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1  Einleitung

Digitoxin und Digoxin sind sekundére Cardioglycoside, die aus den Blittern der Digitalis-
Arten Digitalis lanata (wolliger Fingerhut) und Digitalis purpurea (roter Fingerhut) gewonnen
werden. In diesen Pflanzen werden sie durch enzymatische Umwandlung aus den jeweiligen
primdren Cardioglycosiden gebildet; so entsteht Digitoxin aus Lanatosid A (Digitalis lanata)
bzw. dem Purpureaglycosid A (Digitalis purpurea) und Digoxin aus Lanatosid C (Digitalis
lanata) (Abb. 1).

Die Cardioglycoside bestehen aus einem Steroidteil, auch Aglycon genannt, der am
Kohlenstoffatom 3 [(-glycosidisch mit einem Zuckerrest verkniipft ist. Die Aglycone
Digoxigenin und Digitoxigenin gehoren zur Steroidgruppe der Cardenolide. Die Ringe A/B
sind in cis, B/C in trans- und C/D wieder in cis-Stellung miteinander verkniipft [1].
Charakteristisch fiir diese Gruppe ist ein O,3-ungeséttigter y-Lactonring, der [3-stdndig an das
Kohlenstoffatom 17 des Steroidgeriists gebunden ist, und eine ebenfalls [B-stindige tertidre
Hydroxygruppe am Kohlenstoffatom 14 [2]. Digoxigenin besitzt dariiber hinaus eine weitere
Hydroxygruppe am Kohlenstoffatom 12.

In Digoxin und Digitoxin ist ein Trisaccharid aus Digitoxose (2,6-Di-desoxy-D-ribohexose)
mit dem jeweiligen Aglycon [-glycosidisch verkniipft. Die Digitoxose-Einheiten sind

miteinander (1 - 4)-B-glycosidisch verbunden.

Ihre besondere Bedeutung als Pharmaka haben Digoxin und Digitoxin auf Grund ihrer
enormen herzwirksamen Eigenschaften gewonnen. Der therapeutische FEinsatz der
Cardioglycoside erfolgt bei Herzinsuffizienz und supraventrikuldren Herzrhythmusstérungen.
In geringen Mengen erhdhen die cardioaktiven Steroide die Schlagkraft des Herzens. Die
Schlagfolge wird verlangsamt und die Erregungsleitung erschwert. Eine zu grofle Dosis der
Cardioglycoside kann jedoch toxisch wirken und zum Tode fiihren [3].

Die Wirkung der Cardioglycoside beruht auf der reversiblen Inhibition der
membranassoziierten Natriumpumpe (Na'-K'-ATPase). Dadurch ist der Transport von
Natrium-Ionen von der intrazelluliren zur extrazelluliren Membranseite und von Kalium-

Ionen in umgekehrter Richtung gehemmt. Die Zunahme von Natrium-Ionen im Zellinneren
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Abb. 1: Digoxin und Digitoxin sowie strukturverwandte Verbindungen

aktiviert einen Ca®"/Na'-Carrier, der abhingig vom elektrischen Gradienten Natrium- und
Calcium-Ionen in jede Richtung zwischen intra- und extrazellulirem Raum austauschen kann.
Er verringert die innere Natrium-Konzentration und Calcium strémt vermehrt in die Zelle. Die
erhohte Konzentration von Calcium im Zellinneren bewirkt eine stirkere elektromechanische

Kopplung und damit einen positiven inotropen Effekt (Erh6hung der Kontraktilitét).




Fir die Wirkung der Cardioglycoside ist ausschlieBlich der Aglyconteil verantwortlich.
Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dal die freien Aglycone Digoxigenin und
Digitoxigenin weniger wirksam sind. Die Verkniipfung der Zuckerreste mit dem Aglycon ist
fiir die Loslichkeit und Verteilung der Substanzen im Korper notwendig. Die wesentlichen
Unterschiede in der therapeutischen Wirksamkeit der verschiedenen Cardioglycoside beruhen
auf ihren unterschiedlichen pharmakokinetischen Eigenschaften. Die entscheidende
Determinante ist der Polarititsgrad, der von Digitoxin zum Digoxin zunimmt. Je geringer die
Polaritdt der Substanz ist, desto groBer ist ihre Lipoidloslichkeit. Mit steigender
Lipoidloslichkeit nimmt die Resorbierbarkeit und der Grad der Plasmaeiwei3bindung zu und
die Eliminationsgeschwindigkeit ab [4].

So betrdgt die Halbwertzeit von Digoxin 26 bis 52 Stunden und die Zeit bis zu Einstellung
eines Gleichgewichts (steady-state) 5 bis 7 Tage. Ca. 23 % des Digoxins sind reversibel an
Proteine gebunden [5]. Die Halbwertzeit des lipophileren Digitoxins betrdgt 100 bis 200
Stunden. Der steady-state wird erst nach ca. einem Monat erreicht. Mit 90 % ist die reversible

Bindung des Digitoxins an Proteine bedeutend hoher als die des Digoxins [5].

Die Cardioglycoside werden entweder renal aus dem Korper ausgescheiden (Digoxin: 80 %,
Digitoxin: 30 %) [6] oder durch Biotransformation der Stoffe in eine hydrophilere Form
iiberfiihrt. Diese Umwandlungen finden vor allem in der Leber statt. Dabei kann Digitoxin
durch Hydroxylierung am Kohlenstoff 12 in Digoxin iliberfiihrt werden. Durch sukzessive
hydrolytische Abspaltung der Digitoxose-Molekiile entstehen die Bis-Digitoxoside, Mono-
Digitoxoside und Aglycone von Digoxin und Digitoxin (Abb. 1) [7]. Die Hydrierung des
ungesittigten Lactonrings des Aglycon fiihrt zu Dihydrodigoxin. Durch weitere
Stoffwechselprozesse (Oxidation, Epimerisierung und Konjugation mit Glucuronsdure oder
Sulfaten) werden die Substanzen in ausscheidbare Formen umgewandelt. Einige dieser

Metabolite sind bioaktiv und haben z.T. herzwirksame Eigenschaften [8].

Beim Einsatz der Cardioglycoside ist eine genaue Dosierung auflerordentlich wichtig, da das
therapeutisch wirksame Konzentrationsintervall klein ist. Besonders fiir Digoxin ist der
therapeutische Bereich mit einer Serumkonzentration von 1,0 bis 2,6 nmol/l (0,8 bis 2,0 pug/l)
extrem gering. Unterhalb dieser Konzentration (subtherapeutischer Bereich) bleibt die
gewiinschte Wirkung aus. Oberhalb von 3,8 nmol/l (3 pg/l) liegt die Konzentration bereits im
toxischen Bereich [5]. Der therapeutische Bereich flir Digitoxin ist um den Faktor 10 grof3er

als der des Digoxins. Fiir die Therapie wird hier eine Serumkonzentration von 13 — 39 nmol/l
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(10 - 30 mg /1) angestrebt. Toxische Konzentrationen liegen oberhalb von 59 nmol/l (45 mg/l)
[5]. Liegt eine lebensbedrohliche Cardioglycosid-Intoxikation vor, so werden dem Patienten
spezifische Fragmente eines Digitalis-Antitoxins vom Schaf (Fab-Antikorper) verabreicht.
Durch Bindung des Cardioglycosids an diese Fragmente wird die Serumkonzentration des

»freien Cardioglycosids verringert [9].

Damit bei der Therapie eine effektive Serumkonzentration erzielt wird und toxische oder
subtherapeutische Werte vermieden werden, sind regelméfige Konzentrationsbestimmungen
der Cardioglycoside notwendig [10].

Die Bestimmung von Cardioglycosidkonzentrationen erfolgt heute in klinisch-chemischen
Routinelaboratorien liberwiegend mit immunchemischen Methoden. Die einzelnen Assays
verschiedener Hersteller unterscheiden sich voneinander durch die Verwendung
unterschiedlicher Antikorper und verschiedener Detektionsmethoden wie
Fluoreszenzpolarisation, = Turbidimetrie = oder = Chemilumineszenz  [6]. Fiir alle
immunchemischen MeBverfahren entscheidend ist die Spezifitdt des Antikorpers, mit dem das
Antigen — hier Digoxin oder Digitoxin — komplexiert wird. Ist die Spezifitit des Antikorpers
gering, so treten Kreuzreaktionen auf, d.h. der Antikdrper bindet neben dem zu
quantifizierenden Cardioglycosid auch strukturdhnliche Bestandteile der Probe wie z.B.
Metabolite der Biotransformation. Es konnte gezeigt werden, dafl einige Digoxinmetabolite
(z.B. Digoxigenin) in manchen Digoxin-Immunoassays eine hohe Kreuzreaktivitit aufweisen
und stirkere Immunaktivitit als Digoxin selber zeigen [5]. Somit stellt sich das Problem, daf3
in Abhéngigkeit von dem verwendeten Assay je nach der Spezifitit der verwendeten
Antikorper  fiir ein  und  dieselbe  Probe unterschiedliche Digoxin-  oder
Digitoxinkonzentrationen bestimmt werden, obwohl in einer gegebenen Serumprobe nur eine

,wahre* Konzentration vorliegen kann.

Dieses Phdnomen ist auch fiir andere MeBgréen in der klinisch-chemischen Analytik
bekannt: In Abhédngigkeit von der verwendeten Methode und vom durchfiihrenden Labor
variieren die Analysenergebnisse fiir ein und dieselbe Probe iiber einen mehr oder weniger
groflen Konzentrationsbereich. Qualitativ mangelhafte Laborergebnisse erschweren dem Arzt
die Interpretation und kdnnen zum Nachteil des Patienten zu falschen Diagnosen fiihren.

Um die Zuverléssigkeit der Routinemethoden zu verbessern und eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu erzielen - unabhédngig mit welcher Methode und von welchem Labor diese

ermittelt wurden - wurde in der Klinischen Chemie das Konzept der Riickfiihrbarkeit von
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Messungen eingefiihrt [11]. Dieses Konzept wurde in der allgemeinen chemischen Metrologie
entwickelt. Entsprechend dem WOrterbuch der Metrologie [12] und dem Leitfaden zur
Angabe der Unsicherheit beim Messen [13] ist die Riickfiihrbarkeit einer Messung die
»Eigenschaft eines MefBergebnisses oder des Wertes eines Normals, durch eine
ununterbrochene Kette von Vergleichsmessungen mit angegebenden MeBunsicherheiten auf
geeignete Normale, im allgemeinen internationale oder nationale Normale, bezogen zu sein®.
Fiir die Praxis bedeutet dies, daB3 jede Routinemethode, mit der ein Wert ermittelt wird, zuvor
mit einem geeigneten Material kalibriert werden mull. Wurde der Wert fiir diesen Kalibrator
mit einer Methode A ermittelt, deren MeBverfahren auf einer metrologisch hoheren Ebene
angesiedelt ist, so ist die Routinemethode und damit der ermittelte Wert riickgefiihrt. Analog
kann die Methode A wiederum mit einem Material kalibriert werden, dessen Wert mit einer
Methode von ebenfalls hoherem metrologischen Rang bestimmt wurde. Hieraus ergibt sich

eine Hierarchie von Methoden und Materialien, an deren Spitze die SI-Einheit steht (Abb. 2).

A SI-Einheit

v

Primére Referenzmefverfahren ]

Primérer Kalibrator

e 3}
[}
g
\ £
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8 g 5
é Sekundérer Kalibrator e
= N i
2 MeBverfahren A | E
/ ‘g
Kalibrator A é
N , =
RoutinemefBverfahren |
Probe
Ergebnis

Abb. 2: Schematische Darstellung des Konzeptes der Riickfiihrbarkeit

Je hoher eine Methode in dieser Hierarchie angesiedelt ist, desto geringer muf3 die
MeBunsicherheit ihrer Ergebnisse sein. Eine wichtige Voraussetzung fiir die Anwendung des

hierarchischen Schemas der Riickfiihrbarkeit ist die Spezifitit aller angewandten
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Analysenverfahren. Dies gilt in besonderem Male fiir ein Primédres ReferenzmefBverfahren,
welches die hochst mogliche Ebene in der metrologischen Hierarchie darstellt. Es mul3
spezifisch fiir den zu untersuchenden Analyten sein, und alle Reaktionsschritte miissen gut
definiert und genauestens beschrieben sein [14]. Die MeBunsicherheit der Methode muf3
minimal sein.

In Deutschland wird dieses Konzept der Riickfiihrbarkeit von MefBergebnissen seit vielen
Jahren im Rahmen der Externen Qualititskontrolle von klinisch-chemischen Laboratorien
angewendet. Im Eichgesetz sowie in der Eichordnung und den Richtlinien der
Bundesirztekammer zur Qualititssicherung [15] ist festgelegt, daB alle medizinischen
Laboratorien regelmiBig im Rahmen von Ringversuchen Kontrollmaterialien analysieren
missen. Die Zielwerte fiir die Kontrollmaterialien werden nach Moglichkeit mit Primaren
Referenzmethoden bestimmt. Fiir eine Reihe von MeBgroBBen stehen bereits Primére
Referenzmethoden zur Verfligung, die in Speziallaboratorien entwickelt und angewendet
werden; als Beispiele seien die Methoden zur Bestimmung von Glucose [16], Harnséure [17],
Harnstoff [18], Kreatinin [19], Cholesterin [20] und Gesamt-Glycerin [21] sowie die
Hormone Cortisol [22], Progesteron [23], Aldosteron [23], Testosteron [23], Ostradiol-173
[24], Ostriol [25] und Thyroxin [26] genannt. Die Ergebnisse der Kontrollprobenmessungen
in den Routinelaboratorien werden von sogenannten Referenzinstitutionen durch Vergleich
mit den Referenzmethodenwerten beurteilt. Sofern ein Labor die Anforderungen erfiillt, erhilt
es ein Zertifikat, das den kontrollierenden Eichbehdrden zur Beurteilung und den

Kassenirztlichen Vereinigungen zur Abrechnung vorgelegt werden muf3.

Fiir Substanzen mit eindeutig definierter molekularer Struktur wie z.B. Elektrolyte,
organische Substanzen wie Digoxin oder Digitoxin und Metabolite wie Cholesterin, Kreatinin
oder Steroidhormone kénnen die Ergebnisse auf die SI-Einheit ,,Mol* riickgefiihrt werden.
(Primire) Referenzmethoden, deren Ergebnisse direkt auf diese SI-Einheit riickfiihrbar sind,
miissen ein geeignetes MeBprinzip, das sich durch besonders hohe Spezifitit und Richtigkeit
auszeichnet, verwenden. Zu den international anerkannten MeBprinzipien dieser Art gehort
neben der Coulometrie und Gravimetrie die massenspektrometrische

Isotopenverdiinnungsanalyse [27].

Das in der vorliegenden Arbeit angewandte Prinzip der massenspektrometrischen
Isotopenverdiinnung wurde erstmals 1970 zur quantitativen Bestimmung von

Steroidhormonen beschrieben [28]. Bei der Durchfithrung einer Methode, die auf diesem
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Prinzip basiert, wird einer zu analysierenden, exakt abgemessenen Serumprobe eine definierte
Menge der entsprechenden isotopenmarkierten Substanz als interner Standard zugegeben
(Abb. 3). Nach Moglichkeit sollte es sich um eine stabile, nicht-radioaktive Markierung (z.B.
’H, C, "N, '"®0) handeln. Nach Aquilibrierung des Analyten mit der isotopenmarkierten
Substanz in der Serumprobe folgen mehrere Reinigungsschritten (z.B. Eiweillfdllung,
Extraktion, Chromatographie, Derivatbildung) besteht. Vor der massenspektrometrischen
Analyse erfolgt eine chromatographische Trennung (z.B. Gaschromatographie,
Hochleistungsfliissigchromatographie). Der so vorgereinigte Analyt wird aus der
Chromatographiesdule in das Massenspektrometer eluiert. Das MS-Gerét wird so eingestellt,
dall wihrend der Analyse kontinuierlich zwei Massen aufgezeichnet werden, von denen die
eine charakteristisch fiir den Analyten und die andere charakteristisch fiir die entsprechende
isotopenmarkierte interne Standardverbindung ist, d.h. je nach Isotopenmarkierung um 2, 3
oder 4 Massen hoher liegt. Auf diese Weise werden gleichzeitig zwei
Massenchromatogramme aufgezeichnet, aus denen das Isotopenverhiltnis
(Signalfldchenverhiltnis) des nicht-markierten Analyten zum markierten Analyten ermittelt
wird. Aus den Isotopenverhiltnissen, die in Serumproben und in Kalibratoren mit definierten

Mengen an isotopenmarkiertem und natiirlichem Analyten gemessen werden, berechnet man

die Analysenergebnisse (Abb. 3) [29].

Analyt im Serum - Isotopenmarkierter Analyt

i

Analysenprozedur

l

Chromatographie mit anschlieender
massenspektrometrischer Analyse

e Bestimmung des Isotopenverhéltnisses

i

Berechnung des Analysenergebnisses

Abb. 3: Schematische Darstellung der massenspektrometrischen Isotopenverdiinnungsanalyse

Fiir alle bisher entwickelten Referenzmethoden, die das Prinzip der massenspektrometrischen
Isotopenverdiinnung verwenden, wurde als Analysensystem eine Kombination aus einem

Gaschromatographen und einem Massenspektrometer verwendet. Diese Gerdtekombination
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ist jedoch nur fiir die Untersuchung thermostabiler Verbindungen geeignet. So werden
Substanzen, die z.B. Zuckerreste besitzen, unter den hohen Temperaturbedingungen der
Gaschromatographie zerstort. Eine alternative Moglichkeit, solche Substanzen nach einer
Chromatographie massenspektrometrisch zu untersuchen, bietet die Kombination der
Massenspektrometrie (MS) mit der Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC). Die HPLC
kann bei Raumtemperatur stattfinden, so da die Verbindungen unbeschadet zum
Massenspektrometer gelangen. Lange Zeit konnte der direkte Einlal von Proben in geldster
Form aus dem Eluat einer HPLC-Sdule und die notwendige Ionisierung im
Massenspektrometer technisch nicht realisiert werden [30]. Dieses Problem wurde dadurch
gelost, daB die Verdampfung und Ilonisierung der fliissigen Proben in einer unter
Atmosphirendruck arbeitenden Ionenquelle erfolgt, aus der heraus die teilweise
desolvatisierten Ionen in den Analysatorteil des Massenspektrometers tliberfiihrt werden. Bei
diesem sogenannten Elektrosprayverfahren wird die in Losung vorhandene Probe in einem
starken elektrostatischen Feld verspriiht, das zwischen der Kapillarspitze, aus der die Losung
austritt, und einer wenige Millimeter davon entfernten Gegenelektrode angelegt wird. Durch
eine Offnung in dieser Gegenelektrode gelangen die gebildeten Ionen in den
Hochvakuumbereich des Massenspektrometers. Auf  Grund der milden
Ionisierungsbedingungen ist die Fragmentierung vieler Substanzen unbedeutend; {iberwiegend
werden protonierte Molekiilionen oder Addukte von Molekiilionen gebildet. Eine zusitzliche
Fragmentierung kann durch Anlegen einer Spannung hinter der Gegenelektrode im
Hochvakuumbereich stattfinden. Hierbei werden jedoch lediglich schwache Bindungen
gespalten. Die Ionen werden in einem Ionentrennsystem (Magnetfeld, Quadrupolfeld)
entsprechend ihrem Masse-Ladungsverhidltnis (m/z) voneinander getrennt und mit einem
Sekundirelektronenvervielfacher-Detektor nachgewiesen. Die Steuerung des HPLC-MS-
Gerédtesystems sowie die Aufzeichnung von Massenspektren und Massenchromatogrammen

erfolgt computergesteuert.
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2  Ziesetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, fiir die MeBgroBen Digoxin und Digitoxin im menschlichen
Serum ReferenzmeBverfahren zur quantitativen Bestimmung dieser Substanzen nach dem
Prinzip der massenspektrometrischen Isotopenverdiinnungsanalyse zu entwickeln. Hierzu war
es erforderlich, die zu analysierenden Verbindungen in der Form isotopenmarkierter
Substanzen chemisch zu synthetisieren. Die MeBverfahren sollten im Hinblick auf ihre
Eignung als Primdre Referenzmethoden tiberpriift werden, damit sie im Rahmen der Externen
Qualitdtskontrolle zur Ermittlung von Zielwerten fiir Kontrollmaterialien eingesetzt werden
kdnnen.

Durch Vergleichsmessungen an Patienten- und Kontrollproben wurde beispielhaft gezeigt,
wie die hier entwickelten ReferenzmeBverfahren zur Evaluierung von kommerziellen

RoutinemefBverfahren zur Bestimmung von Cardioglycosiden eingesetzt werden konnen.

16



3 Definitionen

Referenzmef3verfahren: Sorgfiltig gepriiftes MeBverfahren zur Messung einer oder
mehrerer MeBBgréfen, bei dem alle Bedingungen und Prozeduren exakt beschrieben sind, und
das aufgrund seiner Richtigkeit und Prizision zur Uberpriifung der Genauigkeit anderer

Methoden zur Bestimmung derselben MeBgréfen geeignet ist [31].

Wahrer Wert: Wert, der mit der Definition einer betrachteten speziellen Grof3e
iibereinstimmt [12]. Er kann mit keinem realen Mef3verfahren ganz exakt bestimmt werden,

allenfalls mit einer weitgehenden Anndherung [32].

Referenzmethodenwert: Wert fiir eine MeBgroBe, der durch ein ReferenzmefBverfahren

erhalten wird [33]. Er ist die beste verfiigbare Schitzung des wahren Wertes [32].

Genauigkeit: AusmaB der Ubereinstimmung zwischen dem MeBergebnis und einem wahren

Wert der MeBigrof3e. ,,Genauigkeit™ ist ein qualitativer Begriff.

Richtigkeit:  Ubereinstimmung zwischen dem Erwartungswert (Mittelwert von
Wiederholungsmessungen) und dem wahren Wert. Die Richtigkeit hat keinen numerischen

Wert [34].

Prazision: Ubereinstimmung zwischen Wiederholungsmessungen. Die Prizision hat keinen

numerischen Wert [34].

Meldunsicherheit: Dem MeBergebnis zugeordneter Parameter, der die Streuung der Werte

kennzeichnet, die der MeBBgroBe zugeordnet werden konnte [13].

Ruckfuhrbarkeit: Eigenschaft eines MeBergebnisses oder des Wertes eines Normals, durch
eine ununterbrochene Kette von Vergleichsmessungen mit angegebenden MefBunsicherheiten
auf geeignete Normale, im allgemeinen internationale oder nationale Normale, bezogen zu

sein [12].
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Leerprobe: Die Leerprobe ist unter Idealbedingungen eine Probe, welche den
nachzuweisenden oder den zu bestimmenden Bestandteil nicht enthilt, sonst aber mit der

Analysenprobe iibereinstimmt [35].

Nachweisgrenze: Die Nachweisgrenze ist eine Entscheidungsgrenze fiir das Vorhandensein
eines Bestandteiles. Der Bestandteil gilt als nachgewiesen, wenn sich das Signal der

Analysenprobe deutlich (signifikant) vom Leerwert unterscheidet [35].

Erfassungsgrenze: Die Erfassungsgrenze ist diejenige Konzentration, bei der der Nachweis

mit hoher Sicherheit gelingt. Sie liegt oberhalb der Nachweisgrenze [35].
Bestimmungsgrenze: Die Bestimmungsgrenze ist diejenige Konzentration, von der ab eine

Messung eine vorgegebene Anforderung an die Prézision erfiillt. Sie liegt oberhalb der

Erfassungsgrenze [35].
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4 Materialien

4.1 Chemikalien

4.1.1 Chemikalien zur Darstellung von [?H3]Digoxin und [“H3]Digitoxin

Deuteriumoxid, Uvasol®, Merck, Darmstadt,
Digoxin, Aldrich, Deisenhofen,
Digitoxin, Fluka, Deisenhofen,
1,4-Dioxan, zur Analyse, Merck, Darmstadt,
Tetrahydrofuran, zur Analyse, Merck, Darmstadt,
(getrocknet iiber Molekularsieb 0,4 nm, Merck, Darmstadt,)
Triethylamin, zur Synthese, Merck, Darmstadt.

4.1.2 Chemikalien zum Silikonisieren von Glasgefalien

Cyclohexan, zur Analyse, Merck, Darmstadt,

(getrocknet iiber Aluminiumoxid 90 aktiv, basisch,

KorngroBe 63 — 200 um, Merck, Darmstadt,)
Dichlordimethylsilan-Losung, 2%ig

in 1,1,1-Trichlorethan, Merck, Darmstadt,
Dichlormethan, zur Analyse, Merck, Darmstadt,
Methanol, SupraSolv, Merck, Darmstadt.

4.1.3 Chemikalien fur die Probenvorbereitung von Seren und Kalibratoren zur

Bestimmung von Digoxin bzw. Digitoxin im Serum

Ameisensdure, zur Analyse, 98 — 100 %, Merck, Darmstadt,
Aqua dest.

tert-Butylmethylether, SupraSolv, Merck, Darmstadt,
Digoxin, EP CRS, Promochem, Wesel,
[*H;]Digoxin, Synthese siehe 5.1.1
Digitoxin, EP CRS, Promochem, Wesel,
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[*H;]Digitoxin, Synthese siehe 5.1.2

n-Heptan, reinst, Merck, Darmstadt,
LiChroprepDiol, Korngréf3e 40 — 63 pum, Merck, Darmstadt,
iso-Propanol, reinst, Merck, Darmstadt,
Stickstoff 5.0, Reinheit > 99,999 %, Linde, Miinchen.

4.1.4 Lo6sungsmittel fur die mobile Phase desHPL C-M S-Systems

Ameisensdure, zur Analyse, 98 — 100 %, Merck, Darmstadt,
Aqua dest.,
Methanol, SupraSolv, Merck, Darmstadt.

4.2 Untersuchungsmaterialien

421 Kontrollmaterialien

Als Kontrollmaterialien wurden Humanserumpools verwendet, die zum Teil mit Digoxin
bzw. Digitoxin und anderen Arzneimitteln aufgestockt waren. Die Pools wurden in Form von
aliquotierten Einzelabfiillungen in lyophilisierter Form in Braunglasflaschen geliefert, die mit
einem Silikongummiseptum verschlossen waren. Es handelte sich um Kontrollseren, die vom
Referenzinstitut fiir Bioanalytik der Deutschen Gesellschaft fiir Klinische Chemie fiir
Ringversuche im Rahmen der Externen Qualititskontrolle eingesetzt wurden. Die
lyophilisierten Kontrollseren wurden der Vorschrift entsprechend mit 3 ml Aqua dest. bei

Raumtemperatur unter gelegentlichem Umschwenken 60 min rekonstituiert.

4.2.2. Patientenproben

Fir die Untersuchung von Patientenseren wurden iiberschiissige, nicht mehr fiir andere
Zwecke benotigte Probenreste verwendet, die dem Klinisch-Chemischen Labor des Instituts
fir Klinische Biochemie, Universitidtskliniken Bonn, und dem Klinisch-Chemischen Labor
des Instituts fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Klinikum der Stadt Niirnberg

zur Bestimmung von Digoxin bzw. Digitoxin zugesandt wurden.
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Das eingesendete Blut wurde zunichst zentrifugiert (1600 g) und das iiberstehende Serum
anschlieBend abdekantiert. Die Proben wurden bis zur weiteren Untersuchung bei — 20 °C in

Plastikrohrchen aufbewahrt.

43 Gerate

4.3.1 Hochlestungsfliissigchromatographie-M assenspektrometrie-Ger ét

Fiir die quantitative Analyse von Cardioglycosiden im Serum wurde eine Gerdtekombination
aus einem Hochleistungsfliissigchromatographie-Gerdt und einem Massenspektrometer von
Agilent Technologies (vormals Hewlett Packard) verwendet. Die Steuerung des
Geridtesystems erfolgt {liber einen Personalcomputer mit Hilfe der Bedienungssoftware
,HPLC/MSD ChemStation*, Rev. A.06.01.

Das Hochleistungsfliissigchromatographie-Gerdt (HPLC) besteht aus einem bindren
Pumpensystem und einem Autosampler. In einem vorgeschalteten Degaser wurden die als
mobile Phase eingesetzten Losungsmittel entgast. Aqua dest. und Methanol, die jeweils 0,1 %
(vol/vol) Ameisensédure enthielten, wurden als FlieBmittel fiir das Gradienten-HPLC-System
eingesetzt. In Ausnahmeféllen wurde die Ameisensdure durch Kaliumacetat ersetzt, so da3 die
Losungsmittel pro Liter 0,001 mol Kaliumacetat enthielten.

Als Trennsédule wurde eine 2 x 100 mm-Stahlsdule (Knauer, Berlin), gefiillt mit Octadecanyl-
Reverse-Phase-Material, Korngrole 5 um (Macherey & Nagel, Diiren bzw. Merck,

Darmstadt) verwendet.

Uber eine Peek-Kapillare gelangte das Eluat zum Massenspektrometer (MS).

Das Quadrupolmassenspektrometer fiir den Massenbereich bis m/z 3000 ist mit einem
Elektrospray-Ionisierungsinterface (ESI) ausgestattet. Im Interface wird das Eluat zerstaubt
und getrocknet. Der dazu bendtigte Stickstoff wurde aus komprimierter Luft (Kompressor:
Boge, Bielefeld) iiber einen Membrangenerator gewonnen.

Die Ionisierung der im Eluat gelosten Substanzen erfolgte unter Atmospharendruck
(Trockengas: Stickstoff, 9 1/min, 300 °C; Vernebelungsgas: Stickstoff, 30 psig). Durch ein
Spannungsfeld von 4000 V werden die Ionen durch eine Glaskapillare in den
Hochvakuumbereich des Massenspektrometers transportiert. Am Ende der Glaskapillare

erfolgt durch eine angelegte, variierbare Spannung eine Fragmentierung der Ionen. Nach
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Fokussierung des lonenstrahls findet die Massentrennung im Quadrupolteil statt. Die
Fragmente treffen nach Massen getrennt auf den Detektor, der die Signale elektronisch
vervielfacht.

Die Kalibration der Massenskala des Gerites erfolgte mit einem Tuning-Mix des Herstellers.

HPL C-ESI-M S-Bedingungen fir die Bestimmung von Digoxin

Fiir die mobile Phase bei der Chromatographie wurden Mischungen aus Methanol und Aqua
dest. eingesetzt. Beide Losungsmittel waren mit einem Anteil von 0,1 % Ameisensdure
versetzt. Die Mischungsanteile von Methanol zu Wasser wurden wihrend der
chromatographischen Analyse mit einem integrierten Gradientensystem gesteuert. Das
FlieBmittelgemisch wurde mit einem Fluf3 von 0,3 ml/ min durch das System gepumpt. Vor
Injektion der Proben und Standards wurde die HPLC-Séule mit einer Methanol : Aqua dest.-
Mischung (50 : 50 (vol/vol)) dquilibriert. Nach der Injektion wurde der Anteil des Methanols
in den ersten 10 Minuten des Analysenlaufs linear auf 78 % und danach bis zur 11. Minute
auf 100% erhoht. Das System wurde dann 2 Minuten mit 100 % Methanol gespiilt und
anschliefend wieder mit der Ausgangsmischung Methanol : Aqua dest.-Mischung = 50 : 50

(vol/vol) dquilibriert. Die Gesamtlaufzeit eines Analysenzyklusses betrug 18 min.
Fiir die Aufzeichnung von Massenspektren des natiirlichen und des deuterierten Digoxins
wurden die in Tabelle 1 aufgefiihrten Bedingungen vorgegeben. Das injizierte Volumen

entsprach einer Substanzmenge von ca. 10 ug.

Tabelle 1: Massenspektrometereinstellung fiir die Aufzeichnung von Digoxinmassen-

spektren
Scanbereich Gain Fragmentor Peakbreite Stepsize | Scanzeit/Zyklus
[m/z] [V] [min] [m/z] [s/ Zyklus]
200 - 900 2 100 0,40 0,10 3,79

Fiir die massenspezifische Detektion wurden die Massen fiir die Ionen der Natriumaddukte
des nicht-markierten Digoxins (m/z 803) und des deuterierten Digoxins (m/z 806)
aufgezeichnet. Zusédtzlich wurden in separaten Messungen die Massen von natiirlichen und

deuterierten Digoxigenin-bis-digitoxosid-Fragmenten (m/z 651 bzw. 654) detektiert.
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Fiir die exakte Einstellung der Massen dieser lonen in der Massenskala des Spektrometers
wurde vorab ein Gemisch aus nicht-markiertem und isotopenmarkiertem Digoxin unter den in

Tabelle 2 aufgefiihrten Bedingungen gemessen.

Tabelle2: Massenspektrometereinstellung fiir die Aufzeichnung von Digoxinmassen-

spektren in einem Bereich von 10 Masseneinheiten

Scanbereich Gain Fragmentor Peakbreite Stepsize | Scanzeit/Zyklus
[m/z] [V] [min] [m/z] [s/ Zyklus]
800 — 810 5 225 0,1 0,05 0,67
649 — 659 5 100 0,1 0,05 0,67

Die maximalen Intensitéten der beiden Natriumaddukt-Ionen bzw. der beiden Fragmentionen
wurden anschlieBend im Massenspektrum des Peaks bestimmt. Die so ermittelten Massen
lagen unter den beschriebenen Bedingungen fiir die Natriumaddukte zwischen 803,3 und
803,5 bzw. 806,3 und 806,5. Die Massen der Fragmentionen lagen zwischen 651,3 und 651,5
bzw. 654,3 und 654,5.

Fir die Erstellung massenspezifischer Chromatogramme wurden die in Tabelle 3

aufgelisteten Bedingungen fiir das Massenspektrometer gewéhlt.

Tabelle 3: Massenspektrometereinstellung fiir die Aufzeichnung von massenspezifischen

Chromatogrammen des Digoxins

SIM Gain Fragmentor Peakbreite | Scanzeit/lon | Scanzeit/Zyklus

[m/z] [V] [min] [ms/Ion] [s/ Zyklus]
803,3, 806,3 5 225 0,25 739 1,50
651,3, 654,3 5 100 0,25 739 1,50

HPL C-ESI-M S-Bedingungen fir die Bestimmung von Digitoxin

Als FlieBmittel wurde ein Gemisch aus Methanol und Aqua dest. verwendet. Die
Zusammensetzung wurde wéhrend der Analyse mit einem Gradientenmischer kontinuierlich
variiert. Beide Losungsmittel enthielten jeweils 0,1 % Ameisenséure. Vor der Injektion wurde
die HPLC-Sdule mit einer Methanol : Aqua dest.-Mischung (60 : 40 (vol/vol)) dquilibriert.
Der Methanolanteil wurde nach der Injektion linear bis zur 10. Minute auf 87 % und

anschlielend bis zur 11. Minute auf 100% erhoht. Das System wurde zwei Minuten mit 100
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% Methanol gespiilt und dann wieder mit der Ausgangsmischung Methanol : Aqua dest.-
Mischung = 60 : 40 (vol/vol) dquilibriert. Das FlieBmittel wurde mit einem Flu3 von 0,3 ml/

min durch das System gepumpt. Die Gesamtlaufzeit eines Analysenzyklusses betrug 18 min.

Die Fragmentierung der Ionen erfolgte im Hochvakuumbereich des Massenspektrometers.
Fir die Aufzeichnung von Massenspektren wurden die in Tabelle 4 aufgelisteten
Einstellungen des Massenspektrometers verwendet. Das injizierte Volumen entsprach einer

Substanzmenge von ca. 10 pg.

Tabelle4: Massenspektrometereinstellung fiir die Aufzeichnung von Digitoxinmassen-

spektren
Scanbereich Gain Fragmentor Peakbreite Stepsize | Scanzeit/Zyklus
[m/z] [V] [min] [m/z] [s/ Zyklus]
200 —-900 2 75 0,40 0,10 3,79

Fiir die massenspezifische Detektion wurden die Massen fiir die Ionen der Natriumaddukte
des nicht-markierten Digitoxins (m/z 787) und des isotopenmarkierten Digitoxins (m/z 790)
aufgezeichnet. Davon unabhédngig wurden in weiteren Kontrollmessungen die Massen des
Kaliumaddukts des natiirlichen und des deuterierten Digitoxins (m/z 803 und 806) detektiert.
Um die Ionenausbeute dieses letztgenannten Massenpaares zu steigern, wurde dem HPLC-
FlieBmittel ausnahmsweise Kaliumacetat anstatt der sonst {iblichen Ameisensdure zugesetzt
(s.0.).

Zur Bestimmung der exakten Ionenmassen wurde zunéchst ein Gemisch aus markierter und
nicht-markierter Substanz analysiert und wéhrend der Chromatographie unter den in Tabelle 5

genannten Bedingungen gescannt.

Tabelle5: Massenspektrometereinstellung fiir die Aufzeichnung von Digitoxinmassen-

spektren in einem Bereich von 10 Masseneinheiten

Scanbereich Gain Fragmentor Peakbreite Stepsize | Scanzeit/Zyklus
[m/z] [V] [min] [m/z] [s/ Zyklus]
785 - 795 3 250 0,1 0,05 0,67
800 - 810 5 225 0,1 0,05 0,67
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Die exakten lonenmassen der beiden Natriumaddukt- bzw. Kaliumaddukt-lonen wurden
anschlieend aus den Massenspektren abgelesen. Die so ermittelten Massen lagen flir die
Natriumaddukte zwischen 787,3 und 787,5 bzw. 790,3 und 790,5 und fiir die Kaliumaddukte
zwischen 803,3 und 803,5 bzw. 806,3 und 806,5.

Zur quantitativen massenspektrometrischen Bestimmung wurden die massenspezifischen
Chromatogramme des natiirlichen und des deuterierten Digitoxins unter den in Tabelle 6

aufgefiihrten Bedingungen aufgezeichnet.

Tabelle 6: Massenspektrometereinstellung fiir die Aufzeichnung von massenspezifischen

Chromatogrammen des Digitoxins

SIM Gain Fragmentor Peakbreite | Scanzeit/lon | Scanzeit/Zyklus

[m/z] [V] [min] [ms/ Ton] [s/ Zyklus]
787,3,790,3 2 225 0,25 739 1,50
803,3, 806,3 2 250 0,25 739 1,50

4.3.2 Hochdruckflissigchromatographie-Ger at mit Dioden-Array-Detektor

Fiir die Bestimmung der Reinheit der Cardioglycoside wurde ein HPLC-Gerit (Gynkotek,
Miinchen) verwendet, welches mit zwei Pumpen und einem Hochdruckgradientenmischer
ausgestattet war. Die Proben wurden iiber einen Autosampler injiziert. Als Trennsdule wurde
eine 4 x 250 mm-Saule, gefiillt mit LiChrosorb Diol, 5 um Korngrée (Merck, Darmstadt),
verwendet. Die Detektion der Signale erfolgte mit Hilfe eines Dioden-Array-Detektor (DAD)
(ausgestattet mit einer Deuteriumlampe) bei einer Wellenldnge von 220 nm. Fiir die
Bearbeitung und Auswertung der UV-Spektren wurde die Software ,,Chromeleon®, Version

4.12 verwendet.

25




4.3.3 Volumenmefigeréate

Fiir die Vorbereitung der Proben und Kalibratoren wurden folgende Volumenmef3gerite

verwendet:

Elektronisch gesteuertes Dosiergerdt mit

2,5 ml-Spritze, Microlab M,
Druckkolbenpipette, 100 pl, Varipetten 4810,
Druckkolbenpipette, 1000 pul, Varipetten 4810,
MeBkolben, 100 ml,

MeBkolben, 250 ml,

Spritze, 50 pl, mit fixiertem Wiederholadapter,

4.3.4 Waagen und Gewichtssatz

Hamilton, Bonaduz, Schweiz,
Eppendorf, Hamburg,
Eppendorf, Hamburg,

Brand, Wertheim/Main,
Brand, Wertheim/Main,

SGE, Melbourne, Australien.

Fir die Kalibration der Volumenmefgerdte und die Einwaage der Substanzen wurden

folgende Waagen und Gewichtssétze verwendet:

Elektronische Mikrowaage MC1, Wigebereich bis 5,1 g,

Feinwaage AC100, Wiagebereich bis 100 g,
Feinwaage 1474, Wigebereich bis 5 g,
Gewichtssatz von 1 mg bis 200 g, Klasse E2,
(zertifiziert vom Landesamt fiir MeB3- und Eich-

wesen Brandenburg, Potsdam).

4.35 Glas und Kleingeréte
Kiihlzentrifuge, Megafuge 1.0R,
Schiittelmaschine, Unimax 2010,

Metallblock-Thermostat mit Begasungseinheit,

Glassdulen mit Fritten, Eigenentwurf, angefertigt von

Autosamplerrohrchen, Crimp V-Vial,
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Sartorius, Goéttingen,
Mettler, Giel3en,
Sartorius, Gottingen,

Sartorius, Gottingen,

Heraeus/ Kendro, Hanau,
Janke & Kunkel, Staufen,
Toulemonde & C', Paris,
Frankreich,

Eich, Bonn,

Glastechnik Gréfenroda,

Grafenroda.



5 M ethoden

5.1 Darstellung von isotopenmarkierten Cardioglycosiden

Fir die Synthese von isotopenmarkierten Cardioglycosiden wurden die natiirlich
vorkommenden Verbindungen als Ausgangsmaterialien eingesetzt. Die Markierung der
Substanzen erfolgte durch den Austausch von Wasserstoffatomen gegen Deuteriumatome.
Hierfiir wurde ein von El Nemr et al. beschriebenes Verfahren zur Deuterierung von

Kohlenhydraten an der a-Position einer Carbonylfunktion [36] modifiziert.

5.1.1 Darstellung von deuteriertem Digoxin

Zur Herstellung der Reaktionslésung wurden 1,4-Dioxan, Tetrahydrofuran, Triethylamin und
Deuteriumoxid im Verhiltnis 4 : 4 : 2 : 3 (Volumenanteile) gemischt. Ca. 500 ug Digoxin
wurden in 10 ml dieser Mischung 16st. Nach einer Reaktionszeit von 20 Tagen bei
Raumtemperatur wurde die Reaktionslosung in Aliquote von je 500 pl aufgeteilt und bei 80
°C unter Stickstoff eingedampft. Um einen Wasserstoff-Deuterium-Riicktausch labil
gebundener Deuteriumatome, z.B. an Hydroxygruppen, zu ermdglichen, wurde der Riickstand
mit 2 ml Aqua dest. aufgenommen und die Losung wiederum unter Stickstoff bei 80 °C
eingedampft.

Der Riickstand wurde in 10 ml Methanol gelost. Jedes Aliquot enthielt ca. 25 ug des
mehrfach, iiberwiegend dreifach deuterierten Digoxins. Die Losung wurde bei 4 °C

aufbewabhrt.

5.1.2 Darstellung von deuteriertem Digitoxin

1,4-Dioxan, Tetrahydrofuran, Triethylamin und Deuteriumoxid wurden im Verhéltnis 4 : 4 : 2
: 3 (Volumenanteile) gemischt. Ca. 500 pg Digitoxin wurden in 10 ml dieser Mischung
gelost. Nach einer Reaktionszeit von 20 Tagen bei Raumtemperatur wurde die
Reaktionslosung in Aliquote von je 1 ml geteilt und bei 80 °C unter Stickstoff eingedampft.

Zum Austausch labil gebundener Deuteriumatome gegen Wasserstoffatome wurde der
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Riickstand mit 2 ml Aqua dest. aufgenommen und die Losung wiederum unter Stickstoff bei
80 °C eingedampft.

Der Riickstand wurde in 10 ml Methanol aufgenommen. Jedes Aliquot enthielt ca. 50 pg des
mehrfach, liberwiegend dreifach deuterierten Digitoxins. Die Losungen konnten bei 4 °C

langere Zeit aufbewahrt werden.

5.2 Bestimmung der Reinheit von Cardioglycosiden

Die als Kalibrationsmaterialien verwendeten Cardioglycoside wurden chromatographisch mit
einem HPLC-DAD-Geriét (s. 4.3.2) auf ihre Reinheit untersucht. Die chromatographisch
aufgetrennten  Substanzen wurden an Hand ihrer UV-Absorption in einem
Wellenlédngenbereich von 200 bis 900 nm mit dem Dioden-Array-Detektor nachgewiesen. Die
Berechnung der Reinheit erfolgte aus den Signalflichen der Cardioglycosid-Peaks und der

Verunreinigungen.

5.2.1 Bestimmungder Reinheit von Digoxin mittelsHPL C-DAD

1 mg Digoxin (Promochem, Wesel) wurde in 5 ml eines Losungsmittelgemischs aus n-Heptan
: iso-Propanol (70 : 30 vol/vol) durch 5-miniitige Ultraschallbehandlung geldst. 150 pul dieser
Losung wurden in das HPLC-System (4.3.2) injiziert.

Die Pumpe A forderte ein Losungsmittelgemisch aus n-Heptan : iso-Propanol (80 : 20
vol/vol) und Pumpe B ein Gemisch aus n-Heptan : iso-Propanol (50 : 50 vol/vol). Zum
Zeitpunkt der Injektion betrug der Forderanteil der Pumpe B 0 %. Er wurde innerhalb von 4
min auf 25 % erhoht. Bis zur 16. Minute wurde die Fliefmittelzusammensetzung unverdndert
beibehalten und dann bis zur 22. Minute auf 65 % Forderanteil der Pumpe B erhoht.
AnschlieBend wurde der Anteil der Pumpe B wieder auf 0 % heruntergesetzt.

Die Reinheitsbestimmung wurde in einer 10-fach Bestimmung durchgefiihrt. Die quantitative

Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit der Software ,,Chromeleon®, Version 4.12.
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5.2.2 Bestimmung der Reinheit von Digitoxin mittels HPL C-DAD

1 mg Digitoxin (Promochem, Wesel) wurde in 5 ml eines LOsungsmittelgemischs aus n-
Heptan : iso-Propanol (70:30 vol/vol) gelost und 100 pl der Losung mit dem Autosampler
injiziert (HPLC-DAD-Gerit: s. 4.3.2).

Das Laufmittel der Pumpe A bestand aus einem Losungsmittelgemisch n-Heptan : iso-
Propanol (80:20 vol/vol), das der Pumpe B aus dem Gemisch n-Heptan : iso-Propanol (50:50
vol/vol). Das System wurde bis zur 15. Minute isokratisch mit dem FlieBmittel der Pumpe A
betrieben, dann wurde bis zur 18. Minute der Anteil der Pumpe B auf 65 % erhdht.
AnschlieBend wurde der Anteil der Pumpe B wieder auf 0 % heruntergesetzt.

Die Digitoxin-Losung wurde zehnmal chromatographiert, und die Flachen der
aufgezeichneten Chromatographiesignale mit Hilfe der Software ,,Chromeleon®, Version

4.12, bestimmt.

5.3 Silikonisieren von Glasgefalden

Um die Oberflache von Glasgefdflen zu desaktivieren und damit irreversible Adsorption der
Analyten zu vermeiden, wurden sie mit einer Losung aus Dichlordimethylsilan und
getrocknetem Cyclohexan behandelt.

5 ml einer 2%igen Dichlordimethylsilan-Losung in 1,1,1-Trichlorethan wurden mit 95 ml
getrocknetem Cyclohexan zu einer 0,1%igen Losung verdiinnt. Zur Desaktivierung der
Glasoberfliche wurde das Glasgefial mit der Losung gefiillt und 10 min bei Raumtemperatur
stehengelassen. AnschlieBen wurde das Gefdl zunidchst mit Methanol, dann mit
Dichlormethan gespiilt und bei maximal 100 °C getrocknet.

Durch Autheizen der Glasgerite auf iiber 300°C konnte die Silikonisierung der Oberflédche

wieder entfernt werden.

54 Kalibration von Volumendosierungen und Einwaagen

Ruckfuhrung auf nationale Normale

Volumina, die fiir die Berechnung der Analysenergebnisse relevant sind, werden mit

automatischen Dosiergerdten, MeBkolben, Vollpipetten oder auch Mikroliterspritzen dosiert,
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die vorab kalibriert wurden. Aus organisatorischen wie auch aus Kostengriinden war es
jedoch nicht moglich, alle Kalibrationen von einem akkreditierten Kalibrierlaboratorium
durchfiihren zu lassen. Zur Sicherstellung der Riickfiihrbarkeit wurde jedoch durch
Vergleichskalibrationen  einzelner =~ Volumenmefgerdte  nachgewiesen, dal  die
Kalibrationsergebnisse der PTB und des akkreditierten Kalibrierlaboratoriums des Eichamts
Illmenau mit denen der hier beschriebenen laborinternen Kalibrationen im Rahmen der
MeBunsicherheit iibereinstimmen [37]. Die hier angewandten Kalibrierverfahren sind dariiber
hinaus im Rahmen eines Akkreditierungsverfahrens fiir andere MeBgréBen von der
Physikalisch-Technischen Bundesanstalt (PTB) akzeptiert worden.

Bei der laborinternen Kalibrierung der Volumina wurden entsprechende Mengen Wasser
mehrfach dosiert und gewogen. Die Volumina werden aus den Gewichten unter
Beriicksichtigung der Dichte des Wassers bei der jeweiligen MeBtemperatur berechnet [38].
Hierbei wurde fiir den Luftauftrieb in Abhéngigkeit von Luftfeuchte, Luftdruck und
Temperatur eine entsprechende Korrektur vorgenommen (10.1, GI. 14).

Die Kalibration der verwendeten Waagen erfolgte in Anbindung an metrologisch hohere
Normale, um die Riickfiihrbarkeit der Wagungen sicherzustellen. Im Rahmen dieser Arbeit
diente ein Gewichtssatz der Klasse E2, kalibriert und zertifiziert von dem akkreditierten
Massekalibrationslabor des Eichamts Brandenburg, als hheres Normal. Vor der Wéagung der
Wassermenge wurde die Waage zundchst mit dem zertifizierten Gewichtsstiick kalibriert. Die
folgende Wasserwigung war somit auf ein zertifiziertes Gewichtsnormal riickgefiihrt.

In Tabelle 11 (10.1) ist als Beispiel eine Berechnung mit allen zur Volumenkalibrierung
notwendigen Angaben dargestellt.

Zur Einwaage von Referenzmaterialien wurde die Waage analog mit dem zertifizierten

Gewichtssatz kalibriert, womit auch diese Einwaagen riickgefiihrt waren.

55 Vorschrift zur Bestimmung der Digoxinkonzentration im Serum

mittels massenspektrometrischer | sotopenverdiinnungsmethode

5.5.1 Kalibratorlésungen

Fiir die Kalibratorlosung I wurden ca. 2 mg Digoxin mit der kalibrierten Mikrowaage exakt
eingewogen (z.B. 2,004 mg) und in einen kalibrierten 100 ml Kolben {iberfiihrt. Der Kolben

wurde mit etwas Methanol gefiillt, zum Ldsen des Digoxins iiber Nacht bei Raumtemperatur
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stehen gelassen und dann bis zur Eichmarke aufgefiillt. 250 pl der Kalibratorlosung I
enthielten ca. 5 ug Digoxin. Die Losung I wurde bei 4 °C aufbewahrt.

Diese primére Kalibratorlosung war fiir die Verwendung im Rahmen der hier durchgefiihrten
Analysen zu konzentriert. Es erfolgte daher eine Verdiinnung zur Kalibratorlosung II: Hierzu
wurde in einem kalibrierten 250 ml MeBkolben eine Methanol-Aqua dest.-Mischung (50 : 50
vol/vol) vorlegt. Mit dem automatischen Dosiergerdt wurden 250 pl der Kalibratorlosung I in
den Kolben pipettiert und der Kolben bis zur Eichmarke mit der Methanol-Aqua dest.-
Mischung (50 : 50 vol/vol) aufgefiillt. 200 pl der Kalibratorlosung II enthielten ca. 4 ng
Digoxin. Die Losung II wurde ebenfalls bei 4 °C aufbewahrt.

Der genaue Gehalt der Kalibratorlosungen I und II errechnete sich aus der exakten Einwaage

und den kalibrierten Volumina der MefB3kolben und des Dosiergerits.

Wenn bei der Verwendung dieser Kalibratorlosung die Raumtemperatur um mehr als 2 °C
von der Temperatur bei der Zubereitung der Losung abwich, mufite die Konzentration mit
dem  kubischen = Ausdehnungskoeffizienten des Losungsmittels bzw. der

Losungsmittelmischung korrigiert werden [39]:

cr=cst/(1+(T-Tsr)*y (GL 1)
CT = Konzentration bei Benutzung

cst = Konzentration bei Zubereitung der Kalibratorlosung

T = Temperatur bei Benutzung

Tsr = Temperatur bei Zubereitung der Kalibratorlosung

Y = kubischer Ausdehnungskoeffizient

fir die Losungsmittelmischung Methanol : Aqua dest. = 50 : 50
(vol/vol) gilt
y=0,00065 [40]

Zur Herstellung der Gebrauchslosung des isotopenmarkierten Digoxins wurde 1 ml der
methanolischen Losung des deuterierten Digoxins (Syntheseprodukt, s. 5.1.1) mit 14 ml einer
Mischung aus Methanol und Aqua dest. (20 : 80 vol/vol) verdiinnt. 22 ul dieser Losung
enthielten ca. 2 ng dreifach deuteriertes Digoxin ([*Hs]Digoxin). Die Losung konnte bei 4 °C
mehrere Monate aufbewahrt werden und blieb hinsichtlich des Isotopenmusters stabil, wie

massenspektrometrisch nachgewiesen werden konnte.
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5.5.2 Probenvorbereitung

Fir die Bestimmung der Digoxinkonzentration wurden alle Kontrollmaterialien und
Patientenseren in Doppelbestimmungen aufgearbeitet und analysiert.

Fiir die Analysen wurden entgegen den sonst in der Analytik iiblichen Gepflogenheiten nicht
immer dieselben Mengen Serum eingesetzt. Vielmehr wurde von jedem
Untersuchungsmaterial jeweils so viel Serum dosiert, dall die Analysenprobe ca. 2 ng Digoxin
enthielt. Zur Abschitzung dieser Serummenge war eine orientierende Voranalyse mit
Routinemethoden erforderlich. So wurde erreicht, dafl die massenspektrometrisch ermittelten
Isotopenverhidltnisse nahe bei 1 lagen, was die grofitmogliche Zuverldssigkeit der
MefBergebnisse erwarten lie3. Die Proben wurden mit ca. 1200 ul Aqua dest. und 30 pl einer
Ameisensdure : Aqua dest-Mischung (1:9 vol/vol) verdiinnt. Mit Hilfe einer Mikroliterspritze
mit fixiertem Wiederholadapter wurden 22 pl der isotopenmarkierten Digoxinldosung
entsprechend 2 ng [2H3]Digoxin in die verdiinnte Probe dosiert. Zur Aquilibrierung des nicht-
markierten mit dem isotopenmarkierten Analyten wurden die Proben bei Raumtemperatur

iiber Nacht leicht geschiittelt.

Die Probe wurde dann mit 10 ml tert-Butylmethylether 15 min auf der Schiittelmaschine
extrahiert und dann 10 min bei 4000 g und 10 °C zentrifugiert. Die Etherphase wurde
abgehebert und die wilrige Phase ein zweites Mal mit 10 ml tert-Butylmethylether
geschiittelt und zentrifugiert. Die beiden Etherphasen wurden vereinigt und unter Stickstoff

bei ca. 30 °C eingedampft.

Im zweiten Reinigungsschritt wurde die Probe an einer mit LiChroprepDiol gefiillten
Glassdule (Lange: ca. 36 cm, Innendurchmesser: 0,5 cm) chromatographiert. Diese mulite
zuvor konditioniert und zur Bestimmung der Volumina der Vorfraktion und der
Digoxinfraktion ein Elutionsprofil angefertigt werden (Ermittlung des Elutionsprofils s.u.). Es
wurden 1,3 g Festphasenmaterial in die Sdulen gefiillt und diese dann zunichst mit 50 ml
Methanol und dann mit 35 ml einer n-Heptan : iso-Propanol-Mischung (60:40 vol/vol)
gespiilt. Es folgte eine Aquilibrierung mit 10 ml des FlieBmittels (n-Heptan : iso-Propanol =
60 : 40 (vol/vol), 0,1 % Ameisensaure).

Der nach der Extraktion erhaltene Trockenriickstand der zu analysierenden Probe wurde mit
200 pl des FlieBmittels gelost und auf die Sdule aufgetragen. Die Vorfraktion (typischerweise

6 ml) wurde verworfen. Die Hauptfraktion mit einem Volumen von 1,3 ml wurde in einem
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silikonisierten, spitzzulaufenden Autosamplerrohrchen (Gesamtvolumen ca. 1,5 ml)
aufgefangen. Das Eluat wurde unter Stickstoff bei ca. 30 °C eingedampft.

Mit 200 pl eines Losungsmittelgemischs (Methanol : Aqua dest. = 50 : 50 (vol/vol), 0,1 %
Ameisensdure) wurde der Riickstand aufgenommen und das Autosamplerrohrchen mit einer

Bordelkappe verschlossen.

Ermittlung des Elutionsprofils

Das FElutionsprofil der Sdule ist unter anderem abhdngig von der Fiillmenge des
Festphasenmaterials und dem verwendeten FlieBmittel. Es mufte daher fiir jede Material- und
FlieBmittelcharge einmal ermittelt werden. Zur Bestimmung der Vor- und Hauptfraktion
wurden zunédchst 10 ng Digoxin (gelost in 200 ul FlieBmittel) und anschlieend portionsweise
FlieBmittel auf die Sdule aufgetragen und die eluierten Fraktionen in Autosamplerréhrchen
aufgefangen. Die Fraktionen wurden bei ca. 30 °C eingedampft, mit dem FlieBmittel
aufgenommen und mit dem HPLC-ESI-MS-Gerit analysiert. Die Fraktionen mit maximaler

Peakintensitét entsprachen der Hauptfraktion.

5.5.3 Kalibratoren

Fiir die Erstellung der Kalibrationskurve wurden drei Kalibratoren mit unterschiedlichen
Mengen an Digoxin (z.B. 3, 4 und 5 ng) jeweils im Triplett hergestellt. Fiir die Dosierung der
Kalibratoren wurde mit dem Dosiergerit die Gebrauchskalibratorlosung 11 im Uberschuf3 (ca.
1000 pl) angesaugt und definierte, kalibrierte Volumina (z.B. 150, 200 oder 250 pl) in ein
silikonisiertes Autosamplerrdhrchen mit Rundboden (Gesamtvolumen ca. 2,0 ml) abgegeben.
Anschliefend wurde mit der Mikroliterspritze mit fixiertem Wiederholadapter ein Volumen
von ca. 2 x 22 ul der Lésung des isotopenmarkierten Digoxins zugefligt.

Zur Bestimmung des Isotopenverhiltnisses im nicht-markiertem Digoxin wurden
ausschlieBlich 250 pl der Kalibratorlosung II in ein silikonisiertes Autosamplerrohrchen
pipettiert.

Analog wurden fiir die Bestimmung des Isotopenverhiltnisses im deuterierten Digoxin 2 x 22
ul der Losung des isotopenmarkierten Materials mit der Mikroliterspritze mit fixiertem
Wiederholadapter in eine Vorlage von 250 ul der Mischung aus Methanol und Aqua dest. (50
: 50 (vol/vol)) in ein silikonisiertes Autosamplerrohrchen gegeben.

Alle Glasrdhrchen wurden mit Bordelkappen verschlossen und durch leichtes Schiitteln

gemischt.
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5.5.4 Quantitative Analyse mittelsHLPC-ESI-M S

Fiir die quantitative Bestimmung wurden abwechselnd Aliquote der Proben (80 pl) und der
Kalibratoren (50 pl) auf die HPLC-Sidule injiziert. Nachdem alle Proben und Kalibratoren
einer Analysenserie einmal gemessen wurden, wurde die gesamte Sequenz ein zweites Mal
injiziert. Vor Beginn der Analyse wurde die exakte Einstellung der Massen der
Natriumaddukte von nicht-markiertem und isotopenmarkiertem Digoxin mit dem unter 4.3.1
beschriebenen Verfahren bestimmt. Die Massen wurden wéhrend der Analyse alternierend
jeweils 739 ms gescannt. Ein MeBzyklus dauerte einschlieBlich der Totzeit 1,50 s.

Die Signalhéhen und —flichen der Massenchromatogramme wurden fiir die weitere

Auswertung mit der Bedienungssoftware ,,HP LC/MSD ChemStation* bestimmt.

5.6 Vorschrift zur Bestimmung der Digitoxinkonzentration im Serum

mittels massenspektrometrischer | sotopenver dinnungsmethode

5.6.1 Kalibratorlésung

Fiir die Kalibratorldsung I wurden ca. 2 mg Digitoxin mit der kalibrierten Mikrowaage genau
eingewogen (z.B. 2,011 mg) und in einen kalibrierten 100 ml MeBkolben iiberfiihrt. Der
Kolben wurde mit Methanol bis zur Eichmarke gefiillt. 500 pl der Kalibratorlosung I
enthalten ca. 10 pg Digitoxin. Die Losung I wurde bei 4 °C aufbewahrt.

Fiir die Kalibratorlosung II wurden in einem kalibrierten 250 ml MeBkolben eine Mischung
aus Methanol und Aqua dest. (50 : 50 (vol/vol)) vorlegt. Mit dem Dosiergerdt wurden 500 pl
der Losung I in den Kolben pipettiert und der Kolben bis zur Eichmarke mit einer Methanol :
Aqua dest.-Mischung (50 : 50 (vol/vol)) aufgefiillt. 200 pl der Kalibratorlosung II enthalten
ca. 8 ng Digitoxin. Die exakte Konzentration ergibt sich aus der Einwaage und den

kalibrierten Kolbenvolumina. Die Losung II wurde ebenfalls bei 4 °C autbewahrt.

Wenn bei der Verwendung dieser Kalibratorlosung die Raumtemperatur um mehr als 2 °C
von der Temperatur bei der Zubereitung der Losung abwicht, mufite die Konzentration mit
dem  kubischen = Ausdehnungskoeffizienten = des  Losungsmittels — bzw. der

Losungsmittelmischung korrigiert werden. Die Korrektur erfolgt wie unter 5.5.1 beschrieben.
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Fiir die Gebrauchslosung des internen Standards wurden 2 ml der methanolischen Losung des
deuterierten Digitoxins mit 13 ml einer Mischung aus Methanol : Aqua dest. = 20 : 80
(Volumenanteile) verdiinnt. In 24 pl dieser Gebrauchslosung waren ca. 8 ng dreifach
deuteriertes Digitoxin ([*H;]Digitoxin) enthalten. Die Losung konnte bei 4 °C mehrere

Monate aufbewahrt werden.

5.6.2 Probenvorbereitung

Zur Ermittlung der Digitoxinkonzentration wurde fiir jedes Serum eine Doppelbestimmung
durchgefiihrt. Das Serum wurde mit dem automatischen Dosiergerit pipettiert und mit 1200
pul Aqua dest. und 30 pl einer Mischung aus Ameisensédure und Aqua dest. (1:9 (vol/vol))
verdiinnt. Mit Hilfe einer Mikroliterspritze mit fixiertem Wiederholadapter wurde in die
Probe, welche ca. 8 ng Digitoxin enthielt, ein exakt definiertes Volumen des
Isotopenmaterials, welches 8 ng [*Hs]Digitoxin entsprach, dosiert. Unter leichtem Schiitteln
wurde das nicht-markierte Digitoxin mit dem isotopenmarkierten Digitoxin in der Probe iiber

Nacht bei Raumtemperatur dquilibriert.

Im ersten Reinigungsschritt wurde die Probe mit 10 ml tert-Butylmethylether auf der
Schiittelmaschine 15 min extrahiert und dann bei 4000 g und 10 °C 10 min zentrifugiert. Die
Etherphase wurde abgehebert und unter Stickstoff bei ca. 30 °C eingedampft.

Die anschlieBende chromatographische Reinigung der Probe erfolgte an einer mit
LiChroprepDiol gefiillten Sdule, welche zuvor wie folgt vorbereitet werden mufite: 1,3 g des
Festphasenmaterials wurden in die Sdule gefiillt und mit 50 ml Methanol und anschlie3end
mit 35 ml einer n-Heptan : iso-Propanol-Mischung (65 : 35 (vol/vol)) gespiilt. Mit 10 ml des
FlieBmittels (n-Heptan : iso-Propanol = 65 : 35 (vol/vol), 0,1 % Ameisensdure) wurde die
Sédule dquilibriert.

Analog zu dem fiir Digoxin beschriebenen Verfahren (5.5.2) wurde ein Elutionsprofil mit 10
ng natlirlichem Digitoxin angefertigt und die Hauptfraktion bestimmt.

Der Probenriickstand wurde mit 200 pl des FlieBmittels gelost und auf die Sdule aufgetragen.
Die Vorfraktion (typischerweise 6,5 ml) wurde verworfen und die Hauptfraktion mit einem
Volumen von 1,3 ml in silikonisierten, spitzzulaufenden Autosamplerrdhrchen
(Gesamtvolumen ca. 1,5 ml) aufgefangen. Das Eluat wurde unter Stickstoff bei ca. 30 °C

eingedampft.
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Der Riickstand wurde mit 200 pl eines Losungsmittelgemischs (Methanol : Aqua dest. = 50 :
50 (vol/vol), 0,1 % Ameisensdure) aufgenommen und das Autosamplerrohrchen mit einer

Bordelkappe verschlossen.

5.6.3 Kalibratoren

Fir die Kalibration wurden drei verschiedene Kalibratoren vorbereitet, die unterschiedliche
Mengen nicht-markiertes Digitoxin enthielten.

Bei der Dosierung des nicht-markierten Digitoxins wurden 1000 pl der Kalibrationslosung II
mit dem Dosiergerdt aufgenommen und 150, 200 bzw. 250 pul in silikonisierte
Autosamplerrohrchen mit Rundboden abgegeben. Zu allen Kalibratoren wurde mit der
Mikroliterspritze, die mit einem Wiederholungsadapter ausgestattet war, dieselbe Menge (ca.
8 ng) [*Hs]Digitoxin zugegeben. Die Autosamplerrohrchen wurden mit Bérdelkappen
verschlossen und zur Mischung der Komponenten leicht geschiittelt. Fiir jeden der drei
verschiedenen Kalibratoren wurden mindestens drei Parallelansdtze vorbereitet.

Weiterhin wurde auch je ein Kalibrator mit ausschlieSlich nicht-markiertem Digitoxin und ein

Kalibrator mit ausschlieBlich [*H;]Digitoxin analog vorbereitet.

5.6.4 Quantitative Analyse mittelsHLPC-ESI-M S

Die vorbereiteten Serumproben und Kalibratoren wurden abwechselnd mit dem Autosampler
in das HPLC-MS-System injiziert. Zur Chromatographie wurden von den Serumproben 80 ul
und von den Kalibratoren 50 pl auf die Sdule aufgetragen. Das Massenspektrometer wurde
nach der in Kapitel 4.3.1 beschriebenen Weise auf die Massen der Natriumaddukte des nicht-
markierten und des dreifach deuterierten Digitoxins eingestellt. Die Massen wurden
abwechselnd iiber einen Zeitraum von 739 ms gescannt. Einschlieflich der Totzeit dauerte ein
MeBzyklus 1,50 s.

Fir die weitere Auswertung wurden die Signalhdhen und —flichen aus den

Chromatogrammen mit der Bedienungssoftware ,,HP LC/MSD ChemStation* bestimmt.
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5.7 Berechnung des Analysener gebnisses

Fir die quantitative Bestimmung einer Substanz M wurde ein massenspezifisches
Chromatogramm eines Fragments bzw. Addukts dieser Substanz M aufgezeichnet.
Gleichzeitig wurde das analoge Fragment oder Addukt der entsprechenden
isotopenmarkierten Substanz M*, die vorab dem Untersuchungsmaterial in definierter Form
zugefiigt wurde, detektiert. Auf die gleiche Weise wurden Kalibratoren vorbereitet und
analysiert.

Aus den Fliachen der beiden massenspezifischen Signale wurde der Quotient R

mit

R = Flache \;/ Flache (GL. 2)

gebildet.

Die Kalibrationskurve wurde aus den Quotienten dreier Kalibratoren ermittelt. Da aus
theoretischen Griinden keine lineare Beziehung zwischen den Quotienten und den Substanzen
besteht [41], wurde die Kurve als Funktion eines Polynoms 2. Grades berechnet (10.2, GI.15).
Mit Hilfe dieser Kalibrationsfunktion wurde aus dem Quotienten R der Probe die
Substanzmenge pro Probe errechnet. Unter Beriicksichtigung des eingesetzten
Serumvolumens wurde die Substanzkonzentration der Serumprobe ermittelt.

Die Festlegung der Kalibrationskurve sowie die anschlieBende Berechnung der
Analysenergebnisse erfolgte unter Verwendung des Tabellenkalkulationsprogramms

Microsoft Excel.

5.8 Bestimmung der Mel3unsicher heit des Analysener gebnisses

Zur vollstindigen Angabe eines MeBergebnisses gehdrt neben der ermittelten Konzentration
auch die Angabe der MeBunsicherheit dieses Analysenergebnisses. Die MeBunsicherheit setzt
sich zusammen aus der zufilligen MeBunsicherheit (us) und der systematischen
MeBunsicherheit (up).

Die zufidllige MeBunsicherheit (us) ergibt sich aus den Imprizisionen der einzelnen
Arbeitsschritte in Abhédngigkeit von den jeweils verwendeten Geréten. Die Imprézision ,,unter

Wiederholungsbedingungen® und ,,unter Reproduzierbarkeitsbedingungen beinhaltet die
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Imprizision beim Verdiinnen von Kalibratorlosungen sowie bei der Dosierung von
Rekonstitutionsvolumina, Kalibratoren und Seren und die Imprézision des HPLC-MS-
Instrumentes bei der Bestimmung der Isotopenverhéltnisse. Diese Imprézisionen kénnen im
Einzelnen durch wiederholte Durchfiihrung der Teilschritte der Analytik, d.h. durch
Mehrfachwégung, -dosierung oder —isotopenverhdltnismessung bestimmt werden.
Sinnvollerweise ermittelt man jedoch die gesamte zufdllige MeBunsicherheit, zu der alle diese
Komponenten beitragen, durch Mehrfachbestimmungen eines Untersuchungsmaterials. Als
MaB fiir die zufdllige Komponente der MeBunsicherheit dient die Standardabweichung bzw.
die relative Standardabweichung.

Die systematische MeBunsicherheit (ug) umfafit die MeBunsicherheiten von (extern)
kalibrierten und zertifizierten Materialien und Gegenstinden, die wédhrend der Analyse
verwendet werden. Hierzu gehoren die MeBunsicherheit der Reinheit des Referenzmaterials
(sofern diese als kalibrierter und zertifizierter Wert vorliegt) und die MeBunsicherheit der
Kalibriergewichte sowie der extern kalibrierten Mef3kolben.

Berechnet wird die kombinierte MeBunsicherheitIII aus den MeBunsicherheiten der

Einzelkomponenten nach folgender Formel:
u =) (GL. 3)
1

mit uy = MeBunsicherheit der Einzelkomponente x

Durch Multiplikation mit dem Faktor k = 2 erhilt man die erweiterte MeBunsicherheit U'.

Diese erweiterte MeBunsicherheit entspricht dem 95 %igen Vertrauensintervall.
U=k (GL. 4)

mit U = erweiterte MefBunsicherheit

! Ergeben sich aus der Berechnung mehrere Ziffern, so wird das Ergebnis mit den ersten beiden signifikanten
Ziffern angegeben.
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59 Validierung der massenspektrometrischen |sotopenverdinnungs

methoden zur Bestimmung von Digoxin und Digitoxin

Die hier beschriebenen Methoden wurden nach verschiedenen Zuverlédssigkeitskriterien -
Prazision, Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen - validiert. Die dazu
durchgefiihrten experimentellen und statistischen Untersuchungen werden im Folgenden

erlautert.

59.1 Préazison

Charakteristische Kenngrof3e eines quantitativen Bestimmungsverfahrens ist seine Prizision.
Die Prézision eines MeBverfahrens 148t sich jedoch nur qualitativ beschreiben (z.B. hoch,
mittel, niedrig). Der inverse Begriff *Imprézision’ kann jedoch quantitativ, beispielsweise als
Standardabweichung oder Variationskoeffizient beschrieben werden. Die Imprizision setzt
sich aus Komponenten wie der Imprézision unter Wiederholungsbedingungen und der
Imprézision unter Reproduzierbarkeitsbedingungen, der Imprézision von
Volumendosierungen sowie der Imprézision des HPLC-MS-Systems zusammen. Diese
Beitrdge wurden im Rahmen der Validierung der Methode im Detail untersucht. Als
numerische Werte werden die Standardabweichungen bzw. die Variationskoeffizienten als

Mal fiir die Impréizisionen angegeben.

Prazision unter Wieder holungsbedingungen

Fiir die Beurteilung der Prizision unter Wiederholungsbedingungen (Prédzision in der Serie)
wurde ein Kontrollmaterial, welches den zu bestimmenden Analyten enthielt, zehnmal
aufgearbeitet und innerhalb einer Analysenserie analysiert. Die aus den Ergebnissen
berechnete Standardabweichung (5.11.1, GIl.5) dient als Grundlage zur Beurteilung der
Impréazision unter Wiederholungsbedingungen.

Dariiber hinaus wurde fiir jedes Kontrollmaterial, welches in mehreren Serien jeweils in
Doppelbestimmungen analysiert wurde, die Standardabweichung als Mal fiir die Impréizision

unter Wiederholungsbedingungen aus den Doppelwerten berechnet [42] (5.11.1, GL. 8).
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Prazision unter Reproduzierbarkeitsbedingungen

Die Prazision unter Reproduzierbarkeitsbedingungen (Prdzision von Serie zu Serie) ergibt
sich aus den Ergebnissen unabhéngiger Analysenserien. Als MaB fiir die Imprézision wurde
die Standardabweichung unter Reproduzierbarkeitsbedingungen aus der Differenz der
Varianzen, die sich aus Gl. 8 und Gl. 10 ergeben, errechnet.

Mit einem statistischen Verfahren (5.11.3) wurde gepriift, ob die Unterschiede zwischen den
Ergebnissen verschiedener Serien mehr als zufillig sind und somit die Prézision unter

Reproduzierbarkeitsbedingungen signifikant zur Gesamtprizision beitréigt.

Préazision der Volumendosierung

Zur Ermittlung der Analytkonzentrationen ist es notwendig, die verwendeten Volumina exakt
zu kennen. Daher wurden die fiir die Dosierung von Proben sowie Kalibratoren eingesetzten
Volumina durch Mehrfachwéigung der entsprechenden Menge an Wasser quantitativ
bestimmt. Das Verfahren der Kalibration ist unter 5.4 beschrieben worden. Fiir die
Bestimmung der Imprézision der Volumendosierung wurden die Standardabweichungen der

Mehrfachwégung (5.11.1, Gl. 8) berechnet.

Préazision der | sotopenver haltnismessung mit dem HPL C-M S-Ger at

Um die MeBprazision des HPLC-MS-Systems unter Wiederholungsbedingungen zu ermitteln,
wurden von einem Gemisch aus nicht-markiertem und isotopenmarkiertem Analyten zehnmal
aufeinanderfolgend  massenspezifische = Chromatogramme  aufgezeichnet und die
Isotopenverhidltnisse  ermittelt. Als MaBl fir die Imprézision wurde aus den

Flachenverhéltnissen die Standardabweichung (5.11.1, Gl. 8) berechnet.

Gesamtprazision

Die Streuungen der Einzelergebnisse in einer Serie oder von Serie zu Serie sind bedingt durch
die Imprizisionen, die wihrend der Durchfiihrung der Methode auftreten. Die
Gesamtimprazision umfafit alle oben beschriebenen Imprézisionen der einzelnen Teilschritte
der Methoden.

Die Kontrollmaterialien sind im Rahmen dieser Arbeit mindestens in drei unabhidngigen
Serien jeweils im Doppelwert analysiert worden. Aus den gewonnenen Daten konnten die
Analytkonzentration und die Gesamtimprazision der Bestimmung fiir jedes Serum ermittelt

werden (s. 5.11.1, 5.11.2).
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5.9.2 Nachweisgrenze, Erfassungsgrenze und Bestimmungsgrenze

Mit abnehmender Konzentration eines Analyten wirkt sich die Streuung der MefBBergebnisse
zunehmend stirker auf die MeBunsicherheit des Ergebnisses aus. Bei sehr niedriger
Konzentration eines Analyten ist der zuverldssige Nachweis nur dann mdglich, wenn das
MeBsignal deutlich groBer ist als die MeBunsicherheit. Mit der Nachweisgrenze wird daher
festgelegt, bei welcher Konzentration eines Analyten eine signifikante Unterscheidung von
dem Signal einer Leerprobe moglich ist. Unmittelbar oberhalb der Erfassungsgrenze kann der
untersuchte Analyt quantifiziert werden — jedoch mit entsprechend groBer Unsicherheit.

Die Bestimmungsgrenzen legen einen Bereich fest, in dem eine quantitative Analyse mit
befriedigender Prézision verlauft.

Die Grenzwerte wurden mit Hilfe der Leerwertmethode berechnet [35]. Bei dieser Methode
wurde zundchst zu einem Serum, welches den zu bestimmenden Analyten nicht enthielt,
isotopenmarkiertes Material pipettiert. Im Anschlufl wurde diese Leerprobe entsprechend der

beschriebenen Methoden aufgearbeitet und mehrfach analysiert. Aus den Flachenquotienten

wurde der Mittelwert X und die dazugehorige Standardabweichung Sp (5.11.1, Gl. 10)
berechnet.

Im zweiten Schritt wurde eine Konzentrationsreihe erstellt. Aliquote des Leerserums wurden
mit vier verschiedenen, genau definierten Mengen des zu untersuchenden Analyten
aufgestockt. Fiir jede der vier Konzentrationen wurden sechs Proben erstellt. Nach
Aquilibrierung der Seren iiber Nacht bei Raumtemperatur wurden die Proben nach den
entsprechenden Methoden aufgearbeitet und analysiert. Zur Auswertung wurden die
analysierten Flachenquotienten nach Konzentrationsbereichen getrennt gemittelt und die
Standardabweichung (5.11.1, Gl. 8) sowie die relative Standardabweichung (5.11.2, Gl. 11)
berechnet.

Fiir die Auswertung wurden die Flachenverhiltnisse (Ordinatenwerte) gegen die eingesetzten
Analytkonzentrationen (Abzissenwerte) aufgetragen und die Regressionskurve ermittelt, die
im unteren Bereich einen nahezu linearen Verlauf hat. Mit Hilfe der Steigung b und der
Standardabweichung S; der Leerprobe wurden Nachweisgrenze, Erfassungsgrenze und

Bestimmungsgrenze ndherungsweise berechnet.
Fiir die Berechnung der Nachweisgrenze xg) gilt:

Xne) =308, /b (GL. 5)
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Die Erfassungsgrenze xgg) erhilt man mit folgender Formel:

X es) =68, /b (G. 6)

Die Bestimmungsgrenze xsg) wird aus der Standardabweichung S und der Steigung b der

Kalibrationsgerade wie folgt berechnet:

X e) =98, /b (GL.7)

5.10 Routineverfanren zur Bestimmung von Cardioglycosidkonzen-

trationen

Die Konzentrationen von Digoxin bzw. Digitoxin in Patientenseren und Kontrollmaterialien
wurden parallel zu der hier beschriecbenen massenspektrometrischen Isotopen-
verdiinnungsmethode von gelibten technischen Mitarbeitern mit jeweils zwei verschiedenen
hiufig angewandten kommerziellen Testverfahren unter Routinebedingungen bestimmt.

Bei allen Routinemethoden erfolgte die Dosierung des Serums, die Zugabe der Reagenzien,
die Messung sowie die Berechnung der Analysenergebnisse automatisch. Uberschritt die
Analytkonzentration eines Serums den MeBbereich eines Gerdtes, so mufite das Serum
verdiinnt gemessen werden. Bei der Berechnung des Ergebnisses war der entsprechende

Verdiinnungsfaktor zu berticksichtigen.

5.10.1 Bestimmung der Digoxinkonzentration mit Routineverfahren

Folgende Routineverfahren wurden filir die Bestimmung der Digoxinkonzentration

durchgefiihrt:

Enzymimmunologische M ethode, Dimension, Dade Behring, Zentrallabor des Institutes fiir
Klinische Biochemie der Universitit Bonn: Das Serum wird mit einem UberschuB3 des
F(ab‘),-Fragments des Digoxin-Antikorpers, an das B-Galaktosidase als Marker konjugiert ist,
gemischt. Digoxin in der Probe bindet an die Konjugate. Im néchsten Schritt werden

Magnetteilchen, die mit dem Digoxin nahe verwandten y-Strophantin (Ouabain) beschichtet
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sind, zur Probe gegeben. Diese Magnetteilchen binden sich an die noch freien Konjugate und
werden dann magnetisch aus der Probe entfernt. Der Uberstand wird mit dem Substrat
Chlorphenol-B-D-Galaktopyranosid gemischt. Durch die B-Galaktosidase wird das Substrat zu
Chlorphenolrot hydrolysiert, wodurch sich die Absorption bei der Wellenldnge 577 nm andert
[43].

Elektro-Chemilumineszenz-lmmunologische Methode, Elecsys, Roche, Klinisch-
Chemisches Labor des Instituts fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Klinitkum
der Stadt Niirnberg; Die Serumprobe wird mit einem UberschuB3 eines Digoxin-spezifischen
Ruthenium-markierten Antikdrpers versetzt. Mit diesem bindet das in der Probe enthaltene
Digoxin. Biotinylierte Digoxin-Derivate und Mikropartikel, die mit Streptavidin beschichtet
sind, werden hinzugemischt. Die Digoxin-Derivate binden sich an die noch freien Antikorper.
Dieser Antikorper-Hapten-Komplex wiederum wird iiber die Biotin-Streptavidin-
Wechselwirkung an die Mikropartikel gebunden. In der MeBzelle wird dieser Gesamtkomplex
durch die magnetische Wirkung der Mikropartikel an die Oberflache einer Elektrode fixiert.
Nichtfixierte Substanzen werden entfernt. Durch Anlegen einer Spannung an die Elektroden
wird die Chemilumineszenz-Emission induziert und mit einem Photomultiplier gemessen

[44].

5.10.2 Bestimmung der Digitoxinkonzentration mittels Routineverfahren

Die Bestimmung von Digitoxin erfolgte mit folgenden Methoden:

Enzymimmunologische M ethode, Dimension, Dade Behring, Zentrallabor des Institutes fiir
Klinische Biochemie der Universitit Bonn: Das Serum wird mit einem UberschuB3 des
F(ab‘),-Fragment des Digitoxin-Antikorpers, an das B-Galaktosidase als Marker konjugiert
ist, gemischt. Digitoxin in der Probe bindet an die Konjugate. Im néchsten Schritt werden
Magnetteilchen, die mit dem Digitoxin nahe verwandten y-Strophantin (Ouabain) beschichtet
sind, zur Probe gegeben. Diese Magnetteilchen binden sich an die noch freien Konjugate und
werden dann magnetisch aus der Probe entfernt. Der Uberstand wird mit dem Substrat
Chlorphenol-B-D-Galaktopyranosid gemischt. Durch die 3-Galaktosidase wird das Substrat zu
Chlorphenolrot hydrolysiert, wodurch sich die Absorption bei der Wellenldnge 577 nm andert
[45].

43



Turbidimetrische-lmmunologische Methode, Olympus, Olymus-Diagnostica, Klinisch-
Chemisches Labor des Instituts fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Klinikum
der Stadt Niirnberg; der Serumprobe werden monoklonale, fiir Digitoxin-spezifische
Antikorper sowie Mikropartikel, welche gleichmédBig mit einem Digitoxin-Derivat beschichtet
sind, zugesetzt. Digitoxin aus der Probe konkurriert mit dem Mikropartikel-gebundenen
Digitoxin um die Antikorper. Bindet Mikropartikel-gebundenes Digitoxin an den Antikdrper,
so bewirkt die resultierende Agglutinationsreaktion eine Triibungszunahme, die

spektrophotometrisch bei der Wellenldnge 700 nm gemessen werden kann [46].

5.11 StatistischeVerfahren

5.11.1 Standardabweichung

Zur Charakterisierung der Prizision eines Analysenverfahrens verwendet man den Schitzwert
s der Standardabweichung. Bei einer Serie von MeBwerten aus demselben Probenmaterial
gibt sie die Differenz zwischen dem Wendepunkt der GauB-Verteilungskurve und dem
Mittelwert an.

Die Standardabweichung kann auch fiir eine Reihe von Proben verschiedenen Gehaltes
bestimmt werden, wobei in jeder Probe eine endliche Zahl von Parallelbestimungen
durchgefiihrt wird. Bei Vorliegen von m Proben und jeweils na Parallelbestimmungen erhélt

man die Standardabweichung mit folgender Gleichung [47]:

ZZA:(XH _Z)z

n—-m

s (GL. 8)

X;; = i-ter Wert der j-ten Probe

X; = Mittelwert der j-ten Probe

M = Anzahl der Proben

n, = Anzahl der Parallelbestimmungen

n = Zahl aller Messungen (n=mn,)
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Das Quadrat der Standardabweichung nennt man die Varianz. Die im Nenner stehende Grof3e
n — m bezeichnet man als Zahl der Freiheitsgrade f. In dem Fall, dal3 eine Probe in mehreren,
von einander unabhdngigen Serien analysiert wird, entspricht m der Anzahl der

Analysenserien.

Einen Sonderfall stellt die Bestimmung der Standardabweichung fiir eine Probe dar, die in
mehreren unabhéngigen Analysenserien jeweils im Doppelwert (na = 2) analysiert wurde.

Hier vereinfacht sich die Formel zu [47]:

o= /—z (ijr;xi ) (GL.9)

X;,X; = zusammengehorige Doppelbestimmungen

der j-ten Probe

Fiir Kontrollproben, die in unabhéngigen Analysenserien und an unterschiedlichen Mefltagen
mehrfach bestimmt wurden, kann die Gesamtimpréizision erfallit werden. Diese setzt sich aus
den Komponenten der Imprézision unter Wiederholungsbedingungen und den Streuungen von
Serie zu Serie zusammen. Zunichst wird mit Hilfe des unter 5.11.3 erlduterten statistischen
Priifverfahrens getestet, ob die Streuungen von Serie zu Serie (Imprézision unter
Reproduzierbarkeitsbedingungen) signifikant zur Gesamtimpréizision des Ergebnisses
beitragen.

Ist ein signifikanter Beitrag der Streuung unter Reproduzierbarkeitsbedingungen nachweisbar,
so berechnet sich die Gesamtimprézision nach Gleichung 8. Findet man keinen signifikanten
Beitrag der Imprézision unter Reproduzierbarkeitsbedingungen, kann die Bestimmung der

Standardabweichung der Gesamtimprizision mit Hilfe des Mittelwerts einer jeden

Doppelbestimmung (X_j) und des Gesamtmittelwerts aller Ergebnisse (X) erfolgen:

N, (X —X)>
S, =w/% (Gl. 10)

Bei der Angabe der Standardabweichung werden die ersten beiden signifikanten Stellen

angegeben.
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5.11.2 Variationskoeffizient

Der VariationskoefﬁzientIII beschreibt die auf den Mittelwert X bezogene relative, prozentuale

Standardabweichung [47].

VK =2 x100 (Gl 11)
X

5.11.3 Statistisches Prifverfahren zum Nachwels des Beitrags der Imprazision unter

Reproduzier barkeitsbedingungen

Zum Vergleich zweier Standardabweichungen bildet man das Verhiltnis ihrer Varianzen:

( Fstets>1) (Gl. 12)

|9,

Den Wert dieses Bruches stellt man einer theoretisch abgeleiteten und tabellierten Priifgrof3e
F(P,f,,f,) gegeniiber [47].
Diese hingt ab

- von der vereinbarten Wahrscheinlichkeit P s

- von der mit s; verkniipften Zahl von Freiheitsgraden f,,

- von der mit s, verkniipften Zahl von Freiheitsgraden f,.

(So gilt z.B. fiir P =0,99und f, =2, f, =3: F(P, f,,f,) =30,81)

Der Unterschied zwischen beiden Standardabweichungen wird als gesichert angesehen, wenn

F> F(P,f,,f,) ist.

'Ergeben sich aus der Berechnung mehrere Ziffern, so wird das Ergebnis mit den ersten beiden signifikanten
Ziffern angegeben.
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5.11.4 StatistischesVerfahren zur Beurteilung der Ergebnisse ver schiedener M ethoden

Die als Untersuchungsmaterialien verwendeten Patientenseren und Kontrollproben wurden
sowohl mit Routinemethoden, die in Klinisch-Chemischen Laboratorien verwendet werden,
als auch mit der massenspektrometrischen Isotopenverdiinnungsmethode analysiert. Mit Hilfe
des statistischen Verfahrens nach Passing und Bablok [48] werden die Ergebnisse verglichen.
Die computergestiitzte Berechnung erfolgte mit dem Kalkulationsprogramm EVAPAK der

Firma Roche (basierend auf dem Kalkulationsprogramm Excel).
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6  Ergebnisse

6.1 Chemische Synthese isotopenmarkierter Cardioglycoside

Zur Darstellung der isotopenmarkierten Verbindungen wurden die nicht-markierten
Cardioglycoside nach der unter 5.1.2 beschriebenen Methode deuteriert und isoliert. Die
Identifizierung der Deuterierungsprodukte erfolgte mit dem HPLC-MS-Gerdt durch die

Aufzeichnung von Massenspektren unter den in 4.3.1 beschriebenen Bedingungen.

6.1.1 Deuteriertes Digoxin

Das Deuterierungsprodukt des Digoxins wurde mit dem Edukt verglichen. In Abbildung 4
sind die getrennt aufgezeichneten Chromatogramme der beiden Verbindungen dargestellt, die
durch kontinuierliche Aufzeichnung des Totalionenstroms mit dem MS-Gerét registriert
wurden. Die Signale mit der Retentionszeit von 8,3 min konnten mit Hilfe der

Massenspektren eindeutig nicht-markiertem bzw. deuteriertem Digoxin zugeordnet werden.

[—] *MSD1 TIC, MS File (D:\DATA\ASR99\DDGT0825\ASR03.D) API-ES Positive
[] *MSD1 TIC, MS File (D:\DATA\ASR99\DDGT0825\ASR04.D) API-ES Positive

3500004
30000061
Deuteriertes Digoxin (Produkt)
25000061
2000061
1500004

1000004

50000

L Digoxin (Edukt)

T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 mir

Abb. 4: HPLC-Chromatogramme von Digoxin und deuteriertem Digoxin; kontinuierliche
Aufzeichnung des Totalionenstroms mit dem MS wiéhrend der Chromatographie (die
beiden getrennt voneinander aufgezeichneten Chromatogramme wurden in dieser

Darstellung iiberlagert)
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Die untersuchten Verbindungen bilden wihrend des lonisierungsprozesses Natriumaddukte.
Hierzu reichen offenbar die geringen Mengen an Natrium-lonen aus, die aus den
Glasvorratsflaschen in die ChromatographieflieBmittel gelangen, so dall eine Zugabe von

Natriumsalzen nicht erforderlich ist.

*MSD1 SPC, time=8.103:8.299 of D:\DATA\ASR99\DDGTO0825\ASR04.D API-ES Positive
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Abb. 5: Massenspektrum von Digoxin nach Elektrospray-lonisierung
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Abb. 6: Massenspektrum von deuteriertem Digoxin nach Elektrospray-lonisierung

Das Massenspektrums von Digoxin (Abb. 5) zeigt daher einen Basispeak bei m/z 803, der
dem Natriumaddukt des unfragmentierten Molekiils entspricht. Durch Abspalten der
Digitoxose-Einheiten vom Digoxinmolekiil entstehen Fragmentionen (F+H'), die den
Protonenaddukten von Digoxigenin-bis-digitoxosid (m/z 651), Digoxigenin-mono-digitoxosid

(m/z 521) und Digoxigenin (m/z 391) entsprechen. Vom Steroidgeriist dieser Fragmentionen
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werden Hydroxygruppen als Wasser abgespalten; hierdurch entstehen die lonen m/z 633, m/z
503, 485, 467 bzw. m/z 373, 355, 337. Desweiteren sind auch die Natriumaddukte der
Fragmentionen zu beobachten (m/z 673, 543, 413).

Im Massenspektrum des synthetisierten, deuterierten Digoxins (Abb. 6) sind die gleichen
Addukte und Fragmente wie bei natiirlichem Digoxin zu erkennen, jedoch durch die
Deuterierung groBtenteils um je drei Massen verschoben: das Natriumaddukt von
[*H;]Digoxin (m/z 806), die Fragmentionen (F+H") [*H;]Digoxigenin-bis-digitoxosid (m/z
654), [*Hs]Digoxigenin-mono-digitoxosid (m/z 524) und [*H;]Digoxigenin (m/z 394) sowie
(z.T.) die entsprechenden Natriumaddukte dieser Fragmentionen (m/z 676 und 546). Wie
bereits flir das natiirliche Digoxin beschrieben, entstehen auch beim deuterierten Digoxin
durch Wasserabspaltung weitere Fragmentionen (m/z 636, m/z 506, 488 und 470 bzw. m/z
376, 358 und 340).

Neben den dreifach markierten Ionen findet man auch kleine Anteile von nicht-markiertem
und einfach-, zweifach- und vierfach-markiertem Digoxin. Aus dem Massenspektrum der
Verbindung 148t sich folgende Isotopenverteilung ablesen: [*Ho] = 1,2 %, [*Hi] = 5,2 %, [*H,]
= 8,1 %, [*H3] = 49,9 %, [*H4] = 35,6 %.

Da in dem Massenspektrum der deuterierten Verbindung auch bei Fragmentionen ohne
Digitoxose-Einheiten und Hydroxygruppen der Massengewinn nachweisbar ist, kann daraus
geschlossen werden, daB3 die Deuterierung des Ausgangsprodukts zum groflen Teil am

Steroidgeriist unter der Bildung von Kohlenstoff-Deuterium-Bindungen erfolgt ist.

6.1.2 Deuteriertes Digitoxin

Zur Charakterisierung des Deuterierungsproduktes des Digitoxins wurde als Referenzsubstanz
das nicht-markierte Digitoxin verwendet. Ein Vergleich der HPLC-Chromatogramme, die
durch kontinuierliche Aufzeichnung des Totalionenstroms im HPLC-Eluat mit dem
Massenspektrometer als Detektor erhalten wurden, zeigt, dal die Retentionszeit (10,6 min)
von Digitoxin mit der des Hauptproduktes der Deuterierung identisch ist (Abb. 7).

Im Massenspektrum des nicht-markierten Digitoxins (Abb. 8) bildet das Natriumaddukt des
Molekiils bei m/z 787 den Basispeak. Durch Abspaltung der Digitoxose-Einheiten (m/z 130)
vom Digitoxinmolekiil entstehen die Fragmentionen (F+H") Digitoxigenin-bis-digitoxosid
(m/z 635) Digitoxigenin-mono-digitoxosid (m/z 505) und Digitoxigenin (m/z 375) sowie ihre
Natriumaddukte (m/z 657, 527 und 397). Weitere Fragmentionen mit den Massen m/z 487
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und 469 sowie m/z 357 und 339 entstanden durch Abspaltung der am Steroidgeriist von

Digitoxigenin-mono-digitoxosid und Digitoxigenin vorhandenen Hydroxygruppen.

[] *MSD1 TIC, MS File (D:\DATA\ASR99\DDGT0825\ASR06.D) API-ES Positive
[1 *MSD1 TIC, MS File (D:\DATA\ASR99\DDGT0825\ASR05.D) API-ES Positive

6000007

5000069 Deuteriertes Digitoxin (Produkt)

4000001

3000001

2000001

10000064

Digitoxin (Edukt)

Abb. 7: HPLC-Chromatogramme von Digitoxin und deuteriertem Digitoxin; kontinuierliche
Aufzeichnung des Totalionenstroms mit dem MS wiéhrend der Chromatographie (die
beiden getrennt voneinander aufgezeichneten Chromatogramme wurden in dieser

Darstellung iiberlagert)

Das im Massenspektrum dargestellte Fragmentierungsmuster des deuterierten Digitoxins
(Abb. 9) ist analog zu dem des nicht-markierten Digitoxins. Die Massen der meisten
Fragmentionen sind jedoch durch die Deuterierung zu hdheren Massen verschoben. Aus den
Molekiil- und Fragmentionen ist erkennbar, dafl {iberwiegend an drei verschiedenen
Positionen Wasserstoff gegen Deuterium ausgetauscht ist.

Dariiber hinaus findet man auch kleine Anteile von nicht-markiertem und einfach-, zweifach-
und vierfach-markiertem Digitoxin. Aus dem Massenspektrum der Verbindung 148t sich
folgende Isotopenverteilung ablesen: [*Ho] = 0,8 %, [*H1] = 2,4 %, [*H2] = 5,3 %, [*H3] = 62,2
%, ["Hs] = 29,3 %.

Neben dem Natriumaddukt als Basispeak (m/z 790) sind als Fragmentionen (F+H")
[2H3]Digitoxigenin—mono-digitoxosid (m/z 638), [2H3]Digitoxigenin—mono-digitoxosid (m/z
508) und [*H;]Digitoxigenin (m/z 378) sowie die entsprechenden Natriumaddukte (m/z 660,
530 und 400) zu beobachten. Durch Abspaltung der Hydroxygruppen am Steroidgeriist als

Wasser entstehen die lonen m/z 490 sowie 360 und 342. Da auch diese Ionen ein um 3 Dalton
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hoheres Gewicht aufweisen, kann davon ausgegangen werden, da3 die Deuteriumatome sich

am Steroidteil des Molekiils befinden.

*MSD1 SPC, time=10.454:10.845 of D:\DATA\ASR99\DDGT0825\ASR06.D API-ES Positive
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Abb. 8: Massenspektrum von Digitoxin nach Elektrospray-lonisierung
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Abb. 9: Massenspektrum von deuteriertem Digitoxin nach Elektrospray-lonisierung

6.2 Reinhetsbestimmung der Cardioglycoside

Die Kalibration der im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Methoden erfolgte mit Hilfe der
natlirlichen, nicht-markierten Cardioglycoside Digoxin bzw. Digitoxin. Diese Substanzen sind
derzeit nicht als zertifizierte Referenzmaterialien mit einer Angabe iiber die Reinheit und

deren MeBunsicherheit erhdltlich. Daher wurden die europdisch anerkannten
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Arzneimittelstandards dieser Substanzen mit HPLC-DAD auf ihre Reinheit untersucht und

laborintern als Referenzmaterialien verwendet.

6.2.1 Bestimmungder Reinheit von Digoxin

Unter den in 5.2.1 beschriebenen Bedingungen wurde Digoxin an einer mit Diol-Phase
geflillten HPLC-Séule chromatographiert (Abb. 10). Die Retentionszeit des Digoxins betrigt
12,4 min. Mit den Retentionszeiten 8,1 min, 10,3 min und 14,9 min sind weitere Signale
detektiert worden, die signifikant vom Grundrauschen des Chromatogramms zu unterscheiden
sind. In einem Leerwertchromatogramm des Losungsmittelgemischs n-Heptan : iso-Propanol
tritt keines dieser Signale auf.

Fiir die Berechnung der Reinheit des Digoxins wurde der prozentuale Anteil der Signalflédche
des Digoxins bestimmt und die Ergebnisse aus zehn Bestimmungen gemittelt.

Der Digoxingehalt des untersuchten Arzneimittelstandards betriagt 96,839 %, die prozentuale

Standardabweichung ist = 0,078 %.

6.2.2 Bestimmung der Reinheit von Digitoxin

Abbildung 11 zeigt die HPLC-Chromatographie des als Kalibriersubstanz verwendeten
Digitoxins an einer Diol-Sdule. Die Substanz eluierte bei den unter 5.2.2 beschriebenen
Bedingungen mit einer Retentionszeit von 12,9 min.

Im Chromatogramm sind weitere Signale mit den Retentionszeiten 4,0 min, 4,7 min, 7,5 min,
9,0 min, 10,2 min sowie 17,4 min zu erkennen, die sich signifikant vom Grundrauschen
unterscheiden. Weiterhin ist in der AusschnittvergroBerung des Chromatogramms des
Digitoxins (Abb. 11 b) nach dem Digitoxin-Signal ein Nachpeak (Retentionszeit: 15,5 min)
zuerkennen, der chromatographisch nicht vollstindig abgetrennt werden konnte. Bei der
Bestimmung der Flache des Digitoxin-Signals wurde die Fliche dieses Signals von der
Gesamtflache beider Signale subtrahiert. Mit Hilfe eines Leerwert-Chromatogramms konnte
ausgeschlossen werden, dal3 Signale, die von Verunreinigungen des Losungsmittels stammen,
interferieren.

Die Reinheitsbestimmung wurde 10-mal durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt. Aus dem

prozentualen Flachenanteil des Digitoxin-Signals wurde der Substanzgehalt berechnet.
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Der Digitoxingehalt des verwendeten Arzneimittelstandards betrdgt 99,23 % und

prozentuale Standardabweichung ist 0,14 %.

die

a)

Digoxin-Reinheit 2000803 #10 [modified by Lab1] Digoxin, gelost in n-Heptan : iso-Propanol = 70 : 30 UV_VIS_2
450 Digoxin-Reinheit 2000803 #14 Fli i Gradient UV_VIS_2
JmAU WVL:220 nm
400
350 —
300 —
250 ]
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] I
|
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Digoxin-Reinheit 2000803 #10 [modified by Lab1] Digoxin, gelést in n-Heptan : iso-Propanol = 70: 30 UVvV_Vvis_2
g4 _Digoxin-Reinheit 2000803 #14 ElieRmittel-Gradient UVv_vis_2
:mAU 12,4 min WVL:220 nm
!
63 i
i
i
i
] |
50 — i
i
38

14,9 min

min

-27 T T T T T T T T

18,0 19,3

Abb. 10: HPLC-Chromatogramm von Digoxin an einer Diol-HPLC-Sdule. Es erfolgte eine

kontinuierliche Aufzeichnung der UV-Absorption bei 220 nm. Die nach Injektion

von Leerwerten erhaltenen Chromatogramme sind als gestrichelte Linien dargestellt.

a) Gesamtchromatogramm, b) VergroBerter Ausschnitt aus

chromatogramm
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Digitoxin-Reinheit 2000802 #7 [modified by Lab1] Digitoxin, geldst in |_1-Heplan : |so-vPr0pan0I =70:30 UV_VIS_2
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Abb. 11: HPLC-Chromatogramm von Digitoxin an einer Diol-HPLC-S&ule. Es erfolgte eine
kontinuierliche Aufzeichnung der UV-Absorption bei 220 nm. Die nach Injektion

von Leerwerten erhaltenen

a) Gesamtchromatogramm, b) VergroBBerter Ausschnitt

chromatogramm

Chromatogramme sind als gestrichelte Linien dargestellt.

aus
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6.3

6.3.1

Mit

Durchfihrung und Validierung der massenspektrometrischen
| sotopenverdiinnungsmethode zur quantitativen Bestimmung von

Digoxin im Serum

Bestimmung der Digoxinkonzentration im Serum mit der

massenspektr ometrischen | sotopenver dinnungsmethode

Hilfe der in  dieser  Arbeit beschriebenen  massenspektrometrischen

Isotopenverdiinnungsmethode wurden die Digoxinkonzentrationen von insgesamt 16

Kontrollmaterialien und 33 Patientenseren bestimmt.

Nach Extraktion und chromatographischer Vorreinigung wurden die Serumproben an einer

HPLC-Séule chromatographiert und das Eluat kontinuierlich in das Massenspektrometer

geleitet. Die Aufzeichnung der massenspezifischen Chromatogramme erfolgte bei m/z 803 fiir

das Natriumaddukt des natiirlichen Digoxins und m/z 806 fiir das Natriumaddukt des

[*Hs]Digoxins. Abbildung 12 zeigt ein typisches Massenchromatogramm nach Aufarbeitung

eines Kontrollmaterials.

*MSD1 806, EIC=806:807 (DG0828\ASR00013.D) API-ES

120004 Kontrollserum 826.01
10000+

80007 [?H3]-Digoxin, m/z 806.3
6000+
4000+

2000

5 6
*MSD1 803, EIC=803:804 (DG0828\ASR00013.D) API-ES

7.779

120004
100004
8000 Digoxin, m/z 803.3
6000
40004

2000

T T T T T T T
5 6 7 8 9 10 mir

Abb.

12: Massenspezifische HPLC-Chromatogramme nach Aufarbeitung einer Serumprobe;
Aufzeichnung der Ionen m/z 803 (Natriumaddukt des nicht-markierten Digoxins)

und m/z 806 (Natriumaddukt des deuterierten Digoxins)
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Aus den Flachen dieser Signale wurde der Quotient R = Fléche ./, g03/ Fliche ./, so¢ ermittelt.
Mit Hilfe von Quotienten, die bei der Analyse von Kalibratoren erhalten wurden, konnte eine
Kalibrationskurve erstellt und die Digoxinkonzentration in den Proben berechnet werden.

Bei der Bestimmung von Digoxin in Kontrollmaterialien wurden dariiber hinaus zur Kontrolle
die Massen der Fragmentionen m/z 651 bzw. 654 (fiir das natiirliche bzw. das deuterierte
Digoxigenin-bis-digitoxosid) aufgezeichnet. Auch aus diesen Signalflichen der
Fragmentionen wurden unabhingig von der Auswertung der Molekiilionen die

Digoxinkonzentrationen berechnet.

w

Digoxinkonzentration ermittelt mit der IDMS-Methode den
Massen m/z 651 und 654 [nmol/l]
N

0 1 2 3 4
Digoxinkonzentration ermittelt mit der IDMS-Methode mit den
Massen m/z 803 und 806 [nmol/l]

Abb. 13: Vergleich der Digoxinkonzentrationen, berechnet aus den Isotopenverhéltnissen der
Massen m/z 803, 806 und m/z 651, 654, ermittelt fiir 16 verschiedenen

Kontrollmaterialien; die gestrichelt Linie ist die Identitétslinie

Durch die Verwendung unterschiedlicher Massenpaare (m/z 651 und 654 bzw. m/z 803 und
806) erfolgte die Bestimmung der Digoxinkonzentration von Kontrollmaterialien auf der
Basis von zwei unabhéngigen Detektionsmethoden. Die Ergebnisse beider Methoden (10.4,
Tabelle 12) wurden einander graphisch gegeniiber gestellt (Abb. 13) und mit Hilfe des

statistischen Verfahrens nach Passing und Bablok (5.11.4) miteinander verglichen.
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Die Gleichung fiir die Regressionsgerade lautet:
y=1,001 *x+ 0,015, N =16, r=10,999

mit y = Digoxinkonzentration, berechnet aus dem Flachenverhéltnis mz 651 m/z 654
x = Digoxinkonzentration, berechnet aus dem Flachenverhiltnis m/z803 m/z 806
N = Anzahl der Kontrollmaterialien

r = Korrelationskoeffizient

Die hervorragende Ubereinstimmung der Regressionsgeraden mit der Identititslinie (Linie,
die man bei exakter Ubereinstimmung der MeBergebnisse erhalten wiirde) beweist, da3 die

Ergebnisse der beiden unterschiedlichen Me3verfahren nur minimal von einander abweichen.

Alle Proben und Kalibratoren wurden zweimal in das HPLC-MS-Gerit injiziert und
analysiert.  Fiir die Berechnung der Ergebnisse wurden die  gemittelten
Signalfldchenverhiltnisse der Doppelinjektionen verwendet.

Die Kontrollmaterialien wurden in mindestens drei von einander unabhingigen Serien
(unterschiedliche MeBtage) jeweils im Doppelwert analysiert. Durch die Verwendung
unterschiedlicher Kalibrationslosungen I war sichergestellt, dal die Berechnung der
Ergebnisse dieser Serien jeweils auf einer anderen unabhingig ermittelten Kalibrationskurve
basierte. Die ermittelten Konzentrationen der Kontrollmaterialien liegen in einem Bereich von
1,014 nmol/l (Kontrollserum 826 01) bis 3,384 nmol/l (Kontrollserum 727 02). Die
Standardabweichung variiert von 0,0080 nmol/l (Kontrollmaterial 768 01) bis 0,044 nmol/l
(Kontrollmaterial 826 06), die relative Standardabweichung (VK) liegt zwischen 0,49 %
(Kontrollmaterial 826 04) und 2,2 % (Kontrollmaterial 826 03). Die aus den
Doppelbestimmungen der verschiedenen Kontrollmaterialien berechnete Standardabweichung
betrigt 0,018 nmol/l, was einer relativen Standardabweichung von 0,86 % entspricht. Die fiir
Kontrollmaterialien ermittelten Konzentrationen sind in Tabelle 13 im Anhang aufgelistet.
Analog zu den Kontrollmaterialien wurden die Digoxinkonzentrationen in Patientenseren
bestimmt. Von diesen Materialien standen in der Regel nur vergleichsweise kleine Volumina
zur Verfiigung, mit denen die Proben nicht in mehreren unabhéngigen Analysenserien
sondern nur einmal im Doppelwert analysiert werden konnten. Die Konzentrationen der
untersuchten Patientenseren erstreckten sich iiber einen Bereich von 0,0090 nmol/l (Serum

Nr. 2) bis 3,163 nmol/l (Serum Nr. 5). Die aus den Doppelbestimmungen errechnete
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Standardabweichung betrdgt 0,036 nmol/l. Dies entspricht einer durchschnittlichen relativen
Standardabweichung von 3,4 %.

Die Ergebnisse fiir die Analysen fiir die Patientenseren sind in Tabelle 14 zu finden.

6.3.2 Validierung der HPLC-M S-M ethode zur Bestimmung von Digoxin

6.3.2.1 Prazision der Methode

Es wurden unterschiedliche Komponenten, die die Pridzision der Methode beeintrachtigen,
betrachtet. Im Detail sind die Validierungsergebnisse in 10.4, Tabelle 13, 15 und 16
aufgefiihrt.

Impréazision unter Wieder holungsbedingungen

Das Kontrollmaterial 826 02 wurde fiir die Beurteilung der Prizision unter
Wiederholungsbedingungen parallel zehnmal nach der hier beschriebenen Methode
aufgearbeitet und innerhalb einer Serie analysiert. Die Digoxinkonzentration betrug im Mittel
2,262 nmol/l. Als Mal} fiir die Imprézision unter Wiederholungsbedingungen wurde eine
Standardabweichung von 0,015 nmol/l bzw. eine relative Standardabweichung von 0,67 %
berechnet.

Aus den Doppelbestimmungen, die fiir die 16 verschiedenen Kontrollmaterialien in
verschiedenen Serien durchgefiihrt wurden, konnte ebenfalls die Prizision in den Serien
ermittelt werden. Die relative Standardabweichung unter Wiederholungsbedingungen lag fiir
diese Materialien in einem Bereich von 0,37 % (Kontrollmaterial 826 04) bis 1,2 %
(Kontrollmaterialien 727 01 und 826 01) (10.4, Tabelle 13).

Impréazision unter Reproduzier barkeitsbedingungen

Die Imprézisionen unter Reproduzierbarkeitsbedingungen der analysierten
Kontrollmaterialien lagen in einem Intervall von 0,014 % (Kontrollmaterial 727 01) bis 1,5 %
(Kontrollmaterial 826 03) (10.4, Tabelle 13).

Bei dem Kontrollmaterial 826 03 fiel der f-Test positiv aus, so daB3 in diesem Fall die
Imprazision unter Reproduzierbarkeitsbedingungen signifikant zur Gesamtimprizision

beitrug.
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Impréazision der Volumendosierung

Die verwendeten Probenvolumina lagen in einem Bereich von 0,630 und 2,460 ml, die
Standardabweichungen fiir diese Dosierungen in einem Intervall von 0,00017 bis 0,00057 ml.
Relativ ausgedriickt lag die Imprézision zwischen 0,010 und 0,054 % (10.4, Tabelle 15).

Fiir die Kalibratoren wurden Volumina von 100 bis 300 pl verwendet. Als Mal} fiir die
Impréazision wurden Standardabweichungen zwischen 0,056 und 0,080 pl ermittelt, die
relativen Standardabweichungen lagen zwischen 0,026 und 0,075 % (10.4, Tabelle 16).

Die Rekonstitution der lyophilisierten Kontrollmaterialien erfolgte entsprechend den Angaben
des Herstellers mit 3 ml Aqua dest. Bei der 10fach-Wigung dieses Volumens wurde die
Standardabweichung mit 0,00032 ml (relative Standardabweichung 0,011 %) bestimmt.
Ebenso wurde das Volumen, welches der Kalibratorlosung 1 entnommen und zur
Kalibratorlosung II verdiinnt wurde, kalibriert. Das exakte Volumen betrug 250,241 pl, die
Standardabweichung war 0,027 ul, was einer relativen Standardabweichung von 0,011 %

entspricht.

Impréazision der 1sotopenver haltnismessung mit dem HPL C-M S-Ger &t

Fiir die Ermittlung der Imprézision des HPLC-MS-Systems wurde ein Gemisch aus nicht-
markiertem und deuteriertem Digoxin zehnmal unter Wiederholungsbedingungen gemessen.
Aus den Signalflichen der massenspezifischen Chromatogramme, aufgezeichnet bei den
Massen m/z 803 und 806, wurden die Fliachenverhiltnisse berechnet. Der Mittelwert der
Flachenverhéltnisse war 1,036. Die Standardabweichung als Mal} fiir die Imprézision der

Messungen betrug 0,010, was einer relativen Standardabweichung von 0,97 % entspricht.

Gesamtimpréazision

Die Einzelergebnisse fiir die analysierten Kontrollmaterialien sind unter dem Einfluf8 der
beschriebenen Imprézisionen der Volumendosierungen und der Isotopenverhéltnismessungen
mit dem HPLC-MS-Gerit bestimmt worden. In der Gesamtstreuung der MeBlergebnisse sind
daher alle Einzelkomponenten, beispielsweise die Streuungen ,unter
Wiederholungsbedingungen“ und ,unter Reproduzierbarkeitsbedingungen®, bei der
Berechnung nach Gl. 8 bzw. GI. 10 enthalten.

Die Digoxinkonzentrationen der analysierten Kontrollmaterialien lagen in einem Bereich von
1,014 bis 3,384 nmol/l. Die Standardabweichungen als MaB fiir die Gesamtprizision reichten
von 0,0080 und 0,044 nmol/l. Die relative Standardabweichung umfaflite ein Intervall von

0,49 bis 2,2 % (10.4, Tabelle 13).
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6.3.2.2 Nachweisgrenze, Erfassungsgr enze, Bestimmungsgrenze

Die Ermittlung der Nachweisgrenze, Erfassungsgrenze und Bestimmungsgrenze erfolgte mit
Hilfe der Leerwertmethode (5.9.3). Als Leerserum wurde ein lyophilisiertes Kontrollmaterial
der Deutsche Gesellschaft fiir Klinische Chemie verwendet, welches kein Digoxin enthielt
(Kontrollmaterial 646 00), dem jedoch deuteriertes Digoxin zugegeben wurde. Bei der HPLC-
MS-Analyse dieses ’Leerserums’ wurden keine durch das Serummaterial bedingten
Interferenzen nachgewiesen. Aliquote dieses Leerserums wurden mit unterschiedlichen
Digoxinmengen von 0 bis 3,7 ng aufgestockt und in Mehrfachbestimmungen (n = 6)
vermessen. Die Flichenverhéltnisse wurden aus den Signalflichen der Massen m/z 803 und
806 berechnet und gemittelt. Nach Gl. 8 wurden die jeweiligen Standardabweichungen S
bestimmt (Tabelle 7).

Tabelle7: Digoxinkonzentrationen, Flachenverhdltnisse und Streuungsparameter bei
Anwendung der Leerwertmethode zur Ermittlung von Nachweis-, Erfassungs-

und Bestimmungsgrenzen

Digoxin pro Probe| Mittelwert der Standardabweichung | Variationskoeffizient
[ng/Probe] Flachenverhaltnisse | der Flachenverhaltnisse | der Flachenverhéltnisse
X S VK [%]

0 0,0088 0,0015 (= S,) 17,0
0,19618 0,1063 0,0022 2,0
0,47046 0,2280 0,0043 1,9
1,86066 0,8883 0,0080 0,91
3,6480 1,743 0,022 1,3

Die analysierten Flachenverhéltnisse der Leerprobe sowie der Proben der Konzentrationsreihe
wurde gegen die eingesetzten Digoxinmengen pro Probe aufgetragen (Abb. 14). Die
Kalibrationskurve hatte im unteren, weitgehend linearen Bereich eine Steigung von b =
0,4728.

Nach Gl. 5 wurde die Nachweisgrenze berechnet mit xngy = 0,0095 ng/Probe (0,012
pmol/Probe). Als Erfassungsgrenze wurde xEgy = 0,019 ng/Probe (0,024 pmol/Probe)
ermittelt (Gl. 6). Die Bestimmungsgrenze liegt bei x@gy = 0,029 ng/Probe (0,037
pmol/Probe) (GI. 7).
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Abb. 14: Graphische Darstellung zur Ermittlung der Nachweisgrenze, Erfassungsgrenze und

Bestimmungsgrenze mit der Leerwertmethode

6.3.3 MelRunsicherheit der Methode

In den  vorangegangenen  Kapiteln  wurden  die Imprézisionen  ,,unter
Wiederholungsbedingungen®, ,unter Reproduzierbarkeitsbedingungen®, der
Volumendosierungen und der Isotopenverhidltnismessung mit dem HPLC-MS-System im
einzelnen quantifiziert. Als Gesamtimprazision zusammengefallt bilden diese Komponenten
die zufillige MeBunsicherheit (us) der Methode. In Abhéngigkeit vom Untersuchungsmaterial
variiert die zufillige MeBunsicherheit von 0,0080 bis 0,044 nmol/l. Relativ zur Konzentration
betrachtet umfaf3t die Standardabweichung ein Intervall von 0,49 bis 2,2 %.

Zur systematischen MeBunsicherheit (ug) tragen neben der Unsicherheit der Reinheit des
Kalibrationsmaterials und der Einwaage des Kalibrationsmaterials auch die
MeBunsicherheiten der durch Wagung kalibrierten Volumina bei. Diese Anteile entsprechen
den MeBunsicherheiten der zur Kalibration verwendeten, zertifizierten Kalibriergewichte, die
aus den Zertifikaten der PTB bzw. der Kalibrierlaboratorien des Deutschen Kalibrierdienstes

entnommen werden konnen.
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Tabelle8:

826 01 (ermittelte Digoxinkonzentration = 1,014 nmol/l)

MeBunsicherheitsbudget der Digoxinkonzentration des Kontrollmaterials

a) Zufallige Mef3unsicherheit ua

Parameter M ef3unsicher heit (ua)
Standardabweichung unter Wiederholungsbedingungen 0,0098 nmol/1 1,2 %
Standardabweichung unter
Reproduzierbarkeitsbedingungen 0,0078 nmol/l 0,77 %
Kombinierte zufillige MeBunsicherheit ua 0,010 nmol/1 0,97 %

b) Systematische M ef3unsicher heit ug

Parameter Nominalwert | Kalibrierter M el3unsicher heit (ug)
Wert
Reinheit des
Kalibrationsmaterials 96,8 % 96,8 % 0,078 %
Einwaage des
Kalibrationsmaterials 2 mg 2,059 mg 0,001 mg 0,049 %
Volumen des
MeBkolbens I 100 ml 100,011 ml 0,031 pl 0,000031 %
Volumen des
Mefkolbens I1 250 ml 250,081 ml 0,066 pl 0,000026 %
Volumen Kalibrator I 250 pl 250,2410 pl 0,00045 pl 0,00018 %
Volumina Kalibrator 11 150 pl 149,4257 pl 0,00040 pl 0,00027 %
200 pl 199,2646 pl 0,00038 pl 0,00019 %
250 pl 249,4843 nul 0,00045 pl 0,00018 %
Rekonstitutions-
volumen 3ml 3,0016 ml 0,00098 pl 0,000033 %
Serumvolumen 2,460 ml 2,4431 ml 0,0090 pl 0,00037 %
¢) Zusammenfassung des M el3unsicher heitsbudgets
Parameter M ef3unsicher heit
Zufillige MeBunsicherheit (ua) 0,010 nmol/l 0,97 %
Systematische MefBunsicherheit (up) 0,00093 nmol/l 0,092 %
Kombinierte MeBunsicherheit (u) 0,010 nmol/1 0,97 %
Erweiterte MeBunsicherheit (U) 0,020 nmol/l 1,9 %
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Aus den MeBunsicherheiten all dieser Parameter wurde nach Gl. 3 der Gesamtbeitrag der
systematischen MeBunsicherheit zur kombinierten MeBunsicherheit (u) mit ug = 0,092 %
errechnet. Die flir dieses Ergebnis entscheidenden Anteile sind die MeBunsicherheit der
Reinheit (0,078 %) und die der Einwaage (0,049 %) des Kalibrationsmaterials. Dagegen sind
die Anteile der MeBunsicherheit fiir die Wégungen zur Kalibrierung der Volumina
vernachldssigbar klein.

Ermittelt man aus systematischer und zufélliger MeBBunsicherheit nach Gl. 3 die kombinierte
MefBunsicherheit bzw. nach Gl. 4 die erweiterte MeBBunsicherheit, so stellt sich heraus, daf3 der
Anteil der systematischen MeBunsicherheit (ug) nicht signifikant fiir das Ergebnis ist. Als
typisches Beispiel ist in Tabelle 8 das MeBunsicherheitsbudget fiir die Ermittlung eines
Referenzmethodenwerts fiir das Kontrollmaterial 826 01 mit allen Komponenten
zusammengefalit.

In Tabelle 13 (10.4) sind die fir die Kontrollmaterialien bestimmten erweiterten
MeBunsicherheiten aufgefiihrt.

Das Kontrollmaterial 826 04 hat mit u = 0,49 % bzw. U = 1,0 % (erweiterte MeBunsicherheit)
die geringste MeBunsicherheit und das Kontrollmaterial 826 03 die grofte mit u = 2,2 % bzw.
U=4,3%.

6.4 Durchfiuhrung und Validierung der massenspektrometrischen
| sotopenver diinnungsmethode zur quantitativen Bestimmung von

Digitoxin im Serum

6.4.1 Bestimmung der Digitoxinkonzentration im Serum mit der

massenspektrometrischen | sotopenver dinnungsmethode

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in 20 Kontrollmaterialien und 34 Patientenseren die
Digitoxinkonzentrationen mit der massenspektrometrischen Isotopenverdiinnungsmethode
bestimmt.

Die Proben wurden im Anschlul an eine Extraktion mit tert-Butylmethylether und
sdulenchromatographischer Vorreinigung an einer Diol-Sdule mit dem HPLC-MS-Gerét
analysiert. Dabei erfolgte die Aufzeichnung von massenspezifischen Chromatogrammen bei
m/z 787 fir das Natriumaddukt des nicht-markierten Digitoxins und m/z 790 fiir das
Natriumaddukt des [*H;]Digitoxins (Abb. 15). Aus den Signalflichen wurde der Quotient R =
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Fléache ,y, 787/ Flache ./, 799 berechnet. Aus den Quotienten der Signalflichen der Kalibratoren
wurde die Kalibrationskurve (siehe 10.2) und anschlieBend nach Gl. 16 bzw. 17 die
Digitoxinkonzentration der Proben errechnet.

In den Kontrollmaterialien wurden zur Uberpriifung der Richtigkeit Zusatzversuche
durchgefiihrt, bei denen die Digitoxinkonzentration aus  massenspezifischen
Chromatogrammen der Ionen m/z 803 bzw. 806 fiir das Kaliumaddukt des nicht-markierten
bzw. des deuterierten Digitoxins in unabhingigen Analysenserien aufgezeichnet und

ausgewertet wurden.

*MSD1 790, EIC=790:791 (DGT0927\ASR00017.D) API-ES

400009 I
Kontrollserum 777.01

350007
300007 [*Hs]-Digitoxin, m/z 790.3
250007

20000]
15000]
10000

5000

0

T T T T T T
6 7
*MSD1 787, EIC=787.788 (DGT0927\ASR00017.D) API-ES

400009
350009
800004 Digitoxin, m/z 787.3
250009
200007
150007
10000

50007

04

Abb. 15: Massenspezifische HPLC-Chromatogramme nach Aufarbeitung einer Serumprobe;
Aufzeichnung der Ionen m/z 787 (Natriumaddukt des nicht-markierten Digitoxins)

und m/z 790 (Natriumaddukt des deuterierten Digitoxins)

Die beiden beschriebenen Digitoxinmethoden basieren auf der Detektion unterschiedlicher
Ionenpaare. Daher konnen die beiden Methoden als unabhingig von einander betrachtet
werden. Die Ergebnisse (10.5, Tabellel7) wurden mit dem statistischen Verfahren nach

Passing und Bablok miteinander verglichen. Abbildung 16 zeigt die graphische Darstellung.
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Abb. 16: Vergleich der Digitoxinkonzentrationen, berechnet aus den Isotopenverhéltnissen
der Massen m/z 787, 790 und m/z 803, 806, ermittelt fiir 16 verschiedene

Kontrollmaterialien; die gestrichelte Linie ist die Identitétslinie
Folgende Gleichung wurde fiir die Regressionsgerade ermittelt:

y=1,004 *x - 0,101, N =20, r=1,000

m/z 803/

mit y = Digitoxinkonzentration, berechnet aus dem Flidchenverhiltnis m/z 806

x = Digitoxinkonzentration, berechnet aus dem Fldchenverhéltnis mz787

m/z 790
N = Anzahl der Kontrollmaterialien

r = Korrelationskoeffizient

Wie das Diagramm zeigt, sind die Regressionsgerade und die Identititslinie (gestrichelt), die
man bei exakter Ubereinstimmung der Ergebnisse erhalten wiirde, nahezu deckungsgleich.
Daher konnen die Ergebnisse der beiden Mefimethoden als sehr gut libereinstimmend beurteilt

werden.
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Fir die Ermittlung der Digitoxinkonzentrationen in Kontrollmaterialien wurden diese in
mindestens drei von einander unabhingigen Serien jeweils im Doppelwert analysiert.

Die Analysenserien konnen als unabhédngig gelten, da fiir jede Serie eine neue
Kalibrationskurve auf der Basis einer neu eingewogenen Kalibrationsldsung I erstellt wurde.
Fir die Kontrollmaterialien wurden Konzentrationen in einem Bereich von 10,52 nmol/l
(Kontrollserum 858 04) bis 48,63 nmol/l (Kontrollserum 748 13) bestimmt. Die
Standardabweichungen liegen zwischen 0,047 nmol/l (Kontrollmaterial 748 14) und 0,26
nmol/l (Kontrollmaterialien 777 06 und AP 5), und die relative Standardabweichung (VK)
variiert von 0,18 % (Kontrollmaterial 777 05) bis 0,81 % (Kontrollmaterial 858 04). Die aus
Doppelbestimmungen errechnete Standardabweichung betrdgt 0,11 nmol/l; dies entspricht
einer relativen Standardabweichung von 0,38 %.

Nach der hier beschricbenen Methode erfolgte auch die Bestimmung der
Digitoxinkonzentration in Patientenseren. Von diesen Materialien standen in der Regel nur so
kleine Volumina zur Verfiigung, so dal nur einmal eine Doppelbestimmung durchgefiihrt
werden konnte. Die Konzentrationen der Patientenseren liegen in einem Bereich von 0,58
nmol/l (Serum Nr. 9) bis 37,34 nmol/l (Serum Nr. 17). Aus den Ergebnissen der
Doppelbestimmungen errechnet sich eine Standardabweichung von 0,13 nmol/l; dies
entspricht einer relativen Standardabweichung von 0,87 %.

In den Tabellen 18 bzw. 19 (10.5) sind die Ergebnisse fiir die Kontrollmaterialien bzw.

Patientenseren aufgefiihrt.

6.4.2 Validierungder HPLC-M S-M ethode zur Bestimmung von Digitoxin

6.4.2.1 Prazision der Methode

Fiir die Beurteilung der Prizision der Methode wurden die dazu beitragenden Komponenten

untersucht. Alle Ergebnisse sind unter 10.5 in den Tabellen 18, 20 und 21 dargestellt.

Impréazision unter Wieder holungsbedingungen
Fir die Bestimmung der Imprizision unter Wiederholungsbedingungen wurde das
Kontrollmaterial AP 5 zwdlfmal in einer Serie aufgearbeitet und mit dem HPLC-MS-

Instrument analysiert.
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Der Mittelwert der 12 Ergebnisse betrug 35,512 nmol/l. Die Standardabweichung als MaB fiir
die Imprézision unter Wiederholungsbedingungen betrug 0,085 nmol/l, was einer relativen
Standardabweichung von 0,24 % entspricht.

Dariiber hinaus wurde fiir jedes der 20 Kontrollmaterialien die Prézision unter
Wiederholungsbedingungen aus den Doppelbestimmungen ermittelt. Die relative
Standardabweichung lag fiir diese Materialien in einem Bereich von 0,058 %

(Kontrollmaterial AP 6) bis 0,75 % (Kontrollmaterial 858 04) (10.5, Tabelle 18).

Imprazision unter Reproduzier barkeitsbedingungen

Die Imprizisionen der analysierten Kontrollmaterialien lagen unter
Reproduzierbarkeitsbedingungen in einem Intervall von 0,027 % (Kontrollmaterial 777 04)
bis 0,70 % (Kontrollmaterial AP 5) (10.5, Tabelle 18).

Mit statistischen Methoden (f-Test) konnte nachgewiesen werden, da3 die Imprézision unter
Reproduzierbarkeitsbedingungen nicht signifikant zur Gesamtprizision beitrug (Ausnahme:

Kontrollmaterial AP 6).

Impréazision der Volumendosierung

Fiir die Dosierung von Serum wurden Volumina im Bereich von 240 bis 1000 ul verwendet.
Die im Rahmen der Kalibration ermittelten Imprézisionen liegen in einem Intervall von 0,13
bis 0,54 pl, was einer relativen Standardabweichung von 0,025 bis 0,17 % entspricht (10.5,
Tabelle 20).

Fiir die Volumina der Kalibratoren (100 bis 250 ul) wurden Standardabweichungen zwischen
0,056 und 0,075 pl ermittelt, die relativen Standardabweichungen lagen zwischen 0,026 und
0,075 % (10.5, Tabelle 21).

Das Volumen zur Rekonstitution der lyophilisierten Kontrollmaterialien (3 ml) wurde durch
10-fach Wégung kalibriert. Die Standardabweichung dieser Dosierung betrug 0,00032 ml
(VK =0,011 %).

Das Volumen, welches der Kalibratorlosung I entnommen wurde, betrug 250,241 ul. Die

Imprézision wurde mit 0,027 pl berechnet (VK = 0,011 %).

Impréazision der 1sotopenver haltnismessung mit dem HPL C-M S-Ger &t
Um die MeBprazision des HPLC-MS-Systems unter Wiederholungsbedingungen zu ermitteln,
wurden Aliquote eines Gemischs aus nicht-markiertem und deuteriertem Digitoxin zehnmal

nacheinander gemessen und die massenspezifischen Chromatogramme der Massen m/z 787
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und 790 ausgewertet. Der Mittelwert der Isotopenverhéltnisse war 1,0040, die
Standardabweichung als Mal3 flir die Imprazision der Messungen betrug 0,0050 (VK = 0,50
%).

Gesamtimprazision

Die Einzelergebnisse fiir jedes Kontrollmaterial sind unter dem Einflul der beschriebenen
Impréazisionen der Volumendosierung und des HPLC-MS-Gerits ermittelt worden. In der
Gesamtimprizision, berechnet nach GIl. 8 bzw. 10, sind alle einzelnen Beitrdge der
Imprézision, zu denen auch die Impréizisionen ,,unter Wiederholungsbedingungen‘ und ,,unter
Reproduzierbarkeitsbedingungen* gehoren, enthalten.

Fiir die Kontrollmaterialien wurden Digitoxinkonzentrationen im Bereich von 10,52 bis 48,63
nmol/l analysiert. Die berechnete Gesamtimprézision lag zwischen 0,047 und 0,26 nmol/l. Die

relativen Standardabweichungen umfassen ein Intervall von 0,18 bis 0,81 % (10.5, Tabelle

18).

6.4.2.2 Nachweisgrenze, Erfassungsgr enze, Bestimmungsgrenze

Zur Ermittlung der Nachweisgrenze, Erfassungsgrenze und Bestimmungsgrenze des
MefBverfahrens wurde die Leerwertmethode [35] angewandt. Hierfiir wurde vorab
lyophilisiertes Kontrollmaterial auf seine Eignung als Leerserum getestet.

Fiir das Kontrollmaterial 646 00 der Deutschen Gesellschaft fiir Klinische Chemie konnte
nachgewiesen werden, daf3 es kein Digitoxin enthielt. Dariiber hinaus wurden keine durch das
Serum bedingte Interferenzen nachgewiesen, so daf das Kontrollmaterial 646 00 als
Leerserum geeignet war.

Die Durchfiihrung der Leerwertmethode erfolgt auf die unter 5.9.3 beschriebene Weise. Bei
der Auswertung wurden die Isotopenverhéltnisse, bestimmt aus den Signalflaichen der Massen
m/z 787 und 790, gemittelt. Nach Gl. 8 wurden die jeweiligen Standardabweichungen S
bestimmt (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Zusammenstellung iiber die Digitoxinmengen der Proben, die im Rahmen der

Leerwertmethode prépariert wurden, sowie die ermittelten Ergebnisse fiir die entsprechenden

Flachenverhéltnisse und ihre Standardabweichungen

Digitoxin pro Mittelwert der Standardabweichung | Variationskoeffizient
Probe Flachenverhaltnisse | der Flachenverhaltnisse | der Flachenver haltnisse
[ng/Probe] X S VK [%]
0 0,0631 0,0013 (= S.) 2,1
0,80119 0,15117 0,00075 0,50
1,99082 0,2898 0,0029 1,0
7,78909 0,9757 0,0033 0,33
15,20521 1,8405 0,0070 0,38

Die analysierten Flachenverhéltnisse der Leerprobe sowie der Proben der Konzentrationsreihe

wurden gegen die eingesetzten Digitoxinmengen pro Probe aufgetragen (Abb. 17). Die

Kalibrationskurve ist in dem untersuchten Bereich anndhernd linear. Fiir diesen Abschnitt

wurde eine Steigung von b = 0,1172 ermittelt.
Die Nachweisgrenze betrug xwgy = 0,033 ng/Probe (0,043 pmol/Probe) (Gl. 5). Die
Erfassungsgrenze liegt nach Gl. 6 bei xgg) = 0,067 ng/Probe (0,087 pmol/Probe). Als

Bestimmungsgr enze wurde xgg) = 0,10 ng/Probe (0,13 pmol/Probe) (Gl. 7) ermittelt.

gemitteltes Flachenverhaltnis

2,0
y = 0,1172x + 0,0596 /
15
1,0
05 |
0,0 ¢ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15

Digoitxin pro Probe [ng/Probe]

20

Abb. 17: Graphische Darstellung zur Ermittlung der Nachweisgrenze, Erfassungsgrenze und

Bestimmungsgrenze mit der Leerwertmethode
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6.4.3 MelRunsicherheit der Methode

Die GesamtmefBunsicherheit der Methode setzt sich aus zufdlligen und systematischen
Komponenten zusammen.

Das Ergebnis der Gesamtimprizision umfafit alle Komponenten der Imprézision der Methode
und beschreibt somit die zufillige MeBunsicherheit (us) der Methode. Im Rahmen der
durchgefiihrten Analysen liegt die =zufdllige MeBunsicherheit in Abhdngigkeit vom
Kontrollmaterial zwischen 0,18 und 0,81 %.

Bei der Bestimmung der systematischen MeBunsicherheit (ug) wurden die Unsicherheit der
Reinheit des Kalibrationsmaterials, der Einwaage des Kalibrationsmaterials und der
Kalibration der Volumina beriicksichtigt. Die MeBunsicherheit der Reinheit betrdgt 0,14 %,
und die MeBunsicherheit der Einwaage des Kalibrationsmaterials ist 0,050 %. Die
MeBunsicherheitsanteile der Volumenkalibration entsprechen denen der zur Kalibration
verwendeten, zertifizierten Kalibriergewichte.

Aus den MeBunsicherheiten all dieser Parameter berechnet sich nach Gl. 3 der Gesamtbeitrag
der systematischen MeBunsicherheit mit ug = 0,17 %, wobei die MeBunsicherheit der Reinheit
und die der Einwaage des Kalibrationsmaterials die entscheidenden Anteile sind.

Die Berechnung der kombinierten MeBunsicherheit (u) bzw. der erweiterten MeBunsicherheit
(U) erfolgt nach Gl. 3 bzw. GI. 4. Hierbei ist festzustellen, dall der Anteil der systematischen
MeBunsicherheit (ug) signifikant zum Gesamtergebnis beitrdgt. Als Beispiel fiir das
MeBunsicherheitsbudget eines typisches Kontrollmaterials sind in Tabelle 10 alle
MeBunsicherheitsparameter fiir das Kontrollmaterial 748 15 zusammengefaf3t.

Die erweiterten MeBunsicherheiten sind fiir alle Kontrollmaterialien in Tabelle 18 (10.5)
zusammen gefallt. Die geringste MeBunsicherheit wurde flir das Kontrollmaterial 777 05 (u =
0,25 % bzw. U = 0,50 %) ermittelt. Die MeBunsicherheit des Kontrollmaterials 858 04 war
mit u= 0,85 % bzw. U = 1,7 % die grofite.
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Tabdle 10:

748 15 (ermittelte Digitoxinkonzentration = 23,30 nmol/1)

MeBunsicherheitsbudget der Digitoxinkonzentration des Kontrollmaterials

a) Zufallige Mef3unsicherheit ua

Parameter M ef3unsicher heit (ua)
Standardabweichung unter Wiederholungsbedingungen 0,065 nmol/l 0,28 %
Standardabweichung unter
Reproduzierbarkeitsbedingungen 0,089 nmol/l 0,38 %
Gesamtimprizision 0,10 nmol/l 0,44 %

b) Systematische M ef3unsicher heit ug

Parameter Nominalwert | Kalibrierter M el3unsicher heit (ug)
Wert
Reinheit des
Kalibrationsmaterials 99,23 % 99,23 % 0,14 %
Einwaage des
Kalibrationsmaterials 2 mg 2,020 mg 0,001 mg 0,050 %
Volumen des
Mef3kolbens 1 50 ml 50,102 ml 0,0019 ml 0,0038 %
Volumen des
Mefkolbens I1 250 ml 249,934 ml 0,066 pl 0,000026 %
Volumen Kalibrator I 250 pl 250,2410 pl 0,00045 pl 0,00018 %
Volumina Kalibrator 11 150 pl 149,4257 pl 0,00040 pl 0,00027 %
200 pl 199,2646 pl 0,00038 pl 0,00019 %
250 pl 249,4843 nul 0,00045 pl 0,00018 %
Rekonstitutions-
volumen 3ml 3,0016 ml 0,00098 pl 0,000033 %
Serumvolumen 0,450 ml 0,4467 ml 0,00038 pl 0,085 %
¢) Zusammenfassung des M el3unsicher heitsbudgets
Parameter M ef3unsicher heit
Zufillige MeBunsicherheit (ua) 0,10 nmol/l 0,44 %
Systematische MefBunsicherheit (up) 0,040 nmol/l 0,17 %
Kombinierte MeBunsicherheit (u) 0,11 nmol/l 0,47 %
Erweiterte MeBunsicherheit (U) 0,22 nmol/l 0,94 %
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6.5 Beurtellung von Routinemethoden zur Bestimmung von

Cardioglycosiden

Die hier beschriebenen massenspektrometrischen Isotopenverdiinnungsmethoden zur
Bestimmung von Cardioglycoside sollen als ReferenzmeBverfahren dazu dienen, die in
Klinisch-Chemischen Routinelaboratorien eingesetzten Testverfahren auf ihre Richtigkeit hin
zu iiberpriifen. Hierzu wurden sowohl in Kontrollmaterialien als auch in Patientenseren die
Analytkonzentrationen unter Routinebedingungen bestimmt und die Ergebnisse mit
massenspektrometrisch ermittelten Referenzmethodenwerten verglichen.

Die Analytkonzentrationen in den Kontrollmaterialien und Patientenseren wurden in Klinisch-

Chemischen Routinelaboratorien als Doppelwerte bestimmt.

6.5.1 Enzymimmunologische M ethode zur Bestimmung von Digoxin

Die Untersuchungsmaterialien wurden mit einem Enzymimmunoassay der Firma Dade
Behring analysiert. Der Vergleich der Ergebnisse des Enzymimmunoassay (10.6, Tabelle 22
und 23) mit denen der Referenzmethode ist fiir die Kontrollmaterialien in Abbildung 18 und
fiir Patientenseren in Abbildung 19 graphisch dargestellt.

Mit Hilfe des statistischen Auswerteverfahrens nach Passing und Bablok [48] wurden

folgende Regressionsgeraden ermittelt:

Vergleich der Ergebnisse fiir Kontrollmaterialien: y = 1,053 * x + 0,024, r=0,993, N= 18
Vergleich der Ergebnisse fiir Patientenproben: y=1,085*x+0,131,r= 0,698, N =33

mit y = Digoxinkonzentration, ermittelt mit dem Enzymimmunoassay
x = Digoxinkonzentration, ermittelt mit der massenspektrometrischen Isotopen-
verdiinnungsmethode
N = Anzahl der Kontrollmaterialien bzw. Patientenseren

r = Korrelationskoeffizient
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Abb. 18: Vergleich der Ergebnisse des Enzymimmunoassays von Dade Behring mit denen

der Referenzmethode, ermittelt fiir 18 Kontrollmaterialien
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Abb. 19: Vergleich der Ergebnisse des Enzymimmunoassays von Dade Behring mit denen

der Referenzmethode, ermittelt fiir 33 Patientenseren
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Sowohl fiir die Kontrollmaterialien als auch fiir die Patientenseren haben die
Regressionsgeraden eine groflere Steigung als die Identitdtslinie. Das bedeutet, daBl die
Digoxinkonzentrationen,  ermittelt mit dem = Enzymimmunoassay, von  den
Referenzmethodenwerten abweichen. Die Streuung der Wertepaare um die Regressionsgerade
ist bei den Kontrollmaterialien relativ gering. Bei den Patientenseren dagegen ist diese
Streuung erheblich groBer. Hier kdnnen bei kleinen Analytkonzentrationen Abweichungen

der Routinemethode von bis zum 100fachen des Referenzmethodenwerts beobachtet werden.

6.5.2 Elektro-Chemilumineszenz-lmmunologische Methode zur Bestimmung von

Digoxin

Mit der Elektro-Chemilumineszenz-Immunologischen Methode von Roche wurden 18
Kontrollmaterialien und 30 Patientenseren untersucht. Die graphische Auswertung der
Ergebnisse (10.6, Tabelle 22 und 23) ist fiir die Kontrollmaterialien bzw. die Patientenseren in

Abbildung 20 bzw. Abbildung 21 dargestellt.
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Abb. 20: Vergleich der Ergebnisse des Elektro-Chemilumineszenz-Immunoassays von

Roche mit denen der Referenzmethode, ermittelt fiir 18 Kontrollmaterialien
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Abb. 21: Vergleich der Ergebnisse des Elektro-Chemilumineszenz-Immunoassays von Roche

mit denen der Referenzmethode, ermittelt fiir 30 Patientenseren

Nach dem Verfahren von Passing und Bablok [48] ergaben sich folgende Regressionsgeraden:

Vergleich der Ergebnisse fiir Kontrollmaterialien: y = 1,083 * x +0,091 , N=18, r=0,988
Vergleich der Ergebnisse fiir Patientenproben: y=1,108 * x + 0,243 , N =30, r = 0,681

mit y = Digoxinkonzentration, ermittelt mit dem Elektro-Chemilumineszenz-
Immunoassay
x = Digoxinkonzentration, ermittelt mit der massenspektrometrischen Isotopen-
verdliinnungsmethode
N = Anzahl der Kontrollmaterialien bzw. Patientenseren

r = Korrelationskoeffizient

Der Vergleich der Ergebnisse des Elektro-Chemilumineszenz-Immunoassay mit den
Ergebnissen der IDMS-Methode zeigt, da3 mit der Routinemethode in Kontrollmaterialien
und Patientenseren héhere Digoxinkonzentrationen bestimmt werden. Der Verlauf der beiden

ermittelten Regressionsgeraden ist dhnlich. Es ist jedoch auffillig, dall bei Patientenproben

76




die Streuung der Werte um die Regressionsgerade viel grofler ist als bei Kontrollmaterialien;
dies wird auch aus dem niedrigen Korrelationskoeffizienten (r = 0,681) bei dem

Methodenvergleich fiir die Patientenseren deutlich.

6.5.3 Enzymimmunologische M ethode zur Bestimmung von Digitoxin

Die Digitoxinkonzentrationen, ermittelt mit dem Enzymimmunoassay der Firma Dade
Behring, wurden mit den Referenzmethodenwerten fiir Kontrollmaterialien in Abbildung 22
und fiir Patientenseren in Abbildung 23 verglichen. Die Ergebnisse und prozentualen
Abweichungen von den Referenzmethodenwerten sind in 10.6, Tabelle 24 und 25

zusammengefalit.
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Abb. 22: Vergleich der Ergebnisse des Enzymimmunoassays von Dade Behring mit denen

der Referenzmethode, ermittelt fiir 20 Kontrollmaterialien
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Abb. 23: Vergleich der Ergebnisse des Enzymimmunoassays von Dade Behring mit denen

der Referenzmethode, ermittelt fiir 34 Patientenseren

Die nach Passing und Bablok [48] ermittelten Regressionsgeraden lauten:

Vergleich der Ergebnisse fiir Kontrollmaterialien: y = 0,895 * x + 1,441 ,r=0,977, N =20
Vergleich der Ergebnisse fiir Patientenproben: y=1,126 *x+ 2,024 ,r=0,972, N =34

mit y = Digitoxinkonzentration, ermittelt mit dem Enzymimmunoassay
x = Digitoxinkonzentration, ermittelt mit der massenspektrometrischen Isotopen-
verdliinnungsmethode
N = Anzahl der Kontrollmaterialien bzw. Patientenseren

r = Korrelationskoeffizient

Aus der graphischen Darstellung (Steigung und Achsenabschnitt) erkennt man, daB3 die mit
dem Assay ermittelten Werte im Durchschnitt kleiner sind als die Referenzmethodenwerte.
Im Gegensatz dazu ist die Steigung der fiir Patientenseren ermittelten Regressionsgerade

grofler als die der Identititslinie; dariiber hinaus findet man einen positiven Achsenabschnitt

78




von 2,02 nmol/l fiir die immunologisch bestimmten Ergebnisse. Die mit dem Assay
analysierten Digitoxinkonzentrationen sind somit im Durchschnitt groBer als die

Referenzmethodenwerte.

6.5.4 Turbidimetrische-lmmunologische M ethode zur Bestimmung von Digitoxin

In 20 Kontrollmaterialien und 34 Patientenproben wurde die Digitoxinkonzentration mit
einem Turbidimetrie-Immunoassay der Firma Olympus bestimmt. Die Ergebnisse (10.6,
Tabelle 24 und 25) wurden mit den Zielwerten verglichen, die mit der
massenspektrometrischen  Isotopenverdiinnungsmethode  ermittelt wurden. In den
Abbildungen 24 bzw. 25 werden die Vergleiche fiir die Kontrollmaterialien bzw. die
Patientenproben graphisch dargestellt.

Mit dem Regressionsverfahren nach Passing und Bablok [48] wurden folgende Geraden

ermittelt:

Vergleich der Ergebnisse flir Kontrollmaterialien: y = 1,066 * x — 2,084 ,r= 0,993, N =20
Vergleich der Ergebnisse fiir Patientenproben: y=1,231 *x+2,030,r=0,771, N =34

mit y = Digitoxinkonzentration, ermittelt mit dem Turbidimetrie-Immunoassay
x = Digitoxinkonzentration, ermittelt mit der massenspektrometrischen Isotopen-
verdiinnungsmethode
N = Anzahl der Kontrollmaterialien bzw. Patientenseren

r = Korrelationskoeffizient

Der Vergleich der Ergebnisse der Kontrollmaterialien zeigt, dall die Wertepaare im Bereich
der Identititslinie liegen. Der Geradenverlauf 1463t erkennen, dal im unteren
Konzentrationsbereich  die  mit dem  Turbidimetrie-Immunoassay  ermittelten
Digitoxinkonzentrationen zu niedrig, im oberen Konzentrationsbereich jedoch zu hoch sind.
Die Streuung der Daten um die Gerade ist sehr gering, was auch durch den hohen
Korrelationskoeffizienten (r = 0,993) zum Ausdruck gebracht wird. Die Regressionsgerade,
ermittelt aus den Wertepaaren von Patientenseren, weicht hingegen deutlich von der
Identititsgeraden ab. Die mit dem  Turbidimitrie-Immunoassay  ermittelten
Digitoxinkonzentrationen sind iiber den ganzen untersuchten Bereich hdher als die Zielwerte.

Im Gegensatz zu den Kontrollmaterialien streuen die Werte um die Gerade sehr stark.
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Abb. 24: Vergleich der Ergebnisse des Turbidimetrie-Immunoassays von Olympus mit denen

der Referenzmethode, ermittelt fiir 20 Kontrollmaterialien
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Abb. 25: Vergleich der Ergebnisse des Turbidimetrie-Immunoassays von Olympus mit denen

der Referenzmethode, ermittelt fiir 34 Patientenseren
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7 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung und Validierung von ReferenzmeBverfahren
zur quantitativen Bestimmung der Cardioglycoside Digoxin und Digitoxin im menschlichen
Serum beschrieben. Die Verfahren beruhen auf dem Prinzip der massenspektrometrischen
Isotopenverdiinnungsanalyse. Im Rahmen der Validierung wurde gepriift, ob die Methoden
Anforderungen an ReferenzmeBverfahren erfiillen, wie sie in internationalen Standards

festgelegt worden sind [49].

Eines der wichtigsten Kriterien fiir die Bewertung von MeBverfahren ist die Genauigkeit der
Analysenergebnisse. Diese wird einerseits bestimmt durch ihre Richtigkeit und zum anderen
durch ihre Préazision.

Fiir die Richtigkeit einer Methode ist es notwendig, dall das verwendete MeBsystem eine sehr
hohe Spezifitit in Bezug auf den zu bestimmenden Analyten aufweist. Die Verwendung der
Hochleistungsfliissigchromatographie als Trennsystem und des Massenspektrometers als
selektiver Detektor bieten ideale Voraussetzungen fiir ein solches hochspezifisches
MefBsystem.

Die HPLC stellt eine effektive Moglichkeit dar, die Komponenten einer Probe voneinander zu
trennen. Unter optimierten Bedingungen treten die einzelnen Komponenten in unterschiedlich
lang andauernde Wechselwirkungen mit der mobilen und stationdren Phase des HPLC-
Systems. Hierdurch eluieren die unterschiedlichen Komponenten zeitlich und rdumlich
getrennt von der Sdule. Dieses chromatographische Trennverfahren wird mit einem
hochspezifischen Detektor kombiniert. Das Massenspektrometer ermoglicht die selektive
Detektion von Molekiil- oder Fragmentionen, die charakteristisch fiir die Massen der zu
analysierenden Substanzen sind. Durch das beschriebene MeBsystem konnten nach
Einstellung der substanzcharakteristischen Ionen bei m/z 651 und 654 bzw. m/z 803 und 806
ausschlieBlich Fragmente bzw. Natriumaddukte von Digoxin und der entsprechenden
isotopenmarkierten Verbindung aufgezeichnet werden. Ebenso wurden bei der Untersuchung
von Digitoxinproben bei den Massen m/z 787 und 790 bzw. m/z 803 und 806 nur die
Natrium- bzw. Kaliumaddukte von natiirlichem und isotopenmarkiertem Digitoxin registriert.
Trotz der Anwendung dieses hochspezifischen MeBsystems ist die Richtigkeit der
Analysenergebnisse  nicht notwendigerweise  gewdhrleistet, wenn  widhrend der
Probenvorbereitung (Extraktion, sdulenchromatographische Reinigung) Anteile des zu

bestimmenden Analyten verloren gehen.
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Solche Wiederfindungsverluste wéhrend des Analysengangs werden am besten durch die
Anwendung eines internen Standards korrigiert. Als interner Standard ist der Einsatz einer
isotopenmarkierten Variante des zu untersuchenden Analyten ideal, da angenommen werden
kann, dal sich die zu analysierenden nicht-markierten Verbindungen und die
isotopenmarkierten Analoga in ihren physikalisch-chemischen FEigenschaften nahezu
identisch verhalten; bei der massenspektrometrischen Detektion sind sie jedoch durch das
unterschiedliche Molekiilgewicht gut von einander zu unterscheiden.

Fiir die Entwicklung der massenspektrometrischen Isotopenverdiinnungsmethode, wie sie hier
beschrieben wird, stellt die Verfiigbarkeit geeigneter isotopenmarkierter interner
Standardverbindungen eine unabdingbare Voraussetzung dar. Fiir die zu analysierenden
Substanzen Digoxin und Digitoxin war isotopenmarkiertes Material nicht kommerziell
verfiigbar. Es mufite daher ein Weg zur Synthese dieser Verbindungen gefunden werden.
Durch Deuterierung der natiirlich vorkommenden Substanzen gelang es, geeignetes Material
herzustellen. Die Produkte der Deuterierung wurden im Vergleich mit den
Ausgangssubstanzen mit dem HPLC-MS-Gerit untersucht. An Hand der Chromatogramme
war zu erkennen, dall sowohl fiir Digoxin als auch fiir Digitoxin die Retentionszeiten der
Edukte mit denen der synthetisierten Substanzen identisch sind. Die Massenspektren zeigten
jedoch, dal das jeweilige Reaktionsprodukt ein um drei Masseneinheiten hoheres
Molekiilgewicht besitzt als die Ausgangssubstanz. Die Fragmentierungsmuster zeigen, daf3
der Austausch von Wasserstoffatomen gegen Deuteriumatome an Kohlenstoffatomen des
Steroidteils des Molekiils erfolgte. Fiir die IDMS-Messungen ist es von groflem Vorteil, wenn
der isotopenmarkierte interne Standard eine Massendifferenz von nicht weniger als drei
Massen zum natiirlichen Cardioglycosid aufweist. In diesem Fall ist der durch die natiirliche
Isotopenverteilung bedingte Anteil des natiirlichen Analyten bei der Messung der
isotopenmarkierten Substanz minimal. Da die Isotopenmarkierung am Steroidteil erfolgt ist,
kann dieser Vorteil der dreifach Markierung auch bei der Messung von Fragmenten, die durch
Abspaltung einer Digitoxose-Einheit entstanden sind, genutzt werden (z.B. m/z 651, 654).

Fiir den Einsatz als interner Standard ist entscheidend, da3 die Deuterierung des Materials im
Rahmen der Analysenbedingungen irreversibel ist und kein Riicktausch der Deuteriumatome
gegen Wasserstoffatome stattfindet. Eine Mischung aus isotopenmarkiertem und natiirlichem
Digoxin bzw. Digitoxin wurde in Aliquote geteilt. Ein Aliquot wurde ohne
Probenvorbereitung, das andere mit Probenvorbereitung analysiert und ausgewertet. Die
ermittelten Ergebnisse waren im Rahmen der MeBunsicherheit identisch, so daB eine

Riicktausch ausgeschlossen werden kann.
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Theoretisch ist es denkbar, dal die physikalisch-chemischen Eigenschaften der
isotopenmarkierten Substanz sich durch Isotopeneffekte geringfiigig von denen der natiirlich
vorkommenden Analyte unterscheiden. Wenn diese Effekte jedoch in Kalibratoren und
Serumproben in gleichem Mal3e auftreten, so wiirden die Analysenergebnisse nicht verfalscht
werden. Um diese Annahme experimentell zu bestdtigen, wurden Aliquote eines Leerserums
mit Kalibratoren aufgestockt, aufgearbeitet und analysiert. Es konnte gezeigt werden, dal} eine
auf diese Weise auf Serumbasis ermittelte Kalibrationskurve mit einer nach dem {iblichen
Verfahren  erstellten  Kalibrationskurve  iibereinstimmte = und  somit identische
Analysenergebnisse lieferte.

Fiir die Berechnung der Analysenergebnisse ist es nicht notwendig, die Konzentration des
internen Standards zu kennen. Entscheidend ist jedoch, dal sowohl Kalibratoren als auch
Serumproben exakt dieselbe Menge des isotopenmarkierten Materials erhalten. Dies wurde
durch die Dosierung des internen Standards mit einer Mikroliterspritze mit justiertem
Wiederholungsadapter realisiert.

Die Richtigkeit der Methode ist nicht nur von der Spezifitit der Analytik sondern auch von
der Qualitdt des Kalibrationsmaterials abhéngig, das zur Berechnung der Analysenergebnisse
notwendig ist. Dieses Kalibrationsmaterial sollte einerseits eine mdglichst hohe und exakt
bekannte Reinheit besitzen; fiir die Berechnung der GesamtmeBunsicherheit des
Analysenverfahrens ist es jedoch auerordentlich wichtig, da3 auch die MeBunsicherheit der
Reinheit bekannt ist. Fiir viele klinisch-chemische MeBgroen wie z.B. Cholesterin, Kreatinin
und Harnstoff sind Kalibrationsmaterialien von nationalen oder internationalen
Metrologieinstituten (NIST, IRMM) charakterisiert und zertifiziert worden. Fiir Digoxin und
Digitoxin sind jedoch derzeit entsprechende zertifizierte Kalibrationsmaterialien noch nicht
erhéltlich. Daher wurden fiir die Durchfiihrung der hier beschriebenen Methoden die
europdischen Arzneimittelstandards (European Pharmacopoeia Chemical Reference
Substance, EP CRS) von Digoxin und Digitoxin verwendet. In Rahmen von Vorversuchen
war festgestellt worden, dal3 diese Materialien die geringsten Anteile an Nebenbestandteilen
besitzen. Fiir die Bestimmung ihrer Reinheit wurden diese Substanzen mit der
Hochdruckfliissigchromatographie unter Verwendung eines Dioden-Array-Detektors, der die
Absorption im sichtbaren und UV-Bereich bestimmt, untersucht. Aus den UV-
Absorptionssignalen sowohl des Haupt- als auch der Nebenbestandteile wurde der
Digoxinanteil der Priparation mit 96,839 % =+ 0,078 % bestimmt. Fiir Digitoxin wurde eine
Reinheit von 99,23 % * 0,14 % ermittelt. Bei dieser Art der Bestimmung der Reinheit der

verwendeten Cardioglycosidpriparationen handelt es sich lediglich um eine Abschitzung, da

83



die  Struktur der Verunreinigungen und daher die individuellen molaren
Extinktionskoeffizienten nicht bekannt sind. Dieser Tatsache wird mit einer sehr groBziigigen
Angabe der MeBunsicherheit der Reinheit Rechnung getragen. Optimal wére der Einsatz eines
offiziell zertifizierten Referenzmaterials mit exakt bestimmter Reinheit und der Angabe {iber
die MeBunsicherheit. In Zusammenarbeit mit europdischen Institutionen werden derzeit
entsprechende Vorbereitungen getroffen, um dieses Zertifizierung im Rahmen eines EU-
Projektes zu verwirklichen.

Die Richtigkeit der ermittelten Ergebnisse ist nur dann gewihrleistet, wenn
Begleitkomponenten aus dem Serummaterial und den verwendeten Reagenzien mit den
Signalen des natiirlich vorkommenden Analyten und des isotopenmarkierten Analogon nicht
interferieren. Um dies zu liberpriifen, erfolgte die Ermittlung der Digoxinkonzentrationen der
untersuchten  Kontrollmaterialien in getrennten Analysen durch die Detektion
unterschiedlicher Ionenpaare (m/z 803, 806 und m/z 651, 654). Da nicht anzunehmen ist, dafl
interferierende Begleitsubstanzen dasselbe Molekiil- und Fragmentionenmuster wie die zu
untersuchenden Substanzen haben, erlaubt dieses Verfahren eine objektive Kontrolle der
Spezifitit des Verfahrens. Ein statistisches Verfahren zum Vergleich der unabhingig
voneinander ermittelten Analysenergebnisse (nach Passing und Bablok [48]) zeigt eine
hervorragende Ubereinstimmung. Es kann daher als bewiesen angesehen werden, daB
Komponenten aus der biologischen Matrix oder aus den Reagenzien keinen storenden Einflufl
auf das Analysenergebnis ausiiben.

In der entsprechenden Untersuchung fiir Digitoxin wurden fiir die Bestimmung der
Konzentrationen der Kontrollmaterialien die Signale der lonenpaare m/z 787, 790 bzw. m/z
803, 806 aufgezeichnet. Hier konnte ebenfalls an Hand des statistischen Verfahrens nach
Passing und Bablok gezeigt werden, dal3 die Ergebnisse unter Anwendung unterschiedlicher
Massen zur Detektion exakt iibereinstimmende Ergebnisse liefern, so dafl Interferenzen durch
Begleitkomponenten ausgeschlossen werden kénnen.

Die Tatsache, daB3 die mit unterschiedlichen, substanzcharakteristischen Molekiil- bzw.
Fragmentmassen ermittelten Peakfldchen zu dem gleichen Analysenergebnis flihren, bestétigt
die Richtigkeit der Methoden zur quantitativen Bestimmung von Digoxin bzw. Digitoxin.

In weiteren  Untersuchungen zur Spezifitit des Analysenverfahrens werden
Kontrollmaterialien analysiert, die entweder kein isotopenmarkiertes oder kein nicht-
markiertes Digoxin bzw. Digitoxin enthielten. In keinem Fall wurden Signale fiir die jeweils

fehlende Komponente gefunden.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, daB3 die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
massenspektrometrischen Isotopenverdiinnungsmethoden ein hohes Mall an Spezifitit
aufweisen. Durch die Anwendung des Isotopenverdiinnungsprinzips ist dariiber hinaus eine
exakte Kontrolle der Wiederfindung gewahrleistet, so da3 die hier beschriebenen Verfahren
im Hinblick auf ihre Richtigkeit als Referenzmethoden héherer Ordnung angesehen werden

konnen.

Die Prézision der Methoden wird durch zufillige Streuungen bei Dosier- und MeBschritten
wihrend des Analysenverfahrens beeinflult. Die Prizision ist ein qualitativer Begriff, der
nicht quantitativ beschrieben werden kann; es wird daher in der Regel die Imprézision, die in
inverser Beziehung zur Prézision steht, als eine quantitative GroBe angegeben (z.B. als
Standardabweichung). Es konnte gezeigt werden, dal in der Regel die Dosier- und
MeBstreuungen in einer Analysenserie (Imprdzision der Volumendosierung, Impréizision der
Isotopenverhdltnismessung mit dem HPLC-MS-System) die Hauptbeitrige zur
Gesamtimprazision  darstellen. Eher selten beeinflut die Imprézision unter
Reproduzierbarkeitsbedingungen (von Tag zu Tag, von Analysenserie zu Analysenserie) die
Gesamtimprizision. Nur fiir die Ergebnisse der Kontrollmaterialien 826 03 und AP 6 konnte
mit einem statistischem Priifverfahren (f-Test) nachgewiesen werden, dafl die Impréizision
unter Reproduzierbarkeitsbedingungen signifikant zur Gesamtimpréizision beitrug. Fiir andere
Kontrollmaterialien, die in den gleichen Analysenserien bestimmt wurden, traf dies jedoch
nicht zu. Daher kann davon ausgegangen werden, da3 dieser Beitrag der Imprézision unter
Reproduzierbarkeitsbedingungen nicht auf methodische Méngel zuriickzufiihren ist. Es ist
vielmehr zu vermuten, dal Unterschiede zwischen den unterschiedlichen, von Tag zu Tag
benutzten Einzelabfiillungen, bedingt durch z.B. Inhomogenititen des Ausgangsmaterials
oder unprézise Abfiillungen, die Ursache sind (,,vial-to-vial-Variabilitit). Aus diesem Grund
ist die Gesamtimprizision in diesen beiden Materialien auch groBer als bei anderen
Kontrollmaterialien.

Fiir die Digoxinkontrollmaterialien ergibt sich insgesamt eine relative Standardabweichung
von 0,49 % bis 2,2 %, fiir die der Digitoxinkontrollmaterialien von 0,18 % bis 0,81 %. Im
Hinblick auf die Anforderungen an ReferenzmefBverfahren kann eine solch geringe Streuung

der MefBergebnisse als sehr zufriedenstellend angesehen werden.

Die Nachweisgrenze, die Erfassungsgrenze und die Bestimmungsgrenze wurden fiir die

beiden im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Bestimmungsmethoden mit Hilfe der
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Leerwertmethode [35] ermittelt. Fiir das DigoxinmeBverfahren konnte die Nachweisgrenze
mit Xng) = 0,012 pmol/Probe, die Erfassungsgrenze mit xgg) = 0,024 pmol/Probe und die
Bestimmungsgrenze bei Xx@Bgy = 0,037 pmol/Probe festgelegt werden. Fir die
Digitoxinmethode lagen die analog ermittelten Grenzen bei xng), = 0,043 pmol/Probe
(Nachweisgrenze), xkg) = 0,087 pmol/Probe (Erfassungsgrenze) und xig) = 0,13 pmol/Probe
(Bestimmungsgrenze).

Bei der Angabe dieser Grenzen wurden bewuflt die Einheiten [pmol/Probe] bzw. [ng/Probe]
gewihlt, da es das Methodenprinzip erlaubt, das Serumvolumen der Probe an die
Analytmenge anzupassen. Somit ist es theoretisch moglich, auch Seren mit sehr geringer
Analytkonzentration durch die Aufarbeitung eines entsprechend groflen Serumvolumens zu
analysieren. In der Regel erfolgte die Ermittlung der Analysenergebnisse deutlich oberhalb
der Bestimmungsgrenze der Verfahren. An Bedeutung gewinnen Nachweis-, Erfassungs- und
Bestimmungsgrenze, wenn nur geringe Mengen an Serummaterial zur Verfligung stehen. Fiir
die Bestimmung von Digitoxin war sowohl von den Kontrollmaterialien als auch von den
Patientenseren ausreichend Serummaterial vorhanden. Somit konnten alle Konzentrationen
oberhalb der Bestimmungsgrenze der Methode ermittelt werden. Fiir die Bestimmung der
Digoxinkonzentration in den Kontrollmaterialien und in 30 der 33 Patientenseren stand
ebenfalls ausreichend Material fiir die Analysen zur Verfligung. Die geringen Serumvolumina
der Patientenseren Nr. 2 und Nr. 10 jedoch ermdglichten eine Digoxinbestimmung oberhalb
der Nachweisgrenze, jedoch unterhalb der Erfassungsgrenze; fiir das Patientenserum Nr. 18
reichte das Serummaterial fiir eine Digoxinbestimmung oberhalb der Erfassungs-, aber

unterhalb der Bestimmungsgrenze aus.

Zu dem Ergebnis eines Melverfahrens gehort neben der Angabe der Konzentration auch die
der Mel3unsicherheit. Die kombinierte (gesamte) MeBunsicherheit wird aus der zufalligen
und der systematischen Komponente berechnet. Der ,zuféllige® Anteil der MeBunsicherheit
wird aus laborinternen MefBdaten ermittelt, beispielsweise aus der Streuung der
Volumendosierungen oder der Isotopenverhéltnismessungen mit dem HPLC-MS-Gerit. Die
MeBunsicherheiten fiir die einzelnen Teilschritte des Analysenverfahrens ebenso wie die
resultierende gesamte ,zufdllige® MeBunsicherheit werden als Standardabweichungen
angegeben. Die ,systematische’ Komponente ist dadurch gekennzeichnet, da3 ihr Beitrag zur
MefBunsicherheit nicht aus laborinternen Daten ermittelt werden kann, sondern aus extern zur
Verfligung stehenden Quellen iibernommen werden mul3, beispielsweise aus Zertifikaten liber

die Kalibriergewichte oder iiber die Reinheit der Referenzsubstanzen. Auch diese
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systematischen Komponenten werden als Standardabweichungen beschrieben. Um eine
minimale MeBunsicherheit zu erhalten, miissen die MeBunsicherheit aller beitragenden
Komponenten so weit wie moglich reduziert werden.

Die zufillige Komponente der MeBunsicherheit wurde durch die Verwendung von
direktverdringenden Pipettiersystemen (z.B. elektronisch  gesteuertes Dosiergerit,
Mikroliterspritze mit Wiederholadapter) minimiert. Ein grofer Anteil der zufdlligen
MeBunsicherheit wird durch die Imprazision der Isotopenverhdltnismessung mit dem HPLC-
MS-Gerit verursacht. Um diesen Beitrag zu reduzieren, wurden alle Proben und Kalibratoren
doppelt injiziert und die anschlieBende Auswertung mit den gemittelten Werten durchgefiihrt.
Um den Beitrag der systematischen MeBunsicherheit moglichst gering zu halten, wurden fiir
die Kalibration der Volumina und Einwaagen Kalibriergewichte mit geringer
MefBunsicherheit verwendet. Es handelte sich um einen Gewichtssatz der Klasse E2, fiir den
ein Kalibrierschein des Deutschen Kalibrierdienstes der PTB vorliegt. Als weitere
Komponente trigt die MeBunsicherheit der Reinheit der Kalibriersubstanz zur gesamten
systematischen MeBunsicherheit bei. Da fiir Digoxin sowie Digitoxin derzeit keine
zertifizierte primire Referenzmaterialien erhéltlich sind, wurden Cardioglycosidpréparationen
verwendet, deren Reinheit sowie die entsprechende = MeBunsicherheit  der
Reinheitsbestimmung im Rahmen dieser Arbeit ermittelt wurden.

Fiir das MeBverfahren zur Bestimmung der Digoxinkonzentration wurde der Anteil der
systematische MeBunsicherheit mit 0,092 % ermittelt. Er trigt nicht signifikant zur
kombinierten MeBunsicherheit bei, die fiir die untersuchten Materialien maximal 2,2 %
betrug.

Bei der Bestimmung der Digitoxinkonzentrationen betrdgt der Anteil der systematischen
MeBunsicherheit 0,17 %. Er mul3 bei der Berechnung der kombinierten MefBunsicherheit als
signifikanter Beitrag beriicksichtigt werden. Das Maximum der kombinierten
MeBunsicherheit lag fiir die analysierten Kontrollmaterialien bei 0,85 %.

Zusammenfassend betrachtet ist die kombinierte MeBunsicherheit sowohl fiir die
Digoxinergebnisse als auch fiir die Digitoxinergebnisse sehr gering. Dies ist fiir die

Akzeptanz der Methoden als ReferenzmeBverfahren eine wichtige Voraussetzung.

ReferenzmeBverfahren, wie sie hier entwickelt und beschrieben werden, sind keineswegs fiir
die Analytik von Patientenproben unter Routinebedingungen in der tdglichen Labordiagnostik
vorgesehen. Sie werden {iblicherweise in hochspezialisierten Referenzlaboratorien zur

Ermittlung von Zielwerten in Kalibratoren und Kontrollmaterialien oder im Rahmen der
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Validierung von Routinemethoden angewandt. Robustheit und Praktikabilitét sind daher als
weitere Merkmale nicht von entscheidender Bedeutung fiir die Validitit von
Referenzmethoden. Dennoch sind die hier beschriebenen Methoden in ihrer Durchfithrung so
robust und praktikabel, dal3 sie bei entsprechender Ausriistung ohne Schwierigkeit in andere
Referenzlaboratorien transferiert werden konnen.

Durch die Vorreinigung der Probe mittels Extraktion und Chromatographie unter
Atmosphiarendruck wurden storende Begleitkomponenten wie z.B. Proteine entfernt. Unter
den milden Bedingungen der HPLC werden die Substanzen nicht zerstort wie dies
beispielsweise bei gaschromatographischen Methoden hédufig zu befiirchten ist. Eine
Derivatisierung der Substanzen zur Verbesserung der thermischen Stabilitdt ist daher nicht
notwendig.

Fiir die spezifische massenspektrometrische Detektion der Analyte ist es sinnvoll, Ionen mit
einer moglichst hohen Masse und Intensitét aufzuzeichnen. Der Zusatz von Ameisensédure
zum HPLC-Fliefmittel bewirkt eine Erhohung der Ausbeute fiir die Ionen der
Natriumaddukte von Digoxin und Digitoxin und des Digoxigenin-bis-digitoxosid-Fragments
sowie der entsprechenden deuterierten Verbindungen, wobei die Natrium-Ionen offenbar in
ausreichender Menge aus den Oberflichen der verwendeten Glasgefiae ausgespiilt werden
und so in die Probe gelangen. Ein Zusatz von Natriumsalzen fiihrt nicht zu einer erhohten
Ionenausbeute der Natriumaddukte. Durch Zusatz von Kaliumacetat wird die lonenausbeute
des Kaliumaddukts von Digitoxin sowie die des deuteriertes Analogons erhoht. Es zeigt sich
jedoch, daB sich Kaliumacetat nach dem Zerstduben und Trocknen des Losungsmittels im
Elektrospray-Interface abscheidet. Der Wartungsaufwand fiir das Gerdt wird dadurch
erheblich grofer. Aus diesem Grund wurden fiir Digitoxin bzw. das deuterierte Analogon die
Ionen der Natriumaddukte mit den Massen m/z 787 bzw. 790 statt der hohermolekularen

Kaliumaddukte (m/z 803 und 806) aufgezeichnet.

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dal die beschriebenen MeBverfahren zur
quantitativen Bestimmung von Digoxin bzw. Digitoxin in Humanserum die Anforderungen an
ReferenzmefBverfahren ohne Einschriankungen erfiillen. Die MefBergebnisse der hier
beschriebenen Verfahren zur Bestimmung der Cardioglycosidkonzentrationen konnen in
Anbetracht der hohen Spezifitdit und Richtigkeit sowie der geringen MeBunsicherheit als
Referenzmethodenwerte angesehen werden. Die ermittelten Stoffmengenkonzentrationen
gelten daher als riickgefilhrt auf die SI-Einheit ,Mol“. Die hier entwickelten

ReferenzmefBverfahren sollen daher zur Evaluierung von MeBverfahren niedrigerer
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metrologischer Ordnung und zur Ermittlung von Zielwerten fiir die externe Qualititskontrolle

der Routinelaboratorien herangezogen werden.

Fiir die Bestimmung der Cardioglycosidkonzentrationen im Serum gibt es heute bereits eine
Vielzahl von Routinemethoden, die alle auf demselben analytischen Prinzip des
Immunoassays basieren, sich jedoch durch unterschiedliche Detektionsverfahren
(Turbidimetrie, Enzymaktivitét, Elektro-Chemilumineszenz) voneinander unterscheiden. Der
routinemafige Einsatz der Methoden erfordert eine schnelle und einfache Durchfiihrung der
Analysen. Durch die meistens vollmechanisierte Durchfiihrung der Routinemethoden ist die
Prizision der Ergebnisse sehr gut. Dies kann durch die Mehrfachmessung derselben Probe
bewiesen werden.

Eine Aussage iiber die Richtigkeit dieser Routineergebnisse konnte jedoch bisher nicht
gemacht werden, da riickgefiihrte Zielwerte als Bewertungsgrundlage fehlten. In der
Vergangenheit konnten daher verschiedene Routinemethoden sowohl fiir die Bestimmung von
Digoxin als auch von Digitoxin nur auf die Vergleichbarkeit ihrer Ergebnisse hin getestet
werden [8, 10, 50, 51]. Fir die Bewertung der Externen Qualititskontrolle wurden
unterschiedliche, methodenabhédngige Sollwerte als Zielwerte verwendet, d.h. eine
Ergebnisbeurteilung erfolgte nur im Vergleich mit Werten, die mit dem selben
Analysenprinzip ermittelt wurden.

In den Richtlinien der Bundesdrztekammer sind Grenzen festgelegt, an Hand derer die
Ergebnisse von Teilnehmern der Externen Qualitétskontrolle beurteilt werden. Die Richtlinien
werden derzeit iiberarbeitet. Ein Vorschlag sieht vor, dal die Kontrolle dann als bestanden
gilt, wenn die Abweichung des Teilnehmerergebnisses vom Zielwert einen festgelegten
Prozentsatz bzw. fiir niedrigere Konzentrationen einen festgelegten Betrag nicht iiberschreitet.
Dieser Vorschlag sieht fiir die Bestimmung von Digoxin vor, da3 bei Konzentrationen {iber
1,9 nmol/l die maximal zuldssige Abweichung 34 % betragen darf; unterhalb von 1,9 nmol/l
darf die Abweichung hochsten 0,65 nmol/l sein. Analog ist fiir Digitoxinkonzentrationen {liber
19,6 nmol/l die maximal zuldssige Abweichung mit 28 % festgelegt; unterhalb von 19,6
nmol/l darf die Abweichung nicht mehr als 5,5 nmol/l betragen. Bei diesen maximal
zuldssigen Abweichungen handelt es sich um Strafgrenzen, d.h. Laboratorien, deren
Ergebnissen stirker vom Zielwert abweichen, konnen vom Eichamt mit einer Geldbuf3e
bestraft werden. Dariiber hinaus kdnnen die Laboratorien ohne den Nachweis der bestandenen

Kontrolle nicht mit den Krankenkassen ihre entstandenen Kosten abrechnen.
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Mit den im Rahmen dieser Arbeit entwickelten und gepriiften ReferenzmefBverfahren konnen
in Zukunft in der Externen Qualititskontrolle methodenunabhéngige, riickgefiihrte
Referenzmethodenwerte als Zielwerte fiir die Beurteilung der unterschiedlichen
Routinemethoden verwendet werden.

In dieser Arbeit wurden zwei hédufig verwendete Testmethoden zur Bestimmung von Digoxin
durch Vergleichsanalyse mit dem ReferenzmefBverfahren evaluiert. Zu diesem Zweck wurden
dieselben Patientenseren und Kontrollmaterialien sowohl mit dem ReferenzmefBverfahren als
auch mit einem Enzymimmunoassay und einem Elektro-Chemilumineszenz-Immunoassay
analysiert.

Ebenso wurden die Ergebnisse zweier Routinemethoden, die haufig fiir die Bestimmung von
Digitoxin im Serum angewandt werden, mit den Werten des hier entwickelten
ReferenzmefBverfahrens verglichen. Hierzu wurden mit dem Referenzmefverfahren sowie mit
einem Enzymimmunoassay und einem Turbidimetrie-Immunoassay dieselben Patientenseren
und Kontrollmaterialien untersucht.

Fiir die Beurteilung der untersuchten Routinemethoden wurden die vorgeschlagenen Grenzen

der Richtlinien der Bundesarztekammer als Bewertungsgrundlage verwendet.

Die Ergebnisse der Digoxinbestimmung mit dem Enzymimmunoassay weichen bei den
Kontrollmaterialien um + 6,3 % (Median der Differenzen) von den Referenzmethodenwerten
ab. Alle Abweichungen dieser Ergebnisse sind innerhalb der vorgeschlagenen Grenzen der
Richtlinien der Bundesérztekammer.

Die Abweichung der Ergebnisse von Patientenseren betrdgt + 25,3 % (Median der
Differenzen) von den Zielwerten. Die Ergebnisse von 10 der 33 untersuchten Patientenseren
iiberschreiten die zuldssigen Maximalabweichungen (Die entsprechenden Seren sind in
Tabelle 23 mit ,,** gekennzeichnet). Besonders bei niedrigen Digoxinkonzentrationen sind die
ermittelten Werte zu hoch (Abb. 26).

Die massenspektrometrisch ermittelten Konzentrationen der Patientenseren Nr. 2, 10 und 18
liegen unterhalb der vom Hersteller des Enzymimmunoassays angegebenen Nachweisgrenze
von 0,08 nmol/l. Dennoch wurden mit dem untersuchten Enzymimmunoassay fiir die Seren

Nr. 10 und 18 Digoxinkonzentrationen ermittelt, die im therapeutischen Bereich lagen.
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Abb. 26: Prozentuale Abweichung der Digoxinergebnisse von Patientenseren, ermittelt mit
dem Enzymimmunoassay von Dade Behring, bezogen auf die mit der IDMS-
Methode analysierten Zielwerte. Die ausgefiillten Punkte markieren die Ergebnisse,
deren Abweichung vom Zielwert iiber die zuldssigen Grenzen hinaus gehen. Die
Abweichungen der Patientenseren Nr. 2, 10 und 18 sind in diesem Diagramm nicht

dargestellt; sie sind grofer als 800 %.

Auch bei der Beurteilung des Elektro-Chemilumineszenz-Immunoassays von Roche zeigen
sich Unterschiede je nach dem analysierten Untersuchungsmaterial. Die Ergebnisse fiir
Kontrollmaterialien weichen um + 12,9 % (Median der Differenzen) von den Zielwerten ab.
Alle Ergebnisse sind innerhalb der maximal zuldssigen Abweichungsgrenzen. Die in
Patientenproben bestimmten Digoxinkonzentrationen sind jedoch 28,7 % (Median der
Differenzen) hoher als die Zielwerte und nicht alle der 30 Patientenseren liegen innerhalb der
zuldssigen Abweichungsgrenzen. Acht Patientenseren weichen iiber diese Grenzen hinaus von
den Zielwerten ab (Abb. 27). In Patientenseren, deren massenspektrometrisch ermittelte
Digoxinkonzentration unterhalb der vom Hersteller des Immunoassays mit 0,19 nmol/l
angegebene unteren Nachweisgrenze liegen, wurden Werte gemessen, die z.T. im

therapeutischen Bereich liegen (siehe Patientenserum Nr. 17 und Nr. 18).
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Abb. 27: Prozentuale Abweichung der Digoxinergebnisse von Patientenseren, ermittelt mit
dem Elektro-Chemilumineszenz-Immunoassay von Roche, bezogen auf die mit der
IDMS-Methode analysierten Zielwerte. Die ausgefiillten Punkte markieren die
Ergebnisse, deren Abweichung vom Zielwert iiber die zuldssigen Grenzen hinaus
gehen. Die Abweichungen der Patientenseren Nr. 2, 10 und 18 sind in diesem

Diagramm nicht dargestellt; sie sind grofer als 800 %.

Die mit dem Enzymimmunoassay bestimmten Digitoxinkonzentrationen von
Kontrollmaterialien weichen um — 4,5 % (Median der Differenzen), von Patientenseren um
+ 24,8 % (Median der Differenzen) von den Zielwerten ab. Die Tendenz der
Kontrollmaterialien zu niedrigeren Werten und die der Patientenseren zu hdheren
Konzentrationen ist auch aus dem Verlauf der Regressionsgeraden der beiden Mefreihen
(Abb. 19, Abb. 20) zu erkennen. Trotz der Abweichungen von den Zielwerten sind die
Ergebnisse sowohl fiir Kontrollmaterialien als auch fiir Patientenseren relativ
zufriedenstellend. Lediglich das Patientenserum Nr. 33 iiberschreitet mit 33,4 % die maximal

zuldssige prozentuale Abweichung.

Die Ergebnisse der Kontrollmaterialien, ermittelt mit einem Turbidimetrie-Immunoassay,
stimmen mit den Referenzmethodenwerten als Zielwerten gut iiberein. Die Abweichung
betrdgt 0,5 % (Median der Differenzen). Kein Wert weicht iiber die maximal zulédssige
Abweichung hinaus vom Zielwert ab. Im Gegensatz dazu weichen die Ergebnisse der

Patientenseren um 37,5 % (Median der Differenzen) von den Zielwerten ab. Die Ergebnisse
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von 16 der 34 untersuchten Patientenseren weichen stirker von den Referenzmethodenwerten

ab als maximal zuldssig.
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Abb. 28: Prozentuale Abweichung der Digitoxinergebnisse von Patientenseren, ermittelt mit
dem Turbidimetrie-Immunoassay von Olympus, bezogen auf die mit der IDMS-
Methode analysierten Zielwerte. Die ausgefiillten Punkte markieren die Ergebnisse,
deren Abweichung vom Zielwert iiber die zuldssigen Grenzen hinaus gehen. Die
Abweichung des Patientenserums Nr. 15 ist in diesem Diagramm nicht dargestellt;

sie ist grofer als 800 %.

Die Vergleiche =zeigen, daBl die Ergebnissen der Routinemethoden von den
Referenzmethodenwerten als Zielwerten mehr oder weniger stark abweichen. Es fillt auf, daf3
die Abweichungen bei Kontrollmaterialien weitaus geringer sind als bei Patientenproben.
Kontrollmaterialien sind auf Serumbasis hergestellte, mit Analyten aufgestockte Proben, die
im Gegensatz zu Patientenproben keine oder nur geringe Anteile von Metaboliten enthalten.
Diese Metabolite konnen bei der Messung von Patientenproben mit den Antikdrpern der
Routinemethoden kreuzreagieren [52]. Neben Abbauprodukten des Digoxins und Digitoxins
sind weitere Komponenten wie Steroidhormone, strukturell verwandte Medikamente und
endogene digoxindhnliche immunoreaktive Faktoren (DLIF) [8, 50] bekannt, die zu
Kreuzreaktionen filhren konnen. Durch die Kreuzreaktionen werden hdhere
Konzentrationswerte ~ vorgetduscht.  Solche fehlerhaften MeBwerte konnen  zur

Fehlinterpretation und falscher Behandlung von Patienten fiihren.
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Beurteilt man die Routinemethoden anhand der Ergebnisse, die fiir Kontrollmaterialien, die
auch in der externen Qualitdtskontrolle eingesetzt werden, erzielt wurden, so haben sowohl
die Methoden zur Bestimmung von Digoxin als auch die zur Bestimmung von Digitoxin die
Anforderungen an die Richtigkeit der Ergebnisse erfiillt.

Die Analyse von Patientenseren zeigt jedoch fiir die Bestimmung von Digoxin, da3 durch die
mangelhafte Spezifitdit der beiden eingesetzten Methoden =z.T. deutlich groBere
Abweichungen von den Zielwerten auftreten als sie nach den Richtlinien der
Bundesirztekammer maximal zuléssig sind.

Bei der Anwendung des Turbidimetrie-Immunoassay zur Digitoxinbestimmung erfiillten die
Ergebnisse von 16 der 34 untersuchten Patientenseren die Anforderungen nicht. Die Ursache
hierfiir liegt vermutlich in der mangelnden Spezifitit des Antikorpers und/oder den Méangeln
des Detektionsprinzips. Eine deutlich bessere Analytik zeigt der Enzymimmunoassay zur
Bestimmung von Digitoxin. Lediglich ein Ergebnis der untersuchten 34 Patientenseren zeigt

eine grofere als die maximal zuldssige Abweichung vom Zielwert.

Die durchgefiihrten Methodenvergleiche zeigen, dal durch die Entwicklung der
Referenzmethoden fiir die Bestimmung von Digoxin und Digitoxin im Serum ein objektiver
BewertungsmaBstab zur Beurteilung von Routinemethoden geschaffen wurde. Die Einfiihrung
der Referenzmethoden zur Ermittlung von Zielwerten in der externen und internen
Qualitdtskontrolle diirfte zur Verbesserung der Vergleichbarkeit der Routinebestimmungen

von Digoxin und Digitoxin im menschlichem Serum beitragen.
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8  Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Referenzmethoden zur Bestimmung der Cardioglycoside
Digoxin und Digitoxin in menschlichem Serum entwickelt. Die Methoden basieren auf dem

Prinzip der massenspektrometrischen Isotopenverdiinnungsanalyse.

Zunichst muflten isotopenmarkierte Verbindungen synthetisiert werden, die fiir die Methoden
als interne Standards geeignet waren. Aus den natiirlich vorkommenden Substanzen Digoxin
und Digitoxin konnten mit Hilfe eines Reaktionsgemisch aus Dioxan, Tetrahydrofuran,
Triethylamin und Deuteriumoxid die entsprechenden deuterierten Verbindungen gewonnen
werden.

Ein definiertes Volumen an Serum, welches den zu untersuchenden Analyten enthielt, wurde
mit dem entsprechenden deuterierten internen Standard versetzt. Die Vorreinigung der Probe
erfolgte durch Extraktion mit tert-Butylmethylether und sdulenchromatographischer
Reinigung an einer mit Diol-Phase gefiillten Sdule. AnschlieBend wurde die Probe durch
hochleistungs-fliissigchromatographisch-massenspektrometrische Analyse untersucht, wobei
wihrend der Chromatographie Ionen des nichtmarkierten und deuterierten Analyten
kontinuierlich registriert wurden. Die Berechnung des Analysenergebnisses erfolgte aus den
massenspektrometrisch ermittelten Isotopenverhéltnissen in der Serumprobe und in

Standardgemischen aus definierten Mengen von nichtmarkiertem und deuteriertem Analyten.

Die Richtigkeit der analysierten Konzentrationen ist eine der wichtigsten Anforderungen an
eine Referenzmethode. Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit haben gezeigt, dafl die
beschriebenen Referenzmethoden ein hohes MalBl an Richtigkeit besitzen. Im Rahmen der
Validierung wurden dariiber hinaus die Prézision, die Nachweis-, Erfassungs- und
Bestimmungsgrenze der Methoden sowie die MeBunsicherheit der Ergebnisse untersucht. Es
konnte gezeigt werden, daf} die entwickelten Methoden im Hinblick auf diese Aspekte die
internationalen Anforderungen an Referenzmethoden erfiillen. Gleichzeitig zeichnen sich die
beschriebenen Referenzmethoden durch Praktikabilitdt und Robustheit in der Anwendung

aus.

Die beschriebenen Referenzmethoden sollen zur Zielwertermittlung von Digoxin und
Digitoxin in Kontrollmaterialien fiir die externe Qualitdtskontrolle klinisch-chemischer

Laboratorien eingesetzt werden.
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Dariiber hinaus stehen die hier entwickelten ReferenzmeBverfahren zur Validierung der
Richtigkeit von kommerziellen RoutinemeBverfahren zur Verfiigung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Routinemethoden zur Bestimmung von Digoxin und
zwei Routinemethoden zur Bestimmung Digitoxin evaluiert. Als Untersuchungsmaterialien
wurden Kontrollmaterialien und Patientenproben eingesetzt. Die Zielwerte wurden mit den
hier entwickelten Referenzmethoden ermittelt. Anhand von maximal zuldssigen
Abweichungen, die im Rahmen der externen Qualitdtskontrolle als Bewertungsgrenzen gelten
sollen, wurden die Routineergebnisse bewertet.

Die Vergleichsergebnisse zeigen groBle Unterschiede in Abhéngigkeit vom analysierten
Untersuchungsmaterial. Fiir Kontrollmaterialien, die keine Metabolite oder kreuzreagierenden
Substanzen beinhalten, lagen alle Ergebnisse der untersuchten Routinemethoden im Rahmen
der Bewertungsgrenzen. Fiir Patientenseren konnten jedoch besonders bei den
Routinemethoden zur Bestimmung von Digoxin und dem Turbidimetrie-Immunoassay zur
Bestimmung von Digitoxin groBe Abweichungen der Ergebnisse von den Zielwerten gezeigt
werden. Die maximal zuldssigen Abweichungsgrenzen werden hier zum Teil deutlich
iiberschritten. Als Ursache fiir die nicht-zufriedenstellenden Ergebnisse der Routinemethoden
konnen die mangelhafte Spezifitit der Antikdrper oder Mingel der Detektionsverfahren

vermutet werden.
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10 Anhang

10.1 Berechnungder Luftauftriebskorrektur
Berechnung der Luftdichte:

034844 [p—(0.00252 [T —0.020582) [h

27315+t (GL13)
mit a = Luftdichte in kg - m™
p = Luftdruck in hPa (mbar)
h = relative Luftfeuchte in %
t = Temperatur in °C
Berechnung des Luftauftriebs:
1
/ 8000 (Gl. 14)

=4

R = Anzeige der Waage

mit m = Masse

p = Dichte des Wigeguts in kg - m™
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01

Volumenkalibrierung

Gerat: Hamilton I, Spritze 2
Identifikation:  Glaspipette / Glasrohrchen
Nennvolumen: 0,390 ml Aqua dest.
006817/94

Waage:
Gewichtssatz No.:

Mettler AC 100
Sartorius 40212345 / PTB-Nr.:1.11-

P. 56 Klasse: E2
Bearbeiter: ASI Eichgewicht [g]: 0,39997
2050 /100/ 390/ 2200 MeRunsicherheit [mg]: 0,00849
Datum Gewichts-  Temperatur Luftdruck  Relative Eichgewicht  Dichte Volumen Volumen Korrig. Dichte Masse
Anzeige Luftfeuchte des Wassers 20 °C bei MeRtemp. Gewicht der Luft
g [°C] [mbar] (%] (9] [kg*m-3] [mi] [mi] (9] [kg*m-3] (9]
04.12..2000 0,3866 20,4 998 54 0,3997 998,1174 0,3878 0,3878 0,3867 1,178942313  0,3871
0,3866 20,4 998 54 998,1174 0,3878 0,3878 0,3867 1,178942313  0,3871
0,3858 20,4 998 54 998,1174 0,3870 0,3870 0,3859 1,178942313  0,3863
0,3869 20,4 998 54 0,4000 998,1174 0,3881 0,3881 0,3870 1,178942313  0,3874
0,3863 20,4 998 54 998,1174 0,3875 0,3875 0,3864 1,178942313  0,3868
0,3863 20,4 998 54 998,1174 0,3875 0,3875 0,3864 1,178942313  0,3868
0,3864 20,4 998 54 998,1174 0,3876 0,3876 0,3865 1,178942313  0,3869
0,3861 20,4 998 54 0,3999 998,1174 0,3873 0,3873 0,3862 1,178942313  0,3866
Mittelwert:  0,3999 Mittelwert: 0,3876
S.D.: 0,00015 SD. 0,00034
VK: 0,0382 VK: 0,087
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10.2 Berechnung der Kalibrationskurve

Kalibrationsfunktion: R =ax’ +bx +c (Gl. 15)

mit x; = Stoffmenge des Analyten M im Kalibratori (i=1,2,3)
R; = Quotient (Flache \;/ Flache y+) des Kalibrators 1

_ RI(XS _Xz)+R2(X1 _Xs) +R3(X2 _X1)
- (Xl _Xz)(xz _X3)(X3 _Xl)
b= Ez :23 —a(X, +X;)

c=R -ax’ —bx

10.3 Berechnung des Analysener gebnisses

Wenn a 2 0 gilt: Xp = RP_C+(%j2 L Gl. 16
enn a = 0 gilt: p = a > ra (Gl. 16)
Wenn a <0 gilt: X, = RP_C+(%J2 b Gl 17

enn a gilt: p = a 5 a (GL. 17)
mit x p = Stoffmenge des Analyten M in der Probe P

R p = Quotient (Flache \;/ Flache y+) der Probe P
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10.4 Analysenergebnisse der Digoxinbestimmungen

Tabelle12: Bestimmung von Digoxin in Kontrollmaterialien unter Verwendung

unterschiedlicher Massenpaare ]
Pool-Nr. Digoxin Digoxin Differenz der
bestimmt mit | bestimmt mit Mittelwerte
den Massen den Massen

803, 806 651, 654

[nmol/l] [nmol/l] [%0]
727 01 1,155 1,171 1,4
727 02 3,384 3,405 0,62
727 03 1,385 1,411 1,9
727 04 1,592 1,628 2,3
727 05 1,986 2,016 1,5
768 01 1,130 1,136 0,53
768 03 3,297 3,301 0,12
768 04 1,926 1,934 0,42
768 05 2,275 2,383 4,8
768 06 2,834 2,865 1,1
826 01 1,014 1,024 0,99
826 02 2,241 2,229 -0,54
826 03 1,412 1,414 0,14
826 04 2,889 2,862 -0,93
826 05 2,085 2,102 0,82
826 06 3,236 3,263 0,83

! Fiir die Ergebnisse wurden so viele Stellen angegeben wie durch zwei signifikante Stellen der MeBunsicherheit
beschrieben wurden.
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Tabelle13: Referenzmethodenwerte fiir Digoxin, die mit der massenspektrometrischen

Isotopenverdiinnungsmethode in Kontrollmaterialien ermittelt wurden 1
Pool- IDMS Impréazision Erwelterte
Nr. Methode M ef3unsicher heit
(m/z 803,806) S VK VKw VKgr U
[nmol/l] [nmol/l] [%0] [%0] [%0] [nmol/l] [%0]
727 01 1,155 0,013 1,2 1,2 0,014 0,027 2,3
727 02 3,384 0,025 0,73 0,72 0,14 * 0,050 1,5
727 03 1,385 0,015 1,1 0,78 0,79 * 0,030 2,2
727 04 1,592 0,0085 | 0,54 0,47 0,28 * 0,017 1,1
727 05 1,986 0,018 0,90 0,99 0,45 * 0,036 1,8
727 06 2,486 0,040 1,7 0,99 1,4 * 0,083 3.4
768 01 1,130 0,0080 | 0,71 0,58 0,45 * 0,016 1,4
768 02 1,508 0,011 0,74 0,62 0,44 * 0,022 1,5
768 03 3,297 0,037 1,1 1,0 0,53 * 0,074 2,2
768 04 1,926 0,019 0,97 1,1 0,68 * 0,037 1,9
768 05 2,275 0,029 1,3 0,88 0,97 * 0,057 2,5
768 06 2,834 0,036 1,3 0,49 1,3 * 0,073 2,6
826 01 1,014 0,010 0,97 1,2 0,77 * 0,020 1,9
826 02 2,241 0,021 0,92 0,62 0,73 * 0,041 1,8
826 03 1,412 0,031 2,2 0,44 1,5 0,061 4,3
826 04 2,889 0,014 0,49 0,37 0,34 * 0,028 1,0
826 05 2,085 0,017 0,81 0,90 0,41 * 0,034 1,6
826 06 3,236 0,044 1,3 0,72 1,2 * 0,087 2,7

*) Der f-Test ist negativ; damit triagt die Imprizision unter Reproduzierbarkeitsbedingungen

nicht signifikant zur Gesamtimprazision bei.

! Fiir die Ergebnisse wurden so viele Stellen angegeben wie durch zwei signifikante Stellen der MeBunsicherheit
beschrieben wurden.
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Tabelle14: Referenzmethodenwerte fiir Digoxin, die mit der massenspektrometrischen

Isotopenverdiinnungsmethode in Patientenseren ermittelt wurden

Nr. | 1. Ergebnis|2. Ergebnis| Mittelwert | | Nr. |1. Ergebnis|2. Ergebnis| Mittelwert
[nmol/l] [nmol/l] [nmol/l] [nmol/l] [nmol/l] [nmol/l]

1 0,5568 0,4406 0,499 18 0,0254 0,0173 0,021**
2 0,0090 0,0098 0,0094* 19 1,6129 1,5912 1,602

3 1,7595 1,7555 1,758 20 0,5488 0,5400 0,544
4 0,5263 0,5330 0,530 21 0,7948 0,8448 0,820

5 3,1419 3,1820 3,163 22 0,4742 0,4724 0,473
6 0,6972 0,7016 0,699 23 0,8878 0,9136 0,901
7 1,1058 1,1095 1,108 24 1,1060 1,0833 1,095

8 0,9910 1,0197 1,005 25 1,1646 1,2668 1,216
9 1,2645 1,2867 1,276 26 1,3232 1,3121 1,318
10 0,0142 0,0053 0,010* 27 1,1091 1,2023 1,156
11 0,6564 0,6853 0,671 28 1,7690 1,7416 1,755
12 1,5035 1,5035 1,504 29 2,4873 2,6446 2,566
13 2,5052 2,5184 2,512 30 0,9781 0,9699 0,979
14 1,0870 1,0935 1,090 31 1,5949 1,5904 1,593
15 0,6617 0,6092 0,635 32 1,0759 1,0788 1,077
16 0,9952 1,0030 0,999 33 0,9347 0,9100 0,922
17 0,1385 0,1366 0,138

*  Bestimmung erfolgte wegen Serummangels unterhalb der Erfassungsgrenze

** Bestimmung erfolgte wegen Serummangels unterhalb der Bestimmungsgrenze
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Tabelle 15: Volumina fiir die Dosierung von Seren

!

Nennvolumen Kalibriervolumen |Standardabweichung Relative
Standar dabweichung
[ml] [ml] [ml] [%]
0,630 0,62596 0,00034 0,054
0,800 0,79590 0,00035 0,044
0,900 0,89494 0,00049 0,054
1,030 1,02797 0,00031 0,030
1,140 1,13387 0,00026 0,023
1,200 1,19350 0,00040 0,032
1,320 1,31136 0,00021 0,016
1,420 1,40947 0,00033 0,023
1,540 1,52969 0,00017 0,011
1,660 1,65019 0,00028 0,017
1,780 1,76786 0,00043 0,024
2,075 2,06388 0,00021 0,010
2,225 2,20886 0,00049 0,022
2,460 2,44308 0,00057 0,023
Tabelle 16: Volumina fiir die Dosierung von Kalibratoren'
Nennvolumen Kalibriervolumen |Standardabweichung Relative
Standar dabweichung
[ml] [ml] [ml] [%]
100 99,201 0,075 0,075
150 149,580 0,056 0,038
200 199,140 0,071 0,036
250 249,167 0,064 0,026
300 298,760 0,080 0,027

! Fiir die Ergebnisse wurden so viele Stellen angegeben wie durch zwei signifikante Stellen der Mefunsicherheit

beschrieben wurden.
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10.5 Analysenergebnisse der Digitoxinbestimmungen

Tabellel7: Bestimmung von Digitoxin in Kontrollmaterialien unter Verwendung
unterschiedlicher MassenpaareIII
Pool-Nr. Digitoxin Digitoxin Differenz der
bestimmt mit | bestimmt mit Mittelwerte
den Massen den Massen
787, 790 803,806
[nmol/l] [nmol/l] [%0]
748 11 31,71 31,99 0,88
748 12 36,63 36,53 -0,27
748 13 48,63 48,76 0,27
748 14 16,95 17,07 0,67
748 15 23,30 23,25 -0,21
777 01 13,94 13,92 -0,14
777 02 20,20 20,14 -0,30
777 03 27,40 27,50 0,36
777 04 33,50 33,34 -0,48
777 05 40,69 40,69 0,00
777 06 47,24 46,87 -0,78
858 01 33,38 33,61 0,69
858 02 39,49 39,47 -0,05
858 03 46,42 46,99 1,23
858 04 10,52 10,42 -0,95
858 05 15,57 15,55 -0,13
858 06 23,82 23,80 -0,08
AP 2 42,72 42,80 0,19
AP S5 35,23 35,26 0,09
AP 6 23,31 23,16 -0,64

! Fiir die Ergebnisse wurden so viele Stellen angegeben wie durch zwei signifikante Stellen der MeBunsicherheit

beschrieben wurden.
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Tabelle18: Referenzmethodenwerte fiir Digitoxin, die mit der massenspektrometrischen

|

Isotopenverdiinnungsmethode in Kontrollmaterialien ermittelt wurden

Pool- IDMS Impréazision Erwelterte
Nr. Methode M el3unsicher heit
(m/z 787,790) S VK VKw VKRg U
[nmol/l] [nmol/l] [%] [%] [%] [nmol/l] [%]
748 11 31,71 0,12 0,39 0,13 0,41% 0,27 0,85
748 12 36,63 0,21 0,58 0,26 0,58* 0,44 1,2
748 13 48,63 0,14 0,28 0,35 0,23* 0,32 0,66
748 14 16,953 0,047 0,28 0,19 0,23* 0,11 0,66
748 15 23,30 0,10 0,44 0,28 0,38* 0,22 0,94
777 01 13,94 0,053 0,38 0,29 0,27* 0,12 0,83
777 02 20,20 0,091 0,45 0,33 0,34* 0,19 0,96
777 03 27,40 0,085 0,31 0,36 0,21* 0,19 0,71
777 04 33,50 0,18 0,53 0,29 0,027*| 0,37 1,1
777 05 40,69 0,074 0,18 0,14 0,13* 0,20 0,50
777 06 47,24 0,26 0,55 0,22 0,58* 0,57 1,2
858 01 33,38 0,13 0,38 0,35 0,17* 0,28 0,83
858 02 39,49 0,24 0,61 0,53 0,33* 0,51 1,3
858 03 46,42 0,24 0,52 0,45 0,29* 0,51 1,1
858 04 10,52 0,085 0,81 0,75 0,33* 0,18 1,7
858 05 15,57 0,093 0,60 0,30 0,58* 0,19 1,2
858 06 23,82 0,14 0,60 0,46 0,44* 0,29 1,2
AP 2 42,72 0,23 0,53 0,44 0,33* 0,47 1,1
AP 5 35,23 0,26 0,72 0,32 0,70* 0,53 1,5
AP 6 23,31 0,17 0,70 0,058 0,50 0,56 1,4

*) Der f-Test ist negativ; damit tridgt die Imprazision unter Reproduzierbarkeitsbedingungen

nicht signifikant zur Gesamtimprazision bei.

! Fiir die Ergebnisse wurden so viele Stellen angegeben wie durch zwei signifikante Stellen der MeBunsicherheit
beschrieben wurden.
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Tabelle19: Referenzmethodenwerte fiir Digitoxin, die mit der massenspektrometrischen

Isotopenverdiinnungsmethode in Patientenseren ermittelt wurden

Nr. | 1. Ergebnis|2. Ergebnis| Mittelwert | | Nr. |1. Ergebnis|2. Ergebnis| Mittelwert
[nmol/l] [nmol/l] [nmol/l] [nmol/l] [nmol/l] [nmol/l]
1 7,8739 7,8408 7,86 18 | 23,1699 23,3302 23,25
2 | 13,4500 13,5981 13,52 19 | 16,6979 16,6126 16,66
3 6,9772 7,0494 7,01 20 | 15,3948 15,3385 15,37
4 6,6702 60,6886 6,68 21 | 23,8847 23,8215 23,85
5 | 14,1758 14,4747 14,33 22 | 14,4130 14,4279 14,42
6 | 17,0594 17,7479 17,40 23 10,3358 10,4188 10,38
7 60,4340 60,5326 6,48 24 | 14,3782 14,6215 14,50
8 2,8736 2,8849 2,88 25 17,1656 17,1410 17,15
9 0,5848 0,5775 0,58 26 | 13,0498 13,0498 13,05
10 9,2996 9,2724 9,29 27 | 16,0091 16,0467 16,03
11 | 18,2706 18,2455 18,26 28 19,7353 19,7670 19,75
12 | 11,3127 11,4612 11,39 29 | 18,3694 18,7508 18,56
13 | 18,2455 18,9600 18,60 30 | 28,4559 28,7282 28,59
14 | 12,4320 12,4879 12,46 31 | 21,3767 22,3481 21,86
15 1,8759 1,8759 1,88 32 7,7508 7,8073 7,78
16 | 15,1321 15,2446 15,19 33 | 20,9090 20,9407 20,92
17 | 37,3027 37,3766 37,34 34 | 17,1980 17,3299 17,26
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Tabelle 20: Volumina fiir die Dosierung von Seren

!

Nennvolumen Kalibriervolumen |Standardabweichung Relative
Standar dabweichung
[ml] [ml] [ml] [%]
0,245 0,24361 0,00041 0,17
0,305 0,30331 0,00016 0,054
0,350 0,34852 0,00028 0,080
0,390 0,38764 0,00034 0,087
0,450 0,44673 0,00037 0,083
0,490 0,48794 0,00050 0,102
0,520 0,51634 0,00013 0,025
0,610 0,60656 0,00054 0,088
0,670 0,66650 0,00029 0,044
0,770 0,76481 0,00023 0,030
1,005 0,99826 0,00028 0,028
Tabelle 21: Volumina fiir die Dosierung von Kalibratoren'
Nennvolumen Kalibriervolumen |Standardabweichung Relative
Standar dabweichung
[ml] [ml] [ml] [%]
100 99,201 0,075 0,075
150 149,580 0,056 0,038
200 199,140 0,071 0,036
250 249,167 0,064 0,026

! Fiir die Ergebnisse wurden so viele Stellen angegeben wie durch zwei signifikante Stellen der Mefunsicherheit

beschrieben wurden.
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10.6 Beurtellung von Routinemethoden

Tabelle 22: Bestimmung von Digoxin in Kontrollmaterialien

Pool- |Referenzmethode| Enzymimmuno- |Abweichung Elektro- Abweichung
Nr. (IDMYS) assay Chemilumineszenz
-lmmunoassay

[nmol/l] [nmol/l] [%] [nmol/l] [%0]
727 01 1,155 1,268 9,8 1,321 14,4
727 02 3,384 3,558 5,1 3,692 9,1
72703 1,385 1,531 10,5 1,615 16,6
727 04 1,592 1,613 1,3 1,808 13,6
727 05 1,986 2,112 6,3 2,321 16,9
727 06 2,486 2,736 10,1 2,744 10,4
768 01 1,130 1,107 -2,0 1,256 11,2
768 02 1,508 1,460 -3,2 1,654 9,7
768 03 3,297 3,316 0,6 3,526 6,9
768 04 1,926 1,946 1,0 2,154 11,8
768 05 2,275 2,261 -0,6 2,474 8,7
768 06 2,834 2,906 2,5 3,167 11,8
826 01 1,014 1,153 13,7 1,295 27,7
826 02 2,241 2,465 10,0 2,718 21,3
826 03 1,412 1,562 10,6 1,769 25,3
826 04 2,889 3,071 6,3 3,244 12,3
826 05 2,085 2,243 7,6 2,628 26,0
826 06 3,236 3,546 9,6 3,949 22,0
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Tabelle 23: Bestimmung von Digoxin in Patientenseren

Nr. | Referenzmethode| Enzymimmuno- |Abweichung Elektro- Abweichung
(IDMYS) assay Chemilumineszenz
-lmmunoassay
[nmol/l] [nmol/l] [%0] [nmol/l] [%]

1 0,499 0,653 30,9

2 0,009 0,141 1 466,6 0,282 3033,3
3 1,758 4,469 154,2 5,154 * 193,2
4 0,530 0,832 57,0 1,064 100,8
5 3,163 3,124 -1,2 3,705 17,1
6 0,699 1,972 * 182,1 2,359 * 237,5
7 1,108 0,960 -13,4 1,500 354
8 1,005 0,935 -7,0 1,551 54,3
9 1,276 1,178 -7,7 1,513 18,6
10 0,010 1,076 * 10 660,0 0,256 2460,0
11 0,671 2,023 * 201,5 2,372 * 253,5
12 1,504 1,575 4,7 1,872 24,5
13 2,512 2,715 8,1 3,026 20,5
14 1,090 1,767 * 62,1 2,218 * 103,5
15 0,635 0,820 29,1

16 0,999 1,652 * 65,4 2,051 * 105,3
17 0,138 1,037 * 651,5 1,218 * 782,6
18 0,021 1,555 * 7 304,8 1,115 * 5209,5
19 1,602 1,908 19,1 1,846 15,2
20 0,544 0,755 38,8 0,640 17,6
21 0,820 0,832 1,5 0,768 -6,3
22 0,473 1,728 * 265,3 0,768 62,4
23 0,901 1,011 12,2 1,024 13,7
24 1,095 1,306 19,3 1,152 5,2
25 1,216 1,382 13,7 1,152 -5,3
26 1,318 1,651 25,3 1,409 6,9
27 1,156 1,306 13,0 1,537 33,0
28 1,755 2,240 27,6 1,739 -0,9
29 2,566 3,046 18,7 2,433 -5,2
30 0,979 0,999 2,0

31 1,593 1,549 -2,8 1,782 11,9
32 1,077 2,318 * 115,2 2,833 * 163,0
33 0,922 0,845 -8,4 1,128 22,3

*  Abweichung des Ergebnisses ist groBer als die zuldssige Maximalabweichung
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Tabelle 24: Bestimmung von Digitoxin in Kontrollmaterialien

Pool- |Referenzmethode| Enzymimmuno- |Abweichung| Turbidimetrie- [Abweichung
Nr. (IDMYS) assay | mmunoassay
[nmol/l] [nmol/l] [%0] [nmol/l] [%0]
74811 31,71 31,24 -1,5 32,98 4,0
74812 36,63 33,33 -9,0 36,65 0,1
74813 48,63 44,96 -7,6 49,48 1,7
74814 16,95 16,86 -0,6 15,97 -5,8
74815 23,30 22,35 -4,1 22,25 -4,5
77701 13,94 13,98 0,3 13,35 4,2
77702 20,20 20,39 0,9 19,37 -4,1
77703 27,40 26,40 -3,7 26,96 -1,6
77704 33,50 31,11 -7,1 33,64 0,4
77705 40,69 34,24 -15,9 41,49 2,0
77706 47,24 44,96 -4,8 49,35 4,5
85801 33,38 30,71 -8,0 37,70 12,9
85802 39,49 40,12 1,6 41,23 4,4
85803 46,42 46,92 1,1 51,18 10,3
85804 10,52 10,89 3,5 11,13 5,8
85805 15,57 15,29 -1,8 15,97 2,6
85806 23,82 21,04 -11,7 20,94 -12,1
AP 2 42,72 33,72 -21,1 42,80 0,2
APS 35,23 29,54 -16,2 35,47 0,7
AP6 23,31 20,00 -14,2 22,12 -5,1
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Tabelle 25: Bestimmung von Digitoxin in Patientenseren

Nr. | Referenzmethode| Enzymimmuno- | Abweichung| Turbidimetrie- |Abweichung
(IDMYS) assay | mmunoassay
[nmol/l] [nmol/l] [%0] [nmol/l] [%0]
1 7,86 10,72 36,4 17,15 * 118,2
2 13,52 18,04 33,4 29,84 * 120,7
3 7,01 10,06 43,5 27,09 * 286,4
4 6,68 10,59 58,5 26,57 * 297,8
5 14,33 15,55 8,5 19,63 37,0
6 17,40 22,74 30,7 22,38 28,6
7 6,48 8,10 25,0 8,51 31,3
8 2,88 5,75 99,7 9,82 * 241,0
9 0,58 1,96 237,9 3,80 555,2
10 9,29 10,06 8,3 11,39 22,6
11 18,26 23,26 27,4 22,51 23,3
12 11,39 15,55 36,5 15,71 37,9
13 18,18 22,48 23,7 21,99 21,0
14 12,46 17,51 40,5 19,76 * 58,6
15 1,88 4,71 150,5 21,57 * 1.047,3
16 15,19 15,68 3,2 23,00 * 51,4
17 37,34 46,40 24,3 69,27 * 85,5
18 23,25 29,28 25,9 28,88 24,2
19 16,66 16,42 -1,4 19,61 17,7
20 15,37 16,73 8,9 26,40 * 71,8
21 23,85 24,69 3,5 28,75 20,5
22 14,42 13,55 -6,0 15,81 9,6
23 10,38 12,69 22,3 28,62 * 175,7
24 14,50 18,35 26,6 18,04 24,4
25 17,15 19,47 13,5 20,00 16,6
26 13,05 16,76 28,4 16,73 28,2
27 16,03 18,18 13,4 19,34 20,6
28 19,75 24,09 22,0 24,57 24,4
29 18,56 23,08 24,4 29,28 * 57,8
30 28,59 30,45 6,5 43,52 * 52,2
31 21,86 22,32 2,1 20,78 -4,9
32 7,78 12,65 62,6 16,47 * 111,7
33 20,93 27,93 * 33,4 27,85 * 33,1
34 17,26 21,49 24,5 28,62 * 65,8

* Abweichung des Ergebnisses ist grofer als die zuldssige Maximalabweichung
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