
PW  Wetenschappel i jk  P lat form 2007; 1 ( 3 )   56

T herapeutic drug monitoring (TDM) van antiretrovirale midde-
len wordt veelvuldig gebruikt om de behandeling van hiv-
geïnfecteerde patiënten te ondersteunen. De geëigende  

matrices voor TDM zijn bloed of plasma. Deze matrices zijn relatief 
eenvoudig te verkrijgen. Bovendien zijn relaties aangetoond tussen 
concentraties van verschillende antiretrovirale middelen in plasma 
en hun antivirale effectiviteit en/of bijwerkingen [1-3].
Hiv is echter niet alleen aanwezig in bloed en plasma, maar ook op 
plekken in het menselijk lichaam die lastig toegankelijk zijn voor 
virusremmers, de zogenaamde virale reservoirs. Een van de belang-
rijkste reservoirs is de poel van latent geïnfecteerde, rustende  
CD4-positieve lymfocyten. Omdat hiv zich vermenigvuldigt in deze 
cellen, moeten de remmers van het virus hierin doordringen in con-
centraties die hoog genoeg zijn om de virusreplicatie te remmen [4]. 
De intracellulaire accumulatie van proteaseremmers is afhankelijk 
van onder andere passieve diffusie en actief transport [5]. De hoe-
veelheid geneesmiddel die beschikbaar is voor intracellulaire pene-
tratie, wordt mede bepaald door de mate van eiwitbinding. De 
meeste proteaseremmers zijn lipofiele verbindingen met een hoge 
plasma-eiwitbinding [6]. Bovendien is bekend dat ze substraat zijn 
voor het membraaneiwit P-glycoproteïne dat in de celmembraan 
aanwezig is als effluxpomp [7]. Affiniteit voor dit transporteitwit 
vermindert de penetratie van proteaseremmers in de virale reser-
voirs.
Lopinavir is een proteaseremmer die slecht in het lichaam wordt 
opgenomen na orale inname, als gevolg van een lage biologische 
beschikbaarheid mede als gevolg van een uitgebreid en snel first-
pass-metabolisme door CYP3A4-enzymen in de lever. Wanneer  
lopinavir wordt gecombineerd met een lage dosis ritonavir – ook  
een proteaseremmer en bovendien een sterke remmer van CYP3A4 – 
worden hoge, constante lopinavirplasmaconcentraties bereikt.  
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Kernpunten
•   Hiv-remmers moeten penetreren in virale reservoirs om de 

replicatie van het hiv effectief te remmen.
•   Kennis over geneesmiddelconcentraties in deze virale 

reservoirs kan in combinatie met plasmagegevens inzicht 
geven in het mechanisme van therapiefalen en de ontwikke-
ling van resistentie.

•   Ritonavir accumuleert in leukocyten tot hoge concentraties, 
wat suggereert dat ritonavir zou kunnen bijdragen aan de 
antiretrovirale effectiviteit van lopinavir + ritonavir.

•   Geneesmiddelconcentraties van proteaseremmers in plasma 
kunnen niet zonder meer geëxtrapoleerd worden naar andere 
lichaamscomponenten.

Abstract
Intracellular and plasma pharmacokinetics of lopinavir + ritonavir 
in HIV-infected patients
Background and objective
To examine the steady-state pharmacokinetics of orally 
administered lopinavir + ritonavir in plasma and peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) in HIV-1-infected patients. 
Therapeutic drug monitoring of protease inhibitors is usually 
performed on plasma samples although their antiretroviral 
action is effected inside cells. Little is known about the 
intracellular accumulation and related plasma pharmacokinetics 
of protease inhibitors such as lopinavir + ritonavir.
Methods
11 ambulatory patients were recruited. Plasma (0-12 h) and PBMC 
(0-8 h) samples were drawn during a 12-hour dosing interval.
Results
The plasma concentration–time curves of lopinavir and ritonavir 
were characterized by an irregular absorption phase showing 
double peaks (Cmax) in most subjects and single peaks in the 
remaining patients between 1 and 3 hours after drug intake. Pre-
dose concentrations of both agents in plasma were significantly 
higher than the concentrations at the end of the dosing interval, 
indicating the presence of a circadian rhythm in their pharma-
cokinetics. The course of the intracellular concentration–time 
curves appeared to be similar to the plasma concentration 
curves, with the highest intracellular concentration measured  
3 hours after drug intake. The median intracellular to plasma 
concentration ratios (interquartile range) were 1.18 (0.74-2.06) 
and 4.59 (3.20-7.70) for lopinavir and ritonavir, respectively.
Conclusion
Both lopinavir and ritonavir accumulate to potentially therapeu-
tic concentrations in PBMCs. The intracellular ritonavir concen-
trations were higher than reported in vitro EC50 values and 
might therefore contribute to the antiretroviral efficacy of 
lopinavir + ritonavir. Irregular absorption and circadian plasma 
clearance patterns were observed for the protease inhibitor 
combination lopinavir + ritonavir.
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Derhalve is een combinatiepreparaat (Kaletra) ontwikkeld voor klini-
sche toepassing [8]. De antiretrovirale werking van het preparaat 
lijkt volledig te berusten op de component lopinavir, gezien de lage 
ritonavirdosis en hierdoor lage concentraties in plasma.
Er is weinig bekend over de intracellulaire farmacokinetiek van de 
combinatie lopinavir + ritonavir in vivo. Informatie over genees-
middelconcentraties in een compartiment waarin hiv zich vermenig-
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vuldigt, kan in combinatie met plasmagegevens inzicht geven in het 
mechanisme van therapiefalen en de ontwikkeling van resistentie. 
Het doel van deze studie was de farmacokinetiek van lopinavir + 
ritonavir te bestuderen in plasma en in leukocyten.

Methoden

Patiënten
De patiënten werden gerekruteerd in het Slotervaartziekenhuis in 
Amsterdam. Ze kwamen in aanmerking voor deelname aan de studie 
wanneer ze tweemaal daags lopinavir 400 mg + ritonavir 100 mg 
gebruikten als onderdeel van hun combinatietherapie. Gelijktijdig 
gebruik van de niet-nucleoside reversetranscriptaseremmers nevira-
pine en efavirenz of van andere proteaseremmers was niet toege-
staan, evenmin gelijktijdig gebruik van geneesmiddelen die inter-
fereren met het metabolisme van lopinavir en/of ritonavir.
Het onderzoek werd goedgekeurd door de Medisch Ethische Toet-
singscommissie van het Slotervaartziekenhuis en alle patiënten 
gaven schriftelijk toestemming voor deelname.

Studieopzet
De patiënten werden gedurende één doseringsinterval (12 uur) in het 
ziekenhuis opgenomen voor de verzameling van bloedmonsters. Om 
de concentraties van lopinavir en ritonavir in plasma te bepalen, 
werd op veertien tijdstippen bloed afgenomen. Voor de bepaling  
van de intracellulaire accumulatie werd op vier tijdstippen bloed 
afgenomen in speciale Vacutainer Cell Preparation Tubes. Het aantal 
perifere mononucleaire bloedcellen (PBMC’s) die aanwezig waren in 
de monsters, werd geteld voor analyse.

Bioanalyse
De concentraties van lopinavir en ritonavir in plasma en in PBMC’s 
werden simultaan geanalyseerd met behulp van een gevoelige en 
gevalideerde methode die gebruikmaakt van HPLC met tandem-
massaspectrometrische detectie [9]. De monstervoorbewerking 
bestond uit eiwitprecipitatie met een mengsel van methanol en 
acetonitril. Chromatografische scheiding werd verkregen met behulp 
van een reversed phase-systeem met een runtijd van 5,5 minuten. 
Concentraties werden gekwantificeerd van 0,1 tot 20 μg/ml voor 
lopinavir en 0,01 tot 10 μg/ml voor ritonavir. De plasmamonsters 
hadden een volume van 100 μl, dat werd verkregen na centrifugeren 
van volbloed. De celpellets werden gelyseerd door toevoeging van 
chloroform (1 ml) in combinatie met een 15 minuten durend verblijf 
in het ultrasoonbad. Na droogdampen van de chloroformlaag werd 
100 μl blanco plasma toegevoegd, waarna de monsters verder wer-
den bewerkt zoals de plasmamonsters. De intracellulaire concentra-
ties werden bepaald ten opzichte van een ijklijn in plasma.

Farmacokinetische analyse
De plasma- en intracellulaire concentraties werden geanalyseerd 

met behulp van niet-compartimentele analyse. De intracellulaire 
geneesmiddelconcentratie werd berekend op basis van een veron-
dersteld celvolume van 0,4 pl en de celtelling [4]. Voor de statisti-
sche berekeningen werd gebruikgemaakt van SPSS, versie 11.0.1.

Resultaten
Aan deze farmacokinetische studie namen 11 hiv-1-geïnfecteerde 
patiënten deel (9 mannen, 2 vrouwen). De mediane leeftijd was  
45 jaar. Allen hadden een ondetecteerbaar aantal virusdeeltjes in 
bloed (< 50 kopieën/ml) op de studiedag en het mediane aantal  
CD4-positieve lymfocyten was 350.
De maximale concentratie in plasma trad op na ongeveer 1 tot 3 uur 
en was 8,4 μg/ml voor lopinavir en 0,62 μg/ml voor ritonavir. Opval-
lend in de plasmaconcentratie–tijdcurven van enkele patiënten 
waren de secundaire pieken in de absorptiefase, met de eerste piek 
na circa 1 uur en de tweede na circa 3 uur (figuur 1A). De concentratie 
van zowel lopinavir als ritonavir was hoger net voor inname van de 
middelen dan aan het eind van het doseringsinterval. De mediane 

Figuur 1
Gemiddelde (± standaarddeviatie) concentratie–tijdcurven van 
lopinavir (A) en ritonavir (B) in plasma (n = 11) (•) en in perifere 
mononucleaire bloedcellen (PBMC’s; ) (n = 10, 9, 8, 7 op 0, 3, 5,  
8 uur na inname) gedurende een 12-uurs doseringsinterval na 
inname van lopinavir 400 mg + ritonavir 100 mg tweemaal daags
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tijd tussen inname van avond- en ochtenddosis was 12,25 uur (10,75-
14,5 uur). Het verloop van de concentratie–tijdcurve in cellen was 
vergelijkbaar met de plasmacurven met een maximale concentratie 
op 3 uur na inname (figuur 1B). Enkele intracellulaire concentraties 
konden niet berekend worden omdat de celtelling of de afname van 
het bloedmonster was mislukt. De mediane intracellulaire bloot-
stelling (AUC12) was 89,6 μg·ml–1·h voor lopinavir en 10,6 μg·ml–1·h 
voor ritonavir. In plasma waren deze waarden lager, wat resulteerde 
in intracellulair/plasmaconcentratieratio’s van 1,18 en 4,59 voor 
respectievelijk lopinavir en ritonavir. De berekende farmacokineti-
sche parameters van lopinavir en ritonavir in plasma en cellen zijn 
weergegeven in tabel 1. Drie patiënten die gelijktijdig tenofovir ge-
bruikten, hadden geen significant afwijkende mediane waarde voor 
de minimale en maximale plasmaconcentratie of de AUC (p = 0,3;  
p = 0,8; p = 0,3: Mann-Whitney-test).

Beschouwing
In deze studie is de plasma- en intracellulaire farmacokinetiek van 
de proteaseremmercombinatie lopinavir + ritonavir onderzocht. De 
concentratie–tijdcurven in plasma werden gekarakteriseerd door een 
onregelmatig patroon in de absorptiefase dat nog niet eerder be-
schreven is. Dit patroon wordt mogelijk veroorzaakt door onvolle-
dige en vertraagde maaglediging, zoals eerder is aangetoond voor 

ranitidine [10]. In preklinisch onderzoek met muizen is aangetoond 
dat ritonavir de maaglediging sterk vertraagt [11].
De berekende farmacokinetische parameters voor lopinavir in plas-
ma komen overeen met gegevens uit de literatuur [8]. Hoewel gelijk-
tijdig gebruik van tenofovir de blootstelling aan lopinavir + ritonavir 
enigszins zou kunnen verlagen [12], hebben we dat in deze kleine 
studie niet kunnen bevestigen. Ook voor ritonavir zijn farmacokine-
tische parameters berekend die overeenkomen met eerder gepubli-
ceerde waarden voor ritonavir in combinatie met lopinavir [8]. De 
plasmafarmacokinetiek van ritonavir lijkt echter dosisafhankelijk te 
zijn en beïnvloed te worden door de gecombineerde proteaseremmer 
[13, 14]. Deze dosisafhankelijke kinetiek zou het gevolg kunnen zijn 
van verzadigbaar levermetabolisme of van dosisafhankelijk first-
pass-verlies door intestinaal CYP3A4 [15].
De dalconcentraties van beide proteaseremmers waren significant 
hoger voor inname van de ochtenddosis dan aan het eind van het 
doseringsinterval. Dit verschil in dalconcentraties kon niet verklaard 
worden door een verschil in doseringsinterval en berust waarschijn-
lijk op de aanwezigheid van een circadiaan ritme. Dit fenomeen is 
eerder beschreven voor andere proteaseremmers [15, 16].
Beide middelen vertoonden intracellulaire accumulatie met een 
intracellulair concentratie–tijdverloop vergelijkbaar met de curven in 
plasma. De gevonden intracellulaire/plasmaconcentratieratio van 

Tabel 1
Mediane (interkwartiele spreiding) farmacokinetische parameters in plasma en perifere mononucleaire bloedcellen 
van lopinavir en ritonavir in een dosering van 400 mg respectievelijk 100 mg tweemaal daags (n = 11)

Parameter Lopinavir Ritonavir
plasma intracellulair plasma intracellulair

Cmax (μg/ml) 8,44 (7,45-10,01) 13,40 (9,81-16,91) 0,62 (0,44-0,73) 1,80 (1,50-1,99)
tmax (h)                1,0-2,8 3,0 (0-5,0)                1,0-3,0 2,9 (2,8-3,1)
AUC12 (μg·ml–1·h) 75,4 (61,8-82,8) 89,2 (63,1-113,7) 3,5 (2,7-4,1) 10,6 (9,1-14,2)
CL/F (l/h) 5,3 (4,8-6,4) 28,3 (24,5-36,3)
t1/2 (h) 6,4 (5,7-8,6) 3,7 (3,0-4,7)
V/F (l) 55,7 (40,2-61,5) 168,7 (112,9-239,8)
Cpre-dosis (μg/ml) 5,16 (4,25-6,67) 10,00 (8,26-13,90) 0,18 (0,13-0,29) 1,53 (1,09-1,95)
C12 (μg/ml) 3,56 (3,09-4,84) 0,10 (0,06-0,15)
Concentratieratio 
intracellulair/plasma 

1,18 (0,74-2,06) 4,59 (3,20-7,70)

Cmax: maximale concentratie; tmax: tijdstip waarop de maximale concentratie gemeten wordt; AUC12: oppervlakte onder de curve van het 12-
uur doseringsinterval; CL/F: schijnbare totale lichaamsklaring; t1/2: halfwaardetijd; V/F: schijnbaar verdelingsvolume; Cpre-dosis: concentratie 
net voor inname van het geneesmiddel; C12: concentratie aan het eind van het doseringsinterval; concentratieratio intracellulair/plasma: 
AUC12 intracellulair/AUC12 plasma.
 Voor de tmax in plasma is slechts de interkwartielafstand weergegeven.
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1,18 voor lopinavir maakt dat lopinavir minder in cellen accumuleert 
dan nelfinavir en saquinavir, maar meer dan indinavir [4]. De intra-
cellulaire accumulatie van ritonavir lijkt, net als de plasmafarma-
cokinetiek, af te hangen van de dosis en van de gecombineerde 
proteaseremmer [4]. Toediening in een lage dosering in combinatie 
met lopinavir resulteert in een hoge intracellulaire concentratie die 
boven gerapporteerde waarden ligt voor de EC50 (50 % effectieve 
concentratie in vitro) [17]. Dit suggereert dat ritonavir, ondanks de 
lage concentraties in plasma, toch zou kunnen bijdragen aan het 
antiretrovirale effect van lopinavir + ritonavir.

Conclusie
De opvallendste bevinding uit deze studie is de hoge intracellulaire 
ritonavirconcentratie die bereikt wordt door een lage dosis ritonavir 
te combineren met lopinavir. Hieruit blijkt dat het niet correct is 
plasmaconcentraties zonder meer te extrapoleren naar andere  
lichaamscompartimenten. Hoewel hiv zich in de leukocyten verme-
nigvuldigt, is het prematuur plasma te vervangen door PBMC’s als 
matrix voor de routinematige uitvoering van TDM. Het volume bloed 
dat nodig is voor de bepaling van een intracellulaire concentratie, is 
vele malen groter dan voor een plasmaconcentratie. Ook is de gehele 
monstervoorbewerking kritisch en bewerkelijk. Daarnaast stelt het 
gebruik van alternatieve matrices eisen aan chromatografie en de-
tectie [18]. Goed opgezette en uitgevoerde studies naar de penetratie 
van antiretrovirale middelen in virale reservoirs blijven echter nodig.
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