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Zusammenfassung

Der Alltag der Rechtsmedizin wird nicht nur durch die forensische Medizin bestimmt,
sondern zeichnet sich zu einem groRen Teil durch die Beantwortung toxikologischer

Fragestellungen aus.

In Fallen von Intoxikationen mit oder ohne Todesfolge, zur Beurteilung einer
Schuldfahigkeit oder bei auffalligem \erhalten im Stralenverkehr ist es beispielsweise
héaufig ndtig, verschiedene biologische Proben wie Blut, Urin, Gewebeproben oder auch
Haare umfassend auf verschiedenste Arzneimittel, Suchtstoffe und Toxine im Rahmen
einer systematischen toxikologischen Analyse zu untersuchen. Hier kommen vor allem
Screening-Methoden zum Einsatz, mit deren Hilfe in biologischen Proben nach
entsprechender ~ Aufbereitung  moglichst  viele  Analyten  unterschiedlichster

Substanzklassen detektiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung und Optimierung von analytischen
Methoden, die sich in ihrer Gesamtheit fiir die Durchfiihrung einer systematischen

toxikologischen Analyse eignen, vorgestellt.

Um den grundsétzlichen Anforderungen jedweder Analytik gerecht zu werden, wurden
zunachst  bestehende Qualitatssicherungssysteme auf ihre Eignung untersucht,

anschlieBend den aktuellen technischen Standards angepasst und verfeinert.

Es wurde eine Methode mittels Mikrofestphasenextraktion und anschlielender
gaschromatographischer Auftrennung mit massenspektrometrischer Detektion entwickelt,
die fur den Nachweis flichtiger organischer Substanzen geeignet ist. Ein am Ende der
Arbeit beschriebener Bericht tiber einen authentischen Suizid-Fall liefert den Beleg fur die

zwingende Einbeziehung dieser Methode in eine systematische toxikologische Analyse.

Da sich im Laufe der Untersuchungen aufgrund einer Vergleichsstudie gezeigt hat, dass
auf eine gaschromatographische Analytik (GC-MS) trotz der Fortschritte bezlglich der
Flussigchromatographie mit massenspektrometrischer Detektion (HPLC-MS/MS) nicht
verzichtet werden kann, war eine Optimierung der GC-MS-Methodik der nachste logische
Schritt. Hierzu wurde eine Festphasenextraktionsmethode entwickelt und ihre

Anwendbarkeit in einem erneuten Vergleich bewiesen.

AbschlielRend erfolgte die Optimierung der hausinternen HPLC-MS/MS-Methode. Hierbei

wurde ein Schwerpunkt auf den optimalen Verdiinnungsgrad von Urin gelegt.



Alle (Weiter)entwicklungen wurden unter Anwendung der statistischen Versuchsplanung
durchgefiihrt. Diese Vorgehensweise hat im Gegenzug zur ,,one-by-one“-Methodik den
Vorteil, dass Interferenzen zwischen einzelnen ausgewahlten Faktoren erkannt und
quantifiziert werden kénnen, samtliche Ergebnisse eine statistische Signifikanz aufweisen
konnen und dadurch keinen Raum fir (Fehl)interpretationen zulassen. Durch die
vorliegende Arbeit werden die vielfaltigen Anwendungsmoglichkeiten vorgestellt. Dieses
leistet einen Beitrag fir die zukinftige Implementierung von statistischer
Versuchsplanung in die Entwicklung und Optimierung forensisch-toxikologischer

Analysen.
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1 Einleitung 1

1

1.1

Einleitung

Problemstellung

Der Alltag der Rechtsmedizin wird nicht nur durch die forensische Medizin bestimmt,
sondern zeichnet sich zu einem groRen Teil durch die Beantwortung toxikologischer

Fragestellungen aus.

Bei der forensisch-toxikologischen Analyse ist das Interesse nicht nur auf einige
ausgewahlte Substanzen beschrankt. In Féllen von Intoxikationen mit oder ohne
Todesfolge, zur Beurteilung einer Schuldféahigkeit oder bei auffalligem Verhalten im
Strallenverkehr ist es beispielsweise haufig notig, verschiedene biologische Proben wie
Blut, Urin, Gewebeproben oder auch Haare umfassend auf verschiedenste Arzneimittel,
Suchtstoffe und Toxine im Rahmen einer systematischen toxikologischen Analyse (STA)

ZU untersuchen.

Diese umfasst neben Vortests, beispielsweise mittels Immunoassays, vor allem Screening-
Verfahren, auch als ,,general unknown‘“-Analysen (general unknown screening, GUS)
bezeichnet. Hierbei sollen mit Hilfe der Gaschromatographie (GC) oder
Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) groftenteils mit massenspektrometrischer
Detektion in den biologischen Proben nach entsprechender Aufbereitung maoglichst viele

Analyten unterschiedlichster Substanzklassen detektiert werden.

Um hierbei systematische Fehler auszuschliefen und die Richtigkeit der erhaltenen
Ergebnisse zu erweisen, sind Qualitatskontrollen unerlasslich. Auch muss sichergestellt
sein, dass der Zustand des Analysengerdtes zum Zeitpunkt der Messung den
Anforderungen entspricht, zum Beispiel eine ausreichende Sensitivitat aufweist. In
forensisch-toxikologischen Laboratorien ist dies vor allem auch im Hinblick auf die

Gerichtsverwertbarkeit der Befunde relevant.

Um eine neue Analysen- oder Extraktionsmethode zu entwickeln, missen die
einflussnehmenden Faktoren erkannt und im Anschluss optimiert werden. Letzteres kann
insofern geschehen, dass jeder Faktor fur sich genommen (sog. ,,one-by-one*“-Methode)

untersucht wird.

Bei der statistischen Versuchsplanung werden mehrere Faktoren gleichzeitig variiert.

Diese Strategie hat erstens den Vorteil einer enormen Zeitersparnis, zweitens werden vor
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allem Abhé&ngigkeiten zwischen den untersuchten Faktoren erkannt und koénnen in die

Optimierung einflielRen.

Die standigen technischen Errungenschaften auf dem Sektor der instrumentellen Analytik
auf der einen Seite, aber auch die Neueinfiihrungen auf dem Arzneimittelmarkt und die
Neuentwicklungen im Bereich der illegalen Betdubungs- und Rauschmittel auf der
anderen Seite, machen neue, den aktuellen Gegebenheiten angepasste Screening-

Methoden unerlasslich.

1.2 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit ist die systematische Entwicklung von Analysenmethoden zur simultanen
Detektion von Arzneimitteln, Suchtstoffen und Toxinen. In diesem Kontext liegt der
Fokus auf der Bestimmung maglichst unterschiedlicher Substanzklassen mit vorzugsweise
wenigen Arbeitsschritten, so dass der Zeit- und Kostenaufwand ebenfalls minimiert wird.
Grundsatzlich werden auch bei der qualitativen Analyse niedrige Nachweisgrenzen im

therapeutischen Bereich angestrebt.

Um die optimalen apparativen  Bedingungen  sicherzustellen, st ein
Qualitatssicherungssystem vorausgesetzt. Bereits angewendete Malknahmen werden auf
ihre Eignung gepruft und an Routine-Gegebenheiten und den aktuellen Fortschritt
angepasst. Die Entwicklung und Optimierung der Methoden, vor allem hinsichtlich der
Extraktionsverfahren, erfolgt unter Anwendung der statistischen Versuchsplanung (Design
of Experiments, DoE). Die entwickelten Methoden werden nach wissenschaftlich
anerkannten Richtlinien der Gesellschaft fur Toxikologische und Forensische Chemie

(GTFCh) validiert, um die Gerichtsverwertbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten.

Die Gaschromatographie mit massenspektrometrischer Detektion (GC-MS) gilt nach wie
vor als Goldstandard bei der Bearbeitung von Screening-Analysen. Jedoch hat die HPLC
in Kombination mit Massenspektrometrie (HPLC-MS bzw. HPLC-MS/MS) in den letzten
Jahren in der forensischen Analytik an Einfluss gewonnen. Beide Methoden werden
hinsichtlich ihrer Eignung flr Screening-Verfahren gegeniberstellend geprift, Vor- und
Nachteile prasentiert und diskutiert.

Am Beispiel von Realfallen wird die Anwendbarkeit der entwickelten Methoden in der
Praxis belegt. Besonders seltene Analyten und bemerkenswerte Kasuistiken werden naher

beleuchtet.
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Grundlagen und Stand der Technik

Grundlagen der GC-MS

1  Prinzip der Gaschromatographie
In den letzten Jahrzehnten wird die Gaschromatographie in der analytischen Chemie mit
Erfolg zur Trennung von komplexen Substanzgemischen eingesetzt und ist vor allem auch

in forensisch-toxikologischen Laboratorien als Routinemethode etabliert.

Nach Injektion eines Substanzgemisches bzw. Extraktes oder Desorption von einer
Mikrofaser, wird dieses verdampft und mittels der mobilen Phase (inertes Gas, z.B.
Helium) Uber eine Kapillarséule transportiert. Durch Verteilung zwischen mobiler und
stationérer Phase (z.B. Dimethylpolysiloxan) erfolgt die Trennung. Die S&ule befindet sich
in einem Ofen, der verschiedenen Temperaturprogrammen ausgesetzt werden kann.
Voraussetzung flr die Analyse mittels GC ist die Verdampfbarkeit der Substanzen. Dies
kann im Zweifelsfall durch vorhergehende Derivatisierung erreicht werden. Am Ende der

Saule gelangen die eluierenden Substanzen an den Detektor [*].

2 Prinzip der Massenspektrometrie
Die Massenspektrometrie ermdglicht bei Kopplung mit einem chromatographischen
Trennsystem eine Strukturaufklarung sowie eine quantitative Analyse von komplexen

Substanzgemischen.

Der Ablauf der Massenspektrometrie setzt sich grundsatzlich aus drei Vorgangen
zusammen: die lonisation der Molekdle inklusive einer eventuellen Fragmentierung, eine
Massen-Fokussierung und die Registrierung im Massenspektrum. Das heil3t, dass aus dem
Zerfall eines ionisierten Molekils verschiedene strukturspezifische Fragmente resultieren,
die nach ihrem Masse/ Ladungsverhéltnis (m/z) in einem (elektro)magnetischen Feld

aufgetrennt und im Spektrum registriert werden.

Bei der ElektronenstoRionisation (EI) wird das Molekil im Gaszustand mit Energie
(Ublich sind 70 eV) beschossen, es erfolgt eine lonenbildung und eine oft ausgeprégte
Fragmentierung. Bei labilen Strukturen besteht der Nachteil, dass kein Molekulion mehr

vorhanden ist, welches wichtige Informationen hinsichtlich einer Identifizierung liefert.
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Der lonenstrahl gelangt zum Quadrupol-Analysator, wo er in Langsrichtung zwischen vier
parallel angeordnete Metallstabe geleitet wird, an die ein elektromagnetisches Feld
angelegt wird. Bei einer gegebenen Spannung hangt die Bahn der lonen von ihrer Masse
ab; nur Teilchen mit einer bestimmten Masse kdnnen passieren. Wird die Spannung

verandert, kann die nachsthohere Masse den Austrittspalt erreichen [*].

Stabile Bahnen

Instabile Bahn —

Austrittsspalt

Eintrittsspalt

Abbildung 1: Quadrupol-Fokussierung

AnschlieRend erfolgt die Aufzeichnung im Massenspektrum. Fiir die vorliegende Arbeit
wurde der , Fullscan® als Messmodus verwendet. Hierbei werden alle Ionen in einem
wéhlbaren Bereich (haufig m/z 50 -550) fortlaufend aufgenommen. Es kann eine
Bestimmung mit Hilfe der Spektrenbibliothek folgen. Nachteil des Fullscan-Modus ist die
geringere Empfindlichkeit.

2.2  Grundlagen der HPLC-MS/MS

Die HPLC-MS/MS-Technologie hat im letzten Jahrzehnt verstarkt an Bedeutung
gewonnen und ist zu einer wichtigen Methode in der instrumentellen Analytik und der

forensischen Chemie gereift.

Bei der HPLC liegen die Analyten in Laufmittel geldst vor. Dieses wird mit Hilfe von
Pumpen mit hohem Druck durch die eng gepackte Saule transportiert. Ublich sind vor
allem Kieselgel-S&dulen mit einem geringen Durchmesser, die je nach Anforderung
modifiziert sein kdnnen. Die Trennung erfolgt auch hier hauptséchlich durch Adsorptions-

und/ oder Verteilungsvorgénge zwischen mobiler und stationarer Phase.
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Nach erfolgter Trennung wird der Eluentenstrom mit Hilfe einer lonenquelle in die
Gasphase Uberfihrt und die Analyten werden ionisiert. Hierfiir sind verschiedene
Techniken gebréauchlich, im Folgenden soll auf die verwendete Elektronenspray-lonisation

(ESI) ndher eingegangen werden.

Bei der ESI wird die Analytldsung durch eine Kapillare geleitet, an der eine Spannung
angelegt ist. Es bildet sich ein Nebel aus geladenen, fein verteilten Losemitteltropfchen.
Durch Zufuhren eines inerten Gases, z.B. Ny, kann dieser Vorgang intensiviert bzw. ein
konstantes Spray erzeugt werden. Die Polaritat der angelegten Hochspannung bestimmt
die Ladung der entstehenden lonen. Es kann ein Uberschuss von positiven oder negativen
lonen erfolgen. Die lonen werden durch das elektrische Feld in Richtung des

Massenspektrometers beschleunigt.

Das in der Tandem-Massenspektrometrie hdufig eingesetzte Triple-Quadrupol-System
besteht aus einer Kombination von zwei Quadrupolen (Q1 + Q3), die als Massenfilter
fungieren und einem weiteren zwischengeschaltetem Quadrupol (Q2) als Kollisionzelle,
in der die in Q1 selektierten lonen fragmentiert werden. Anschlielend erfolgt eine
Trennung in Q3.[']

2.3  Grundlagen der HPLC-DAD

Die HPLC-Kopplung mit einem Mehrkanalphotometer-Detektor (DAD) soll hier nur kurz
behandelt werden, da dieses analytische System ausschlielich in Hinblick auf die

laborinterne Qualitatskontrolle evaluiert wurde.

Das Prinzip der HPLC wurde bereits in Abschnitt 2.2 erldutert. Im Anschluss an die
Chromatographie erreicht das Eluat den Detektor, wo die Lichtabsorption gemessen wird.
\oraussetzung ist hierbei, dass das verwendete Losungsmittel bei der entsprechenden
Wellenldnge keine (messbare) Eigenabsorption zeigt. Ein Vorteil des DAD liegt darin,
dass die Messung gleichzeitig bei mehreren Wellenldngen erfolgen oder ein vollstdndiges

Absorptionsspektrum der Analyten aufgenommen werden kann [*].

2.4 Grundlagen der SPME

Bei der SPME handelt es sich um ein Extraktionsverfahren, das Probenaufbereitung und

Injektion ohne Einsatz von Lo&sungsmitteln vereint. Da in der vorliegenden Arbeit
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ausschlieBlich die Methodik der Headspace-SPME (HS-SPME), also die Extraktion aus

der Gasphase, angewendet wurde, soll auch nur diese beschrieben werden.

Die SPME-Faser ist eine Quarzglas-Kapillare, die mit einer stationdren Phase beschichtet
und in eine Injektionsvorrichtung eingebracht ist, die auch das Durchstechen von Septen
ermoglicht. Der Handel halt Fasern mit diversen Beschichtungen bereit, die fir
unterschiedliche Polaritaten und Fllchtigkeiten mdglicher Analyten geeignet sind.

Kolben

Kolbenfiihrung .
Gewinde zur

Befestigung im
Faserhalter

gasdichtes Septum

)

Faserschatt

Faser

Abbildung 2: Aufbau der SPME-Vorrichtung

Abbildung 3 stellt das Prinzip der HS-SPME dar. Zundchst wird die Probe eine kurze Zeit
inkubiert, das heil3t in diesem Fall erwédrmt und ggf. gerdttelt, um die Analyten in die
Gasphase zu tberfiihren. AnschlielRend taucht die SPME-Faser in das Probengefal? ein. An
der Oberflaiche der SPME-Faser werden die Analyten fur die Zeit der Extraktion
absorbiert und konzentriert. Dies geschieht wie die Inkubation in einem temperierbaren
Agitator. Die Desorption erfolgt im Injektor des Gaschromatographen durch

Hitzeeinwirkung.
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mia

A B C D

Abbildung 3: Schema der Headspace-SPME
A) Probe mit Analyten; B) Inkubation fordert Ubertritt der Analyten in die Gasphase; C) Extraktion durch

Absorption an der Faser; D) Desorption im Injektor des GC

2.4.1  Theoretische Aspekte des Verteilungsgleichgewichts
Der HS-SPME liegt vereinfacht betrachtet ein 3-Komponenten-System zu Grunde: Die

Probenmatrix, die Beschichtung der SPME-Faser und die Gasphase. Es wurde
ausschlieBlich eine mit Polydimethylsiloxan (PDMS) beschichtete Faser verwendet, wobei
es sich um eine flissige Polymerphase handelt, die die Analyten absorbiert. Wéhrend der
Extraktion stellt sich ein Verteilungsgleichgewicht der Analyten zwischen diesen Phasen

ein.

Die Gesamtmenge des Analyten bleibt wahrend der Extraktion konstant. Bei Erreichung
des Verteilungsgleichgewichts entspricht also die Anfangskonzentration an Analyt in der

Probe der Summe des Analyten in den drei Phasen:

Formel 1: Konzentration des Analyten in den verschiedenen Phasen
coXVe=cf XVr+cp XV +c XV Formel 1

¢, = Anfangskonzentration des Analyten in der Probe

¢’ = Konzentration des Analyten in der Faserbeschichtung
cn’ = Konzentration des Analyten im Gasraum

¢s® = Konzentration des Analyten in der Probenmatrix

V¢ = Volumen der Faserbeschichtung
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V;, = Volumen des Gasraums

V; = Volumen der Probenmatrix

Die absorbierte Menge an Analyt in der Faserbeschichtung kann durch
Formel 2: Absorbierte Menge an Analyt in der Faserbeschichtung

n= C]go - Vy Formel 2
beschrieben werden. Wird der Verteilungskoeffizient Faserbeschichtung/ Gasraum Ky, als

cg”/cy, und der Verteilungskoeffizient Gasraum/ Probenmatrix Ky als ¢’ /cs® definiert,

ergibt sich folgende Gleichung:
Formel 3: Umformung Formel 2

_ th . KhS . Vf *Cp VS Formel 3
Kep - Kps Vi + Ky - Vi + Vs

n

Aufgrund der Beziehung
Formel 4: Verteilungskoeffizient Faserbeschichtung/ Probenmatrix

o] e
Ko oK —i.i—cf—[( Formel 4
fh hS_Coo c® T o T fs
h S

Cs

die zum Verteilungskoeffizienten Faserbeschichtung/Probenmatrix K¢ fuhrt, lasst sich

Formel 3 vereinfachen:
Formel 5: Vereinfachung von Formel 3

Keg - Vi-co Vs Formel 5
KfS'Vf-I-KhS'Vh-l—VS‘

n=

Der Nenner beschreibt die Aufnahmekapazitat jedes Kompartiments. Aus Formel 5 l&sst
sich ableiten, dass die Extraktionsausbeute gesteigert werden kann, je kleiner der
Dampfraum ist [2].

2.4.2  Kinetische Aspekte
Die Verteilung der Analyten beim Extraktionsprozess ist kinetischen Gesetzen
unterworfen. Diese Theorien basieren zu einem Grofteil auf dem 2. Fick’schen

Diffusionsgesetz, welches das Massengleichgewicht in einem dynamischen System
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beschreibt und sind entscheidend flr die Extraktionszeit. Die SPME-Faser fungiert hierbei
als Diffusionsschicht und der Massentransfer wird (bei Probendurchmischung) als

konstant angenommen. Diese Annahmen fiihren zu folgender Gleichung:

Formel 6: Konzentration des Analyten

dc(x,t) D d0%c(x, t)
ot dx2

Formel 6

¢(x,t) = Konzentration des Analyten bei x zum Zeitpunkt t

D = Diffusionkoeffizient des Analyten

Die Analytmenge, die von der Faserbeschichtung absorbiert wird, hangt von der Dicke der

Faserbeschichtung L¢ und der Lange des Gasraumes L;, ab:

Formel 7: Von der Faserbeschichtung absorbierte Analytmenge
Lp+Lf
M(t) =f c(x, t)dx Formel 7
Ly
Aus Formel 7 lasst sich entnehmen: Je dicker die Faserbeschichtung, umso groRer ist die

absorbierte Analytmenge und somit die Extraktionsausbeute [°].

2.5  Grundlagen der Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion (SPE) ermdglicht eine Konzentration und Isolation von
Analyten aus einer Probenmatrix durch Adsorption an einer festen Phase. Das Sorbens
befindet sich in einer Kartusche, durch die das fliissige Probenmaterial - ggf. unter
Anlegung eines Vakuums - gegeben wird. SPE-S&ulen konnen mit verschiedenen
chemischen Modifikationen bezogen werden. Die Vorteile der SPE liegen in einem relativ
geringem Losungsmittelverbrauch, sauberen Extrakten und einer einfachen Durchfiihrung.

Die Entwicklung innovativer SPE-S&ulen ermdglicht eine breitgefacherte Anwendung.

Das Prinzip der Festphasenextraktion ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt:
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2.6

Konditionierung
Trocknen
Elution

Abbildung 4: Schematische Darstellung der SPE-Extraktion

Die Konditionierung ist essentiell, um die SPE-Sdulen auf die Absorption wassriger
Proben vorzubereiten, die Oberflache muss auch in den Poren des Sorbensmaterial
ausreichend benetzt sein. Anschliefend kann das Aufladen der Probe erfolgen. Mittels
Waschen der Séulen kénnen Matrixbestandteile entfernt und die Analyten auf der Saule
ggf. chemisch modifiziert werden. Um diese nicht vorzeitig zu eluieren, miissen polarere
organische LoOsungsmittel vorsichtig dosiert werden. Die Proben werden durch einen
Luftstrom getrocknet, der restliche Waschlosung entfernt. Die Elution erfolgt meist mit
Hilfe einer Kombination aus unpolaren und eher polaren Lésungsmitteln und kann in

mehreren Schritten durchgeftihrt werden.

Statistische Grundlagen

Bevor auf die Aspekte der statistischen Versuchsplanung ndher eingegangen wird, sollen

im Folgenden grundlegende statistische Parameter erlautert werden [*].

2.6.1  Normalverteilung

Die Normalverteilung (oder Gauf3’sche Glockenkurve, nach dem Mathematiker Carl
Friedrich GauR) ist eine h&ufig zu beobachtende Idealform einer Haufigkeitsverteilung.
Sie ist durch einen symmetrischen Kurvenverlauf gekennzeichnet; Median und Mittelwert
sind identisch. Mittlere Ausprdgungen kommen am h&ufigsten vor, extreme Werte sind
selten. Fir die Normalverteilung gilt, dass 68.2 % aller Messwerte innerhalb der
Entfernung einer  Standardabweichung zum  Mittelwert liegen, bei  zwei
Standardabweichungen sind es bereits 95.4 %, wie in Abbildung 5 dargestellt.
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95.4 %

68.2 %

Abbildung 5: Normalverteilung

2.6.2  Signifikanz
Tritt zwischen zwei Variablen einer Stichprobe ein gemessener Zusammenhang nicht
zufallig auf, sondern trifft er auch auf die Grundgesamtheit zu, so ist das Ergebnis als
signifikant zu betrachten. Lediglich Hypothesen konnen auf Signifikanz geprift werden,

bei Einzelmerkmalen ist dies nicht moglich.

2.6.3 Varianz und Standardabweichung

Da der Mittelwert bei extremen Abweichungen ein verfélschtes Ergebnis darstellt, bedient

man sich zusatzlich der Varianz und Standardabweichung.

Die Varianz beschreibt die Verteilung von Werten um den Mittelwert und erfasst dabei alle
Werte:

Formel 8: Varianz

B Y- Y)? Formel 8

2
S
n—1

Problematisch ist, dass die Varianz aufgrund des Quadrierens eine andere Einheit als die
beobachteten Messwerte besitzt, die zumeist die Aussagekraft verschwimmen lésst, z.B.
Jahre? bei einer angenommenen Betrachtung von Altersverteilungen. Daher wird haufig

die Standardabweichung zur Beschreibung herangezogen. Sie ist ebenfalls ein Mal} der



12

2 Grundlagen und Stand der Technik

Streubreite der Werte eines Merkmals und lasst sich aus der Wurzel der Varianz

berechnen.

Formel 9: Standardabweichung

_ Formel 9
TR
n—1

2.6.4  Standardfehler und Konfidenzniveau

Der Standardfehler (auch Fehlergrenze) ist ein MaR fur die maximale Abweichung eines
Stichprobenergebnisses vom wahren Wert. Die Berechnung erfolgt, indem vom
Quotienten aus Standardabweichung und Anzahl der Stichproben die Wurzel gezogen
wird. Das bedeutet in logischer Konsequenz, dass der Fehler mit steigender Anzahl

geringer wird.

Das Konfidenzniveau gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der die Lageschéatzung eines
Parameters aus einer Stichprobenerhebung auch fir die Grundgesamtheit zutreffend ist.
Zu Beginn einer Untersuchung wird dieses festgelegt, blich sind vor allem 95 %, aber
auch Werte von 90 % oder 99 %. Das Konfidenzintervall umspannt einen Bereich,
innerhalb dessen erhobene Werte dem wahren Wert mit dieser festgesetzten

Wahrscheinlichkeit entsprechen.

2.6.5 F-Test

Mittels des F-Tests kann man zu zwei Antworten gelangen: Erstens kann gepruft werden,
ob der Zusammenhang zwischen zwei Variablen nicht nur fir die Stichprobe gilt, sondern
auch fur die Grundgesamtheit, also statistisch signifikant ist. Zweitens kann ermittelt
werden, ob sich zwei Stichproben von unterschiedlichen Grundgesamtheiten beziiglich
ihrer Varianz signifikant unterscheiden. Ist dies der Fall, missen die Grundgesamtheiten
getrennt voneinander betrachtet werden, wenn nicht, kdnnen sie hinsichtlich des

untersuchten Merkmals zusammengefasst werden.
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Formel 10: F-Test

nsé Formel 10

2
Spooled

Bewegt sich F in der Ndhe von 1, ist kein Unterschied auszumachen. Wird der Wert
groler, wird es immer unwahrscheinlicher, dass dies aus einem Zufall heraus geschieht.
Mit Hilfe statistischer Tabellen kann diese Wahrscheinlichkeit quantifiziert werden. Der
resultierende p-Wert eignet sich als Indikator fur die Signifikanz. Wird F so groR, dass der
p-Wert unter 0.05 fallt, kann man mit 95 %-iger Sicherheit aussagen, dass ein Effekt auf

das untersuchte Merkmal vorliegt (vergleiche auch Abschnitt 2.6.4).

2.6.6  Freiheitsgrade
Die Anzahl der Freiheitsgrade (degrees of freedom, df) gibt die Anzahl der frei wéhlbaren
Variablen wieder, ohne dass eine Anderung am System erfolgt. Wird beispielsweise ein
Kollektiv aus n = 10 Parametern mit einem vorgegebenen Mittelwert betrachtet, so liegen
n-1 Freiheitsgrade vor, d.h. neun Parameter kdnnen frei gewahlt werden, ohne dass sich

der Mittelwert andert.

2.6.7 Varianzanalyse
Die Varianzanalyse (ANOVA) ist eine statistische Methode, die - basierend auf dem F-
Test - die Signifikanz experimenteller Ergebnisse abschétzt. Sie beinhaltet eine
Untergliederung der gesamten Abweichung eines Datensatzes in Einzelteile. Der Einfluss
unabhdangiger Variablen auf abhangige Variablen wird gepriift. Von einem Zusammenhang
zwischen den Variablen wird ausgegangen. ANOVA ist das bedeutendste Verfahren der

statistischen Versuchsplanung.

2.7  Statistische Versuchsplanung

2.7.1  Grundlagen der statistischen Versuchsplanung
Mit Hilfe der statistischen Versuchsplanung wird mit mdglichst wenigen
Einzelexperimenten der Zusammenhang zwischen einflussnehmenden Faktoren, also
unabhangigen Variablen, und ZielgroRen, den abhdngigen Variablen, bestimmt. Der

Vorteil liegt hier also in der gleichzeitigen Optimierung mehrerer Faktoren. Hierzu wird
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zundchst ein Versuchsplan erstellt. Dieser legt die Anzahl und Art (nominal oder
quantitativ) der zu untersuchenden Faktoren fest, sollte bestehende Informationen erfassen

und bestimmt die gewiinschte Genauigkeit der resultierenden Aussagen.

2.7.2  Response surface methodology und Central composite design
Eine besondere Anwendung der statistischen Versuchsplanung ist die Response surface
methodology (Antwortflachenmethode, RSM). Diese kombiniert statistische und
mathematische Techniken, die sich fiir die Entwicklung, Weiterfuhrung und Optimierung

von Prozessen eignet.

Hauptsachlich findet ein experimentelles Design wie das central composite design (zu
Deutsch etwa: zentraler, zusammengesetzter und drehbarer \ersuchsplan, CCD)
Anwendung. CCD ist eine multivariante statistische Methode, bei der jede der in Betracht
gezogenen unabhéngigen Variablen auf verschiedenen Levels untersucht wird. Das Ziel
der Optimierung liegt in der Bewertung der Faktorkoordinaten, die die gegenstandliche
Antwort v - im Falle der vorliegenden Arbeit die Peakflaiche (AUC) der untersuchten

Analyten - maximiert.

Allgemein formuliert beinhaltet ein CCD fir k Faktoren drei Gruppen von \Versuchsplan-
Punkten, im Folgenden als design points bezeichnet: (a) zwei-Level faktorielle design
points, die eine Gesamtheit von Nesci=2% Mit den Koordinaten xi=-1 oder x;=+1, fiir i=1,...,
k beinhalten; (b) axiale Punkte (,,star points®), gebildet aus ns=2k mit allen Faktoren
gleich O gesetzt, bis auf einen Faktor, der den Wert +/- o tragt (rangiert standardmafig im
Bereich von 1 bis Vk); und (c) Mittelpunkte (center points), die Punkte sind, die in allen
Levels kodiert gleich 0 gesetzt sind, also den Mittelpunkt jedes Faktor-Bereiches.

Eine Gleichung beschreibt, wie die Variablen die Antwort beeinflussen und determiniert

die Wechselbeziehungen [°].
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Abbildung 6: Exemplarisches CCD flr drei Faktoren inklusive der ben6étigten Experimente

Probenmatrices

Die zur Verfligung stehenden Probenmatrices sind ausschlaggebend fiir die folgenden
Analysen und die Interpretation der Ergebnisse. In allen Féllen, denen sich ein Screening
anschlieBt, sollten post mortem moglichst vielseitige Materialasservierungen
vorgenommen werden. Hierdurch lassen sich bei positiven Befunden Aussagen Uber die
Verteilung im Organismus treffen, die nahere Einblicke in Tatvorgange und Zeitablaufe
geben kénnen [*]. Auch im Hinblick auf den Zustand aufgefundener Leichen, z.B.

Brandleichen, ist die Wahl der Probenmatrix von Bedeutung.

\ollblut bzw. daraus durch Zentrifugation gewonnenes Plasma eignet sich grundsatzlich
fir die qualitative und quantitative Analytik. Erhaltene Konzentrationen konnen mit
klinischen und pharmakokinetischen Daten verglichen werden [%]. Zu beachten ist
allerdings, dass bei einer sehr friihzeitigen Blutentnahme nach einer oralen Aufnahme die
Verteilung ins Blut ggf. noch nicht abgeschlossen ist. Im Gegensatz dazu kann die
Nachweiszeit von Substanzen aufgrund einer moglichen geringen Plasmahalbwertszeit bei

einer spaten Blutabnahme abgelaufen sein.

Herzblut eignet sich bei postmortalen Untersuchungen ebenfalls fir qualitative
Untersuchungen. Von quantitativen Analysen ist wegen moglicher Redistribution, also der
Riickverteilung vor allem lipophiler Substanzen in das Blut, abzusehen [°].
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2.9

Urin hat den Vorteil der nicht-invasiven Probenentnahme. Des Weiteren sind Substanzen
uber ein langeres Zeitintervall und meist auch in héherer Konzentration nachweisbar als
im Blut. Aufgrund dieser Tatsache ist Urin eine bevorzugte Matrix fur qualitative
Analysen [*°]. Da lipophile Substanzen allerdings erst ausgeschieden werden kénnen,
wenn sie durch Metabolisierungsreaktionen in hydrophile Stoffe Gberfiihrt wurden, liegen
bei diesen im Urin nicht mehr (ausschliel3lich) die Muttersubstanzen, sondern Metabolite

bzw. Konjugate vor [*].

Die Untersuchung diverser Organe wie Leber, Niere und Gehirn ist unerldsslich, um
Informationen Uber die Verteilung im Organismus zu erlangen. Des Weiteren kann es
vorkommen, dass einige Analyten in verschiedenen Kompartimenten akkumulieren, so
dass sie dort sicher nachweisbar sind. Fur die Analyse auf Brandbeschleuniger oder

fliichtige Substanzen kommen vor allem Haut, Gehirn und Lungengewebe infrage.

Mageninhalt hat als Untersuchungsgut den Vorteil, dass eine orale Aufnahme von
Substanzen innerhalb von Stunden in Hinblick auf den Todeszeitpunkt nachgewiesen
werden kann. Die Anwesenheit von diversen Substanzen im Mageninhalt kann

entscheidend fiir die Einschatzung der Blutkonzentration sein [®].

Stand der Screening-Analytik mittels GC-MS

Die Analytik via GC-MS ist seit vielen Jahren Standard in der forensischen Toxikologie,
wobei ein Grofteil der Publikationen aus den 90er Jahren stammt. Es besteht eine
langjdhrige Erfahrung mit dieser Technik, da auf der Basis verschiedener
Extraktionsverfahren nahezu jede biologische Matrix untersucht werden kann und die
entwickelten Methoden in verschiedenen Laboratorien mittels unterschiedlicher

Gerdatetypen angewendet werden kdnnen.

Viele veroffentlichte Arbeiten beziehen sich auf die Detektion ausgewahlter
Substanzklassen, hierbei hat sich vor allem die Arbeitsgruppe um Maurer hervorgetan,
welche beispielsweise Multi-Target-Methoden beziiglich Antikonvulsiva, Sedativa,
Antiarrhythmika, ACE-Hemmer und AT-lI-Antagonisten, Diuretika, Laxantien und

Antidepressiva durchgefiihrt haben [**1].

In diesen Arbeiten werden ausgewéhlte,
charakteristische lonen fiir die einzelnen Substanzklassen gescannt [*°]. Ein Vorteil dieses
\orgehens ist die erhohte Selektivitat, falls das bestimmte Fragment sich nicht in

koeluierenden Interferenzen zeigt. Sollten allerdings auch Fragment-lonen der
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unbekannten Substanz nicht in den vorher festgelegten enthalten sein, so gibt es keine

Maoglichkeit der Detektion und ein falsch-negatives Ergebnis wird erzielt [*°].

Eine geeignete Probenvorbereitung bzw. Extraktion ist die Grundlage bei der Analytik
biologischer Proben. Bei der Arbeitsgruppe Maurer kommt fur eher saure Substanzen die
Kombination aus Derivatisierung mittels Methyliodid und Flissig-Flissig-Extraktion
(liquid-liquid extraction, LLE) als Probenvorbereitung zum Einsatz; fur eher basische und
neutrale Analyte wird haufig eine LLE mit Dichlormethan/ Isopropanol/ Ethylacetat mit

anschlieBender Acetylierung durchgefiihrt.

Bereits 1991 haben Brooks und Smith eine fullscan-Methode mit vorhergehender LLE
und Acetylierung entwickelt. Als Testsubstanzen waéhlten sie 13 Arzneistoffe mit
basischen, neutralen oder schwach sauren Eigenschaften. Bis auf Theophyllin mit 20 %
erreichten alle weiteren Substanzen eine Extraktionsausbeute von ca. 80 %. Eine

Verifizierung der Eignung anhand von Realproben wurde jedoch nicht durchgefiihrt [*].

Chen et al. entwickelten eine SPE-Methode, deren Elution eine sauer-neutrale sowie eine
basische Fraktion beinhaltete. Die Optimierung wurde mit Hilfe gespikten Kalbsblutes mit
mehreren Beispielanalyten durchgefiihrt, allerdings geht aus dem Artikel nicht klar hervor,
in welchem Fall wie viele der insgesamt 15 Substanzen zugesetzt wurden. Auch gibt die
Publikation keine Auskunft Gber die spektrometrischen Bedingungen, so dass keine
Aussage getroffen werden kann, ob es sich um ein GUS oder eine Multi-Target-Analyse
handelt [*].

Polettini et al. haben eine vollautomatische Screening-Methode fir Vollblut, Plasma und
Urin  inklusive  Extraktion  mittels SPE, Derivatisierung der  Analyten
(Trimethylsilylierung), GC-MS-Analyse, Auswertung der Daten und Erstellen von
Reports entwickelt [?]. Die Messung wurde im Scan-Modus durchgefiihrt, die sechzehn
Beispielanalyten stammten aus den vier Substanzklassen Barbiturate, Benzodiazepine,
tricyclische  Antidepressiva und missbrauchlich  verwendete Substanzen (hier:

Benzoylecgonin und Morphin).

Selbst die beste Probenvorbereitung und Extraktion kann kein positives Ergebnis liefern,
wenn der unbekannte Analyt bei einer ,general unknown“-Analyse nicht in der
Spektrenbibliothek verzeichnet ist. Zudem stellt sich die Frage, ob Signale zu einer
relevanten Substanz gehoren oder Matrix-basiert sind. Um diesem Problem zu begegnen,
haben Stimpfl et al. eine Suchmethode entwickelt, die die untersuchte Matrix mit in
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Betracht zieht (,,sample-inherent mass spectra libraries®). Post mortem-Blut und
Organproben wurden mit einer halbautomatischen SPE-Methode extrahiert. Um
Retentionszeit-Variationen zu erfassen, wurden in drei aufeinanderfolgenden Tagen
Standardlésungen von n-Alkanen und gespikte Leberextrakte vermessen, der
Retentionsindex wurde berechnet. Zur Erstellung der Bibliothek wurden charakteristische
Spektren von negativen Proben, die ein ,,Muster* aufgrund von Verunreinigungen durch
Matrixbestandteilen und Interferenzen aus der Extraktion widerspiegeln, aufgenommen.
Diese Spektren wurden mit Hilfe der entwickelten Software FORGE (Forensic GC-MS
Data Exploration) vom Totalionenchromatogramm maoglicher positiver Proben

subtrahiert, so dass ,,verddchtige* Peaks hervorgehoben und ,,isoliert* werden [23].



2 Grundlagen und Stand der Technik 19
Tabelle 1: Ubersicht ausgewahlter publizierter Arbeiten zur GC-MS-Analytik
Substanzklasse  Arzneistoffe Matrix Extraktion Referenz

bzw. Fullscan (beispielhaft)

Carbamazepin,

. . . 12
Antikonvulsiva Diazepam Urin Hydrolyse + LLE [*]
Phenobarbital,
Sedativa Pentobarbital, Urin Hydrolyse + LLE  [*]
Methaqualon
Lidocain,
Antiarrhythmika  Phenytoin, Urin Hydrolyse + LLE  [*]
\erapamil
ACE-Hemmer + Enalapril, . Extraktive 15
AT-I1- Valsartan Urin Methylierun [
Antagonisten y g
Diuretika HCT, Furosemid  Urin Extraktive [*]
Methylierung
. Bisacodyl, . Extraktive 17
Laxantien Picosulfat Urin Methylierung [']
1 Diazepam, 20
Fullscan Phenobarbital Plasma LLE (]
1 Codein, Lidocain, 21
Fullscan Pentobarbital Blut SPE []
Phenobarbital, BIut. Plasma
Fullscan® Diazepam, - ' SPE [
oo Urin
Amitriptylin

!Die Messung im Fullscan-Modus impliziert das Vorliegen eines General-unknown-Verfahrens
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2.10 Stand der Screening-Analytik mittels HPLC-MS(/MS)

Angesichts der Tatsache, dass die Methodik der GC-MS Einschrankungen beziglich
polarer oder schwer fliichtiger Analyten aufweist, scheint die Verwendung von HPLC-
MS(/MS) fiir die systematische toxikologische Analyse die logische Weiterentwicklung zu
sein. Jedoch bezieht sich die Mehrzahl der Publikationen des letzten Jahrzehntes -
hinsichtlich der \erwendung von HPLC-MS(/MS) als Screening oder zwecks
therapeutischer Uberwachung - auf die Detektion einzelner Substanzklassen [24%%37].
Grund dafur ist vor allem die Problematik, reproduzierbare Spektren mit unterschiedlichen
Instrumenten zu erzeugen und die Verfugbarkeit entsprechender Referenzbibliotheken,
was die Identifizierung von Fullscan-Aufzeichnungen auRerst diffizil gestaltet [***°].
Neben der Untersuchung verschiedener Kombinationen von lonisationsenergien und
Instrumentenkonfigurationen inklusive der Scan-Modi scheint die ,,Normalisierung* der
Massenspektren durch verschiedene Kollisionsenergien erfolgversprechend [¥%]. Ziel ist
es, Massenspektren hoher Intensitaten zu generieren, die eine gute Ubereinstimmung mit
den Standardspektren der Datenbanken aufweisen. Liu et al. haben durch die Variation
von Fragmentationsspannung von 30 % bis 200 % aussagekréftige Spektren erzeugt und
unter weiterer Zuhilfenahme von Retentionszeiten eine Bibliothek erstellt, die sich in

einer sechsmonatigen Testphase als geeignet erwiesen hat [*'].

Dresen et al. haben eine Methode entwickelt, die den Nachweis und die Identifizierung
von 700 Analyten umfasst, aber auch hier handelt es sich um ein Multi-Target-Screening,

welches fiir jede Substanz bestimmte loneniibergange zugrunde legt [*].

Eine Weiterentwicklung besteht in der Methodik der ,,data- oder information-dependent
acquisition (DDA/IDA). Allgemein gesprochen setzt sich eine Messung aus einem
,,Survey scan“ und einem ,,dependent scan* zusammen. Tritt ein zuvor definiertes Ereignis
im ,,survey scan‘ ein, wechselt das Instrument in einen anderen, vom vorherigen Ergebnis
abhangigen Messmodus. Zum Beispiel werden zundchst alle lonen im fullscan-Modus
,,durchgeschleust®, bis ein Schwellenwert an Intensitat tberschritten wird. Diese Auswahl
an lonen wird anschlieRend fragmentiert und detektiert [*’]. Decaestecker et al. haben die

\Vorgehensweise zuerst angewandt [*].

Problematisch hierbei ist allerdings die
Festsetzung des Grenzwertes. Wird eine hohe Intensitat gewahlt, so verringert sich die
Sensitivitdt des Verfahren, wird die Intensitat niedrig angesetzt, so werden zu viele

Informationen  erhalten, die gerade in der forensischen Analytik durch
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Hintergrundrauschen entstehen. Sturm et al. konnten mit Hilfe der DDA von 365

ausgewahlten Substanzen nur dreizehn nicht nachweisen [*].

In einer aktuellen Studie von 2011 haben Lynch et al. einen \ergleich von GC-MS,
REMEDi und dreier LC-MS(/MS)-Methoden anhand von 48 realen Urinproben
durchgefuhrt, wobei es sich auch hier um Multi-Target-Analysen handelt. Die Ergebnisse

sind in folgender Tabelle kurz zusammengestellt [*]:

Tabelle 2: Methodenvergleich Lynch et al.

Methodenvergleich Lynch et al.

Detektierte Nicht-detektierte Unerwartete
Methode erwartete erwartete detektierte insgesamt
Substanzen Substanzen Substanzen
REMEDi 73 83 5 78
GC-MS 124 32 7 131
LC-ZQ-MSY 94 62 13 107
LC-MS/MS 1? 122 34 4 126
LC-MS/MS 11? 130 26 21 151

1) ZQ™ Single Quadrupol Massenspektrometer
2) lonenfallen-Massenspektrometer

3) Linear-lonenfallen-Massenspektrometer

Die Autoren gelangen zu dem Ergebnis, dass die Verwendung komplementérer Methoden,
vor allem von GC-MS und HPLC-MS(/MS) die groRte Bandbreite erreicht und somit nach
wie vor empfehlenswert ist. Einschrdnkungen des Studiendesigns liegen in der

Anwendung unterschiedlicher Extraktionsmethoden.

Ein weiteres Problem der HPLC-MS(/MS) sind sogenannte Matrixeffekte, die die
Nachweisbarkeit von Substanzen einschranken bzw. verdndern konnen. Koeluierende
Substanzen aus der Matrix wirken sich derart auf die lonisierung der gesuchten Analyten
aus, dass entweder eine lonensuppression oder ein gesteigertes Analytsignal
(lonenenhancement) die Folge sein kann [*]. Diese Problematik tritt eher bei der
quantitativen Analyse in den Vordergrund, kann bei einer ausgepragten lonensuppression
aber auch bei einer qualitativen Analyse zu einem falsch-negativen Ergebnis fiihren.
Elektrospray-lonisation ist der lonensuppression gegentiber empfindlicher, hat aber den
\orteil der besseren Sensitivitdt vor allem hinsichtlich polarer und thermolabiler
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Substanzen [*']. Die Probenvorbereitung bzw. eine sorgfaltige Extraktion kénnen

Matrixeffekte einddmmen.

2.11 Stand der Analytik mittels SPME

Das Prinzip der SPME wurde von der Arbeitsgruppe um Pawliszyn entwickelt und als
exzellente Methode flr die Extraktion von vor allem flichtigen und semi-fliichtigen

Substanzen vorgestellt [#*48°1,

Ein Grofteil der SPME-Methodik findet in der Analyse von (Ab- und Regen)wasser
Anwendung, es erfolgt simultan eine Extraktion sowie Konzentration. Hierbei spielen vor
allem Pestizide, Fungizide und Herbizide im Rahmen der Umwelt-Analytik eine groRe
Rolle. Ein Schwerpunkt der publizierten Arbeiten liegt bei der Auswahl der SPME-Faser
und den Bedingungen der Extraktion, wie zum Beispiel Temperatur und Zeit [**°°]. Auch
Rickstande aufgrund industrieller Vorgange liegen im Focus der Wasseranalytik. Die
Substanzen sind oft flichtiger Natur und daher besonders fur die SPME, vor allem in

Kopplung mit GC-MS, geeignet [*].

Publizierte Arbeiten existieren auch zu weniger gewohnlichen Matrices, z.B. die Analyse

von Tabak und Zigarettenrauch [***°

], die Untersuchung zu geschmacksgebenden
Inhaltsstoffen in Orangensaft in Form von Monoterpenen [*°] oder gar der Nachweis von
1,8-Cineol in der Atemluft des Fuchskusus (Trichosurus vulpecula) [*']. Die humane
Atemluft ist Grundlage diverser SPME-Analytik, z.B. der Nachweis von Isopren als
Marker der Cholesterolsynthese, Aceton bei Diabetes-Patienten oder einige

Kohlenwasserstoffe zur Diagnose von Lungenkrebs [*°%%3].

Fiur die Analytik von Arzneistoffen in biologischen Proben ist die SPME aufgrund ihrer
einfachen Probenvorbereitung mittlerweile verbreitet. Tabelle 3 gibt einen Uberblick Giber

die Arzneistoffklassen, Matrix und verwendete Faser.
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Tabelle 3: Ubersicht ausgewahlter publizierter Arbeiten zur SPME-Analytik
Substanzklasse 4 \rZneistoffe Matrix Faser'?  Referenz
(beispielhaft)
. Amphetamin, Blut, Urin, Haare, 64-67
Amphetamine Methamphetamin Tabletten PDMS ]
Flunitrazepam,
Benzodiazepine Cl_onazepam, Pla_sma, Serum, PDMS [6570)
Diazepam, Urin
Bromazepam,
Cannabinoide Tetrahydrocannabinol Speichel, Haare ~ PDMS [
(THC)
Kokain Kokain, Urin POMS [
Benzoylecgonin
Anésthetika Halothan Blut PDMS [
.. . . . Carbowax/ 75:76
Lokalanasthetika Lidocain Plasma, Haare DVE [
. , Maprotilin, Mianserin, Blut, Plasma, 77-80
Antidepressiva Citalopram, Paroxetin ~ Urin PDMS ]
Antikonvulsiva  Valproinsaure Plasma PDMS [*4
Antihistaminika 2 /Phenhydramin, Blut, Urin PDMS  [¥]
Doxylamin
Barbital, Carbowax/
Barbiturate Pentobarbital, Urin DVE [%]
Phenobarbital
Neuroleptika Clozapin Plasma PDMS [*4

1) Polydimethylsiloxan (PDMS)
2) Divinylbenzen (DVB)



24

2 Grundlagen und Stand der Technik

2.12  Stand der Methodenoptimierung mittels statistischer Versuchsplanung

Die Methodik der statistischen \ersuchsplanung gehort bei der Entwicklung und
Optimierung von Analysenmethoden in der forensischen Toxikologie bislang noch nicht

zu den Standardverfahren.

Ein GroRteil der bisherigen Publikationen beinhaltet die Optimierung von SPME-
Methoden bzw. die Determination fliichtiger Substanzen, beispielsweise in Wasser,

Weinessig ~ oder ~ Safran  [>*°°n008580]

Garcia-Rodriguez et al.  haben
Extraktionstemperatur und Probenvolumen fir die Determination von Organophosphat-
und Pyrethroid-Pestiziden in Meerwasser mittels CCD optimiert und erkannt, dass die
Temperatur auf alle Substanzen einen signifikanten Effekt ausiibt, das Probenvolumen
jedoch nur auf Dichlorvos. Es hat sich herausgestellt, dass bei beiden Substanzklassen die
optimalen Bedingungen bezuglich der Temperatur genau kontrér liegen. Anhand der
,desirability (Definition siehe Abschnitt 4.3.7) konnte ein geeigneter Kompromiss

festgesetzt werden [*].

Bei der Optimierung einer SPME-Methode fir flichtige Phenole in Wasser konnten
Mousavi et al. mit Hilfe einer fraktionierten, faktoriellen Versuchsplanung feststellen, dass
finf von sechs Faktoren (z.B. Extraktionszeit, pH-Wert der Probe) signifikante

Interaktionen zeigten. Im Anschluss wurde mit vier Faktoren ein CCD durchgefiihrt [*].

Die Arbeitsgruppe Kristoffersen et al. entwickelte eine Methode fir die simultane
Determination von Citalopram, Fluoxetin und Paroxetin und deren Metabolite in Plasma
und Blut mittels HPLC-DAD. Fiir die Festphasenextraktion wurden neun Faktoren mittels
einer fraktionierten, faktoriellen Versuchsplanung untersucht. Es zeigte sich, dass die
Komposition des Elutionsmittels und die Trockenperiode einen signifikanten Effekt auf
die Extraktionsausbeute von Paroxetin austiben. Die Robustheit des chromatographischen
Systems wurde via CCD untersucht, optimiert wurden der pH-Wert und der absolute
Anteil an Acetonitril in der mobilen Phase. Die Ergebnisse zeigten, dass die HPLC-
Methode hinsichtlich Auflésung und Retention robust ist, wenn der Anteil von Acetonitril
im Bereich von 29-31 % und der pH-Wert bei 3.7-4.4 liegen [*"]. Die Gruppe optimierte
einige Jahre spater ebenfalls mit Hilfe eines Response  Surface Designs eine
Festphasenextraktion fir die simultane Determination von ausgewahlten R-Blockern,

Calciumkanal-Antagonisten, Angiotensin-11-Antagonisten und Antiarrhythmika [*°].

Decaestecker et al. optimierten eine Festphasenextraktionsmethode, indem sie elf

Faktoren zundchst auf ihre Signifikanz hin Uberpriften und anschlieend die
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,verblicbenen“ drei Faktoren mittels CCD optimierten [*]. Das Extrakt wurde im

Anschluss der HPLC-MS/MS der chromatographischen Trennung zugefihrt.

Costa et al. haben die Eignung der statistischen Versuchsplanung anhand der Optimierung
der sauren Hydrolyse von Urin am Beispiel von Morphin-Glucuroniden bewiesen.

Untersucht wurden via CCD die Temperatur, das Volumen der Saure sowie die Zeit [*°].

Die Anwendung von statistischen Untersuchungen bezieht sich in der Toxikologie nicht
ausschlieBlich auf die Optimierung von analytischen Methoden. So wurde zum Beispiel
ein faktorielles Design zur Untersuchung von neurologischen Verhaltensdnderungen eines
wiederholten kurzzeitigen Aussetzens verschiedener Konzentrationen dreier Umweltgifte
durchgefuhrt, um potentielle Interaktionen zu erkennen. Als Response wurde die

motorische Aktivitat von weiblichen Ratten beobachtet [**].

2.13 Beispielanalyten zur Methodenoptimierung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich nicht nur mit einem Analyten und seinen
Metaboliten oder einer Gruppe von Analyten aus einer Substanzklasse, wie es haufig der
Fall ist. Im Gegenteil gilt es zu erreichen, Methoden zu entwickeln, die fur die Detektion
von maoglichst vielen unterschiedlichen Analyten geeignet sind. Dennoch muss man fir
die Entwicklung und Optimierung dieser Methoden einzelne Substanzen mit ausgewéhlten

physikochemischen Eigenschaften herausgreifen.

2.13.1 Beispielanalyten flir die Entwicklung einer Screening-Methode auf fllichtige
Verbindungen I: fliichtige organische Verbindungen
Unter flichtigen organischen Verbindungen (volatile organic compounds, VOC) versteht
man grundsatzlich kohlenstoffhaltige Stoffe, die aufgrund ihres hohen Dampfdruckes
respektive niedrigen Siedepunktes leicht verdampfen bzw. schon bei niedrigen
Temperaturen als Gas vorliegen. Bei den non methane organic volatile compounds
(NMVOC) wird das Gas Methan ausgeschlossen. Eine einheitliche, landertbergreifende
Definition, was ein VOC tatsachlich ist, gibt es nicht. Im Folgenden wird die in
Deutschland geltende Definition, die sich nach dem Dampfdruck richtet, verwendet.
Demnach ist ein VOC eine organische Verbindung, die bei 293,15 Kelvin einen
Dampfdruck von 0,01 Kilopascal oder mehr hat oder unter den jeweiligen

Verwendungsbedingungen eine entsprechende Fliichtigkeit aufweist [**]. Ausgewahlt
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wurden VOC, die haufig Verwendung als Lodsungsmittel finden, sich in ihren
physikochemischen Eigenschaften unterscheiden und den Retentionsbereich mdglichst
abdecken.

Als Quelle der physikochemischen Eigenschaften aller VOC und auch der folgenden

Inhalationsnarkotika wurde der Internetauftritt des Institutes fiir Arbeitsschutz zu Rate

gezogen [*%].
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Tabelle 4: Physikochemische Eigenschaften der VOC 1 [*]

Bezeichnung Benzol
Siedepunkt 80°C
Dampfdruck 100 hPa (20°C)

Loslichkeit in Wasser

1.8 g/l (20°C)

log kow 2.13
RRT (bez. auf Isooctan) 0.885
Bezeichnung Chloroform
H Siedepunkt 61°C
/Q”CI Dampfdruck 233 hPa (20°C)
Cl Cl Loslichkeit in Wasser 8.2 g/l (20°C)
log kow 1.97
RRT (bez. auf Isooctan) 0.706
Bezeichnung n-Hexan
Siedepunkt 69°C
HSC\/\/\ CH, Dampfdruck 162 hPa (20°C)
Loslichkeit in Wasser 0.5 mg/l
log kow 3.9
RRT (bez. auf Isooctan) 0.678
Bezeichnung Isooctan
G Siedepunkt 99°C
HscAK /CH3r\ Dampfdruck 51 hPa (20°C)
\\ o Loslichkeit in Wasser 0.7 -2.5mgl/l
CH,
log kow 4.09
RRT (bez. auf Isooctan) 1.0




28

2 Grundlagen und Stand der Technik

Tabelle 5: Physikochemische Eigenschaften der VOC 11 [*]

Bezeichnung Toluol
Chs Siedepunkt 111°C

Dampfdruck 29.1 hPa (20°C)
Loslichkeit in Wasser 0.47 g/l
log kow 2.73
RRT (bez. auf Isooctan) 1.558
Bezeichnung m-Xylol

s Siedepunkt 139°C
Dampfdruck 8.32 hPa (20°C)
Loslichkeit in Wasser 0.2 g/l

CHj log Konw 3.2

RRT (bez. auf Isooctan) 2.302

2.13.2 Beispielanalyten fir die Entwicklung einer Screening-Methode auf fllichtige
Verbindungen I1: Inhalationsnarkotika

Inhalationsnarkotika sind Arzneistoffe, die zur Einleitung und vor allem zur
Aufrechterhaltung einer Narkose eingesetzt und durch Inhalation aufgenommen werden.
Inhalationsnarkotika gehéren nicht zu den klassischen VOC. Allerdings handelt es sich bei
den sog. Dampfnarkotika (im Gegensatz zu Gasnarkotika) auch um Flissigkeiten mit
einem hohen Dampfdruck. Der Wirkmechanismus von Andasthetika ist bis heute noch
nicht zufriedenstellend aufgeklart, verschiedene Theorien zusammenfassend lasst sich
sagen, dass komplexe Wechselwirkungen der Inhalationsnarkotika mit Lipiden, Proteinen

und Wasser in den Membranen die narkotische Wirkung bedingen [**].
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Tabelle 6: Physikochemische Eigenschaften der Inhalationsnarkotika [**]

Bezeichnung Isofluran
F Siedepunkt 48.5°C
Dampfdruck 440 hPa (25°C)
" F \( Ldslichkeit in Wasser k. A.
Cl F
Log Komw 2.06
RRT (bez. auf Isooctan) 0.511
Bezeichnung Halothan
Br Siedepunkt 50.2
Cl Dampfdruck 242 hPa (20°C)
F Loslichkeit in Wasser 4.5 g/l
F Log kow 2.3
RRT (bez. auf Isooctan) 0.610

2.13.3 Beispielanalyten fur die Entwicklung einer SPE-Methode
Die Substanzen, die zur Entwicklung einer Festphasenextraktions-Methode herangezogen
wurden, sind sowohl im pharmazeutischen Alltag als auch in forensischer Hinsicht
relevant. Ausgenommen wurden bewusst ,klassische”, missbrauchlich angewendete
Analyten, wie z.B. Amphetamine oder Cannabinoide, da bei einer systematischen
toxikologischen Analyse eine Untersuchung auf diese Substanzen ohnehin stattfindet. Ein
Schwerpunkt wurde auf unterschiedliche Saure-Base-Eigenschaften und die Lipophilie

gelegt. Auch hier wurde der Retentionsbereich abgedeckt.

Die Eigenschaften aller verwendeten Substanzen kdnnen via Datenbank der U.S. National

Library of Medicine nachvollzogen werden [*°].
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Tabelle 7: Eigenschaften der Beispielanalyten zur SPE-Methodenentwicklung I [

95]

OH

Bezeichnung Ibuprofen
CHs Nichtsteroidale
o Substanzklasse Antirheumatika (NSAR)
Analgetikum,
Anwendung Antirheumatikum
pka 4.91
H.C Loslichkeit in Wasser 21 mg/I
3
LOg kO/W 3.97
CH;
RRT (bez. auf Methadon) 0.659
Bezeichnung Pentobarbital
®)
)J\ Substanzklasse Barbiturate
HN NH Anwendung Sedativum (obsolet)
0 0 pka 8.11
CHz | Loslichkeit in Wasser 679 mg/l
CH
H5;C 3
. Log Kow 2.1
RRT (bez. auf Methadon) 0.747
Bezeichnung Lidocain
Substanzklasse Amid
CH, Anwendun Lokalanasthetikum,
NH W/\N " g Antiarrhythmikum
3
g k pka 8.01
CHa Ch o
Loslichkeit in Wasser 4.1 g/l
Log Ko 2.44
RRT (bez. auf Methadon) 0.832
Bezeichnung Methadon
HsC\
e HyC N\CH Substanzklasse Opioid |
3 o 3| Anwendun Analgetikum,
g Substitutionspréparat
pka 8.94
O O Loslichkeit in Wasser 48.5 mg/l
LOg kO/W 3.93
RRT (bez. auf Methadon) 1
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2 Grundlagen und Stand der Technik
Tabelle 8 Eigenschaften der Beispielanalyten zur SPE-Methodenentwicklung 11 [*°]
Bezeichnung Amitriptylin

0

Substanzklasse

Tricyclisches
Antidepressivum (TCA)

Antidepressivum,

/ Anwendung Analgetikum
pka 94
N—CHs Loslichkeit in Wasser 9.71 mg/l
H3C/ Log Kow 4.92
RRT (bez. auf Methadon) 1.038
CHs Bezeichnung Diazepam

I
N, O
cl

—N

I

Substanzklasse

Benzodiazepin

Anwendung Anticomisivam
pka 3.4

Loslichkeit in Wasser 50 mg/I

Log Komw 2.82

RRT (bez. auf Methadon) 1.187

Bezeichnung

Metoclopramid (MCP)

e, CH, Substanzklasse Amid
/\/Nr Anwendung Antiemetikum
NH
1,*3 pka 9.27
HoN
i Loslichkeit in Wasser 200 mg/I
Log Komw 2.62
RRT (bez. auf Methadon) 1.279
. Bezeichnung Bromazepam
O . .
N Substanzklasse Benzodiazepin
Br Anwendung Anxiolytikum
N pka 2.9
" N Loslichkeit in Wasser 175 mg/l
\ / LOg Komw 2.05
RRT (bez. auf Methadon) 1.308
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3.1 Chemikalien

Organische Ldsungsmittel waren von analysenreiner respektive HPLC-Qualitat.
Acetanhydrid, Aceton, Acetonitril, Chlorbutan, Chloroform, Dichlormethan, Diethylether,
Ethylacetat, Hexan, Isooctan, Isopropanol, Methanol, Petrolether, Pyridin, Toluol und
Xylol wurden von E. Merck (Darmstadt) bezogen, ebenso Ameisenséure, Ammoniak,

Essigsaure, Natronlauge, Pufferlésungen, Schwefelsaure und HPLC-reines Wasser.
Demineralisiertes Wasser wurde der hausinternen Millipore-MilliQ Anlage entnommen.

Amitriptylin, Ammoniumformiat, Barbital, Chinin, Codein, Coffein, Diphenhydramin,
Haloperidol, Halothan, Histamin, Ibuprofen, Methaqualon, Methyliodid, Metoclopramid,
Natriumsulfat, 5-p-Methylphenyl-5-phenylhydantoin (MPPH), Morphin, Strychnin und
Tetrahexylammoniumhydrogensulfat entstammten Sigma-Aldrich (Steinheim), Isofluran
wurde von Abbott (Wiesbaden) und Benzol von C. Roth (Karlsruhe) geliefert.
Buprenorphin, B-Glucuronidase, Bromazepam, Diazepam, Doxepin, Flupenthixol,
Lidocain, Methadon, Phenobarbital, Pentobarbital, Sulpirid und Verapamil sowie die
internen Standards Diazepam-ds, Phenobarbital-ds und Trimipramin-d; wurden von LGC

(Wesel) bezogen.

3.2 Laufmittel

Mobile Phase HPLC-DAD: Acetonitril/ Phosphatpuffer pH 2.3 (37:63, v/v)

Mobile Phase X HPLC-MS/MS (Screening I): 5 mM Ammoniumformiat in H,O/
Acetonitril (90:10, v/v)

Mobile Phase Y HPLC-MS/MS (Screening 1): 5 mM Ammoniumformiat in H;O/
Acetonitril (10:90, v/v)

Mobile Phase A HPLC-MS/MS (Screening I1): 1 M Ammoniumformiat in H,O/

Ameisensdure/ Wasser (2:2:996, v/v/v)

Mobile Phase B HPLC-MS/MS (Screening II): 1 M Ammoniumformiat in H20/

Ameisensaure/ Acetonitril (2:2:996, viv/v)
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3.3 Gerate und Materialien

331 GC-MS

Alle Untersuchungen mittels GC-MS wurden auf einem HP Model 5890 Series Il Plus
(Hewlett Packard, Waldbronn) gekoppelt mit einem HP 5972 Mass Selective Detector
durchgefiihrt. Die Daten wurden anhand der vom Hersteller gestellten Standard-Software
erhoben. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Maurer-Pfleger-Weber-Bibliothek [*] in
der dritten Auflage. Das System war mit einer Quarzglas-Kapillar-Saule HP-5-MS
(Hewlett Packard, Waldbronn) mit den MaBen 30 m x 0.25 mm Innendurchmesser

ausgestattet.

3.3.2 HPLC-MS/MS

Far die Analysen mittels HPLC-MS/MS wurde eine LC-20 A Series Anlage von Shimadzu
(Duisburg) verwendet. Als Detektor fungierte ein 4000 Q-Trap System mit einer
Elektrospray Turbo V™ lon lonenquelle von Applied Biosystems (Darmstadt). Die

Trennung erfolgte auf einer Allure PFP Propyl 5 um Sdule von Restek (Bad Homburg).

3.3.3 HPLC-DAD

Die chromatographische Trennung der Funktionslosung fir die laborinterne
Qualitatskontrolle (vgl. 3.4.1) erfolgt auf einem LC-6A HPLC-System mit SOD-M10AVP
als Detektor (Shimadzu), ausgestattet mit einer Lichrosorb RP8-5ug Saule.

3.3.4  Festphasenextraktion
Bezlglich des Vergleichs bestehender Methoden zwischen GC-MS und LC-MS/MS
kamen fir die Aufarbeitung des Urins Chromabond®-OH-Saulen zum Einsatz. Es handelt

sich hierbei um eine Diol-modifizierte Kieselgelphase.

Wahrend der Optimierung der Extraktion wurden unterschiedliche Chromabond®-Saulen
der Firma Macherey-Nagel (Diren) getestet. Es handelt sich hierbei zum Einen um ,,C8%
und ,,C18%, beides Silizium-basierte Sdulen, beschichtet mit einer Octyl- bzw. Octadecyl-
Phase (nicht nachsilyliert). Zum Anderen wurde ,,Easy“ verwendet, eine polar
modifizierte  Polystyren-Divinylbenzol-Copolymer S&ule mit einem schwachen

Anionenaustauscher, sowie ,Drug®, welche durch eine bifunktionale Modifikation
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(Octylphase  modifiziert mit Benzensulphonsdure)  charakterisiert ist.  Die
Festphasenextraktion wurde in einer Vakuum-Arbeitsstation mit manueller Bedienung
durchgefihrt.

Alle verwendeten Sdulen wiesen ein Sorbensvolumen von 3 ml auf.

3.3.5  Festphasenmikroextraktion
Sowohl die Injektionsvorrichtung als auch die SPME-Faser-Einheit mit einer
Beschichtung von 100 pum Polydimethylsiloxan (PDMS) wurden von Supelco (Bad

Homburg) bezogen.

3.3.6  Software
Die Datenerhebung wurde bei GC-MS-Methoden mit MSD ChemStation E.01.00.137 von
Agilent Technologies durchgefiihrt. Die Identifizierung der Spektren wurde mittels der

Bibliothek von Maurer, Pfleger und Weber in der 3. Auflage vorgenommen [*].

Bei der vom Hersteller bereitgestellten Software der HPLC-MS/MS-Methoden handelt es
sich um Analyst 1.5.1.

Die statistische Versuchsplanung erfolgte mit der Software DesignExpert 7.0. Mit Hilfe
dieses Programmes wurden ebenfalls die statistischen Auswertungen vorgenommen und
auch diverse Graphiken beziglich der Ergebnisse der statistischen \ersuchsplanung

wurden hiermit generiert.

Laborinterne Qualitatskontrolle bei qualitativen Suchanalysen

Bei forensisch-toxikologischen Suchanalysen sind Qualitatskontrollen grundsétzlich
unerlasslich, um sicherzustellen, dass systematische Fehler ausgeschlossen werden und

die Richtigkeit der erhaltenen Ergebnisse gegeben ist.

Die arbeitstagliche Prifung der chromatographischen Analysensysteme (hier: HPLC-DAD
und GC-MS) auf Funktionstiichtigkeit konnen z.B. mit Hilfe von Testlésungen gemald der
Richtlinie der Gesellschaft fir toxikologische und forensische Chemie (GTFCh) fur die
HPLC-DAD [*'] bzw. nach Empfehlung der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG)
[*®] fiir Analysen mittels GC-MS erfolgen. Die erhobenen Daten werden in Kontrollkarten

eingetragen, so dass Abweichungen, AusreilRer oder Trends auf einen Blick erfasst und
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ggf. Korrekturmalinahmen, z.B. Reinigen der lonenquelle oder Austausch der D,-Lampe,

ergriffen werden kénnen.

3.4.1 Qualitatskontrolle HPLC-DAD

Als Funktionslosung fur die HPLC-DAD-Anlage wird eine Mischung aus Histamin,
Coffein, MPPH und Benzol jeweils in der Konzentration von 0.1 mg/ml verwendet.
Aufgrund der Toxizitdt des Benzols - wegen der Gefahrlichkeit auch geringster
Konzentrationen gibt es keine Grenzwerte fiir eine chronische Exposition[**] - wurde auf

die empfohlene 10-fach hohere Konzentration [*'] verzichtet.

Histamin dient zur Kontrolle der Totzeit, Coffein wird zur Bestimmung der Peakfl&che
herangezogen und berwacht so das injizierte Volumen durch den Autoinjektor. MPPH
wird als Standard zur Berechnung der relativen Retentionszeit (RRT) verwendet, Benzol
dient der Kontrolle der Wellenldangen-Richtigkeit und des  spektralen

Auflésungsvermdgens des Detektors.

Als isokratische mobile Phase wird Acetonitril/ Phosphatpuffer pH 2.3 im Verhaltnis

37:63 (v/v) verwendet. Es werden 10 pl der Funktionsldsung injiziert.

Die Retentionszeiten bzw. relativen Retentionszeiten sowie die Peakfldchen des Coffeins
werden arbeitstaglich dokumentiert, wochentlich erfolgt die Auswertung der Breite auf
halber Peakhdhe (bos, im Folgenden als Halbwertsbreite bezeichnet), der Peaksymmetrie,
Ubereinstimmung der UV-Spektren mit der Spektrenbibliothek, Richtigkeit der Amax-Werte
der Schwingungsbanden des Benzols sowie die Auflésung bewertet durch den
Extinktionsquotient Ejss/Ezss. An einer peakfreien Stelle des Chromatogramms wird

ebenfalls wochentlich das Rauschen anhand von Ausschldgen des UV-Detektors bewertet.

3.4.2  Qualitatskontrolle GC-MS
Zur Sicherstellung der Funktionstiichtigkeit der GC-MS-Anlage wird arbeitstaglich eine

Losung aus Barbital, Pentobarbital, Diphenhydramin, Phenobarbital, Methaqualon,
Codein, Morphin, Chinin, Haloperidol und Strychnin in der Konzentration von jeweils
0.01 mg/ml vermessen. Von dieser Losung werden 50 pl injiziert, so dass eine absolute
Menge von 50 ng aufgegeben wird. Alle Substanzen sollten im Chromatogramm mit einer
Basislinientrennung zu detektieren sein. Beobachtet werden die Konstanz der

Retentionszeiten und Peakflachen. Eine Herausforderung fur das Analysensystem stellt
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die Detektion des underivatisierten Morphins dar. Die Peakflache sollte mindestens % der

des Codeins erreichen.

Die Losung wird im Fullscan-Modus vermessen. Das Temperaturprogramm startet bei
70°C (1 min), mit einer Heizrate von 10°C/ min werden 300°C erreicht, die fur sechs

Minuten gehalten werden [*].

Methodenvergleich bestehender forensisch-toxikologischer
Suchanalysen
Um die Eignung des Verfahrens der hauseigenen LC-MS/(MS)-Methode fiir Suchanalysen
einzuschéatzen, wurde es in Hinblick auf Ergebnissicherheit, Arbeitsaufwand und auch
wirtschaftliche Aspekte einer etablierten GC-MS-Methode vergleichend gegeniber
gestellt.

Funfzig reale Falle des Institutes flr Rechtsmedizin der Universitat Bonn aus dem Jahre
2008 wurden mittels beider Methoden der Suchanalyse unterzogen. Als

Untersuchungsmatrices dienten Blut und Urin.

3.5.1 Suchanalyse mittels GC-MS

Die Proben wurden im Fullscan-Modus vermessen. Das Temperaturprogramm startet bei
80°C (Initialzeit 3 min) und wird mit einer Rate von 30°C/ min auf 310°C hochgefahren.
Die finale Temperatur wird fir 8 min gehalten, es resultiert eine Analysenzeit von 18.67

min.

Fur die Extraktion von Blut bzw. Serum wurde 1 ml Probe mit 100 ul methanolischer
Trimipramin-Ds-Losung (10 pg/ml) als internen Standard versetzt. 2 ml gesattigte
Natriumsulfat-Losung werden hinzugegeben, anschliellend erfolgt die Extraktion mit 4 ml
Diethylether/ Ethylacetat (1:1, v/v). Nach Vortexen erfolgt die Zentrifugation bei 3000 U/
min. Die organische Phase wird tberflhrt, die wéssrige Phase mit 0.5 ml 1 N Natronlauge
versetzt und abermals wie beschrieben extrahiert. Die organischen Phasen werden
vereinigt, unter Stickstoffstrom eingedampft und der Ruckstand mit 100 pl Methanol

aufgenommen. 1 pl hiervon wird der Gaschromatographie zugefhrt.

Fur die basische Extraktion von Urin werden 2.5 ml der Probe zur Spaltung moglicher
Glucuronide mit 100 ul B-Glucuronidase versetzt, im Vorfeld erfolgt eine pH-Wert-
Einstellung mittels 1 M Salzsdure auf 4-5. Die so behandelte Probe wird bei 37°C fur 24 h



3 Material und Methoden 37

inkubiert. AnschlieBend werden 2 ml 30 %-ige Ammoniumsulfat-Losung und wenige
Tropfen 10 M Natronlauge (gewunschter pH = 8-9) hinzugefiigt. Die Mischung wird mit
2.5 ml Nativurin versetzt. Die Extraktion erfolgt mittels 5 ml Ethylacetat/ Dichlormethan/
Isopropanol (3:1:1, v/v/v), nach Vortexen wird bei 3000 U/ min flir 5 min zentrifugiert.
Die organische Phase wird bei max. 60°C unter mildem Stickstoffstrom eingedampft, der
Rickstand mit 100 pul Acetylierungsgemisch (Pyridin/ Acetanhydrid 2:3, v/v) versetzt. Die
Derivatisierung erfolgt fiir 30 min bei 60°C. Anschliefend wird das derivatisierte Extrakt
eingedampft und in 50 pl Methanol aufgenommen. 1 ul hiervon wird der

Gaschromatographie zugeftihrt [*].

Fur die saure Extraktion von Urin werden 2 ml Phasentransferkatalysator-L6sung (0.02
ml/ | Tetrahexylammoniumhydrogensulfat in 1 mol/ | Phosphatpuffer pH 12) versetzt. Als
Derivatisierungsreagenz fungiert eine Lésung von Methyliodid in Toluol (5 ml, 1 mol/ I).
Die Reagenzglaser werden luftdicht verschlossen und zur Derivatisierung bei 50°C fur 30
min in den Ofen verbracht. AnschlieBend werden die Proben unter flieRendem Wasser

abgekuhlt und bei 3000 U/ min flr 5 min zentrifugiert.

Fir die Festphasenextraktion werden Diol-Saulen (500 mg/ ml, non endcapped) mit 5 ml
Methanol gewaschen und mit 5 ml Toluol konditioniert. Nach der Aufgabe von 5 ml Probe
erfolgt die Elution mit Diethylether/ Ethylacetat (95:5, v/v). Das Eluat wird unter
Stickstoffstrom eingedampft und der Ruckstand in 50 pl Ethylacetat aufgenommen. 1 pl

hiervon wird der Gaschromatographie zugefuhrt [*°].

Diese Methode kann ebenfalls fir Blut bzw. Serum angewandt werden.

3.5.2  Suchanalyse mittels HPLC-MS/MS

Die Analyten werden uber eine Phenomenex Security Guard + Synergi Aqua 150 x 2 (4
pm) Sdule getrennt, der Flow betragt 200 pl/ min. Als Laufmittel dienen 90 %
Ammoniumformiat-Puffer/ 10 % Acetonitril (A) bzw. 10 % Puffer/ 90 % Acetonitril (B).
Es wird ein Gradient von 50 % Laufmittel A auf 100 % A innerhalb von 10 min gefahren.

Die Gesamtanalysenzeit betrédgt 17 min.

Zur Extraktion von Blut bzw. Serum wird 1 ml der Probe mit 1 ml Boratpuffer pH 9
gevortext, anschlieend mit 5 ml Chlorbutan extrahiert. Als interner Standard fungiert
Diazepam-ds (10 pl, 1pug/ ml). Nach Zentrifugation (4000 U/ min, 8 min) werden 4 ml der
organischen Phase abgezogen und unter Stickstoffstrom eingedampft. Der Ruckstand wird



38

3 Material und Methoden

3.6

in 100 pl Laufmittel A aufgenommen. 10 pl davon werden der Flussigchromatographie

zugefuhrt [*].

Fur die Extraktion von Urin werden 200 pl der Urinprobe mit 200 pl Wasser verdinnt.
Auch hier wird Diazepam-ds (10 pl, 0.1 pg/ ml) als interner Standard verwendet. Es
erfolgt eine Fallung mit 100 pl Acetonitril, die Proben werden anschliellend kurz

zentrifugiert. 10 pl werden der Flissigchromatographie zugefiihrt [*°].

Entwicklung einer Screening-Methode auf fllichtige Substanzen
mittels HS-SPME/GC-MS
Zahlreiche Variable haben einen Einfluss auf die Qualitat der SPME-Methode, zum
Beispiel die Beschaffenheit der Faser, Agitation, Temperatur und Dauer der Extraktion

und der Desorption im Injektor des Gaschromatographen.

Variable mit einem geringeren Einfluss auf das Extraktionsgeschehen bzw. solche, die
einen direkten Einfluss auf die Extraktionszeit aufweisen (Faser, Agitation), wurden im
Vorfeld optimiert, anschlielend erfolgte ein CCD, welches die Optimierung der
Extraktionszeit, der Extraktionstemperatur sowie der Desorptionszeit beinhaltete.

Die chemischen und physikalischen Eigenschaften der Beispielanalyten sind in den
Abschnitten 2.13.1 und 2.13.2 aufgefiihrt. Sa&mtliche Vorversuche wurden dreifach
durchgefuhrt.

3.6.1  Herstellung der Standardlésungen und Proben

Stammlésungen von Isofluran, Halothan, Hexan, Chloroform, Benzol, Isooctan, Toluol
und Xylol wurden mit je 50 mg/ ml in Methanol hergestellt und bei -20°C gelagert. Aus
diesen wurde eine Standardlésung, die alle Testanalyten enthélt, angefertigt. An dieser
Stelle soll angemerkt werden, dass Methanol in diesem Fall keinen Bestandteil der

analysierten Substanzen darstellt.

Leerblutproben (1 ml) wurden mit 50 pl der Standardldsung versetzt, daraus resultierten
Konzentrationen von 50 pg/ ml Isofluran, 11 pg/ ml Halothan, 34 ug/ ml Hexan, 19 pg/
ml Chloroform, 11 pg/ ml Benzol, 13 pg/ ml Isooctan, 6 pg/ ml Toluol und 4 pg/ ml
Xylol.

Im Vorfeld wurde jede Charge von Leerblut auf die Abwesenheit der entsprechenden
Analyten getestet.
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3.6.2  Auswahl der Faser

Die Faser wurde aufgrund theoretischer Uberlegungen und Erfahrungswerten ausgewahit,

die in Abschnitt 4.3.1 naher erlautert werden.

3.6.3  Aussalzeffekt
Die Zugabe von Salzen, z.B. Natriumsulfat, kann genutzt werden, um die Matrix zu
modifizieren und die lonenstarke zu erhéhen. Dadurch wird die Loslichkeit der Analyten

herabgesetzt und das Gleichgewicht zugunsten der Gasphase verschoben [].

Funf Salze (NaCl, Na;SO4, Na;CO3, NaHCO3 und (NH,4),SO4; jeweils 200 mg) wurden zu
gespikten Blutproben hinzugegeben und mit gespikten Proben ohne Salzzugaben

verglichen.

3.64 pH-Wert

Gespikte Blutproben wurden mit Hilfe von H,SO,4 bzw. NaOH auf einen pH-Wert von 3, 7
und 10 eingestellt.

3.6.5 Wasserzugabe

Grundsétzlich reduziert die Verdiinnung mit Wasser den Effekt von Matrixproteinen, die
sich irreversibel an die Faser anlagern oder Analyten binden kdnnen. Des Weiteren
werden durch die resultierende  Herabsetzung der  Matrixviskositdt  die
Diffusionskoeffizienten gesteigert und das Volumen der Gasphase reduziert. Beides

erlaubt eine héhere Extraktionsausbeute.

Proben ohne Wasserzugabe wurden denen mit 2 ml Wasserzugabe gegeniibergestellt.

3.6.6  Agitation

Agitation oder das Riihren der Probe konnen die Extraktionsausbeute erhdhen, da der
Transfer der Analyten durch den kontinuierlichen Aufbau einer ,,neuen Oberflache in die
Gasphase beschleunigt ist. Wahrend der Inkubation und Extraktion wird die Probe
automatisch mit einem Intervall von 5 s Agitation/ 3 s Pause gerittelt. Diese Prozedur

wurde mit nicht-agitierten Proben verglichen.
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3.6.7  Eintauchtiefe
Die Eintauchtiefe in den Injektor der GC-Apparatur hat einen Einfluss auf die Desorption
der Analyten und insofern auf die Extraktionsausbeute. Ein Bereich von 48 mm bis 56 mm

wurde untersucht.

3.6.8  Desorptionstemperatur

Grundsatzlich sollte sich die Desorptionstemperatur an die Empfehlungen des Herstellers
der SPME-Faser (z.B. max. 280°C bei einer PDMS-100um-Faser) anlehnen. Zugleich
sollte eine Verschleppung von Analyten vermieden werden. Es wurde mit Temperaturen

von 200° bis 280°C experimentiert.

3.6.9 Central Composite Design (fur SPME)

Wie unter Punkt 2.7 beschrieben, benétigt ein CCD funf Levels jeden Faktors. Da die
Faktoren Extraktionszeit, Extraktionstemperatur sowie Desorptionszeit mit dieser
Methode optimiert werden sollten, enthalt dieser Versuchsplan also 2° = 8 Testlaufe, sechs
center points und sechs axial points mit a = 1.682, also insgesamt 20 Experimente. Mit

einer axialen Entfernung von a = 1.682 ist sichergestellt, dass das Design drehbar ist.
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Tabelle 9: Kodierte Design-Matrix (SPME)

Kodierte Matrix der Experimente®

Test Typ Extraktionstemperatur Extraktionszeit Desorptionszeit
1 Center 0 0 0
2 Center 0 0 0
3 Center 0 0 0
4 Fact 1 -1 1
5 Fact -1 -1 -1
6 Center 0 0 0
7 Fact -1 1 1
8 Center 0 0 0
9 Axial -1.682 0 0
10 | Axial 0 -1.682 0
11 | Fact -1 -1 1
12 | Axial 0 0 -1.682
13 | Axial 0 0 1.682
14 | Fact 1 1 1
15 | Fact 1 -1 -1
16 | Fact 1 1 -1
17 Center 0 0 0
18 | Axial 1.682 0 0
19 | Fact -1 1 -1
20 | Axial 0 1.682 0

Bemerkungen: 1) Funf Levels jeden Faktors, sechs center points und sechs axial points mit o= 1.682

Zur Festlegung des experimentellen Bereiches wurden sowohl instrumentelle und

operative Grenzen als auch eigene Vortests in Betracht gezogen:

Bei toxikologischen Fragestellungen bedarf es oft schneller Resultate, vor allem bei
klinischen Féllen. Aus diesem Grund sollte die Extraktionszeit nicht zu betréchtlich sein
und es sollte ein Kompromiss zwischen Zeit und Sensitivitat gefunden werden. Daher

wurde das Maximum auf 25 min gelegt.

Eine gentigende Desorptionszeit ist fur eine komplette Desorption relevant und verhindert
Verschleppungseffekte. Aufgrund dieser Uberlegungen wurde ein Bereich von 120 s bis
180 s festgelegt.

Die Extraktionstemperatur hat den bedeutendsten Einfluss auf die Extraktionsausbeute.
Aufgrund des hohen Dampfdruckes kénnen VOC bei niedrigeren Temperaturen extrahiert
werden. Hohe Temperaturen kdnnen sogar dazu fuihren, dass Analyten wieder von der
Faser gelost werden und so die Gesamtmenge an extrahierten Analyten sinkt. Andererseits

sind die beteiligten Substanzen in einer Screening-Analyse nicht vorhersehbar und es ist
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eine breite Anwendbarkeit gefordert. Aufgrund der beschriebenen Tatsachen wurde ein

ausgedehnter Bereich bis zu 75°C untersucht.

Die analysierten Levels sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Die Experimente wurden

randomisiert durchgefiihrt, um einen systematischen Fehler zu vermeiden.

Tabelle 10: Nicht-kodierte Levels der Faktoren Extraktionstemperatur, Extraktionszeit und Desorptionszeit

Low (-1) High (+1) Center (0) Axial (o)  Axial (+a)

ontraktlons-T 45 75 60 35 85
[°C]
ExFraktlons-t 15 o5 20 12 28
[min]
E]esorptlons-t 120 180 150 100 200

3.6.10 Chromatographie und MS-Bedingungen (SPME)

Das Temperaturprogramm startet bei 36°C (Initialzeit 4 min) und wird mit 10°C/ min auf
120°C hochgefahren. Diese Temperatur wird flir 1 min gehalten; daraus resultiert eine
Analysenzeit von 13.4 min. Es wird ein spezieller Liner mit einem kleinen Durchmesser

verwendet, der sich besonders flir Analysen mittels SPME eignet.

Als Tragergas dient Helium mit einem Druck von 40.1 kPa. Die Injektortemperatur liegt
bei 260°C, wohingegen die Transferline-Temperatur auf 280°C eingestellt ist.

3.6.11 Methodenvalidierung (SPME)

Fiir die Validierung von qualitativen Methoden werden nach Peters et al.[**] Selektivitit,
Nachweisgrenze (LOD) und Wiederfindung evaluiert. Die Selektivitat wurde anhand der
bewiesenen Abwesenheit der Testsubstanzen in der Leerprobe ermittelt. Die LOD wurde

als das dreifache Signal-Rausch-Verhéltnis abgeschétzt.

Fur die Bestimmung der Wiederfindung wurde sechs extrahierte Proben hoher und
niedriger Konzentrationen analysiert und mit nicht-extrahierten Standardldsungen
verglichen. ,Niedrige“ (low) und ,hohe* (high) Level wurden bezlglich der
entsprechenden therapeutischen Konzentrationsbereiche der unterschiedlichen Substanzen

definiert.
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3.7 Entwicklung einer Screening-Methode mittels Festphasenextraktion
und GC-MS
Fur die Optimierung der Festphasenextraktion sind verschiedene Faktoren zu
berticksichtigen, die einen Einfluss auf die Qualitat des Extraktionsprozesses haben. Die
Wahl der SPE-Séule ist essentiell und richtet sich nach der grundsatzlichen Fragestellung
und den damit verbundenen Analyten. Des Weiteren spielen beispielsweise der pH-Wert
der Pufferlosung fur die Probenverdinnung und die Zusammensetzung der

Elutionsldsung(en) eine entscheidende Rolle.

Analog zur Entwicklung der Screening-Methode mittels HS-SPME/GC-MS wurden auch
hier einige Faktoren im Vorfeld untersucht, wahrend der Anteil an Methanol in der
Waschlosung, die Molaritdt der Essigsdaure sowie die Zusammensetzung der
Elutionsldsungen | und Il mittels CCD optimiert wurden.

Die chemischen und physikalischen Eigenschaften der Beispielanalyten sind im Abschnitt

2.13.3 aufgefuhrt. Samtliche Vorversuche wurden dreifach durchgefuhrt.

3.7.1  Herstellung der Standardlésungen und Proben

Stammlésungen von lbuprofen, Pentobarbital, Lidocain, Methadon, Amitriptylin,
Diazepam, MCP und Bromazepam wurden hergestellt (je 1 mg/ ml, mit der Ausnahme
von Pentobarbital mit 2 mg/ ml) und bei -20°C gelagert. Aus diesen wurde eine
Standardlosung, die alle Testanalyten enthdlt, angefertigt.

Leerblutproben (1 ml) wurden mit 50 pl der Standardldsung versetzt, daraus resultierten
Konzentrationen von 16 mg/ ml Ibuprofen, 1 mg/ ml Pentobarbital, 0.4 mg/ ml Lidocain,
0.4 mg/ ml Methadon, 0.4 mg/ ml Amitriptylin, 1 mg/ ml Diazepam, 1 mg/ml MCP sowie
1 mg/ ml Bromazepam. Trimipramin-ds und Phenobarbital-ds wurden als interne

Standards in Konzentrationen von 1 mg/ ml bzw. 2 mg/ ml verwendet.

Im Vorfeld wurde jede Charge von Leerblut auf die Abwesenheit der entsprechenden

Analyten getestet.

3.7.2  Probenvorbereitung

Die Einstellung des pH-Wertes ist vor allem flr polarere Analyten entscheidend. Um
sowohl sauren als auch basischen Substanzen gerecht zu werden, empfiehlt sich ein
moderater pH-Wert. Des Weiteren ist eine Verdiinnung der Proben fur die Extraktion von
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Bedeutung, vor allem bei Verwendung von \Vollblut, da die SPE-Kartuschen von gering

viskosen Flissigkeiten leichter passiert werden kénnen.

Aufgrund von theoretischen Uberlegungen konnen pH-Werte von kleiner sechs oder
groRer acht ausgeschlossen werden. Daher wurde ausschlielflich dieser pH-Bereich

untersucht.

2 ml Phosphatpuffer mit pH 6, 7 bzw. 8 wurde zur Blutprobe gegeben und die Mischung
gevortext. Eine anschlielende Behandlung im Ultraschallbad sowie eine Zentrifugation

sind bei Serumproben nicht nétig, konnen allerdings fiir Vollblutproben nitzlich sein.

3.7.3  Auswahl der SPE-Kartuschen

Um Unterschiede zwischen verschiedenen Herstellern zu eliminieren, wurden alle
getesteten Kartuschen von Macherey-Nagel bezogen. Es gibt verschiedene SPE-S&ulen im
Handel, die sich fur unterschiedlichste chemische Strukturen eignen. Es wurden
Chromabond® ,,C8%, ,,C18*, ,,Easy* und ,,Drug” im Vorfeld der Optimierung verwendet.
Die charakteristischen Eigenschaften und chemischen Modifikation der Kartuschen sind
Abschnitt 3.3.4 zu entnehmen. Die Blutproben wurden zur Auswahl der S&dulen gemal den
Empfehlungen des Herstellers behandelt.

3.7.4  Konditionierung
Im Normalfall wird Methanol, Puffer und/ oder Wasser zur Konditionierung verwendet.
Zunéchst wurden 3 ml Methanol aufgegeben, gefolgt von 3 ml Pufferlésung und 3 ml

Wasser.

3.7.5  Waschschritt

Da eine vorzeitige Elution von Analyten zu diesem Zeitpunkt vermieden werden sollte,
muss die Verwendung von Methanol vorsichtig gehandhabt werden. Als ein erster
Waschschritt hat sich Pufferlosung mit einem geringen Prozentsatz an Methanol als
geeignet erwiesen. Des Weiteren konnte ein unpolares Losungsmittel wie Hexan von

Vorteil sein, um Matrixbestandteile wie Cholesterol zu entfernen.

Der erste Waschschritt wurde mit Pufferlosung pH 7 und Methanol (95:5, v/v)
durchgefuhrt. Hexan und Isooctan wurden als zusétzliche Waschlosungen untersucht und

zudem wurde Wasser als dritter Schritt angeschlossen.
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3.7.6  Central Composite Design (fir SPE)

Wie unter Abschnitt 2.7 beschrieben, benétigt ein CCD funf Levels jeden Faktors. Da der
Anteil an Methanol in der ersten Waschldsung, die Molaritat der Essigsdure, der Anteil an
Aceton in der ersten Elutionslosung, der Anteil an Isopropanol und der Zusatz von
Ammoniak in der zweiten Elutionslésung mit dieser Methode optimiert werden sollten,
enthalt dieser Versuchsplan also 2° = 32 Testlaufe, acht center points und zehn axial points
mit o = 1.682, also insgesamt 50 Experimente. Mit einer axialen Entfernung von a =

1.682 ist sichergestellt, dass das Design drehbar ist.
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Tabelle 11: Kodierte Design-Matrix

Kodierte Matrix der Experimentel)

Anteil Molaritat Anteil Anteil Zusatz von
Test Typ Methanol Essigsaure Aceton Isopropanol ~ Ammoniak
1 Fact 1 1 -1 -1 1
2 Center 0 0 0 0 0
3 Fact -1 -1 -1 1 -1
4 Fact -1 -1 1 1 -1
5 Fact 1 -1 1 1 -1
6 Axial 0 0 -1.682 0 0
7 Fact 1 1 -1 1 -1
8 Fact -1 -1 -1 -1 1
9 Fact 1 -1 1 -1 1
10 Axial 0 0 0 0 1.682
11 Axial 0 1.682 0 0 0
12 Axial 1.682 0 0 0 0
13 Fact 1 -1 1 1 1
14 Center 0 0 0 0 0
15 Fact -1 1 -1 -1 -1
16 Fact 1 1 1 -1 -1
17 Fact -1 1 1 1 1
18 Fact -1 1 -1 1 1
19 Fact -1 -1 1 -1 -1
20 Axial -1.682 0 0 0 0
21 Fact -1 -1 -1 -1 -1
22 Fact 1 -1 -1 1 -1
23 Fact -1 -1 -1 1 1
24 Fact 1 -1 -1 1 1
25 Center 0 0 0 0 0
26 Fact 1 -1 1 -1 -1
27 Fact 1 1 1 -1 -1
28 Center 0 0 0 0 0
29 Fact 1 1 1 1 1
30 Axial 0 -1.682 0 0 0
31 Fact 1 1 -1 -1 -1
32 Fact 1 -1 -1 -1 -1
33 Fact 1 1 1 1 -1
34 Center 0 0 0 0 0
35 Axial 0 0 0 -1.682 0
36 Fact -1 1 -1 1 -1
37 Axial 0 0 1.682 0 0
38 Fact -1 1 1 -1 -1
39 Fact 1 -1 -1 -1 1
40 Fact -1 -1 1 1 1
41 Fact -1 1 1 -1 1
42 Center 0 0 0 0 0
43 Fact -1 1 -1 -1 1
44 Axial 0 0 0 1.682 0
45 Fact -1 1 1 1 -1
46 Fact 1 1 -1 1 1
47 Center 0 0 0 0 0
48 Center 0 0 0 0 0
49 Fact -1 -1 1 -1 1
50 Axial 0 0 0 0 -1.682

Bemerkungen: 1) Funf Levels jeden Faktors, acht center points und zehn axial points mit o = 1.682
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Der experimentelle Bereich wurde sowohl aufgrund theoretischer Uberlegungen als auch

vorhergehender Untersuchungen definiert.

Wie bereits erwéhnt, sollte der Anteil an Methanol in der Waschlésung nicht zu hoch sein,
um eine vorzeitige Elution von Analyten zu vermeiden. Andererseits ist der Waschschritt
umso effektiver je groRer der Part an Methanol ist. Daher wurde das Maximum auf 10 %

festgesetzt.

Die Essigsaure muss stark genug sein, um saure Komponenten in ungeladene Molekiile zu

transferieren. Ein Minimum wurde bei 0.25 M angesetzt.

Wenn man die verschiedenen chemischen Charakteristiken der Substanzen bei einem
Screening bedenkt, sind zwei Elutionsschritte mit unterschiedlichen Ldsungen nétig.
Zunachst werden die sauren Analyte eluiert, nachdem sie von der Essigsdure in
ungeladene Molekiile Gberfihrt wurden. Die zweite Lésung, welche mit Ammoniak
versetzt ist, deprotoniert und eluiert gleichzeitig die basischen Substanzen. Die Mischung
aus polaren und unpolaren Lésungsmitteln ist fur die Elution essentiell. Dichlormethan hat
sich fir diesen Einsatz bewdéhrt. Es wurde in Kombination mit Aceton im ersten
Elutionsschritt und Isopropanol im zweiten Elutionsschritt getestet. Die Maxima der

polaren Losungsmittel wurden auf 60 % bzw. 40 % festgelegt.

Der Zusatz von Ammoniak ist wichtig um die basischen Komponenten im zweiten Schritt
zu eluieren. Es wurde eine Losung von 25 %-igem Ammoniak verwendet. Als Minimum

wurden 2 ml/ 100 ml bestimmt.

Die analysierten Levels aller Faktoren sind in Tabelle 12 aufgefuhrt. Die Experimente

wurden randomisiert durchgeftihrt, um einen systematischen Fehler zu vermeiden.
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Tabelle 12: Nicht-kodierte Level der mittels CCD untersuchten Faktoren

Low (-1) High (+1) Center (0) Axial (-a) Axial (+a)

Methanol [%] 5 10 7.5 1.5 135
Essigséaure

0.25 1.0 0.63 0.1 1.5
[M]
Aceton
[%] 40 60 50 26 74
Isopropyl-
alkohol 20 40 30 6 53
[%]
Ammoniak
[ml/ 100 ml] 2 6 4 0.7 8.75

3.7.7  Chromatographie und MS-Bedingungen (SPE)
Das Temperaturprogramm startet bei 100°C (Initialzeit 3 min) und wird mit einer Rate
von 30°C/ min auf 160°C und 10°C/ min auf 300°C hochgefahren. Die finale Temperatur

wird fur 3 min gehalten; es resultiert eine Analysenzeit von 22 min.

Als Tragergas dient Helium mit einem Fluss von 1 ml/ min. Die Injektor-Temperatur liegt
bei 250°C, wohingegen die Transferline-Temperatur auf 280°C eingestellt ist. Die
Messung erfolgt im Fullscan-Modus (m/z 50 - 550) und es wird eine lonisationsenergie

von 70 eV mit einer lonenquellen-Temperatur von 230°C verwendet.

3.7.8  Methodenvalidierung (SPE)
Auch in diesem Fall erfolgte die Validierung von der qualitativen Methode nach Peters et
al. [*1], wobei die Selektivitat, Nachweisgrenze und Wiederfindung bestimmt wurden.

Das konkrete Vorgehen wurde bereits unter 3.6.11 beschrieben.

3.79  Methodenvergleich: GC-MS versus HPLC-MS/MS

Um die Anwendbarkeit der neu entwickelten Methode mittels Festphasenextraktion und
GC-MS zu belegen und einzuordnen, wurde sie vergleichend der bestehenden HPLC-
MS/MS-Methode gegenlber gestellt.
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Hierzu wurden 128 Realproben gaschromatographisch retrospektiv analysiert, d. h. diese
Proben wurden im Routinebetrieb mittels Flissigchromatographie vermessen und

anschlieBend der Gaschromatographie zugefunhrt.

Die finale Aufarbeitung via Festphasenextraktion kann Abschnitt 4.4.5 entnommen

werden. Die Proben wurden sowohl underivatisiert als auch acetyliert vermessen.

Fur die Analyse mittels HPLC-MS/MS wird zur Extraktion von Blut bzw. Serum 200 pl
der Probe mit 50 pl Tris-Puffer pH 11 gevortext und anschlieend mit 5 ml Chlorbutan
extrahiert. Als interner Standard fungiert Diazepam-ds (10 pl, 1pg/ ml). Nach
Zentrifugation (4000 U/ min, 8 min) werden 4 ml der organischen Phase abgezogen und
unter Stickstoffstrom eingedampft. Der Rickstand wird in 100 pl Laufmittel A

aufgenommen. 10 ul davon werden der Flissigchromatographie zugefuhrt.

Zur Aufarbeitung von Urin wird lediglich eine Verdiinnung durchgefuhrt. Hierzu werden
200 pl Urin mit 400 pl Wasser verdinnt. Sollte eine starke Triibung vorliegen, kann eine

anschlieRende Zentrifugation empfehlenswert sein [**].

Die instrumentellen Bedingungen kénnen Abschnitt 3.5.2 entnommen werden.

3.8 Optimierung der Screening-Methode mittels HPLC-MS/MS

Wie dem vorherigen Abschnitt zu entnehmen ist, ist die in der Routine verwendete
Methode in der Durchfiihrung unkompliziert und zeitsparend. Gerade Urin wird lediglich
mittels Verdiinnung ,,aufgearbeitet. Allerdings ist der Grad der Verdlnnung ein
Parameter, bei dem es gilt, einen Kompromiss zwischen ausreichender Konzentration der
Analyten und geniigender Verdiinnung der Matrixkomponenten zu wahlen, da letztere
einen Einfluss auf die Detektion der Substanzen ausuben konnen. Matrixeffekte sind
definiert als Effekte koeluierender Matrixkomponenten auf die lonisation der Zielanalyten
[*"1%]. Die fiihrt zu lonendepression oder -steigerung, die wiederum eine verminderte
Prézision und Richtigkeit zur Folge haben. Dieses Ph&nomen ist bei rein qualitativen
Analysen zwar von geringerer Bedeutung, kann aber dennoch zu falsch-negativen
Ergebnissen fihren. Der Verdiinnungsgrad wurde anhand des Parameters ,,Wasserzugabe“

variiert.

Bei der Optimierung der Wasserzugabe wurden die Proben zu den analytischen

Bedingungen vermessen, wie sie in Abschnitt 3.5.2 beschrieben sind.
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3.8.1 Standardldsung fur die Methodenoptimierung

Als Standardlésung zur Optimierung diente ein Mix aus Diazepam 1 pg/ ml, Verapamil 1
pg/ ml, Doxepin 1 pg/ ml, Sulpirid 2 pg/ ml, Lidocain 1 pug/ ml Methadon 2 pg/ ml und
Buprenorphin 2 pg/ ml in Laufmittel B.

3.8.2  ,,0ne Factor Response Surface Design* (Urinverdiinnung HPLC-MS/MS)

Auch bei einer Optimierung, die lediglich einen Parameter beinhaltet, eignet sich die
Anwendung statistischer Methoden, um gleichzeitig ein Minimum an Testlaufen mit

signifikanten Ergebnissen zu verknupfen.

Funf verschiedene Verdinnungsstufen wurden untersucht, hierzu wurden zu 400 pl
gespikten Urin je 200 ul, 400 pl, 600 ul, 800 pl und 1000 ul Wasser hinzugegeben. Um
signifikante Ergebnisse erhalten zu konnen, wurden sieben Testldufe durchgefuhrt, wobei
die Extrempunkte 200 pl und 1000 pl Wasserzugabe zweifach vermessen werden.

Der Ablauf der Experimente ist in der Design-Matrix mit kodierten und nicht-kodierten
Werten dargestellt:

Tabelle 13: Design-Matrix (HPLC-MS/MS)

Test Wasserzugabe kodiert Wasserzugabe [ul]
1 0.5 800
2 1 1000
3 1 1000
4 -1 200
5 -0.5 400
6 -1 200
7 0 600

Die Auswahl des Testbereiches orientiert sich an der im Institut fir Rechtsmedizin

tblichen Wasserzugabe von 400 pl.
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse werden abschnittsweise getrennt nach den verschiedenen entwickelten

Methoden bzw. durchgefiihrten Untersuchungen prasentiert.

4.1 Laborinterne Qualitatskontrolle bei qualitativen Suchanalysen

4.1.1  Qualitatskontrolle HPLC-DAD

Alle Substanzen ergeben im Chromatogramm einen deutlichen Peak:

mAU

——— Coffein

_Histamin

MPPH
- Benzol

Abbildung 7: Chromatogramm Funktionslésung HPLC-DAD

Die Retentionszeiten zeigen (ber einen Zeitraum von mehr als sechs Monaten eine

relative Standardabweichung von 1.65 % (Benzol) bis 4.20 % (Histamin).

Die Peakflachen des Coffeins unterliegen einem Variationskoeffizienten von 10.00 %. Bis
auf Benzol zeigen alle Substanzen durchgéngig einen Similarity Index (SI) oberhalb der
geforderten 0.999 in Bezug auf die hinterlegten Sollspektren. Der SI von Benzol nimmt

nach etwa zwei Monaten stetig ab.

Der Extinktionsquotient der Feinstruktur des Benzolspektrums liegt bei allen Messungen
uber dem geforderten Mindestwert von 2. Die vier Maxima zwischen 242 und 260 nm
zeigen sich gleichbleibend in ihren Werten, allerdings liegt das zweite Maximum entgegen
der GTFCh-Vorgaben nicht zwischen 247/248 nm, sondern zwischen 248/249 nm - dies

allerdings konstant.
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Das Hintergrundrauschen bewegt sich stetig zwischen 0.25 und 0.75 mAbs.

\or allem MPPH und Benzol zeigen mit durchschnittlich 1.5 bzw. 1.4 ein leichtes Tailing,
liegen damit nicht im geforderten Bereich von 0.8 - 1.2 und sind mit einer Abweichung
von maximal 15.2 % (Histamin) leicht schwankend. Die Schwankungen bei den
ermittelten Halbwertsbreiten erreichen sogar bis zu 33.6 % (Histamin und Coffein).
Tabelle 14 fasst Mittelwert und relative Standardabweichung der Parameter zusammen,

die von allen vier Substanzen ermittelt wurden.

Tabelle 14: Zusammenfassung der Ergebnisse einiger Parameter der Funktionslosung fir die HPLC-DAD

RRT bzw. RT Sl Halbwertsbreite Symmetrie

Histamin 0211 1.21% | 0.9997 004% | 0123 3364% | 125 1524%

Coffein 0.100 3.57% | 0.9998 <0.001% | 0.133 3363% | 133 1427%

MPPH 11996  4.05% | 0.9998 <0.001% | 0.295 16.78% | 150 11.72%

Benzol 1.283 1.65% | 0.9993 0.03% | 0.351 1399% | 143 12.38%

4.1.2  Qualitatskontrolle GC-MS
Alle Substanzen zeigen sich im Chromatogramm, Basislinientrennung wird Uber den

gesamten Retentionsbereich erreicht.
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Abbildung 8: Chromatogramm Funktionsldsung GC-MS
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Wie in Abbildung 9 dargestellt, zeigen vor allem Codein und Haloperidol beziglich der
Peakflachen Schwankungen, wéhrend Diphenhydramin Ausreil3er sowohl nach oben als
auch nach unten aufweist. Die Peakflachen des Morphins liegen durchschnittlich bei

4.31 % der Peakflachen des Codeins. Die Vorgaben des 10 %-Anteiles werden somit nicht

erfullt.
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Abbildung 9: Peakflachenverteilung Funktionslésung GC-MS

4.2  Methodenvergleich bestehender forensisch-toxikologischer
Suchanalysen

Die Ergebnisse des GUS an Realproben wurden vor allem hinsichtlich der
Ergebnissicherheit betrachtet. Abbildung 10 zeigt die Verteilung der detektierten
Substanzen mit Bezug auf Matrix und Analysenmethode, ausgewertet wurde hierbei nur

die Anzahl als erster Uberblick.
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0 GC-MS Blut
B LC-MS/MS Blut
B GC-MS Urin
@ LC-MS/MS Urin

Abbildung 10: Verteilung der detektierten Substanzen in Bezug auf Matrix und Analysenmethode

Fir Urinproben scheint die GC-MS-Methode zunéchst Uberlegen zu sein, allerdings
wurden hier besonders toxikologisch nicht relevante Nebenbefunde erhalten, wie z.B.
Coffein, Nikotin und Cotinin (in Abbildung 11 als ,,Diverse* deklariert). Betrachtet man
nun das Ergebnis bezlglich einzelner Substanzgruppen naher, zeigten sich grofe
Probleme bei der Detektion von Benzodiazepinen, die fast ausschlielich mittels LC-
MS/MS detektiert werden konnten. Im Gegensatz dazu konnten allerdings deutlich mehr
Substanzen aus der Gruppe der Amphetamine per GC-MS gefunden werden. Es zeigten
sich ebenfalls Vorteile der GC-MS-Analytik hinsichtlich der ,,Bandbreite*: Es konnten
mehr Arzneistoffe (AS) aus anderen Substanzklassen detektiert werden, so zum Beispiel
Neuroleptika oder nicht opioide Analgetika. Die Ergebnisse sind in untenstehendem

Diagramm zusammengefasst.

GC-MS I
Blut
LC-MS/MS O Diverse
o | mandere AS

B Opioide
O Amphetamine

GC-Ms - . E Benzodiazepine
Urin H Cocain

LC-MS/MS
Urin

0 20 40 60 80 100 Anzahl Substanzen

Abbildung 11: Verteilung nach Substanzklassen
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4.3 Entwicklung einer Screening-Methode auf fllichtige Substanzen
mittels HS-SPME/GC-MS
Zunachst erfolgten die Untersuchungen bezlglich der Faktoren, die einen geringeren
Einfluss auf die Extraktion haben, anschlielend wurde die Optimierung von
Extraktionszeit, Extraktionstemperatur und Desorptionszeit mittels statistischer
Versuchsplanung durchgefiihrt. Hierbei wurden die Ergebnisse der anderen Variablen aus

den Vorproben zu Grunde gelegt.

4.3.1 Einfluss der Faserbeschichtung
Eine mit PDMS beschichtete Faser ist fir die Adsorption unpolarer Analyten gut geeignet.

Des Weiteren ist sie auRerordentlich robust, langlebig und gebrauchlich [***]. Zusatzlich
ist die PDMS-Faser fur viele unterschiedliche chemische Strukturen verwendbar und
somit vorteilhaft fur Screening-Analysen. Es wurde ein Filmdicke von 100 pum gewahlt
und eine etwas ldngere Extraktionszeit (in \ergleich zu einem Film von 7 um) mit dem

Vorteil der hoheren Sensitivitat in Kauf genommen.

4.3.2  Aussalzeffekt
Aufgrund des hohen Dampfdruckes der VOC zeigte keines der Salze einen signifikanten

Einfluss. Dieser Effekt kann fur weniger fliichtige oder vergleichsweise polare Substanzen

beobachtet werden.

433 pH-Wert
Der pH-Wert des Analytlésung ist fir Substanzen mit einer pH-abhangigen,
dissoziierbaren Gruppe entscheidend, da nur die undissoziierte Form des Analyten von der
Faserbeschichtung extrahiert wird [?]. Aus diesem Grund haben pH-Wert-Modifikationen

in diesem Fall keinen Einfluss.

4.3.4  Wasserzugabe

Eine Wasserzugabe von 2 ml hatte in dem Fall der zur Optimierung verwendeten Analyte
keinen signifikanten Effekt auf die Extraktionsausbeute, empfiehlt sich aus den unter 3.6.5

beschriebenen Griinden aber dennoch.
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435 Agitation
Wie Abbildung 12 zeigt, wurden die Ergebnisse mit einer héheren Ausbeute fiir die

agitierten Proben erzielt.
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Abbildung 12: Agitation der Proben

4.3.6  Inkubationszeit, Eintauchtiefe und Desorptionstemperatur
Die Inkubationszeit ist vor allem fir die manuelle SPME oder bei der Analyse weniger
fluchtiger Substanzen bei hoheren Extraktionstemperaturen relevant. In diesem Fall hat

sich eine Inkubationszeit von 90 s als ausreichend erwiesen.

Eine Eintauchtiefe von 54 mm hat sich als Optimum herausgestellt. Die Desorption erfolgt

idealer Weise bei 260°C. Die Ergebnisse sind am Beispiel von Isooctan dargestellt.
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Abbildung 13: Optimierung der Eintauchtiefe und Desorptionszeit am Beispiel von Isooctan
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4.3.7  Central Composite Design (fur SPME)

Wie bereits erwéhnt, wurden die Extraktionstemperatur (A), die Extraktionszeit (B) und
die Desorptionszeit als die Hauptfaktoren zur Beeinflussung des Gleichgewichts zwischen
Probe, Gasraum und Faser betrachtet.

Zunéchst ist festzustellen, dass alle Analyte ein ahnliches Resultat zeigten, so dass die

folgenden Ergebnisse im Sinne der Ubersichtlichkeit am Beispiel von Toluol prasentiert
werden.

Um die Signifikanz der Hauptfaktoren und Wechselwirkungen zu erheben, wurde die
Varianzanalyse angewendet. Die experimentellen Ergebnisse konnten einem linearen

Modell angepasst werden. In kodierten Faktoren ausgedrickt, hat sich folgende Gleichung
ergeben:

Formel 11: Lineares Modell am Beispiel Toluol

Toluol = 1.031 - 107 — 2.542 - 10°A + 3.357 - 10°B +3.752-10°C  rormel 11

Tragt man die experimentellen Werte der Peakfldchen gegen die durch die Formel
berechneten auf, zeigt sich eine hohe Ubereinstimmung, wie in Abbildung 14 dargestellt.
Dies ist an der gleichméaRigen Verteilung der Werte entlang der Diagonalen festzumachen.
Die Diskrepanz zwischen vorhergesagten Werten und den tatséachlich beobachteten, wird
als Residuum bezeichnet.
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Abbildung 14: berechnete Werte versus experimentell ermittelte Werte am Beispiel Toluol
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Tabelle 15 zeigt die ANOVA-Auswertung fiir die CCD-Matrix von Toluol und wird im
Folgenden erldutert. Der ,,model F value* von 20.15 impliziert die Signifikanz des
Modells, das heifdt, es existiert eine Wahrscheinlichkeit von nur 0.01 %, dass ein ,,model F
value® in dieser GroBe durch Storsignale verursacht ist. P-Werte unter 0.0500 bedeuten,
dass entsprechende Faktoren signifikant sind. In diesem Fall ist nur A, die
Extraktionstemperatur, signifikant. Werte tber 0.1000 besagen, dass fir die Faktoren
keine Signifikanz vorliegt. Der ,,Lack-of-fit value* (zu Deutsch etwa: mangelnde
Anpassung/ Ubereinstimmung) von 1.71 bestitigt die Validitit des Modells, da der ,,lack

of fit* relativ zum ,,pure error® nicht signifikant ist.

Tabelle 15: ANOVA-Auswertung der CCD-Matrix von Toluol

Sum of

Source squares df Mean square F-value p-value (Prob >F)
Modell 9.169*10% 3 3.056*10" 20.15 <0.0001 signifikant
A 8.822*10"° 1 8.822*10"° 58.17 <0.0001

B 1.539*10%? 1 1.539*10% 1.01 0.3288

C 1.923*10%? 1 1.923*10% 1.27 0.2768

::ika of | 1917%108 11 1.743*10% 1.71 0.2878 nicht signifikant
Pure error | 5.093*10% 5 1.019*10%

Die Residualanalyse kann zum Nachweis von AusreiRern genutzt werden. Abbildung 15
zeigt, dass jeder Datenpunkt zum ausgewahlten Modell passt, d.h. im Bereich von -3.62
bis 3.62 liegt.
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Abbildung 15: Ausreifleranalyse Toluol

Wie bereits erwadhnt, haben die Extraktionszeit und Desorptionszeit in den untersuchten
Bereichen keinen statistisch signifikanten Effekt auf das Ausmal} der Extraktion,
gemessen anhand der AUC. Im Zuge der Auswertung der Ergebnisse ist die ,,desirability*
eine interessante GroRe. Es handelt sich dabei um eine Zielfunktion die zwischen 0
(auRerhalb der Grenzen) bis 1 (das Ziel) rangiert, welches in dem Fall die maximale AUC
beschreibt; im Grunde genommen handelt es sich um einen Kompromiss der
verschiedenen Anforderungen (in diesem Fall die AUC der unterschiedlichen
Komponenten). Aufgrund der von der Software berechneten ,,desirability* und zusétzlich
praktischen Uberlegungen, wurden die optimalen experimentellen Bedingungen wie folgt

festgelegt: Extraktionszeit 20 min und Desorptionszeit 180 s.

Die Software empfiehlt eine Extraktionstemperatur von 45°C. Wie allerdings Abbildung
16 zeigt, war die Prozesseffizienz von Toluol bei 35°C ebenfalls hoch, das Gleiche gilt

auch fur die anderen untersuchten Substanzen.
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Abbildung 16: Auswirkung der Extraktionstemperatur auf die Ausbeute am Beispiel Toluol

Aufgrund der Tatsache, dass keine Wechselwirkungen zwischen den Faktoren erkannt
wurden, konnte die Extraktionstemperatur erneut fur sich genommen einer Optimierung
unterzogen werden. Hierzu wurde ein Bereich von 32°C bis 48°C untersucht. Als
Optimum stellten sich 40°C heraus. Bei dieser Temperatur war es auch zugleich mdglich,
Analyten mit einem relativ geringen Dampfdruck zu extrahieren, zum Beispiel Xylol. Im
Vergleich zu Isofluran hat diese Substanz einen etwa 40-fach geringeren Dampfdruck. In
Abbildung 17 sind neben Toluol Isofluran und Benzol abgebildet. Zur besseren Ubersicht
wurden nicht alle Substanzen dargestellt, sondern zusétzlich ein Graph, der den Mittelwert

aller Analyte présentiert, eingefugt.
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Abbildung 17: Erneute Optimierung der Extraktionstemperatur
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Zusammenfassend stellt folgendes Prozedere nun also die optimierte Extraktion dar:
Ein Aliquot der Probe (1 ml) wird in einem 10 ml-Gefal? mit 2 ml Wasser verdinnt und
rasch mit einer magnetischen Bordelkappe verschlossen. Die Probe wird bei 40°C fur 90 s
inkubiert. Anschlielend wird eine PDMS-Faser in die Gasphase eingebracht und die
Extraktion erfolgt fur 20 min. Die Temperatur wird hierbei bei 40°C belassen und das
GefalR wird wéhrend des Vorgangs geschuttelt. Anschlieend findet die Desorption im
260°C temperierten Injektor des Gaschromatographen fir 3 min statt. Das
Temperaturprogamm und die spektrometrischen Bedingungen sind Abschnitt 3.6.10 zu

entnehmen.

Abbildung 18 zeigt ein Chromatogramm, das nach der Extraktion unter optimalen
Bedingungen aufgezeichnet wurde (Isofluran 1 pg/ ml, Halothan 0.22 pg/ ml, Hexan 0.68
pg/ ml, Chloroform 0.38 pg/ ml, Benzol 0.22 pg/ ml, Isooctan 0.26 pg/ ml, Toluol 0.12
pg/ ml und Xylol 0.08 pg/ ml)
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Abbildung 18: Chromatogramm unter optimalen Bedingungen

Fur die Validierung dieser qualitativen Methode wurden, wie bereits unter 3.6.11

beschrieben, nach den Vorgaben von Peters et al. [**

] die Selektivitat, die Nachweisgrenze
und die Wiederfindung evaluiert. Die Selektivitat wurde mittels Abwesenheit von Peaks in
Blankmatrix bewiesen. Die Nachweisgrenze im Fullscan-Modus wurde als das dreifache
Signal-Rausch-Verhaltnis definiert und rangierte von 2.9 pg/ | fur Xylol bis 37.1 pg/ | fur

Isofluran. Fir die Bestimmung der Wiederfindung wurden sechs extrahierte Proben hoher
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(high) und geringer (low) Konzentration analysiert und mit nicht-extrahierten

Standardldsungen verglichen. Tabelle 16 fasst die Ergebnisse zusammen.

Tabelle 16: Validierungsdaten

Low High Wiederfindung LOD

[ug/ ml] [ug/ ml] [%] [ug/ 1]
Isofluran 1 10 15.8 37.1
Halothan 0.22 2.2 22.9 7.8
Hexan 0.68 6.8 52.6 25.2
Chloroform 0.38 3.8 7.9 14.1
Benzol 0.22 2.2 61.5 8.5
Isooctan 0.26 2.6 22.5 9.3
Toluol 0.12 1.2 46.2 4.1
Xylol 0.08 0.8 40.9 2.9

4.4 Entwicklung einer Screening-Methode mittels Festphasenextraktion
und GC-MS
Auch bei der Entwicklung dieser Methode wurden zundchst als Vorproben die Faktoren
mit geringerem Einfluss auf die Extraktion untersucht. Im Anschluss erfolgte die
Optimierung des Anteils an Methanol in der Waschldsung, der Molaritat der Essigséaure,
des Anteils an Aceton in der ersten Elutionslésung sowie des Anteil an Isopropanol und
des Zusatzes von Ammoniak in der zweiten Elutionslésung mit Hilfe der statistischen
Versuchsplanung. Die zuvor ermittelten Ergebnisse der sonstigen Faktoren wurden fir die

Messung zu Grunde gelegt.

4.4.1 Probenvorbereitung

In dem untersuchten Bereich von pH 6 bis pH 8 erwies sich die Zugabe von 2 ml

Pufferlésung pH 7 mit einer akzeptablen Standardabweichung von 9.63 % als Optimum.
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Abbildung 19: Effekt der unterschiedlichen Pufferldsungen auf die Extraktionsausbeute

4.42  Auswahl der SPE-Kartuschen

Bei der Extraktion nach den jeweiligen Empfehlungen des Herstellers haben sich die
Chromabond® Drug-Extraktionssaulen mit Abstand als die Geeignetsten herausgestellt.

4.4.3  Konditionierung

Die Konditionierung mittels 3 ml Methanol und anschlieBend 3 ml Pufferlésung pH 7
zeigte sich als ausreichend. Eine zusétzliche Behandlung der Kartuschen mit Wasser ist

unndétig und zudem auferst zeitaufwendig.

4.4.4  \Waschschritt

Die besten Ergebnisse wurden durch eine Kombination zweier Waschschritte von Puffer/
Methanol (95:5, v/v) und Hexan erzielt. Die Verwendung von Isooctan war hinsichtlich
reinerer Extrakte und dadurch einer hoheren Ausbeute weniger effektiv. Ein dritter
Waschschritt mit Wasser erwies sich auch hier als unnétig und zeitintensiv. Die
Extraktionsausbeute zeigte sich bei einigen Wasch-Mixturen als recht inkonstant, wie
durch die Standardabweichung prasentiert werden kann. Fr die im Endeffekt ausgewahlte
Kombination der Waschldsungen ergibt sich eine Standardabweichung von 8.8 %.
Insofern ist das Risiko fir falsch-negative Ergebnisse bei Analyten im Bereich der LOD
wissenschaftlich vertretbar. Alle acht Testanalyten wurden bei diesem Versuch detektiert.
Sie zeigten ein ahnliches Ergebnis, so dass aus Griinden der Ubersichtlichkeit der
Mittelwert in Abbildung 20 prasentiert wird.
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Abbildung 20: Effekt der unterschiedlichen Kombination von Waschlésungen auf die Extraktionsausbeute

445 Central Composite Design (fur SPE)

Ein wichtiges Ergebnis sollte vorweggenommen werden: Der Anteil des Methanol in der
Waschldsung (Faktor E) hat sich fir alle Analyten als nicht signifikant erwiesen. Aus
diesem Grund wurde dieser fur die weitere statistische Analyse entfernt. Nichtsdestotrotz
konnte eine Tendenz ermittelt werden und es wurde ein ,,Optimum® des Methanol-Anteils

bei 5 % gesetzt.

Auch bei der Entwicklung dieser Methode zeigten alle Analyten ein vergleichbares
Ergebnis. Aufgrund dieser Tatsache und zwecks einer besseren Ubersicht werden die
Ergebnisse am Beispiel von Methadon présentiert.

Via ANOVA wurden die Signifikanz der Hauptfaktoren sowie wechselseitige Beziehungen
ermittelt. Die experimentellen Ergebnisse konnten einem quadratischen Modell angepasst
werden. Die finale Gleichung der kodierten Faktoren lautet:

Formel 12: Quadratisches Modell am Beispiel Methadon

Methadon = 3.464 - 108 + 2.353 - 10°A + 1.838 - 10°B +3.693 - 10°C  £ormel 12
+2.619 - 107D — 2.948 - 107A?

Tragt man die experimentell ermittelten Werte gegen die mittels der Gleichung
berechneten Werte auf, ergibt sich ein hohes MaR an Ubereinstimmung, wie es in
Abbildung 21 dargestellt und mathematisch durch das Bestimmtheitsmaf von R? = 0.6217

beschrieben wird.
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Abbildung 21: berechnete Werte versus experimentell ermittelte Werte am Beispiel Methadon

Tabelle 17 zeigt die ANOVA-Auswertung fir die CCD-Matrix von Methadon. Hier liegt
ein ,,model F value* von 14.58 und ein P-Wert von < 0.0001vor, die die Signifikanz des
Modells implizieren, d.h. es existiert eine Wahrscheinlichkeit von nur 0.01 %, dass ein
,model F value“ dieser GroBle Storsignalen zuzuschreiben ist. Werte von ,,Prob > F*, die
unter 0.0500 liegen, indizieren, dass entsprechende Faktoren signifikant sind. In diesem
Fall sind die Faktoren C, D und A? signifikant, also Anteil an Isopropanol, die Zugabe von
Ammoniak und das Quadrat der Zuflihrung von Essigsadure. Werte > 0.1000 bedeuten,
dass die Faktoren nicht signifikant sind. Ein ,lack of fit-value* von 1.01 bestitigt die
Validitat des Modells.
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Tabelle 17: ANOVA-Auswertung der CCD-Matrix von Methadon

Source sS(;Ju?r(e)I df Mean square F-value E)I;\r/gllz)ui A

Model 1.183*10" 5 2.366*10% 14.58 <0.0001 signifikant
A 2.043*10% 1 2.043*10% 0.13 0.7245

B 1.463*10* 1 1.463*10% 0.090 0.7654

C 5.906%10% 1 5.906%10% 36.38 <0.0001 signifikant
D 2.768*10'° 1 2.768*10'° 17.05 0.0002

A2 2.951*10% 1 2.951*10% 18.18 0.0001 signifikant
::i?Ck of | 3106%10® 19 1.635%1015 1.01 0.4805 nicht signif.
Pure error | 4.036*10%° 25 1.614*10%

Die Residualanalyse wurde zur Darstellung von Ausreillern genutzt. Wie Abbildung 22

zeigt, passt jeder Datenpunkt zum gewahlten Modell, es existieren keine Ausreifer.
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Abbildung 22: Ausreilieranalyse Methadon

Das Potential der graphischen Auswertung ist vielschichtig. Abbildung 23 zeigt die
Auswirkung von Ammoniak und Essigsdure in einem Diagramm. Das absolute Maximum
der Kurve bedeutet, dass zwischen den Faktoren im beobachteten Bereich keinerlei

Interaktionen vorliegen. Des Weiteren konnen die optimalen Bedingungen abgelesen
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werden. Das Maximum, und in diesem Fall konsequenter Weise die maximale
Extraktionsausbeute von Methadon, wird bei der Verwendung von 0.63 M Essigsaure und

einer Zugabe von 6 ml Ammoniak pro 100 ml Elutionsldsung erreicht.
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2 6E+008
Faktoren
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C: Isopropanol =40.00 081 6.00

5.00
0.63 4.00

: o e 0 3.00
X2 = A: Essigsaure 095 200 X1 2D Arifioriak

Abbildung 23: Darstellung der Optima und etwaiger Wechselwirkungen am Beispiel der Essigsaure und der
Zugabe von Ammoniak

Fur die finale Bestimmung der optimalen Parameter wurde auch in diesem Fall die
,.desirability* herangezogen, praktische Uberlegungen (z. B. beziiglich ,,gerader” Werte:
0.5 M statt 063 M Essigsaure) wurden mit einbezogen.

Die optimierte Extraktion wird wie nachfolgend durchgefunhrt:
Zu 1 ml der Probe werden 2 ml Phosphatpuffer pH 7 und 100 pl der internen
Standardldsung hinzugegeben. Falls es sich um Vollblut handelt, ist eine anschlieRende
Behandlung der Proben im Ultraschallbad (8 min bei Raumtemperatur) und der Zentrifuge
(ca. 5400 x g, 8 min) dringend zu empfehlen. Die Chromabond® Drug Kartusche wurde
mit Hilfe von 3 ml Methanol und 3 ml Phosphatpuffer pH 7 konditioniert. Anschlie3end
wird die Probe aufgegeben. Die Extraktionssdule wird mit 3 ml Pufferlésung/ Methanol
(95:5, v/iv), 3 ml Hexan sowie 3 ml Essigsaure (0.5 M) gewaschen. Die Analyten werden
mittels einer Mischung von 1.5 ml Dichlormethan/ Aceton (60:40, v/v) und 1.5 ml
Dichlormethan/ Isopropanol/ Ammoniak (60:40+6, v/v/v) eluiert. Der Extrakt wird unter

einem milden Stickstoffstrom getrocknet und in 100 pl Ethylacetat resuspendiert.
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Abbildung 24 zeigt ein Chromatogramm, das nach der Extraktion unter optimalen
Bedingungen aufgezeichnet wurde. Aufgrund der Tatsache, dass die erfolgreiche
Extraktion anhand der Anwesenheit aller Testanalyten bewiesen ist, wurde auf den Zusatz
der internen Standards aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.
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Abbildung 24: Chromatogramm unter optimalen Bedingungen (SPE)

Da es sich auch hier um eine quantitative Methode handelt, beinhaltete die Validierung die
Selektivitat, die LOD und die Wiederfindung. Die LOD lag in einem Bereich von 55 ug/l
fiir Methadon bis 3400 pg/I fur Ibuprofen. Tabelle 18 fasst die Ergebnisse der Validierung
zusammen. Da die Werte der Wiederfindung fir die geringe und hohe Konzentration

nahezu identisch waren, wird der Mittelwert angegeben.

Tabelle 18: Validierungsdaten (SPE)

Low High Wiederfindung LOD
[ug/ ml] [ug/ ml] [%] [ng/ mi]
Ibuprofen 16.0 32.0 22.9 3400
Pentobarbital 0.5 2.0 62.9 130
Lidocain 0.2 0.8 82.1 62
Methadon 0.2 0.8 84.2 55
Amitriptylin 0.2 0.8 84.6 92
Diazepam 0.5 2.0 69.5 210
Metoclopramid 0.5 2.0 53.9 250
Bromazepam 0.5 2.0 56.4 270
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446  Methodenvergleich: GC-MS versus HPLC-MS/MS
Mit Hilfe der neu entwickelten GC-MS-Methode konnten in den 128 analysierten
Realproben 81 verschiedene Substanzen detektiert werden, ca. die Halfte davon mehrfach.

Es lagen auch Proben vor, die keinerlei Analyten enthielten.

In Tabelle 19 bis Tabelle 21 sind alle mittels GC-MS detektierten Substanzen aufgefhrt,

zudem ihre Einordnung nach chemischen bzw. therapeutischen Gesichtspunkten.
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Tabelle 19: Mittels Festphasenextraktion und GC-MS detektierte Substanzen in 128 Realproben |

Analyt

Charakter

6-Monoacetylmorphin
Amitriptylin
Amphetamin
Amphetamin-M
Benzoylecgonin
Bromazepam
Bromhexin
Carbamazepin

© 00 N oo o~ WDN PP

Carbamazepin-M
Chinin

11 | Citalopram

12 | Citalopram-M
13 | Clomethiazol-M
14 | Codein

15 | Coffein

16 | Cotinin

17 | Coumarinsaure
18 | Cyclamat-M

[EY
o

19 | Dextropropoxyphen
20 | Diazepam

21 | Diazepam-M

22 | Dihydroergotamin-M
23 | Diltiazem-M

24 | Doxylamin

25 | Doxylamin-M

26 | Erythrit

27 | 2-Ethyliden-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrrolidin (EDDP)

28 | a-Ethyltryptamin
29 | Ferulinsaure

30 | Glucose

31 | Guafenisin-M

32 | Ibuprofen

33 | Ibuprofen-M

34 | Ketamin

35 | Lidocain

36 | Mannose

37 | Methylendioxyamphetamin-M
38 | Meloxicam-M

Heroin-Metabolit
Tricyclisches Antidepressivum (TCA)
Psychotrope Substanz
Psychotrope Substanz
Cocain-Metabolit
Benzodiazepin
Mucolytikum
Antiepileptikum
Antiepileptikum (Metabolit)
Alkaloid

Antidepressivum
Antidepressivum (Metabolit)
Sedativum (Metabolit)
Opiat

Methylxanthin
Nikotin-Metabolit
Hydroxyzimtsaure
Zuckeraustauschstoff
Opioid

Benzodiazepin
Benzodiazepin (Metabolit)
Alkaloid
Calciumkanal-Blocker (Metabolit)
Antihistamin

Antihistamin (Metabolit)
Zuckeraustauschstoff
Methadon-Metabolit
Stimulans
Hydroxyzimtsiure
Monosaccharid

Expectorans

Analgetikum

Analgetikum (Metabolit)
Anésthetikum
Lokalanésthetikum
Monosaccharid

Psychotrope Substanz
Analgetikum (Metabolit)
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Tabelle 20: Mittels Festphasenextraktion und GC-MS detektierte Substanzen in 128 Realproben 11

Analyt Charakter
39 | Memantin Alzheimer-Medikation
40 | Memantin-M Alzheimer-Medikation (Metabolit)
41 | Menthol Atherisches Ol
42 | Metamizol-M Analgetikum
43 | Metandienon Anabolikum
44 | Methadon Opioid
45 | Methylparaben Konservierungsmittel
46 | Metoclopramid Antiemetikum
47 | Mirtazapin-M Tetracyclisches Antidepressivum
48 | Morphin Opiat
49 | Nikotin Alkaloid
50 | Nordazepam Benzodiazepin
51 | Oxcarbazepin Antiepileptikum
52 | Paracetamol Analgetikum
53 | Paracetamol-M Analgetikum (Metabolit)
54 | Phenobarbital Barbiturat
55 | Phenobarbital-M Barbiturat (Metabolit)
56 | Phenprocoumon Antikoagulans
57 | Phenytoin Antiepileptikum
58 | Phenytoin-M Antiepileptikum (Metabolit)
59 | Pipamperon Neuroleptikum
60 | Propofol Andsthetikum
61 | Saccharin Zuckeraustauschstoff
62 | Saccharose Disaccharid
63 | Sorbitol Zuckeraustauschstoff
64 | Synephrin Anorektikum
65 | Temazepam Benzodiazepin
66 | Tetrazepam Benzodiazepin
67 | Tetrazepam-M Benzodiazepin
68 | Theobromin Methylxanthin
69 | Theophyllin Methylxanthin
70 | Theophyllin-M Methylxanthin (Metabolit)
71 | Tilidin-M Opioid
72 | Topiramat Antiepileptikum
73 | Topiramat-M Antiepileptikum
74 | Tramadol Opioid
75 | Trimipramin-M TCA (Metabolit)
76 | Venlafaxin-M Antidepressivum (Metabolit)
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Tabelle 21: Mittels Festphasenextraktion und GC-MS detektierte Substanzen in 128 Realproben 111

Analyt Charakter
77 | Verapamil Calciumkanal-Blocker
78 | Xylitol Zuckeraustauschstoff
79 | Zolpidem Non-Benzodiazepin
80 | Zopiclon Non-Benzodiazepin
81 | Zopiclon-M Non-Benzodiazepin (Metabolit)

Diese 128 Proben wurden ebenfalls mittels LC-MS/MS vermessen, die genauen Angaben
zur Probenaufarbeitung und den instrumentellen Bedingungen kdnnen 3.5.2 entnommen
werden. Die Analytik ergab 67 verschiedene Substanzen, die in Tabelle 22 - Tabelle 23
aufgefiihrt sind. Auch hier konnten etliche Analyten in mehreren Proben detektiert

werden.
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Tabelle 22: Mittels LC-MS/MS detektierte Substanzen in 128 Realproben |

Analyt Charakter
1 | Alprazolam Benzodiazepin
2 | Amiodaron Antiarrhythmikum
3 | Amitriptylin TCA
4 | Benzoylecgonin Cocain-Metabolit
5 | Bisoprolol R-Blocker
6 | Carbamazepin Antiepileptikum
7 | Carbamazepin-M Antiepileptikum (Metabolit)
8 | Chinidin Alkaloid
9 | Chinin Alkaloid
10 | Chlorprothixen TCA
11 | Citalopram Antidepressivum
12 | Clonazepam Benzodiazepin
13 | Codein Opiat
14 | Coffein Methylxanthin
15 | Cotinin Nikotin-Metabolit
16 | Desipramin TCA
17 | Diazepam Benzodiazepin
18 | Doxepin TCA
19 | Doxylamin Antihistamin
20 | 2-Ethyliden-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrrolidin (EDDP) | Methadon-Metabolit
21 | Fenfluramin Anorektikum
22 | Fentanyl Opioid
23 | Fluconazol Antimykotikum
24 | Haloperidol Neuroleptikum
25 | Hydrocortison Glucocorticoid
26 | Hydroxyrisperidon Neuroleptikum (Metabolit)
27 | Imipramin TCA
28 | Ketamin Anésthetikum
29 | Lidocain Lokalanésthetikum
30 | Loperamid Opioid
31 | Lorazepam Benzodiazepin
32 | Melperon Neuroleptikum
33 | Metformin Orales Antidiabetikum
34 | Methadon Opioid
35 | Metoclopramid Antiemetikum
36 | Metoprolol R-Blocker
37 | Metronidazol Antimykotikum
38 | Midazolam Benzodiazepin
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Tabelle 23: Mittels LC-MS/MS detektierte Substanzen in 128 Realproben |1

Analyt Charakter
39 | Minoxidil Antihypertonikum
41 | Morphin Opiat
42 | Morphin-3-glucuronid Opiat (Metabolit)
43 | Nikotin Alkaloid
44 | Nordazepam Benzodiazepin
45 | Nortriptylin TCA (Metabolit)
46 | Noscapin Opiat
47 | Oxazepam Benzodiazepin
48 | Oxcarbazepin Antiepileptikum
49 | Paracetamol Analgetikum
50 | Perazin Neuroleptikum
51 | Pipamperon Neuroleptikum
52 | Piroxicam NSAR
53 | Promethazin Neuroleptikum
54 | Quetiapin Atypisches Neuroleptikum
55 | Telmisartan Antihypertensivum
56 | Temazepam Benzodiazepin
57 | Tetrazepam Benzodiazepin
58 | Theobromin Methylxanthin
59 | Theophyllin Methylxanthin
60 | Tilidin Opioid
61 | Trimipramin TCA
62 | Urapidil Antihypertensivum
63 | Venlafaxin Antidepressivum
64 | Verapamil Calciumkanal-Blocker
65 | Warfarin Antikoagulans
66 | Zolpidem Non-Benzodiazepin
67 | Zopiclon Non-Benzodiazepin
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Die Substanzen, die fett gedruckt sind, wurden ausschliel}lich mittels der einen oder
anderen Methode in den Realproben detektiert. Zusammenfassend wurden mit Hilfe der
GC-MS-Methode insgesamt 81 verschiedene Analyte detektiert (Metabolite wurden
eingeschlossen), 52 ausschliel3lich via GC-MS. Mittels der LC-MS/MS-Methode konnten
in den 128 Proben 67 verschiedene Substanzen bestimmt werden, hier wiederum 38
Analyte ausschlieBlich mit Hilfe dieser Methode. Betrachtet man beide Methoden
zusammen, konnten insgesamt 119 verschiedene Substanzen in 128 Realproben

nachgewiesen werden.

4.5  Optimierung der Screening-Methode mittels HPLC-MS/MS

Bei dieser Optimierung zeigten die Analyte teils unterschiedliche Ergebnisse, so dass im
Folgenden die Modelle betrachtet werden, an die die Ergebnisse angepasst werden
konnten. Auch hier fungierte die AUC als Messergebnis und zu maximierendes

Qualitatsmerkmal.

45.1 Lineares Modell

Die experimentellen Ergebnisse von Sulpirid, Methadon und Doxepin konnten dem
linearen Modell angepasst werden, das bedeutet, dass der Faktor ,,Wasserzugabe“ (A) sich
fur diese Substanzen als signifikant erwiesen hat. Tabelle 24 zeigt die ANOVA-

Auswertung am Beispiel Sulpirid.

Tabelle 24: ANOVA-Auswertung der CCD-Matrix von Sulpirid

Source ;Jurgrgz df Mean square F-value Z:',\r/gllju: F)

Model 1.416*10* 1 1.416*10" 16.00 0.0103 signifikant
A 1.416*10™ 1 1.416*10" 16.00 0.0103

::i?‘:k of | 3697%10® 3 1.232%10" 340 0.2356 nicht signif.
Pure error | 7.251*10% 2 3.626*10%

Der F-Wert von 16 beschreibt die Signifikanz des Modells, es liegt also eine
Wahrscheinlichkeit von 1.03 % vor, dass dieser Wert aufgrund von Storsignalen
entstanden ist. Auch hier liegt wieder ein nicht signifikanter ,,lack of fit“ vor, was positiv

ist, da das Modell ,,passend* sein soll.
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Beim Vergleich der experimentellen Werte mit den vorausgesagten bzw. rechnerisch

ermittelten, ergibt sich ein ausreichendes MaR an Ubereinstimmung, wie in Abbildung 25
abgebildet.

2.14E+07—

1.78E+07—

1.41E+07—

rechnerisch

1.05E+07—

6.91E+06—

T T T
6.91E+06 1.05E+07 1.41E+07 1.78E+07 2.14E+07

experimentell
Abbildung 25: berechnete Werte versus experimentell ermittelte Werte am Beispiel Sulpirid

Die bereits angesprochene Linearitat, stellt sich fiir Sulpirid wie folgt dar:

Formel 13: Lineares Modell am Beispiel Sulpirid

Sulpirid = 1.484 - 107 — 5.609 - 10°A Formel 13

Aufgrund des negativen Vorzeichens ist bereits zu erkennen, dass mit zunehmender
Wasserzugabe eine Abnahme der AUC erfolgt ist. Dieser Verlauf spiegelt sich deutlich in
Abbildung 26 wider. Obwohl die Ergebnisse beider Substanzen nicht deckungsgleich sind,

wenn man sich die Zugabe von 600 bzw. 800 ul genauer betrachtet, ist die Tendenz
eindeutig.
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Abbildung 26: Linearer Verlauf am Beispiel Sulpirid und Methadon

A:Wasserzugabe

Doxepin verhélt sich &hnlich, allerdings ist der Abfall der AUC mit steigender

Wasserzugabe hier nicht so deutlich ausgepragt. Die experimentell ermittelten Werte

weichen nur geringfligig voneinander ab.

Doxepin

9.744E+007—

7 45975E+007—

5.17551E+007—

2.89126E+007—|

6.07016E+006—]

I.\'\I

T I T I
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A: Wasserzugabe

Abbildung 27: Linearer Verlauf von Doxepin

45.2

Den Ergebnissen von Diazepam kann ein linearer Zusammenhang zugeordnet werden.

Lineares versus quadratisches Modell
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Tabelle 25: ANOVA-Auswertung der CCD-Matrix von Diazepam (linear)

Source sS(;Jurzrce)i df Mean square F-value ?E’\r/gtl)u: F)

Model 2.591*10™ 1 2.591*10™ 7.02 0.0454 signifikant
A 2.591*10™ 1 2.591*10™ 7.02 0.0103

::ifCKOf 1.301*10% 3 4.336*10% 1.60 0.4077 nicht signif.
Pure error | 5.436*10" 2 2.718*10"

Hier stellt sich der Sachverhalt allerdings kontrar zu den unter 4.5.1 beschriebenen

Analyten dar, wie bereits an der kodierten Gleichung zu erkennen ist:

Formel 14: Lineares Modell am Beispiel Diazepam

Diazepam = 3.796 - 107 + 7.588 - 10°A Formel 14

Abbildung 28 macht nochmals graphisch deutlich, dass im Falle Diazepam mit steigender

Verdiinnung eine Zunahme der AUC erfolgt.

5.22228E+007 _|

4.49031E+007 —|

3.75834E+007 —

Diazepam

3.02637E+007 —

2.2944E+007 ] ®

[ I I I
200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00

A:Wasserzugabe

Abbildung 28: Linearer Verlauf Diazepam

Betrachtet man die Graphik eingehender, so fallt auf, dass die AUC zuné&chst bis zu einer
Wasserzugabe von 600 pl ansteigt, dann aber wieder féllt. Die Werte scheinen auch einem
quadratischen Modell angepasst werden zu kénnen und Tabelle 26 zeigt, dass dieses

tatséchlich signifikant ist.
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Tabelle 26: ANOVA-Auswertung der CCD-Matrix von Diazepam (quadratisch)

Source sS(;Ju?r(e)I df Mean square F-value E)I;\r/gllz)ui A

Model 3.704*10" 2 1.852*10" 10.13 0.0272 signifikant
A 2.591*10% 1 2.591*10% 14.17 0.0197

A? 1.113*10* 1 1.113*10* 6.09 0.0691

::ifCKOf 1.876*10" 2 9.380*10%2 0.35 0.7434 nicht signif.
Pure error | 5.436*10" 2 2.718*10"°

Die Werte sind nun einem quadratischen Modell angepasst, es liegt ein Maximum bei
einer Wasserzugabe von 600 pl vor.

0036E+007-

Diazepam

,,
Sl e

A:Wasserzugabe

Abbildung 29: Quadratischer Verlauf Diazepam

453 ,Mean“ Modell
Fur die restlichen Substanzen Lidocain, Verapamil und Buprenorphin konnte keine
Modellanpassung vorgenommen werden. Das bedeutet, es zeigte sich keine Signifikanz
des Faktors Wasserzugabe, so dass Vorhersagen auf dem Mittelwert basieren, im
Englischen als ,,mean* bezeichnet, beispielhaft dargestellt in Abbildung 30. Aufgetragen
sind die experimentell ermittelten Werte gegen die Vorhersagen (die bei anderen Modellen
anhand der Gleichung berechnet werden) und in diesem Fall ausschliel3lich den Mittelwert

reprasentieren.
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Abbildung 30: berechnete Werte versus experimentell ermittelte Werte am Beispiel Verapamil

Buprenorphin stellt zusatzlich einen Sonderfall dar, da diese Substanz nicht in allen
Messungen detektiert werden konnte. Aus Abbildung 31 ist zu entnehmen, dass
Buprenorphin sowohl bei einer Zugabe von 400 pl, 800 pl und 1000 pl je einmal nicht
nachgewiesen werden konnte. Bei einer Zugabe von 200 pl Wasser zeigt sich ein Ergebnis
recht nahe am Mittelwert, bei der zweiten Messung liegt ein Ausreil3er nach oben vor;
insgesamt zeigen sich also starke Schwankungen. Da die experimentellen Werte keinem

Modell angepasst werden konnte, repréasentiert die waagerechte Linie den Mittelwert.

14791E+007 -

Buprenorphin

A:Wasserzugabe

Abbildung 31: Messergebnisse Buprenorphin
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5 Diskussion

5.1 Laborinterne Qualitatskontrolle bei qualitativen Suchanalysen

Grundsatzlich eignen sich die vorgeschlagenen Parameter zur Sicherstellung der
Funktionstlichtigkeit der Analysensysteme, Abweichungen sind vor allem durch
graphische Darstellung anhand von Kontrollkarten leicht zu erkennen und mdgliche
Ursachen konnen schneller ausgemacht werden. Jedoch haben sich auch einige
Diskrepanzen zwischen den Vorgaben und den erhaltenen Ergebnissen in der Routine
ergeben, die im Folgenden getrennt nach den chromatographischen Systemen diskutiert
werden. Zusammenfassend lasst sich urteilen, dass einige Parameter geratespezifisch

festgelegt werden sollten, nachdem eine Beobachtung tiber mehrere Wochen erfolgt ist.

5.1.1  Qualitatskontrolle HPLC-DAD
Die Erfassung der Retentionszeiten ist sinnvoll, um zum Beispiel Veranderungen der
Strémungsgeschwindigkeit oder Zusammensetzung des Elutionsmittels zu erkennen und
auch arbeitstaglich ohne groRen Aufwand zu erledigen. Ebenso eignet sich die Peakflache
des Coffeins fir die Uberwachung des Autoinjektors. Nach manueller Integrierung kann
man diese anzeigen lassen und in die entsprechende Kontrollkarte eintragen. Mit einem
Variationskoeffizienten von 10 % sind die Anforderungen an den Autosampler und auch

an eine konstante Empfindlichkeit des Analysensystems erfllt.

Ein SI der einzelnen Analyten tber 0.999 bestétigt die Funktionstiichtigkeit des DAD-
Detektors, allerdings sollte nicht der Umkehrschluss gezogen werden, dass bei einem
etwas niedrigeren Sl die von der Spektrenbibliothek vorgeschlagene Substanz
ausgeschlossen wird. Die stetige Abnahme des Sl des Benzols ab einem Zeitraum von
zwei Monaten spiegelt die Stabilitat des Benzols in der Testlosung wieder. Die Lésung

sollte spatestens dann erneuert werden.

Die Peaksymmetrie enthdlt Informationen (ber das analytische System. So kann ein
Tailing bei Totvolumina oder Verschmutzung auftreten, Leading entsteht bei Uberladung
[']. Allerdings wurde bei den vorliegenden Untersuchungen im Mittelwert bei keiner
Substanz der gewinschte Bereich von 0.8 bis 1.2 erreicht; es lag immer ein geringes
Tailing vor, ohne dass das System beeintrachtigt gewesen ware. Im Ubrigen ist die
Betrachtung der Peaks - im Gegensatz zum tatsachlichen Berechnen der Symmetrie -

ausreichend, um Abweichungen zu registrieren.
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Die Messung der Halbwertsbreite, welche natirlicher Weise mit der Retentionszeit
zunimmt, kann Informationen uber die Injektionstechnik liefern, die bei Verwendung von
Autosamplern allerdings Uberholt ist. Des Weiteren unterliegt der Wert durch die manuelle
Ermittlung einer nicht geringen Fehlerquelle, was sich auch anhand der relativen
Standardabweichung widerspiegelt. Es kann auf die Auswertung der Halbwertsbreite

verzichtet werden, was eine groRRe Arbeitsersparnis bedeutet.

Das Hintergrundrauschen (bersteigt stetig den in der Richtlinie geforderten Wert von
maximal 0.05. Ursache hierflr scheint die Verwendung von Analysensystemen bei der
Erhebung der Daten zu sein, die nicht den Routinebedingungen entsprechen,
beispielsweise eine neue Sdule, frisch angesetztes Laufmittel etc.

Es wére von Vorteil, auf das toxische Benzol in der Losung verzichten zu kénnen. Jedoch
existiert zur Feinstruktur des Spektrums keine Alternative. Die um das Zehnfache geringer
gewahlte Konzentration zeigt hinsichtlich der Qualitat des Spektrum und somit der
Aussagekraft keinen Unterschied. Die Tatsache, dass das zweite Maximum nicht zwischen
247/ 248 nm, sondern zwischen 248/ 249 nm liegt, hat im Hinblick auf die
Identifizierbarkeit keinerlei EinbuRen gebracht. Gegebenenfalls liegt hier auch ein Fehler

in der Literatur vor.

5.1.2  Qualitatskontrolle GC-MS

Die Auswahl an sauren und basischen Substanzen spiegelt die Situation eines GUS wider
und ist daher optimal geeignet. Die Parameter Retentionszeit und Peakflachen sind ohne
Aufwand zu ermitteln und der Verlauf ist in Kontrollkarten gut darstellbar.

Obwohl die Peakflache des Morphins nicht den gewiinschten Prozentsatz erreicht, ist das
Ergebnis als ausreichend zu betrachten, wenn der Morphin-Peak deutlich zu detektieren

ist.

Der Funktionstest wurde in Folge der Untersuchungen insofern optimiert, indem die
Konzentrationen von Diphenhydramin und Codein verringert wurden, um die Intensitaten

der Substanzen anzugleichen und 6konomischen Faktoren gerecht zu werden.
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5.2  Methodenvergleich bestehender forensisch-toxikologischer
Suchanalysen
Den Arbeitsaufwand betreffend ist die Methode mittels LC-MS/MS mit Abstand
vorzuziehen. Bei Urinproben erfolgt lediglich eine Acetonitrilfallung, und auch bei den
Blutproben ist der Arbeitsaufwand aufgrund der einschrittigen Flissigextraktion als gering
einzuschétzen. Dies fuhrt zu einem geringen Verbrauch von Material, was sich in
wirtschaftlicher Hinsicht ebenfalls bemerkbar macht. Die Festphasenextraktion fuhrt zwar
zu sauberen Extrakten, es handelt sich allerdings um eine recht kostspielige Methodik, da
- abgesehen von der Beschaffung hochwertiger SPE-Sdulen - durch Waschen,
Konditionierung und Elution eine meist ebenso groBe Menge an Ldsungsmitteln
verwendet wird wie bei den meisten Flussig-Flussig-Extraktionen. Eine Derivatisierung
lasst sich bei der GC-MS-Analytik oft nicht umgehen. Jedoch sollte auch hier auf eine
schnell durchzufiihrende Methodik Wert gelegt und die Verwendung von CMR-Stoffen

moglichst vermieden werden.

Wie unter 4.2 dargestellt, ist es nicht ausreichend, die Methoden bezuglich der Anzahl der
detektierten Substanzen zu vergleichen, da hierbei auch toxikologisch irrelevante Stoffe in
die Auswertung eingegangen sind. Betrachtet man jedoch die unterschiedlichen
Substanzklassen, so zeigen sich auf beiden Seiten Vor- und Nachteile. Starken der GC-MS
liegen in der Detektion von Amphetaminen und die Methode zeigt eine groRere
Bandbreite, Benzodiazepine beispielsweise werden vermehrt via HPLC-MS/MS
nachgewiesen. Es ergibt sich die Schlussfolgerung, dass sich beide Methoden optimal

erganzen und keine die andere vollstandig ersetzen kann.

5.3  Screening-Methode auf fliichtige Substanzen mittels HS-SPME/GC-
MS
Die Methodik der HS-SPME eignet sich aullerordentlich fur flichtige Substanzen. Daher
konnte auf Modifikationen wie Salzzugabe und pH-Wert-Einstellung, die bei ,kritischen*
Analyten unerlasslich sind, verzichtet werden. Des Weiteren konnte die Auswahl der
Parameter, die einen entscheidenden Einfluss auf die Qualitat der Extraktion nehmen, auf

drei - Extraktionstemperatur, Extraktionszeit und Desorptionszeit - beschrankt werden.

Wie gezeigt wurde, waren Extraktions- und Desorptionszeit im beobachteten Bereich
nicht signifikant. Dennoch konnte man anhand der AUC der einzelnen Substanzen eine

Tendenz ausmachen, die dazu gefihrt hat, dass moderate Zeitspannen gewéhlt wurden und
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nicht das jeweilige Minimum. Hierbei muss man auch bedenken, dass etwaige Analyten in
Realproben ,schwerfilliger reagieren konnten; dieser Moglichkeit wurde hiermit

Rechnung getragen.

Die Ergebnisse wurden einem linearen Modell angepasst. Das bedeutet genau genommen,
dass kein Optimum im beobachteten Bereich entdeckt werden konnte, wie es
beispielsweise bei einem quadratischen Modell der Fall ware. Aus diesem Grund wurde
der signifikante Parameter, namlich die Extraktionstemperatur, erneut optimiert. Da
Wechselwirkungen durch die vorherige statistische Versuchsplanung bereits

ausgeschlossen wurden, konnte die darauf folgende Messung unabhéngig erfolgen.

Durch die Anwendung der statistischen Versuchsplanung konnte innerhalb Kkirzester Zeit
die bestmdgliche Analytik, die aufgrund der statistischen Parameter belegt ist,
hervorgebracht werden. Zudem konnte die sichere Aussage getroffen werden, dass

zwischen den einzelnen Faktoren keine Interaktionen auftreten.

Aufgrund der Tatsache, dass wegen der Flichtigkeit der Analyten der pH-Wert und der
Salzgehalt keinen Einfluss auf die Extraktion haben, sind s&émtliche flissige Matrices der
Methode zugénglich. Wie der folgende Absatz zeigt, sind VOC auch aus Organen
extrahierbar, ohne dass eine vorherige Homogenisierung erforderlich ist. Dies bedeutet
einerseits eine immense Zeitersparnis und macht zudem die Analytik von

,ungewohnlichen* Matrices, wie zum Beispiel Haut, moglich.

Ein weiterer Vorteil der entwickelten Methode liegt aufgrund der sorgfaltigen Auswahl der
Beispielanalyten beziglich ihrer physikochemischen Eigenschaften in der (theoretischen)
Anwendbarkeit auf sdmtliche fliichtige Substanzen. Wie Tabelle 3 (Kapitel 2.11) zeigt,
bezieht sich die Anwendung der bisherigen Publikationen hé&ufig auf einzelne

Arzneistoffklassen oder ausgewéhlte Toxine im Rahmen der Umweltanalytik.

Um die Anwendbarkeit der vorliegenden Methode zu verifizieren, wurde noch wéhrend
der Optimierungsphase, aber vor allem in weiterfihrenden Untersuchungen, eine Vielzahl
von unterschiedlichen VOC analysiert, die mit der entwickelten Methode problemlos
detektiert werden konnten, z.B. Isobutanol, Diethylether und Aceton. Feuerzeuggas,
welches sich aus Propan und Butan zusammensetzt, konnte ebenfalls getrennt und

nachgewiesen werden.

An dieser Stelle sollen zwei konkrete Beispiele fur die Anwendbarkeit nédher beschrieben

werden:
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Im ersten Fall wurden von einer Brandleiche Herzblut und diverse Organe (Gehirn, Haut,
Lunge und Muskel) hinsichtlich der Verwendung von Brandbeschleunigern untersucht.
Die Aufbereitung der Blutprobe fand wie beschrieben statt. Fiir die Extraktion der Organe
ist eine Homogenisierung im Fall der SPME-Analyse nicht notwendig. 1 g jeden Organs
wurde eingewogen, das Gefall verschlossen und die Extraktion wurde analog zu fllssigen
Proben fortgesetzt. Wie Tabelle 27 zeigt, konnten vier verschiedene Substanzen detektiert

werden: Toluol, Benzol, Isooctan und Xylol.

Tabelle 27: Befunde in Blut und Organen der Brandleiche

Gehirn Haut Herzblut Lunge Muskel
Toluol X X X X
Benzol X X X
Isooctan X
Xylol X X

Einige Bereiche des Korpers waren starker verbrannt als andere. Diese Tatsache - und die
die unterschiedliche chemische Affinitat - konnte der Grund fur die Verteilung der VOC
im Organismus sein. Einige Substanzen, darunter auch Toluol und Benzol, kdnnen durch
brennendes Plastik entstehen. Daher sollten zur Klarung der Frage, ob tatsdchlich
Brandbeschleuniger verwendet wurden, die Umstande am Tatort mit in Betracht gezogen

werden.

Dennoch hat die entwickelte Methode auf leicht durchzufiihrende Weise wichtige
Ergebnisse geliefert und scheint zudem auf Organe Ubertragbar zu sein. Natlrlich muss
die Methode, vor allem in Vergiftungsfallen, durch eine quantitative Analyse komplettiert

werden.

Der zweite Fall ist ein sehr ungewdhnlicher. Ein alkoholabhéngiger Mann wurde von
seiner Ehefrau vermutlich wegen seines Alkoholismus der gemeinsamen Wohnung
verwiesen und hielt sich ab diesem Zeitpunkt im Keller auf. Nachdem man den Mann tot
aufgefunden hatte, wurde bei der Obduktion schnell ersichtlich, dass er Farbe zu sich



86

5 Diskussion

genommen hatte. Ob das aus einer Selbstmordabsicht oder aus der Absicht, einen
alkoholahnlichen Rausch zu erzielen, geschehen ist, lasst sich nicht klaren. Folgende
Asservate wurden untersucht: Femoralvenenblut (FVB), Herzblut (HB), Urin, Galle,
Niere, Mageninhalt, Dinndarminhalt, Gehirn, Leber und Dickdarminhalt. Magen- sowie
Darminhalte waren tief blau gefarbt. Die Flasche, die nur noch einen Rest Farbe enthielt,

wurde im Keller sichergestellt.

Abbildung 32: Farbe Todesfall S026/11

Die in Tabelle 28 aufgelisteten Bestandteile konnten in den einzelnen Asservaten mit der

oben beschriebenen Methode detektiert werden.
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Tabelle 28: Organverteilung der Farbbestandteile

FVB
HB
Urin
Galle

2-Methyl-1-penten

3-Methylhexan

2,2-Dimethylbutan

3-Methyl-1-buten

X

Toluol

X
X
X
X

m-Xylol

1,2,3-Trimethylbenzol

Propylbenzol

1-Ethyl-2-methylbenzol X

Decan

Isobutylbenzol

Tetramethylbenzol

Niere

X

X

Magen

X

Dinndarm

Gehirn

| | | | | | | | | | N

Dickdarm
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5.4

Anhand der Organverteilung kann keine konkrete Gesetzmaligkeit festgemacht werden.
Bemerkenswert ist allerdings, dass Ethanol als polare Substanz ausschliel3lich im Gehirn
detektiert werden konnte. Beim Dunndarm- und Mageninhalt war die Konzentration
teilweise so hoch, dass nicht alle Komponenten zufriedenstellend identifiziert werden
konnten. Vermutlich finden sich hier auch alle Substanzen analog zum Dickdarminhalt.
Die Masse an Analyten, die simultan nachgewiesen werden konnte, ist ein weiterer

Beweis fiir die vortreffliche Eignung der Methode in Bezug auf fliichtige Substanzen.

Screening-Methode mittels Festphasenextraktion und GC-MS

Das Screening mittels GC-MS ist in der Routine-Analytik nach wie vor das Mittel der
Wahl. Aus diesem Grund ist die standige Anpassung an aktuelle technische Standards und
wissenschaftliche Erkenntnisse vor allem bei der Probenaufarbeitung von grofer
Bedeutung, um eine qualitativ hochwertige, aber zugleich auch schnell durchfiihrbare
Analytik zu gewdhrleisten. Durch Vortests in Kombination mit der Anwendung der
statistischen Versuchsplanung konnte hier ein Optimum aus notwendigen Arbeitsablaufen

und Zeitmanagement gefunden werden.

Das Vorgehen, auch entscheidende Faktoren (z.B. Wahl der SPE-Kartusche) im Vorfeld zu
untersuchen und aus der statistischen \ersuchsanalyse auszuklammern, kann dann
sinnvoll sein, wenn der Parameter alle weiteren Faktoren beeinflusst, wie es zum Beispiel
bei der Wahl der SPE-Kartusche der Fall ist. Auch Decaestecker et al. untersuchten und
publizierten die Eignung verschiedener SPE-S&ulen getrennt von der anschlieRenden

Optimierung der Extraktion [*1%4].

Zum Beispiel hat sich bei Untersuchung der Waschldsungen gezeigt, dass fast alle
Kombinationen ausreichende Ergebnisse erzielen, allerdings nicht mit der gleichen
Reproduzierbarkeit. So kdnnen Empfehlungen von Herstellern durchaus als Anhaltspunkt
betrachtet werden, sollten aber den konkreten Bedurfnissen angepasst und ggf. erweitert

werden.

Hinsichtlich der ANOVA-Auswertung konnten die Ergebnisse einem quadratischen
Modell angepasst werden. Hier liegt also der winschenswerte Fall vor, indem im

beobachteten, vorher festgelegten Bereich, das Optimum gefunden wurde.

Der Anteil an Methanol in der Waschldsung hat sich - im Gegensatz zu der Arbeit von

Decaestecker et al. [*] - als nicht signifikant erwiesen. Dennoch wurde in Abschnitt 3.7.5
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postuliert, dass der Einfluss auf die Extraktionsausbeute nicht zu unterschétzen ist. Hier
liegt kein Widerspruch vor. Es konnte lediglich im beobachteten Rahmen von 5 % bis
10 % (bzw. den axialen Werten 1.5 % und 13.5 %) keine Signifikanz ausgemacht werden.
Da sich dennoch eine Tendenz zeigte, die anhand von Peakflachen ausgemacht wurde,
konnte auf ein erneutes Abstecken der Rahmenbedingungen und Optimierung verzichtet

werden.

Die Faktoren Essigsdure und Ammoniak zeigen keinerlei Wechselwirkungen. Dies ist
darauf zurtickzufuhren, dass mit der ersten Elution wie gewunscht saure Substanzen und
etwaige Reste der Sdure entfernt wurden. Die Komplexitat der Festphasenextraktion wird
hier deutlich gemacht und die Notwendigkeit einer simultanen Optimierung ist
offensichtlich. Des Weiteren konnten auf diese Weise zusétzliche Ruckschlusse auf die
Eignung der Elutionslésung | gezogen werden. Hatten Wechselwirkungen vorgelegen,
waére ein Austausch der Losung notwendig geworden und die Versuchsreihe hétte erneut

durchgefuhrt werden miussen.

Bei Decaestecker et al. wurden 17 neutrale und basische Substanzen in die Untersuchung
einbezogen, saure Substanzen fehlten. Obwohl auch in dieser Publikation die
Beispielsubstanzen in Hinblick auf physikochemische Unterschiede ausgewéhlt wurden,
wurden die Analyten bezlglich des Ergebnisses nicht einzeln betrachtet, sondern die
Gesamtextraktionsausbeute wurde als ,,response* zu Rate gezogen. Auf diese Weise
konnten keinerlei etwaige Unterschiede zwischen den einzelnen Substanzklassen
ausgemacht werden. Dies ist fur ein Screening von Nachteil. Obwohl in der vorliegenden
Untersuchung alle Analyten ein gleichférmiges Ergebnis zeigten, sodass Methadon
beispielhaft zur Darstellung herangezogen werden konnte, sollten gerade basische,
neutrale und saure Substanzen getrennt betrachtet werden kdnnen, um den einzelnen

Ansprichen bei der Optimierung gerecht zu werden.

Bei der Gaschromatographie mussen einige Schwierigkeiten generell in Betracht gezogen
werden, zum Beispiel fir weniger flichtige Analyte. In diesem Fall ist eine
Derivatisierung mit Hilfe konventioneller Praktiken, zum Beispiel Acetylierung via
Acetanhydrid/ Pyridin, unumganglich. Auch in diesem Fall ist die Methode mit 100 min
fir beide Durchgédnge mit und ohne Derivatisierung durchaus noch als zeitsparend zu

bewerten.

Mit dem Methodenvergleich der neu entwickelten GC-MS-Methode mit der HPLC-
MS/MS-Methode wird zugleich die Anwendbarkeit der ersteren geprift. Diese ist bei 81
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Substanzen in 128 zuféllig gewdhlten Realproben gegeben. Auffallig ist, dass von
insgesamt 119 Analyten 89 (74.8 %) ausschliel}lich entweder mit der einen oder anderen
Methode detektiert werden konnten. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Analytik mittels GC-
MS keinesfalls durch die HPLC-MS/MS abgeldst werden sollte, wie auch bereits der
Vergleich mit der ,alten GC-MS-Methode ergeben hat (vergleiche 5.2). Liegt bei einer
Untersuchung kein konkreter Verdachtsfall hinsichtlich einer bestimmten Substanzgruppe
vor, sollten immer beide Methoden zum Einsatz kommen, um ein vollstandiges Bild zu

erlangen.

Betrachtet man die Analyte hinsichtlich ihrer Einordnung in Substanzklassen, lasst sich
festhalten, dass beide Methoden Vorziige bieten. Amphetamine und Barbiturate konnten
ausschliellich mittels GC-MS nachgewiesen werden, ebenso Ibuprofen. Die ,,bewusste*
Extraktion von sauren Substanzen scheint hierbei ausschlaggebend zu sein. Bei den
Benzodiazepinen empfiehlt sich die Analytik mittels Fliissigchromatographie, dennoch ist
die Detektion via GC-MS mdoglich. Diese Ergebnisse decken sich auffallend mit der
vorhergehenden Untersuchung, deren Ergebnisse unter 4.2 dargestellt sind. \Vorreiter ist
die LC-MS/MS-Methodik beim Nachweis von Neuroleptika. Eine Ursache konnte in der
niedrigen Dosierung dieser liegen; die Fliissigchromatographie erreicht eine hdohere
Sensitivitdt. Eine weitere Auffélligkeit ist, dass mittels Gaschromatographie etliche
Zucker und -austauschstoffe und weitere ,,Randanalyte* wie zum Beispiel Coumarinsiure
oder Menthol nachgewiesen wurden. Einerseits ist die Methodik fur diese eher kleinen
Molekiile gut geeignet, andererseits konnte eine Erklarung auch in den Einstellungen der
verwendeten Spektrenbibliothek liegen. Da die toxikologische Relevanz der Substanzen
im Prinzip nicht existent ist, ist es vorstellbar, dass diese in der Ergebnisliste verborgen

werden.

Saint-Marcoux et al. haben ebenfalls eine vergleichende Untersuchung zwischen GC-MS,
HPLC-DAD sowie HPLC-MS unternommen [**]. Von 27 Arzneistoffen und Metaboliten
konnten dreizehn mittels HPLC-MS detektiert werden. Es wurde hier der Standardmix
TDM Control Level 1 der Firma BIO-RAD (lvry-sur-Seine, Frankreich) verwendet. Die
detektierten Substanzen sind in einer Tabelle aufgelistet, es handelt sich in diesem Fall um
gespikte Proben, wobei aus dem Artikel nicht hervorgeht, ob diese oder weitere Proben
mehrfach vermessen wurde. Des Weiteren werden 51 Blutproben erwdhnt, wobei im
Anschluss an eine Festphasenextraktion 46 verschiedene Substanzen detektiert werden
konnten, 75 % mittels HPLC-MS, 71.4 % mittels HPLC-DAD und 65.5 % mittels GC-
MS. Lediglich 38.1 % konnten mit Hilfe aller Methoden erkannt werden, was mit dem
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eigenen Ergebnis von 25.2 % vergleichbar ist. Zu beachten ist hier allerdings, dass bei der
GC-Analytik keine Derivatisierung erfolgt ist, was das Ergebnis fir diese Methodik

verzerrt.

Liu et al., deren Entwicklung einer Spektren-Datenbank unter 2.10 naher erldutert wird,
haben ebenfalls einen Vergleich zu ihrer routineméfiig durchgefiihrten GC-MS-Analytik
gezogen. In zwolf post mortem-Proben konnten mittels HPLC-MS/MS insgesamt 122
Analyte detektiert werden, via GC-MS lediglich 31. Da aber keine Beschreibung der
zuletzt genannten Methode vorliegt (z.B. beziglich einer Derivatisierung) und die Anzahl
der Proben recht gering ist, existiert zwar eine Aussagekraft fir die Eignung der
entwickelten Datenbank und HPLC-MS/MS-Methode, fir einen Vergleich sollte
allerdings eine gréRere Anzahl von Realproben untersucht werden. Des Weiteren wiesen
alle Proben Opiate auf, was den Verdacht nahelegt, dass die Auswahl der Proben nicht

repréasentativ ist [*'].

5.5  Optimierung der Screening-Methode mittels HPLC-MS/MS

Obwohl nur ein Faktor - die Wasserzugabe und somit die Verdunnung des Urins - in die
Methodenoptimierung eingeflossen ist, zeigt sich hierbei die grundlegende Problematik
von Screening-Verfahren: Verschiedene Substanzen, die in realen Proben durchaus
nebeneinander vorliegen konnen, erfordern unterschiedliche Voraussetzungen an die

Probenaufarbeitung.

Wahrend Sulpirid, Methadon und Doxepin mit zunehmender Verdlinnung einen Abfall der
AUC zeigten, wies Diazepam ein klares Optimum bei einer Wasserzugabe von 600 ul auf.
Fur Lidocain, Verapamil und Buprenorphin konnte keine GesetzméaRigkeit gefunden
werden. Die Detektion dieser Beispiel-Analyten scheint einerseits unabhéngig von der
Wasserzugabe zu fungieren, andererseits zeigten sich Schwankungen, die lediglich keiner

Regel unterworfen werden konnten.

Buprenorphin ist hinsichtlich der Fullscan-Messung via HPLC-MS/MS ein schwieriger
Analyt. Nach Polettini et al. kann bei Kollisionsenergien unter 40 eV keine signifikante
Fragmentierung des Vorldufer-lon  beobachtet werden, wohingegen hdohere
Kollisionsenergien intensive Fragmentierung hervorrufen, die mit einem erheblichen

106

Verlust an Sensitivitat einhergehen []. Diese Beobachtung kdnnte ursachlich dafur sein,
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dass Buprenorphin unabhdngig vom entsprechenden Verdlnnungsgrad teilweise nicht

detektiert werden konnte.

Aus den teils widersprichlichen Ergebnissen lasst sich ein Kompromiss von 600 pl
Wasserzugabe als ,,Optimum* ableiten. Allen Substanzen ist zu entnehmen, dass die AUC
mit einer hoheren Wasserzugabe abnimmt und auch die resultierende Verdinnung der
Matrix ab diesem Wert keinen positiven Effekt ausubt. Nordgren et al. fihren in ihren
Artikeln, die sich mit der direkten Analyse von Urin beschaftigen, eine 1:10-Verdinnung
durch [***1%7]. Da es sich hier aber nicht um eine Messung im Fullscan-Modus handelt
und durch die Festlegung ausgewahlter Masseniibergange die Sensitivitdt der Methode
erhoht ist, konnen keine Vergleiche zu der eigenen Vorgehensweise gezogen werden.
Zudem werden die Wahl und damit auch die mdglichen Vorteile dieser konkreten

Verdunnung nicht néher erléautert.

Der \ollstandigkeit halber muss an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass bei
dieser Optimierung keine direkte Untersuchung der Matrixeffekte, also lonensuppression
oder -enhancement, stattgefunden hat und dies auch nicht Ziel der Experimente war.
Matuszewski et al. haben in ihrem Artikel einen Leitfaden zur Erfassung von
Matrixeffekten vorgestellt. Grundsatzlich bendtigt man drei verschiedene Probensatze:
pure Standardlésung (1), Leermatrix aus verschiedenen Quellen, die erst nach der
Extraktion mit Analyten gespikt wird (2) und Leermatrix der gleichen Quellen, die bereits
vor der Extraktion mit den in Frage kommenden Substanzen versetzt wird (3). Nach der
Analyse kénnen aus den erhaltenen Daten Matrixeffekte und Wiederfindung berechnet

werden [*].
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6 Fallbeispiel

Dieses Kapitel dient zum Nachweis der Anwendbarkeit der entwickelten bzw. optimierten
Methoden und soll die Bedeutung einer systematischen toxikologischen Analyse darlegen.
Der Fall beschreibt einen Selbstmord durch Intoxikation mit verschiedenen Arzneistoffen,
vor allem Antikonvulsiva, kombiniert mit der Einnahme des Fungizids Captan. Im
Folgenden werden kurz die Grundlagen, die Hintergriinde des Falles sowie die Ergebnisse
prasentiert.

6.1 Einleitung (Fallbeispiel)

Bei Captan handelt es sich um ein Breitspektrum-Fungizid, welches seit tber 60 Jahren
Anwendung findet. Es wird vor allem im Obst- und Gemdiseanbau eingesetzt, aber auch

als Zusatz in Bootsfarbe, um ein Algenwachstum einzudammen [**%

]. In Pilzen hemmt
Captan die Grundatmung, die Citratsynthese aus Acetat sowie die Kohlenhydrat- und
Aminoséure-Dissimilation. Phosphat akkumuliert in den Sporen, wohingegen Lipide,

Proteine und Nukleinséuren schwinden. Des Weiteren wird die Glykolyse gehemmt.

Captan ist im menschlichen Organismus duRerst instabil. Wie in Abbildung 33 gezeigt,
wird es beim Kontakt mit Blut durch Spaltung der N-S-Bindung durch Thiole abgebaut.
Die Biotransformation in Saugetieren generiert Tetrahydrophthalimid (THPI) und

Thiophosgen. Letzteres ist sehr reaktiv und wird rasch zu 2-Thiothiazolidin-4-

carboxylsaure (TTCA) formiert [*9].

O Cl COOH

|
Thiol
NH ~—— N—s Cl s WH
0 o) \ 2 / s TTCA
Captan + Glutathion
THPI
Cl
Thiophosgen

Abbildung 33: Metabolismus von Captan

THPI wurde bei Landwirten als Biomarker fur die Captan-Belastung verwendet, vor allem
im Urin. Studien dazu beinhalteten verschieden Zielsetzungen, beispielsweise wurden

Urinproben von Anwendern mit Druckluftstrom mit denen verglichen, die
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6.2

Handspruhgerate verwendet oder sich zusétzlich mit Handschuhen gegen Captan

geschiitzt haben [**%3].

Bisher wurde von keinem tddlichen Fall einer Captan-Ingestion berichtet. In Polen
wurden zwei Flle von Selbstmordversuchen von Chodorowski et al. beschrieben [M4*°].
Bei den Patienten handelte es sich um junge Frauen (17 und 22 Jahre) mit Depressionen.
In beiden Fallen dominierten unspezifische Symptome von anhaltender Ubelkeit, Taubheit
in beiden Beinen und Engegefiihl in der Brust. Des Weiteren wurden ein temporarer

Anstieg der Creatininkinase und eine Inversion der T-Wellen in V-V, beobachtet.

Fallbericht

Die Leiche einer 40-jahrigen Frau wurde auf dem Ricken liegend in ihrem Badezimmer
aufgefunden. Undefinierbare Anhaftungen wurden in der Toilette und an deren Rand
gefunden. Es lag eine beachtliche Anzahl von leeren und angebrochenen Tabletten-
Packungen vor, etliche davon rezeptpflichtig: Diamox® (100 Tabletten, Acetazolamid),
Keppra® 1000 mg (Levetiracetam), Vimpat® 100 mg (168 Tabletten, Lacosamid),
Valdoxan® 25 mg (98 Tabletten, Agomelatin), Lamotrigin, Citalopram, Clobazam und
Lorazepam. Teilweise fehlten Informationen zur Dosis oder Menge. Tabelle 29 zeigt die
aktuell angeordnete Medikation.

Tabelle 29: aktuelle Medikation des Opfers

Arzneimittel Morgens Abends Zeitraum
Lacosamid 100 mg 1 1Y%, -
Levetiracetam 1000 mg 1Y% 1Y% -
Acetazolamid 1 1 -
Agomelatin 0 2 -

1 1% Woche 1
1 2 Woche 2
Lamotrigin 100 mg
1% 2 Woche 3
2 2 ab Woche 4

Lorazepam bei Bedarf
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Citalopram und Clobazam wurden vermutlich abgesetzt. Die Tir der Wohnung war weit

geoffnet und der Telefonhdrer war abgenommen.

Es wurde kein Captan-Behéltnis am Tatort gefunden, eine Entfernung durch
Familienmitglieder konnte nicht ausgeschlossen werden. Aufgrund dieser Tatsache l&sst

sich keine Aussage Uber die eingenommene Menge des Captans treffen.

Das Opfer litt an einer ausgepragten Epilepsie mit vor allem komplex-fokalen Anfallen.
Aufgrund ihrer Krankheit hielt die Familie engen Kontakt. Nachdem sie telefonisch nicht
erreichbar gewesen war, wurde sie von ihrem Schwager um halb neun abends gefunden -

das letzte Mal wurde sie um vier Uhr nachmittags gesehen.

Einen Tag vor ihrem Tod hatte sie einen Arzttermin, von dem sie sich erhoffte, ihren
Fahrerschein zurlickzuerlangen, der ihr aufgrund der Krankheit entzogen wurde.
Allerdings teilte der Arzt ihr mit, dass dies nicht mdglich sei, solange sie fiir mindestens
ein Jahr, besser zwei, frei von Anféllen ware. Des Weiteren wurde ein leerer Umschlag
gefunden, mit der handschriftlichen Bitte auf ihre Tiere aufzupassen und einen

Moillcontainer zu bestellen.

6.3  Sektion und histologische Befunde

Es wurden Proben von Herzblut, Femoralvenenblut, Urin, Mageninhalt, Niere, Galle,
Leber und Gehirn bei der Sektion asserviert. Die Todesursache war makroskopisch nicht
zu ermitteln. Das Opfer hatte einen abgemagerten Korper mit einem Gewicht von 47 kg
bei einer KorpergroBe von 171 cm. Ein grau-blaulicher Mageninhalt mit einem
durchdringenden Geruch fiel als verdachtig auf (siehe Abbildung 34a). Zusétzlich hatte
das Opfer einen Vagusnervstimulator implantiert und befand sich im Stadium nach
Trepanation. Am Kehlkopf und in den Bronchien wurde fadenziehender Schleim
gefunden, allerdings nicht ausreichend, um eine Erstickung anzunehmen. Die Autopsie

lieR also keine Todesursache erkennen.

Die histologischen Befunde waren ebenfalls unspezifisch. Die Magenschleimhaut war
intakt, gut erhalten und zeigte keinerlei Entziindungen, wie in Abbildung 34b dargestellt

ist.
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6.4

Abbildung 34: a) Grau-blaulicher Mageninhalt und b) Magenschleimhaut ohne jegliche Entziindungen

Die Leber zeigte eine geringe fokale Hohlraumbildung der Leberzellen. Es fand sich ein
seichtes interstitielles und alveolares Lungenddem ohne Entziindungsherd. Die

mikroskopische Untersuchung des Herzmuskels erbrachte keine Anomalitéten.

Systematische toxikologische Analyse (Fallbeispiel)

Im Anschluss an die Sektion wurde eine STA durchgefuhrt. Verschiedene
Korperflissigkeiten und Organe (siehe 6.3) wurden asserviert und bei -20°C gelagert,
bevor sie zur Analyse gelangten. Tabelle 30 zeigt eine Ubersicht tiber die durchgefiihrten
analytischen Methoden; der Fokus lag hierbei auf der HS-SPME und dem Screening
mittels GC-MS. Da diese Methoden detailliert unter vorangegangenen Kapiteln
beschrieben werden und auch die verwendeten Materialen und instrumentellen
Bedingungen der Arbeit bereits zu entnehmen sind, soll im folgenden Teil lediglich auf die

bisher nicht genannten Methoden eingegangen werden.
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Tabelle 30: Ubersicht tiber die durchgefiihrten analytischen Methoden

Methode Modus Matrix

Immunochemischer Vortest (ELISA) Serum, Urin

HPLC-DAD Quantifizierung  Serum, Femoralvenenblut
Screening Urin, Mageninhalt

LC-MS/MS

Quantifizierung  Femoralvenenblut

Femoralvenenblut,

SPME gekoppelt mit GC-MS Screening Mageninhalt
Screening Herzblut, Mageninhalt, Niere
GC-MS Herzblut, Femoralvenenblut,

Quantifizierung  Mageninhalt, Niere, Galle,
Leber, Gehirn

6.41 ELISA

Fir den immunochemischen Vortest wurde ein Hitachi 912 Autoanalyzer der Firma Roche
Deutschland Holding GmbH (Grenzach-Wyhlen, Deutschland) verwendet. Serum- und
Urinproben wurden auf Amphetamine, Barbiturate, Benzodiazepine, Kokain, Opiate, THC
und tricyclische Antidepressiva getestet. Es wurden Qualitatskontrollen in geringer und
hoher Konzentration vermessen und eine Finf-Punkt-Kalibrierung inklusive Null

durchgefuhrt.

6.4.2  Probenaufbereitung fir HS-SPME-GC/MS

Pestizide werden zumindest in Deutschland mit Farbstoffen versetzt, um einen
Missbrauch oder auch ein Verschitten rasch aufzudecken. Aufgrund der bl&ulichen
Verfarbung des Mageninhalts und seinem durchdringenden Geruch wurde eine Analyse
auf flichtige organische Verbindungen als sinnvoll erachtet. Die genaue Vorgehensweise

ist 4.3 zu entnehmen.

6.4.3  Probenaufbereitung fir die Quantifizierung von THPI mittels GC-MS

Fur die Quantifizierung von THPI wurde die Methode nach Angioni et al. (Nachweis in

116

Trauben, [°]) fur die Analytik von Koérperflissigkeiten und Organen abgewandelt.

Ein Gramm einer homogenisierten Probe (Femoralvenenblut, Herzblut, Mageninhalt,
Galle, Leber, Niere und Gehirn) wird in ein Glaschen mit Drehverschluss eingewogen und
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6.5

0.8 g NaCl sowie 2 ml Aceton/ Petrolether (50:50, v/v) werden hinzugegeben. Die
Mischung wird fur 15 min geschuttelt. Nach erfolgter Phasentrennung wird die organische
Phase zur Trockne eingedampft und in 100 pl Ethylacetat rekonstituiert. Die Analyse
beinhaltete sowohl eine Negativ- als auch eine Positivkontrolle (1 pg/ ml, Vollblut).

Das Temperaturprogramm der GC-MS-Methode startet bei 80°C fir 1 min, mit einer
Heizrate von 12°C/ min werden 280°C erreicht, die fur 1 min gehalten werden (solvent

delay 4 min, resultierende Analysenzeit insgesamt 18.67 min).

Die Analyse wurde im ,,selected ion monitoring“-Modus (SIM) durchgefuhrt: 51, 79, 106,
122, 151 (das Quantifier-lon ist unterstrichen).

Ergebnisse (Fallbeispiel)

Der Vortest mittels ELISA ergab erste Hinweise von Benzodiazepinen in den untersuchten
Proben.

Mittels HPLC-DAD konnten Clobazam, Citalopram und sein Metabolit sowie Lamotrigin

nachgewiesen und quantifiziert werden.

Levetiracetam und Lacosamid wurden in Femoralvenenblut via LC-MS/MS quantifiziert,

wohingegen das Screening Clonazepam nachwies.

Mit Hilfe von HS-SPME-GC/MS fir VOC war es maoglich, Captan im Mageninhalt zu
detektieren, wahrend es in Femoralvenenblut aufgrund der Thiole und dem damit
verbundenen Abbau, der unter 6.1 beschrieben wird, nicht nachgewiesen werden konnte
(vergl. Abbildung 33). Abbildung 35 zeigt das Totalionenchromatogramm (TIC) des
Mageninhalts.
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TIC Mageninhalt
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Abbildung 35: TIC des Mageninhalts mit deutlichem Captan-Peak

Zunachst schien es, als wirde die GC-MS-Analyse kein Ergebnis erbringen. Das
Chromatogramm, zu sehen in Abbildung 36, zeigte einen ausgepragten Peak, der von der
Spektrenbibliothek als ,,Verunreinigung* deklariert wurde. Spater - mit dem Wissen, dass
das Opfer Captan genommen hatte -, konnte der Peak nach einem Vergleich mit einem
Standard als THPI identifiziert werden.
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Abbildung 36: TIC des Mageninhalts mit nachtréglich als THPI identifiziertem Peak
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Fur die Quantifizierung wurde eine Kalibration mit zehn Standardlésungen (plus
Nullprobe) verschiedener Konzentration von 0.25 pg/ ml bis 2.5 pg/ ml durchgefihrt. Das
Ergebnis ist in Abbildung 37 dargestelt.

y= 1E+07x-37970 Kalibration THPI
R?=0.9982

25000000

20000000

15000000
10000000
5000000

0+ T T
0 0,5 1 1.5 2 25 3

Abbildung 37: Kalibration flir die quantitative Analyse von THPI

Die Linearitat ist im gemessenen Bereich mit einem Determinationskoeffizient von R? =
0.9982 absolut gegeben.

Alle Ergebnisse der STA sind in Tabelle 31 zusammengefasst. Wie zu erkennen ist, wurde

THPI in allen analysierten Matrices nachgewiesen.

Tabelle 31: Ergebnisse der systematischen toxikologischen Analyse

Methode Matrix Analyt

ELISA Urin Benzodiazepine

Clobazam (50 ng/ ml), Citalopram (469 ng/ ml),
HPLC-DAD Femoralvenenblut Citalopram-Metabolit (172 ng/ ml),
Lamotrigin (2310 ng/ ml)

LC-MS/MS Femoralvenenblut Levetiracetam (26.69 pg/ ml), Lacosamid (11.3 pg/

ml)
Mageninhalt Clonazepam
SPME-GC/MS Mageninhalt Captan

THPI (Mageninhalt ca. 1.5 mg (total), Herzblut 0.35
pg/ ml, Galle 0.30 pg/ ml, Leber 0.24 pg/ g,
Femoralvenenblut 0.22 pug/ ml, Niere 0.14 pg/ g und
Gehirn 0.06 pg/ g

GC-MS Diverse
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6.6 Diskussion (Fallbeispiel)

Zum ersten Mal konnte THPI im menschlichen Kdérper nachgewiesen werden. Die
Verteilung im Organismus korrespondiert mit den Erkenntnissen von Seidler et al. [**'].
Die Arbeitsgruppe flihrte im Jahre 1971 Experimente an Ratten durch; die Verwendung
von Sulphur-35-markiertem Captan erlaubte ihnen, die Ausscheidung und Verteilung in

Leber, Niere, Milz, Gehirn, Muskulatur und Serum zu erfassen.

Die erhaltenen Werte von THPI indizieren den Verlauf der Verteilung. Der groRe Anteil im
Mageninhalt, die kleinere Menge in Herzblut und Galle und der verhaltnisméRig geringe
Part in den Nieren zeigen, dass die Einnahme des Captan eine kurze Zeitspanne vor dem

Tode erfolgt ist.

Die LDs; von Captan belauft sich auf 9 g/ kg; THPI selbst ist nicht toxisch [*'*]. Obwohl
Captan nicht im (Femoralvenen)blut gefunden wurde, sollte es dennoch als mdgliche

Todesursache in Betracht gezogen werden.

Zunéchst konnen relevante oder toxische Konzentrationen von Captan im Blut zum
Zeitpunkt des Todes vorgelegen haben, die aufgrund einer raschen (post mortem)

Degradation nicht mehr nachgewiesen werden kdnnen.

Zum anderen betrug das Korpergewicht des Opfers nur 47 kg bei einer Korpergrolie von
171 cm. Es ist bekannt, dass die mittlere letale Dosis von Captan bei einer proteinarmen

Diat oder im Hungerzustand signifikant abnimmt [*9].

Des Weiteren kann angenommen werden, dass das Opfer unter cardiotoxischen Effekten
gelitten hat. Die zwei Félle von Selbstmordversuchen, die unter 6.1 beschrieben werden,
zeigen, dass bei einer Captan-Intoxikation ernste Schéadigungen des Herzens
vorherrschend sind. Dies kann anhand der Inversion der T-Wellen, die auf Vorfalle von
Arrhythmien hindeuten, als auch anhand des Anstiegs der Creatininkinase auf 309 U/I
bzw. 329 U/l festgemacht werden [**°]. Allerdings ist es aufgrund der kurzen
Uberlebenszeit des Opfers nach Captan-Einnahme in den meisten Fallen nicht méglich,
die kardiotoxischen Effekte durch eine histologische Diagnostik zu belegen. Die

toxikologische Analyse ist also von grofl3er Bedeutung.

Lacosamid ist geringfligig Uberdosiert und auch die Citalopram-Konzentration liegt tber

dem therapeutischen Bereich; dies ist allerdings unzureichend, um den tédlichen Ausgang
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zu erklaren, wie bei Anastos et al. beschrieben [*"], welche Schwierigkeiten bei der

Interpretation von post mortem Konzentrationen von Citalopram anfihrt. In
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6.7

Ubereinstimmung mit Greenaway et al. sollte die Serumkonzentration bei einer taglichen

Dosis von 250 mg Lacosamid ungefahr bei 9 pg liegen [**].

AbschlieBend muss vor allem die Kombination des Fungizids Captan mit den diversen
Arzneimitteln (und insbesondere deren kardiotoxische Effekte) als die Todesursache

angenommen werden.

Zusammenfassung (Fallbeispiel)

Unter Ausschluss konkurrierender Todesursachen stellt sich die Kombination von Captan,
Citalopram und Lacosamid (in hohen Konzentrationen) als tddlich heraus. Kardiotoxische

Effekte, besonders durch Captan hervorgerufen, werden angenommen.

In diesem Fall hat der Mageninhalt als Matrix fir die Screening-Analytik eine
entscheidende Rolle gespielt. Ohne die Analyse mittels HS-SPME auf fliichtige
organische Substanzen waren Captan und sein Metabolit THPI nicht detektiert worden
und der Fall ware nicht aufgeklart worden. Die systematische toxikologische Analyse
zeigte sich als ein wichtiger Bestandteil von post mortem Untersuchungen; jedoch sollte
sie, wie dieser Fall zeigt, den Gegebenheiten angepasst werden, um zufriedenstellende

und wahre Ergebnisse zu erzielen.
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7 Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit behandelt mit der Entwicklung und Optimierung unterschiedlicher
Methoden die Thematik ,,Screening™ umfassend und aus verschiedenen Blickwinkeln und

ist somit von breitem Nutzen flr die forensisch-toxikologische Analytik.

Da ein adéquates Qualitatssicherungssystem die Grundlage jeder Analytik darstellen
sollte, ist die Uberpriifung der bestehenden Methoden auf ihren aktuellen Nutzen der erste
logische Schritt. Durch die kritische Betrachtung der bisherigen Qualitatskontrollen tber
eine mehrmonatige Zeitspanne, konnten einige Schwéchen aufgedeckt werden. Bei der
HPLC-DAD konnten wegen des Verzichts auf mittlerweile tberholte Vorgehensweisen,
wie zum Beispiel die manuelle Messung der Halbwertsbreite, die Ablaufe beziiglich des
Arbeitsaufwandes verbessert werden. Das Wissen, dass die Stabilitdt der Benzolldsung
nach einer zweimonatigen Verwendung nicht mehr gegeben ist und das bisher angestrebte
Hintergrundrauschen im besten Fall mit unbenutzten Geraten erzielt werden kann, flhrt
dazu, dass eine etwaige unndétige Fehlersuche an anderer Stelle eingespart werden kann.
Die Verminderung der Konzentrationen der Analyten in der Funktionslésung fir GC-MS

ist aus 6konomischer Sicht ein Fortschritt.

Die Screening-Methode auf flichtige Substanzen mittels HS-SPME/GC-MS stellt
aufgrund der Anwendbarkeit fir (fast) alle VOC eine Neuerung auf dem Gebiet der
Mikrofestphasenextraktion dar. Die Grundvoraussetzung und zugleich groRte
Herausforderung bei GUS-Verfahren ist somit erfiillt. Die Methode fungiert zudem als
wichtiger Bestandteil der systematischen toxikologischen Analyse, da das Prozedere fir
die Beantwortung verschiedenster forensischer und toxikologischer Fragestellungen
geeignet ist, zum Beispiel Missbrauch von und Intoxikation durch ,,Schniiffelstoffe®,
Verwendung von Brandbeschleunigern, Erkennen von pathologischen Vorgéngen im
menschlichen Korper oder Umweltverschmutzung. Der beschriebene Fallbericht belegt,
dass der Todesfall ohne die Anwendung dieser Methode nicht hatte aufgeklart werden
konnen. Die kurze Zeitspanne, die fir den gesamten analytischen Prozess nétig ist, leistet

einen weiteren Beitrag fiir die Eingliederung in die Routine-Analytik.

Trotz der langjahrigen Erfahrung mit der GC-MS-Technik sind GUS-Verfahren im
Fullscan-Modus relativ selten und aktuelle Publikationen auf diesem Gebiet so gut wie gar
nicht anzutreffen. Durch die Anwendung der statistischen \ersuchsplanung fir die
Optimierung der Festphasenextraktion konnten Einfluss und Abhangigkeiten der
einzelnen Faktoren mit nur geringem Arbeitsaufwand untersucht werden. Ergebnis der
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Experimente ist eine schnell durchfiihrbare SPE, deren Eignung fir saure, basische und
neutrale Substanzen nicht nur gegeben scheint, sondern aufgrund der statistischen
Auswertung belegt ist. Der Vergleich mit der routinemaRig durchgefiihrten HPLC-
MS/MS-Methode beweist ihre Anwendbarkeit und ist dieser, wenn man vor allem die
Anzahl der detektierten Analyten betrachtet, sogar Uberlegen. Des Weiteren fihrt sie
erneut vor Augen, dass die GC-MS-Analytik vor allem bezuglich Screening-Verfahren
nicht von der Flussigchromatographie abgeldst werden kann, obwohl diese Technik in den
letzten Jahren erhebliche Fortschritte erfahren hat. Da die Stérken der
Gaschromatographie bei den Amphetaminen und Barbituraten liegen, die der HPLC-
MS/MS im Gegenzug beispielsweise bei den Neuroleptika, fiihrt eine Kombination der
Methoden zum  gréfRtmoglichen  Erkenntnisgewinn. Des  Weiteren st  die
Probenvorbereitung und  Extraktion ein  entscheidender  Bestandteil  der
gaschromatographischen Analyse. Auf diese Weise kann ein konkretes Augenmerk auf die
simultane Extraktion von basischen und sauren Substanzen gelegt werden, so dass diese

Technik gerade fiir letztere Analyten besser geeignet ist.

Die Experimente beziiglich der hausinternen HPLC-MS/MS-Methodik nehmen nur einen
kleinen Part ein. Dennoch konnte gezeigt werden, dass auch die Optimierung von an sich
bereits unkomplizierten Vorgangen lohnenswert ist, um einen weiteren Fortschritt und

Kenntnisgewinn zu erzielen.

In dieser Arbeit wurde die statistische \ersuchsplanung bei der Entwicklung und
Optimierung aller Methoden auf unterschiedliche Weise eingesetzt; ein Central Composite
Design mit drei Faktoren, die simultane Untersuchung von funf Faktoren und eine Ein-
Faktor-Analyse ~ wurden  durchgefihrt.  Hierdurch  werden die  vielfaltigen
Anwendungsmoglichkeiten im Bereich der forensischen Toxikologie prasentiert. Im
Rahmen der Mikrofestphasenextraktion ist diese \orgehensweise bereits héufiger
anzutreffen, winschenswert ware eine grundsétzliche Verankerung innerhalb s&mtlicher
Methodenentwicklungen. Hierfur gibt es gleich mehrere Argumente: Es kénnen sowohl
numerische als auch kategorische Faktoren untersucht werden, Abhangigkeiten zwischen
den Faktoren kénnen nur mit Hilfe statistischer Parameter aufgedeckt werden und nicht
zuletzt werden konkrete Ergebnisse erzielt, die keinen Spielraum fur Interpretation oder

\erzerrung bieten.
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Durch die umfassende Bearbeitung verschiedenster Screening-Methode kann die
vorliegende Arbeit als Leitfaden fir die Durchfihrung einer systematischen
toxikologischen Analyse dienen.
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8 Ausblick

Arzneistoffe mit medizinischer Indikation, aber auch synthetische Drogen, die
ausschlieBlich eine missbrauchliche Anwendung finden, werden standig weiter entwickelt.
Um diesen Tatsachen gerecht zu werden, ist eine fortlaufende Uberpriifung der Eignung
der existieren analytischen Methoden unumgéanglich. Dies gilt insbesondere fir die

Screening Verfahren.

Auch in Hinblick auf instrumentelle Gegebenheiten werden kontinuierlich neue
Fortschritte getatigt. So wurde zum Beispiel fir die Entwicklung der Festphasenextraktion
mit der ,,Chromabond Drug“-Kartusche eine etablierte Extraktionsséule gewahlt, da sie
sich zum jetzigen Zeitpunkt als die Geeignetste erwiesen hat. Dennoch sollte der Markt
auf diesem Gebiet beobachtet werden und ein moglicher zusatzlicher Nutzen von

Neuentwicklungen durch strukturierte Versuchsreihen gepruft werden.

Eine Frage, die in der vorliegenden Arbeit nicht abschlieRend geklart werden konnte, ist
der tatsdchliche zusatzliche Nutzen der Optimierung der HPLC-MS/MS-Methode. Hier
sollte in Zukunft untersucht werden, in wie weit sich der Unterschied in der
Urinverdinnung auf die GUS bemerkt macht und ob sich das Verhaltnis der detektierten
Substanzen in Vergleich zu der GC-MS-Analytik verschiebt. Durch die Weiterfiihrung der
Vergleichsstudie anhand von zuféllig ausgewéhlten Realproben kdnnte die bisherige Liste
von 119 Substanzen erweitert werden und ein Erkenntnisgewinn tiber Vor- und Nachteile

der jeweiligen Methode erzielt werden.

In dieser Arbeit hat sich der Hinweis ergeben, dass ein Grund fir die Einschrankungen der
HPLC-MS/MS-Analytik in der einfachen Probenvorbereitung liegt. Insofern sollten
Uberlegungen und Experimente angestrebt werden, die untersuchen, ob eine aufwendigere
Extraktion trotz des hoheren Zeitaufwandes sinnvoll ware, da gegebenenfalls eine groliere

Bandbreite an detektierbaren Analyten hervorgerufen werden konnte.

Die grundsatzlichen Erfahrungen mit Screening-Verfahren haben in den letzten
Jahrzehnten gezeigt, dass eine Anpassung an technische Entwicklungen und den

Fortschritt auf dem Arzneimittel- und Suchtstoff-Markt vorgenommen werden sollte.
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