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Einleitung und Zielstellung

1. Einleitung und Zielstellung

Unter dem Begriff ,Systematische Toxikologische Analyse“ (STA) wird allgemein die
Aufklarung akuter Vergiftungen ohne bekannte Ursache bei Lebenden sowie bei To-
desfallen verstanden. Wahrend sich die gerichtete Analyse (Targeted-Screening)
einer konkreten Fragestellung — wie der Identifizierung spezieller Substanzen oder
Substanzklassen — widmet, befasst sich die Systematische Toxikologische Analyse
mit der ungerichteten Suche (non-Targeted-Screening) nach toxikologisch relevanten
Substanzen. Hierbei sind in der Regel keine Informationen Uber das Vorhandensein
und die Art des Giftes bekannt. Je nach Fragestellung, wie zum Beispiel einer akuten
Beeinflussung durch berauschende Substanzen oder einem chronischen Missbrauch
von Drogen, erfolgt die Analyse aus entsprechendem biologischen Material wie Blut,

Urin, Gewebeproben oder Haaren.

Die STA stellt nach wie vor auf Grund der grof3en und stetig zunehmenden Vielzahl
madglicher Gifte sowie deren Stoffwechselprodukte und der sehr niedrigen Konzen-
trationen, in der sie in sehr komplexer Matrix vorliegen, eine der gréf3ten Herausfor-
derungen der analytischen Chemie dar. Das Spektrum toxikologisch relevanter Sub-
stanzen ist umfangreich und lasst sich nach den physikalisch-chemischen Eigen-
schaften in giftige Gase, flichtige Substanzen, Metallionen und die wohl gréfte
Gruppe, die organischen Verbindungen mit geringer Flichtigkeit, kategorisieren. Von
besonderer toxikologischer Bedeutung in der zuletzt genannten Gruppe sind illegale
Drogen, Medikamente, Pestizide, chemische Reagenzien und Alkaloide. Die chem-
ische Analyse zum Nachweis dieser Substanzen besteht in der Regel aus einer ge-
eigneten Probenvorbereitung, die so viele Gifte wie moglich aus der Matrix erfassen
sollte, und einer Kombination von Chromatographie und Molekullspektrometrie, um
das extrahierte Gemisch zu trennen und die einzelnen Komponenten zu charakteri-
sieren. Die gangigsten Methoden sind die Kapillargaschromatographie-Massenspek-
trometrie (GC-MS) [1] und die Hochleistungsfliissigchromatographie mit Diodenarray-
detektor (HPLC-DAD) [2]. Bis heute gibt es keine Mdglichkeit die genaue Struktur
einer Substanz ausschliel3lich aus dem UV/Vis-Spektrum oder dem MS-Spektrum zu
ermitteln. Daher ist fur die Identifizierung eines Giftes immer der Vergleich des unbe-
kannten Spektrums mit den Spektren einer Bibliothek von toxikologisch relevanten
Verbindungen notig. Fur diesen Zweck wurden zahlreiche In-Haus- und kommerziell
erhaltliche Spektrenbibliotheken fur GC-MS [1, 3-7], HPLC-DAD [8, 9] und LC-
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MS/MS-Instrumente [4, 10-19] entwickelt. Allerdings ist deren Anwendung meistens

an spezielle Instrumente unter Nutzung definierter Gerateparameter gebunden.

Durch den Einsatz hochaufldsender Massenspektrometer mit Flugzeit-Analysatoren
(TOF-MS) mit einer Massenauflésung >10 000 und einer Massengenauigkeit <5 ppm
ergaben sich in den letzten Jahren neue Mdglichkeiten der Systematischen Toxiko-
logischen Analyse [16, 20-36]. Das Funktionsprinzip dieser Instrumente ermoglicht
eine umfassende Registrierung aller relevanten Informationen einer Probe. Vor der
Messung erfolgt keine Vorgabe oder a priori Einschrankung der zu identifizierenden
Substanzen. Die hohe Massenauflosung ermaoglicht eine gute Selektivitat auch bei
uberlappenden Peaks und starker Matrixbelastung. Der wesentliche Vorteil hochauf-
geldster, akkurater Massenspektren liegt in der Mdglichkeit der Summenformelidenti-
fizierung. So lassen sich auch noch bei einem spater aufkommenden Verdacht eines
Giftes anhand des Isotopenmusters und der akkuraten monoisotopischen Masse
Analyte nachweisen bzw. ausschlieRen. Fir TOF-Massenspektrometer wurden zum
Zwecke der Identifizierung toxikologisch relevanter Verbindungen anhand ihrer
exakten Massen oder Summenformeln Datenbanken verwendet [16, 20-23, 25-28,
30, 31, 33-35]. Allerdings ist wegen der riesigen Anzahl moglicher Isomere die ermit-
telte Summenformel einer unbekannten Substanz lediglich der erste Schritt der Sub-
stanzidentifikation. Daher sind weitere Parameter wie Retentionszeit, Metaboliten-
muster oder MS-Fragmentspektren erforderlich, um ein Gift eindeutig zu identifizie-

ren.

Die Flussigchromatographie mit Hybrid-Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometrie
(LC-QTOF-MS) stellt hierfur eine optimale Erweiterung der Moglichkeit von LC-TOF-
MS dar, indem zusatzlich von jedem relevanten chromatographischen Signal hoch-
aufgeldste, akkurate CID-Spektren gemessen werden kdnnen. Diese kénnen dann
mit Hilfe einer Bibliothekssuche oder durch eine Auswertung der Fragmentierung

eine eindeutige Substanzzuordnung erméglichen.

Das Ziel dieser Arbeit war daher, diese neue Technik flr die Systematische Toxiko-
logische Analyse (STA) zu erschliel®en. In diesem Zusammenhang war es nétig eine
fur die STA moglichst universelle Aufarbeitung von Blut- und Haarproben flr die
Analyse mit diesem Verfahren zu finden und eine LC-QTOF-MS-Messmethode zu
entwickeln, die den Nachweis maoglichst vieler Substanzen gestattet. Fur die Identifi-
zierung toxikologisch relevanter Substanzen sollte eine Datenbank und Spektrenbi-

2
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bliothek aufgebaut werden. Weiterhin sollte eine Methode zur systematischen Suche
nach Metaboliten identifizierter Substanzen im LC-QTOF-MS-Datenfile entwickelt
und eine Methode zur Konzentrationsbestimmung aus den Peakflachen geschaffen
werden. Die Methode sollte an ausgewahlten toxischen Substanzen validiert werden.
Schlieldlich sollte die Anwendung des Verfahrens von der Probenvorbereitung fur
Blut- und Haarproben, deren Analyse mit der entwickelten LC-QTOF-MS-Methode
und der Substanzidentifizierung mittels Datenbank und Spektrenbibliothek, der Su-
che nach Metaboliten und der Konzentrationsabschatzung anhand von realen Pro-

ben im Routinebetrieb Uberpruft werden.
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2.  Grundlagenteil

In diesem Kapitel wird zunachst auf die Thematik der Systematischen Toxikolo-
gischen Analyse (STA) im Allgemeinen eingegangen und anschlieRend die Funkti-
onsweise und die spezielle Anwendung von hochaufloésenden Flugzeitmassenspek-
trometern in der STA behandelt. AbschlieRend werden die Besonderheiten von Haa-

ren als Probenmaterial erortert.

21 Systematische Toxikologische Analyse

Im ersten Teil dieses Abschnitts wird die Systematische Toxikologische Analyse
(STA) definiert und es werden allgemeine Moglichkeiten der Durchfihrung darge-
stellt. Im zweiten Teil wird dann speziell auf den Einsatz von Massenspektrometern

und die Verwendung von Spektrenbibliotheken eingegangen.

2.1.1 Analytische Problemstellung und Losungswege

Die Systematische Toxikologische Analyse (STA) ist die allgemeine Suche nach toxi-
schen Substanzen in einer biologischen Probe — wie zum Beispiel menschlichem
Blut, Urin, Organgeweben oder Haaren — ohne Informationen Uber das Vorhanden-
sein und die Art des Giftes. Die mit dieser Suche verbundenen Herausforderungen
stellen eine der schwierigsten Aufgaben in der analytischen Chemie dar und werden
wohl niemals vollstandig |6sbar sein. So belauft sich die Anzahl zurzeit bekannter,
definierter chemischer Verbindungen auf tber 60 Millionen [37]. Das Spektrum toxi-
kologisch relevanter Substanzen umfasst Verbindungen unterschiedlichster Eigen-
schaften wie giftige Gase, flichtige Substanzen, Metallionen und als gréf3te Gruppe
die organischen Verbindungen mit geringer Fluchtigkeit. Zu der zuletzt genannten
Gruppe gehdren die toxikologisch wichtigsten Substanzen wie illegale Drogen, Arz-
neimittel, Pestizide, chemische Reagenzien und Alkaloide. Insgesamt sind mehr als
100 000 Substanzen in praktischer Nutzung, zu denen Uber 16 000 Medikamenten-
wirkstoffe und 1500 Pflanzenschutzmittel zahlen. Eine Darstellung von Nachweis-
maoglichkeiten der unterschiedlichen Substanzklassen ist in Abbildung 2.1 gegeben.
Der Einsatz bzw. das Vorkommen von Wirkstoffen umfasst weite Konzentrationsbe-
reiche im Untersuchungsmaterial. So liegt zum Beispiel der letale Blutspiegel von
Digoxin bei >5 ng/ml [38], wohingegen der von Salizylsaure bei >0,5 mg/ml [38] liegt.
Daher mussen bei einer STA die nachzuweisenden Substanzen innerhalb groler

Konzentrationsspannen detektiert werden. Erschwerend kommt bei der STA hinzu,

4



Grundlagenteil

dass die Analyse Stérungen durch korpereigene Stoffe sowie Faulnisprodukte unter-
liegt. Eine Probenvorbereitung muss daher wohl bedacht vorgenommen werden, und
es muss stets berlcksichtigt werden, dass bei einer Matrixabtrennung auch immer
toxikologisch relevante Analyte verloren gehen kdnnen. Zudem sind die Medika-
mentenwirkstoffe nicht immer in der Verabreichungsform nachweisbar. Oftmals ist
die Einnahme von Drogen oder Medikamenten nur noch durch den Nachweis von
Wirkstoffmetaboliten mdglich. Insbesondere bei suizidalen Handlungen sind Misch-
intoxikationen flr den Todeseintritt relevant. Daher muss bei der Interpretation eines
Befunds immer das Zusammenwirken evtl. mehrerer verschiedener Medikamente
bertcksichtigt werden. So kdnnen zum Beispiel funf oder mehr unterschiedliche Me-

dikamente fur eine Vergiftung verantwortlich sein.

Systematische Toxikologische Analyse

Nachweis oder Ausschluss einer Intoxikation ohne gerichteten
Verdacht auf bestimmte Giffe durch Analyse von
Kérperfliissigkeiten oder Organproben

VRN

Vorversuche, Prifung auf Prifung auf Prifung auf
Einzelteste Alkoholund schwerfliichtige metallische Gifte
CO-Hb, Cyanid, flichtige Gifte organische Gifte
Immunoassays
auf Btm.
HS-GC GC-MS AAS
HS-GC-MS HPLC-DAD ICP-UV
HS-SPME-GC-MS LC-MS (LC-MS/MS) ICP-MS

Abbildung 2.1: Analyseumfang und Methoden der Systematischen Toxikologischen Analyse. CO-Hb
= Kohlenmonoxid gebundenes Hamoglobin, Btm. = Betdubungsmittel, HS-GC = Headspace-Gaschro-
matographie, HS-GC-MS = Headspace-Gaschromatographie-Massenspektrometrie, HS-SPME-GC-
MS = Headspace-Festphasenmikroextraktion-Gaschromatographie-Massenspektrometrie, GC-MS =
Gaschromatographie-Massenspektrometrie, HPLC-DAD = Hochleistungsflissigchromatographie-
Diodenarraydetektor, LC-MS = Flissigchromatographie-Massenspektrometrie, LC-MS/MS = Flussig-
chromatographie-Tandem-Massenspektrometrie, AAS = Atomabsorptionsspektroskopie, ICP-UV =
Induktiv gekoppeltes Plasma-Ultraviolett-Spektroskopie, ICP-MS = Induktiv gekoppeltes Plasma-Mas-
senspektrometrie.
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Der allgemeine Ablauf einer Systematischen Toxikologischen Analyse bei der Unter-
suchung einer Probe auf schwerflichtige organische Gifte ist in Abbildung 2.2 wie-

dergegeben.

Priifung auf schwerfliichtige organische Gifte
lllegale Drogen, Medikamentenwirkstoffe, Pflanzenschutzmittel, Alkaloide

Probenmaterial —— | Probenvorbereitung/ Vollautomatische |
ExtraktloI | Analysesysteme
Substanztrennung/ :
Chromatographie Kombinierte
Methoden

Substanzidentifizierung/

1

—> .
pToTTTmmmTmmmm s Molekiilspektroskopie
' Datenbanken |
. analytischer E i
i und +—T—> ' Konzentrationsbestimmung
' toxikologischer | TTTT T T T
i Parameter E l
1

"""""""" —>  Toxikologische Bewertung

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Systematischen Toxikologischen Analyse (STA) [39].

Methoden zur STA organischer Verbindungen beginnen in der Regel mit geeigneten
Probenvorbereitungen, bei denen so viele Gifte wie mdglich aus der Matrix extrahiert
werden. Der Extrakt wird dann mittels einer Kombination von Chromatographie — zur
Trennung der Komponenten des Extrakts — und molekularer Spektrometrie — zur
Charakterisierung der Substanzen — analysiert. Die |dentifizierung der Spektren er-
folgt schliellich durch Computersuche in Spektrenbibliotheken. Die popularsten Me-
thoden sind die Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) [1] und
die Hochleistungsflissigchromatographie mit Diodenarraydetektion (HPLC-DAD) [2].
In den letzten zehn Jahren wurden mehrere Ansatze unternommen um die Verwen-
dung der Flussigchromatographie in Kombination mit der Massenspektrometrie (LC-
MS oder LC-MS/MS) mit Elektrospray-lonisation (ESI) oder chemischer lonisation
unter Atmospharendruck (APCI) fir die Systematische Toxikologische Analyse zu
nutzen [10-13, 16, 20-36, 40-51]. Nach der Identifizierung der toxikologisch relevan-
ten Substanzen erfolgt deren zumindest semiquantitative Konzentrationsbestim-
mung. Dies ermoglicht bei der toxikologischen Bewertung eine Einordnung der vor-

liegenden Konzentration in den nicht wirksamen, den therapeutischen, den toxischen
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oder den letalen Bereich. Unter Berucksichtigung der zur Vergiftung bzw. zum To-
deseintritt gefuhrten Umstande, sowie der individuellen Gegebenheiten (Alter, Ge-
schlecht, Konstitution, Vorerkrankungen, etc.) und dem analytischen Befund wird ab-

schlieRend ein Gutachten erstellt.

2.1.2 Bedeutung der Massenspektrometrie in der STA

Die hohen Anspriche der STA — die Erfassung einer Vielzahl chemisch sehr unter-
schiedlicher, vor der Analyse nicht bekannter Substanzen — stellen eine besondere
Herausforderung an die instrumentellen Voraussetzungen dar. Die rasanten Ent-
wicklungen in der analytischen Instrumentierung innerhalb der letzten Jahre hatten
einen entscheidenden Einfluss auf das klinisch- und forensisch-toxikologische Labor.
Dabei erwies sich das Massenspektrometer zur instrumentellen Methode der Wahl.
Der Einsatz von GC-MS-Instrumenten mit Elektronensto3-lonisation (EIl) und spater
mit chemischer lonisation (Cl) stellte den goldenen Standard jedes forensischen La-
bors dar. Bis vor ca. 10 Jahren waren dies die einzigen im Labor eingesetzten Mas-
senspektrometer. In den letzten Jahren fanden weitere Kopplungstechniken sowie

modernere massenspektrometrische Analysatoren Einzug in die Laborroutine.

Insbesondere die Kopplungstechnik der Flussigchromatographie mit der Massen-
spektrometrie (LC-MS) erwies sich als besonders wertvoll. Schwer- und nicht-fliich-
tige sowie thermisch labile Verbindungen wurden unter Verwendung von Elektro-
spray-lonisationsquellen (ESI) oder unter Atmospharendruck arbeitenden chemi-
schen lonisationsquellen (APCI) direkt aus der Messldsung nachweisbar. Der Ein-
satz mehrerer hintereinandergeschalteter Massenanalysatoren wie bei Tandem-
Massenspektrometern (MS/MS) sowie die Verwendung von Flugzeitspektrometern
(TOF-MS) lieferten eine hohe Spezifitat. Mit Hilfe dieser technischen Neuerungen
wurde die ldentifizierung von Spuren in komplexen Gemischen mit einer hohen Emp-

findlichkeit ermdoglicht.

Bislang existiert fur kein Analyseverfahren die Mdglichkeit einer Strukturaufklarung
allein anhand der gemessenen Spektren. Eine eindeutige Identifizierung einer Sub-
stanz kann daher nur Uber den Vergleich des unbekannten, gemessenen Spektrums
mit denen aus einer Bibliothek von Referenzspektren toxikologisch relevanter Sub-
stanzen erfolgen. Die Verwendung von Spektrenbibliotheken zur Identifizierung un-

bekannter Substanzen in einer Probe stellt seit der Verfugbarkeit von Computern
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eine Standardmethode in der STA dar. Hierbei wird eine Vielzahl verschiedener Sub-
stanzen, ohne dass hierfur Standards notig sind, durch Vergleich mit empirisch ge-

messenen Bibliotheksspektren identifiziert.

Die Verwendung der Massenspektrometrie hat gegenuber anderen Analysetechniken
wie zum Beispiel der UV/Vis-Spektroskopie den Vorteil, dass Strukturinformationen
von Verbindungen zuganglich sind. Geeignete massenspektrometrische Verfahren
zur Erzeugung von Molekullfragmenten sind zum Beispiel die Elektronenstol3-lonisa-
tion (El), die In-Source-Fragmentierung oder die Tandem-Massenspektrometrie
(MS/MS). Dabei werden durch strukturabhangige Bindungsdissoziationen substanz-
spezifische Fragmentspektren erzeugt, welche als Fingerprint einer Substanz zu de-
ren Identifizierung verwendet werden konnen. Die Vergleichbarkeit dieser Spektren
ist jedoch immer an Standardbedingungen und spezielle Instrumente gebunden. Die
Identifikation anhand von Bibliotheken unter Einsatz von GC-MS oder LC-MS/MS

basiert auf der Anwesenheit von Fragmentionen und deren relativer Haufigkeit [52].

Man unterscheidet harte und weiche lonisationstechniken. So stellt die Elektronen-
stoRionisation (El, 70 eV), bedingt durch die Erzeugung von Fragmenten, eine harte
lonisation dar, wahrend die im Allgemeinen ohne wesentliche Fragmentierung der
Substanz stattfindende CI, APCI und ESI unter Erzeugung von Quasimolekilionen
schonende Techniken sind. Bei der harten ElektronenstoRRionisation (El) werden
durch den Beschuss der zu analysierenden Moleklle mit Elektronen, und die dabei
stattfindende Entfernung eines Elektrons, Radikalkationen des Molekuls erzeugt.
Diese fragmentieren auf Grund der Uberschussenergie in der Regel im Anschluss an
ihre Entstehung, und es ergeben sich Spektren mit Molekulionenpeaks geringer In-

tensitat und Fragmentmassen hoher Intensitat.

Dahingegen werden bei der schonenden lonisation durch Cl, APCI| oder ESI
zunachst relativ stabile Quasimolekilionen ([M+H]*, [M-H]" und Addukte des
Molekiils mit Na*, NH;", K*, HCO,", CH3COy") erzeugt, bei denen erst eine gezielte
Fragmentierung eingeleitet werden muss, um Fragmentspektren zu erhalten. Dazu
werden die lonen in einem elektrischen Feld auf die nétige Kollisionsenergie
beschleunigt und durch ZusammenstdéRe mit Molekilen eines Kollisionsgases
aktiviert. Dabei wird die Translationsenergie der lonen teilweise in Schwingungs-
energie umgewandelt. Die zugefuhrte Energie wird schnell im Molekul Uber alle
Freiheitsgrade verteilt. AnschlieRend kann eine unimolekulare Dissoziation der durch
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StoRe aktivierten lonen erfolgen. Dabei werden die entstehenden Fragmentspektren

maldgeblich durch die verwendete CID-Einheit beeinflusst.

Bei der In-Source-Fragmentierung, welche in der Quelle im Hochdruckbereich
zwischen der Transferkapillare und dem Skimmer stattfindet, werden die lonen
unspezifisch fragmentiert. Durch die fehlende Madoglichkeit einer Selektion
ausgewahlter lonen fur die CID werden Mischfragmentspektren erzeugt. Dahingegen
liefert die Verwendung einer Kollisionszelle in Kombination mit einem
vorgeschalteten Massenfilter, in der Regel einem Quadrupol, die Mdglichkeit einer
Selektion ausgewahlter lonen fir die CID, wodurch selektiv flr ein lon
Fragmentspektren erhalten werden. Diese Technik wird zum Beispiel bei Triple-
Quadrupol- (QQQ) und QTOF-Massenspektrometern angewendet. Dabei wird mit
dem ersten Quadrupol das zu fragmentierende lon selektiert und anschlief3end in der
Kollisionszelle fragmentiert. Der nachfolgende Massenanalysator (Q bzw. TOF)
analysiert dann die entstandenen Fragmente. Da es sich zur Selektion und
Fragmentierung von lonen um physikalisch getrennte Analysatoren handelt, wird
diese Technik als ,MS/MS in space” bezeichnet. Demgegenuber stellt die Verwen-
dung einer lonenfalle (IT) zur Erzeugung von Fragmentspektren die sogenannte
,MS/MS in time“-Technik dar. Hierbei erfolgt zeitlich versetzt die Selektion, sowie
Fragmentierung von lonen in demselben Massenanalysator. Auch hier werden

selektiv fur ein lon Fragmentspektren erhalten.

CID-Spektren hangen insbesondere von folgenden Parametern ab:

e |onisationstechnik (CI, APCI, ESI)

e Art der erzeugten lonen (Radikalionen, Quasimolekulionen)

e Ladungszustand des Vorlauferions (einfach, mehrfach geladen)
e Kollisionsgas (Stickstoff, Argon)

¢ Kollisionsenergie

e Struktur des Molekdils

e Art der CID-Einheit (lonenfalle, Kollisionszelle)

e Geometrie der CID-Einheit (verschiedene Kollisionszellen)

Die lonisationstechnik (Cl, APCI, ESI) beeinflusst die Art der erzeugten lonen (Radi-

kalionen, Quasimolekulionen) und deren Ladungszustand (einfach, mehrfach gela-
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den). Durch eine Zunahme des Ladungszustandes wird die Fragmentierung dessel-
ben Molekils bereits bei geringeren Kollisionsenergien erreicht. Bei gleicher Kollisi-
onsenergie wird durch die Verwendung von Argon als Kollisionsgas eine hohere
Energieanregung des lons verursacht, wodurch es starker als bei der Verwendung
von Stickstoff fragmentiert. Umgekehrt bewirkt eine Erhdhung der Kollisionsenergie
bei gleichem Kollisionsgas eine starkere Fragmentierung. Die zur Bindungsdissozia-
tion nétige Energie hangt stark von der Struktur des Moleklls ab. Je groRer die An-
zahl an Freiheitsgraden ist, Uber die sich die zugefuhrte Energie verteilen kann, und
je stabiler die Bindungen im Molekul sind, umso héher muss die Kollisionsenergie
sein, um eine Bindungsdissoziation herbeizufihren. Auch die Art der CID-Einheit, so-
wie deren Geometrie wirken sich auf die stattfindenden St6Re der lonen mit dem

Inertgas und dadurch auf die entstehenden Spektren aus.

Es gibt eine Vielzahl von Massenspektrenbibliotheken (Sammlungen von Frag-
mentspektren von Verbindungen) flr unterschiedliche Anwendungen und unter Ver-
wendung verschiedener Techniken. Im Folgenden soll entsprechend der verwende-
ten Analyseinstrumente auf einige in der Praxis angewandte Bibliotheken sowie dazu

publizierte Arbeiten eingegangen werden.

GC-MS in der STA

FUr den Vergleich von GC-MS-Spektren stehen umfangreiche Bibliotheken zur Ver-
fligung, die bei einer Elektronenstol3ionisationsenergie von 70 eV gemessen wurden.
So enthalt die ,Wiley Registry™ of Mass Spectral Data“ zurzeit mehr als 660 000
ElektronenstoRionisations-Massenspektren (El) [3]. Die NIST / EPA / NIH Massen-
spektrenbibliothek enthalt aktuell 191 436 EIl-Spektren [4]. Fur die toxikologische
Analyse ist die Spektrenbibliothek von Maurer, Pfleger und Weber mit 7840 Spektren
besonders wertvoll, die neben den unveranderten Giften auch viele Metabolite und
die Spektren verschiedener Derivate enthalt [1]. Der Einsatz dieser unter Standard-
El-Bedingungen erstellten Bibliotheken ist weit verbreitet und es wurden daraus viele
kleinere Bibliotheken flir spezielle Anwendungsbereiche bestimmter Verbindungs-
klassen erstellt. Diese finden haufig Verwendung zur ldentifizierung von gerichteten
(im Allgemeinen Vorhandensein von Standards mit Retentionszeiten) und unge-
richteten Analysen (im Allgemeinen Abwesenheit von Referenzstoffen) [5-7]. Die fur

das Tunen und Screening mittels GC-MS verwendeten Standardbedingungen
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lieferten gute Ergebnisse der Bibliothekssuche bei einem breiten Spektrum von Ver-

bindungen.

LC-MS/MS in der STA

Die Anwendung von LC-MS-Instrumenten wie Single-Quadrupol- [45, 53-56] oder
TOF-Massenspektrometern [33, 35] unter Verwendung von CID-Spektrenbibliothe-
ken ist fir die STA begrenzt. Spektren kénnen nur durch In-Source-Fragmentierung
erzeugt werden und stellen Mischspektren dar, was insbesondere bei hoher Matrix-

belastung und koeluierenden Peaks erhebliche Stérungen darstellt.

Die Anwendung von lonenfallen (IT), bei denen zunachst lonen gesammelt, an-
schlielend selektiert und dann gezielt fragmentiert werden kdnnen, stellt in Bezug
auf die erhaltenen CID-Spektren eine deutliche Verbesserung dar. Lui et al. berich-
teten von einer Methode mit einer lonenfalle (IT), die fur die routinemaRige Bestim-
mung von Drogen in postmortalen Proben geeignet ist [14] und ein schnelles Scree-
ning unter Verwendung einer selbst erstellten Spektrenbibliothek von mehr als 800
toxikologisch relevanten Substanzen und deren Retentionszeiten ermdglicht [15].
Auch Pihlainen et al. [19] und Hoizey et al. [18] setzten IT-Massenspektrometer

zusammen mit CID-Bibliotheken erfolgreich fur die STA ein.

Die Verwendung von IT-Massenspektrometern weist jedoch eine deutlich begrenzte
Kapazitat auf. Insbesondere ohne vorgeschalteten, weiteren Massenfilter wird die
Kapazitat der IT schnell erreicht, indem sie mit lonen in hoher Konzentration gefullt
wird und lonen in niedriger Konzentration nicht ausreichend gesammelt werden kon-
nen. Im Gegensatz zu ,MS/MS in space“-Massenspektrometern (zum Beispiel QQQ-
oder QTOF-Massenspektrometer) ist die Zyklenzeit durch die zeitlich nacheinander
abfolgenden Experimente von ,MS/MS in time“-Massenspektrometern (zum Beispiel
IT-Massenspektrometer) deutlich langer. Daher wird mit dieser Technik eine umfang-
reiche Erfassung vieler Substanzen nicht realisiert.

Gegenuber LC-MS-Techniken mit In-Source-Fragmentierung und IT-Analysen, bei
denen entweder eine hohe Matrixbelastung oder geringe Kapazitdt und lange
Scanzeit gegeben ist, stellen Hybrid-Techniken eine wesentliche Verbesserung dar.
Bei dieser Technik wird die zu identifizierende Substanz durch einen Massenanaly-

sator erst selektiert und anschlieRend in einer Kollisionszelle oder einer lonenfalle
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fragmentiert und die entstandenen Fragmentionen mit einem weiteren Analysator

analysiert.

Eine wesentliche Verbesserung der Selektivitat und Empfindlichkeit brachte die An-
wendung von Triple-Quadrupol-Massenspektrometern und vor allem von Triple-
Quadrupol-Massenspektrometern mit linearer lonenfalle mit sich. Bei jedem dieser
Instrumente ist jedoch nur ein Multi-Targeted-Screening moglich [10-13, 44-51]. Dies
bedeutet, dass Substanzen nur nachgewiesen werden kdonnen, wenn sie vor der
Messung in der Methode erfasst sind. Die Anzahl an Analyten in einem solchen
Verfahren wird durch das Minimum der Verweilzeit fir jeden Multi Reaction
Monitoring (MRM) Ubergang im Messzyklus bestimmt. Ein leistungsfahiges
Screeningverfahren mit der Erfassung von bis zu 700 Substanzen in einem chroma-
tographischen Lauf wurde von Dresen et al. entwickelt. Dies wurde mittels Triple-
Quadrupol-Massenspektrometer mit linearer lonenfalle durch Verwendung von 2 min
Retentionszeitfenster fir die entsprechenden Analyte realisiert. Die informati-
onsabhangige Akquisition (IDA) mit dem empfindlichen Produktionenscan durch die
lonenfalle und die Vereinigung der Fragmentionen aus drei Kollisionsenergien in der
Falle zu einem gemischten Massenspektrum (,Kollisionsenergie-Spread®) wurde zur
Identifizierung verwendet [12]. Generelle LC-Screenings mit MS/MS-Identifizierung
bestehen aus einem Ubersichtsscan um die Analyte zu detektieren und einem kor-
respondierenden MS/MS-Scan um eine ldentifizierung mittels Bibliotheksabgleichs
zu erhalten. Beide Scans — Ubersichtsscan und abhangiger Scan — kénnen im sel-
ben analytischen Lauf durch die automatische Auswahl der Vorlauferionen und Mes-
sung derer MS/MS-Spektren unverziiglich nach ihrer Detektion im Ubersichtsscan
erfolgen. Hierbei muss zwischen ,Daten-abhangiger Akquisition" und ,Informations-
abhangiger Akquisition® unterschieden werden. Ersteres bedeutet, dass aus der ak-
tuellen Messung Vorlauferionen fir das folgende MS/MS-Experiment ausgewahlt
werden, wohingegen letzteres Verfahren nach einer vorab erstellten Liste ausge-

wahlter Vorlauferionen erfolgt.

Massenspektren-Bibliotheken fur LC-MS mit In-Source-Fragmentierung und LC-
MS/MS mit der Fragmentierung in der Kollisionszelle zwischen den beiden MS-Ein-
heiten wurden mehrfach beschrieben und enthalten zwischen 301 und 1253 Sub-
stanzen [10, 11, 13, 50].
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Diaz et al. berichteten von einer am QTOF-Massenspektrometer entwickelten ,empi-
rischen" Spektrenbibliothek, unkorrigierter, akkurater CID-Spektren, von 230 organi-
schen Schadstoffen [17]. Deren Anwendung auf dotierte Lebensmittel- und Wasser-

proben zeigte auch in Anwesenheit hoher Matrixbelastung gute Ergebnisse.

Die NIST / EPA / NIH Massenspektrenbibliothek beinhaltet MS/MS-Spektren flr
mehr als 14 802 Substanzen. Die Spektren wurden Uberwiegend mit lonenfallen-
Massenspektrometern akquiriert. Die fehlende Standardisierung erwies sich bei der
Bibliothekssuche unter Verwendung von MS/MS-Spektren als problematisch. Die
kollisionsinduzierte Dissoziation (CID) einer Verbindung hangt, wie bereits oben ge-

schildert, stark von den instrumentellen Bedingungen ab.

Die Vergleichbarkeit von MS/MS-Spektren, die an verschiedenen LC-MS/MS-Instru-
menten und in unterschiedlichen Labors (inter-Laborvergleich) aufgenommen wur-
den, sowie deren Reproduzierbarkeit iber mehrere Jahre wurden von Gergov et al.
[57] und Bristow et al. [58] untersucht. Dabei zeigte sich eine grundlegende Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse. Hopley et al. fihrten weitere Untersuchungen durch
und verglichen MS/MS-Spektren von 48 Substanzen, welche an 11 verschiedenen
Massenspektrometern (6x IT, 2x QQQ, 1x QQQ/LIT, 2x QTOF) aufgenommen wur-
den [59]. Die Reproduzierbarkeit der CID-Spektren erhdhte sich bei der Unterteilung
in ,MS/MS in time*“- und ,MS/MS in space“-Bibliotheken und beim Vergleich innerhalb
der beiden getrennten Instrumentengruppen. Es zeigte sich, dass auf diesem Wege
gute Ergebnisse in Bezug auf die Substanzidentifizierung (Spektrenahnlichkeit) an
verschiedenen LC-MS/MS-Instrumenten des gleichen Typs jedoch von verschiede-
nen Herstellern erzielt werden konnten. In einer weiteren Studie wurden verschie-
dene Instrumente in unterschiedlichen Laboratorien verwendet, um Suchergebnisse
einer verwendeten Bibliothek von 402 Substanzen mit 3759 Spektren mit einem vor-
gegebenen Suchalgorithmus zu vergleichen [60, 61]. Es zeigte sich, dass in 98,1 %
der Falle die richtige Verbindung erhalten wurde. In 1,9 % der Falle wurde die rich-
tige Substanz auf dem zweiten Platz der Ergebnisliste angegeben. Der beobachtete
hohe Prozentsatz richtiger Zuordnungen zeigte, dass die entwickelte massenspek-
trometrische Bibliothekssuche zu einem grof3en Teil instrumentenunabhangig ist. Im
Gegensatz zum Einsatz von MS/MS-Bibliotheken in der Protein- und Peptid-Analyse
[62-67] hat die routinemalige Verwendung von MS/MS-Bibliotheken in der

ungerichteten Analyse kleiner Molekule bislang nur eingeschrankten Erfolg gezeigt.
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2.2 Grundlagen zum QTOF-Massenspektrometer

In diesem Abschnitt wird der grundlegende Aufbau des QTOF-MS 6530 Massen-
spektrometers von Agilent Technologies dargestellt. AnschlieRend werden die sich

daraus ergebenden Moglichkeiten der Datenakquisition erlautert.

2.2.1 Aufbau und Funktionsweise

Der Aufbau und die Funktionsweise des QTOF-Massenspektrometers kénnen auf
Grund der Komplexitat in diesem Rahmen nicht in vollem Umfang erlautert werden.
Daher wird in diesem Abschnitt nur auf die wesentlichen, zum Verstandnis dieser

Arbeit beitragenden, Aspekte eingegangen.

Der schematische Aufbau des QTOF-MS 6530 ist in Abbildung 2.3 wiedergeben. Die
chronologische Abfolge der Entstehung von Gasphase-lonen (lonenquelle und
Transferkapillare), deren mogliche Selektion (Quadrupol) und Fragmentierung (Kolli-
sionszelle), Separation im TOF-Analysator und Registrierung (Detektor) wird zu-
nachst in einem allgemeinen Uberblick dargestellt. Einige fiir diese Arbeit besonders

wichtige Komponenten werden anschliel3end speziell behandelt.

Kollisionszelle TOF
lonenquelle  lonenoptik Quadrupol lonenstrahlkompressor Detektor

Abbildung 2.3: Aufbau des QTOF-MS 6530 von Agilent Technologies [68].

Unter Verwendung von Kopplungstechniken, die einen Probentransport mit Hilfe von
Flussigkeiten beinhalten, wie zum Beispiel die Flussigchromatographie (LC) oder le-
diglich eine Pumpe fur die Direktinjektion, missen die in Lésung vorliegenden
Analyte ionisiert und in die Gasphase uberfuhrt werden. Dies erfolgt mit Hilfe von lo-
nenquellen wie zum Beispiel der ESI-, APCI- oder deren Kombination der Multimode-
Quelle. Die Entfernung des Ldsungsmittels wird in der Regel durch Stickstoff als

Trocknungsgas bei hohen Temperaturen von 200-400 °C unterstitzt. Geladene
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Tropfchen, Cluster sowie freie Gasphasenionen werden durch ein elektrisches Feld
zur Transferkapillare, dem Eingang zum Massenspektrometer und damit verbunde-
nen Ubergang vom Atmospharendruck zum Vorvakuum, gelenkt. In dieser Kapillare
erfolgen eine weitere Trocknung sowie ein Declustering. Am Ausgang der Transfer-
kapillare werden Stickstoffmolekule und neutrale Teilchen entfernt. Die lonen gelan-
gen anschlieBend zum Quadrupol, welcher eine Selektion von lonen ermdglicht
(siehe Abschnitt 2.2.2.) und entweder nur diese oder alle lonen passieren lasst. In
der sich anschlieRenden Kollisionszelle ist eine gezielte Fragmentierung zuvor durch
den Quadrupol selektierter lonen moglich. Die aus der Kollisionszelle kommenden
lonen werden durch einen lonenstrahlkompressor zu einem feinen lonenstrahl fokus-
siert, welcher anschlieRend durch einen Schlitz weiter geformt wird (idealerweise in
eine Flache senkrecht zum TOF-Analysator). Im TOF-Analysator werden dann aus
diesem Strahl lonenpakete ins Reflektor-TOF gepulst. Dort werden sie nach ihrem

Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z) getrennt und schlieBlich am Detektor registriert.

Fur die wesentlichen Komponenten des Massenspektrometers und deren Funkti-

onsweise wird in Bezug auf diese Arbeit ndher eingegangen.

lonenquelle

Zur Erzeugung der lonen wurde eine ESI-Quelle mit Jet Stream Technologie ver-
wendet. Diese verflugt gegenuber konventionellen ESI-Quellen Uber eine effizientere
Desolvatisierung und Komprimierung des Sprays durch einen sie umgebenden zy-
lindrischen Stickstofffluss (in der Regel von 10-12 I/min bei 300-400 °C), dem Jet
Stream. Durch die senkrechte Anordnung des Zerstaubers zur Transferkapillare wer-
den nicht ionisierte, neutrale Teilchen weitestgehend am Eingang des Massenspek-
trometers vorbeigeleitet, wodurch der Untergrund in den gemessenen Spektren re-
duziert wird. Diese Technik gestattet eine direkte Kopplung der LC mit der MS selbst
bei LC-Flussraten Uber 1 ml/min. Die ESI verlauft ebenso wie bei der APCI und
MALDI sehr schonend, wobei Uberwiegend Quasimolekilionen sowohl im positiven
(IM+H]*, [M+Na]", [M+K]", [M+NH,4]") wie auch im negativen lonisationsmodus ([M-H]
, [M+HCO,], [M+CH3CO,]) entstehen.

Quadrupol (Q)

Der Quadrupol dient im MS-Experiment nur als lonenguide, eine Selektion von Mas-
sen erfolgt nicht. Im MS/MS-Experiment hingegen fungiert er als Massenfilter. Er
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bietet die Moglichkeit mit einer Auflosung von 1,3, 4 oder 9 amu Vorlauferionen fur
CID-Experimente zu selektieren. Die hochste Auflosung von 1,3 amu liefert CID-
Spektren mit der hochsten Reinheit, da Massen auflerhalb des kleinen Isolations-
fensters nicht fragmentiert werden. Durch Reduzierung der Auflésung des Quadru-
pols und somit der breiteren Isolation von Vorlauferionen mit zum Beispiel 4 amu
werden insbesondere bei starker Matrixbelastung weitere Vorlauferionen fragmen-
tiert, wodurch starker Matrix belastete CID-Spektren, Mischspektren entstehen. Die
Empfindlichkeit der CID-Spektren wird jedoch erhéht, da die asymmetrische Isolation
des Vorlauferions (-0,3 bis +3,7 amu um das selektierte m/z des Vorlauferions bei
einer Auflosung von 4 amu) dazu fuhrt, dass weitere Isotope neben dem mono-
isotopischen Signal mit erfasst werden. Insbesondere bei chlorierten und bromierten
Molekilen mit intensiven M+2 Isotopen ist eine Empfindlichkeitssteigerung moglich.
Die asymmetrische Isolation von 9 amu ist insbesondere fur grof3e Molekule mit aus-

gepragtem Isotopenmuster geeignet.

Kollisionszelle

Wahrend der MS-Experimente fungiert die lineare Hexapol-Kollisionszelle nur als
lonenguide, wohingegen sie bei MS/MS-Experimenten zur Fragmentierung von Qua-
simolekullionen dient. Zur Erzeugung von Fragmentionen werden die lonen durch
eine Spannung beschleunigt und durch Zusammenstéle mit einem Inertgas frag-
mentiert. Als Kollisionsgas wurde Stickstoff verwendet, der sich bei einem Druck von
ca. 8 x 10 Torr in dieser Zelle befindet. Die verwendete Kollisionsenergie lag in der
Regel im Bereich zwischen 0 und 40 eV. Das Niederenergie CID-Spektrum bei 10 eV
von Metformin, einem oralen Antidiabetikum, ist in Abbildung 2.4 anhand eines rea-
len Beispiels einer analysierten Blutprobe dargestellt.

Das vom Quadrupol mit einer Auflésung von 4 amu isolierte Vorlauferion
(130,1082 m/z) wurde mit einer Kollisionsenergie von 10 eV auf inerte Stickstoffmo-
lekule in der Kollisionszelle beschleunigt. Durch StéRe und damit verbundener Anre-
gung von Schwingungszustanden kommt es zur Bindungsdissoziation im Molekdl,
bevorzugt an den schwachsten Bindungen und der Entstehung von Fragmenten,
welche die Ladung besonders gut stabilisieren. Das sich ergebende Fragmentmuster
ist spezifisch flr eine Verbindung, da es deren Struktur widerspiegelt. Das CID-
Spektrum des Metformins lasst sich durch eine Abspaltung von Ammoniak (A),
Cyanamid (B), Dimethylamin (C), Guanidin (D) und Cyanodimethylamin (E) erklaren.
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Abbildung 2.4: Beispiel eines CID-Spektrums anhand von Metformin mit einer Isolation des Vorlau-
ferions von 4 amu und einer Fragmentierungsenergie von 10 eV.

Flugzeit-Analysator (TOF)

Da bei der TOF-MS die Flugzeit von lonen ermittelt wird und diese im Prinzip beliebig
lange gemessen werden kann, weisen TOF-Analysatoren praktisch keine Limitierung
der zu ermittelnden Massen auf. Der hier verwendete TOF-Analysator kann in unter-
schiedlichen Bereichen mit bis zu 20 000, 3200 oder 1700 m/z betrieben werden.
Durch die Einschrankung des zu analysierenden Bereichs erfolgt eine héhere Puls-

frequenz wodurch mehr Spektren in derselben Zeiteinheit erzeugt werden.

Aus dem in den TOF-Analysator gelangten lonenstrahl wird alle ca. 0,07 ms (Mas-
senbereich bis 1700 m/z) bzw. ca. 0,1 ms (Massenbereich bis 3200 m/z) ein lonen-
paket senkrecht in das Reflektor-TOF gepulst. Dabei erhalten die lonen alle die glei-
che kinetische Energie und werden im feldfreien Raum entsprechend ihrem Masse
zu Ladung-Verhaltnis (m/z) getrennt. Um energetische Inhomogenitaten, hervorge-
rufen durch Brownsche Molekularbewegung, von lonen derselben Verbindung zu
kompensieren, werden diese im TOF-Analysator reflektiert, sodass sie zeitgleich auf
den Detektor treffen. Aus der Flugzeit kann dann das m/z ermittelt werden. Durch die
effiziente Trennung der Masse zu Ladungs-Verhaltnisse durch den TOF-Analysator
werden hochaufgeldste Spektren erzeugt. Ein aus einem Puls resultierendes Primar-
spektrum wird als Transient bezeichnet. Bei einer Scanfrequenz von 1 Hz werden ca.
10 000 (Massenbereich bis 3200 m/z) bzw. 14 000 (Massenbereich bis 1700 m/z)
solcher Transienten zu einem Spektrum akkumuliert und als solches im Datenfile ge-
speichert.
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Detektor

Der Detektor kann mit unterschiedlichen Frequenzen von 1, 2 oder 4 GHz betrieben
werden. Deren Wahl hat keinen Einfluss auf die Trennung der lonen, d. h. auf die
Auflésung, im TOF-Analysator. Sie sind jedoch von Bedeutung fur die Darstellung
eines Signals bedingt durch die Anzahl erfasster Datenpunkte. Ein Transient bein-
haltet bei einer Detektorfrequenz von 1 GHz (1 ns/Punkt) 100 000, 2 GHz
(0,5 ns/Punkt) 200 000 und 4 GHz (0,25 ns/Punkt) 400 000 Datenpunkte. Mit zuneh-
mender Frequenz steigt das Auflosungsvermogen des Detektors. In der Praxis finden
am haufigsten der 2 und 4 GHz Betrieb Anwendung. Daraus ergibt sich im 2 GHz
Betrieb eine Massenaufldsung zwischen 5500 und 11 000 (100 bis 1000 m/z) im
4 GHz Betrieb zwischen 11 000 und 20 000 (100 bis 1000 m/z). Der Vorteil des
2 GHz Betriebs gegenuber dem 4 GHz Betrieb liegt im groReren dynamischen Be-
reich. Im 2 GHz Betrieb wird durch die Schaltung zweier parallel verwendeter Kanale,
bei dem einer unempfindlicher geschaltet ist und erst bei Eintritt der Sattigung des
anderen (oberes Limit des Detektors, um eine Anderung einer Signalzunahme zu
erfassen) aktiv wird, ein groRerer dynamischer Bereich geschaffen. Der 4 GHz Be-
trieb weist eine Sattigung bereits bei 1/8 (ca. 1 Dekade) der Sattigungsgrenze des
2 GHz Betriebs auf. Bei unzureichender chromatographischer Trennung koelu-
ierender isobarer Verbindungen mit geringer Massendifferenz kann ggf. eine Erho-
hung der Detektorfrequenz eine bessere Auflosung liefern. Das Detektorsignal wird
mittels Analog to Digital Converter (ADC) als Spektrum auf dem Computer abgespei-
chert. Dieser Konverter liefert im Gegensatz zum Time to Digital Converter (TDC)
einen groReren dynamischen Bereich, was eine Verbesserung im Nachweis schwa-

cher Signale in Anwesenheit von intensiven Signalen mit sich bringt.

Datenfile

In Abhangigkeit von der gewahlten Messfrequenz wie zum Beispiel 4 Hz wird jede
0,25 s aus den einzelnen Transienten ein hochaufgeldstes Massenspektrum erzeugt
und auf dem Computer gespeichert. Das somit aus einer Messung resultierende
dreidimensionale Datenfile beinhaltet die zeitliche Anderung (RT) der Signalintensitat
von detektierten hochaufgeldsten Masse-zu-Ladungsverhaltnissen (m/z) (siehe Ab-
bildung 2.5). Daraus lassen sich Spektren (Intensitat aller m/z-Werte zu einer defi-
nierten Retentionszeit) und Chromatogramme (Intensitat eines definierten m/z-Be-

reichs in Abhangigkeit von der Retentionszeit) erhalten.
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Abbildung 2.5: Darstellung des dreidimensionalen Datenfiles einer LC-(Q)TOF-MS-Messung [68].
Zeitliche Anderung der Signalintensitat der hochaufgeldsten Masse-zu-Ladungsverhaltnisse (m/z). Mit
zunehmender Starke des Grautons steigt die Intensitat an.

Spektren mit hochaufgelosten Masse zu Ladungs-Verhaltnissen stellen die notwen-
dige Voraussetzung der Bestimmung der akkuraten Masse von lonen dar. Allein das
Vorhandensein hochaufgeldster Spektren liefert Informationen bzgl. des Isotopen-
musters. Diese gemessenen Isotopenmassen weisen immer eine Differenz zur theo-
retischen Masse auf. Ohne effiziente Kalibrierung der Massenachse ist die Massen-
genauigkeit unzureichend, woraus eine starke Zunahme an moglichen Summenfor-
meln resultiert (vergleiche Abschnitt 2.3. und Tabelle 2.1). Die Kalibrierung der Mas-
senachse kann extern oder intern, wahrend der Messung, erfolgen. Bei Verwendung
dieses TOF-Massenspektrometers wurden im Abstand von mehreren Monaten eine
Optimierung der Spannungen (Tuning) und eine arbeitstagliche externe Kalibrierung
vorgenommen. Daruber hinaus wurden wahrend der Messung mindestens zwei Sub-
stanzen kontinuierlich injiziert und deren Massen flr eine permanente Kalibrierung
verwendet. Erst durch die akkurate Masse, der Feinmasse eines Molekiils, wird de-
ren elementare Zusammensetzung zuganglich. Mit Hilfe der akkuraten Masse, wel-
che eine gute Kalibration und hohe Massengenauigkeit voraussetzt, und dem Isoto-
penmuster, welches sich durch eine hohe Massenauflésung erschlief3t, wird die
Summenformel zuganglich. Die Massengenauigkeit in den erhaltenen TOF-Daten-
files liegt bei MS-Experimenten bei <3 ppm und bei CID-Experimenten <5 ppm. Die
Massengenauigkeit berechnet sich nach Gleichung (1). Ein Fehler von 3 ppm lasst
eine Detektion eines lons der Masse von 300,0000 amu mit + 0,0009 amu zu.
_ (Massepeoretiscn — Massegemessen)

Am = X 10® x ppm (1)
Massetheoretisch
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2.2.2 Moglichkeiten der Datenakquisition

Die massenspektrometrische Analyse, die Trennung und Detektion von lonen, erfolgt
entsprechend der nachzuweisenden lonen im positiven (Detektion der Kationen)
oder im negativen (Detektion der Anionen) Modus. Einige wie auch dieses Massen-
spektrometer erlauben eine kombinierte Anwendung beider Modi, einem Fast-
Polarity-Switching-Modus, zur alternierenden Detektion von Anionen und Kationen in
einer einzigen Messung. Auf Grund der langen Umschaltzeit zwischen beiden Pola-
ritaten, bedingt durch die langsame Umpolung des TOF und dem damit verbundenen

Empfindlichkeitsverlust wurde dieser Modus im Rahmen der Arbeit nicht verwendet.

Durch die Erweiterung des TOF-Massenspektrometers um einen Quadrupol zum
QTOF-Massenspektrometer ergeben sich insgesamt drei unterschiedliche Mess-
modi. Neben dem MS-Modus, welcher den einzigen Modus bei TOF-Massenspek-
trometern darstellt, ermdglicht die Verwendung des Quadrupols eine gezielte Erzeu-
gung von CID-Spektren ausgewahlter Vorlauferionen. Diese CID-Spektren kénnen
entweder vor der Messung definiert (Targeted-MS/MS) oder wahrend der Messung
datenabhangig (Auto-MS/MS) erzeugt werden. In allen drei Modi werden hochauf-
geloste Full-Scan-Spektren in MS-Experimenten aufgenommen. Fur die Modi
Targeted-MS/MS und Auto-MS/MS werden zusatzlich hochaufgeléste Full-Scan-
Spektren in MS/MS-Experimenten akquiriert.

MS-Modus

Im MS-Modus werden ausschliel3lich MS-Experimente durchgefuhrt, d. h. es erfolgt
keine Fragmentierung. Die komplette Messzeit wird fur die Akquisition von MS-
Spektren verwendet und verteilt sich somit nicht wie in den Ubrigen Modi auf ver-
schiedene Experimente. Da MS-Spektren die hochste Empfindlichkeit aufweisen, ist
dieses der empfindlichste Modus. In Abbildung 2.6 sind die Schaltung des Quadru-
pols und der Kollisionszelle sowie die vom TOF analysierten lonen im MS-Experi-
ment schematisch dargestellt. Der Quadrupol wie auch die Kollisionszelle dienen bei
MS-Experimenten ausschlielBlich zur lonenfokussierung. Es erfolgt weder eine Se-
lektion von lonen durch den Quadrupol noch eine Fragmentierung in der Kollisions-
zelle. Es werden ausschliel3lich die von der Quelle erzeugten Quasimolekulionen
vom TOF analysiert und anschliel3end detektiert.
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Abbildung 2.6: Schaltung des Quadrupols und der Kollisionszelle und vom TOF analysierte lonen im
MS-Experiment [68]. Der Quadrupol lasst alle von der Quelle kommenden lonen zur Kollisionszelle
durch. An dieser liegt keine Kollisionsenergie an, wodurch keine Fragmentierung erfolgt. Im TOF
werden die Quasimolekulionen analysiert.

Auto-MS/MS-Modus

Der Auto-MS/MS-Modus ist eine Kombination aus MS- und MS/MS-Experimenten.
Bei diesem datenabhangigen Akquisitionsmodus erfolgt keine Vorgabe der zu selek-
tierenden Vorlauferionen fir MS/MS-Experimente. Da wahrend eines Zyklus mehrere
verschiedene Experimente stattfinden, ist die Empfindlichkeit jedes einzelnen auf den
zeitlichen Anteil im Zyklus reduziert. Der gewonnene Informationsgehalt ist jedoch

deutlich hoher als der bei Verwendung des MS-Modus.

Die Schaltung des Quadrupols und der Kollisionszelle sowie die vom TOF analy-
sierten lonen sind in Abbildung 2.6 flir MS-Experimente und in Abbildung 2.7 flr
MS/MS-Experimente schematisch dargestellt. Im MS/MS-Experiment selektiert der
Quadrupol mit einer vorgegebenen Auflosung lonen eines bestimmten Masse-zu-
Ladungsverhaltnisses (m/z), welche in die nachgeschaltete Kollisionszelle gelangen.
An dieser liegt eine Kollisionsenergie an, welche eine Fragmentierung der lonen
durch ZusammenstéRe mit den Stickstoffmolekilen in der Zelle zur Folge hat. Die
entstandenen Fragmentionen werden vom TOF analysiert und anschliefend detek-
tiert.
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Abbildung 2.7: Schaltung des Quadrupols und der Kollisionszelle und vom TOF analysierte lonen im
MS/MS-Experiment [68]. Der Quadrupol selektiert ausgewahlte von der Quelle kommende lonen.
Diese werden in der Kollisionszelle durch eine angelegte Kollisionsenergie fragmentiert. Die
entstandenen Fragmente werden im TOF analysiert.

Das Prinzip der Messung im Auto-MS/MS-Modus ist in Abbildung 2.8 am Beispiel
einer realen Probe dargestellt. Dabei befindet sich das Instrument im stetigen Wech-
sel zwischen MS- und MS/MS-Experimenten mit einer festen Zykluszeit. Zur Ver-
deutlichung des Messzyklus wurde in Abbildung 2.8 (a) eine Vergrof3erung des
Gesamtionenchromatogramms (TIC) vorgenommen. Ein Messzyklus besteht aus
einem MS-Experiment mit konstanter Akquisitionszeit (z. B. 0,3 s) und mehreren sich
anschlieBenden MS/MS-Experimenten. Die wahrend eines MS/MS-Experiments
verwendete Kollisionsenergie kann entweder vor der Messung fest vorgegeben oder
massenabhangig wahrend der Messung berechnet werden. Im MS-Experiment wird
fur eine definierte Akkumulationszeit ein Full-Scan-MS-Spektrum aufgezeichnet,
mehrere Vorlauferionen vom Messinstrument automatisch ausgewahlt und im Falle
der Verwendung einer massenabhangigen Kollisionsenergie (CE) diese nach Glei-

chung (2) berechnet.

a m
CE=(WX;+b)eV sa,beNe (2
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Abbildung 2.8: Beispiel einer LC-QTOF-MS-Analyse im Auto-MS/MS-Modus anhand des Fallbei-
spiels 09/994, Proteinfallung einer Venenblutprobe. (a) Totalionenchromatogramm (TIC). (b) vergro-
Rerter Ausschnitt des TICs zwischen 9,81 und 9,94 min zur Verdeutlichung der Abfolge der MS- und
der drei MS/MS-Experimente. (c) Spektrum des MS-Experiments bei 9,845 min mit Bezeichnung der
drei automatisch selektierten lonen [M+H]";, [M+H]", und [M+H]’; bei 9,850, 9,852 und 9,854 min fiir
die folgenden MS/MS-Messungen (d) CID-Spektrum des [M+H]*; mit einer Kollisionsenergie von
25,0 eV. (e) CID-Spektrum des [M+H]", mit einer Kollisionsenergie von 18,2 eV.(f) CID-Spektrum des
[M+H]*; mit einer Kollisionsenergie von 33,7 eV. Die Kollisionsenergien wurden automatisch nach
Gleichung (3) berechnet.
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Danach selektiert der Quadrupol nacheinander die ausgewahlten Massen, welche in
der Kollisionszelle fur die restliche Zykluszeit fragmentiert werden. Nach einem CID-
Experiment wird das flr dieses Experiment zugrundeliegende Vorlauferion fir eine
definierte Zeitspanne (z. B. 0,1 min) fur weitere MS/MS-Messungen ausgeschlossen.
Somit ist gewahrleistet, dass auch koeluierende, weniger intensive lonen als Vorlau-
fer ausgewahlt werden konnen. Die resultierenden vier Massenspektren aus MS- und

MS/MS-Experimenten sind in den Abbildungen. 2.8 (c) bis 2.8 (f) wiedergegeben.

Die Zykluszeit, die Zeit fir MS- und MS/MS-Messungen innerhalb des Zyklus sowie
die Anzahl der Vorlauferionen kénnen in bestimmten Grenzen vorgegeben werden.
In Gleichung (2) wird berucksichtigt, dass die notige Kollisionsenergie fur eine aus-
reichende Fragmentierung mit zunehmender Molekllmasse zunimmt. Da die Frag-
mentierung jedoch auch stark von der spezifischen Struktur abhangt, ist die automa-
tische Wahl der Kollisionsenergie nicht immer optimal und die Messung muss in spe-
ziellen Fallen bei einer abweichenden Kollisionsenergie im Targeted-MS/MS-Modus

wiederholt werden.

In einem Auto-MS/MS-Datenfile sind alle wesentlichen Informationen einer Probe
enthalten. Daher eignet sich diese Datenakquisition besonders fur die STA, da auch
bei einer spater aufkommenden Fragestellung noch Informationen aus dem Datenfile

zuganglich sind, ohne dass eine weitere Messung notig ist.

Targeted-MS/MS-Modus

Der Targeted-MS/MS-Modus stellt wie der Auto-MS/MS-Modus eine Kombination
von MS- und MS/MS-Experimenten dar. Die Schaltung des Quadrupols und der Kol-
lisionszelle sowie vom TOF analysierte lonen ist in Abbildung 2.6 fur das MS-Expe-
riment und in Abbildung 2.7 fir das MS/MS-Experiment schematisch dargestellt. Die
Messung von CID-Spektren verlauft analog zum Auto-MS/MS-Modus, jedoch werden
die Vorlauferionen vor der Messung festgelegt, wodurch sichergestellt ist, dass ent-
sprechende Vorlauferionen fragmentiert werden. Die Empfindlichkeit und Spektren-
qualitat sind im Targeted-MS/MS-Modus in der Regel hoher als im Auto-MS/MS-Mo-
dus. Grunde daflr liegen in der Wahl einer gunstigen Kollisionsenergie flr eine opti-
male Fragmentierung, sowie der Moglichkeit einer langeren Akkumulationszeit im
MS/MS-Experiment (z. B. 4 Hz im MS- und 1 Hz im MS/MS-Experiment). Dartber
hinaus wird im Targeted-MS/MS-Modus eine Vielzahl an MS/MS-Spektren erhalten,

welche Uber den kompletten chromatographischen Peak verteilt sind. Demgegenuber
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werden im Auto-MS/MS-Modus nur vereinzelt CID-Spektren an einer beliebigen
Stelle des chromatographischen Peaks akquiriert. Anwendung findet er bei einer ge-
zielten Fragestellung bzgl. spezieller Substanzen oder zur Bestatigung ausschliellich
aus MS-Experimenten resultierenden Ergebnissen durch zusatzliche CID-Spektren.
Wie im Auto-MS/MS-Modus kann eine massenabhangige oder feste Kollisionsener-
gie vorgegeben werden. Da in diesem Modus in der Regel einer konkreten Frage-
stellung nachgegangen wird, empfiehlt sich die Verwendung fester Kollisionsener-
gien unter Berucksichtigung der optimalen Kollisionsenergie in Bezug auf die ver-

mutete Substanz.

2.3 TOF-MS und QTOF-MS in der Systematischen Toxikologischen
Analyse

Wie aus den Abschnitten 2.1.2. und 2.2. hervorgeht, liegt ein besonderer Vorteil der
hochauflosenden Massenspektrometrie in der Ermittlung der Summenformel einer
unbekannten Substanz aus der akkuraten lonenmasse und dem Isotopenmuster.
Dieses ist jedoch wegen der riesigen Zahl mdglicher Isomere noch weit entfernt von
der Identifizierung der Verbindung. Mit Hilfe der Software Molgen (molecular struc-
ture generation [69]) soll am Beispiel von Cathinon mit der nominalen Moleklulmasse
M = 149 verdeutlicht werden, worin die Starken und Einschrankungen der Verwen-
dung hochauflésender Massenspektrometrie liegen (Tabelle 2.1). Insgesamt sind 27
verschiedene Summenformeln theoretisch maéglich, sofern nur die Elemente C, H, N
und O in der Verbindung enthalten sind. Werden auch S und P einbezogen, erhoht
sich die Zahl auf 38, und wenn die Halogene F, Cl und Br hinzukommen sogar auf
120. Ein TOF-Massenspektrometer mit einer Massengenauigkeit von <3 ppm ermég-
licht eine eindeutige Unterscheidung zwischen den 27 aus C, H, N und O bestehen-
den Summenformeln. So lasst sich im Rahmen der bekannten Massengenauigkeit
der Datenakquise die zur gemessenen Masse gehdrige Summenformel ermitteln. Flr
die Summenformel CgH{1{NO mit der exakten Moleklilmasse von 149,084060 Dalton
lieferte die Molgen-Software unter Berticksichtigung von chemischen Bindungsregeln
25 895 621 theoretische Strukturisomere (Stereoisomere nicht mit inbegriffen). Von
diesen waren 724 Stoffe in der Beilstein-Datenbank erfasst und nur 45 im NIST Re-
gister enthalten. Die Software ,Chemspider" [70] lieferte Strukturformeln fur 829 Ver-
bindungen mit der Summenformel CgH{1NO. Darunter befinden sich neben Cathinon

zum Beispiel N,N-Dimethylbenzamid, p-Dimethylaminobenzaldehyd, 3,4-Dimethyl-
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benzamid, p-Aminopropiophenon sowie heterocyclische Substanzen wie 6-Hydroxy-
1,2,3,4-tetrahydrochinolin oder N-Methyl-6-hydroxy-2,3-dihydroindol (Abbildung 2.9).

Tabelle 2.1: Nach der Software Molgen (molecular structure generation) [69] berechnete Summenfor-
meln zur nominalen Molekilmasse 149 mit den Elementen C, H, N und O und Anzahl der theoretisch
mdglichen Isomere. Die grin hervorgehobene Zeile beinhaltet die Summenformel des Cathinons. Mit
Hilfe der Hochauflésung und der akkuraten Masse gelingt es, zwischen allen méglichen Summenfor-
meln zu unterscheiden.

Summen- Anzahl Isomere Anzahl Anzahl Relative Isotopenverteilung

formel (MOLGEN) Beilstein NIST Exakte Masse M M+1 M+2 M+3
C3H3NOg 41580 0 0 148,996038 100 3,89 1,29 0,05
C,H3N305 152977 0 0 149,007271 100 3,51 1,08 0,04
C;H3NO; 11449751 3 0 149,011293 100 8,10 0,90 0,06
CH;3N50, 99306 0 0 149,018504 100 3,13 0,86 0,03
CgH3N3z0, 50459744 2 0 149,022526 100 7,72 0,67 0,04
CqH3N 53109027 0 0 149,026548 100 12,31 0,69 0,02
C4H7NOs 202072 10 0 149,032421 100 4,99 1,13 0,05
CsH3NsO 39760215 5 0 149,033759 100 7,34 0,44 0,02
C3H;N30, 822099 2 0 149,043654 100 4,61 0,91 0,04
C4H;3N7 6505400 0 0 149,044992 100 6,96 0,21 0,00
CgH/NO, 48687255 265 13 149,047676 100 9,20 0,79 0,05
C,H/N503 633408 0 0 149,054887 100 4,23 0,69 0,03
C;H;N30 166085562 222 7 149,058909 100 8,82 0,55 0,03
CH-7N-;0O, 121630 0 0 149,066120 100 3,85 0,47 0,02
CsH1NO, 121350 52 0 149,068805 100 6,09 0,98 0,05
CgH7N5 77737459 129 10 149,070142 100 8,44 0,32 0,01
C4H11N303 473871 1 0 149,080038 100 5,71 0,75 0,04
CoH1NO 25895 621 724 45 149,084060* 100 10,31 0,68 0,03
C3H11N50, 355574 0 0 149,091271 100 5,33 0,53 0,02
CgH1N3 49755227 182 5 149,095293 100 9,93 0,44 0,01
C,H4N7O 67609 0 0 149,102504 100 4,95 0,31 0,01
CeH1sNO3 13539 23 2 149,105188 100 7,20 0,84 0,05
CH44Ng 2766 0 0 149,113737 100 4,57 0,09 0,00
CsH1sN30, 44621 0 0 149,116421 100 6,82 0,61 0,03
CqoH1sN 2569697 558 40 149,120443 100 11,41 0,59 0,02
C4H4sNsO 26983 0 0 149,127654 100 6,44 0,39 0,02
C3Hq5N7 3483 0 0 149,138887 100 6,06 0,16 0,00

* Eine Massengenauigkeit von 3 ppm entsprichtbei der Masse 149 Dalton einer Abweichung von +/-0,0004 Dalton.

Dieses Beispiel demonstriert, dass die fast unbegrenzte strukturelle Vielfalt der orga-
nischen Chemie bei der Systematisch Toxikologischen Analyse bedacht werden
muss. Anhand einer Summenformel ist die Identitat einer Substanz noch lange nicht
bewiesen. Daher sind weitere Kriterien fir eine Unterscheidung von Isomeren not-
wendig und es mussen Einschrankungen bezuglich der toxikologischen Relevanz

und Auftretenswahrscheinlichkeit vorgenommen werden.
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Abbildung 2.9: Beispiele isomerer Substanzen des Cathinons mit der Summenformel CgH,4NO. Ins-
gesamt wurden von den theoretisch méglichen 25 895 621 Strukturisomeren (Stereoisomere nicht in-
begriffen) 829 verschiedene Substanzen mit dieser Summenformel durch die Software ChemSpider
[70] gefunden.

Zur Loésung der Problematik der strukturellen Substanzvielfalt identifizierter Sum-
menformeln wurden dabei mehrere Ansatze unternommen. So wurden zur Unter-
scheidung von Isomeren Retentionszeiten unter definierten chromatographischen
Bedingungen fiur 100 bis 400 Substanzen in einigen In-Haus Datenbanken erfasst
[21-26, 28, 30, 33, 35]. Die Identifizierung von Metaboliten in einem metabolomisch-
en Ansatz ist eine weitere Moglichkeit der Bestatigung oder des Ausschlusses einer
vermeintlichen Substanz als Ergebnis aus einer theoretischen Datenbank [21, 32].
So wird zum Beispiel die Anwesenheit des Neuroleptikums Clozapin in einer Blut-
probe durch das gleichzeitige Auftreten von Demethylclozapin und Clozapin-N-oxid
abgesichert, wahrend das Fehlen entsprechender Metabolitensignale darauf hin-

weist, dass es sich um eine andere Substanz handelt.

Die Beschrankung auf nur toxikologisch relevante Substanzen in theoretischen Da-
tenbanken, die Verwendung von Retentionszeiten unter standardisierten Bedingun-
gen sowie die Suche nach Metaboliten sind sehr hilfreich. Einen wesentlich grofieren
Informationsgehalt weisen jedoch CID-Spektren auf, die strukturspezifische Daten
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der Substanzen enthalten. Aus diesem Grund wurden von einigen Autoren ,In-
Source CID-Spektren® an LC-TOF-MS-Instrumenten verwendet [33, 35]. Hierbei han-
delt es sich um CID-Spektren, die in der lonenquelle durch Kollisionen von lonen mit
Gasmolekllen im Hochdruckbereich des LC-TOF-MS (zwischen Transferkapillare
und Skimmer) erzeugt werden. Der Nachteil dieser ,In-Source-Fragmentierung® liegt
in der Fragmentierung aller lonen und der Erzeugung von MS- und CID-Mischspek-
tren. Bei der Fragmentierung ausgewahlter Vorlauferionen und deren Fragmentie-
rung in einer Kollisionszelle oder lonenfalle (IT) werden hingegen vorlauferspezifi-
sche Spektren erhalten. Kaufmann et al. zeigten, dass das Monitoring klassenspezi-
fischer In-Source-CID-Fragmentmassen den Nachweis von Analyten in einem unge-
richteten Screening ermaéglicht [35]. Der Einsatz von Hybrid-Quadrupol-Flugzeitmas-
senspektrometern (LC-QTOF-MS) hat den Vorteil, dass im Gegensatz zur In-Source-
Fragmentierung die CID-Spektren nicht durch Matrix und koeluierende Substanzen
gestort sind. Eine CID-Spektrenbibliothek von 319 Substanzen, welche mit einem
LC-QTOF-MS-Instrument bei zehn Kollisionsenergien gemessen wurde, wurde von
Pavlic et al. beschrieben [16]. Weitere Ansatze liegen in der Nutzung spezieller Soft-
ware fur die Vorhersage einer Fragmentierung, um zwischen Strukturisomeren einer
Datenbank unter Verwendung von LC-QTOF-MS zu differenzieren [27]. Daruber hin-
aus bietet das LC-QTOF-MS-Instrument einen fur die Systematische Toxikologische
Analyse sehr vorteilhaften datenabhangigen Akquisitionsmodus (Auto-MS/MS-
Modus). Wie bereits in Abschnitt 2.2.2. gezeigt wurde, kombiniert dieser Modus den
Vorteil einer TOF-MS-Messung fur eine umfassende Datenerfassung und der
Messung akkurater CID-Spektren aller wesentlichen Komponenten der Probe durch

Isolierung des entsprechenden Vorlauferions durch den Quadrupol (QTOF-MS).

Auf Grund der Fllle an Informationen, die sich aus einem TOF-Datenfile ergeben,
bedarf es besonderer Auswertetechniken. Die Gruppe von Ojanpera und Pelander
verwendet eine umgekehrte Suche (reverse search), bei der die Informationen des
TOF-Datenfiles der Probe mit den Eintragen (Massen) einer Datenbank abgeglichen
werden [20-28, 51]. Diese Strategie empfiehlt sich insbesondere bei der Verwendung
kleiner Datenbanken. Polettini et al. hingegen verwenden eine sogenannte vorwarts
Basispeaksuche (forward basepeak search), wobei die Basismassenpeaks des un-
bekannten chromatographischen Peaks im analysierten Datenfile nach Subtraktion
eines Protons in einer gro3en theoretischen Datenbank von 50 500 toxikologisch re-
levanter Substanzen inklusive vieler Phase-I- und Phase-lI-Metabolite gesucht wer-
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den [31, 32]. Diese Suche kann auf Grund der sonst grol3en Zahl falsch positiver
Treffer bzw. zu bestatigenden Ergebnissen nur fur eine geringe Anzahl von Peaks,

die intensivsten des Chromatogrammes, erfolgen.

Das grolRe Potential hochauflésender Flugzeitmassenspektrometer gekoppelt mit der
Flissigchromatographie (LC-TOF-MS), keine a priori Einschrankung bzgl. der zu
identifizierenden Substanzen, der effizienten chromatographischen und massenspek-
trometrischen Trennung sowie des ausschliel3lichen Scan-Modus mit der Moglichkeit
der Summenformelidentifikation, wurde bereits bei toxikologischen Screenings in

Blut, Urin, Haaren, Mekonium und im Glaskorper angewendet [16, 20-36].

In Tabelle 2.2 ist ein Uberblick Uber bisherige Anwendungen von LC-TOF-MS und
LC-QTOF-MS in der Systematischen Toxikologischen Analyse wiedergegeben. Bei

allen diesen Arbeiten spielt die Anwendung von Datenbanken eine Rolle.

Tabelle 2.2; Literaturiibersicht zur bisherigen Anwendung von LC-TOF-MS oder LC-QTOF-MS zum
toxikologischen Screening.

Autoren LC-TOF- Massen- Kriterien fiir Substanz- Datenbank / Proben- praktische
Modus genauigkeit Ident. Bibliothek Vorbereitung Anwendung
Gergov et al. LC-TOF 5 ppm Exakte Masse, In-Haus, 433 SPE Urin
2001 [20] RT, Metabolite Verbindungen
Pelander et al. LC-TOF 5 ppm Exakte Masse, In-Haus, 637 SPE Urin
2003 [21] RT, Metabolite Verbindungen
Decaestecker et LC-QTOF - IDA, CID-Spektren In-Haus, 300 SPE Blut
al. 2004 [30] Verbindungen
Ojanpera et al. LC-TOF 5 ppm Exakte Masse, RT, In-Haus, 735 SPE Urin
2006 [23] Isotopenmuster, Verbindungen
Metabolite
Kaufmann et al. LC- TOF 5 ppm Exakte Masse, In-Haus, 100 Verdinnung Urin
2007 [35] In-Source- Verbindungen mit
CID-Spektren Acetonitril
Kolmonen et al. LC-TOF 5 ppm Exakte Masse, RT, In-Haus, 124 SPE Urin
2007 [24] Isotopenmuster Verbindungen
und 70
Metabolite
Pelander et al. LC-TOF 5 ppm Exakte Masse, RT, In-Haus, 815 Aufschluss in Haare
2008 [25] Isotopenmuster Verbindungen NaOH, SPE
Polettini et al. CE-TOF 5 ppm Exakte Masse PubChem, LLE Haare, Blut,
2008 [31] 50 500 Urin.
Substanzen
Lee et al. 2009 LC-TOF 5 ppm Exakte Masse, In-Haus, 300 LLE Urin
[33] In-Source- Verbindungen

CID-Spektren

29



Grundlagenteil

2001 wurde erstmalig durch Gergov et al. ein Konzept zum Screening nach Drogen
und Arzneimitteln sowie deren Metaboliten im Urin mittels LC-TOF-MS vorgestellt
[20]. Die Identifizierung fur 433 Substanzen erfolgte anhand der exakten Masse und,
sofern Referenzstoffe zur Verfigung standen, unter Verwendung von Retentionszei-

ten. Die Methode wurde von Pelander et al. weiterentwickelt und validiert [21].

In einer Arbeit von Ojanpera et al. [22] wurden postmortale Urinproben zunachst mit-
tels LC-TOF-MS analysiert und anschlie3end die Ergebnisse mit LC-FT-MS bestatigt.
Dabei wurde eine Massentoleranz von 20-30 ppm fur die TOF-MS-Messung und
3 ppm flr die FT-MS-Analyse unter Verwendung einer theoretischen Datenbank von
7640 Substanzen [71] zur Identifizierung genutzt. Wahrend mittels TOF-MS ein bis
drei mdgliche Summenformeln in Frage kamen, wurde mittels FT-MS immer nur eine
vorgeschlagen. Es zeigte sich somit, dass bei Verwendung von TOF-Massenspek-
trometern auf Grund der umfangreichen Datenbank bzw. des gréleren Massen-
fehlers gegenuber FT-MS-Instrumenten die Anzahl vorgeschlagener Substanzen
zunahm. Aus dieser Studie schlussfolgerten Ojanpera et al., dass zur Identifizierung
mittels TOF-MS neben der akkuraten Masse zusatzliche Informationen wie die Re-
tentionszeit oder die Verwendung weiterer Methoden erforderlich sind. In einer weite-
ren Arbeit zeigten Ojanpera et al. anhand von Urinproben, dass bei einer Datenbank-
suche nach Medikamentenwirkstoffen, basierend auf der akkuraten Masse und der
Retentionszeit, die Verwendung des Isotopenmusters der Substanz zugrundeliegen-
den Summenformel zu einer Reduzierung von falsch positiven Ergebnissen flhrt
[23]. Fur diesen Zweck wurde eine In-Haus-Datenbank mit 735 toxikologisch oder
pharmazeutisch relevanten Substanzen einschlie3lich Medikamentenwirkstoffen, ille-

galen Drogen, Designerdrogen und Metaboliten aufgebaut.

Nicht nur in der forensischen und klinischen Toxikologie wurden die Vorzige von
TOF-Massenspektrometern erkannt. So nutzen Kolmonen et al. [24] diese Technik in
der Dopinganalyse. Neben der Verwendung der Retentionszeit und der exakten
Masse der zu identifizierenden Substanzen wurden hier die Isotopenmuster als wei-

teres Identifizierungskriterium verwendet.

EISohly et al. [72] untersuchten mittels LC-TOF-MS 156 verschiedene Urine von mut-
malilichen Opfern sexuellen Missbrauchs nach Beibringung von K.O.-Mitteln. Insge-

samt wurden 19 der 22 haufigsten auftretenden Benzodiazepine nachgewiesen. Die
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Nachweisgrenzen der Methode lagen zwischen 0,5 und 3,0 ng/ml. Die Identifizierung

der Substanzen erfolgte anhand einer Datenbank von Summenformelin.

Polettini et al. verwendeten eine Kombination aus einer Datenbanksuche basierend
auf 50 500 toxikologisch relevanten Substanzen aus der PubChem Datenbank [73]
sowie Phase-I- und Phase-lI-Metaboliten zur Bestatigung der vermeintlichen Wirk-
stoffe [31].

Kaufmann et al. berichteten Gber eine Datenbank mit mehr als 100 Tierarzneistoffen,
die fur Urinscreenings angewendet wurde. Die Nutzlichkeit von Metaboliten zur Be-
statigung von Ergebnissen sowie der Verwendung von charakteristischen In-Source-

Fragmenten flr bestimmte Substanzklassen wurde dargelegt [35].

Hayashida et al. verwendeten flr die Identifizierung von 41 verschiedenen Benzodia-
zepinen eine Datenbank bestehend aus der Summenformel, Retentionszeit und
exakten Masse [74]. In der durchgeflhrten Studie wurden Proben von Patienten, die
mehr als 2 Benzodiazepine eingenommen hatten, mittels LC-TOF-MS analysiert. Es
konnte gezeigt werden, dass die Selektivitat mit Hilfe der Datenbank exakter Massen

bei der TOF-MS-Analyse gesteigert wurde.

Lee et al. berichteten von einer validierten Methode zum Screening von 300 toxikolo-
gisch relevanten Substanzen im Urin [33]. Die abnehmende Massengenauigkeit bei
Signalintensitaten im Bereich der Detektorsattigung, d. h. das obere Limit des De-
tektors Signale zu registrieren, verursacht durch hohe Analytkonzentrationen, wurde
mit Hilfe entsprechender Identifizierungskriterien gelést. So wurden falsch negative
Ergebnisse im Falle einer Sattigung durch eine geringere Massengenauigkeit redu-
ziert und die damit verbundende Zunahme falsch positiver Ergebnisse durch eine
Kombination von Retentionszeiten, akkurater Masse und In-Source-CID-Spektren

(nominale Massenfragmentmuster) kompensiert.

Der Nachweis von Drogen ist ein fester Bestandteil von kriminaltechnischen Labors.
Laks et al. zeigten, dass Stralendrogen auch bei Fehlen von Referenzstandards
durch eine Kombination zweier moderner Techniken analysiert werden kdnnen. Die
Identifizierung der Summenformel erfolgte mittels LC-TOF-MS und die Quantifizie-
rung mit Hilfe eines Stickstoff-Chemilumineszenz-Detektors (LC-CLND) unter Ver-
wendung des Standards Coffein als aquimolares Stickstoffsignal [75]. Die Empfind-
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lichkeit von LC-TOF-MS-Instrumenten lasst neben Drogentests in Blut und Urin auch

den Nachweis von Cannabis im Speichel [76] und Drogen im Haar [25, 36, 77] zu.

Der Einsatz des Hybrid-Quadrupol-Flugzeitmassenspektrometers (QTOF-MS) zur
toxikologischen Analyse wurde erstmalig von Decaestecker et al. beschrieben [29,
30]. In den Arbeiten wurden die Vorzige der informationsabhangigen MS/MS-
Spektrenakquisition (IDA) dargestellt. So erfolgte die Unterscheidung von Isomeren
bzw. die Substanzidentifizierung durch den Vergleich gemessener CID-Spektren mit
denen einer CID-Bibliothek. Die Vorteile der akkuraten Masse wurden in den Arbei-
ten jedoch nicht genutzt. Darliber hinaus wurde die Moglichkeit einer Quantifizierung

im verwendeten IDA-Modus anhand von MS-Spektren verwirklicht.

2.4 Besonderheiten von Haaren als Probenmaterial

Der wohl wichtigste Unterschied der Haare als Probenmaterial fur toxikologische
Untersuchungen im Vergleich zu anderen menschlichen Matrizes besteht in der viel
langeren Nachweiszeit der retrospektiven Erfassung einer chronischen Exposition
von Drogen und Giften [78]. Abbildung 2.10 zeigt fir die toxikologisch interessanten

biologischen Untersuchungsmaterialen die zeitlichen Nachweisfenster.

Blut

Speichel

Schweil}

Urin

Haare

| I 1 I i I i I i
0,1 0.3 1 3 10 30 100 300 1000

Nachweisdauer, Tage

Abbildung 2.10: Zeitfenster unterschiedlicher Probenmaterialien beim Nachweis von Substanzmiss-
brauch.

Wahrend man aus einer Blutprobe Informationen zur akuten Beeinflussung erhalt,
lassen Matrizes wie Speichel, Schweild und Urin nur Aussagen Uber einen akuten

Missbrauch zu. Das erfasste Zeitfenster betragt hierbei nur Stunden bis wenige
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Tage. Haare lassen hingegen einen Nachweis eines erfolgten Konsums Uber Monate
bis Jahre zu. Mittels einer segmentweisen Haaranalyse ist mit gewissen Einschran-
kungen sogar der zeitliche Verlauf eines Konsums oder der ungefahre Zeitpunkt ei-

ner Exposition nachzuvollziehen.

Die physiologischen Grundlagen der Haaranalyse wie Haarwachstum und Wachs-
tumszyklus, Mechanismus der Einlagerung ins Haar und Storeffekte sowie Nachweis
illegaler Drogen und Medikamentenwirkstoffe in Haaren sind in umfangreichen Uber-
sichtsartikeln publiziert [79-82] und sollen daher hier nicht erneut behandelt werden.
Da in der vorliegenden Arbeit die Systematische Toxikologische Analyse von Haar-
proben im Vordergrund steht, beschranken sich die nachfolgenden Ausflhrungen
stattdessen auf eine Ubersicht Uiber bisherige Arbeiten zur STA im Haar und auf Ex-
traktionsverfahren flr Haarproben, bei denen mdglichst alle relevanten Substanzen

von dieser Matrix abgetrennt werden sollten.

Die in der Literatur beschriebenen Methoden zur Haaranalyse betreffen im Allgemei-
nen einzelne Substanzen oder Substanzgruppen. Es gibt jedoch Falle mit forensi-
schem oder klinischem Hintergrund, in denen die chronische Exposition gegenuber
Drogen oder Giften ohne spezifische Informationen uber die Stoffe und ob ein Stoff
uberhaupt verabreicht wurde, geklart werden muss. Beispiele daflir sind chronische
kriminelle Verabreichung von Drogen oder Giften, zum Beispiel zur Sedierung von
Kindern oder alteren unter Pflege stehenden Personen, die Klarung der chronischen,
medizinischen Behandlung in Todesfallen oder bei klinischen Fallen mit unbekannter
Vorgeschichte. Ein Wirkstoff-Screening im Haar kann auch zur ldentifizierung von
unbekannten Leichen beitragen. In solchen Fallen sollte eine Systematische Toxiko-
logische Analyse (STA), welche die allgemeine Suche nach toxischen Substanzen in
der Haarprobe bedeutet, durchgefuhrt werden [15, 25, 31].

Aus analytischer Sicht unterscheidet sich Haar von anderen menschlichen Materia-
lien durch die geringere Probemenge, die empfindlicherer Methoden bedarf, und
durch seinen festen Zustand, der spezifische Methoden der Extraktion oder des Auf-
schlusses bendtigt, und der es schwierig macht, realistische Standards und Kontroll-
proben flur die Kalibrierung und Validierung von quantitativen Verfahren herzustellen.
Abgesehen von diesen Besonderheiten, folgt die STA im Haar den gleichen Grund-
satzen wie zum Beispiel im Blut oder Urin: Herstellen eines Extraktes, der moglichst
viele toxikologisch relevante Stoffe enthalt und Matrixbestandteile so weit wie mog-
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lich ausschlief3t, die chromatographische Trennung des Extraktes in die Komponen-
ten, die Charakterisierung der Komponenten durch Retentionszeit und Molekulspek-
tren (MS bevorzugt, aber auch UV), die Identifizierung durch Bibliothekssuche und

die (ungefahre) Quantifizierung mit Hilfe der chromatographischen Peakflachen.

Aufgrund dieser Einschrankungen des Haares wurden Arbeiten zur STA in diesem
Material nur selten publiziert. Ein Verfahren, mit kombiniertem Einsatz von Hochleis-
tungs-Flussigchromatographie mit Diodenarraydetektor (HPLC-DAD) und Gaschro-
matographie-Massenspektrometrie (GC-MS) nach der Extraktion von 200-250 mg
Haar in zwei Fraktionen mit 0,1 M HCI (basische Wirkstoffe) und mit Wasser (neut-
rale und saure Medikamentenwirkstoffe) und Aufreinigung durch Festphasenextrak-
tion (SPE) wurde von Gaillard und Pepin bereits im Jahr 1997 [83] beschrieben. Die
Autoren zeigten, dass Haar als eine sehr nutzliche, alternative Matrix fur die toxikolo-
gische Analyse dienen kann. Anhand von Fallbeispielen demonstrierten sie, wie In-
formationen zur Drogen- und Medikamentengeschichte einer Person durch die Haar-
analyse zuganglich waren, und wie die Identifizierung unbekannter Leichen anhand
des Vergleichs analytischer Haarergebnisse mit bekannten Medikationen vermisster
Personen moglich war. Eine Ubersicht der Screening-Strategien in Haar wurde von
Sachs [84] im Jahr 2006 gegeben. Es wurde gefolgert, dass zum damaligen Zeit-
punkt eine echte Systematische Toxikologische Analyse fur Tausende von Wirkstof-
fen nicht mit der erforderlichen Empfindlichkeit moglich ist. Stattdessen wurde ein
Multianalytverfahren mittels LC-MS/MS, das 49 Antidepressiva und Neuroleptika, 23
Benzodiazepine und 20 Opioide umfasste, als die vielversprechendste Alternative
gesehen [84, 85].

Klose Nielsen et al. entwickelten ein Screenings- und Quantifizierungsverfahren fir
52 Drogen und Medikamentenwirkstoffe im Haar mittels LC-TOF-MS [36]. Bei der
Verwendung von 10 mg Haarmaterial lagen die Nachweisgrenzen (LODs) zwischen
0,01 und 0,10 ng/mg, die Quantifizierungsgrenze (LOQ) lag bei 87 % aller Analyte
bei 0,05 ng/mg.

Vogliardi et al. stellten eine LC-MS-Methode unter Verwendung eines Orbitrap-Mas-
senspektrometers zur Identifizierung und Quantifizierung von 28 Benzodiazepinen,
inklusive 6 Metaboliten, in Haaren vor [86]. Die validierte Methode zeigte fur die

Analyte sehr gute Quantifizierungsgrenzen (LOQ) von 1-10 pg/mg.

34



Grundlagenteil

Bis auf wenige Ausnahmen erfordert der Nachweis von Wirkstoffen in Haaren eine
der Analyse vorangehende Extraktion oder den Aufschluss der Haarmatrix mit an-
schlielRender Extraktion der erhaltenen Lésung. Verfahren zum direkten Nachweis
von Substanzen im Haar bestehen in der Anwendung der bildgebenden Technik un-
ter Verwendung der matrixunterstutzten Laser-Desorptions/lonisations-Massenspekt-
rometrie (MALDI-MSI). Miki et al. analysierten ein mit a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure,
welche zur Erzeugung protonierter Molekulionen verwendet wird, behandeltes, ge-
spaltenes Einzelhaar eines chronischen Methamphetaminkonsumenten mittels
MALDI-TOF-MSI und MALDI-FTICR-MSI [87]. Mit Hilfe dieser Techniken lief3 sich die
wiederholte Einnahme der Droge nachweisen. Porta et al. verwendeten die MALDI-
MSI-Technik in Kombination mit einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer mit
linearer lonenfalle um anhand eines intakten Einzelhaares die Verteilung von Cocain
und seinen Metaboliten darzustellen [88]. Das gezielte Screening sowie die Quanti-
fizierung wurden im Single Reaction Monitoring (SRM) durchgefuhrt. Fur die sichere
Substanzidentifizierung wurden MS/MS- und MS>-Spektren der entsprechenden Vor-
lauferionen akquiriert. Mit einer Auflésung von 1 mm wurden Cocain und seine Meta-
bolite Benzoylecgonin, Cocaethylen und Norcocain chronologisch uber mehrere
Monate wiedergeben. Allerdings lag die Empfindlichkeit noch bei 5 ng/mg. Es ist
denkbar, dass dieses Verfahren mit weiterer Empfindlichkeitssteigerung fur die STA

einsetzbar wird.

Methoden, die neben der Identifizierung eine Quantifizierung von Wirkstoffen im Haar
erlauben, verlangen bislang eine Extraktion oder einen Aufschluss der Haarmatrix als
Bestandteil der Probenvorbereitung. Um eine moglichst hohe Empfindlichkeit zu ge-
wahrleisten, wird eine Extraktion mit moglichst groRer Ausbeute angestrebt. Darlber
hinaus ist fur die Quantifizierung ebenfalls wichtig, dass die Extraktion annahernd
vollstandig verlauft. Insbesondere bei der Verwendung von Cut-Off-Werten wie sie
beispielsweise bei der Fahreignungsbegutachtung Anwendung finden [89], ist es
wichtig, nicht nur die Substanz nachzuweisen, sondern deren Konzentration korrekt
wiederzugeben. Schliel3lich sollte der Wirkstoff oder der Metabolit auch unter den
Extraktionsbedingungen stabil sein. Je nach chemischer Beschaffenheit der nachzu-
weisenden Analyte wird bei gezielten Analysen das entsprechende Verfahren zur
Probenvorbereitung gewahlt. Fur die systematische Suche nach toxischen Substan-
zen sollten diese Bedingungen fur moglichst viele Verbindungen gleichzeitig erfillt
sein. Daher soll im Folgenden ein Uberblick tber die wichtigsten Extraktions- und
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Aufschlussverfahren fur Haar unter dem Gesichtspunkt dieser universellen Einsetz-

barkeit gegeben werden.

Methanolextraktion mittels Ultraschall:

Ein universelles und haufig verwendetes Verfahren, das auch fur die STA in Frage
kommt, besteht in der Verwendung von Methanol als Extraktionsmittel im Ultra-
schallbad fir 5-18 Stunden [85, 90-95]. Im Gegensatz zu wassrigen Extraktionslo-
sungen solvatisiert Methanol als organisches Losungsmittel auch neutrale und
lipophile Substanzen. Das hydrophile Methanol dringt in die Haarmatrix ein, wodurch
diese aufquillt und die Wirkstoffe in die Extraktionslosung diffundieren kénnen. Dies
wird zusatzlich durch den Einsatz des Ultraschallbads unterstutzt, welches die Haar-
struktur zerstort. Dieses Verfahren eignet sich zum Nachweis von hydrolyseemp-
findlichen Substanzen wie Heroin [96, 97] und sehr lipophilen Substanzen wie THC
[92]. Als leicht flichtiges Losungsmittel lasst sich Methanol einfach entfernen. Da-
durch ist eine Aufkonzentration der Messlésung zur Empfindlichkeitssteigerung mog-
lich. Ein wesentlicher Nachteil dieses Verfahrens besteht jedoch in der relativ hohen
Verunreinigung des Extrakts durch Matrixbestandteile [94]. Daher werden haufig im
Anschluss an die Methanolextraktion Reinigungsschritte wie die Verwendung der
Flissig/FlUissig- oder Festphasen-Extraktion durchgefuhrt. Auch durch wiederholte
und verlangerte Methanolextraktion mittels Ultraschallbad lassen sich die meisten
Analyte nicht vollstandig extrahieren. Im Vergleich zu anderen Verfahren ist die Ex-
traktionsausbeute daher haufig niedriger. Weiterhin ist zu beachten, dass es bei Es-
tern leicht zur Umesterung kommen kann, zum Beispiel werden Fettsaureethylester

in die entsprechenden Methylester umgewandelt.

Extraktion mit wassrigen S&uren oder Pufferlésungen:

Ein fur basische Wirkstoffe und Drogen (Amphetamine, Cocain sowie seine
Metabolite, Methadon und Opiate) sehr geeignetes Verfahren besteht in der Extrak-
tion mittels wassriger Sauren (0,01-0,5M Salzsaure) [98] oder Phosphat-Puffer
(pH 6,4 oder 7,6) [99]. Dieses Verfahren liefert viel reinere Extrakte als die
methanolische Extraktion und selbst Benzodiazepine lassen sich durch Inkubation in
einem Puffer extrahieren [100, 101]. Jedoch vollzieht sich wahrend der Extraktion
unter sauren Bedingungen zum Beispiel eine partielle Hydrolyse des Cocains unter
Abspaltung von Methanol zu Benzoylecgonin sowie eine Desacetylierung des 6-

Acetylmorphins zu Morphin. Informationen bzgl. der im Haar vorliegenden Substanz-
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verhaltnisse gehen hierbei verloren. Dies ist bei der Interpretation des analytischen
Befundes zu berucksichtigen. Heroin (diacetyliertes Morphin) stellt eine sehr gut im
Haar einlagernde Substanz dar. Unter Anwendung wassriger Sauren wird sie jedoch
nicht nachgewiesen, da es zu einer schnellen Desacetylierung kommt. Die
methanolische Extraktion hingegen ermoglicht deren Nachweis. Ein entscheidender
Nachteil, der den Einsatz fir die STA ausschlief3t, ist, dass saure und lipophile Sub-
stanzen nicht ausreichend extrahiert werden. Weiterhin kann die erforderliche an-
schliellende Aufreinigung durch Festphasenextraktion (SPE) oder Flissig/Flussig-

Extraktion (LLE) zu weiteren Substanzverlusten fuhren.

Behandlung mit Harnstoff und Thioglykolséure:

Die Extraktion in wassrigem Medium unter sauren Bedingungen (pH 3,2) kann durch
die Anwesenheit von Denaturierungsmitteln wie Harnstoff (8 mol/l) und
Thioglykolsaure (0,2 mol/l) erleichtert werden. Diese bewirken eine Spaltung der
Wasserstoffbriickenbindungen sowie eine Reduktion der Disulfidbricken im Haar-
protein zu Thiolen. Die Anwendung dieses Verfahrens zeigte gute Ergebnisse bei der
Extraktion von Benzodiazepinen [102], jedoch ist eine universelle Anwendung im

Sinne der STA analog zu wassrigen Puffern und Sauren eingeschrankt.

Haaraufschluss mit wéssriger Natronlauge:

Dieses Verfahren eignet sich fur Analyte, die unter alkalischen Bedingungen stabil
sind. Die Haare werden hierbei zum Beispiel fur eine Stunde bei 80 °C in 1 M Nat-
ronlauge inkubiert. Diese Methode erwies sich als vorteilhaft fir den Nachweis von
zum Beispiel Nikotin [103, 104], Amphetaminen [98, 105-110], THC [111-116], Anti-
depressiva und Neuroleptika [117-121]. Beim Haaraufschluss mittels Natronlauge
wird von einer vollstandigen Uberfiihrung des Wirkstoffs vom Haar in die Messlésung
ausgegangen. Auch hier miussen die Analyte vor der Analyse mit Chromatographie
und Massenspektrometrie durch SPE oder LLE aus der wassrigen Phase entfernt
werden. Obwohl hier alle Substanzen aus der Matrix freigesetzt werden, wird der
Einsatz fur die STA durch die Instabilitat vieler Wirkstoffe in dem stark basischen Mi-

lieu eingeschrankt.

Enzymatischer Aufschluss der Haarmatrix:

Mit Hilfe der Enzyme Pronase und Proteinase K kann eine hydrolytische Spaltung

von Haarproteinen durchgeflihrt werden. Die Verwendung von Dithiothreitol und der
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damit herbeigefuhrten Spaltung von Disulfidbindungen fuhrt zu einer erheblichen
Verbesserung des enzymatischen Aufschlusses [122-124]. So wurden innerhalb von
4-6 Stunden 10-30 mg Haare mit Hilfe von 100 mg Proteinase K und 200 mg
Dithiothreitol in Tris-Puffer (pH 8,0) bei 37 °C vollstandig hydrolysiert [124]. Weitere
enzymatische Verfahren wurden u. a. von Nakahara et al. beschrieben [125]. Obwohl
dieses Verfahren weit schonender als der alkalische Haaraufschluss ist, erscheint die
Anwendung zur STA aufgrund der nachfolgenden Aufreinigung und Extraktions-

schritte unzweckmalig.

Uberkritische Fluidextraktion:

Der Einsatz von Uberkritischen Fluiden wurde auf Grund ihrer einzigartigen Eigen-
schaften, der niedrigen Viskositat und schnellen Extraktion mit hoher Mobilitat bei der
Haarextraktion angewendet [126-130]. Die pulverisierte Haarprobe wurde bei 300 bar
und 60 °C mit CO, behandelt. Zusatze wie Chloroform, Ethylacetat oder Isopropanol
kénnen verwendet werden, um die Lésungsmitteleigenschaften des CO, zu verbes-
sern. Trotz der zahlreichen Vorteile wie der schnellen Extraktion, hohen Extraktions-
ausbeute, Miniaturisierung und Automatisierung wird diese Methode auf Grund der

hohen Kosten nur selten angewendet und scheidet fur die STA aus.

Extraktion mittels L6sungsmittelgemischen:

Unterschiedliche Mischungen von Methanol und Salzsaure wurden zur Extraktion
von Amphetaminen eingesetzt. So wurde Methanol mit 5 M Salzsaure im Verhaltnis
von 20/1 (v:v) [131], 2/1 (v:v) [132] oder Methanol mit 1 % Salzsaure fur 20 Stunden
bei 38 °C verwendet [133].

Vogliardi et al. verwendeten fur die Extraktion von Cocain und seinen Metaboliten ein
Gemisch aus Methanol und Trifluoressigsaure bei 45 °C fir 15 Minuten [134]. In ei-
ner folgenden Publikation berichteten sie von einer effizienteren, schnellen Extrak-
tion. Hierbei wurde ein Aliquot von 2,5 mg Haaren mit Hilfe einer Kugelmuhle in An-
wesenheit eines sauren Losungsmittelgemischs bestehend aus Wasser, Acetonitril
und 1 M Trifluoressigsaure (8/1/1, v:v:v) fir 5 Minuten pulverisiert und gleichzeitig
extrahiert [135].

Kronstrand et al. verwendeten ein Gemisch aus Acetonitril, Methanol und 20 mM
Ammoniumformiat-Puffer (pH 3,0) (10/10/80, v:v:v) fur 18 h bei 37 °C [136]. Diese

Extraktion wurde durch Klose Nielsen et al. optimiert. Es zeigte sich, dass eine Mi-
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schung aus Methanol, Acetonitril und 2 mM Ammoniumformiat mit 8 % Acetonitril
(pH 5,3) im Verhaltnis 25/25/50 (v:v:v) fur 18 h bei 37 °C [36] eine effizientere Extrak-
tion darstellte. Im Gegensatz zu anderen wassrigen und methanolischen Extraktions-
verfahren waren die Ausbeuten aquivalent oder héher. Die Matrixbelastung war
deutlich geringer als bei der Verwendung von Methanol und einer Ultraschallbe-

handlung.

Von diesen Losungsmittelgemischen scheint das letztgenannte fir die STA mit LC-
QTOF-MS am besten geeignet zu sein, da es geringe chemische Reaktivitat mit gu-
tem Aufquellvermégen fur Haare, guten Ldéslichkeitsvermégen auch flr lipophile
Substanzen und direkte Injektion des Extrakts in die LC-QTOF-MS-Analyse gestattet.
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3. Experimenteller Teil

3.1 Messinstrumente

Die Abkirzungen ,HPLC“ und ,LC* fUr Flussigchromatographie wurden in Uberein-
stimmung mit der Literatur jeweils nach der Art des eingesetzten Detektors verwen-
det. Beim Einsatz des DAD wurde HPLC (HPLC-DAD) und beim Massenspektrome-
ter LC (LC-MS) gewahlt. Diese begriffliche Trennung ist historisch gewachsen und

stellt keinen Unterschied der Messinstrumente dar.

Trotz der zum Teil kombinierten Anwendung sollen beide Systeme separat und unter

den jeweiligen Bedingungen, mit denen sie betrieben wurden, betrachtet werden.

3.1.1 HPLC-DAD-Konfiguration
Die in der HPLC-DAD-Analyse verwendeten Module stammten alle aus der Agilent
1200 SL Serie und kdnnen bis zu einem Druck von 600 bar betrieben werden. Diese
wurden in folgender Konfiguration mit entsprechenden Bedingungen betrieben:
Module (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland):

e Entgaser: Degasser

e Binare Pumpe: Bin Pump SL

e Autoinjektor: HiP-ALS SL

e Temperierter Saulenofen: TCC SL

e Diodenarraydetektor: DAD SL
Die Trennsaule sowie die mobilen Phasen waren identisch mit den fur die UV-Spekt-
renbibliothek geforderten Bedingungen.
Analytische Trennsaule:

e Lichrospher RP8 Saule (250 x 4,0 mm, 5 ym, Merck Eurolab GmbH, Dar-

mstadt, Deutschland)

Mobile Phasen:

e A:Acetonitri/Phosphatpuffer pH 2,3 (37/63, v:v)
e C: Acetonitril/Phosphatpuffer pH 2,3 (20/80, v:v)
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3.1.2 LC-QTOF-MS-Konfiguration

Die in der LC-QTOF-MS-Analyse verwendeten LC-Module stammten ebenfalls alle
aus der Agilent 1200 SL Serie und kdnnen bis zu einem Druck von 600 bar betrieben
werden. Diese wurden in folgender Konfiguration mit entsprechenden Bedingungen

betrieben:

LC-Module (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland):
e Entgaser: Degasser
e Binare Pumpe: Bin Pump SL

e Autoinjektor: HiP-ALS SL

e Temperierter Saulenofen: TCC SL

MS-Module:

e |onenquelle: ESI + Agilent Jet Stream technology (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA)

e Massenspektrometer Detektor: 6530 Accurate-Mass QTOF LC/MS (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA)

o Stickstoffgenerator: N2-14-K727 (Parker Hannifin, Cleveland, USA)

e Vorvakuumpumpe: E2M28 (Edwards Limited, Crawley, UK)

Analytische Trennsaulen (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland):

e Zorbax Eclipse Plus C18 Saule (2,1 x 100 mm, 3,5 ym)
e Poroshell 120 EG-C18 Saule (2,1 x 100 mm, 2,7 ym)

Mobile Phasen:

e A1: 5 mM Ammoniumformiat + 0,01 % Ameisensaure (pH 4,5)
e A2: 10 mM Ammoniumacetat (pH 6,8)
e B1: Methanol + 0,01 % Ameisensaure

e B2: Methanol
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3.2 Laborequipment

Samtliche Einwaagen wurden an einer Feinanalysenwaage R180D der Firma Sarto-
rius (Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland) vorgenommen. Zum Zentrifugieren von
Blut-, Urin- und Haarproben wurde die Zentrifuge Centrifuge 5415D der Firma Ep-
pendorf (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) verwendet. Fur die Haarextraktion
wurde ein Thermomixer TMix 220 (Analytik Jena AG, Jena, Germany) eingesetzt.
Die Dekontamination und Extraktion von Haarproben erfolgte in einem Ultraschallbad
Sonorex RK 103H (Bandelin electronic, Berlin, Germany). Zum kurzzeitigen Schut-
teln von Proben diente ein Vortex-Ruttler VF 2 der Firma Janke & Kunkel GmbH &
Co. KG (Staufen, Deutschland). Einengen und Verdampfen der Losungsmittel und
Temperieren von Proben und Extrakten wurde mittels eines Metallblockthermostaten
Evaporator 2366-DA der Firma Liebisch (Gebr. Liebisch GmbH, Bielefeld, Deutsch-
land) mit einer Stickstoffzufuhr Uber ein Multiplex Ventildepot durchgefuhrt. Zur Be-
stimmung des pH-Werts bei der Herstellung von Pufferldsungen wurde eine Glas-
elektrode Sure-Flow Silver-Chloride in Kombination mit dem Messgerat PerpHecT
Meter Serie Modell 370 der Firma ATI (ATI Orion Inc., Boston, USA) verwendet.

3.3 Software

Fir die Steuerung der Gerate und Auswertung der Datenfiles kamen die MassHunter
Software (Agilent Technologies) und die ChemStation Software (Agilent Technolo-
gies) zum Einsatz. Zur Datenauswertung wurden zusatzliche, eigen programmierte

Software-Tools (Metaboliten-Tool und Semiquantifizierungs-Tool) angewendet.

3.3.1 MassHunter Workstation

Alle Module der LC-QTOF-MS-Kopplung wurden durch die MassHunter Workstation
Acquisition B.04.00 Software fir Agilent TOF- und QTOF-Instrumente gesteuert. Fur
die Datenauswertung wurde die MassHunter Workstation Qualitative Analysis
B.04.00 sowie Quantitative Analysis B.04.00 Software verwendet. Fur die
Peakidentifizierung wurde die ,Broecker, Herre & Pragst Forensics and Toxicology
accurate mass MS/MS spectral library“, welche mehr als 2720 toxikologisch rele-
vante Substanzen beinhaltet, genutzt. Desweiteren wurde der Personal Compound
Database and Library (PCDL) Manager B.04.00 verwendet.
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3.3.2 ChemStation

Der DAD sowie die in der HPLC-DAD-Analyse enthaltene Pumpe wurden mit der
ChemStation Software Revision B.04.03 betrieben. Die Datenauswertung erfolgte
ebenfalls mit dieser Software in Kombination mit der Spektrenbibliothek ,UV Spectra
of Toxic Compounds®, welche mehr als 3300 toxikologisch relevante Substanzen
beinhaltet [9].

3.3.3 ,,Metaboliten-Tool*“

Fir die Metabolitensuche wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Software-Tool entwi-
ckelt. Dieses wurde in der Programmiersprache Python geschrieben (Python Soft-

ware Foundation) und wird im Abschnitt 4.4.1. ausfuhrlich dargestellt.

3.3.4 Tool ,Estimate Concentration*

Fir die semiquantitative Konzentrationsbestimmung wurde ein weiteres Software-
Tool als Bestandteil dieser Arbeit entwickelt. Dieses wurde ebenfalls in der Pro-
grammiersprache Python geschrieben (Python Software Foundation) und wird im
Abschnitt 4.5.2. ausfluhrlich dargestellt.

3.4 Losungsmittel, Referenzsubstanzen und Chemikalien

3.4.1 Losungsmittel und Reagenzien

Lésungsmittel und Reagenzien wurden von folgenden Herstellern erworben und

wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet:

e Firma Merck (Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, Deutschland): Acetonitril
(Uvasol, fur die Spektroskopie) und Dichlormethan (Uvasol, fur die Spektros-
kopie)

e Firma Fisher Scientific (Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland):
Methanol (LC-MS Qualitat) und Acetonitril (LC-MS Qualitat)

e Firma Acros Organics (Geel, Belgien): Wasser (HPLC Qualitat)

e Firma Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland): Ammoniumacetat (HPLC
Qualitat)

e Firma Agilent Technologies (Waldbronn, Deutschland): Ammoniumformiat (LC-
MS Qualitat)
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e Firma Acros Organics (Geel, Belgien): Ameisensaure (99 +% zur Analyse)

e Firma Merck (Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, Deutschland):
Kaliumdihydrogenphosphatmonohydrat p.A., Phosphorsaure 85 %ig und
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan p.A..

3.4.2 Laufmittel, Extraktions- und Pufferlosungen

Folgende Pufferlésungen wurden nach den beschriebenen Vorschriften selbst her-

gestellt.

Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 2,3 (0,1 M):
6,66 g Kaliumdihydrogenphosphatmonohydrat wurden in 900 ml destilliertem Wasser

gelost. Diese Losung wurde unter kontinuierlicher Messung des pH-Wertes mittels
Glaselektrode mit konzentrierter Phosphorsaure (85 %ig, ca. 2,8 ml) auf einen pH-
Wert von 2,3 eingestellt. Danach wurde die Losung in einen 1000 ml Malkolben ge-

geben und mit destilliertem Wasser bis zur Markierung aufgefillt.

Trislésung mit einem pH-Wert von 9,0 (0,2 M):
24,3 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan wurden in 900 ml destilliertem Wasser ge-
|6st. Diese Losung wurde in einen 1000 ml MaRRkolben gegeben und mit destilliertem

Wasser bis zur Markierung aufgefullt.
Folgende Laufmittel fur die HPLC-DAD-Analyse wurden hergestellt:

Mobile Phase A:
Acetonitril/Phosphatpuffer pH 2,3 (37/63, v:v)

Mobile Phase C:
Acetonitril/Phosphatpuffer pH 2,3 (20/80, v:v)

Folgende Laufmittel fur die LC-QTOF-MS-Analyse wurden hergestellt:

10 mM Ammoniumacetat::

1,928 g Ammoniumacetat wurden in 2,5 | Wasser aufgeldst (10 mM).

5 mM Ammoniumformiat + 0,01 % Ameisenséure:

2,51 Wasser wurden mit 2,5 ml Ammoniumformiatlésung (5 M) sowie 250 ul 99 %ige

Ameisensaure versehen.
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Methanol + 0,01 % Ameisenséaure:

In 2,5 | Methanol wurden 250 pl 99 %ige Ameisensaure gegeben.

Extraktionspuffer fiir die Haaranalyse:

Far die Extraktion der Haarproben wurde nach geringer Modifikation das von Nielsen
et al. beschriebene Lésungsmittelgemisch bestehend aus Methanol, Acetonitril und

2 mM wassrigem Ammoniumformiat (pH 4,5) (1/1/2, v:v:v) hergestellt.

3.4.3 Referenzsubstanzen

Mehr als 3000 Referenzsubstanzen standen in der Abteilung fur Forensische Toxi-
kologie fur diese Untersuchung zur Verfigung. Sie waren im Verlauf von ca. 20 Jah-
ren grof3zligig von zahlreichen pharmazeutischen Herstellern gespendet oder von
Chemieunternehmen wie LGC Promochem, Sigma, Radian, Riedel de Haen, Dr.
Ehrenstorfer oder Lipomed gekauft worden und wurden ohne weitere Reinigung ver-
wendet. Die UV-Spektren dieser Substanzen wurden bereits zuvor mittels HPLC-
DAD fir die UV-Spektrenbibliothek ,UV Spectra of Toxic Compounds® gemessen,
welche eine vollstandige Liste aller Substanzen angibt [9]. DarUber hinaus sind 52
deuterierte Standards von illegalen Drogen, legalen Opioiden und Benzodiazepinen
mit aufgenommen worden. Die Identitat sowie die ausreichende Reinheit aller Sub-

stanzen wurden stets mittels Massenspektrometrie Uberpruft.

3.5 Probenmaterial

3.5.1 Drogen- und Medikament-freie Referenzmatrix

Fir die Entwicklung, Optimierung und Validierung der Methoden wurden Blut- und
Haarproben von Freiwilligen aus dem Labor und deren Verwandten verwendet, die
keinerlei Medikamente und Drogen eingenommen haben. Lediglich ein Konsum von

Kaffee, Tee und zum Teil von Zigaretten war gegeben.

3.5.2 Postmortale Blut- und Haarproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurden postmortales Blut aus der Vena femoralis von 77
Autopsien sowie 90 postmortale Haarproben, welche wahrend der Autopsie direkt
uber der Haut am Hinterkopf der Betroffenen abgeschnitten wurden, untersucht. In
allen Fallen war der Konsum illegaler Drogen oder therapeutischer Medikamente zur

Lebenszeit bekannt. Das Probenmaterial wurde im Institut fir Rechtsmedizin des
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Universitatsklinikums Charité Berlin enthommen und asserviert. Die verwendeten
Blutproben stammen aus dem Zeitraum von Juli 2009 bis Juni 2010 und wurden bis
zur Untersuchung luftdicht verschlossen bei 4 °C im Kihlschrank gelagert. Die unter-
suchten Haarproben kommen aus dem Zeitraum von Juli 2009 bis April 2010 und
wurden trocken und bei Raumtemperatur gelagert. Die Polizeiberichte mit Informa-
tion zur Fallgeschichte, insbesondere zu Erkrankungen sowie verordneten und auf-
gefundenen Medikamenten, und die Obduktionsprotokolle standen in allen Fallen zur
Verfligung. Ebenso lagen die toxikologisch-chemischen Analyseergebnisse aller
Falle von Blut, Urin und Mageninhalt aus den im Institut validierten Routineverfahren
mittels Enzym-Immunoassay (EMIT), HPLC-DAD und GC-MS vor.

3.6 Probenvorbereitung

3.6.1 Herstellung von Referenzsubstanzlosungen fiir die Spektrenbibliothek

Fiar die Messung der CID-Bibliotheksmassenspektren wurden Stammldsungen aller
Substanzen in Methanol zu je 1 mg/ml hergestellt und auf 1 ug/ml verdinnt. Bei un-
zureichender Loslichkeit erfolgte die Zugabe von Ameisensaure, die Verwendung
von Wasser oder Acetonitril oder eines groReren Volumens an Losungsmittel. 1 ng
jeder Substanz (1 ul der 1 ug/ml Losung) wurde direkt und ohne chromatographische

Trennung fur die Messung mittels QTOF-MS injiziert.

3.6.2 Aufarbeitung von Blutproben

Die in der Routine der forensisch-toxikologischen Abteilung des Instituts verwendete
Probenvorbereitung [2] wurde nur geringfugig modifiziert und fir die LC-QTOF-MS-
und HPLC-DAD-Messung verwendet.

Saure und basische Fliissig/Fliissig-Extraktion mit Dichlormethan

500 pl Vollblut wurden in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefal® vorgelegt und mit 100 pl
0,1 M HCI (saure Extraktion) oder 100 pl Tris-Substanz Losung (24,3 g in 1 | Wasser,
pH 9,0, basische Extraktion) und 400 pl Dichlormethan versetzt. Danach wurde flr
1 min gevortext und fur 5 min bei 13 200 U/min zentrifugiert. 200 pl der Dichlorme-
thanphase wurden mit einer Hamilton-Spritze abgetrennt und bei 40 °C im Stickstoff-
strom bis zur Trockene eingeengt. Der Ruckstand wurde in 100 ul Acetonitril / 0,1 %
HCOOH (35/65, v:v) gelost. Davon wurden 50 pl fur die HPLC-DAD- und 5 pl far LC-
QTOF-MS-Messung direkt injiziert.

46



Experimenteller Teil

Proteinféallung mit Acetonitril

100 pl Vollblut wurden in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefaly vorgelegt und mit 400 pl
Acetonitril versetzt. Danach wurde fur 1 min gevortext und fur 5 min bei 13 200 U/min
zentrifugiert. AnschlieRend wurden 400 ul des Uberstandes abgetrennt und bei 40 °C
im Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt. Der Rickstand wurde in 80 ul Aceto-
nitril / 0,1 % HCOOH (35/65, v:v) geldst. Davon wurden 20 pl fur die HPLC-DAD- und
5 pl fur LC-QTOF-MS-Messung direkt injiziert.

3.6.3 Aufarbeitung von Haarproben

Bei langeren Haarproben wurde das proximale Segment von 0-6 cm vom Rest der
Probe abgetrennt und analysiert. Kirzere Haarproben wurden in voller Lange der
Analyse zugefuhrt. Zur Dekontamination und zur Entfernung anhaftender Verunreini-
gungen wurden die Haare unter leichtem Schwenken fir 1 min mit ca. 20 ml Wasser
und zwei Mal fir 1 min mit jeweils ca. 20 ml Aceton gewaschen. Anschlieiend wur-
den die Haare auf einem Filterpapier getrocknet und auf diesem in 1-2 mm grofRe
Stucke geschnitten. Ca. 20 mg wurden exakt in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefaly einge-
wogen. Nach Zugabe einer Losung aus deuterierten Standards (5 pl einer 1 ng/ul
Losung bestehend aus Amphetamin-D5, Methamphetamin-D5, MDMA-D5, MDEA-
D6, MDA-D5, Cocain-D3, Benzoylecgonin-D3, Methylecgonin-D3, Cocaethylen-D3,
Morphin-D3, 6-Acetylmorphin-D3, Codein-D3, Dihydrocodein-D3, Methadon-D9,
EDDP-D3, Alprazolam-D5, a-Hydroxyalprazolam-D5, Diazepam-D5, Nordiazepam-
D5, Oxazepam-D5 , 7-Aminoflunitrazepam-D7, Flunitrazepam-D7 und Lorazepam-
D4) und 0,5ml einer Extraktionslosung aus Methanol / Acetonitrii / 2 mM
Ammoniumformiat (25/25/50, v:v:v) wurden die Haare fur 18 h unter leichtem Schut-
teln bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde flr 5 min bei 13 200 U/min zentrifugiert.
Die flissige Phase wurde abgetrennt und die Inkubation der Haare wurde dann mit
0,5 ml der Extraktionslésung fur 18 h wiederholt. Beide Extrakte wurden vereinigt und
im Stickstoffstrom auf 0,5 ml eingeengt, um den gréften Anteil an organischem LO-
sungsmittel zu entfernen. 5 pl der Losung wurden ohne weitere Aufreinigung direkt
fur die Messung mittels LC-QTOF-MS injiziert.
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3.7 Messmethoden

3.7.1 Direktinjektion

Die Messung der Bibliotheksspektren erfolgte ohne chromatographische Trennung
durch Direktinjektion (Flow-Injektion) der einzelnen Referenzstandardldsungen in die
mobile Phase bestehend aus 5 mM Ammoniumformiat und 0,01 % Ameisensaure in
Wasser / 0,01 % Ameisensaure in Methanol (50/50). Um Carry-Over Effekte zu mini-
mieren wurde vor jeder Injektion die Nadel des Autoinjektors fur 10 s in einem Ge-
misch aus Methanol / Acetonitril / Isopropanol / Wasser / Ameisensaure

(50/25/15/10/0,1, v:v:v:v:v) von aulden gewaschen.

3.7.2 Fliussigchromatographie
HPLC-Bedingungen der HPLC-DAD-Analyse

Die chromatographischen Bedingungen der HPLC-DAD-Kopplung entsprachen den
Standardbedingungen unter denen die UV-Spektrenbibliothek aufgebaut wurde [2,
9]. Die isokratische Elution erfolgte durch die wahlweise Verwendung der mobilen
Phase A (Acetonitril/Phosphatpuffer pH 2,3 (37/63, v:v)) oder C (Acetonitril / Phos-
phatpuffer pH 2,3 (20/80, v:v)). Die Flussrate betrug 1 ml/min. Als stationare Phase
wurde eine Lichrospher RP8 Saule (250 x 4,0 mm, 5 ym, Merck Eurolab GmbH,

Darmstadt, Deutschland) bei Raumtemperatur verwendet.

LC-Bedingungen der LC-QTOF-MS-Analyse

Zwei verschiedene chromatographische Bedingungen (1) und (Il) wurden angewandt:

LC (I): Die Trennung erfolgte mit einer Zorbax Eclipse Plus C18 Saule (2,1 x
100 mm, 3,5 um, Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) bei 30 °C. Die
Elutionsmittel A = 10 mM Ammoniumacetat in Wasser und B = Methanol wurden in
folgendem zeitabhangigen Gradienten verwendet: 0 min 10 % B, linear auf 90 % B in
16 min, konstant bei 90 % B bis 19,8 min, auf 10 % B in 20 min. Die anschliel3ende
Aquilibrierung erfolgte fir 3 min. Die FlieRgeschwindigkeit betrug 0,4 ml/min.

LC (II): Die Trennung erfolgte mit einer Poroshell 120 EG-C18 Saule (2,1 x 100 mm,
2,7 um, Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) bei 50 °C. Die Elutionsmittel
A =10 mM Ammoniumacetat in Wasser und B = Methanol wurden in folgendem zeit-
abhangigen Gradienten verwendet: 0 min 10 % B, linear auf 50 % B in 8 min, linear
auf 100 % B in 20 min, konstant bei 100 % B bis 23,9 min, auf 10 % B in 24 min. Die
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anschlieBende Aquilibrierung erfolgte fir 3 min. Die FlieRgeschwindigkeit betrug

0,4 ml/min.

Kombination von HPLC-DAD und LC-QTOF-MS

Bei der kombinierten Anwendung beider parallel betriebener Detektoren (DAD und
MS) wurden zunachst 50 pl (20 uyl bei der Proteinfallung) der Probe in die mobile
Phase fur die HPLC-DAD-Analyse injiziert. Danach wurde der Autoinjektor Uber ein
Ventil aus der HPLC-DAD in die LC-QTOF-MS-Kopplung geschaltet. Die Pumpe fur
die LC-QTOF-MS-Analyse verdrangte daraufhin die fur die HPLC-DAD-Analyse ver-
wendete mobile Phase, wobei sich die Injektionsnadel des Autoinjektors Uber der
Waschposition befand. Danach erfolgte die Injektion von 5 ul der Probe in die mobile
Phase fiur die LC-QTOF-MS-Analyse. Detaillierte Angaben zum Schaltplan und zum
zeitlichen Schaltprogramm der Ventile sind in Abbildung 4.16 und in Abschnitt 4.2.1.

in Tabelle 4.8 beschrieben.

3.7.3 DAD-Datenakquisition

Die DAD-Spektren wurden im Wellenlangenbereich von 195 bis 380 nm mit einer
spektralen Auflosung von 1 nm und einer Akkumulationszeit (Response time) von
2,0 s akquiriert. Die Darstellung des Chromatogramms erfolgte durch die extrahierte

Wellenlange von 225 nm mit einer Bandbreite von 10 nm (220-230 nm).

3.7.4 QTOF-MS-Datenakquisition
Verwendete MS-Parameter

Zur Erzeugung von lonen wurde eine Elektrosprayionisationsquelle (ESI + Agilent Jet
Stream technology) im positiven oder negativen lonisierungsmodus verwendet. Fur
die Zerstaubung der mobilen Phase sowie deren Trocknung wurde Stickstoff aus
Druckluft mit Hilfe eines Stickstoffgenerators erzeugt und herangezogen. Als Kollisi-
onsgas wurde Stickstoff in einer Reinheit von 4.0 eingesetzt. Die Parameter der lo-
nenquelle lagen fur das Trocknungsgas bei einer Temperatur von 320 °C mit einem
Fluss von 8 I/min, das Sheathgas bei einer Temperatur von 380 °C mit einem Fluss
von 11 I/min, der Zerstauberdruck bei 35 psi, die Nozzle-Spannung bei 0 V und die
VCap-Spannung bei 3000 V. Die Fragmentor-Spannung betrug 150V und die
Skimmer-Spannung 65 V. Wahrend der Messung erfolgte eine kontinuierliche Mas-

senachsenkalibration durch die Zufuhrung von Referenzsubstanzen, welche in einem
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Massenfenster von 30 ppm und einer Mindesthohe von 1000 Counts detektiert wer-
den mussten. Die verwendeten Referenzsubstanzen waren: Purin 121,050873
[M+H]" und 119,036319 [M-H], HP-921 = Hexakis(1H,1H,3H-tetrafluoropropoxy)-
phosphazen 922,009798 [M+H] * und 966,000725 [M+HCO,]". Der aufgezeichnete
Massenbereich betrug im MS-Experiment 50-1000 m/z und im MS/MS-Experiment
50-600 m/z. Nur in speziellen Fallen wurde der Bereich bis 1700 m/z aufgezeichnet.
Gespeichert wurden im MS-Experiment nur Signale ab einer absoluten Hohe von
200 Counts und einer relativen Intensitat von 0,01 % des intensivsten Signals. Im
MS/MS-Experiment lag die Mindesthdhe gespeicherter Signale bei 5 Counts. Neben
Centroid-Daten, die in der Regel zur Auswertung herangezogen wurden, wurden
auch immer Profile-Daten aufgenommen, auf die nur in speziellen Fallen zurickge-

griffen wurde.

Messung von Bibliotheksspektren

Die Akquisition von Bibliotheksspektren erfolgte ausschliel3lich im Targeted-MS/MS-
Modus. Hierbei wurde flr jede Referenzsubstanz eine individuelle Methode mit dem
Eintrag der entsprechenden exakten Quasimolekiilionenmasse [M+H]" oder [M-HJ
erstellt. Mit einer Massenauflésung von 1,3 amu wurden diese Massen im Quadrupol
gefiltert und nachfolgend bei CID-Energien von 0 eV isoliert sowie 10, 20 und 40 eV
fragmentiert und im Produktionen-Scan erfasst. Die Scanfrequenz betrug 8 Hz im
MS- und MS/MS-Experiment. Abweichend von den beschriebenen MS-Parametern
wurde das Trocknungsgas bei einer Temperatur von 250 °C mit einem Fluss von
6 I/min, das Sheathgas bei einer Temperatur von 300 °C mit einem Fluss von
10 I/min, die VCap-Spannung von 3500 V und die Nozzle-Spannung von 100 V ver-

wendet.

Probenmessung im MS-Modus

Die Datenakquisition im MS-Modus, dem empfindlichsten Messmodus, fand bei einer
Scanfrequenz von 1 Hz statt. CID-Experimente finden in diesem Modus nicht statt.
Probenmessung im Auto-MS/MS-Modus (1) und (I1)

Im Auto-MS/MS-Modus findet eine alternierende Messung von MS- und datenabhan-
gigen MS/MS-Spektren statt. Fur die Akquisition von CID-Spektren erfolgte eine Se-

lektion des Vorlauferions durch den Quadrupol mit einer Auflésung von 4 amu und
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eine anschlieende Fragmentierung dieses mit einer massenabhangigen Kollisi-
onsenergie nach Gleichung (3) in der Kollisionszelle.
CE = (ixﬂ+4)ev (3)
100 z

Die Scanfrequenz war fir die beiden chromatographischen Bedingungen (1) und (II)
(siehe Abschnitt 3.7.2.) verschieden und lag bei (1) 3 Hz im MS- und MS/MS-Experi-
ment bzw. (II) 4 Hz im MS- und MS/MS-Experiment (siehe Abschnitt 3.7.4.). Die Zyk-
lenzeit betrug 1,1 s. In einem Zyklus wurden nach der Messung fur (1) 0,33 s bzw. (Il)
0,25 s eines MS-Spektrums (I) 2 bzw. (II) 3 Vorlauferionen mit einer Mindestintensitat
von 1000 Counts im Bereich von 130-600 m/z ausgewahlt und nacheinander separat
fragmentiert. Dabei wurde die Akquisitionszeit eines CID-Spektrums automatisch auf
die Empfindlichkeit des Vorlauferions angepasst, sodass ggf. von der Akkumula-
tionszeit von (1) 0,33 s bzw. (ll) 0,25 s eines CID-Spektrums geringe Abweichungen
auftraten. Diese datenabhangig ausgewahlten Vorlauferionen wurden nach einem
CID-Experiment aktiv fur (1) 0,15 min bzw. (lI) 0,1 min fir eine erneute Auswahl aus-

geschlossen.

Probenmessung im Targeted-MS/MS-Modus

Bei der gezielten Akquisition von CID-Spektren wurde der Targeted-MS/MS-Modus
verwendet. Hierbei wurden die Massen der Vorlauferionen, deren Retentionszeiten
sowie ein Retentionszeitfenster von = 0,5 bis £ 1,5 min, in denen CID-Spektren er-
zeugt werden sollen, vorgegeben. Der Quadrupol wurde mit einer Aufldsung von m/z
= 1,3 oder 4 amu verwendet. Sofern eine hohere Empfindlichkeit bei der Erzeugung
von CID-Spektren erforderlich war, wurde die geringere Auflésung von 4 amu ge-
wahlt. Sollten jedoch weniger matrixbelastete CID-Spektren akquiriert werden und
war die geringere Empfindlichkeit unerheblich, so wurde die Auflésung von 1,3 amu
vorgegeben. Um eine effiziente Fragmentierung zu erzielen, wurde mit Hilfe der Bi-
bliothek die gunstigste Kollisionsenergie ermittelt und fiur die jeweilige Vorlaufer-
masse vorgegeben. In einigen Fallen wurde jedoch die massenabhangige Kollisions-
energie nach Gleichung (3) verwendet. Die Scanfrequenz wurde flir MS-Experimente
zwischen 3 und 5 Hz und im MS/MS-Experiment in Abhangigkeit von der erforderli-
chen Empfindlichkeit zwischen 1 und 4 Hz gewahlt.
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3.8 Methodenvalidierung des Screenings in Haaren

Far eine Auswahl von 24 haufig auftretenden illegalen Drogen oder deren Metaboli-
ten (siehe Abschnitt 4.3.2. in Tabelle 4.11) wurde eine Kalibrierung und Methoden-
validierung nach den internationalen Richtlinien [137] durchgeflihrt. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe der Valistat 2.0 Software der Gesellschaft fur Toxikologische und
Forensische Chemie (GTFCh) [138]. Fur diesen Zweck wurden 6 verschiedene
drogenfreie Haarproben mit den 24 Drogen bzw. deren Metaboliten bei verschiede-
nen Konzentrationen sowie 0,25 ng/mg der deuterierten Standards dotiert und analy-
siert. Die Methode wurde flur folgende Parameter validiert: Empfindlichkeit (Nach-
weisgrenzen (LODs) und Grenzen der Quantifizierung (LOQs)), Linearitat und Carry-
Over, Intra- und Inter-Tage-Prazision und Richtigkeit, Spezifitat und Matrixeffekte.
Die Daten sind im Abschnitt 4.3.2. in Tabelle 4.11 dargestellt.

Empfindlichkeit

Zur Bestimmung der LODs und LOQs wurden 20 mg drogenfreies Haar mit allen 24
Drogen in Konzentrationen zwischen 1 und 10 pg/mg (in 1 pg/mg Schritten) und den
deuterierten Standards in einer Konzentration von 0,25 ng/mg dotiert. Die LODs und
LOQs wurden entsprechend der DIN 32645 ermittelt. In einigen Fallen waren die be-
rechneten LODs niedriger als die Konzentration bei der noch ein Signal vorhanden
war. In diesen Fallen wurde das LOD gleich der Konzentration mit noch erkennbarem

Signal gesetzt.

Linearitat und Carry-Over

Sieben Kalibratoren (0,025, 0,05, 0,10, 0,25, 0,50, 1,0 und 2,5 ng/mg) wurden in ei-
ner 6fach Bestimmung analysiert. Zwei weitere Kalibratoren (5,0 und 10 ng/mg) wur-
den ebenfalls gemessen und sollten nur in Fallen eingesetzt werden, bei denen die
ermittelte Konzentration hoher als der normale Arbeitsbereich ist. Nach dem hdchs-
ten Kalibrator wurde eine Blindprobe gemessen, um den Carry-Over-Effekt zu ermit-
teln.

Prézision und Richtigkeit

Die Prazision und die Richtigkeit der Methode wurden anhand zweier Qualitatskont-
rollproben von 0,05 und 1,0 ng/mg bestimmt. Diese wurden jeweils in sechs Wieder-
holmessungen fur die Intra-Tag-Prazision sowie an 5 verschiedenen Tagen fiur die

Inter-Tag-Prazision gemessen. Die Prazision wurde als prozentuale relative Stan-
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dardabweichung und die Richtigkeit als Prozentsatz des Messwertes in Bezug zum

Referenzwert berechnet.

Spezifitat

Drogenfreie Haarproben von sechs verschiedenen Freiwilligen wurden analysiert, um
Signalinterferenzen zwischen Matrix und Analyten bzw. deuterierten Standards aus-

zuschlieRen.

Matrix-Effekt

Die lonen-Unterdrickung bzw. -Verstarkung wurde durch Messung des Substanz-
gemisches in einer Konzentration von 0,05 und 1,0 ng/mg ohne und mit Anwesenheit
des Haarextrakts fur sechs verschiedene Haarproben untersucht. Der prozentuale
Matrixeffekt wurde nach Gleichung (4) berechnet:

Peakfliache Analyt in Anwesenheit von Matrix
Peakflache Analyt in Abwesenheit von Matrix

Matrixef fekt = ( - 1) x100% (4)
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4, Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Verfahrensweise zur Anwendung der LC-
QTOF-MS fur die Systematische Toxikologische Analyse (STA) komplex bearbeitet.
Zu diesem Zweck wurden eine Datenbank, eine Bibliothek, ein Metaboliten-Tool und
ein Semiquantifizierungs-Tool zur Identifizierung und Konzentrationsabschatzung
von toxischen Substanzen in der STA geschaffen und in der Praxis erprobt. Des
Weiteren wurde ein Vergleich zwischen den in Kombination zur Analyse von Blutpro-
ben angewendeten Methoden HPLC-DAD und LC-QTOF-MS durchgefuhrt und eine

Methode fiur die STA in Haaren entwickelt.

41 LC-QTOF-MS-Messung und Datenauswertung in der STA

In diesem Abschnitt sollen der Aufbau und die Funktionsweise der entwickelten Iden-
tifikationssoftware sowie deren kombinierte Anwendung in der STA vorgestellt wer-
den. Die Begriffe Datenbank und Bibliothek sollen strikt voneinander getrennt ver-
wendet werden, auch wenn deren Informationen in einer gemeinsamen Datenbank
und Bibliothek vereint sind. Als Datenbank wird ein Kollektiv von textbasierenden
Informationen betrachtet. Hierbei kann in eine theoretische bzw. semiempirische
Datenbank mit Eintragen wie zum Beispiel dem Substanznamen, der Strukturformel,
der Masse und der Summenformel und eine empirische Datenbank mit experimentell
gewonnenen Informationen wie zum Beispiel den ermittelten Retentionszeiten von
Substanzen in einem definierten System unterschieden werden. Davon abzugrenzen
ist die Bibliothek, die ein Kollektiv an experimentell bestimmten, substanzspezi-

fischen Spektren beinhaltet.

Einen Uberblick Uber die Messung und Auswertung einer Probe gibt Abbildung 4.1.
Das Chromatogramm einer im Auto-MS/MS-Modus gemessenen Blutprobe ist in
Abbildung 4.1 (a) sowie die zyklische Abfolge von MS- und MS/MS-Experimenten in
Abbildung 4.1 (b) dargestellt. Anhand von Full-Scan-MS-Spektren mit akkuraten
Quasimolekulionmassen lasst sich die Summenformel einer Substanz identifizieren
und mit dieser dann eine Datenbanksuche oder Metabolitensuche mittels Metaboli-
ten-Tools zum Nachweis moglicher Wirkstoffe oder Metabolite vornehmen (Abbil-
dung 4.1 (c)). Durch Full-Scan-MS/MS-Spektren mit akkuraten Fragmentionmassen
werden Strukturinformationen einer Verbindung zuganglich, sowie eine eindeutige

Identifizierung einer Substanz mittels Bibliothekssuche maoglich (Abbildung 4.1 (d)).
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Aus den Peakflachen extrahierter lonenchromatogramme (EIC) ist schlie8lich auch

eine Quantifizierung moglich (Abbildung 4.1 (e)).
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Abbildung 4.1: Messung und Mdglichkeiten der Auswertung einer mit LC-QTOF-MS untersuchten
Probe: (a) Chromatogramm einer im Auto-MS/MS-Modus gemessenen Blutprobe, (b) zyklische Ab-
folge von MS- und MS/MS-Experimenten, (c) Full-Scan-MS-Spektrum mit akkuraten Quasimolekiil-
ionmassen zur Summenformelidentifizierung, Datenbanksuche und Metabolitensuche mittels Meta-
boliten-Tools, (d) Full-Scan-MS/MS-Spektrum mit akkuraten Fragmentionmassen enthalt Strukturinfor-
mationen einer Substanz und ermdglicht eine Bibliothekssuche zur Identifizierung einer Substanz, (e)
Peakflachen extrahierter lonenchromatogramme (EIC) dienen der Quantifizierung.

4.1.1 Aufbau der theoretischen, semiempirischen Datenbank [139]

Ausgehend vom Substanzbestand der GC-Spektrenbibliothek ,Mass Spectral and
GC Data of Drugs, Poisons, Pesticides, Pollutants and Their Metabolites* der Auto-
ren Maurer, Pfleger und Weber [1] wurde von Agilent Technologies eine Datenbank
(Forensics and Toxicology Database) entworfen und fur diese Arbeit zur Verfigung
gestellt [139]. Die in dieser Datenbank beinhalteten Substanzeintrage wurden Uber-
pruft und ggf. aussortiert oder erganzt. Acetylierte und silylierte Substanzderivate wie
sie in der GC-MS-Analyse Anwendung finden und nur zu diesem Zweck enthalten
waren, sowie nicht LC-MS taugliche Substanzen wurden aus der Datenbank entfernt.
Weiterhin wurden die Wirkstoffe aus der Spektrenbibliothek ,UV Spectra of Toxic
Compounds® (3300 Verbindungen) [9], weitere dort als nicht UV-aktiv vermerkte Ver-
bindungen und daruber hinaus neu erworbene Substanzen hinzugefugt. Dadurch war
gesichert, dass alle in die Spektrenbibliothek aufgenommenen Wirkstoffe (siehe Ab-
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schnitt 4.1.2.) auch in der Datenbank vorhanden waren. Die sich daraus ergebende
Datenbank beinhaltet 7360 toxikologisch relevante Substanzen. Fur alle existieren
weitere Uber den Substanznamen hinausgehende theoretische bzw. semiempirische
Informationen wie die monoisotopische neutrale Masse, die Summenformel, die
CAS-Nummer, die ChemSpider-ID, der IUPAC-Name und die Strukturformel. Zusatz-
lich sind fur die Substanzen Eintrage (Notes) wie zum Beispiel die Kategorie ,Wir-
kung oder Anwendung“ gegeben. In Abbildung 4.2 ist ein Beispiel eines Datenbank-

eintrags anhand der Substanz Ketoprofen dargestellt.

Name: |Ketoprofen Molecule: | Structure | MOL Test

IUPAC: | 243-Benzoylphenyllpropancic acid

&

Maszs: 254.00423 cas: 22071154

RT: ChemSpider. | 3633
Formula: |C16H1403

lon type
(® Meutral
O Anion Motes: | Antitheumatic

) Cation

Abbildung 4.2: Beispiel eines Datenbankeintrags (Forensics and Toxicology Database) der Substanz
Ketoprofen [139].

4.1.2 Aufbau der Spektrenbibliothek [140]

Da die Spektrenbibliothek fir die Systematische Toxikologische Analyse (STA)
konzipiert wurde, war es wichtig, dass mdglichst viele toxikologisch relevante Sub-
stanzen erfasst wurden. Die Substanzauswahl richtete sich nach dem im Labor be-
findlichen Substanzpool, welcher auch fir die Spektrenbibliothek ,UV Spectra of
Toxic Compounds” [9] zur Verfigung stand. Dartber hinaus wurden auch Substan-
zen ohne UV-Absorption verwendet. Die Messung der Bibliotheksspektren erfolgte
bislang nur unter Verwendung einer ESI-Quelle im positiven und negativen Modus.
Aus diesem Grund sind Verbindungen mit unzureichender lonisation unter diesen
Bedingungen noch nicht in der Bibliothek vorhanden. Dabei handelt es sich u. a. um
sehr unpolare Verbindungen, die ggf. unter Verwendung einer APCI-Quelle ionisiert
werden kénnen und dann der Bibliothek zuganglich waren. In Tabelle 4.1 ist die Zu-
sammensetzung der Bibliothek nach dem gegenwartigen Stand der verschiedenen
Gruppen von toxischen Verbindungen wiedergegeben.
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Tabelle 4.1: Zusammensetzung der exakten CID-Massenspekirenbibliothek toxischer Substanzen.
Die Anordnung in Gruppen ist teilweise willkirlich, da viele Substanzen mehr als einen Effekt oder
medizinische Verwendung haben. Alkaloide und Pflanzengifte wie Aconitin, Nikotin oder Strychnin
wurden nach ihrer Wirkung in die Gruppen eingeordnet. Metabolite befinden sich in der gleichen
Gruppe wie ihre Ausgangssubstanzen. Ca. 100 weitere Substanzen mit Bibliothekseintrag sind hier

nicht aufgefihrt, da sie keiner der genannten Gruppen angehdren.

Gruppe Effekt oder Anwendung Anzahl von Beispiele
Nummer Substanzen
1 lllegale Drogen, Stoffe mit 234 Cocain, Fentanyl, Mescalin,
Suchtpotential, Hypnotika Pentobarbital, THC
2 Psychopharmaka, Benzo- 300 Amitriptylin, Carbamazepin,
diazepine, ZNS-Wirkstoffe Diazepam, Fluoxetrin,
Perazin
3 Nicht-Opioid-Analgetika, 224 Ambroxol, Etoricoxib,
Antirheumatika, Antitussiva Metamizol, Paracetamol,
und ahnliches
4 Weitere ZNS Wirkstoffe, 159 Astemizol, Benserazid,
Antihistaminika, Antiallergika Pyridostigmin, Talastin
5 Herz-Kreislauf-Mittel 240 Amiodaron, Digoxin,
Flecainid, Metoprolol,
Propafenon
6 Diuretika, Antidiabetika, 190 Carbutamid, Furosemid,
Antikoagulantien, Glipizid, Phenprocoumon
verschiedene Medikamente
7 Steroide, Hormone, 219 Ascorbinsaure,
Vitamine, korpereigene Ethinylestradiol, Flucinonid,
Stoffe Stanazolol
8 Antibiotika, Malariamittel, 290 Ampicillin, Atazanavir,
Cytostatika, Virustatika und Lincomycin, Ofloxacin,
ahnliches Sulfamerazin
9 Fungizide, 191 Fluconazol,
Desinfektionsmittel, Hexachlorophen,
Hilfsstoffe, Diagnostik loglicinsaure, Terbinafin,
10 Insektizide, Akarizide, 233 Bromuron, Fluazuron, Para-
Nematizide und ahnliches thion, Propoxur,
Tetramethrin
11 Herbizide 308 Atrazin, Dalapon, Glyphosat,
Diuron, Imazapyr, Paraquat
12 Karzinogene, chemische 39 Anilin, Acrylamid,
Reagenzien, Riechstoffe Diethylphthalat, Pyridin
13 Deuterierte Standards 52 Cocaethylen-D3, Diazepam-

D5, Fentanyl-D5,
Haloperidol-D4
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Die Messung der CID-Spektren erforderte keine chromatographische Trennung, da
es sich bei den Standards um Reinstoffe handelte, deren Reinheit bereits friher mit-
tels HPLC-DAD verifiziert wurde. Sie wurde daher durch Flow-Injection in 5 mM
Ammoniumformiat und 0,01 % Ameisensaure in Wasser / 0,01 % Ameisensaure in
Methanol (50/50) als mobile Phase vorgenommen. Ein wesentlicher Vorteil beim
Verzicht auf die chromatographische Trennung bestand in der kurzen Analysenzeit
von 2,2 min pro Substanz (siehe Abbildung 4.3 (a) und (b)). Weitere Vorteile lagen
darin, dass kein Rauschen von der Saule die Spektrenqualitat reduzierte und die
Peaks eine ausreichende Breite aufwiesen (0,6-0,8 min). Diese Peakbreite war notig,
um genugend Spektren fur eine Mittelwertbestimmung zu akquirieren. Um Carry-
Over-Effekte moglichst gering zu halten, wurde vor jeder Injektion die Injektionsnadel
fur 10 s in einem Losungsmittelgemisch gewaschen. Im Falle doch auftretender Ver-
unreinigungen wurden diese zwar im MS-Spektrum registriert (siehe Abbildung 4.3
(c)), in den nachfolgenden MS/MS-Experimenten jedoch durch den Quadrupol aus-
geschlossen (siehe Abbildung 4.3 (d)-(g)). Dieser filterte mit einem Massenfenster
von 1,3 amu nur die theoretisch berechneten monoisotopischen [M+H]*- oder [M-H] -
lonen der zu analysierenden Substanz heraus. Alle weiteren lonen wurden ausge-
blendet. Die den Quadrupol passierenden Quasimolekulionen wurden in der folgen-
den mit Stickstoff gefillten Kollisionszelle bei 0 eV isoliert und bei 10, 20 und 40 eV
nacheinander fragmentiert. Pro Substanz wurden zwischen 20 und 30 Spektren pro
Kollisionsenergie mit einer Akkumulation von 1600 Transienten pro Spektrum erhal-
ten. In Abbildung 4.3 (a) ist die alternierende Abfolge des MS-Ubersichtsscans, der
Isolation des Vorlauferions bei 0 eV und der drei MS/MS-Experimente bei 10, 20 und
40 eV im TIC dargestellt. Die so erhaltenen MS/MS-Rohspektren (siehe Abbildung
4.3 (e)-(g)) wurden anschliefend untergrundbereinigt. Dies erfolgte durch Subtrak-
tion der Spektren vor und nach dem Peak. Fragmentmassen mit einer Intensitat klei-
ner als 100 Counts wurden ebenfalls aus dem Spektrum entfernt. Die daraus resul-
tierenden Spektren wurden auf Plausibilitat Gberprift. Dazu wurde zunachst die ak-
kurate Masse und das Isotopenmuster des gemessen MS-Spektrums mit dem theo-
retischen verglichen (siehe Abbildung 4.3 (c)). Darlber hinaus wurde das Molekdl
theoretisch fragmentiert und ein Abgleich zwischen diesen und den gemessenen
Fragmentmassen vorgenommen. Bei Ubereinstimmung wurde die gemessene
Masse auf die theoretische korrigiert, wobei die Intensitdt der gemessenen

Fragmentmassen beibehalten wurde.

58



Ergebnisse und Diskussion

x10 6
(a) s 1
44 MS
. MS
3,
MS/MS
259 OeV
2 10 eV
20 eV
1.57 40 eV
1,
0.5
x10 5 duct lon Frag=150.0V (266.1751[z=1] -> **) Broecker_38_Oxprenolol.d
.| () |
8,
7,
6,
5,
4
3,
2,
14
o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 21
x10 6 +ESI Scan (0.908-1.350 min, 33 s a5t +ESI Product lon (0.968-1.354 min, 29 scans) Frag=150.0V (266.
124 Isotopenmuster d
: C 266.1774 45 2664753
1] 266.1774 e
4,
1’ 5.75 ]
0.9+ 3.5+
,,///”’/;7 3.25
0.8- 3
i 2751
0.7 267.1790 251
0.6+ 025
268.1826 i
0.5 [ M 2
1.751
0.4+ 1.54
0.3 1254
14
0.2- 0.751
0.5
0.1- 404.2284
0.251
04 L ol ul.l,.b 04 L L
st etk el —_—
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 8( 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 8C
x10 5 +ESI Product lon (0.970-1.342 min, 28| |Cpd 1: 1.134: +ES (0.972-1.345 min, 28.| |Cpd 1: 1.134: +ESI Product lon (0.97: 8
24 (e) 266.1749 ﬁ) (g)
: o 72.0813 72.0813
2.2
2,
1.8
1.6
1.4
1.2
14
0.8 72.0814 116.1071
0564 225.1361
116.1071
0.4-
266.1749 105.0697
0.2 | *
04 u ] L | | |..|. kel T | n Lo i *
el

50 75 100 125 150 175 200 225 250 275

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

50 75 100 125 150 175 200 225 250 275
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

50 75 100 125 150 175 200 225 250 275
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Abbildung 4.3: Resultierender Peak sowie Spektren einer Direktinjektion dargestellt anhand des Bei-
spiels Oxprenolol: (a) TIC basierend auf MS- und CID-Spektren, (b) Find Compounds by Targeted-
MS/MS Peak basierend auf CID-Spektren bei 0, 10, 20 und 40 eV, (c) MS-Spektrum, (d) Isolation des
Vorlauferions bei 0 eV, (e) 10 eV CID-Spektrum, (f) 20 eV CID-Spektrum und (g) 40 eV CID-Spekt-
rum.
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Die so erhaltenen bereinigten, korrigierten Uber einem Abundance-Schwellenwert
von 100 Counts liegenden Fragmentmassen der gemittelten Spektren bei 10, 20 und
40 eV wurden nach ihrer Kollisionsenergie differenziert in die Bibliothek importiert.
Hierbei erfolgte jeweils eine Normierung auf die intensivste Fragmentmasse. Dieser
Algorithmus liefert die Voraussetzung einer bestmoglichen Vergleichbarkeit der
exakten CID-Spektren mit einem Fehler von 0 ppm mit baugleichen oder ahnlichen

Massenspektrometern.

Library spectrum

1001 163.03897
sl 106V
1 309.11214
601 25107027
401
201 147.08044
] 291.10157

0 T T T T T T T T T T T T T — T T T T v T T T T T
m/z 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Library spectrum
1007 163.03897 25107027
801 20eV
60+
401 [M+H]*
20 147.08044
0: [ | | | | .121.'028.41 | | . | 1 | | 22.3"07\536. | | | ‘291‘,1 0‘!57 [
m/z 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Library spectrum

121.02841

1001

go| 40eV 163,03897

601

401
] 77.03858

201 pr: 385% 93.03349 223.07536 22107027
] ,51.,0229'53 N P P O R Rl 1 \‘ ] ‘2°5r°647‘?\ ¥

m/z 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Abbildung 4.4: Bibliothekseintrag der exakten CID-Spektren von Warfarin bei CID-Energien von 10,
20 und 40 eV.

Als Beispiel eines Bibliothekseintrags sind die drei Spektren fur das Antikoagulans
Warfarin in Abbildung 4.4 wiedergegeben. Betrachtet man das monoisotopische
Quasimolekdlion [M+H]" (m/z = 309,11214) in Abhangigkeit von der Kollisionsener-
gie, so zeigt sich, dass es bei 10 eV noch den zweitintensivsten Peak darstellt, bei
20 eV nur noch sehr schwach vorhanden ist und bei 40 eV komplett fragmentiert
wurde. Mit abnehmender Intensitat der Vorlaufermasse erfolgt eine Zunahme der

Anzahl und Intensitat der Fragmentionen. Die beiden am haufigsten vorkommenden
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Fragmente von m/z = 163,0389 und 251,0702 entsprechen der Fragmentierung in a-
und R3-Position der Seitenkette (Verlust von C3HgO und C4oH100). Abhangig vom
Molekulargewicht und von der Struktur der Verbindungen variierte der Grad der
Fragmentierung bei den drei unterschiedlichen CID-Energien. So waren zum Beispiel
Amphetamin und Piracetam bereits bei 10 eV stark fragmentiert und bei 40 eV
komplett zerstort. Demgegenuber fragmentieren zum Beispiel Morphin und Strychnin
bei 10 eV kaum, selbst bei 20 eV dominieren die Quasimolekulionenpeaks und erst
bei 40 eV erfolgt eine optimale Fragmentierung. Insgesamt lieferte die groRe
Mehrheit der Verbindungen Spektren mit ausreichender Fragmentierung, die struk-
turspezifische Informationen der Substanzen widerspiegeln. Einige der Substanzen
wie Digoxin und Digitoxin bildeten keine oder nur in sehr geringem Umfang proto-

nierte lonenspezies. Stattdessen waren Addukte mit Natrium und Kalium vorhanden.

Der besonders wertvolle Informationsgehalt von akkuraten gegeniber nominalen
CID-Massenspektren soll anhand eines Beispiels von zwei Isobaren gezeigt werden
(siehe Abbildung 4.5). Sulfachloropyridazin und Sulfathidol weisen beide dieselbe
protonierte monoisotopische Nominalmasse von 285,0 Dalton auf. Die bei der Frag-
mentierung bei 10 eV entstehenden CID-Spektren unterscheiden sich weder in der
Nominalmasse der Fragmente (92,0, 108,0, 130,0 und 156,0 m/z), sofern das Signal
von 192,0 m/z bei Sulfathidol aufgrund der geringen Intensitat nicht bertcksichtigt
wird, noch signifikant in den relativen Intensitaten der Fragmentionen. Analysetech-
niken wie zum Beispiel QQQ, die ausgewahlte Ubergéange eines Vorlauferions zu
Produktionen (MRM) nutzen, wirden identische Signale und ahnliche Signalverhalt-
nisse fur die vier intensivsten Produktionen erhalten. Ungeachtet der unterschiedli-
chen Isotopenmuster der beiden Substanzen und des in niedriger Konzentration und
in Anwesenheit hoher Matrixbelastung untergehenden Signals 192,0 m/z kann zwi-
schen diesen Verbindungen nicht durch das monoisotopische Vorlauferion und die
bei der verwendeten Kollisionsenergie auftretenden Fragmentionen differenziert
werden. Ein Nominalmassenspektrum konnte daher unter Umstanden zu falsch

positiven Ergebnissen flhren.

Werden jedoch die Feinmassen der beiden Verbindungen verglichen, so zeigt sich,
dass schon die Vorlauferionen eine Differenz von 0,0267 Dalton aufweisen. Die
Fragmentionen 92,04948 m/z (CgHsN), 108,04439 m/z (CsHgNO) und 156,01138 m/z

(CeHsNO,S) sind bei beiden Substanzen identisch. Sulfachloropyridazin weist das

61



Ergebnisse und Diskussion

zur Unterscheidung beitragende lon 130,01665 m/z (C4HsCIN3) auf (siehe Abbildung
4.5 (a)), wohingegen Sulfaethidol das lon 130,04335 m/z (C4HsN3S) liefert (siehe
Abbildung 4.5 (b)). Dieses Beispiel zeigt, dass die Unterscheidung von Isobaren an-
hand ihrer akkuraten CID-Spektren moglich ist, wohingegen Nominalmassenspektren

eine Unterscheidung nicht bzw. nicht sicher gewahrleisten.
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Abbildung 4.5: Bibliotheksspektren der Substanzen (a) Sulfachloropyridazin und (b) Sulfaethidol bei
einer Kollisionsenergie von 10 eV. Vergleichend angegeben sind die Nominalmassen, exakten Mas-
sen, Summenformeln und relativen Intensitaten der Fragment- und Vorldufermasse.

Zu der in Abschnitt 4.1.1. vorgestellten theoretischen bzw. semiempirischen Daten-
bank ,Forensics and Toxicology Database® [139], die lediglich textbasierte Informa-
tionen beinhaltet, wurden flr mehr als 2720 der mehr als 7360 enthaltenen toxikolo-
gisch relevanten Substanzen die CID-Spektren bei den drei Kollisionsenergien hinzu-
geflgt. Dies ist in Abbildung 4.6 in der Spalte ,Num Spectra“ mit einem Eintrag von
3, sofern nur im Negativ- oder Positivmodus Spektren generiert wurden, bzw. 6, so-
fern in beiden Modi Spektren akquiriert wurden, vermerkt. Aus der Datenbank wurde

durch den Import von Spektren eine Datenbank und Bibliothek.
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Compound Mame Formnula Mass Anion Cation [ani.rE] CAS ChemSpider IURALC Name Murn Spectra
Maphazoline C14H14N2 210,11570 - - 5510 | B35-31-4 4283 21-Haphthylmethyl]-4,5-dibydro-1H-imidazale 3
Minowidil COH1ENED 210,13549 - ~ 5550 | 38304-91-5 | 10438564 | 6-[1-Piperdingl}-2,4-pyrimidinediamine 3-oxide 3
Altretamine COH1ENE 210,15929 - - 13,050 | E45-05-6 2038 MW N W Hexamethyl-1,3,5-tiazine-2,.4,6-riarnine 3
Pexantel Cl2H22M20 21017321 - | 10001135 | 580874 Cyclohexyl[4-methyl-1-piperazinymethanone 1]
Mitramide C7HEN305 21102292 r [ 4480 121813 4355 3.5 Dinitrobenzamide 3
Chlothenoxazine C10H10CIMND2 211,04001 - - 9540 | 132-89-8 8283 2[2-Chlaroethyl]-2,3-dihydro-4H-1,3-benzoxazin-4-one 3
Micorandi CBHAN304 211,059 - | G5141-46-0 | 43240 2[[3-Pyridinglcarboryljaminalethyl nitrate 1]
Milrinone C12HaN30 211,07456 - - 3,830 | 7B415-F22 | 4052 2-Methyl-B-ox0-1 6-dihydio-3,4"bipyridine-5-carbanitrile 3
Propachlor C1THT4CIMO 211,07639 - - 10,470 [ 1918167 A7G2 2-Chlaro-M-isopropyl-N-phenylacetanide 3
Fernaclan C1HT4CHO 211,07639 - - 306-20-7 5003 FChlare-N-[2-phenylethyllpropanamide 1}
Methyldopa C10H13ND4 211,08446 - - 555-30-6 35562 FHydroxy-alpha-methyl-L-tyrosine 3
Presinal C10H13NO4 211,08446 - | 133161-54-3 | 3995 Fhydioxy-alpha-methyltyrosine 3
Zalcitabine COH13aN303 211,09569 - - 1.140 | 7481-89-2 224598 4-Amina-1-[[2R 55 5 hydiosymethylltetrahydro-2-furanyl]-2(1H Fpyrimidinane | 3
Mar-letimal C14H13N0 211,09971 - - BB6-08-8 16736286 | 2{[Benzyliminalmethyllphenol 1]
Mefenorex C12H18CIN 21111278 - - 7.850 | 17243-571 | 20467 3Chlarg-N-[1-phenyl-2-propanyl]-1-propanamine 3
Pramipexole C10H17N3S 21111432 | | 1.830 | 104632-26-0 | 106770 [BS M ~E~-prapyl-4.5 6.7-tetrahwdro-1.3-benzothiazole-2. B-diamine 3
Dimetan C11H17NO3 211,12084 r r 122156 28942 5.5-Dimethyl-3-ox0-1-cyclohexen-1-yl dimethylcarbarnate 1]
Dioxethedrine C11H17NO3 211,12084 r r 0.960 | 497-75-6 E4B57 4-[2-[Ethplamina]-1 -hydragypropyl]-1 . 2-benzenedial 3

Abbildung 4.6: Darstellung eines Auszuges aus der ,Broecker, Herre & Pragst Forensics and
Toxicology accurate mass MS/MS spectral library“ mittels ,Personal Compound Database and Library
(PCDL) Manager®. Fir mehr als 7360 Substanzen existieren Eintrdge u. a. zum Namen, der Sum-
menformel, der Masse, CAS-Nummer und IUPAC-Name. Fur mehr als 2720 Substanzen sind Spek-
tren bei drei Kollisionsenergien (10, 20 und 40 eV) hinterlegt. Fir mehr als 2140 Substanzen sind Ein-
trage zur Retentionszeit, welche unter den LC-Bedingungen (Il) (siehe Abschnitt 3.7.2.) ermittelt wur-
den, vorhanden (siehe Abschnitt 4.1.3.).

Die Anwendung der Spektrenbibliothek ist unabhangig von der verwendeten Chro-
matographie und nicht wie bei der Verwendung von Retentionszeiten an Standard-
LC-Parameter gekoppelt. Bei der Analyse von komplexen Matrizes empfiehlt sich
eine gute chromatographische Trennung, um Mischspektren durch koeluierende Iso-
mere oder Isobare zu minimieren. Neben diesem Aspekt ist die Ubereinstimmung der
Bibliotheksspektren mit den aus einer Probe stammenden Spektren nicht durch die

Chromatographie beeinflusst.

Zur Uberpriifung der Kompatibilitat der exakten CID-Spektrenbibliothek wurden mehr
als 30 Datenfiles mit Uber 50 verschiedenen Substanzen, welche an unterschiedli-
chen Agilent LC-QTOF-MS-Instrumenten der Serien 6520, 6530 und 6540 akquiriert
wurden, herangezogen. Es zeigte sich, dass die Peakidentifizierung in allen Fallen
zum gleichen Ergebnis fuhrte und somit unabhangig vom verwendeten Instrument

war.

4.1.3 Erweiterung der Datenbank und Bibliothek um Retentionszeiten [141]

Aus der in Abschnitt 4.1.1. vorgestellten Datenbank, die nur theoretische bzw. semi-
empirische Informationen enthielt, wurde zusammen mit der in Abschnitt 4.1.2. ent-
wickelten Spektrenbibliothek eine gemeinsame Datenbank und Spektrenbibliothek

konzipiert. Fur mehr als 2130 dieser Substanzen wurden unter den LC-Bedingungen
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(I1) die Retentionszeiten ermittelt und in die Datenbank aufgenommen. Deren Vertei-
lung Uber den chromatographischen Lauf ist in Abschnitt 4.5.1. in Abbildung 4.41
dargestellt. Fur diesen Zweck wurden Mischstandardlosungen von jeweils 50 Wirk-
stoffstandards, die immer dieselben 32 deuterierten Standards enthielten, in einer
Konzentration von je 100 pg/ul hergestellt und 1 pl injiziert. Die Messung wurde im
Auto-MS/MS-Modus durchgefuhrt. Die Identifizierung der Peaks erfolgte dann an-
hand der CID-Spektren der Bibliothek. Die Verwendung von deuterierten Standards
ermdglichte die Uberpriifung stabiler chromatographischer Bedingungen. Es zeigte
sich, dass keine wesentliche Retentionszeitverschiebung (lediglich bis zu 6 Sekun-
den) der deuterierten Standards der insgesamt 68 unterschiedlichen gemessenen
Standardmischungen innerhalb einer Messserie auftrat. Bei der Erfassung weiterer
Retentionszeiten in spateren Messserien ergab sich jedoch, dass eine Korrektur der
Retentionszeiten anhand der deuterierten Standards sehr natzlich war. Hierbei traten
Verschiebungen bis zu 30 Sekunden auf. Die Moglichkeit der Verwendung von relati-
ven Retentionszeiten (RRT) und die damit direkt verbundene Korrektur unterschied-
licher Retentionszeiten dergleichen Substanz in verschiedenen Proben ist durch den
erfassten Datensatz gegeben. Da die Auswertesoftware die Verwendung relativer
Retentionszeiten (RRT) nicht gestattet, wurde diese daher nicht verwendet. Die
Injektion jeder Standardmischung erfolgte drei Mal nacheinander. Aus den bestimm-
ten Retentionszeiten der identifizierten Substanzen wurde der Mittelwert gebildet,
welcher dann in die Datenbank in der Spalte ,RT* aufgenommen wurde. Da zu die-
sem Zeitpunkt bereits Bibliotheksspektren der meisten Substanzen vorhanden wa-
ren, wurden diese zur eindeutigen ldentifizierung herangezogen. Retentionszeiten
von Substanzen ohne Bibliothekseintrag wurden ebenfalls aufgenommen, sofern
diese Substanz ausschlieflich Addukte mit Natrium, Kalium und/oder Ammonium
gebildet hatte. Die Identifizierung konnte in diesen Fallen nur durch die akkurate
Masse sowie das Isotopenmuster und das Wissen, dass diese Substanz in der Stan-
dardmischung enthalten war, erfolgen. Da fir diese Substanzen unter den verwen-
deten LC-MS-Parametern keine CID-Spektren der protonierten lonenspezies zu-
ganglich waren, liegt in der ermittelten Retentionszeit die einzige Mdglichkeit einer
Identifizierung und einer Unterscheidung von isomeren Verbindungen. Im Gegensatz
zu den akquirierten MS-Spektren ist die Verwendung der Retentionszeit an definierte
chromatographische Bedingungen gekoppelt. Unter Einhaltung dieser Vorgaben

kann die Retentionszeit als Identifikationskriterium herangezogen werden. Somit las-
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sen sich haufig falsch positive Datenbankergebnisse eliminieren. Wie Abbildung 4.6
zeigt, enthalten nicht alle Substanzeintrage in der Datenbank Retentionszeiten. Fur
den Substanznachweis mittels Datenbank kann eine Auswahl bzgl. der Verwendung
von Retentionszeiten erfolgen. So kann zum Beispiel vorgegeben werden, dass nur
Substanzen mit einem Retentionszeiteintrag fur die Identifizierung verwendet wer-
den. Es zeigte sich, dass ein Retentionszeitfenster von +1 min beim Datenbankab-
gleich geeignet war. Dadurch wurden durch evtl. auftretende chromatographische
Schwankungen verursachte Retentionszeitverschiebungen berlcksichtigt. Sollten
mehrere isomere Substanzen innerhalb dieses Suchfensters identifiziert werden, so
kann die Retentionszeit des deuterierten Standards herangezogen werden, um eine

Unterscheidung zu ermdglichen.

In Tabelle 4.2 sind alle in der Datenbank und Spektrenbibliothek enthaltenen Isomere
— insgesamt 9 — der Summenformel C4oH1sNO, aufgelistet. 6 von ihnen enthalten
Retentionszeiteintrage sowie Bibliotheksspektren. Beim Vergleich der Retentions-
zeiten der beiden Isomere Anhydroecgoninmethylester (RT 2,54 min) und Dimethyl-
mescalin (RT 2,71 min) zeigt sich, dass allein anhand der Summenformel und der
Retentionszeit keine sichere Identifizierung bzw. Unterscheidung beider Substanzen
auf Grund des geringen Retentionszeitunterschieds von nur 0,17 min maoglich ist.

Tabelle 4.2: Substanzen aus der Datenbank und Spektrenbibliothek mit der Summenformel

C4oH15NO, und der exakten monoisotopischen Masse 181,1102787 Da. Fir 6 dieser 9 Isomere sind
Retentionszeiten und CID-Spektren vorhanden.

Substanzname Formel Masse (Da) RT (min)  Anzahl Spektren
2,5-Dimethoxyphenethylamin C1oH15sNO, 181,1102787 0
3,5-Dimethoxyphenethylamin C1oH15NO, 181,1102787 4,15 3
Anhydroecgoninmethylester C1oH15NO, 181,1102787 2,54 3
Dimethylmescalin C10H15sNO, 181,1102787 2,71 3
Ethypicon C1oH15NO, 181,1102787 0
Etilefrin C10H15NO, 181,1102787 1,20 3
Hexapropymat C1oH15NO, 181,1102787 0
N-Methylpyrithyldion C1oH15NO, 181,1102787 6,30 3
Oxilofrin C1oH15NO, 181,1102787 0,90 3

Die CID-Spektren beider Substanzen besitzen jedoch signifikante Unterschiede
(siehe Abbildung 4.7), sodass diese eine eindeutige Identifizierung beider Isomere

und somit deren Unterscheidung ermaoglichen.
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Library spectrum M+HT*
g M0 (a) 1 2.117;5
S 1004 C/HS 100.00
©
5 4
2 90+ °

80 91.05423 118.04131

71.84

704 68.88

60

50| ~

404 H3C/

30 150.09134

8206512 105.06988 21.70
20+ 065 16.50 133.06479
65.03857 11.98 16 09 164.10699
10 7.91 | ‘ | : | 6.52
0-, T Le |\ | L - |\| \l | t— ! I\ Tt | T '| T T * T T T T
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
Library spectrum
g " (b) 165.09100
= CH3 100.00
8 1004 v
5
2 90 150.06754
80.42

80+ g™

70

60

50

40 NH2

105.06988
30 28.00 134.07262 [M+H]*
20 79.05423 20.77
1'1.92 1219.03?(;179
10 . ‘
0-, T T T l T \I * —1 | T ||\||I Lt T 1 T T T T
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
m/z

Abbildung 4.7: CID-Spektren bei 20 eV der Isomere (a) Anhydroecgoninmethylester und (b) Dime-
thylmescalin.

Dieses Beispiel zeigt deutlich, dass selbst unter Standardbedingungen ermittelte
Retentionszeiten neben der sicher identifizieten Summenformel fir eine Sub-
stanzidentifizierung nicht ausreichen. CID-Spektren werden aber nur von [M+H]*-
oder [M-H]-Quasimolekulionen erhalten. In Abschnitt 4.5.1. (Abbildung 4.42) ist der
Anteil an protonierter Spezies in Bezug auf alle detektierten lonenspezies fur alle
Substanzen mit bekannter Retentionszeit dargestellt. Insbesondere fir Substanzen
wie zum Beispiel Azidamfenicol, Bromadiolon, Digitoxin oder Tacrolimus (Bildung
von Natrium- und Ammoniumaddukten), die keine oder kaum CID-Spektren auf
Grund einer geringen Bildung protonierter lonen aufweisen, kann nur auf die Reten-
tionszeit und die identifizierte Summenformel zurlckgegriffen werden. Auch beim
Fehlen von CID-Spektren in der Spektrenbibliothek oder im Datenfile sowie bei einer
schlechten Spektrenqualitat kann ein Substanzvorschlag ggf. ausgeschlossen oder

in Betracht gezogen werden, sofern eine Retentionszeit in der DB vorhanden ist.
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4.1.4 Optimierung der LC- und MS-Parameter fiir die STA

Nachfolgend soll die Wahl der LC- und MS-Bedingungen und deren Optimierung er-

ortert werden.

Optimierung der LC-Bedingungen

Um mdglichst viele Informationen aus einer Probe zu erhalten, sollte auch unter Ver-
wendung eines hochauflésenden Massenspektrometers eine chromatographische
Trennung vorgeschaltet werden. Zum einen wird dadurch der in biologischen Proben
stark prasente Matrixeffekt reduziert und zum anderen dem Massenspektrometer
ausreichend Zeit fur mdglichst viele Experimente gegeben. Insbesondere bei Ver-
wendung des Auto-MS/MS-Modus sollte ein langer chromatographischer Lauf erfol-
gen. Die damit einhergehende Reduzierung koeluierender Substanzen stellt eine
glnstige Voraussetzung fir die datenabhangige Selektion von Vorlaufermassen fir

CID-Experimente dar.

Die Laufmitteloptimierung wurde unter den LC-Bedingungen (l) aus dem experimen-
tellen Teil (siehe Abschnitt 3.7.2.) durchgeflihrt. Fur diesen Zweck wurde ein toxiko-
logisch reprasentativer Mischstandard bestehend aus Morphin, Amphetamin, Meth-
amphetamin, Codein, Bromazepam, Diazepam und THC in einer Konzentration von
je 100 pg/ul hergestellt und 1 pl injiziert. In Abbildung 4.8 sind die Testchroma-
togramme zur Optimierung der mobilen Phase dargestellt. Es wurde eine Zorbax
Eclipse Plus C18 Saule (2,1 x 100 mm, 3,5 um, Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland) bei 30 °C verwendet. Als Elutionsmittel wurden (a) A2 = 10 mM Am-
moniumacetat in Wasser pH 6,8 und B2 = Methanol, (b) A2 = 10 mM Ammonium-
acetat in Wasser pH 6,8 und B1 = Acetonitril und (c) A1 = 5 mM Ammoniumformiat in
Wasser + 0,01 % Ameisensaure pH 4,5 und B2 = Methanol untersucht. Zusatzlich,
nicht in der Abbildung dargestellt, wurde 0,1 % wassrige Ameisensaure (pH 2,8) als
weitere wassrige Komponente verwendet. Es wurde folgender zeitabhangige Gradi-
ent verwendet: 0 min 10 % B1/B2, linear auf 90 % B1/B2 in 16 min, konstant bei
90 % B1/B2 bis 19,8 min, auf 10 % B1/B2 in 20 min. Die anschlieRende Aquili-
brierung erfolgte fur 3 min. Die FlieRgeschwindigkeit betrug 0,4 ml/min. Morphin, als
polarste Verbindung, eluierte unter allen Bedingungen als erste, THC, als unpolarste,
als letzte Substanz. Neben der Trennung bzw. Verteilung der einzelnen Substanzen
Uber das Chromatogramm, war die Elution der ersten (Morphin) und der letzten

(THC) Substanz von Interesse. Besonders glnstig ist neben einer gleichmalligen
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Verteilung der unterschiedlich chemisch beschaffenen Substanzen, eine mdglichst

spate Retentionszeit des Morphins sowie eine nicht zu spate Elution des THC's.
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Abbildung 4.8: Testchromatogramme zur Optimierung der mobilen Phase. Verwendung einer Zorbax
Eclipse Plus C18 Saule (2,1 x 100 mm, 3,5 ym, Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) bei
30 °C. Elutionsmittel waren (a) A2 = 10 mM Ammoniumacetat in Wasser pH 6,8 und B2 = Methanol,
(b) A2 = 10 mM Ammoniumacetat in Wasser pH 6,8 und B1 = Acetonitril und (c) A1 = 5 mM Ammo-
niumformiat in Wasser + 0,01 % Ameisensaure pH 4,5 und B2 = Methanol. Es wurde folgender zeit-
abhangige Gradient verwendet: 0 min 10 % B1/B2, linear auf 90 % B1/B2 in 16 min, konstant bei 90 %
B1/B2 bis 19,8 min, auf 10 % B1/B2 in 20 min. Die anschlieende Aquilibrierung erfolgte fir 3 min. Die
FlieRgeschwindigkeit betrug 0,4 ml/min. Injektion von 1 ul einer Lésung mit je 1 ng/pl Morphin (1),
Amphetamin (2), Methamphetamin (3), Codein (4), Bromazepam (5), Diazepam (6) und THC (7).

Die moglichst spate Retentionszeit des Morphins war wichtig, da die Methode auch
fur andere Matrizes wie Urin Anwendung finden sollte und die Matrixbelastung sowie
die Anwesenheit von Salzen in den ersten Minuten der Chromatographie sehr hoch
sind. Unter Verwendung von Acetonitril als organisches und 5 mM Ammoniumformiat
+ 0,01 % Ameisensaure oder 0,1 % wassrige Ameisensaure als wassriges Laufmittel
zeigte sich, dass Morphin eine sehr kurze (nahe der Totzeit) Retentionszeit hatte.
Diese Solventen wurden daher ausgeschlossen. Die verklrzte Retentionszeit von
THC durch die Verwendung von Acetonitril trug nicht wesentlich zu einer verbesser-

ten Trennung bei. Aus diesen Grunden, vor allem durch die passable Retentionszeit
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des Morphins, wurden als Laufmittel Methanol und 10 mM Ammoniumacetat ver-
wendet. Der Einsatz eines bei neutralem pH-Wert liegenden Laufmittels bringt den
Vorteil mit sich, dass neben den basischen auch saure Substanzen ionisiert werden.
Die Signalintensitat blieb bei vielen Substanzen bei Verwendung aller drei wassrigen
Laufmittel gleich. Lediglich die neutralen oder basischen Substanzen wie die Benzo-

diazepine zeigten eine hohere Empfindlichkeit bei Reduzierung des pH-Werts.

Eine Verbesserung der chromatographischen Auflosung wurde durch die Wahl einer
Saule mit kleineren Partikeln von 2,7 anstatt 3,5 ym bewerkstelligt. Durch den héhe-
ren Ruckdruck musste die Temperatur im Saulenofen von 30 auf 50 °C erhdht wer-
den. Dies brachte ebenfalls eine bessere Peaksymmetrie mit sich. Der insbesondere
bei Methanol langsam stattfindende Massentransfer wird bei hdheren Temperaturen
beschleunigt. Das zuvor beobachtete Peaktailing war damit stark reduziert. Eine
Temperaturerhéhung von 10 °C brachte fir die Analyte Morphin, Amphetamin,
Methamphetamin, Codein, Bromazepam, Diazepam und THC eine Retentionszeit-
verkurzung von 0,2-0,4 min mit sich. Um eine ausreichende Trennung, schmale
Peaks und genugend Zeit fur die Akquisition von CID-Spektren zu erhalten, wurde
die Laufzeit von 16 auf 20 Minuten erhéht. Eine Variation der FlieRgeschwindigkeit
zeigte im Bereich zwischen 0,3 und 0,5 ml/min keine wesentliche Anderung der
Empfindlichkeit, jedoch leicht breiter werdende Peaks bei niedrigeren Flussen. Bei
noch hoheren Flussraten nimmt die Empfindlichkeit der Messung ab, da keine aus-
reichende Desolvatisierung in der lonenquelle gewahrleistet ist. Die unter den LC-
Bedingungen (llI) im experimentellen Teil (siehe Abschnitt 3.7.2.) beschriebenen
Parameter stellten die optimalen Bedingungen dar, unter denen auch die im Ab-

schnitt 4.1.3. beschriebenen Retentionszeiten gemessen wurden.

Optimierung der MS-Bedingungen und Datenakquisition

Die Optimierung der MS-Parameter — Spannungen, Temperaturen und Fllisse — er-
folgte anhand einiger reprasentativer Substanzen. Insgesamt wurden uber 100 Ver-
treter von Amphetaminen, Opioiden, Cocain und seinen Metaboliten, Benzodiazepi-
nen, Cannabinoiden und Psychopharmaka mittels Direktinjektionen und unter Varia-
tion der MS-Parameter analysiert. Dabei wurde die Nozzle-Spannung zwischen 0
und 2000 in 250 V Schritten, die VCap-Spannung zwischen 1500 und 5000 V in
250 V Schritten, die Fragmentor-Spannung zwischen 60 und 300 V in 10 V Schritten,
die Temperaturen des Trocknungsgases und des Sheathgases zwischen 200 und
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400 °C in 25 °C Schritten sowie deren Gasflisse zwischen 5 und 12 I/min in 1 I/min
Schritten variiert. Es zeigte sich bei allen Substanzklassen, dass die hochste Emp-
findlichkeit bei einer moéglichst hohen Sheathgas-Temperatur (380 °C) mit einem
Fluss von 11 I/min, einem Trocknungsgas von 320 °C bei 6 I/min, einer VCap-Span-
nung von 3000V, einer Nozzle-Spannung von 0-100V und einer Fragmentor-
Spannung zwischen 120 und 180 V lag. Da nicht fur jeden Standard dessen optimale
Bedingungen in einem Screeningverfahren verwendet werden kénnen, wurden Kom-
promisse gemacht und gewichtete Mittelwerte zwischen den optimalen Parametern
der verschiedenen Substanzen verwendet. Die optimierten Parameter wurden fir alle
MS-Methoden angewendet und sind im experimentellen Teil (siehe Abschnitt 3.7.4.)

wiedergegeben.

Die Zyklenzeit von MS-Experimenten wurde auf 1 Sekunde im MS-Modus bzw. 1,1
Sekunden im Auto-MS/MS-Modus in Anpassung an die chromatographische
Peakbreite festgesetzt. So war bei 10-20 Sekunden breiten chromatographischen
Peaks (fur LC-Bedingungen (I) und (llI)) gewahrleistet, dass genugend Datenpunkte
fur eine Quantifizierung vorhanden waren. Fur den Auto-MS/MS-Modus wurden je
nach verwendeter LC-Methode (I) oder (ll) die optimierten MS-Bedingungen (I) oder
(Il) verwendet (siehe Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3: Parameter der MS-Methode (I) und (lIl), die unter LC-Bedingungen (1) und (ll) angewen-
det wurden.

Parameter MS (1) MS (Il)
Scanzeit MS 0,33s 0,25s
Frequenz MS 3 4
Frequenz MS/MS 3 4
Anzahl an Vorlauferionen 2 3
Ausschlusszeit 0,15 min 0,1 min
Mittlere Peakbreite 0,3 min (LC (1)) 0,2 min (LC (I1))
Zyklenzeit 11s 11s

Um fir die meisten Verbindungen bei MS/MS-Experimenten eine ausreichende
Fragmentierung zu erzielen, wurde eine massenabhangige Kollisionsenergie verwen-
det. Die Berechnungsgleichung (3) (siehe Abschnitt 3.7.4.) wurde Uber verschiedene
Experimente im Rahmen dieser Arbeit als gunstigste ermittelt. Bei der Wahl der Ko-
effizienten der linearen Gleichung wurde berucksichtigt, dass die meisten zu identifi-
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zierenden Gifte im Bereich von 100 bis 600 Dalton liegen. Des Weiteren sollten die
wahrend der Messung automatisch berechneten Kollisionsenergien moglichst nah an
den Referenzspektren der Bibliothek von 10, 20 und 40 eV liegen. Gleichung (3) be-
rucksichtigt diese Faktoren, wobei flr das lon 100 m/z eine errechnete Kollisions-
energie von 10 eV und fur das lon 600 m/z eine von 40 eV bestimmt wird. Der Graph
der massenabhangigen Funktion nach Gleichung (3) sowie die massenunabhangi-
gen aufgenommenen Spektren der in der Bibliothek enthaltenen Substanzen bei drei
Kollisionsenergien sind in Abbildung 4.9 dargestellt. Da die Fragmentierung jedoch
auch stark von der spezifischen Struktur abhangt, ist die automatische Wahl der Kol-
lisionsenergie nicht immer optimal und muss in speziellen Fallen bei einer abwei-
chenden Kollisionsenergie wiederholt werden. Im Falle, dass die nach Gleichung (3)
berechnete Kollisionsenergie keine ausreichende oder zu starke Fragmentierung
eines Vorlauferions verursachte, so wurden bei einer weiteren Messung im Targeted-
MS/MS-Modus eine oder mehrere feste Kollisionsenergien, vorzugsweise 10, 20

oder 40 eV, verwendet.

CID-Energie [eV]
50

40

CE = (ixf+ 4)eV 3)
100 =
20

10 /

0 100 200 300 400 500 600 700 800 m/z

Abbildung 4.9: Nach Gleichung (3) berechnete massenabhangige Kollisionsenergie eines zu frag-
mentierenden lons in einer Probe. Die horizontalen hervorgehobenen Linien bei 10, 20 und 40 eV
stellen die Kollisionsenergien dar, bei denen fiir jede Substanz Spektren in der Bibliothek hinterlegt
wurden.
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4.1.5 Datenakquisition und Datenauswertung in der STA

In diesem Abschnitt soll die Wahl des geeigneten Messmodus zur Datenakquisition
diskutiert und die kombinierte Verwendung der ldentifizierungssoftware dargelegt
werden. Des Weiteren soll der gesamte Prozess von der Probenmessung bis zum
Ergebnis in Form eines Schemas wiedergegeben und abschlieRend an einer Probe

exemplarisch demonstriert werden.

Datenakquisition

In Abschnitt 2.2.2. wurden bereits die drei grundlegenden Moglichkeiten der Daten-
akquisition mittels LC-QTOF-MS vorgestellt. Fir die Systematische Toxikologische
Analyse ergeben sich daraus zwei unterschiedliche Strategien. Die empfindlichere
von beiden erfolgt zunachst Uber die alleinige Akquisition von MS-Spektren im MS-
Modus. Hieraus werden jedoch nur Informationen zur Summenformel erhalten, die
anschlieend flr eine Datenbanksuche genutzt werden. Zur Bestatigung der Daten-
bankergebnisse folgt dann eine zweite Messung im Targeted-MS/MS-Modus. Die
daraus resultierenden CID-Spektren werden fur eine Bibliothekssuche zur eindeuti-
gen ldentifizierung verwendet. Die Anzahl zu verifizierender Substanzen in einer de-
finierten Targeted-MS/MS-Methode ist limitiert, sodass nur wenige Datenbankvor-
schlage durch eine einzige Targeted-MS/MS-Methode bestatigt oder ausgeschlossen

werden konnen.

Der drei- bis viermal unempfindlichere Auto-MS/MS-Modus stellt eine alternative
Madglichkeit dar. Hierbei werden in einer einzigen Messung MS-Spektren fur die Da-
tenbanksuche und datenabhangig CID-Spektren zur Bestatigung/ldentifizierung der
Datenbankergebnisse erzeugt. Nur im Falle, dass fur eine potentiell toxikologisch
relevante Substanz in diesem Experiment keine MS/MS-Daten vorliegen, wird eine
zweite Messung im Targeted-MS/MS-Modus bendtigt. Bei dieser werden die fehlen-
den CID-Spektren der zu bestatigenden Substanzen gezielt akquiriert und mittels
Bibliothekssuche identifiziert. Mit diesem Verfahren werden falsch Positive, die in
einem einfachen MS-Experiment und Datenbanksuche erhalten werden, grodtenteils
sofort ausgeschlossen. Die Mdglichkeit, in einem Experiment sofort Strukturinforma-
tionen zur eindeutigen ldentifizierung einer Substanz zu erhalten, pradestiniert den
Auto-MS/MS-Modus trotz der geringeren Empfindlichkeit fur die STA. Nur in wenigen
Fallen ist eine sich anschlieliende Targeted-MS/MS-Messung nétig. Darlber hinaus

erhalt man im Auto-MS/MS auch eine Vielzahl an CID-Spektren, die in einer spateren
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Fragestellung genutzt werden kdnnen, ohne dass gezielt weitere Messungen notig

sind.

Das grundlegende Prinzip einer Messung im Auto-MS/MS-Modus wurde bereits in
Abschnitt 2.2.2. in Abbildung 2.8 am Beispiel einer realen Probe dargestellt. Da bei
einer STA nicht bekannt ist, welche Wirkstoffe sich in der Probe verbergen und wel-
che Kollisionsenergie zur optimalen Fragmentierung beitragt, wurde eine massenab-

hangige Berechnung dieser Energie gewahlt.

Wahrend der Arbeit zeigte sich, dass die Akquisition von CID-Spektren verbessert
werden konnte, wenn anstelle der in MS-Methode () die Parameter der MS-Methode
(Il) verwendet wurden (siehe Abschnitt 4.1.4. und Tabelle 4.3). Diese Optimierung

korrespondierte mit den verbesserten LC-Bedingungen (I1).

Die Auswahl von Vorlauferionen im Auto-MS/MS-Modus wurde durch einige Para-
meter limitiert. So wurde ein Schwellwert von mindestens 1000 Counts fir [M+H]"-
oder [M-H]-lonen vorgegeben, um nur CID-Spektren der wesentlichen Komponenten
aufzunehmen. Trotzdem kann auch bei Substanzen mit hoher Konzentration das
erste CID-Spektrum nur bei relativ niedriger Intensitat, d. h. in der Flanke des anstei-
genden Peaks, aufgezeichnet worden sein. Die daraus resultierenden CID-Spektren
liefern oft nur eine unzureichende Qualitat fur die Substanzidentifizierung. Um den-
noch Spektren mit ausreichender Aussagekraft zu erhalten, wurde die Ausschluss-
zeit der Vorlauferionen entsprechend kurzer (0,1 min) als die chromatographische
Peakbreite (0,2 bis 0,3 min) gewahlt, sodass weitere CID-Experimente mit dem glei-

chen Vorlauferion nahe dem Peakmaximum erfolgen konnten.

In einem Auto-MS/MS-Datenfile sind somit alle wesentlichen Informationen einer
Probe vereint. So ist aus den akkuraten MS-Spektren die Bestimmung der Sum-
menformel moglich, wohingegen die CID-Spektren akkurater Fragmentmassen
Strukturinformationen liefern, die die Grundlage fur eine Substanzidentifizierung dar-

stellen.

Erfassung chromatographischer Peaks

Im Folgenden wird der Ablauf der umfangreichen Auswertung eines mittels LC-
QTOF-MS erzeugten Auto-MS/MS-Datenfiles in der STA erlautert. Im ersten Schritt
erfolgt die Erfassung von Peaks sowie deren Gruppierung und Zuordnung relevanter

CID-Spektren (siehe Abbildung 4.10). Dazu wird zunachst das Elutionsprofil jeder
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Masse extrahiert. Konstante oder sich langsam andernde Signale, die von der Matrix

oder den Reagenzien stammen, werden ausgeschlossen.
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Abbildung 4.10: Algorithmus der Molecular Feature Extraction (MFE): (a) Rohdatenfile; (b) Unter-
grund bereinigtes Datenfile und Gruppierung verschiedener lonenspezies ([M+H]", [M+Na]’, [M+K]",
[M+NH,4]") und dazugehérige CID-Spektren einer Verbindung.

Danach wird ein Algorithmus ,Find Compounds" angewendet, bei dem Peaks mit
gleichem Elutionsprofil, deren Massen durch chemische Regeln in Zusammenhang
zu bringen sind, automatisch zu einer ,Verbindung" gruppiert. Eine solche ,Verbin-
dung" besteht zum Beispiel aus dem protonierten Molekilion [M+H]*, Addukten mit
Natrium-, Kalium- oder Ammoniumionen, Dimeren der jeweiligen lonenspezies, den
entsprechenden Isotopenpeaks sowie aus den CID-Spektren des [M+H]*-lons im

entsprechenden Retentionszeitbereich des Peaks. Das nach diesem Befehl erhal-
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tene Chromatogramm ist in Abbildung 4.11 (a) anhand einer realen Blutprobe nach
Proteinfallung mit Acetonitril dargestellt. In diesem Fall wurden 6256 solcher ,Verbin-
dungen" gefunden. In den Abbildungen. 4.11 (b), (c) und (d) werden das unbereinigte
sowie das bereinigte MS-Spektrum eines Peaks bei 1,850 min (identifiziert als Para-

cetamol) und das entsprechende CID-Spektrum gezeigt.
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Abbildung 4.11: Fallbeispiel 09/994, Proteinfallung einer Venenblutprobe: (a) Chromatogramm eines
im Auto-MS/MS akquirierten Datenfiles nach Untergrundbereinigung und Anwendung des Tools ,Find
Compounds®. In diesem Fall wurden 6256 ,Verbindungen“ gefunden. (b) MS-Spektrum des Peaks bei
1,850 min (Paracetamol). Diese ,Verbindung® enthalt lonen der Spezies: [M+H]", [M+Na]’, [M+K]",
[M+NH,]*, (c) Die korrespondierenden Isotopenpeaks und (d) das CID-Spektrum bei 1,850 min.

Substanzidentifizierung mittels Datenbank und Bibliothek

Das sich der Peakerfassung anschlieRende Tool ,ldentify Compounds" fuhrt eine
automatisierte Datenbank- und Bibliothekssuche fur alle ,Verbindungen" durch. Hier-
bei kdbnnen Parameter wie z.B. die Verwendung von Retentionszeiten und eine mi-
nimale Ubereinstimmung von MS- sowie CID-Spektren vorgegeben werden, die zum
Ausschluss von potentiellen Kandidaten fihren kénnen. Fir die Identifizierung einer
Substanz mittels Datenbank werden ausschlieBlich MS-Spektren verwendet. Dazu
werden zunachst die gemessenen ionischen Massen auf die neutralen Massen durch
Subtraktion der Protonen-, Natrium-, Kalium- und Ammoniummassen umgerechnet.
Diese werden dann innerhalb eines vorgegebenen Massenfensters von typischer-

weise 5 ppm mit den Massen aus der Datenbank abgeglichen. Daruber hinaus wer-
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den die Isotopenmuster der gemessenen Spektren mit denen aus der Datenbank
unter Berucksichtigung des Intensitatsverhaltnisses und des Massenabstandes der
Isotopenpeaks verglichen. Das Ergebnis der Ubereinstimmung wird als kombinierter,
gewichteter Score, bestehend aus den Scores der Massengenauigkeit, des
Abundance-Verhaltnisses der Isotopenpeaks, des Abstandes der Isotopenpeaks und
optional der Retentionszeit, ausgegeben. Als Ergebnis kann keine, eine oder meh-
rere Ubereinstimmungen aus dem Datenbankabgleich resultieren. Mehr als eine
Ubereinstimmung tritt bei Isomeren oder Isobaren mit sehr geringem Massenabstand
von Substanzen in der Datenbank auf (siehe Abschnitt 4.1.3. und Tabelle 4.2). Da
die bei diesem Abgleich verwendeten Informationen Summenformeln sind, werden
auch nur diese und nicht die in der Datenbank vermerkten Substanzen nachgewie-
sen. Daher stellt die Liste erhaltener Substanzen lediglich einen Vorschlag potentiell
in der Probe befindlicher Substanzen dar. Unter Verwendung von Retentionszeiten
kann eine substanzspezifische Information in die Suche eingehen. Da jedoch auch
isomere Verbindungen sehr ahnliche bzw. gleiche Retentionszeiten aufweisen kon-
nen, liefert diese nur einen hinreichenden Nachweis und keine Identifizierung einer
Substanz. Die Verwendung von Retentionszeiten bei einem Datenbankabgleich er-

moglicht es aber falsch positive Substanzvorschlage zu reduzieren.

Als zusatzliches, orthogonales Tool kann der ,Molecular Formula Generator" ver-
wendet werden. Dieses Tool berechnet ausgehend von der akkuraten Masse und
dem Isotopenmuster des gemessenen Spektrums eines Peaks dessen mdgliche
Summenformeln. Dieser Algorithmus erfolgt unabhangig von einer Datenbanksuche.
Dies ist insbesondere fir intensive Peaks ohne Datenbankvorschlag von Bedeutung.
Des Weiteren kann auf diesem Wege neben dem Datenbankabgleich, welcher nur
eine beschrankte Anzahl verschiedener Summenformeln vorgibt, eine Datenbank
unabhangige Prufung auf in Frage kommende alternative Summenformeln mit einer
besseren Ubereinstimmung der experimentellen Daten erfolgen. Der ,Molecular
Formula Generator" kann nicht nur fur MS-Spektren Summenformeln berechnen,
sondern auch fur Fragmentmassen aus CID-Spektren. Die Kombination beider In-
formationen — aus MS- und MS/MS-Experimenten — liefert eine Verbesserung der

vorgeschlagenen Summenformeln alleine aus einem MS-Experiment.

In Abbildung 4.12 ist dies anhand des Beispiels Mirtazapin mit der Summenformel

C47H19N3 dargestellt. Aus der akkuraten Masse und dem Isotopenmuster des MS-
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Spektrums wird als beste Ubereinstimmende Summenformel C17H{gN3z mit einem MS-
Score von 99,64, der sich aus dem Mass Match von 99,88, Abundance Match
(99,85) und Spacing Match (98,89) zusammensetzt, vorgeschlagen (siehe Tabelle
4.4). Die nachstbeste Ubereinstimmende Summenformel CgH23N502S hat nur noch
einen MS-Score von 78,38. Mit Hilfe der Zuordnung von Fragmentionen zu Frag-
mentsummenformeln, basierend auf der vorgeschlagenen Molekilsummenformel,
und unter Verwendung sich daraus ergebender Neutralverluste kann aus dem CID-
Spektrum eine zusatzliche Absicherung der Summenformel erfolgen (Tabelle 4.5).
Die Ubereinstimmung einer Fragmentsummenformel und des Neutralverlustes mit
der moglichen Molekiulsummenformel wird in Form eines MS/MS-Scores wiederge-
geben. Dieser liefert flir den besten Treffer einen Wert von 100. Aus beiden Scores

(MS und MS/MS) wird dann ein gemeinsamer Score gebildet (siehe Tabelle 4.4).
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Abbildung 4.12: Identifizierung der Summenformel am Beispiel Mirtazapin. (a) MS-Spektrum mit dem
Isotopenmuster des [M+H]-lons von Mirtazapin. (b) CID-Spektrum des [M+H]"-lons (Summe aus 10,
20 und 40 eV) mit Zuordnung der Fragmentmassen und dem Neutralverlust.
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Tabelle 4.4: Vorgeschlagene Summenformeln zum Spektrum aus Abbildung 4.12. Dabei ergibt sich
der Gesamtscore (Score) aus dem MS- und MS/MS-Score. Der MS-Score errechnet sich aus dem
Mass Match, Abundance Match und Spacing Match.

Formula (M) Score MS Score MS/MS Score Coverage Diff (ppm) Mass Match Abund Match Spacing Match
C17H19N3 99,71 99,64 100 100 -0,44 99,88 99,85 98,89
C9H23N502S 82,53 78,38 99,95 100 -2,89 95,14 45,24 84,65
C16H24CIN 66,53 59,51 96,04 100 6,43 78,65 0,05 92,57
C14H23N3S 64,19 62,69 70,51 100 12,22 42,07 73,28 91,19
C11H24CIN302 60,33 52,27 94,2 100 -8,68 64,41 0,02 90,7

Tabelle 4.5: Zuordnung von Fragmentsummenformeln zu den Fragmentionen, sowie Angabe von
Neutralverlusten aus der vorgeschlagenen Summenformel C4;HgN3; aus Tabelle 4.4 zum Spektrum
aus Abbildung 4.12.

m/z Formula Abund % Diff (ppm) Loss Mass Loss Formula
72,0811 C4H10N 28,63 -4,41 194,0844 C13H10N2
194,0838 C13 H10 N2 8,57 0,33 72,0813 C4 H10N
195,0916 C13 H11 N2 56,21 0,29 71,0735 C4HION
209,107 C14 H13 N2 6,59 1,33 57,0578 C3H7N

Fir einen Bibliotheksabgleich werden die CID-Spektren der ,Verbindungen" herange-
zogen. Als Kriterien fur die Identitat der Spektren wurden verwendet: die Anzahl der
ubereinstimmenden Peaks, die Anzahl der nicht Ubereinstimmenden Peaks, die
Massendifferenz der akkuraten Fragmentmassen und das Fragmentmassen-Inten-
sitatsverhaltnis. Die Ubereinstimmung wird als Gesamt-Score aus den gewichteten
Einzel-Scores angegeben. Unabhangig von der verwendeten Kollisionsenergie des
CID-Experiments wurden alle Bibliotheksspektren von 10, 20 und 40 eV Kollisions-
energie in den Suchvorgang einbezogen. Obwohl die bei der Kollision verwendete
Energie fur unbekannte Substanzen nach Gleichung (3) berechnet wurde und in der
Regel verschieden von 10, 20 oder 40 eV war, wurde fast immer das Bibliotheks-
spektrum mit der nachst héheren oder nachst niedrigeren Energie als bester Biblio-
thekstreffer angegeben. Oftmals wurde als zweitbester Treffer das Spektrum dersel-
ben Substanz mit der anderen benachbarten Kollisionsenergie vorgeschlagen. Diese
Tatsache beruht darauf, dass die akkurate Masse eine starkere Wichtung als das
Intensitatsverhaltnis beim Suchalgorithmus hat. Die Verwendung der strukturspezifi-
schen, substanzcharakteristischen Fragmentspektren stellt eine wertvolle Vorausset-

zung fur die ldentifizierung dar.
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Unter Verwendung des dargestellten Suchverfahrens wurden im Chromatogramm
der Abbildung 4.11 29 Peaks mittels Bibliotheks- und Datenbankabgleichs identifi-
ziert. Ein oder mehrere Substanzen wurden flr 266 weitere Peaks mit einem Score
>75 % und einer Massengenauigkeit <5 ppm durch die Datenbank vorgeschlagen.
Spektren zur ldentifizierung dieser Substanzen waren in der Bibliothek nicht vorhan-
den. In Abbildung 4.13 ist das Suchergebnis des Peaks bei 1,850 min des Chromato-
gramms, welches als Paracetamol identifiziert wurde, aus Abbildung 4.11 wieder-

gegeben.

Abundance, %

100 {*ESI Product lon (1.850 min) CID 13.1V 11b.0609 Sample Spectrum
50: 152.0714
01 850401 77.039382.0668 93,0338 ‘ 1250043 134.0603
100 { Paracetamol) C8HINO2 Tiboko0 Hit 1, Match score 88 % 15p.0706
{1 CID100V -
50
o 850386 93,0335 134.0600
100 | Paracetamol) C8HINO2 16,0600 Hit 2, Match score 81 %
CID 20.0 V :
50 Py 93.0335
0 | 82.0651 | \ ‘ 134.0600 152.0706
64 68 72 76 80 84 88 92 96 100 104 108 112 116 120 124 128 132 136 140 144 148 152

(m'z)

Abbildung 4.13: Fallbeispiel 09/994, Proteinfallung der Venenblutprobe. Ergebnis der Datenbank-
und Bibliothekssuche fiir den Peak bei 1,850 min in Abbildung 4.11.

Gesamtablauf der Messung und Datenanalyse im Uberblick

Die in den vergangenen Abschnitten dargelegten Teilschritte ermoglichen es, so
viele Informationen wie moglich aus der Probe zu erhalten. Hierbei findet die Anwen-
dung der Datenbank, der Bibliothek sowie des Metaboliten-Tools (siehe Abschnitt
4.4.) auf dem im Auto-MS/MS-Modus akquirierten Datenfile statt. In Tabelle 4.6 ist

der Ablauf der Operationen nochmals im Uberblick zusammengefasst.
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Tabelle 4.6: Uberblick tber die Teilschritte der LC-QTOF-MS-Messung im Auto-MS/MS (datenabhan-
gigen) Modus und Datenauswertung mittels MassHunter Software.

Schritt Operation
Probenextrakt Messung im Auto-MS/MS-Modus
(Datenabhéngige Akquisition)
- Wechsel von MS und MS/MS, Zyklenzeit 1,1 s
- MS-Experiment 0,25 s, Full-Scan-MS-Spektrum, Auswahl von 3
Vorlauferionen und Berechnung der CID-Energien
- MS/MS-Experiment 0,85 s, 3 MS/MS-Spektren
- aktiver Ausschluss dieser Vorlauferionen fiir 0,1 min
TIC
Totalionen- Tool ,Find Compounds*
chromatogramm - Extraktion des Elutionsprofil jeder Masse

Extraktion der
lonenchromatogramme
aller ,,Compounds*

Liste von Datenbank-
vorschlagen und Bi-
bliotheksergebnissen

|

Liste identifizierter
Substanzen

Ergebnis-Report

- Ausschluss konstanter und sich langsam andernder Signale
(Hintergrundbereinigung)

- Gruppierung von Massen mit demselben Elutionsprofil zu
,Compounds* bestehend aus [M+H]*, Addukten mit Na*, K",
NH,", korrespondierende Isotopenpeaks und MS/MS-Spektren
der [M+H]"-lonen

Tool ,Identify Compounds*, automatische Datenbank- und Biblio-

thekssuche fir alle ,Verbindungen*

MS-Daten:

- Berechnung der neutralen monoisotopischen Masse zu allen
m/z lonenspezies [M+H]", [M+Na]", etc.

- Bertlicksichtigung des Massenabstandes und Abundance-
Verhaltnisses von Isotopenpeaks

- Abgleich mit Datenbankeintragen

- Gewichteter Score aus der Massengenauigkeit, dem
Isotopenverhéltnis, Isotopenpeakabstand und falls vorhanden
einer Retentionszeitibereinstimmung

MS/MS-Daten:

- Suche in der CID-Spektrenbibliothek exakter Massen

- Gewichteter Score bestehend aus der Anzahl tbereinstimmen-
der und nicht Ubereinstimmender Peaks, Ubereinstimmung der
akkuraten Fragmentmassen und der Abundance-Verhaltnisse
der Fragmentpeaks

Manuelle Separation falsch positiver Ergebnisse

- Ubereinstimmung von MS-Daten, MS/MS-Spektren und Reten-
tionszeit
- gdf. weitere Targeted-MS/MS-Messungen fur ,Verbindungen®
ohne oder mit schlechten CID-Spektren

- Tool ,Molecular Formula Generator*

- Metaboliten-Tool unter Verwendung des Algorithmus ,Find
Metabolites” und ggf. ,Find Parent Drug”

Erstellen des Reports

- Liste identifizierter Substanzen, fir jede Substanz:

- Ausdruck chromatographischer Peaks mit MS- und MS/MS-
Spektrum

- ldentifikations-Scores, Ubereinstimmung zwischen Proben- und
Bibliotheksspektren, Vergleich von Isotopenmustern und ggf.
Retentionszeiten der Datenbank mit den Verbindungen der
Probe
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Fallbeispiel 09/994

Anhand einer realen Probe soll die Auswertung einer STA demonstriert werden.

Wie aus dem Obduktionsprotokoll ersichtlich war, sei die 54 Jahre alte Frau nach
einem starken Hustenanfall in ihrer Wohnung verstorben. Wiederbelebungsversuche
seien ohne Erfolg verlaufen. Sie habe mehrere Bandscheibenvorfalle sowie einen
Schlaganfall erlitten und sei seitdem einseitig gelahmt. Zudem sei sie starke Ketten-
raucherin gewesen. Auf Grund einer seit vier Tagen vorhandenen Lungenentzin-
dung habe sie Clarithromycin A eingenommen. Als Dauermedikation verschriebene
bzw. in der Wohnung befindliche Medikamente seien: Acetylsalicylsaure, Baclofen,
Beclometasondipropionat, Bisacodyl, Carbamazepin, Clemastin, Codein, Estriol,
Fenoterol, Formoterol, lpratropium Lactulose, Levomepromazin, Loperamid,
Metoprolol, Mirtazapin, Propiverin, Ranitidin, Tilidin und Tizanidin gewesen. Zum

Ausschluss einer Vergiftung wurde eine toxikologische Analyse angefordert.

Durch Untersuchung des vendsen Blutes mittels HPLC-DAD und GC-MS wurden
folgende Ergebnisse erhalten: Codein (1,1 ug/ml), Tramadol (8,4 ug/ml),
Carbamazepin (9,6 ug/ml), Carbamazepin-10,11-epoxid (0,8 pg/ml), Ranitidin
(0,7 pg/ml) und Levomepromazin (0,3 ug/ml). Wie aus diesem Befund nach Vergleich
mit therapeutischen und toxischen Daten ersichtlich war, lag eine schwere
Uberdosierung von Codein und Tramadol vor, die zur Todesursache beigetragen ha-

ben kann.

Das aus der Proteinfallung des vendsen Blutes mittels LC-QTOF-MS erhaltene
Chromatogramm wurde nach den oben beschriebenen Algorithmen ,Find
Compounds® und ,ldentify Compounds” ausgewertet und ist in Abbildung 4.14 wie-
dergegeben. Die mittels HPLC-DAD und GC-MS festgestellten Substanzen wurden
alle mit Ausnahme von Ranitidin identifiziert. Dartber hinaus wurden auch Baclofen,
Clarithromycin, Clemastin, Clomipramin, Fentanyl, Loperamid, Midazolam,
Methiomeprazin, Morphin, Nortilidin, Paracetamol, Paroxetin, Propiverin, Tilidin und
Tizanidin nachgewiesen. Aus dem Dichlormethanextrakt konnten als weitere Sub-
stanzen Lidocain, Nikotin und Ofloxacin identifiziert werden. Diese Ergebnisse stan-
den zum grof3en Teil in Einklang mit der Anamnese aus der Vorgeschichte. Das hau-
fige Rauchen wurde durch den Nachweis von Nikotin und Cotinin bestatigt.
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Abbildung 4.14: Fallbeispiel 09/994, Proteinfallung einer Venenblutprobe. Durch die Bibliothek identi-
fizierte Substanzen. 1 = Paracetamol; 2 = Baclofen; 3 = Morphin; 4 = Cotinin; 5 = Tizanidin; 6 =
Codeinglucuronid; 7 = O-Demethyltramadol; 8 = Codein; 9 = Tramadol; 10 = Carbamazepin-9,10-
epoxid; 11 = Nortilidin; 12 = Carbamazepin; 13 = Hydrocortison; 14 = Methiomeprazin; 15 = Paroxetin;
16 = Clomipramin; 17 = Tilidin; 18 = Midazolam; 19 = Loperamid; 20 = Fentanyl; 21 = Clemastin; 22 =
Clarithromycin; 23 = Clemastin; 24 = Propiverin.

4.1.6 Untersuchung von dotierten Blut-und Urinproben

Die Anwendung von LC-QTOF-MS im Auto-MS/MS-Modus und der Substanzidentifi-
zierung mittels Datenbank und Bibliothek toxischer Substanzen wurde anhand von
dotierten Blut- und Urinproben gepruft. Hierbei sollten die Vorteile sowie Einschran-
kungen des Verfahrens fur die qualitative ldentifizierung von Substanzen untersucht
werden. Insbesondere sollte gepruft werden, mit welcher Empfindlichkeit Verbindun-
gen durch diese Methode identifiziert werden kdnnen. Zu diesem Zweck wurden dro-
genfreie Blut- und Urinproben in einer Kalibrierreihe mit 33 Wirkstoffen bei 7 Kon-
zentrationen zwischen 0,5 und 500 ng/ml dotiert und wie unter Abschnitt 4.1.5. be-
schrieben analysiert. Anschlielend erfolgte eine Datenbank- und Bibliothekssuche.
Alle Testsubstanzen waren in der Bibliothek vorhanden und erflllten die strukturellen
Voraussetzungen fur eine effiziente lonisation im positiven ESI-Modus. Die Ergeb-
nisse sind in Tabelle 4.7 zusammengefasst.

Es wurden jeweils funf Blut- und Urinproben von Freiwilligen, die keine Drogen oder
Medikamente zu sich nahmen — mit Ausnahme von Kaffee oder Tee — analysiert.
Neben Coffein und seinen Metaboliten konnten in diesen ,Leerproben® Piperin (Be-
standteil von Pfeffer), Benzododecinium (Desinfektionsmittel, Stabilisator), Diethyl-
phthalat (Weichmacher), Carnitin (Aminosaure), Adenosin und Thiamin (Vitamin B1)

identifiziert werden.
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Das Chromatogramm einer dotierten Blutprobe bei einer Konzentration von 2 ng/ml

nach Extraktion mit Dichlormethan ist in Abbildung 4.15 dargestellt.

* |+ESI EIC(20.0000-30.0000) Scan Frag=150.0V Blood_basDCM_2ngmi_5ul.d **ZERO ABUNDANCE™

12
Counts x 103

32

3 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18
Time, min

Abbildung 4.15: Extrahierte lonenchromatogramme (EICs) einer dotierten Serumprobe bei 2 ng/ml
von: 1 = 3,4-Methylendioxyamphetamin; 2 = Methamphetamin; 3 = Methylendioxymethamphetamin; 4
= 3,4-Methylenedioxyethamphetamin (MDEA); 5 = Phentermin; 6 = Oxycodon; 7 = Codein; 8 =
Metoprolol; 9 = Tramadol; 10 = Hydrocodon; 11 = Strychnin; 12 = Cocain; 13 = Meperidin (Pethidin);
14 = Phencyclidin (PCP); 15 = Citalopram; 16 = Carbamazepin; 17 = Nitrazepam; 18 = Clonazepam;
19 = Ketamin; 20 = Flunitrazepam; 21 = Oxazepam; 22 = Lorazepam; 23 = Alprazolam; 24 =
Zolpidem; 25 = Temazepam; 26 = Methadon; 27 = Diazepam; 28 = Verapamil; 29 = Trazodon; 30 =
Amitriptylin; 31 = Clozapin; 32 = Proadifen; 33 = Ag-TetrahydrocannabinoI (nicht detektiert). Die Sub-
stanzen 5, 16, 17, 20, 21 und 22 sind in einer dreifachen VergréRerung im oberen Teil des
Chromatogrammes dargestellt und wurden nur durch die Datenbank vorgeschlagen. Alle anderen Sub-
stanzen wurden durch Bibliothekssuche anhand ihrer CID-Spektren identifiziert.

Die Ergebnisse dieser Teilvalidierung der Methode sind in Tabelle 4.7 dargestellt.
Der Nachweis einer Substanz kann prinzipiell auf zwei verschiedene Arten erfolgen.
Bei hoheren Konzentrationen kann die Substanz sowohl durch den Datenbankab-
gleich wie auch Uber den Bibliotheksabgleich der vorhandenen CID-Spektren identifi-
ziert werden. Die durch die Datenbank und Bibliothek identifizierten Substanzen wur-
den durch das Symbol "I" in Tabelle 4.7 vermerkt. Der Extrakt einer Blutprobe bei
einer Konzentration von 2 ng/ml lieferte zum Beispiel eine Identifikation von 26 der
33 Substanzen (siehe Abbildung 4.15).

Bei sehr geringen Konzentrationen sind jedoch oft keine CID-Spektren fur eine lden-
tifizierung vorhanden. Grund dafur kann eine sehr hohe Matrixbelastung sein, sodass
bevorzugt Matrixmassen fragmentiert werden, oder dass die Intensitat unter dem
Schwellenwert von 1000 Counts liegt und somit nicht fir ein CID-Experiment ausge-
wahlt wird. Dennoch ist der Nachweis der Substanz Uber die MS-Spektren und eine
Datenbanksuche mdglich. Dies wird in Tabelle 4.7 als "D" wiedergegeben. Erst mit
einer Wiederholung der Messung im Targeted-MS/MS-Modus sind CID-Spektren zu-

ganglich, die eine Identifizierung der Substanz mittels Bibliotheksvergleichs ermog-
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lichen. Auf Grund der 5-10 mal hoheren Empfindlichkeit akquirierter CID-Spektren
bei der Targeted-MS/MS gegenuber der Auto-MS/MS-Analyse wurden in allen Fal-
len, in denen die Substanz im MS-Spektrum nachweisbar war, der Auto-MS/MS-Mo-
dus jedoch keine CID-Spektren lieferte, im Targeted-MS/MS-Modus fur die ldenti-
fizierung geeignete Spektren erhalten. Dies war der Fall fur 6 Substanzen aus Abbil-
dung 4.15. Bei noch geringeren Konzentrationen wurde die Substanz selbst mit einer
Datenbanksuche nicht nachgewiesen, selbst wenn durch das EIC des [M+H]*-lons
ein Peak noch detektiert werden konnte. Dies ist der Fall fur Ag-TetrahydrocannabinoI
in Abbildung 4.15.

Die Ergebnisse der Tabelle 4.7 der im Auto-MS/MS-Modus akquirierten Daten zei-
gen, dass typische basische Medikamentenwirkstoffe wie Amitriptylin, Cocain oder
Strychnin bei einer Probenvorbereitung von Blut mittels Dichlormethanextraktion bis
zu einer Konzentration von 0,5 ng/ml anhand der in diesem Modus akquirierten CID-
Spektren identifiziert werden konnten. Die sechs Benzodiazepine wurden mit niedri-
gerer Empfindlichkeit zwischen 0,5 ng/ml (Diazepam) und 20 ng/ml (Clonazepam,
Lorazepam) identifiziert. Ein Nachweis mittels Datenbank konnte im Bereich von 0,5
oder 2 ng/ml erfolgen. Es zeigte sich, dass im Falle von Oxazepam und Lorazepam
der Hauptgrund fur die geringere Prasenz an CID-Spektren in der bevorzugten Bil-

dung von Natrium-Addukten anstelle von [M+H]"-lonen lag.

Die unteren Nachweisgrenzen waren in den in Tabelle 4.7 gewahlten Konzentratio-
nen um den Faktor 4-10 hoher fur die Proteinfallung und um den Faktor 10-40 hoher
fur die verdinnten Urine. Der Nachweis mittels Datenbank war in der Regel um den
Faktor 4-10 empfindlicher als die Identifizierung durch Bibliotheksspektren. A%-Tetra-
hydrocannabinol wurde nur im Dichlormethanextrakt bei 20 ng/ml nachgewiesen und
lieferte nur bei einer Konzentration von 200 ng/ml CID-Spektren, die eine Identi-

fizierung mittels Bibliotheksabgleichs zuliel3en.
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Tabelle 4.7: Nachweis und Identifizierung von Wirkstoffen bei verschiedenen Konzentrationen in do-
tierten Blut- und Urinproben mittels LC-QTOF-MS im Auto-MS/MS-Modus. Probenvorbereitung: B-
Extr. = FlUssig/Flissig Extraktion von Blut mittels Dichlormethan, B-Praz. = Proteinfallung von Blut mit
Acetonitril, U-Verd. = 1:5 Verdiinnung von Urin mit Wasser. Auswertung/ldentifikation: D = Daten-
bankvorschlag resultierend aus MS-Spektren, zusatzliche CID-Spektren waren im Auto-MS/MS-Da-
tenfile nicht akquiriert. Die Bestatigung erfolgte in einer folgenden Targeted-MS/MS-Messung mit Bi-
bliothekssuche der akquirierten CID-Spektren. | = Identifizierung der CID-Spektren des Auto-MS/MS-
Datenfiles.

Substanz Proben- Konzentration, ng/ml

Alprazolam B-Extr. I
B-Praz. D
U-Verd. -- -
Amitriptylin B-Extr. I I
B-Praz. D I
U-Verd. -- -
Carbamazepin B-Extr. I I
B-Praz. D I
U-Verd. D I
I
I

Prap. 0,5 2 5 20 50 2
I
I

Citalopram B-Extr. I
B-Praz. D
U-Verd. -- --
Clonazepam B-Extr. - D
B-Praz. -- --
U-Verd. -- - - -
Clozapin B-Extr. I I
B-Praz. I I
U-Verd. -- D
I
I

|
|
D
|
|
|
|
|
|
|
|
|
D
D

|
|
|
Cocain B-Extr. I |
B-Praz. I |
U-Verd. -- -- |
Codein B-Extr. I I |
B-Praz. D I |
U-Verd. - I |
Diazepam B-Extr. I I |
B-Praz. D I |
U-Verd. -- -- --
Flunitrazepam B-Extr. D D |
B-Praz. -- D D
U-Verd. -- -- --
Hydrocodon B-Extr. I I
B-Praz. D I
U-Verd. - -
Ketamin B-Extr. I I
B-Praz. D I
U-Verd. - -
Lorazepam B-Extr. D D
B-Praz. -- D
U-Verd. - -
Methadon B-Extr. I I
B-Praz. | |
U-Verd. - I
Methamphetamin B-Extr. I I
B-Praz. - -
U-Verd. - -
3,4-Methylendioxyamphetamin B-Extr. -- I
B-Praz. -- D
U-Verd. D D
I
I

o0 ——-—0——

3,4-Methylenedioxyethamphet- B-Extr. I
amin B-Praz. D
U-Verd. -- --
3,4-Methylenedioxymethamphet- B-Extr. I
amin B-Praz. I
U-Verd. D
Metoprolol B-Extr. I
B-Praz. I
U-Verd. -

—_—_—e—_—,e—eee—e—e et ettt ettt ettt ettt ettt ettt et ettt e - - O
—_—_—e—_—,e—eee—ee—e ettt ettt ettt ettt ettt ettt e et e ettt — —|O

-_——-— - - - —J-———————U———— — — ——— — — T — = ———— — — — —— — —

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
D
D
|
|
|
|
|
|
|
|
D
|
|
|
|
|
|
|
|
|

-——-——-U-—-U—-—-U—-—-00-————
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Fortsetzung Tabelle 4.7:

Substanz Proben- Konzentration, ng/ml
Prap. 0,5 5 50 2

anN

Nitrazepam B-Extr. -
B-Praz. -
U-Verd. - D
Oxazepam B-Extr. D D |
B-Praz. -- D

|
D
D

D
U-Verd. - - D

Oxycodon B-Extr. I I |
B-Praz. D I |

U-Verd. - - D

Pethidin B-Extr. I I |
B-Praz. I I |

U-Verd. - I |

Phencyclidin B-Extr. I I |
B-Praz. D I |

U-Verd. - - |

Phentermin B-Extr. - D |
B-Praz. - - -

U-Verd. -- - --

Proadifen B-Extr. I I |
B-Praz. D I |

U-Verd. - I |

Strychnin B-Extr. I I |
B-Praz. I I |

U-Verd. - - D

Temazepam B-Extr. D I |
B-Praz. D D |

U-Verd. - - D

A°-Tetrahydrocannabinol B-Extr. - - -
B-Praz. - - -- --

U-Verd. - -- -- -- --

Tramadol B-Extr. I
B-Praz. I

U-Verd. I

Trazodon B-Extr. I
B-Praz. D
U-Verd. -

Verapamil B-Extr. D
B-Praz. I

U-Verd. D
I

I

20
|
|

D
|
|

D
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

D

D
|
|
|
|
|
|
|
|

D

D

Zolpidem B-Extr.
B-Praz.
U-Verd. -

—_—_——_—e—_—ee—e—e ettt ettt ettt ettt et e e - O
—_—_——e—_—ee—e—er ettt e et et e et e e e e e - — O

Es ist offensichtlich, dass die unteren Grenzwerte der Identifikation, wie sie in Tabelle
4.7 dargestellt sind, abhangig von der Probenvorbereitung (Extraktionsausbeute und
Reinheit des Extraktes) und von der injizierten Menge sind. Flr diese Untersuchung
wurden sehr einfache Probenvorbereitungen gewahlt. Die injizierte Losung entsprach
je nach Probenvorbereitung einer absoluten Menge von 12,5 ul Blut (basische Ex-
traktion mit Dichlormethan), 5 ul Blut (Proteinfallung) oder 1 pl Urin (Verdinnung).
Der Hauptgrund fur die unterschiedliche Empfindlichkeit der drei in Tabelle 4.7 ver-
glichenen Probenvorbereitungen liegt somit hauptsachlich in den verschiedenen,

jeweiligen Injektionsmengen der Proben.
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4.2 Kombinierte Anwendung von HPLC-DAD und LC-QTOF-MS zur
STA von Blutproben und Methodenvergleich [142]

Trotz der in Abschnitt 4.1. gezeigten Leistungsfahigkeit der LC-QTOF-MS-Methode
bedarf es in vielen Fallen doch der zusatzlichen Anwendung weiterer Methoden, um
nicht erfasste Wirkstoffe in die Suche einzubeziehen oder die Ergebnisse zusatzlich
abzusichern. Dies ist angesichts der moglichen Tragweite forensischer Untersu-
chungsergebnisse besonders wichtig. Die HPLC-DAD mit UV-Spektrenbibliothek hat
sich in der Vergangenheit als leistungsfahige und robuste Methode in der Systema-
tischen Toxikologischen Analyse erwiesen [2]. Ein zusatzlicher Vorteil ist die Moglich-
keit der semiquantitativen Konzentrationsbestimmung auf der Basis spezifischer

Peakflachen unter definierten Bedingungen.

In dieser Arbeit wurde daher der Versuch unternommen, beide Methoden kombiniert
anzuwenden. Gleichzeitig sollte ein Vergleich zwischen beiden Methoden vorge-
nommen werden. Fur diesen Zweck wurden 77 Venenblute von Verstorbenen mit
beiden Methoden untersucht. Die Auswahl der Falle erfolgte anhand der Vorge-
schichte. Aus dieser war ersichtlich, ob und in welchem Umfang ein Konsum an ille-
galen Drogen oder therapeutischen Medikamenten zu Lebzeiten vorlag. Die Vorbe-
reitung der Blutproben erfolgte durch basische Extraktion mit CH,Cl, sowie durch
Eiweilkfallung. Die Messung erfolgte anschliefiend nach positiver Elektrospray-loni-
sation. Lediglich in speziellen Fallen, in denen anionische Wirkstoffe aus der Vorge-
schichte oder der HPLC-DAD-Analyse bekannt waren, wurde eine saure Extraktion
durchgefuhrt. Die Messung erfolgte dann mit negativer lonisation. In der sich an-
schlieRenden Datenanalyse wurde mit den jeweiligen Datenbanken und Bibliotheken
nach toxikologisch relevanten Substanzen gesucht. Die aus der Auswertung resultie-
renden Ergebnisse wurden mit der Vorgeschichte verglichen. Im Falle eines nicht
korrelierenden Ergebnisses beider Verfahren nach der Erstauswertung wurde eine
gezielte Suche der nicht identifizierten Substanz im entsprechenden Datenfile vorge-
nommen. In den folgenden Abschnitten sollen die praktische Durchflihrung, die Vor-
und Nachteile sowie Einschrankungen dieser Methodenkombination dargestellt und

diskutiert werden.
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4.2.1 Praktische Durchfiihrung der HPLC-DAD und LC-QTOF-MS Kombination

Die einfachste Variante der Kombination beider Detektoren bestande in deren Se-
rienschaltung unter Verwendung einer LC. Auf Grund der fur beide Detektoren unter-
schiedlichen optimalen chromatographischen Bedingungen, insbesondere der Anfor-
derungen an die mobilen Phasen, ist dies jedoch nicht moglich. Fur die Detektion
mittels DAD ist eine optische Transparenz bis zu 195 nm notig, was durch die Ver-
wendung eines Gemisches aus Acetonitril und Phosphatpuffer ermdglicht wird. Des
Weiteren ist die Einhaltung der Bedingungen, unter denen alle UV-Spektren und re-
lativen Retentionszeiten (RRT) fur die UV-Spektrenbibliothek erfasst wurden, insbe-
sondere aber des pH-Wertes 2,3 nétig, um die maximale Selektivitat bei einer UV-
Bibliothekssuche zu erzielen. Diese mobile Phase kann jedoch nicht bei Verwendung
des QTOF-MS Gerates verwendet werden. Dies liegt insbesondere am nicht fluchti-
gen Puffer sowie der lonensuppression durch das Phosphat. Auf der anderen Seite
weisen die flichtigen Formiat-, Acetat- oder Trifluoracetat-Puffer, wie sie bei der LC-
MS-Analyse eingesetzt werden, eine UV-Absorption bis zu 230 nm auf. Daher ist ihre
Verwendung bei der HPLC-DAD-Analyse nicht sinnvoll, da viele Substanzen nur eine
UV-Absorption unterhalb 250 nm aufweisen. Der kurzwellige Bereich zwischen 195
und 230 nm weist haufig eine hohe Spezifitat auf und ist daher oftmals von entschei-
dender Bedeutung fur die Identifizierung der Substanz. Aus diesen Grinden wurden
beide Detektoren chromatographisch voneinander getrennt und unter ihren jeweili-
gen optimalen Bedingungen betrieben. Trotzdem wurde versucht, beide chromato-
graphische Linien durch Schaltventile miteinander zu verknipfen und die Messl6-
sungen aus der gleichen Probenvorbereitung einzusetzen. Der Aufbau sowie der
zeitliche Schaltplan sind in Abbildung 4.16 und Tabelle 4.8 dargestellt. Bei der
Schaltung musste gewahrleistet sein, dass kein Austausch der unterschiedlichen
mobilen Phasen stattfinden konnte. Dies wurde durch das Ventil des Saulenofens,
die Spulposition des Autoinjektors und das Ventil zum Massenspektrometer bewerk-

stelligt.
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Abbildung 4.16: Kombination von HPLC-DAD und LC-QTOF-MS. Das zeitliche Zusammenspiel des
Saulenofenventils V1, des Einlassventils des QTOF-MS-Instruments V2 und der Position der Injekti-
onsnadel zwischen dem Injektionsport IP und der Spulposition FP ist in Tabelle 4.8 wiedergegeben.
Hierdurch wird eine simultane Messung der Probe unter den optimalen Bedingungen beider Methoden
gewabhrleistet, ohne dass dabei eine Kontamination der mobilen Phasen erfolgt. Dargestellt ist Schritt
5 (Datenakquisition beider Methoden — run/run) des zeitlichen Ablaufs.

Tabelle 4.8: Zeitliche Abfolge der chromatographischen Fliisse und Ventilschaltungen bei LC-QTOF-
MS-Bedingungen (I) sowie (ll) (siehe Abschnitt 3.7.2. und 3.7.4.) der kombinierten Anwendung von
HPLC-DAD und LC-QTOF-MS. Der zugrundeliegende Aufbau ist in Abbildung 4.16 dargestellt.

Schritt  Zeit, min Ventil 1 Ventil 2  Injektionsnadel HPLC-DAD LC-QTOF
LC (™ LC (1)® Fluss, ml/min
1 0-0,25 0-0,25 Pos. 1 Abfall Injektionsport Injektion 50 pl Waschen/0,4
2 0,25-1,25 0,25-1,25 Pos. 2 Abfall Spulport Lauf Nadelwaschen/2,0
3 1,25-4,25 1,25-4,25 Pos. 2 Abfall Injektionsport Lauf Waschen/0,4
4 4,25-5 4,25-5 Pos. 2 Abfall Injektionsport Lauf Injektion 5 pl/0,4
5 5-25 5-29 Pos. 2 QTOF Injektionsport Lauf Lauf/0,4
6 25-30 29-30 Pos. 2 Abfall Injektionsport Lauf Waschen/0,6
7 30-31 30-31 Pos. 1 Abfall Spulport Waschen Waschen/0,4

a) Verwendung der MS-Methode (1); b) Verwendung der MS-Methode (II)
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Die in der Routine verwendete Probenvorbereitung fur HPLC-DAD-Analysen [2, 9]
wurde durch geringfugige Modifikation so gestaltet, dass sie fur beide Systeme ver-
wendet werden konnte. Bei der Proteinfallung mittels Acetonitril wurde das Volumen
auf ein Verhaltnis von 1:4 statt 1:1 geandert. Dies ermoglichte eine effizientere Ab-
trennung von Matrixbestandteilen. Um eine damit verbundene Verdinnung zu kom-
pensieren, wurde der Uberstand bis zur Trockene eingeengt. Die aus der Proteinfél-
lung und der Dichlormethanextraktion erhaltenen Rickstadnde wurden fur die folgen-
den Messungen in ACN / 0,1 % HCOOH (35/65, v:v) geldst. Der Acetonitril-Anteil von
35 % wurde auf Grund einer besseren Ldslichkeit lipophiler Bestandteile der Probe
verwendet. Dies fuhrte jedoch zu einer Peakverbreiterung im LC-MS-Chromato-
gramm. Die geringe Menge an Ameisensaure, welche bei der Injektion in den HPLC-
DAD-Fluss gelangte, storte die UV-Detektion nicht, da sie zusammen mit hydrophilen

Matrixbestandteilen zu Anfang der Chromatographie eluierte.

Die automatische Analysendurchflihrung, wie sie in Abbildung 4.16 dargestellt ist,
verlief reproduzierbar und ohne Stérungen. Die Gesamtlaufzeit der kombinierten An-
wendung betrug 31 min und wurde durch die HPLC-DAD-Messung (30 min Messung
+ 1 min zur Beendigung des Datenfiles) bestimmt. Die relativ langen LC-QTOF-MS-
Laufzeiten (LC (I) 20 min und LC (Il) 24 min) lieferten eine sehr gute chromato-
graphische Trennung. Nach Beendigung der LC-QTOF-MS-Messung war noch
genugend Zeit fur Wasch- und Konditionierungsschritte gegeben. Unter Be-
rucksichtigung einer einmaligen Messung wurde die Messkapazitat des LC-QTOF-
MS allerdings nur bis zu 65 % (LC (l)) oder 77 % (LC (ll)) ausgelastet. Ein wesentli-
cher Nachteil lag in der Verwendung zweier unterschiedlicher Softwareprogramme.
Als diese Studie durchgefuhrt wurde, war MassHunter noch nicht fur die Akquisition
von UV-Spektren ausgelegt. So erfolgte die Erstellung der Worklist separat fir die
ChemStation sowie fur die MassHunter Software. Beide Softwareprogramme konn-

ten jedoch zeitgleich vom selben Computer betrieben werden.

4.2.2 Substanzidentifizierung in der Datenanalyse

Fir die Substanzidentifizierung der HPLC-DAD-Messungen wurden die UV-Spektren
aller Peaks mit den Spektren der UV-Bibliothek von ca. 3300 toxischen Verbindun-
gen verglichen. Die Grundlagen hierflir wurden in der Literatur ausfuhrlich beschrie-
ben [2, 9]. Dabei wurde durch die Software die Ubereinstimmung der Spektren
berechnet und in der Reihenfolge fallender Ahnlichkeit geordnet. Fiir die drei ersten
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Treffer konnte zusatzlich die Ubereinstimmung anhand der Uberlagerten Spekiren
visuell beurteilt werden. Daruber hinaus wurden die relativen Retentionszeiten (RRT)
als Kriterium fur eine Identifizierung herangezogen. Peaks identifizierter Substanzen
konnten mit Hilfe von Standardpeakflachen (Integral des resultierenden Peaks einer
absolut injizierten Menge von 1 ug des reinen Standards) semiquantitativ ausgewer-
tet werden. Fur haufig vorkommende Substanzen wurden dabei vorausbestimmte
Extraktionsausbeuten in die Rechnung einbezogen [2, 9]. In anderen Fallen wurde

die Quantifizierung mittels Standardadditionsverfahren durchgefuhrt.

Alle LC-QTOF-MS-Messungen wurden im Auto-MS/MS-Modus durchgefihrt. Die in
den Datenfiles enthalten akkuraten MS- und CID-Spektren wurden, wie in Abschnitt

4.1.5. beschrieben, ausgewertet.

Beide Methoden lieRen nur dann eine eindeutige Identifizierung einer Substanz zu,
wenn diese in der entsprechenden Bibliothek enthalten war. Darlber hinaus bot das
LC-QTOF-MS-Datenfile die Mdglichkeit einer Summenformelzuordnung sowie struk-

tureller Informationen aus den CID-Spektren unbekannter Peaks.

4.2.3 Fallbeispiele

Anhand von vier Fallen soll die kombinierte Anwendung von HPLC-DAD und LC-
QTOF-MS exemplarisch dargestellt werden. Nachfolgend wird eine Ubersicht aller 77

analysierten Falle gegeben.

Fallbeispiel 09/462 - Ersticken unter einer Plastiktiite

Der 59 Jahre alte Mann sei tot in seinem Zimmer im Gefangniskrankenhaus mit einer
Plastiktite Uber dem Kopf und einem Abschiedsbrief aufgefunden worden. Wie aus
der Ermittlungsakte hervorging, habe der Verstorbene an einer psychischen Erkran-
kung gelitten. Als Medikamente seien Enalapril, Pregabalin, Metformin, Tramadol,
Amlodipin und Mirtazapin verordnet gewesen.

In Abbildung 4.17 (a) ist das HPLC-DAD-Chromatogramm des basischen Dichlor-
methanextraktes aus der Venenblutprobe dargestellt. Es konnten folgende Medika-
mentenwirkstoffe identifiziert und semiquantitativ Gber deren Peakflachen bestimmt
werden: Mirtazapin 1,2 pg/ml, Tramadol 1,2 pg/ml, Zolpidem 0,1 pg/ml, Amitriptylin
0,7 pug/ml, Nortriptylin 0,4 pg/ml und Trimipramin 0,2 pg/ml. Zusatzlich konnten bei
gezielter Suche Zopiclon 0,3 pyg/ml, Amlodipin 0,04 ug/ml und Amitriptylin-N-oxid
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nachgewiesen werden, nachdem diese Substanzen mittels LC-QTOF-MS identifiziert
wurden. Dies lag zum einen daran, dass die Peaks sehr klein waren und daher bei
der ersten Suche nicht bertcksichtigt wurden, oder zum anderen daran, dass sie
durch interferierende Peaks gestort waren, wodurch kein sicheres Suchergebnis

erhalten wurde.

In Abbildung 4.17 (b) und (c) sind die Chromatogramme der LC-QTOF-MS-Messung
der mittels Proteinfallung aufgearbeiteten Proben dargestellt. Die Peaksuche erfolgte
Uber den automatischen Algorithmus ,Find Compounds" und deren ldentifizierung
mittels Datenbank- und Bibliothekssuche. Von den in Abbildung 4.17 (b) gezeigten
2083 ,Verbindungen“ wurden nur 12 Uber die CID-Spektrenbibliothek identifiziert.
Weitere 24 Substanzen wurden Uber die Datenbank vorgeschlagen. Wobei, wie oben
beschrieben, lediglich eine Ubereinstimmung der theoretischen Daten vorliegt und
Bibliotheksspektren fir deren Identifizierung nicht vorhanden waren. Alle mittels
HPLC-DAD nachgewiesenen Substanzen konnten durch die LC-QTOF-MS-Messung
identifiziert werden. Zusatzlich konnten mittels LC-QTOF-MS Pregabalin und
Enalapril identifiziert werden. Beide Medikamentenwirkstoffe waren aus der Vorge-
schichte bereits bekannt. Daruber hinaus konnte das verordnete hydrophile

Metformin nur im Chromatogramm aus der Proteinfallung nachgewiesen werden.

Der Vergleich zwischen Abbildung 4.17 (b) und (c) zeigt, dass die Mehrheit der in-
tensiven Peaks identifiziert werden konnte. Der grof3e Peak bei 7,1 min konnte weder
uber die Bibliothek noch uber die Datenbank einer Substanz zugeordnet werden. Mit
dem Metaboliten-Tool (Algorithmus ,Find Metabolites") wurde N-Demethyltramadol
auf Grund der Ubereinstimmung der akkuraten Masse und des Isotopenmusters vor-

geschlagen. Eine Reihe weiterer kleinerer Peaks konnte nicht identifiziert werden.

Der analytische Befund dieses Falls wurde wie folgt interpretiert: Die Konzentratio-
nen der Wirkstoffe Amitriptylin, Nortriptylin, Mirtazapin und Tramadol lagen im toxi-
schen Bereich. Auf Grund der kombinierten Wirkung sollte eine starke physische und
mentale Beeintrachtigung der Reaktionsfahigkeit des Betroffenen vorgelegen haben.
Diese Beeinflussung kann dazu gefiihrt haben, dass die Uber den Kopf gezogene
Plastiktite nicht durch naturliche Reflexe beseitigt wurde, was letztendlich zum Tod
durch Ersticken fuhrte.

92



Ergebnisse und Diskussion

g
mAU o

Matrix 2 2
30 - (@)

3795 B

20

2850 =

10 H

3!
St

P—wjm ©
N

P 2

>218?5 9

0 5 10 15 20 min

T Countsx 108

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Acquisition time, min

***ZERO ABUNDANCE***

2
Countsx 108 (
, c)
47
3
1 12 13
2—.
Wy 8(x10)
N 1 |
SRR |
14 \ \ L
0] T I A B B A B e e B I B ] T 1 ]

Acquisitiontime, min

Abbildung 4.17: Fallbeispiel 09/462, Venenblutprobe. (a) HPLC-DAD-Chromatogramm bei 225 nm
des basischen Dichlormethanextraktes. (b) LC-QTOF-MS-Chromatogramm des Uberstandes der
Acetonitril-Proteinfallung nach der Anwendung des Tools ,Find Compounds®. (c) EICs der durch Da-
tenbank und Bibliothek identifizierten Substanzen. 1 = Coffein, 2 = Mirtazapin (1,2 pg/ml), 3 = Zopiclon
(» 0,3 yg/ml), 4 = Tramadol (1,2 yg/ml), 5 = Zolpidem (0,1 ug/ml), 6 = Amitriptylin-N-oxide, 7 = Cresol,
8 = Amlodipin (0,04 pg/ml), 9 = Nortriptylin (0,4 pg/ml), 10 = Amitriptylin (0,7 pyg/ml), 11 = Trimipramin
(0,2 pg/ml), 12 = Metformin, 13 = Pregabalin, 14 = Enalaprilat, 15 = 10-Hydroxyamitriptylin.

Fallbeispiel 09/705 - Tod nach Einnahme von Sildenafil

Der 69 Jahre alte Mann sei in Anwesenheit einer Frau in ihrer Wohnung wahrend
des Vorspiels zu einvernehmlichen Geschlechtsverkehr verstorben. Kurz zuvor habe

er eine 50 mg Tablette Viagra (Sildenafil) eigenommen. Reanimationsmalnahmen
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seien erfolgslos verlaufen. Der Betroffene habe an einer Herzkrankheit gelitten und
sei 15 Jahre zuvor am Herzen operiert worden. Als Medikamente seien Torasemid
(Diuretikum), Valsartan (Angiotensin-Antagonist), Simvastatin (Cholesterin-Synthese-
Hemmer) und Acetylsalicylsaure (Thrombozytenaggregationshemmer) verordnet ge-
wesen. Organische Nitrate wie Glyceroltrinitrat oder Pentaerithrityltetranitrat seien
nicht Bestandteil seiner Medikation gewesen. Aufgrund seines Herzleidens sei ihm
von seinem Hausarzt die Verschreibung von Viagra verwehrt gewesen. Entgegen der
arztlichen Einwande sei die Beschaffung auf illegalem Weg erfolgt. Wahrend der
Autopsie zeigte sich ein frischer Herzinfarkt mit starker Sklerose der Herzkranzge-

falke sowie des Bypasses. Das Herzgewicht Uberstieg den kritischen Wert um 110 g.

In Abbildung 4.18 (a) ist das HPLC-DAD-Chromatogramm des basischen Dichlor-
methanextraktes dargestellt. Sildenafil wurde mittels Bibliothekssuche mit einem
Match von 994,8 identifiziert. Die semiquantitative Auswertung lieferte eine Konzen-

tration von 75 ng/ml. Neben Coffein wurden keine anderen Wirkstoffe gefunden.

Die Auswertung der LC-QTOF-MS-Messung aus dem Uberstand der Eiweilfallung
(Abbildung 4.18 (b)) bestatigte ebenfalls, dass eine Einnahme von Sildenafil erfolgt
war. Eine gezielte Suche nach Metaboliten des Sildenafils ergab die Anwesenheit
des Hauptmetaboliten N-Demethylsildenafil [143] (Peak 7 in Abbildung 4.18). Daru-
ber hinaus wurden die verordneten Medikamentenwirkstoffe Torasemid und
Simvastatin sowie Amiodaron, Amitriptylin, Nortriptylin und Doxylamin als weitere
Medikamentenwirkstoffe durch eine Bibliothekssuche sowohl im Dichlormethan-
extrakt als auch im Uberstand der Proteinfallung identifiziert. Die Einnahme der ge-
nannten Medikamentenwirkstoffe erfolgte wahrscheinlich einige Zeit vor Todeseintritt,
da therapeutische Konzentrationen im HPLC-DAD-Chromatogramm nachweisbar
gewesen waren. Die Analyse des Mageninhalts mittels HPLC-DAD bestatigte eine
kurz vor dem Todeseintritt erfolgte Einnahme von Sildenafil, welches in einer Kon-
zentration von 44 ug/ml vorlag. Obwohl die Konzentration im Blut mit 75 ng/ml im
unteren therapeutischen Bereich (50 bis 500 ng/ml) lag, wurde das Ergebnis dahin-
gehend beurteilt, dass die Einnahme von Sildenafil erheblich zum Todeseintritt bei-
getragen haben kann, da dieser Medikamentenwirkstoff angesichts der Herzerkran-
kung des Betroffenen stark kontraindiziert war.
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Abbildung 4.18: Fallbeispiel 09/705, Venenblutprobe. (a) HPLC-DAD-Chromatogramm bei 225 nm
des basischen Dichlormethanextraktes und Ergebnis der Bibliothekssuche fur den Peak bei 7,035 min
(eingefugtes Proben- und Bibliotheksspektrum). (b) LC-QTOF-MS EICs der mittels Bibliothek identifi-
zierter Substanzen aus dem Uberstand der Acetonitril-Proteinfallung. 1 = Coffein, 2 = Doxylamin, 3 =
10-Hydroxynortriptylin, 4 = 10-Hydroxyamitriptylin, 5 = Valsartan, 6 = Torasemid, 7 = Demetylsilden-
afil, 8 = Nortriptylin, 9 = Sildenafil, 10 = Piperin.

Fallbeispiel 09/927 - Tod einer MRSA-Patientin

Die 79-jahrige Frau sei in einem Pflegeheim in Gegenwart von zwei Kranken-
schwestern verstorben. Wie aus den Unterlagen hervorging, sei sie multimorbid ge-
wesen und habe an einer MRSA-Infektion (Methicillin resistente Staphylococcus
Aureus) sowie mehrerer Dekubiti 4. Grades gelitten. Da sie die Nahrungs- und
Medikamentenaufnahme in den letzten Tagen verweigert habe, sei eine Nasensonde
gelegt worden. Unter ihrer Schulter habe sich ein Fentanylpflaster mit einer Dosie-
rung von 37,5 ug/h befunden, welches am Vortag angebracht worden sei. Weitere
Medikamente waren im Polizeibericht nicht erfasst. Die Autopsie zeigte, dass eine
Lungenentzindung vorlag. Zum Ausschluss einer Vergiftung wurde eine toxikologi-

sche Untersuchung angeordnet.
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In Abbildung 4.19 (a) ist das HPLC-DAD-Chromatogramm des basischen Dichlor-
methanextraktes des Venenblutes dargestellt. Neben einer sehr hohen Konzentration
des aktiven Metamizol-Metaboliten 4-Methylaminoantipyrin (135 ug/ml) liel3en sich
leicht erhdhte Konzentrationen von Citalopram (0,8 ug/ml), Norcitalopram (0,6 ng/ml)
und Metoclopramid nachweisen. Die Metamizoleinnahme liel3 sich nicht Uber die
Substanz selbst sondern nur Uber seine Metabolite nachweisen. Dieses ist dadurch
bedingt, dass Metamizol als ,Prodrug“ im Blut sehr schnell zu dem wirksamen
Noramidoantipyrin umgewandelt wird. Die 9 nicht naher identifizierten Metabolite M1
bis M9 wurden anhand ihrer gleichen oder sehr ahnlichen UV-Spektren nachgewie-
sen. Das diuretische Medikament Torasemid wurde mittels HPLC-DAD nur im Ma-

geninhalt gefunden.
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Abbildung 4.19: Fallbeispiel 09/927, Venenblutprobe. (a) HPLC-DAD-Chromatogramm bei 225 nm
des basischen Dichlormethanextraktes. (b) LC-QTOF-MS EICs von Metamizol-Metaboliten aus dem
Uberstand der Acetonitril-Proteinfallung. (c) Struktur von Metamizol-Metaboliten. 1 = 4-(N-Acetyl-N-
methylamino)-antipyrin, 2 = 4-Aminoantipyrin, 3 = 4-Methylaminoantipyrin und 4 = Aminophenazon
(Dimethylaminoantipyrin). Die Ausgangssubstanz Metamizol wurde nicht gefunden.

Die HPLC-DAD Ergebnisse liel3en sich qualitativ mittels LC-QTOF-MS aus der Ex-
traktion und der Proteinfallung bestatigen. Dartber hinaus wurden Fentanyl, Norfen-
tanyl und Torasemid identifiziert. Fentanyl (6,7 ng/ml) und Norfentanyl (11,8 ng/ml)
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wurden mit Hilfe deuterierter Standards anhand einer vorangegangenen Kalibrierung
quantifiziert. Die hohe Konzentration an 4-Methylaminoantipyrin hatte zur Folge, dass
die injizierte Menge eine Uberladung der Saule bewirkte. In der Proteinfallung
wurden die Peaks jedoch gut getrennt. 4-Methylaminoantipyrin sowie seine Meta-
bolite 4-(N-Methyl-N-acetyl)-aminoantipyrin, 4-Aminoantipyrin und Spuren von
Aminophenazon konnten identifiziert werden (Abbildung 4.19 (b) und (c)). Letzteres
stammt aus der reduktiven Abspaltung der Sulfonatgruppe des Metamizols. Diese

Ergebnisse stimmen mit Literaturangaben zum Metabolismus von Metamizol Uberein.

Die sehr hohe Konzentration der Metamizol-Metabolite wurde nicht durch eine ein-
malige Uberdosis, sondern hauptsachlich durch eine eingeschrankte Ausscheidung
der multimorbiden Patientin bei chronischer Verabreichung verursacht. Es wurde an-
gesichts des Gesamtbildes eingeschatzt, dass dieses nicht wesentlich zur Todes-

ursache beigetragen hat.

Fallbeispiel 10/762 - Tod eines Séuglings nach Reanimation

Der 2 Monate alte Junge sei leblos in ein Krankenhaus mit einer unbekannten Infek-
tion eingeliefert worden. ReanimationsmalRnahmen seien zunachst erfolgreich ver-
laufen. Es seien jedoch wiederholt Krampfe aufgetreten, sodass eine Behandlung mit
Midazolam, Morphin, Phenobarbital, Clonazepam, Thiopental, Ampicillin, Cefazolin,
Cefotaxim und Tobramycin erfolgt sei. Trotz aller Bemuhungen sei er zwei Tage
nach der Einlieferung ins Krankenhaus verstorben. Wahrend der Autopsie wurden
Hirnschaden, hervorgerufen durch Sauerstoffmangel vor der Reanimation, festge-

stellt, welche die Todesursache darstellten.

In diesem Fall wurde nur Herzblut asserviert, welches fur die Analyse verwendet
wurde. Die Ergebnisse sind fur alle an diesem Probenmaterial vorgenommenen Un-
tersuchungen in Tabelle 4.9 dargestellt und mit den Angaben aus der Vorgeschichte
verglichen. Durch die HPLC-DAD-Messung des Dichlormethanextraktes lieRen sich
Thiopental und einige seiner Metabolite einschliellich Pentobarbital, Phenobarbital,
Midazolam, a-Hydroxymidazolam, 7-Aminoclonazepam und Lidocain nachweisen.
Darlber hinaus lief3 sich durch GC-MS-Analyse Morphin identifizieren. Die Konzent-
rationen lagen alle im therapeutischen Bereich. Durch die HPLC-DAD-Analyse des
Uberstandes der EiweiRfallung konnten keine weiteren Ergebnisse gewonnen wer-
den. Von den mittels HPLC-DAD identifizierten Substanzen wurden nur Morphin,

Midazolam a-Hydroxymidazolam, 7-Aminoclonazepam und Lidocain mittels LC-
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QTOF-MS im positiven ESI-Modus (Abbildung 4.20) identifiziert. Des Weiteren liel3en

sich einige kleine Peaks als Laudanosin, Cotinin und Coffein Uber die Bibliothekssu-

che nachweisen. Die Anwesenheit von Laudanosin kann als Metabolit und Abbau-

produkt aus dem Muskelrelaxans Atracurium erklart werden [144]. Der Nachweis an

Lidocain steht nicht in Einklang mit der Anamnese. Die Anwesenheit von Coffein und

Cotinin kdnnte durch das Stillen oder passive Rauchen erklart werden. Neben diesen

Substanzen wurden die Antibiotika Cefazolin und Tobramycin im positiven ESI-Mo-

dus aus dem Uberstand der Proteinfallung (Abbildung 4.20 (b)) nachgewiesen. Die

Verabreichung von Cefotaxim konnte nicht bestatigt werden. Im negativen ESI-Mo-

dus wurden in der Eiweil3fallung die sauren Wirkstoffe Ampicillin, Thiopental,
Pentobarbital, Phenobarbital und Furosemid identifiziert (Abbildung 4.20 (c)).

Tabelle 4.9: Detektierte Substanzen im Herzblut des Fallbeispiels 10/762.

Wirkstoff HPLC-DAD LC-QTOF-MS Fallgeschichte
Bas.CH,Cl, Bas.CH.Cl, ACN-Praz. ACN-Praz.
pg/mi Pos. ESI Pos. ESI Neg. ESI
7-Aminoclonazepam 0,03 + + n.d. +
Ampicillin n.d. n.d. n.d. + +
Cefazolin n.d. n.d. + n.d. +
Cefotaxim n.d. n.d. n.d. n.d. +
Coffein n.d. + (Spuren) n.d. n.d. -
Cotinin n.d. + (Spuren) n.d. n.d. -
Furosemid n.d. n.d. n.d. + -
Laudanosin n.d. + + n.d. -
Lidocain pos. + + n.d. -
3-Hydroxylidocain n.d. + + n.d. -
Midazolam 0,02 + + n.d. +
a-Hydroxymidazolam pos. + + n.d. +
Morphin nd."” + + n.d. +
Phenobarbital 18,6 n.d. n.d. + +
Thiopental 8,5 n.d. n.d. + +
Pentobarbital 1,6 n.d. n.d. + +
Tobramycin n.d. n.d. + n.d. +

Y Morphin mit GC-MS 0,12 pg/mi
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Abbildung 4.20: Fallbeispiel 10/762, Herzblutprobe. EICs identifizierter Substanzen mittels LC-QTOF-
MS. (a) Im positiven ESI-Modus gemessener basischer Dichlormethanextrakt. (b) Im positiven ESI-
Modus gemessener Uberstand der Proteinfallung. (c) Im negativen ESI-Modus gemessener Uber-
stand der Proteinféllung. 1 = Cotinin, 2 = Morphin, 3 = Coffein, 4 = 7-Aminoclonazepam, 5 =
Laudanosin, 6 = Lidocain, 7 = a-Hydroxymidazolam, 8 = Midazolam, 9 = Cefazolin, 10 = Tobramycin,
11 = Ampicillin, 12 = Furosemid, 13 = Phenobarbital, 14 = Pentobarbital, 15 = Thiopental.
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Insgesamt wurde die medizinische Behandlung durch die analytischen Ergebnisse
bestatigt. Es wurden keine Anzeichen einer Vergiftung gefunden. In diesem Fall war
es wichtig den Dichlormethanextrakt sowie den Uberstand der Eiwei3fallung im po-
sitiven und negativen ESI-Modus zu analysieren, um das gesamte Substanzspekt-
rum zu erfassen. Antibiotika wie Ampicillin, Cefazolin, Cefotaxim oder Tobramycin
sind unter diesen Bedingungen nur mit geringer Empfindlichkeit nachweisbar. Unter
den verwendeten Routinebedingungen werden von diesen Wirkstoffen neben den
protonierten lonenspezies auch Natrium- und Kalium-Addukte sowie mehrfach gela-
dene lonen gebildet. Diese Verteilung einer Substanz auf mehrere (detektierbare)

Spezies fuhrt zu dem hier aufgetretenen Empfindlichkeitsverlust.

Ubersicht iiber die in 77 Todesfillen identifizierten Substanzen

In Tabelle 4.10 sind alle Substanzen inkl. der Haufigkeit, mit der sie in den 77 post-
mortalen Blutproben identifiziert wurden, wiedergegeben. Insgesamt wurden 198
verschiedene Substanzen gefunden. Davon wurden 84 mindestens einmal mit jeder
der beiden Methoden, 113 nur mittels LC-QTOF-MS und 3 nur mittels HPLC-DAD
identifiziert. Die durch beide Methoden identifizierten Wirkstoffe wurden haufig mit
einer deutlich hdheren Frequenz bei der LC-QTOF-MS-Analyse nachgewiesen. Der
Hauptgrund dafir ist die um mindestens eine GroRenordnung héhere Empfindlich-
keit, obwohl das injizierte Probenvolumen bei der LC-QTOF-MS-Methode mit 5 ul nur
ein Zehntel des Injektionsvolumens der HPLC-DAD-Methode betrug. Wie in Tabelle
4.7 gezeigt wird, liegen die Nachweisgrenzen der meisten basischen Drogen bei ei-
ner Konzentration von 0,5 bis 5 ng/ml bei der LC-QTOF-MS-Analyse. Bei der HPLC-
DAD-Analyse hingegen liegen diese Grenzen mit 30 bis 100 ng/ml deutlich héher [2,
9]. Eine Empfindlichkeitssteigerung ware bei beiden Methoden durch eine entspre-
chende Anreicherung der Analyte mittels entsprechender Probenaufreinigung mog-
lich. Es wurden haufig noch Wirkstoffe im sub-therapeutischen Konzentrationsbe-
reich unter Verwendung der Massenspektrometrie nachgewiesen, welche durch die
HPLC-DAD-Analyse nicht mehr detektierbar waren. Die Anwendung der LC-MS-
Analyse erwies sich besonders wertvoll bei der |dentifizierung von Substanzen wie
Fentanyl, die bereits in niedrigen Konzentrationen hohes toxisches Potential aufwei-
sen und in diesem Bereich nicht durch die HPLC-DAD-Analyse nachgewiesen wer-

den konnen.
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Tabelle 4.10: Haufigkeit detektierter Substanzen bei der HPLC-DAD- und LC-QTOF-MS-Analyse von
Venenbluten von 77 Todesfallen. Metabolite sind nur erfasst, sofern sie in der Bibliothek enthalten
waren. Durch das Metaboliten-Tool detektierte Metabolite sind nicht mit inbegriffen.

Substanz QTOF DAD Substanz QTOF DAD Substanz QTOF DAD
Lidocain 20 4  Telmisartan 2 2 Cilastatin 1 0
Paracetamol 17 5 Thiopental 2 2 Cinnamoylcocain 1 0
Morphin 15 0  4-Hydroxymidazolam 2 1 Colchicin 1 0
4-Methylaminoantipyrin 14 14 Clomipramin 2 1 De(hydroxyethyl)-opipramol 1 0
Diazepam 13 6 Diclofenac 2 1 Denatonium 1 0
Carbamazepin 13 4  Dioxopromethazin 2 1 Desloratadin 1 0
Nordiazepam 12 8 Norsertralin 2 1  Demethylpromethazin 1 0
Mirtazapin 11 3 Opipramol 2 1 Digitoxin 1 0
Piperin 11 0  Pipamperon 2 1 Doxylamin 1 0
Saccharin 11 0 Tilidin 2 1 Ecgoninmethylester 1 0
Citalopram 10 9  3-Hydroxybromazepam 2 0 Emepronium 1 0
Midazolam 10 7  3-Hydroxylidocain 2 0 Enalaprilat 1 0
Amitriptylin 10 6  Aminophenazon 2 0 Etomidat 1 0
Nortriptylin 10 6 Biperiden 2 0  Fluconazol 1 0
Trimipramin 10 6  Cafedrin 2 0  Fludiazepam 1 0
Metoprolol 10 3 Clarithromycin 2 0  Flumazenil 1 0
Diphenhydramin 9 4  Clemastin 2 0  Flupentixol 1 0
Clozapin 8 3 Clindamycin 2 0  Fluphenazin 1 0
Codein 8 1 Cocaethylen 2 0 Gabapentin 1 0
Fentanyl 8 0 Cocain 2 0 Hordenin 1 0
Methadon 7 5 Desipramin 2 0 Hyoscyamin 1 0
Tramadol 7 2 Demethylnortriptylin 2 0  Hypoxanthin 1 0
Norcitalopram 6 6  Dextromethorphan 2 0 Indapamid 1 0
Doxepin 6 5 Dihydrocodein 2 0 Irbesartan 1 0
Salizylsdure 6* 5 Laudanosin 2 0 Lenacil 1 0
Ciprofloxacin 6 1 Levorphanol 2 0 Levamisol 1 0
Oxazepam 6 0  Norfentanyl 2 0 Memantin 1 0
Quetiapin 5 5 Noscapin 2 0 Metanephrin 1 0
EDDP 5 4 Omeprazolsulfon 2 0  Milrinon 1 0
Furosemid 5* 3 Piritramid 2 0  N-Acetylmethionin 1 0
Phenprocoumon 5 2 Quinidin 2 0 Naloxon 1 0
Atropin 5 1 Ramipril 2 0  N-Butyl-3-(1-naphthoyl)-indol 1 0
Levomepromazin 5 1 Riboflavin 2 0 Norcyclizin 1 0
Norpseudoephedrin 5 0 Tazobactam 2 0  Nortilidin 1 0
Carbamazepin-9,10-epoxid 4 4  Temazepam 2 0  N-Pentyl-3-(1-naphthoyl)-indol 1 0
7-Aminoclonazepam 4 3 THC 2 0 Ondansetron 1 0
Amisulprid 4 3  Demethyldiphenhydramin 1 2 Oxprenolol 1 0
Bromazepam 4 3 Omeprazol 1 2 Paroxetin 1 0
Demethyldoxepin 4 3  Desethylamiodaron 1 1 Phenacetin 1 0
Ofloxacin 4 1 Demethylclomipramin 1 1  Piracetam 1 0
Etomidat 4 0  Haloperidol 1 1 Propiverin 1 0
Hydrochlorothiazid 4 0 Ketamin 1 1 Prothipendyl 1 0
Papaverin 4 0 Linezolid 1 1 Pyracarbolid 1 0
Pantoprazol 3 4 Melperon 1 1 Quinin 1 0
Demethyltrimipramin 3 3 Moxifloxacin 1 1  Spironolacton 1 0
Zolpidem 3 3 Norverapamil 1 1 Tetrazepam 1 0
7-Aminoflunitrazepam 3 2 Oxcarbazepin 1 1 Tetryzolin 1 0
Leflunomidmetabolit 3 2 Phenytoin 1 1 Tiaprid 1 0
Lorazepam 3 2 Pregabalin 1 1 Tobramycin 1 0
Metoclopramid 3 2 Primidon 1 1 Trimethoprim 1 0
Torasemid 3 2 Propranolol 1 1 Urapidil 1 0
Amiodaron 3 1 Ranitidin 1 1 Valsartan 1 0
Amlodipin 3 1  Riluzol 1 1 Verapamil 1 0
a-Hydroxymidazolam 3 1 Sertralin 1 1 10-Hydroxyamitriptylin 1 0
6-Acetylmorphin 3 0  Sildenafil 1 1  Zotepin 1 0
Benzoylecgonin 3 0  Theophyllin 1 1 Diphenylmethoxyessigsaure 0 2
Hydroxymetoprolol 3 0  Verapamil 1 1 Acetaminodantrolen 0 1
Imipramin 3 0  Zopiclon 1 1 10-Hydroxycarbazepin 0 1
Loperamid 3 0  7-Hydroxyquetiapin 1 0 ) . .
Nor-7-aminoflunitrazepam 3 0  Allopurinol 1 o * Detektion nur im negativ ESI-
Phenazon 3 0  Aminorex 1 o Modus

Tranylcypromin 3 0  Amitriptylinoxid 1 0

Z-10-Hydroxynortriptylin 3 0  Ampicillin* 1 0

Ibuprofen 2 4 Benperidol 1 0

Demethylclozapin 2 3  Benzydamin 1 0

Methylprednisolon 2 2  Bisnorcitalopram 1 0

Pentobarbital 2* 2 Bromazin 1 0

Phenobarbital 2* 2 Cathinon 1 0

Promethazin 2 2  Cefazolin 1 0

101



Ergebnisse und Diskussion

Weitere Grunde flr die geringere Frequenz, mit der Substanzen durch die HPLC-
DAD-Messung nachgewiesen wurden, sind u. a. die geringere Ausbeute bei der
Dichlormethanextraktion und die kurze chromatographische Retentionszeit von hyd-
rophilen Substanzen wie z. B. Morphin. Durch die verwendeten isokratischen Bedin-
gungen, unter denen die UV-Spektrenbibliothek aufgebaut wurde, den dabei einge-
setzten hohen organischen Laufmittelanteil und den niedrigen pH-Wert sind in den
ersten Minuten der Chromatographie die UV-Spektren haufig durch Uberlappende
Peaks und Matrix-Absorption gestort. Besonders bei der Messung des Uberstandes
der Proteinfallung machen sich diese Effekte stark bemerkbar. Dies ist nur von un-
tergeordneter Bedeutung bei der LC-QTOF-MS-Messung, da eine zusatzliche effizi-
ente Trennung durch den Massenanalysator und die Gradientenelution gegeben ist.
Schliellich kédnnen Substanzen ohne UV-Absorption oberhalb von 195 nm nicht
durch HPLC-DAD-Analysen nachgewiesen werden. Dies trifft flir 6 der in Tabelle
4.10 gelisteten Substanzen zu (Acetylmethionin, Clarithromycin, Clindamycin,

Ecgoninmethylester, Gabapentin und Tobramycin).

Unter ausschliel3licher Verwendung des positiven ESI-Modus wurden einige wichtige
Substanzen wie Furosemid, lbuprofen, Pentobarbital, Phenobarbital, Salizylsaure,
11-Nor-A%-tetrahydrocannabinol-9-carbonsdure (THC-COOH) oder Thiopental nicht
gefunden. Auf Grund des sauren Charakters dieser Substanzen bilden sie bevorzugt
Anionen, welche sich in einer separaten Analyse im negativen ESI-Modus nachwei-
sen lielRen. Diese zusatzliche Analyse wurde nur zur Bestatigung von zuvor erhalte-
nen HPLC-DAD-Ergebnissen durchgefuhrt. Allerdings konnte THC-COOH auch unter
diesen Bedingungen nicht mit ausreichender Empfindlichkeit nachgewiesen werden.
Der Grund liegt hierbei in der nicht ausreichenden Massenauflésung und darin, dass
THC-COOH einen ahnlichen Massendefekt wie viele Matrixsubstanzen wie zum Bei-
spiel Fettsduren und Steroide besitzt, wodurch keine hinreichende massenspek-

trometrische Trennung von koeluierenden Matrixkomponenten erfolgt.

Im Folgenden soll auf einige der in Tabelle 4.10 erwahnten Wirkstoffe naher einge-

gangen werden.

Als haufigste Substanz wurde Lidocain gefunden. Dies resultiert aus der Tatsache,
dass ein erheblicher Anteil der untersuchten Blutproben von Personen stammte, die
wahrend Wiederbelebungsversuchen oder auf der Intensivstation von Krankenhau-

sern verstorben sind und im Zuge der Behandlung Lidocain als Antiarrhythmikum
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erhalten haben. In zwei Fallen handelte es sich um Drogentote, die sich bei der intra-

vendsen Applikation von Drogen Lidocain als Streckmittel mit verabreicht hatten.

Das Antiepileptikum Carbamazepin und sein primarer Metabolit Carbamazepin-
10,11-epoxid werden mittels HPLC-DAD-Analyse auch empfindlich unterhalb des
therapeutischen Bereichs identifiziert. Die hohere Haufigkeit, mit der diese Substan-
zen durch LC-QTOF-MS-Analyse nachgewiesen wurden, erklart sich durch die ho-
here Empfindlichkeit des Messinstruments. Dadurch wurden auch noch Falle, bei

denen die letzte Einnahme mehrere Tage vor Todeseintritt erfolgt war, erfasst.

Allerdings gab es bei der Einnahme von Oxcarbazepin falsch positive Ergebnisse
durch die Detektion von Carbamazepin bei der LC-QTOF-MS-Messung.
Oxcarbazepin wird rasch zum aktiven Metabolit 10-Hydroxycarbazepin (Abbildung
4.21) hydriert. Wahrend der LC-QTOF-MS-Analyse erfolgt in der lonenquelle zu ei-
nem hohen Anteil die Eliminierung von Wasser unter Bildung von Carbamazepin.
Oxcarbazepin und Carbamazepin-10,11-epoxid sind Isomere, welche sich jedoch in
ihren CID-Spektren und Retentionszeiten unterscheiden. Das Fehlen von
Carbamazepin-10,11-epoxid kann als Hinweis dafir verwendet werden, dass

Carbamazepin aus dem Oxcarbazepin stammt.

Reduktase ' I
O N H, O °N H, O “NH 5
Oxcarbazepin 10-Hydroxycarbazepin Carbamazepin
O NH2 o NH2
Carbamazepin Carbamazepin-10,11-epoxid

Abbildung 4.21: Bildung von Carbamazepin in der lonenquelle bei der LC-QTOF-MS-Analyse nach
Einnahme von Oxcarbazepin.

103




Ergebnisse und Diskussion

Metamizol ist trotz seiner bekannten Nebenwirkungen von Agranulozytose und der
Gefahr von anaphylaktischen Reaktionen in Deutschland immer noch eines der am
haufigsten verabreichten Analgetika. Als Prodrug ist es selbst nicht wirksam, sondern
erst in Form seines rasch gebildeten aktiven Metaboliten Noramidoantipyrin. Dieser
wird in weiteren Biotransformationen demethyliert und acetyliert [145]. Ein typisches

Beispiel wurde im Fall 09/927 ausfuhrlich beschrieben.

Paracetamol kann generell durch HPLC-DAD-Messung des Uberstandes der Prote-
infallung nachgewiesen werden. Hierbei werden sogar Konzentrationen im sub-the-
rapeutischen oberhalb von 0,2 ug/ml bestimmt. Spuren unterhalb dieser Konzentra-

tion wurden in 11 von 15 Fallen nur mittels LC-QTOF-MS gefunden.

4.3 Systematische Toxikologische Analyse in Haaren [146]

4.3.1 Optimierung der Probenvorbereitung

Das fiur die Systematische Toxikologische Analyse von Haaren verwendete Extrak-
tionsverfahren sollte mdglichst alle toxikologisch relevanten Substanzen erfassen.
Daher sollte es so beschaffen sein, dass basische, neutrale und saure Substanzen
mit hydrophilen sowie lipophilen Eigenschaften in einer hohen Extraktionsausbeute
und ohne hydrolytische Zersetzung extrahiert werden. Im Abschnitt 2.4. wurden hau-
fig verwendete Extraktionsverfahren vorgestellt. Fur die STA kamen jedoch als uni-
verselle Extraktionsmittel nur Methanol oder Mischlésungsmittel mit wassrigem Puffer

und organischem Losungsmittel in Frage.

Um zu Uberprufen, welche Bedingungen am geeignetsten sind, wurde ein Vergleich
der Extraktion mit Methanol und mit Methanol / Acetonitril / 2mM Ammoniumformiat
(25/25/50, v:v:v) fur 5 Haarproben, die insgesamt 17 Wirkstoffe oder deren Metabo-
lite (2x 6-Acetylmorphin, Amitriptylin, Benzoylecgonin, Cocain, 2x Codein, 2x EDDP,
Hydrocortison, Lidocain, Linezolid, 2x Methadon, Metoclopramid, Midazolam,
Mirtazapin, 2x Morphin, Nordiazepam, Quetiapin und Verapamil) enthielten, durch-
gefuhrt. Ein Aliquot von 20 mg jeder Haarprobe wurde mit 1 ml dieser Losungsmittel

unter drei verschiedenen Bedingungen extrahiert:
e (1) 18 h Ultraschallbad bei ca. 25 °C,
e (2) 18 h Inkubation bei 37 °C ohne Schutteln oder Ruhren und
e (3) 2 h Ultraschallbad + 16 h Inkubation bei 37 °C + 15 min Ultraschallbad.
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Zur Kompensation instrumenteller Variationen wurde eine Mischung von 10
deuterierten Standards (7-Aminoflunitrazepam-D7, Amphetamin-D5, Benzoylecgo-
nin-D3, Codein-D3, Diazepam-D5, EDDP-D3, MDEA-D6, Methamphetamin-D5, Mor-
phin-D3 und THC-D3) in einer Konzentration von jeweils 1 ng/mg vor der Extraktion
der Probe hinzugesetzt. Nach Zentrifugation wurden 5 ul der Extraktionslésung fir
die LC-QTOF-MS-Analyse injiziert. In Abbildung 4.22 sind die Ergebnisse fur die
unterschiedlichen Extraktionsbedingungen dargestellt.
2 h Ultraschallbad+16 h

Inkubation

18 h Ultraschallbad 18 h Inkubation bei37 °C +15 min Ultraschallbad

6-Acetylmorphin
Amitriptylin
Cocain

Codein 1
Codein 2
EDDP
Lidocain
Linezolid
Methadon 1
Methadon 2
Metoclopramid
Midazolam
Mirtazapin
Morphin 1
Morphin 2
Nordazepam
Quetiapin
Verapamil {

0 50 100 150 200 O 50 100 150 200 250 O 50 100 150 200 250

Relative Extraktionsausbeute (%)

Abbildung 4.22: Vergleich der Extraktionsausbeuten zwischen den Extraktionsmitteln Methanol
(100 %) und Methanol / Acetonitril / 2mM Ammoniumformiat (25/25/50, v:v:v) bei Verwendung eines
Ultraschallbads, der Inkubation bei 37 °C und der Kombination von Ultraschallbad und Inkubation bei
37 °C.

Wie aus der Graphik zu entnehmen ist, waren die Extraktionsausbeuten im Allgemei-
nen beim Losungsmittelgemisch besser als bei der methanolischen Extraktion. Eine
Kombination von Ultraschallbad und Inkubation bei 37 °C zeigte keinen Vorteil ge-
genuber der reinen Inkubation. Alle weiteren Optimierungen wurden mit dem Lo-
sungsmittelgemisch durchgefihrt. Durch Verwendung eines Schuttlers wahrend der
Inkubation konnte die Extraktionsausbeute um 5 bis 10 % erhdht werden. Eine Erho-
hung der Temperatur auf 60 und 80 °C zeigte keine signifikante Steigerung der Ex-
traktionsausbeute. Unter diesen Bedingungen wurde weder eine Zersetzung der zu-
gesetzten deuterierten Standards noch eine Instabilitat der in den Haaren befindli-
chen Drogen beobachtet. Um die eventuelle Zersetzung anderer, nicht untersuchter
Analyte zu vermeiden, wurde die Temperatur von 37 °C als Standardtemperatur

beibehalten.
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Zur Untersuchung der Vollstandigkeit der Extraktion wurden 17 Haarproben mit ins-
gesamt 59 unterschiedlichen Wirkstoffen oder deren Metaboliten nacheinander sechs
Mal mit 1 ml des Losungsmittelgemisches fur je 18 h inkubiert. Alle Extrakte wurden
getrennt gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.23 wiedergegeben. Einige
Substanzen wie Paracetamol, Cocain, Tramadol oder Zolpidem waren in mehreren

Haarproben vorhanden und erscheinen deshalb mehrmals in der Abbildung 4.23.

6-Acetylmorphin 1 Nicotine 1
6-Acetylmorphin 2 Nicotine 2
Ambroxol Nicotine 3
Amiodarone Nicotine 4
Amitriptyline 1 Nicotine 5
Amitriptyline 2 Nicotine 6
Amitriptylinoxide Nicotine 7
Atropine Norcitalopram
Benzoylecgonine 1 Nordiazepam
Benzoylecgonine 2 Nortriptyline 1
Bromazepam Nortriptyline 2
Caffeine Noscapine 1
Carbamazepine 1 Noscapine 2
Carbamazepine 10,11-epoxide 0-Desmethyltramadol
Carbamazepine 2 Ondansetrone
Citalopram Opipramol
Clarithromycin Oxycodone
Clindamycin Panthenol 1
ggz:;:z; Panthenol 2

Cocaine 3 Panthenol 3

Codeine 1 Panthenol 4
Codeine 2 Papaverine 1
Codeine 3 Papaverine 2
Diazepam Paraceteamol 1
Diclofenac 1 Paraceteamol 2
Diclofenac 2 Paraceteamol 3

Paraceteamol 4
Paraceteamol 5
Phenazone 1
Phenazone 2

Dioxoprothazine
Diphenhydramine 1
Diphenhydramine 2

Doxepine c €
Fentanyl Pilocarpine
Fluconazole Pipamperone
Levomepromazine Primidone
Lidocaine 1 Pyridoxine
Lidocaine 2 Sulfadiazine
Lidocaine 3 Tramadol 1
Methadone Tramadol 2
Metoclopramide Tramadol 3
Metolachlor Tramadol 4
Metoprolol 1 Trimethoprim
Metoprolol 2 Trimipramine
Metoprolol 3 Tripelenamine
Mirtazapine Tryptamine
Morphine 1 Zolpidem 1
Morphine 2 Zolpidem 2

N-Desmethyltramadol Zolpidem 3 ‘
0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Extraktionsausbeute Extrationsausbeute

[ 1.Extraktion [] 2.Extraktion [ 3.Extraktion [] 4.Extraktion [ 5.Extraktion [] 6.Extraktion

Abbildung 4.23: Extraktionsausbeuten von 59 Medikamentenwirkstoffen oder deren Metaboliten aus
17 postmortalen Haarproben bei sechs aufeinanderfolgenden Inkubationen fir 18 h mit Methanol /
Acetonitril / 2mM Ammoniumformiat (25/25/50, v:v:v). Die Gesamtmenge der sechs Extraktionsschritte
wurde auf 100 % normiert.

Fast alle Substanzen wurden nach der ersten Inkubation mit einem Anteil von 60 bis
95 % der Gesamtmenge aller sechs Extraktionsschritte extrahiert. Bis auf wenige

Ausnahmefalle wurde mit einer zweimaligen Extraktion ein Anteil von mehr als 90 %
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extrahiert. Einige Substanzen wie Coffein, Lidocain, Nikotin oder Paracetamol wur-
den bereits nach der ersten oder zweiten Extraktion vollstandig vom Haar in die
Messlosung uberfuhrt. Dahingegen war die Extraktion von Diclofenac noch nach der
sechsten Wiederholung unvolistandig. Wirkstoffe wie Codein, Morphin oder
Zolpidem, die bei mehr als einer Haarprobe auftraten, zeigten, dass die Extraktions-
ausbeute auch stark von der individuellen Haarprobe abhangt. Die aus diesen Expe-
rimenten gewonnenen Erkenntnisse ergaben, dass eine zweimalige Inkubation von
jeweils 18 Stunden fur die meisten Wirkstoffe eine ausreichende Extraktionsausbeute

fur eine qualitative sowie quantitative Auswertung lieferte.

4.3.2 Methodenvalidierung fiir ausgewahlte Wirkstoffe

Obwohl der Fokus der Systematischen Toxikologischen Analyse in erster Linie auf
die Identifizierung von Substanzen gerichtet ist, ist es dennoch nétig die Empfind-
lichkeit, mit der diese ldentifizierung moglich ist, zu kennen. Aus diesem Grund
wurde eine Kalibrierung sowie vollstandige Validierung der Methode fur 24 Wirkstoffe
mit Missbrauchspotential oder deren Metabolite, die regelmalig im Rahmen der
Fahreignungsprifung im Labor quantitativ im Haar untersucht werden, durchgeflihrt
(siehe Tabelle 4.11). Hierfir wurden je 20 mg dekontaminiertes drogenfreies Haar
mit deuterierten internen Standards (0,25 ng/mg) versehen und mit den Analyten auf
eine Konzentration von 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1,0 und 2,5 ng/mg eingestellt. Zum Ver-
gleich wurden 14 weitere, haufig verordnete Medikamentenwirkstoffe mitgemessen,
die jedoch nicht in die Validierung einbezogen wurden. Die Messung jedes
Kalibrierlevels erfolgte in einer sechsfachen Wiederholung. Als Beispiel sind die
extrahierten lonenchromatogramme einer mit diesen 38 Substanzen auf eine Kon-
zentration von 0,1 ng/mg dotierten und im Auto-MS/MS-Modus analysierten Haar-
probe in Abbildung 4.24 gezeigt.
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Abbildung 4.24: Extrahierte lonenchromatogramme der Auto-MS/MS-Analyse einer dotierten Haar-
probe. Folgende Substanzen wurden bei einer Konzentration von 0,1 ng/mg detektiert: 1 =
Methylecgonin, 2 = Morphin, 3 = Amphetamin, 4 = MDA, 5 = Methamphetamin, 6 = MDMA, 7 =
Hydromorphon, 8 = Clonidin, 9 = Dihydrocodein, 10 = Benzoylecgonin, 11 = MDEA, 12 = 6-
Acetylmorphin, 13 = Codein, 14 = 7-Aminoflunitrazepam, 15 = Tramadol, 16 = Cocain, 17 = Nortilidin,
18 = EDDP, 19 = Acetylcodein, 20 = Cocaethylen, 21 = Bromazepam, 22 = Flunitrazepam, 23 =
Citalopram, 24 = Carbamazepin, 25 = a-Hydroxyalprazolam, 26 = Oxazepam (Na'-Addukt), 27 =
Lorazepam (Na'-Addukt), 28 = Alprazolam, 29 = Triazolam, 30 = Methadon, 31 = Zolpidem, 32 =
Nordiazepam, 33 = Haloperidol, 34 = Diazepam, 35 = Tilidin, 36 = Imipramin, 37 = Amitriptylin, 38 =
Clozapin.

Auf Grund der héheren Empfindlichkeit des MS-Modus gegenuber dem MS/MS-Mo-

dus erfolgte die Quantifizierung Uber die extrahierten lonenchromatogramme der MS-

Spektren. Fur die Quantifizierung wurde diesbezlglich auf die Akquisition von CID-
Spektren verzichtet und ausschlief3lich im MS-Modus gemessen. Da die Akquisi-
tionszeit der MS-Spektren im MS-Modus (1,0 s) drei bis vier Mal hoher ist als im
Auto-MS/MS-Modus (0,33 bzw. 0,25s), muss dies bei der Ubertragung der
Ergebnisse auf den Auto-MS/MS-Modus bertcksichtigt werden. Je nachdem wie die
Anzahl der Vorlauferionen und deren Akquisitionszeit wahrend eines Zyklus gewahlt
werden, teilt sich ein Zyklus in ein MS-Experiment mit konstanter Akquisitionszeit
sowie in MS/MS-Experimente mit variabler Akquisitionszeit auf. Die Gesamtzyklen-
zeit von 1,0 bzw. 1,1 s wird somit auf verschiedene Experimente verteilt und nicht wie
im MS-Modus nur auf ein Experiment konzentriert. Zwischen beiden Modi kann eine
Umrechnung der Nachweisgrenzen erfolgen. Dabei mussen die im MS-Modus
erhaltenen Grenzen (Frequenz 1 Hz, MS-Experiment) mit der MS-Akquisitionsfre-
quenz (3 bzw. 4 Hz, MS-Experiment) des Auto-MS/MS-Modus multipliziert werden,
um die entsprechenden Grenzen im Auto-MS/MS-Modus zu erhalten. Anhand einiger
ausgewahlter Peakflachen wurde diese Annahme experimentell Uberprift und verifi-

ziert.
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Tabelle 4.11: Validierung der Haaranalyse mittels LC-QTOF-MS fir 24 ausgewahlte Analyte.

Matrixeffekt?, %

. MS e Prazision Prazision
[M+H] (Auto-MS/MS) R Richtigkeit, % Intraday, % Interday, % Sta_ndard- o
Analyt oder RT Typ Abweichung, %
Interner Standard [M+Na]® | min 1 1 Wich-
m/z LOD LoQ tung 0,05 1,0 0,05 1,0 0,05 1,0 0,05 1,0
pg/mg | pg/mg ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg
6-Acetylmorphin 328,1543 | 6,28 | | 3 Cnoor | 100 | 102 | 208 | ose | ass | sre | 1146 | 218
6-Acetylmorphin-D3 ’ ’ (3) (9) 1/% ’ ’ ’ ’ 4,75 6,76
7-Aminoflunitrazepam | ,g4 4494 | 703 | 2 6 ﬂfSasr 91 91 308 | 090 | 442 | 101 | 168 | -20.23
7-Aminoflunitrazepam-D7 ’ ’ (15) (18) 1/x ’ ’ ’ ’ 5,49 7,14
Acetylcodein 342,1700 | 9,46 | | 3 Lineet 98 98 | 293 | 117 | 389 | 170 | H52 | -2434
Cocaethylen-D3 ’ ’ (3) (9) 1/x ’ ’ ’ ’ 8,52 11,48
0,999
Alprazolam 5 7 N -27,43 -32,8
Alprazolam-D5 309,0902 | 11,17 (15) 21) L|r112(ar 92 95 4,01 0,71 4,10 2,19 17.22 10,59
. 0,999
Amphetamin 2 2 N -11,78 | -23,05
Amphetamin-D5 136,1121 | 3,81 (4) (4) Ll?/iar 88 96 1,79 0,19 1,86 2,37 9,23 8.50
Benzoylecgonin 1 3 0,999 0,71 | -15,96
yleegon! 290,1387 | 4,94 Linear 99 96 1,92 1,47 3,20 2,26 ’ !
Benzoylecgonin-D3 (3) (9) keine 9,11 4,80
Bromazepam 2 4 0,998 -35,34 -37,6
a-Hydroxyalprazolam-D5 316,0080 | 9,57 (6) (12) Ln:/exar 98 93 1,38 3,41 8,50 4,62 20,04 15,12
Cocaethylen 1 2 0,996 +425 | -1354
Cocaethylen-D3 318,1700 | 9,67 3) 9) Ll?/iar 96 96 1,87 0,88 4,57 1,53 2.41 441
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Fortsetzung Tabelle 4.11: Validierung der Haaranalyse mittels LC-QTOF-MS flir 24 ausgewahlte Analyte.

Matrixeffekt?, %

. MS C e Prazision Prazision
Analvt [M;H] RT (Auto-MS/MS) TRZ Richtigkeit, % Intraday, % Interday, % Ab‘iﬁggﬂ;‘; %
naly oder yp ’
Interner Standard [M+Na]® | min 1 1 Wich-
m/z LOD LOQ tung 0,05 1,0 0,05 1,0 0,05 1,0 0,05 1,0
pg/mg | pg/mg ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg
. 0,999
Cocain 1 3 N +0,09 -13,22
Cocain-D3 304,1543 | 8,62 3) ) Ll?/exar 97 102 1,38 0,37 8,15 3,40 1029 410
: 0,997
Codein 1 3 N -7,57 -23,63
Codein-D3 300,1594 | 6,39 3) 9) Ll?i(ar 88 93 2,32 0,96 2,80 6,49 1042 7.82
. 0,999
Diazepam 1 3 ; -41,13 | -44,44
Diazepam-D5 285,0789 | 12,61 3) ) Ii(lgiie;r 95 99 1,62 1,47 1,89 1,74 11,51 10,08
Dihydrocodein 1 3 0,997 2,10 | -12.41
Dihydrocodein-D6 302,1751 | 5,04 3) 9) L|r117:(ar 93 101 2,44 0,63 4,94 5,06 3.72 3.49
0,999
EDDP 1 3 N +0,99 -9,74
EDDP-D3 278,1903 | 9,21 3) ) Ll?/iar 100 99 1,81 0,64 2,03 1,11 12.82 279
Flunitrazepam 4 6 0,997 3567 | -33,94
a-Hydroxyalprazolam-D5 314,0935 | 10,30 (12) (18) L|r117:(ar 96 92 4,41 2,67 5,52 4,09 11,69 1143
Lorazepam 5 4 5 0,996 56,47 | -55,62
Lorazepam-D4 343,0012° | 11,05 (12) (15) Ll?/exar 98 95 6,98 5,69 6,78 6,30 16,92 17 44
0,999
MDA 2 3 N -1,09 -25,93
MDA-D5 180,1019 | 4,03 (6) 9) quliar 92 93 2,76 1,23 5,76 2,63 8,17 8.36
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Fortsetzung Tabelle 4.11: Validierung der Haaranalyse mittels LC-QTOF-MS flir 24 ausgewahlte Analyte.

1

Matrixeffekt?, %

[M+H]* (AutoI-VIMSSIMS) R Richtigkeit, % I:tl;':ﬂ:)l/or‘:k .rf't';arﬁ'i'f'&, Standard-
Analyt oder RT Typ ’ ’ Abweichung, %
Interner Standard [M+Na]® | min 1 1 Wich-
m/z LOD LOQ tung 0,05 1,0 0,05 1,0 0,05 1,0 0,05 1,0
pg/mg | pg/mg ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg | ng/mg
0,999
MDEA 1 3 N -0,16 -12,87
MDEA-D6 208,1332 | 5,00 3) ) Ii(lgiie;r 97 96 3,32 1,60 5,52 1,86 5,51 448
0,999
MDMA 1 3 N +6,88 -11,9
MDMA-D5 194,1176 | 4,30 3) ) Ii(lgi?]zr 101 95 3,70 1,30 7,76 1,03 16.74 3.23
0,999
Methadon 1 3 N -5,28 -11,66
Methadon-D9 310,2165 | 11,65 3) ) Ll?/exar 101 98 1,86 0,51 2,72 0,97 3,27 3,31
Methamphetamin 3 3 0,999 +0,60 | -13,78
Methamphetamin-D5 150,1278 | 4,28 ) ) Ii(lgiizr 93 100 1,95 0,68 2,09 1,45 6.72 3.75
Methylecgonin 200,1281 | 0,80 | | 3 Linar 93 o7 | 298 | 111 | 359 | 305 | 249 | -24.18
Methylecgonin-D3 ' ' (3) (9) keine ' ’ ' ' 5,62 13,23
. 0,998
Morphin 1 3 N -121 -20,36
Morphin-D3 286,1438 | 3,63 3) ) L|r112(ar 98 99 0,33 0,62 1,04 1,42 551 6.40
. 0,999
Nordiazepam 2 4 N -49,2 -51,4
Nordiazepam-D5 271,0633 | 12,12 (6) (12) Egﬁf 92 96 2,79 1,83 4,00 2,66 15.13 13,09
Oxazepam 4 1 3 0,997 -57,64 | -55,48
Oxazepam-D5 309,0401" | 10,91 3) 9) quliar 94 98 3,14 2,65 3,34 8,05 2171 1985

LOD und LOQ im MS-Modus bestimmt. Diese liegen um den Faktor 3 hoéher im Auto-MS/MS-Modus (Werte in Klammern). 2 Matrixeffekt (%) berechnet als

(Peakflache in Anwesenheit von Matrix / Peakflache in Abwesenheit von Matrix — 1) x 100. S M+2 Isotopenpeak, Na* Addukt. * Na* Addukt.
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Die quantitative Auswertung erfolgte Uber die extrahierten lonenchromatogramme
der monoisotopischen [M+H]*-lonen (bzw. fir Lorazepam und Oxazepam [M+Na]*-
lonen) der Analyte und der internen Standards. Die Wahl der Massenfenster der
EICs jeder Substanz erfolgte zwischen 30 und 60 ppm in Abhangigkeit des chemi-
schen Rauschpegels und einer evtl. gegebenen Matrixbeeinflussung. Zur Berech-
nung der Kalibrierfunktion sowie weiterer Validierungsparameter wurden die Peak-
flachenverhaltnisse der Analyte und deuterierten Standards verwendet. Die Ergeb-

nisse sind in Tabelle 4.11 dargestellt.

Samtliche Kalibrierungen erfolgten Uber eine lineare Regression (R? = 0,996 bis
0,999) und waren in einigen Fallen gewichtet (1/x). Anhand von zwei Qualitatskont-
rollproben mit einer Konzentration von 0,05 und 1,0 ng/mg wurden alle weiteren Pa-
rameter fur die Validierung ermittelt. Die Richtigkeit beider QC-Proben lag fur alle
Substanzen zwischen 88 bis 102 %. Diese Ergebnisse genugen den Richtlinien der
GTFCh [137, 138], die eine Abweichung von bis zu +30 % (an der Bestimmungs-
grenze sogar 40 %) als zulassig betrachten. Die Intraday- und Interday-Prazision
beider QC-Proben lieferte Werte zwischen 0,2 und 8,5 %, was konform mit den

Richtlinien einhergeht.

Eine Abschatzung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (LODs und LOQs) aus
dem Signal-Rausch-Verhaltnis war nicht mdglich, da die EICs mit einem Massen-
fenster von bis zu 60 ppm im Allgemeinen kein chemisches Rauschen lieferten und
da bei der Datenakquisition ein Schwellenwert von 200 Counts verwendet wurde, bis
zum dem keine Daten aufgezeichnet und somit das elektronische Rauschen ausge-
blendet war. Auf Grund dieser beiden Vorgaben war die Anwesenheit von Rauschen
in den EICs nicht gegeben. Daher wurden LODs und LOQs aus separaten Kali-
brierkurven nahe der Nachweisgrenze (1 bis 10 pg/mg in aquidistanten 1 pg/mg
Schritten) Uber die Streuung der Messwerte (DIN 32645) ermittelt. In Tabelle 4.11
sind die Nachweisgrenzen fiur den empfindlichsten Modus (MS-Modus mit einer Fre-
quenz von 1 Hz) wiedergegeben. Wie bereits erlautert muss fur den weniger emp-
findlichen Auto-MS/MS-Modus ein Faktor von 3 bzw. 4 (im Allgemeinen die Messfre-
quenz des MS-Experiments im Auto-MS/MS-Modus) zur Ermittlung dieser Grenzen
berucksichtigt werden. Auch unter Anwendung des weniger empfindlichen Auto-
MS/MS-Modus liegen die analytischen Grenzen deutlich unter den Cut-Off-Werten
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fur Betaubungsmittel oder deren Metabolite (50 bzw. 100 pg/mg [89]) wie sie fur die
Fahreignungsbegutachtung festgelegt sind.

Zur Uberprifung von Matrixeffekten, die in der ESI-Quelle in Form von lonen-Supp-
ression und -Verstarkung auftreten kdnnen, wurden ebenfalls die Konzentrationen
der Qualitatskontrollproben gewahlt. Die Bestimmung erfolgte durch den Quotienten
der Peakflachen des Standards in Anwesenheit von Matrix und des reinen Standards
im Losungsmittel (in Abwesenheit von Matrix). Als Matrix wurden sechs verschiedene
Leerhaarproben verwendet. Die Daten sind ebenfalls in Tabelle 4.11 angegeben. Der
Matrixeffekt war fur die basischen Medikamentenwirkstoffe akzeptabel und war bei
0,05 ng/mg mit -12 bis +7 % hdher als bei 1 ng/mg mit -25 bis -10 %. Allerdings
wurde bei den 7 Benzodiazepinen (mit Ausnahme des basischen 7-Aminoflunit-
razepam) eine starkere lonensuppression von -58 bis -28 % ohne deutlichen Unter-
schied zwischen den beiden Konzentrationen gefunden. Offensichtlich ist die Pro-
tonierung der weniger basischen Substanzen starker durch die Matrix reduziert als
fur die basischeren Wirkstoffe. Dieser Sachverhalt konnte auch nicht durch die
Einbeziehung aller ionischen Spezies dieser Substanzen (Addukte mit Na*, K* und

NH;") beseitigt werden.

Die Bestimmung der Extraktionsausbeute bei der Haaranalyse, die ebenfalls zum
Umfang der Validierung gehort, wurde bereits im Rahmen der Methodenoptimierung
(Abschnitt 4.3.1. und Abbildung 4.23) beschrieben.

Die Methode wurde anhand der Ringversuchshaarproben DHF 1/10 von der Deut-
schen Gesellschaft fur Toxikologische und Forensische Chemie (GTFCh) Uberpruft.
In Abbildung 4.25 sind die Ergebnisse im Vergleich zu den mittleren Konzentrationen
aller Teilnehmer dargestellt. Bei der Probe A handelte es sich um eine dotierte Haar-
probe und bei der Probe B lag ein Gemisch aus mehreren Haarproben von Drogen-
konsumenten vor. Fir alle Analyte wurde eine gute Ubereinstimmung mit Ausnahme
von Benzoylecgonin in der Probe B gefunden. Der Grund fur diese Abweichung
konnte nicht geklart werden. Analytische Fehler sind unwahrscheinlich, da alle vier
Analyte dieser Probe derselben Probenvorbereitung unterlagen. Auch der Vergleich
der Benzoylecgonin-D3 Peakflachen beider in einer Serie aufgearbeiteten und ge-
messenen Proben zeigte eine sehr gute Ubereinstimmung und fiihrte somit ebenfalls

nicht zu einer Erklarung der deutlichen Abweichung.
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Abbildung 4.25: Die LC-QTOF-MS-Methode wurde anhand von Ringversuchshaarproben DHF 1/10
der Gesellschaft flir Toxikologische und Forensische Chemie (GTFCh) uUberprift. Probe A = dotierte
Haarprobe, Probe B = Originalhaarprobengemisch von mehreren Drogenkonsumenten.

4.3.3 STA in postmortalen Haarproben

FUr insgesamt 90 postmortale Haarproben, die im Institut fir Rechtsmedizin des Uni-
versitatsklinikums Charité Berlin wahrend der Obduktion asserviert wurden, wurde
eine Systematische Toxikologische Analyse durchgeflihrt. Hierbei handelte es sich
um Verstorbene, von denen bekannt war, dass 30 illegale Drogen konsumiert und 60
Medikamente in der Zeit vor dem Todeseintritt eingenommen hatten. Informationen
zur Fallgeschichte und der Medikament- bzw. Drogeneinnahme waren aus dem Poli-
zeibericht zuganglich. Darlber hinaus wurden die Obduktionsbefunde und die Er-
gebnisse der toxikologischen Untersuchung von Blut, Urin und Mageninhalt zum
Vergleich herangezogen.

Anhand von zwei Fallbeispielen soll die Anwendung der Systematischen Toxikolo-

gischen Analyse in Haaren mittels LC-QTOF-MS demonstriert werden.
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Fallbeispiel 10/105: Drogenmissbrauch

Der 30-jahrige Mann sei tot in seiner Wohnung auf dem Boden liegend von seinem
Bruder, der der Polizei als Drogenhandler bekannt war, aufgefunden worden. Wie
aus der Akte ersichtlich war, habe er an Psychosen gelitten und sei entsprechend
medikamentos behandelt worden. Weitere Angaben zu Art und Umfang verschrie-
bener Medikamente lagen nicht vor. Bei der Autopsie wurden 10 Packchen mit Dro-
geninhalt im Magen gefunden. Zwei von diesen, verpackt in brauner Plastikfolie, wa-
ren beschadigt. Die braune Kunststofffolie eines Packchens hatte sich im Magen ab-
gewickelt und der Inhalt, bestehend aus Cocain und Lidocain war in den Mageninhalt
ausgetreten. Die 8 weiteren Packchen, verpackt in blauer Plastikfolie, waren intakt
und enthielten eine typische illegale Heroinzubereitung bestehend aus Heroin,
Noscapin, Papaverin, Coffein und Paracetamol. Die toxikologische Untersuchung des
venosen Bluts, Urins, Mageninhalts und der Haare mittels Immunoassay, HPLC-DAD
und GC-MS ergab eine Uberdosis von Cocain und Lidocain als Todesursache sowie

den chronischen Missbrauch von Cocain und Heroin.

Die Haarprobe wurde extrahiert und mittels LC-QTOF-MS im Auto-MS/MS-Modus
analysiert. Die extrahierten lonenchromatogramme der 23 mittels CID-Spektrenbib-
liothek identifizierten Substanzen sind in Abbildung 4.26 dargestellt. Das Ergebnis
der Haaranalyse zeigt sehr eindrucksvoll das typische Substanzmuster von Cocain-
und Heroin-Konsumenten. Neben diesen beiden Drogen wurden deren Metabolite
(Benzoylecgonin, Norcocain, Cocaethylen, Anhydroecgoninmethylester, 6-Acetylmor-
phin, Morphin), sowie natlrliche Begleitstoffe (Noscapin, Papaverin, Acetylcodein,
Cinnamoylcocain) und Streckmittel (Paracetamol, Lidocain, Tetramisol, Hydroxyzin)
gefunden. Fur die in der Methode validierten (siehe Abschnitt 4.3.2. und Tabelle
4.11) und in diesem Fall identifizieten Substanzen wurde eine Quantifizierung
vorgenommen. Die Konzentrationen sind ebenfalls in Abbildung 4.26 angegeben.
Der Vergleich mit den zuvor ermittelten GC-MS-Ergebnissen zeigte, dass die
Konzentration fir 6-Acetylmorphin, Morphin und Benzoylecgonin hdher und flr
Cocain niedriger war (siehe auch Abbildung 4.28).

Des Weiteren wurden das Neuroleptikum Risperidon und sein Hauptmetabolit 9-
Hydroxyrisperidon identifiziert. Dies bestatigte die Angabe aus der Vorgeschichte
Uber die medikamentése Behandlung mit Antipsychotika. Obwohl auch Hydroxyzin

eine angstlosende Wirkung hat, wird es in erster Linie als Antihistaminikum verwen-
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det. Es ist daher wahrscheinlicher, dass es als Drogenbegleitstoff anstatt als Medi-

kament in den Korper gelangte.
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Abbildung 4.26: Extrahierte lonenchromatogramme identifizierter Substanzen der Haarprobe im Fall-
beispiel 10/105: 1 = Paracetamol, 2 = Phenethylamin, 3 = Anhydroecgoninmethylester, 4 = Cotinin, 5
= Morphin (0,16 ng/mg), 6 = Nikotin, 7 = Benzoylecgonin (22 ng/mg), 8 = Tetramisol, 9 = 6-
Acetylmorphin (2,2 ng/mg), 10 = 3-Hydroxylidocain, 11 = Cocain (27 ng/mg), 12 = Norcocain, 13 =
Heroin, 14 = Acetylcodein, 15 = Cinnamoylcocain Isomer 1, 16 = Cocaethylen, 17 = 9-
Hydroxyrisperidon, 18 = Cinnamoylcocain Isomer 2, 19 = Papaverin, 20 = Risperidon, 21 = Lidocain,
22 = Noscapin, 23 = Hydroxyzin.

Fallbeispiel 09/962: Tod eines multimorbiden neurologisch erkrankten Patienten

Der 54 Jahre alte Mann sei tot in seinem Zimmer in einem Pflegeheim aufgefunden
worden. Er habe an einem hypoxischen Hirnschaden mit hirnorganischem Psycho-
Syndrom, Korsakow-Syndrom und Epilepsie gelitten. Sein Krankheitszustand sei so-
weit vorangeschritten, dass er bettlagerig und desorientiert gewesen sei. Nach einer
Grippeimpfung habe er Fieber gehabt und sei mit Paracetamol, Vancomycin und
Furosemid behandelt worden. Seine verordnete Dauermedikation habe Amitriptylin
(50 mg/Tag), Diazepam (10 mg/Tag), Valproinsaure (1500 mg/Tag), Omeprazol
(20 mg/Tag), Quetiapin (400 mg/Tag), Tamsulosin (0,4 mg/Tag) und Lactulose um-
fasst. Die toxikologische Untersuchung des vendsen Bluts, Urins und Mageninhalts
zeigte therapeutische Konzentrationen von Quetiapin, Amitriptylin und Diazepam
sowie deren Metaboliten. Es wurden keine Anzeichen fur eine todliche Vergiftung

gefunden.

Die Haarprobe wurde extrahiert und mittels LC-QTOF-MS im Auto-MS/MS-Modus
analysiert. Die extrahierten lonenchromatogramme der 26 identifizierten Substanzen
sind in Abbildung 4.27 dargestellt. Mit Ausnahme von zwei der drei Hydroxy-

quetiapin-Metabolite wurde die Identifizierung aller Wirkstoffe mittels CID-Spektren-
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bibliothek durchgeflihrt. Von den verordneten bzw. verabreichten Medikamenten-
wirkstoffen konnten Paracetamol, Vancomycin, Amitriptylin sowie 6 seiner Metabolite,
Omeprazol, Quetiapin sowie drei seiner hydroxylierten Metabolite, Tamsulosin und
Diazepam mit seinem Metabolit Nordiazepam bestatigt werden. DarUber hinaus
wurde eine zurickliegende Behandlung mit Carbamazepin (Antiepileptikum), Tiaprid
(Neuroleptikum), Trimethoprim (Antibiotikum), Sulfadicramid (Antiinfektivum) und
Cyclobenzaprin (Muskelrelaxans) nachgewiesen. Valproinsdure und Furosemid
konnten nicht bestatigt werden, da die Messung nur im positiven Modus durchgeflhrt
wurde. Diese beiden genannten Wirkstoffe bilden auf Grund ihres sauren Charakters
Anionen und werden nur im negativen Modus detektiert. Coffein, Theophyllin und
Panthenol sind haufig in Haaren vorkommende Substanzen (siehe auch Tabelle
4.12). Nikotin, Cotinin und 3-Hydroxycotinin, welche als Marker fir den Raucher-

status verwendet werden kdnnen, wurden nicht festgestelit.
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Abbildung 4.27: Extrahierte lonenchromatogramme identifizierter Substanzen der Haarprobe im Fall-
beispiel 09/962: 1 = Panthenol, 2 = Paracetamol, 3 = Metronidazol, 4 = Tiaprid, 5 = Sulfadicramid, 6 =
Theophyllin, 7 = Vancomycin, 8 = Coffein, 9 = Trimethoprim, 10 = Tamsulosin, 11 = E-10-Hydroxy-
nortriptylin, 12 = Carbamazepin-10,11-epoxid, 13 = Cyclobenzaprin, 14 = E-10-Hydroxyamitriptylin, 15
= N-Desalkylverapamil, 16 = Hydroxyquetiapin (2), 17 = Z-10-Hydroxynortriptylin, 18 = Z-10-Hydroxy-
amitriptylin, 19 = 7-Hydroxyquetiapin, 20 = Omeprazol, 21 Hydroxyquetiapin (3), 22 = Carbamazepin,
23 = Nortriptylin, 24 = Demethylnortriptylin, 25 = Amitriptylin, 26 = Nordiazepam, 27 = Diazepam, 28 =
Quetiapin.

Ergebnisse der 90 untersuchten postmortalen Haarproben

In den Haarproben der untersuchten 90 Todesfalle wurden insgesamt 212 verschie-
dene Wirkstoffe mit einer Haufigkeit von 1-40 ermittelt. Die Ergebnisse sind in Ta-

belle 4.12 zusammengefasst.
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Tabelle 4.12: Gesamtuiberblick Uber detektierte Substanzen in postmortalen Haarproben.

Anzahl der Haarproben

- Insgesamt: 90
- Davon Drogenfalle: 30
- Davon andere Todesfalle: 60

Detektierte Substanzen

- Insgesamt: 212
- Haufigkeit jeder Substanz'): 1-40, Mittelwert 4,2, Median 2
- Haufigkeit pro Fall": 2-33, Mittelwert 10,1, Median 8

Substanzen vom Rauchen,
Kaffee, Kakao, von Gewlirzen
und Haarpflegeprodukten

- Nicotin 48x, Cotinin 59x, 3-Hydroxycotinin 25x, Coffein 79x, Theophyllin
44x, Theobromin 48x, Piperin 32x, Panthenol 90x

lllegale Drogen und drogenrele-
vante Substanzen

- Detektierte Substanzen insgesamt: 35
-15 illegale Drogen und Metabolite, 5 natirliche Begleitstoffe,

6 Streckmittel, 9 andere Opioide oder Metabolite, vgl. Tabelle 4.13
- Nicht detektiert: Cannabinoide: THC, CBD, CBN, THC-COOH

Medikamentenwirkstoffe und
deren Metabolite

- Insgesamt: 182, vgl. Tabelle 4.14

- Medikamentenwirkstoffe oder Key-Metabolite®: 154

- Metabolite: 28

- Haufigkeit pro Medikamentenwirkstoff: 1-28, Mittelwert 3,7, Median 2
- Anzahl an Ergebnissen: 613

In der Fallgeschichte beschrie-
bene Medikamentenwirkstoffe

- Unterschiedliche Medikamentenwirkstoffe: 159

- Haufigkeit pro Medikamentenwirkstoff: 1-12, Mittelwert 2,0,

- Unterschiedliche im Haar identifizierte Medikamentenwirkstoffe aus der
Fallgeschichte: 51 (32 %)

- Haufigkeit jedes identifizierten Medikamentenwirkstoffs: 1-8, Mittelwert 1,96,

- Gesamtzahl in Fallgeschichte beschriebener Medikamentenwirkstoffe”: 318

- Nachgewiesen im Haar von der Gesamtzahl: 100 (31,4 %)

In Blut oder Urin nachgewiesene
Medikamentenwirkstoffe

- Unterschiedliche Medikamentenwirkstoffe oder Key-Metabolite: 137

- Haufigkeit pro Medikamentenwirkstoff: 1-14, Mittelwert 2,57

- Unterschiedlich identifizierte Medikamentenwirkstoffe im Haar von Blut und
Urin: 63 (33,3 %)

- Haufigkeit jedes identifizierten Wirkstoffs: 1-13, Mittelwert 2,40

- Gesamtzahl nachgewiesener Wirkstoffe in Blut oder Urin: 257

- Nachgewiesen im Haar von der Gesamtzahl: 146 (56,8 %)

Medikamentenwirkstoffe aus der
Fallgeschichte
und/oder Blut und Urin

- Unterschiedliche Medikamentenwirkstoffe oder Key-Metabolite: 189

- Haufigkeit pro Medikamentenwirkstoff:1-16, Mittelwert 2,52

- Unterschiedlich identifizierte Medikamentenwirkstoffe: 75 (39,7 %)

- Haufigkeit jedes identifizierten Wirkstoffs: 1-14, Mittelwert 2,61

- Gesamtzahl nachgewiesener Medikamente aus der Fallgeschichte,
in Blut oder Urin: 476

- Nachgewiesen im Haar von der Gesamtzahl: 175 (36,8 %)

Beispiele nicht gefundener
Wirkstoffe

- Saure Medikamentenwirkstoffe: Salizylsaure, Furosemid, Torasemid,
Ibuprofen, Phenobarbital, Pravastatin

- Neutrale Medikamentenwirkstoffe: Phenprocoumon, Simvastatin,
Spironolacton

- Medikamentenwirkstoffe in niedriger Dosis: Digoxin, Digitoxin, Flupenthixol,
Glimepirid, L-Thyroxin

- Peptidische Medikamentenwirkstoffe: Insulin

- Andere: Lithium

- Instabil in Blut: |sosorbiddinitrat

) Substanzen vom Rauchen, Kaffee, Kakao, von Gewilrzen und Haarpflegeprodukten sind hier nicht enthalten.
2 Key-Metabolite wurden in die Statistik einbezogen, wenn der Medikamentenwirkstoff nicht stabil oder nicht
immer im Haar gefunden wurde wie zum Beispiel Noramidopyrin anstelle von Metamizol oder 7-Aminoflunit-

razepam anstelle von Flunitrazepam.

) Gesamtzahl beschriebener Medikamentenwirkstoffe der untersuchten Flle, Mehrfachfindungen inbegriffen.
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Zusatzlich wurden Substanzen die beim Kaffeetrinken oder Konsum von
Kakaoprodukten (Coffein, Theophyllin, Theobromin), beim Rauchen (Nikotin, Cotinin,
3-Hydroxycotinin), beim Verzehr gewurzter Speisen (Piperin) und Verwendung von
Haarpflegeprodukten und Cremes (Panthenol) auftreten, haufig gefunden. Die
Anzahl unterschiedlicher Substanzen variierte zwischen 2 und 33 pro Fall. Alle in
Tabelle 4.12 genannten Metabolite sind eindeutig mittels CID-Spektrenbibliothek
nachgewiesen worden. Die aus dem Metaboliten-Tool vorgeschlagenen Metabolite

sind nicht mit erfasst und werden exemplarisch in Abschnitt 4.4.2. separat behandelt.

lllegale Drogen und drogenrelevante Substanzen

In Tabelle 4.13 sind alle illegalen Drogen und damit zusammenhangende Substan-
zen, die in den 30 untersuchten Haarproben von Drogenkonsumenten identifiziert
wurden, aufgefuhrt.

Tabelle 4.13: Haufigkeit identifizierter Substanzen mittels LC-QTOF-MS in Haarproben von 30 Dro-
genfallen.

Heroin verwandte
Substanzen

Heroin 4x
6-Acetylmorphin 19x
Morphin 19x
Normorphin 3x
Codein 15x
Acetylcodein 13x
Papaverin 20x

Noscapin 17x

Amphetamine
Amphetamin 7x

Andere Opioide

Methadon 13x
EDDP 11x
Hydromorphon 3x
Hydrocodon 2x
Oxycodon 1x
Norbuprenorphin 1x
Fentanyl 1x
Nortilidin 1x

Tramadol 2x

Andere Drogen

Ketamin 1x

Cocain verwandte Substanzen

Cocain 20x

Benzoylecgonin 18x
Norcocain 5x

Cocaethylen 4x
Anhydroecgoninmethylester 5x
Anhydroecgonin 1x

Cinnamoylcocain 4x

Streckmittel
Lidocain 17x
3-Hydroxylidocain 9x
Paracetamol 16x

Tetramisol/Levamisol 13x

Methamphetamin 1x Norpseudoephedrin 2x

MDMA 2x Phenacetin 2x

Hydroxyzin 3x

In vielen Fallen wurde mehr als nur eine Droge missbraucht. Der Missbrauch von
Heroin wurde in 19 Fallen eindeutig durch das Vorhandensein von 6-Acetylmorphin

und Morphin nachgewiesen. Heroin selbst sowie sein nicht-hydrolytischer Metabolit
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Normorphin wurden in nur vier bzw. drei Fallen identifiziert. In den meisten Fallen
wurden auch die Begleitstoffe Codein, Acetylcodein, Noscapin und Papaverin
gefunden. Das zur Heroinsubstitution verwendete Methadon (13x) war das am
haufigsten gefundene Nicht-Heroin Opioid. Darlber hinaus wurden in einigen Fallen
auch andere Opioide oder deren Metabolite wie Hydromorphon, Hydrocodon,

Oxycodon, Buprenorphin, Fentanyl, Tilidin und Tramadol nachgewiesen.

Cocain und dessen Hauptmetabolit Benzoylecgonin wurden in 17 Haarproben identi-
fiziert. Allerdings wurden die nicht-hydrolytischen Metabolite Norcocain und
Cocaethylen nur in funf bzw. vier dieser Falle nachgewiesen. Ecgoninmethylester
wurde nicht gefunden. Der Crack-Marker Anhydroecgoninmethylester wurde in 5
Proben und Anhydroecgonin in einer Probe nachgewiesen. Der Begleitstoff

Cinnamoylcocain wurde in funf Fallen festgestellt.

Amphetamin lag in 5 Proben vor. Eine von ihnen enthielt auch Methamphetamin und

zwei weitere MDMA. Ketamin und Cathin wurden nur einmal gefunden.

Die validierte Methode zur quantitativen Konzentrationsbestimmung von Betau-
bungsmitteln und deren Metaboliten aus Abschnitt 4.3.2. wurde fir die Haarproben
der 30 Drogenfalle angewendet. In Abbildung 4.28 sind die Konzentrationen von
Morphin, 6-Acetylmorphin, Codein, Methadon, seinem Metabolit EDDP, Cocain, sei-
nem Metabolit Benzoylecgonin, Amphetamin und Methylendioxymethamphetamin
(MDMA) vergleichend fir die GC-MS- und die LC-QTOF-MS-Analyse dargestellt,
sofern GC-MS-Ergebnisse vorlagen. Obwohl die mit beiden Methoden bestimmten
Konzentrationen in der gleichen GroRenordnung fur alle untersuchten Drogenfalle
lagen, gab es in mehreren Fallen erhebliche Unterschiede. Diese Abweichungen
traten vor allem bei Cocain und Benzoylecgonin auf, wahrend Morphin, Methadon,
EDDP und Amphetamin eine gute Ubereinstimmung beider Methoden aufwiesen.
Neben den ublichen analytischen Fehlern kénnen diese Unterschiede zwischen den
Ergebnissen beider Methoden durch die Tatsache erklart werden, dass die Proben
nicht homogen waren, verschiedene Haarstrange analysiert wurden, die Extraktions-
ausbeuten der Haare sich unterschieden und dass Esterhydrolyse in unterschiedli-
chem Ausmal fur Cocain, Benzoylecgonin und 6-Acetylmorphin bei der Haarextrak-

tion aufgetreten sein kann.
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A°-Tetrahydrocannabinol (THC), Cannabidiol (CBD), Cannabinol (CBN) sowie 11-
Nor-A%-tetrahydrocannabinol-9-carbonsédure (THC-COOH) konnten im Haar nicht
nachgewiesen werden. Die Anwesenheit dieser Substanzen war jedoch aus Blut-
und Urinergebnissen bekannt. Auch lagen entsprechende Ergebnisse aus der GC-
MS-Analyse von Haarproben von 5 Drogenopfern vor. Ein Grund flr die geringe
Empfindlichkeit der angewandten Methode fur diese Analyte ist deren nicht basische
Struktur, welche die Protonierung wahrend der lonisation mittels ESI reduziert. Daru-
ber hinaus liegt ihre exakte Masse im Bereich von vielen Matrixbestandteilen, die zu
einem hohen chromatographischen Rauschen im extrahierten lonenchromatogramm
fuhren. Selbst eine Massenaufldsung des verwendeten Instruments von Uber 10 000

liefert hier keine ausreichende Trennung der Signale.
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Abbildung 4.28: Vergleich vorhandener GC-MS-Ergebnisse mit spater mittels LC-QTOF-MS be-
stimmten Konzentrationen von Drogen und Metaboliten in Haarproben von Drogenopfern.

Die nachgewiesenen Wirkstoffe Lidocain, Paracetamol, Tetramisol, Hydroxyzin und
Phenacetin sind, wie in der Literatur beschrieben, als typische Streckmittel von Co-
cain und Heroin bekannt [147-149]. Es ist davon auszugehen, dass ihre Anwesenheit
in den Haaren aus den Drogenzubereitungen stammt. Darlber hinaus wurden auch
weitere Wirkstoffe wie Benzodiazepine, Antipsychotika, Antidepressiva, Antibiotika

und Nicht-Opioid-Analgetika gefunden, sodass einige der Drogenabhangigen sich
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anscheinend in medizinischer Behandlung befanden. Der Nachweis dieser Thera-
peutika bei Drogenopfern ist zusammen mit den Ergebnissen aus den anderen 60

Fallen in Tabelle 4.14 wiedergegeben.

Medikamentenwirkstoffe

In den 90 Haarproben wurden 154 Medikamentenwirkstoffe und 28 Metabolite mit
einer Haufigkeit von 1-28 (Tabelle 4.14, insgesamt 613 Ergebnisse) identifiziert.
Dazu gehdrten vor allem verordnete Medikamentenwirkstoffe mit typischerweise
chronischer Einnahme wie 17 Antidepressiva, 15 Neuroleptika, 11 Wirkstoffe zur Be-
handlung von kardiovaskularen Erkrankungen, 10 Opioid-Analgetika, 8 Nicht-Opioid-
Analgetika, 7 Benzodiazepine, 6 Antiepileptika, 6 Antihistaminika und 5 Hypnotika.

Daruber hinaus wurden auch 13 Antibiotika und 7 Fungizide nachgewiesen.

Diese Ergebnisse wurden mit den Informationen des Polizeiberichts Uber die Kran-
kengeschichte und mit den Ergebnissen der toxikologischen Untersuchung von Blut,
Urin und Mageninhalt mittels Immunoassay, HPLC-DAD und GC-MS verglichen. Die-
ser Vergleich stellt jedoch nur eine Orientierung dar. Die von der Polizei erfassten
Informationen zur Krankengeschichte beruhen nur auf Angaben zu verschriebenen
oder verabreichten Medikamenten anhand von Krankenakten oder am Tatort vorge-
fundener Medikamente. Diese Informationen waren nicht immer vollstandig. Es war
oftmals nicht klar, ob die Medikamente wirklich eingenommen wurden und ob es sich
um eine chronische oder akute Behandlung handelte. Viele Medikamente sind je-
doch in einer langfristigen Behandlung verabreicht worden und sollten daher im Haar

gefunden werden.

Eine Ubersicht (iber den Vergleich wurde bereits oben in Tabelle 4.12 wiedergeben.
Die Einnahme oder Verabreichung von 159 verschiedenen Medikamentenwirkstoffen
war in den Fallgeschichten mit einer Haufigkeit von 1-12 pro Wirkstoff (Gesamtanzahl
318) dokumentiert. Von diesen wurden nur 51 verschiedene Wirkstoffe (32 %) im
Haar gefunden. Auch von den 137 Wirkstoffen oder Key-Metaboliten, welche aus der
Analyse von Blut, Urin oder Mageninhalt bekannt waren, wurden nur 63 (33,3 %) im
Haar nachgewiesen. Die Kombination der Informationen aus der Anamnese und der
toxikologischen Analyse fuhrten zu 189 verschiedenen Wirkstoffen oder Key-Metabo-
liten, von denen 75 (39,7 %) im Haar identifiziert wurden.
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Tabelle 4.14: Mittels LC-QTOF-MS in 90 Haarproben identifizierte Medikamentenwirkstoffe und
Metabolite. Metabolite sind kursiv dargestellt. Die aufgefliihrten Metabolite sind ausschlieBlich durch
die CID-Spektrenbibliothek identifiziert worden. Diese Tabelle beinhaltet keine Substanzen, die aus
einem Heroin-, anderweitigen Opioid-, Cocain- oder Amphetamin-Missbrauch der 30 Falle aus Tabelle

4.12 resultieren.

Wirkstoff, Haufigkeit

Wirkstoff, Haufigkeit

Wirkstoff, Haufigkeit

Noramidopyrin 28x
Metoclopramid 25x
Lidocain 23x
3-Hydroxylidocain 5x
Tramadol 20x

O-Demethyltramadol 8x

Metoprolol 17x
Hydroxymetoprolol 6x

Paracetamol 16x

Diclofenac 13x

Diphenhydramin 11x
Demethyldiphenhydramin 6x

Climbazol 10x

Diazepam 10x

Doxepin 10x
N-Demethyldoxepin 9x

Nordiazepam 10x

Trimethoprim 10x

Citalopram 9x
Norcitalopram 9x
Bisnorcitalopram 4x

Mirtazapin 9x

Nortriptylin 9x
E-10-Hydroxynortriptylin 4x
Z-10-Hydroxynortriptylin 4x
Demethylnortriptylin 1x

Carbamazepin 8x
Carbamazepinepoxid 6x
Iminostilben 2x

Phenazon 8x

Doxylamin 7x

Betazol 6x

Metronidazol 6x

Ondansetron  6x

Quetiapin 6x
7-Hydroxyquetiapin 3x

Trimipramin 6x
Demethyltrimipramin 1x

Zolpidem 6X

Amitriptylin 5X
Amitriptylinoxid 2X
E-10-Hydroxyamitriptylin 2X
Z-10-Hydroxyamitriptylin 2X

Ciprofloxacin 5X

Morphin 5X

Pilocarpin 5X

Promethazin 5x
Dioxopromethazin 4x

Zopiclon 5X

Clarithromycin 4X

Emepronium 4x

Melperon 4Xx

Midazolam 4X
a-Hydroxymidazolam 1x

Pipamperon 4X

Prilocain 4X

Propyphenazon 4X

Verapamil 4X
Norverapamil 4X
N-Desalkylverapamil 4x

Amisulprid 3x

Clozapin 3X
N-Demethylclozapin 3x

Denatonium 3X

Fentanyl 3X

Fluconazol 3X

Haloperidol 3X
Hydroxyzin 3x

Imipraminex 3x
Nortilidin 3x
Oxycodon 3x
Sulfadiazin 3x

Torasemid 3x

Venlafaxin 3x
O-Demethylvenlafaxin 1x

7-Amino-flunitrazepam 2x

Atropin 2x

Bisoprolol 2x

Bromazepam 2x

Canrenon 2x

Codein 2x

De(hydroxyethyl)-opipramol 2x

Dihydrocodein 2x

Dyclonin 2x

Hyoscyamin 2x

Laudanosin 2x

Levamisol 2x

Levomepromazin 2x

Memantin 2x

Pethidin 2x

Methiomeprazin 2x

Octodrin 2x

Omeprazol 2x

Risperidon 2x
9-Hydroxyrisperidon 1x

Sulfamethoxazol 2x

Tetrazepam 2x

Tiaprid 2x

Tranylcypromin 2x

Valpromid 2x

Medikamentenwirkstoffe oder Metabolite, welche nur einmal detektiert wurden:

7-Aminoclonazepam, 7-Aminonitrazepam, Acebutolol, Acetyldigoxin, Allopurinol, Ambroxol, Amino-
phenazon, Amiodaron, Desethylamiodaron, Amphothericin, Amrinon, Anastrozol, Articain, Afrazin-
desethyl, Bamipin, Benperidol, Bifonazol, Chlorhexidin, Chlorphenoxamin, Clemastin, Clindamycin,
Clomipramin, Cyromazin, Desacetylmetipranolol, Desipramin, Desloratadin, Dexketoprofen,
Dextromethorphan, Dextrorphan, Diltiazem, Duloxetin, Etomidat, Febuprol, Gepefrin, Histapyrrodin,
Ibuprofen, Isoetarin, Lamivudin, Levetiracetam, Levofloxacin, Levomepromazin, Linezolid, Mazindol,
Mecetronium, Metolachlor, Milrinon, Myosmin, Naloxon, Nitrazepam, Norcyclzin, Ofloxacin, Olanzapin,
Opipramol, Oxcarbazepin, 10-Hydroxycarbazepin, Oxybenzon, Pantoprazol, Paroxetin, Phenytoin,
Pimobendan, Piritramid, Pregabalin, Propranolol, Pseudoephedrin, Pyracarbolid, Ranitidin, Reboxetin,
Salbutamol, Sertralin, Norsertralin, Simvastatin, Sotalol, Sulfapyridin, Sulpirid, Samsulosin, Terbinafin,
Thiabendazol, Timolol, Tolycain, Triadimefon, Tripelenamin, Zotepin.

123




Ergebnisse und Diskussion

In Tabelle 4.15 ist die Haufigkeit der 50 am starksten vertretenen Medikamentenwirk-
stoffe oder Key-Metabolite aus den Fallgeschichten und / oder Analysenergebnissen
von Blut, Urin und Mageninhalt von 90 Todesfallen im Vergleich zur Haufigkeit, mit
der sie in Haarproben mittels LC-QTOF-MS detektiert wurden, dargestellt. Eine hohe
Ubereinstimmung wurde flr die chronisch verabreichten Arzneimittel gefunden, wie
zum Beispiel zur Behandlung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Metoprolol,
Verapamil), Antidepressiva (Amitriptylin, Citalopram, Doxepin, Mirtazapin Trimi-
pramin), Neuroleptika (Amisulprid, Clozapin, Quetiapin), weitere Medikamenten-
wirkstoffe zur Behandlung von psychischen Stérungen (Diazepam, Carbamazepin)

und Medikamentenwirkstoffe zur Schmerztherapie (Metamizol, Morphin, Diclofenac).

Insgesamt wurden 114 Wirkstoffe, die in den Fallgeschichten erwahnt wurden und /
oder aus der Analyse von Blut oder Urin bekannt waren, nicht in den Haarproben
nachgewiesen. Die Grinde hierfir kénnen darin liegen, dass keine oder nur eine
gelegentliche Einnahme erfolgte, eine niedrige Dosierung mit entsprechender niedri-
ger Blutkonzentration vorlag, eine geringe Inkorporation vom Blut ins Haar erfolgte,
eine unzureichende Stabilitat im Haar gegeben war, eine geringe Wiederfindung be-
dingt durch die Probenvorbereitung erreicht wurde, oder eine unzureichende lonisie-

rung mittels ESI im positiven Modus bei der spektrometrischen Messung vorlag.

Bei einigen der nicht nachgewiesenen Arzneimittel handelte es sich um solche, die
fur eine langfristige medizinische Behandlung typisch sind und bei denen von einer
regelmaligen Einnahme ausgegangen werden kann. In diesen Fallen treffen eine
oder mehrere der oben genannten Grunde fur das Fehlen im Haar zu. Nach den
grundlegenden Arbeiten von Nakahara et al. [150, 151] lagern sich lipophile und ba-
sische Substanzen im Allgemeinen gut ins Haar ein. Dahingegen werden saure und
hydrophile Substanzen weniger effizient ins Haar aufgenommen. Der analytische
Nachweis von Therapeutika im Haar wurde in Literaturibersichten durch Pragst [152]
und Cheéze et al. [153] zusammengefasst. Saure Drogen wie Salizylsdure (ein Key-
Metabolit der Acetylsalicylsaure), Valproinsaure, Furosemid, Pravastatin oder Ibupro-
fen wurden im Haar bis dato nicht beschrieben. Der Grund liegt hierbei in der gerin-
gen Einbaurate ins Haar. In dieser Promotionsarbeit konnten sie aber auch deshalb
nicht nachgewiesen werden, da sie nicht im positiven ESI-Modus ionisiert werden.
Dies ist ebenfalls der Grund dafur, dass Phenobarbital nicht gefunden wurde, obwohl

bekannt ist, dass es ins Haar mit hohen Konzentrationen eingelagert wird [154].
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Tabelle 4.15: Haufigkeit der 50 am starksten vertretenen Medikamentenwirkstoffe oder Key-
Metabolite aus den Fallgeschichten und / oder Analysenergebnissen von Blut, Urin und Mageninhalt
von 90 Todesféllen im Vergleich zur Haufigkeit mit der sie in Haarproben mittels LC-QTOF-MS detek-
tiert wurden.

Haufigkeit Haufigkeit

2122 |k 2123 [k

Q D (e E £ . . . Q o T S Ry E £

Medikamentenwirkstoff | 5 g 5 8 5| 2 | Medikamentenwirkstoff | & o 585 28a

oder Key-Metabolit 3 5 | 99 €| oderKey-Metabolit | 5|8og¥T
S| 5 25355 2|5 2555
g o gE S £l g5 o
Metamizol 6 15 16 14 | Fentanyl 2 4 5 1
Acetylsalicylsaure 12 2 14 0 | Ofloxacin 2 5 5 1
Pantoprazol 11 5 14 1 | Trimipramin 2 5 5 3
Metoprolol 8 5 11 8 | Clozapin 1 4 4 2
Diazepam 4 10 10 7 | Codein 2 3 4 2
Ibuprofen 7 4 9 1 | Doxepin 1 4 4 4
Lidocain 1 9 9 6 | Doxylamin 2 3 4 3
Omeprazol 7 5 9 3 | Insulin 4 0 4 0
Phenprocoumon 7 2 8 0 | Morphin 4 4 4 4
Torasemid 7 1 8 0 | Tilidin 2 2 4 2
Amitriptylin 2 7 7 4 | Phenobarbital 1 3 4 0
Citalopram 4 7 7 5 | Verapamil 4 4 4 4
Diphenhydramin 3 7 7 5 | Allopurinol 2 1 3 0
Furosemid 6 4 7 0 | Amiodaron 0 3 3 1
Mirtazapin 4 6 7 4 | Amisulprid 3 3 3 3
Quetiapin 4 4 7 4 | Clemastin 1 2 3 1
Carbamazepin 3 6 6 5 | Enoxaparin 3 0 3 0
Diclofenac 4 2 6 3 | Flunitrazepam 2 1 3 1
Metoclopramid 4 6 6 6 | Lorazepam 3 3 3 0
Midazolam 1 6 6 3 | L-Thyroxin 3 0 3 0
Paracetamol 2 5 6 5 | Metronidazol 3 1 3 2
Promethazin 4 3 6 3 | Naloxon 3 0 3 0
Simvastatin 6 0 6 0 | Salbutamol 3 0 3 0
Tramadol 3 6 6 6 | Tetrazepam 2 1 3 1
Amlodipin 4 4 5 0 | Zopiclon 2 2 3 3

*Insulin wurde nicht bestimmt, da eine andere Todesursache vorlag.

Diese beiden Grunde — geringe Einlagerung ins Haar und niedrige ESI-Ausbeute —
mussen auch fir neutrale Substanzen wie Phenprocoumon, Simvastatin oder
Spironolacton angenommen werden. In der Literatur wurden keine Daten zu diesen
drei Medikamentenwirkstoffen in Haaren gefunden. Von Deveaux et al. wurden Kon-
zentrationen von 3,6 bis 11,4 pg/mg an Digoxin im Haar nach chronischer Behand-
lung beschrieben [155]. In dieser Studie wurden Digoxin und Digitoxin jeweils in zwei
Fallgeschichten beschrieben, jedoch nicht im Haar nachgewiesen. Weitere Beispiele
fur chronisch angewandte Medikamentenwirkstoffe mit geringen Konzentrationen im
Blut, die in dieser Studie nicht im Haar gefunden wurden, sind das orale Antidiabeti-
kum Glimepirid und der Anti-Hypothyreose-Wirkstoff L-Thyroxin. Orale Antidiabetika

wurden haufig bei Straftaten missbraucht, jedoch wurde bislang nur Glibenclamid im
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Haar mit Konzentrationen von 0,65 ng/mg nach einer 20 mg/Tag Dosis und 5 pg/mg
nach einer einmaligen Dosis von 5 mg beschrieben [156]. Organische Nitrate wie
Isosorbiddinitrat, welche als koronare Vasodilatatoren verwendet werden, sind nicht
ausreichend stabil im Blut, sodass eine Einlagerung ins Haar nicht erfolgt. Die analy-
tische Methode ist nicht geeignet fir Medikamentenwirkstoffe mit Peptidstruktur wie
zum Beispiel Insulin oder Metallionen wie zum Beispiel Lithium. Auch Antibiotika wie
Sulfonamide und Penicillin-Derivate wurden haufig nicht in den Haaren gefunden.
Dies liegt daran, dass sie typischerweise nur kurzzeitig angewendet werden und da-
ruber hinaus in vielen Fallen eine geringe Einlagerung ins Haar aufgrund ihrer hydro-

philen oder sauren Struktur aufweisen.

Diese oben beschriebenen Ergebnisse zeigen insgesamt, dass die Systematische
Toxikologische Analyse im Haar mittels LC-QTOF-MS einen erheblichen Fortschritt
in der retrospektiven Aufklarung einer chronischen Einnahme von Medikamenten-
wirkstoffen darstellt. Allerdings sind die Informationen, die erhalten werden kénnen,
bei weitem nicht vollstandig, und es gibt noch viele Licken. Die grof3e Variabilitat von
Wirkstoffen bezuglich ihrer Struktur und der Konzentration kann nicht durch eine ein-
zige Methode erfasst werden. Auch kann die Systematische Toxikologische Analyse
nicht die gezielte Analyse auf bestimmte Wirkstoffe nach einer einmaligen Anwen-
dung, wie zum Beispiel der Beibringung von KO-Mitteln bei sexuellen Ubergriffen,

ersetzen.

4.4 Nachweis von Metaboliten in der STA [157]

Durch den Korper aufgenommene Fremdstoffe (Drogen, Medikamente, Pflanzen-
schutzmittel, etc.) werden allgemein in der Leber, aber auch anderen Organen der
Biotransformation (Metabolisierung) unterzogen. Nicht nur die Chromatogramme von
Urinproben, sondern auch die von Blutproben werden bei Vergiftungen oft von
Metabolitenpeaks beherrscht. Haufige Metabolisierungsreaktionen und die dabei
auftretenden Massenanderungen sind in Tabelle 4.16 aufgelistet. Diese lassen sich
in zwei Kategorien einordnen, die Phase-I-Reaktionen (Funktionalisierung) und die
Phase-II-Reaktionen (Konjugation). Im Blut sind Uberwiegend die Ausgangsstoffe
und die Phase-I-Metabolite, im Urin hingegen bereits Phase-II-Metabolite zu finden.
Diese enzymatischen Reaktionen folgen einer begrenzten Anzahl von Mechanismen.
Die wichtigste Phase-I-Reaktion stellt die Oxidation dar, bei der ein Sauerstoffatom

durch Cytochromoxidasen (CYP) in das Substrat eingefuhrt wird. Dabei handelt es
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sich um eine Monooxygenierung, bei der nur eines der beiden Atome des Sauer-
stoffmolekuls auf das Substrat Ubertragen wird, wodurch es zur Bildung von Hydroxy-
lierungsprodukten kommt. Ebenso weist die metabolische N- und O-Desalkylierung
als erste Stufe eine Sauerstoffubertragung auf das a-C-Atom der Alkylgruppe auf
[158-160]. Die gemeinsame Eigenschaft von Phase-lI-Enzymen besteht in der
Fahigkeit zur EinfUhrung von polaren funktionellen Gruppen in Molekile mit grund-
satzlich unpolarem Charakter, wie zum Beispiel gesattigten oder aromatischen
Kohlenwasserstoffen. Dies stellt eine entscheidende Voraussetzung fur eine weitere
Metabolisierung von lipophilen Verbindungen ohne geeignete funktionelle Gruppe fir
Konjugationsreaktionen dar.

Tabelle 4.16: Haufige Phase-I- und Phase-lI-Metabolisierungsreaktionen und die durch sie bedingten
Anderungen in der Summenformel sowie der exakten Masse.

Reaktionstyp Diff. Summenformel Diff. Masse Phase
Hydroxylierung / N-Oxidation / S-Oxidation +0 +15,9949 I
Dihydroxylierung +20 +31,9898 I
Dehydrierung -H, -2,0156 I
Demethylierung -CH, -14,0156 I
Desethylierung oder zweifache Demethylierung -CoH, -28,0312 I
Depropylierung -CsHe -42,0468 I
Oxidative Desaminierung -NH; +O -1,0316 I
Oxidative Dechlorierung -Cl +OH -17,9662 I
Oxidative Defluorierung -F +OH -1,9957 I
Hydratisierung +H,0 +18,0105 I
Methyl — Carbonséaure -H, +O, +29,9742 |
Glucuronidierung +CsHgOp +176,0321 Il
Sulfatbildung +S0; +79,9568 Il
Glutathion-Konjugation +C19H15N306S +305,0681 Il
+C19H17N306S +307,0837 I
Cystein—glycin-Konjugation +Cs5H1oN>O3S +178,0410 I
Cystein-Konjugation +C3H/;NO,S +121,0196 Il
N-Acetyl-cystein-Konjugation +CsHgNO3S +163,0301 Il

Durch Phase-I-Reaktionen entstandene Produkte konnen entweder pharmakologisch
aktiv oder inaktiv sein. Sie stellen in der Regel Substrate flir Phase-llI-Enzyme. Bei
Phase-ll-Biotransformationen erfolgt eine Konjugation von Wirkstoffen oder deren
Metaboliten typischerweise mit hydrophilen endogenen Molekilen wie zum Beispiel
Glucuronsaure, Sulfat und Glutathion. Die an der Reaktion beteiligten Enzyme wie
zum Beispiel die Cytochromoxidasen oder die Glucuronosyltransferase unterliegen
dabei einem genetischen Polymorphismus, wodurch der Umfang und die Art erzeug-
ter Metabolite variieren kann [161, 162]. Bei den meisten Konjugationsreaktionen
erfolgt ein Austausch des Wasserstoffatoms in einer Hydroxyl-, Amino- oder

Carboxyl-Gruppe durch ein endogenes Molekul. In der Regel haben die durch eine
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Konjugation entstandenen Metabolite keine pharmakologische Aktivitat, weisen eine
sehr gute Wasserloslichkeit auf und werden leicht im Urin ausgeschieden. Phase-II-
Reaktionen sind in der Regel detoxifizierend. Als wichtigste Phase-II-Reaktionen sind
die Glucuronidierung, Sulfatierung, Acetylierung, und Konjugation mit Glutathion oder

Aminosauren zu nennen [163-165].

Die Identifizierung von Metaboliten spielt eine wesentliche Rolle in der STA. Da die
Anzahl kommerziell erhaltlicher Standards limitiert ist und viele Metabolite nicht in
Reinform zuganglich sind bzw. deren Synthese aufwendig und teuer ist, wurden ver-
schiedene Ansatze zum Nachweis von Metaboliten ohne Referenzverbindungen ge-
macht. Mit Hilfe von Softwareprogrammen lassen sich im Datenfile einer Probe auch
Substanzen nachweisen, die nicht in der Datenbank oder Bibliothek vorhanden sind
bzw. deren Existenz bis dato nicht bekannt war. Kommerziell erhaltliche Software fur
die Suche und Identifizierung von Metaboliten wie zum Beispiel Metabolynx der
Firma Waters und MassHunter Metabolite ID der Firma Agilent wurde flr die auto-
matisierte Auswertung von massenspektrometrischen Chromatogrammen und Spek-
tren entwickelt und angewendet [166-168]. Die Software Metabolite ID bendtigt je-
doch fur die Metabolitensuche ein Referenzdatenfile mit dem Ausgangsstoff um in
einem weiteren Datenfile nach Metaboliten zu suchen. Diese Anwendung ist sehr
geeignet fur pharmakologische Untersuchungen zum Beispiel in der Wirkstoffent-
wicklung und -testung. Bei der STA hingegen existiert nicht fur jede identifizierte
Substanz eine Referenzmessung unter den gleichen chromatographischen Bedin-

gungen, was die Anwendung dieser Software fir diesen Zweck stark einschrankt.

Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit ein neues Tool zur Suche nach Metaboliten
geschaffen, mit dessen Hilfe die Licke zwischen den durch die Bibliothek identifizier-
baren Substanzen und deren in der Bibliothek und Datenbank nicht erfassten bzw.
noch unbekannten Metaboliten geschlossen werden soll. Dabei ist der Nachweis von
Metaboliten nicht nur in Abwesenheit der Muttersubstanz bedeutsam, sondern auch
zur zusatzlichen Bestatigung der Wirkstoffeinnahme oder zur Klarung unbekannter

chromatographischer Peaks.
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4.41 Aufbau und Funktionsweise des Metaboliten-Tools

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Metaboliten-Tool stellt eine Schnittstelle
zwischen identifizierten Substanzen (Bibliotheksabgleich), vorgeschlagenen Sub-
stanzen (Datenbankabgleich) und Summenformeln ohne konkreten Substanzbezug
dar. Mit Hilfe dieses Tools kdnnen zusatzliche Informationen zum untersuchten Fall
erhalten werden. So kann zum Beispiel die Identitat eines Wirkstoffes durch vorge-
schlagene Metabolite bestatigt werden. Dies ist von besonderer Bedeutung, wenn
das Signal des Wirkstoffs durch koeluierende Peaks gestort oder ohnehin sehr gering
und nicht eindeutig identifizierbar ist. Weiterhin kann eine Substanz anhand ihrer
Metabolite nachgewiesen werden, wenn diese bereits komplett metabolisiert und
nicht mehr detektierbar ist. In der Haaranalyse besteht die wichtigste Anwendung des
Tools in der Unterscheidung zwischen einer Kontamination der Probe und einem
stattgefundenen Konsum. Letzerer kann nach eindeutiger Substanzidentifikation

durch eine gezielte Suche nach nichthydrolytischen Metaboliten erfolgen.

Des Weiteren kénnen auch Informationen bzgl. der Applikation wie zum Beispiel der
oralen oder parenteralen Aufnahme durch die Metaboliten-Wirkstoff-Verhaltnisse
geliefert werden. Durch Anwendung des Tools sind auch pharmakogenetische Un-
tersuchungen maglich [169]. So lassen sich zum Beispiel schnelle und langsame

Acetylierer anhand der aufzufindenden Metabolitenmuster unterscheiden.

Das Schema des entwickelten Tools ist in Abbildung 4.29 dargestellt und beinhaltet
zwei grundlegende Algorithmen. Zum einen kénnen aus einer Liste identifizierter
bzw. vorgeschlagener Substanzen mogliche Metabolite automatisch generiert wer-
den. Zum anderen kann ein vermeintlicher Metaboliten-Peak Uber dessen Summen-
formel, welche durch die akkurate Masse und das Isotopenmuster zuganglich ist,
einer inversen Metabolisierung unterzogen und mit der Datenbank abgeglichen wer-
den, wodurch potentielle Muttersubstanzen vorgeschlagen werden. Dieses Tool ope-
riert unabhangig von der verwendeten Auswertesoftware, sodass eine Anwendung

universell gegeben ist.

Die beiden Algorithmen sollen im Folgenden naher erlautert werden.
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Analysiertes Datenfile
Liste aller identifizierten Substanzen oder Summenformeln moéglicher Metabolite

Export: Name, Export:
Masse und Summenformel
Summenformel moglicher
identifizierter Metabolite
Substanzen
Metaboliten Tool
_> »Find Metabolites* »Find Parent Drug“
Metabolisierung inverse Metabolisierung

X(+1)l i lx(-1)
1
1

Liste automatisch anzuwendender Biotransformationen

Name Masse Formel Phase
-Me - 14,0157 -CH, I
+0 + 15,9949 +0 |
-Me+O + 1,9792 -CH,+O I

+Gluc +176,0321  +CgHgOg I

J: Filtern und Zuordnen

Datenbank

4Forensics and Toxicology Database*
Zuordnung von Substanznamen anhand
Ubereinstimmender Summenformeln

| |

Output - Metabolitenliste Output - Substanzvorschlage
Liste aller moglichen Metabolite mit modifiziertem Liste aller méglichen Wirkstoffe
Namen, Summenformel und Masse Name, Summenformel und Masse

T — T

Datenfile
gezielte Suche nach Wirkstoffen mit Hilfe der
erzeugten Metabolitenliste mittels ,,Find by
Formula“ in der MassHunter Software

Datenfile
gezielte Suche nach Metaboliten mit Hilfe der
erzeugten Metabolitenliste mittels ,,Find by
Formula“ in der MassHunter Software

I

Suche nach weiteren Metaboliten
des potentiellen Wirkstoffs mittels
,Find Metabolites”

Manuelle Interpretation
Plausibilitatsprifung vorgeschlagener Metabolite
Strukturaufklarung anhand von CID-Spektren

Abbildung 4.29: Schema des Metaboliten-Tools. ,Find Metabolites“: Erzeugung einer Liste moglicher
Metabolite unter Verwendung einer Liste von Biotransformationen sowie einer Ergebnisliste identifi-
zierter oder vorgeschlagener Substanzen. ,Find Parent Drug“: Inverse Metabolisierung einer Sum-
menformel und Suche nach méglichen Ausgangssubstanzen in einer Datenbank.

130



Ergebnisse und Diskussion

Algorithmus ,Find Metabolites”

In Abbildung 4.30 ist der Algorithmus ,Find Metabolites“ mit dem Metaboliten-Tool
dargestellt. Ausgangspunkt ist die Liste der in dem Analysefile durch die Bibliothek
identifizierten oder Uber die Datenbank vorgeschlagenen Wirkstoffe. Diese Ergeb-
nisse werden zunachst in eine Datei (,Ergebnisse.csv®) exportiert. Das Format, wel-
ches den Aufbau dieser Textdatei beschreibt, ist comma-separated values (csv) und
ist geeignet zur Speicherung und zum Austausch von Daten. Diese Datei beinhaltet
mindestens die Spalten ,Name®, ,Masse” und ,Formel“. Da das Metaboliten-Tool so
konzipiert wurde, dass die bendtigten Informationen Uber den Header der zu ver-
wendenden Spalte ermittelt werden, dirfen auch zusatzliche Angaben in der Datei
enthalten sein. Die Funktionalitat des Tools wird dadurch nicht beeintrachtigt. Es
konnen auch manuell weitere Eintrdge wie z. B. schnell metabolisierende Wirkstoffe

hinzugefugt werden. Diese Eintrage empfehlen sich bei einem gerichteten Verdacht.

Exportierte Liste mittels Datenbank und Bibliothek identifizierter Substanzen

Name Masse Formel

Tramadol 263,1885 C16H25NO2

Codein 299,1521 C18H21N03
+

Liste anzuwendender Biotransformationen

Name Masse Formel Phase
-Me - 14,0157 -CH, |
+0 + 15,9949 +0 |
-Me+O + 1,9792 -CH,+O |

+Gluc +176,0321 +CeHgOs I

v

Metabolitendatei - Liste potentieller Metaboliten fiir eine gezielte Suche

Name Masse Formel Phase
Tramadol-Me 249,1728 C45H23NO,» |
Tramadol+O 279,1834 C16H25NO3 |
Tramadol-Me+O 265,1677 C15H23NO3 |
Tramadol+Gluc 439,2206 CooH33NOg I
Codein-Me 285,1364 C17H1gNO3 |
Codein+O 315,1470 C1gH21NO4 |
Codein-Me+O 301,1313 C17H19NO4 |

I

Codein+Gluc 475,1842 Co4HogNOg

Abbildung 4.30: Verwendete Dateien fir den Algorithmus ,Find Metabolites“ des Metaboliten-Tools
am Beispiel von Tramadol: Die aus MassHunter exportierte Ergebnisliste wird unter Verwendung einer
Metabolisierungsdatei in eine Liste von moglichen Metaboliten tberfihrt.
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Fur die Berechnung mdglicher Biotransformationsprodukte wird eine zweite csv-Datei
(,Metabolisierung.csv) mit Biotransformationsreaktionen verwendet. Diese enthalt
vier Header: ,Name®, ,Masse®, ,Formel® und ,Phase” der entsprechenden Biotrans-
formationen. In dieser Datei sind alle zu verwendenden Modifikationen eingetragen.
Diese kdonnen beliebig reduziert oder erganzt werden. Mit dem Befehl ,Find Meta-
bolites“ werden alle Metabolisierungsreaktionen der Datei ,Metabolisierung.csv* auf
die Eintrage der Datei ,Ergebnisse.csv angewendet. Begonnen wird bei dem ersten
Eintrag der Datei ,Ergebnisse.csv“. Es werden alle Metabolisierungen, die als Phase-
| in der Datei ,Metabolisierung.csv“ eingetragen sind, auf den Namen, die Masse und
die Summenformel der Substanz angewendet. AnschlieBend erfolgt die Phase-II-
Metabolisierung aller so erhaltenen Produkte sowie der Ausgangssubstanz. Dieser
Algorithmus wird fir alle weiteren Eintrage der Datei ,Ergebnise.csv* durchgeflihrt
und alle neu erhaltenen transformierten Ergebnisse in eine neue Datei, welche
ebenfalls die Header ,Name®, ,Masse®, ,Formel® und ,Phase” beinhaltet, eingetragen.
Mit Hilfe dieser Automatisierung erfolgt innerhalb einer Sekunde die Erzeugung einer
Liste mit bis zu mehreren hundert méglichen Metaboliten flir eine einzelne Substanz.
Diese postulierten Metabolite sind lediglich berechnet und kénnen auf Grund ihrer
Struktur unrealistisch sein. Diese erzeugte Datenbank wird fur eine erneute, gerich-
tete Suche mit dem Algorithmus ,Find by Formula® in der MassHunter Qualitative
Software verwendet. Hierbei werden die nicht identifizierten Peaks der extrahierten
lonenchromatogramme anhand der akkuraten Masse sowie des Isotopenmusters mit
der berechneten postulierten Metabolitensummenformel abgeglichen. Bei Uberein-
stimmung erfolgen eine Plausibilitatsprufung sowie eine Strukturaufklarung anhand

von CID-Spektren.

Algorithmus ,Find Parent Drug“

Der dem Befehl ,Find Parent Drug“ zugrundeliegende Algorithmus stellt eine gezielte
Suche nach einem Wirkstoff ausgehend von einem vermeintlichen Metaboliten dar.
Diese Suche ist besonders wertvoll bei Wirkstoffen, die schnell metabolisiert werden
und deren Metabolite intensive Peaks im Chromatogramm liefern. Es kann grundle-
gend jeder als Metabolit betrachtete Peak verwendet werden. Auf Grund der Vielzahl
an Peaks in einem Datenfile ist diese Methode jedoch nur fUr nicht identifizierte, sehr
intensive Peaks praktikabel. Mit Hilfe der akkuraten Masse und des Isotopenmusters
ist es moglich, die Summenformel des vermeintlichen Metabolitenpeaks zu ermitteln.

Diese wird in das Metaboliten-Tool eingetragen. Ausgehend von der Summenformel
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kann dann eine Liste ausgewahlter Metabolisierungsreaktionen verwendet werden,
die invers angewendet wird. Die somit erhaltenen Summenformeln maoglicher Wirk-
stoffe werden dann automatisch mit der Datenbank abgeglichen. Dabei werden hau-
fig zu einer Summenformel mehrere Wirkstoffnamen isomerer Substanzen angege-
ben. Daher sollte die erhaltene Liste moglicher Wirkstoffe manuell auf Plausibilitat
Uberpruft werden. In Abbildung 4.31 ist am Beispiel der identifizierten Summenformel
C16H25NO3 der Algorithmus ,Find Parent Drug” dargestellt. Entsprechend der vorge-
gebenen inversen Metabolisierungsreaktionen werden zunachst Summenformeln
potentieller Muttersubstanzen erzeugt. Diese werden dann in der Datenbank
.Forensics and Toxicology Database“ gesucht und Ubereinstimmenden Eintragen
zugeordnet. In diesem Beispiel kommen von den 17 in der Datenbank gefundenen
Substanzen nur 12 auf Grund ihrer Struktur und damit verbundenen Metabolisie-
rungsreaktion in Frage. Botoxycain ist eine der finf Substanzen, die ausgeschlossen
werden kann, da dessen Demethylierung zur Bildung des potentiellen Metaboliten

auf Grund der fehlenden Methylgruppe in der Ausgangssubstanz nicht moglich ist.

Diese potentiellen Ausgangssubstanzen kdnnen zum einen direkt fur eine gezielte
Suche oder zum anderen fur eine Suche nach weiteren Metaboliten mit dem Befehl
,Find Metabolites* verwendet werden. So kann der Nachweis eines Wirkstoffs ent-
weder direkt erfolgen, insbesondere wenn die Substanz in sehr niedriger Konzentra-
tion vorhanden ist und nur durch eine gezielte Suche identifiziert werden kann, oder

durch den Nachweis weiterer, den Befund ergéanzender Metabolite.
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Identifizierte Summenformel eines potentiellen Metabolitenpeaks

C16H25NO;

+

Liste anzuwendenderinverser Biotransformationen

Name Masse Formel Phase
+Me +14,0157 +CH, |
-0 - 15,9949 -0 |
+Me-O - 1,9792 +CH,-O |

|

+2Me;+Et +28,0314 +CHy

v

Liste erzeugter Summenformeln potentieller Wirkstoffe

Modifikation Formel

+Me C47H27NO3
-0 C16H2sNO,
+Me-O C17H27NO2

+2Me;+Et C1gH20NO3

Zuordnung der Summenformeln zu Datenbankeintragen
der ,Forensics and Toxicology Database®

Liste potentieller Wirkstoffe bzw. Datenbankeintrage

Name Masse Formel aus Metabolit

Butoxycain 293,1991 C17H27NO3 Butoxycain-Me
Embutramid 293,1991 C47H27NO3 Embutramid-Me
Nonivamid 293,1991 C47H27NO3 Nonivamid-Me

Pramocain 293,1991 C17H27NO3 Pramocain-Me

Butacarb 263,1885 C1gH25NO2 Butacarb+O

Butethamat 263,1885 C46H25NO> Butethamat+0O
Cyclexanon 263,1885 C46H25NO>» Cyclexanon+O
Thymylisoamylcarbamat 263,1885 C16H25NO32 Thymylisoamylcarbamat+O
Tramadol 263,1885 C16H25NO2 Tramadol+O
O-Desmethylvenlafaxin 263,1885 C16H25NO, O-Desmethylvenlafaxin+O
Propivan 277,2042 C17H27NO, Propivan-Me+O
Venlafaxin 277,2042 C47H27NO, Venlafaxin-Me+O
Amprotropin 307,2147 C4gHo9gNO3 Amprotropin-2Me;-Et
Betaxolol 307,2147 C1gH29NO3 Betaxolol-2Me;-Et
Butamirat 307,2147 C18H29NO3 Butamirat-2Me;-Et
Dihydrocapsaicin 307,2147 C18H2gNO3 Dihydrocapsaicin-2Me;-Et

Topicain 307,2147 C4gHo9NO3 Topicain-2Me;-Et

Abbildung 4.31: Verwendete Dateien fir den Algorithmus ,Find Parent Drug” des Metaboliten-Tools:
Die identifizierte Summenformel C4cH,5NO; lieferte unter Anwendung einer Metabolisierungsdatei 17
Eintrdge aus der Datenbank. Von denen kommen nur die 12 kursiv dargestellten Substanzen auf
Grund ihrer Struktur in Frage.

Anwendung des Metaboliten-Tools anhand einer Blutprobe
Anhand des identifizierten Tramadols (RT = 7,1 min) in Abbildung 4.32 soll die An-
wendung des Metaboliten-Tools demonstriert werden. Insgesamt wurden 19

Metabolite aus Demethylierungs-, Hydroxylierungs-, N-Oxid-Bildungs- und Glucuro-

nidierungs-Biotransformationen gefunden und mittels CID-Spektren bestatigt.
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' |+ESI EIC(20.0000-30.0000) Scan Frag=150.0V 944_Poroshell_ACN_5u_2.d ***ZERO ABUNDANCE***

4 Counts x 107

Tramadol

1.2 1.6 2.0 2.4 2.8 3.2 3.6 4.0 4.4 4.8 5.2 5.6 6.0 64 6.8 7.2 7.6 8.0 8.4 8.8
Time, min

Abbildung 4.32: Fallbeispiel 09/994, Proteinfallung einer Venenblutprobe. Anwendung des Tools mit
dem Algorithmus ,Find Metabolites” auf den Peak bei 7,089 min, welcher durch die Bibliothekssuche
als Tramadol (T) identifiziert wurde. Insgesamt wurden 19 Metabolite, die durch Demethylierung, Dide-
methylierung, Tridemethylierung, Hydroxylierung oder unter Bildung des N-Oxids, deren Kombina-
tionen und Kombination der Glucuronidierung, gefunden. Durch Abgleich der akkuraten Masse und
des Isotopenmusters wurde folgende Peakidentifikation vorgeschlagen: 17 = O-Demethyl-T (ebenfalls
Uber die Bibliothekssuche identifiziert); 19 = N-Demethyl-T, 11 = N,O-Didemethyl-T, Unterscheidung
zu 16 durch die Retentionszeit; 16 = N,N-Didemethyl-T; 15 = Tridemethyl-T, 13,18 = Hydroxy-T und T-
N-Oxid; 1,3,10,14 = isomere Hydroxydemethyl-T; 2,12 = isomere Hydroxydidemethyl-T; 4 =
Glucuronid des Demethyl-T; 5,7 = Glucuronid des Didemethyl-T; 6 = Glucuronid des
Hydroxydemethyl-T; 8 = Glucuronid des Hydroxydidemethyl-T; 9 = Glucuronid des Hydroxy-T.

Dabei handelte es sich um O-Demethyltramadol (RT = 4,7 min), N-Demethyltramadol
(RT = 6,7 min), N,O-Didemethyltramadol (RT = 3,9 min), N,N-Didemethyltramadol
(RT = 4,6 min), Tridemethyltramadol (RT = 4,6 min), Hydroxytramadol und Tramadol-
N-Oxid (RT = 4,2 min und 4,9 min), Isomere des Hydroxydemethyltramadols (RT =
1,7 min, 2,2 min, 3,8 min und 4,3 min), Isomere des Hydroxydidemethyltramadols
(RT = 2,0 min und 4,1 min), Glucuronid des Demethyltramadols (RT = 2,8 min),
Glucuronid des Didemethyltramadols (RT = 2,9 min und 3,2 min), Glucuronid des
Hydroxydemethyltramadols (RT = 2,9 min), Glucuronid des Hydroxydidemethyltrama-
dols (RT = 3,3 min) und Glucuronid des Hydroxytramadols (RT = 3,6 min). Die Unter-
scheidung von N,O-Didemethyltramadol und N,N-Didemethyltramadol kann anhand
der Polaritaten beider Substanzen erfolgen, wobei das hydrophilere N,O-Didemethyl-
tramadol bei der RP-Chromatographie die kirzere Retentionszeit aufweist. Eine ein-
deutige Identifizierung war nur fur den Metaboliten O-Demethyltramadol méglich, da
dieser als einziger in der Bibliothek enthalten war. Eine Unterscheidung zwischen
den zwei oder mehr gebildeten isomeren Metaboliten ist ohne zusatzliche Informatio-
nen nicht mdglich. Dennoch zeigt dieses Beispiel, dass das Metaboliten-Tool sehr
natzlich zur Bestatigung des identifizierten Wirkstoffs ist und dartber hinaus eine
Erklarung fur die intensivsten Peaks im Chromatogramm lieferte.
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4.4.2 Anwendung des Metaboliten-Tools in der Haaranalyse

Der Nachweis von Metaboliten ermoglicht in der Haaranalyse haufig eine zusatzliche
Bestatigung eines Wirkstoffs und spielt eine Schlisselrolle bei der Unterscheidung
zwischen externer Kontamination und systemischer Inkorporation ins Haar. Alleine
die eindeutige ldentifizierung einer Substanz stellt noch keinen Beweis flur einen Kon-
sum dar. Eine durch die Umwelt von aul3en ins Haar eingetragene Substanz wie zum
Beispiel Cocainstaub oder Marihuanarauch, resultierend aus Fremdkonsum, stellt
eine Kontamination dar und kann zu einem positiven Befund fuhren. Dieser Eintrag
kann auch durch die in der Probenvorbereitung Ublichen Dekontaminationsschritte
nicht vollig entfernt werden. Zur Unterscheidung zwischen einer Kontamination und
einer systemischen Aufnahme des Wirkstoffs ist es daher nétig, weitere auf den
Wirkstoff zurlckzufuhrende Substanzen nachzuweisen. Diese sollten ausschlief3lich
im Organismus durch die dort stattfindende Biotransformation wie Hydroxylierung,
Desalkylierung oder Phase-llI-Konjugationen entstehen und keinen anderen Ur-
sprungsort haben. Hydrolytische Metabolite stellen keinen eindeutigen Beweis fur
einen Konsum dar, da sie auch aulderhalb eines Organismus ohne Metabolisierungs-
reaktionen entstehen konnen. Beispiele hydrolytischer Metabolite sind durch
Esterspaltung aus Cocain entstandenes Benzoylecgonin oder aus Heroin durch
Desacetylierung entstandenes Acetylmorphin und Morphin, wahrend Norcocain oder

Normorphin nicht-hydrolytische Metabolite des Cocains oder Heroins darstellen.

Mit Hilfe des Nachweises von Metaboliten kann auch dann noch ein Konsum von
Drogen oder Medikamenten belegt werden, wenn die Muttersubstanz eine kurze
Halbwertszeit im Blut hat, nicht oder nur schlecht ins Haar eingelagert wird oder in-
stabil im Haar ist. Auch instabile Metabolite, welche eine hohe Inkorporationsrate ins
Haar aufweisen, kénnen im Haar nachgewiesen werden. Des Weiteren sind
pharmakogenetische Studien zu CYP Polymorphismen anhand von Metaboliten-
Wirkstoff-Konzentrationsverhaltnissen madglich [169]. Analog zu anderen Matrizes
sind Informationen zur Art der Einnahme wie zum Beispiel oral oder parenteral Gber

das Metaboliten-Wirkstoff-Verhaltnis zuganglich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Haarproben aus Todesfallen mit bekanntem Dro-
genmissbrauch oder therapeutischer Medikamenteneinnahme mit dem selbstent-
wickelten Metaboliten-Tool systematisch auf die Anwesenheit von Metaboliten unter-

sucht. Durch die Anwendung des Algorithmus ,Find Metabolites® auf die identifizier-
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ten Wirkstoffe wurden automatisch die Summenformeln mdglicher Metabolite be-
rechnet. Die daraus resultierende Liste wurde in der MassHunter Software unter
Verwendung des Algorithmus ,Find by Formula® verwendet, um im Datenfile nach
Summenformeln potentieller Metabolite zu suchen. Zur Bestatigung eines vorge-
schlagenen Metaboliten wurde auf Plausibilitat Gberprift und die CID-Spektren wur-

den zur Strukturaufklarung herangezogen.

Anhand einiger ausgewahlter Beispiele soll die Anwendung des Metaboliten-Tools

demonstriert werden.

Beispiel fiir Cocain-Metabolite im Haar

Von den 30 insgesamt in dieser Arbeit untersuchten Haarproben von Drogenkonsu-
menten wurde in 20 Cocain nachgewiesen (siehe Abschnitt 4.3.3. und Tabelle 4.13).
Der Fall 10/105, in dem neben Cocain auch zwei seiner Metabolite Benzoylecgonin
und Norcocain mittels Bibliothekssuche eindeutig identifiziert wurden, ist in Abbildung
4.33 (a) dargestellt.

Der Nachweis von Benzoylecgonin, einem hydrolytischen Metaboliten des Cocains,
liefert noch keinen Beweis fur einen erfolgten Konsum von Cocain. Dahingegen be-
legt der nicht-hydrolytische Metabolit Norcocain dessen Konsum. Durch die Anwen-
dung des Metaboliten-Tools wurden neben Norcocain weitere nicht-hydrolytische
Metabolite vorgeschlagen (siehe Abbildung 4.33 (b)). Dabei handelt es sich um vier
bis funf hydroxylierte oder oxidierte und sechs bis sieben demethylierte und hydroxy-
lierte oder oxidierte Cocainmetabolite. Die chromatographischen Peaks basieren auf
einem Vergleich des Isotopenmusters und der akkuraten Masse der vorgeschlage-
nen Metabolite Die Biotransformationsprodukte des Cocain-Me+O lieRen sich als m-
Hydroxybenzoylecgonin und p-Hydroxybenzoylecgonin (RT = 3,6 min und 4,1 min),
Benzoylecgonin-N-oxid (RT = 5,2 min), Norcocain-N-oxid (RT = 5,6 min), m-

Hydroxynorcocain und p-Hydroxynorcocain (RT = 6,1 min und 6,6 min) identifizieren.
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Abbildung 4.33: Haarprobe des Falls 10/105: (a) EICs des mittels Bibliothek identifizierten Cocains,
Benzoylecgonins und Norcocains, (b) 100fache Vergréerung der EICs des mittels Metaboliten-Tools
nachgewiesenen Hydroxycocains bzw. Cocain-N-oxids sowie deren Demethylierungsprodukte, (c)
CID-Spektrum von Hydroxybenzoylecgonin bei 4,1 min, (d) CID-Spektrum von Hydroxynorcocain bei
6,6 min, (e) CID-Spektrum von Hydroxycocain bei 5,8 min, (f) CID-Spektrum von Cocain-N-oxid bei
7,4 min.

Aus der Metabolisierung des Cocains durch eine Monooxygenierung wurden m-
Hydroxycocain und p-Hydroxycocain (RT = 5,8 min und 6,3 min), Cocain-N-oxid (RT
= 7,4 min) und Cocain+O (RT = 9,0 min) identifiziert. Zur Unterscheidung der Iso-
mere wurden deren CID-Spektren herangezogen. Das charakteristische Fragmention
121 m/z (Hydroxybenzaldehyd) ist nur bei einer metabolisch erfolgten Hydroxylierung
am Aromaten zu finden (siehe Abbildung 4.33 (c)-(e)). Dahingegen wird bei einer

metabolischen N-Oxidierung ein um die Masse des Sauerstoffs groleres
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Fragmention, wie zum Beispiel das Fragmention 198 m/z in Abbildung 4.33 (f) des
Cocain-N-oxids, erhalten. Zur Differenzierung zwischen Nor- und Benzoylecgonin-
metaboliten wurde 82 m/z fur Benzoylecgoninmetabolite als diagnostisches
Fragmention verwendet. Bei Nor-Metaboliten wurde das um eine CHz-Einheit
geringere Fragmention 68 als diagnostisch betrachtet. Die sich aus der Interpretation
der chromatographischen Peaks und deren CID-Spektren ergebenden Befunde ste-
hen gut im Einklang mit den in der Literatur zu findenden Metaboliten (siehe Abbil-
dung 4.34) [170-172].

~H ~H ~H
N COOH -~ N COOCH; N COOC;Hs
ROCOCGH,; 5 X,OCOCsHs 5 X _OCOCgH;
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T ~CHs _~CHj
_ch, COOCH; CH;CH,0H N _cooc;Hs
N COOH 0COCgH;s OCOCgHs
|§ X _-0OCOCgHs (0]] Cocaine (COC) Cocaethylene (CE)
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N COOH (0] _-CH,
N OOCH
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oco —Q
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/ l H0
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Abbildung 4.34: Metabolismusschema von Cocain [172].

In diesem Fall lieferten die identifizierten Metabolite des Cocains eine zusatzliche
Bestatigung eines erfolgten Cocainkonsums. Der Vergleich der Signalintensitaten
aller detektierten Substanzen zeigt jedoch, dass die Metabolite in einer deutlich nied-
rigeren Konzentration als der Wirkstoff Cocain im Haar vorhanden waren. Dies liegt
daran, dass die Metabolite mit der abnehmenden Lipophilie und Basizitat schlechter
ins Haar eingelagert werden [150, 151]. Nur in Fallen mit hohem Cocainkonsum
konnten die intensivsten Metabolitenpeaks (Hydroxycocain und Hydroxybenzoyl-

ecgonin) ebenfalls herangezogen werden.

139



Ergebnisse und Diskussion

Beispiele fiir Amphetamin-Metabolite im Haar

Zwei der untersuchten Haarproben wiesen hohe Konzentrationen an Amphetamin
auf. Anhand dieser beiden Haarproben wurde eine systematische Suche nach Meta-

boliten vorgenommen.

Im ersten Fall 09/768 wurden Methamphetamin (0,048 ng/mg) und Amphetamin
(30 ng/mg) mittels Bibliothekssuche identifiziert. Amphetamin stellt bereits einen
moglichen Metaboliten des Methamphetamins dar. Aus dem Konzentrationsverhalt-
nis ist aber anzunehmen, dass es in dieser Probe nur zu geringem Teil aus der
Metabolisierung hervorging und im Wesentlichen als Wirkstoff eingenommen wurde.
Bei der Suche nach Methamphetaminmetaboliten konnte der im Metabolismus-
schema in Abbildung 4.35 dargestellte Hydroxymetabolit des Methamphetamins nicht
nachgewiesen werden. Jedoch wurden das bereits identifizierte Amphetamin, sowie
zwei Hydroxyamphetaminmetabolite gefunden (siehe Abbildung 4.36). Das
Signalverhaltnis der Hydroxymetabolite zu Amphetamin ist ca. 1:20. Mit Hilfe der
CID-Spektren wurde der Peak bei RT = 2,7 min in Abbildung 4.35 als Norephedrin,
der zweite bei RT = 3,4 min als p-Hydroxyamphetamin identifiziert. Eine Unter-
scheidung beider Isomere konnte alleine schon anhand der Wasserabspaltung,
welche nur beim Norephedrin ablaufen kann und zu einer Verlangerung des Ttr-
Elektronensystems fuhrt, erfolgen (siehe Abbildung 4.36 (b)). Aus der Literatur ist
bekannt (siehe Abbildung 4.35), dass sich aus beiden Metaboliten das p-Hydroxy-
norephedrin bildet [173]. Dieses konnte jedoch nicht in den untersuchten Haarproben
nachgewiesen werden. Ein Grund dafur konnte sein, dass es auf Grund seiner sehr
hydrophilen Eigenschaften nur schlecht oder gar nicht ins Haar eingelagert wird. Ein
weiterer im Metabolismusschema in Abbildung 4.35 dargestellter Metabolit
Phenylaceton konnte ebenfalls nicht gefunden werden. Bei einer Uberpriifung der
Detektierbarkeit dieser Substanz mittels ESI zeigte sich, dass diese Substanz unter
diesen Bedingungen nicht ionisierbar ist. Unter Verwendung der negativen lonisation
wurde die Anwesenheit von Benzoesaure uUberprtft, welche jedoch ebenfalls nicht

nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 4.35: Metabolismusschema von Methamphetamin [173].
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Abbildung 4.36: Haarprobe des Falls 09/768: (a) EICs des mittels Bibliothek identifizierten Ampheta-
mins und der mittels Metaboliten-Tools nachgewiesenen Monohydroxyamphetaminmetabolite, (b)
CID-Spektrum von Norephedrin bei 2,7 min, (c) CID-Spektrum von p-Hydroxyamphetamin bei 3,4 min.
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Im zweiten Fall 10/079 wurden mittels Bibliothekssuche Amphetamin (6,2 ng/mg) und
Ecstasy (MDMA) (0,90 ng/mg) identifiziert. Die systematische Suche nach Ecstasy-
Metaboliten lieferte keine potentiellen Metabolitenpeaks. Bei der Suche nach
Amphetaminmetaboliten zeigte sich entgegen den im vorigen Beispiel gemachten
Beobachtungen, dass die beiden Hydroxymetabolite des Amphetamins nicht nach-
gewiesen werden konnten. Anstelle dessen wurde N-Acetylamphetamin (RT =

5,6 min) als ein moglicher Metabolit vorgeschlagen (siehe Abbildung 4.37 (a)).
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Abbildung 4.37: Haarprobe des Falls 10/079: (a) EICs des mittels Bibliothek identifizierten Ampheta-
mins und MDMA und mittels Metaboliten-Tools vorgeschlagenen N-Acetylamphetamins, (b) CID-
Spektrum des vorgeschlagenen N-Acetylamphetamins bei 5,6 min, (c) Fragmentierungsschema von
Mephedron [174].

Bei der Interpretation des CID-Spektrums stellte sich jedoch heraus, dass es sich
hierbei nicht um N-Acetylamphetamin handeln kann. Insbesondere das intensive
Signal des Neutralverlusts von Wasser spricht gegen den vorgeschlagenen
Metaboliten (siehe Abbildung 4.37 (b)), obwohl eine Wasserabspaltung im geringeren
MafRRe auch fur dieses Molekul nicht auszuschlieBen ist. Bei der manuellen
Interpretation des CID-Spektrums und dem Vergleich mit in der Literatur gefundenen
CID-Spektren von Cathinonen stellte sich heraus, dass es sich bei der Verbindung
mit hoher Wahrscheinlichkeit um Mephedron handelt (siehe Abbildung 4.37 (c))
[174]. Jedoch war auf Grund der niedrigen Signalintensitat und Matrixinterferenzen
fir einige erwartete Fragmentionen die Massenabweichung zu gro3. Da dieser
Wirkstoff noch nicht in der Datenbank und daher auch nicht in der Bibliothek erfasst
ist, war dessen eindeutige Identifizierung nicht moglich. Weitere, den Befund
bestatigende Metabolite des Mephedrons wurden nicht gefunden. Eine eindeutige
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Aussage Uber das Vorhandensein von Mephedron in dieser Haarprobe liel3 sich
daher nicht abschlieend klaren und kann erst durch die Messung der
Referenzsubstanz erfolgen. Dieses Beispiel verdeutlicht, dass die Anwendung des
Metaboliten-Tools lediglich Vorschlage auf der Basis der akkuraten Masse und des
Isotopenmusters liefert und eine Unterscheidung isomerer Verbindungen anhand von
CID-Spektren erforderlich ist.

Beispiel fiir Tramadol-Metabolite im Haar

Der Medikamentenwirkstoff Tramadol wurde in dieser Arbeit mit einer hohen Haufig-
keit in Haarproben nachgewiesen (siehe Abschnitt 4.3.3. Tabelle 4.14). Ein Fall mit
einer besonders hohen Konzentration im Haar war 09/801. Anhand dieses Fallbei-
spiels soll der Umfang an nachweisbaren Tramadolmetaboliten in der Haaranalyse
dargestellt werden. Tramadol (RT = 6,8 min) sowie sein Metabolit O-Demethyltrama-
dol (RT = 5,0 min) konnten mittels Bibliothekssuche eindeutig identifiziert werden
(siehe Abbildung 4.38 (a)). Durch die Anwendung des Metaboliten-Tools und der
Suche nach weiteren Metaboliten konnten Signale flir N-Demethyltramadol (RT
7,1 min), N,N-Didemethyltramadol (RT = 5,2 min), N,O-Didemethyltramadol (RT
3,2 min), funf Isomere des Hydroxytramadols bzw. Tramadol-N-oxids (RT = 4,8 min,
5,6 min, 6,2 min, 6,5 min und 7,2 min), N,N,O-Tridemethyltramadol (RT = 3,0 min),

Demethyltramadolglucuronid (RT = 3,2 min), sowie acetyliertes N,N-Didemethyl-

tramadol (RT = 10,3 min) und N-Demethyltramadol-N-oxid oder Hydroxy-N-
demethyltramadol (RT = 10,4 min) erhalten werden (siehe Abbildung 4.38).
Einschrankend muss bemerkt werden, dass es sich zunachst nur um Vorschlage
handelt, die jedoch durch das Fragmentierungsverhalten gestutzt werden und sich
durch ihre Anwesenheit gegenseitig bestatigen.
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Abbildung 4.38: Haarprobe 09/801: (a) EICs der mittels Bibliothek identifizierten Substanzen Trama-
dol und O-Demethyltramadol sowie das mittels Metaboliten-Tools nachgewiesene N-Demethyltrama-
dol, (b) 10fache VergréfRerung der EICs, der mittels Metaboliten-Tools nachgewiesenen Metabolite
N,O-Didemethyltramadol, N,N-Didemethyltramadol und finf Isomere des Hydroxytramadols bzw.
Tramadol-N-oxids, (c¢) 100fache VergroRerung der EICs, der mittels Metaboliten-Tools nachge-
wiesenen Metabolite N,N,O-Tridemethyltramadol, Demethyltramadolglucuronid, acetyliertes N,N-Dide-
methyltramadol und N-Demethyltramadol-N-oxid oder Hydroxy-N-demethyltramadol.

In diesem wie auch anderen Fallen zeigte sich, dass Tramadol den intensivsten Peak
darstellte und dass dessen Metabolite in niedriger Konzentration vorhanden waren.
Mit zunehmender Hydrophilie der detektierten Metabolite zeigte sich eine Signalab-
nahme, was mit einer verminderten Einlagerung ins Haar erklarbar ist. Das hier
nachgewiesene Glucuronid des Tramadols stellte eine Ausnahme der sonst nachge-

wiesenen Metabolite dar und wurde nur in dieser Probe detektiert.

Beispiele fiir Tilidin-Metabolite im Haar

Das Opioid Tilidin wurde nur sehr selten in der Systematischen Toxikologischen
Analyse in Haarproben identifiziert. In Abbildung 4.39 sind drei Falle 09/994, 09/973
und 09/915 dargestellt, in denen es direkt oder dessen Einnahme indirekt nachge-
wiesen werden konnte. Lediglich im Fall 09/973 wurde es auf Grund der ausreichen-
den Signalintensitat direkt bei der STA mit einer Bibliothekssuche identifiziert. Im Fall

09/994 konnte es nur nach gezielter Suche nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.39: EICs von Tilidin und seinen Metaboliten nach Anwendung des Metaboliten-Tools: (a)
Haarprobe des Falls 09/994, (b) Haarprobe des Falls 09/973, (c) Haarprobe des Falls 09/915.

Durch die Anwendung des Metaboliten-Tools auf einige der intensiveren Peaks des
Chromatogramms mit dem Algorithmus ,Find Parent Drug“ und anschlieRender Su-
che nach den vorgeschlagenen Wirkstoffen, sowie der Anwendung des Algorithmus
,Find Metabolites“ auf die potentiellen Wirkstoffe konnte im Fall 09/994 Tilidin als
Muttersubstanz nachgewiesen werden. Im Fall 09/915 konnte die Muttersubstanz
Tilidin nicht bestatigt werden. Dafur konnten jedoch mehrere seiner Metabolite ge-
funden werden, wobei es sich neben den in allen Tilidinfallen identifizierten Metabo-
liten Nortilidin (RT = 7,6 min) und Bisnortilidin (RT = 8,2 min) um acetyliertes,
hydroxyliertes oder N-oxidiertes O-Desethylnortilidin (RT = 5,8 min), O-Desethyl-
hydroxynortilidin (RT = 7,4 min), acetyliertes, hydroxyliertes oder N-oxidiertes
Bisnortilidin (RT = 10,4 min) und hydroxyliertes oder N-oxidiertes Nortilidin (RT =
11,9 min) handelte. Die im Fall 09/915 nachgewiesenen acetylierten Metabolite zei-
gen, dass es sich hierbei um ein Individuum mit besonderem Metabolismus handelt.
Das Auftreten acetylierter Metabolite wurde nur in wenigen Fallen beobachtet. Dies
kann auf den Polymorphismus der an der Biotransfomation beteiligten N-
Acetyltransferasen (NAT) zurlickgeflhrt werden. Bei ,schnellen Acetylierern® kommt

es bei Konkurrenzreaktionen zwischen CYP-Enzymen, welche eine Mono-
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oxigenierung herbeifuhren, und NAT-Enzymen, welche eine Acetylierung be-
werkstelligen, zu einer durch die Kinetik bedingten schnelleren Substratumsetzung

durch NAT zugunsten acetylierter Metabolite.

Entgegen der Regel und den zuvor in den anderen Fallen gemachten Beobachtun-
gen, dass die Muttersubstanz das intensivste Signal bei Haaranalysen liefert, wiesen
die Metabolite Nortilidin und Bisnortilidin eine deutlich hdhere Signalintensi-
tat/Konzentration als die Muttersubstanz auf. Im Fall 09/994 lagen sie ca. um den
Faktor 50 hoher als Tilidin. Diese beiden nicht-hydrolytischen Metabolite eignen sich
nicht nur zum Nachweis einer systemischen Aufnahme von Tilidin, sondern liefern
auch die Moglichkeit einen Konsum empfindlicher, anhand der Metabolite und nicht
der Muttersubstanz, nachzuweisen. Daher sollte bei einer gezielten Suche nach Tili-
din immer auch nach Nortilidin und Bisnortilidin gesucht werden. Diese drei Beispiele
fur das Tilidin zeigen, dass nicht immer die Muttersubstanz in hoher Konzentration
ins Haar eingelagert wird, sondern dass diese teilweise nicht oder nur in sehr gerin-
gem Umfang eingetragen wird. Hier kann der Nachweis anhand von Metaboliten
sinnvoll sein, wenn sie besser ins Haar inkorporiert werden und daher in hoheren

Konzentrationen vorliegen.

Beispiel fiir Zolpidem-Metabolite im Haar

In drei der in dieser Promotionsarbeit untersuchten Haarproben wurde mit der Bibli-
otheksuche Zolpidem (RT = 10,9 min) identifiziert (siehe Abbildung 4.40). Die An-
wendung des Metaboliten-Tools zur Suche nach Metaboliten zeigte, dass in allen
drei Proben Norzolpidem (RT = 10,3 min) und drei isomere Hydroxyzolpideme (RT =
8,2 min, 9,8 min und 10,5 min) nachgewiesen werden konnten. In zwei Fallen konnte
darUber hinaus sogar acetyliertes, hydroxyliertes oder oxidiertes Bisnorzolpidem (RT
= 6,2 min) nachgewiesen werden. Alle diese Metabolite stellen nicht-hydrolytische
Metabolite dar und beweisen zweifelsfrei, dass es sich bei diesen Fallen um einen

Konsum des Zolpidems gehandelt hat.
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Abbildung 4.40: EICs von Zolpidem und seinen Metaboliten nach Anwendung des Metaboliten-Tools:
(a) Haarprobe des Falls 09/865, (b) Haarprobe des Falls 09/859, (c) Haarprobe des Falls 09/801.

Insgesamt zeigen diese Beispiele, dass die Aussagekraft der Systematischen Toxi-
kologischen Analyse im Haar durch das Metaboliten-Tool erheblich erweitert werden

kann.

4.5 Semiquantitative Konzentrationsbestimmung in der STA [175]

Die Systematische Toxikologische Analyse hat nicht nur die Identifizierung von Giften
zum Ziel, sondern auch Angaben Uber deren Konzentrationen. Schon Paracelsus
brachte im Jahr 1589 die Bedeutung der Dosis-Wirkungs-Beziehung durch die Fest-
stellung ,All Ding' sind Gift und nichts ohn' Gift; allein die Dosis macht, das ein Ding
kein Gift ist.“ [176] passend zum Ausdruck. Daher ist bei der toxikologischen
Interpretation im klinischen wie auch forensischen Bereich zumindest eine Konzent-
rationsabschatzung unbedingt erforderlich. Hierbei genugt oftmals schon die Einord-
nung in die Bereiche der nicht wirksamen, der therapeutischen, der toxischen oder
der letalen Konzentration. Insbesondere in der Notfalldiagnostik muss eine schnelle
und einfache Konzentrationserfassung ermdglicht werden, wenn die Ergebnisse fur

die Therapie wirksam werden sollen.
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Im Gegensatz zu speziellen Methoden (Targeted-Analysen), die nur ausgewahlte
Substanzen oder Substanzgruppen erfassen, besteht in der STA die Herausforde-
rung, eine Vielzahl chemisch und physikalisch unterschiedlicher Stoffe erst zu
identifizieren und dann so weit als moglich zu quantifizieren. Da die Referenzsub-
stanzen bei der Durchfihrung der STA nicht immer in vollem Umfang zuganglich
sind, und daruber hinaus Standards nicht unbegrenzt haltbar sind, sollte die Methode
so konzipiert werden, dass eine naherungsweise Quantifizierung auch ohne die An-
wesenheit der Reinstoffe mdglich ist. Idealerweise sollten qualitative wie auch quan-
titative Daten und Informationen zu allen in Frage kommenden Substanzen so erfasst
sein, dass sie von einem Softwaretool verwendet werden konnen. In dieser Arbeit
wurde daher der Versuch unternommen, eine Datenbank toxikologisch relevanter
Substanzen und ein Softwaretool zur semiquantitativen Konzentrationsbestimmung
zu entwickeln. Als vereinfachte Annahme wurde ein linearer Zusammenhang zwi-
schen dem Messsignal (Peakflache) und der Konzentration vorausgesetzt

(Einpunktkalibrierung).

Die Quantifizierung mittels Massenspektrometer bringt eine Vielzahl an Herausforde-
rungen mit sich. Im Gegensatz zur UV-Spektrometrie weisen Massenspektrometer
eine Reihe von Parametern auf, die einen direkten Einfluss auf das Messsignal ha-
ben. So werden die Signale mafRgeblich durch das verwendete Instrument und des-
sen Ausstattung bestimmt. Die lonenquelle, wie auch die im Instrument enthaltene
lonenoptik, Massenfilter und der Detektor unterscheiden sich je nach Hersteller, Ge-
rate-Typ, -Serie und -Modell untereinander. Auch ein und dasselbe Massenspektro-
meter kann unter Umstanden durch verschiedene Tune-Files unterschiedliche Mess-
signale bei derselben Konzentration eines Analyten aufweisen. Die Wahl der Metho-
denparameter spielt ebenfalls eine Rolle. So muss unter Verwendung einer
flissigchromatographischen Trennung die mobile Phase, deren pH-Wert, die Fliel3-
geschwindigkeit und auch der Gradient berlcksichtigt werden. Beim Massenspekt-
rometer mussen Potentiale, Temperaturen, Gasflisse, Vakuumwerte, Kollisionsgas,
etc. betrachtet werden. Daruber hinaus haben die Probenvorbereitung sowie die Art
der Probe einen wesentlichen Einfluss auf das Verhaltnis des Messsignals zur Kon-
zentration. Insbesondere unter Verwendung einer Elektrosprayionisations-Quelle
spielen Matrixeffekte wie die lonensuppression oder die lonenverstarkung eine we-
sentliche Rolle [177-179]. Um diese Effekte zu kompensieren werden in einer

gerichteten Analyse optimalerweise isotope (meist deuterierte) interne Standards
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verwendet. In der STA kénnen bei der groRen Zahl mdglicher Analyte, und da die
wirklich zu quantifizierenden Substanzen von vornherein nicht bekannt sind, nicht fur
alle Analyte deuterierte Standards verwendet werden. Nahere Grunde sind haufig
das Fehlen deuterierter Analoga und entsprechend hohe Kosten. Daher muss hier
der Einsatz einer begrenzten Zahl interner Standards, von denen flir jeden Analyten
mindestens einer anwendbar ist, erfolgen. Optimalerweise sollten sie daher chemisch
unterschiedliche Eigenschaften aufweisen und uber den Retentionszeitbereich des
gesamten Chromatogramms verteilt sein. Abbildung 4.41 (siehe Abschnitt 4.5.1.)

zeigt, dass dieses flr die vorliegende Studie gewahrleistet ist.

Auf Grund der dargelegten Problematik ist es essentiell, standardisierte Bedingungen
seitens der LC- und auch der MS-Methode festzulegen. Die als optimal fir diesen
Zweck erachteten Parameter sind unter den LC- und MS-Bedingungen (IlI) im expe-
rimentellen Teil (Abschnitt 3.7.2. und 3.7.4.) beschrieben.

4.5.1 Aufbau der LC-TOF-QUANT-Datenbank

Uber die ,Broecker, Herre & Pragst Personal Compound Database and Library* hin-
aus wurde zum Zweck der Quantifizierung eine weitere Datenbank ,LC-TOF-
QUANT* aufgebaut. Erstere wurde bereits in den Abschnitten 4.1.1.-4.1.3. vorgestellt
und das Verfahren zur Retentionszeiterfassung unter den standardisierten LC-Be-
dingungen (Il) beschrieben. Die fur mehr als 2130 Substanzen ermittelten Reten-
tionszeiten (siehe Abschnitt 4.1.3.) sollten fur die LC-TOF-QUANT-Datenbank eben-
falls gelten. Daher wurden unter den LC- und MS-Bedingungen (ll) auch die

Standardpeakflachen fir diese Substanzen ermittelt.

Von den mehr als 2130 Substanzen wurden — in Gruppen zu je 50 — Mischldsungen
mit einer Konzentration von je 10 ng/ul in Methanol hergestellt. Diese wurden unter
Zugabe einer Mischldsung, die die 32 deuterierten Standards enthielten, zu einer

Endkonzentration von je 100 pg/ul mit Methanol verdinnt.

Anschlief3end erfolgte in dreifacher Wiederholung die Messung im MS-Modus. Inji-
ziert wurden jeweils 100 pg jedes Standards (1ul des Mischstandards), um den Effekt
der lonensuppression koeluierender Standards zu reduzieren. Die Identifizierung der
Substanzen erfolgte anhand derer Retentionszeiten sowie derer Isotopenmuster. Die
monoisotopische Masse der einzelnen lonenspezies (M*, H*, Na*, K, NH;") sowie

die Summe aus drei (H", Na*, NH;") und vier (H*, Na*, K*, NH;") Spezies wurde mit
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einem Massenfenster von 60 ppm extrahiert und integriert. Aus den erhaltenen Wer-
ten wurde das arithmetische Mittel aller drei Messungen gebildet und in die LC-TOF-
QUANT-Datenbank importiert. Zur Qualitatsprifung wurde die empirisch erhaltene
Summe aller lonenspezies mit den berechneten Summen der einzelnen empirisch
erhaltenen Peakflachen verglichen. Hierbei wurde eine Abweichung von bis zu 5 %
akzeptiert. Im Falle groRerer Abweichungen wurde eine Nachintegration vorgenom-
men. Die Standardabweichung der Wiederholungsmessungen war i.d.R. kleiner als
1 %. Die verwendeten 32 deuterierten Standards, sowie deren Retentionszeiten und
die Peakflachen einiger lonenspezies sind in Tabelle 4.17 wiedergegeben.

Tabelle 4.17: Ubersicht Uber die 32 verwendeten deuterierten Standards in der LC-TOF-QUANT-

Datenbank. Dargestellt sind hier nur die Retentionszeit (RT) sowie die Peakflachen von 100 pg der
Addukte mit H und Na* und der Subtraktion von H".

Substanzname RT, Peakflache von 100 pg, Counts

Min [M+H]" [M+Na]" [M-H]
Ecgoninmethylester-D3 0,73 4887258
Morphin-D3 3,25 3757518 41739
Amphetamin-D5 3,52 998745
MDA-D5 3,69 1322183
Methamphetamin-D5 3,90 2833799
MDMA-D5 3,93 3374961
MDEA-D6 4,64 3814717
Benzoylecgonin-D3 4,68 4269419 489433
7-Aminoclonazepam-D4 5,71 3565385 359001
6-Acetylmorphin-D3 5,79 3537540 80644
Codein-D3 5,95 3852608 262915
7-Aminoflunitrazepam-D7 6,67 4463845 265926
Cocain-D3 8,13 6223774
EDDP-D3 8,82 4859965
Cocaethylen-D3 9,19 6442952
Nitrazepam-D5 9,60 398899 246741
Clonazepam-D4 9,74 221233 302000
Flunitrazepam-D7 9,91 162389
a-Hydroxyalprazolam-D5 10,24 755497 943045 5811
Estazolam-D5 10,27 2402247 1119243
Oxazepam-D5 10,61 164398 1248818 28547
Lorazepam-D4 10,70 125158 1198542 34924
2-Hydroxyethylflurazepam-D4 10,77 1955113 1388469
Triazolam-D4 10,83 3341780 721999
Desalkylflurazepam-D4 11,07 1121140 155204 6225
Temazepam-D5 11,09 1095839 2221736
Methadon-D9 11,13 6225882
Nordiazepam-D5 11,75 1869580 140182 8450
Diazepam-D5 12,22 4334230 343488
Prazepam-D5 14,08 4197983 475731
Buprenorphin-D4 18,34 5323782 93366
A°-Tetrahydrocannabinol-D3 18,40 708605
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Die Retentionszeitverteilung der Uber 2100 Analyte und 32 verwendeten deuterierten

Standards aus der LC-TOF-QUANT-Datenbank ist in Abbildung 4.41 dargestellt.
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Abbildung 4.41: Chromatographische Verteilung von mehr als 2130 Substanzen, welche unter den
LC-Bedingungen (lI) gemessen wurden. Die verwendeten 32 deuterierten Standards sind als Punkte

dargestellt.

Die erhaltene LC-TOF-QUANT-Datenbank (Ausschnitt siehe Tabelle 4.18) enthalt

neben dem Substanznamen die Retentionszeit und die Peakflachen aller detektierten

lonenspezies.

Tabelle 4.18: Ausschnitt aus der Datenbank ,LC-TOF-QUANT".

Substanzname RT Peakflache von 100 pg, Counts

min M [M+H]" [M+Na] [M+K]" [M+NH,]" Sum 1" Sum 2! [M-H]
Acetazolamid 1,40 19094 98807 15850 118733 134684
Acetylaminonitropropoxybenzen 9,33 2910232 317561 109212 3334814 3392164
Acriflavinium 5,65 1202478
Ajmalin 7,00 51880897 5279504 5261400
Allobarbital 5,82 5481
Aminoquinurid 10,82 40637 40637 40637
Aminophenazon 7,32 4502281 222378 15240 4722476 4742589
Amiodaron 20,11 5073641 5089228 5088671
Amitriptylin 13,11 4587099 4587099 4587099
Amobarbital 9,52 13646
Amrinon 2,75 206583 209156 209156
Atrazin 10,16 2693485 2685126 2684544
Atropin 5,01 3691602 24966 3725074 3737983
Acebutolol 6,36 4201908 42504 4245109 4265149 5362
Azidamfenicol 4,25 157687 154033 157687 312600 302263
Acetanilid 4,21 589364 589364 589364
Alprazolam 10,87 4833592 1118202 5951459 6030845
Alprenolol 9,23 7268153 59076 7347363 7249966
Amantadin 5,29 3062036 3057832 3057460

' Sum 1 = [M+H]" + [M+Na]* + [M+NH,]" ; Sum 2 = [M+H]" + [M+Na]" + [M+K]" + [M+NH,]"
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Da nur protonierte Substanzen mit der Bibliothek identifiziert werden kdnnen, wurde
das Verhaltnis der protonierten Spezies zu allen auftretenden lonen fur alle Substan-
zen berechnet und die Haufigkeitsverteilung in Abbildung 4.42 dargestellt. Es zeigt
sich, dass fir 10 % der in der LC-TOF-QUANT-Datenbank enthaltenen Substanzen
die protonierte lonenspezies 10 % oder weniger ausmacht. Fir ca. 140 Substanzen
(6,6 %) existierte keine protonierte Spezies. Dabei waren in den meisten Fallen Na-
trium- und Kalium-Addukte vertreten. Der Anteil an Natrium-Addukten war dabei in
der Regel héher als der von Kalium. Azidamfenicol, a-Acetyldigoxin, Bromadiolon,
Digitoxin, Felbamat, Monensin und Tacrolimus sind hierbei Beispiel flir Substanzen
ohne detektierte protonierte lonenspezies. Der Anteil an Substanzen, die Uberwie-
gend (>90 %) oder ausschlie8lich als protonierte lonenspezies vorlagen, betrug ca.
54 %.

Substanzanteil, %
60
50
40
30
20
10
0_J,-,-,-,-,I,-,I,I,I,
0 >0-10 10-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 80-90 90-100
Peakflachenverhaltnis (%) = [M+H]*/([M+H]*+[M+Na]*+[M+K]*+[M+NH,]*) x 100

Abbildung 4.42: Prozentuale Verteilung des Verhaltnisses der Peakflache der protonierten Spezies
zu der Summe aus den Addukten mit H*, Na*, K" und NH," von 2130 Substanzen.

4.5.2 Funktionsweise des Tools ,,Estimate Concentration

Die umfangreiche LC-TOF-QUANT-Datenbank liefert die Grundlage flr eine semi-
quantitative Konzentrationsbestimmung von Analyten in einer gemessenen Probe
unter Verwendung von deuterierten Standards. Um eine manuelle Berechnung, die
sehr zeitaufwendig und daruber hinaus fehlerbehaftet sein kann, zu ersparen, wurde

das Softwaretool ,Estimate Concentration® entwickelt.
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Die Funktionsweise dieses Tools ist in Abbildung 4.43 dargestellt. Nach erfolgter
Peakidentifizierung mittels Spektrenbibliothek und Datenbank werden die Ergebnisse
visuell auf ihre Qualitat Gberpruft. Im Falle interferierender Peaks muss eine manuelle
Integration erfolgen oder bei unzureichender Signalintensitat (im Bereich der LODs)
der entsprechende Peak aussortiert werden. Fur die Bestimmung der Peakflachen
kann jede beliebige lonenspezies oder Kombinationen mehrerer lonenspezies ver-
wendet werden. Die aus dem Datenfile erhaltene Liste identifizierter Wirkstoffe wird
exportiert und enthalt mindestens die Information des Namens, der Retentionszeit

und der Peakflache aller Substanzen.

Analysiertes Datenfile Manuellernput
Liste aller identifizierter Substanzen ->Konzentration der deuterierten Standards
(Analyte und deuterierte Standards) inder Probe, z. B. 10 ng/ml in Blut

oder 0,25 ng/mg in Haaren
->Zu verwendende lonenspezies
(Addukte mit H*, Na*, K*, NH;* oder Kombinationen
Export: Name, wie z. B. H*, Na* und NH,*)
Peakflache und RT > Anzahl zu verwendender deuterierter Standards

identifizierter zur Berechnung der Konzentrationen, z. B. 5

Substanzen
v ‘l’

Tool ,,Estimate Concentration

Automatischer Algorithmus
->Unterscheidung zwischen Analyten und deuterierten Standards
->Verwendung des ersten Analyten
->Berechnung der Retentionszeitdifferenzen zu allen deuterierten Standards -_>
>Verwendung der z. B. 5 deuterierten Standards mit geringster RT-Differenz €«
->Suche nach Analyt und den deuterierten Standards in der LC-TOF-QUANT
->Berechnung der Konzentrationen des Analyten fiir alle 5 deuterierten Standards
> Uberpriifung und Eliminierung von Ausreifern
->Mittelwertbildung der z. B. 5 Konzentrationen von den verschiedenen Standards
->Berechnung der prozentualen Standardabweichung

|

Output

Liste aller Substanzen mit Einzel- und Mittelwertkonzentrationen sowie Standardabweichungen

Datenbank
LC-TOF-QTUANT

Abbildung 4.43: Funktionsweise des Softwaretools ,Estimate Concentration®.

Das Tool ,Estimate Concentration® berechnet automatisch die Konzentrationen aller
in der exportierten Liste enthaltenen Substanzen einer Probe. Dazu erfolgt zunachst
die Eingabeaufforderung der Konzentration der deuterierten Standards in der Probe.
Diese geht aus der Probenvorbereitung hervor und kann zum Beispiel mit 10 ng/ml
im Blut oder 0,25 ng/mg im Haar angeben werden. Danach wird die Angabe der flur

die Integrale verwendeten lonenspezies benotigt. Diese kann zum Beispiel als
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Addukt mit H" oder als Summe der Addukte mit H*, Na® und NH," erfolgen. Als dritte
Eingabe muss die Anzahl maximal zu verwendender deuterierter Standards fur die
folgende Berechnung angegeben werden. Diese sollte so gewahlt werden, dass im
Falle des Vorhandenseins von Ausreildern und deren Elimination noch eine genu-
gende Anzahl fur die Konzentrationsberechnung gegeben sind. Es sollten jedoch
auch nicht zu viele verwendet werden, da diese dann hinsichtlich der Retentionszeit
zu weit vom identifizierten Peak entfernt sind und abweichenden Matrixeinflissen

unterliegen. Eine Auswahl von zum Beispiel 5 erwies sich i. d. R. als sehr geeignet.

Unter Verwendung der drei Eingaben sowie der exportierten Ergebnisliste und der
LC-TOF-QUANT-Datenbank erfolgen alle weiteren Schritte vollstandig automatisch.
Zunachst wird die Ergebnisliste in zwei Gruppen unterteilt. Hierbei bildet die eine das
Kollektiv an Analyten und die andere die der deuterierten Standards. Nacheinander
werden die Retentionszeitdifferenzen jedes Analyten zu allen deuterierten Standards
berechnet. Daraus werden zum Beispiel die funf deuterierten Standards mit den ge-
ringsten RT-Differenzen fur jeden Analyten ausgewahlt. Aus dieser Zuordnung von
Analyt und benachbarten deuterierten Standards werden die zugehdrigen
Standardpeakflachen aus der LC-TOF-QUANT-Datenbank herausgezogen. Die Be-
rechnung der Konzentration jedes Analyten erfolgt zunachst separat fir jeden der

zum Beispiel verwendeten funf deuterierten Standards nach Gleichung (5).

FlaCheAnalyt in Probe X FlaChedeut.Stand.in Datenbank

()

Canalyt = Cdeut.Stand.in Probe X Ti= -
FlaChedeut.Stand.in Probe X FlaCheAnalyt in Datenbank

Fir die einzelnen anhand verschiedener verwendeter deuterierter Standards berech-
neten Konzentrationen eines Analyten wird anschliel3end ein Ausreil3ertest durch-
gefuhrt. Sollten dabei AusreilRer festgestellt werden, so werden diese eliminiert. Aus
den verbleibenden Werten wird dann das arithmetische Mittel gebildet und die pro-

zentuale Standardabweichung berechnet.

Nach Ablauf des Algorithmus erfolgt die Ausgabe der urspriinglichen Liste, welche
um die Konzentrationsangaben erweitert wurde. Neben dem Mittelwert und der pro-
zentualen Standardabweichung sind auch fur jeden Analyten die jeweilig verwende-
ten deuterierten Standards und die mit ihrer Hilfe berechneten Konzentrationen an-
gegeben. In Tabelle 4.19 ist als Beispiel eines solches Eintrags die Konzentrations-

abschatzung von Codein aus einer mit 25 ng/ml dotierten Blutprobe gegeben.
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Tabelle 4.19: Konzentrationsabschatzung von Codein in einer Blutprobe mit dem Tool ,Estimate
Concentration“ und der Datenbank LC-TOF-QUANT. Dotierte Konzentration 25 ng/ml, lonenspezies
[M+H]", Anzahl zu verwendender deuterierter Standards: 5.

Nr. Deuterierter Standard Konzentration Analyt, ng/ml  Ausreil3er
1 Codein-D3 25 Nein

2 7-Aminoflunitrazepam-D7 24 Nein

3  6-Acetylmorphin-D3 23 Nein

4 7-Aminoclonazepam-D4 24 Nein

5 MDEA-D6 101 Ja

Mittelwertkonzentration gﬁrizrm;srei[ser: 32 Egﬁnn“
Gesamt: 88 %

Standardabweichung Ohne Ausreilter: 2,9 %

Man erkennt, dass fir vier der internen Standards gut Ubereinstimmende Konzentra-
tionen gefunden werden, wahrend der mit MDEA-D6 ermittelte Wert offensichtlich
wegen starker lonensuppression des deuterierten Standards in dieser Probe einen
weit erhdohten Wert liefert. Die Elimination dieses Wertes als Ausreilder fuhrt zu einem

sehr guten Ergebnis mit einer Standardabweichung von 2,9 %.

4.5.3 Praktische Erprobung des Tools ,,Estimate Concentration“

Zur Uberpriifung der Datenbank ,LC-TOF-QUANT*“ und der Anwendung des Tools
.Estimate Concentration“ wurden jeweils flinf verschiedene mit 31 toxikologisch rele-
vanten Substanzen dotierte Blut- und Haarproben bei vier unterschiedlichen
Konzentrationen analysiert. Die Mittelwerte, die Standardabweichungen und die
Richtigkeit sind in Tabelle 4.20 fir jeweils eine Blut- und eine Haarprobe dargestellt.
Als maximale prozentuale Standardabweichung wurden 30 % zugelassen. Lediglich
bei der Blutprobe trat bei der Berechnung der Konzentrationen der Amphetamine
(MDMA, MDA und MDEA) sowie bei Codein und Oxycodon ein Ausreilder (MDEA-
D6) auf (siehe auch in Abschnitt 4.5.2 Tabelle 4.19). Dieser wurde automatisch elimi-
niert. Die fir diese Analyte resultierenden Konzentrationen und Standardabweichun-
gen resultieren daher nur auf vier anstatt auf finf deuterierter Standards. Fir die
Richtigkeit wurde unter dem Gesichtspunkt der angestrebten ,Konzentrationsab-
schatzung® eine Abweichung von bis zu -33 % und bis zu +50 % fur die Zielstellung
einer Abschatzung als eine akzeptable Ubereinstimmung definiert. Die nicht in die-

sem Bereich erhaltenen Werte sind in den Tabellen 4.20 kursiv dargestellt.
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Tabelle 4.20: Anwendung des Tools ,Estimate Concentration" auf eine mit 31 Wirkstoffen dotierte Blut- und Haarprobe.

Blut Haare

o | gommemionvomg | gy | ermsionvom) [ gt

50 | 25 | 100 | 500 | 50 | 25 | 100 | 500 | 0,050 | 0,25 | 1,0 | 50 | 0,050 | 025 | 1,0 | 50
ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/mg | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/mg

Alprazolam (‘ﬁ’g) (gi) (161’57) (‘é?g) 9 | 72 | 117 | 9 (250%2 (05’,206) (;:g) (iﬁ) 105 | 105 | 109 | 103
Amitriptylin (?;’88) (391) (Zg) (%?85) 76 | 80 | 79 | 85 ?ﬁ? (02’,295) (;:g) (g:g) 72 | 101 | 102 | 108
Carbamazepin (52’8) (f;) (12018) ?1827) 101 | 84 | 108 | 77 0(’%3)2 (()1’38 (11’21) 8’2?) 105 | 98 | 107 | 105
Citalopram (52’(?) (f;) (12118) ?1926) 112 | 84 | 118 | 99 O('$§)4 (()1’%2) (11'8) (ﬁ’f) 68 | 89 | 100 | 108
Clonazepam é’g) (f;) (12218) ?132% 74 | 83 | 128 | 88 0(’?05)5 (()1’%1()3 (11’21) (ﬁ’g) 100 | 105 | 109 | 103
Clozapin (?;’g) (;2) (?g) (‘5’;) 78 | 63 | 82 | 86 %)’g? ?2’,293) (;:g) (gzé) 85 | 92 | 100 | 103
Cocain (52’5) (fg) (12401) (51008) 104 | 87 | 141 | 102 0(*?05)2 (()1’% (11*11) (‘?26) 105 | 108 | 109 | 112
Codein (52’3) ég) (12213) (51588) 105 | 94 | 123 | 112 (2'20’%5 ?2’1262) (;: ;) (g:g) 71 | 86 | 100 | 106
Diazepam (‘2’12) (ﬁ) (11111) (‘g?;) 85 | 93 | 111 | 9 ?gg? &’1265) (;:g) (‘2‘22) 106 | 98 | 100 | 95
Flunitrazepam (g’g) (;g) (12018) ?1024) 124 | 72 | 108 | 81 (229(??)2 (041265; (11’3) (ﬁ’% 103 | 98 | 105 | 101
Hydrocodon (ﬁ’g) ég) (12408) ?1733) 105 | 114 | 148 | 95 (2’2(?3()) (02’,267) (1:;) (g:g) 100 | 106 | 108 | 106
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Fortsetzung Tabelle 4.20: Anwendung des Tools ,Estimate Concentration" auf eine mit 31 Wirkstoffen dotierte Blut- und Haarprobe.

Blut Haare

o | gommemionvomg | gy | gemnsionoom) [ g

50 | 25 | 100 | 500 | 50 | 25 | 100 | 500 | 0,050 | 0,25 | 1,0 | 50 | 0,050 | 025 | 1,0 | 50
ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/mg | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/mg

Ketamin (32’5) (;?7’) (gg) ?1229) 63 | 66 | 90 | 86 %&‘1‘)7 (()1’38 (11’% (ﬁ’f) 94 | 92 | 100 | 96
Lorazepam (21’6’) ( 5,91) (16?55) (‘g’% 48 | 78 | 125 | 92 | - (04,266) (1: ;) (iﬁ) — | 105 | 109 | 106
MDA (‘;’g) ég) (?g) ?2909) 9% | 92 | 99 | 100 %&g‘; (07’,286) (;:8) (312) 9 | 105 | 100 | 97
MDEA é’g) ég) (?é) ?2226) 9 | 9 | 92 | 85 %‘Egg’ ?4’,275) (;:g) (2:% 100 | 102 | 100 | 111
MDMA (‘;’g) ég) (?;) ?2702) 9% | 8 | 91 | 94 (2’40"7‘? ?é,z05) (;:g) (Z:g) 95 | 102 | 100 | 108
Methadon (?;f) (;g) (% (‘g’) 71 | 76 | 97 | 93 ‘2’8?3? ?5?82) (;:;) (g:g) 60 | 86 | 109 | 100
Methamphetamin (52’(;) ég) (?g) ?270% 102 | 96 | 93 | 9 (2*40’8)2 ?4?7(3) (411:2) (2:;) 104 | 104 | 102 | 102
Metoprolol (‘2’88) é;) (12203; ?183% 97 | 84 | 123 | o8 (2'40’;‘? ?3:1276) (1:;) (gﬁ) 95 | 105 | 109 | 103
Nitrazepam (g’g) ég) (12418) (511;) 19 | 105 | 148 | 103 0(’?3)2 ((Jff)’ (11’22) (ﬁ’g) 103 | 114 | 115 | 100
Oxazepam (‘ﬁ’g) (g,g) (15112) (‘;?g) 79 | 62 | 119 | 99 ?ggf’ (Oé?;') (;:g) (g:g) 106 | 95 | 109 | 110
Oxycodon (2’12) ég) (1234% (51775) 104 | 93 | 139 | 115 ‘2’2‘?5)5 (02’,267) (;:g) (gzg) 50 | 107 | 101 | 109
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Fortsetzung Tabelle 4.20: Anwendung des Tools ,Estimate Concentration" auf eine mit 31 Wirkstoffen dotierte Blut- und Haarprobe.

Blut Haare

o | gommemionvomg | gy | gemnsionoom) [ gt

50 | 25 | 100 | 500 | 50 | 25 | 100 | 500 | 0,050 | 0,25 | 1,0 | 50 | 0,050 | 025 | 1,0 | 50
ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/mg | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/mg

Pethidin (?é’g) (] g) (Sg) ?1503) 74 | 72 | 8 | o 0(’%‘)9 %i‘; (11’11) (?’25) 97 | 95 | 100 | 111
Phencyclidin (32’5) ég) (12117) (61225) 64 | 88 | 117 | 125 0(’%‘)3 (()1’38 (11’21) 8’2?) 85 | 103 | 100 | 103
Proadifen (?;’g) (fé) (51’2) (‘g?g) 78 | 88 | 8 | 83 (%4(?3)2 (02’,293; (;: ;) (j:g) 63 | 94 | 100 | 97
Strychnin (‘?82) (f;) (gg) ?1337) 64 | 84 | 93 | 87 %‘?éf %}7) (112) (g:g) 30 | 69 | 127 | 108
Temazepam (?;’18) (g,%) (11211) (561,27) 76 | 75 | 121 | 103 (2*40’2)7 ?5’,207) (;.:é) (if) 114 | 108 | 109 | 103
Tramadol (?;’g) (12) (gg) ?14;; 70 | 78 | 96 | 89 (2’40’2? ?5?72) (lzg) (g:g) 71 | 89 | 100 | 100
Trazodon (‘ﬁ’g) él) (11258) (59% 97 | 85 | 128 | 101 (zg)’g;‘ ?2’.298) (;:g) (g:g) 88 | 111 | 118 | 109
Verapamil (51’;) él) (11352) (591,3) 102 | 83 | 132 | 102 ‘2’8?5)6 ?2”293) (;:;) (gﬁ) 52 | 93 | 100 | 104
Zolpidem (‘2’3?) (gj) (:51’;’) (‘527) 98 | 76 | 113 | o7 ?’;‘71)7 (05’1205) (;:;) (Z:f) 94 | 102 | 108 | 106
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Sowohl bei den Blutproben wie auch bei den Haarproben ergab sich eine gute Rich-
tigkeit, mit der die Konzentrationen bestimmt worden sind. Beim Vergleich der pro-
zentualen Standardabweichungen in den beiden Matrizes zeigte sich, dass die
Streuung bei den Blutproben in der Regel hdher war als bei den Haarproben. Unter
Berucksichtigung, dass bei beiden Probenmaterialien die gleiche absolute Menge an
deuterierten Standards (50 pg) injiziert wurde, lasst sich dieser Unterschied nur auf
die unterschiedliche Matrix zurlckfuhren. Die Blutmatrix weist eine starker schwan-
kende Beeinflussung der Signale der einzelnen deuterierten Standards im Vergleich

zur Haarmatrix auf.

Zur Uberpriifung der Methode wurden reale Blut- und Haarproben gemessen, welche
vorher bereits mittels HPLC-DAD und GC-MS untersucht worden waren. Der Ver-
gleich der ermittelten Konzentrationen aus Blutproben wurde zwischen den Instru-
menten LC-QTOF-MS und HPLC-DAD vorgenommen. Hierbei wurden speziell Medi-
kamentenwirkstoffe gegenlbergestellt. Beim Vergleich der Haarergebnisse wurden
die LC-QTOF-MS- und die GC-MS-Instrumente bezlglich der Betaubungsmittelbe-
stimmung verglichen. In Tabelle 4.21 sind die Ergebnisse von acht Blut- und acht
Haarproben wiedergegeben. Auch hier zeigt sich wie bereits bei den dotierten Pro-
ben, dass die prozentuale Standardabweichung bei Blutproben i. d. R. grofRer ist
(haufig zwischen 20 und 30 %), wohingegen die Werte bei den Haarproben <20 %
betragen (meistens zwischen 5 und 20 %). Auch hier wird der Einfluss der Matrix wi-
dergespiegelt. Der Vergleich der verschiedenen Methoden und der chemisch sehr
unterschiedlichen Analyte, wie die der Opiate, Amphetamine, Benzodiazepine sowie
des Methadons, zeigt in Bezug auf die GroRenordnung eine sehr gute Ubereinstim-

mung.

In Abbildung 4.44 sind die qualitativen und quantitativen bzw. semiquantitativen Er-
gebnisse einer untersuchten Haarprobe des Falls 10/243 dargestellt. Es handelte
sich hierbei um einen Verstorbenen, der neben Heroin, nachgewiesen durch 6-
Acetylmorphin, auch Methadon zu Lebzeiten eingenommen hat. Die mittels validier-
ter GC-MS-Methode quantifizierten Opioide stimmen gut mit den mittels LC-QTOF-
MS unter Anwendung des Tools ,Estimate Concentration“ geschatzten Konzentratio-

nen Uberein.
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Tabelle 4.21: Vergleich der mit dem Tool ,Estimate Concentration” fir die LC-QTOF-MS-Analyse be-
stimmten Konzentrationen mit vorliegenden HPLC-DAD- und GC-MS-Analyseergebnissen von acht
Blut- und acht Haarproben.

Probe Analyt LC-MS [ng/ml oder ng/mg] HPLC-DAD GC-MS
(% Standardabweichung) [ng/ml] [ng/mg]

10/812 Blut Midazolam 22 (22) 20
10/828 Blut Venlaflaxin 25 (27) <100
Tramadol 39 (18) <50

10/863 Blut Diazepam 22 (29) 15 -
10/903 Blut Methadon 465 (16) 470
10/904 Blut Diazepam 46 (30) 30
Nordiazepam 38 (33) 170 ---

Chlorprothixen 113 (30) 50 ---

10/914 Blut Doxepin 330 (27) 700
Demethyldoxepin 214 (18) 190 ---

10/926 Blut Lorazepam 9,0 (28) 12 ---
11/056 Blut Lidocain 530 (7) 640

09/679 Haare Codein 0,13 (8) 0,06
Morphin 0,62 (6) - 0,3

BE 0,18 (6) 0,12

Cocain 0,12 (8) 0,05

6-AM 0,25 (8) 0,19

09/719 Haare Morphin 0,24 (7) - 0,21

6-AM 0,51 (7) 0,23

Codein 0,17 (7) 0,09

10/024 Haare Morphin 5,5(14) - 4,0

Codein 2,1 (10) 0,87

10/079 Haare Amphetamin 6,3 (17) - 7,6

MDMA 1,1 (17) 0,69

Cocain 0,68 (17) 0,38

BE 0,10 (19) 0,05

10/241 Haare Morphin 3,0 (5) - 3,9
6-AM 4,6 (8) 59

Codein 0,80 (8) 0,86

Methadon 4,5 (17) - 3,2

EDDP 0,44 (9) 0,47

10/243 Haare Morphin 0,58 (5) - 0,9
6-AM 2,4 (9) 3,2

Codein 0,07 (9) 0,11

Methadon 0,13 (24) - 0,19

EDDP 0,03 (9) 0,04
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Abbildung 4.44: Vergleich der mittels validierten GC-MS-Methode bestimmten Konzentrationen und
durch LC-QTOF-MS gemessenen und abgeschatzten Konzentrationen mit dem Tool ,Estimate
Concentration® der Haarprobe des Fallbeispiels 10/243.

Insgesamt lieferte das Tool zur semiquantitativen Konzentrationsabschatzung somit
bisher fur eine beschrankte Anzahl an Wirkstoffen vielversprechende Ergebnisse. Die
Erprobung mit einer gréReren Anzahl an Proben und einer breiteren Vielfalt an Wirk-
stoffen wird im Rahmen der laufenden Routine fortgefuhrt, wobei Vergleichsmessun-
gen nach dem Standard-Additionsverfahren vorgenommen werden. Daruber hinaus
sind eine Erweiterung auf neue und bislang nicht erfasste Wirkstoffe und die Uber-

prufung an anderen Geraten vorgesehen.

Neben der bereits genannten Bedeutung fir die klinisch-toxikologische Notfalldiag-
nostik kann diese schnelle Konzentrationsabschatzung auch bei forensischen Fallen
Bedeutung erlangen, um toxikologisch relevante von unbedeutenden Signalen zu
unterscheiden und so den Aufwand flir nachfolgende Quantifizierungen mit validier-
ten Verfahren zu minimieren. Das Tool kann jedoch nicht die abgesicherte Quantifi-
Zierung ersetzten, wenn eine Interpretation auf der Basis von definierten Grenzwer-

ten erfolgen soll.
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5. Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Anwendung der FlUssigchromatogra-
phie mit Hybrid-Quadrupol-Flugzeitmassenspektrometrie (LC-QTOF-MS) fur die
Systematische Toxikologische Analyse unter Nutzung eines modernen Gerates mit
hoher Massenauflosung und -genauigkeit und effizienter Software umfassend er-
schlossen und unter Praxisbedingungen erprobt. Dazu wurden eine umfangreiche
Datenbank mit mehr als 7360 toxikologisch relevanten Substanzen und eine CID-
Spektrenbibliothek mit mehr als 2720 Substanzen aufgebaut, geeignete Probenvor-
bereitungen fur Blut- und Haarproben entwickelt und Softwaretools geschaffen, die
eine ldentifizierung von Metaboliten und eine semiquantitative Konzentrationsab-
schatzung ermdoglichen. Insgesamt kénnen folgende Schlussfolgerungen gezogen

werden:

e Die LC-QTOF-MS stellt zurzeit die am meisten fortgeschrittene Methode fur
die Systematische Toxikologische Analyse dar, da bei Anwendungen des ,Data
Dependent Acquisition“-Modus (Auto-MS/MS-Modus) alle mit der Probe
injizierten Substanzen erfasst und durch akkurate MS- und CID-Spektren sehr
spezifisch charakterisiert werden, ohne dass vorher eine Einschrankung auf
bestimmte Analyte erfolgt. Daher kann ein Analysefile auch nachtraglich und
ohne Neumessung auf die Anwesenheit von bestimmten Giften Uberpruft wer-

den, wenn sich ein Verdacht erst spater ergeben sollte.

e Um diese Vorteile der LC-QTOF-MS voll ausschdpfen zu kénnen, ist eine gute
chromatographische Trennung in einem gentigend langem Lauf vor der MS-
Messung unbedingt erforderlich. Hierdurch werden sowohl Matrixeffekte durch
lonensuppression minimiert als auch genugend Zeit fur die Erfassung aller
Daten inklusive der CID-Spektren zur Verfligung gestellt. Die in diesem Zu-
sammenhang vorgenommene Standardisierung der LC-Bedingungen ermog-
lichte die Nutzung der Retentionszeit als zusatzliches Identifizierungskriterium
und den Aufbau eines Systems zur semiquantitativen Konzentrationsabschat-

zung.

e Einschrankungen der universellen Anwendung der Methodik ergeben sich,
wenn die Substanzen bei der Probenvorbereitung nicht erfasst oder in der lo-
nenquelle nicht oder nicht ausreichend ionisiert werden. Neben der bevorzugt

eingesetzten positiven Elektrosprayionisation (ESI) ist daher zusatzlich bei
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sauren Substanzen die negative ESI erforderlich. Weitere Liicken konnen
durch die chemische lonisation bei Atmospharendruck (APCI) geschlossen
werden, die in der vorliegenden Arbeit noch nicht bertcksichtigt werden
konnte. Zusatzliche Einschrankungen ergaben sich dadurch, dass CID-Spek-
tren nicht verfligbar sind, wenn die ESI Uberwiegend oder ausschlieBlich zu

Komplexionen mit Na*, K" oder NH," flihrt.

Die im Rahmen dieser Arbeit optimierten und angewendeten Probenvor-
bereitungen zur Analyse von Blut und Haaren wurde der Forderung nach einer
breiten Erfassung von Substanzen mit unterschiedlicher Polaritat und
Lipophilie in hohem Malde gerecht. Dabei wird der Vorteil der universellen
Erfassung durch Proteinfallung von Blutproben durch eine geringere Empfind-
lichkeit im Vergleich zu der mehr selektiven Dichlormethanextraktion erkauft.
Die optimierte Haarextraktion mit einer Mischung aus Methanol / Acetonitril /
2 mM Ammoniumformiat (pH 4,5) lieferte hohe Ausbeuten flir eine Vielzahl
unterschiedlicher Substanzen. Die zweimalige Inkubation fur 18 Stunden ist
bei hohem Probenaufkommen jedoch nachteilig. Vorteile konnte hier die
Kombination von Mahlen und Extraktion in einer Kugelmuhle (,Bead assisted
extraction®) bringen, die in Fortsetzung dieser Arbeit mit dem gleichen Extrak-

tionsmittel eingefuhrt wird.

Die unter diesen Bedingungen erreichten Nachweisgrenzen von 0,5 bis

5 ng/ml im Blut oder 3 bis 15 pg/mg im Haar werden den Anforderungen in der
Praxis in der Uberwiegenden Mehrzahl der Falle gerecht. In speziellen Fallen
kann eine Empfindlichkeitssteigerung durch Anreicherung und eine empfindli-
chere Messung von CID-Spektren im Targeted-MS/MS-Modus erreicht wer-

den, allerdings auf Kosten der Anwendungsbreite.

Die Bibliothek mit CID-Spektren bei drei verschiedenen Kollisionsenergien, die
die exakten Massen der Vorlaufer- und Fragmentionen von mehr als 2720 to-
xikologisch relevanten Substanzen umfasst, erwies sich als ein sehr effizientes
Mittel zur Substanzidentifizierung durch Bibliothekssuche. Das gilt insbe-
sondere auch fiur die Unterscheidung von Isomeren. Dabei wird die besondere
Spezifitat der Spektren vor allem durch die exakten Massen der Fragmente
und erst in zweiter Linie durch deren relative Intensitaten gewahrleistet. Die-
ses stellt auch eine wichtige Voraussetzung fur die weitgehende Gerateunab-

hangigkeit der Spektrenbibliothek dar.
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Schlussfolgerungen

e Der durch die Auswertesoftware ermdglichte und im Rahmen der Arbeit opti-
mierte Algorithmus zur Substanzidentifizierung gewahrleistete im Zusammen-
spiel mit der Datenbank und Spektrenbibliothek eine schnelle und sichere Be-
arbeitung von Analysefiles. Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Meta-
boliten-Tool stellt dabei eine wertvolle Ergadnzung dar, mit dessen Hilfe syste-
matisch nach Biotransformationsprodukten identifizierter Substanzen gesucht
werden kann, das aber auch bei der Suche nach Muttersubstanzen maéglicher
Metabolitenpeaks hilfreich sein kann. In gleicher Weise wird die Auswerte-
software durch das selbstentwickelte Tool ,Estimate Concentration“ erganzt,
das auf der Basis der zusatzlich erstellten Datenbank von Retentionszeiten
und spezifischen Peakflachen von mehr als 2130 Substanzen eine schnelle

Konzentrationsabschatzung identifizierter Peaks erlaubt.

e Im Ergebnis dieser Arbeit steht somit eine neue leistungsfahige und vollstan-
dige Methodik fur die ungerichtete Suche nach toxischen Substanzen in Blut-
und Haarproben, die von der Probenvorbereitung bis zur Substanzidentifizie-
rung und Konzentrationsabschatzung alle Schritte des Analyseprozesses
umfasst. Sie ist gepragt von einem hohen Maf} an Automatisierung und Ein-
beziehung gespeicherter Substanzdaten. Die Funktionsfahigkeit wurde an
postmortalen Blut- und Haarproben unter Beweis gestellt. Trotz der grofl3en
Vorteile muss vor einer schematischen und unkritischen Anwendung gewarnt
werden, da das Verfahren nicht das kritische Herangehen des analytischen
Toxikologen ersetzen soll, sondern umgekehrt dessen analytische und toxi-
kologische Erfahrungen und Kenntnisse erfordert, um die vielfaltigen Moglich-
keiten der Methodik auszuschopfen und falsche Ergebnisse mit Hilfe von

Plausibilitatsbetrachtungen zu vermeiden.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Systematische Toxikologische Analyse stellt auf Grund der grof3en Vielfalt und
der standigen Zunahme an toxikologisch relevanten Substanzen eine der groften
Herausforderungen in der chemischen Analyse dar. Zur Identifizierung von Giften
und deren Metaboliten sowie deren semiquantitative Konzentrationsbestimmung
wurde in dieser Dissertation unter Verwendung der Flussigchromatographie gekop-
pelt mit einem Hybrid-Quadrupol-Flugzeitmassenspektrometer (LC-QTOF-MS) eine

Methode entwickelt und in der Routine erprobt.

Im Grundlagenteil dieser Arbeit wurde zunachst auf die Problematik der Systema-
tischen Toxikologischen Analyse eingegangen. Die besonders gunstigen Vorausset-
zungen von Flugzeitmassenspektrometern fur diesen Zweck wurden erdrtert und die
Maoglichkeit, weitere Kriterien der Substanzidentifizierung durch Verwendung von
Hybrid-Quadrupol-Flugzeitmassenspektrometern zu erhalten, wurde aufgezeigt.
Schlie8lich wurden die Besonderheiten von Haaren fur den Nachweis von chroni-

schem Substanzmissbrauch oder Langzeiteinnahme von Medikamenten dargelegt.

Fur die Substanzidentifizierung unter Verwendung des QTOF-MS 6530 Massen-
spektrometers von Agilent Technologies wurde eine Datenbank mit mehr als 7360
toxikologisch relevanten Substanzen erstellt. Diese beinhaltet textbasierende
Eintrage wie Name, Summenformel, exakte Masse und CAS-Nummer aller
Substanzen. Fir mehr als 2720 dieser Substanzen wurden CID-Spektren mittels
FlieRinjektion unter Verwendung von 5 mM wassrigem Ammoniumformiat + 0,01 %
Ameisensaure und Methanol (50/50, viv) als mobile Phase und Messung im
Targeted-MS/MS-Modus bei Kollisionsenergien von 0, 10, 20 und 40 eV gemessen.
AnschlieBend erfolgte deren Untergrundbereinigung, Uberpriifung der Plausibilitat
und Korrektur durch Umrechnung auf die exakten Massen. Diese Datenbank und
Spektrenbibliothek ist inzwischen unter der Bezeichnung ,Broecker, Herre & Pragst

Personal Database and Library“ kommerziell verfugbar.

Als Probenmaterial fir die Methodenentwicklung und praktische Anwendung dienten
in dieser Arbeit Blut und Haar. Wahrend ersteres Aussagen zu einer akuten Beein-
flussung oder Intoxikation zulasst, lassen sich aus letzterem Informationen zu einer
langer zuruckliegenden Einnahme, haufigem Konsum oder Missbrauch gewinnen.

Bei Blutproben wurde eine Proteinfallung mit Acetonitrii oder eine basische
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Dichlormethanextraktion durchgefihrt. Haarproben wurden durch zweimalige Inku-
bation mit einer Extraktionslosung aus Methanol, Acetonitril und 2 mM Ammonium-
formiat (pH 4,5) fur 18 Stunden aufgearbeitet. Diese Verfahren ermdglichten die
gleichzeitige Detektion von sauren, neutralen, basischen, hydrophilen und lipophilen

Substanzen.

Die chromatographische Trennung wurde mittels 20-minutiger Gradientenelution mit
FlieBmitteln aus 10 mM wassrigem Ammoniumacetat und Methanol an einer
Poroshell C18 Saule durchgefuhrt. Die Messung erfolgte Uberwiegend im ,Data
Dependent Acquisition“-Modus (Auto-MS/MS-Modus). Hier wurden neben akkuraten
Full-Scan-MS-Spektren akkurate Full-Scan-CID-Spektren aller relevanten Substan-

zen akquiriert.

Die Erprobung der Datenbank und Spektrenbibliothek erfolgte an dotierten Blutpro-
ben von freiwilligen Personen, die keine Drogen und Medikamente eingenommen
hatten. Hierbei zeigte sich, dass die Analyse im Auto-MS/MS-Modus eine Substanz-
identifizierung mittels CID-Spektren basischer Substanzen zwischen 0,5 und 2 ng/ml
ermdglichte. Benzodiazepine wurden zwischen 2 und 20 ng/ml identifiziert. Der
Nachweis in MS-Spektren mit Hilfe der Datenbank war in der Regel bei um 50 %

niedrigeren Konzentrationen gegeben.

Zur weiteren Erhdhung der Aussagesicherheit wurde die LC-QTOF-MS durch Ven-
tilschaltung mit der HPLC-DAD kombiniert, wobei beide Methoden unter ihren opti-
malen chromatographischen Bedingungen betrieben wurden. Die Analyse von 77
postmortalen Blutproben mit dieser Methodenkombination unter Verwendung der
zugehdrigen Datenbanken und Spektrenbibliotheken ergab im Wesentlichen eine
gute Ubereinstimmung der Ergebnisse, wobei durch die deutlich héhere Empfindlich-
keit der LC-QTOF-MS-Analyse eine héhere Anzahl identifizierter Substanzen resul-
tierte. Die HPLC-DAD-Messung hingegen hatte neben der schnellen semiquantitati-
ven Konzentrationsabschatzung den Vorteil, basische und saure Substanzen in einer
Messung simultan zu erfassen, wohingegen die Verwendung von LC-QTOF-MS zwei
separate Messungen mit positiver und negativer Elektrosprayionisation erforderte.
Mit beiden Verfahren lieRen sich Metabolite identifizieren.

Die Eignung der LC-QTOF-MS zur Systematischen Toxikologischen Analyse von

Haarproben wurde an 30 Drogentodesfallen und 60 Todesfallen mit bekannter chro-
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nischer Medikamenteneinnahme zu Lebzeiten Uberprift. Die Nachweisgrenzen der
fur 24 Wirkstoffe validierten Methode lagen bei 3 bis 15 pg/mg. In den Haarproben
der Drogentoten konnte das Missbrauchspotential durch Opiate, Cocain, Ampheta-
min, deren Metabolite, natlrliche Begleitstoffe und Streckmittel sehr gut charakteri-
siert werden. Cannabinoide konnten mit der Methode hingegen nicht detektiert wer-
den. Insgesamt wurden in den Haarproben 212 Wirkstoffe und deren Metabolite mit
einer Haufigkeit von 1 bis 40 nachgewiesen. In einzelnen Proben traten dabei bis zu
33 Wirkstoffe auf. Der Vergleich mit der aus den Ermittlungsakten oder aus der Un-
tersuchung von Blut-, Urinproben und Mageninhalt bekannten Medikamentenein-
nahme ergab jedoch nur eine Ubereinstimmung von 36,8 %. Aus diesen Untersu-
chungen geht jedoch hervor, dass die STA in Haarproben mittels LC-QTOF-MS ge-
eignet ist, ein umfassendes Bild Uber die zurickliegende Einnahme oder Applikation
von Drogen und Medikamenten zu liefern, wobei deren Konzentration im Haar neben
der Dosis auch von zahlreichen physiologischen und strukturellen Faktoren bestimmt

wird.

Fur die Identifizierung von Metaboliten wurde ein Metaboliten-Tool entwickelt und an
Blut- und Haarproben erprobt. Dieses ermoglicht es, nach erfolgtem Nachweis einer
Substanz mittels Datenbank oder auch nach der eindeutigen Identifizierung durch die
CID-Spektrenbibliothek systematisch nach zugehoérigen Metaboliten zu suchen. Da-
bei werden Massendifferenzen und dazugehdrige Isotopenmuster berechnet und mit
unbekannten chromatographischen Peaks abgeglichen. Im Falle einer Ubereinstim-
mung werden die Vorschlage Uber CID-Spektren verifiziert. In der praktischen An-
wendung auf die Analysefiles von Blut- und Haarproben erwies sich das Tool als
wertvolles Hilfsmittel zur Identifizierung unbekannter Peaks und zur Bestatigung von
Suchergebnissen in der Datenbank. Zum Beispiel wurden in einer Blutprobe, in der
Tramadol identifiziert wurde, 19 Metabolite gefunden. In Haarproben konnte auf die-
sem Wege zwischen externer Kontamination und Konsum von Drogen oder Medika-
menten durch den Nachweis nicht-hydrolytischer Metabolite unterschieden werden.
So konnte zum Beispiel der Konsum von Cocain und Amphetaminen durch entspre-
chende Hydroxy- und Desalkyl-Metabolite bestatigt und eine externe Kontamination

ausgeschlossen werden.

Da die Systematische Toxikologische Analyse nicht nur die ldentifizierung beinhaltet,

sondern zumindest auch eine Konzentrationsabschatzung liefern sollte, wurde ein

167



Zusammenfassung

Tool ,Estimate Concentration“ geschaffen. Dieses basiert auf einer weiteren Daten-
bank ,LC-TOF-QUANT?", die fur mehr als 2130 Substanzen inklusive 32 deuterierter
Standards Substanznamen, monoisotopische Massen, Summenformeln, Retentions-
zeiten und Peakflachen flr 100 pg unter definierten chromatographischen Bedingun-
gen beinhaltet. Das Tool berechnet automatisch die Konzentration einer identifizier-
ten Substanz aus dessen Peakflache und die zum Beispiel funf ahnlich retardieren-
den deuterierten Standards in der Probe und in der Datenbank. Eine Uberprifung
anhand von Haar- und Blutproben, die Uber zwei Dekaden mit 31 Wirkstoffen dotiert
waren, zeigte, dass das Tool fur nahezu alle 31 Analyte die Konzentration mit einer
Richtigkeit innerhalb der Grenzen von -33 % bis + 50 % vollkommen akzeptabel
wiedergegeben hat. Die relativen Standardabweichungen unter Verwendung von funf
deuterierten Standards und der sich daraus ergebenden mittleren Konzentrationen
waren bei Blutproben in der Regel héher (15-30 %) als bei Haarproben (5-20 %).
Dies lasst sich durch entsprechend grofiere Matrixeffekte bei Blutproben gegenuber
Haarproben erklaren. Die Uberpriifung des Verfahrens an realen Blut- und Haarpro-
ben durch Vergleich mit HPLC-DAD- und GC-MS-Ergebnissen zeigte ebenfalls eine

gute Ubereinstimmung der Konzentrationen.

Insgesamt zeigten die Untersuchungen, dass die LC-QTOF-MS unter Verwendung
des ,Data Dependent Acquisition“-Modus (Auto-MS/MS-Modus) zurzeit die geeig-
netste Methode fur die Systematische Toxikologische Analyse darstellt. Ohne Vor-
gabe oder Einschrankung der zu analysierenden Analyte vor der Messung werden
alle ionisierten Substanzen der injizierten Probe erfasst. Akkurate MS- und CID-
Spektren ermdglichen es, umfangreiche Datenbank- und Bibliothekssuchen zur Iden-
tifizierung von Giften vorzunehmen. Da immer alle Informationen erfasst werden,
kann auch nachtraglich und ohne eine erneute Messung auf die Anwesenheit von
bestimmten Giften Uberprift werden. Somit kann auch erst bei einem spater auf-
kommenden Verdacht eine gezielte Suche in einem bereits gemessenen Analysefile

durchgefuhrt werden.
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Abstract

Due to the large variety and the steady increase of toxicologically relevant sub-
stances, systematic toxicological analysis (STA) is one of the most difficult tasks in
analytical chemistry and, therefore, a steady topic of research and methodical im-
provement. In this thesis, a method for identification of poisons, their metabolites, and
for semi-quantitative determination of their concentrations was developed and tested
in routine application by using liquid chromatography with hybrid quadrupole time-of-
flight mass spectrometry (LC-QTOF-MS).

In the general part of this work, the principles and problems of systematic toxico-
logical analysis were discussed. The particularly favorable prerequisites of time-of-
flight mass spectrometers for this purpose were shown and the advantage to obtain
further criteria of substance identification by use of hybrid quadrupole time-of-flight
mass spectrometers was demonstrated. Finally, the characteristics of hair for detec-

tion of chronic substance abuse or long-term use were outlined.

For substance identification by means of the 6530 QTOF-MS instrument from Agilent
Technologies a database of more than 7360 toxicologically relevant substances was
created. This included text-based entries, such as name, molecular formula, CAS
number, and exact mass of all substances. For more than 2720 of these substances
CID spectra were measured by flow injection using 5 mM aqueous ammonium
formate + 0.01 % formic acid and methanol (50/50, v:v) as mobile phase in Targeted-
MS/MS mode with collision energies of 0, 10, 20 and 40 eV. Subsequently, the
spectra were cleaned by background subtraction, checked for plausibility, and correc-
ted by conversion of the measured accurate fragment masses to their exact masses.
This spectral library and database is commercially available under the name

"Broecker, Herre & Pragst Personal Database and Library."

Method development and practical applications were performed with blood and hair
samples. While blood allows statements about acute intoxication or impedance of
mental and physical performance by a poison, information about chronic or previous
exposure to a poison can be derived from hair. Blood samples were prepared by
protein precipitation with acetonitrile; or a basic extraction with dichloromethane was
performed. Hair samples were prepared by two-times incubation for 18 hours with a

solvent mixture consisting of methanol, acetonitrile and ammonium formate (pH 4.5).
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This method allowed the simultaneous detection of acidic, neutral and basic as well

as hydrophilic and lipophilic substances.

The chromatographic separation was performed using a 20-minute gradient elution
with a mobile phase of 10 mM aqueous ammonium acetate and methanol on a C18
Poroshell column. The measurement was carried out mainly in the "Data Dependent
Acquisition" mode (Auto-MS/MS mode). Here, in addition to accurate full-scan MS
spectra, accurate full-scan CID spectra of all relevant constituents in the sample ex-

tract were acquired.

The application of the database and the library spectra was evaluated on spiked
blood samples from individuals who had not taken any drugs. It was found that the
analysis in Auto-MS/MS mode allowed substance identification using CID spectra
between 0.5 and 2 ng/ml for basic substances. Benzodiazepines were identified be-
tween 2 and 20 ng/ml. The detection of a substance from the MS spectra only with

the database was usually possible at around 50 % lower concentrations.

To further increase the confidence level of systematic toxicological analysis, LC-
QTOF-MS was combined with HPLC and a photodiode array detector (HPLC-DAD).
A valve switching system enabled simultaneous operation of both methods under
their respective optimal chromatographic conditions. The analysis of 77 post-mortem
blood samples with this combination of methods using the associated databases and
spectra libraries showed the advantages of mutual confirmation and completion. The
significantly higher sensitivity of LC-QTOF-MS analysis provided a higher number of
identified substances. Furthermore, co-eluting substances could be better identified
due to the additional separation by accurate mass. However, in addition to the rapid
estimation of semi-quantitative concentration, the HPLC-DAD measurements had the
advantage of acquiring simultaneously basic and acidic substances in one measure-
ment, whereas LC-QTOF-MS required two separate measurements with positive and
negative electrospray ionization for this purpose. With both methods metabolites

could be identified.

The suitability of LC-QTOF-MS for systematic toxicological analysis of hair samples
was tested on samples from 30 drug-related deaths and from 60 deaths with known
chronic medication. The detection limits of the validated method ranged from 3 to

15 pg/mg for 24 drugs. The hair samples from drug-related death cases proved
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abuse of opiates, cocaine, and amphetamines and detection of their metabolites,
natural impurities and adulterants. Cannabinoides could not be detected because of
the insufficient sensitivity of the method for these substances. A total of 212 medical
drugs and their metabolites were detected in all 90 hair samples with a frequency of 1
to 40. Up to 33 drugs were found in some samples. The comparison of the hair re-
sults with the data from police reports or from the analysis of blood, urine and gastric
contents gave only an agreement of 36.8 %. Altogether, these studies showed that
STA in hair samples by LC-QTOF-MS is suitable to provide a comprehensive picture
of past administration or application of drugs, with their concentration in the hair de-

pending on dose as well as on nhumerous physiological and structural factors.

For the identification of metabolites, a metabolite tool was developed and tested on
blood and hair samples. This makes it possible to perform a systematic search for
metabolites of substances which were detected by a database search or were identi-
fied by the CID spectra library search. This tool uses the exact mass differences
occurring in typical metabolism reactions and calculates the exact mass and the
isotope pattern of the metabolites which are used for searching the LC-QTOF-MS
analysis file. In the case of a match the CID spectra of the proposed metabolites are
evaluated for verification. In the practical application of data files from blood and hair
samples, the tool proved to be very helpful for identification of unknown peaks and
for confirmation of results obtained only from the database without CID spectra. For
example, in a blood sample in which tramadol was identified, 19 metabolites were
found. Furthermore, the detection of non-hydrolytic metabolites enabled to distinguish
between external contamination and consumption. For example, the consumption of
cocaine and amphetamines could be confirmed by corresponding hydroxy and

desalkyl metabolites in hair and an external contamination could be excluded.

The systematic toxicological analysis includes not only the identification of a poison
but should also provide an estimation of its concentration. For this purpose a tool
"Estimate Concentration" was created. This is based on another database "LC-TOF-
QUANT," which was measured in this work and which includes for more than 2130
substances and 32 deuterated standards substance names, monoisotopic masses,
molecular formula, retention times, and peak areas for 100 pg of each substance un-
der defined chromatographic conditions. The tool automatically calculates the con-

centration of an identified substance from its peak area and the peak areas of, for
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example, five nearby eluting deuterated standards in the sample and in the database.
By evaluation with hair and blood samples which were spiked with 31 drugs over two
orders of magnitude, it was found that the tool had calculated the concentrations of
almost all the 31 analytes within the limits of -33 % to + 50 % which is acceptable for
a semi-quantitative estimation in order to decide whether the substance is in the sub-
therapeutic, therapeutic, toxic or comatose-lethal range. The relative standard devia-
tions using five deuterated standards and the resulting mean concentrations were in
general higher in blood samples (15-30 %) than in hair samples (20-50 %). This can
be explained by larger matrix effects in extracts from blood samples than from hair
samples. The application of the method to real blood and hair samples and compari-
son of the concentrations with results from HPLC-DAD and GC-MS showed good

agreement.

Overall, these investigations showed that the LC-QTOF-MS in "Data Dependent Ac-
quisition" mode (Auto-MS/MS mode) is currently the best method for systematic tox-
icological analysis. Without defining or limiting the analytes before the measurement,
accurate MS and MS/MS spectra of all ionized substances of the injected sample are
recorded. These data enable an extensive database and library search for identifica-
tion of toxic compounds. Because all information is captured, it can be checked for
the presence of certain poisons, and even later without re-measurement. Automatic
search for metabolites of identified substances and estimation of concentrations for a
large number of substances complete the technique to provide powerful tool in foren-

sic toxicological laboratories.
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