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1 Einleitung

Die Suche nach unbekannten Substanzen bei Vergiftungs- und Substanzmissbrauchsfillen
stellt fiir das toxikologische Labor eine groRe Herausforderung dar. Die Systematische
Toxikologische Analyse (STA) sollte moglichst viele toxikologisch relevante Substanzen in
Korperfliissigkeiten nachweisen konnen. Leider konnen nicht alle Substanzen mit einer
analytischen Methode nachgewiesen werden, so dass die STA eine Kombination klinisch-
chemischer, immunologischer und chromatographischer Methoden enthilt.

Die ungerichtete Suchanalyse wird in der Regel aus Serum und Urin, bei Vergiftungsfillen
selten zusétzlich aus Magensaft durchgefiihrt. Eine STA aus Serum bietet den Vorteil, dass
die Konzentrationen der Wirkstoffe zum Zeitpunkt der Blutentnahme systemisch wirksame
Konzentrationen widerspiegeln. Anhand von Literaturdaten (Schulz et al. 2012) kann damit
beispielsweise der Schweregrad einer Vergiftung abgeschitzt werden. Urin wird fiir
Suchanalysen bei Verdacht von Substanzmissbrauch héufig verwendet, da Urin in der Regel
in grofBeren Mengen verfiigbar ist, die Substanzen meist in hoherer Konzentration vorliegen
und oft zusdtzlich Metabolite nachweisbar sind. Es ldsst sich dann auch die zuriickliegende
Aufnahme von Substanzen nachweisen, die nur eine kurze Halbwertszeit im Blut aufweisen.
Magensaft enthélt Substanzen, die noch nicht vollstdndig aufgenommen wurden in sehr hoher
Konzentration.

Immunologische Methoden werden in der Regel fiir ein Drogenscreening in Urin und Serum
verwendet. Die Methoden weisen den Wirkstoff direkt und/oder seine Metabolite nach. Es
konnen Wirkstoffgruppen und deren Metabolite erfasst werden, wie beispielsweise bei
Benzodiazepinen, trizyklischen Antidepressiva oder Opiaten. Immunologische Methoden sind
leicht automatisierbar und liefern schnell und preisgiinstig ein Ergebnis. Zumindest kdnnen
ganze Substanzgruppen fiir ein weiteres Vorgehen bei einem negativen Resultat
ausgeschlossen werden. Im Falle des Nachweises eine Bestitigungsanalyse mit
chromatographischen Verfahren erforderlich.

Der Schwerpunkt der STA liegt in der Anwendung chromatographischer Methoden. Hier sind
Gaschromatographie-Massenspektrometrie  (GC-MS) und  Hochleistungs-Fliissigkeits-
Chromatographie mit Diodenarray-Detektor (HPLC-DAD) am meisten verbreitet.

GC-MS galt als Goldstandard, da die sehr gute Trennleistung der GC mit der hohen
Selektivitit der electron-impact lonisierung (EI) mit massenspektrometrischen Detektion

kombiniert ist (Maurer 2004). Gleichzeitig existiert eine sehr umfangreiche
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Massenspektrenbibliothek, die unter standardisierten = Bedingungen bei  einer
Ionisationsenergie von 70 eV erstellt wurde (Maurer 2011). Die Massenspektren lassen sich
sehr gut auf verschiedenen Geréten reproduzieren. Die Methode ist jedoch beschrinkt auf
unpolare, fliichtige und thermisch stabile Substanzen. Durch Derivatisierung kénnen auch
polare Stoffe nachgewiesen werden, allerdings wird die Probenvorbereitung dadurch
aufwindiger.

HPLC-DAD hat eine gute Trennleistung und die Moglichkeit auch polare Stoffe zu
detektieren. Gleichzeitig ist die Methode einfach zu handhaben, besitzt eine sehr gute
Reproduzierbarkeit und ist wenig empfindlich fiir Matrixstorungen wie Fettsduren,
Cholesterol und Kohlenhydrate (Pragst et al. 2004). Fiir diese Technik wurde daher eine
umfangreiche UV-Spektrenbibliothek entwickelt (Pragst et al. 2001). Nachteilig ist eine
manchmal niedrige Empfindlichkeit und eine teilweise niedrige Spezifitdt der UV-Spektren.
Substanzen, die UV-Licht nicht oberhalb einer Wellenldnge von 195nm absorbieren, konnen
mit HPLC-DAD nicht direkt nachgewiesen werden.

Fir das Screening von Urinproben wurde es ein System aus Standardkomponenten mit
automatischer Probenvorbereitung durch Online-Festphasenextraktion entwickelt als
Nachfolger des nicht mehr angebotenen Remedi-HS-System von Bio-Rad (Schonberg et al.
2006, 2007). Eine passende UV-Spektrenbibliothek enthélt 295 Spektren mit relativen
Retentionszeiten. Neben der einfachen Probenvorbereitung (sieche 2.2.5) kann durch die
Verwendung eines FlieBmittels mit gleichem pH-Wert auch die von Pragst et. al erstellte UV-
Spektrenbibliothek mitverwendet werden. Das Verfahren ist, bedingt durch die verwendete
Online-Extraktion mit einem schwachen Kationenaustauscher, nur fiir basische Substanzen
geeignet. Neutrale und saure Substanzen werden nicht erfasst. Ein Benzodiazepine-Screening
ist nur Tausch von Trennsdulen und Puffer moglich (Grobosch et al. 2009) und die gednderte
Methode kann auch fiir ein Screening von deproteiniertem Plasma verwendet werden (Mut et
al. 2011).

In den letzten Jahren wurde der Einsatz von fliissigkeitsgekoppelter Massenspektrometrie
(LC-MS) oder Tandenmassenspektrometrie (LC-MS/MS) fiir Methoden zur STA immer
wichtiger. Das grofte Hindernis fiir eine weite Verbreitung dieser Methodik ist immer noch
das Fehlen einer universellen, gerdteunabhdngigen Massenspektrenbibliothek.

Bei LC-MS-Geriten werden bei den vorwiegend verwendeten Elektrosprayionisation (ESI)
oder Atmospheric pressure chemical ionization (APCI) protonierte, deprotonierte oder

Molekiiladdukte (z.B. M+NH,") erhalten, sogenannte Quasimolekiilionen. Ein Nachteil ist,
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dass durch die schonenden lonsiationstechniken kaum informationsreiche Massenspektren
erhalten werden. Eine Fragmentierung der Molekiilionen wird bei LC-MS-Geréten durch
StoBaktivierung (CID — collision induced dissociation) mit einem Inertgas erreicht.

Im Single-Quadrupol-Modus sind zwei Detektionsmoglichkeiten gegeben (Abbildung 1). Das
ist zum einen der Full-Scan-Modus, bei dem ein bestimmter Massenbereich kontinuierlich
aufgenommen wird und alle lonen mit entsprechenden Masse-zu-Ladung-Verhéltnissen (m/z)
detektiert werden. So lassen sich Massenspektren aufnehmen. Im Selected-lon-Monitoring-
Modus (SIM) werden nur vorgegebene lonen mit entsprechendem m/z detektiert. Damit wird

die Nachweisempfindlichkeit gegeniiber dem Full-Scan-Modus erhoht.
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Abbildung 1: Detektionsmdglichkeiten im Single-Quadrupol-Modus

(bei Triple-Quadrupol-Geriten sind Q2 und Q3 auf maximale Transmission aller lonen eingestellt)
A : Full-Scan-Modus

B : Selected -lon-Monitoring

Bei Triple-Quadrupol-Gerdten sind der Full-Scan-Modus und der SIM-Modus ebenfalls
moglich, durch die Kollisionszelle (Q2) und den nachgeschalteten Massenanalysator (Q3)
bieten sich noch weitere Moglichkeiten (Abbildung 2). Der am héufigsten verwendete,
selektivste und empfindlichste Messmodus ist das sogenannte Multiple-Reaction-Monitoring
(MRM). Hier wird ein vorher festgelegtes Vorlduferion, meist das Molekiilion, im ersten
Massenanalysator (Q1) herausgefiltert und in der Kollisionszelle (Q2) fragmentiert. Die
Kollisionszelle ist mit einem Intertgas unter niedrigem Druck (Stickstoff oder Argon) gefiillt
und die Ionen fragmentieren durch CID (Abbildung 2A). Danach werden ein oder mehrere
vorher festgelegte Produktionen im zweiten Massenanalysator gefiltert und detektiert. Der

Messmodus wird fiir Bestitigungsanalysen mit entsprechend vorher festgelegten Substanzen
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verwendet. Der Produktionen-Scan (Abbildung 2B) unterscheidet sich vom MRM-Modus
dadurch, dass die Produktionen durch den zweiten Massenanalysator in einem bestimmten

Massenbereich kontinuierlich registriert werden. Damit sind Strukturaufkldrungen moglich.
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Abbildung 2: Detektionsmdglichkeiten mit Triple-Quadrupol-Gerdten (MS/MS)
A : Multiple-Reaction -Monitoring (MRM)

B : Productionen-Scan

C : Precursor-Scan

D : Neutral-Loss-Scan

Der Precursor-Scan-Modus wird z.B. zur Detektion strukturell dhnlicher Substanzen wie
Metaboliten genutzt (Abbildung 2C). Es werden bestimmte Produktionen beobachtet,
wihrend der erste Massenanalysator alle Vorlauferionen (Precursor) in einem Massenbereich
scannt. Falls das Produktion detektiert wird, wird auf die entsprechende Vorldauferionenmasse
zuriickgeschlossen. Beim Neutral-Loss-Scan wird eine Massendifferenz zwischen den beiden
Massenanalysatoren detektiert, die durch Abspaltung eines Neutralteilchens (z.B. H,O) in der
Kollisionszelle entsteht (Abbildung 2D).
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Fir General Unknown Screening-Methoden sind verschiedene LC-MS(/MS) Techniken
publiziert worden. Die ersten Publikationen verwendeten Single-Quadrupol-Geridte mit in-
source CID um strukturspezifische Fragmentionen zu erhalten. Bei in source-CID werden die
Fragmentionen in der Ionenquelle beim Transfer der Molekiilionen in das Hochvakuum
erzeugt. Als Kollisionsgas dient Stickstoff, der beim Vernebeln und Trocknen des
Elektrosprays verwendet wird. Der Grad der Fragmentierung kann durch die Variation von
Potentialdifferenzen in der lonenoptik gesteuert werden. Je nach Gerétehersteller werden die
beteiligten Elemente unterschiedlich bezeichnet, bei dem in dieser Arbeit verwendeten Gerét
der Firma Waters ist dies die Potentialdifferenz zwischen Cone und Extractor. Durch eine
Erh6hung der Potentialdifferenz (Cone-Spannung) werden die Molekiilionen im elektrischen
Feld stirker beschleunigt und stolen mit Stickstoffmolekiilen mit hoherer kinetischer Energie
zusammen. Es entstehen dann entsprechende Fragmentionen, die ein informationsreiches
Massenspektrum ergeben. Das ldsst sich fiir Massenspektrenbibliotheken und die

Identifizierung von Substanzen nutzen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: In-source CID am Beispiel der Fragmentierung des Molekiilions von Coffein bei einer Cone-

Spannung von 60V in der Quattro micro API Quelle (aus Humbert und Lhermitte 2005 mit freundlicher
Genehmigung der Firma Waters, Eschborn)
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Es wurden fiir Single-Quadrupol-Gerédte verschiedene Methoden fiir die STA publiziert und
Spektrenbibliotheken erstellt (Weinmann et al. 1999; Saint-Marcoux et al. 2003; Humbert und
Lhermitte 2005). Es werden bei diesen LC-MS-Verfahren Spektren bei verschiedenen Orifice-
oder Cone-Spannungen und damit mit unterschiedlichem Fragmentierungsgrad aufgenommen,
jeweils im positiven und negativen lonisationsmodus. Die Verfahren sind mit Triple-
Quadrupol-Geridten ebenfalls durchfiihrbar. Es wurde schnell erkannt, das die erhaltenen
Spektren zwischen Geréten nicht vergleichbar sind, vor allem wegen des unterschiedlichen
Aufbaus der Ionenquellen (Marquet 2002). Das fithrt zu unterschiedlichen Intensititen
spezifischer Fragmente, und es konnen sogar weitere Fragmente auftreten. Daher ist bis heute
keine kommerzielle Spektrenbibliothek verfiigbar, die auf allen LC-MS-Systemen benutzt
werden kann. Mit Gerdten desselben Herstellers und den gleichen Gerédteeinstellungen ist dies
aber moglich. In der neueren Literatur ist noch eine Methode mit Validierungsdaten
verdffentlicht, die in-source CID-Spektren verwendet (Humbert et al. 2010). Sie wird auch in
einer weiteren Publikation verwendet (Rosano et al. 2011).

Matrixstorungen und co-eluierende Substanzen vermindern die Spektrenqualitit bei LC-MS-
Screening-Verfahren, vor allem bei niedrigen Konzentrationen der Analyte. Hier bietet sich
der Produktionen-Scan bei den LC-MS/MS-Gerdten an. Durch die Auswahl eines
Molekiilions mit dem QI, einer nachfolgenden Fragmentierung und Spektrenaufnahme wird
der Hintergrund ausgeblendet, und es werden sehr saubere Spektren erhalten. Es muss
allerdings das Molekiilion zuvor selektiert werden. Einige LC-MS/MS-Screening-Methoden
sind multi-target Methoden, d.h. sie erlauben das Screening einer Auswahl an Analyten. Sie
verwenden Listen mit den zu iiberwachenden Molekiilmassen der Analyte. Alle nicht
verzeichneten Molekiilmassen werden nicht erfasst. Die multi-target-Methoden sind dafiir
sehr empfindlich und selektiv. Der Survey-Scan wird entweder im SIM- oder im
spezifischeren MRM-Messmodus durchgefiihrt. Ab einem vorgegebenen Schwellenwert mit
dem eines der Molekiilionen oder eines Fragmentions (bei MRM) auftritt, werden MS/MS-
Spektren aufgenommen und mit einer Spektrenbibliothek verglichen. Hierzu wurden auch
Bibliotheken beschrieben (Mueller et al. 2005; Dresen et al. 2010).

Es gibt auch die Moglichkeit in Echtzeit ein oder mehrere Molekiilionen aus einem Survey-
Scan auswihlen zu lassen, deren Intensitét einen vorgegebenen Schwellenwert iiberschreitet.
Von diesen werden jeweils MS/MS-Spektren aufgenommen (data-dependent aquisition).

Nach einer voreingestellten Zeit wird wieder in den Survey-Scan-Modus gewechselt.
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Diese Technik wurde mit Triple-Quadrupol-Gerdten mit linearer Ionenfalle (Sauvage 2006;
Dresen et al. 2009; Sauvage et al. 2009; Sturm et al. 2010) und hybriden Quadrupol-
Quadrupol-Time-Of-Flight Massendetektoren (LC-QqTOF) veroffentlicht (Decaestecker et al.
2000; Broecker et al. 2011) und gehdren zu den besten LC-MS/MS-Methoden fiir die STA.
Die Reproduzierbarkeit ist auch bei MS/MS-Spektren nicht immer gegeben, zumindest nicht
bei  unterschiedlichen = Herstellern und  Gerdtemodellen  die  eine  andere
Kollisionszellengeometrie besitzen. Ebenso spielt der Kollisionsgasdruck eine Rolle, so dass
es nur mit experimentellen Aufwand moglich ist, Geriteeinstellungen zu finden, mit denen
sowohl Fragmente und deren relative Intensititen moglichst denen der Spektrenbibliothek
entsprechen. Fiir MS/MS-Spektren wurde eine Bibliothek erstellt und ein Suchalgorithmus
(MSforID) vorgestellt, welche geréteiibergreifend und herstellerunabhidngig verwendbar sein
soll (Oberacher 2011). Dazu wurden MS/MS-Spektren mit einem hochauflésenden QqTOF-
Gerdt mit 10 verschiedenen Kollisionsenergien je Analyt aufgenommen (Oberacher et al.
2011). Durch die grofle Zahl an unterschiedlichen Aufnahmebedingungen kénnen MS/MS-
Spektren bei der Suche gefunden werden, die denen des verwendeten Gerdts am ndchsten
kommen.

Die Auswertung der Chromatogramme und Massenspektren kann durch den FEinsatz einer
automatischen Auswertesoftware vereinfacht werden. Es gibt dazu das Freeware Progamm
AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution an Identification System), welches auch fiir
die STA eingesetzt werden kann. In dieser Arbeit wurde fiir die automatische Auswertung
das Programm ChromaLynx (Waters) verwendet. Das Programm entfernt zunéchst durch
einen Dekonvolutionsalgorithmus unspezifische Ionen aus Hintergrund der aufgenommenen
Massenspektren. Diese bereinigten Spektren werden dann fiir eine Bibliothekssuche
verwendet. In der Bibliothek selbst sind neben der Retentionszeit und einigen
Zusatzinformationen die Massenpeaks und deren relative Intensitdten gespeichert. Die Suche
verwendet den Algorithmus des NIST MS Search Programms des National Institute of
Standards and Technology (NIST). Es wird die Korrelation des unbekannten Spektrums mit
dem Referenzspektrum in Bezug auf das Vorkommen von Massenpeaks und der jeweiligen
relativen Intensitdt bestimmt. Daraus resultiert ein Match Factor als Mall fiir die
Ubereinstimmung. Es wird die Suche umgekehrt und die Bibliothekseintriige mit dem
unbekannten Spektrum verglichen. Dabei werden Massenpeaks ignoriert, die im unbekannten
Spektrum vorhanden sind, nicht aber im Referenzspektrum. Es wird daraus der Reverse

Match Factor erhalten.
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Ein Match Factor von 1000 entspricht der maximalen Ubereinstimmung, wihrend ein Match
Factor von 0 keinerlei Ubereinstimmung bedeutet.

Die Probenvorbereitung ist fiir eine STA mit einem chromatographischen Verfahren ein
wichtiger Bestandteil, da Stoffe, die nicht extrahiert werden auch nicht detektiert werden
konnen. Bei Urin werden zunichst metabolische Konjugate wie Glucuronide gespalten, wenn
diese nicht direkt bestimmt werden konnen oder bestimmt werden sollen. Im Idealfall sollten
durch die Probenvorbereitung storende Matrixbestandteile abgetrennt und die Analyte
angereichert werden, um die Nachweisempfindlichkeit zu erhdhen. Das kann bei einem
bekannten Untersuchungsspektrum mit einem passenden Extraktionsverfahren erreicht
werden. Bei der STA sollen alle Analyte mit einer Probenvorbereitung gleichzeitig erfasst
werden. Es werden fiir die STA mit LC-MS(/MS) liberwiegend Fliissig-Fliissig-Extraktionen
und Festphasenextraktionen (Solid-Phase-Extraktion — SPE) verwendet (Peters und
Wissenbach 2012). Eine besonders unspezifische Probenvorbereitung ist eine Proteinféllung,
beispielsweise mit Acetonitril. Es wird nur ein Teil der Matrix abgereichert und im Falle einer
Aufkonzentrierung werden stérende Matrixbestandteile des proteinfreien Uberstands mit
angereichert. Die Proteinfillung eignet sich fiir sehr polare Substanzen, die mit Fliissig-
Fliissig-Extraktion oder SPE nicht erfasst werden konnen.

Die Methoden zur Fliissig-Fliissig-Extraktion sind in der Regel auf die nachfolgende
Untersuchungsmethode optimiert und arbeiten mit verschiedenen organischen Losemitteln
oder Losemittelmischungen. Durch Einstellen des pH-Werts bei der Extraktion kdnnen saure
und basische Stoffe extrahiert werden. Es werden basische Substanzen bei alkalischen pH-
Bereich in die organische Phase iiberfiihrt (basischer Extrakt) und saure Substanzen im sauren
pH-Bereich (saurer Extrakt). Fiir HPLC-DAD wird die Extraktion mit Dichlormethan mit
jeweils einem sauren und basischem Extrakt vorgeschlagen (Pragst et al. 2004). Fiir polare
Verbindungen wird die Proteinfdllung verwendet. Fiir 1-Chlorbutan wurden im Arbeitskreis
Extraktion der Gesellschaft fiir Toxikologische und Forensische Chemie Ergebnisse zur
Extraktion von 215 Substanzen zusammengefasst und eine Referenzmethode beschrieben. Es
werden mit 1-Chlorbutan sehr reine Extrakte erhalten, aber nicht alle Substanzen konnen
extrahiert werden (Tonnes).

Die Festphasenextraktion wird in der STA iiberwiegend mit Mischphasen durchgefiihrt. Die
stationdren Phase enthélt als funktionelle Gruppen Cg/Cis-Seitenketten und einem
Kationenaustauscher besteht. Es werden neben Silica-basierten stationiren Phasen auch

Polymerphasen angeboten, die Vorteile bei der Extraktion von polaren Substanzen haben.
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Die Probe (Serum oder Urin) wird mit einem Puffer verdiinnt, der ggf. einen internen
Standard enthélt, der pH-Wert wird eingestellt. Zundchst wird das Saulenmaterial
konditioniert und dann wird die Probenlésung auf das Sdulenmaterial gegeben und
durchlaufen gelassen. Es folgen Waschschritte und die Elution erfolgt in zwei Schritten:
zuerst sauer/neutral, danach basisch. Der basische Extrakt der SPE ist sehr rein. Fiir die STA
wurden mehrere SPE-Verfahren verglichen, wobei Mischphasen die besten Resultate gaben
(Franke und Zeeuw 1998).

Fiir ein verldssliches Verfahren zur STA ist eine Methodenvalidierung erforderlich. Es sollen
damit verschiedene und wichtige KenngroBlen ermittelt werden. Es wird Vorgeschlagen die
Spezifitit, Sensitivitit, Wiederfindung, Matrixeffekt, Nachweisgrenze und die
Reproduzierbarkeit zu ermitteln, sowie Vergleichsanalysen durchzufiihren (Mueller et al.
2011). Die Sperzifitit wird ermittelt durch die Analyse von Proben, die keine Analyte
enthalten. Fiir eine empfindliche Analyse ist Kenntnis der Wiederfindung bei der
Probenvorbereitung wichtig, das heilit die Menge an Analyt die extrahiert wird im Vergleich
zu einer Standardlosung. Experimentell damit verkniipft ist fiir LC-MS-Methoden die
Untersuchung des Matrixeffekts, bei der die Signalintensitéit von einer Standardldsung und
einem Extrakt der Matrix, dem Standardlosung zugegeben wurde, verglichen wird. Die Matrix
kann die Ionisierung beeinflussen und damit die Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit der
Signale. Die Bestimmung aller KenngroBen ist fiir die groBe Anzahl der moglichen
Substanzen bei Suchanalysen praktisch nicht mdglich. Publikationen verwenden dazu haufig
eine reprasentative Auswahl an Substanzen (Mueller et al. 2011; Wissenbach et al. 2011). Ein
weiterer Bestandteil der Validierung qualitativer Suchanalysen ist die Analyse von Proben
bekannter Zusammensetzung und der Vergleich der Ergebnisse mit anderen etablierten
Methoden und die Leistungsfahigkeit iiberpriift und Limitierungen aufgedeckt werden.

Ziel dieser Arbeit war es, eine General Unknown Screening-Methode mit LC-MS zu
entwickeln und zu validieren als Ergdnzung zu etablierten HPLC-DAD-Screening-Verfahren.
Dadurch sollte das Untersuchungspektrum fiir die Systematische Toxikologische Analyse
erweitert werden, vor allem fiir Substanzen die mit HPLC-DAD nicht erfasst werden konnen.
Als Basis diente eine als Application Note verdffentliche Methode der Herstellerfirma des
verwendeten Massenspektrometers (Humbert und Lhermitte 2005), die auf in-source CID zur

Generierung informationsreicher Massenspektren basiert.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Gerate

2.1.1 HPLC-Diodenarray

Die HPLC-Untersuchungen wurden mit einer erweiterten TOX.I.S.-Anlage (Shimadzu,
Duisburg) durchgefiihrt. Dieses bestand aus: HPLC-Pumpe LC-20AD, Doppel HPLC-Pumpe
LC-20AB, Online-Entgaser DGU-20A5 und DGU20A3, Autosampler SIL-20A, Sdulenofen
CTO-20AC mit 2 FCV-14 Siulenschaltventilen, Photo-Diodenarray-Detektor SPD-M20A,
Option-Box mit 2 FCV-12 Siulenschaltventilen.

Fiir die Analyse von Urinproben mittels Online-Extraktion wurde eine Extraktionssiule, die
StrataX-CW-Saule (35 pum, 20x2.1 mm, Phenomenex, Aschaffenburg) verwendet und die
chromatographische Trennung mit drei LunaSCX-Séulen (5 pm, 2x 150x4,6 mm und 1x
50x4,6mm, Phenomenex) bei 40°C Ofentemperatur durchgefiihrt. Die genaue Beschreibung
des Verfahrens, sowie weiteren chromatographischen Bedingungen sind hier beschrieben
(Schonberg et al. 2006). Es wurden die unten aufgefiihrten Losungen verwendet.

Serumproben wurden nach der Methode von Pragst et al. (Pragst et al. 2004) untersucht. Die
Proben wurden wie in 2.2.4 beschrieben extrahiert. Die Trennung wurde auf einer
LiChrosphere RP8ec-Sdule (5 um, 250x4mm, Merck) in der Regel mit Acetonitril/Eluent B
(37:63 v/v) bei einer Flussrate von 1 ml/min durchgefiihrt.

Die Auswertung und Steuerung erfolgte mit LCSolution 32bit (Shimadzu). Als
Spektrenbibliothek kamen kommerzielle Bibliotheken zum Einsatz (Pragst et al. 2001,
Schonberg et al. 2006).

0,1 M Phosphatpuffer Eluent C (0,01 M Phosphatpuffer pH 6,0)
13,8 g Kaliumdihydrogenphosphat (wasserfrei) 100 ml 0,1 M Phosphatpuffer
ad 11 bidest. Wasser ad 11 bidest. Wasser
mit 4M Kaliumhydroxid auf pH 6,0 einstellen

Mobile Phase (TOX.L.S.)

Eluent A 30:70 (v/v) Eluent A/Eluent B

90:10 (v/v) Acetonitril/bidest. Wasser

Eluent B (0,05 M Phosphatpuffer pH 2,3)
34,5g Kaliumdihydrogenphosphat (wasserfrei)
ad 51 bidest. Wasser
mit 85% Phosphorséure auf pH 2,3 einstellen
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2.1.2 HPLC-MS

Das chromatographische System bestand aus einem Alliance 2695 HPLC-Modul mit
Sdulenofen (Waters, Eschborn). Die chromatographische Trennung wurde mit einer Luna
PFP(2) Sum-Trennsdule (150x2mm i.d., Phenomenex) bei 30°C durchgefiihrt. Es wurde ein
Gradient aus den FEluenten Acetonitril mit 0,1% Ameisensdure (A) und 10 mM
Ammoniumacetat mit 0,1% Ameisensdure pH 3,0 (B) bei einer Flussrate von 200ul/min
verwendet: 0-2 min 5% A, 2-16 min 5-90% A linear, 16-20 min 90-5% A linear, 20-26 min
5% A.

Die massenspektrometrische Analytik wurde mit einem Micromass Quattro micro (Waters)
Triple-Quadrupol-Massenspekrometer mit ESI-Quelle im MS1 Scan-Modus durchgefiihrt.
Die Steuerung, Auswertung einfacher Chromatogramme und Spektren, sowie die Bearbeitung
der Spektrenbibliothek erfolgte mit MassLynx 4.1 (Waters).

Die Elektrosprayionisierung fand bei 3.0 kV im positiven und negativen Modus (2 getrennte
Laufe) statt. Die Daten wurden von m/z 80 bis 800 in 260ms bei den Cone-Spannungen
+20V, +30V, +45V, +60V, +75V und +90V im positiven lonisationsmodus und -20V, -30V,
-45V, -60V,-75V und -90V im negativen lonisationsmodus aufgenommen.

Diese Messdaten wurden mit ChromaLynx (Waters) automatisch ausgewertet mit Hilfe der

Spektrenbibliothek im NIST-Format.

2.2 Probenvorbereitung

22.1 Proteinfallung von Serum- und Urinproben

In einem 1,5 ml Eppendorf-Gefall wurden zu 200 pl Serum 400 pl Acetonitril (HPLC Grade)
gegeben und sofort fiir 30 sec mit dem Vortex-Mischer vermischt. Zu Vervollstindigung der
Proteinfdllung wurde der Ansatz fiir 2 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach
wurde das Prizipitat fiir 5 min bei 13000 U/min abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in
ein neues Glasgefal} iiberfiihrt, bei 40°C unter Stickstoff eingedampft. Der Riickstand wurde

in 100 pl FlieBmittel aufgenommen und in ein Autosampler-Gefal3 iiberfiihrt.
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2.2.2 Hydrolyse von Urinproben

In einem 1,5 ml Eppendorf-Gefdl wurden zu 1 ml Urin 50 pl B-Glucuronidase (aus

Escherichia coli 140 Units/mg, Roche) gegeben und fiir 2h bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

2.2.3 Festphasenextraktion von Urin- und Serumproben (Chen et al. 1992;
Muller et. al 2002)

Fir die Festphasenextraktion wurde eine Mixed-Mode-Phase mit einem starken
Kationenaustauscher verwendet (Drug 3 ml / 200 mg, Macherey und Nagel).

Die Sdule wurde mit 2 ml Methanol und 2 ml Phosphatpuffer konditioniert. 1 ml Probe wurde
mit 2 ml Phosphatpuffer vermischt und 5 min bei 4000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde auf das Sdulenbett gegeben und ohne Vakuum durchlaufen gelassen. Danach wurde mit
2 ml Phosphatpuffer und 1 ml 0,1 M Essigsdure gewaschen. Das Sdulenmaterial wurde flir
5 min unter vollem Vakuum getrocknet. Danach wurden 100 pul Methanol auf das Sdulenbett
pipettiert und nach dem FEinlaufen in das Sdulenbett fiir 5 min unter vollem Vakuum
getrocknet.

Die sauren und neutralen Substanzen wurden durch Zugabe von 1,5 ml Elutionsmittel 1
eluiert und aufgefangen. Danach wurde das SPE-Material fiir 5 min unter vollem Vakuum
getrocknet.

Die basischen Substanzen wurden mit 1,5 ml Elutionsmittel 2 eluiert. Die Eluate wurden unter
Stickstoff bei 40°C abgedampft. Der Riickstand wurde in 100 pl FlieBmittel aufgenommen

und in ein Autosampler-Gefal} iiberfiihrt.

Phosphatpuffer Elutionsmittel 1
13,8 g Kaliumdihydrogenphosphat 50 : 50 (v/v) Aceton/Dichlormethan
(wasserfrei) Elutionsmittel 2
ad 11 bidest. Wasser 80 : 20 : 2 (v/v/v) Dichlormethan/Isopropanol/

mit 4M Kaliumhydroxid auf pH 6,0 einstellen 25% Ammoniak-Losung
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224 Flussig-Flussig-Extraktion von Serumproben

1 ml Serumprobe wurde zur Extraktion basischer Substanzen mit 100 ul Carbonatpuffer
versetzt und 5 ml 1-Chlorbutan zugegeben. Dazu wurde der Ansatz fiir 1 min mit dem Vortex-
Mischer extrahiert und fiir 5 min bei 4000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde im
Membranpumpenvakuum im Rotationsverdampfer bei 30°C eingedampft. Der Riickstand
wurde in 100 pl FlieBmittel aufgenommen und in ein Autosampler-Gefal {iberfiihrt.

Fiir saure Substanzen wurde anstelle des Carbonatpuffer 100 pul 1 M Salzsdure verwendet.

Carbonatpuffer
26,5 g Natiumcarbonat
zu 250 ml bidest. Wasser

2.2.5 Probenvorbereitung TOX.I.S. (Schénberg et al. 2006)

In einem 1,5 ml Eppendorf-Gefa3 wurde 1 ml abzentrifugiertem Urin mit 500 pl IS-Lésung
vermischt und 5 min bei 13000 U/min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml

Autosampler-Gefal} iiberfiihrt.

IS-Losung
0,01 M Phosphatpuffer mit 15 pg/ml Neostigmin
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Chromatographisches System und Gerateparameter

Als Ausgangspunkt diente eine Massenspektrenbibliothek der Firma Waters, welche auf
einem ZQ-Single-Quadrupol-Massenspektrometer aufgenommen wurde. Die grundlegenden
Geriteeinstellungen sind in einer Application-Note (Humbert und Lhermitte 2005) publiziert.
Die Bibliothek ist auch fiir das in dieser Arbeit verwendete Gerit geeignet wegen des gleichen
Aufbaus der Ionenquelle. Leider sind zu dieser Methode keine Validierungsdaten erhiltlich
und der nicht mehr aktualisierten Bibliothek fehlen Referenzspektren fiir haufig in der
Routine auftauchenden Substanzen, wie zum Beispiel Betdubungsmittel, hdufig verschriebene
Antiepileptika und Metabolite, die in Urinproben auftreten und die Plausibilitit des
Untersuchungsergebnisses unterstiitzen.

Vorexperimente mit diesem Verfahren waren nicht zufriedenstellend (nicht dargestellt), da
mit dem verwendeten chromatographischen System mit einer C18-Sdule sehr polare
Substanzen friih eluierten und die Signalintensitit durch die niedrige Konzentration an
Acetonitril herabgesetzt war, zum Beispiel bei Morphin. Gleichzeitig stieg die Gefahr der
Ionensuppression im Bereich der Lauffront, da dort polare Stérungen der Matrix ebenfalls
eluierten (siehe auch 3.4). Die C18-Sdule wurde durch eine Pentafluorphenyl-Séule (PFP)
ausgetauscht. Diese wurde schon bei Screening-Verfahren in der Literatur verwendet (Dresen
et al. 2010, Weinmann et al. 2011).

Es hatte sich in den Vorexperimenten gezeigt, dass der erste Scan bei einer Cone-Spannung
von 15 V bei dem verwendeten Gerdt zwar Molekiilionen lieferte und wenig Fragmente, aber
die Intensitit und damit die Empfindlichkeit war nicht optimal. Um die Intensitdt der
Molekiilionen zu optimieren, wurde auf Ergebnisse von Tuning-Experimenten
zuriickgegriffen. Dort wurden alle optimalen Cone-Spanungen fiir eine maximale
Empfindlichkeit ermittelt fiir Bestitigungsanalysen und Medikamentenspiegelbestimmungen.
Die Cone-Spannungen besitzen eine Haufigkeitsverteilung (Abbildung 4). Danach haben die
meisten Stoffe im positiven lonisationsmodus ihre optimale Signalintensitit des Molekiilions
bei 25 V, 30 V und 42 V. Amphetamine fragmentierten ab 25 V schon deutlich, das
Maximum der Molekiilionen fiir diese Substanzgruppe lag bei 20-22 V. Die Cone-Spannung
fiir den ersten Scan wurde daher auf 20 V erhoht, die bei 15 V aufgenommenen Spektren
konnten iibernommen werden. Bei Opiaten lag die optimale Cone-Spannung um 40-45V. Die

restlichen Cone-Spannungen der Originalmethode wurden beibehalten (30, 45, 60, 75, 90V).
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Abbildung 4: Optimale Cone-Spannungen in V zur Erzeugung von Molekiihlionen bzw. -addukten (ESI+). Die
Daten wurden aus Tuning-Experimenten mit 51 verschiedenen Substanzen erhalten.
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3.2 Erganzung der Spektrenbibliothek

Die gednderten chromatographischen Bedingungen erforderten eine neue Ermittlung der
Retentionszeiten. Sie wurden ermittelt durch Injektion von 20 ng, 50 ng Reinsubstanz bzw.
500 ng Reinsubstanz bei Stoffen, deren therapeutisch wirksame Konzentrationen im mg/l-
Bereich liegen. Damit konnte auch grob abgeschitzt werden, welche Grofle die Peaks haben
werden und ob die Substanz damit empfindlich genug identifiziert werden konnte.
Gleichzeitig konnte verifiziert werden, ob die Massenspektren des Herstellers hinreichend gut
auf das verwendete Gerdt iibertragbar sind. Dies war wegen des gleichen Aufbaus der
Ionenquelle und der nachfolgenden Ionenoptik in der Regel der Fall.

Einige Wirkstoffe und Metabolite, welche in der klinisch-toxikologischen Routine héufig in
Serum- und Urinproben auftreten, fehlten in der Herstellerbibliothek und wurden erginzt
(Tabelle 1). Fir Substanzen und Metabolite, fiir die im Labor keine Referenzsubstanz
verfiigbar war, wurden die Spektren aus Proben isoliert. Die Urinproben waren
Rinversuchsproben, Proben aus Fremdlaboren und Proben, die zuvor mit dem TOX.LS.
analysiert wurden. Die Serumproben stammten von Medikamentenspiegelbestimmungen, so
dass fiir die untersuchten Wirkstoffe Konzentrationen ermittelt worden waren oder

Ringversuche. Diese Spektren mussten mit weiteren unabhéngigen Proben verifiziert werden.
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Das ist am Beispiel von Citalopram dargestellt (Abbildung 5). Citalopram wird durch das
Cytochrom-P450-System in der Leber verstoffwechselt und es entstehen mehrere Metabolite.
Desmethylcitalopram wird durch die Isoenzyme CYP2C19, CYP3A4 und CYP2D6 gebildet.
Eine weitere N-Demethylierung zu Didesmethylcitalopram erfolgt durch CYP2D6. Durch N-
Oxidation durch CYP2D6 entsteht Citalopram-N-Oxid. Eine Deaminierung zu Citalopram-

Propionsédure wird ebenfalls beobachtet (Olesen und Linnet 1999).

Substanz ESI  Retentionszeit Probenvorbereitung
(min)

1-Benzylpiperazin pos 8,28 SPE basisch
7-Amino-3-OH-Clonazepam pos 13,22 Reinsubstanz
Amphetamin pos 12,00 Reinsubstanz
Aripiprazol pos 17,44 SPE basisch
Citalopram-N-Oxid pos 17,22 SPE basisch
Clotiazepam pos 18,46 Reinsubstanz
Dihydrocodein pos 11,40 Reinsubstanz
Doxepin pos 16,82 Reinsubstanz
Felbamat pos 14,02 Reinsubstanz
Gabapentin pos 10,44 Reinsubstanz
Haloperidol pos 16,79 PP
Hydrocodon pos 12,70 Reinsubstanz
Hydromorphon pos 10,78 Reinsubstanz
Hydroxymidazolam pos 15,88 SPE basisch
Lacosamid pos 13,60 PP
Levetiracetam pos 9,69 Reinsubstanz
MDA pos 12,59 Reinsubstanz
Metamphetamin pos 12,50 Reinsubstanz
Methaqualon pos 17,30 SPE basisch
N-Desmethyl Diphenhydramin pos 16,20 SPE basisch
N-Desmethyl-Chlorprothixen pos 18,24 SPE basisch
Nordoxepin pos 16,56 Reinsubstanz
Nortilidin pos 14,53 Reinsubstanz
Nortryptiline pos 17,44 Reinsubstanz
Oxazepam-Glucuronid pos 14,01 SPE basisch
Oxycodon pos 12,42 Reinsubstanz
Perazin pos 17,56 Reinsubstanz
Phenylethylmalonamid pos 11,84 SPE basisch
Pipamperon pos 13,70 Reinsubstanz
Pregabalin pos 11,00 PP
Quetiapin pos 16,06 Reinsubstanz
Rufinamid pos 14,46 PP
Sitagliptin pos 14,68 SPE basisch
Tilidin pos 14,90 Reinsubstanz
Triazolam pos 16,86 Reinsubstanz

Tabelle 1: Ergédnzte Substanzen und Metabolite

Es wurde entweder Reinsubstanz injiziert oder Proben mit bekannter Zusammensetzung aufgearbeitet und
analysiert. Metabolite wurden aus Urinproben erhalten und anhand der Literatur identifiziert (z.B. Giissregen et
al. 2008; Schrofel et al. 2010; Bakdash 2011). (PP: Proteinféllung)
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Abbildung 5: Ergéinzung von Metaboliten und Neuermittlung der Retentionszeiten am Beispiel von Citalopram

Oben: Isolierte Chromatogramme einer klinischen Urinprobe bei 30V fiir Didesmethylcitalopram (A),
Desmethylcitalopram (B), Citalopram (C) und Citalopram-N-Oxid (D). Letzteres war in der Bibliothek nicht
vorhanden, es wurden die Spektren isoliert und hinzugefiigt. Die Retentionszeiten wurden angepasst.

Unten: Auswertung derselben Probe (gleicher Datensatz) mit Hilfe von ChromaLynx. (Avg = Average Match
Factor)
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Fiir Citalopram-Propionsdure konnte kein aussagekriftiges Spektren aus den untersuchten
Urinproben erhalten werden. Spektren fiir Citalopram, Desmethylcitalopram und
Didesmethylcitalopram waren in der Herstellerbibliothek schon vorhanden und es mussten
die Retentionszeiten aktualisiert werden. Spektren von Citalopram-N-Oxid wurden aus den
Chromatgrammen der 6 verschiedenen Cone-Spannungen isoliert und der Bibliothek
hinzugefiigt. Zur Verifizierung der Retentionszeiten und des isolierten Spektrums von
Citalopram-N-Oxid wurden 5 Urinproben untersucht, bei denen im HPLC-Screening

Citalopram und Metabolite nachweisbar waren.

Substanz Probe 1 Probe2 Probe3 Probe4 Probe5 Mittelwert SD

Citalopram 659,50 668,50 671,67 683,17 655,67 667,70 10,81
Desmethylcitalopram 703,17 692,67 687,00 646,00 551,00 655,97 62,56
Didesmethylcitalopram 459,40 430,20 - - - 444,80 20,65
Citalopram-N-Oxid 470,17 428,50 605,00 - - 501,22 92,26

Tabelle 2: Verifizierung der Retentionszeiten und Spektren von Citalopram und dessen Metabolite

Angegeben sind die jeweiligen Average Match Factors und die Standardabweichung vom Mittelwert (SD)

Nicht in allen Proben konnten Didesmethylcitalopram und Citalopram-N-Oxid nachgewiesen
werden. Durch die geringe chromatographische Trennung der 4 Analyte werden sie von den
hohen Konzentrationen an Citalopram und Desmethylcitalopram verdeckt. Es treten
Mischspektren auf, die von ChromaLynx iiber dem festgelegen unteren Match Factor von 400
nicht mehr erkannt werden. Das spiegelt sich auch in den teilweise niedrigen Match Factors
bei den Proben 1 und 2 wider. Die fehlenden, wichtigen Massenpeaks bei m/z 262 und 109 in
dem ,,Component“-Spektrum (Abbildung 5 unten) verdeutlichen dies und lassen sich
folgendermafBen erkldren. ChromaLynx verfolgt die Chromatogramme die am stirksten
auftauchenden Ionen fiir jede Aufnahmefunktion und ermittelt die Retentionszeiten deren
Peaks. Durch einen Vergleich der Retentionszeiten kdnnen Mischspektren erkannt werden,
und die Ionen werden fiir die Bibliothekssuche eliminiert. Die beiden Massenpeaks sind
Fragmente, die bei allen vier Substanzen mit hoher Intensitdt entstechen und es wird den
Massenpeaks die Retentionszeit des Citaloprams und des Desmethylcitaloprams zugeordnet,
welche bei der Probe die hochsten Peaks haben. Folglich werden sie bei
Didesmethylcitalopram und Citalopram-N-Oxid fiir die Bibliothekssuche eliminiert. Sie sind

in den Originaldaten vorhanden, da das Spektrum aus dem selben Datensatz extrahiert wurde.
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Bei der Injektion von Referenzsubstanzen werden sehr reine Spektren erhalten. Die Spektren
wurden durch Aufsummierung der Spektren iiber die volle Peakbreite erhalten. Massenpeaks
mit einer relativen Intensitdt von <2% zum Basispeak wurden eliminiert um den Hintergrund
und die Massenpeakzahl zu verringern. Das fithrt zu einer Verbesserung der
Spektrenbibliothekssuche, da der Suchalgorithmus neben dem Auftreten von Massenpeaks

auch deren relative Intensitdat mitbeurteilt wird.

94.95 1.96e6 105.98 4.43¢6
100 90 1003 90
S Vv =] Vv
118.02 1
N 172,00 239.94 ! | 132.00
0 et e L R B A Ottt
1009462 75 1287 4qq 9101 75 2.20e7
> ‘ _— v > 10598 43007 v
] 55_153.60 ] '
0“‘\‘\‘“‘"w““w“‘w“‘w ““““““““““““ 0 \‘\\\‘\
100,95:02 60 3.0567  4qq. 9101 60 6.097
& 137.01154.08 \ = 132.00 v
O"“I‘“““““““““‘ ““““““““““““““ 07““ LI B “““““!““““ LBLELLIN DL L LRI DR L BLRLRLIL IR
100 137.01_154.08 45 25867 450, 9101 45 5.18¢7
0195.02 o]
e l 119.02| |172.07 195.10 \Y > 119.02 132.07 \
07“I“\‘L“‘\““\““‘\“‘K““ LR I IR L B 07““\““\““\“w\““\!“‘\“”““““““““““““““
171.97 4.43¢7 119.02 2.79¢7
100 100
5 30 5 150.06 30
< 153.98 2] 9101 Vv
1 13699 | 195002129 1 132.07 191.15
100 171.97 20 38%7 400 149.73 20 2566
R Vv = \ 19075
212.93 342.81 118.77 {
O+ R R SR RN I R e Mz O e e e e e M/Z
100 150 200 250 300 350 80 100 120 140 160 180 200 220

Abbildung 6: Refenzspektren von Gabapentin (A) und Metamphetamin (B)

In Abbildung 6 sind Referenzspektren von Gabapentin und Metamphetamin im positiven
Ionisationsmodus dargestellt. In der Bibliothek sind die m/z-Werte auf 1 Da gerundet
abgespeichert. Mit steigender Cone-Spannung fragmentieren die Molekiilionen zu kleinerem
m/z. Das Signal bei m/z 191 ist vermutlich ein Artefakt, das das Molekiilion [M+H"] von
Metamphetamin m/z 150 ist (Abbildung 6B).
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In dieser Arbeit wurden insgesamt 35 Substanzen mit 194 Massenspektren nach der
beschriebenen Vorgehensweise zu der Massenspektrenbibliothek hinzugefiigt. Fiir iiber 126
Substanzen wurden die Retentionszeiten ermittelt durch Injektion von Reinsubstanzen oder
durch die Analyse von Patientenproben. Damit wurde die Herstellerbibliothek dem
chromatographischen System angepasst. Alle Stoffe, fiir die noch keine Retentionszeit
ermittelt wurde, konnen dennoch anhand ihrer Massenspektren identifiziert werden, indem die
Retentionszeit aus der Bewertung der Suche ausgeschlossen wird. Dadurch steht eine
Datensammlung mit iiber 2800 Spektren zur Verfiigung. Es wird bei dieser Vorgehensweise

zunéchst die Selektivitit eingeschrinkt.

3.3 Systemkontrolle und Spektrenstabilitat

Die in dieser Arbeit beschriebene LC-MS-Methode arbeitet ohne Verwendung eines internen
Standards. Hauptgrund ist die Vermeidung von Mischspektren moglicher co-eluierender
Analyte. Statt einem internen Standard wird vor einer Messserie eine Systemkontrolle
durchgefiihrt, um die Retentionszeiten, die Empfindlichkeit und die Massenkalibration des
Geridtes zu lberpriifen. Die Spektrenbibliothek verwendet absolute Retentionszeiten und
grofle Abweichungen kénnen die Identifizierung der Analyte verhindern. Durch den Vergleich
der Match Factors die Reproduzierbarkeit der aufgenommenen Massenspektren iiber einen
lingeren Zeitraum gezeigt (Tabelle 3). Das Molekiilion des Digitoxins dient der Uberpriifung

der Massenkalibration im oberen m/z-Bereich.

Substanz RT (min) SD Mittelwert Match Factors SD
Morphin 7,00 0,219 667,44 58,58
Codein 11,55 0,051 546,89 38,23
Amphetamin 11,76 0,069 838,56 51,08
Tilidin 14,83 0,059 834,28 39,89
Digitoxin 17,08 0,049 431,31 20,53
Methadon 17,90 0,087 749,88 13,06

Tabelle 3: Systemkontrolle {iber 4 Monate an 12 Messtagen

Es wurde vor dem Lauf 10 pl einer Mischung mit jeweils 1pg/ml Morphin, Codein, Amphetamin, Tilidin,
Methadon und 5pg/ml Digitoxin injiziert. Das Molekiilion des Digitoxins [M+H"] m/z 782 dient zur
Uberpriifung der Massenkalibration am oberen Ende des Scan-Bereichs.
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Die Massenspektren von ~ Amphetamin und Tilidin wurden auf dem selben Gerit
aufgenommen und stimmen am besten mit den Referenzspektren iiberein. Methadon,
Codein, Morphin und Digitoxin waren schon in der Herstellerbibliothek vorhanden und
kénnen gut wiedergefunden werden. Die schlechtere Ubereinstimmung vor allem bei Codein
und Digitoxin ist ein Resultat der unterschiedlichen Intensititen der Fragmentionen zwischen
den Referenzspektren und den im aufgenommenen Massenspektren.

Dennoch sind die intensiven Ionen vorhanden und reichen fiir eine Identifizierung aus, trotz
des niedrigen Match Factors (Abbildung 7). ChromaLynx ist so eingestellt worden, dass die 8
intensivsten Massenpeaks fiir eine Bibliothekssuche verwendet werden sollen (blau und rot
dargestellt). Nur die blau eingefirbten Massenpeaks sind auch im Referenzspektrum

vorhanden.
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Abbildung 7: Vergleich Referenzspektrum aus der Bibliothek (oben) und dem Spektrum aus der Messung der
Systemtestlosung: Forward Match Factor 306, Reverse Match Factor 330 (Cone-Spannung 75 V)

Die blauen Massenpeakts wurden fiir die Bibliotheksuche verwendet, die roten sind nicht im Referenzspektrum
vorhanden. Die hellblauen Massenpeaks wurden von der Suche ausgeschlossen (ChromaLynx)
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3.4 Untersuchungen zur lonensuppression

Ionensuppression und auch Ionenenhancement ist bei ESI am ausgepriagtesten durch
Interaktion zwischen Probenmatrix und Analyt in Losung bei der Vernebelung in der ESI-
Quelle. Einflussgroflen konnen eine Affinitidt des Analyten zur Oberfliche des Sprays (Cech
und Enke 2001) und eine Konkurrenz der Ionen in Losung um die konstante Ladungsmenge
der ESI-Quelle sein. Der Effekt ist sehr ausgeprégt bei co-eluierenden Substanzen bei hohen
Konzentrationen (Enke 1997; Remane et al. 2010). Fiir die verwendeten
Probenvorbereitungen bei den Vergleichsanalysen, der Proteinfillung und der
Festphasenextraktion, wurde lonensuppression im positiven lonisationsmodus untersucht,
weil dieser die weitaus groflere Zahl an Analyten abdeckt und Suppressionseffekte die
Nachweisempfindlichkeit herabsetzen. Es wurde eine Untersuchung des Auftretens von
Ionensupression bei verschiedenen Probenvorbeitungsmethoden von Serum fiir die STA
publiziert (Miiller et al. 2002). In dieser Arbeit wurde dies auch mit Urin als Matrix
durchgefiihrt. Da sich die verwendeten Gerdte und chromatographischen Methoden
unterscheiden, wurde Leerserum und Leerurin untersucht. Dazu wurde tiber ein T-Stiick
konstant Codein ([M+H'] 300 m/z) mit dem Eluat der HPLC vermischt und im Full-Scan-
Modus bei den 6 Cone-Spannungen gemessen. Ausgewertet wurde m/z 300 bei einer Cone-
Spannung von 45 V (Abbildung 8). Der negative Ionisationsmodus ist recht spezifisch und
zeigt kaum Suppressionseffekte (nicht dargestellt). Die Basislinie bei der Injektion von
FlieBmittel steigt durch den Gradienten mit hdherer Acetonitril-Konzentration und der
dadurch bedingten besseren Verdampfung des FlieBmittels an. Bei etwa 2-3 min befindet sich
die Lauffront und die polaren Bestandteile werden eluiert. Hier ist bei Serum der einzige
Bereich mit groerer lonensuppression nachzuweisen. Bei Urin sind mehrere Bereiche mit
Suppressionseffekten zu erkennen (schwarz markiert), wobei die basische Fraktion ab etwa

7 min noch am wenigsten Signaleinbruch zeigt.
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Abbildung 8: Untersuchung des Matrixeffektes im positiven Elektrospray-lonistationsmodus durch
Nachsduleninfusion von Codein (50ug/ml, 5ul/min) [M+H*] m/z 300.

Die Chromatogramme sind auf 1x107 cps normiert.

Leerserum bzw. Leerurin wurden mit Acetonitril deproteiniert (rot) oder iiber Festphasenextraktion (SPE)
aufgearbeitet und die beiden Fraktionen getrennt analysiert. Bei Leerurin sind Bereiche mit Ionensuppression
durch einen schwarzen Balken gekennzeichnet.
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Im Bereich ab ca. 20 min eluieren hauptsiachlich Phospholipide, so dass je nach Serummatrix
starke Suppressionseffekte entstehen konnen. Dies ist bei der Proteinfallung (2.2.1) besonders
ausgepragt (Abbildung 9A). Das Vorhandensein von Phospholipiden kann durch die
Phosphatidylcholin-Gruppe (m/z 184) nachgewiesen werden. Sie tritt als Fragmention bei
hohen Kollisionsenergien auf und ist spezifisch fiir alle Phospholipide. Sie befinden sich bei
der Festphasenextraktion hauptsichlich in der neutral/sauren Fraktion (Abbildung 9C) . Ein
kleiner Hintergrund an Phospholipiden ist immer vorhanden, sie lagern sich unter Umstdnden
in den Kapillaren und Trennsdulen im HPLC-Teil ab und werden bei hohem Acetonitrilanteil

abgelost (Abbildung 9A und D).
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Abbildung 9: Chromatogramm der Phospholipide bei den Probenvorbereitungen fiir Serum
Fragment m/z 184 bei 90V Cone-Spannung normiert auf 1,24x107 cps

A: Injektion von FlieBmittel

B: Serum nach Proteinfillung

C: Serum SPE neutral/saure Fraktion

D: Serum SPE basische Fraktion
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3.5 Validierung am Beispiel einiger Benzodiazepine im Urin

3.5.1 Wiederfindung und Matrixeffekt

Fiir eine Validierung von Screening-Methoden ist die Bestimmung der Nachweisgrenze
(LOD, Limit of Detection), Matrixeffekt und Wiederfindung, zumindest fiir eine Auswahl an
Substanzen, sinnvoll. Fiir ein General Unknown Screening ist es mit sehr hohem Aufwand
verbunden fiir alle Stoffe diese Parameter zu bestimmen. Da das TOX.1.S.-Verfahren fiir das
Urin-Screening in der verwendeten Konfiguration Benzodiazepine nicht nachweisen kann,

wurden einige Benzodiazepine und Metabolite fiir die Validierung ausgewaihlt.
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Abbildung 10: Bestimmung der Wiederfindung und des Matrixeffektes

Aus den Total-lon-Count-Chromatogrammen (TIC) wurden Chromatogramme fiir die jeweiligen Molekiil-
massen z.B. [M+H"] m/z 285 Diazepam generiert und integriert.
Oben: Standard-Losung (TIC) und extrahiertes Chromatogramm m/z 285
Mitte: Leerurin wurde mit SPE aufgearbeitet und die Eluate mit der Standard-Losung aufgenommen.
Links : Neutral/Saure Fraktion
Rechts : Basische Fraktion
Unten: Leerurin wurde mit Standard-Losung versetzt und mit SPE aufgearbeitet.
Links : Neutral/Saure Fraktion (nur Hintergrundrauschen)
Rechts : Basische Fraktion
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Zur Bestimmung der Wiederfindung, des Matrixeffektes und der Prozesseffizienz wurde eine
Vereinfachung einer beschriebenen Vorgehensweise durchgefiihrt (Matuszewski et al. 2003).
Es wurden 6 verschiedene Urinproben von Probanden ohne Medikamenteneinnahme
verwendet, die zuvor mit immunologischen Testverfahren als negativ getestet waren. Sie
wurden mit der LC-MS-Methode analysiert und es konnten keine Substanzen aus der
Bibliothek identifiziert werden. Sie hatten einen Creatinin-Wert von 0,42-3,47 g/1. Sie wurden
mit je 500 ng/ml Substanz versetzt und Hydrolysiert (2.2.2). Danach wurden die Proben mit
der Festphasenextraktion (2.2.3) aufgearbeitet und analysiert. Zur Berechnung der
Wiederfindung und des Matrixeffektes wurden die Chromatogramme der Molekiilionen mit

QuanLynx integriert (Beispiel Diazepam Abbildung 10).

3.5.2 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze soll die Konzentration sein, bei der die Auswertesoftware ChromaLynx
die Substanz in allen 6 Urinproben wenigstens mit einem Average-Match-Factor (Avg) von

>400 erkennt, also wenigstens als fraglich positiv markiert.

|
=] 1473
100 abe 18081848y
& 5B 12291313 13.93 AN
% 258 840 19.45 21.46.21:80
5.69 935
UI 1 1 1 1 1 1 1 1 T 1 ! ] AT 1 LI 1 ""Imin
2.0 4.0 8.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 22.0 24

olx| Library: Diazepam

Candidate List - Benzemip_1_200ng_SPE_basisch_pos_Urin_3 285
T-Aminonitrazepam RT 12.17 (12.13) Avg 616.50 1007
7-Amino-3-0H-Clonazepam RT 13.14 (13.22) Avg 680.67
7-Aminoclonazepam RT 13.88 (13.95) Avg 672.00
7-Aminoflunitrazepam RT 14.79 (14.75) Avg 671.33 %%
Chlordiazepoxide RT 15.04 (14.97) Avg 663.67
Bromazepam RT 15.19 (15.20) Avg 506.00
Midazolam RT 15.99 (15.96) Avg 564.83 0
Flurazepam RT 16.14 (16.17) Avg 675.67
Medazepam RT 16.47 (16.46) Awvg 520.50 Component: Diazepam 1.855e+007
Alprazolam RT 16.75 (16.82) Avg 646.33 100- 284.69
Triazolam RT 16.86 (16.86) Avg 649.17

- Flunitrazepam RT 17.71 (17.82) Avg 729.67

Tetrazepam RT 18.34 (18.44) Avg 699.00 %] 15377 19466

-  Clotiazepam RT 18.47 (18.46) Avg 788.83

Prazepam RT 19.43 (18.80) Awg 690.83

156
I

105 }1? 147

o OO e OO IO o OO OO e OO OO e IO oy OO e OO e OO e IO e O e OO e OO

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Abbildung 11: Chromatogramm und Auswertung einer Urinprobe mit einer Mischung verschiedener
Benzodiazepine von je 200 ng/ml. Dargestellt ist auch das extrahierte Spektrum von Diazepam im Vergleich zur
Bibliothek (Cone 60V). Griin dargestellt sind alle identifizierten Substanzen (Avg >700), gelb alle fraglichen
(Avg >400)
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Es war nicht moglich, die komplexe Mischung aus 27 Substanzen mit dem verwendeten
chromatographischen System so zu trennen, dass ChromaLynx die Spektren aller Substanzen
herausfiltern konnte. Daher wurden einige Substanzen erst einmal nicht erkannt und spéter mit
sukzessive reduzierten Substanzmischungen getrennt analysiert. Es entstanden teilweise
Mischspektren, die sich, zumindest automatisch, nicht interpretieren lieBen. Als
Ausgangspunkt zur Ermittlung der Nachweisgrenze dient der Cut-Off-Wert von 200 ng/ml
des im Labor verwendeten immunologischen Benzodiazepin-Tests (Benzodiazepines HS,
CEDIA, Thermo Fischer). Es wurden zunéchst Urinproben mit 200 ng/ml und 300 ng/ml mit
allen untersuchten Benzodiazepinen versetzt, aufgearbeitet und analysiert. In Abbildung 11 ist
eine Auswertung einer Urinprobe mit einer Mischung verschiedener Benzodiazepine von je
200 ng/ml mit ChromaLynx dargestellt. Benzodiazepine, die nicht erkannt wurden, wurden
zunédchst in weiteren Mischungen untersucht, die aus weniger Benzodiazepinen bestanden.
Danach wurde die Konzentration der immer noch nicht sicher erkannten Benzodiazepine auf

500 ng/ml und 750 ng/ml erhoht.

3.5.3 Zusammenfassung der Validierungsdaten

Die Validierungsdaten fiir alle untersuchten Benzodiazepine sind in Tabelle 4
zusammengefasst. Die Extraktionsmethode ist mit einer Wiederfindung von 43,9%-109,0%
gut geeignet. Durch die unterschiedlichen Eigenschaften der Substanzen waren Lorazepam,
Clobazam und Desmethylclobazam in der neutral/sauren Fraktion mit hoher Ausbeute zu
finden.

Der Matrixeffekt war nach dem Ergebnis dieses Experimentes fiir Urin in dem Bereich
12-18 min nicht so ausgeprigt, wie das Ergebnis der Nachsduleninfusion vermuten lésst.

Die Nachweisgrenze (NWGQG) wurde definiert, als die Konzentration, bei der ChromalLynx bei
allen 6 Urinproben die Substanz mit einem Average Match Factor von >400 erkennt.
Desmethylclobazam konnte nicht mit einer Konzentration von 750 ng/ml erkannt werden.
Insgesamt konnten die untersuchten Benzodiazepine in Konzentrationen nachgewiesen

werden, die im Urin fiir einen Medikamentennachweis klinisch relevant sind.
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Retentionszeit Substanz Wiederfindung (%) SD (%) Matrixeffekt (%) SD (%) Prozesseffizienz(%) SD (%) NWG (ng/ml)
(min) n=6 n=6 n=6 n=6
12,13 7-NH,-Nitrazepam 89,7 2,7 84,9 24,7 76,2 24,7 200
13,22 7-NH,-3-OH-Clonazepam 87,5 93 104,0 22,1 90,8 23,7 200
13,95  7-NH,-Clonazepam 88,7 4,7 82,3 28,5 73,6 30,2 500
14,75  7-NH,-Flunitrazepam 90,7 6,3 84,2 9.4 76,7 145 200
14,97  Chlordiazepoxid 95,5 42 84,2 5,9 80,4 6,9 200
15,20 Bromazepam 86,0 6.9 104,6 6.4 90,1 11,4 200
15,96  Midazolam 94,0 4,7 82.8 55 77,8 6.4 200
16,17  Flurazepam 952 3,8 84,5 3,9 80,4 56 200
16,30  Oxazepam 87,1 16,5 136,4 5,0 118,2 13,1 500
16,46  Medazepam 94,4 5,8 82,4 2,7 77,8 6,4 200
16,47  Lorazepam * 76,9 7,3 100,3 15,7 77,8 21,0 500
16,49  2-OH-Ethyl-Flurazepam 952 3,8 84,5 3,9 80,4 5,6 500
16,71 Desmethylclobazam * 109.,0 19,5 73,3 249 81,7 35,2 nn
16,82  Alprazolam 92,6 4.4 93,8 3,0 86,8 4.8 200
16,86  Triazolam 80,8 2,9 89,4 3,8 72,3 4.6 200
16,98  Nitrazepam 86,1 10,7 97,1 2,5 83,6 10,7 200
17,08 Desalkylflurazepam 83,9 8,9 943 1,8 79,1 10,0 200
17,10 Clonazepam 71,4 12,5 100,9 2.8 71,9 11,6 300
1720 Nordazepam 90,8 8,0 87,5 8.4 79,8 14,6 200
17,35 Temazepam 72,7 6,1 95,2 5,1 69,3 7.8 500
17,44 Lormetazepam 92,0 12,6 68,2 15,1 63,7 24,8 200
17,76  Clobazam * 99.4 6,1 85,7 18,9 84.6 15,0 200
17,82 Flunitrazepam 83,5 6,9 96,7 4.6 80,7 8,4 200
18,20  Diazepam 82,9 42 94,5 2,8 78,3 4.0 200
18,40  Tetrazepam 98,3 2,2 91,7 44 90,1 4,0 200
1846  Clotiazepam 84,7 42 91,2 2,0 77,2 3,5 200
19,52 Prazepam 439 13,9 71,5 2,5 31,4 15,1 200

Tabelle 4: Wiederfindung, Matrixeffekt und Nachweisgrenze einiger Benzodiazepine und Metabolite in Urin.

Es wurden negativ getestete Urinproben mit 500 ng der untersuchten Benzodiazepine dotiert und mittels
Festphasenextraktion aufgearbeitet. Die Nachweisgrenze ist die Konzentration, bei der ChromalLynx die
Substanz anhand der isolierten Spektren wenigstens als fraglich bei allen 6 Urinproben erkennt (4verage Match

Factor >400).

* in der neutral/sauren Fraktion

nn: nicht nachweisbar



3 Ergebnisse und Diskussion Seite 29

3.6 Vergleichsanalysen

Zur Validierung wurden Vergleichsanalysen mit Realproben aus der Routineanalytik und
Ringversuchsproben durchgefiihrt. Urinproben sind immunologisch mit CEDIA-Testen, mit
LC-MS/MS-Bestitigungsanalysen und mit dem TOX.L.S.-Verfahren analysiert worden.
Serumproben stammten aus Medikamentenspiegelbestimmungen und aus Ringversuchs-
proben bevorzugt mit Substanzen, die mittels HPLC-DAD nicht so gut erfasst werden konnen.
Die Vergleichsanalysen wurden hauptsichlich mit Urinproben durchgefiihrt, die im
Routinelabor in grofler Zahl verfiigbar waren und auch geniigend Material vorhanden war. Es

werden nur die Resultate beriicksichtigt, die Chromal.ynx automatisch vorschligt.

3.6.1 Urinproben: Ringversuche und Kontrollmaterial

Ringversuchsproben und Kontrollproben enthalten verschiedene Substanzen mit bekannter
Konzentration. Es kann dann abgeschitzt werden, bei welcher Konzentration der Analyten ein
positiver Nachweis moglich ist (Tabelle 5). Die tiberwiegende Anzahl der Substanzen fand
sich in der basischen Fraktion der Festphasenextraktion wieder und die Ergebnisse der
umfassenden Validierung der Benzodiazepine-Gruppe (3.5.3) lassen sich noch einmal
bestdtigen. 7-NH,-Flunitrazepam, Bromazepam und Nordazepam konnten aus einer
komplexen Probe noch weit unter der ermittelten Nachweisgrenze identifiziert werden.

Nicht nachweisbar waren THC-Carbonsdure, Barbiturate und Norbuprenorphin. THC-
Carbonsdure liel sich beim Injizieren der Referenzsubstanz mit einer sehr viel hoheren
Konzentration nur im negativen lonisationsmodus mit sehr geringer Signalintensitit als
Molekiilion [M-H"] m/z 343 durch manuelles Prozessieren nachweisen. Fiir THC-Carbonséure
sind zunéchst keine Referenzspektren aufgenommen worden. Das Molekiilion selbst konnte
jedoch in keiner der Ringversuchsproben nachgewiesen werden. Dies gilt ebenso fiir die
Barbiturate, sie eluieren in der neutral/sauren Fraktion (Chen et. al 1992) und lassen sich nur
negativ ionisieren. Ein entsprechender Peak im Chromatogramm ist bei hdheren
Konzentrationen >5000 ng/ml gut nachweisbar, das reichte bei den iiberpriiften

Konzentrationen nicht aus.
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Ringversuche Drug U-Confirmation
Substanz SPE Cut-Off -25%
Fraktion Min. Max. Anzahl Wieder-
Konzentration Konzentration Proben findung|Konzentration
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1-Benzylpiperazin basisch 1500 1 100%

6-MAM basisch 75 750 3 100% 10 nn
7-NH,-Flunitrazepam basisch 100 1 100% 75 +
Ambroxol basisch 2000 1 100%

Amitriptylin basisch 500 1000 4 100%

Amphetamin basisch 150 +
Benzoylecgonin basisch 500 750 6 100% 112,5 +
Bromazepam basisch 400 1500 3 100% 75 +
Buprenorphin basisch 50 500 3 100% 3,75 nn
Clonazepam neutral 500 1 100%

Cocain basisch 500 1000 6 100%

Codein basisch 300 1500 4 100% 225 +
Dihydrocodein basisch 750 2000 2 100% 225 +
Diphenhydramin basisch k.A. 1 100%

Doxepin basisch 1000 1 100%

Doxylamin basisch k.A. 1 100%

EDDP basisch 400 1500 6 100% 225 +
Fentanyl basisch 300 500 2 100%

Flunitrazepam basisch 100 1000 2 100%

Ketamin basisch 700 1 100%

Lorazepam neutral 1500 1 100%

LSD basisch 200 1 100% 1 nn
MBDB basisch 150 +
MDA basisch 500 2 100% 150 +
MDMA basisch 500 1000 3 100% 150 +
Metamphetamin basisch 500 3000 4 100% 150 +
Methadon basisch 500 1500 5 100% 225 +
Methaqualon basisch 225 +
Morphin basisch 250 1000 5 100% 112,5 +
Nitrazepam basisch 800 1 100%

Norbuprenorphin basisch 75 1 0% 3,75 nn
Nordiazepam basisch 75 +
Nortriptylin basisch 500 1000 5 100%

Opipramol basisch 500 1500 2 100%

Oxazepam basisch 500 1000 3 100% 75 nn
Oxycodon basisch 400 1500 2 100%

Pentobarbital neutral 850 1 0%

Phenobarbital neutral 900 2000 2 0%

Secobarbital neutral 112,5 nn
Sulpirid basisch 900 1 100%

Temazepam basisch 750 1 100%

THC-Carbonsaure - 50 100 9 0% 11,25 nn
Tramadol basisch 1000 1 0%

Zolpidem basisch 75 +

Tabelle 5: Auswertung von 18 Ringversuchsproben und einer Kontrolle mit bekannter Dotierung
Angegeben ist die minimale und maximale Konzentration der untersuchten Ringversuchsproben, sowie die
Anzahl, die untersucht wurde und wie oft die Substanz wiedergefunden wurde. Die Proben wurden sowohl im
positiven, als auch im negativen lonisationsmodus gemessen. (nn = nicht nachgewiesen, + = nachgewiesen)
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Es wurden mehrere Patientenproben mit der Methode untersucht, die in der LC-MS/MS-
Bestatigungsanalyse Buprenorphin und Norbuprenorphin enthielten. Norbuprenorphin lie3
sich auch bei weit hoheren Konzentrationen (>500 ng/ml) nicht automatisch von ChromaLynx
identifizieren, da die Signalintensitdt zum Hintergrund vergleichsweise niedrig ist.

Auftillig ist auch, dass Tramadol nicht nachweisbar war, zumindest nicht automatisch durch
ChromaLynx. Ein hoher Peak des Tramadols bei 13.98 min (Abbildung 12) ist bei 20 V und
30V gut zu erkennen. Entsprechend findet Bei hoheren Cone-Spannungen waren zur selben
Retentionszeit keine Peaks zu beobachten und es sind keine Spektren mit spezifischen
Fragmenten mehr vorhanden. Vermutlich fragmentiert Tramadol {iberwiegend zu einem m/z
58 lon, welches unter anderem im MRM-Modus zur Quantifizierung verwendet wird. Dies

liegt auBerhalb des aufgenommenen m/z-Bereichs von 80-800.

20V
100 1358

L 30V

5 11.62 45-90 V.
- 16.31

314,588 (1 dyp /11D 1089 | 1253 Ny
[ A% gig2 918 14 86
D||||||||||I||||I||||I|| |||||||||||||||||||||||||||||'|||||||||||||||||||||I'|||I|||min

2.0 4.0 6.0 8.0 100 12.0 140 16.0

Abbildung 12: Uberlagerte TIC-Chromatogramme aller 6 Scan-Funktionen eines Ringversuchs

Bei 13,98 min befindet sich der Peak von Tramadol bei 20 V. Deutlich ist der Signalverlust ab 45V Cone-
Spannung zu sehen. Eine Identifikation iiber Fragmente ist nicht moglich. Die gelben Pfeile markieren die
Vorschldge von ChromaLynx fiir gefundene Analyte.



3 Ergebnisse und Diskussion Seite 32

3.6.2 Urinproben: Vergleichsanalysen mit Patientenproben

Der Methodenvergleich zwischen der routineméBig verwendeten HPLC-DAD-Methode und
der LC-MS-Methode mit realen Patientenproben soll die Routinetauglichkeit zeigen. Da die
HPLC-Methode wegen der Online-SPE nur basische Substanzen erfasst, waren hier die
grofiten Unterschiede auszumachen. Benzodiazepine wurden nur mit dem LC-MS-Screening
gefunden, ebenso Gabapentin, Metformin und Paracetamol. Mirtazapin und sein Metabolit
waren in der passenden UV-Spektrenbibliothek nicht vorhanden, wurden aber mit einer
weiteren Suche mit der Pragst-UV-Spektrenbibliothek nicht gefunden. Substanzen mit zwei
basischen Atomen, wie Clozapin und Olanzapin eluierten bei diesem System erst nach
einigen Stunden (Schonberg et al. 2006), mdglicherweise traf dies auch auf Mirtazapin zu.
Ciprofloxacin und Noramidopyrin konnten mit dem LC-MS-Screening nicht nachgewiesen
werden. Ciprofloxazin war noch nicht in der Bibliothek vorhanden und Noramidopyrin konnte
auch durch manuelle Suche nach den Molekiilionen nicht gefunden werden.

Metabolite wurden mit dem LC-MS-Screening teilweise nicht erfasst, sie fehlten in der
Spektrenbibliothek und konnten bislang nicht aus Proben isoliert werden. Bei der
Identifizierung von Metaboliten hat die UV-Detektion Vorteile, die UV-Spektren sind bei
Veranderungen auflerhalb der Chromophoren des Molekiils mit der Muttersubstanz fast
gleich. Sie unterscheiden sich nur in der Retentionszeit (Pragst et al. 2004). Massenspektren
sind in diesem Fall spezifischer und miissen unter Beriicksichtigung der Retentionszeiten und
der Pharmakokinetik zuerst aufwéndig identifiziert und isoliert werden, wie es bei der
Erweiterung der Spektrenbibliothek geschah (3.2). Durch die groBere Spezifitit der
Massenspektren konnen Substanzen besser identifiziert werden, die dhnliche UV-Spektren

und Retentionszeiten besitzen.



3 Ergebnisse und Diskussion

Seite 33

Probe

1

[o <IN e

10

11
12

13

14
15

16

17
18

19
20
21

22

23

24

25
26

TOX.1.S. (HPLC-DAD)

Doxepin-Metabolit, Noramidopyrin,
Noramidopyrin-Metabolit

Metoprolol, Metoprolol-Metabolit

Tramadol, Tramadol-Metabolit,
Diphenhyramin

Citalopram, Citalopram-Metabolite

Nortriptylin, Sulpirid
Anmitriptylin-Metabolit

Anmitriptylin-Metabolit, Methadon, EDDP
Diphenhydramin-Metabolit, Methadon,

EDDP

Oxycodon
Morphin, Codein, EDDP, Methdaon

Metoprolol, Metoprolol-Metabolit

Tilidin, Tilidin-Metabolite, Amitriptylin-

Metabolite
Methadon, EDDP

Venlafaxin, Venlafaxin-Metabolite

Chlorprothixen-Metabolite

Venlafaxin, Venlafaxin-Metabolite,
Trimipramin, Trimipramin-Metabolite

Metoprolol, Metoprolol-Metabolit

Citalopram, Citalopram-Metabolite,
Ambroxol

Tilidin-Metabolite, Betaxolol
MDMA
Citalopram, Citalopram-Metabolite

Methadon, EDDP, Ciprofloxacin

Ephedrin, Dexometorphan,
Dexometorphan-Metabolit

Ephedrin, Dexometorphan,
Dexometorphan-Metabolit

Oxycodon
Citalopram, Citalopram-Metabolite

LC-MS

Doxepin, Nordoxepin, Pipamperon
Levetiracetam

Metoprolol

Diphenhydramin, N-Desmethyl-
diphenhydramin, Tetrazepam

Citalopram, Desmethylcitalopram,

Didesmethylcitalopram, Citalopram-N-

Oxid

Sulpirid, Nortriptylin, Amitriptylin
Gabapentin, Nortriptylin, Amitriptylin
Methadon, EDDP

Diphenhydramin,
Desmethylmirtazapin, Mirtazapin,
Diphenhyramin, Methadon, EDDP

Oxycodon

Morphin, Codein, EDDP, Methadon,
Paracetamol, Quetiapin,

Metoprolol

Tilidin, Nortilidin, Doxepin,
Anmitriptylin, Nortriptylin

Cotinin, Benzoylecgonin, Methadon,
EDDP

Venlafaxin, Metoprolol
Chlorprothixen, Metformin
Metformin

Venlafaxin, Trimipramin, Imipramin

Metoprolol

Citalopram, Desmethylcitalopram,
Ambroxol

Tilidin, Nortilidin, Metoprolol
Cotinin, MDMA, MDA, Pipamperon

Citalopram, Citalopram-N-Oxid,
Citalopram

Methadon, EDDP
Lorazepam

Ephedrin, Dexometorphan,
Telmisartan

Ephedrin, Dexometorphan, Doxylamin,

Levopromazin
Oxycodon, Nordazepam

Citalopram, Desmethylcitalopram,

Didesmethylcitalopram, Citalopram-N-

Oxid, Hydroxymidazolam

SPE-Fraktion

kombiniert

kombiniert

kombiniert

kombiniert

kombiniert
kombiniert
kombiniert

kombiniert

kombiniert

kombiniert

basisch

basisch

basisch

basisch
basisch
neutral

basisch

basisch

basisch

basisch
basisch

basisch

basisch
neutral

basisch

basisch

basisch

basisch

Tabelle 6: Methodenvergleich TOX.1.S. (HPLC-DAD mit Online-SPE) und LC-MS
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3.6.3 Serumproben

Als Vergleichsproben wurden nur einige ausgewéhlte Serumproben (1-8) und Ringversuche

mit toxikologischer Fragestellung (9,10) (Tabelle 7). Die Konzentrationen bewegen sich im

therapeutischen und toxischen Bereich.

Probe Substanz und Konzentration Therapeutischer LC-MS Probenvorbereitung
Bereich
1 Aripiprazol 199 ng/ml  150-500 ng/ml  Aripiprazol SPE kombiniert
2 9-Hydroxyrisperidon 27 ng/ml 20-60 ng/ml  Hydroxyrisperidon, SPE kombiniert
Quetiapin
3 Olanzapin 13 ng/ml 7-75 ng/ml  nicht nachweisbar SPE kombiniert
Citalopram 50 ng/ml  30-130 ng/ml  Citalopram,
Desmethylcitalopram
Citalopram-N-Oxid
4 Quetiapin 486 ng/ml  75-500 ng/ml  Quetiapin SPE kombiniert
5 Midazolam 168 ng/ml  40-260 ng/ml = Midazolam, SPE kombiniert
Hyroxymidazolam
6 Carbamazepin 8,3 mg/l 4-10 mg/l  Epoxycarbamazepin SPE kombiniert
Carbamazepin
Primidon 3,6 mg/l 5-15mg/l  Phenylethylmalonamid *
Phenobarbital 10 mg/l 10-40 mg/l ~ Phenobarbital
7 Phenytoin 13 mg/1 5-15 mg/ml  nicht nachweisbar SPE kombiniert
Phenylethylmalonamid
8 Flecainid 0,120 mg/l  0,45-1,25 mg/1 Flecainid SPE kombiniert
9 Zopiclon 1000 ng/ml 10-70 ng/ml  Zopiclon SPE kombiniert
Dihydrocodein 2000 ng/ml  30-250 ng/ml  Dihydrocodein *
10 Mirtazapin 200 ng/ml 10-100 ng/ml ~ Mirtazapin SPE kombiniert
Chlorprothixen 50ng/ml  30-300 ng/ml  Chlorprothixen
Quetiapin 300 ng/ml  75-500 ng/ml  Quetiapin
Bromazepam 50 ng/ml  40-250 ng/ml  Bromazepam

Tabelle 7: Suchanalyse in Serumproben mit bekannten Konzentrationen
Die therapeutischen Bereiche sind laborintern ermittelt, die mit * gekennzeichneten aus (Schulz et al. 2012).

Primdon (Probe 5) ist ein Prodrug und wird zu Phenobarbital und Phenylmethylmalonamid
metabolisiert (El-Masri und Portier 1998). Im Gegensatz zu den Vergleichsanalysen mit
Urinproben konnte hier Phenobarbital nachgewiesen werden, die Konzentration bzw. der
therapeutische Bereich war sehr viel hoher als die Konzentration in die getesteten Urinproben.
Die Proben 5,9 und 10 wurden auch mit HPLC-DAD mit einer 1-Chlorbutan-Extraktion
untersucht (2.2.4 ) und die Ergebnisse stimmten mit denen der massenspektrometrischen

Methode iiberein. Das HPLC-DAD-Screening nach Pragst (Pragst et al. 2004) wird bei
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toxikologischen Screenings von Serumproben in der Routine eingesetzt und mit der UV-
Spektrenbibliothek werden praktisch alle relevanten Substanzen in therapeutisch wirksamen
Konzentrationen erfasst. Nur Substanzen, welche keine UV-Absoption oberhalb von 195 nm
besitzen, konnen prinzipbedingt nicht mit HPLC-DAD erfasst werden (Pragst et al. 2001).
Das betrifft beispielsweise die eingesetzten Antiepileptika Valproinsdure, Topiramat,
Gabapentin, Vigabatrin und Pregabalin. Es bietet sich an, fiir solche Substanzen das LC-MS-

Screening-Verfahren als Erginzung zu HPLC-DAD zu verwenden.

Probe Substanz und Konzentration LC-MS Probenvorbereitung

1 10-OH-Oxcarbazepin 7,12 mg/l 10-OH-Oxcarbazepin Proteinfillung
Gabapentin 14,97 mg/l Gabapentin SPE kombiniert
Levetiracetam 37,80 mg/l Levetiracetam
Pregabalin 7,22 mg/l Pregabalin (nur Proteinfallung)

2 10-OH-Oxcarbazepin 11,99 mg/l 10-OH-Oxcarbazepin Proteinfillung
Gabapentin 1,93 mg/l Gabapentin (nur Proteinfallung) SPE kombiniert
Levetiracetam 64,84 mg/l Levetiracetam
Pregabalin 0,49 mg/1

3 10-OH-Oxcarbazepin 8,98 mg/l 10-OH-Oxcarbazepin Proteinfillung
Gabapentin 11,25 mg/l Gabapentin SPE kombiniert
Levetiracetam 92,32 mg/l Levetiracetam
Pregabalin 5,08 mg/l Pregabalin (nur Proteinfllung)

4 10-OH-Oxcarbazepin 29,70 mg/l  10-OH-Oxcarbazepin Proteinfillung
Gabapentin 0,00 mg/1 SPE kombiniert
Levetiracetam 9,70 mg/l Levetiracetam
Pregabalin 16,90 mg/l Pregabalin (nur Proteinfillung)

5  Topiramat 31,00 mg/l Topiramat Proteinféllung
Vigabatrin 22,29 mg/l SPE kombiniert
Felbamat 38,10 mg/l Felbamat
Rufinamid 39,35 mg/l Rufinamid
Lacosamid 16,40 mg/l Lacosamid

6  Topiramat 1,50 mg/1 Proteinféllung
Vigabatrin 40,50 mg/l SPE kombiniert
Felbamat 48,49 mg/l Felbamat
Rufinamid 0,00 mg/1
Lacosamid 16,40 mg/l Lacosamid

8  Topiramat 7,81 mg/l Topiramat Proteinféllung
Vigabatrin 0,00 mg/1 SPE kombiniert
Felbamat 122,95 mg/l Felbamat
Rufinamid 19,44 mg/l Rufinamid
Lacosamid 21,51 mg/l Lacosamid

9  Topiramat 2,90 mg/l Topiramat Proteinféllung
Vigabatrin 28,92 mg/l SPE kombiniert
Felbamat 23,15 mg/l Felbamat
Rufinamid 50,20 mg/l Rufinamid
Lacosamid 0,00 mgl

Tabelle 8: Suchanalyse in Ringversuchsproben mit bekannten Konzentrationen von Antiepileptika (Fortsetzung
siche néchste Seite)
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Fiir die Identifizierung sehr polarer Substanzen wurden sowohl Proteinfillung als auch die Festphasenextraktion
miteinander verglichen. Generell war die Ausbeute an Gabapentin und Pregabalin mit der Fallung am hochsten.

Therapeutischen Bereiche sind laborintern ermittelt:

10-OH-Oxcarbazepin 5-30 mg/l Vigabatrin 3-25 mg/l
Gabapentin 2-10 mg/l Felbamat 10-100 mg/1
Levetiracetam 2-45 mg/l Rufinamid 5-45 mg/1
Pregabalin 0,5-16 mg/l Lacosamid 2,5-18 mg/l
Topiramat 1-10 mg/1

Von Valproinsdure konnte selbst in hoher Konzentration kein Chromatogramm im negativen
Ionisationsmodus erhalten werden, sie wurde erst einmal nicht beriicksichtigt. Es wurden fiir
Antiepileptika einige Ringversuchsproben untersucht (Tabelle 8). Vigabatrin konnte in keiner
der untersuchten Proben nachgewiesen werden. Auch die manuelle Suche nach seinem
Molekiilion brachte kein eindeutiges Ergebnis.

Es kann davon ausgegangen werden, dass mit der verwendeten Festphasenextraktion die
gleichen Substanzen in Serum wiedergefunden werden koénnen, wie bei den
Vergleichsanalysen mit Urinproben. Der entscheidende Unterschied liegt in der Konzentration
der Analyte, so dass mit Serum die erforderliche Nachweisempfindlichkeit nicht erreicht
werden konnte. Dies war zum Beispiel bei Olanzapin der Fall, wihrend 9-Hydroxyrisperidon
und Citalopram gut nachweisbar waren. Es wurde das Ziel erreicht, eine Auswahl an
Wirkstoffen in therapeutischer Konzentration mit dem vorgestellten LC-MS-Screening-
Verfahren nachzuweisen, die mit der etablierten HPLC-DAD-Methodik nicht erfasst werden

konnen.

3.6.4 Zusammenfassung der Vergleichsanalysen

Bei der Analyse von Vergleichsproben wurden etwa 80 verschiedene Substanzen und
Metabolite erkannt. Es fehlen einige Substanzen und Metabolite noch in der
Massenspektrenbibliothek. Der Schwerpunkt wurde auf Vergleichsanalysen mit Urinproben
gelegt, da diese in der Routine fiir eine STA am héufigsten vorkommen. Bei der Analyse von
Serumproben stand die Analyse von Substanzen im Vordergrund, die mit HPLC-DAD nicht
detektiert werden konnen. Die Probenvorbereitung spielte fiir die erfolgreiche Analyse eine
Rolle. Die Proteinfillung konnte fiir sehr polare Antiepileptika in therapeutischer
Konzentration gut verwendet werden und Pregabalin lieB sich nur mit dieser

Probenvorbereitung nachweisen. Der basische Extrakt der Festphasenextraktion enthielt die
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iiberwiegende Zahl der Substanzen. Eine Analyse aus beiden Extrakten in einem Lauf ist
durch eine Vereinigung der Extrakte moglich, die Hintergrundstorungen nehmen dafiir zu, da
der neutral/saure Extrakt viele Matrixstorungen enthélt. Bei allen Vergleichsanalysen wurde
die Probenvorbereitung und der Extrakt, in dem Substanzen identifiziert wurden, mit
verzeichnet. Daraus kann fiir zukiinftige Analysen eine Grundlage fiir eine Proben-

vorbereitungsstrategie fiir eine STA mit LC-MS abgeleitet werden.
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4 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird ein LC-MS-Analysenverfahren fiir ein General Unknown Screening
zum Nachweis von Drogen und Medikamentenwirkstoffen im Rahmen der Systematischen
Toxikologischen Analyse (STA) beschrieben. Die Methode verwendet in-source CID fiir die
strukturspezifische ~ Fragmentionenbildung wund eine Massenspektrenbibliothek — zur
Substanzidentifizierung. Die Auswertung sollte durch das Programm ChromalLynx
automatisch erfolgen. Hierfiir wurden Daten bei positiver und negativer Elektrospray-
ionisation unter 6 verschiedenen Fragmentierungsbedingungen (Cone-Spannungen) im full-
scan Modus (m/z 80-800) aufgenommen. Als Ausgangspunkt diente eine hersteller- und
gerdtespezifische Massenspektrenbibliothek. Die chromatographischen Bedingungen wurden
optimiert, um sehr polare Substanzen besser von Matrixstorungen zu trennen. Es wurde
gezeigt, dass die Massenspektren der Bibliothek mit Anderungen der Quellenparameter zur
Empfindlichkeitsteigerung verwendbar sind. Die Massenspektrenbibliothek wurde erweitert
um insgesamt 35 Substanzen mit 194 Massenspektren und es wurden iiber 126
Retentionszeiten neu ermittelt. Die Erweiterung enthélt auch Metabolite, welche in realen
Urinproben identifiziert und deren Massenspektren zu der Spektrenbibliothek hinzugefiigt
wurden. Am Beispiel der Metabolite des Antidepressivums Citalopram wurde die
Vorgehensweise ausfiihrlich dargestellt.

Die Probenvorbereitung erfolgte aus Serum und Urin durch Festphasenextraktion mit einer
Mixed-Mode-Phase oder durch Proteinfillung. Die Ionensuppressionseffekte, die bei beiden
Probenvorbereitungsmethoden auftreten konnen, wurden durch Nachséduleninfusions-
experimente untersucht. Anhand von 27 Wirkstoffen und Metabolite der Benzodiazepine-
Gruppe aus Urin wurde beispielhaft eine vollstindige Validierung mit Untersuchung der
Matrixeftekte, Extraktionseffizienz und Prozesseffizienz durchgefiihrt. Es erfolgte auch eine
Ermittlung der Nachweisgrenze, bei der eine automatische Auswertung moglich war.

Durch Vergleichsanalysen von Urin- und Serumproben wurde die Anwendbarkeit der LC-
MS-Methode fiir Routineanalysen iiberpriift und Limitierungen diskutiert. Es wurde ein
Schwerpunkt bei Serumproben mit Wirkstoffen gebildet, die mit HPLC-DAD nicht detektiert
werden konnen. Die Methode eignet sich als Ergdnzung zu den HPLC-DAD-Methoden, die in

der Systematischen Toxikologischen Analyse im Labor eingesetzt werden.
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6 Abklrzungsverzeichnis

API Atmospheric Pressure Interface

CEDIA Cloned Enzyme Donor Immmoassay

Da Dalton

EDDP 2-Ethylidene-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrrolidine
eV Elektronenvolt

LSD Lysergsdurediethylamid

MBDB N-Methyl-1-(1,3-benzo-dioxol-5-yl)-2-butylamin
MDA 3,4-Methylendioxyamphetamin

MDMA 3,4-Methylendioxy-N-methylamphetamin

SD Standardabweichung

THC Delta-9-Tetrahydrocannabinol

TOX.L.S. Toxicological Identification System

uv Ultraviolett

v/v Volumenprozent

Alle anderen Abkiirzungen sind im Text erldutert.



