Nach dem zehnminitigen Mischen der
Plasmaprobe mit der organischen Phase ist eine Zentrifugation fur finf Minuten
notwendig. In dem nachsten Schritt wird die wasserige Phase entfernt und der
organische Anteil mit Heil3luft eingetrocknet. Dieser Anteil wird dann in der mobilen
Phase (Methanol-Acetonitril-Wasser/ 25 : 15 : 60) gelost und kann dann auf die
chromatographische S&aule gebracht werden. Im Gegensatz zu der Methode von
Edstein et al. kommt in der hier vorgestellten Arbeit die Festphasenextraktion, auch
Flissig-Fest-Extraktion genannt, als Probenaufbereitung zum Einsatz. Um die
Selektivitdit gegentber der Flussig-Flussig-Extraktion zu erhéhen, werden bei
diesem Verfahren Adsorbenzien verwendet, die auch in der HPLC zur Trennung
genutzt werden.

1.6. Zielsetzung

1) Entwicklung einer einfachen und zeitsparenden HPLC-Methode zum simultanen
Nachweis von Dapson, Monoacetyldapson und Pyrimethamin mit Hilfe der
Festphasenextraktion in der Probenaufbereitung.

2) Bestimmung der Chemotherapeutikakonzentrationen im Plasma HIV-seropositiver
Patienten unter antiprotozoaler Prophylaxe mit 100 mg Dapson + 25 mg Pyrimeth-
amin zweimal wdchentlich.

3) Ermittlung der Verteilung der hepatischen Acetyliererphenotypen durch Analyse
der individuellen Monoacetyldapson/Dapson-Quotienten in diesem Kollektiv.

4) Uberpriifung der Einnahmetreue (Compliance) HIV-infizierter Patienten in der
Prophylaxe der Toxoplasma gondii-Enzephalitis und der Pneumocystis carinii-
Pneumonie.

5) Darstellung der klinische Wirksamkeit der Prophylaxe bei HIV-seropositiven
Patienten mit Plasmaspiegeliberwachung.
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2. MATERIAL UND METHODE

2.1. Material
2.1.1. Geréate der Probenaufbereitung

Extraktionsréhrchen: Varian Bond Elutd, (Fa. Varian, Harbor City, USA);
Vakuumextraktionsgerat: Adsorbexa SPU-Absaugeinheit (Fa. E. Merck, Darmstadt,
BRD); Zentrifuge: Megafuge 1.0 (Rotor 3360) (Fa. Heraeus Sepatech, Osterode,
BRD); Schuttelgerat: (Fa. Heidolph, Kelheim, BRD). Weiterhin sind zur
Probenaufbereitung Eppendorfpipetten, Pasteurpipetten und Probengefal3e
notwendig.

2.1.2. Aufbau der Probenaufbereitung
2.1.2.1. Praparation der Plasmaproben

Die Plasmaproben werden aus vends entnommenen, heparinisierten Blutproben
gewonnen. Das heparinisierte Blut wird funf Minuten bei 3000 U/min. zentrifugiert.
Jeweils 1 ml Plasma wird in 10 ml-R6hrchen gefullt und dient entweder der direkten
Weiterverarbeitung oder der Aufbewahrung bei -40°C.

2.1.2.2. Extraktionsrohrchen und Konditionierung

Die Wand der Extraktionsréhrchen besteht aus chemisch inertem PTFE. Das
Séaulenvolumen betragt 2,8 ml. Die Fullung (500 mg) setzt sich aus modifiziertem
Kieselgel (-Si-C1gH37) mit einer Partikelgrof3e von 40 pm zusammen, welches in
einer Silanisierungsreaktion mit hydrophoben n-Octadecyl Liganden chemisch
gebunden wurde. Dieses Fullungsmaterial macht eine reversed-phase Extraktion
moglich. Die bis zu 24 Extraktionsrohrchen werden auf die SPU-Absaugeinheit
gesteckt und mit 3 ml Methanol und danach mit 3 ml Wasser geflllt. Diese
Konditionierung ist notig, um die Adsorbentien vollstandig zu benetzen und damit auf
der gesamten Oberflache der Kieselgele ein System zwischen fester Phase
(Octadecyl-Gruppe) und mobiler Phase (Wasser) zu schaffen.



25

2.1.2.3. Vakuumabsaugeinheit und Extraktion der Plasmaproben

Die frisch gewonnenen oder wiederaufgetauten 1 ml Plasmaproben werden mit
200 m internem Standard und 1 ml 0,1 molarer Salzsaure versetzt und mit dem
Vortex-Mischer fur ungefahr zehn Sekunden gemischt. Die Proben haben nach
diesem Schritt ein Volumen von 2,2 ml. Das Zentrifugieren der wiederaufgetauten
Proben mit der Zentrifuge bei 3000 U/min. fur zwei Minuten ist zur Abtrennung von
Eiwei3gerinnseln von der Probenmatrix notwendig. Von den 2,2 ml Proben werden
jeweils 2,0 ml auf die vorher konditionierten R6hrchen mit der Eppendorfpipette
gegeben, welche auf dem SPU-Vakuumextraktionsgerat senkrecht fixiert sind. Der
Unterdruck entsteht durch ein Wasserhahnventil und lai3t sich stufenlos regulieren.
Das Eluat flie3t aus den Saulen in der Position “Collect” in 5 ml-Glasréhren und in
der Position “Waste” in einen Abfallbehalter ab. Nachdem die 2,0 ml Proben
vollstandig durch die Extraktionsréhrchen geflossen sind, werden jeweils 3 ml
Waschldsung auf die Rohrchen pipettiert. Anschlie3end werden aus dem S&ulenbett
mit einem Unterdruck von ca. 20 mmHg die Reste der Waschlésung abgesaugt. Die
SPU-Absaugeinheit wird nun von “WASTE” auf “COLLECT” umgestellt, so daf? im
letzten Schritt, der Elution, der Durchfluf3 aus den Extraktionsréhrchen in den 10 ml-
GlasgefalRen aufgefangen wird. Die Elution erfolgt durch Gabe von 1 ml Elutions-
gemisch auf die Extraktionsrohrchen und nachfolgendes vollstdndiges Leersaugen
des Saulenbettes.

2.1.2.4. Weiterverarbeitung der Proben

Aus den 10 ml-GlasgefaRen werden mit Hilfe von Pasteurpipetten die 1 ml-Glas-
gefaRe mit Eluat geflllt und mit Gummistopfen und Aluminiumkappe verschlossen
und stehen anschlie3end fur die Analyse im Autosampler bereit.

2.1.3. Gerate der HPLC

Filtrationseinheit SM 16309 Volumen: 250/1000 ml, mit Membranfilter: SM 11606
(Porengrof3e 0,45 mm) aus regenerierter Zellulose (Fa. Sartorius, Gottingen, BRD);
Ultraschallgerat Sonorex TK 52 (Fa. Bandelin, Berlin, BRD); 2 HPLC-Pumpen Typ
364.00, Dynamische Mischkammer Typ 73249, Injektionsventil A0258,
Verbindungselemente, Lambda-Selektor , Spektralphotometer Typ 87 (Fa. Knauer,
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Berlin, BRD); Autosampler Marathon (Fa. Spark Holland, Emmen, Niederlande);
Vorsaule Guard-Pak (Fa. Waters, Milford, USA); Analytische Saule Typ nBondapak
C18, 300 x 3,9 mm, PartikelgréRe 10 mm (Fa. Waters, Milford, USA); Integrator
Chrom-a-Set und Software (Fa. Barspec, Rehovot, Israel); Rechnereinheit: Personal
System/2 (Fa. IBM/Deutschland, Frankfurt, BRD).

2.1.4. Aufbau der HPLC

2.1.4.1. Filtration der Eluenten

Die Filtration samtlicher, in der HPLC eingesetzter Losungsmittel durch 0,45 nm
regenerierte Zellulose dient dem Schutz der Pumpen und der Trennsaule vor
groReren Schmutzpartikeln. Die Zellulosefilter eignen sich gleichermalRen fur
Wasser und organische Losungsmittel.

2.1.4.2. Entgasung der Eluenten

Es standen zwei Methoden der Entgasung der mobilen Phase zur Wahl: die
kontinuierliche Einleitung von Helium in die Eluenten und das zehnminitiges
Ultraschallbad der Eluenten. Beide Methoden lieferten mit dieser HPLC-Anlage
einwandfreie Ergebnisse. Aufgrund des geringeren apparativen Aufwands, kommt
die Entgasung mit dem Ultraschallbad zum Einsatz.

2.1.4.3. HPLC-Pumpen

Die verwendeten Pumpen (Fa. Knauer, Typ 64) sind Zweikolbenpumpen mit Foérder-
und Ausgleichskolben, die einen Forderhub von nur 20 i aufweisen. Pulsationen,
also Schwankungen des Forderdrucks, werden durch den kleinen Hub und die damit
verbundene hohe Pumpfrequenz weitgehend reduziert (<1% bei Maximaldruck), was
letztlich zu einem geringeren Grundrauschen bei der Detektion fuhrt. Die parallele
Anordnung der Pumpen erlaubt sowohl isokratische (konstantes Verhltnis der
Eluenten), als auch Gradientenelution (variables Verhaltnis der Eluenten). Die
FluRsteuerung durch ein externes Signal macht auch mehrteilige, zeitgesteuerte
Gradientenelutionen moglich.
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2.1.4.4. Mischkammer

Die dynamische Mischkammer ist in der beschriebenen Anlage erforderlich, um
wéahrend der Gradientenelution eine mdoglichst homogene Mischung der
unterschiedlichen Losungsmittel bei kleinstmoglichem Volumen zu erzielen.

2.1.4.5. Injektionssystem

Das Injektionssystem besteht aus einem Sechswegeventil und einer Probenschleife
mit einem Volumen von 100 ul. Die Probenaufgabe erfolgt mit dem automatischen
Probengeber. Das Injektionssystem ist in den Autosampler integriert.

2.1.4.6. Verbindungselemente

Es kommen ausschliel3lich Edelstahlkapillaren zum Einsatz. Alle Verbindungen des
Hochdruckteils der Anlage zeichnen sich durch einen niedrigen Innendurchmesser
aus, um ein moglichst geringes Volumen zu erzielen.

2.1.4.7. Autosampler

Der eingesetzte Autosampler macht die serielle Analyse von bis zu 96
verschiedenen Proben mdoglich. Vor jeder Injektion einer Probe wird die
Probenschleife automatisch mit 100 pl Wasser gereinigt und mit 230 pl Probe
durchflossen, um Verunreinigungen aus vorangegangenen Probeninjektionen
auszuschlief3en.

2.1.4.8. Vorsaule

Die Vorsaule kommt zum Einsatz, um die Trennséaule vor Verschmutzung
chemischer oder mechanischer Art zu schitzen. Die Vorsaule wird direkt vor die
Trennsaule geschaltet. Das Fullungsmaterial der Vorsaule entspricht dem der
Trennsaule (C 18-gebundenem Kieselgel).
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2.1.4.9. Chromatographische Trennsaule

Die nBondapak C18-Saule mit einer Lange von 300 mm und einem Innen-
durchmesser von 3,9 mm gewabhrleistet bei einer Partikelgr6Re vom 10 nm eine
optimale Trennung in reversed-phase Technik bei einem adaquaten Pumpendruck.

2.1.4.10. Lambda-Selektor und Spektralphotometer

Der Lambda-Selektor erlaubt eine zeitabh&ngig programmierbare Wellenlangen-
umschaltung wahrend einer singularen chromatographischen Untersuchung. Das
Spektralphotometer stellt einen Detektor mit variabler Wellenlange dar, der die
Lichtabsorption im UV-Bereich (190 - 400 nm) bei einer vom Lambda-Selektor
gesteuerten Wellenlange mif3t.

2.1.4.11. Integrator und Software

Die quantitative Auswertung des Detektorensignals erfolgt durch den Integrator und
die nachgeschaltete Recheneinheit. Der Integrator wandelt das analoge Signal des
Spektralphotometers in ein digitales Signal um. In der Recheneinheit erfolgt die
Speicherung und Analyse der Chromatogramme.

2.1.4.12. Ubersicht der HPLC-Anlage

In Abbildung 3 ist der schematische Aufbau der HPLC-Anlage dargestellt. Die
Verbindungslinien entsprechen den Edelstahlkapillaren. Die Steuerung der Pumpen,
der Detektoreinheit und des Autosamplers erfolgt automatisch Uber die
Recheneinheit.
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ABBILDUNG 3: Schematische Darstellung des chromatographischen Mel3platzes

HPLC-Pumpen Autosampler Monitor
oo T} rﬂ:.l:
Alteluent
oo ‘Ll A = J il g
A B 1 -
Eluenten Mischer  Trennsaule Detektor Integrator/Recheneinheit

2.1.5. Chemikalien

Pyrimethamin [2,4-diamino-5-(4-chlorophenyl)-6-ethylpyrimidine] (zur Verfiigung
gestellt von Fa. Wellcome, Beckenham, England); Dapson (4,4'-diaminodiphenyl
sulphone) (zur Verfiugung gestellt von Fa. Wellcome, Beckenham, England);
Monoacetyldapson (4-N-acetylamino-4'-aminodiphenyl sulphone) (zur Verfiigung
gestellt von Fa. Wellcome, Beckenham, England); Sulfadimethoxin (interner
Standard) (N1-3,5-dimethoxy-4-pyrimidinyl-sulphanilamide) (zur Verfiigung gestellt
von Fa. Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen, BRD); Salzséure (Fa. E. Merck,
Darmstadt, BRD); Methanol (LiChrosolv, gradient grade) (Fa. E. Merck, Darmstadt,
BRD); Acetonitril (LiChrosolv, gradient grade) (Fa. E. Merck, Darmstadt, BRD);
Wasser (bidestilliert) (Fa. Braun, Melsungen, BRD); PIC-B5 (Wasser, Methanol,
Pentansulfonsaure, Kalziumazetat) (Fa. Waters, Milford, USA); PIC-B6 (Wasser,
Methanol, Hexansulfonsaure, Kalziumazetat) (Fa. Waters, Milford, USA).

2.1.6. Stamm- und Standardl6sungen

Die Stammldsungen der Pharmaka und des internen Standards (IS) wurden mit
einer Prazisionswaage eingewogen. Als Losungsmittel diente Methanol. Die
Stammlésungen wiesen folgende Konzentrationen auf: Pyrimethamin 0,5 mg/ml;
Dapson 1,0 mg/ml; Monoacetyldapson 0,25 mg/ml; Sulfadimethoxin (interner
Standard) 1,0 mg/ml. Diese Grundverdiinnungen dienen zur Herstellung wasseriger
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Standardlésungen (Tabelle 5), aus denen die fir die Kalibration bendétigten
Konzentrationen ausgewéhlt werden. Samtliche LOsungen werden bei +4°C
aufbewabhrt.

TABELLE 5: Standardldsungen von PYR, DDS und MADDS

STANDARD A B C D E F G H I
Verdinnung 1:5 1:10 1:20 1:50 1:100 1:200 1:500 1:1000 1:5000

PYR 100 50 25 10 5 2,5 1,0 0,5 0,1
DDS 200 100 50 20 10 5 2 1 0,2
MADDS 50 25 12,5 5 2,5 1,25 05 0,25 0,05

Alle Konzentrationsangaben in pg/mi

2.2. Entwicklung der Probenaufbereitung
2.2.1. Auswahl der grundlegenden Methode

Als Probenaufbereitung wurde bei den bisher beschriebenen Methoden zur
Bestimmung von DDS, MADDS und PYR die zeitaufwendige Flussig-Flissig-
Extraktion eingesetzt. Daher sollte eine Flissig-Fest-Extraktion als Proben-
aufbereitung mit einmal verwendbaren reversed-phase Extraktionséhrchen etabliert
werden. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften von DDS, MADDS und PYR
wurde als Fullungsmaterial (Adsorbens) ein ebenfalls hydrophobes reversed-phase
Kieselgel gewahlt. Dieses gewahrleistet eine mdglichst starke, jedoch reversible
Bindung zwischen der stationaren Phase und den zu analysierenden Substanzen.

Die reversed-phase Festphasenextraktion gliedert sich prinzipiell in drei Teile.
1.) RETENTION: Hydrophobe Substanzen in einem wasserigem Medium flieBen
durch ein Saulenbett mit einem ebenfalls hydrophoben Adsorbens. Die hydophoben
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Substanzen lagern sich an das Adsorbens an. 2.) WASCHEN: Mit einer
Spulflissigkeit werden hydrophile Verunreinigungen entfernt. 3.) ELUTION: In dem
letzten Schritt trennt ein stark hydrophobes Lésungmittel die Bindung der gesuchten
Substanzen mit dem Adsorbens. Das so gewonnene Eluat enthélt die gesuchten
Substanzen und nur noch wenige Verunreinigungen, und kann so einer quantitativen
Analyse zugefuhrt werden.

2.2.2. Chromatographische Bedingungen und Konditionierung

Die Entwicklung der Probenaufbereitung als Festphasenextraktion fir DDS, MADDS
und PYR erforderte konstante chromatographische Bedingungen fur die HPLC.
Diese Bedingungen basierten auf der von Edstein et al. beschriebenen Methode.
(Analytische Saule: nBondapak C18, 300 x 3,9 mm, Mobile Phase:
Wasser/Methanol/Acetonitril = 65/25/15, 0,005 M Pic B5 low UV, Fliel3geschwindig-
keit: 1,5 ml/min.). Wahrend der Entwicklung der Methode der Probenaufbereitung
wurde jeder Schritt der Festphasenextraktion (RETENTION, WASCHEN, ELUTION)
isoliert erarbeitet. Die Analyse im wasserigen Medium diente der Optimierung und
Uberpriifung der einzelnen Probenaufbereitungsschritte.

2.2.3. Kapazitatsprufung mit DDS, MADDS, PYR und IS in Wasser

Um einen Verdunnungseffekt bei der finalen Elution der Substanzen aus den
Extraktionsrohrchen zu vermeiden, mufte das Fullungsvolumen dieser Saulen
gering sein. Andererseits galt es eine ausreichende Kapazitat des Saulenbettes zu
gewabhrleisten. Die Fullungsmenge von 500 mg der Varian Bond Elutd -Rohrchen
sicherte eine zufriedenstellende Kapazitat bei kleinem Volumen. Eine
Uberschreitung der Kapazitat der vorher konditionierten Rohrchen trat erst ab einer
Konzentration von 500 mg DDS, 500 mg MADDS oder 500 mg PYR pro ml auf.

2.2.4. Retentionsprufung mit DDS, MADDS, PYR und IS in Wasser

1 ml einer wasserigen Losung mit 10 mg DDS, 10 mg MADDS, 10 mg PYR und
10 mg IS wurde auf die Extraktionsréhrchen gegeben und der Durchflu3 analysiert.
Es waren keine spezifischen Peaks nachweisbar, d.h. die Retention der Substanzen
auf den Extraktionsrohrchen war vollstandig.
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2.2.5. Elutionsversuche mit DDS, MADDS, PYR und IS in Wasser

Ziel der Elutionsversuche war es, einen Eluent zu entwickeln, der die zu
analysierenden Substanzen mit nur 1 ml Volumen vollstandig eluiert. Unter dieser
Voraussetzung (Elutionsvolumen gleich Probenvolumen) wurde eine Verdinnung,
und damit Verluste der Empfindlichkeit vermieden. Eine weitere Forderung war, den
Eluenten nach Durchflu durch die Extraktionsrohrchen direkt auf die Saule geben
zu konnen, um ein zeitaufwendiges Verdampfen zu umgehen. Ferner sollte der
Eluent moglichst polar sein, um geringe Peakbreiten und damit gute Trennungs-
koeffizienten fur die gesuchten Substanzen zu erhalten. Als geeignetster Eluent
konnte eine Mischung von Methanol/Acetonitril/0,1 N Salzséure = 1/1/1 ermittelt
werden. Mit diesem Eluent konnten tiber 98% von DDS, MADDS, PYR und IS in 1 ml
eluiert werden.

2.2.6. Verarbeitung von Plasmaproben

Zur Ermittlung der optimalen Probenaufbereitung von Plasmaproben wurden
“spiked” Plasma (1000 ml Plasma, 100 ml DDS/MADDS/PYR-L6sung, 200 ml IS-
L6sung, 900 ml 0,1 N HCI) und Leerplasma (1000 ml Plasma, 300 ml Wasser, 900
ml 0,1 N HCI) verwendet. Als “spiked” Plasma bezeichnet man Blutplasma, welches
mit einer definierten Menge Pharmaka versetzt wurde. Leerplasma dagegen enthalt
keine Medikamente. Die Anséuerung der Plasmaproben war notwendig, um die hohe
Proteinbindung der Pharmaka zu losen.

2.2.7. Prufung verschiedener Waschlosungen

Es wurden jeweils 3 ml der Waschlésungen a) 100% Wasser, b) 90% Wasser/10%
Methanol, c) 80% Wasser/20% Methanol auf konditonierte und mit “spiked” Plasma
bzw. Leerplasma beladene Extraktionsréhrchen gegeben. Bei den Waschldsungen
mit organischem Anteil zeigte sich eine zusatzliche Interferenz im Retentionsbereich
des Pyrimethamin-Peaks. Folglich wurde weiterhin auf Wasser als Waschsubstanz
bei der Probenaufbereitung zuriickgegriffen.
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2.2.8. Retentions- und Elutionsprifung mit Plasmaproben

Die Uberprifung der Probenaufbereitungsmethode fiir Plasmaproben erfolgte mit
der Retentionsprifung und Elutionsprifung in Plasma. In diesem Versuchsabschnitt
wurde jeder Schritt (1-7) der Probenaufbereitung einzeln kontrolliert. Die Analyse
der Probenschritte zeigte Verluste von weniger als 5 % bei DDS, MADDS, PYR
und IS.

(Schritt 1) Die angesauerten Proben wurden auf die zuvor konditionierten
Extraktionsrohrchen gebracht. Ohne Unterdruck aus der Absaugeinheit traten die
Proben durch die Extraktionsrohrchen. Der Durchfluld enthielt keine der Pharmaka.
Auch eine nochmalige Anséduerung des Durchflusses mit 900 ml 0,1 N HCI setzte
keine der gesuchten Substanzen frei, die Retention war also vollstandig. (Schritt 2-
4) Auf die C18-Saulen wurden dreimal je 1 ml Wasser gegeben, wodurch polare
Verunreinigungen aus dem Sé&ulenbett gewaschen wurden. Der nachweisbare
Verlust der Pharmaka betrug bei

Schritt 2: DDS 0,4 %, MADDS 0,9 %, PYR 1,8 %, IS 0,0 %,
Schritt 3: DDS 0,0 %, MADDS 0,0 %, PYR 0,5 %, IS 0,0 %,
Schritt 4: DDS 0,0 %, MADDS 0,0 %, PYR 0,5 %, IS 0,0 %.

(Schritt 5) Danach wurde das in dem Saulenbett verbliebene Wasser unter Sog
entfernt. Auch hier waren keine Verluste nachweisbar. (Schritt 6) Nun wurden mit
1 ml Eluent (Methanol/Acetonitril/0,1 N Salzsaure = 1/1/1) die Substanzen, zuerst
nur unter Schwerkraft und dann der auf den S&ulen verbleibende Rest unter Sog,
eluiert. (Schritt 7) Bei einer zweiten Elution mit 1 ml Eluent (Methanol/Acetonitril/0,1
N Salzsédure = 1/1/1) waren keine Peaks mehr detektierbar, die erste Elution war
also vollstandig.

2.2.9. Zusammenfassung der Probenaufbereitung

Zunachst werden die Varian Bond Elutd Extraktionsrohrchen auf die Adsorbex@
SPU-Absaugeinheit gesteckt. Die 500 mg Extraktionsréhrchen werden mit zuerst
3 ml Methanol und dann mit 3 ml Wasser konditioniert. Danach wird 1 ml Plasma mit
1 ml 0.1 molarer Salzsaure und 200 ml internem Standard (2 mg Sulfadimethoxin)
versetzt und anschie3end 10 Sekunden mit dem Vortex-Mischer geschuttelt. 2 ml
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der Probe werden in das Extraktionsrohrchen pipettiert. Im ndchsten Schritt wird das
Roéhrchen mit 3 ml Wasser gewaschen. Die Elution erfolgt mit 1 ml Methanol/

Acetonitril/0,1 N Salzsaure. 100 pl des durch das Extraktionsréhrchen geflossenen
Eluats werden in die HPLC-S&ule injiziert.
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2.3. Entwicklung der HPLC-Methode
2.3.1. Variation der mobilen Phase mit Pic B5

Bei der von Edstein et al. etablierten Methode handelt es sich bei der HPLC um eine
Reversed-Phase-lon-pair-Chromatographie. Als lon-pairing Substanz wurde PIC B5
(Hauptbestandteil Pentansulfonsdure) gewéhlt. Die geanderte Probenaufbereitung
machte die Entwicklung neuer geeigneter chromatographischer Bedingungen
notwendig. Um diesen Prozel3 zu vereinfachen wurde von einem weitgehend
identischem chromatographischem Verhalten von DDS und seinem Hauptmetabo-
liten MADDS ausgegangen. Daher wurde bei der systematischen Ermittlung der
optimalen mobilen Phase nur DDS, PYR und IS eingesetzt. Bei konstantem Anteil
von Wasser (60%) und konstanter Konzentration von Pic B5 (5 mmol/l) wurde das
Verhaltnis von Methanol zu Acetonitril systematisch variiert. Die resultierenden
Retentionszeiten sind in Abbildung 4 wiedergegeben.

ABBILDUNG 4: Retentionszeiten bei Variation der organischen Eluenten
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Wie aus der Abbildung 4 ersichtlich, nimmt die Retentionszeit von PYR mit
zunehmendem Anteil von Acetonitril ab. Der gleiche Effekt |&R3t sich auch fir IS
nachweisen. Die Retentionszeit von DDS hingegen bleibt von der Variation des
Methanol/Acetonitril-Quotienten weitgehend unbeeinflu3t. Mit der in dieser Arbeit
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etablierten Probenaufbereitung waren stets Peaks aus polaren Plasmabestandteilen
zu Beginn der Chromatogramme zu beobachten. Die Retentionszeiten dieser
Plasmapeaks bewegten sich etwa im Bereich von 110-190 Sekunden. Bei
Retentionszeiten um 210 Sekunden fir DDS war eine ausreichende Trennung von
diesen frihen Plasmapeaks nicht gewahrleistet. Nur die mobile Phase mit
ausschlie3lich Methanol als organischem Anteil ergab Retentionszeiten fur DDS von
283 Sekunden. Jedoch brachte diese mobile Phase einen zu spéten Peak von
Pyrimethamin hervor.

Aufgrund der unbefriedigenden Trennung von DDS und Plasmapeaks wurde eine
Verminderung der FlieBmittelstarke erforderlich, um langere Retentionszeiten fir
DDS zu erhalten. Das konnte durch eine Erhdhung des Wasseranteils von 60% auf
65% bzw. 70% erreicht werden. Die Retentionszeiten der Substanzen und einem
interferierenden Peak (IF) fur den jeweiligen Wasseranteil, bei optimalem Methanol/
Acetonitril-Quotienten, sind in Abbildung 5 dargestellt.

ABBILDUNG 5: Retentionszeiten bei hoherem Wasseranteil
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Die Trennung von DDS und den frihen Plasmapeaks war teilweise akzeptabel. Die
Interferenz (IF) im Bereich von Pyrimethamin (Abbildung 5) machte diese Eluenten
jedoch ungeeignet. Daher war mit dem lonenpaar-Reagenz Pic B5 (Hauptbestandteil
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Pentansulfonséure), bei einer Konzentration von 5 mmol/l, ein ausreichende Tren-
nung der Pharmaka von den angrenzenden Interferenzen nicht maglich.

2.3.2. Variation der Pic B5 Konzentration
In diesem Reihenversuch wurde bei konstantem Verhéaltnis der drei Lésungsmittel-

komponenten (Wasser/Methanol/Acetonitril:65/15/25) die Konzentration von Pic B5
in der mobilen Phase systematisch variiert (Abbildung 6).

ABBILDUNG 6: Retentionszeiten bei Variation der Konzentration von Pic B5
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Wie in Abbildung 6 zu sehen ist, verschlechterte eine Erhéhung der Pic B5-
Konzentration die Trennung von PYR und der endogenen Interferenz (IF). Eine
niedrigere Pic B5 Konzentration war durch die dann unzureichende Trennung von
DDS und MADDS ebenfalls ungeeignet.
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2.3.3. Erfolgreiche Variation der mobilen Phase mit Pic B6

Aufgrund der Retentionszeiten der auftretenden endogenen Interferenzen, bei
Verwendung des lonenpaar-Reagenz Pic B5, wurde Pic B6 (Hauptbestandteil
Hexansulfonsaure) in der Konzentration von 5 mmol/l eingesetzt. Bei konstantem
Anteil von Wasser (65 %) und konstanter Konzentration von Pic B6 (5 mmol), wurde
das Verhaltnis von Methanol und Acetonitril in Anlehnung an die Ergebnisse aus
den Reihenversuchen mit Pic B5 variiert. Die Retentionszeiten in Abh&ngigkeit von
dem Verhéltnis der organischen Anteile der mobilen Phase sind in Abbildung 7
wiedergegeben.

ABBILDUNG 7: Retentionszeiten unter Variation der organischen Eluenten mit
Pic B6
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Eine optimale Trennung bei mdglichst kurzen Analysenzeiten wurde bei einem
Verhaltnis von Methanol zu Acetonitril (20 : 20) erreicht. Eine endogene Interferenz
in dem Retentionszeitenbereich von PYR war nicht mehr zu beobachten. Das
lonenpaar-Reagenz PIC B6 und ein Methanol/Acetonitril-Verhéltnis von 1 : 1 wurde
damit fir die mobile Phase der HPLC-Methode festgelegt.



39

2.3.4. Gradientenelution

Um die Analysenzeit zu verkirzen und die Empfindlichkeit fir Pyrimethamin zu
erhdhen, wurde eine Gradientenelution eingesetzt. Als optimal erwies sich folgender
Gradient: Losung A: 5,0 mmol/l Pic B6 (Hexansulfonsdure) in Wasser; L6sung B:
Methanol : Acetonitril =1 : 1.

0-5 Minuten Losung A: 65 %; Losung B: 35 %

5-15 Minuten Losung A: von 65 % auf 55 % linear abfallend
Losung B: von 35 % auf 45 % linear ansteigend

15-20 Minuten Ldsung A: 65 %; Ldsung B: 35 %

2.3.5. Detektionswellenlangen fur DDS, PYR und IS

Um die Empfindlichkeit der Methode zu erhdhen, wurde die optimale Detektions-
wellenlange von DDS, PYR und IS ermittelt. “Spiked” Plasma wurde nach
beschriebener Probenaufbereitung auf die Saule gegeben und die Wellenlange im

Bereich von 200 nm bis 300 nm systematisch variiert (Abbildung 8).

ABBILDUNG 8: Peakhthen bei Variation der Detektionswellenlange
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Als Detektionswellenlange fur Dapson wurde das relative Absorptionsmaximum
295 nm gewabhlt. Ein weiterer Vorteil dieser Wellenlange war die geringe Absorption
der endogenen Interferenzen in dem Retentionsbereich von Dapson. Die Detektions-
wellenlange 295 nm wurde auch fir IS beibehalten, um ein haufiges Wechseln der
Wellenlange und damit Springe in der Basislinie, zu verhindern. Als Wellenlange
fur Pyrimethamin wurde das Absorptionsmaximum 210 nm eingesetzt.

Fur die Routineanalyse von Patientenplasmaproben wird der Lambda-Selektor auf
folgende Detektionswellenlangen programmiert: 0-10 Minuten: 295 nm und 10-20
Minuten: 210 nm. In den Abbildungen 9 und 10 sind zwei reprasentative Chromato-
gramme wiedergegeben. Die Abbildung 9 zeigt ein Chromatogramm einer
Plasmaprobe ohne Pharmaka und internen Standard. Dem ist in Abbildung 10 das
Chromatogramm einer Probe mit “spiked” Plasma gegenibergestellt. Es zeigt sich
eine ausreichende Trennung der Substanzen und die Abwesenheit von stérenden
Interferenzen. Unter diesen chromatographischen Bedingungen ergeben sich
folgende Retentionszeiten: Dapson (4,62 Min.), Monoacetyldapson (5,95 Min.),
Sulfadimethoxin (9,42 Min.) und Pyrimethamin (14,23 Min.).

ABBILDUNG 9: Chromatogramm einer Plasmaprobe ohne Pharmaka
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ABBILDUNG 10: Chromatogramm einer Plasmaprobe mit DDS (1,0 pg/ml), MADDS
(0,25pg/ml), IS und PYR (0,5 pg/ml). Die Retentionszeiten von DDS (4,62 Min.),
MADDS (5,95 Min.), IS (9,42 Min.) und PYR (14,23 Min.) sind entsprechend notiert.
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2.3.6. Zusammenfassung der HPLC-Methode

Es wird eine pBondapak C-18 S&ule eingesetzt. Die Gradientenelution erfolgt mit
Methanol, Acetonitril, Wasser und Pic B6. Die Detektionswellenlange betragt 295 nm
(DDS, MADDS, IS) und 210 nm (PYR). Die Retentionszeiten liegen im Bereich von
4,62 bis 14,23 Minuten.

2.4. Validierung der Methode
2.4.1. Kalibration und Auswertung
Die Kalibration erfolgt zu Anfang jeder Melserie. Es werden vier Plasmaproben

eingesetzt. Somit stehen fir jedes der drei Pharmaka vier Eichpunkte zu Verfigung
(Tabelle 6). Zur Herstellung werden 0.9 ml Plasma mit 0,1 ml der Standardldsungen
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D-G (Tabelle 5, Seite 27) vermischt. Die weitere Verarbeitung vollzieht sich analog
der Probenaufbereitung fur die Patientenproben.

TABELLE 6: Kalibrationspunkte von PYR, DDS und MADDS.

EICHPUNKT 1 2 3 4
PYR (ng/ml) 100 250 500 1000
DDS (ng/ml) 200 500 1000 2000
MADDS (ng/ml) 50 125 250 500

Die Auswertung erfolgt mit Hilfe der Barspec-Software auf der HPLC-Recheneinheit.
Nach Basislinienbestimmung und Lokalisation der Peaks wird der Quotient
Peakhohe der Substanz geteilt durch Peakhdhe des internen Standards gebildet.
Fur jede Substanz wird aus den Quotienten der vier Eichpunkte mit Hilfe der
linearen Regression eine Eichgerade errechnet. Anhand dieser Eichgerade werden
die Spiegel der Patientenproben bestimmit.

2.4.2. Uberpriufung der Methode

Wiederfindung: Die Wiederfindung der Probenaufbereitung ist ein Mal3 fur die
Vollstandigkeit der Extraktion der gesuchten Substanzen aus der Probe. Die
Wiederfindung wurde durch den Vergleich der Peakhdhen der Pharmaka nach
Probenaufbereitung mit den Peakhthen der Standardlosungen gleicher
Konzentrationen in einem Leerplasmaextrakt ermittelt. Das Leerplasmaextrakt
konnte durch Probenaufbereitung von Leerplasma gewonnen werden. Durch die
Probenaufbereitung entstand eine Verdinnung von 10/11, da von 2,2 ml
Plasma/interner Standard/Salzséure nur 2,0 ml auf die praparativen Séaulen gegeben
wurden. Der Verdunnungsfaktor von 10/11 wurde bei der Bestimmung der
Wiederfindung korrigiert.

Prazision: Die Bestimmung der Prazision erfolgte a) als Mehrfachanalyse (n=5) in
einem Mef3gang und b) als Analyse von Tag-zu-Tag (n=10). Bei beiden Teilen der
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Prazisionsprifung stammten alle Proben einer Serie aus der selben, mit Standard-
Idsung versetzten Plasmaportion.
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Sensitivitat: Als untere Erfassungsgrenze einer HPLC-Methode fiir eine Substanz ist
die Konzentration festgelegt, deren Peakhthe den Rauschpegel um das zweifache
Uberschreitet. Die Signalhdhe der Peaks von DDS, MADDS und PYR in der
Konzentration von 10 ng/ml wurde mit der Hohe des Detektorrauschens verglichen.
Die Quantifizierungsgrenze hingegen definiert sich als die minimale Plasma-
konzentration, bei der die Prazision von Tag-zu-Tag unter 15% liegt.

Spezifitdt: Die Spezifitat der Methode wurde durch den Ausschlul? von Interferenzen
demonstriert. Es wurde Plasma von zwanzig verschiedenen HIV-seropositiven
Patienten ohne Dapson/Pyrimethamin-Einnahme auf interferierende Peaks getestet.

2.5. Prophylaxe mit Pyrimethamin und Dapson
2.5.1. Patientenkollektiv

Die HIV-seropositiven Patienten wurden im Rahmen einer vergleichenden Studie
(100 mg DDS + 25 mg PYR oder 500 mg SDX + 25 mg PYR) an der Il
Medizinischen Klinik (Infektiologie) des UKRYV, Berlin per Zufallsverteilung dem
Dapson/Pyrimethamin-Prophylaxeregime zugeordnet. Einschlul3kriterien waren
primadre Pneumocystis carinii-Pneumonie oder primére Toxoplasma gondii-
Enzephalitis in der Krankengeschichte oder eine CD4-Zellzahl von unter 200/pl.

Das Prophylaxeregime sah eine Gabe von 100 mg DDS (2 Tabletten Dapson-
Fatol?), 25 mg PYR (1 Tablette Daraprim@) und 15 mg Folinsaure (1 Tablette
Leukovorin 153) zweimal pro Woche vor. Die Tabletteneinnahme am
Montag/Donnerstag oder Dienstag/Freitag wurde empfohlen. Der Abstand zwischen
den Einnahmen betrug demnach abwechselnd drei und vier Tage.

Von 31 AIDS-Patienten wurden die Plasmaspiegel von DDS, MADDS und PYR aus
224 Blutproben bestimmt. Die Geschlechtsverteilung war 27 (87,1%) ménnliche zu 4
weiblichen (12,9%) Patienten. Von den 31 Patienten nannten 20 (64,5%)
Homosexualitat, 7 (22,6%) i.v.-Drogenabusus und 3 (9,7%) Heterosexualitat als
Risikofaktor. Ein Patient gab sowohl Homosexualitét, als auch i.v.-Drogenabusus an.
Bei vier Patienten war eine primére zerebrale Toxoplasmose und bei sieben
Patienten eine Pneumocystis carinii-Pneumonie der Anlald zu Beginn einer
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antiprotozoalen Prophylaxe. Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich von Januar

1991 bis Juli 1995.

Die quantitativen Daten des Patientenkollektivs sind in Tabelle 7 dargestellt. Die
Anzahl der Leukozyten und der CD4 positiven Lymphozyten im Blut wurde bei
Einschluf3 in die Studie bestimmt. Bei den Parametern Beobachtungszeitraum und
mittlerer Probenabstand wurden nur Patienten mit mehr als einer Probe analysiert.

TABELLE 7: Charakteristische Daten der Patientenkollektivs

Mittelwert Median SD* Minimum  Maximum
Alter der
Patienten (Jahre) 36,9 34 9,5 26 54
Beobachtungs-
zeitraum (Tage)
445,2 375 357,2 22 1154
Anzahl der
Proben
7,2 4 7,2 1 28
Mittlerer Proben-
abstand (Tage)
72,4 64 39,6 22 222
CD4+ Zellzahl bei
Beginn (Zellen/pl) 47,3 47 6,0 2 143
Leukozyten bei
Beginn (Zellen/nl)
3,75 3,7 0,26 1,4 6,4

*Standardabweichung
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2.5.2. Abnahme der Proben

Die Abnahme der Proben erfolgte im Rahmen von ambulanten Routine-
untersuchungen in der Tagesklinik der Il. Medizinischen Klinik oder wahrend
stationarer Aufenthalte. 224 Proben wurden analysiert. Die Proben wurden in funf
aufeinanderfolgenden Zeitabschnitten gewonnen: a) 4-12, b) 20-28, c) 44-52, d) 68-
76 und e) 92-100 Stunden nach der Tabletteneinnahme.

2.5.3. Compliance

In der hier vorgestellten Arbeit wurde als Teilaspekt der Compliance die
Einnahmetreue der HIV-seropositiven Patienten bei dem untersuchten Prophylaxe-
regime gemessen. Die Compliance der Tabletteneinnahme konnte anhand der
Plasmaspiegel von DDS und PYR bestimmt werden. Pyrimethamin war mit einer
Halbwertszeit von ca. 100 Stunden geeignet, die durch den “white coat effect”
vorgespiegelte vollstandige Medikamenteneinnahmetreue zu widerlegen. In die
Auswertung der Medikamentenspiegel und der Einnahmetreue wurden nur Patienten
mit vier oder mehr Blutprobenmessungen aufgenommen. Dieser Probenumfang war
notwendig, um zwischen Compliance und Non-Compliance zu differenzieren.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Validitat der Methode

3.1.1. Wiederfindung

Die Bestimmung der Wiederfindung der zu analysierenden Substanzen nach der
Probenaufbereitung erfolgte als Mehrfachmessung (n=5) in dem jeweils relevanten
Konzentrationsbereich. Die ermittelten MelRwerte zeigten eine Wiederfindung von 89
- 98% fur Pyrimethamin, 85 - 90% fur Dapson und 85 - 91% fir Monoacetyldapson.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengefalit.

TABELLE 8: Wiederfindung von PYR, DDS, und MADDS

Substanz Konzentration (pg/ml) Wiederfindung*(%)
PYR 0,05 98
0,2 94
1,0 89
2,0 89
5,0 89
Mittelwert ### SD 92 ### 4
DDS 0,05 89
0,2 87
1,0 90
2,0 85
5,0 87

Mittelwert ### SD 88 ### 2
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MADDS 0,05
0,2
1,0
2,0
5,0
Mittelwert ### SD

85

89

87

86

91

88 ### 3

* Mittelwerte von funf Bestimmungen fir jede Konzentration

Die Umrechnung von pg/ml zu umol/l erreicht man durch die Multiplikation mit dem
Faktor 3,5 fir MADDS (MG 290) und 4,0 fir DDS (MG 248) und PYR (MG 249).

3.1.2. Prazision

Die Reproduzierbarkeit der Methode wurde durch die Bestimmung der Prazision in
der Serie und von Tag-zu-Tag ermittelt. Der Mittelwert der Variationskoeffizienten in
den Serienversuchen lag bei 3,51 fur Pyrimethamin, 1,21 fur Dapson und 1,89 fur
Monoacetyldapson. In den Versuchen an aufeinanderfolgenden Tagen zeigten sich
mit 4,13 fur Pyrimethamin, 4,92 fur Dapson und 5,15 fur Monoacetyldapson
erwartungsgemald grol3ere mittlere Variationskoeffizienten. Die vollstandigen Daten

der Préazisionsversuche sind in Tabelle 9 dargestellt.

TABELLE 9: Variationskoeffizienten von PYR, DDS und MADDS in Serie und von

Tag-zu-Tag
Konzentration Variationskoeffizient Variationskoeffizient
in Serie von Tag-zu-Tag
(###g/ml) (n=5) (n =10)
PYR 0,10 5,59 4,36
0,25 471 5,16
0,50 1,91 4,69
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1,00 1,84 2,31
Mittelwert ### SD 3,51 ### 1,92 4,13 ### 1,26
DDS 0,20 1,26 6,92

0,50 0,89 4,92

1,00 1,47 4,00

2,00 1,20 3,84
Mittelwert ### SD 1,21 ### 0,24 4,92 ### 1,42
MADDS 0,05 3,87 6,99

0,125 1,24 5,08

0,25 1,52 4,08

0,50 0,93 4,43
Mittelwert ### SD 1,89 ### 1,34 5,15 ### 1,30

Die Umrechnung von pg/ml zu pumol/l erreicht man durch die Multiplikation mit dem

Faktor 3,5 fir MADDS (MG 290) und 4,0 fiir DDS (MG 248) und PYR (MG 249).
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3.1.3. Sensitivitat

Um die untere Erfassungsgrenze (Signal/Rauschpegel > 2) zu ermitteln, wurden die
Substanzpeaks bei 10 ng/ml gemessen. Daraus resultierte eine konzentrations-
abhéangige Signalhdéhe von 0,017 mVsml/ng fur PYR, 0,021 mVxml/ng fir DDS und
0,020 mVsml/ng MADDS. Das Detektorrauschen lag unter den gegebenen
chromatographischen Bedingungen bei 0,05 mV. Als Nachweisgrenze (limit of
detection) ergaben sich somit 6 ng/ml fir Pyrimethamin und 5 ng/ml fir Dapson und
Monoacetyldapson.

Als Quantifikationsgrenze (Prazision < 15%) fir die drei Substanzen konnte eine
Konzentration von 15 ng/ml bei Verwendung von 1,0 ml Plasmaproben ermittelt
werden. Die mittleren Variationskoeffizienten (n=10) betrugen 14,8 (PYR), 13,8
(DDS) und 12,3 (MADDS).

3.1.4. Spezifitat

Die Spezifitat konnte durch die Analyse von zwanzig Plasmaproben HIV-infizierter,
und medikamentds behandelter Patienten nachgewiesen werden. Es fanden sich
keine Interferenzen mit Aciclovir, Clindamycin, Ketoconazol, Levomethadon,
Ofloxacin, Pentamidin, Phenytoin oder Zidovudin. Lediglich das in der Prophylaxe
mit Fansidar® enthaltene Sulfadoxin interferierte mit dem Dapsonpeak.

3.1.5. Linearitat

Die Kalibration erfolgt mit Hilfe von vier relevanten Eichpunkten fir jede der drei
Substanzen. Die Eichpunkte zeigen einen linearen Verlauf in der Regressions-
analyse. Die Korrelationskoeffizienten liegen bei 0,9995 - 1,0. In Abbildung 11 und
Abbildung 12 sind reprasentative Kalibrationskurven wiedergegeben.



ABBILDUNG 11: Reprasentative Kalibrationskurven von DDS und MADDS
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ABBILDUNG 12: Reprasentative Kalibrationskurve von Pyrimethamin

100 &
Y = 4755 + 318 °67K

08— Correlation Coef.(Y,CaleY) : 1.0000
a0 —
800 - /

RO —y /

O /
400
300 /

200 /

100 ke

PYR (ng/mi)
|

L

Paakhéhe PYR/S

3.2. Compliance

In die Auswertung der Medikamentenspiegel und der Einnahmetreue wurden nur
Patienten mit vier oder mehr Blutprobenmessungen aufgenommen. Dieser
Probenumfang war notwendig, um zwischen Compliance und Non-Compliance zu
differenzieren. 20 der 31 Patienten erflllten dieses Kriterium. Von elf Patienten
waren weniger als vier Blutproben vorhanden. Sechzehn Patienten (80%) wurden
als compliant klassifiziert. Vier Patienten (20%) wurden als non-compliant eingestuft.
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3.3. Medikamentenspiegel

Zur pharmakokinetischen Auswertung wurden nur Melwerte der sechzehn als
compliant klassifizierten Patienten herangezogen. Die Plasmakonzentrationen fur
Dapson lagen im Bereich von 36,1-2220,2 ng/ml. Der arithmetische Mittelwert aller
MelRwerte betrug 675,9 ng/ml, der Median 557,2 ng/ml. Der zeitliche Verlauf der
medianen Plasmakonzentrationen im steady-state Bereich zeigte eine Kinetik erster
Ordnung mit einer Halbwertszeit von t%2 = 30,4 Stunden. In Abbildung 13 sind die
Plasmawerte in Abhéangigkeit von der Anzahl an Stunden nach der Medikamenten-
einnahme als Boxplots dargestellt.

ABBILDUNG 13: Boxplots der steady-state Plasmaspiegel von Dapson in ng/ml
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Die sogenannten Boxplots bestehen aus Rechtecken, die 50% der Werte zwischen
der 25. und 75. Perzentile beinhalten und Extensionslinien, welche die Minimal- und
Maximalwerte darstellen. Die Mediane sind durch horizontale Balken innerhalb der
Rechtecke angegeben. Extremwerte sind als Kreise und Sterne eingetragen.
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Der Hauptmetabolit Monoacetyldapson war im Konzentrationsbereich von 13,2-
1452,3 ng/ml nachweisbar. Der arithmetische Mittelwert war 675,9 ng/ml, der Median
557,2 ng/ml. Der zeitliche Verlauf der medianen MADDS-Werte zeigte ebenfalls eine
Kinetik erster Ordnung. Die Halbwertszeit belief sich auf t¥2 = 31,4 Stunden.
Abbildung 14 zeigt die entsprechenden Boxplots.

ABBILDUNG 14: Boxplots der steady-state Plasmaspiegel von Monoacetyldapson in
ng/ml
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Erklarung der Boxplots siehe Abbildung 13



Die Pyrimethaminspiegel lagen zwischen 44,0 und 1053,2 ng/ml (Arithmetischer
Mittelwert 300,2 ng/ml, Median 277,8 ng/ml). Die Plasmakonzentrationen fielen im
zeitlichen Verlauf nur diskret ab, was durch die lange Halbwertszeit von t¥2 = 232,9
Stunden demonstriert wird. Die Plasmakonzentrationen fiir Pyrimethamin sind in

Abbildung 15 gezeigt.

ABBILDUNG 15:
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Erklarung der Boxplots siehe Abbildung 13

In Tabelle 10 sind die statistischen Daten (arithmetischer Mittelwert, Median,
Minimum, Maximum, Standardabweichung) der gemessenen Plasmakonzentrationen
in Abh&ngigkeit zu der Dauer nach Tabletteneinahme in Stunden zusammengefal3t.
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TABELLE 10: Plasmakonzentrationen von Pyrimethamin, Dapson und Monoacetyl-
dapson

4-12h  20-28h  44-52h 68-76 h 92-100 h

PYRIMETHAMIN

Mittelwert 336,0 324,9 263,9 229,9 244.3
Median 313,3 279,3 265,0 230,7 241,2
Minimum 50,6 113,4 44,0 137,8 159,2
Maximum 672,6 1052,2 4445 323,4 316,6
Standardabweichung 130,5 172,1 98,7 64,0 48,8
DAPSON

Mittelwert 1183,9 666,5 379,4 194,1 198,6
Median 1162,4 731,0 456,1 135,7 174,7
Minimum 331,2 104,4 127,0 84,6 36,1
Maximum 2220,2 1558,0 813,8 409,2 446,8
Standardabweichung 492,1 360,4 191,5 109,7 108,3
MONOACETYLDAPSON

Mittelwert 555,2 293,2 225,7 64,5 53,6
Median 358,6 181,8 135,0 41,4 53,4

Minimum 59,6 28,5 34,6 24,0 13,2
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Maximum 1452,3 951,3 911,7 196,7 109,6

Standardabweichung 405,1 268,5 212,3 51,0 27,5

Alle Konzentrationsangaben in ng/ml.

3.4. Acetyliererphanotyp

Der Acetyliererphanotyp der HIV-seropositiven Patienten wurde anhand des
individuellen medianen Plasmaspiegelquotienten aus MADDS zu DDS bestimmt. Der
Median der Quotienten fur jeden Patienten berechnete sich aus allen fur MADDS
und DDS positiven Plasmaproben. Patienten mit einem Verhaltnis von MADDS zu
DDS kleiner 0,35 konnten als langsame Acetylierer und Patienten mit einem
Verhéaltnis von MADDS zu DDS grof3er 0,35 als schnelle Acetylierer klassifiziert
werden.

Von den klassifizierbaren Patienten (n=29) waren siebzehn (58,6%) langsame und
zwolf (41,4%) schnelle Acetylierer. Der arithmetische Mittelwert der medianen
Plasmaspiegelquotienten erreichte 0,230 fur die langsamen und 0,793 fur die
schnellen Acetylierer. In Abbildung 15 sind die individuellen medianen Plasma-
spiegelquotienten der Patienten dargestellt. Hier zeigt sich die deutliche bimodale
Verteilung in langsame und schnelle Acetylierer.

ABBILDUNG 16: Anzahl von Patienten mit bestimmten MADDS/DDS-Plasmaspiegel-
guotienten
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Die Verteilung des Acetyliererstatus der untersuchten HIV-seropositiven Patienten
entspricht dem Verhaltnis in der Normalbevolkerung weiRer Hautfarbe. Ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Acetyliererph&notyp und Alter,
Geschlecht oder Risikogruppenzugehdorigkeit der Patienten war nicht vorhanden.

3.5. Wirksamkeit der Prophylaxe

In dem Kollektiv der 31 in die Studie aufgenommenen Patienten entwickelte ein
Patient eine sekundare, zerebrale Toxoplasmose und ein zweiter Patient eine
sekundare Pneumocystis carinii-Pneumonie innerhalb des Beobachtungszeitraumes.
Der an Toxoplasmose erkrankte Patient war als non-compliant klassifiziert. In der
non-compliant Gruppe (n=4) bezifferte sich die Haufigkeit der sekundaren,
zerebralen Toxoplasmose folglich mit 25%.

Der an Pneumocystis carinii-Pneumonie erkrankte Patient hingegen war als
compliant eingestuft. Die Medikamentenspiegel dieses Patienten war Uber einen
Beobachtungszeitraum von 1154 Tagen mit 28 Plasmaproben gut dokumentiert. Der
mittlere Abstand zwischen den Blutentnahmen lag bei 43 Tagen. Die
Plasmakonzentrationen der beiden antiprotozoalen Wirkstoffe lagen bei dem
betreffenden Patienten in einem relativ hohen Bereich. So erreichte die mittlere
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Pyrimethaminkonzentration 406,9 ng/ml mit einem Minimalwert von 216,4 ng/ml und
einem Maximalwert von 672,6 ng/ml. Der Mittelwert der Dapsonspiegel bezifferte
sich auf 866,2 ng/ml mit einem Minimalwert von 132,8 ng/ml und einem Maximalwert
von 1727,2 ng/ml. Die Haufigkeit der sekundéaren Pneumocystis carinii-Pneumonie
lag in der compliant Gruppe (n=16) somit bei 6,3%.

3.5. Routineeinsatz der Methode

Die Methode wurde von den medizinisch-technischen Mitarbeitern der Il. Inneren
Abteilung des Virchow-Klinikums Ubernommen und bewahrt sich im Klinischen
Routineeinsatz. Das Verfahren dient in erster Linie der Uberpriifung der
Medikamentenspiegel von ambulanten HIV-seropositiven Patienten unter
Pyrimethamin/Dapson-Prophylaxe.
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4. DISKUSSION

In der hier vorgestellten Arbeit konnte erstmals eine HPLC-Methode mit Festphasen-
extraktion zur simultanen Bestimmung von Dapson, dessen Hauptmetabolit
Monoacetyldapson und Pyrimethamin entwickelt werden. Die bislang in der Literatur
beschriebenen chromatographischen Methoden haben als gemeinsamen Nachteil
die Flussig-Fussig-Extraktion als Probenaufbereitung. Dieses Extraktionsverfahren
setzt eine organische und eine anorganische Phase zur Trennung der Pharmaka
von den Plasmabestandteilen ein. Durch mehrere aufeinanderfolgende
Arbeitsschritte wie Mischung, Zentrifugation, Trennung, Evaporation und Redilution
ist dieses Verfahren relativ komplex und zeitaufwendig (Edstein et al. 1984; Jones
und Ovenell 1979; Lee et al. 1985; Lemnge et al. 1993; Opravil et al. 1994; Rgnn et
al. 1995). Zusatzlich waren einige der beschriebenen Verfahren wegen fliichtiger
Bestandteile in der mobilen Phase nur schlecht zu standardisieren (Jones und
Ovenell 1979) oder erreichten nur eine eingeschrankte Prazision mit
Variationskoeffizienten zwischen 12,9 und 15,8% (Lee et al. 1985). Die analogen
Variationskoeffizienten der hier prasentierten Methode lagen mit 4,1% (PYR), 4,9%
(DDS) und 5,2% (MADDS) deutlich niedriger und weisen auf eine gute
Reproduzierbarkeit hin. In den meisten der bisher veroffentlichen Nachweis-
methoden wurde nur die Standarddetektionswellenlange 254 nm verwendet (Edstein
et al. 1984; Jones und Ovenell 1979; Opravil et al. 1994). Im Gegensatz dazu
wurden hier durch die systematische Analyse der Detektionswellenlangen in dem
Bereich von 200 bis 300 nm die relativen Absorptionsmaxima 210 nm und 295 nm
fur Pyrimethamin und Dapson bestimmt und zur Quantifizierung genutzt. Um die
Dauer der chromatographischen Analyse auf zwanzig Minuten zu verkiirzen und die
Sensitivitdt weiter zu erhdhen, wurde in der hier beschriebenen Methode eine
Gradientenelution herangezogen. So lag die untere Nachweisgrenze mit 5 ng/ml fur
DDS, MADDS und 6 ng/ml fir PYR in einem zufriedenstellend niedrigen Bereich.
Andere HPLC-Methoden waren deutlich weniger sensitiv mit Nachweisgrenzen von
20 ng/ml fur DDS und MADDS bis 30 ng/ml fir PYR (Opravil et al. 1994). Durch die
Anwendung der Festphasenextraktion kodnnen bis zu 24 Plasmaproben parallel
vorbereitet werden. Die Wiederfindung der Substanzen war konstant und
reproduzierbar und lag nach dieser Probenaufbereitung zwischen 88 und 92%.
Zusammenfassend |aR3t sich sagen, dal3 die beschriebene Methode sensitiv, prazise,
spezifisch und einfach durchzufiihren ist. So konnte das Verfahren problemlos im
klinischen Routineeinsatz verwendet werden. Die beschriebene chromatographische
Methode wurde zusammen mit einem parallel entwickelten Verfahren zur simultanen
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Bestimmung von Pyrimethamin, Sulfadoxin und N-Acetylsulfadoxin bereits
veroffentlicht (Eljaschewitsch E; Padberg J; Schirmann D; Ruf B 11/1996).

Die steady-state Plasmaspiegel der HIV-seropositiven Patienten wurden unter
antiprotozoaler Prophylaxe mit zweimal wochentlich 100 mg Dapson plus 25 mg
Pyrimethamin ermittelt. Die medianen Plasmakonzentrationen von Dapson lagen mit
731 ng/ml circa 24 Stunden nach der Tabletteneinnahme nur geringfligig hoher als
die analogen Konzentrationen von 374 bis 710 ng/ml in der Malariaprophylaxe mit
100 mg Dapson plus 12,5 mg Pyrimethamin pro Woche (Edstein et al. 1990; Jones
und Ovenell 1979; Lee et al. 1985). Eine Ursache dieser relativ niedrigen Plasma-
spiegel konnte der Umstand sein, dald es bei einer Gabe zweimal pro Woche
aufgrund der relativ kurzen Eliminationshalbwertszeit von ungefahr 24 Stunden bei
Dapson nicht zu einer ausgepragten Akkumulation kommt. Die Plasma-
konzentrationen von Pyrimethamin nach ungefahr 24 Stunden lagen mit 325 ng/ml
dagegen drei- bis funfmal hoher als die Spiegel in der Malariaprophylaxe (68-121
ng/ml). Diese Pyrimethaminplasmaspiegel korrelieren einerseits mit der etwa
vierfachen Wochendosis, legen andererseits auch eine Akkumulation aufgrund der
langen Eliminationshalbwertszeit von circa 100 Stunden nahe. Die minimalen
medianen Plasmaspiegel vor der nachsten Tabletteneinnahme lagen bei 136 ng/ml
fur Dapson und 230 ng/ml fir Pyrimethamin. Als Vergleich eignet sich die Studie von
Opravil et al. 1994, in der Plasmakonzentrationen unter einerer antiprotozoalen
Prophylaxe mit 200 mg Dapson plus 75 mg Pyrimethamin einmal pro Woche
ermittelt wurden. Hierbei zeigten sich minimale Pyrimethaminkonzentrationen von
125 ng/ml sechs bis sieben Tage nach Tabletteneinnahme. Die mediane
Dapsonkonzentration war zu diesem Zeitpunkt unter die Nachweisgrenze von 20
ng/ml gesunken. Diese Daten verdeutlichen, daf3 zu einer Aufrechterhaltung der
Dapsonplasmaspiegel in diesem Dosisbereich, mindestens eine Gabe zweimal pro
Woche notwendig ist. Ein weiterer Kritikpunkt an der Arbeit von Opravil et al. 1994
ist die geringe Anzahl von nur 36 Plasmaproben bei 33 eingeschlossenen HIV-
seropositiven Patienten. Als madgliche Ursache fur die relativ niedrigen
Plasmaspiegel von Dapson wurde bereits die geringgradige Akkumulation genannt.
Andere Grinde konnten die bei AIDS-Patienten haufigen gastrointestinale
Absorptionsstérungen sein, verursacht z.B. durch die HIV-assozierte Enteropathie,
die CMV-Enteritis oder die intestinale Kryptosporoidose. In diesem Zusammenhang
konnte der enterohepatischer Kreislauf bei der Exkretion von Dapson von
Bedeutung sein. So konnte gezeigt werden, dal3 bei Patienten nach der oralen
Applikation von Aktivkohle sich die Eliminationshalbwertszeit von Dapson ungefahr
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halbiert (Endre et al. 1983; Neuvonen et al. 1980). Eine weitere potentielle Ursache
stellt die Interaktion mit anderen Medikamenten dar. So wurde beispielsweise
Didanosine mit einem Versagen der antiprotozoalen Dapsonprophylaxe bei HIV-
seropositiven Patienten assoziiert (Metroka et al. 1991). Rifampicin hingegen
reduziert vermutlich durch Enzyminduktion die Eliminationshalbwertszeit von
Dapson um ca. 50% (Gelber und Rees 1975).

In der kombinierten antiprotozoalen Prophylaxe hat Pyrimethamin den Wirkungs-
schwerpunkt in der Suppression von Toxoplasma gondii, wahrend das Sulfon
Dapson hauptsachlich gegen Pneumocystis carinii gerichtet ist. So lagen die fur
Toxoplasma gondii inhibitorischen Pyrimethaminkonzentrationen bei in-vitro Studien
(Enzymaktivitat der DHFS/Zellkultur) im Bereich von 40 bis 60 ng/ml (Derouin et al.
1989; Chio und Queener 1993). In der Behandlung der tierexperimentellen akuten
Toxoplasmose hingegen waren Plasmaspiegel von mindestens 500 ng/ml zur
Heilung erforderlich (Weiss et al. 1992). Die Therapie der akuten Toxoplasma
gondii-Enzephalitis machte sogar Plasmakonzentrationen von Uber 750 ng/ml
notwendig (Weiss et al. 1988). Diese Diskrepanz erklart sich unter anderem durch
die unterschiedliche Verteilung der Substanz in verschiedenen Kompartimenten. So
betragt beispielsweise der Liquorspiegel von Pyrimethamin nur 13 bis 28% des
korrespondierenden Plasmaspiegels (McLeod et al. 1992; Weiss et al. 1988). Die
medianen Plasmaspiegel von Pyrimethamin in der hier vorgestellten Arbeit (230-336
ng/ml) lagen deutlich unter den angenommenen therapeutischen Minimalspiegeln.
Der beobachtete prophylaktische Effekt ist vermutlich durch die additive Wirkung
von Dapson und die Akkummulation von Pyrimethamin im zentralen Nervensystem
wahrend der Langzeitmedikation bedingt.

Eine reversible Wachstumshemmung von Pneumocystis carinii konnte in
Zellkulturen mit 100 ng/ml Dapson beobachtet werden (Cushion et al. 1985). In der
Behandlung der tierexperimentellen Pneumocystis carinii-Pneumonie zeigte Dapson
in einer taglichen Dosis von 100 mg/kg einen guten therapeutischen Effekt. Eine
Dosis von 15 mg/kg pro Tag hingegen reichte nicht zu einer signifikanten Reduktion
der intrapulmonalen Pneumocystis carinii Dichte aus (Walzer et al. 1988; Walzer et
al. 1992). Unter der Prophylaxe mit 100 mg Dapson zweimal wdchentlich lagen die
medianen Plasmaspiegel mit 136 bis 1184 ng/ml tber den zur Wachstumshemmung
von Pneumocystis carinii notwendigen Minimalspiegeln. Die hier applizierte
Dapsonquantitéat entspricht umgerechnet circa 0,5 mg/kg pro Tag und betragt daher
nur ein Bruchteil der tierexperimentellen wirksamen Dosis. Grundsétzlich jedoch sind
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die zur Therapie erforderlichen Chemotherapeutikagewebespiegel héher als die der
Prophylaxe. Die prophylaktische Wirkung ist vermutlich noch starker als die
therapeutische Wirkung abhéngig von dem Zustand der Immunabwehr des
Patienten.

Im Rahmen der quantitativen Analyse der Plasmaspiegel von Dapson und
Monoacetyldapson konnte der individuelle Acetyliererphénotyp der HIV-infizierten
Patienten anhand des Quotienten aus MADDS und DDS bestimmt werden. Dapson
ist als Testsubstanz zur Ermittlung des hepatischen Acetyliererstatus seit geraumer
Zeit eingefuhrt (Gelber et al. 1971; Philip et al. 1984; Wiggan et al. 1991). Die
Messung des MADDS/DDS-Quotienten kann weitgehend unabhéngig von der
Tabletteneinnahme durchgefiihrt werden, da das Verhéaltnis zwischen MADDS und
DDS im Blutplasma wenige Stunden nach der Ingestion anndhernd konstant bleibt
(Gelber et al. 1971). Andere Pharmaka wie Procainamid und Isoniazid wurden
alternativ zur Bestimmung des Acetyliererstatus eingesetzt (Reidenberg et al. 1975;
du Souich und Lambert 1981). In dem hier untersuchten Kollektiv konnten 58,6% der
Patienten als langsame und 41,4% als schnelle Acetylierer klassifiziert werden. Die
Verteilung der Acetyliererphé@notypen bei gesunden Probanden weil3er Hautfarbe lag
mit 43 bis 56% langsame Acetylierer und 44 bis 57% schnelle Acetylierer in einem
korrespondierenden Bereich (Carr et al. 1978; May et al. 1990). Probanden
asiatischer Herkunft hingegen sind Uberwiegend schnelle Acetylierer. So konnten
z.B. bei einer Studie von Lee et al. 1985 die thailandischen Testpersonen zu 97%
dem schnellen Acetyliererphanotyp zugeordnet werden. Opravil et al. 1994 konnten
bei 18 von 33 eingeschlossenen HIV-infizierten Patienten den MADDS/DDS-
Quotient bestimmen und eine gleichmaldige Verteilung mit neun langsamen und
neun schnellen Acetylierern in diesem Kollektiv demonstrieren. Fir einige Pharmaka
konnte ein Zusammenhang zwischen Acetyliererstatus einerseits und
therapeutischer Wirkung und unerwinschten Nebenwirkungen anderseits
nachgewiesen werden. Auch die Plasmaspiegel der Ausgangssubstanzen waren
teilweise von der Acetylierungskapazitat abhangig. Bei Dapson hingegen ist der
therapeutische Effekt, die Nebenwirkungsrate und die Dapsonplasmakonzentration
unabhéngig von dem Acetyliererphanotyp (May et al. 1990; Zuidema et al. 1986).
Die Bestimmung des Acetyliererstatus scheint also fur die Behandlung mit Dapson
eine untergeordnete Rolle zu spielen. Der Einflul3 der Acetylierungskapazitat auf die
Wirkung der in der Therapie der fortgeschrittenen HIV-Erkrankung verordneten
Medikamente ist jedoch fast vollstandig unbekannt. Die Einmalgabe von Dapson als
Testsubstanz ware fur weiterfihrende Untersuchungen geeignet.
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In dieser Arbeit wurde als Teilaspekt der Compliance die Einnahmetreue der HIV-
infizierten Patienten anhand der Plasmaspiegel von Pyrimethamin und Dapson
ermittelt. Die zur Bestimmung der Compliance notwendige Probenanzahl wurde auf
minimal vier festgelegt. 64,5% der Patienten erfillten dieses Kriterium. Von diesen
Patienten wurden wiederum 80% als compliant und 20% als non-compliant
eingestuft. In Studien zur ambulanten Therapie der arteriellen Hypertonie stellte sich
eine Compliance von 50 bis 70% heraus. Das Mal3 an Compliance in verschiedenen
Studien ist von zahlreichen Faktoren abhangig. Es wird z.B. durch die
Nachweismethode der Einnahmetreue, die Applikationsform und -frequenz, das
Wirkungs- und Nebenwirkungsspektrum der Medikamente, die Motivation der
Patienten und vor allem durch die eigentliche Krankheit beeinflu3t (Aronson und
Hardman 1992). Da in dieser Arbeit minimal vier Plasmaproben fur die Bestimmung
der Einnahmetreue obligat waren, nahmen Patienten, die nicht oder nur selten an
Routineuntersuchungen partizipierten, nicht an der Analyse der Compliance teil.
Dieser methodische Aufbau fuhrt mutmallich zu einer starken Selektion
einnahmetreuer Patienten und damit insgesamt zu einer Uberschatzung der
wirklichen Compliance. Bei Patienten in fortgeschrittenen Stadien der HIV-Infektion
kann durch zahlreiche Faktoren die Einnahmetreue eingeschrankt sein. So kénnen
sich eine hohe tagliche Tablettenmenge, eine HIV-assoziierte Enzephalopathie, die
insgesamt infauste Prognose und die fehlende unmittelbare Verbesserung der
Lebensqualitat negativ auf die Motivation zu einer prophylaktischen Pharmako-
therapie auswirken. Da im Gegensatz zu der Akuttherapie die Compliance in der
Prophylaxe nicht unmittelbar am klinischen Erfolg verifiziert werden kann, liefert die
Uberwachung von Plasmaspiegeln in der krankheitsverhiitenden Therapie wichtige
Informationen fur die behandelnden Therapeuten. Auch zur einwandfreien
Bewertung wissenschatftlicher Studien zur prophylaktischen Therapie sekundérer
Infektionen ist die Berticksichtigung der Compliance unabdingbar.

Die Kombination von Dapson und Pyrimethamin zur Prophylaxe der Pneumocystis
carinii-Pneumonie und der Toxoplasma gondii-Enzephalitis hat sich in mehreren
Studien als hoch wirksam erwiesen (Girad et al. 1993; Grinewald et al. 1993;
Opravil et al. 1995; Podzamczer et al. 1993). So konnte in einer statischen Analyse
verschiedener Studien gezeigt werden, daf’ das Risiko an PCP zu erkranken bei den
auf Dapson basierenden Prophylaxen gegeniber der Inhalation mit Pentamidin mit
einem relativen Risiko von 0,93 in etwa gleich war. Fiur die zerebrale Toxoplasmose
zeigte sich im Vergleich mit Trimethoprim/Sulfamethoxazol ebenfalls eine ahnliche
Wirksamkeit (loannidis et al. 1996). Die Kombinationsprophylaxe mit Dapson und
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Pyrimethamin ist jedoch mit teilweise gravierenden, dosisabhangigen
Nebenwirkungen wie Arzneimittelexanthemen, Fieber, Hamatotoxizitat und Hepatitis
belastet. Die Reduktion der Dosis auf 100 mg Dapson/50 mg Pyrimethamin pro
Woche fuhrte jedoch zu einer hoheren PCP-Inzidenz und einer verklrzten
Uberlebenszeit (Antinori et al. 1992; Antinori et al. 1995). In diesen Studien wurde
jedoch auf eine Komedikation mit Folinsdure verzichtet. In der hier dargestellten
Arbeit wurde eine antiprotozoale Prophylaxe mit 100 mg Dapson plus 25 mg
Pyrimethamin plus 15 mg Folinsdure zweimal wdchentlich durchgefihrt. In der
Gruppe, der als compliant klassifizierten Patienten trat keine zerebrale
Toxoplasmose auf. Die bei einem nicht einnahmetreuen Patienten beobachtete
Toxoplasma gondii-Enzephalitis ist als spontanes Lokalrezidiv im naturlichen Verlauf
der fortgeschrittenen HIV-Infektion zu werten. Die Prophylaxe der Pneumocystis
carinii-Pneumonie hingegen versagte bei einem Patienten aus der als compliant
eingestuften Gruppe. In der vorhandenen Literatur wurde der MilRerfolg der PCP-
Prophylaxe bisher weitgehend auf zu niedrige Plasmakonzentrationen aufgrund
einer Interaktion mit anderen Pharmaka oder mangelnder Compliance zurtickgefuhrt.
(Horowitz et al. 1992; Huengsberg et al. 1993). Die gut dokumentierten Plasma-
spiegel von Dapson und Pyrimethamin lagen bei dem an PCP erkrankten Patienten
wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums in einem relativ hohen Bereich. Im
Gegensatz zu der bisherigen Annahme lag also die Ursache fir den Mil3erfolg der
Prophylaxe zumindest in diesem Fall nicht in zu niedrigen Plasmaspiegeln. Mdgliche
Ursachen fur das Versagen koénnten in einer extrem beeintrachtigten Immunabwehr
des Patienten, einer gestorten Penetration der Medikamente in das Lungengewebe
oder in einer Resistenz der Erreger gegen die prophylaktisch eingesetzten Medika-
mente liegen. Um den Hintergrund fur den Erfolg bzw. MilRerfolg von antiprotozoalen
Pharmaka in der Prophylaxe von opportunistischen Infektionen zu erforschen, sind
weitere auf Konzentrationsbestimmungen basierende Studien notwendig.
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5.  ZUSAMMENFASSUNG

Eine HPLC-Methode zur simultanen Bestimmung des Sulfons Dapson, dem
Hauptmetabolit Monoacetyldapson und dem Dihydrofolsaurereduktasehemmer
Pyrimethamin wurde entwickelt. Als Probenaufbereitung konnte eine Festphasen-
extraktion mit C18-Réhrchen etabliert werden. Konsekutiv wurden die Parameter der
HPLC systematisch variiert und optimiert. Die chromatographische Trennung
erfolgte als Gradientenelution mit Methanol, Acetonitrii und 5,0 mmol/l
Hexansulfonsaure als mobile Phase. Sulfadimethoxin kam als interner Standard zum
Einsatz. Als optimale Detektionswellenlangen wurden 295 nm (DDS, MADDS, 1S)
und 210 nm (PYR) ermittelt. Die gesamte analytische Methode zeichnet sich durch
einen effizienten Probendurchsatz sowie eine hohe Spezifitat, Sensibilitat und
Préazision aus (Eljaschewitsch E; Padberg J; Schirmann D; Ruf B 11/1996).

Zur Prophylaxe der bei HIV-infizierten Patienten haufigen opportunistischen
Infektionen Pneumocystis carinii-Pneumonie und Toxoplasma gondii-Enzephalitis
wurden 100 mg Dapson, 25 mg Pyrimethamin und 15 mg Folinsdure zweimal pro
Woche gegeben. Die steady-state Plasmaspiegel von DDS, MADDS und PYR
wurden aus 224 Blutproben von 31 HIV-seropositiven Patienten bestimmt. Die
medianen Plasmakonzentrationen der als compliant klassifizierten Patienten
erreichten 1162 ng/ml fur DDS und 331 ng/ml fur PYR am Einnahmetag. Die
medianen Talspiegel vor der nachsten Tabletteneinnahme lagen bei 136 ng/ml fur
DDS und 230 ng/ml fir PYR. Insgesamt zeigten die Plasmakonzentrationen der HIV-
seropositiven Patienten eine Ubereinstimmung mit den pharmakokinetischen Daten
gesunder Probanden. Lediglich absolute Ho6he der Dapsonspiegel war
vergleichsweise niedrig.

Aus dem MADDS/DDS-Quotienten konnte der individuelle Acetyliererphéanotyp der
Patienten ermittelt werden. Die Verteilung in 58,6% langsame und 41,4% schnelle
Acetylierer entspricht der Haufigkeit in der Normalbevdlkerung weil3er Hautfarbe.

In der als non-compliant klassifizierten Gruppe erkrankte ein Patient an zerebraler
Toxoplasmose. Bei den als compliant eingestuften Patienten hingegen trat keine
Toxoplasma gondii-Enzephalitis auf. Die Prophylaxe der Pneumocystis carinii-
Pneumonie versagte jedoch bei einem als compliant bestimmten Patienten. Die gut
dokumentierten Plasmaspiegel von DDS und PYR lagen bei dem betreffenden
Patienten kontinuierlich in einem hohen Bereich.
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