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Zusammenfassung

Trotz groRer Fortschritte insbesondere der appamatiAnalytik bleiben einige ungeldste

Probleme in der forensischen Toxikologie weitetb@stehen. Der verlassliche Nachweis von
Succinylcholin (SUX), einer bisquaterndren Ammonuenbindung die als depolarisierendes
Muskelrelaxans sowohl in der Routine-Anésthesieaalsh bei (versuchten) Totungsdelikten
sowie Suiziden Anwendung findet, stellt dabei esnkehe noch zu 16sende Aufgabe dar. Der
analytische Anspruch ergibt sich hierbei einersaits der im Sekunden- bis Minutenbereich
liegenden, d.h. sehr kurzen Halbwertszeit der Msiifestanz bei einer Metabolisierung Uber
Succinylmonocholin (SMC) in letztlich endogene $tofandererseits auch durch die
strukturellen Besonderheiten der beiden AnalyterXSihd SMC: eine Extraktion dieser

Substanzen aus einer wassrigen Probenmatrix iargamisches Losemittel ist aufgrund ihrer
ausgepragten Hydrophilie durch eine bzw. zwei plhbindngige positive Ladungen sowie

fehlende, fur die Extraktion nutzbare, hydropholsagpen nur schwer zu realisieren.

Die gegenstéandliche Arbeit prasentiert einen hatsiteen HPLC-MS/MS-Ansatz zum
ersten parallelen Nachweis von SUX sowie seinemabtditen SMC. Die hochprazise
Quantifizierung der Analyten erfolgte mittels Ispémmassenspektrometrie unter
Verwendung von erstmals nicht interferierenden, | wacht ineinander konvertierbaren,
internen Standards aus Eigensynthese. Die Prolbdiséaung sowie —asservierung wurde
systematisch optimiert und in allgemeingtiltige Eemidingen umgesetzt.

Entgegen der bisher veroffentlichten Nachweismeghofdir SUX bzw. SMC wurde die so
entwickelte Methode sowohl flir Serum als auch Ukiomplett nach internationalen
Richtlinien validiert. Die methodischen Kenndateninds mit Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen von immer deutlich unter 10 h@iimbeide Analyten und Matrices,
sowie mit einer Prazision und Richtigkeit stets eralb der erlaubten Grenzen
ausgesprochen gut. Die Anwendbarkeit des Verfahremsde in der Folge anhand
forensischer Routinefélle sowie einer klinischeandst eindeutig belegt.

Bei zwei vermuteten, einer tddlichen und einer ldiden SUX-Intoxikation, konnte
basierend auf den durch diese Methode gewonnenalygamergebnissen eine unumstoliliche
Diagnose gestellt werden, die sich dariiber hintsuseahtsverwertbar erwies.




Im Rahmen der klinischen Studie wurde derivo-Abbau von SUX und SMC beschrieben,
und ein detailliertes pharmakokinetisches Modelt flen Metaboliten erstellt. Darauf
aufbauend wurden forensisch relevante Nachweigefigt beide Analyten im Blutkreislauf
sowie im Urin definiert. Mit einem Nachweisfenstign 8-24 h im Blut (gegeniber meist
unter 10 min fur SUX) konnte SMC dadurch als dezig aussichtsreiche, forensische SUX-
Marker in Blutproben etabliert werden. Sowohl SUK auch SMC werden Uber mehrere
Stunden (SUX> 2 h, SMC:> 8 h) in den Urin sezerniert, in Zusammenschau dait
Ergebnissen der Realfdlle konnte Urin daher aldn@d Matrix fir den forensichen
Nachweis einer SUX-Beibringung ermittelt werdene BErgebnisse der Studie erlauben eine
Abschatzung zu erwartender Analytgehalte in derejeyen Probenmatrices, und bilden
somit die Basis flur eine fundierte Plausibilitatskolle bereits durchgefihrter aber auch
zukunftiger Analysen von forensischen Realproben.

Anhand der vorgestellten Methode wird weiterhin mdgliche Selektivitatsprobleme in der
HPLC-MS/MS, ein bislang zuwenig beachtetes Them@mgegangen: der Einsatz
untergeordneter lonenidbergénge unter Ausschlussiniederenz-belasteten Haupt-MRM
stellt eine in diesem Zusammenhang neuartige, augleich elegante und absolut
befriedigende Loésung zur zweifelsfreien Identifikat und sensitiven Quantifizierung eines
problematischen Analyten — in diesem Fall SMC - dar

Die Methode wurde schliel3lich noch auf die Analygsen Gewebeproben sowie
Glaskadrperflissigkeit adaptiert. Dies ermoglichie erfolgreiche Durchfiihrung einer Studie,
in deren Verlauf die kirzlich berichtete Existermnwnativem SMC eingehend untersucht und
generell widerlegt werden konnte. Im Hinblick aid deschilderten Selektivitatsprobleme bei
der Detektion von SMC erscheint eine frihere Fédipretation basierend auf
interferenzbelasteten MRM-Daten moglich. SMC konnsomit weitgehend, mit
Einschrankungen bei stark verwesten Gewebeprobksnaassagekréaftiger SUX-Marker

bestétigt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben insgesamt mighheue, anwendungsorientierte Impulse
fur die SUX-Analytik in der forensischen Routinenglern erweitern dartber hinaus — durch
eine systematische Behandlung von Themen wie deéstéhz von nativem SMC, den
Nachweisfenstern von SUX und SMC sowie mdoglichenel@witatsproblemen in der
Tandem-MS — auch das forensische sowie methodSolnedlagenwissen.
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Abklrzungsverzeichnis

1D eindimensional

ACh Acetylcholin

AChE Acetylcholinesterase, echte Cholinesterase

AcN Acetonitril
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1 Einleitung

1.1  Problemstellung

Die allgemeine Toxikologie befasst sich mit derdgsthung (potentiell) giftiger Substanzen,
darunter ihre Resorption, Wirkung und Metabolisngrum Korper, sowie mit der Diagnostik
und Therapie von Vergiftungen, und vereinigt so aimzigartige Weise (bio-)chemische,
pharmakologische und medizinische Aspekte.

Die forensische Toxikologie betrachtet darliber henasbesondere die Vergiftungslehre in
ihrem Bezug zur geltenden Rechtsordnung, dazu zéhltder Nachweis von Drogen oder
Alkohol bei Stral3enverkehrsteilnehmern, die Fekisig vorsatzlicher Vergiftungen oder
Betaubungen (z.B. zur Erméglichung weiterer Sttaftpaber auch akzidentelle Vergiftungen
mit juristischen Konsequenzen.

Die geeignete Probenasservierung und -analytileineim bestehenden Intoxikationsverdacht
stellt eine vordringliche Aufgabe dieses Wissenfishaeiges dar: alle biologischen
Matrices, welche fur eine Untersuchung relevant &énnten, missen — individuell angepasst
an die besonderen Anforderungen des jeweiligendProlaterials sowie des zu bestimmenden
Analyten — bestmdglich gelagert und aufgearbeitiden. Schon kleine Abweichungen vom
Optimum kodnnen hierbei bereits einen ausgepragativen Einfluss auf die Sensitivitat der
Untersuchung haben.

Insbesondere labile Analyten stellen oft besonderforderungen an die Praanalytik sowie
die experimentelle Analytik: so kann es z.B. n&en durch eine spezielle Behandlung zu
Beginn der Probenasservierung einen enzymatischéawddes Analyten zu verhindern, eng
umschriebene Lagerungsbedingungen einzuhalten odeuch ~extreme"
Extraktionsbedingungen (hoher/niedriger pH, Hitie)ezu vermeiden.

Selbst wenn eine ausreichende Stabilitat der Aealyrzielt werden kann, so flhren
weitergehende physikochemische Besonderheiten dealyen (z.B. pH-unabhangige
Ladungen, zwitterionischer Charakter, mangelndepliylie etc.) in einigen Féllen zu einer

erschwerten Extraktion und Detektion der Molekiile.

Succinylcholin (SUX) und sein Metabolit Succinylnomholin (SMC) vereinigen auf

einzigartige Weise strukturelle Merkmale, welch&gbl zu einer geringen Matrixstabilitat
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als auch zu einer extrem erschwerten Extraktion swit Analyse fuhren. Die Analytik
dieser Substanzen und somit die Detektion einer -8Bttiikation stellt daher ein bis dato
unzureichend geldstes Problem in der forensiscloerk®logie dar.

1.2 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit ist die systematische Entwicklungnez neuen Analysenmethode zur
parallelen Detektion von Succinylcholin und seinéfetaboliten Succinylmonocholin. In
diesem Zusammenhang werden insbesondere niedNgstaveis- und Bestimmungsgrenzen
bei hoéchstmdglichen Wiederfindungsraten und somdximierte Nachweisfenster bel
gleichzeitig minimalem Zeit- und Kostenaufwand asigebt. Dies setzt die Entwicklung und
den erfolgreichen Einsatz neuer Strategien zuril&igbung, Extraktion und Konzentration
der Substanzen, sowie die Verwendung einer optienieapparativen Analysenmethode
voraus. Die entwickelte Methode ist nach wissenf$iatta anerkannten Richtlinien zu
validieren, um die Gerichtsverwertbarkeit der Ergsbe sicherzustellen. Forensische
Realfélle von vermuteten todlichen bzw. Uberleb®dX-Intoxikationen sollen mit der
entwickelten Methode untersucht werden, um ihrentngy zur Bearbeitung forensischer
Fragestellungen zu belegen. Dariber hinaus bedaréimer klinischen Studie, um die
Anwendbarkeit der Methode auch in diesem Sektohwetsen, und das vorhandene Wissen
Uber die Kinetik von Succinylcholin sowie Succinginocholin zu erweitern. Die forensisch
relevanten Nachweisfenster von SUX und SMC sollewosil im Blut als auch im Urin
definiert werden. Im Rahmen einer forensischen i8tust die kirzlich in Frage gestellte
Anwendbarkeit von SMC als Markersubstanz fur eibX$abe umfassend zu untersuchen,
und mit besonderem Hinblick auf bislang zu wenigdbdete Selektivitatsprobleme in der
Hochleistungsflissigkeitschromatographie-Tandemsdaspektrometrie (HPLC-MS/MS) zu
diskutieren. In diesem Zusammenhang notwendige i@tssicherungsmal3ihahmen sollen
vorgeschlagen, und ihre Wirksamkeit eindriucklictkegewerden. Die Summe der durch die
Studien ermittelten Daten soll schliellich in aflgenguiltige Empfehlungen fir die

forensisch-toxikologische Fallarbeit bei vermutedérX-Intoxikation umgesetzt werden.
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2 Grundlagen und Stand der Technik

2.1  Succinylcholin

Succinylcholin (SUX) ist ein bisquaterndres Amindustrukturell mit dem endogenen

Transmitter Acetylcholin (ACh) verwandt. Wie diesst SUX in der Lage, post-synaptische
ACh-Rezeptoren zu aktivieren: SUX wird dabei vom de&Ch-Rezeptoren der Synapsen
schnell wieder freigesetzt, kann daraufhin jedoghwerhaltnismafig langsam (im Vergleich
zum nativen Substrat ACh) von der spezifischen Wcholinesterase (AChE, echte
Cholinesterase, EC 3.1.1.7) abgebaut werden [Hs Rihrt zu einer Dauer-Depolarisation
und letztendlichen Desensibilisierung der post-pyisahen Membran, weshalb

Succinylcholin routinemalf3ig als Muskelrelaxans ar #linischen Anasthesie Anwendung
findet. Im klinischen Umfeld ist es problemlos mégl die mit der Muskelerschlaffung

einhergehende Atemlahmung durch kinstliche Beatmmungkompensieren, und so eine
Sauerstoffunterversorgung des Patienten zu vermeide

Die Substanz wird durch die unspezifische SerunyBidholinesterase (BChE,

Pseudocholinesterase, EC 3.1.1.8) innerhalb wehgeuten nach Applikation zunachst zu
Succinylmonocholin (SMC) hydrolysiert [2-5], der weze hydrolytische Abbau fiihrt zur

Entstehung der kdrpereigenen Substanzen SuccidaCholin ([6-9]; Abbildung 1).

Der zweite Schritt des hydrolytischen SUX-Abbaudy. dlie Degradation von SMC, kann
zumindestin vitro nicht nur von Pseudocholinesterasen allein, sondeich von echten,

membranstdndigen Cholinesterasen (z.B. denen tir Blutkdrperchen) katalysiert werden
[7].

Fur hohe Dosen von SMC (> 7.5 mg/kg) wurden im Remneines Tierversuchs an
Kaninchen [7] sowie in menschlichen Probanden [i€laxierende und kreislaufaktive

Wirkungen beobachtet. Die Potenz von SMC ist ailhgysl ca. 20- bis 50-fach geringer als die
von SUX [8], es ist daher anzunehmen, dass derdgeiton SMC an der pharmakologischen

Wirkung von SUX nach Gabe einer therapeutischensDasnachlassigbar ist [8,10].
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Abbildung 1: Succinylcholin-Abbau durch Cholinestermsen

Aufgrund der wegen des schnellen Abbaus nur kuwekdauer [11] ist Succinylcholin in
seiner klinischen Anwendung zumeist gut steuenbad, daher in der Anasthesie geschatzt.
Die beschriebenen, aber nur selten auftretendde Eler verlangerten Apnoe durch einen
BChE-Mangel [12] oder genetische BChE-Varianten] [4i8d in einem klinischen Umfeld
gut beherrschbar.

In seiner Eigenschatt als Asphyxiant wird Succihglin allerdings auch bei Totungsdelikten
sowie Suiziden eingesetzt, wobei in diesen FallerStUX-induzierte und nicht kompensierte
Atemlahmung zu einer Sauerstoffunterversorgung@lgsirns, und somit letztlich zum Tod
fuhrt.

Der Nachweis einer Succinylcholin-Gabe stellt eihebliches Problem fiir die forensische
Toxikologie dar: das Zeitfenster zur zweifelsfrei@atektion der Mutterubstanz ist aufgrund
der bereits erwahnten, extrem kurzen Halbwertszait SUX &uRRerst beschrankt, dartber
hinaus erschweren auch seine physiko-chemischemg&gbaften wie z.B. starke Hydrophilie,
Hitzeinstabilitdt und Hydrolyseanfalligkeit die StB«traktion und Analytik [14].
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2.2  Stand der Succinylcholin-Analytik

Verschiedene Techniken zur SUX-Analytik, angefangen von
dunnschichtchromatographischen Verfahren [15,16 @aschromatographie (GC) von
umgeestertem SUX [15], Uber Hochleistungsfliissigkbromatographie (HPLC) gekoppelt
mit elektrochemischer (ECD; [3,17]) oder Fluorezz&etektion (FD; [5]), bis hin zu
massenspektrometrischen (MS) Ansatzen wie z.B. & vibh derivatisierten Extrakten [18-
21], MS nach Direktinjektion mit ElektronenstoR3-igation (DI-EI-MS; [22]) sowie MS nach
HPLC mit Elektronenspray-lonisation (HPLC-ESI-M23]) sind bereits publiziert worden.
Erst seit kurzen werden auch Tandem-MS-Anséatze \A8$/wie DI-ESI-MS/MS [2,4,14]
oder auch HPLC-MS/MS [24,25] verfolgt.

Vor allem der letztgenannte Ansatz kombiniert eiftauptvorteil der HPLC-Technik, d.h.
die entfallende Derivatisierung, mit der hohen $ér und Selektivitat der Tandem-MS-

Detektion.

Der Metabolit SMC ist aufgrund seiner immerhin naolnoquaternaren Struktur ahnlich
schlecht extrahierbar wie die Muttersubstanz.

Bis heute stand SMC nur selten im Fokus des Forggdmteresses, und nur wenige
Publikationen berichten Uber erfolgreiche Deteldmapthoden fur diesen Metaboliten, die
von dunnschichtchromatographischen oder Elektragg®mWerfahren [26-29] zu modernen
massenspektrometrischen Methoden wie HPLC-ESI-MJ [Bhd HPLC-MS/MS [24,25]
reichen. Bereits 1968 verfolgten Dal Santo et2#] dariiber hinau§'C-markiertes SMC im
Rahmen einer kinetischen sowie Distributions-Studda der Uber weite pH-Bereiche
bestehende zwitterionische Charakter des SMC aradlple Extraktion zusammen mit SUX
sehr erschwert, konnte ein simultaner Nachweis dbefflubstanzen bislang noch nicht

berichtet werden.

Auch Cholin als einer der Endmetabolite der Sudchmlin-Degradation kann untém vitro

Bedingungen zur Quantifizierung von SUX herangemogerden [6,31]: die Bestimmung der
Plasma-Konzentration von Succinylcholin ist dabahgngig von der exakten Bestimmung
der Cholinkonzentration zwischen einem komplett rbjydierten und einem Esterase-
inhibierten Probenaliquot. Die Einsatzmoglichkeithaser Methode sind jedoch beschréankt,
da es aufgrund des o.g. Prozederes notwendig ast,ndtiven Cholingehalt der Probe zu

kennen. Eine derartige Methode ist daher nicht Fiagestellungen der forensischen
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Toxikologie geeignet, da eine notwendige Verglgithbe (entnommen vor der eventuellen
SUX-Zugabe) generell nicht verfligbar ist.

Ebenfalls ist ein Einsatz von Succinat, dem andétadmetaboliten der Succinylcholin-

Degradation, als SUX-Marker erwogen bzw. sogaktpriert worden: 1965 wurde in Florida

(USA) der Angeklagte Dr. Carl Coppolino auf Bas@nverhohten Cholin- und Succinat-

Konzentrationen in der exhumierten Leiche sein@uRvegen Totschlags (,second degree
murder®) verurteilt [32]. Nachfolgende Studien kg jedoch, dass Succinat in
postmortalen Proben haufig erhoht und in hochstersohiedlichen Konzentrationen

nachweisbar ist [33], und ein Einsatz auch dieseibstnz als SUX-Marker in einem

forensischen Kontext daher abgelehnt werden muss.

Die folgende Tabelle 1 gibt einen Uberblick Uibex dben beschriebenen, bereits publizierten
Verfahren zur SUX-Analytik:
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2.3  Entwicklung der Extraktionsmethodik

In die Uberlegungen zur Entwicklung einer geeignéembi-Extraktionsmethodik fiir SUX
und SMC aus wassrigem Medium ist mit eingegangass S6MC nur bei saurem pH nicht
zwitterionisch vorliegt: unter diesen Bedingungshdie Sauregruppe am Succinatrest des
SMC vollstandig protoniert, sodass nur eine einfaasitive Restladung durch das quaternare
Amin verbleibt. Erst bei einem pH-Wert von ca. zvi#@nheitenunterhalb des pkWertes
(Dissoziationskonstante) einer Saure kann davongemasgen werden, dass ihre
Carboxylgruppe vollstandig protoniert ist, fir dearliegenden Fall (pK succinat= 4.19)
musste also ein entsprechend saurer Extraktionargéstrebt werden. Die Entwicklung der
gewiinschten Kombi-Extraktionsmethodik gestaltett siufbauend auf diese Uberlegungen
jedoch insofern schwierig, als dass die gangigetnaktionsstrategien flr quaternare Amine
genau entgegengesetzte Anforderungen an den pHsféden. So erklart es sich, dass viele
bereits publizierte (SUX)-Monomethoden als Grundld@r eine parallele Extraktion, z.B.
Uber Carboxylsdure(CBA)-Matrices [30] odef-Eestphasen [2] bzw. mittels Flussig-Flussig-
Extraktion (LLE) mit Kk [22], eher ungeeignet schienen. Zwei Arbeiten wadariber
hinaus noch nicht einmal fur den postulierten Versengszweck des SUX-Nachweises
durch Extraktion Uber eine ;&Phase [23], bzw. Chloroform-LLE bei pH 7.5 [35]
nachvollziehbar. Weitere, theoretisch vielverspesdte Extraktionsansatze [18-21,37,38]
mussten verworfen werden, da das verwendete Headimbhenylamin (DPA) einen
Sprengstoff darstellt, der nicht frei erhaltlich is

Als einzig erfolgversprechende Extraktionsstrategigde der generelle Ansatz einer sauren
Extraktion in Anwesenheit eines lonenpaarreagener Ukine Festphasen-Saulenmatrix
verfolgt: bei diesem Ansatz ist sichergestellt, sdase durch Ansduerung des wassrigen
Mediums einfach (SMC) bzw. zweifach (SUX) positeladenen Analyten durch Anbindung
an das (pH-unabhangig) negativ geladene Ilonen@amne indirekt von der
Festphasenmatrix reteniert werden. Ballard et2dl] haben kurzlich eine auf diesem Prinzip

basierende, allerdings héchst aufwandige und miglidierte Methode vorgestellt.
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2.4  Stabilitdt der Analyten

Die bislang sehr begrenzte Anzahl an publizierteathweismethoden fir SUX bzw. SMC
liegt jedoch nicht nur wie oben beschrieben inldemplizierten Extraktion, sondern auch der
enormen Instabilitat der Analyten begriindet: Ddgdade Paragraph gibt einen Uberblick
Uber die bekannten Stabilitdtsprobleme von SUX, legtl mogliche Losungsansatze fur die
Uberwindung dieser Probleme zur erfolgreichen Eckiuing einer Detektionsmethode fir

diese Substanz dar.

2.4.1 In vitro -Stabilitat der Analyten — Probenasservierung

2.4.1.1Enzymatische Degradation

Sowohl Succinylcholin als auch Succinylmonocholindsals Di- bzw. Monoester einem
enzymatischen Abbau durch Esterasen ausgeseteitdien Korper fuihrt diese Instabilitat zu
einem raschen Abbau der Ausgangssubstanz durchn€sigrasen, welcher sich aurch
vitro, d.h. nach Probennahme, weiter fortsetzt. Zu deblPmatik eines schoim vivo stark
verkirzten Nachweisfensters kommt also noch dabléo hinzu, den Analytgehalt einer
einmal asservierten Probe zu erhalten.

Zur Stabilisierung von SUX und seinem MetabolitddCSwurde, in Anlehnung an vorherige
Arbeiten [2,4-6,14,24,37,38], die Hemmung der BGhEch ein Organophosphat erwogen.
Organophosphate hemmen Cholinesterasen irreversibeth ihre Anbindung an das

esteratische Zentrum des Enzyms (Abbildung 2).




2 Grundlagen und Stand der Technik 11

Cholinesterase

Hzo t”z =5 msec
0}
\@/\/ \H/ .
| o CH3COOH &
) Serin-
OH

Acetylcholin Seitenkette OH

o CHs
0 H,0, t1» = Tage
R1o—|F!—x +
L ﬁ .
Organophosphat o) R1O_'|D_O OH
0=—P—R, Re

OR;
Abbildung 2: Irreversible Hemmung von Cholinesteragn durch Organophosphate

In dieser Abbildung ist das nattrliche Substrattcholin dargestellt.

Die kovalente Komplexierung von Organophosphat @sterase fuhrin vivo zu einem
Uberangebot von ACh im synaptischen Spalt und samiiner dauerhaften Depolarisation
der postsynaptischen Zelle mit sowohl muskarinartigMiosis, vermehrte Speichel- und
Schweil3sektretion, Bronchospasmen, Koliken, DuithfaBradykardie) als auch
nikotinartigen (Muskelschwéche/-zittern, Krampfe) irkingen. Letztlich kann die
Dauerrerregung in eine komplette Unterbrechung Rigizweiterleitung mit generalisierten
Krampfanfallen, Koma, Atem- sowie Kreislaufdepressmuinden, und schlief3lich zum Tod
fuhren.

Fur dieses Projekt soll das im Rahmen der Assemgeruzugebende Organophosphat die in
den Realproben vorhandenen Esterasewitro hemmen. Eine hydrolytische Spaltung der
Analyten soll so unterbunden, und ihre Nachweisliarfolglich verlangert werden. Nach
eingehender Evaluation der o.g. vorhergehenden t2msiévurde das Organophosphat
Paraoxon als bester Kandidat ausgewéhlt [24]. Raraentsteht nach Aufnahme von
Parathion (E 605) durch eine metabolische Giftumggd stellt die eigentlich wirksame

Komponente dieses Pestizids dar (Abbildung 3).




12 2 Grundlagen und Stand der Technik

H, H

2
S O—C —CHj; o] O—C —CH,
Ny Ny
V2R H, Giftung V4N Hy
oZN—Q—o O—C —CH, - O,N o} O—C —CH,3
Parathion (E 605) Paraoxon

Abbildung 3: Metabolische Giftung von Parathion
Paraoxon ist das wirksamere Organophosphat

2.4.1.2Nicht-enzymatische Einflussfaktoren auf die Stzibili

2.4.1.2.1pH-abhéangige Degradation

Zusatzlich zur enzymatischen Degradation sind sév&lbX als auch SMC einer pH-
abhangigen Degradation unterworfen, was sich irerelrbheren Analytstabilitdt in leicht
saurem Milieu im Vergleich zu neutralen oder gdtaidchen Bedingungen niederschlagt
[15,28,30,31]. Da in einem forensisch-toxikologischKontext oft wenig Einfluss auf den pH
einer Probe genommen werden kann (z.B. bei Orgaepjobzw. dies nicht ohne eine teils
erhebliche Veranderung des Probencharakters moglidlz.B. Verdinnung durch Titrieren
einer wassrigen Probe), muss einem pH-abhéngigely&edall zwar stets bei der
Ergebnisinterpretation und Fallbegutachtung Rechmgetragen werden, es wurden jedoch
standardmafiig keine Vorkehrungen fir eine Assamggmunter definierten pH-Bedinungen

getroffen.

2.4.1.2.2Temperatur

Es ist gezeigt worden, dass die Stabilitdt von SdXohl in Plasma und Geweben [2,37] als
auch in Urin [15] mit zunehmender Temperatur abninBei einem fur die Analytstabilitat
unginstigen pH ist die Temperatursensitivitdt sérlausgepragt [15,28,30]. Bei der
Asservierung von Proben fir diese Arbeit wurde dadtets auf ein schnellstmégliches
Tieffrieren der Materialien (-20 °C oder kélter9[20]) geachtet.
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2.4.1.2.3Frier-Tau-Stabilitat

Insbesondere im forensisch-toxikologischen Berdiahn es notwendig sein, eine Probe
wiederholt einzufrieren und aufzutauen. Der Eirdligner solchen Behandlung auf SUX
bzw. SMC ist bislang noch nicht eingehend unterswabrden, wird aber in dieser Arbeit
thematisiert werden (Kapitel 4.3.2). Bei allen ustehten forensischen sowie klinischen

Realproben wurde auf eine Minimierung der Frier-Egklen geachtet.

2.4.1.2.4Glasadsorption

Neben dem eigentlichen Abbau der beiden nachzundgseEsterverbindungen ist weiterhin

Zu beachten, dass (bis-)quaternare Amine an denfi®ilanol-Gruppen von Glas anbinden.
Fur die SUX- und SMC-Analytik hat dieses Verhalteine Verringerung der apparenten
Analytkonzentration in der jeweiligen Probe zurdeglsobald Glasgefalie zur Asservierung
oder wahrend der Aufarbeitung benutzt werden [2,3Bsbesondere bei niedrigen

Konzentrationen, welche gerade in einem forensisémntext zu erwarten sind, kann dies zu
einem Verlust von bis zu 50 % des nachweisbaren &i»en [30].

Durch die ausschliel3liche Verwendung von Plast&g@eh wahrend der Probenlagerung
sowie -aufarbeitung kann dieser Einflussfaktor assglossen werden [30]. Nach einer
eigenen, diesbeziiglichen Untersuchung (Kapitell} 8urden im Rahmen der vorliegenden

Arbeit ausschlieRRlich Kunststoff-Materialien vervaen

2.4.2 In vivo -Stabilitat der Analyten — Abbaukinetiken und Aussc heidung

Der bereits diskutierte, enzymatische Abbau voncBytcholin sowie Succinylmonocholin
durch Esterasen fiihrt zu einem raschen Abbau dd¢sufistanzen im Organismus. Zu diesem
Zeitpunkt herrscht Unklarheit dartber, wie langeXSbzw. SMC in den verschiedenen
Probenmatrices nachweisbar ist. Um Analysenergserigensischer Realproben evaluieren
und einer Plausibilitaitskontrolle unterziehen zu nm&n, sind aussagekréftige
pharmakokinetische Modelle notwendig, welche biglatierdings nur sehr begrenzt und
ausschlief3lich fur SUX vorhanden sind [2-4,17]. Beagriff der Pharmakokinetik soll im
Folgenden genauer erklart, und relevante Termiterserlautert werden.
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2.4.2.1Allgemeine Pharmakokinetik

Unter dem Begriff der Pharmakokinetik werden s&h#i Prozesse zusammengefasst, die ein
Arzneistoff nach Applikation im (menschlichen) Onganus durchlauft. Die
Pharmakokinetik umfasst somit die Freisetzung vamnAistoffen aus pharmazeutischen
Praparaten, ihre Aufnahme in den Blutkreislauf ule damit verbundene Verteilung im
Korper, sowie schlieBlich auch Metabolisierungswiso Ausscheidungsprozesse, die zur
vollstandigen Elimination des Arzneistoffes aus d@rganismus fuhren. Im Folgenden
sollen die pharmakokinetischen Grundlagen, welchie das weitere Verstandnis der
vorliegenden Arbeit notwendig sind, kurz erlautestrden. Weitergehende Informationen

sind z.B. entsprechenden Review-Artikeln [39] oalech Standardwerken [40] zu entnehmen.

2.4.2.1.1Wirkstofffreisetzung

Falls ein Wirkstoff nicht bereits in LOosung appédi wird, so kann seine Freisetzung ein
geschwindigkeitsbegrenzender und folglich wirkureggdgernder Faktor sein. Dies muss
kein unerwinschter Effekt sein, sondern wird (zk®i Retardpraparaten, transdermalen
therapeutischen Systemen etc.) gezielt genutztdiemWVirkstarke und/oder die Wirkdauer

eines gegebenen Praparates zu steuern.

2.4.2.1.2Wirkstoffresorption/-absorption

Resorptive Prozesse bedingen die Aufnahme einesksWifs in den Blutkreislauf.
Ausgehend vom Applikationsort kdnnen hierbei (passbder aktive) Diffusions- sowie
aktive Transportvorgdnge einen Ubertritt des WaokKst in die Blutbahn bewirken.
Insbesondere Schleimhaute (z.B. Dinndarm, Nasesisdimut etc.) aber auch Lungenepithel
und sogar verhornte Haut stellen mdgliche Resarptiachen dar. Die
Resorptionsgeschwindigkeit ist abhangig u.a. vom @ebtRe sowie Durchblutung der
resorbierenden Oberflachen. Wenn ein Wirkstoff Idjrez.B. via intravendser oder
intraarterieller Injektion, in die Blutbahn eingabht wird, so kann ein Einfluss resorptiver

Prozesse auf die Wirkstoffkinetik ausgeschlossermlare
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2.4.2.1.3Wirkstoffverteilung

Unter der Distribution eines Wirkstoffs versteht mMaseinen Transport zwischen

verschiedenen Kompartimenten des Koérpers. Die Weng schliel3t selbstverstandlich den
Transport eines Wirkstoffs vom Blutkreislauf zu reen Wirkort in einem bestimmten

Gewebe ein, sie verlauft allerdings nicht unidil@kdl sondern st reversibel

(Ruckverteilung). Die Verteilung einer Substanzdie verschiedenen Kompartimente des
Korpers wird u.a. durch ihre Molekularstruktur, @ed und chemisch-physikalischen
Eigenschaften beeinflusst, ist aber auch abhé&ngmgphysiologischen Parametern wie z.B.
dem pH-Wert oder der Perfusion eines bestimmtenebew:

2.4.2.1.4Metabolisierung

An verschiedenen Orten des Korpers, insbesonddelhein der Leber, fihren vielfaltige
Abbauprozesse zu einem Wirkverlust korperfremdeff&t und ermoglichen ihre spétere
Ausscheidung. Man unterscheidet in diesem ZusamamgnhPhase-l und Phase-II-
Reaktionen: Der  Phase-1-Metabolismus beinhaltet . z.BOxidations-  und
Reduktionsreaktionen, die haufig von Oxidoredukieaes der Familie der Cytochrom-P450-
Enzyme katalysiert werden. Auch hydrolytische Spajen, wie sie fur SUX und SMC
relevant sind, werden zum Phase-1-Metabolismus hifez&Durch die Phase-1-
Metabolisierung wird Ublicherweise eine Abnahme dirksamkeit von Xenobiotika
erreicht, aber auch eine Aktivierung sog. ,ProdfugsB. L-Dopa, Heroin etc.) bzw. Giftung
vormals inaktiver Komponenten (s. Parathion, Ahloiig 3) ist mdglich.

Dem Phase-2-Metabolismus werden KopplungsreaktioreB. die forensisch hochst
relevante Glucuronidierung zugerechnet, welche Steigerung der Hydrophilie und somit
leichteren Ausscheidung kérperfremder Stoffen fiihieie Gesamtheit der Abbauprozesse

wird auch als Biotransformation bezeichnet, ihrei&chen-)Produkte heil3en Metabolite.
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2.4.2.1.5Ausscheidung

Die Elimination von Fremdstoffen oder ihrer Metadtesl aus dem Korper findet meist tUber
Niere und Urin (renal) statt, aber auch eine Ausglting Uber Galle und Féazes (biliar) ist
moglich. Eine (ausbleibende) Ruckresorption vonff&toaus dem Primarurin bzw. im
Rahmen eines sog. enterohepathischen Kreislaufes Kéar Wirkungen (z.B. orale

Kontrazeptiva) sowie Neben- oder WechselwirkungeB.(Diuretika) relevant werden.

2.4.2.1.6Pharmakokinetische Parameter

Die oben ausgefiihrten Prozesse kdnnen je nach&abshd/oder Darreichungsform sehr
unterschiedlich ablaufen. Zur Beschreibung einertspgachenden substanz- oder
darreichungsspezifischen Kinetik kénnen aus getggne  Rohdaten
Geschwindigkeitskonstanten fir die verschiedeneeiliggen Prozesse abgeleitet werden:
ermittelte Plasmakonzentrations-Zeit-Profile koénneso z.B. zur Berechnung von
Absorptions-, Distributions-, Metabolisierungs- sevliminationskonstanten etc. verwendet
werden. Auch forensisch relevante Kenndaten wie . z.Bistributions- und
Eliminationshalbwertszeiten, die Volumina ggf. \dngdener Verteilungsraume eines
Wirkstoffs, seine mittlere systemische Verweilzotvie seine Clearance etc. kdnnen anhand

von Plasmakonzentrationsverlaufen berechnet werden.

Nach Erlauterung der generellen Prinzipien der mb&okinetik sind diese Vorgadnge mit
ihrer Bedeutung fur SUX sowie SMC, den Zielsubstender gegenstandlichen Arbeit, im
Folgenden nachvollziehbar.

2.4.2.2Theoretische Grundlagen der SUX-Kinetik

Wenn SUX im Rahmen seiner klinischen Anwendung ld@ioe intraventse Bolusinjektion
appliziert wird, sind Freisetzungs- sowie Aufnahffedde flr die Kinetik dieser Substanz
irrelevant, vielmehr stellt nach erfolgter intradser Applikation die Verteilung des
Wirkstoffs im Korper den ersten fassbaren pharmadailschen Parameter dar. In Féllen aus
der forensischen Praxis kann es dagegen durchauipplikationsarten des Wirkstoffs
kommen, fur die zumindest Aufnahmeeffekte angenommerden missen — zu nennen sind

in diesem Zusammenhang z.B. intramuskulare Injaktiof19,20,32,37]. In derartigen Fallen
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ist ein verlangsamter Wirkungseintritt wahrscheinjider fur die Begutachtung relevant sein
kann.

Fur SUX ist eine extensive Umverteilung beschriebearden, welche neben dem
enzymatischen Abbau als dominierender Faktor fiir siehnellen Konzentrationsabfall im
Blut gewertet werden kann [3,17,27]. Aufgrund debngllen Abbaus von SUX ist eine
genaue Berechnung des Verteilungsvolumens allesdiagiRerst schwierig, und seine
Unterschatzung wahrscheinlich [4]. Literaturwerteg fliesen Parameter sind daher sehr
unterschiedlich [3,4,17], und konnten bislang matimden Intravasalraum als
Verteilungsraum bestétigen [4].

Daten zum kinetischen Abbau von SUX fuhrten in dktuellsten Arbeit zur Postulierung
eines Zwei-Kompartimentmodells [4], wobei in foresasien Arbeiten eine dosisabhangige
Anreicherung von SUX in Geweben, z.B. Muskelgeweba@i nur sehr langsamer
Ruckverteilung aus diesem Kompartiment beschrietieh[20,37].

SUX wird bereits wahrend seiner Verteilung im Kdarmiurch die unspezifische Serum-
Butyrylcholinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) Gber SMCSuccinat und Cholin abgebaut ([2-
5,8,11]; s. auch Kapitel 2.1), und ist nur tber igerMinuten nachweisbar [3-5,17]. Neben
den Abbauprodukten wird auch die unveranderte WNeitestanz, allerdings nur in

Absolutmengen von wenigen Prozent der Initialdagisal ausgeschieden [8,15,34].

2.4.2.3Theoretische Grundlagen der SMC-Kinetik

Erst mit der Metabolisierung von SUX und der dawetbundenen Entstehung von SMC
beginnt die Pharmakokinetik des Metaboliten, sekreisetzung” aus der Ausgangssubstanz
stellt den ersten Schritt der Pharmakokinetik dieSeibstanz dar. Nach intravenoser
Applikation von SUX kann angenommen werden, dassse@nifikanter Anteil von SMC
direkt im Blutkreislauf freigesetzt wird, so dasd¢soa auch in diesem Fall keine
Aufnahmeprozesse im ublichen Sinne kalkuliert werdaelssen. Es ist allerdings nicht
auszuschlie3en, dass SUX nach einer schnelleniMedein die Gewebe auch dort durch
gewebestandige Esterasen in relevantem Mal3e misialtolvird, und somit eine Absorption
von im Gewebe freigesetztem SMC in die Gefal3e estlywindigkeitsbestimmender Schritt
fur die Kinetik des Metaboliten sein kénnte. Ubas distributionsverhalten von SMC im
menschlichen Kérper liegen keine Daten vor, im miedell verlief die Umverteilung

allerdings langsamer als die von SUX [27].
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Metabolisierung von SMC fuhrt zur Entstehung demledeigenen Substanzen Succinat und
Cholin (s. auch Kapitel 2.1), wobei die geltendadehatzung, dass der hydrolytische Abbau
von SMC langsamer stattfindet als der von SUX,dnigl nur aufin vitro Untersuchungen
basiert [3,6-9,28]In vivo-Nachweisfenster fiur SMC sind bislang noch nichblziert. Eine
Eliminierung von SMC aus dem Korper findet nichtr murch besagte Metabolisierung,
sondern auch durch eine vorwiegend renale Aussghgidon unverdndertem SMC statt
[8,15,34].

2.4.2.4Studiendesign

Abhangig von der zu klarenden Fragestellung musse eklinische Studie nach
unterschiedlichsten Vorgaben konzipiert werden, evatas Studiendesign malf3geblich die
Aussagekraft der erhaltenen Daten beeinflusst.

Das Studiendesign umfasst eine Vielzahl experinlentsowie logistischer Gesichtspunkte,
die bereits vor Studienbeginn klar festgelegt smiiissen. In diesem Kontext ist u.a. die
Auswahl der Probanden, ihre Behandlung (z.B. apptez Medikamentendosis etc.), die Art
und Anzahl der zu entnehmenden Probe(n), jeder pasemde Parameter, die genaue
Versuchsdurchfihrung sowie alle verwendeten Mdieniaexakt zu definieren, und die

Konzeption abschlieRend auf Durchfuhrbarkeit sd®enhaftigkeit zu Gberprifen.

Fur die vorliegende Arbeit wird ein Dbezuglich Gdscht, Gewicht, Alter,
Begleiterkrankungen etc. moglichst heterogenesekoll von Probanden rekrutiert, um eine
Vielzahl potentiell forensisch relevanter Eigengtdraeinzubinden. Kinetische Daten werden
nach einmaliger, intravendser Bolusinjektion vonXSahhand von Plasmaproben erhoben.
Die Ausscheidung beider Zielanalyten wird anhandh vidrinproben der Probanden
systematisch untersucht.

Grundsatzliche Uberlegungen zum experimentelleng®loen bei dieser Studie sind in den
folgenden Abschnitten kurz erlautert, auf die Zusemsetzung des Kollektivs, geltende
Ausschlusskriterien und andere Einzelheiten salbgh erst in 3.12 detailliert eingegangen

werden.
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2.4.2.5Plasmagewinnung

Fur die geplante kinetische Studie muss Plasma umcht etwa Serum als
Untersuchungsmatrix gewonnen werden: ein Gerinner Wollblutprobe fur die
anschlielBende Gewinnung von Serum wirde 20-30 auera, die Probenvorbereitung muss
allerdings moglichst kurz gehalten werden, um Anasgiuste bzw. insbesondere eine
Konvertierung von SUX in SMC, und somit eine molgécVerfalschung der kinetischen
Daten, weitgehend zu vermeiden.

Zur Gewinnung von Plasma wird in der klinischen ReoaiHeparin sowie EDTA verwendet,
standardisierte Probennahmesysteme sind daherefde [Zusatze erhéltlich. Um in dieser
Studie das fir die nachfolgende Analytik notwendiamimum von 1-2 ml Plasma je
Probennahme gewinnen zu kénnen, missen jeweil3-4¢anl Vollblut enthommen werden.
EDTA-ROhrchen sind im Vergleich zu Heparin-Monoeettin Gré3en von 4 ml gegenuber
5.5 ml Fullvolumen zu beziehen, aufgrund der gexsieg Probandenbelastung wére eine
Entnahme mittels der etwas kleineren EDTA-ROhratrstrebenswert.

Insbesondere Heparin [2,3,5,8per auch EDTA [2}vurde bereits erfolgreich fir Arbeiten
zur Erforschung der Pharmakokinetik von SUX eingags&rfahrungen fur SMC liegen nur
sehr begrenzt vor [9].

Da eine lonenpaarbildung von EDTA mit verschiedeA#étylammoniumionen beobachtet,
und veranderte Extraktionseigenschaften des resettiiien Komplexes beschrieben wurden
[41], muss ein Einsatz von EDTA in der geplantemd&t jedoch als potentiell problematisch
gewertet werden. Die Eignung von EDTA- gegenubepdfia-Entnahmesystemen fur die

gegenstandliche Fragestellung ist daher vor Stbegnn zu prifen.

2.4.2.6Stabilisierung

Es ist aus Vorarbeiten bekannt, dass SMC nur uaik&alalig langsam von der
unspezifischen Serum-Cholinesterase abgebaut \6i&28,29], eine Stabilisierung dieses
Analyten in Blutproben kénnte daher Uberflissigcleesnen. Im Gegensatz zu SUX stellt
SMC jedoch ein Substrat flir echte Cholinesterasen [@], wobei die Existenz von
spezifischen, membranstandigen Esterasen in rotenkdperchen und Lymphozyten
[7,42,43]in diesem Zusammenhang die Mdglichkeit zulassts d&&8IC im Vollblut nicht

weniger hydrolyse-anfallig ist als SUX, sondernrdbbs einer Stabilisierung bedarf.
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Da sich folglich die Erfordernisse fur eine audneicde Analytstabilisierung in Vollblut von

den bisher ausschlie3lich anhand von Serum odesnmRlaoptimierten Bedingungen

unterscheiden kénnten, ist im Hinblick auf die $¢athedingungen zu prifen, bei welcher
Paraoxon-Konzentration im Vollblut (37°C) die Staierung von sowohl SUX als auch

SMC optimal ist.

2.4.2.7Probennahmeplan

Um sowohl den SUX- als auch den SMC-Abbau im Bleittauf abbilden zu kdnnen,
mussten kurz nach SUX-Einleitung sehr engmaschigedhnahmen erfolgen (zur Erfassung
des SUX-Abbaus, [2,4]), die sich unter Vergrol3erudey Probenabstédnde bis mehrere
Stunden nach SUX-Gabe hinziehen sollten (fur di€CSinetik). Als limitierender Faktor ist
bei der Planung des Probenentnahmeschemas alleminigeachten, dass nur eine begrenzte
Anzahl von Blutabnahmen je Patient ohne korperhclsehaden fir diesen durchgefihrt
werden konnen: da fiur die Ausgangssubstanz SUX isge@satz zu SMC bereits
pharmakokinetische Datensatze existieren [2-4, %] in der vorliegenden Arbeit daher
besonderes Augenmerk auf die Erstellung einer SN@tik gelegt. Das
Probenabnahmeschema wird entsprechend konzipigransten eines Probennahmeintervalls
von insgesamt ca. 6 Stunden je Patient wird akeeptiass in den ersten Minuten statt 5-
sekundlich (wie fur eine komplette SUX-Kinetik rgptvare) nur hochstens ca. 20-sekiindlich
eine Blutprobe entnommen wird. Diese Vorgehenswside die Uberpriifung der bereits
publizierten Daten zum SUX-Abbau und somit die @&iMng eines forensischen
Nachweisfensters fur diese Substanz im Plasmasanasind zugleich einen klaren Fokus auf
die erstmalige Erhebung aussagekraftiger pharmaktkcher Daten ihres Metaboliten
setzen.

Frisch sezernierter Urin wird in Abstanden von 1S&unden Uber das gesamte
Probennahmeintervall gewonnen, um den zeitlichead& der Elimination verfolgen und
forensische Nachweisfenster formulieren zu konZem.Abbildung der Analytausscheidung
in der Anfangsphase der Narkose wird, insbesondereein eventuelles ,Verpassen* von
SUX auszuschlie3en [15], bei Teilen des Kollektasatzlich der gesammelte (gepoolte)

Urin der ersten Stunde nach SUX-Einleitung anaiysie
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Die erhaltenen Plasma-Konzentrationsdaten werdemitkinetisches Modell fur den Abbau
von SMC umgesetzt. Aus der Summe der gesammelédenDverden die zu erwartenden
forensisch relevanten Nachweisfenster beider Aealyh den untersuchten Probenmatrices
abgeleitet. Auf Basis des entwickelten Modells veard&Empfehlungen zur Probennahme in
SUX-Verdachtsfallen formuliert, die bei korrekter mdetzung eine maximale

Nachweiswahrscheinlichkeit sicherstellen kénnen.

2.5 Endogenes SMC

Anspruchsvolle Analytik und mangelnde Stabilitéllsth nicht die einzigen Probleme auf
dem Weg zu einem zweifelsfreien SUX-Nachweis daie erlassliche Diagnose einer
Intoxikation mit dieser Substanz wurde darlber tnaurch den kirzlich berichteten
Nachweis von SMC in garantiert SUX-negativen Koligewveben erschwert: durch diesen
Befund wird die Anwendbarkeit des als stabiler ggadten SUX-Metaboliten als definitiver
Marker fur eine Verabreichung der Muttersubstameklich in Frage gestellt [24,25].

Gerade Gewebe wie frisch-postmortale Leber, Nier@ Gehirn, welche sich zuvor durch
verhaltnismaRig hohe Analytgehalte als nitzlich fiintersuchungen auf eine etwaige
pramortale SUX-Gabe erwiesen haben [18,19,24], erugleichzeitig als fast ausschlie3lich
positiv fir natives SMC beschrieben [24,25].

Eine systematische forensische Studie, die sicheaakt diese diskutierten Gewebetypen
bezieht, wird im Rahmen der vorliegenden Arbeitmamnifikanten Unterschieden in den
Analytgehalten von SUX- gegenuber nicht-SUX-assot@n Todesfallen suchen, und so die
Anwendbarkeit von SMC als SUX-Marker abschlieRendwédrten. Um mogliche
Lagerungsartefakte ausschlieRen und eine Verglaikbli der Proben gewahrleisten zu
konnen, werden nicht nur frische SUX-negative Olidumsproben in die Studie
eingeschlossen, sondern auch solche Kontrollpramatysiert welche fur ca. 2 Jahre bei
-20°C eingefroren waren, d.h. etwa so lange wieRtmben des SUX-Intoxikationsfalls mit

denen sie verglichen werden sollen.




22 2 Grundlagen und Stand der Technik

2.6 Alternative Probenmatrices

Wie schon berichtet haben sich vor allem LeberydNiend Gehirn als gute Ausgangsgewebe
fur den Nachweis einer vorangegangenen SUX-Gabéessw [18,19,24], darlber hinaus
wurden jedoch auch andere Gewebe erfolgreich aef Bignung fur die SUX-Analytik hin
getestet (Milz [24], tierisches Muskelgewebe von kigektionsstelle [19]). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wird auch die Eignung von Glagerflissigkeit als neue und
vielversprechende Zielmatrix flr einen SUX-Nachweisntersucht: der wassrige
Probencharakter sowie der relativ geringe Cholerase- [44] und insbesondere BChE-
Gehalt [45] von Glaskorperflissigkeit erscheinermrteithaft fur die SUX-Analytik. Im
Tierversuch hat sich dartber hinaus das Auge ate @iewebeprobe fir eine SUX-
Untersuchung erwiesen [18]. Auch fir diese Matsk matirlich eine Aussagekraft der
erhaltenen Daten nur gegeben, wenn das Vorhandengsen endogenem SMC
ausgeschlossen werden kann. Entsprechende Untergigehauf natives SMC werden daher
analog zu den anderen Gewebeproben durchgefiihrhusgkewertet. Um Lagerungsartefakte
ausschlieRen zu kénnen und eine Vergleichbarkeitem forensischen Realproben der SUX-
Intoxikation zu gewahrleisten, werden archivierteasBorperflissigkeitsproben (ca. 2-jahrige

Lagerung bei -20°C) fir diesen Teil der Arbeit gsart.

2.7  Methodische Grundlagen

2.7.1 Einfuhrung in die HPLC-MS/MS

Die HPLC-MS/MS-Technologie hat in den letzten Jahzenehmend Einzug sowohl in die
analytische Chemie als auch insbesondere in demésche Toxikologie gehalten, wo sie vor
allem fur die hoch sensitive Detektion insbesondene polaren und hitze-labilen Analyten
geschatzt wird [46-48]. Aufgrund eben dieser Chimragtika kann sie auch als ideales
Verfahren fur die SUX-Analytik angesehen, und zugaBeitung der bisher genannten
Fragestellungen herangezogen werden. Im Folgenddensdie physikalischen sowie

technischen Grundlagen der fur die vorliegende ilBrwendeten Techniken kurz umrissen

werden.
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2.7.1.1lonenquelle (Interface) - Elektronensprayionisation

Bei der Elektrosprayionisation (ESI) wird das HPL&ifmittel mit den darin gelésten und
flissigkeitschromatographisch aufgetrennten Analydei Atmosphérendruck fein verspruht,
und in das Hochvakuum des Massenspektrometergdegefld®]. Dies geschieht, indem das
HPLC-Effluent durch eine Kapillare geleitet wirdn alie eine Hochspannung (x 5 kV)
angelegt ist. Dadurch entsteht ein Nebel kleing®b — 1 um) aber stark geladener
Losemitteltropfchen. Bei den Geraten der neuen (a¢ne wird dieser Prozess durch
Zuleitung eines Vernebelungsgases,)(Moch unterstiitzt, um ein konstantes Spray zu
erzeugen. Die vorwiegende Ladung der entstehendeen|wird durch die Polaritat der
angelegten Hochspannung bestimmt, wodurch gezieltUeerschuss positiver oder auch
negativer Teilchen erzeugt werden kann.

Es werden zwei mogliche Theorien diskutiert, wieRolgenden die lonen von der flissigen
in die Gasphase ubertreten: im Rahmen des ,lon4pgsa-Model* gehen Iribarne und
Thomson [50] davon aus, dass mit der Evaporation ldisemittels eine Erhdéhung der
Ladungsdichte in den Tropfchen des Sprays einherdébersteigt die Ladungsdichte den
kritischen Punkt, an dem sich die Abstol3ung derubgén und die Oberflachenspannung
innerhalb der Tropfchen die Waage halten, findeé eiog. Coulomb-Explosion statt, welche
das Losemitteltropfchen in kleinere Aggregate ZBtreEs folgen weitere Zyklen aus
Evaporation und Coulomb-Explosion, bis schlieldds anliegende elektrische Feld stark
genug ist, lonen aus den verbliebenen Losemitf@@ithien zu desorbieren und somit zu
isolieren.

Rollgen et al. [51] gehen demhingegen bei ihrerofieedes ,Charge Residue Model* von
einer einfachen Verdampfung aus, bei der die I@mhaltenden Ldosemitteltropfchen durch
Evaporation fortwahrend geschrumpft werden, bislis@hch isolierte lonen freigesetzt
werden.

Die entstandenen Analytionen werden im oben schavéleten elektrischen Feld in
Richtung des Massenanalysators beschleunigt urahdiie zunehmend kleineren Offnungen
zweier Lochblenden (der ,Curtain Plate* vorne uminddahinterliegenden ,Orifice”) in den
Hochvakuumbereich des Spektrometers geleitet. fwisadiesen beiden Platten sorgt ein
Gasstrom (,Curtain gas") fur eine weitere Zerschlagvon potentiell vorhandenen Clustern
aus lonen und angelagerten, ungeladenen TeilchesPiinzip der Elektrosprayionisation ist

in Abbildung 4 visualisiert.
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Abbildung 4: Prinzip der Elektrosprayionisation (ESI)

2.7.1.2Das Triple-Quadrupol-Massenspektrometer

Die durch die Curtain Plate gelangten lonen werdem Orifice einer Spannung, dem
,<declustering potential* (DP) ausgesetzt, wodurcle @bschlieBende Zerstérung von
Losemittelclustern in diesem Bereich mal3geblichirflessst werden kann. Die Teilchen

werden daraufhin durch den Fokussier-Ring und daeard angelegte Spannung, dem
»focusing potential“ (FP), durch den Skimmer in d@madrupol QO transferiert. Von dort
werden die lonen Uber die erste Interquad-Linsd)ihd den Quadrupol-Vorfilter (Stubbies,
ST) in den ersten Massenfilter Q1 Ubertragen. DEmGe auch der gleichartige Q3 erlangt
seine Fahigkeit zur lonenselektion durch Uberlaggreiner Gleich- und Wechselspannung
an den jeweils gegenulberliegenden Staben des Quasirum Inneren des Quadrupols
befindliche lonen beginnen, abhangig von ihrem Mdssdungs-Verhaltnis sowie der Starke
bzw. Frequenz der anliegenden Spannungen, zuieszil Selektierte lonen kdnnen den
Massenfilter passieren und nach Durchtritt der ilQ&ie Kollisionskammer Q2 eintreten, alle
anderen lonen jedoch werden durch ihre Oszillatam einen der Quadrupol-Stébe
herangetragen und dort neutralisiert.

In der Kollisionszelle, einem Quadrupol in einem t mhertem Gas befillbaren

Keramikgehause, konnen Probenmolekile sowohl nuh sselbst als auch mit den

umgebenden Gaspartikeln zur Kollision gebracht weerdwas einen Zerfall der

Vorlauferionen in ihre Produktionen bewirkt. Der sbberiebene Prozess wird als

kollisionsaktivierte Dissoziation (,Collisionally &ivated Dissociation”, CAD) bezeichnet.
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Die Produktionen werden daraufhin Uber die 1Q3 8n dzweiten Massenanalysator Q3
fokussiert, und dort anhand ihres Masse-Ladungsidlgrisses erneut separiert. Die
Deflektorspannung (DF) beschleunigt die lonen zuetektor, wo sie durch ihren Aufprall

einen Elektronenpuls erzeugen. Dieses Signal wirder Folge verstarkt, digital konvertiert
und aufgezeichnet.

Der schematische Aufbau des fiir diese Arbeit vedetan PE Sciex API 2000 Triple-

Quadrupol-Massenspektrometers ist in Abbildungrgestellt.

Skimmer

Fokussier-

| Q1 1Q2 1Q3 Exit
. Qo ST at Qz. Q3
Curtain (LINAC®-Kollisionszelle)
Plate e = Deflektor

>
N

)
NG

Detektor

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des PE Sciex AF1000 Triple-Quadrupol-Massenspektrometers

2.7.1.3Messmodi und Methodenentwicklung

Im Folgenden sollen die im Rahmen dieser Arbeitearandten LC-MS/MS-Messmodi und

das generelle Vorgehen zur apparativen Methodemekitwag kurz umrissen werden.

2.7.1.3.1Q1-Scan

Bei einem Q1-Scan werden (innerhalb eines vorgewabdé/assenintervalls) alle von der
lonenquelle gebildeten Analytionen ohne Fragmemtgrim Q2 bzw. Selektion in Q1 oder
Q3 direkt detektiert. Der Q1-Scan einer Reinsulxtsung liefert im Rahmen der
analytischen Methodenentwicklung somit Informatiorider die Haufigkeit der Entstehung
einzelner lonen, und dient der Vorauswahl besondachweisstarker Vorlauferionen. Die
MS-internen Ablaufe wahrend eines Q1-Scans sindrealisch in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Schematischer Ablauf eines Q1-Scans

2.7.1.3.2Produktionenscan

Beim Produktionenscan wird ein im Q1 selektiertesl&uferion in der Kollisionskammer Q2
fragmentiert, und alle entstehenden Produktionameoheitere Selektion im Q3 detektiert.
Der Produktionenscan als zweiter Schritt der apipamm Methodenentwicklung liefert also
Informationen Uber die Haufigkeit der Entstehungzelner Analytfragmente, und dient der
Auswahl besonders nachweisstarker Produktionenildbiy 7 stellt die Vorgdnge wahrend

eines Produktionenscans schematisch dar.

Q1 Q2 Q3

i
i
I

Abbildung 7: Schematischer Ablauf eines Produktione-Scans

2.7.1.3.3Multiple Reaction Monitoring (MRM)

Im Rahmen eines MRM-Experimentes wird nur ein awsdmtes Produktion eines
definierten Vorlauferions detektiert. Als letzteshitt der LC-MS/MS-Methodenentwicklung
kbnnen aus den gesammelten Informationen von QI1d Bnoduktionen-Scans die
nachweisstarksten lonenubergange ermittelt undner RM-Methode kombiniert werden.
Eine nachfolgende Feinoptimierung der Geratepamnfét jeden individuellen Ubergang
stellt beste Ergebnisse, d.h. eine maximale Séusibier resultierenden Analysenmethode
sicher. Abbildung 8 stellt das Prinzip des MRM suohésch dar.
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Abbildung 8: Schematischer Ablauf eines MRM-Experinents

Detektor

Mittels Tandem-MS werden also nur charakteristiséhr@duktionen von ausgewahlten
Vorlauferionen detektiert, Kontaminanten werden etaim Gegensatz zur einfachen

Massenspektrometrie im Normalfall nicht erfasst.

2.7.2 Interne Standardisierung mittels Isotopenmass  enspektrometrie

2.7.2.1Prinzip der internen im Vergleich zur externen Stdisierung

Die externe Standardisierung ist die unsicherstier abtandardisierungsmethoden zur
Quantifizierung von Analyten: verschiedene Konzatidnen eines Analytstandards werden
dabei in Form einer Kalibriergeraden vermessen,wniekannte Probenkonzentrationen tber
diese Gerade determiniert. Problematisch bei diégergehen ist, dass Analytverluste (z.B.
Extraktionsverluste) nicht oder nur unzureichentbezogen werden kdnnen, wobei jedoch
eine extrahierte Kalibrierung diese Mangel ansaizsveu kompensieren vermag.

Die interne Standardisierung mittels nicht deutegieinterner Standards stellt demgegenuber
bereits einen Fortschritt dar: die Zugabe einers&utz mit &hnlichen physikochemischen
Eigenschaften wie die des Analyten ermdglicht éo&umentation der Analytverluste Uber
die Extraktion. Die Grenzen dieser Methodik sindogh ganz klar darin zu sehen, dass es
sich nur um strukturell verwandte, nicht jedochitiche Substanzen handelt, d.h. der interne
Standard verhalt sich wahrend der Extraktion tegee@nders als der Analyt und kann daher
nicht als absolut verlasslicher Bezug gewertet @erd

Bei der internen Standardisierung mittels deutereAnaloga der jeweiligen Analyten, der
sog. Isotopenmassenspektrometrie (,isotope dilt#d8), haben die Standardsubstanzen die
gleichen physikochemischen Eigenschaften wie dispeechenden Analyten, sind jedoch
mittels Massendetektion von letzteren zu untersidmei Diese Form der internen
Standardisierung stellt die optimale Methode zua@iizierung dar, da in diesem Fall die

Standardsubstanz einen maximal verlasslichen Bearsjellt.
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2.7.3 Design der internen Standards

Zur Entwicklung einer validen Methodik fur die sittane Detektion von SUX und SMC sind
entsprechende interne Standards (ISTDs), bestenfaleuterierte Analoga der
Ausgangssubstanzen, unentbehrlich. Fir SUX halb@geePublikationen bereits Uber den
Einsatz verschiedener deuterierter interner Staisdayenauer SUX:d [22,23] und SUX-d
[1,3], berichtet. Nur in zwei Studien wurde darUlb@raus bereits ein deuterierter interner
Standard fur die Detektion von SMC eingesetzt, \ckewendete Substanz SMG-durde
jedoch in beiden Féllen durch die gezielte Hydrelysn SUX-¢, dem jeweils etablierten
internen Standard fur SUX, gewonnen [24,25]. Da Jedochin vitro sowohl enzymatisch
bzw. sogar spontan zu SMC hydrolysiert, ist eineomtrollierbare Umsetzung des SUXid
SMC-d, unvermeidlich. Eine derartige Konvertierbarkeibes internen Standards in den
anderen macht die simultane Bestimmung der Anah#&otrationen beider Substanzen
unmdoglich bzw. im quantitativen Ergebnis hochsticimer. Nach dem jetzigen Kenntnisstand
ist bislang keine parallele Extraktion und DetektizZon SUX sowie SMC mittels
Isotopenmassenspektrometrie gelungen.

Da deuterierte Analoga fur keine der beiden Ausgamigstanzen kommerziell verfligbar sind,
war die erfolgreiche Synthese der internen Starsdanitl Nachweis sowohl ihrer chemischen
Identitat als auch ihrer Reinheit das erste Ziesdr Arbeit.

Die Synthese der beiden internen Standards musartdieonzipiert werden, dass ein
unterschiedliches Deuterierungsmuster der Trimathiigruppen des SUX- im Vergleich
zum SMC-Standard resultiert. Andernfalls kénnte,fgaund der bereits erwahnten
Degradation von SUX zu SMC, der angestrebte simelt&insatz der beiden internen
Standards zu einer fehlerhaften Datenerhebungrititvenn das Abbauprodukt des internen
Standards fur SUX identisch mit dem internen Steshdidar SMC ist, so beeinflusst dies die
Quantifizierung der beiden Analyten insofern, alssl die SMC-Konzentration drastisch
unterschatzt werden kdnnte. Die hier gewahltenvaezi SUX-ds und SMC-d gewahrleisten
jedoch eine korrekte Bestimmung des Metaboliten SM& SMC-d — das zu erwartende
Abbauprodukt von SUX-g — mithilfe der Massenspektrometrie leicht vom inen Standard
SMC-&; unterschieden werden kann (Abbildung 9). Zur Vatlighung sind die
unterschiedlich deuterierten Trimethylamingruppesr derschiedenen Substanzen in der

folgenden Grafik grau unterlegt.
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Abbildung 9: Synthesendesign der internen Standard&ir SUX und SMC

Einige Publikationen stellen Methoden zur Synthasesowohl SUX [52-54], SUX-d (Uber
Cholin-d; [19]), mdglichen (deuterierten) SUX-Vorlaufern weB. Cholin-d [55] oder
Desmethyl-SUX [18], als auch SMC [56] vor.

2.7.4 Einfuhrung in die Qualitatskontrolle

Trotz aller Starken der HPLC-MS/MS-Analytik missaonch die mit dieser Technik
assoziierten Probleme erkannt, und wahrend dervithedllen Methodenentwicklung
Uberwunden werden: gerade in der forensischen otogike ist es von ultimativer
Wichtigkeit, dass die Qualitat und Zuverlassigkddr eingesetzten Verfahren jederzeit
sichergestellt ist, um eine Gerichtsverwertbarlagtr jeweiligen Analysenergebnisse zu
gewahrleisten. Bei selbst entwickelten Verfahrenes daher notwendig, dass sowohl die
Leistungsmerkmale einer gegebenen Methode exakintres als auch die Qualitat und
Zuverlassigkeit des Analysenverfahrens im Routitrei® nachgewiesen werden. Man
spricht in diesem Zusammenhang von der ,Validietwgiger Methode, wobei es speziell fur
den forensisch-toxikologischen Themenbereich gendomaben bezlglich des Umfangs
einer solchen Validierung gibt [57,58]. lhre Kernjte sollen im Folgenden kurz erlautert

werden:
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2.7.4.1Selektivitat und Spezifitat

Unter der Spezifitdt einer Methode versteht man \flermdgen, einen zu bestimmenden
Analyten oder eine Substanzklasse ohne Interferdunzh andere Probenkomponenten
(konkurrierende Substanzen, Matrix etc.) zu dete&ti. Die Selektivitdt einer Methode

beschreibt dartber hinaus ihr Potential, mehremallph zu bestimmende Analyten ohne
gegenseitige Beeinflussung oder auch eine Stoérwmghdandere Probenkomponenten zu
bestimmen und zu quantifizieren.

Zum Zweck der Feststellung der Selektivitat und Z8pat einer gegebenen

Analysenmethode wird zunachst 6-mal reine Leermatmd in einem Folgeschritt 2-mal

Leermatrix mit zudotiertem internen Standard aufigeiéet. Es muss hierbei gezeigt werden,
dass in der reinen Leermatrix keine Storsignaletreteh, welche die Detektion und

Quantifizierung der zu bestimmenden Analyten béessen. Gleichsam muss sichergestellt
werden, dass der verwendete interne Standard mightder Detektion der Zielanalyten

interferiert, oder gar Spuren dieser Analyten entféu erwarten z.B. bei unvollstandiger

Deuterierung der internen Standards bei der Isotopssenspektrometrie).

2.7.4.2Linearitat

Eine Methode kann nur dann verlasslich eingesetzti@n, wenn nachgewiesen ist, dass Uber
den gesamten Arbeitsbereich ein linearer Zusamnmgnhawischen Messwert und
Analytkonzentration besteht. Eine solche Linearik@nn nachgewiesen werden indem
mindestens 5 Kalibratoren, welche gleichméaRig ieer Arbeitsbereich verteilt sind, jeweils
mindestens 6-mal vermessen werden. Die so entstaridalibriergerade wird dann mittels
Grubbs-Test auf Ausreiler, mit dem F-Test auf \fem@@homogenitat sowie mit dem
Mandel-Test auf Linearitat untersucht. Uberspanuiém Kalibratoren einen zu groRen
Konzentrationsbereich als dass Varianzenhomogeaitaicht werden kdnnte, so muss die
Regression gewichtet werden: der Regressionsfaktes Kalibrationspunktes berechnet sich

hierbei aus der Streuung seiner 6-fachen Vermessung
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2.7.4.3Grenzwerte

Die analytischen Grenzen einer Methode kdnnen ansotben erwahnten Kalibrationsdaten
berechnet werden, wobei darauf zu achten ist, dasKalibrator-Konzentrationen an der
unteren Messbereichsgrenze einbezogen werden, dhenimit steigender Konzentration
groRer werdenden Messschwankungen das Ergebniswvadilschen. Auch in diesem Fall
werden zur Absicherung der Ergebnisse eine Regresanalyse sowie ein Grubbs-Test, F-
Test und ein Lineraritatstest nach Mandel durchygfiDie Bestimmungsgrenze wird Uber
das Targetion mit einer Signifikanz von 99 % unaeeiErgebnisunsicherheit von k = 3, die
Nachweisgrenze dagegen Uber den nachweisschwach@uatifier auf einem 90 %

Signifikanzniveau bei ebenfalls k = 3 berechnet.

2.7.4.4Genauigkeit

Die Evaluierung der Genauigkeit einer Methode &ftldie Bestimmung systematischer und
zufalliger Fehler, d.h. die Richtigkeit bzw. Praars der Analytik, ein. Im Rahmen dieses
Kapitels der Validierung werden mindestens zweicltioiedrig), besser drei (mittel),

verschiedene Probenkonzentrationen jeweils in Dibpgsgmmung an 8 verschiedenen Tagen
aufgearbeitet und vermessen. Aus den Schwankungersal erhaltenen Messwerte kann

daraufhin die Wiederhol- bzw. die Laborprézisiondafinet werden.

2.7.4.5Extraktionsausbeute und Wiederfindung

Wiederfindung und Extraktionsausbeute bezeichnenAdsmal des Analyttransfers von der
Probenmatrix in die zu vermessende LOosung bzw. Rlemarextrakt. Die Wiederfindung
kann nur bei Methoden bestimmt werden, bei denenedetendlich detektierte Analyt als
Reinsubstanz verflgbar ist (z.B. flissigkeitschrwgeaphische Verfahren); beinhaltet die
Methode dagegen einen Derivatisierungsschritt w2 bei vielen gaschromatographischen
Methoden, so kann nur die Extraktionsausbeute rbesti werden. Sowohl die
Extraktionsausbeute als auch die Wiederfindung erengweils bei zwei Konzentrationen
(hoch/niedrig) spezifiziert: Fur die Bestimmung dé&xtraktionsausbeute werden 6
Kalibratorproben aufgearbeitet und erst im letzBahritt vor der apparativen Analyse mit
dem internen Standard versetzt. Diese extrahid?teben werden mit den ,100 %-Proben*

verglichen, fir die 6 Leermatrixaliquots aufgearbeiund im letzten Schritt sowohl mit
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Analyt- als auch internem Standard dotiert werdem.Gegensatz hierzu werden fur die
Wiederfindung zunachst 6 Wiederholbestimmungen mdatrixextraktion durchgefuhrt, und
diese mit den Messergebnissen von nicht-extramémdsemittelstandards verglichen.

2.7.4.6LO6semittelkalibration

Gerade bei der Isotopenmassenspektrometrie wirdvVeueinfachung der Routine oft der
Einsatz einer Losemittel- statt einer extrahiert&aibration angestrebt. Um jedoch das
Vorhandensein von Matrixeffekten in der Analyse sabfieRen zu kénnen und die
Verwendung einer Losemittelkalibration zu rechtéggh, muss durch die vergleichende
Messung einer Losemittel- und einer Matrixkaliboati bestétigt werden, dass kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden bestéhtentuelle Ausreisser (Grubbs-Test)
sowie die Linearitdt (nach Mandel) und Varianzhoemotit (F-test) werden fur beide

Kalibrationen bestimmt.

2.7.4.7Matrixeffekte

lonensuppressionseffekte werden zwar einheitlich pgbblematisch anerkannt, da sie die
Sensitivitat sowie die Prazision und Richtigkeitnesi gegebenen Methode stark
beeintrachtigen kdénnen, aber trotzdem wurden nueite Minderheit kirzlich publizierter
Methoden entsprechende Untersuchungen im Validispnozedere durchgefihrt [48].
Gemal geltender Regeln werden Matrixeffekte inzlenntersuchenden Probenmatrices bei
zumindest zwei Analytkonzentrationen (niedrig urodHy evaluiert: der Kalibrator-Mix wird
zu Leermatrixextrakten aus sechs verschiedenen |l€udlotiert, und die absolute
Signalintensitat dieser Proben wird verglichen rdigr Injektion des entsprechenden

Kalibrators in matrix-freier mobiler Phase.

Je nach Einsatzbereich der Analysenmethode kdnben die oben geschilderten Punkte
hinaus noch weitere Tests vonnoten sein, um ihred¥é&t zu beweisen. Zu nennen sind
hierbei die Evaluation der Robustheit der fraglitHhdethode sowie die Stabilitat der zu

bestimmenden Analyten und vieles mehr.
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Das abschlieRende Ziel einer Validierung ist diev@efihrung, dass die Kenndaten der
gepruften Methode den gesetzten Anspriichen genggealso fur die geplante Anwendung

geeignet ist.

2.7.5 Selektivitatsprobleme in der HPLC-MS/MS-Analy  tik

Obwohl oben genannte Qualitatsrichtlinien insbesoadir den forensisch-toxikologischen
Bereich in Kraft sind, ist auch in diesem Fach Basvusstsein fir Selektivitatsprobleme in
der HPLC-MS/MS momentan wenig ausgepragt: entgegétender Bestimmungen [59,60]
werden immer noch Methoden publiziert, welche aném einzigen MRM in Kombination
mit der Retentionszeit des Analyten als alleinidentifikationskriterien basieren. Ein solches
Vorgehen ist, wie schon beschrieben, pradestifigerSelektivitatsprobleme: Gergov et al.
[61] wurden beispielsweise in der Entwicklung eibdulti-Methode z.B. mit sogenannten
.Cross-Talk“-Effekten konfrontiert, d.h. verschiedeko-eluierende Substanzen bildeten ein
identisches Produktion aus verschiedenen Vorlarien. Diesem Problem konnte jedoch mit
einer Verlangerung der Latenzperiode auf tber 239 awischen den Messungen der
betroffenen lonentbergange erfolgreich begegneteverDieselbe Verodffentlichung greift
dartiber hinaus schon ein Thema auf, welchem Al2j ¢ine eigene Publikation widmete,
und zwar dass zwei ko-eluierende Sunstanzen duschimen identischen MRM-Ubergang
aufweisen, und dadurch die jeweilige Detektion hiessen konnen (unbekannte endogene
Interferenz und Ropivacain sowie Atenolol und Rokxdt [61]; Tramadol und O-
Desmethylvenlafaxin [62]). Weiterhin berichteteniddang et al. [63] die Konversion von
Hydromorphon-3-Glucuronid (H3G) zum zeitgleich eh@inden Hydromorphon (HYD) durch
eine Fragmentierungsreaktion in der lonenquelle Massenspektrometers, und eine damit
einhergehende Beeintrachtigung der Quantifizienorgfreiem HYD. Um diese Probleme zu
l6sen und falsch-positive Ergebnisse zu verhindewmssten Gergov et al. die Signalschwelle
fur die Detektion von Ropivacain erh6hen bzw. éfieelangerung der Analysenzeit in einem
Folgelauf zur chromatographischen Trennung von @&ltdrund Practolol in Kauf nehmen.
Naidong et al. entschieden sich ebenfalls fiir elmelerung der chromatographischen
Konditionen, um die interferierenden Substanzen eumander zu trennen. Da ein
chromatographischer Ansatz nicht die erwinschtesulRde erzielte, setzte Allen alternativ
einen MRM-Ubergang zur Detektion von O-Desmethyitadol ein, um das Vorhandensein

von Tramadol in einer gegebenen Probe Uber seinetalbdliten nachzuweisen. Die
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vorliegende Arbeit stellt eine HPLC-ESI-MS/MS-Mett®o zur parallelen Detektion und
Quantifizierung von Succinylcholin (SUX) und Sugdmonocholin (SMC) vor, wahrend
deren Entwicklung vergleichbare Selektivitatsproide auftraten. Initiale Beobachtungen,
weitergehende Untersuchungen der Problematik sdweeletztendliche Lésung werden in

dieser Arbeit prasentiert.

2.7.6 Einfuhrung in die NMR

Die Kernresonanzspektroskopie (,nuclear magnetsomance”, NMR) ist eine Technik

welche zur Strukturaufklarung organischer Molekitilé.6sung verwendet wird, und fand im

Rahmen dieser Arbeit Anwendung bei der Charakegusig der selbst synthetisierten
internen Standardsubstanzen. Die Methode beinhdiéetPositionierung der Probe in ein

starkes Magnetfeld und ihre nachfolgende elektraveigche Irradiation. In Abhangigkeit

von der eingestrahlten Frequenz (,radiation fregygnRF) werden die unterschiedlichen

Atomkerne in der Probe zu einer Resonanzschwingmggregt. Diese Resonanz ist das
Signal, welches vom Spektrometer detektiert wird.

Die folgenden Paragraphen werden die der NMR zubplisgenden physikalischen

Phanomene verkirzt erlautern. Eine genauere Erdékann den Standardwerken [64,65]

entnommen werden.

2.7.6.1Kernspin-Physik in der NMR

Kerne mit einer Spinquantenzahl ungleich 0 (z.B1; 13C, 15N) kdénnen mit Miniatur-
Magneten verglichen werden: sie besitzen ein magpiets Moment und erzeugen ein lokales
magnetisches Feld. Diese Spins nehmen fir gewdhaliee randomisierte Orientierung ein
(Abbildung 10a), allerdings sind in einem starkeagmetischen Feld nur zwei energetisch
gunstige Ausrichtungen erlaubt: die Orientierungt mém externen magnetischen Feld
(innerhalb eines Winkels von#54°) ist der entgegengesetzten Ausrichtung (iradbreines
Winkels von 180% 54°) gegenuber schwach favorisiert. Im makrosla@a Modell erzeugt
dies einen kleinen Netto-Magnetisierungsvektoren Richtung des externen Feldvektogs B
(Abbildung 10b), welcher aus Konvention auf die @h8e eines kartesischen

Koordinatensystems referenziert wird (Abbildung)10c
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Abbildung 10: NMR-aktive Kerne

a) Kerne mit einer Spinquantenzahl ungleich O iféliger Orientierung (Spinmodell); b)
Spinausrichtung in einem starken externen Magre{fépinmodell); c) resultierender Netto-
Magnetisierungsvektor in einem Kkartesischen Koat#insystem (makroskopisches

Magnetisierungsmodell)

2.7.6.2Irradiation

Bestrahlung der Kerne mit einer charakteristisckeequenz bewirkt eine Anregung der
Kernspins. Dies manifestiert sich als Rotation aekroskopischen Magnetisierungsvektors
um die z-Achse herum und kann, wenn Energie in Feimas 90°-Impulses eingestrahlt wird,
den Netto-Magnetisierungsvektor in die xy-Ebendagarn (Abbildung 11a). Fir Protonen
wird dies durch eine Strahlungsfrequenz von 300-BMz erreicht. Die sog. Prazession
(Rotation) des Nettomagnetisierungsvektors in dey-EBene erfolgt mit einer
charakteristischen Frequenz, der ,Larmor-Frequengiche abhéangig von der chemischen
Umgebung des betrachteten Atoms ist. Die Prazesstluziert eine Wechselspannung in der
Detektionsspule des NMR-Spektrometers, die alsssidale Kurve aufgezeichnet werden
kann (Abbildung 11b).
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Abbildung 11: Irradiation von Kernen in der NMR
a) Ein 90°-Impuls fuhrt zur Umlagerung des NettogMetisierungsvektors in die xy-Ebene

und zur Préazession des Spins. b) In der Detekfutssdes Spektrometers induziert diese
Prazession eine Wechselspannung und wird in Fomer eBinuskurve aufgezeichnet

(idealisierte Darstellung, vgl. Abbildung 12).

2.7.6.3Relaxation

Nach der elektromagnetischen Bestrahlung kehrtkagnspin durch einen als Relaxation
bezeichneten Prozess ins thermodynamische Gleictigeveuriick. Formell kann die
Relaxation in zwei voneinander unabhangige Prozesbe transversale sowie die
longitudinale Relaxation, unterteilt werden. Eregebeschreibt die Tatsache, dass die Spins —
welche nach der Verlagerung in die xy-Ebene zuntgmrdekt synchronisiert sind — wahrend
ihrer Prazession beginnen sich aufzufach@iobildung 12b), wahrend letzterer Begriff die
Ruckkehr des Netto-Magnetisierungsvektors aus geEbene zurlick in die urspringliche
Orientierung entlang der z-Achse beschréiiibildung 12b).

Die Relaxation bewirkt, dass in der Detektorspués dNMR-Spektrometers nicht wie in
Abbildung 11b dargestellt eine ideale Sinuskurvendern vielmehr eine exponentiell
abfallende Wechselspannung, das sog. FID (,freeudtion decay“) detektiert wird
(Abbildung 12c). Abbildung 13 zeigt ein reales KiBI-Experiment von SMC).
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Abbildung 12: Relaxation
a) longitudinale Relaxation; b) transversale Reiaxa c) Relaxationsmechanismen fuhren

nach einem 90°-Impuls zur Detektion eines FID
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Abbildung 13: Reales Beispiel-FID ¥H-Experiment von SMC)

2.7.6.4Datenkonversion

Die Fourier-Transformation wird verwendet, um auemd Zeitsignal des FID das
entsprechende eindimensionale (1D-) Frequenzspekttuberechnen, welches in der Folge
weiter analysiert werden kann (Abbildung 14).

U U \_/ (4 Transformation

FID

b = |

Frequenzspektrum

Abbildung 14: Fourier-Transformation

Es ist eine einzelne, beispielhafte Resonanzfreqjdargestellt. Einheiten fir Intensitat I, Zeit

t und Frequenz f sind relativ.
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2.7.6.5Strukturinformation in einem 1D-NMR-Spektrum

Ein gegebener Kerntypus hat eine — von den Eigafisrhseiner Elektronenhille abhangige
— charakteristische Resonanzfrequenz, man konihier dalschlicherweise erwarten, dass das
NMR-Signal eines solchen Kerns auf immer dersefreguenz in 1D-Spektren zu finden ist.
In der Realitdt jedoch konnen selbst gleichartigerne signifikant unterschiedliche
Resonanzfrequenzen aufweisen, wenn sie sich namlieimer unterschiedlichen chemischen
Umgebung, durch z.B. unterschiedliche Partner imalemter Bindung oder auch nur in
raumlicher Nahe, befinden. Diese Kerne haben dane woneinander abweichende sog.
chemische Verschiebung (,chemical shift”), welchehsnach untenstehender Formel 1

berechnet:

_ LarmorfrequenzProbenatom LamorfreqenzStandard (Hz)
Absolutwet der LarmorfrequenzdesStandards (MHz)

Formel 1: Die chemische Verschiebung

0 ist abhangig von der Feldstéarke und besitzt debiere absolute Grol3e, inre Einheit wird in

ppm (parts per million) angegeben.

Die vom lokalen Umfeld abhangige, chemische Vermimg der Kerne — z.B. bei
Entschirmung (,Deshielding®) durch benachbarte wtekegative Atome — kann zur
Strukturaufklarung von unbekannten Zielmolekulemmwendet werden. Abbildung 15 zeigt
das Beispiel eine®H-Spektrum von SMC und verdeutlicht einige Grundb#ighkeiten fiir
die weitere Auswertung von NMR-Spektren.
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Abbildung 15: Beispiel-Spektrum ¢H-Experiment SMC)

Aber nicht nur die chemische Verschiebung sondarchadie Peakaufspaltung (,peak
multiplicity“) sowie — in erster Linie betH-Experimenten — das Peakintegral kénnen zur

Aufklarung der raumlichen Struktur des Probenmdiekiérangezogen werden:

Eine Peakaufspaltung entsteht durch nahe Nachlztsaid dadurch begriindete Interaktion
von Kernspins, dem sog. "spin coupling“. Die Sigmaltiplizitat ist hierbei bestimmt durch

die Zahl von equivalenten, benachbarten Kernenx(2x | + 1-Regel”, s. Formel 2), so dass
z.B. eine gegebene Anzahl (n) equivalenter Protan#éreiner Spinquantenzahl | = % das
Signal eines benachbarten Atoms in derNMR somit in n + 1 Resonanzen auflost,
wohingegen n benachtbart&N-Kerne (I = 1) bei def*C-NMR dementsprechend zu einer

Aufspaltung in n + 2 Linien fuhren.

M=2xnxl|+1

Formel 2: Formel zur Kalkulation der Signalmultipli zitat M
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Der Abstand zwischen den einzelnen, aufgespaltdRasonanzen sich gegenseitig

beeinflussender Kerne ist stets gleich und wirdKalgplungskonstante J (Hz) bezeichnet.

Die Flache unter einetH-NMR Signal, egal ob es sich um das Integral iderSingulett

oder ein Multiplett handelt, ist stets proportiormlr Anzahl der Protonen die zu dieser
Resonanz beitragen. Bei der®C-NMR kann aufgrund von interferierender
quantenphysikalischen Effekten (z.B. Kern-Overha#iStekt) ein solcher Zusammenhang

nur aulerst bedingt angenommen werden.

2.7.7 Einfuhrung in die FAB-MS

Die Methode des ,Fast Atom Bombardment* (SchnethAtBeschusses) fand im Rahmen
dieser Arbeit Anwendung bei der Charakterisierurgy delbst synthetisierten internen
Standardsubstanzen. Die Grundlagen dieser Methsmlikn in der Folge kurz beschrieben
werden, detaillierte Ausfuhrungen sind den einggbkn Publikationen zu entnehmen
[66,67].

Die FAB-MS stellt eine massenspektrometrische Degsmrsmethode dar, bei der die in eine
schwerflichtige, flissige Matrix eingebetteten Ameh mit stark beschleunigten Teilchen
(im keV-Bereich), den sog. ,Primarpartikeln”, bessken werden. Bei der FAB-MS kommen
vor allem Xenon- und Argonatome als Primérpartikgh Einsatz, wobei die Effektivitat der
lonenbildung mit zunehmender Masse der Kollisiondge zunimmt; als Matrix werden
Vakuum-kompatible Lésungsmittel wie z.B. meta-Nieozylalkohol (MNBA) eingesetzt.
Die durch die Kollision zerstdubte Analyt-Matrix-@iflache wird standig regeneriert, so dass
sich die FAB-MS durch besonders starke und gleidig&lonenstrome auszeichnet. Beim
Eindringen in die Probe gibt der hochenergetischm&strahl seine kinetische Energie in
Form einer StoRRkaskade ab, wodurch instantan em®egAnzahl an Matrix- sowie
Analytpartikeln desorbiert werden. Vorgebildete ismhe Analytmolekile wie z.B. SMC
(M%) oder SUX (M) kénnen gemaR dem sog. ,precursor model“ nun dufichkte
Impulstibertragung von der Oberflache desobiert erdn anderen Féllen erfolgt der
Ubergang von der fliissigen zur Gasphase durchriigipe Erhitzung der Probenoberflache
nach Auftreffen des Primarpartikels (,thermal spjkevobei sich durch die Uberschall-
Expansion ins Vakuum (,supersonic jet*) und die wlazotwendige Uberwindung der

intermolekularen Wechselwirkungen in der flissigehase sofort eine Absenkung der
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inneren Energie der angeregten Teilchen anschlid8th der Abkihlung verbleibt den
entstandenen lonen nur wenig Uberschissige Enengie, das weitgehende Fehlen von
Molekulfragmenten und somit die Eignung der FAB-MIB die Detektion auch labiler
Verbindungen erklart. Fur die resultierende Ubeggaone (,selvedge region®) zwischen
flissiger Phase und Vakuum sind sowohl ein hohecbBals auch eine grofRe Teilchendichte
charakteristisch, was die mittlere freie Wellenkrgjark verkirzt: Analytteilchen erfahren
multiple  Kollisionen, was sowohl ihre Energie weiteerniedrigt als auch
Intermolekularreaktionen ermdéglicht. Als charaldgsche Bestandteile eines FAB-MS-
Spektrums sind im positiven lonenmodus vor allemssi@iedene Molekilionenspezies (z.B.
[M+H] " oder [M+Kation]), Matrixionen oder auch —ionenserien (z.B. [nNBA]") sowie
Mischcluster aus Analytionen und Matrixionen (ZlB+mNBA+H]") zu detektieren. In dem
hier vorliegenden Sonderfall eines bisquaternaremna sind fir SUX dartber hinaus auch
Molekiilspezies vom Typ [Rf+Anion]* und [M**-H]* zu erwarten. Abbildung 16 zeigt
schematisch die oben geschilderten Ablaufe beFa&-MS.

@ Ar, Xe (Priméarpartikel) ® VAkuum

Kollisions- UBERGANGSZONE
kaskade

O Matrixmolekdl

©  Analyt

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Vorgangbei der FAB-MS
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2.7.8 Kreatinin-Bestimmung

Kreatinin ist ein Abfallprodukt, welches in den Mwe aus der energiereichen
Speichersubstanz Kreatin-Phosphat gebildet wird. #8rumkonzentration von Kreatinin ist
im Wesentlichen von der Muskelmasse abhangig, ineihe gegebene Person anndhernd
konstant. Durch glomerulére Filtration in den Nremsird Kreatinin aus dem Blutkreislauf
entfernt und mit dem Harn ausgeschieden, wobeieseormale urindre Konzentration in
einem gesunden Menschen zwischen 80-200 mg/dl likegtatinin wird in der klinischen
Analytik zur Uberprifung der Nierenfunktion bestimynund kann in der forensischen
Toxikologie dazu benutzt werden Manipulationsvemgucan abgegebenen Urinproben
nachzuweisen: durch Verdinnen des Urins mit Wasder auch durch Austausch mit einer
drogenfreien Flussigkeit versuchen einige Konsueteitire Urinprobe zu verfalschen, wobei
der Nachweis eines zu niedrigen Kreatiningehaltden Probe als Indikator fur eine solche
Manipulation dienen kann. Kreatinin wird kolorimsth, basierend auf der Jaffé-Reaktion
[68], bestimmt. Der Kreatinin-Gehalt von Probandamen wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zum Zwecke der genaueren Chearalerung der endogenen SMC-

Interferenz (s. Abschnitt 4.5.2) gemessen
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Zu Beginn der Arbeit wurde SMC als Referenzstandard USP (Rockville, MD, USA)
bezogen, spater jedoch durch selbst synthetisibtétsrial ersetzt [69].

Alle fir die Standardsynthese benétigten Chemikali@ren von analytischer Reinheit und
wurden, mit der einzigen Ausnahme von lodomethavoin Acros Organics, Geel, Belgien),
von Sigma Aldrich (Schnelldorf) bezogen.

Succinylcholin, Paraoxon, Heptafluorbuttersaure BAFund Ammoniumformiat waren von
Sigma Aldrich (Schnelldorf).

Organische Losemittel fiur die Flussigkeitschromedpbie bzw. Extraktion waren stets
HPLC-rein bzw. p.A.-rein, und entstammten verscaneh Quellen.

Ameisenséaure, wassrige Ammoniaklésung 25 %, HC¥28nd NaOH 10 M waren allesamt
p.A.-rein, und wurden von Merck (Darmstadt) bezogen

Demineralisiertes Wasser wurde der hauseigeneimpblid-MilliQ Anlage entnommen.

3.2 Puffer und Laufmittel

3x-Puffer (fir die SPE): 25 mM Ammoniumformiat, a0 HFBA, pH 3.0 mit Ammoniak
Waschpuffer (fur die SPE): 5 mM Ammoniumformiatmn®1 HFBA, pH 3.0 mit Ammoniak
Mobile Phase All (fur die HPLC): 5 mM Ammoniumforatiin HO : Acetonitril 90:10 (v/v)
Mobile Phase Bl (fur die HPLC): 5 mM Ammoniumforatiin HO : Acetonitril 10:90 (v/v)

3.3 Gerate und Materialien

NMR

Alle Spektren wurden bei Raumtemperatur unter Vaduag von Bruker DPX 300 und DPX
400 Instrumenten aufgezeichnet (Bruker, Rheinsteti®ie chemische Verschiebung ist in
ppm relativ zum Standard Tetramethylsilan angegetweth wurde durch Referenzierung von
Losemittelsignalen auf die entsprechenden Litevedtte erhalten [70]. Die aufgezeichneten
Daten wurden mittels der 1D-WinNMR Software (Brukzaltonic, Bremen) analysiert. Fur
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die NMR Analyse wurden SUX:;gdund SMC-d in D,O bzw. MeOD zu Konzentrationen von
jeweils ca. 35 mg/ml bzw. 65 mg/ml gel6st. Beideaan auf dem DPX 300 vermessen.

Die NMR-spektrometrische Untersuchung der Intermediwurde unter Verwendung
methanolischer Lésungen (MeOD) von Desmethyl-SM@ @tolin-¢y in Konzentrationen
von ca. 75 mg/ml bzw. 95 mg/ml durchgefuhrt. Chalrund Desmethyl-SMC wurden auf
dem DPX 300 bzw. DPX 400 vermessen.

FAB-MS

FAB-MS-Spektren wurden auf einem Concept 1H (Krakbsfheim) Instrument mit mNBA
als Matrix aufgezeichnet. Die Menge an fir die Amsal eingesetztem Analyt wurde nicht
exakt bestimmt.

Festphasenextraktion

Die fUr dieses Projekt letztlich entwickelte undioperte Festphasen-Extraktion verwendet
Strata-X (33um, 200mg/3ml) Umkehrphasen-PolymemwsiKartuschen (Phenomenex,
Aschaffenburg) in einer Vakuum-Arbeitsstation.

HPLC-MS/MS

Daten wurden mit einer Agilent 1100 HPLC (AgileWwaldbronn) in Kombination mit einem
PE Sciex APl 2000 Massenspektrometer (Applied Bitmsys, Darmstadt) erhoben. Eine
Phenomenex Synergi Hydro RP Séaule (150 x 2 mm, 4pmmPhenomenex, Aschaffenburg)
wurde zur Trennung verwendet. Es wurde jeweilsZejnl Probenaliquot direkt (,splitless’)
injiziert. Elution erfolgte bei 200 pl/min in eine@radienten aus Laufmittel All und BII. Die
Gradientenkonditionen sind in Tabelle 2 dargestellt

Tabelle 2: HPLC Gradientenkonditionen

Zeit [min]  Mobile Phase A Il Mobile Phase B I

0-3 95 % 5%
3-5 95 %— 5% 5%— 95 %
5-8 5% 95 %
8-10 5%— 95 % 95 %— 5%

10-13 95 % 5%




46 3 Material und Methoden

Alle  massenspektrometrischen Daten wurden mittelsiere Turbo-Elektrospray-
lonisationsquelle (ESI-MS/MS) im positiven lonenmedbei 5000 V und 350°C erhoben.
Produktionenspektren wurden unter Verwendung emethanolischen Stammldésung (10
ug/ml) einer jeden Substanz im MCA (multiple chanmedjuisition) Modus tber 10 Scans bei
Kollisionsenergien von 25 eV fir sowohl SMC und SM{ und 18 eV bzw. 16 eV fir SUX
bzw. SUX-ds, aufgenommen. Die sich anschlieenden Messungettrewum MRM Modus
unter Verwendung der folgenden lonenibergange (h@temsitat geordnet, Quantifier fett

gedruckt, Kollisionsenergien in Klammern) akquitier

SUX: 145.1— 115.1(15 eV); 145.2- 79.2 (21 eV)
SUX-0hg 154.0— 120.0(16 eV); 154.0— 98.0 (21 eV)

SMC: [204.0— 144.7 (20 eV)]204.0— 98.6(32 eV); 204.0— 100.6 (33 eV)
SMC-ds: [207.1— 144.8 (22 eV)]207.1— 98.8(34 eV); 207.1- 100.8 (33 eV)

Aus Grinden, die im Abschnitt 4.4.1 noch genaukiuézrt werden, wurde der Haupt-MRM
von SMC (in eckigen Klammern) als charakteristischgentifikationsmerkmal flr diesen
Analyten ausgeschlossen, aufgrund seiner NutzlicHke weiterfihrende Fragestellungen

jedoch in der Methode belassen.

Kreatinin-Assay

Als Analysengerat wurde ein Hitachi 912 von Boepein Mannheim verwendet. Die
Kreatinin-Bestimmung erfolgte durch vorschriftsngd3erwendung des DRI® Creatinine-
Detect®-Tests von Microgenics nach dem Prinzip iBffé-Reaktion [68]. Als Kontrollen

wurden die MAS® UrichemTRAK Urinkontrollen (Levet 6 mg/dl, Level 2: 159 mg/dl)

verwendet. Eine Kalibrierung des Analysengeratesl farbeitstaglich statt. Die Ergebnisse
einer Probenreihe wurden nur akzeptiert, wenn dienfalls arbeitstaglich analysierten

Kontrollen im vom Hersteller angegebenen Akzeptanzich lagen.

Kinetik-Studie

Zur Blutabnahme wurden S-Monovetten® mit EDTA- bawhium-Heparin-Zusatz in einer

jeweiligen Groéfie von 4 ml bzw. 5.5 ml verwendetr§Badt, NUmbrecht; Ref.: 03.1068 bzw.
03.1628). Urinproben wurden in 2 ml Safe-Lock®-Tsileer Firma Eppendorf (Hamburg)

abgenommen.
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3.4  Synthese der internen Standards

In der vorliegenden Arbeit wird die Synthese vonX&tljg und SMC-d nach modifizierten

Methoden von Forney et al. [19] bzw. Phillips et[&6] beschrieben.

3.4.1 Synthese von SMC und SMC-d 3

3.4.1.1Schritt 1 — Synthese von Desmethyl-SMC

1 Molaquivalent (eq, 100 mmol, 10 g) Bernsteinsanhgdrid und 1.12 eq (112.2 mmol, 10
g, 11.29 ml) Dimethylaminoethanol wurden in 100troickenem Aceton fur 3 Stunden bei
75°C (Olbad) in einem Riickflusskiihler umgesetztciNder Reaktion wurde eine kleine
Menge weil3en Prézipitats abfiltriert und verworf®as Ubrige Acetonfiltrat wurde auf Eis
gekuhlt um das Reaktionsprodukt auszukristallisiereelches anschlieRend filtriert und
vakuumgetrocknet wurde. Das getrocknete Produktdevudaraufhin aus 5 ml Aceton
rekristallisiert. Vor Einsatz des Desmethyl-SMC Bi$ukt in der Folgereaktion wurde seine
chemische Identitat und Reinheit mittels NMR Spaditopie sowie FAB-MS bestétigt.

3.4.1.2Schritt 2 — Alkylierung von Desmethyl-SMC zu SMC-d

Fir die Folgereaktion wurde 1 eq (10 mmol, 1.9 gksmethyl-SMC mit einem Uberschuss
von 3.2 eq (32 mmol, 4.65 g, 2 ml) lodomethgnrd50 ml trockenem Aceton fir 24 Stunden
bei 75°C (Olbad) in einem Refluxkiihler umgesetzich Abschluss der Reaktion wurde das
Losemittel abdestilliert und der verbleibende Rii@mkd vakuumgetrocknet. Das Produkt
wurde anschliel3end aus 10 ml einer 6:4 Methanotokcév/v) Mischung rekristallisiert und
durch Filtration gewonnen. 10 ml Diethylether wurdeum Filtrat gegeben um gel6stes
Produkt zu préazipitieren, welches ebenfalls aldittrwurde. Das gesammelte Produkt wurde
vakuumgetrocknet und der NMR- bzw. FAB-MS-Analysgefuhrt.

3.4.1.3Schritt 2 (alternativ) — Alkylierung von Desmeti$MC zu SMC

Die Synthese von SMC erfolgte synonym zu der vonCSlY jedoch mit der einzigen

Ausnahme, dass statt lodomethamitht-deuteriertes lodomethan eingesetzt wurde.
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Abbildung 17 verdeutlicht den beschriebenen Reaktieg zur Synthese von SMGoizw.

SMC.
o) O o) |
+
N
v ~ \/\OH
Bernsteinsaureanhydrid Dimethylaminoethanol
Aceton
3h@ 75°C
I——CD; o Reflux
lodomethan-d,
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Abbildung 17: Zweistufige Synthese von SMC-4
Fur die Herstellung von SMC wurde ebenfalls degdstellte Reaktionsweg eingeschlagen,
es wurde allerdings nicht-deuteriertes lodomethestedle von lodomethanz@ingesetzt.

3.4.2 Synthese von SUX-d 15

3.4.2.1Schritt 1 — Synthese von Cholig-d

1 eq Ethanolamin (25 mmol, 1.53 g, 1.51 ml) undl@rerschuss von 3.2 eq (80 mmol, 11.6
g, 4.98 ml) lodomethansdn 10 ml Methanol wurden fir 24 Stunden bei Raungeratur
gerahrt. 2.1 eq (52.5 mmol, 2.84 g) Natrium-Metldowiurden in 25 ml Methanol gelést und
in Aliquots von 7.5, 8.75 und 8.75 ml jeweils 128 und 6.25 Stunden nach Reaktionsbeginn
zugefugt, wenn der pH-Wert der Reaktionsmischurmfy svieder neutralisiert hatte. Nach
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Abschluss der Reaktion wurde das LoOsemittel abtedti und der Rickstand
vakuumgetrocknet. Das Produkt wurde zweifach aweile 15 ml bzw. 12 ml Ethanol
rekristallisiert, und reines Cholinydodid durch Filtration gewonnen. Vor Einsatz ddso(ih-
dy als Edukt in der Folgereaktion wurde seine chelneiddentitat und Reinheit mittels NMR
Spektroskopie sowie FAB-MS bestatigt.

3.4.2.2Schritt 2 — Umsetzung von Bernsteinsauredichloritl @hnolin-dy zu
SUX-ds

In einem eisgekiuhlten Erlenmeyerkolben wurden 034 (268 mmol, 0.26 g, 185 ul)
Bernsteinsduredichlorid tropfenweise mit 1 eq (@:ol, 1 g) Cholin-d vereinigt, und erst
anschlieBend mit 10 ml trockenem Chloroform vetselie Reaktionsmischung wurde
langsam in einem Olbad erhitzt und dann fur 12 &uanbei 60°C in einem Ruckflusskihler
umgesetzt. Zur Reinigung des Produktes wurde daerhiitel zundchst mit Hilfe eines
Rotationsverdampfers und schlie3lich mittels Ho&avens abgezogen. Zusammen mit 1 eq
(4.2 mmol, 0.63 g) Natriumiodid wurde das getrockn®rodukt in 450 ml einer 1:2
Methanol:Ethanol-Mischung (v/v) geldst. SUXgdodid kristallisierte bei Abkihlung der
Reaktionsmischung aus und wurde durch Filtratiorolied. Der nachfolgende
Reinigungsschritt bestand in der Rekristallisatides Produktes aus 450 ml einer 1:2
Methanol:Ethanol-Mischung (v/v) und der abschliefanFiltration der Produktkristalle. Die
gewonnenen Kristalle wurden vakuumgetrocknet und NIRIR- bzw. FAB-MS-Analyse

zugefihrt.

Abbildung 18 verdeutlicht den beschriebenen Reaktieg zur Synthese von SUXsd
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Abbildung 18: Zweistufige Synthese von SUX-g

3.5 Optimierung der Extraktionsmethode

3.5.1 Acetonitril-Féllung

Zur initialen Optimierung grundlegender Methodempaeter wie z.B. der Stabilisator-
Konzentration wurde fur Serum bzw. Vollblut als Peamatrix zunéchst eine Acetonitril-
Féallung durchgefuhrt. Hierzu wurde 1 ml stabilisgerund mit einer definierten
Standardmenge dotierte Matrix mit dem gleichen Yau (s. 3.5.2) bzw. einem Uberschuss
(s. 3.11) eiskalten Acetonitrils (- 20°C) versefzie so ausgeféllten Serumproteine wurden in
einem Zentrifugationsschritt (10 min bei mind. 3080g) abzentrifugiert, und der klare
Uberstand direkt (s. 3.5.2) bzw. nach vorherigateBgung (s. 3.11) in das LC-MS/MS-

System injiziert.
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3.5.2 Enzymabhéngige Degradation und Stabilisierung der Analyten

Zur Ermittlung des Ausmal3es der enzymabhangigemaddatgon von SUX sowie SMC und,
im Folgeschritt, der optimalen Stabilisatorkonzatitm wurde je 1 ml Serum (aus
tagesaktuell frisch abgenommenem Vollblut, n = &)0¥l.40 ng/ml Paraoxon versetzt und 5
min vorinkubiert. AnschlieRend wurden zu jedem Ans20 pg/ml SUX oder SMC dotiert,
und die Probe nach definierten InkubationszeiterereAcN-Fallung unterworfen. 1 ml des
durch Zentrifugation gewonnenen Uberstandes wurde2éh pg/ml SUX-dg und SMC-d
(fur den SUX-Stabilitdtsassay) bzw. nur SMEEiir den SMC-Stabilitatsassay) versetzt und
abschlieRend in der HPLC-MS/MS vermessen. Die Daterden Uber den Quotienten aus
der Peakflache des Analyten durch die Peakflaclse et¢sprechenden internen Standards
(AUC Analyt/AUC ISTD) ausgewertet.

Die umfassende Optimierung hat eine ideale Prolmkoezentration von 100 ng/ml
Paraoxon ergeben (Kapitel 4.2.2), daher wurde diczezentration (sofern nicht anders
spezifiziert) im gesamten weiteren Verlauf der sménden Arbeit eingesetzt: je 1 ml
wassrige Probe wurde durch Zugabe von 50 pl eirgthamolischen 2 pg/ml Paraoxon-
Lésung (Paraoxon-Endkonzentration: 100 ng/ml) aseeinaktiviert. Obwohl Urin flr
gewdhnlich enzymfrei ist und die Analyten in diedatrix entsprechend stabil sein sollten,
so kann die Anwesenheit von Enzymen im Urin [15hde im forensischen Bereich nie ganz
ausgeschlossen werden (z.B. bei fortgeschritteeew®sung oder aber durch Kontamination
wahrend der autoptischen Probennahme), daher warder Folge Urin wie auch Serum

gleichermal3en esterase-inaktiviert.

3.5.3 Extraktionsversuche nach Literaturangaben

Es wurden Extraktionsversuche gemal3 den Literafatzem fir SUX [4,5,22-25,30,36kw.
SMC [24,25,30]durchgefiihrt und auf Reproduzierbarkeit sowie Emgnuals universelle
Extraktionsmethode fur beide Zielanalyten geteddet. methodischen Einzelheiten kénnen
den jeweiligen Referenzen entnommen werden.

Methodenkombinationen sowie eine Vielzahl von Mis@ifionen und Optimierungsschritten,
die im Einzelnen nicht ndher ausgefuhrt werdenesoplfihrten schliel3lich zur nachfolgend

dargestellten, finalen Methode.
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3.5.4 Optimierte Festphasenextraktion

Zur Extraktion werden Strata-X (33um, 200mg/3ml) kémrphasen-Polymersorbens-
Kartuschen (Phenomenex, Aschaffenburg) in einerudakArbeitsstation verwendet. 1 ml
wassrige Probe wurde durch Addition von 50 pl daraBxon-Losung (Probenendkonz.: 100
ng/ml) stabilisiert und zusatzlich mit 100 pl einesternen Standardgemischs
(Probenendkonz.: je 1 pg/ml SUXgdind SMC-d) versetzt. Zur Kalibration wurden dartber
hinaus 100 pl der jeweiligen KalibrierstandardsAtsschnitt 3.7) eingesetzt. Die Probe wurde
daraufhin mit 1 ml 0.1 M HCI angesauert und der giich Zugabe von 1 ml 3x-Puffer
eingestellt. Nach grindlichem Durchmischen auf min&ortex-Schittler wurde die
resultierende Probe nach dem folgenden Protokaitefuausschliel3licher Nutzung der

Gravitation aul3er im Trocknungsschritt) aufgeasdieit

1) Konditionierung: 6 ml Methanol

2) Equilibrierung: 3 ml 3x-Puffer

3) Probenaufgabe: 1 ml Serum (stabilisiert, mit ISTdl ggf. Analytstandard)
+1ml 0.1 M HCI
+ 1 ml 3x-Puffer

4) Waschschritt: 4 ml Waschpuffer

5) Trocknungsschritt:  Trocknen der Saulenmatrix fimi im Vollvakuum
6) Elution: 4 ml Methanol

Das Eluat mit den enthaltenen Analyten wurde ur8&ckstoff bei 70°C zur Trockne
eingedampft und der Rickstand in 100 pl Laufpufiér resuspendiert (dazu ca. 1-2 min
vortexen). Unl6sliche Bestandteile des Extraktesrdem fir 10 min bei 16250 x g
abzentrifugiert und der klare Uberstand anschlidBemlie LC-MS/MS injiziert.

Um einen hoheren Automatisierungsgrad der Methode emeichen wurde die oben
beschriebene manuelle Probenaufarbeitung fur dienafly RapidTrace (Caliper Life
Sciences, Russelsheim), einen programmierbarenphassn-Extraktor, adaptiert. Die

Programmierung ist in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3: RapidTrace-Extraktionsprotokoll in Adaption der manuellen Aufarbeitung

Schritt Solvent ml ml/min
1 Konditionierung Methanol 6 0.5
2 Konditionierung 3x-Puffer 3 0.5
3 Probenaufgabe Probengemisch 3.5 0.5
4 Waschschritt Waschpuffer 4 0.5
5 Kandle spilen O 5 30
6  Kartusche trocknen Zeit = 2 min -
7 Elution Methanol 4 0.5
8 Kanule spilen O 5 30
9 Kandle spilen Methanol 5 30
10 Kantle spiilen O 5 30

3.6  Optimierung der Probenasservierung

Da umfassende Untersuchungen zur enzymunabhan@tmrilitat von SUX und SMC
bereits existieren (s. Kapitel 2.4.1.2), wurderr mer die direkt fir die Probenasservierung
wichtigen Parameter, d.h. die Glasadsorption unel Erier-Tau-Stabilitat, eingehender

untersucht.

3.6.1 Glasadsorption

Fur die Untersuchungen zum Ausmald der materialagiypem Analytadsorption wurden je
200 ng/ml SUX bzw. SMC in 1 ml Laufmittel All in Bibengefal3e aus Polypropylen (PP)
bzw. Glas uberfuhrt, und bei Raumtemperatur Gbdr ¥@rmessen (4 Ansatze, n = 1).
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3.6.2 Frier-Tau-Stabilitat

Zur Bestimmung der Frier-Tau-Stabilitdt wurden Stadproben einer niedrigen, mittleren
und hohen Analytkonzentration (25 ng/ml, 500 nghm. 80 pg/ml von sowohl SUX als
auch SMC) in den Matrices Serum und Urin nach ejrenei sowie drei Frier-Tau-Zyklen
analysiert (n = 6). Innerhalb jedes Zyklus wurdes Eroben fiur 23 h bei -20°C gelagert,
anschlielBend aufgetaut und bei Raumtemperaturnigesamt 1 h inkubiert. Der interne
Standard-Mix wurde in allen Fallen erst unmitteltsar der Probenextraktion zugegeben.

3.7  Methodenvalidierung

Die entwickelte Methode wurde sowohl fir Serumalsh Urin als Matrix nach den oben
beschriebenden Richtlinien der Gesellschaft furikmegische und forensische Chemie
(GTFCh) unter Verwendung des Programmes VALISTAT die statistische Auswertung
[57,58] validiert.

Die eingesetzten SUX-negativen Leermatrices (Sedamy wurden von aufgeklarten und in
das Prozedere einwilligenden Probanden gewonnen.

Die Untersuchungen auf Selektivitat und Spezifittt Methode wurden wie vorgeschrieben
an 6 verschiedenen Leermatrices sowie 2 mit interi@&andard dotierten Leermatrices
durchgefuhrt. Sowohl die Seren als auch die Urilher @2robanden wiesen signifikante
Mengen einer Storsubstanz mit gleicher Retentionsoavie Haupt-MRM verglichen mit
SMC auf. Da es nicht moglich war diese Interferemmmatographisch von SMC zu trennen,
musste der besagte MRM als wertlos fiir die Idesaifon von SMC bewertet, und stattdessen
der zweit- bzw. drittstarkste lonenlibergang als r@itiar respektive Qualifier definiert
werden.

Fur die Linearitat wurde gemall GTFCh-Richtlinien etmeatrix mit definierten
Analytkonzentrationen dotiert und jeweils 6-factigaarbeitet und vermessen. Aufgrund des
grof3en, durch die Validierung abzudeckenden Komagonhsbereiches wurden je Analyt und
Matrixtyp ein niedriger und ein hoher Konzentratbareich validiert. Die verwendeten
Kalibrator-Endkonzentrationen sind mit 12.5, 25,5360, 62.5, 125, 250, 375 und 500 ng/mi
fur den unteren sowie 0.5, 2.5, 5, 7.5, 10, 20,6M, 80 und 100 pg/ml fur den oberen
Kalibrationsbereich fuir SUX und SMC identisch, umdrden durch Zugabe von jeweils 100
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ul  einer methanolischen 10fach-Mischstandardiéswug 1 ml Matrix erreicht. Die
Endkonzentration von je 1 pg/ml SUXsdund SMC-d wurde in jeder Probe durch Zugabe
von 100 pl einer methanolischen 10fach-Misch-IST&ing zu 1 ml Matrix erzielt.

Mittels VALISTAT® wurden die Grenzen der Methodesanbigen Linearitatsdaten, genauer
aus der Regression der Messwerte fir die 6 nigdrngdalibratoren, unter erneuter
Sicherstellung ihrer Linearitat und Varianzenhomuogg errechnet.

Préazision und Richtigkeit der Methode wurden riciginkonform durch Analyse von 3
Qualitatskontrollproben (QC-Proben) von niedrigenjttlerer und hoher Konzentration
innerhalb eines jeden Konzentrationsbereiches gbh62.5, und 375 ng/ml sowie 5, 20 und
80 ng/ml) jeweils doppelt tber einen Zeitraum vohagen vermessen.

Die Extraktionsausbeute wurde jeweils fur den ngsdr und hohen QC-Kalibrator beider
Konzentrationsbereiche und Probenmatrices gemalCG-Richtlinien ermittelt.

Matrixeffekte wurden sowohl in Serum als auch Uriaufgrund des weiten
Validierungsbereiches nicht nur bei zwei sondernelmehr drei verschiedenen

Analytkonzentrationen (25 ng/ml, 500 ng/ml und &Jml) gemal o.g. Richtlinien evaluiert.

3.8 SMC-Interferenz

3.8.1 Probandenkollektiv

Serum- und Urinproben stammten von 63 bzw. 92 RPrdéa Von 57 Probanden wurde
sowohl Urin als auch Serum gewonnen, von zusaeti@b bzw. 6 Probanden dagegen war
ausschlie3lich Urin bzw. Serum vorhanden. Das gesdPnobenmaterial entstammt dem
Archivbestand der toxikologischen Abteilung desstgen Institutes fur Rechtsmedizin. In
dieses Kollektiv wurden nur Proben eingeschlossetche als negativ fir alle routinemaRig
nachweisbaren Rauschmittel befundet wurden. Dapexthende Probenmaterial wurde nach
Dokumentation des Geschlechts sowie des AltersRitebanden codiert, und die Proben
anschlieend anonymisiert. Es wurde keine Refdst@zangelegt, daher war von diesem
Zeitpunkt an eine Ruckverfolgung der Probencodedezupersénlichen Daten der Probanden
ausgeschlossen. Eine derartige Verwendung von Yrchterial in medizinischen Studien
wird vom Ethikkomitee der Deutschen Arzteschaftudeet, sofern — wie in diesem Fall —

keine direkt personenbezogenen oder genetischeanRabhoben werden, und es folglich als
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unverhaltnismafiger Aufwand angesehen werden kdien Einwilligung der Betroffenen
einzuholen; es wurde daher kein separates VotuntEttekkommission der medizinischen
Fakultat an der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-lémsitéat Bonn eingeholt.

3.8.2 Alkalische Hydrolyse

Native Serum- und Urinproben (je n = 3) wurden eiakkalischen Hydrolyse unterzogen,
indem der Matrix-pH mittels 10 M NaOH auf pH 11 ga#stellt wurde. Alkalische Hydrolyse

fand unter diesen Bedingungen fur 72 h bei Rauméeatpr statt [30]. Der Matrixcharakter

wurde im Folgenden durch Einstellen der Probe lagni urspriinglichen pH-Wert mittels 10
M und 1 M HCI weitgehend wiederhergestellt. Die B wurden dann wie beschrieben
aufgearbeitet und die Extrakte analysiert.

3.9 Forensische Realproben (Serum und Urin)

Der forensische Routinebetrieb lieferte Probennedteon zwei vermuteten, einer tddlichen
und einer Uberlebten, SUX-Intoxikation. Nur fir ziesren Fall existieren verlassliche
Rahmendaten zum Tathergang: die SUX-Applikatiorolgté knapp 5 Stunden vor der
Abnahme der analysierbaren Blutprobe, Urin wurdgt@&nden und 15 min nach vermuteter
Gabe abgenommen. Eine zwischenzeitliche Blasemeutlg ist wahrscheinlich, jedoch nicht
exakt dokumentiert. Entsprechend genaue Informatidiegen fir die vermutete todliche
Intoxikation nicht vor, es ist allerdings ein positales Intervall von ca. 2.5-3 Tagen
anzunehmen. Es muss zur spateren Deutung der Analgebnisse beachtet werden, dass in
beiden Féallen (bedingt durch die Herkunft der Pmol@d die damit assoziierten legalen
Formalitaten bzw. noétige Transportlogistik) eine rd®&on-Stabilisierung der Proben
innerhalb der ersten kritischen Minuten unmoglicarwDie Stabilisierung erfolgte jedoch
stets direkt nach Probenerhalt, im Falle der Ubggle Intoxikation somit innerhalb der ersten
24 h, im Falle der todlichen Intoxikation ca. 2.9-8ge nach der vermuteten SUX-Gabe. Die
stabilisierten Matrices wurden bis zur Analyse 4 °C gelagert, und mit der folgenden
Ausnahme wie oben beschrieben aufgearbeitet: biedurgh die hohe Viskositéat der Probe
musste das Blut des Todesfalles 1:1 mit deionesetVasser verdinnt werden, um die SPE
Kartuschen durchflie3en zu kénnen.
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3.10 Studie zu nativem SMC in Organen und Glaskorpe  rflussigkeit

Gewebeproben (Hirn, Leber, Niere) und Glaskorpssiljkeit der todlichen SUX-
Intoxikation wurden wahrend der Obduktion am hiesiginstitut fir Rechtsmedizin
gewonnen, und bis zur Analyse ca. 2 Jahre lang B8i°C gelagert.

Kontrollproben (Hirn, Leber, Niere) wurden SUX-né@gan Obduktionsfallen desselben
Instituts entnommen, wobei sie entweder zeitnath réger Entnahme (d.h. ohne jegliches
Einfrieren, Analyse innerhalb von max. 2 Tagendieer Lagerung bei 4°C), oder aber nach
einer 2-jahriger Lagerung bei — 20 °C (Archivbeddaanalysiert wurden.

Die Kontrollleichen wurden als frisch klassifiziemvenn sie schnell einer im Anschluss
ununterbrochenen Kuhlkette zugefuhrt wurden, urdSBktion innerhalb von 2 Tagen nach
Todeseintritt stattfand. In den entsprechendenerallaren Zeichen beginnender Faulnis
nicht bemerkbar. Faulnisveranderte Leichen wurddi2 @age nach Todeseintritt obduziert,
und waren einen Groldteil des postmortalen Intesvaler Umgebungstemperatur (im
deutschen Sommer) ausgesetzt. Die jeweiligen Obxhgfrotokolle dokumentieren fir diese

Leichen ausgepragte Faulniserscheinungen.

Tabelle 4 gibt einen Uberblick Uber die Zusammensel des Gewebekollektivs fir diese
Studie.

Tabelle 4: Zusammensetzung des Gewebekollektivs
Die absolute Probenanzahl aktuell obduzierter soanehivierter Félle, und die darin
enthaltende Anzahl an Gewebeproben in einem Stadmmgeschrittener Faulnis (*in

Klammern) sind fur jeden Gewebetyp angegeben.

Gewebe aktuell obduziert (*)  Archiv (*)

Hirn 15 (2) 14 (2)
Leber 19 (2) 14 (2)
Niere 19 (2) 14 (2)

Glaskorperflissigkeit von 10 verschiedenen Personemistammt SUX-negativem

Archivmaterial des Instituts, und war fir ca. 2réabei -20°C gelagert worden
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3.10.1 Probenvorbereitung der Gewebsasservate

Von jeder Probe wurden zwei gleichartige Aliquots yeweils 1 g Gewebe eingewogen, und
das exakte Gewicht dokumentiert. Jedes Aliquot wuddraufhin mit 2 ml 0.1 M HCI
versetzt. Diese Ansauerung wurde durchgefiihrt umerseits den Proben-pH fiir die sich
anschlieBende SPE-Extraktion bereits grob einzimggesowie andererseits eine
Analytstabilisierung durch Unterbinden sowohl demzymatischen (pH unterhalb des
Optimums der Cholinesterasen) als auch nicht-entigaineen Degradation zu erwirken. Da in
ersten Tests ein verglichen mit wassrigen Probemeat erhdhter Stabilisatorbedarf zur
vollstandigen Hemmung der gewebsstandigen Estesrkennbar war, wurde Paraoxon stets
in einer 5-fach héheren Konzentration, also 50@ iyobe (100 pl einer methanolischen 5
pg/ml Stammldsung), eingesetzt. AnschlieRend wurdenjedem Ansatz 100 pl eines
methanolischen ISTD-Mischstandards entsprechener éinobenendkonzentration von 250
ng/g SUX-dg und SMC-d zugeflugt. Zur Analytquantifizierung mittels des
Standardadditionsverfahrens wurde eines der béitignots mit 25 ng/g SMC (100 pl einer
250 ng/ml Stammlésung in Methanol) dotiert, wohipge die entsprechende
Vergleichsprobe mit 100 pl MeOH versetzt wurde. BiIC-Konzentration von 25 ng/g
wurde fir die vorliegende Fragestellung insofers amleal flr eine sinnvolle 1-Punkt-
Kalibrierung angesehen, als dass der endogene SéhalGzuvor mit 10-200 ng/g [25]
angegeben wurde, wobei ein Grof3teil der Probengeerals 50 ng/g SMC enthalten soll
[24]. Die Proben wurden im Anschluss mit dem Ulli@arax von Janke & Kunkel (IKA-
Labortechnik, Staufen i. Br.) mit einer Einzelp@lauer von nicht mehr als 15 s und einer
Gesamt-Zerkleinerungsdauer von max. 45 s homogenisin ein Uberhitzen der Proben zu
vermeiden. Die homogenisierten Gewebeproben wutdemn kraftig fur eine vollstandige
Verteilung der Analyten gevortext, und dann 15 rbgi 4000 Umdrehungen pro Minute
(rpm) in der Megafuge 1.0 (Heraeus/Thermo Fishererfiific, Langenselbold) im
Schwingrotor des Modells 2150 zentrifugiert. Dersulderende Uberstand wurde
anschlieBend einem zweiten Zentrifugationsschrittstérkerer Beschleunigung unterzogen
(15 min bei 16250 x g; Zentrifuge Mikro 20, Hettickuttlingen). Zur Lipidextraktion wurde
der so erhaltene Uberstand (meist ~ 1.5 - 2 ml)4mitl Chloroform kombiniert und kréaftig
fur 1-2 min gevortext. Phasentrennung wurde darauflarch Zentrifugation fir 8 min bei
4000 rpm (Megafuge) erwirkt. Unter Vermeidung eifieansfers von Chloroform wurde die
wassrige Oberschicht vorsichtig abgenommen unduerfie 15 min bei 16250 x g

zentrifugiert. Um fur alle Primarextrakte der Ledctorgane ein Verstopfen der SPE-
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Kartuschen verlasslich ausschlieBen zu koénnen uadibdr hinaus auch maogliche
Matrixeffekte zu minimieren, wurden Leber- und Mieextrakte generell 1:4 mit .8
verdunnt, wobei 2 ml dieser Losung zusammen mitl Hes 3x-Puffers der SPE zugefuhrt
wurden. Extrakte von Hirngewebe waren weniger poiaitisch und wurden unverdinnt
unter Zugabe von 1 ml 3x-Puffer in der SPE einge¢sét jedem Fall wurde der Proben-pH
vor Beladen der SPE-Kartusche kontrolliert, undgsitfalls auf pH 3.0 eingestellt.

Die Gewebeproben des SUX-assoziierten Todesfaltseruanalog zum oben beschriebenen
Protokoll aufgearbeitet, zur Herstellung der dogerProbe wurde jedoch nicht nur SMC,

sondern auch SUX zugegeben (je 25 ng/g).

3.10.2 Probenvorbereitung der Glaskoérperflissigkeit

Von jeder Probe wurden zwei 500 ul Aliquots abgemam und durch Zugabe von 100 ng/ml
Paraoxon (25 ul einer methanolischen 2 pg/ml Stasumg) stabilisiert. AnschlieRend
wurden beide Aliquots mit 50 pl eines methanolisch®TD-Mischstandards entsprechend
einer Probenendkonzentration von je 1 pg/ml SYK-dnd SMC-d versetzt. Zur

Analytquantifizierung mittels des Standardadditieréahrens wurde eines der beiden
Aliquots mit 12.5 ng/g SMC (50 pl einer methandlien 125 ng/ml Stammlésung) dotiert,
wohingegen die entsprechende Vergleichsprobe mjtl30eOH versetzt wurde. Die Proben
wurden nach Zugabe von 1.25 mj@®q 250 pl 0.1 M HCI und 1 ml 3x-Puffer mittels SPE
extrahiert. FUr jedes Aliquot wurde der Proben-pdr \Beladen der SPE-Kartusche

kontrolliert, und nétigenfalls auf pH 3.0 eingektel

Die Glaskodrperflissigkeit des SUX-assoziierten Bfalés wurde analog zum oben
beschriebenen Protokoll aufgearbeitet, zur Hetstgllder dotierten Probe wurde jedoch nicht

nur SMC, sondern auch SUX zugegeben (je 12.5 ng/g).

3.11 In vitro-Untersuchungen und Vorversuche

Fur die Erstellung eines verlasslichen pharmakdisoeen Modells muissemn vitro-
Analytverluste vernachléassigbar sein, eine Optiomgr der Probenasservierung sowie

-vorbereitung hat also primar zu erfolgen.
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3.11.1 Stabilisierung von Vollblutproben

Zur Ermittlung des Ausmales der enzymabhangigerradagon von SUX und SMC im

Vollblut und, im Folgeschritt, der optimalen Stadatorkonzentration wurde in Anlehnung an
das Prozedere in 3.5.2 je 1 ml frisches EDTA-Vaiil{tagesaktuell abgenommen, n = 3) mit
0-500 ng/ml Paraoxon versetzt und 5 min bei 37°@nkabiert. AnschlieRend wurden zu

jedem Ansatz 1 bzw. 20 png/ml SUX oder SMC dotient] die Probe nach einer 5-minitigen
Inkubation bei 37°C im Warmeschrank einer AcN-Ragjwnterworfen. Im Fallungsreagens
waren die internen Standards SUx@-dund SMC-d entsprechend einer Proben-
endkonzentration von 1 pg/ml bereits enthalten. Barch Zentrifugation gewonnene
Uberstand wurde unter Stickstoff zur Trockne eimggeDer Ruckstand wurde in 100 pl
Laufpuffer All resuspendiert, mit 1 ml n-Hexan ettét, und abschliel3end in der HPLC-
MS/MS vermessen. Die Daten wurden Uber den Quetieatis der Peakflache des Analyten
durch die Peakflache des entsprechenden internend&ds (AUC Analyt/AUC ISTD)

ausgewertet.

3.11.2 Materialvergleich - EDTA/Heparin-Monovetten

Von 8 gesunden Probanden (5 Frauen, 3 Manner) wuideHinblick auf das geplante
Blutabnahmeprozedere in der klinischen Studie Ysobblutproben in Paraoxon-stabilisierte
Monovetten abgegeben. Die je 3 Monovetten des BIPFA-K sowie Li-Heparin wurden
anschlieBend nach kraftiger Durchmischung der lsg@sten Probe durch Zugabe von 100 pl
wassriger Standardlésungen mit jeweils einer ngeari mittleren bzw. hohen Konzentration
der Analyten SUX und SMC (entsprechend 37.5, 2560. 0000 ng/ml Endkonzentration
in der Vollblutprobe) dotiert, und nach erneutensthien sofort auf Eis gekuhlt. Die Proben
wurden in einer Kuhlzentrifuge (Beckman J2-21; Braek, Galway, Irland) bei 0 — 4°C mit
2500 — 3000 x g (je nach Position im Festwinkelral®-20.1) zentrifugiert. 1 ml des
gewonnenen Plasmas wurde direkt im Anschluss naem dereits beschriebenen
Standardprotokoll (s. 3.5.4) aufgearbeitet, und1gX- sowie SMC-Gehalt bestimmt.
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3.11.3 In vitro -Distribution von SUX und SMC

5 Leerplasmen verschiedener Spender wurden in Ravagiabilisierte Monovetten des Typs
EDTA-K aufgezogen. Die Monovetten wurden anschinel3each kraftiger Durchmischung
der stabilisierten Probe durch Zugabe von 100 pdswder Standardlésungen mit jeweils
einer niedrigen, mittleren bzw. hohen Konzentratidar Analyten SUX und SMC
(entsprechend 37.5, 2500 bzw. 40000 ng/ml Endkdretéom in der Vollblutprobe) dotiert,
und nach erneutem Mischen sofort auf Eis gekuh#é.R¥oben wurden (nur zum Zwecke der
absoluten Gleichbehandlung mit den Vergleichsprabeh11.2) in einer Kihlzentrifuge bei
0 — 4°C mit 2500 — 3000 x g (je nach Position instnkelrotor) zentrifugiert. 1 ml des
Plasmas wurde direkt im Anschluss nach dem bebasshriebenen Standardprotokoll (s.
3.5.4) aufgearbeitet, und der SUX- sowie SMC-Gehmstimmt. Der Vergleich der
Analytkonzentrationen dieser Plasmaproben mit detegrEDTA-Vollblutproben aus 3.11.2

wird zur Berechnung den vitro Distribution von SUX und SMC genutzt.

3.11.4 In vitro -Degradation von SMC

Von 3 gesunden Probanden (2 Frauen, 1 Mann) wujdesmils ca. 20 ml Vollblut
(tagesaktuell abgenommen) in EDTA-Monovetten ablgege in einem Plastikgefald
vereinigt, und bei 37°C inkubiert. Ein Magnetrihsergte fur eine konstante Durchmischung
der Proben wéahrend des gesamten Versuchsablaufiesh Zugabe von 100 pl wassriger
Standardlésung wurde jede der Proben mit einer $d@zentration von 20 pg/ml dotiert.
Direkt nach der Durchmischung jeder Probe, sowahrta5, 1, 2, 3,4, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 20,
25, 30 sowie 60 min wurde je ein 1 ml-Aliquot aes ggweiligen Gesamtprobe entnommen,
und eine eventuelle enzymatische Hydrolyse durchada von 100 ng/ml Paraoxon und
sofortiger Kuihlung auf Eis gestoppt. Die Proben deur in einer Kihlzentrifuge bei 0-4°C
mit 2500 — 3000 x g (je nach Position im Festwinkelr) zentrifugiert. 0.5 ml des
gewonnenen Plasmas wurde direkt im Anschluss naem dereits beschriebenen
Standardprotokoll (s. 3.5.4) aufgearbeitet, und $lgX- sowie SMC-Gehalt bestimmt. Die
Proben des Experimentes werden einer mit 100 ngardoxon-stabilisierten Standardprobe

derselben Ausgangskonzentration gegenubergestellt.
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3.12 Invivo-Untersuchungen - Probandenstudie

3.12.1 Allgemeines

Die Studie wurde in der Klinik fir Andasthesiologiend Intensivmedizin des
Universitatsklinikums Essen durchgefiuihrt. Das Stogrotokoll wurde von der Ethik-
Kommission des Universitatsklinikums Essen wie bemt genehmigt. Eine schriftliche

Einverstandniserklarung nach erfolgter umfasseAdéklarung liegt fir jeden Patienten vor.

3.12.2 Kollektiv

Insgesamt 18 Patienten (10 Frauen, 8 Manner) wundetie Studie eingeschlossen, und
wiesen ein mittleres Alter von 60.0 Jahren mit eiAkkerspanne von 19-79 Jahren auf. Ihr
Gewicht lag zwischen 55-101.4 kg (im Mittel 77.1) kBie Probanden wurden im Rahmen
elektiver Tumorresektionen (Leber: 9; Osophagusa®; Pankreas: 1; Darm: 1, Niere: 1,
retroperitoneales Liposarkom: 1) chirurgisch beledind

Bei allen Patienten war das Legen eines Blasentathsowie eines arteriellen Zugangs in

die Arteria radialis indiziert.

Alle Patienten wurden nach den Vorgaben der ASA€Aocan Society of Anesthesiologists)
bezuglich ihres korperlichen Zustandes klassifiziemd fielen samtlich in die ASA-Klassen 2
(Patienten mit leichter Allgemeinerkrankung, 11 B2noden) oder 3 (Patienten mit schwerer
Allgemeinerkrankung, 7 Probanden).

Insbesondere dem durchschnittlichen Alter des IKblle geschuldet bestanden bei den
Probanden verschiedene Kklinisch relevante, teildikaenentenpflichtige Vorerkrankungen
(Hypertonie: 6, KHK: 1, Herzinfarkt: 1, chronischkilte Krankheiten aus dem entzindlichen
Formenkreis: 8, Diabetes Typ IlI: 1, AdipositasGlcht: 1, Hyper-/Hypothyreose: 4, Anamie:
1, Nierenzysten: 1, Depressionen: 1). Mehrfachnegen bzw. Kombinationen waren
maoglich.

Die Rekrutierung von Probanden mit Tumorerkrankungeklart die haufige Dokumentation
von bereits durchlaufenen Chemotherapien (10 Pd#hgnin diesem Kollektiv. Eine
studiennahe bzw. aktuelle Medikation mit Chemotpeutika (Methotrexat) ist fur einen

Probanden dokumentiert.
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Fur jeden Probanden sind Vor- bzw. Begleiterkramgjaim sowie individuelle Medikation

dokumentiert, auf eine detaillierte Auflistung wiath dieser Stelle jedoch verzichtet. Sollten
die Ergebnisse der Studie eine genauere Betrachtesy Gesundheitszustandes oder
Therapieregimes notig machen, so wird an spatetedteSpeziell auf einzelne Probanden

eingegangen.

3.12.3 Pramedikation und Narkose

Sedierung der Patienten am Vorabend bzw. am OPaliade mit Benzodiazepinen erreicht
(Flunitrazepam: 6, Midazolam: 13; Lorazepam: 1)pHanationen der genannten Wirkstoffe
waren maglich. Praoperative Gerinnungshemmung wbeles Probanden (Enoxaparin: 4,
Heparin: 1), z.B. bei immobilen oder vormals marauisierten Patienten, vorgenommen.
Vor Narkoseeinleitung wurde einem Grol3teil der Rraten (12) ein Periduralkathether zur
spateren Schmerzbehandlung gelegt, zur Peridusileesie (PDA) wurde Bupivacain
verwendet. Ebenfalls noch vor Einleitung der Anést wurde ein Zugang in die Arteria
radialis gelegt.

Die Narkose wurde mit Etomidat (3) bzw. Thioper{idd) eingeleitet. Die Blase wurde direkt
nach Narkoseeinleitung kathetherisiert. Analgesiede durch Gabe von Fentanyl erreicht.
Die individuelle Pra- und Narkosemedikation der Hamden ist dokumentiert, auf eine
detaillierte Auflistung wird an dieser Stelle jethogerzichtet. Sollten die Ergebnisse der
Studie eine genauere Betrachtung der Medikatiorg miaichen, so wird an spaterer Stelle
speziell auf einzelne Probanden bzw. Medikamemgegjangen.

Muskelrelaxierung wurde durch eine Bolus-Gabe vBrl80 mg SUX(entsprechend 1.0 -
1.7 mg/kg KG, im Mittel: 1.3 mg/kg KG) initiiert. & Zeitpunkt des SUX-Bolus wurde
dokumentiert, und die Probennahme begonnen. Naggridl zeigte keiner der Patienten im
quantitativen neuromuskularen Monitoring eine &aghi verlangerte, neuromuskulare

Blockade als Zeichen einer BChE-Depletion.

3.12.4 Co-Medikation

Die Narkose wurde durch konstante Beimischung vdm © 1.5 % Isofluran zu den
Beatmungsgasen aufrecht erhalten.
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In allen Fallen wurde Ringer-Lactat-Losung zur \Moknsubstitution verabreicht, die
infundierte Menge lag zwischen 2 — 9 |, im Mitteli 4.8 I.

9 Probanden wurde zur intravasalen Volumensubstit@elafundin®, eine 4 %ige Gelatine-
Polysuccinat-Lésung, in Mengen von 0.5 — 2.5 | (8lit1.1 |) appliziert.

Im Verlauf der Operationen wurden verschiedene kwdente wie z.B. Herz-Kreislauf-
Medikamente (Phenylephrin: 9, Noradrenalin: 14,0pin: 6, Neostigmin: 1), Antibiotika
(Ampicillin/Sulbactam: 12, Ciprofloxacin: 1, Clindgcin: 1, Cephazolin: 4), Diuretika
(Furosemid: 1), Elektrolyte (Inzolen®: 4), Antienket (Granisetron: 4, Dimenhydrinat: 1),
Glucocortikoide (Dexamethason: 1) und Sedativa @dalam: 1, Haloperidol: 1) verabreicht.
Medikamente zur Aufrechterhaltung einer zusatzich®DA-unabhangigen, Analgesie
(Fentanyl: 9, Morphin: 3, Piritramid: 1) kamen efals zum Einsatz.

Mehrfach- bzw. kombinierte Gaben waren mdglich. idividuelle OP-Medikation der
Probanden ist dokumentiert, auf eine detailliertaflistung wird an dieser Stelle jedoch
verzichtet. Sollten die Ergebnisse der Studie g@eauere Betrachtung der OP-Medikation
notig machen, so wird an spaterer Stelle spezigleazelne Probanden bzw. Medikamente
eingegangen.

Die Muskelrelaxierung wurde mittels Rocuronium aafit erhalten.

3.12.5 Ausschlusskriterien

Es wurden keine Patienten in die Studie eingessbtgsbei denen Blutprodukte infundiert
wurden. Das Einbringen von Fremdblut bzw. -bluthedteilen stellt ein Ausschlusskriterium
fur die vorliegende Studie dar, da eine Uber detv@dauf uneinheitliche qualitative bzw.
guantitative Ausstattung mit Serum- oder auch mamdgiéndigen (erythrozytaren) Esterasen
die individuellen kinetischen Parameter der Ziettabzen verféalschen konnte.

Weitere Ausschlusskriterien wurden nicht formuliert

Tabelle 5 fasst die wichtigsten Patientendatenmuosan.
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Tabelle 5: Patientendaten

Patientenzahl 18
Geschlecht

mannlich 8

weiblich 10
Alter (Jahre)

Spanne 19-79

Mittel 60.0
Gewicht

Spanne 55-101.4

Mittel 77.1
Eingriff

Tumor (Leber-; Magen-; andere) 18 (9; 5; 4)
SUX-Dosis absolut (mg) 80— 100
SUX-Dosis (mg/kg KG)

Spanne 1.0-1.7

Mittel 1.3
3.12.6 Probennahmeschema

Blutproben wurden Uber den liegenden, arteriellegatig entnommen. Um vergleichbare
sowie maximal aussagekraftige Daten bezuglich dehWeisfenster von SUX und SMC zu
erhalten, sollten sowohl Blut- als auch Urinprobeach einem vorgegebenen Zeitplan
entnommen werden. Blutproben sind innerhalb deteer2 min so schnell wie tberhaupt
maoglich (ca. alle 20 s) vorzunehmen, weitere voggeae Entnahmezeiten liegen bei 2, 2.5,
3,35,4,45,5,7,9, 11, 15, 20, 25, 30 mimwiseol, 2, 4 und 6 h nach SUX-Einleitung.
Frisch sezernierter Urin ist planmaRig 1, 2, 4 gnd nach SUX-Gabe zu sammeln. Bei 9
Probanden war dartber hinaus ein zusatzlicher Ma@pwinzufigen, welcher den
gesammelten Urin des Zeitintervalls bis 1 h naciX&ihleitung repréasentieren soll.

Aufgrund der Unwéagbarkeiten mit denen auf einerwfgischen bzw. intensivmedizinischen
Station immer zu rechnen ist (z.B. Instabilitdt dRegienten und dadurch notwendigerweise

entfallende oder verschobene Probennahmen) kondiese Vorgaben nicht immer
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eingehalten werden, jegliche Abweichung vom Zeitptaurde allerdings immer sorgfaltig
dokumentiert und floss in die Datenauswertung ein.

Die Probennahme fand flir beide Matrices zu Vergkawecken teils stabilisiert (n = 15) und
teils unstabilisiert (n = 3) statt. Fiur Blut erftdg die Probennahme stets in
gerinnungshemmende S-Monovetten des Typs EDTA-K nif): flr unstabilisierte
Probensatze wurden diese GefalRe nicht manipulent, Abnahme einer stabilisierten
Probenserie wurde jede Monovette dagegen mit 1@ipdr wassrigen Paraoxon-LOsung
entsprechend einer Endkonzentration von 100 ngénlKlomplettbefullung der Monovette
versetzt.

Frisch sezernierter Katheterurin wurde in 2 ml-Realsgefal3en von Eppendorf (Hamburg)
gesammelt, entweder ohne (unstabilisiert, 3 Pro&andder mit Zugabe von 50 pl einer
methanolischen Paraoxon-Losung (15 Probanden) reeotsgnd einer 100 ng/ml
Endkonzentration bei Komplettbefiillung. Sammel{fool) wurde in 3 Fallen unstabilisiert
und bei 6 Probanden paraoxon-stabilisiert abgenamme

Die Proben wurden nach der Entnahme gut durchmisdifort auf Eis gekuhlt, und so
schnell wie moglich (generell innerhalb von 10 mimkeiner schon vorgekihlten Zentrifuge
bei 0 — 2 °C fur 8 min bei 3000 x g zentrifugiettml des Uberstandes (EDTA-Plasma)
wurde in ein Eppendorfgefal dberfihrt und anschhel in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Eventuell verbliebenes Rest-Plagmnale in ein zweites Eppendorfgefal}
Uberfuhrt, und diese Ruckstellprobe ebenfalls iasdigem Stickstoff schockgefroren.
Urinproben wurden ohne weitere Bearbeitung direkioskgefroren. Die Proben wurden bis
zur Analyse bei — 20 °C gelagert, wobei auch wéthisas Probentransports in das Institut fur

Rechtsmedizin die Kihlkette niemals unterbrocherdewu

3.12.7 Pharmakokinetisches Modelling mittels TopFit ®

Rohdaten fur die SMC-Konzentrationsverlaufe im Plaseines jeden Probanden wurden
sowohl mittels eines benutzerdefinierten als auictese drei-kompartimentellen Ansatzes
berechnet. In die Kalkulationen mittels des nuteéngerten Modells wurden auch SUX-

Konzentrationsdaten einbezogen.

Um einer verzoégerten Freisetzung bzw. Durchmischuimg zentralen Kompartiment

Rechnung zu tragen, beinhaltet sowohl das nutzerddgt als auch das 3-kompartimentelle

Modell eine Verzégerungsphase (,lag time*). Pharokaketische Parameter werden mittels
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einer nicht-linearen Regression nach der Methode kleinsten Quadrate aus den
Konzentrations-Zeit-Profilen fir SMC ermittelt. Di@ptimierung fand nach modifizierten
Versionen des Hooke-Jeeves-Algorithmus [71] bzw.Migrquardt/Gauss-Methode [7&fatt.

Eine Wichtung (1/5) wurde vorgenommen. Die errechneten Modelle wumisvichst visuell

bezuglich ihrer Ubereinstimmung mit den Rohdatenl@ert, dariiber hinaus wurden das
Akaike Informationskriterium (AIC, [73]), die verwmdten Schwarz- [74] bzw. Imbimbo-
Tests [75] sowie der Regressionskoeffizieft &ls Bewertungsgrundlage fiir die Korrelation

zwischen Rohdaten und jeweiligem Modell herangeaoge

Um zu rigide und eventuell folglich falsche Annahmieeziglich der Kompartimentierung zu
vermeiden, wurde das benutzerdefinierte Modell lsstvaehr offen und flexibel angelegt; es
bezieht aus diesem Grund nicht nur die Freisetaumty Umverteilung von SMC, sondern
auch die des Vorlaufers SUX mit ein.

Mittels des benutzerdefinierten Modells werden mrundlegende pharmakokinetische
Parameter wie die Flache unter dem KonzentratiaisfZofil (,area under the curve®,
AUC), die Eliminationshalbwertszeit, sowie die neite systemische Verweildauer von SMC
(,mean residence time“, MRT) bestimmt. Die erhobemsaten werden zur Determination
sowie Validierung des 3-kompartimentellen Ansatzgswtzt. Die folgende Abbildung

verdeutlicht das angewendete, benutzerdefiniertddillo

Sub-Modell 1 (SUX) Sub-Modell 2 (SMC)

\ Verzégerungs-
: kompartiment

ARV,

|

® @

Abbildung 19: Benutzerdefiniertes Modell zur SMC-Kinetik

Die zugrunde liegenden Modellvorstellungen singbrsch dargestellt.
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Die Pharmakokinetik von SMC kann am besten mitilses 3-Kompartiment-Modells
beschrieben werden. Das Modell geht von einer gauasantanen SMC-Freisetzung aus. Es
wird weiterhin angenommen, dass SUX komplett UbCSumgesetzt wird, die SMC-Dosis
wurde daher mit 70 % (MWx: 290.4 g/mol, MWyc: 204.1 g/mol) der laut OP-Protokoll
injizierten Menge an SUX veranschlagt. Es wird vemer ausschliel3lich zentralen
Elimination ausgegangen. Griinde fiur die Aufstelldieser Arbeitshypothesen, konzeptuelle
Grenzen sowie eine Einordnung der erhaltenen Diatefas derartig determinierte Modell
wird an spaterer Stelle vorgenommen (s. AbschrBt©.

Mittels dieses Ansatzes werden erneut die AUC,Eliminationshalbwertszeit {(,), sowie
die MRT bestimmt, und mit dem nutzerdefinierten Mibdrerglichen. Zusatzlich werden
Parameter wie die maximale Plasmakonzentration SMC (Gnay, der Zeitpunkt des
Erreichens von Gax (Tmay, die initialen Halbwertszeiten4 und t,, apparente Volumina
des zentralen Verteilungsraums sowie der periphéempartimente (¥, Vs, Vi), das
apparente Verteilungsvolumen unter Gleichgewichislzggingen (,steady state®, &Y,
relevante Distributionsgeschwindigkeitskonstanten ur z  Beschreibung der
Verteilungsvorgdnge zwischen den Kompartimentens (Kksi, Kia, Ka1), die
Eliminationsgeschwindigkeitskonstantg kowie die Clearance (CL) berechnet. Die folgende

Abbildung illustriert das 3-kompartimentelle Modell

©)

SMC 3@—» Elimination

(@)

Abbildung 20: Drei-kompartimentelles Modell zur SMC-Kinetik

Die zugrunde liegenden Modellvorstellungen sindSshema dargestellt.
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3.13 Software

NMR Spektren wurden mit der 1D-WinNMR-Software (Ben Daltronic, Bremen)

analysiert.

Zur Auswertung von Validierungsdaten wurde das Rnogn Valistat 1.0 (Arvecon,
Walldorf) verwendet.

HPLC-MS/MS-Daten wurden mittels der Analyst® SofteraVersion 1.4 (Agilent
Technologies, Boblingen) ausgewertet.

Die statistische Auswertung der Rohdaten erfolgt¢ iHilfe des WINSTAT® Add-ins
(Version 2003.1) fur Microsoft® Office Excel 2003.

Individuelle pharmakokinetische Parameter wurdettetsi nutzerdefinierter Analyse sowie
mittels eines Drei-Kompartiment-Dispositions-Modellinter Verwendung des Programms
TopFit 2.0 (Fischer VCH, Stuttgart, [76]), VersiG®PLIN 2.0.0, errechnet und evaluiert.
Die Berechnungen wurden von Dr. Ralf A. Hilger a@lesn westdeutschen Tumorzentrum am
Universitatsklinikum Essen durchgefuhrt, und disufeerenden Datensétze zur weiteren

Auswertung Uberlassen.
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4 Ergebnisse

4.1  Standardsynthese

4.1.1 Ausbeuten

Die Ausbeute fur das Zwischenprodukt Desmethyl-SMEde mit 36.4 % beziffert. Fur die
Summe aller kombinierten SMC- bzw. SMgHeraktionen belief sich die jeweilige Ausbeute
auf 94.2 % bzw. 73.0 %. Eine Ausbeute von 62.5 %dedir das Zwischenprodukt Cholin-
do festgestellt. Mit 22.2 % war die Ausbeute fur Signthese von SUX.d am niedrigsten, es
muss jedoch in diesem Zusammenhang berticksichegtlem, dass die Synthese nicht auf
hohe Ausbeuten hin optimiert wurde, sondern das$segensatz hochste Sorgfalt darauf
verwendet wurde, in jedem Schritt Material von gné@glicher Reinheit zu erhalten.

4.1.2 Synthese von SUX-d 5

4.1.2.1NMR

Das '®C-Spektrum von SUX-@ lasst 5 Signale erkennen, die allesamt dem Analyte
zugeordnet werden kdénnen (Abbildung 21). Die Signal(a) und (e) kbnnen eindeutig als
Kohlenstoffatome im Carboxyl- bzw. Succinatrest Mesdekils bestimmt werden: durch die
direkte Nachbarschaft von 2 Sauerstoffatomen befistth die chemische Verschiebung fur
die Nuclei in (a) im Tieffeld des Spektrums. Im @agatz dazu kénnen die Signale der (e)-
Kohlenstoffe, welche nicht an elektronegativeredtsdtome gebunden sind, bei niedrigeren
Werten flird gefunden werden.

Bei der C-NMR wird die Signalintensitat, welche fiir gewdichl durch geringe
Isotopenhéaufigkeit sowie Signalaufspaltung niedsig durch Protonenentkopplung erhdht.
Unter Berucksichtigung dessen kann das Multiplgtisi in (d) unzweifelhaft den
Methylkohlenstoffen des Analyten zugeordnet werddie: insgesamt 6 Kohlenstoffe sind
jeweils an 3 Deuteriumatome (nicht entkoppelt) sowi Stickstoffatom (nicht entkoppelt)
gebunden, da¥’C-Signal ist daher vielfach aufgespalten und erktt kaum noch tber die
Basislinie. Die Signale in (b) und (c) kdnnen mdtidrer jeweiligen Multiplizitat zugeordnet
werden: bei dem Signal in (b) handelt es sich umTeiplett, woraus klar hervorgeht dass das

entsprechende signalgebende Kohlenstoffatom — ige@®@tz zu dem in (c) welches ein
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Singulett erzeugt — unmittelbar an ein Stickstaffatgebunden ist, und dem Effekt d&iq(
14N)-Dipolarkopplung ausgesetzt ist, welche zu oign&laufspaltung fiihrt. Die komplette
Zuordnung der Signale ist ibbildung 21zu sehen. Inf*C-Spektrum von SUX-@ gibt es
keine Signale, die auf eine organische Verunremggoder eine unvollstdndige Deuterierung

hinweisen wirden.
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Abbildung 21: *C-Spektrum von SUX-thg

Die Zielstruktur ist in der Umrandung dargest®IMR-Signale wurden ihren entsprechenden
Kohlenstoffatomen durch Buchstabenpaare zugeordi@gnalmultiplizitat ist durch

s=Singulett, t=Triplett und m=Multiplett beschriebe

Das 'H-Spektrum von SUX-g beinhaltet 4 Signale (Abbildung 22). Integratioieser
Signale beweist, dass das Signal (a) mit einemradge Wert von 0.87 das Losemittelsignal
(solvent residual signal) darstellt; die Gbrige8ignale, jedes mit einem geraden Integralwert
von 4.00, kdénnen jedoch dem Analyten zugerechnetdewe Wie schon durch die
Intergralwerte angedeutet tragen jeweils 4 Protanemedem der o.g. Signale bei. Um die

fraglichen 12 Protonen genauer zuzuordnen wurdelein Folge sowohl die chemische
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Verschiebung als auch die Multiplizitat aller Signaausgewertet. Die Zuordnung der
Protonen welche zum Signal (d) beitragen ist undewgig: nur abgeschirmte Protonen, d.h.
solche in einer kohlenstoffreichen Umgebung, konren derartiges Hochfeld-Signal
erzeugen. Alle anderen Protonen sind an Kohlerstgi#bunden, welche ihrerseits an
elektronegativere Heteroatome gebunden sind: dggarBindungen erzeugen eine
Entschirmung der entsprechenden Protonen, wodurah $ignale im Tieffeld, d.h. bei
hoheren Werten fiiv detektiert werden.

Die genaue Zuordnung der obigen (b)- und (c)-Ssmahg zunachst lUberraschen, da das
Signal der (c)-Protonen in der N&he eines Sauéastofis normalerweise weiter gen
Hochfeld verschoben sein sollten als das der (b)eRen, die einem (weniger
elektronegativen) Stickstoff benachbart sind. Dier Ipostulierte Zuordnung konnte jedoch
durch ein Zusatzexperiment, einefiN-Entkopplungsexperiment, bewiesen werden: nach
Suppression defN-Kopplungseffekte gleicht sich die Multiplizitaes (b)-Signals der des
(c)-Signals an, es konnte damit also bewiesen werdigss die (b)-Protonen dem Stickstoff
am nachsten benachbart sind. Die letztendliche dtworg der Signale ist in Abbildung 22
zusammengefassm *H-Spektrum von SUX-g sind keine tiberschiissigen Signale sichtbar,
welche auf eine organische Verunreinigung oder emmllstandige Deuterierung hinweisen

wlrden.
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Abbildung 22: *H-Spektrum von SUX-thg
Oben: 'H-NMR-Spektrum von SUX-@. Die Zielstruktur ist innerhalb der Umrandung

dargestellt. NMR-Signale wurden ihren entsprechenBeotonen durch Buchstabenpaare
zugeordnet. Signalmultiplizitat ist durch s=Sindgulkend m=Multiplett beschrieben. Unten:
Ausschnitt der bezeichneten Region des obigen 8tdAH-NMR Spektrums in
Superposition mit der entsprechenden Spektralredgsti’N-Entkopplungsexperiments.
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4.1.2.2FAB-MS

Das FAB-MS Spektrum von SUXggl ist verhaltnismaiig komplex: das Hauptsignal in
diesem Spektrum ist bei einem Masse-Ladungsverbalom m/z 307.1 zu finden, was dem
[M-H]*, also dem Molekiilion nach Abstraktion eines Pretaentspricht. Die beiden
nachstgrofReren Signalintensitaten entsprechen dddukd des Zielmolekils mit einem
lodidion ([M+I]" bei m/z 435.2) bzw. einem Zerfallsprodukt des Ateal ([M-CD3]* bei m/z
280.3). Alle anderen Signale liegen unterhalb v@n%3 Intensitat: die mit hdherer m/z
korrespondieren mit Komplexen zwischen dem Analyt wer Matrix (m/z 461.3) oder
Matrixfragmenten (m/z 354.3), wahrend Signale in Region niedriger m/z verschiedenen
Fragmenten des Analyten oder aber Analytkomplexdspeechen, so z.B. der abgespaltenen
Cholineinheit in Verbindung mit einem lodidion (m239.2). Das SUX-¢ FAB-MS-
Spektrum sowie seine Interpretation ist in Abbilg@3dargestellt.
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Abbildung 23: FAB-MS-Spektrum von SUX-0dyg

Das Hauptsignal bei m/z 307.1 korrespondiert mitHM, die beiden anderen prominenten
Signale kénnen als [M+1](bei m/z 435.2) sowie [M-C§" (bei m/z 280.3) gedeutet werden.
Die kleineren Ausschlage entsprechen KomplexenAstiedyten mit der Matrix (m/z 461.3)
oder eines ihrer Fragmente (m/z 354.3), sowie Wggdenen Analytfragmenten oder deren
Komplexe (m/z 239.2). Es gibt keine Anzeichen fiireeunvollstdndige Deuterierung oder

Kontamination der Zielsubstanz.
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4.1.3 Synthese von SMC-d 3

4.1.3.1NMR

Im **C-Spektrum von SMC-gwurden 8 hochaufgeléste Resonanzen detektiertilgbiy
24), von denen eine, das Heptett, das Losemittesigarstellt. Die verbleibenden 7 Signale
wurden wie folgt zugeordnet: Resonanzen (a) unds(ajnmen von stark entschirmten
Kohlenstoffkernen, d.h. den Kohlenstoffen der Caybdozw. Estergruppen. Im Gegensatz
hierzu kénnen die (g)- und (h)-Signale den hochigraabgeschirmten Kohlenstoffen im
Ruckgrad des Succinatrestes zugeschrieben werdenvddbleibenden 3 Signale kdnnen
mittels einer Kombination von Multiplizitats- undtegraldaten zugeordnet werden: Die
Resonanz in (d) ist ein Singulett und kann dahen d&er Esterbindung benachbarten
Kohlenstoff zugeschrieben werden. Im Gegensatzhisind die Resonanzen in (e) und (c) in
Tripletts aufgespalten, was eine enge Nachbarsdwftsignalgebenden Kohlenstoffkerne
zum Stickstoff beweist. Um diese Signale nun wgi#bend zuordnen zu kénnen wurden
vorhandene Integraldaten beriicksichtigt: die Irttgn von**C-NMR Signalen ist nicht so
beweiskraftig wie entsprechende IntegraldatenHsSpektren, sie kann jedoch als Hinweis
fur die Zuordnung der Resonanzen verwendet werdediesem Fall ergibt die Integration
des NMR Signals in (e) einen zweimal hoheren Wisrtdée des Signals (c), es kann daher
geschlossen werden, dass die zwei nicht-deutaerieMethylkohlenstoffe durch erstere
Resonanz abgebildet werden (die deuterierten Mathig¢nstoffe sind nicht entkoppelt und
tragen daher kaum zum Signal bei), wahrend letzt8ignal vom Kohlenstoff im Ruckgrad
des Cholinrestes neben dem quaterndren Amin hériigr abschlielende Zuordnung ist in
Abbildung 24 dargestellt. Die Abwesenheit von nidhterpretierbaren Signalen bzw.
Signalintensitaten im vorliegenden Spektrum bewelass die Préaparation korrekt deuteriert

vorliegt, und nicht durch organische Spuren venmigeist.
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Abbildung 24: **C-Spektrum von SMC-d,
Die Zielstruktur ist in der Umrandung dargestéIMR-Signale wurden ihren entsprechenden

Kohlenstoffatomen durch Buchstabenpaare zugeordi&@gnalmultiplizitat ist durch
s=Singulett, t=Triplett und h=Heptett beschrieben.

Das 'H-Spektrum von SMC-genthalt 6 distinkte Signalébbildung 25. Integrationsdaten
etablieren, dass die Signale (a) und (d) mit ihregeraden Werten von 0.96 und 0.52 einer
H,O-Verunreinigung (mit einer Konzentration im Spurereich) bzw. dem Ldsemittelsignal
zuzuschreiben sind. Ein Vergleich der chemischenrséfeebungen mit einer
Referenzdatenbank [70] bestétigt diese Ausleguig.vBrbleibenden 4 Signale kbnnen alle
dem Analyten zugerechnet werden. Die Integralwertteden als 2.0, 2.0, 6.0, und 4.0 fir die
jeweiligen Signale in (b), (c), (e) und (f) bestitndusammen mit den Daten der jeweiligen
chemischen Verschiebung lasst dies die Schlusstoigezu, dass das Signal in (f) von den
am starksten abgeschirmten Protonen der Zielkommpenge d.h. den 4 Protonen des
Succinatrestes, herrihrt. Die 6 Methylprotonendregem Singulett in (e) zugrunde, wobei

diese Zuordnung im Einklang mit ihrer erwartungsgBmiedrigeren Abschirmung durch den
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benachbarten Stickstoff und somit einer hoheremidehen Verschiebung des resultierenden
Signals ist. Jeweils zwei Protonen tragen zu degm&en in (b) bzw. (c) bei, und auch hier
gilt dasselbe wie fiir dasH-Spektrum von SUX-g: es konnte erneut durch efiN-
Entkopplungsexperiment bewiesen werden, dass diéinbezeichneten Protonen diejenigen
in der ndchsten Nachbarschaft zum Stickstoffatard. $Die entgiltige Zuordnung der Signale
des 'H-NMR Spektrums von SMCadist in Abbildung 25 zusammengefasst. Die Grafik
verdeutlicht weiterhin dass keine Resonanzen vairansind, welche als Indizien fir

Verunreinigungen oder unvollstandige Deuterierumgesehen werden kdnnten.
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Abbildung 25: *H-NMR-Spektrum von SMC-d; (oben)
Die Strukturformel der Zielsubstanz ist innerhatly &dmrandung dargestellt. NMR-Signale

wurden ihren  entsprechenden  Protonen durch Buchgpalare  zugeordnet.
Signalmultiplizitat ist durch s=Singulett, h=Heptetnd m=Multiplett beschrieben. Unten:
Ausschnitt der bezeichneten Region des obigen StdfH-NMR Spektrums in
Superposition mit der entsprechenden Spektralredgsii'N-Entkopplungsexperiments.
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4.1.3.2FAB-MS

Die FAB-MS Analyse von SMCergibt ein Spektrum mit einem Hauptsignal bei 807.1,
was mit der exakten molekularen Masse des [Eilions korreliert. Die kleineren Signale in
diesem Spektrum konnen als Komplexe [2*M-Hjowie [2*M+[]'gedeutet werden. Die

Interpretation des FAB-MS Spektrums von SMgsat in Abbildung 26 zusammengefasst.
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Abbildung 26: FAB-MS Spektrum von SMC-d;

Das Spektrum enthéalt ein Hauptsignal bei m/z 20¥&as dem isotopischen Atomgewicht des
[M]™ Zielions entspricht. Die kleineren Signale in @i@sSpektrum kénnen den Komplexen
[2*M-H] * bzw [2*M+l]" zugerechnet werden. Es gibt keine Anzeichen fime ei

unvollstandige Deuterierung oder Kontamination Eesdukts.
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4.1.4 Synthese von SMC

4.1.4.1INMR

Im **C-Spektrum von SMC wurden 8 hochaufgeléste Res@madetektiert (Abbildung 27),

von denen eine, das Heptett, das Losemittelsigaedtellt. Die verbleibenden 7 Signale
wurden wie folgt zugeordnet: Resonanzen (a) unds(ajnmen von stark entschirmten
Kohlenstoffkernen, d.h. den Kohlenstoffen der Caybdozw. Estergruppen. Im Gegensatz
hierzu kdnnen die (g)- und (h)-Signale den hochgrabgeschirmten Kohlenstoffen im

Ruckgrad des Succinatrestes zugeschrieben werdenvedbleibenden 3 Signale kdnnen
mithilfe einer Kombination von Multiplizitats- unthtegraldaten zugeordnet werden: Die
Resonanz in (d) ist ein Singulett und kann dahen der Esterbindung benachbarten
Kohlenstoff zugeschrieben werden. Im Gegensatzhisind die Resonanzen in (e) und (c) in
Tripletts aufgespalten, was eine enge Nachbarsdwaftsignalgebenden Kohlenstoffkerne
zum Stickstoff beweist. Um diese Signale nun wgegbend zuordnen zu kénnen wurden
vorhandene Integraldaten beriicksichtigt: die Irtegn von'*C-NMR Signalen ist nicht so

beweiskraftig wie entsprechende IntegraldatenHsSpektren, sie kann jedoch als Hinweis
fur die Zuordnung der Resonanzen verwendet werkdbediesem Fall ergibt die Integration

des NMR Signals in (e) einen dreifach hoheren Vikrtdie des Signals (c), es kann daher
geschlossen werden dass die drei Methylkohlenstdffich erstere Resonanz abgebildet
werden, wahrend letzteres Signal vom KohlenstofRitkgrad des Cholinrestes neben dem
qguaternaren Amin herrtihrt. Die abschlielBende Zugrgnst in Abbildung 27 dargestellt. Die

Abwesenheit von Uberschissigen Signalen im vontidge Spektrum beweist, dass die

Praparation nicht durch organische Spuren veruigtest.
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Abbildung 27: *C-Spektrum von SMC
Die Zielstruktur ist in der Umrandung dargest®IMR-Signale wurden ihren entsprechenden

Kohlenstoffatomen durch Buchstabenpaare zugeordi@gnalmultiplizitat ist durch

s=Singulett, t=Triplett und h=Heptett beschrieben.

Das 'H-Spektrum von SMC enthalt 6 distinkte Signafblgildung 28. Integrationsdaten
etablieren, dass die Signale (a) und (d) mit ihregeraden Werten von 0.69 und 0.41 einer
H,O-Verunreinigung (mit einer Konzentration im Spurereich) bzw. dem Ldsemittelsignal
zuzuschreiben sind. Ein  Vergleich der chemischenrsaleebungen mit einer
Referenzdatenbank [70] bestétigt diese Ausleguig.vBrbleibenden 4 Signale kénnen alle
dem Analyten zugerechnet werden. Die Integralwertieden als 2.0, 2.0, 9.0, und 4.0 fur die
jeweiligen Signale in (b), (c), (e) und (f) bestimrAusammen mit den Daten der jeweiligen
chemischen Verschiebung lasst dies die Schlusstoigezu, dass das Signal in (f) von den
am starksten abgeschirmten Protonen der Zielkomyenge d.h. den 4 Protonen des
Succinatrestes, herriihrt. Die 9 Methylprotonendireglem Singulett in (e) zugrunde, wobei

diese Zuordnung im Einklang mit ihrer erwartungsgBmiedrigeren Abschirmung durch den
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benachbarten Stickstoff und somit einer hoheremddehen Verschiebung des resultierenden
Signals ist. Jeweils zwei Protonen tragen zu dgn&en in (b) bzw. (c) bei, und auch hier
gilt dasselbe wie fiir di&H-Spektren von SUX-@ bzw. SMC-d;: es konnte erneut durch ein
“N-Entkopplungsexperiment bewiesen werden, dassntie (b) bezeichneten Protonen
diejenigen in der nachsten Nachbarschaft zum Stffasom sind. Die endgtiltige Zuordnung
der Signale de$H-NMR Spektrums von SMG@st in Abbildung 28 zusammengefasst. Die
Grafik verdeutlicht weiterhin, dass keine Uberssigen Resonanzen vorhanden sind, welche

als Indizien fur Verunreinigungen angesehen wekdemten.
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Abbildung 28: 'H-NMR-Spektrum von SMC (oben)

Die Strukturformel der Zielsubstanz ist innerhally &dmrandung dargestellt. NMR-Signale
wurden ihren  entsprechenden Protonen durch Buchgpalare zugeordnet.
Signalmultiplizitat ist durch s=Singulett, h=Heptetnd m=Multiplett beschrieben. Unten:
Ausschnitt der bezeichneten Region des obigen StddH-NMR Spektrums in

Superposition mit der entsprechenden SpektralredgshiN-Entkopplungsexperiments.
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4.1.4.2FAB-MS

Die FAB-MS Analyse von SMC ergibt ein Spektrum mihem Hauptsignal bei m/z 204.1,
was mit der exakten molekularen Masse des’ [Eiglions korreliert. Weitere Signale sind
eindeutig als Komplex von zwei Molekiilen SMC undastraktion eines Protons (m/z 407.3)
bzw. in Verbindung mit einem lodidion (m/z 535.Hentifizierbar. Komplexe aus einem
Molekial SMC mit einem Matrixmolektl konnten ebetgatetektiert werden (m/z 357.1).
Andere untergeordnete Signale in diesem Spektrumés als Matrixkomplexe, genauer als
[2*mNBA+H] " vor sowie nach Abstraktion von,8 (m/z 307.0 bzw. m/z 289.0) gedeutet
werden. Es sind keine Anzeichen fur eine Kontanonatles SMC erkennbar. Das FAB-MS-

Spektrum von SMC sowie seine Interpretation igklibildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: FAB-MS-Spektrum von SMC

Das Hauptsignal bei m/z 204.1 korreliert mit deakien molekularen Masse des [M]
Zielions. Weitere Signale sind als [2*M-H](m/z 407.3) bzw. [2*M+I] (m/z 535.1)
identifizierbar. Der [M+mNBAJ-Komplex konnte ebenfalls detektiert werden (m/Z.35%
Untergeordnete Signale konnen als [2*mNBA¥Hjr sowie nach Abstraktion von .8
(m/z 307.0 bzw. m/z 289.0) gedeutet werden.
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Die anschlieBende HPLC-MS/MS der synthetisiertenterimen Standards bewies
schlussendlich ihre Anwendbarkeit fur diese Anatysehnik: die beiden deuterierten
Substanzen sind, wie auch die entsprechenden aéchérierten Analyten, durch einzigartige
Produktionenspektren und somit MRMs untereinandgrenzbar und klar unterscheidbar
(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Produktionenspektren der Analyten sovie internen Standards
Anhand der im Laufe der Methodenentwicklung aufgem@nen Produktionenspektren
konnten fur alle Analyten und ihre internen Staddacharakteristische Fragmente ermittelt

und in einzigartige MRM-Reaktionen umgesetzt werden

Die Abwesenheit nicht-deuterierter Analyten in derdparationen konnte auch mittels des
Verfahrens der HPLC-MS/MS nachgewiesen werden (ilbbg 31).
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Abbildung 31: Anwendbarkeit der synthetisierten internen Standards in der HPLC-MS/MS-Analytik
Die Abbildung zeigt das HPLC-MS/MS-Chromatogrammeeiinternen Standardiésung mit

je 1 pg/ml SMC-d und SUX-dg. Acht charakteristische lonenibergange (1 Quantiind
ein Qualifier je Analyt) wurden wie unter 3.3 besehen aufgezeichnet. Beide deuterierten
Analoga zeigen gute Signalintensitaten fur sowan Quantifier- als auch den Qualifier-
MRM (a) und die Abwesenheit nicht-deuterierter Amanh (b).

4.2  Methodenoptimierung

4.2.1 Acetonitril-Fallung

Mithilfe einer AcN-Fallung wurden nur ca. 10 % d&UX und 40 % des SMC
wiedergefunden, daher wurde diese Art der Probdmreitung nicht als finale
Extraktionsmethode akzeptiert, sondern diente nar Ausgangspunkt fir die weitere

Methodenoptimierung.
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4.2.2 Enzymatische Degradation

Es zeigte sich, dass bei einer Inkubationszeit Syomin bei Raumtemperatur (RT) eine
Serum-Paraoxonkonzentration von 100 ng/ml beredagimal stabilisierend auf SUX wirkt,
eine weitergehende Erhohung der Organophosphatktratien fihrt dartber hinaus zu

keinem messbaren Stabilitatsgewinn (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Stabilitédt von SUX in Abhéngigkeit verschiedener Paraoxon-Konzentrationen (n = 3)

Uber denselben Inkubationszeitraum von 5 min beikBfinte keine stabilisierende Wirkung
des Paraoxons auf SMC beobachtet werden (Abbil8Bhg
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Abbildung 33: Stabilitat von SMC in Abhangigkeit verschiedener Paraoxon-Konzentrationen (n = 3)

In einem Folgeexperiment wurde die Inkubationszs unterschiedlich paraoxonierten
Serums mit SMC auf 24 h bei RT erhoht, um Uberafieingeren Zeitraum eventuelle
stabilisierende Effekte des Organophosphats aufAshatyten dokumentieren zu kénnen. Es
ist zu beobachten, dass Uber die langere Zeitspsetmewohl eine Stabilisierung von SMC
durch Paraoxon erreicht werden kann, jedoch istdiasem Fall schon ab einer
Organophosphatkonzentration von 40 ng/ml der maxikeaservierende Effekt erreicht
(Abbildung 34).
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Abbildung 34: Stabilitdt von SMC in Abhangigkeit verschiedener Paraoxon-Konzentrationen (n = 3, 24 h)

In allen folgenden Experimenten wurde, sofern nehders angegeben, sowohl Serum als

auch Urin immer mit einer Paraoxon-Konzentation 60 ng/ml esterase-inaktiviert.

4.2.3 Extraktionsversuche nach Literaturangaben

Die bereits publizierten (SUX-)Monomethoden mitteélE Uber Carboxylsaure(CBA)-
Matrices [30] oder GFestphasen [2] bzw. mittels FlUssig-Flussig-Exicak (LLE) mit Kl
[22], erwiesen sich wie bereits erwartet als ungest fir eine gleichzeitige Extraktion von
SMC: die Wiederfindung der letztgenannten Substaaz mit stets unter 30 % inakzeptabel
niedrig. Zwei Arbeiten waren erwartungsgemalfl noathtneinmal fur den postulierten

Verwendungszweck des SUX-Nachweises [23,35] zwotkmieren.
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Als einzig erfolgversprechende Extraktionsstrategiede der generelle Ansatz einer sauren
Extraktion in Anwesenheit eines lonenpaarreagerer @ime Festphasen-Saulenmatrix [24]
weiter verfolgt und optimiert. Die Kenndaten demafien Methode sind in Abschnitt 4.4

zusammengefasst.

4.2.4 Optimierte Festphasenextraktion

Es war festzustellen, dass die parallele Proberaeifang von Hand fir beide Matrices
bessere weil reproduzierbarere Ergebnisse lietdstalie automatisierte Probenvorbereitung
mittels der Zymark RapidTrace, welche die einzelRemben nur hintereinander statt parallel
abarbeiten kann (nicht dargestellt). Aus diesemn@ruwurden alle Proben von Hand
aufgearbeitet.

4.3  Probenasservierung

4.3.1 Glasadsorption

Fur SUX im Glasgefald lasst sich ein anfanglichkstaKonzentrationsabfall von ca. 30 %
nachweisen, danach entspricht der weitere Signalabb(lineare Regression:
y = 100 — 0.043 x) dem des SUX im Plastikgefal3.zlezer ist wiederum mit dem
nachweisbaren Signalabbau des SMC in Glas sowstilPlergleichbar (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Materialabhdngige GefafRadsorption vonrSUX und SMC
Die y-Achse gibt die Analytkonzentration in Bezugnz gemessenen Ausgangsgehalt im PP-

GefaR an. Die Geraden verdeutlichen den Signalabbaoh oben angegebener

Regressionsgeraden.

4.3.2 Frier-Tau-Stabilitat

Die Stabilitat von SUX bzw. SMC war in Serum undirlJrvergleichbar, und die
Analytverluste Uberstiegen auch nach drei durcklaer Frier-Tau-Zyklen nicht 10 % des
jeweiligen Ausgangswertes. Eine Konzentrationsabigkeit der Analytstabilitat konnte
nicht nachgewiesen werden. Es war dartber hinaesfals nicht zu beobachten, dass

Verluste bevorzugt in einem der Frier-Tau-Zykleftraten.

4.4  Methodenvalidierung

4.4.1 Selektivitat

Die chromatographische Trennung von SUX und SMChediedigend, und beide Analyten
konnten eindeutig durch ihre einzigartigen MRM-Uligrge identifiziert werden [77].

Bei der weiteren Methodenentwicklung wurde jedoattdeckt, dass die eingesetzten
Leerseren und -urine aller Probanden signifikabtr aariierende Mengen einer Stérsubstanz

mit annahernd gleicher Retentionszeit sowie idehém Haupt-MRM verglichen mit SMC
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enthalten (Abbildung 36). Um letzteren, somit wasén lonenibergang zu ersetzen, wurden
der zweit- bzw. drittstarkste MRM als Quantifiespektive Qualifier fir SMC etabliert. Bei
erneuter Prifung der Leermatrices waren Kkeine fbrmzsignale oberhalb des
Hintergrundrauschens detektierbar. Interferenzert ®UX oder einer der internen

Standardsubstanzen konnten nicht festgestellt werdeht dargestellt).

2000 - @ Serum - 62.5 ng/ml SMC 1400 @ Urin - 62.5 ng/ml SMC
—— m/z204.0 - 1447 m/z204.0 > 1447
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Abbildung 36: SMC-Interfenz in Serum und Urin

Es sind die MRM-Ubergange von SMC in dotiertem &e(a) sowie Urin (c) dargestellt. In
beiden nativen Matrices, d.h. in Serum (b) und Wdh konnte eine Interferenz mit dem
Haupt-MRM von SMC (m/z 204.0— 144.7) zu einer fast identischen Retentionszeit
detektiert werden, was die Identifikation und Qufemérung des Analyten stark erschwerte.
Weder der bisherige Qualifier-Ubergang von SMC (B94.0— 98.6)noch sein drittstarkster

Fragmentionenibergang (m/z 204-0100.6) waren fur die Interferenz nachweisbar.
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4.4.2 Linearitat

Wegen der jeweils sehr grofRen Kalibrationsbereidhre 12.5 — 500 ng/ml und 0.5 — 100
ng/ml wurden gewichtete Kalibrationsmodelle verwandDie Korrelationskoeffizienten
lagen konstant bei bzw. oberhalb von 0.998 (Tal&lEabelle 9).

4.4.3 Grenzen der Methode

Fur Serum lagen die Nachweis- (LOD) und Bestimmgrgzzen (LOQ) bei 1.9 ng/ml bzw.
6.0 ng/ml fur SUX, sowie bei 2.5 ng/ml bzw. 8.6 mg/fur SMC; fur Urin wurden die
korrespondierenden Grenzwerte mit 1.4 ng/ml bz@.rg/ml (SUX) sowie 1.5 ng/ml bzw.
4.9 ng/ml (SMC) bestimmt (Tabelle 8).

4.4.4 Extraktionsausbeute

Die Extraktionsausbeute war mit Werten zwischerd 88d 103.9 % fur beide Analyten und

Matrices (Tabelle 8, Tabelle 9) ausgesprochen gut.

4.4.5 Prazision und Richtigkeit

Fur Serum wurden gute Wiederhol- und Laborprazemokonstant unterhalb von 15 % fur
die niedrigste, sowie unterhalb von 10 % fur alléhéren Konzentrationen der
Qualitatskontrollproben ermittelt. Die Richtigkeitar ebenfalls gut und tberschritt nie die
10 %-Marke. Fir Urin als Probenmatrix wurden vedjibar gute Resultate erzielt (Tabelle
6, Tabelle 7).
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4.4.6 Matrixeffekte

Die matrixbedingte lonensuppression war sowohlSiX als auch SMC in beiden getesteten
Matrices ausgepragt: fur SUX in Urin variierte drerbleibende Signalstarke zwischen
108.1 % fur den hohen und 36.7 % fir den niedriahbrator, flr selbigen Analyten in
Serum wurden die jeweiligen Werte mit 92.9 % bz®.63% beziffert. Die verbleibende
Signalintensitat fiur SMC in Urin lag im Bereich ashen 98.9 % und 23.6 % fur die hohe
bzw. niedrige Analytkonzentration, die korresponelielen Werte fur seréses SMC bewegten
sich zwischen 76.2 % und 28.4 %.

Es konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werdess dée Quantifizierung Uber

extrahierte und nicht etwa Losemittel-Kalibratioreenerfolgen hat.
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4.5 SMC-Interferenz

45.1 Serum

In 62 der 63 untersuchten Serumproben wurde die -BW&Eferenz oberhalb der LOQ
nachgewiesen; in einem Fall wurde die Storsubstamar detektiert, konnte aber nicht
quantifiziert werden. Die gefundenen Konzentratromeerden im Folgenden als ,apparentes
SMC* bzw. ,SMC-Aquivalente* bezeichnet und in ng/amgegeben; sie sind in Abbildung
37 aufsteigend geordnet dargestellt. Die 2 héchistarzentrationen wurden mittels Grubbs-
Test als Ausreil3er definiert, und fir die folgendgatistischen Auswertungen eliminiert. Die
niedrigste und hdchste gefundene KonzentrationAd&ng/ml SMC-Aquivalente bzw. 107.8
ng/ml SMC-Aquivalente (159.7 ng/ml SMC-Aquivalententer Berticksichtigung der

Ausreil3er).
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Abbildung 37: Stérsubstanz in Probandenseren
Es sind die 62 quantifizierbaren Serumproben dé&elies Die jeweilige Menge der

Storsubstanz ist als SMC-Aquivalent bzw. apparer@8®84C in [ng/ml] angegeben. Die
statistische Auswertung hat zwei Ausreil3er (miekgnnzeichnet) definiert.
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Nach Elimination der Ausreisser wurde fir die veisbnden 60 Datenpunkte mittels des
Kolmogorov-Smirnov-Tests fir kontinuierliche Varlab ein p-Wert von 0.52 sowie eine
maximale Distanz zur Normalverteilung vath = 0.10 ermittelt, es liegt somit kein
signifikanter Unterschied zu einer Normalverteiluhgy Werte um den Mittelwert von 55.9

ng/ml SMC-Aquivalente vor.

45.2 Urin

Die 92 untersuchten Probandenurine enthieltenaatiieslie zu bestimmende Stérsubstanz in
guantifizierbaren Konzentrationen. Wie oben beratutert, werden die gefundenen
Konzentrationen im Folgenden als apparentes SME SME-Aquivalente bezeichnet und in
ng/ml angegeben; sie sind in Abbildung 38 aufstaiiggeordnet dargestellt. Die Datenreihe
enthalt einen extremen Ausreisser (Grubbs-Teste medrigste und hochste gefundene
Konzentration war 1.8 ng/ml SMC-Aquivalente bzw.482 ng/ml SMC-Aquivalente
(12239.0 ng/ml SMC-Aquivalente unter Beriicksichtigudes AusreiRers). Der Mittelwert
der Messwerte betragt 427.5 ng/ml SMC-Aquivalente.
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Abbildung 38: Stérsubstanz in Probandenurinen

Es sind die 92 untersuchten Urinproben dargest2ikt.jeweilige Menge der Stérsubstanz ist
als SMC-Aquivalent bzw. apparentes SMC [ng/ml] ayegeen. Der Datensatz enthalt einen

mit * gekennzeichneten Ausreil3er.

Nach Elimination des Ausreissers wurden die 91 ledybnden Datenpunkte einem
Kolmogorov-Smirnov-Test fur kontinuierliche Varigl unterzogen. Aufgrund eings
Wertes von 0.00027 sowie einein= 0.22 wird die Nullhypothese (Normalverteilungr de
Quelldaten) abgelehnt.

Im Folgenden wurde Uberprift, ob durch Referennigrder Interferenz-Konzentrationen auf
den jeweiligen Kreatinin-Gehalt der Proben (9.4 782mg/dl, Mittel: 112 mg/dl)
normalverteilte Daten erhalten werden kdnnen. Daelihis ist in Abbildung 39 graphisch

dargestellt.
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Abbildung 39: Stérsubstanz in Probandenurinen bezogn auf den jeweiligen Kreatiningehalt

Der Quotient wird in relativen Einheiten (erhaldurch Division der absoluten Zahlenwerte
fur Stoérsubstanz-Konzentration und Kreatinin-Korteation, diese in der jeweils Ublichen

Einheit ng/ml bzw. mg/dl) angegeben.

Mit einemp-Wert von 0.06 und = 0.14 kann fur die erhaltenen Quotienten aussBh#tanz-
Konzentration und Kreatiningehalt der Proben eimenhlverteilung nicht mit ausreichender
Sicherheit angenommen werden (s. 5.4).

Der Ausreisser kann durch Verrechnung mit dem HKmeagehalt nicht in die restliche
Datenmenge (0.08-13.9, Mittel: 4.2) eingegliedeeraen, sondern stellt auch als Quotient

weiterhin einen Ausreisser (46.6) dar.

Die endogene Interferenz wurde im Hinblick auf ediignostisch hdchst relevante, physiko-
chemische Schlusseleigenschaft, namlich ihre AlBtbilitat in Relation zu SMC, genauer
untersucht: in diesem Kontext belegt die Abbild4ltgeindrucksvoll, dass die Stdrsubstanz
neben einem identischen Haupt-MRM auch noch eindrélyseempfindlichkeit aufweist,

wie sie auch fir SMC selbst beschrieben ist [30].
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Abbildung 40: Empfindlichkeit der Stérsubstanz gegeiber alkalischer Hydrolyse
Nach alkalischer Hydrolyse erhebt sich das Stoadigmicht mehr Uber das

Hintergrundrauschen, die Interferenz weist also &NC vergleichbare physiko-chemische
Eigenschaften auf. Fur eine bessere Ubersichtlitidtegjeweils nur der stéranfallige Haupt-
MRM dargestellt.

4.6  Forensische Realproben (Serum und Urin)

Im Fall der vermuteten Uberlebten SUX-Intoxikatiotar die Ausgangssubstanz SUX im
Serum nicht nachweisbar. Das SMC Quantifier-Sigavabb sich nicht signifikant Gber das
Hintergrundrauschen (Abbildung 41 a), und ein QeaMRM, welcher das Vorliegen von
SMC hatte bestatigen kénnen, konnte in derselbetridMiaicht detektiert werden. Im Urin
desselben Patienten konnten sowohl SUX als auch BMnzentrationen von 1.9 pg/ml

bzw. 21.0 ng/ml nachgewiesen werden (Abbildung@1 b
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Abbildung 41: Chromatogramme je einer authentischepforensischen Serum- (a) und Urinprobe (b) einer

vermuteten Uberlebten SUX-Intoxikation

Fur Serum zeigt das Chromatogramm nur die Quantifieergange fir SUX (durchgehend)
und SMC (gepunktet), die jeweiligen Qualifier erbobsich nicht signifikant Uber das
Hintergrundrauschen und wurden daher fir eine besdbersichtlichkeit ausgespart. Fir
Urin werden beide Analyten sowohl durch ihren Qifent(durchgehend) als auch Qualifier
(gepunktet) dargestellt. Die lonenubergdnge desrimein Standards sind nicht gezeigt. Im
Serum konnte weder SUX noch SMC detektiert werdanJrin waren beide Substanzen in
Konzentrationen von 1.9 pg/ml (SUX) und 21.0 pg{8WC) nachweisbar.

Bei der Untersuchung der vermuteten todlichen Shiéxikation konnten im Blut weder
SUX noch SMC detektiert werden (Abbildung 42a),Wmn des Verstorbenen jedoch waren
beide Analyten in Konzentrationen von 8.1 pg/ml ¥XgUsowie 3.7 pg/ml (SMC)
nachweisbar (Abbildung 42b).
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Abbildung 42: Chromatogramme je einer authentischen forensischen Urin- (b) und verdiinnter

Blutprobe (a) einer vermuteten tddlichen SUX-Intoxkation

Fiur Blut zeigt das Chromatogramm nur die Quantifibergange fir SUX (durchgehend)
und SMC (gepunktet), die jeweiligen Qualifier erbaobsich nicht signifikant Uber das
Hintergrundrauschen und wurden daher fiir eine besdbersichtlichkeit ausgespart. Fir
Urin werden beide Analyten sowohl durch ihren Qifemt(durchgehend) als auch Qualifier
(gepunktet) dargestellt. Die lonentbergange desrmein Standards sind nicht gezeigt. Im
verdinnten Blut konnte weder SUX noch SMC detektveerden, im Urin waren beide

Substanzen in Konzentrationen von 8.1 pug/ml (S 8.7 pg/ml (SMC) nachweisbar.

4.7  Invitro-Untersuchungen und Vorversuche

4.7.1 Paraoxon-vermittelte Analyt-Stabilisierung im Vollblut

Es zeigte sich, dass auch fur EDTA-Vollblut beiegitnkubationszeit von 5 min bei 37°C
eine Paraoxonkonzentration von 100 ng/ml bereitgimmal stabilisierend auf SUX wirkt,

eine weitere Erhohung der Organophosphatkonzemtratiinrte bei keiner der beiden
getesteten Substratkonzentrationen zu einem messl&tabilitatsgewinn (Abbildung 43).
Die Ergebnisse fur Vollblut stimmen somit grundféte mit denen fur Plasma (s. 4.2.2)

Uberein.
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Abbildung 43: Stabilitat von SUX in Abhéngigkeit verschiedener Paraoxon-Konzentrationen (n = 3)
Fur eine bessere Ubersichtlichkeit ist die y-Achgbrochen dargestellt. Der maximal

stabilisierende Effekt wird bei 100 ng/ml ParaoxwonVollblut erreicht.

Uber denselben Inkubationszeitraum von 5 min b&C3Konnte auch im ETDA-Vollblut
keine stabilisierende Wirkung des Paraoxons auf SM€der in der hohen noch in der
niedrigen Konzentration, beobachtet werden (Ablnfg44). Die Ergebnisse fur SMC im

Vollblut stimmen somit ebenfalls grundsatzlich anen fir Plasma (s. 4.2.2) tberein.
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Abbildung 44: Stabilitat von SMC in Abhangigkeit verschiedener Paraoxon-Konzentrationen (n = 3)
Fir eine bessere Ubersichtlichkeit ist die y-Achpebrochen dargestellt. Es ist kein

stabilisierender Effekt von Paraoxon auf SMC imIWlolt nachweisbar.

In allen folgenden Experimenten wurde, sofern naiders angegeben, auch Vollblut (vgl.

Serum, Urin) immer mit einer Paraoxon-Konzentation 100 ng/ml esterase-inaktiviert.

4.7.2 Methodenvergleich — EDTA/Heparin-Monovetten

Um die beiden Probennahme-Systeme (EDTA- gegenieparin-Monovetten) zu
vergleichen, wurden die Messergebnisse jeweils &ivatgnter Messungen bei 3
verschiedenen Konzentrationen mittels eines zwejsei, gepaarten t-Tests untersucht. Es
wurde die Nullhypothese (kein Unterschied von EDHwben in Bezug auf Heparin-
behandelte Proben) geprift. Fir eine bessere héishkeit und Vergleichbarkeit werden
die Ergebnisse tabellarisch dargestellt (Tabellg a0d sind als Prozentpunkte (bezogen auf

die Heparin-Werte) angegeben.
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Tabelle 10: Statistischer Vergleich zweier Probenrtanesysteme (Heparin vs. EDTA-Monovetten)

Analyt konzéar\lr':g%,it(;n [rel.] (MWEDTi !O/I\O/}WHepari,) gﬁ:fé:f/(;rl]lﬁ[g/f]nz_ p-Wert
niedrig 11.5 -5.8 bis 28.8 0.16

SUX mittel -5.5 -12.4 bis 1.5 0.10
hoch 4.0 -1.0 bis 9.0 0.10
niedrig -5.6 -13.9 bis 2.7 0.16

sMC mittel 3.0 4.5 bis 10.4 0.37
hoch -2.4 -13.9 bis 9.0 0.32

A = Mittelwertdifferenz, MW = Mittelwert

In keinem Fall war eine statistisch signifikante wdichung der Mittelwerte von EDTA-
gegeniber Heparinplasma feststellbar, die Nullhygse kann daher nicht abgelehnt werden.
Da die Abwesenheit von statistisch signifikantertdgschieden jedoch nicht gleichbedeutend
mit nachgewiesener Aquivalenz ist, wurden die 9K@ésfidenzintervalle im Hinblick auf
eine eventuelle experimentelle Relevanz evaluierter Annahme des Vorliegens eines Typ
lI-Fehlers (realer Effekt bei EDTA- verglichen ntiteparinverwendung trotz fehlender
statistischer Signifikanz) liegen die mittleren Adieshungen der EDTA- gegenuber der
Heparinmesswerte mit einer 95 %igen Wahrscheinéithdei maximal -13.9 % bzw. 28.8 %.
Ein eventuell bestehender positiver Effekt der EPARwendung von bis zu 28.8 % kann
zwanglos akzeptiert werden, ein mdglicher adveEstakt von bis zu -13.9 % (bestimmt bei
der niedrigsten eingesetzten SMC-Konzentration)nkaits experimentell nicht relevant
gewertet werden: systematische Fehler sowie Imgicizider Methode kdénnen jeweils zu
Abweichungen von * 15 % zwischen Mel3- und Solli@nten (s. auch Abschnitt 4.4.5), ein
zu kleiner realer Effekt der EDTA- gegenuber derp&ten-Nutzung wird somit —
insbesondere bei niedrigen Analytkonzentrationgnn-der Messungenauigkeit tberlagert.

In Ermangelung einer nachweisbaren Uberlegenheitieparin-Plasma fiir die vorliegende
Analytik fuhrten die bereits in 2.4.2.5 ausgefiihrtpraktischen Uberlegungen dazu, EDTA-

Monovetten fir die durchzufiihrende Studie einzusetz
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4.7.3 In vitro -Distribution von SUX und SMC

Im aus dotiertem Vollblut gewonnenen Plasmg,(Pliegen die ermittelten Konzentrationen
fur SUX sowie SMC statistisch stets hoch signifik@weiseitiger ungepaarter t-Test; SMC
niedrig: p = 0.02, Restp < 0.0001) oberhalb derer im dotierten Plasmay@hei letztere im

Rahmen der MelBungenauigkeit mit den extrahiertdibkdoren tbereinstimmen. Aus dieser
Konzentrationsdifferen& (angegeben in Prozent bezogen auf BIWann das Volumen einer
gegebenen Vollblutprobe ermittelt werden, welchés ¢€ine Verteilung des jeweiligen
Analyten zur Verfliigung steht (Verteilungsvolumebje Differenz zu 100 % beschreibt das
verbleibende Volumendefizit, also denjenigen Raw®r;, nicht fir eine Analytverteilung

verflgbar ist.

Tabelle 11: Distribution von SUX und SMC im Vollblut

Analyt Analyt- A Konzentration [%]  Verteilungsvolumen A Volumen
konzentration [rel.]  (MWpyon vS. MWp) [% des Vollblut-Vol.] [%0]

niedrig 70.6 58.6 41.4
SUX mittel 78.9 55.9 44.1
hoch 74.4 57.3 42.7
niedrig 14.6 87.3 12.7
SMC mittel 57.2 63.6 36.4
hoch 60.9 62.2 37.8

Fur alle eingesetzten Konzentrationen von SUX lgmoadiert das nicht an der Distribution
beteiligte Kompartiment der Vollblutprobé& Volumen) sehr gut mit dem Hamatokrit, also
dem Gehalt an zellularen Bestandteilen der Blutpr®orm: 46 % + 6 % bei Mannern, 42 %
*+ 6 % bei Frauen [78]). Das Verteilungsvolumen 8MC in der Vollblutprobe ist bei jeder

getesteten Konzentration um mehrere Prozentpunkifgeg als das von SUX, im niedrigen
Konzentrationsbereich ist dieses Phanomen allesds®ir viel starker ausgepragt als bei

mittleren oder hohen SMC-Konzentrationen.
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4.7.4 In vitro -Abbau von SMC

Es wurde dein vitro-Abbau von SMC im EDTA-Vollblut Gber eine Inkubatgreit von 60
min (bei 37°C) hinweg untersucht, um Uber diesegé#ien — und fur die Probenaufbereitung
wahrend der Probandenstudie potentiell relevanterze#traum eventuell auftretende,
destabilisierende Effekte auf den Analyten dokuneeeh zu kénnen. Das Ergebnis der
vitro-Kinetik fur SMC ist in Abbildung 45 dargestellt.
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Abbildung 45: Stabilitat von paraoxon-unbehandeltemSMC (n = 3)

Die Proben des Abbau-Experiments sind einer ssamten Referenzprobe derselben
Konzentration (a) gegenubergestelik vivoist kein relevanter Abbau von SMC im nicht-
stabilisierten Vollblut (b) nachweisbar. Es lasshsfolglich keine Halbwertszeit fir SMC

ableiten, die verglichen mit der Dauer der Prob@ardeitung in einer relevanten

GrofRenordnung liegt.
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4.8 Invivo-Untersuchungen - Probandenstudie

4.8.1 Plasma

Plasma-Konzentrationsprofile von SUX und SMC anhaod stabilisierten Probenaliquots

wurden in 15 Probanden bestimmt.

4.8.1.1Konzentrationsprofil SUX

Wie bereits unter 3.12.6 beschrieben wurde mit &obennahmeschema ein Kompromiss
von akzeptabler Datendichte fur SUX (zur Definitidar Nachweisfenster) bei maximaler
Datendichte fir SMC (fur eine aussagekraftige Kk)etngestrebt. Es soll daher hier nur eine
beispielhafte SUX-Abbaukurve dargestellt werdere durch eine vergleichsweise hohe

Datendichte im Bereich bis 2 min nach SUX-Einleggut definiert ist.

10000 -
1000 4 e,

- ___..__.._._.___._

SUX [ng/ml]

10

Zeit [min]
Abbildung 46: SUX-Abbau in einem Beispiel-Probanden

Das Vorliegen einer mehrphasigen Kinetik kann fiX3estatigt werden.
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4.8.1.2Konzentrationsprofil und Abbaukinetik von SMC

Nach intravendser Bolus-Gabe von SUX wurden PeakrRdkonzentrationen (6.2 — 42.9
pg/ml, Mittel: 16.3 pg/ml) fur SMC nach 0.03 — Minuten (Mittel: 0.8 min) gemessen.
SMC war in allen Probanden tber das gesamte 64ggi&dudienintervall nachweisbar.

Der Konzentrationsabfall von SMC im Plasma steétlh snehrphasig dar (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Uberlagerung der 15 individuellen SMGKonzentrations-Zeit-Profile im Plasma

Es ist in allen Féllen ein mehrphasigéonzentrationsabfall fir SMC im Plasma sichtbar.

Durch die halblogaritmische Auftragung kdnnen Hadbszeiten visualisiert werden.

Die erhobenen Rohdaten wurden mittels TopFit® eipbarmakokinetischen Analyse
unterzogen. Durch Auswertung der nutzerdefinierteticerten Daten und Optimierung der
Werte fur das Akaike Informationskriterium sowiesdéchwarz- und Imbimbo-Tests konnte
ermittelt werden, dass der SMC-Plasmakonzentrad@iisVerlauf am bestemit einem 3-
Kompartiment-Modell beschrieben werden kann. Katiehskoeffizienten von’r= 0.992 +
0.012 fiir den 3-kompartimentellen Ansatz beweiserhdrvorragende Ubereinstimmung des

Modells mit den jeweilig ermittelten Rohdaten.
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Die folgenden Graphen zeigen die mittels 3-Kompeetit-Ansatz modellierten SMC-
Plasmakonzentrationsverlaufe in Zusammenschau mit deim jeweiligen Probanden

erhobenen Messwerten.
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Abbildung 48: Mittels 3-Kompartiment-Ansatz modellierte Plasma-Konzentrationsverlaufe von SMC

Die individuell modellierten Kurvenverlaufe singadlinie, die Rohdaten als Punkte fir jeden
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Bereits  aus einer Uberlagerung der  oben dargestellt modellierten

Plasmakonzentrationsverlaufe von SMC (Abbildung K®nen erste Erwartungswerte fir
die forensisch-toxikologische Fallarbeit abgeleitetrden: bis 1 h nach SUX-Injektion sind
SMC-Konzentrationen von mindestens 1 pg/ml zu eemamach 6 h kann noch von SMC-

Konzentrationen zwischen 0.1-1 pg/ml ausgegangedeme
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Abbildung 49: Uberlagerung der modellierten SMC-Plamakonzentrationsverlaufen

Erwartungswerte fir die forensisch-toxikologischall&beit kénnen abgeleitet, und
gemessene Werte im Rahmen einer Plausibilitatstiaeingeordnet und bewertet werden.




4 Ergebnisse 115

FUr eine genauere Beschreibung des SMC-Abbaus wurde mittels der 3-
kompartimentellen Analyse ermittelten, forensiselevanten pharmakokinetische Parameter
detailliert ausgewertet:

0.5 £ 0.4 min nach SUX-Injektion werden SMC-Peakplakonzentrationen von 26.2 + 12.4
png/ml kalkuliert. Der Verteilungsraum des zentrakompartiments weist ein apparentes
Volumen von 3.3 = 2.4 | auf. Aus dem zentralen Kanimment wird SMC zunéchst schnell,
mit einer Distributionsgeschwindigkeitskonstanteg\on 2.2 + 2.2 mit}, in ein peripheres
Kompartiment (3) verteilt, wobei fiur dieses Komjadnt ein apparentes Volumenrs Von
6.5 + 2.4 | bestimmt wurde. Als weiteres, peripBet¢ompartiment nimmt (4) etwas
langsamer, mit einer Distributionsgeschwindigkedtsitanten ¥ von 0.27 + 0.19 min an
der Umverteilung von SMC tell, fir dieses Kompagithwurde ein apparentes Volumen V
von 13.8 + 4.8 | bestimmt. Unter Gleichgewichtsibgdingen nimmt SMC ein apparentes
Verteilungsvolumen von 24.4 + 7.7 | ein. Mit Disttionsgeschwindigkeitskonstanteg, k
von 1.0 + 1.4 miit bzw. ks von 0.11 + 0.16 min verlauft die Riickverteilung von SMC aus
der Peripherie in das zentrale Kompartiment im @llitatngsamer als seine Distribution in
diese Kompartimente. Aus dem zentralen Kompartimemtd SMC mit einer
Eliminationsgeschwindigkeitskonstantenc kvon 0.07 + 0.04 mih eliminiert. Die
vorgenannten  Prozesse schlagen sich in dem bdsehee triphasischen
Konzentrationsabfall von SMC im Plasma mit Halbweeiten 4, von 0.5 £ 0.6 min,1fx
von 8.5 + 6.8 min sowie der terminalen HWz,tvon 103 + 34 min nieder. Fir SMC konnte
insgesamt eine mittlere systemische VerweildaueRTMvon 132 + 47 min bei einer

apparenten Clearance von 194 + 61 ml/min bestimentian.

Tabelle 12 gibt einen Uberblick tber die ermitte)téndividuellen kinetischen Parameter

eines jeden Probanden.
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Tabelle 12: Individuelle pharmakokinetische Paramegr

Patent er - Gesellecht K& *Gc) (Sic)poss SHE  Se
Dosis [mg] [mg/kg KG]  [ug/ml]  [min]
3 67 m 95 100 (70) 1.1 (0.8) 18.4 0.32
4 69 w 58 100 (70) 1.7 (1.2) 122 1.0
7 69 w 62.5 100 (70) 1.6 (1.1) 20.2 0.69
8 66 m 101.4 100 (70) 1.0 (0.7) 42.6 0.52
9 19 m 65 100 (70) 1.5(1.1) 33.3 0.20
10 33 w 63 100 (70) 1.6 (1.2) 35.1 0.08
11 58 W 85 100 (70) 1.2 (0.8) 16.9 0.04
12 74 m 95 100 (70) 1.1 (0.8) 26.1 0.34
13 64 W 75 100 (70) 1.3 (0.9) 19.0 0.65
14 75 w 62 100 (70) 1.6 (1.2) 6.6 1.3
16 45 m 73 100 (70) 1.4 (1.0) 29.7 1.0
17* 79 w 90 100 (70) 1.1 (0.8) 4.3* 5.0*
18 72 m 74 100 (70) 1.4 (1.0) 50.7 0.54
19 40 w 55 80 (56) 15(1.2) 19.2 0.11
21 61 w 74 100 (70) 1.4 (1.0) 36.9 0.20
Mittel 59.4 - 74.2  98.7 (69.1) 1.4(1.0) 26.2 0.49
STABW 17.4 - 13.6 5.2 (3.6) 0.2(0.2) 124 0.38
MIN 19 - 55 80 (56) 1.0 (0.7) 6.6 0.04
MAX 79 - 95 100 (70) 1.7 (1.2) 50.7 1.3

*Die Daten von Proband 17 wurden nur teilweise il dtatistischen Berechnungen
(Mittelwert, Standardabweichung etc.) eingeschlossia aufgrund von Komplikationen bei
der Einleitung eine Probennahme erstmals nach 5miglich war, eine Erfassung des
wahren Gax und abhéangiger Parameter (markiert mit Asteriskjalglich nicht zu erwarten.
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Kis Ka1 K1a Ka1 Kie

Vel Vz[ll Va[ll Vssll] [/min] [1/min] [L/min] [1/min]  [1/min]

3.3 5.0 10.6 18.9 9.0 5.9 0.12 0.04 0.06
5.7 5.7 8.3 19.7 0.5 0.47 0.02 0.01 0.03
3.4 11.8 24.2 39.3 2.0 0.56 0.37 0.50 0.12
15 7.4 225 315 2.2 0.46 0.67 0.47 0.13
2.0 5.0 17.0 24.0 1.6 0.67 0.46 0.05 0.12
1.9 5.9 11.7 19.4 2.8 0.92 0.43 0.07 0.09
4.0 5.8 13.2 23.0 2.2 15 0.18 0.05 0.03
2.6 6.2 14.5 23.4 15 0.60 0.20 0.04 0.06
3.6 6.7 8.1 18.4 0.4 0.22 0.08 0.03 0.06
10.6 11.6 158 37.9 0.13 0.12 0.03 0.02 0.01
2.3 5.2 10.2 17.6 15 0.69 0.29 0.06 0.09
15.8* 3.2 16.3 35.2 2.5% 12.5* 0.05* 0.05* 0.01
1.3 5.1 11.1 175 3.6 0.90 0.50 0.06 0.11
2.8 7.1 13.8 23.8 15 0.61 0.17 0.03 0.08
1.8 5.3 9.8 16.9 1.8 0.63 0.25 0.05 0.10

3.3 6.5 13.8 24.4 2.2 1.0 0.27 0.11 0.07
2.4 2.4 4.8 7.7 2.2 1.4 0.19 0.16 0.04
1.3 3.2 8.1 16.9 0.13 0.12 0.02 0.01 0.01
10.6 11.8 24.2 39.3 9.0 5.9 0.67 0.50 0.13
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Tabelle 12 (Fortsetzung)

Patient  tyq tyop t1/oy MRT AUC CL Korrelation
[#] [min] [min] [min] [min] [Lg/mIxmin]  [ml/min] (®)
3 0.46 6.9 83 104 385 182 0.989
4 0.72 26.7 127 127 448 156 0.978
7 0.24 5.4 80 103 182 384 0.996
8 0.21 4.8 121 158 350 200 0.997
9 0.25 3.9 81 102 298 235 0.996
10 0.17 4.1 86 115 415 169 0.999
11 0.18 5.3 139 189 575 122 0.992
12 0.31 7.1 112 143 428 164 0.997
13 0.96 111 74 91 342 204 0.992
14 2.54 22.1 195 255 468 150 1.00
16 0.28 4.6 66 85 335 209 0.993
17+ 0.46* 7.2 130 183 353 198 0.998
18 0.14 4.5 93 123 490 143 0.997
19 0.30 7.8 89 109 256 219 0.994
21 0.25 6.1 76 96 395 177 0.998
Mittel 0.50 8.5 103 132 381 194 0.992
STABW  0.63 6.8 34 47 97 61 0.012
MIN 0.14 3.9 66 85 182 122 0.954
MAX 2.54 26.7 195 255 575 384 1.000

Wie bereits erlautert beschreibt das oben dardestéd-Kompartiment-Modell den
Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf des SMC am bestenpharmakokinetischen Parameter
mit der groRten forensischen Relevanz — die termirdalbwertzeit sowie die MRT —
erscheinen jedoch bei einem Vergleich des 3-konmpantellen Ansatzes mit der
benutzerdefinierten Auswertung faktisch aquivalemd somit doppelt abgesichert:

Mittels des nutzerdefinierten Ansatzes wurde eitdare terminale Halbwertszeit von 106 *

37 min bei einer mittleren, systemischen Verweitavwon 134 £ 49 min ermittelt. Diese
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Werte korrelieren sehr gut mit den anhand des 3ika@timent-Modells erhobenen

Vergleichsparametern von 103 + 34 min fipytbzw. 132 = 47 min fir die MRT. Fur einen

Datensatz weichen die 0.g. Ergebnisse fur die Madelle durchschnittlich nur = 1-2 %

voneinander ab, eine maximale Differenz von + 3&@&tde fir keinen Parameter und keinen
Probanden je Gberschritten.

Die hohe Vergleichbarkeit des nutzerdefinierten mém 3-kompartimentellen Ansatz

bezuglich der o.g. Parameter kann auf die annahdeclungsgleichen Werte fur die AUC
von 382 * 97 (benutzerdefiniert) gegenuber 381 + @#Kompartiment-Modell)

zuruckgefuhrt werden.

Um eine eventuelle forensische Relevanz interiddigiler Unterschiede herauszuarbeiten,
wurden die Daten im Hinblick auf entsprechende Hlgpsen [79] auf pharmakokinetische
Unterschiede zwischen den Geschlechtern sowie hefisProbanden mit primar hepatischen
Erkrankungen gegeniuber anderen Operationsindilati@usgewertet. Ebenfalls untersucht
wurde ein mdglicher Einfluss des Probandenaltefréoaensisch relevante Parameter.

Zunéchst wurden dazu die Datenséatze der mannliesowie weiblichen (9) Probanden
mittels eines zweiseitigen, ungepaarten t-Testsrantht. Es wurde die Nullhypothese (kein
Unterschied zwischen den Untergruppen) gepriift. €idie bessere Ubersichtlichkeit und

Bewertbarkeit werden die Ergebnisse tabellarischefellt (Tabelle 13).

Tabelle 13: Vergleich mannlicher und weiblicher Prbbanden beziglich forensisch relevanter

pharmakokinetischer Parameter

Parameter MW MW A (MW;-MW;) STABW STABW

[Einheif]  weibl.  mannl. weibl. mannl,  PWVert
Cmax[Hg/ml]  20.8 335 -12.7 10.4 11.6 0.05
CL [ml/min] 198 189 9.1 76 33 0.79

typ [min] 111 93 18.1 40 21 0.33

MRT [min] 141 119 21.6 56 28 0.39




120 4 Ergebnisse

Fur keinen Parameter war eine statistisch sigmfi&aAbweichung der Mittelwerte von
mannlichen gegenuber weiblichen Probanden fediatellie Nullhypothese kann daher nicht
abgelehnt werden. Nur flr.g wurde einp-Wert an der Grenze zur statistischen Signifikanz

ermittelt.

Auch die Datensatze der primar an der Leber erlteank(7) gegenuber nicht-
lebergeschadigten Probanden (8) wurden mittelsseiweiseitigen, ungepaarten t-Tests
untersucht. Es wurde die Nullhypothese (kein Uwteesi zwischen den Untergruppen)
gepriift. Fir eine bessere Ubersichtlichkeit und &evarkeit werden die Ergebnisse
tabellarisch dargestellt (Tabelle 14).

Tabelle 14: Vergleich von primar hepatisch erkranken und nicht-lebergeschadigten Probanden beziiglich

forensisch relevanter pharmakokinetischer Parameter

Parameter MW MW A (MW gesund- STABW STABW

[Einheit] krank  gesund MW yrani) krank gesund p-Wert
Cmax[Hg/ml] 330 211 -11.8 7.6 13.2 0.06
CL[mlimin] 225 167 -57.0 74 32 0.06

ty/ay [MiN] 91 114 22.5 24 40 0.21
MRT [min] 120 143 22.2 36 54 0.36

Fur keinen Parameter war eine statistisch sigmf&aAbweichung der Mittelwerte von
lebergeschadigten Probanden gegeniber Probandem lotiverschaden feststellbar, die
Nullhypothese kann daher nicht abgelehnt werden.

Fur Gnax und CL wurderp-Werte an der Grenze zur statistischen Signifikarmzittelt, eine
maogliche wissenschaftliche Relevanz erscheint jedafgrund der Richtung der
Mittelwertsabweichung (MWank> MWgesung zumindest fir die Clearance abzulehnen.
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Auf einen madglichen Einfluss des Probandenaltefpharmakokinetische Parameter (&
CL, tiyp, MRT) wurde mittels individueller Spearman Rangktationen getestet. Die

Ergebnisse kbénnen der folgenden Tabelle 15 enthamwveeden.

Tabelle 15: Korrelation des Probandenalters mit foensisch relevanten pharmakokinetischen Parametern

Parameter Spearmans Rho

[Einheif] p-Wert
Crax [Hg/mI] -0.26 0.19
CL [ml/min] -0.38 0.08

t1/o [Min] 0.51 0.03
MRT [min] 0.54 0.02

Fir typ, (p = 0.51) sowie die MRTH= 0.54) konnte eine tendenziell positive Korrelatioit
dem Alter der Patienten festgestellt werden, bereieh Spearman Rangkorrelationsfaktoren
von p= — 0.26 sowiep = — 0.38 wiesen dagegen auf eine schwach negativeslidtbon
zwischen dem Probandenalter unghowie CL. Mit einenp-Wert von 0.19 war Gax hicht
signifikant mit dem Alter korreliert. Im Gegensatiazu konnte statistische Signifikanz
sowohl fur i3, (p = 0.03) sowie die MRTp(= 0.02) festgestellt werden, wobei ein einzelner
AusreilRer (Grubbs-Test) eine signifikante und stggkkorrelation von Clearance und Alter

verhinderte | = 0.08;p = 0.04 mitp = — 0.49 nach Elimination des Ausreil3ers).

Abbildung 50 illustriert die oben prasentierten &bgisse. Durch die letztlich nur schwachen
Korrelationen ist eine forensische Relevanz frayliwobei diese Zusammenhange spater

noch eingehend diskutiert werden.
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Abbildung 50: Korrelation von Probandenalter mit forensisch relevanten, pharmakokinetischen

Parametern von SMC

Die Graphen zeigen die tendenziell negative Koti@tavon Alter mit CL (a) bzw. die
angedeuteten positiven Korrelationen von Probariteenait der terminalen Halbwertszeit
(b) sowie der MRT (c). Im Rahmen der Gegenibetsiglion Alter mit Clearance wurde ein
einzelner Ausreil3er identifiziert (in Klammern).ekalkulierten linearen Regressionsgeraden

sind dargestellt.

Auch auf einen moglichen Einfluss des Probandengewi auf pharmakokinetische
Parameter (Gax CL, tiz, MRT) wurde mittels individueller Spearman Rangkéationen
getestet. Die getesteten pharmakokinetischen Péeamaren weder statistisch signifikapt (
> 0.15) noch potentiell forensisch relevamisfets kleiner als + 0.30) mit dem Kérpergewicht

korreliert.

Um echte interindividuelle Unterschiede in der Rblggie der SMC-Metabolisierung
annehmen zu kdnnen, muss ein signifikanter EinflessMethodik und der experimentellen
Prozeduren auf die pharmakokinetischen Parameteigeaohlossen sein. In diesem
Zusammenhang wurde das Ausmal’ intravendser IntrsiRinger-Lactat-Losung und/oder
Gelafundin®) als die wahrscheinlichste Quelle gsystescher Fehler identifiziert.
Individuelle Spearman Rangkorrelationen wurden esetgt, um eine mogliche Verzerrung
der SMC Konzentrations-Zeit-Profile zu detektierdédie getesteten pharmakokinetischen
Parameter (CL4ky, MRT) korrelierten weder statistisch signifikaptX 0.22 und p > 0.20 fur
Ringer-Lactat und Gelafundin®) mit der Infusionsmennoch war ein Verhéltnis zwischen

diesen TestgroBen als potentiell forensisch relevaau erkennen (Spearmans
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Rangkorrelationsfaktop stets kleiner als + 0.22 bzw. £ 0.25 fur Ringeciad bzw.

Gelafundin®). Eine mogliche wissenschaftliche Ralev erschien auch in diesem Fall
aufgrund der Richtung der vermeintlichen Korrelaén (schwach aber unplausible positive
bzw. negative Korrelation der Infusionsmenge mitn deinzelnen Parametern) stets

abzulehnen.

Korrelationen von forensisch relevanten pharmakatischen Parametern mit anderen
Medikamenten oder Therapien waren dartber hinawenfells nicht ersichtlich (nicht
dargestellt).

4.8.1.3Einfluss der Stabilisierung auf SUX und SMC

Um die forensische Relevanz einer Probenstabilisgerbemessen zu kénnen, wurden im
Vergleich zu den 15 stabilisierten Probenserien BeiProbanden (s. Tabelle 16)
Konzentrationsverlaufe der Zielanalyten anhand wvocht stabilisierten Plasma-Proben

bestimmt.

Tabelle 16: Patientendaten des Kollektivs flr nichistabilisierte Probenserien

Patient Alter Geschlecht Gewicht abs. SUX-Dosis rel. SUX-Dosis

[#] [Jahre] [m/w] [kg] [mg] [mg/kg KG]
5 67 w 80 80 1.0
23 74 m 95 100 11
24 52 m 85 100 1.2

Wie bereits gezeigt sind die Konzentrationsverlalge Zielsubstanzen, insbesondere die des
SMC, nach Stabilisierung sehr regelmalRig und awgschen verschiedenen Probanden im
grundsétzlichen Verlauf reproduzierbar (Abbildung.4

Der Analytabbau in nicht-stabilisierten Proben &aft im Gegensatz dazu haufig chaotischer,
unplausibel starke auf- und abwartsgerichtete Sohwagen in der messbaren Plasma-
Konzentration kdénnen auch zwischen mehreren kureirmanderfolgend entnommenen
Proben beobachtet werden. Analyten sind im Vergleic zeitlich aquivalenten, stabilisierten
Proben teils nur in sehr viel niedrigerer Konzetmraoder auch gar nicht nachweisbar.
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Fur SUX konnte in allen nicht-stabilisierten Protlan eine im Vergleich zu den stabilisierten
Probenserien erheblich herabgesetzte Nachweisbarkesowohl was die mel3baren

Konzentrationen als auch die Dauer eines mogli®idX-Nachweises angeht — beobachtet
werden. Abbildung 51 zeigt beispielhaft den Verldaf messbaren SUX-Konzentration tber

einen nicht-stabilisierten Probenlauf.
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Abbildung 51: SUX in nicht-stabilisiertem Plasma
Die nachweisbaren SUX-Konzentrationen sind in eingiedrigen Konzentrationsbereich

stark schwankend. SUX kann zu einem gegebenen ubéitpnicht, und in einer zeitlich

darauf folgenden Probe wiederum nachweisbar sein.

Fur SMC konnten im Gegensatz dazu grol3e interiddatle Unterschiede bezlglich der
Auswirkungen einer nicht erfolgten Paraoxonstaieilisng festgestellt werden: In einem
Probanden (# 23) unterschied sich der mittels rstdtilisierter Blutproben ermittelte SMC-
Konzentrationsverlauf im Plasma kaum von dem stbiter Probenserien (Abbildung 52c¢),
in einem anderen Probanden dagegen (# 24) wareabilisert niemals mehr als 100 ng/mi
SMC nachweisbar (Abbildung 52a). Abbildung 52 zeigg SMC-Profile der drei nicht

stabilisierten Probandenserien in einer graphis@egeniuberstellung.
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Abbildung 52: Unterschiedliche Auswirkungen einer asbleibenden Paraoxon-Stabilisierung auf den
SMC-Abbau
Es sind die SMC-Konzentrationsverlaufe der nichbsisierten Probenlaufe (Proband #24, a;

Proband #5, b; Proband #23, c) in halblogarithnras&uftragung abgebildet. Die x-Achse ist
fur eine bessere Ubersichtlichkeit teils verkuratgistellt. Ein Berlihren der x-Achse ist (in
Ermangelung der Darstellbarkeit der ,0“ bei lodamischer Auftragung) gleichbedeutend
mit einem Unterschreiten der Nachweisgrenze. Enomterindividuelle Unterschiede im

Ansprechen auf eine Paraoxonstabilisierung sindenibachten.

Um die Komplexitat dieser Ergebnisse Uubersichtlidarstellen zu kénnen, soll die
Nachweishaufigkeit der Zielanalyten in Abhangigkean der Zeit nach SUX-Einleitung fur
die nicht-stabilisierten Probenldufe ermittelt, umdit entsprechenden Werten fur die
stabilisierten Ansatze verglichen werden.

Zu diesem Zweck wurden die Ergebnisse aller stabiter sowie nicht stabilisierter
Probenserien jeweils kombiniert, und nach dem Kute der Probennahmezeit in sinnvolle
Gruppen eingeordnet: die Gruppen wurden derart ggwdass nur mdglichst zeitgleiche
Probennahmen zusammengefasst wurden, allerdinfie sblenfalls eine minimale Anzahl
von Messwerten pro Gruppe auch fur die nicht-g&biten Versuchsreihen nicht
unterschritten werden. Fur die stabilisierten Pnsieeien wurden fir SUX bzw. SMC 18 bzw.
16 Gruppen definiert, wobei in jeder Gruppe je 11V¥erte (Mittel: 14.6 Werte fur SUX

bzw. 16.4 Werte fur SMC) zusammengefasst wurden.




126 4 Ergebnisse

Fur die nicht-stabilisierten Probenserien ergabem fsir SUX bzw. SMC 11 bzw. 9 Gruppen
mit je 3-11 Einzelwerten (Mittel: 5.4 Werte fur SWé¢w. 7.1 Werte fur SMC), wobei die
sehr gering scheinende, minimale Gruppenstarke nton3 Werten durch die Anzahl der
Probanden von n = 3 bei der Probennahmezeit »dh It unvermeidbar war.
Unterschiedliche  Gruppenstarken wurden gewdahlt, uden unterschiedlichen
Abbaugeschwindigkeiten von SUX und SMC gerecht eaden: fir SUX wurden eher kleine
Gruppenstarken zu Gunsten sehr ahnlicher Proberemditen gewahlt, um auch abrupte
Veranderungen in der Nachweishaufigkeit besserl@dabizu konnen. Fir SMC konnten
dagegen groRBere Zeitintervalle zugunsten einer redheAussagekraft weil groRReren
Gruppenstarken zusammengefasst werden.

Die urspringlich kontinuierlichen Messwerte einernadytkonzentration wurden in
kategorische Daten  (,positiv’, ,negativ®) umgeformt und die prozentuale

Nachweishaufigkeit der Zielsubstanzen in jederemen Gruppe bestimmit.

4.8.1.3.1SMC

In den stabilisierten Proben war SMC Uber den gesariwersuchszeitraum oberhalb der
Bestimmungsgrenze nachweisbar, dagegen nimmt digfighait eines positiven SMC
Nachweises bei nicht-stabilisierten Proben tUber\demauf des Versuchszeitraums ab: nach
ca. 4 h gelingt nur noch in 50 % der nicht-stalafien Proben ein Nachweis von SMC, nach
6 h ist nur noch ein Drittel dieser Proben SMC-pesin Abbildung 53 sind die diskutierten
Nachweishaufigkeiten fiur SMC in stabilisierten gegjeer nicht-stabilisierten Plasmaproben

graphisch dargestellt.
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Abbildung 53: Nachweisbarkeit von SMC im Plasma

In stabilisiertem Plasma ist SMC Uber das gesamngiessi¢hsintervall nachweisbar. In nicht
stabilisiertem Plasma nimmt die Nachweiswahrsclatikéit innerhalb von ca. 4 Stunden um
50 % ab, nach 6 Stunden ist SMC nur noch in einemteDder Proben nachweisbar.

Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der efiie Gruppe und somit einen

Haufigkeitswert zusammengefassten Probennahmezgiten

4.8.1.3.2S5UX

Die Haufigkeit eines SUX-Nachweises in stabiligent Plasma sinkt wahrend der ersten 10
min sehr schnell auf ca. 25 % ab, der weitere Réieggin der Inzidenz positiver SUX-
Befunde verlauft langsamer. In einem Fall gelang $UX-Nachweis noch in einer Probe,
welche zum Zeitpunkt t = 65 min nach Einleitungnemhmen wurde.

Im unstabilisierten Plasma besteht fir SUX nur wen deitpunkt des Ereichens seingf.C
(Tmax = 0.5 min, [4]) herum Uberhaupt eine relevante Nambkaufigkeit: in diesem
Zeitfenster wurden fur bis zu 30 % der Proben pasiSUX-Befunde erhoben. Der letzte
SUX-Nachweis gelang nicht-stabilisiert in einer B¥pwelche zum Zeitpunk t = 4 min nach
Einleitung abgenommen wurde. In Abbildung 54 sima diskutierten Nachweishaufigkeiten

fur SUX in stabilisierten gegenuber nicht-stabdisen Plasmaproben graphisch dargestellt.
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Abbildung 54: Nachweisbarkeit von SUX im Plasma

In stabilisiertem Plasma nimmt die Nachweishaufigkaerhalb von 10 min auf ca. 25 % ab.
In einem Fall war SUX in einer Probe mit t = 65 mmachweisbar. In nicht stabilisiertem
Plasma ist SUX nur zum Zeitpunkt deg£in max. 30 % der Proben nachweisbar, der letzte
positive Befund wurde fir eine Probe mit t = 4 marhoben. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung der fir eine Gruppe und somihenei Haufigkeitswert

zusammengefassten Probennahmezeiten an.

4.8.2 Urin

4.8.2.1Konzentrationsprofile von SUX und SMC

Urin-Konzentrationsprofile von SUX sowie SMC wurdemhand von 15 stabilisierten
Probenserien bestimmit.

Um die forensische Relevanz einer Probenstabilisgerbemessen zu kdnnen, wurden
vergleichend dazu bei 3 Probanden Konzentratiofiawverder Zielanalyten anhand von nicht
stabilisierten Urin-Proben bestimmit.

Sammelurinproben wurden von 9 Probanden entnommawof 3 nicht-stabilisiert), und
beinhalteten den Urin des gesamten Zeitraums voiidéitung von SUX bis ca. 1 h danach
(Gesamt: 40-70 min, Mittel: 62.9 min; stabilisief@oben: 60-70 min, Mittel: 66.8 min;
nicht-stabilisierte Proben: 40-65 min, Mittel: 5%rin).
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In allen — stabilisierten sowie nicht-stabilisierte- Sammelurinproben wurde SUX mit
Konzentrationen von 5.7 pg/ml bis 56.9 pg/ml festgit, SMC war ebenfalls in allen Proben
in Konzentrationen zwischen 1.3 pg/ml und 189.4nlglachweisbar. Eine Uberlagerung der
Konzentrationsprofile fur SUX bzw. SMC in den Sanum@proben ist in Abbildung 55a
bzw. Abbildung 56a graphisch dargestellt.

In frisch sezernierten, stabilisierten sowie nistabilisierten, Katheterurinen wurden SUX-
bzw. SMC- Konzentrationen von (0-)0.02-160.7 pgbhxnlv. 1.3-186.0 pg/ml gemessen. Eine
Uberlagerung der Konzentrationsprofile fir SUX bzZ8MC ist in Abbildung 55b bzw.
Abbildung 56b dargestellt.
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Abbildung 55: Uberlagerung der Poolkonzentrationenund Konzentrationsverlaufe fir SUX im Urin

(a) Es sind die SUX-Konzentrationen der 9 Sammedudargestellt. Das Zeitintervall Uber
welches der Urin gesammelt wurde ist durch die edter gepunkteten Linie angegeben, der
Endpunkt reprasentiert den Zeitpunkt der Probeneahiim) zeigt eine Uberlagerung der
Konzentrationsverlaufe fur SUX aller 18 UrinseridBin Beriihren der x-Achse ist (in
Ermangelung der Darstellbarkeit der ,0* bei lodamischer Auftragung) gleichbedeutend

mit einem Unterschreiten der Nachweisgrenze.
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Abbildung 56: Uberlagerung der Poolkonzentrationenund Konzentrationsverlaufe fiir SMC im Urin

(a) Es sind die SMC-Konzentrationen der 9 Samnmdudargestellt. Das Zeitintervall Gber
welches der Urin gesammelt wurde ist durch die edey gepunkteten Linie angegeben, der
Endpunkt reprasentiert den Zeitpunkt der Probeneah(im) zeigt eine Uberlagerung der

Konzentrationsverlaufe fur SMC aller 18 Urinserien.

4.8.2.2Einfluss der Stabilisierung

Fur die Sammelurinproben ist der Einsatz des $$abirs auf seine forensische Relevanz hin
zu Uberprifen. Die Messergebnisse aquivalenterddrddhmen wurden dazu mittels eines
zweiseitigen, ungepaarten t-Tests untersucht. Esglevdie Nullhypothese (kein Unterschied
von unstabilisierten im Vergleich zu stabilisiertdtroben) gepruft. Fir eine bessere
Ubersichtlichkeit und Bewertbarkeit werden die Emjese tabellarisch dargestellt (Tabelle
17).
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Tabelle 17: Vergleich stabilisierter gegeniiber nichstabilisierter Sammelurin-Proben

MW MW A [pg/ml] STABW STABW
Analyt stabilisiert unstabilisiert (MW gtap- stabilisiert unstabilisiert p-Wert
[ng/ml] [ng/ml] MW unstan) [ng/ml] [ng/mi]
SUX 17.5 22.8 -5.3 9.7 29.5 0.69
SMC 62.5 25.7 36.8 68.7 35.3 0.42

MW = Mittelwert; STABW = Standardabweichunfy;= Differenz der Mittelwerte

In beiden Gruppen zeigen die Standardabweichungjenmeist sogar gréf3er sind als der
jeweilige Mittelwert, enorme Streubreiten der Wede. In keinem Fall war daher eine
statistisch signifikante Abweichung der Mittelwert®n stabilisierten gegentber nicht
stabilisierten Sammelurinproben feststellbar, didliypothese kann nicht abgelehnt werden.

Auch fur die Katheterurine soll der Einsatz desbfiisators auf seine forensische Relevanz
hin Gberprift werden. Zu diesem Zweck wurden digeBnisse aller stabilisierten sowie nicht
stabilisierten Probenserien zunachst jeweils kormakin und nach dem Kriterium der
Probennahmezeit in sinnvolle Gruppen eingeordnetGaduppen wurden derart gewahlt, dass
nur anndhernd zeitgleiche Probennahmen zusammesgefarden. Fiur die stabilisierten
Probenserien wurden fir SUX und SMC je 5 Gruppdmiget, wobei in jeder Gruppe 15
Werte zusammengefasst wurden. Eine Probennahm&hbmin konnte nicht sinnvoll in die
anderen Gruppen eingegliedert werden, und wird rdialdéviduell betrachtet. Letztere Probe
ist nicht Gegenstand der noch folgenden statisis&erechnungen.

Fur die nicht-stabilisierten Probenserien wurdenStX und SMC ebenfalls je 5 Gruppen
mit jeweils 3 Einzelwerten eingerichtet. Eine getfler Vergleichbarkeit der nicht-
stabilisierten mit den stabilisierten Urinprobenrwdairch nur sehr geringe Streuungsbreiten
bei den Probennahmezeitpunkten (SD: 6.3 — 12 mmspeechend 2.1 — 8.1 % der

Sollentnahmezeit) gesichert.

Die Messergebnisse aquivalenter Probennahmen wumiétels eines zweiseitigen,
ungepaarten t-Tests untersucht. Es wurde die Nuditnese (kein Unterschied von
unstabilisierten im Vergleich zu stabilisierten Ben) gepruft. Fir eine bessere
Ubersichtlichkeit und Bewertbarkeit werden die Bngese tabellarisch dargestellt (Tabelle
18).
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Tabelle 18: Vergleich stabilisierter gegentiber nichstabilisierter Katheterurin-Proben

Zeit MW MW A STABW = STABW
[min] Analyt stabilisiert unstabilisiert (MWgap- — Stabilisiert  unstabilisiert p-Wert
[ng/ml] [mg/ml]  MWynstan)  [HO/MI] [ng/ml]
50 SUX 18.7 2.5 16.2 40.3 2.8 0.51
SMC 49.8 41.3 8.5 39.3 37.7 0.74
120 SUX 6.0 1.6 4.4 16.3 1.5 0.66
SMC 48.2 53.8 -5.5 54.5 17.4 0.87
240 SUX 0.5 3.4 -2.9 1.0 4.5 0.02*
SMC 23.2 25.5 -2.4 25.4 5.0 0.90
360 SUX 0.3 0.1 0.1 0.8 0.2 0.82
SMC 10.3 16.1 -5.8 10.9 10.8 0.41

Das * markiert einen statistisch signifikanten Usthied zwischen der stabilisierten
gegeniber der nicht-stabilisierten Gruppe. MW = téltert; STABW = Standard-
abweichungA = Differenz der Mittelwerte

In beiden Gruppen zeigen die Standardabweichungjenh&ufig sogar gréf3er sind als der
jeweilige Mittelwert, enorme Streubreiten der Weaate Einzig im Vergleich der Grupper t
240 min wurde mitp = 0.02 ein statistisch signifikanter Unterschiedit(* markiert)
zwischen den SUX-Konzentrationen in stabilisiergggeniber nicht stabilisierten Proben
festgestellt, wobei der Mittelwert in der nichtistesierten Gruppe hoher ist als der der
stabilisierten. Bei einer Begutachtung der Einzelevéillt in der nicht-stabilisierten Gruppe
(mit einer SUX-Konzentration von 6.6 pg/ml) ein Wergleich zu den anderen Daten dieser
Gruppe stark erhdhter Wert auf. Gerade bei kleiRembengroRen wie sie fur die nicht-
stabilisierten Urinproben in dieser Studie vorliege = 3), kdnnen Ausreil3er zur irrigen
Annahme einer Signifikanz fuhren (Typ I|-Fehler).ofer der ermittelten statistische
Signifikanz ist eine wissenschaftliche Relevandigsem Fall nicht erwiesen, erscheint sogar
aufgrund der Richtung der Mittelwertsabweichung (My¢ MW nstan) abzulehnen.

Es wird darauf hingewiesen, dass mittels der obigerechnungen zwar eine Abwesenheit
statistisch signifikanter Unterschiede, nicht jedagine Aquivalenz der stabilisierten und
nicht-stabilisierten Urinproben nachgewiesen wur@éne im Folgenden durchgefihrte,

einheitliche Auswertung aller Urinserien bezlglicler Nachweishaufigkeiten der
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Zielsubstanzen ist somit zwar gerechtfertigt, dibigen Ergebnisse der statistischen
Kalkulationen werden jedoch im Rahmen der ProbemeaBEmpfehlungen (s. Abschnitt
5.11) im Hinblick auf Ihre Aussagekraft noch ktsdiskutiert.

4.8.2.3Nachweishaufigkeiten

In Sammelurinproben — stabilisiert sowie nicht-gisiert — gelang in stets 100 % der Falle
ein Nachweis von sowohl SUX als auch SMC, es etrrfdddner keine genauere Auswertung.
Zur Bestimmung der Nachweishaufigkeit der Zielaterly in Katheterurinen wurden
stabilisierte sowie unstabilisierte Urinproben wbereits erlautert zusammengefasst, und
vergleichbar mit dem Vorgehen zur Evaluation debgisierung in Gruppen (5 Gruppen a 18
Werte) eingeteilt. Die urspringlich  erhobenen, kanerlichen Messwerte
(Analytkonzentration) wurden in kategorische Daggositiv*, ,negativ®) umgeformt.

Fur jede der 5 Gruppen wurde die prozentuale Nadhaefigkeit fur SUX und SMC
bestimmit.

SMC war Uber den gesamten Versuchszeitraum obedmllBestimmungsgrenze im frisch
sezernierten Katheterurin nachweisbar.

Die Haufigkeit eines positiven SUX Nachweises nimriber den Verlauf des
Versuchszeitraums ab: nach ca. 4 h gelingt no@9®if der Proben ein Nachweis von SUX,
nach 6 h sind nur noch 56 % der frisch sezernidgi@me SUX-positiv. In Abbildung 57 sind
die beschriebenen Nachweishaufigkeiten fur SUX 8RtC in Katherterurinproben graphisch

dargestellt.
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Abbildung 57:Nachweisbarkeit von SUX und SMC im Urn

Im Urin ist SMC uber den gesamten Versuchsverladhweisbar. Die Nachweishaufigkeit
von SUX nimmt nach ca. 4 Stunden auf 89 %, und GaStunden auf 56 % ab. Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung der fir eine Gruppel somit einen Messwert

zusammengefassten Probennahmezeiten an.

4.9 Studie zu nativem SMC in verschiedenen Probenma  trices
4.9.1 Gewebeproben

4.9.1.1SUX-negative Kontrollgewebe

Die durchgefiihrten Analysen ergaben keinen Hinveeis endogenes SMC in den frisch
entnommenen (Abbildung 58 a,c,e) SUX-negativen Kiipoben. In allen getesteten
Gewebeproben flihrte eine SMC-Standardaddition v®ndglg zu Signalen mit einem guten
Signal-Rausch-Verhéltnis weit oberhalb der Nachgreisze (Abbildung 58 b,d,f).
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Abbildung 58: Vergleichende Analyse nativer (a,c,e)gegeniber dotierter (25 ng/g SMC; b,d,f)
Gewebeproben postmortaler Kontrollen
Die in dieser Abbildung grafisch dargestellten Bmgese wurden von einem frischen

Kontrollkdrper erhalten. SMC wird durch seinen Quifear (duchgehend) sowie Qualifier
(gepunktet) dargestellt. Ubergange fir SUX sowe idiernen Standards wurden zugunsten

einer besseren Ubersichtlichkeit nicht abgebildet.

Im Gegensatz zu den oben ausgeflihrten Ergebnigsdriscthe postmortale Gewebeproben
war SMC in 3 von 4 Kontrollkérpern in einem Stadifontgeschrittener Verwesung sowie in
3 von 12 archivierten (aber nicht von Faulnislerclsg|ammenden) Kontrollfallen eindeutig
nachweisbar. In diesen 6 Fallen war das Lebergewsh21-65 ng/g (Mittel: 50.5 ng/g) stets

SMC-positiv, wogegen nur in einem Fall SMC aucldén Niere (69 ng/g) sowie im Hirn (26

ng/g) oberhalb des LOD nachweisbar war. Die Ergedenilr letzteren Fall sind in Abbildung
59 graphisch dargestellt.
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Abbildung 59: Vergleichende Analyse nativer (a,c,e)gegenuber dotierten (25 ng/g SMC; b,d,f)

Gewebeproben eines stark verwesten Kontrollleichnam

SMC wird durch seinen Quantifier (duchgehend) so@umlifier (gepunktet) dargestellt, und
konnte in Konzentrationen von 26 ng/g, 42 ng/g €0@® ng/g im Hirn-, Leber- und
Nierengewebe nachgewiesen werden. Ubergange fiir Swie fir die internen Standards

wurden zugunsten einer besseren Ubersichtlichighit abgebildet.

Die bereits beschriebene SMC-Interferenz war inerallfrischen Gewebeproben in
Konzentrationen von bis zu 139 ng/g SMC-Aquivalan{ég.; Hirn), 126 ng/g SMC-Aqg.
(Leber) sowie 165 ng/g SMC-Aq. (Niere) nachweisaitflere Interferenzkonzentrationen in
diesen Geweben waren 52.4, 38.3 sowie 53.4 ng/g-8NIC

Verwestes oder archiviertes Kontrollmaterial ertmeht immer die bereits oben diskutierte
SMC-Interferenz, wobei insbesondere Nierengewehdidhéegativ getestet wurde. Mit 47
bzw. 7.3 ng/lg SMC-Aq. (Hirn), 12 bzw. 3.6 ng/g SM@- (Leber) und 7 bzw. 0.6 ng/g
SMC-Ag. (Niere) war sowohl die maximale als auah mhittlere Interferenz-Konzentration in
Faulnis- oder Archivmaterial stets erheblich nigdrials in vergleichbaren Frischgeweben.
Tabelle 19 gibt einen Uberblick Uber die Analyssoitate fir SUX-negative

Kontrollgewebe.
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Tabelle 19: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir diemtersuchten Kontrollgewebe

Hirn (29) Leber (33) Niere (33)

frisch Faulnis/  frisch Faulnis/  frisch Faulnis/
(13) Archiv(16) (17) Archiv (16) (17) Archiv (16)

SMC-positiv [abs] 0 1 0 6 0 1

Interf_erenz- 0 3 0 5 0 11
negativ [abs.]
mittlere Interferer_]z-
Konz. [ng/g SMC Aq.]

max. Interferenz Konz.
[ng/g SMC Aq.] 139 47 126 12 165 7

52.4 7.3 38.3 3.6 53.4 0.6

4.9.1.2SUX-Intoxikation

In keiner der untersuchten Gewebeproben des SUXzdexten Todesfalls konnte die
Muttersubstanz nachgewiesen werden (Abbildung 6@)a,Eine verlassliche Detektion von
SMC war genauso unmdglich, da sich weder Quantifiech Qualifier dieser Substanz
signifikant gegeniber dem Hintergrundrauschen abholjAbbildung 60 a,c,e). Dotierte

Gewebeproben desselben Ursprungs hingegen wardeugin positiv fur beide Analyten und

lieferten Signale mit einem guten Signal-Rauschh¥inis weit oberhalb der

Nachweisgrenze (Abbildung 60 b,d,f).
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Abbildung 60: Vergleichende Analyse von unbehandedh (a,c,e) gegenuber dotierten (je 25 ng/g SUX und
SMC,; b,d,f) Gewebeproben einer tddlichen SUX-Intoxation

Jeder Analyt wird durch seinen jeweiligen Quantifimd Qualifier dargestellt, wohingegen
interne Standards zugunsten einer besseren Ubiticdikkit nicht abgebildet wurden.

4.9.2 Glaskadrperflissigkeit

4.9.2.1SUX-negative Glaskorperflissigkeitskontrollen

Die Analysen ergaben in keiner der untersuchtensk8lperflissigkeitskontrollen einen
Hinweis auf natives SMC, die bereits beschriebed€ Interferenz [80] war allerdings auch
in fast allen getesteten Mustern dieser ProbenmatrKonzentrationen von (0-)2-93 ng/ml
(Mittel: 13.1 ng/ml) SMC-Ag. nachweisbar (nicht dastellt). Abbildung 61a illustriert die

Abwesenheit von Analytsignalen in nativer Glaskéflfissigkeit eines reprasentativen nicht-
SUX-assoziierten Todesfalls. Dotierte Glaskorpadigkeit (12.5 ng/ml SUX und SMC)

erzielte immer Signale mit gutem Signal-Rausch-¥#rs weit oberhalb der

Nachweisgrenze (Abbildung 61b).
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4.9.2.2SUX-Intoxikation

In der Glaskorperflissigkeit des SUX-Todesfalls itenkein SUX nachgewiesen werden,
und auch Quantifier sowie Qualifier von SMC erholb&oh nicht signifikant Uber das
Hintergrundrauschen (Abbildung 61c). Dotierte Gtaglerflissigkeit (12.5 ng/ml SUX und
SMC) derselben Quelle fiihrte zu Signalen mit guBgmnal-Rausch-Verhéltnis weit oberhalb
der Nachweisgrenze (Abbildung 61d).

(a) Kontrolle - native Glaskérperflissigkeit (GKF) (c) SUX-Intoxikation - native Glaskérperflissigkeit (GKF)
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Abbildung 61: Vergleichende Analyse von unbehandedt (a,c) gegenuber dotierter (je 12.5 ng/ml SUX
und SMC; b,d) Glaskdrperflissigkeit einer tddlichen SUX-Intoxikation (c,d) und eines reprasentativen,
nicht-SUX-assoziierten Todesfalls (a,b)

Jeder Analyt wird durch seinen jeweiligen Quantifimd Qualifier dargestellt, wohingegen
interne Standards zugunsten einer besseren Ultticdikkit nicht abgebildet wurden.
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5 Diskussion

5.1 Methodenoptimierung

Die Stabilisierung der wassrigen Matrices Serumisdyrin wurde zuerst untersucht, und
ergab eine optimale Stabilisatorkonzentration vo@ tg/ml Paraoxon. Das Organophosphat
wurde diesen Proben daraufhin in allen Folgeexpmaren in der ermittelten Konzentration
zugesetzt.

Die sich anschlieRenden initialen Extraktionsvensuergaben, dass Proteinprazipitation, SPE
mittels G- und GgSaulen, sowie LLE unter Einsatz von 3Kku einer nur sehr
unzureichenden Extraktionsausbeute fir mindestémsneder Analyten SUX und SMC
fuhrte, diese methodischen Anséatze wurden daher demweiteren Probenentwicklung
ausgeschlossen. Die SPE-Extraktion Gber CBA-Sawdésmmal wurde gleichsam abgelehnt,
weil schon aus theoretischen Uberlegungen hervgrgitass die dem Extraktionsmodus
zugrunde liegenden Prinzipien, genauer die pH-afigén Anderungen in der
Retentionsfahigkeit der Matrix, mit dem fir die addreiche Extraktion notwendigen
Dissoziationszustand des SMC-Carboxyterminus Kel@h: wahrend das S&ulenmaterial
basisch aquilibriert werden muss um dissoziierte ur&fuppen fir ionische
Wechselwirkungen mit den quaternaren Aminen barsietlen, so wirde eine gleichsam
basische Probenvorbereitung nicht nur zu einertemonischen Gesamtladung des SMC und
somit zu enormen Verlusten dieses Analyten wahdamdAufarbeitung (so auch beschrieben
von Tsutsumi et al. [30]), sondern zudem noch nereHydrolyse v.a. der Muttersubstanz
SUX fuhren. Zwei Arbeiten waren erwartungsgemarhnacht einmal fir den postulierten
Verwendungszweck des SUX-Nachweises [23,35] zwdkpmieren. Da DPA in Deutschland
als Sprengstoff gefiihrt und demnach nicht (melei)\erkauflich ist, war HFBA nicht zuletzt
wegen seiner guten Kompatibilitét mit massenspekitascher Detektion die Chemikalie
erster Wahl fir die weiteren Extraktionsversuchéets lonenpaarung. Ausgehend von den
bereits publizierten Arbeiten zu diesem Ansatz 234, wurde die oben detaillierte
Extraktionsmethode entwickelt und auf eine maxinralisbeute bei ausreichender Reinheit
der Extrakte hin optimiert.

Es wurde festgestellt dass die Aufarbeitung derb&movon Hand zu einer besseren

Reproduzierbarkeit fuhrte als die entsprechendew®iedung der Zymark RapidTrace
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Workstation, fur die weiteren Valdierungsschrittevge die Analyse der Realproben wurde

demnach manuell aufgearbeitet.

5.2  Probenlagerung und -handhabung

5.2.1 Glasadsorption

Im Gegensatz zu SMC zeigt SUX ein stark materialabiges Adsorptionsverhalten: Der
anfanglich starke Konzentrationsabfall von ca. 30 i% auf Adsorptionsvorgange
zuruckzufihren, danach folgt ein Signalabbau derafle Ansatze annahernd gleich stark
ausgepragt, und vermutlich auf die Hydrolyse deralgt®en in wassriger Lésung bel
Raumtemperatur ~ zurlckzufiuhren ist. Fur SMC  konnteein k signifikantes
Adsorptionsverhalten beobachtet werden. Diese Méssdorrelieren insgesamt sehr gut mit
den zuvor publizierten Werten, welche von einemziemtrationsabhangigen, 20 — 50 %igen
SUX-Verlust in Glasgeféal3en berichten [30]. Fir SMQrde von diesen Autoren zwar eine
Jleichte Adsorption” an Glas festgestellt, diesenkte im vorliegenden Ansatz jedoch nicht
bestatigt werden.

Es bleibt festzuhalten, dass in der SUX-Analytiki geden Fall samtliche (potentiell)
analythaltigen Materialien in Plastikgefal3en aufalest; und auch nur solche im Rahmen der

Extraktion zum Einsatz kommen sollten.

5.2.2 Frier-Tau-Stabilitat

Die Experimente zur Frier-Tau-Stabilitat von SUXduBMC belegen, dass nur max. 10 %
Analytverlust durch wiederholtes Probeneinfrierenl v-auftauen befurchtet werden mussen.
Obwohl also die Frier-Tau-Stabilitat beider Analytan den untersuchten Matrices
nachweislich hoch ist, sollte eine derartige Prble&andlung wenn moglich vermieden
werden.

Aus den genannten Experimenten kann weiterhin fiektvitdt der Paraoxon-vermittelten
Analytstabilisierung abgeleitet werden: Die Tatsgchdass weder matrix-abhangige
Unterschiede in der Analytstabilitat noch signifika Stabilitatsunterschiede zwischen den
einzelnen Frier-Tau-Zyklen zu beobachten sind bsgwedass die Hemmung der

Cholinesterasen verlasslich funktioniert; anderdnhiaéare zumindest in den (Cholinesterase-
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enthaltenden) Serumproben und zumindest Uber dgeneFrier-Tau-Zyklus (d.h. vor einer
maoglichen Enzymzerstérung durch selbigen Prozess enzymatische Degradation der
Analyten nachweisbar.

5.3  Methodenvalidierung

Die Extraktionsmethode wurde nach den VorgabenGksellschaft fiir toxikologische und
forensische Chemie (GTFCh) validiert und folgt diaimiernationalen Richtlinien.

Die beschriebene Methodik erlaubt nachweislichsthieultane Detektion von SUX und SMC
in Serum- sowie Urinproben. Da betrachtliche Mengener Stérsubstanz sowohl mit
gleicher Retentionszeit als auch identischem HMRM wie SMC in allen untersuchten
Leermatrices gefunden wurden (s. 5.4), war es naligeden zweit- bzw. drittstarksten
lonentbergang fur die Quantifizierung und zweilgs Identifikation von SMC
heranzuziehen. Die so erhaltenen Selektivitatsgatén die nachweisliche Abwesenheit von
Interferenzen mit den Analytsignalen, sowie dier siirieden stellenden Werte fir die LOD
und LOQ beweisen die Legitimitat und Effektivitérd/erwendung von o.g. lonenibergang
fur die Quantifizierung von SMC.

Die Extraktion wurde manuell ausgefiihrt, wobei drergestellten Prazisions- und
Richtigkeitsdaten die gute Reproduzierbarkeit digglethode eindriicklich belegen. Die
beobachteten lonensuppressionseffekte wurden devevidung von HFBA zugeschrieben,
und im Austausch gegen eine exzellente Extraktigsizeute sowie eine einfache und
schnelle  Aufarbeitungsmethodik  akzeptiert. Die  ngeh  Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen sowie die guten Kenndaten fiziston und Richtigkeit der Methode
beweisen dartber hinaus, dass diese Matrixeffekiist&#ndig durch die anderweitig
optimierte Analytik kompensiert werden.

Aufgrund ihrer Charakteristika, insbesondere ihinfachheit bei gleichzeitig hoher
Sensitivitat und Reproduzierbarkeit, konnte diesshdde dazu beitragen, die SUX-Analytik
in mehr Routinelabors zu etablieren. Aufgrund degedeckten Validierungsbereiches ist die

Methode zur Klarung sowohl forensischer als auahiddher Fragestellungen einsetzbar.
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54 SMC-Interferenz

In dieser Arbeit wurde ein eindrtickliches Beisdi@ Selektivitdtsprobleme in der HPLC-
MS/MS vorgestellt. Es wurde demonstriert, dass i@s analytische Zwecke keinesfalls
ausreicht nur die Retentionszeit in Verbindung emitem einzigen MRM zur Identifikation
eines Analyten heranzuziehen, da diese Kombinationt charakteristisch fiir eine einzige
Substanz sein muss: im vorliegenden Beispiel wurde in Serum sowie Urin eines grof3en
Probandenkollektivs eine bisher unidentifiziertéetferenz gefunden, welche sowohl den
selben MRM-Ubergang als auch eine fast identiscaterRionszeit im Vergleich zu SMC
aufweist.

Neben den negativen Auswirkungen, die eine unkhgsinterpretation derartig interferenz-
belasteter Daten fur die Routinearbeit bedeutét, fdlsch-positive Analysenergebnisse und
folglich falsche Beutachtung, unterstreicht der liegende Fall die mdoglichen,
weiterreichenden Auswirkungen auf die forensisohkimogische Forschung: die Tatsache,
dass SMC kdrzlich in nativen postmortalen Gewebachgewiesen wurde — was die Frage
nach der Existenz von nativem SMC aufwarf [24,25]&tte leicht dazu verfihren kdnnen,
die vorlaufigen Ergebnisse dieser Arbeit falschirierpretieren und die obige Theorie als
bestatigt anzusehen. Dies ware mit nachfolgend ediilsgen, fatalen Folgen fur die
forensisch-toxikologische Begutachtung verbundemegen:

Der Nachweis einer Normalverteilung des ,nativen GMm Serum hatte es zwar noch
erlaubt, Erwartungswerte fur die forensische Fa#dr zu formulieren, und eine
Grenzwertlésung zu verfolgen (d.h. nur wenn SMCrloake eines Schwellenwertes detektiert
wird, durfte von einer SUX-Beibringung ausgegangeverden), im Urin, der
erwiesenermalen besseren Matrix fir einen SUX-Nashys. Abschnitt 5.8.3), wére eine
solche Grenzwertldsung jedoch unmdglich: im Urimrkafir das ,native SMC* keine
Normalverteilung angenommen werden, und es wurdeorng Ausreisser nach oben
beobachtet. Auch Kompensationsversuche mittelsr®@teerung auf Kreatinin fuhrten nicht
zu einer Normalverteilung der erhaltenen Quotienterd extreme Aussreisser waren immer
noch nachweisbar. Im Falle einer Fehlinterpretatien Interferenz als natives SMC wiurde
sich ein Einsatz von SMC als SUX-Marker aufgrund serliegenden Daten fur Urin
komplett verbieten, im Serum mussten massive Emasg&ngen formuliert werden.

Die Gefahr einer derartig folgenschweren Fehlinttgiion war insbesondere deshalb
gegeben, weil die berichteten SMC-Gewebekonzeatrati mit ca. 50 ng/g [24] relativ exakt

mit den Mittelwerten der hier nachgewiesenen leteriz-Konzentrationen von 55.9 ng/ml
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(Serum) bzw. 38.3 — 53.4 ng/g (Geweben) SMC-Ageiv@n ubereinstimmen. Die
weiterfihrende Entdeckung von vergleichbaren ploysikemischen Eigenschaften, d.h.
einem dem SMC vergleichbaren alkali-labilen Chaalder Interferenz, hatte uns in der
Annahme von nativem SMC noch bestarkt.

AusschlieR3lich die Abwesenheit des fir SMC chandtischen zweit- bzw. drittstéarksten
lonentbergangs bewies letztlich, dass es sich éreevdhnten Interferenz auf keinen Fall
um SMC handeln konnte. Als eine Konsequenz deremnlaterferenz fehlenden Qualifier-
MRMs wurden in mit SMC dotierten Proben darliberahs sehr inkonsistente relative
lonenintensitdten beobachtet: die Abweichungen Sibeitten bei Weitem die maximal
erlaubten £ 20 % fur lonentbergange, bei deneniwtiesem Fall der nachweisschwachere
MRM (m/z 204.0— 98.6) mehr als 50 % der Intensitat des nachweisttn Ubergangs
(m/z204.0— 144.7) aufweist [60,81]. Es konnte somit exempldrigezeigt werden, dass die
Berechnung und genaue Bewertung der relativen lotestsitdten ein wertvolles Werkzeug
zum Nachweis von Interferenzen darstellt.

Es steht nun zwar aul3er Frage, dass InterferenesardArt bei lonenibergdngen mit einer
niedrigen und daher haufig vorkommenden Produktioresse zunehmend wahrscheinlich
sind (e.g. Allen [62]: m/z 264.2> 58.2), der entsprechende Umkehrschluss trifft gado
keinesfalls zu: Die prasentierten Ergebnisse bemetie Existenz einer endogenen MRM-
Interferenz, welche mit m/204.0— 144.7 ein vergleichsweise grof3es Fragmention tbilde
Wie gleichsam von Gergov et al. publiziert (m/z 275> 126.0), kdnnen Interferenzen also
trotz relativ grof3er Produktionenmasse durchausfgignt sein [61]. Es ist aus 0.g. Griinden
keinesfalls zulassig, das moégliche Vorhandensem laterferenzen allein anhand der GréiRe
der betroffenen MRM-Produktionen auszuschlielRendem es muss vielmehr als imperativ
gelten, mehr als nur einen lonentbergang fiur ewveifelsfreie Analytidentifikation zu
bertcksichtigen.

Obwohl die Identitat der Signale ultimativ geklarérden konnte, blieb die Quantifizierung
der ko-eluierenden Substanzen zunachst problerhatiscvorgestellten Fall erschwerte die
unvollstandige Trennung von Interferenz und SMC @igantifizierung von letztgenanntem
Analyten. Um eine valide Mengenbestimmung von SMG ermdglichen wurden
verschiedene, zuvor publizierte Losungsansatze viEngleichbare Selektivitatsprobleme
evaluiert, und auf ihre Verwendbarkeit auf die \iegénde Problematik hin tberpruft.

Um die Interferenzprobleme in der Detektion vonriaaol zu Gberwinden, schlug Allen [62]
die erganzende Detektion des Metaboliten O-Desntaedhyadol zum Nachweis der
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Muttersubstanz in einer Probe vor. Dies stellt zer legitimes Vorgehen flr einen rein
gualitativen Nachweis dar, ist aber auch als solchieht auf die hier beschriebene
Problematik anwendbar, da SMC selbst schon eingaldéten von SUX darstellt, und dazu
noch in die korpereigenen Substanzen Succinat uhdlirC abgebaut wird: von einer
Detektion der letztgenannten Analyten kann dahéteinem Fall auf die Anwesenheit von
SMC oder gar SUX in der Probe geschlossen werdanyatgestellte Losungsansatz ist daher
insbesondere fiir die angestrebte Quantifizierurggadi Substanzen in einem forensischen
Kontext absolut ungeeignet [6,33].

Gergov et al. [61] wahlten einen anderen Ansatzarh@hten die Signalschwelle fir den von
der Interferenz beeintrachtigten lonentbergang.e&bgen von der reduzierten Aussagekraft
der Ropivacain-Analyse auf ein letztendlich quéltess Level ist auch diese Vorgehensweise
nicht auf das in dieser Arbeit geschilderte Probéamwendbar: wie im obigen Ergebniskapitel
vorgestellt zeigte das reprasentative Probandesioll stark variierende und generell zu
hohe Interferenz-Konzentrationen, als dass eina-gftrLosung maglich ware.

Im von Naidong et al. [63] geschilderten Fall warinee Anderung der
Chromatographieeinstellungen die einzig mogliche sunly des beschriebenen
Selektivitatsproblems: der Analyt HYD wurde durdhesFragmentation in der lonenquelle
des Massenspektrometers aus H3G gebildet, daheemarMRM-basierte Unterscheidung
von freiem HYD und dem Fragmentierungsprodukt da@sprechenden Konjugats nicht zu
erreichen. Im Gegensatz hierzu handelt es sich deei in der vorliegenden Arbeit
prasentierten Interferenz nicht um ein derartigemgfentierungsartefakt, daher kann eine
MS-basierte Losung des Problems zwanglos weitefolger werden. Der oben zitierte
Losungsansatz wurde daher verworfen, insbesondese ethe zufriedenstellende
chromatographische Trennung von SMC und der imidees Fall unbekannten, jedoch
offensichtich dem SMC sehr &hnlichen Substanz, erinalb  vertretbarer
Chromatographiezeiten nicht erreicht werden konnte.

Um Ubermalig lange Chromatographiezeiten zu veeneidirde in diesem Kontext auch der
Vorschlag von Allen [62] bzw. Gergov [61] abgelehdte co-eluierenden Stdrsubstanzen
mittels eines sehr langsamen Gradienten zu trergenyurde stattdessen ein individueller
Ansatz verfolgt: die Resultate beweisen die Abwksénvon Interferenzen mit dem zweit-
und drittstarksten lonenibergang von SMC, und dahende die Methode mit besagten
Ubergéangen als Quantifier bzw. Qualifier validieRie unvermeidbare, jedoch absolut

tolerierbare Erhéhung der unteren LOD und LOQ wundeAustausch gegen eine schnelle
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und doch zugleich hoch selektive, quantitative A&sahmethode akzeptiert [69]. Aufgrund
der so nachgewiesenen Anwendbarkeit der Methodéi¢iQuantifizierung und zweifelsfreie
Identifizierung von SMC kann die Verwendung naclssehwacherer Fragmentionen-
Ubergange als legitime Alternative zu bisher publien Lésungsansatzen fir
Selektivitatsprobleme in der HPLC-MS/MS angeseherden.

55 SMC als SUX-Marker

Da kurzlich Zweifel bezuglich der Eignung von SMIS §UX-Marker geéaul3ert worden sind,
war es eines der Ziele dieser Arbeit, die Signifikainer SMC-Detektion im forensischen
Kontext zu prifen und kritisch zu bewerten. Die igten Ergebnisse werden, nach

Probenmaterialien getrennt, hinsichtlich diesegEstellung diskutiert.

5.5.1 Blut und Urin

Die neuerliche Begutachtung der Analysenergebrfigselas zur Untersuchung der SMC-
Interferenz getestete Probandenkollektiv ergibe aiich schon zuvor berichtet [24], keinen
Hinweis auf eine Existenz von nativem SMC in hunrmarigut. Es konnte weiterhin gezeigt

werden, dass auch nativer Urin kein endogenes SiMiik.

5.5.2 Gewebe

Untersuchte Organe waren Leber, Niere und Hirn, abeihrer verhaltnismallig hohen
Analytgehalte nach vorhergehender SUX-Gabe vonngisehen Toxikologen bei einer
entsprechenden Fragestellung bevorzugt untersucbtdemn. Die oben erwéhnten,
verhaltnisméaRig hohen Gehalte an SUX und SMC siridRasturinmengen im Nierengewebe
(wobei Urin selbst ein sehr gutes Medium fir die XSAhalytik darstellt), der
Metabolisierungs- und Ausscheidungstatigkeit ddydreozw. der enormen Blutperfusion des
Gehirns zuriickgefuhrt worden [24]. Leider sind geraliese Gewebearten bezlglich der
Verlasslichkeit von SMC als SUX-Marker in die Kkitgeraten: in frischem post-mortalem
Leber- sowie Hirngewebe wurde ein Nachweis von SMKEonzentrationen von 10-200 ng/g

publiziert, wobei nur vereinzelte Proben negativ diesen Analyten getestet wurden [25].
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Ballard et al. [24] berichteten Konzentrationen vidricherweise weniger als 50 ng/g SMC in
frischen, postmortalen Leber- und Nierenkontroliopei laut dieser Referenz Hirnproben
(wie auch Blut) als SMC-frei angesehen werden kidnmee vorliegende Studie beleuchtet
die geschilderte Problematik mittels eines Verdigivon frischen bzw. gefriergelagerten
Kontrollgeweben mit korrespondierenden Proben eidglichen SUX-Intoxikation. Obwohl
die Methodik nicht fur die getesteten Matrices digit wurde, so ergaben die individuell
durchgefihrten Standardadditionsexperimente sowiinl SUX als auch SMC eine
Nachweisgrenze von konstant weit weniger als 2% g/ Geweben bzw. 12.5 ng/ml in
Glaskorperflussigkeit: exemplarische Chromatogramiveweisen, dass bei den o.g.
Konzentrationen sowohl Quantifier- als auch Qualiibergange fir beide Substanzen das
kritische Signal-Rausch-Verhaltnis fur einen vesliéhe Analytnachweis sowie seine
Quantifizierung weit Gbersteigen. Obwohl somit rgmliesen wurde, dass die verwendete
Methode eine fur den angestrebten Verwendungszwaaskeichende Sensitivitat besitzt, so
wurde generell kein natives SMC in frischen Gewelnélollen nachgewiesen — ein Resultat,
welches in klarem Kontrast zu Literaturberichteehst[24,25]. Auch die Mehrheit der
archivierten Kontrollgewebe war nachweislich SM@amtev, allerding konnte die
Moglichkeit einer artefaktischen SMC-Bildung in ¢meitgelagertem Lebergewebe
nachgewiesen werden. Dariber hinaus konnte in 34vétontrollleichnamen im Stadium
fortgeschrittener Verwesung eine Anwesenheit vonCSikl der Leber, sowie in einem der
genannten Falle auch in Niere und Gehirn, bestétegtden. Sowohl fir die lagerungs- als
auch far die faulnisbedingten SMC-Artefakte kann ahesten ein mikrobieller Ursprung
angenommen werden. In vergleichbaren Fallen, diler-die sich auf stark verweste oder
lang gelagerte Proben beziehen, muss eine SUX-Dsigndaher stets mit hochster Vorsicht
gestellt werden.

Abgesehen von echtem SMC in langzeitgelagertendpralaer Faulleichen enthielten alle
analysierten Gewebeproben betrachtliche Mengen sidton zuvor beschriebenen (s.
Abschnitt 5.4; [80]) Interferenz mit dem Haupt-MRMn SMC (m/z 204.6- 144.7), was zu
falsch-positiven Nachweisen fur diesen Metaboligenauer zu einer Detektion von bis zu
165 ng/g SMC in Geweben hatte fihren kénnen. letenzkonzentrationen lagen im Mittel
bei 38.3, 52.4 bzw. 53.4 ng/g SMC-Aqg. fur Leber-irnH und Nierengewebe. Diese
Konzentrationsbereiche sind nahezu deckungsgleithLiberaturwerten fir den angeblich
endogenen SMC-Gehalt [24,25], weshalb eine Fehpregation der MS/MS-Daten bezuglich

dieses lonenilibergangs in vorhergehenden Arbeitaglichéscheint. Diese Vermutung wird
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dadurch unterstitzt, dass fur das ,endogene SMffédlag variable relative lonenintensitaten
des Haupt- (m/z 204»145) in Relation zu den zwei untergeordneten MRiM& (204— 99;
m/z 204— 101) berichtet wurden, wobei letztere untereinaidgegen sehr reproduzierbare
Abundanzen aufwiesen [24]. gerade diese Befundeerhatur Entdeckung der SMC-
Interferenz (s. Abschnitt 5.4; [80]) gefuhrt, urebsen eine Fehlinterpretation von MRM-
Daten durch die Autoren vorangegangener Arbeitemueen.

Obwohl die vorgestellten Ergebnisse SMC also werged als wertvollen Marker fir eine
SUX-Gabe rehabilitieren, so unterstreichen sie dglelthzeitig ein essentielles Problem der
SUX-Analytik, d.h. die ausgepragte Instabilitatdesi Zielanalyten in biologischen Matrices:
in keiner der untersuchten Gewebeproben des SUXsfalls gelang ein verlasslicher
Nachweis von SUX oder SMC. Diese Resultate komatiemit den ebenfalls negativen
Analysenbefunden fiir das Blut dieses VerstorbeseAl§schnitt 5.10; [69]); die Zeitspanne
zwischen SUX-Einleitung und Probennahme sowie Hs&tedyung war also offenbar groRRer

als die annehmbare Stabilitat beider Analyten imjéeveiligen Matrices.

5.5.3 Glaskorperflissigkeit als alternatives Proben  material

Da Glaskorperflussigkeit im Vergleich zu Geweben@tentiell bessere Zielmatrix erschien
[18] wurde sie in die Studie eingeschlossen. Anaoglen anderen untersuchten Geweben
war auch Glaskadrperflissigkeit haufig mit einer SiW&rferenz in Konzentrationen von (0-)
2-93 ng/ml SMC Ag. belastet, war jedoch ebenfalighweislich frei von nativem SMC.
Obwohl mittels Standardadditionsverfahren auch @iese Matrix eine dem Zweck
angemessene Sensitivitat der Analytik nachweisbar, wso konnte auch in der
Glaskorperflussigkeit des SUX-Todesfalls weder Sbhach SMC detektiert werden. Die
Analytdegradation in der Glaskorperflissigkeit sohalso, ahnlich wie in Blut bzw. Serum
sowie Geweben, schneller fortzuschreiten als n@maise eine Probennahme und
-stabilisierung moglich ist. Abgesehen von derartigtabilitatsproblemen kdnnte auch eine
zu langsame oder zu geringe Inkorporation der Aealyn die Glaskorperflissigkeit — z.B.
resultierend aus einer durch den Tod und folglichkeeislaufzusammenbruch verkirzten
Distributionsphase von SUX bzw. SMC [20] — als zmé¢he Erklarung fur den nicht
gegluckten Analyt-Nachweis in dieser Matrix dieneer Analyttransfer in die
Glaskdrperflissigkeit konnte daher bei Uberlebtesrgiftungen ausgepragter sein, bedingt
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durch die hohe Invasivitat einer Probennahme kaemartiges Probenmaterial in solchen
Fallen jedoch nicht zur Analyse gewonnen werden.

Da SMC somit weitgehend als SUX-Marker rehabilitieverden konnte, lohnte die
anschlieBende Durchfiihrung einer kinetische Studiey die forensisch relevanten
Nachweisfenster insbesondere flir den Metabolitéimideen und in der Fallarbeit etablieren

zu kdénnen.

5.6  Voruntersuchungen

Vor Beginn der Probandenstudie wurde eine neuerlictOptimierung der
Stabilisatorkonzentration fir die Matrix Vollblutnter mit der Studie vergleichbaren
Bedingungen (frisches EDTA-Vollblut, 37°C) durchijeit.

Es ergaben sich insgesamt mit Serum vergleichbaterD fir SUX in Vollblut wird
ebenfalls bei 100 ng/ml Paraoxon der maximal stbiende Effekt erzielt, SMC war
dagegen im Vollblut nicht stabilisierbar. Es konaggiber hinaus gezeigt werden, dass der
SMC-Abbau in vitro dber 60 min, d.h. weit Uber die voraussichtlich@u&r der
Probenvorbereitung wahrend der Studie hinaus, ebfassigbar ist.

Die ermittelte, optimale Stabilisatorkonzentratieon 100 ng/ml Paraoxon wurde fur alle
stabilisierten Probenserien eingesetzt, ginvitro-Analytverlust kann somit weitgehend
ausgeschlossen werden. Der valide Einsatz von EDIDAevetten fur die Extraktion der
Studienproben wurde in Vorversuchen gepruft undébies.

Die im Rahmen der vorliegenden Studie erhobenendNgiden aus allen o0.g. Grinden mit
groRtmoglicher Sicherheit die realenvivo-Bedingungen zum Zeitpunkt der Probennahme
ab.

5.7  Studiendesign

Fur die vorliegende Arbeit wurde ein bezluglich Gwscht, Gewicht, Alter,

Begleiterkrankungen etc. moglichst heterogenesekoll von Probanden rekrutiert, um eine
Vielzahl moglicherweise forensisch relevanter Eggraften einzubinden. In diesem
Zusammenhang waren z.B. auch adip6se, alte, krankeunterschiedlich medikamentts
behandelte Patienten interessant, um eine mdoglighaRe Bandbreite an Konditionen

abzudecken.
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Da beide Zielanalyten von ubiquitdren Esterasenh@CAChE) und nicht etwa hepatisch
abgebaut werden, dirfte sowohl eine Co-Medikatids auch die Mehrzahl der
dokumentierten Vorerkrankungen fir die vorliegeBdedie irrelevant sein.

Es koénnte mit der selben Argumentation angenommexden, dass auch Lebererkrankungen
als Einflussfaktor zu vernachlassigen waren, dibekest allerdings an der Synthese der
BChE beteiligt [79,82], daher sind je nach hepaesdktivitat und Gesundheit Unterschiede
in der Konzentration dieses Enzyms im Korper magliEin verlangerter, SUX-bedingter
neuromuskuléarer Block als Zeichen eines manifesBfDhE-Mangels ist in diesem
Zusammenhang denkbar, wurde jedoch in keinem Fadb&chtet. Um eventuell auf den
hepatischen Status der Probanden zuriickgehendandividuelle Unterschiede abbilden zu
konnen, wurden sowohl Patienten mit anamnestisclurgker Leber, als auch solche mit
primar hepatischen Erkrankungen und OP-Indikatiaelizit in die Studie eingeschlossen.
In allen Fallen fand im Laufe der Operation des gdéigen Probanden eine
Volumensubstitution mittels Infusion von Ringer-tatel 6sung statt, 9 Probanden wurde
dartiber hinaus Gelafundin®, eine 4 %-ige Gelatiogiccinat-Losung, zur intravasalen
Volumensubstitution  verabreicht. Der  potentielle nfltiss einer  derartigen
Volumensubstiution auf die Datenerhebung wurde iorf&ld erwogen, und als unkritisch
eingestuft: es ist zu erwarten, dass das Ringetakaofort ins Gewebe diffundiert, und die
Blut-/Plasmakonzentrationen der Zielanalyten wenperiiaupt dann nur unwesentlich
beeinflusst werden. Gelafundin® verteilt sich zwdangsamer im Korper, der
Verdunnungseffekt erscheint jedoch bezogen auiGksamt-Blutvolumen vernachlassigbar.
Unabhangig von diesen Uberlegungen ist zu beachdass der Studieneinschluss von
volumensubstituierten Probanden unumgéanglich war,adfgrund der Restriktionen des
Ethik-Votums nur grél3ere chirurgische Eingriffe # folglich meist notwendiger, derartiger
Kreislaufstabilisierung — fur die Studie in Fraganen.

Im Gegensatz zur reinen Volumensubstitution durahg&-Lactat 0.a. wurde die Infusion
von Blutprodukten als definitives Ausschlusskriteni formuliert: das Einbringen von
Fremdblut bzw. -blutbestandteilen stellt ein Ausgsbkriterium fur die vorliegende Studie
dar, da eine Uber den Zeitverlauf uneinheitlichalitative bzw. quantitative Ausstattung mit
Serum- oder auch membransténdigen (z.B. erythromyt&sterasen (s. Abschnitt 5.9.1) die

individuellen kinetischen Parameter der Zielsulmtarnverfalschen kénnte.
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5.8 In vivo-Stabilitdt und Nachweisfenster
5.8.1 SUX im Plasma

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte nachgesmeserden, dass SUX Ublicherweise
nur bis ca. 10 min nach Einleitung im Plasma oldbrbar Nachweisgrenze der verwendeten
Analysenmethode nachweisbar ist. In einem Fallrgelaoch 65 min nach Einleitung ein

eindeutiger SUX-Nachweis im untersuchten Plasma.

Eine pharmakokinetische Auswertung der stabilisrerProbenserien war aufgrund der
zeitlich teils zu weit auseinanderliegenden Blutbmen nicht maoglich, aufgrund

bestehender Vorarbeiten zu diesem Thema [3-5,1B4&t auch nicht vordringliches Ziel

dieser Arbeit. Die oben resumierten Eckdaten detiegenden Probandenstudie zeigen
allerdings eine generell gute Ubereinstimmung reielis publizierten Daten zur terminalen
Halbwertszeit bzw. zur Nachweisbarkeit von SUX, idreFolgenden vergleichend diskutiert

werden sollen.

Die Geschwindigkeit, mit der eine Substanz aus @mstrom verschwindet, ist abhangig
von Abbauprozessen, Distributionsprozessen, derd Gga Plasmaproteinbindung sowie der
renalen Ausscheidung. Die beiden letzteren Efféktienen bei SUX innerhalb der ersten
Minuten vernachlassigt werden [14,2¥gher ist der Fokus auf die Hydrolyse und Vertajlun
der Substanz zu legen.

Hoshi et al. [17] ermittelten 1993 eine Ein-Kompadnt-Kinetik mit einer mittleren
Eliminationshalbwertszeit von 16.6 s fur SUX, wolder Analyt bereits nach 150 s nicht
mehr nachweisbar war. Mit 25.4 s sind die spaten ¥ato et al. ermittelten Werte
vergleichbar kurz [3]. Die nur sehr kurze Nachwarkkit von SUX in diesen Studien liegt
vermutlich in der verhaltnismafig unsensitiven HRY€thode begriindet, welche jeweils zur
Quantifizierung verwendet wurde. Es ist in dieseasainmenhang denkbar, dass auf Grund
des in beiden Studien nur sehr kurzen Beobachteriggzms (5 min) die mefbaren
Konzentrationen und daraus errechneten kinetisglmarstanten nur die Distributions-, nicht
jedoch die Eliminationsphase fur SUX erfassen,pilisentierten Ergebnisse sind daher nur
unter Vorbehalt als realistisches Abbild dewvivo-Abbauvorgange zu interpretieren.
Lagerwerf et al. [5] berichten im klaren Gegensizu von einem triphasischen SUX-Abbau
mit Halbwertszeiten von 0.4, 1.2 und 8 min Insbesoa die sehr lange, terminale

Eliminationshalbwertszeit von 8 min, sowie die bktete Nachweisbarkeit von fast 200
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ng/ml SUX noch 15 min nach Gabe (2 mg/kg, n = 1)viesrwunderlich. Aufgrund der
dokumentierten Methodik scheinen jedoch auch isedre Fall Zweifel an der Validitat des
kinetischen Modells und seiner Ubertragbarkeit aufvivo-Bedingungen berechtigt: die
Verwendung einer (nicht-extrahierten) Standardkediing ist bei — wie in der zitierten
Arbeit — nicht erfolgtem Nachweis ihrer Ubereingtiomg mit einer extrahierten Kalibrierung
durchaus kritisch zu bewerten. Ahnliches gilt fié@ndnangelnden Nachweis der Selektivitat
der gewahlten HPLC-Methode mit Fluoreszenzdetektida nicht nachvollziehbar auf
Interferenzen (insbesondere SMC) untersucht und&djebnisse dokumentiert wurden, kann
an dieser Stelle nicht ausgeschlossen werden zddsder Metabolit als chemisch verwandte
Komponente die Erfassung der Muttersubstanz in tRigh falsch-positiver bzw. falschlich
erhohter Werte beeinflusst hat.

Mittels anderer Methodik und/oder weiterentwickeN@rfahren wurden in der Folge anhand
von Probandenstudien bzw. in vitro-Experimenten nahezu gleiche
Eliminationshalbwertszeiten von 41 s [2] bzw. 48.43] fur SUX ermittelt, wobei diese
Werte mit berichtetenin vivo-Nachweisfenstern von ca. 7 min (1 mg/kg Dosis,
Nachweisgrenze: 25 ng/ml [2]) korreliert waren. &eipharmakodynamische Patientenstudie
ermittelte dartber hinaus eine Effekt-Kompartmeatbertszeit von 47 s [11]. Die
vorliegende Arbeit flugt sich beziglich der Nachwaiser von SUX sehr gut in die
vorgenannten Ergebnisse ein, aufgrund der erzieAdsenkung der Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen im Vergleich zu Roy et al. [Refjnte das Nachweisfenster allerdings,
wenngleich nur marginal, erweitert werden. Es kamrder kritischen Gesamtschau aller
bisheriger Arbeiten davon ausgegangen werden, dassh mit einer optimierten,
hochspezifischen Methode ein Nachweis von SUX tibliweise nicht jenseits von 10 min
nach seiner Applikation im Blut bzw. Plasma gefierden kann.

Der einzelne Fall eines positiven SUX-Befundes itutBwelcher noch 65 min nach
Einleitung erhoben wurden, erscheint in diesem #usanhang zunachst verwunderlich.
Neben der bisher diskutierten Instabilitat und ddmegriindeten Elimination von SUX spielt
jedoch auch noch seine Verteilung im Korper einehtige Rolle in der Pharmakokinetik
dieser Substanz. Fiur SUX ist im Rahmen eines Zveanpartiment-Modells [4] eine
extensive Umverteilung beschrieben worden, welobligen dem enzymatischen Abbau als
dominierender Faktor fir den initialen Konzentragabfall im Blut gewertet werden kann
[3,17,27].
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Das Ausmal? dieser Distribution ist allerdings s@rmigizu berechnen, da sowohl im zentralen
Verteilungsraum als auch in den peripheren Kompamiten sofort nach SUX-Einleitung ein
Analytabbau stattfindet bzw. wahrscheinlich ist, lcker eine Unterschatzung des
Verteilungsvolumens moglich macht [4]. Werte fir sda/erteilungsvolumen unter
Gleichgewichtsbedingungen variieren daher, teilschauabhédngig vom verwendeten
kinetischen Modell, zwischen 2.2 [3], 1§47] und 39 ml/kg [4]. Auch in diesem Fall ist
sicher zu beachten, dass die alteren Arbeiten audigweniger sensitiver Assays aievivo-
Bedingungen vermutlich nicht korrekt abbilden, araupibelsten erscheint daher die
Auswertung von Roy et al. [4], die anhand der Jomen prasentierten Daten eine Verteilung
von SUX zumindest im kompletten Intravasalraum pieesten konnen. Mit einem mittleren
Verteilungsvolumen von 39 ml/kg kann dieses Postalierdings nur unter der Annahme
einer ausschliel3lichen Verteilung im Plasmavoluraefrecht erhalten werden, wobei ein
solches Distributionsmuster zwar aufgrund seines-gbaterndren Charakters fur SUX
angenommen werden kann, aber bislang noch nichtieeew wurde. Durch eine
systematische Untersuchung dar vitro-Distribution von SUX im Vollblut schlief3t die
vorliegende Arbeit diese Liicke, wobei die Ausfllgem von Roy et al. [4] bestétigt werden
konnten: gemafll den Erwartungen fir eine hochpoMegbindung Uberwand SUX
Membranen nicht, sondern nahm konzentrationsunajdpareinen Verteilungsraum
entsprechend dem zellfreien Anteil des Blutes, elgen Plasmavolumen, ein.

Eine vergleichsweise langsame Rickverteilung auspleren Kompartimenten [19,20],
insbesondere wenn man eine relative Armut an uifsgg®en Esterasen in diesen
Kompartimenten annimmt [19], kann schlie3lich zwlasgals Erklarung fur den im Rahmen
dieser Studie gelungenen SUX-Nachweis in einer laagh SUX-Einleitung enthommenen
Blutprobe dienen.

5.8.2 SMC im Plasma

Auch fir SMC sollen Prozesse wie Distribution, Abband Elimination mit ihrer
forensischen Relevanz diskutiert werden, wobeihdimane Pharmakokinetik von SMC im

Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals systentaitiseivo untersucht wurde.

Fir den Zeitpunkt Jax = 0.5 £ 0.4 min nach SUX-Injektion wurden SMC-

Peakplasmakonzentrationen von 26.2 + 12.4 upg/mleftied. Eine Blutabnahme in dieser
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Phase einer SUX-Intoxikation ist in einem forensest Kontext hochst unwahrscheinlich, zur
Formulierung realistischer Erwartungswerte fur diallarbeit muss daher der weitere

Konzentrationsverlauf von SMC im Blut verfolgt werd

Die durchgefuhrte Probandenstudie ergab fur den -Sldd¥ptmetaboliten ein triphasisches
Konzentrations-Zeit-Profil mit Plasma-Halbwertseait», von 0.5 £ 0.6 min,f, von 8.5 +
6.8 min sowie1fy von 103 + 34 min.

Fur den zentralen Verteilungsraum wurde ein appeseviolumen von 3.3 = 2.4 | ermittelt,
wobei eine erste Umverteilung in das periphere Kamament (3) mit einem apparenten
Volumen von 6.5 + 2.4 | sehr schnell{k= 2.2 + 2.2 mifl) stattfindet. Das errechnete
Volumen des zentralen Kompartiments korreliert mdem Plasmavolumen eines
Erwachsenen, das Kompartimentvolumen kann mit einem ErschlieRen des gesamten
Intravasalraumes und beginnender extravasaler Mentein Einklang gebracht werden.
Diese Deutung ist auch im Hinblick auf drevitro-Distribution von SMC plausibel: Fur die
in vitro-Distribution von SMC im Vollblut wurde ein um mealte Prozentpunkte grof3eres
Verteilungsvolumen als fur SUX festgestellt. Waltt&81UX konzentrationsunabhangig einen
Verteilungsraum entsprechend dem Plasmavolumeral®mnnmuss fir SMC dagegen auch
eine intrazellulare Distribution angenommen werdersbesondere bei niedrigen SMC-
Konzentrationen (im Versuch 37.5 ng/ml) war dief@énz zwischen Vollblutvolumen und
Verteilungsvolumen von SMC signifikant kleiner aler Hamatokrit, der Metabolit scheint
also die Hullmembranen der Blutzellen zu Uberwindgies ist aufgrund der immerhin noch
monoquaternaren Struktur der Substanz zwar mifatsiver Diffusion unwahrscheinlich,
aktive Transportmechanismen sind jedoch denkbat, aumindest im Rahmen der renalen
Elimination fur den proximalen Tubulus bereits pdistt worden [37]. Die Beteiligung eines
aktiven Transportprozesses kénnte ebenfalls erkla@lass die intrazellulare Distribution von
SMC zeitabhangig, und somit im sehr kurz angeleBlstributionsexperiment nur im Ansatz
sichtbar ist. Ebenfalls kommt die Beteiligung eir@@ -abhangigen Transporters in Frage,
der im EDTA-Blut gehemmt vorliegen, und Transporgénge somit nur eingeschrénkt
ausfuhren konnte.

Die weitere Verteilung von SMC findet langsamettstia, = 0.27 + 0.19 mitt) und fihrt zur
ErschlieBung des Kompartiments (4) mit dem apparenfolumen von 13.8 £ 4.8 |. Im
Gleichgewichtszustand nimmt SMC ein apparenteseédarnigsvolumen von ¥=24.4 +7.7 |

ein.
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Es ist an dieser Stelle darauf hinzuweisen, dassRtebanden in der vorliegenden Studie
nicht etwa SMC selbst verabreicht werden konntedem vielmehr die Ausgangssubstanz
SUX injiziert wurde. Die pharmakokinetischen Benmeghgen fir SMC mussten daher unter
verschiedenen, vorformulierten Annahmen durchgefiterden, woraus sich wiederum
konzeptuelle Grenzen des Modells ergeben: die #stwgpothesen sehen vor, dass die
gesamte SUX-Dosis Uber SMC abgebaut wird, und dieBer Vorgang derartig schnell
vollzieht, dass der Metabolit ahnlich den Verh&isen bei einer Bolus-Injektion von SMC
selbst im Korper anflutet. Eliminationsvorgange aesr nur fir das zentrale Kompartiment
angenommen. Diese Annahmen waren unumganglich, inenidermaliige Flexibilitat des
Modells zu vermeiden, und scheinen im Hinblick digf vorhandenen Daten zum SUX bzw.
SMC-Abbau durchaus haltbar: Foldes et al. berighdass mit max. 3 % der Ausgangsdosis
nur insignifikante Mengen von SUX unveréandert im ddrin ausgeschieden werden [8,34],
ein extensiver, hydrolytischer Abbau tGber SMC @ni plausibel. Die Metabolisierung von
SUX kann dartber hinaus als &ufRerst rapide angeeomverden, da sich sowohl eine sehr
schnellein vitro-Degradation von SUX, als auch eiie vivo stark begrenzte Wirkdauer
dieser Substanz nachweisen lasst. Eine entsprezh@odwertung des nutzerdefinierten
Ansatzes (genauer: des Sub-Modells 1) ist ebenfalEinklang mit einem extrem schnellen
SUX-Abbau (nicht dargestellt). Alle bislang pubdigienin vivo-Studien zur SUX-Kinetik
untermauern diese Beobachtungen zusatzlich [3-5,17]

Vergleichsweise groRRere Schwierigkeiten ergabeh &ieim sinnvollen Modellieren der
Eliminationsvorgange: es ist unbestritten, dassasgohl bei SUX als auch SMC Hinweise
auf eine periphere Elimination (z.B. eine nachwelis Instabilitat dieser Substanzen in
Geweben [24], s. auch Abschnitt 5.5.2) gibt, dasmal} dieser Elimination ist jedoch voéllig
unbekannt. Fir SMC konnte dariiber hinaus im Rahdieser Arbeit gezeigt werden, dass
noch nicht einmal das Ausmalf3 und die EffektoreneseDegradation im Vollblut, ergo dem
zentralen Kompartiment, als vollstandig aufgeklgdlten kénnen (s. Abschnitt 5.9.1),
sondern dass die Pharmakologie von SMC vielmehansatzweise bekannt scheint.

Aus Mangel an belastungsfahigem Datenmaterial niedeh daher Roy et al. [4] ihre SUX-
Kinetik zunachst auch unter der Annahme einer dlisfdich zentralen Eliminierung,
zeigten jedoch schlie3lich vergleichend, dass ena@l mit zusatzlich peripherem Abbau zu
einer annahernden Verdopplung der apparenten Wergsvolumina fuhrt. Auch ein in der
zitierten Arbeit diskutierter, schneller Abbau d&elsubstanzen kann nachvollziehbar eine

Unterschéatzung des Verteilungsvolumens begunstigen.
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Ubertragen auf die vorliegende Arbeit bedeutet,diess auch fir SMC am ehesten groRere
als die ermittelten Verteilungsvolumina angenommesrden mussen: wie SUX ist auch
SMC instabil und wird mit groRer Wahrscheinlichkeltenfalls peripher eliminiert, daher ist
ein Unterschatzen des wahren Verteilungsraumes wahrscheinlich. Kann momentan
aufgrund der Datenlage nur ein Volumen ungefahspgathend dem Extrazellularraum als
Verteilungsraum fir SMC bewiesen werden (24.4 +l),.go sprechen doch alle Hinweise —
darunter auch seine nachweisliche Uberwindung vembtanen in deim vitro-Versuchen —
fur eine weitrdumigere Verteilung des MetabolitEme Distribution im Gesamtkdrperwasser
erscheint in diesem Zusammenhang plausibel.

Ein im Vergleich zu SUX erheblich groReres Vertegavolumen ist trotz aller
Unwéagbarkeiten zweifelsfrei bestatigt, und kanngglastiger fir einen Substanznachweis im
forensisch-toxikologischen Kontext gewertet werden.

Nicht nur das Verteilungsvolumen, sondern auch @eschwindigkeiten, mit denen
Umverteilungsprozesse stattfinden, konnen forehsistelevanz erlangen: ein Vergleich der
in dieser Studie erhobenen Distributionsgeschwimgltgkonstanten mit entsprechenden
Literaturwerten von Roy et al. [4] zeigt, dass dlgen beschriebenen Verteilungsprozesse,
wie schon von Dal Santo 1968 anhand von Tierveeugostuliert [27], fur SMC ¢k = 2.2

+ 2.2 min®; ks = 0.27 + 0.19 min) im Mittel langsamer ablaufen als fiir SUX{k 2.9 +
3.9 min'). Mit Distributionsgeschwindigkeitskonstanten kon 1.0 + 1.4 mitt bzw. ki von
0.11 + 0.16 mift verlauft die Riickverteilung von SMC aus der Pegifthin das zentrale
Kompartiment im Mittel langsamer als seine Disttibn in diese Kompartimente.
Insbesondere unter der Annahme von relativ Estexasen oder -inaktiven peripheren
Kompartimenten [19] kann dies die im Vergleich zUXSerheblich geringere Clearance
(CLsmc =194 = 61 ml/min; Ckux = 37 £ 9 ml/minxkg, [4]) sowie stark verlangergerinale
HWZ (ty/oy smc = 103 £ 34 min; g sux = 41 s, [4]) von SMC erklaren.

Die verhaltnismafig ausgedehnte NachweisbarkeitSMC (MRT = 132 + 47 min) ist von
grof3ter Bedeutung fir die forensisch-toxikologisébeit, da sie SMC als einzig sinnvollen

weil ausreichend lang nachweisbaren Marker fur 8id&-Beibringung bestatigt.

Es ist nachvollziehbar, dass die MRT und termit\léZ als forensisch wichtigste Parameter
weitestgehend modellunabhéangig sind, und somittnioch den bereits diskutierten Grenzen
des 3-kompartimentellen Modells beeinflusst werdes.konnte in diesem Zusammenhang

gezeigt werden, dass die im Vergleich zu SUX stank&ngerte Nachweisbarkeit auch vom
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benutzerdefinierten Ansatz bestatigt wird, undwierte fir die Eliminations-HWZ sowie die
MRT somit als doppelt abgesichert gelten kbnnen.

Aus den Daten zur Nachweisbarkeit und den Konzeotrs:Zeit-Verlaufen fur SMC kdnnen
fur die forensisch-toxikologische Fallarbeit nithie Erwartungswerte abgeleitet werden:
nach Applikation einer therapeutischen SUX-Dosisidsibis 1 h nach Exposition
Konzentrationen von mindestens 1 pg/ml fir den bi@iten zu erwarten, 6 Stunden nach
Verabreichung werden noch SMC-Konzentrationen van-QL pg/ml erreicht.

Die beobachteten interindividuellen Unterschieded@m Pharmakokinetik von SMC - z.B.
Schwankungen in der hdchst relevanten, terminal@wZHon 66 — 195 min und damit
einhergehend Unterschiede in den erwartbaren Koratemen bei spateren Blutabnahmen —
kbnnten in einer bereits von Foldes et al. pogtaie [34], unterschiedlichen
Enzymausstattungen der Probanden beziglich der BfdeE auch anderer Esterasen bzw.
Faktoren im Blut begrindet sein, eine Bestatigudgr &ntkraftung dieser Hypothese blieb
bislang aus. Abschnitt 5.9.1 der vorliegenden Arbeird noch genauer auf diesen
Themenkomplex eingehen.

Es konnten in diesem Kontext allerdings keine $ikganten Unterschiede zwischen den
kinetischen Profilen von Mannern und Frauen, bzwisehen denen von Probanden mit
dokumentierten Lebererkrankungen gegenuber Probamiteanamnestisch gesunder Leber
nachgewiesen werden. Die von Sawyer und Everettld8r Tiermodell (Ratte) publizierten,
geschlechts- bzw. krankheitsspezifischen Unterdgehim der BChE-Ausstattung konnten
somit anhand des untersuchten Probandenkollekinist @ls forensisch relevant fir den
Menschen bestatigt werden [79]. Auch eine Gewidittaagigkeit war nicht nachzuweisen.

Im Gegensatz dazu hatte das Alter der Probandem eiwar eher schwachen, aber statistisch
nachweisbaren Einfluss auf den Abbau und die Eltom von SMC: zwischen Alter und
terminaler Halbwertszeit sowie MRT konnte eine pwsi Beziehung etabliert werden,
wogegen Probandenalter und Clearance negativ latrevaren. Obwohl die errechneten
Rangkorrelationsfaktoren insgesamt klein wargn< (0.54) und eine forensische Relevanz
daher eher fragwirdig ist, so kbnnte doch das &fster fir eine mogliche SMC-Detektion in

alteren Menschen verlangert sein.

Eine relevante Beeinflussung der Messwerte durch Wersuchsaufbau und daraus

resultierende Beeinflussungen der individuell etgltién, kinetischen Parameter waren in
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diesem Zusammenhang nicht nachweisbar. Es kanesasyg davon ausgegangen werden,
dass die Ausschlusskriterien fur den Zweck der i8tsdwohl ausreichend offen als auch
genugend restriktiv formuliert wurden, um forenkiselevante interindividuelle Unterschiede

optimal abbilden zu kénnen.

5.8.3 SUX und SMC im Urin

Ein eindeutiger Nachweis der Analyten im Urin edient eine unveranderte Ausscheidung
von SUX bzw. SMC, welcher fiir beide Analyten begsiben ist [8,34].

Insgesamt sind nur wenige Daten bezuglich der een®lusscheidung von SUX sowie
insbesondere SMC verfugbar, wobei im Rahmen delfeganden Arbeit die Matrix Urin
erstmals systematisch auf ihre forensische Eigrfinglen Nachweis einer SUX-Gabe hin
untersucht wurde.

Dal Santo untersuchte 1968 [27] anhand eines Tigetteo(Hund) die Distribution voi{'C-
SUX und**C-SMC, und wies eine im Vergleich zu SUX geringelasmaproteinbindung mit
dadurch vermehrter renaler Elimination von SMC naghzterer Befund konnte von Foldes
et al. auch fir den Menschen bestétigt werden: evigthrstets weniger als 3 % einer
verabreichten SUX-Dosis unverandert ausgeschiedsden, gelangen nach Injektion von
SMC dagegen 3.8 — 22.9 % unverandert in den Urj84]8Die beobachteten extremen
Schwankungen in der urindren Elimination vom SMQrféin die Autoren wie bereits
angemerkt auf eine interindividuell verschiedenetd®elisierung im Blut, z.B. durch
unterschiedliche Enzymausstattung, zurtick [34].

Es ist fur die weiterfihrende Diskussion zu beathtdass die o0.g. Vorarbeiten die
Elimination unter pharmakologischen Gesichtspunkietersucht haben, und so z.B. die
absolute Ausscheidung von SUX bzw. SMC in Prozest jdweils verabreichten Dosis
bestimmt haben. Die Daten der vorliegenden Arbeitrden dagegen wie bereits oben
erwahnt unter einer forensischen Fragestellung bero aufgrund des somit
konzentrationsbasierten Ansatzes ist eine uneihgéskte Vergleichbarkeit mit den obigen
Literaturwerten daher nicht gegeben.

Die vorliegende Studie wies fur unterschiedlicheldanden sehr differente SUX- bzw. SMC-
Urinkonzentrationen nach, wobei Analytkonzentragiomzeitlich &quivalenter Proben sich um

einen Faktor von ca. 100 unterscheiden konnten.
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Die festgestellte, sehr groRe Varianz der Urinkatrzgionen fur SUX und SMC, kann zwar
mit der von Foldes et al. diskutierten, untersclcbén enzymatischer Metabolisierung von
SMC im Blut durchaus in Einklang gebracht werdet348 aber eine Vielzahl weiterer
Einflussfaktoren ist dartiber hinaus denkbar: ugn@nalytkonzentrationen sind neben einem
Substanzabbau im Blut v.a. noch abhéngig von dereNfunktion, darunter z.B. von der
Filtrationsrate, dem Ausmald von Sekretion und/deléckresorption, der Diurese und ggf.
sogar von einer zu esterase-aktivem Urin flihrendsyBdurchlassigkeit [15].

Aufgrund der Komplexitat und enormen Varianz diegergange — und somit einer meist
aul3erst begrenzten Korrelation von Blut- und Uriapzetern — ist eine Rickrechnung von
Urin- auf Serumkonzentrationen in der forensischieaxikologie daher generell nicht
statthaft.

Insbesondere aus diesen Zusammenhéangen beziekbrimgende Studie ihre besondere
forensische Bedeutung: die anhand eines verglembBswgrolien Probandenkollektivs
erhobenen Daten erlauben erstmals eine Plaudiskidgétrolle urinarer SUX- und SMC-
Konzentrationen fir verschiedenste Szenarien dexikdlmgischen Fallarbeit. Die
Implikationen fur die Begutachtung Uberlebter sotlich verlaufener SUX-Intoxikationen

sollen in der Folge dargestellt werden:

Im Fall von Uberlebten SUX-Intoxikationen kdnnemfgaund eines sich oft erst langsam
entwickelndem Verdachts, bis zur Entnahme der spateanalysierenden Urinprobe teils
sogar mehrere Blasenentleerungen erfolgen. Flesli8zenario berichtete bisher nur eine
Gruppe [15] einen nach einmaliger (durch Inkontmerfolgter) Blasenentleerung nicht mehr
maoglichen Nachweis von Succinylcholin; auf SMC waurth der zitierten Arbeit nicht
untersucht. Die zeitlichen Zusammenhénge zwischeiX-Gabe, Blasenentleerung und
Entnahme der letztlich vermessenen Urinprobe siid diesen Fall leider nicht
nachvollziehbar.

Anhand der vorliegenden Studie kann nun konkretisierden, dass trotz ggf. mehrerer
zwischenzeitlicher Blasenentleerungen eine SUX-Gélber den Nachweis von urindrem
SMC noch sicher nachweisbar ist, wenn bis 6 Sturfded vermutlich noch dartber hinaus)
nach Verabreichung der Ausgangssubstanz eine WGbeprgewonnen wird. Fir die
Muttersubstanz SUX ist ein solcher Nachweis nurziilischenzeitliche Blasenentleerungen
bei letztendlicher Probennahme innerhalb der etgtunden zu fuhren.
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Bei todlichen Intoxikationen sammelt sich die gewamenge des noch sezernierten SUX
sowie SMC in der Blase und kann, vorausgesetzt rigs gerimortal keine vollige
Blasenentleerung ein, im Urin nachgewiesen werBenim Rahmen der vorliegenden Studie
entnommenen und analysierten Sammelurinproben mleeitgen bereits fir kontrollierte
Bedingungen sehr grof3en Streuungsbereich der n&liaven Konzentrationen an, fir
Realfélle sind dartiber hinaus weitere Einflussfedtazu beriicksichtigen:

Zwar sind trotz der meist nur kurzen Uberlebenszeit todlich verlaufenden SUX-
Intoxikationen detektierbare Level von SUX und/o&C im Urin zu erwarten [15,27], je
nach Uberlebenszeit bzw. postmortaler Restaktivitdr Nieren sind allerdings
unterschiedlichste Konzentrationen sowie Konzeiatnaterhaltnisse fur SUX und SMC
maoglich.

Die Urinbefunde der im Rahmen der vorliegenden Arberstmals beschriebenen
forensischen Realfédlle [69] kdnnen mittels obigeusfiihrungen plausibel (s.u.) erklart

werden.

5.8.4 Nachweisfenster

Zur Erstellung der Nachweisfenster werden die inr d@atientenstudie ermittelten
Nachweishaufigkeiten fur SUX und SMC der stabilitge Probenmatrices als
Nachweiswahrscheinlichkeit interpretiert. Es wirdnveiner generellen Ubertragbarkeit der
erhobenen Daten auf die gesamte Population ausgegan

Bei zeitnah erfolgter Stabilisierung von entnomnreBéutproben ist ein Nachweis von SUX
Ublicherweise nur bis zu 10 min nach EinleitungEinzelfallen sogar bis ca. 1 h nach SUX-
Gabe maglich.

Ein Nachweis von SMC im Blut gelang in allen Protbem Uber den gesamten
Versuchszeitraum von 6 h nach Einleitung von SUX Kinetischen Daten lassen dartber
hinaus erwarten, dass ein Nachweis von SMC noch &nden nach SUX-Applikation
oberhalb der Bestimmungsgrenze der verwendetenddetimdglich ist.

In frisch sezerniertem Urin kann von Nachweisfems{@00 %-ige Nachweisbarkeit) von ca.
2 Stunden fur SUX bzw. mindestens 6 Stunden fur SM€&yegangen werden. In Anbetracht
der Serumkinetik von SMC erscheint eine Nachwelgitirdieses Metaboliten in frisch

sezerniertem Urin Uber mindestens 8-24 Stundenrsiilell Da die Blase Ublicherweise ein
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stabiles Analytreservoir darstellt, wird der Nacsveelbst Uber diesen Zeitraum hinaus nur
durch eine ggf. stattfindende Blasenentleerungdyer
Abbildung 62 fasst die anhand der vorliegendenli8tarmittelten Nachweisfenster fir SUX

und SMC zusammen.
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Abbildung 62: In vivo-Nachweisfenster von SUX und SMC im Blut bzw. frisk sezerniertem Urin

5.9 In vitro-Stabilitat von SUX und SMC

Im Urin konnte durch die vorliegenden Daten wedé@r SUX noch fir SMC ein

stabilisierender Effekt von Paraoxon nachgewieseerden. Dies ist insofern nicht
verwunderlich, als dass Urin Ublicherweise eineyerfreie Matrix darstellt, im Rahmen der
Asservierungsempfehlungen (s. Abschnitt 5.11) yedbch auf moégliche destabilisierende

Einflusse noch genauer eingegangen.

Im Probanden-Blut war fir die Ausgangssubstanz uerheblicher stabilisierender Effekt
durch Paraoxon feststellbar: unstabilisiert war Alealyt bis max. 4 min, stabilisiert dagegen
bis 10 min nach SUX-Einleitung im Plasma nachweisba

Dieses Ergebnis war aufgrund der Resultate eigevierversuche (s. 4.2.2) sowie
einschlagiger Literatur [24] zu erwarten. Die faische Bedeutsamkeit der somit erneut
nachgewiesenen, erheblichenin  vitro-Instabilititt von SUX wird in den
Asservierungsempfehlungen noch ausfihrlicher diskutverden.
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Auch fir SMC konnte im Rahmen der Patientenstudire stabilisierender Effekt durch
Paraoxon nachgewiesen werden: in stabilisiertersnfdawar der SUX-Metabolit Gber den
gesamten Versuchsverlauf von 6 Stunden nachweisihaunstabilisierten Plasmaproben
nahm die Nachweishaufigkeit im Gegensatz dazu iralervon 4 Stunden auf 50 % ab, nach
6 Stunden waren nur noch ein Drittel der unterserchiRroben SMC-positiv. Dabei waren
enorme interindividuelle Unterschiede zu beobacHi@neinen Probanden war der Effekt der
mangelnden Stabilisierung vernachlassigbar, inlieden anderen zeigte sich eine starke bis
sehr starke Abnahme der nachweisbaren SMC-Konziemiea mit entsprechender
Verkirzung des Nachweisfensters dieser Substanzisati wenige Minuten.

Wahrend das rein forensische Ziel der Arbeit duteh erfolgten Nachweis einer Relevanz
der Paraoxon-Stabilisierung als erfillt angeseheerden kann, so fallen doch
Unstimmigkeiten bezuglich der bisher beschriebelRearmakologie von SMC auf, welche

im Folgenden diskutiert werden sollen.

5.9.1 SMC-Stabilitat - Weiterfiihrende Uberlegungen

Die beobachtete, teilweise fulminante SMC-Inst#tilsteht zunéchst in klarem Kontrast zu
den Ergebnissen der initial an Serum durchgefuhitervitro-Untersuchungen: in den
genannten Experimenten zeigte sich fur SMC UbezreiBeobachtungszeitraum von 5 min
Uberhaupt kein stabilisierender Effekt von Paragxagrst bei Ausdehnung des
Versuchszeitraums auf 24 h konnte eine solche I&iabing beobachtet werden. Auch die
bisherigen Arbeiten anderer Gruppen konstatiererss dSMC von den Serum-Esterasen
weitaus langsamer abgebaut wird als die MutteranlzsSUX [3,7-9,28,29], woraus haufig
eine generell hoherén vivo-Stabilitat von SMC verglichen mit SUX abgeleitetirav
[24,28,30]. Alle oben genannten Arbeiten beziehieh gdoch ausnahmslos auf Versuche,
die anhand von Serum, Plasma oder isolierter BGhEhgefuhrt wurden.

An dieser Stelle muss angemerkt werden, dass intbMolnicht nur die in den meisten
Vorarbeiten experimentell erfassten, freien Serumnyg/Icholinesterasen, sondern auch echte
Cholinesterasen am Abbau von SMC beteiligt sein nkgm wahrend die
Pseudocholinesterase SUX nachweislich schnellemohyslert als SMC, so gilt im Gegensatz
dazu fur echte Cholinesterasen (z.B. membransténiigferasen der Erythrozyten oder
Lymphozyten), dass sie SMC, nicht jedoch SUX, lerén niedrigen Konzentrationen

hydrolysieren [7]. Dieser Effekt ist im Rahmen @xperimenten, welche anhand von Serum
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oder Plasma durchgefihrt wurden, nicht erkennbdrsgéime Relevanz fur die Pharmakologie
des SMC daher nicht abschatzbar:idigitro Stabilitat von SMC ist im Vergleich zu SUX in
zellfreien  Matrices zwar nachweislich um ein Vieli@as grolRer [8,9,29], die
Versuchskonzeption lasst aus oben angefuhrten @ningdoch (die trotzdem oft

angestellten) Schliisse anfvivo-Bedingungerj24,28,30]nicht zu.

Um zu ermitteln, ob es sich bei den beobachteterfliSsen auf den SMC-Abbau um
zellvermittelte Effekte handelt, missen daher Enggd® von Vollblut-basierten
Stabilitatsassays betrachtet werden:

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrtem vitro-Stabilitdtsassays konnte,
vergleichbar mit Serum, auch fur Vollblut keine I8kagierung von SMC durch Paraoxon
erzielt werden. In nicht-stabilisiertem Vollblut vde dartber hinaus kein relevanter Analyt-
Zerfall Uber einen Zeitraum von bis zu 1 h, d.h.itwéber die Ubliche Dauer der
Probenvorbereitung im Rahmen der Probandenstudauj beobachtet. Die Ursache fir die
nachweislichen Unterschiede zwischen den nichtistigten Probandenproben und dien
vitro-Untersuchungen bleibt zunachst unklar, intrairdirelle Unterschiede durch
unterschiedliche Enzymausstattungen sind jedocle-beareits von Foldes et al. anhand einer
Studie mit vergleichbarem Umfang (n = 3) postulig4] — plausibel. Die Autoren der
zitierten Arbeit diskutierten in diesem Zusammerhasowohl die Moglichkeit einer
uneinheitlichen Ausstattung mit Pseudocholines&rasals auch Unterschiede in der
Funktionalitdt von moglicherweise beteiligten und diesem Zeitpunkt noch unbekannten
Esterasen.

In diesem Zusammenhang ist zu beachten, dassindi@itro-Distributionsstudie der
vorliegenden Arbeit zeigte, dass sich SMC im Gegengu SUX nicht nur aul3erhalb der
Zellen verteilt, sondern (insbesondere sichtbamiedrigen Konzentrationen) einen grof3eren
Verteilungsraum einnimmt. Neben einem Abbau Ubanbranstandige Esterasen kann somit
fur SMC auch eine intrazellulare Metabolisierunge v.B. fir manche Xenobiotika in
neutrophilen Granulozyten beschrieben [83,84], reclsgeschlossen werden.

Eine weitere Untersuchung dieser Thematik und M[Bgstdg anderer, beteiligter
Enzymsysteme, z.B. der erythrozytaren Cholinesterasteht bislang aus:

Aufgrund der scheinbar hohen interindividuellen i®az bezuglich der SMC-Stabilitat in
Vollblut ist das im Rahmen der vorliegenden Arlgatvahlte Kollektiv (jeweils n = 3 fur die

in vivo- sowiein vitro-Versuche) nicht grof3 genug, das Phanomen der Sigt@aHilitat im
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Vollblut - Gber seine grundlegende forensische Rale hinausgehend - bereits an dieser
Stelle umfassend aufzuklaren.
Weiterfiuhrende Studien sollten sich dieser Thematikitels eines spezifisch dafir

ausgewahlten Probandenkollektivs widmen.

5.10 Forensische Realproben

Bei der Untersuchung der forensischen Realprobantkoweder SUX noch SMC in Serum
detektiert werden. Dies ist insofern nicht verwulide, als dass sowohl die Zeit bis zur
Probennahme (aufgrund von Todesermittlungsformafidd als auch die Zeit bis zur
angemessenen Probenstabilisierung (durch den Rretsamd) soweit verzdgert wurden, dass
die nachgewiesenermalRen gerimgerivo- bzw. in vitro-Stabilitat dieser labilen Substanzen
als Uberschritten angesehen werden muss. Die Gesiarder akquirierten Daten erhartet
trotzdem den in beiden Fallen bestehenden Anfamdaegbt einer SUX-Intoxikation: die
nicht beweiskraftigen Ergebnisse der Blut- bzw.uSenalyse werden durch die im Urin
nachgewiesenen SMC- und insbesondere SUX-Konzemtemt erganzt, und weisen
zweifelsfrei die Beibringung einer mindestens tpergischen Dosis SUX nach [15]. Die
festgestellten htheren SMC-Spiegel im Urin der ligéen im Vergleich zur todlichen SUX-
Intoxikation kénnten einerseits auf eine Dosisddfe zurickgehen (die exakte Hohe der
applizierten SUX-Dosis konnte in keinem Fall rekomert werden), oder alternativ durch
eine fortschreitende urinére Sekretion des Metaoim Fall des rekonvaleszenten Patienten
[8] im Gegensatz zum baldigen Ende der SMC-Aussitimgy nach Todeseintritt im zweiten
Fall erklart werden. Der niedrigere SUX-Spiegel Werlebenden kénnen nach demselben
Prinzip mit einer Verdinnung des initial sezerrmarBUX mit neu produziertem Urin in der
Blase des Patienten erklart werden [15]. Auch deeeits diskutierten interindividuellen
Unterschiede in der SUX- und insbesondere SMC-Mxisibrung kénnen dartber hinaus
relevant sein.

Basierend auf den Analysenergebnissen konnte debaliskutierten Fallen zweifelsfrei eine
nichtindizierte Verabreichung von SUX nachgewiesarden. Im ersten Fall geschah dies
durch Selbstbeibringung in suizidaler Absicht, @izterem Fall wurde u.a. aufgrund der
forensisch-toxikologischen Beweise Anklage gegee éntensivschwester wegen versuchten
Mordes erhoben. Die Angeklagte wurde schliel3lictgeve gefahrlicher Koérperverletzung

rechtskraftig verurteilt.
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5.11 Empfehlungen und Hinweise zur SUX-Analytik

5.11.1 Allgemeines

Fur alle Asservate hat eine Probennahme und -lagerausschlie3lich mittels
Plastikmaterialien zu erfolgen. Die Zahl der Fri@u-Zyklen Uber die Gesamtdauer der

Fallbearbeitung ist zu minimieren.

5.11.2 Asservierung von Blut

Auch wenn SUX in Einzelfadllen bis ca. 1 h nach Gates Relaxans in Blutproben
nachgewiesen werden kann, so ist die Eignung vahd@$ Matrix fir einen SUX-Nachweis
im forensischen Kontext trotzdem eher kritisch ewerten:

Im Gegensatz zu Substanzen, welche eine vornehi@-P450-basierte Metabolisierung
in der Leber aufweisen, stellt die SUX-Intoxikatieimen Sonderfall dar, da der Abbau dieses
Wirkstoffs im Gegensatz zu vielen anderen Analytezitgehend unabhangig von einem
intakten Kreislaufsystem scheint. Im Tierversuchurfel) wurde in diesem Zusammenhang
gezeigt, dass bei todlichen Intoxikationen der &reitkonzentrationsabfall von SUX im Blut
nach Todeseintritt zwar verlangsamt wird [20], di&udie beleuchtete jedoch nur die ersten
20 min nach Kreislaufzusammenbruch, d.h. aussdidiedie Phase, in der Distributions-
Effekte wie bereits diskutiert einen signifikanteBinfluss auf die nachweisbaren
Analytkonzentrationen im Blut nehmen. Es kann adhdieser Tierversuchsstudie allerdings
nicht ausgeschlossen sondern muss vielmehr weitemgenommen werden, dass auch in
Leichen die Esteraseaktivitat der Serumenzyme zdesineine Zeitlang aufrecht erhalten sein
kann Bei Uberlebten Intoxikationen kann dartber hinawm einer unverminderten
Enzymaktivitat ausgegangen werden.

Ohne schnelle Probennahme und deren paraoxon-t@tmiStabilisierung konnen daher
insbesondere das hochst instabile SUX, aber amsaigtiauch SMC sowolm vivo als auch

in vitro komplett aufgezehrt werden. Diese Annahme wird &en (trotz der in einem Fall
innerhalb von ca. 5 h nach SUX-Applikation erfolgterobennahme) negativen SUX- aber
auch SMC-Befunden der im Rahmen dieser Arbeit sotdrten, forensischen Realproben
bestatigt.

Um einenin vivo-Abbau so gering wie moglich zu halten, ist dahae endglichst schnelle

Asservierung von Probenmaterial nach der vermehgh SUX-Gabe durchzufiihren.
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Um auch dien vitro-Degradation der Zielanalyten weitestgehend zuimdgrn, ist dartber
hinaus in einem forensischen Kontext stets einbil&ti@rung von Blutproben zu fordern. Die
in paraoxonierte oder anderweitig esterase-inaktiwi Probengefal3e abgenommenen
Blutproben sind schnellstmdglich zu kiihlen, zu pssieren und mittels flissigen Stickstoffs
schockzugefrieren. Die Kihlkette (— 20 °C oderdwlist danach bis zur Analyse nicht mehr
zu unterbrechen.

Kdnnen einzelne Punkte dieses Katalogs nicht ealtghwerden, so ist besonderen Wert auf
die realisierbaren Punkte, z.B. auf eine besonsigraelle Verbringung auf — 20 °C bei nicht
vorhandenem Paraoxon zu legen. Die im Rahmen déiegenden Studie durchgefuhrten,
paraoxon-freien Blutentnahmen stellen derartige alfde einer nicht-stabilisierten
Probennahme dar, in der Realitét ist allerdings eneist weitaus schlechtere Umsetzung zu
erwarten:

Da im Laufe von Todesermittlungsverfahren oft metdi®tunden bis Tage vergehen, bis die
fragliche Leiche dem Toxikologen zuganglich isttf iine Probennahme und somit
Stabilisierung der Matrices innerhalb der erstdtiskhen Sekunden bis Minuten in diesem
Kontext meist nicht realisierbar. Auch bei Uber&gbVergiftungen wird die Probe meist nicht
von einem sachkundigen Toxikologen, sondern vorreirArzt vor Ort entnommen, die
Probe kann daher Ublicherweise erst nach Versaddatrlichem Eintreffen im forensisch-
toxikologischen Labor fachgerecht stabilisiert yondzessiert werden.

Blutproben sind zusatzlich zu der meist nicht gytieh Stabilisierung sowohl bei tédlichen als
auch bei Uberlebten SUX-Intoxikationen meist laegeZeit verhaltnismaflig hohen
Temperaturen ausgesetzt, darunter zunachst caC 3 kirzlich Verstorbenen oder noch
lebenden Intoxikationsopfer, danach der Umgebungséeatur fir den Zeitraum der
Leichenliegezeit oder des Probentransports, bizhibestenfalls ca. 4 °C fiur den Zeitraum
der Leichenlagerung in einer Kidhlkammer bzw. desbBnlagerung in einem Kklinischen
Labor. Bei diesen Temperaturen werden enzymatiBecbeesse, in diesem Fall die Hydrolyse
der Zielanalyten, keinesfalls unterbunden, sonbestenfalls verlangsamt.

Die negativen SUX- sowie SMC-Befunde, welche fie dm Rahmen dieser Arbeit
untersuchten forensischen Realblutproben erhobedeny unterstiitzen die Auslegung, dass
diese Matrix im forensischen Kontext meist einecogordnete Rolle fir den Nachweis einer

SUX-Intoxikation spielen wird.
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5.11.3 Asservierung von Gewebeproben

Obwohl Gewebe als generell frei von endogenem SM@esehen werden kénnecaye
stark verweste Probenmaterialien), so kann jeddclbéide Zielsubstanzen eine Instabilitat
ahnlich der in Blut- bzw. Serumproben angenommerdare die im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Gewebeproben der todlichen SUX-Intddok erbrachten allesamt (falsch-)
negative Resultate, wobei dieses Ergebnis angssibleschriebener, gewebsstandiger
Esterasen [85] durchaus plausibel ist. Nichtsdestiotsind sowohl in Tierversuchen
[18,20,37] als auch anhand von menschlichen Gewebep bereits positive SUX-Befunde
erhoben worden [24] — alle Arbeiten bestatigen ghdeinhellig, dass ein SUX-Nachweis nur
aul3erst selten, und dariiber hinaus meist nur inrgetriger Konzentration gefiihrt werden
kann [18]. Aufgrund des hohen Gehalts an Urin esvgieh Nierengewebe fir die forensisch-
toxikologische Fallarbeit als noch aussichtsrehdtlatrixkandidat fir einen positiven
Befund [24].

Neben nativen sind auch einbalsamierte Gewebesuaet, und teils positiv auf sowohl SUX
als auch SMC untersucht worden [19,37]. In diesersafhmenhang wurde diskutiert, dass
einerseits die im Rahmen einer Einbalsamierungiappkn, leicht sauren Bedingungen
forderlich fur eine spatere SUX-Analytik sein koamt[24,37], und/oder die im Gewebe
vorhandenen Esterasen andererseits durch die Barbarung zerstoért werden kdnnten, was
einen enzymatischen Analytabbau verhindern wir@2f]. Ebenfalls ertrtert wurde eine
eventuell geringere Aktivitat gewebsstandiger Esten im Vergleich zu denen im Blut [19].
Es ist an dieser Stelle zu beachten, dass es siatlenb erwdhnten Arbeiten um Studien am
Tiermodell (Ratte, Hund) handelte, in denen tedlsrshohe Dosen von SUX (Ratte: 10-200
mg/kg; Hund: 0.5-5 mg/kg) verabreicht wurden, difieertragbarkeit der Ergebnisse auf den
forensisch relevanten Konzentrationsbereich undrmenschlichen Organismus ist daher nur
sehr begrenzt gegeben.

Da Leichen in Deutschland vor einer Bestattungggwodhnlich nicht einbalsamiert werden,
konnten Stabilisierungseffekte von SUX bzw. SMCctiueine Konservierung des Leichnams
nicht beobachtet und auch nicht untersucht wer@snbleibt letztlich fragwirdig, ob eine
Einbalsamierung Uberhaupt schnell genug erfolgemkam einen stabilisierenden Effekt auf
SUX bzw. SMC auszutiben.
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5114 Asservierung von Urin

Aufgrund aller o.g. Argumente sollte in einem Fatin vermuteter SUX-Beibringung der
Fokus der Aufmerksamkeit zuerst auf Urin als meistprechendes Medium fir die SUX-
Analytik gesetzt werden:

Es ist erwiesen, dass sowohl SUX als auch SMC dndert renal ausgeschieden werden
[8,34], und auch nach einer nur kurzen Sekretioasphz.B. im Rahmen von tédlichen SUX-
Intoxikationen, im Urin nachweisbar sind [15,69]iéMuch Blut oder Serum hat sich Urin
dariber hinaus als negativ fir endogenes SMC eewig0], wobei die Zielanalyten im Urin
im Gegensatz zu den Alternativen (Blutprodukten @elveben) generell stabil genug sind,
um auch unter Realbedingungen einen positiven Neashwu fihren [15,23,24,69]. Ein
weiterer Vorteil dieses Materials liegt in der Migbkeit der nicht-invasiven
Probengewinnung, d.h. im Gegensatz insbesonderé&emebeproben kénnen, wie im
Rahmen dieser Arbeit gelungen, auch Uberlebte Stid<ikationen sehr patientenschonend
einer forensisch-toxikologischen Untersuchung zghbén gemacht und diagnostiziert
werden [69]. Aus vorgenannten Grinden ist bei véeten SUX-Intoxikationen grof3ter Wert

auf eine sachgerechte Asservierung von Urin zunlege

Durch die vorliegendén vivo-Studie konnte zwar kein stabilisierender Effekh\Raraoxon
auf SUX oder auch SMC im Urin nachgewiesen werakeses Ergebnis ist jedoch nicht
uneingeschrankt auf Realproben tbertragbar:

Bei Probennahmen im Rahmen von Sektionen ist soetr®® Kontamination des Urins mit
Blut und somit Enzymen mdglich bzw. sogar wahrsaiegh. Nach Uberlebten Vergiftungen
erscheint eine derartige Gefahr einer Enzymkontatiin zwar geringer, ist aber
insbesondere nach Legen eines Blasenkatheters anut ceinhergehenden, etwaigen
Verletzungen des Urogenitaltraktes durchaus gegebaniber hinaus ist auch in einem
Studienkollektiv gesunder Probanden der Fall eiesterase-aktiven Urinprobe berichtet
worden [15].

Aufgrund dieser Unwagbarkeiten sind auch Urinprolién eine weitere forensisch-
toxikologische Untersuchung auf SUX bzw. SMC stetdtels Paraoxon oder anderer,
unspezifischer Esterasehemmern zu stabilisiered, sohnellstmdglich einzufrieren. Ein
Schockgefrieren in flussigem Stickstoff stellt dabach fir Urinproben den Goldstandard

dar.
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5.11.5 Hinweise zur Begutachtung

Wenn kein Urin fur die Analyse zur Verfigung stedd,muss ein SUX- bzw. SMC-Nachweis
abschliel3end als schwierig angesehen werden: agirtEn Seite wird die Analytdetektion in
Blut- und Gewebeproben von Lebenden bzw. frischeitHnamen durch die ausgepragte
Instabilitat der beiden Zielsubstanzen behindert,diesem Zusammenhang ist vor einer
falsch-negative Befundung zu warnen. In stark vetere Geweben auf der anderen Seite
muss eine mogliche Probenkontamination mit SMC wlioh mikrobiellen Ursprungs
beachtet werden, wobei das Gutachten in diesererid@lle Mdglichkeit falsch-positiver

Analysenergebnisse diskutieren muss.
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6 Schlussfolgerung

Diese Arbeit beschreibt eine HPLC-ESI-MS/MS-Methodur simultanen Bestimmung von
SUX und SMC sowohl in Serum als auch Urin. Die Meld ist durch exzellente
Extraktionsausbeuten, hohe Sensitivitdt sowie gBm@zisions- und Richtigkeitsdaten
gekennzeichnet. Zusatzlich zu ihren sehr zufriesieienden Kenndaten ist die Methode
schnell und einfach und sollte daher helfen, dieX&Walytik mehr Routine- bzw.
Forschungslaboren zuganglich zu machen. Die Methadde erfolgreich fur den Nachweis
sowohl einer tédlichen als auch einer UberlebteX-Btdoxikation sowie zur Darstellung des
in vivo-Abbaus von SUX und SMC verwendet, sie ist somthmeeislich fur die Bearbeitung
sowohl forensischer als auch klinischer Fragesigbn geeignet.

Die SMC-Analytik unterstreicht die Notwendigkeitimer mindestens zwei MRM-Ubergéange
aufzuzeichnen, da die Kombination von Retentiotiseai nur einem Ubergang nachweislich
nicht charakteristisch fir eine gegebene Substamez reuss, und so zu unschliissigen bzw.
falschen Ergebnissen fihren kénnte. Das Heranzieoenrelativen lonenintensitaten als
weitere MalRBhahme zur Qualitatssicherung hat sistsahr effektiv herausgestellt und wird
daher allgemein empfohlenEs konnte weiterhin gezeigt werden, dass Interfemen

keinesfalls nur auf MRM-Ubergange mit kleinen Fragiionen beschréankt sind, weswegen
die Selektivitat einer Methode ohne Ausnahme eatdmnd untersucht und sichergestellt
werden muss. In dem vorgestellten Fall war einareigide Qualitatssicherung absolut
notwendig um falsch-positive Resultate — absoluakaeptabel sowohl in der forensisch-
toxikologischen Routinearbeit als auch der Forsgstitigkeit — zu vermeiden. Es wurde
weitergehend demonstriert, dass die individuellesund von Selektivitatsproblemen

substanz- sowie methodenspezifischen BesonderhBigetnung zu tragen hat, und dass
verschiedene Ansatze hinsichtlich ihrer Eignung @as vorliegende Problem kritisch

evaluiert werden missen, um ein optimales Endergetonermdoglichen. In der vorliegenden
Arbeit konnte bewiesen werden, dass auch die Vetumgp nachweisschwéacherer MRM-

Ubergange fur die Identifikation sowie Quantifiziag zu sehr befriedigenden methodischen
Kenndaten fuhren kann, und dass der prasentiersatArdaher eine legitime Alternative zu

den bereits publizierten Losungen fur HPLC-MS/M3eB&vitatsprobleme darstellt.
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Vorherige Berichte bezuglich der Existenz von rativ SMC, mit allen negativen
Implikationen fur die forensisch-toxikologische St#alytik, konnten nicht bestatigt
werden: in einem grof3en Probandenkollektiv ergadeim keine Hinweise auf die Existenz
von endogenem SMC in humanem Serum bzw. Urin, wwh an frischen Gewebe- und
Glaskorperflissigkeitsproben wurde generell keitivea SMC detektiert. In beinahe allen
Proben wurde jedoch die schon diskutierte Inteniermit dem Haupt-lonenibergang von
SMC gefunden, wobei der Nachweis in KonzentratioAgaivalent zu vorher berichteten
Durchschnittsgehalten an endogenem SMC erfolgtee &ilihere Fehlinterpretation dieser
MRM-Daten mit resultierenden falsch-positiven Arsgiergebnissen fur endogenes SMC ist
daher wahrscheinlich. SMC konnte somit weitgehelsdS&JX-Marker rehabilitiert werden,
wobei eine Ausnahme in Fallen stark verwester Gepelbben sowie langzeitgelagerter
Proben gesehen werden muss: in derartigen Fallent&oSMC vermutlich mikrobiellen
Ursprungs in Gewebeproben, insbesondere in Lebetggwzweifelsfrei nachgewiesen

werden.

Das Wissen Uber dien vivo-Stabilitat der Zielanalyten wird durch die vorlesglen
Ergebnisse der klinischen Studie erweitert: ein SUBChweisfenster in der GréRenordnung
von bis ca. 10 min (max. ca. 60 min) in stabili®er Plasma konnte in Einklang mit
vorhergehenden Arbeiten bestatigt werden. DiesedyAmvar ohne Paraoxonzugabe in keiner
der Proben mit t > 4 min nachweisbar. Fir SMC imsRla ergab sich ein Nachweisfenster
von 8-24 h, wobei auch fir diesen Analyten ein {po=i Einfluss der Paraoxon-Stabilisierung
auf die Nachweishaufigkeit klar bestéatigt werdemrke. In &alteren Probanden kénnte die
Nachweisdauer verlangert sein.

Die beobachteten intraindividuellen Unterschiedeziigich der Paraoxon-vermittelten
Stabilisierung von SMC sind pharmakologisch selergssant, da sie Aufschluss tber am
Abbau von SMC beteiligte, und bislang in dieser l&iom unbekannte Enzyme bzw.
Enzymsysteme (z.B. spezifische Esterasen der BhkatkGrperchen) liefern kénnen. Auch
ein intrazellularer Metabolismus kann fur SMC zesd#im Zeitpunkt nicht ausgeschlossen
werden, da sein Verteilungsvolumen im Vollblut girmimindest teilweisen Ubergang in das
intrazellulare Milieu nahelegt. Insbesondere betdrnigen SMC-Konzentrationen sowie
abhangig von individuellen physiologischen Gegeléeh kbnnen die genannten Vorgange
zu einer forensisch bedeutsamen Herabsetzung demwégswahrscheinlichkeit fir SMC

fuhren.
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Fur Urin konnte im Rahmen der klinischen Studie eggiz werden, dass SUX in allen
untersuchten Probanden noch bis 2ndch SUX-Einleitung frisch sezerniert wird, die
Nachweishaufigkeit fur diesen Analyten nimmt danhh6 h nach SUX-Exposition auf ca.
50 % ab. SMC war in allen Probanden Uber den gesa®@tudienverlauf nachweisbar. Ein
Nachweis von SUX und SMC ist jedoch auch weit idgr Zeitintervalle hinaus maglich, da
einmal in die Blase sezernierte Analyten nachfaligewar (insbesondere bei Uberlebten
Intoxikationen) zunehmend verdinnt werden, aber haugnabhangig von einer
Organophosphat-Behandlung in der Regel stabil ondtdetektierbar bleiben. Im Falle von
Uberlebten Intoxikationen sind eventuell bereitsr vder Probennahme erfolgte

Blasenentleerungen bei einer Begutachtung zu beicidigen.

Anhand der Studienergebnisse konnten zwei SUX-lk&bonsfalle, eine todliche sowie eine
Uberlebte, fundiert begutachtet werden. Der er&tdr gefiihrte Nachweis einer paraoxon-
pflichtigen Instabilitdt von SMC erlaubte in diese&lasammenhang die korrekte Bewertung
der durchweg negativen Befunde im Blut: der Abbaeidér Zielanalyten in diesen
Probenmaterialien vollzieht sich schneller als eRrebennahme maoglich ist, eine SUX-
Intoxikation ist nach alleiniger Analyse dieser kilzgs allerdings keinesfalls auszuschlief3en.
In den untersuchten Realfdllen ermdglichten schdibldie fiur SUX sowie SMC jeweils
positiven Urin-Befunde den eindeutigen und germdnwertbaren Nachweis einer SUX-
Intoxikation. Diese Arbeit unterstreicht, dass Uem ideales und vermutlich das einzig

wirklich verlassliche Probenmaterial fir die SUX-aytik darstellt.

Die Gesamtheit der erzielten Ergebnisse wurde #ibfeamnd in Empfehlungen beztiglich der
Auswahl, Entnahme, Handhabung sowie Lagerung voaiggeten Probenmaterialien
umgesetzt. Insbesondere bei Einhaltung der Empigkhu liefert die vorgestellte Arbeit dem
forensischen Toxikologen wertvolles Datenmateah, eigene Analysenergebnisse auf ihre

Plausibilitat hin zu untersuchen.
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In der gegenstéandlichen Arbeit wurde eine rechtgedbare Methode zum parallelen
Nachweis von SUX und seinem Metaboliten SMC entelickund fir sowohl Serum als auch
Urin komplett validiert. Die Methode wurde darildenaus erweitert, um auch ein breites
Spektrum von Geweben der SUX-Analytik zuganglichnzachen. Die Anwendbarkeit der
Methode fir den forensisch-toxikologischen Routetebb sowie auch fur Fragestellungen
klinischer Art wurde anhand der durchgefuhrten udbelegt.

Schwachen der teils Uberschatzten MS/MS-Analytiknrken aufgedeckt, und neue
Anregungen zur Problembehandlung und Qualitatssicige in diesem Bereich gegeben
werden. Fehlinterpretationen basierend auf falsditpen Analysenergebnissen
vorhergehender Arbeiten konnten in diesem Zusamarenkorrigiert werden.

Die vorliegende Arbeit kann als Leitfaden fur di&)>SAnalytik verwendet werden, und

ermoglicht dem forensischen Toxikologen eine furidiePlausibilitdtskontrolle durch

Abgleich eigener Analysenergebnisse mit dem voedjést in vivo-Modell fir Analytabbau

und Wirkstoffelimination.




174 7 Ausblick

7 Ausblick

Eine der nicht vollstandig gelosten Fragen didsbeit betrifft die Detektion von SMC in
stark verwesten Kontrollproben von nicht-SUX-aswoten Todesfallen. Um SMC auch in
Faulleichen ausnahmslos und zweifelsfrei als Maflieeine vorangegangene SUX-Gabe zu
etablieren, kann eine Differenzierung von pharmtgeluiem gegentber mikrobiell erzeugtem
SMC durch Isotopenverhaltnis-MassenspektrometrieM@) angestrebt werden. Diese
Methode soll hier kurz vorgestellt und ihr moglishd’otential fir die forensische
Toxikologie, und hier insbesondere die SUX-Analytliskutiert werden.

Von wissenschaftlichem Interesse sind in aller Regegleichende Analysen dé3C/*%C-
sowie des’H/*H-Isotopenverhaltnisses. Da&C/**C- bzw. H/*H-Profil eines Lebewesens
ergibt sich durch seine Aufnahme der genanntepsoaus der Umgebung, und ist daher bei
heterotrophen Organismen zu einem wesentlichen dieith die aufgenommene Nahrung
beeinflusst. Synthetische Verbindungen haben degelen meist nur eine lUberschaubare
Anzahl an Vorlaufern mit jeweils einheitlichem Ispenprofil, welche sich im
Isotopenverhéltnis des Produktes niederschlagermiD&lilfe der &ulRerst sensitiven IRMS-
Analytik bereits Unterschiede der Isotopenhaufigken ppm-Bereich nachweisbar sind,
reicht ein entsprechend geringer Unterschied intofsmnprofil einer biogenen gegentber der
entsprechenden synthetisch hergestellten Verbindungdie jeweilige Herkunft zweifelsfrei
nachzuweisen. Die IRMS wird erfolgreich unter aederin der Dopinganalytik (z.B. zum
Nachweis exogener Steroide), der Lebensmittelchémi zur Klarung der Herkunft von
Lebensmitteln) sowie in der Pharmazie (z.B. zumn&mnittel-Fingerprinting sowie zur
Kontrolle der Patientencompliance) eingesetzt [8h-und koénnte sich auch fur die
forensische Toxikologie als nutzlich erweisen. imigénden soll nur die HPLC-C-IRMS als
Methode der Wahl fir die SMC-Problematik kurz bemstien werden: hierunter versteht man
die vorausgehende HPLC-Auftrennung eines Probesikes, die anschlieRende restlose
Verbrennung einer definierten Probenfraktion imeen Sauerstoff (,C* fur ,combustion®)
und die letztendliche Bestimmung des Isotopenverisgkes des entstehenden 2w. HO
mittels IRMS. Das so definierte Isotopenverhdltkasin auf einen universell eingesetzten,
zertifizierten Referenzstandard bezogen, und s@neirVergleich mit anderen Werten
zuganglich gemacht werden.

Ein diese Arbeit fortfUhrendes Projekt sollte zurgic die Bestimmung der SMC-
Isotopenverhéltnisse von erhaltlichen SUX-Praparateach ihrer Hydrolyse in den
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Hauptmetaboliten behandeln. Darauf aufbauend kaanvergleichende Bestimmung der
Isotopenprofile eines Kontrollkollektivs von mikrell erzeugtem SMC aufschlussreich sein.
Anhand der Ergebnisse dieses Projektes kann dagesdlétzt werden, inwiefern die IRMS
geeignet ist forensisch interessante Substanzen eben SMC, aber auch z.Br-
Hydroxybuttersdure (GHB) und andere, nach indukdriebzw. biogener Herkunft zu

differenzieren.

Die vorliegende Arbeit hat darlber hinaus eindrigtkl aufgezeigt, dass die bislang
herrschende Meinung der héhernianvivo-Stabilitat von SMC im Vergleich zu SUX nicht

uneingeschrankt gultig ist: die prasentierten Enggd® deuten auf bislang unentdeckte,
maogliche Abbauwege von SMC hin. Diese Einflussfakosind bislang unbeachtet geblieben,
da die berichteten Effekte nur im Vollblut zu beodkign sind, und scheinbar eine hohe
interindividuelle Varianz aufweisen. SMC stand &m nur selten im Fokus des
Forschungsinteresses, und seine Abbaucharaktaristibrden in diesen Fallen nur in

zellfreien Matrices (Serum, Plasma, Enzymextraktemgrsucht.

Weiterfihrende Arbeiten kbnnen die in dieser Arlpgdisentierten Anknupfungspunkte fur
eine genauere Erforschung der Pharmakologie von 8M#en. Lohnend erscheint in diesem
Zusammenhang z.B. eine Studie purvitro-Kinetik von SMC im Vollblut eines gréf3eren

Probandenkollektivs zur Erfassung der interindieiten Variabilitdt des SMC-abbauenden
Systems. Dariiber hinaus kann eine genaue Lokalsaind Charakterisierung dieses am
SMC-Abbau beteiligten Systems angestrebt werdend, die in der vorliegenden Arbeit

bereits diskutierten Madglichkeiten einer Metab@ising Uber membranstandige
(erythrozytare) Cholinesterasen bzw. eines inthalZeen Abbaus Uber bislang unbekannte

Enzymsysteme kritisch evaluiert werden.
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