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1. Einleitung

Die Vielfalt der forensisch relevanten Falle fihrt in der toxikologischen Analyse huma-
ner Proben teilweise zu ungewdhnlichen Fragestellungen, die eine spezielle Betrach-

tung und Bearbeitung erfordern.

Ein solcher Fall ereignete sich im Jahr 2011 in der Nahe von Muinchen. In einer
Wohnung kam es zu einer korperlichen Auseinandersetzung zwischen zwei Personen,
in deren weiterem Verlauf eine der beiden in Folge einer Blutaspiration starb. Als Folge
der Schlagerei wurden in der Wohnung, auch auf dem Teppich, mehrere Blutspuren
aufgefunden. DarlUber hinaus wurden typische Drogenutensilien sichergestellt. Das
Institut fir Rechtsmedizin wurde mit der Obduktion und Durchfiihrung einer toxikologi-
schen Analyse beauftragt. Im Oberschenkelvenenblut des Verstorbenen wurden
Morphin und Codein in einem fur StralRenheroin typischen Verhaltnis sowie
6-Monoacetylmorphin nachgewiesen. Dieses zeitnah entstehende Stoffwechselpro-
dukt des Heroins belegt einen vorangegangenen Heroinkonsum. Von Seiten der
Ermittler wurde die Frage an das Institut herangetragen, ob der Verstorbene Heroin
bereits vor der korperlichen Auseinandersetzung oder erst danach aufgenommen
hatte.

Zur Abklarung wurde seitens des Instituts fir Rechtsmedizin vorgeschlagen, die auf
dem Teppich getrockneten Blutspuren auf das Vorhandensein typischer Stoffwechsel-
produkte von Heroin zu untersuchen um festzustellen, ob der Verstorbene zum Zeit-
punkt der Schlagerei bereits Heroin konsumiert hatte. Hierftir wurde mehr als 6 Monate
nach der Tat ein blutbeflecktes Teppichstick zur Analyse Ubergeben. Dies war der
erste Fall, bei dem im Institut fir Rechtsmedizin Minchen getrocknete Blutspuren von
einem Tatort toxikologisch analysiert wurden. Daher stellten Extraktion und Quantifi-

zierung eine Herausforderung fur das toxikologische Labor dar.






2. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Der geschilderte Fall war Ausgangspunkt und Anlass fir die Untersuchungen in dieser
Arbeit. Es soll insbesondere Uberpruft werden, ob und Uber welchen Zeitraum eine
Analyse getrockneten Blutes von verschiedenen Oberflachen sinnvoll ist bzw. ob man
aus getrockneten Blutspuren, die bereits langere Zeit auf einer Oberflache haften (wie
im gegenstandlichen Fall 6 Monate) noch toxikologisch relevante Informationen erhal-

ten kann.

In verschiedenen Vorversuchen soll zunachst gepruft werden, ob die in fliissigem Blut
nachweisbaren Analyten auch in getrocknetem Blut noch detektierbar sind. Dartber
hinaus soll eine geeignete Asservierungsmethode entwickelt werden, um getrocknete
Blutproben von unterschiedlichen Materialien einer Aufarbeitung und toxikologischen
Analyse einfach zuganglich zu machen.

Als nachster Punkt soll die Korrelation der dabei erhaltenen Werte mit denen aus
flissigem Blut Uberpruft werden. Ziel ist es hier, aus den erhaltenen Ergebnissen einen
Konzentrationsbereich der betreffenden Substanz in fliissigem Blut zum Zeitpunkt der
Trocknung abschatzen zu kdnnen.

Zur Klarung dieser Fragen schien es sinnvoll zu sein, zuerst eine kurze Lagerungsstu-
die mit verschiedenen, fir die Praxis relevanten Analyten tber 7 Wochen anzusetzen,
um diese Parameter Uberprifen und optimieren zu konnen.

In einer sich anschlie3enden Langzeitstudie Uber 6 Monate werden, basierend auf den
in den Vorversuchen erzielten Ergebnissen, Tropfen eines Blutpools mit ausgewéhlten
Arznei- und Suchtstoffen auf verschiedenen Untergrundmaterialien angesetzt und
Uber 6 Monate bei verschiedenen Temperaturen gelagert. Teile dieser Proben werden
in jeweils unterschiedlichen Abstanden mit den entwickelten Verfahren und Methoden
auf die ausgewahlten Analyten untersucht. Damit soll die Langzeitstabilitat der Analy-
ten in getrocknetem Blut auf verschiedenen Materialien untersucht sowie insbeson-
dere auch die Praktikabilitat der Asservierungs- und Aufarbeitungsmethode und die

Reproduzierbarkeit der erhaltenen quantitativen Ergebnisse Uberpruft werden.

Ziel ist die Entwicklung einer Methode, um forensisch relevante, auf verschiedenen,
nicht standardisierten Materialien getrocknete Spuren auf Drogen und Arzneistoffe zu
untersuchen sowie eine einheitliche praktikable Vorgehensweise zur Asservierung und

toxikologischen Analyse von Blutspuren vom Tatort zu entwickeln.






3. Allgemeiner Teil

3.1. Analysen in forensisch-toxikologischen Laboratorien

Forensisch-toxikologische Analysen werden mit unterschiedlichen Fragestellungen
und daraus resultierend auch aus verschiedenen Materialien durchgefuhrt.

Blutproben werden haufig zur Uberpriifung der Fahrsicherheit bei vermutetem Fiihren
eines Fahrzeuges unter dem Einfluss von Alkohol oder "anderen berauschenden Mit-
teln" (und damit Drogen, aber auch Arzneistoffen mit Wirkung auf das zentrale
Nervensystem) sowie zur Uberprifung der Einsichts- und Steuerungsfahigkeit und da-
mit der "Schuldféhigkeit” bei Straftaten wie z.B. Raub, Korperverletzung oder Handel
mit Betaubungsmitteln untersucht. Die Nachweisbarkeit von Arznei- oder Suchtstoffen
im Blut ist von verschiedenen Faktoren wie z.B. konsumierte Menge oder Halbwerts-
zeit der Substanz abhangig und in der Regel auf wenige Tage nach dem Konsum be-
grenzt.

Im Urin sind Substanzen durch die physiologische Aufkonzentrierung tber die Niere
deutlich langer nachweisbar, daher werden beispielsweise Abstinenzkontrollen haufig
an Urin als Untersuchungsmatrix durchgefuhrt.

Da sich Arznei- und Suchtstoffe auch in die wachsenden Haare einlagern, sind sie dort
— in Abhangigkeit von der Haarlange — Monate bis Jahre nachweisbar und kénnen so
auch einen lange zurtickliegenden Konsum belegen.

In der post-mortem-Analytik Verstorbener kbnnen — in Abhéngigkeit von der Fragestel-
lung — auch vdllig andere Materialien wie Mageninhalt oder Organteile analysiert wer-

den.

3.2.  Validierung und Qualitatskontrolle

Im Bereich der forensisch-toxikologischen Analytik ist das Arbeiten nach einheitlichen
Vorschriften und Richtlinien von essentieller Bedeutung, um eine Vergleichbarkeit der
Analysenergebnisse unabhangig vom untersuchenden Labor zu gewahrleisten. Dies
beginnt bereits mit der Probenentnahme und reicht Gber den Versand, die Aufbewah-
rung der biologischen Untersuchungsmaterialen, die Probenvorbereitung (Praanalytik)
und die Messung an verschiedenen Analysengeraten (Analytik) bis zur Interpretation
durch die oder den Gutachter/Sachverstandigen. Solche einheitlichen Richtlinien erar-
beitet und veroéffentlicht in Deutschland die Gesellschaft fur toxikologische und foren-
sische Chemie (GTFCh).



Fur eine Gerichtsverwertbarkeit der Analysen sind eine Validierung der Methoden und
eine standige Qualitatskontrolle unabdingbar. Eine Validierung der Methode belegt,
dass die Analysenmethode fur die zu untersuchende Substanz geeignet ist und repro-
duzierbare Ergebnisse erzielt. Fur die Validierung von Analysenmethoden gibt es Vor-

gaben der GTFCh, welche Parameter zu tberprifen sind [50].

3.3. Préaanalytik

Die Blutentnahme bei lebenden Personen erfolgt haufig in Arztpraxen bzw. Kranken-
hausern, manchmal jedoch auch vor Ort, beispielsweise auf einem Polizeirevier. Bis
der diensthabende Arzt, der diese durchfihrt, dort eintrifft, kann unter Umstéanden eine
langere Zeit vergehen, wahrend der bereits ein Teil der mdglicherweise im Blut vor-
handenen Drogen oder Arzneistoffe verstoffwechselt wird. Eine zeithahe Proben-
nahme ist daher sehr wichtig. Fir sehr empfindliche Substanzen wie z.B. Cocain wird
der Blutprobe bzw. der Enthahmeveniile ein Esterasehemmer wie Natriumfluorid zu-
gesetzt, um den enzymatischen Abbau des Wirkstoffes in der Venile zu hemmen [42].
Die Probe wird, sollte die Blutentnahme nicht bereits im untersuchenden Institut erfol-
gen, in der Regel anschliel3end an ein Untersuchungslabor bzw. rechtsmedizinisches
Institut versandt. Hier ist ein ungekihlter Postversand die Regel, es kbnnen somit
Bedingungen vorliegen, die einen weiteren Substanzabbau férdern.

Nach Eingang im Labor wird die Blutprobe registriert, anschliel3end zentrifugiert, das
Uberstehende Serum/Plasma abgenommen und tiefgefroren gelagert, um einen
Abbau von Arznei-/Suchtstoffen zu verhindern bzw. zu minimieren.

Vor der Messung an einem der unten genannten Gerate (Analytik) muss eine adaquate
Probenvorbereitung, z.B. eine Proteinfallung (Enteiweil3ung) des Blutes bzw.
Serums/Plasmas erfolgen. Immunchemische Methoden bendétigen keine Probenvor-
bereitung, sind jedoch haufig lediglich qualitativ auswertbar, da sie in den meisten Fal-
len nicht substanz- sondern gruppenspezifisch reagieren. Das bedeutet, dass
beispielsweise ein positiver Immunoassay auf Opiate ein Hinweis fir den Konsum der
illegalen Droge Heroin sein kann, es kann jedoch ebenso das legale Hustenmittel
Codein therapeutisch aufgenommen worden sein. Des Weiteren kann es zu soge-
nannten Kreuzreaktivitdten kommen. Hierbei handelt es sich um falsch-positive Reak-
tionen des Geréates aufgrund struktureller Ahnlichkeiten eines in der Probe vorhande-

nen Molekuls zu den nachzuweisenden Analyten. Daher missen immunchemische



Tests in der Regel anschlie3end mittels beweissicherer, chromatographischer Metho-
den bestatigt werden.

Fur die Aufbereitung biologischer Probenmatrices fir eine chromatographische
Messung gibt es verschiedene Mdglichkeiten wie beispielsweise die Festphasenex-
traktion (SPE = Solid Phase Extraction), wobei eine Aufreinigung lber eine feste
stationdre Phase erfolgt, von der die gewuinschten Analyten mit einer geeigneten mo-
bilen Phase wieder heruntergeldst werden. Eine weitere Mdglichkeit ist die Fllssig-
Flissig-Extraktion (LLE = Liquid Liquid Extraction), ein Verfahren zur Trennung eines
Gemisches aufgrund der unterschiedlichen Ldéslichkeit der jeweiligen Analyten in
verschiedenen organischen bzw. wassrigen Losungsmitteln [51]. Eine einfache und in
dieser Arbeit verwendete Methode ist die oben erwéhnte Probenvorbereitung durch
Proteinfallung mit einem organischen Losungsmittel wie Acetonitril oder Methanol, bei
der die stérenden Proteine aus dem Untersuchungsmaterial ausgeféllt und anschlie-
Rend abzentrifugiert werden. Die Zugabe von Losungsmitteln fiihrt zu einem Verlust
des Wassermantels der Proteine, diese agglomerieren dadurch und fallen aus [27].

3.4. Analytik

Neben den meist fir Vortests angewandten Immunoassays werden fur die Analyse
von Blutproben in vielen forensisch-toxikologischen Laboratorien hochleistungsfahige
Analysengeréte eingesetzt, wie gaschromatographische (GC) bzw. hochdruckflissig-
keitschromatographische Methoden (HPLC = High Pressure Liquid Chromatography),
jeweils gekoppelt mit einem geeigneten Detektor. Als Detektor finden beispielsweise
der Dioden-Array-Detektor, UV-Detektoren oder Massenspektrometer (MS) Verwen-

dung.

Fur die vorliegende Arbeit wurde ein LC-MS/MS-System, also eine HPLC, gekoppelt
mit einem Tandem-Massenspektrometer (MS/MS) als Detektor, verwendet. Bei dieser
Analysenmethode erfolgt zunachst die Auftrennung eines Stoffgemisches Uber die
HPLC. Der zu messende (z.B. aus Blut/Plasma durch Proteinfallung erhaltene) Extrakt
wird in das System injiziert und mit Hilfe eines Fliel3mittels Uber eine Trenns&ule
gefuhrt. Die Trennsaule besteht aus hydrophobem oder hydrophilem Material mit
unterschiedlichen chemischen Eigenschaften. Dadurch kommt es zwischen den
Analyten aus dem zu analysierenden Extrakt und dem Saulenmaterial zu Wechselwir-

kungen, welche eine Auftrennung der Analyten bewirken [51]. Das Flie3mittel dient



dem Transport der Substanzen tber das Saulenmaterial. Zumeist wird ein sogenann-
ter FlielBmittelgradient verwendet, bestehend aus zwei unterschiedlich polaren
Losungsmitteln, deren prozentuale Anteile im FlieBmittel im Laufe der Messung
verandert werden. Dadurch andern sich die chemischen Eigenschaften des Flie3mit-
tels und die im Extrakt enthaltenen Analyten werden nach ihren unterschiedlichen
Affinitaten zu Saule bzw. FlieBmittel zeitlich getrennt von der Saule eluiert.

Im Interface, also dem Ubertritt von der Kapillare aus der HPLC-Anlage in das
Massenspektrometer werden die ankommenden Analyten positiv oder negativ ionisiert
und zum Massenanalysator weitergeleitet. Es gibt verschiedene Arten der lonisation,
wie Elektronenstof3ionisation, Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI) oder
die sogenannte sanfte lonisationstechnik der Elektrosprayionisation (ESI). Bei letzte-
rer, in der vorliegenden Arbeit angewandter Technik wird die Analytlésung durch eine
Metallkapillare geleitet, an deren Spitze eine Spannung anliegt. Durch dieses elektri-
sche Feld zwischen Kapillare und Gegenelektrode werden die Teilchen ionisiert und
bilden einen sogenannten Taylor-Kegel in dem sie dann zur Gegenelektrode, also dem
Einlass in den Analysator (Orifice) beschleunigt werden. Um eine Vernebelung des
Sprays zu optimieren, wird das neutrale Gas Stickstoff hinzugeleitet. Da nach und nach
das Losungsmittel verdampft, vergrof3ert sich die elektrische Abstof3ung der einzelnen,
gleich geladenen Teilchen in den Tropfchen, bis bei Unterschreitung des sogenannten
Raleigh-Limits die Trépfchen in einer Coulomb-Explosion zerfallen. Dieser Vorgang
wiederholt sich, bis schliel3lich —in der Theorie — nur noch einzelne geladene Molekile
verbleiben. Diese Einzelmolekile werden dann an den Analysator (in diesem Fall das
Tandem-Massenspektrometer) weitergeleitet [15].

Als massenspektrometrische Analysatoren werden beispielsweise lonenfallen-, Time-
of-Flight- oder Tandem-Massenspektrometer verwendet.

Mit einer lonenfalle (Q-Trap) lassen sich insbesondere gering konzentrierte Analyten
selektiver und sensitiver bestimmen, da die lonen Uber einen bestimmten Zeitraum im
Massenspektrometer gehalten und somit aufkonzentriert werden kénnen. Beim Time-
of-Flight-Massenspektrometer (TOF-MS) findet eine Identifizierung der Substanzen
unter anderem Uber die exakte Molekilmasse und die Flugzeit der Analyten im
Analysator statt. Die Flugzeit ist vor allem von dem Verhaltnis der Masse zur Ladung
abhangig und sehr substanzspezifisch.

In dieser Arbeit wurde ein Tandem-Massenspektrometer als Analysator verwendet.

Dieser Analysator besteht aus drei hintereinander angeordneten Quadrupolen. Jeder



Quadrupol besteht aus vier Metallstdben. An diesen Staben liegt ein Wechselstrom
an, der sich in einer zuvor fur jeden Analyten festgelegten Frequenz &ndert. Dies
bewirkt, dass lediglich die gewtinschten geladenen Analyten - die sogenannten
"Mutterionen” - an den zweiten Quadrupol weitergeleitet werden, lonen anderer Masse
werden "aussortiert”. Im zweiten Quadrupol, der sogenannten Kollisionszelle findet die
Fragmentierung dieser ausgewahlten Molekile durch Kollision mit Stickstoff statt.
Durch die Kollision bilden sich charakteristische Fragmente, die als "Tochterionen”
bezeichnet und zum dritten Quadrupol weitergeleitet werden. Dort erfolgt die Detektion
mit Hilfe eines Elektronenmultipliers. Charakteristisch und fur die Auswertung mafi3-
geblich sind die fur jede Substanz spezifischen Massenlbergénge, d.h. von Mutter-
ionen zu den diversen Tochterionen. Fur eine valide Auswertung der erhaltenen
Ergebnisse ist es notwendig, dass flr jede Substanz mindestens zwei spezifische
Ubergange ausgewahlt werden. In der Regel wird das Tochterion mit der héchsten
Intensitat als "Target" oder auch als "Quantifier" bezeichnet und zur Ermittlung der
Konzentration herangezogen. Die weniger haufig und damit mit geringerer Intensitat
entstehenden Tochterionen werden "Qualifier" genannt und dienen der qualitativen
Bestatigung des Analyten sowie zur Bestéatigung der quantitativ erhaltenen Werte.
Die Identifizierung der Analyten - also der zu untersuchenden Substanzen - erfolgt
somit aus einer Kombination von Retentionszeit (Zeit, nach der ein Analyt von der
Trennsaule eluiert), genauer Masse des Mutterions, der Masse der Tochterionen so-
wie deren Verhdltnisse zueinander.

Mit dieser Methode kann eine Vielzahl von Substanzen selektiv und spezifisch im
Untersuchungsmaterial bestimmt werden. Um moglichst sensitiv viele Analyten zu er-
fassen, werden Zeitfenster um die jeweilige Retentionszeit des Analyten eingesetzt, in
denen dann die Ubergange Mutterion zu Tochterionen aufgezeichnet werden. Zur
Quantifizierung wird ein interner Standard verwendet, d.h. eine Substanz, die in ihren
chemischen und physikalischen Eigenschaften dem Analyten méglichst ahnlich ist.
Optimal sind hier die jeweiligen deuterierten Analoga der nachzuweisenden Substan-
zen, in denen mehrere Wasserstoff-Atome durch das schwerere Deuterium substituiert
worden sind. Der interne Standard dient auch dazu, aufarbeitungs- und messtechni-
sche Schwankungen auszugleichen bzw. zu erkennen. Zur Quantifizierung werden
Kalibratoren in identischem Untersuchungsmaterial (z.B. Serum, Urin) in bekannten

Konzentrationen gemessen. Fir die Quantifizierung wird das Peakflachenverhéltnis



von Analyt zu internem Standard herangezogen und mit dem jeweiligen Verhaltnis der

Kalibrierung verglichen.

3.5. Drogen und Arzneistoffe

Die fur die Versuche im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Arznei- bzw. Suchtstoffe
wurden aus unterschiedlichen Wirkstoff- aber auch Strukturklassen ausgewahlt und

werden nachfolgend vorgestellt.
- Stimulanzien

Cocain ist der aktive Wirkstoff des Cocastrauches (Erythroxylum coca,
Erythroxylaceae), eine in Stidamerika, vor allem in den Bergregionen Kolumbiens und
Peru heimischen Pflanze. Die (getrockneten) Blatter enthalten bis zu 2,5 % eines
Alkaloidgemisches, dessen Hauptkomponente Cocain ist [65]. Cocain wirkt stark
euphorisierend und stimulierend, da es die Wiederaufnahme der Neurotransmitter
Dopamin, Noradrenalin und Serotonin hemmt. Als Nebenwirkungen kénnen unter an-
derem erhdhter Blutdruck sowie erhéhte Herzfrequenz auftreten, die bei hoher Dosie-
rung auch lebensbedrohlich werden kénnen. Bis heute gilt Cocain als die Droge, mit
der man (zumindest zeitlich begrenzt) leistungsfahiger und produktiver sein kann.
Insbesondere nach héaufigerem und/oder hochdosiertem Konsum kann es bei nach-
lassender Wirkung zur Umkehr der Wirkung und damit zu depressionsartigen Zustan-
den, dem sogenannten "Crash" kommen. Bei dem im Korper, jedoch auch artefaktisch
nach Abnahme der Blutprobe in vitro durch Demethylierung entstehenden

Benzoylecgonin handelt es sich um einen inaktiven Metaboliten von Cocain, welcher

als Marker fir einen Cocainkonsum als Analyt in diese Doktorarbeit aufgenommen
wurde. Cocain untersteht dem Betaubungsmittelgesetz Anlage Il (verkehrsfahige und
verschreibungsfahige Betaubungsmittel) und ist damit (z.B. zur Lokalanasthesie bei

Eingriffen am Auge) verschreibungsfahig.

Aus der Gruppe der illegalen Stimulanzien wurde dariber hinaus Methamphetamin

ausgewahlt. Methamphetamin ist eine stark stimulierend wirkende Substanz aus der
Gruppe der Amphetamin-Derivate, die insbesondere in den grenznah zu Tschechien
gelegenen Gebieten héaufig missbrauchlich verwendet wird. In Europa nimmt die
Menge der Sicherstellungen seit Jahren kontinuierlich zu [16]. Das synthetische

Methamphetamin kann beispielsweise aus Ephedrin bzw. Pseudoephedrin (und damit
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aus Arzneistoffen, die haufig in nicht verschreibungspflichtigen Erkaltungsmitteln ent-
halten sind) oder aus Phenylaceton hergestellt werden [16]. In der Szene wird es als
"Crystal" oder "Meth" bezeichnet. Methamphetamin wirkt als indirektes Sympathomi-
metikum, indem es den Neurotransmitter Noradrenalin aus seinem Speichervesikeln
freisetzt und so zu einer (voribergehenden) Leistungssteigerung sowie einem verrin-
gerten Angstgefuhl fuhrt. Aus diesem Grund fand es im zweiten Weltkrieg unter ande-
rem als sogenannte "Panzerschokolade" weite Verbreitung [16]. Obwohl Methamphe-
tamin rasch zur Abhangigkeit fiilhren kann, versterben im Vergleich zu anderen Drogen

wie Heroin weniger Menschen an den unmittelbaren Folgen des Konsums.
- Opiate/Opioide

Im Gegensatz zu den oben genannten Stimulanzien wirken Opiate/Opioide zentral
dampfend. In der Natur kommen die beiden Opiate Morphin und Codein in Papaver
somniferum (Papaveraceae), dem Schlafmohn vor [65], welcher derzeit insbesondere
in Afghanistan angebaut wird. Zur Gewinnung von Morphin werden die unreifen
Samenkapseln angeritzt und der austretende Milchsaft nach Eintrocknung gesammelt.
In diesem sogenannten Rohopium befinden sich neben ca. 10 % Morphin weitere
Alkaloide wie Codein, Papaverin und Noscapin. Diese nattrlich vorkommenden Alka-
loide werden als "Opiate" bezeichnet, wahrend halbsynthetisch oder synthetisch
gewonnene Abkdmmlinge "Opioide" genannt werden. Medizinisch wird Morphin als

starkes Schmerzmittel vor allem in der Behandlung von Tumorpatienten eingesetzt.

Codein wird aufgrund seiner antitussiven (= den Hustenreiz unterdrickenden) Eigen-
schaft als Arzneistoff bei starkem Reizhusten verwendet. Im Kdrper wird es in der Re-
gel zu ca. 10 bis 15 % zu Morphin verstoffwechselt, dem ein Grof3teil der ebenfalls
vorhandenen schmerzlindernden Wirkung des Codeins zugeschrieben wird [43].
Sowohl Morphin als auch (in deutlich geringerem Umfang) Codein werden in der Sub-
stitutionstherapie Opiatabhangiger als Alternative zu den meist verordneten Opioiden
Methadon oder Buprenorphin eingesetzt.

Als Ausgangsstoff fir die Synthese von Heroin kommt Morphin auf dem illegalen Markt
eine grol3e Bedeutung zu. Durch zweifache Acetylierung der Hydroxylgruppen im
Morphinmolekil enthalt man das aufgrund seiner Lipophilie deutlich schneller im

zentralen Nervensystem anflutende Heroin. Dieses wird im Korper rasch zu
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Monoacetylmorphin und weiter zu Morphin verstoffwechselt. Die schnelle Konzentrati-
onsanderung im zentralen Nervensystem, insbesondere bei intravenbésem Konsum,
fuhrt zum sogenannten "Kick", einer rasch einsetzenden, extrem starken Euphorie [1].
Auch Heroin wird inzwischen unter seinem chemischen Namen "Diamorphin® bei

schwerst opiatabhangigen Patienten als Substitutionsmittel verwendet.

Die Opiate/Opioide wirken im Kérper an den sogenannten Opiat-/Opioid-Rezeptoren.
Eine gravierende unerwiinschte Wirkung ist die Atemdepression, die bei stationarer
Behandlung aufgrund moglicher Vorsichts- bzw. gegebenenfalls GegenmalRnahmen
(Intubation, Beatmung) in der Regel ohne Folgen bleibt, jedoch bei illegalem Konsum
von Morphin oder Morphin-Derivaten wie Heroin haufig todliche Folgen hat. Da Stra-
Renheroin in der Regel mit gunstig zu erwerbenden Substanzen wie Coffein oder Pa-
racetamol "gestreckt” ist [7], ist dem Konsumenten die Reinheit des gekauften Heroins
nicht bekannt. In der Notfallmedizin wird bei Opiat-Intoxikationen neben symptomati-
scher Behandlung (Intubation, Beatmung) der Opiat-Antagonist Naloxon eingesetzt,
der mit hoher Affinitat, aber ohne Wirkung an den Opiat-/Opioid-Rezeptoren bindet und
somit die Wirkungen der Opiate/Opioide wie Heroin aufhebt [43].Eine Behandlung mit
Naloxon kann jedoch zu einer plétzlich einsetzenden Entzugssymptomatik fuhren [1].
Dariiber hinaus ist zu beachten, dass Naloxon eine deutlich kiirzere Halbwertszeit als
Morphin aufweist und sich somit nach Abklingen der Wirkung des Naloxons wieder

eine Opiat-Intoxikation ausbilden kann.

Bei Methadon handelt es sich ebenfalls um ein starkes Schmerzmittel aus der Gruppe
der Opioide. Methadon hat etwa die doppelte bis vierfache Wirkstarke von Morphin
und unterliegt dem Betaubungsmittelgesetz. Es wird (in deutlich héherer Dosierung) in
Deutschland haufig zur Substitutionsbehandlung Opiat-/Opioidabhangiger, typischer-
weise in Form von oral angewandten und hierdurch nur langsam anflutenden
Darreichungsformen wie viskoser Losung oder Tabletten eingesetzt. Aufgrund der bei
oraler Aufnahme nur langsamen Anflutung, auch im zentralen Nervensystem, fehlt der

sogenannte "Kick", der bei Heroinaufnahme die gewlnschte starke Euphorie erzeugt.

Auch bei Tramadol handelt es sich um ein vollsynthetisch hergestelltes Schmerzmittel
aus der Gruppe der Opioide. Es hat etwa 10 % der Wirkstarke von Morphin. Tramadol
agiert vermutlich neben seiner opioid-agonistischen Wirkung auch als Serotonin-
sowie Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer [1]. Dieser Wirkmechanismus sorgt fur

einen zuséatzlichen schmerzmodulierenden Effekt. Tramadol unterliegt nicht dem
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Betaubungsmittelgesetz, es ist lediglich rezeptpflichtig und daher vergleichsweise ein-

fach erhaltlich. Daher wird es haufig auch missbrauchlich verwendet.

Fentanyl ist als starkstes der in dieser Arbeit untersuchten Opioide etwa 100-mal so
stark wirksam wie Morphin [6]. Fentanyl wird vollsynthetisch hergestellt und unterliegt
dem Betaubungsmittelgesetz. Eine insbesondere fir chronische Schmerzpatienten
haufig verordnete Darreichungsform sind die sogenannten transdermalen therapeuti-
schen Systeme (TTS, "Pflaster"), die Uber eine Dauer von bis zu drei Tagen auf der
Haut verweilen und in dieser Zeit den Wirkstoff kontinuierlich abgeben.

Fentanyl wird, insbesondere im stiddeutschen Raum, von Drogenabhangigen héufig
missbrauchlich verwendet. Hierzu werden die Pflaster gekaut, gelutscht oder haufig
auch ausgekocht und der Extrakt intravenos injiziert [52]. Um eine konstante
Wirkstofffreisetzung zu erreichen, enthalten Fentanyl-Pflaster in der Regel sehr viel
mehr Wirkstoff als sie wahrend ihrer Anwendungsdauer freisetzen. Daher enthalten
selbst gebrauchte Pflaster noch Wirkstoff und wurden friher haufig aus Abféllen von
Krankenh&usern oder Pflegeheimen gestohlen. Da die Dosierung bei ausgekochten
Pflastern aufgrund der unbekannten erhaltenen Menge von Fentanyl schwierig ist,
kommt es zumindest in Bayern zu vielen (wohl versehentlichen) tédlichen Uberdosie-

rungen.
- Benzodiazepine

Die zentral dampfend wirkenden Benzodiazepine sind eine grof3e Gruppe von
Arzneistoffen mit hauptsachlich sedierender und anxiolytischer Wirkung. Als Grundge-
rust enthalten alle Benzodiazepine den sogenannten Diazepinring (siebengliedriger
Ring mit zwei Stickstoffatomen). Die in dieser Arbeit untersuchten Benzodiazepine
unterliegen in Deutschland dem Betdubungsmittelgesetz, sind jedoch in bestimmten
Darreichungsformen und Héchstmengen sogenannte "ausgenommene Zubereitun-
gen" und mussen dann nicht auf einem Betdubungsmittelrezept verordnet werden. Im
Fall von Lorazepam sind dies beispielsweise 2,5 mg Wirkstoff pro Tablette.

Alle Benzodiazepine binden an den sogenannten GABA-Rezeptoren. Der Neurotrans-
mitter GABA (= Gamma-Aminobuttersaure) vermittelt eine inhibierende (= hemmende)
Wirkung im zentralen Nervensystem. Die Hauptwirkungen sind damit angstlésend,
zentral muskelrelaxierend (= muskelentspannend), sedierend (= beruhigend) und
hypnotisch (= schlafférdernd). Einige Benzodiazepine wie Diazepam werden auch als
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Antiepileptika und somit als Arzneistoffe zur Vorbeugung und Behandlung von Krampf-
anfallen eingesetzt. Als Antidot bei Uberdosierungen mit Benzodiazepinen wird Fluma-
zenil eingesetzt, welches ebenfalls an den GABA-Rezeptor bindet, als kompetitiver
Antagonist jedoch keine Wirkung auslést, so dass bei langer wirksamen Benzodiaze-
pinen die Gefahr der wieder einsetzenden Wirkung nach Verstoffwechselung von

Flumazenil besteht [1].

Bei 7-Aminoflunitrazepam handelt es sich um ein pharmakologisch inaktives Stoff-

wechselprodukt des unter dem Handelsnamen Rohypnol® bekannten Wirkstoffes
Flunitrazepam, welcher als stark wirksames Schlafmittel Verwendung findet. Vor der
Aufnahme in das Betaubungsmittelgesetz im Jahre 2011 war Flunitrazepam unter dem
Szenenamen "Roofies" in der Drogenszene weit verbreitet, dartiber hinaus wurde es,

haufig in Verbindung mit Alkohol, als "K.O.-Mittel" eingesetzt.

Benzodiazepine wie Diazepam und Lorazepam werden von Opiat-/Opioid-Konsumen-
ten haufig missbrauchlich als Ausweich- bzw. Ersatzmittel verwendet [3]. Der Misch-
konsum von Benzodiazepinen und Heroin erh6ht das Mortalitéatsrisiko [12], da sich
nicht nur die euphorisierenden, sondern auch die sedierenden und atemdepressiven
Wirkungen verstéarken [1].

Unter alleiniger Einnahme von Benzodiazepinen kommt es aufgrund ihrer grof3en
therapeutischen Breite — zumindest bei gesunden Erwachsenen — auch bei massiver
Uberdosierung nicht zu einer direkten letalen Intoxikation. Alle Benzodiazepine haben
ein hohes Abhangigkeitspotential. Bei Abhangigkeit von hohen Dosierungen kénnen

als Entzugserscheinung unter anderem epileptische Anfalle auftreten.

Diazepam und sein Metabolit Nordazepam sind Benzodiazepine mit einer sehr langen
Halbwertszeit von 20 bis 40 bzw. 30 bis 90 Stunden und werden daher vorwiegend als
auch tagsuber wirksame Anxiolytika und Tranquilizer eingesetzt [1]. Nordazepam
selbst ist auf dem deutschen Markt nicht mehr erhaltlich, sein hingegen auch hier
erhéltliches Prodrug Clorazepat wird noch im sauren Milieu des Magensaftes vollstan-

dig zu Nordazepam verstoffwechselt.

In der Langzeitstudie wurde anstatt von Diazepam Lorazepam als mittellang wirksa-
mes und haufig verordnetes Benzodiazepin ausgewahlt. Therapeutisch findet es

Anwendung in der Behandlung von Angst- und Panikstdérungen, aber auch, wie
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Diazepam, zur Behandlung der Epilepsie. Missbrauchlich wird Lorazepam insbeson-
dere in Form der leicht I6slichen und damit leicht beibringbaren Schmelztablette Tavor
Expidet® auch als K.O.-Mittel angewandt.

- Hypnotika

Als Alternative zu den Benzodiazepinen wurde 1991 in Deutschland mit Zopiclon ein
neuer Arzneistoff aus der Gruppe der sogenannten Z-Substanzen als Schlafmittel ein-
gefuhrt. Auch das ebenfalls im Jahr 1991 auf den Markt gekommene Zolpidem gehort
in diese Gruppe und ist in Deutschland ein haufig verschriebenes Schlafmittel [30].
Zopiclon und Zolpidem wirken am gleichen lonenkanal wie die Benzodiazepine, dem
sogenannten GABA-Rezeptor, greifen jedoch an einer anderen Bindungsstelle an. Das
Wirkungsspektrum &hnelt dem der Benzodiazepine mit sedierenden und muskelre-
laxierenden Eigenschaften. Aufgrund kirzerer Halbwertszeit fuhren Zopiclon und
Zolpidem weniger zu "Hangover-Effekten”, d.h. Nachwirkungen am Morgen nach einer
abendlichen Einnahme. Von Arzten wurde angenommen, dass auch das Abhangig-
keitspotenzial geringer sei und die natlrlichen Schlafphasen nicht beeintrachtigt wr-
den. Die Erfahrung hat jedoch gezeigt, dass auch Zolpidem und Zopiclon zu Toleranz

und Abhangigkeit fuhren kdnnen [23].

Bei Diphenhydramin handelt es sich um ein 1958 auf dem deutschen Markt eingefuhr-

tes Antihistaminikum, d.h. einen Arzneistoff zur Behandlung von Allergien. Da es als
Nebenwirkung zu deutlicher Mudigkeit fuhrt wird Diphenhydramin inzwischen nicht
mehr als Antiallergikum verwendet. Die zundchst unerwinschte Arzneimittelwirkung
der Mudigkeit macht man sich heute zunutze. Diphenhydramin ist inzwischen als leich-
tes Schlafmittel zur kurzfristigen Behandlung von Schlafstérungen zugelassen und in

Form einer Vielzahl nicht rezeptpflichtiger Schlafmittel erhaltlich.
- Psychopharmaka

Amitriptylin ist strukturell gesehen ein trizyklisches Antidepressivum. Nortriptylin ist ein
aktiver Metabolit des Amitriptylins, ist jedoch auch als eigener Arzneistoff auf dem
Markt erhaltlich. Beide Arzneistoffe wirken als sogenannte nicht-selektive Monoamin-
wiederaufnahmehemmer (englische Abkirzung NSMRI Non Selective Monoamine
Reuptake Inhibitors), da sie zu einer (nicht-selektiven) Hemmung der Wiederaufnahme

von Serotonin und Noradrenalin aus dem synaptischen Spalt in die Zelle fiihren und

15



so die Konzentration der freien Neurotransmitter erhdhen. Dies fuhrt zu einer h6heren
Verflugbarkeit von Serotonin und Noradrenalin und so zu einer Milderung depressiver
Symptome, deren Ursache auf der Monoaminmangelhypothese beruht [1]. Amitriptylin
wird auch als sogenanntes "Co-Analgetikum" insbesondere bei neuropathischen

Schmerzen erfolgreich eingesetzt [43].

Doxepin gehort ebenfalls zu den trizyklischen Antidepressiva, das Wirkprinzip ist wie
bei Amitriptylin die unselektive Wiederaufnahmehemmung und dadurch erhdhte
Verfligbarkeit von Serotonin und Noradrenalin im synaptischen Spalt. Doxepin wirkt
stark zentral dampfend und wird daher von Drogenabhéngigen haufig missbrauchlich
verwendet. Therapeutisch wird es neben seiner Anwendung als Antidepressivum auch

unterstitzend im Entzug Alkohol- und Drogenabhangiger verordnet [1].

Der Wirkmechanismus von Citalopram ist die selektive Wiederaufnahmehemmung von
Serotonin in die Zelle, dies fuhrt zu einer hoheren Konzentration des Neurotransmitters
Serotonin im synaptischen Spalt, der die antidepressive Wirkung von Citalopram
erklart. Diesen Wirkmechanismus bezeichnet man als SSRI (Selective Serotonin
Reuptake Inhibitor).

Citalopram ist sowohl in Form eines Racemates (1:1 Gemisch der Stereoisomere) als
auch in Form des reinen S-Enantiomers erhaltlich und wird dann als Escitalopram

bezeichnet.

Quetiapin ist in die gro3e Gruppe der Antipsychotika einzuordnen. Dort gehort es zur
neueren Generation der atypischen Antipsychotika und wird bei Schizophrenie,
bipolaren Erkrankungen sowie schweren Depressionen arztlich verordnet. Quetiapin
greift an unterschiedlichen Rezeptoren (Adrenozeptoren, Histaminrezeptoren,
Dopaminrezeptoren und Serotininrezeptoren) an [43]. Da man bei den meisten psy-
chischen Erkrankungen von einem Ungleichgewicht der unterschiedlichen Neurotrans-
mitter im zentralen Nervensystem ausgeht, werden Substanzen wie Quetiapin bei
verschiedensten psychischen Stérungen angewandt; Quetiapin war 2015 das Psycho-

leptikum mit der hochsten definierten Tagesdosis [24].

Als tetrazyklisches Antidepressivum findet Mirtazapin Anwendung bei depressiven

Erkrankungen. Dies ist derzeit das einzige Indikationsgebiet, fir das dieser Wirkstoff
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in Deutschland zugelassen ist. Die Wirkung wird tber eine Steigerung der Noradrena-
lin- und Serotoninfreisetzung erreicht. Da Mirtazapin eine stark sedierende Wirkung

aufweist, wird es in der Regel zur abendlichen Einnahme verordnet.
- Weitere Arzneistoffe

Dartber hinaus wurden in die Langzeitstudie die Arzneistoffe Bisoprolol, Ramipril und
Metformin aufgenommen, da sie als haufig verordnete Wirkstoffe bei Bluthochdruck
bzw. Diabetes Hinweise auf eventuelle Erkrankungen der betreffenden Person und bei

unbekannten Personen somit auch auf die Person selbst geben kénnen.

Bisoprolol ist ein Arzneistoff aus der Gruppe der sogenannten Betarezeptorenblocker,
deren Wirkung auf einer Blockade der Betarezeptoren insbesondere am Herzen und
an den Gefal3en beruht. Bisoprolol war nach Metoprolol 2015 die Substanz aus dieser
Gruppe mit dem hochsten Verbrauch in Deutschland [24]. Betablocker hemmen somit
die Wirkungen des Adrenalins und werden aufgrund der daraus resultierenden blut-
drucksenkenden und herzentlastenden Eigenschaften zur Behandlung von Hypertonie
(Bluthochdruck), Angina Pectoris und chronischer Herzinsuffizienz angewandt.

Ramipril fuhrt ebenfalls zu einer Blutdrucksenkung, es weist jedoch einen anderen
Wirkmechanismus auf, als die Betarezeptorenblocker. Es handelt sich hierbei um
einen sogenannten ACE-Hemmer, d.h. die Blutdrucksenkung wird durch eine
Blockade des Angiotensin Converting Enzymes erreicht. Dadurch wird letzten Endes
vermindert Angiotensin Il freigesetzt, was wiederum Uber das Renin-Angiotensin-Al-
dosteron-System eine Erniedrigung des Blutdrucks zur Folge hat. Des Weiteren wird
Uber diesen Mechanismus weniger Aldosteron ausgeschuttet, welches in der Neben-
niere gebildet wird und zu einer Retention von Natrium und Wasser in der Niere fuhrt.
Daher wirken ACE-Hemmer gleichzeitig leicht diuretisch, d.h. harntreibend. Bei
Ramipril handelt es sich um ein sogenanntes Prodrug, erst im Organismus wird durch
Abspaltung einer Ethanolgruppe durch Esterasen in der Leber aktives Ramiprilat
erzeugt. Ramipril war 2014 eines der Antihypertonika mit dem hdchsten Verbrauch in
Deutschland [24].

Bei Metformin handelt es sich um ein orales Antidiabetikum, d.h. einen Arzneistoff zur
Behandlung von nicht-insulinpflichtigem Typ2-Diabetes ("Zuckerkrankheit"). Metformin
war 2015 das orale Antidiabetikum mit dem hdchsten Verbrauch in Deutschland [24].
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Strukturell gesehen ist es ein sogenanntes Biguanid, dessen Wirkprinzip noch nicht
vollstandig geklart ist. Es hemmt die intestinale Glucoseresorption sowie die Gluco-
neogenese (Neubildung von Glucose) in der Leber. Es wirkt daher nur, solange noch
eine - wenn auch geringe - kdrpereigene Produktion von Insulin stattfindet.

Bei Metformin besteht im Gegensatz zu vielen anderen oralen Antidiabetika nicht die
Gefahr einer Hypoglykédmie ("Unterzucker"), da es keine direkte insulinsekretions-
steigernde Wirkung hat [1]. Als schwere Nebenwirkung kann es in seltenen Féllen zur
sogenannten Lactatazidose kommen, d.h. einer Anhaufung von Milchsaure bzw.
Lactat im Blut und daraus resultierend zu einer Azidose (= zu niedriger pH-Wert des
Blutes), die auch todlich verlaufen kann. Da Metformin zu einem grof3en Anteil Uber
die Niere ausgeschieden wird, besteht die Gefahr einer Lactatazidose insbesondere
bei niereninsuffizienten Patienten, daher ist Metformin bei schwerer Niereninsuffizienz

kontraindiziert.

3.6. Analytik von Blutspuren

In vielen Bereichen der Medizin ist die Analyse kleinster Spuren menschlichen
Ursprungs und der Vergleich bzw. die Zuordnung solcher Spuren bereits etabliert, bei-
spielsweise bei der DNS-Analytik. Eine toxikologische Analyse solcher verschiedener

Spuren ist jedoch im Bereich der forensischen Toxikologie noch eine Seltenheit.

3.6.1. DNS-Analytik

Im Jahre 1987 gelang der Durchbruch im Bereich der DNS-Analyse an getrockneten
menschlichen Spuren. Der sogenannten ,Pitchfork-Fall“, benannt nach dem letztlich
Uberfihrten Tater Colin Pitchfork, konnte mithilfe des von Alec Jeffreys 1984 im Zu-
sammenhang mit seiner Forschung am menschlichen Genom entschliisselten geneti-
schen Fingerabdrucks [33] und des dadurch méglichen DNS-Vergleiches aufgeklart
werden [17].

Innerhalb von drei Jahren wurden in der Nahe von Leicester zwei 15-jahrige Madchen
umgebracht. Als der zweite Mord geschah, stellte man fest, dass derselbe Tater am
Werk gewesen sein musste. Ein vermutlich Schuldiger war gefunden, lediglich der
Vater des Beschuldigten glaubte an seine Unschuld. Nun wurden mit dem von Jeffreys
neu entwickelten Verfahren die Spermaspuren von der Kleidung der beiden Opfer mit
dem Blut des Verdachtigen verglichen, wodurch dieser entlastet werden konnte. Durch
einen grol3 angelegten DNS-Vergleich von etwa 5000 Mannern konnte letztendlich der
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Tater Uberfuhrt werden [17]. Seit dieser Zeit hat sich die DNS-Analyse aus Koérperflis-
sigkeiten und getrockneten menschlichen Spuren in der forensischen Analytik
etabliert. FUr die Durchfiihrung eines genetischen Abgleichs gentigen bereits Spuren
von menschlichem Probenmaterial wie beispielsweise Spermaspuren, Hautschuppen
oder Haare (mit Wurzel). Diese kdnnen dann mit Vergleichsproben verglichen und

meistens eindeutig zugeordnet werden.

3.6.2. Blutspurenmusterverteilungsanalyse

Bei der Blutspurenmusterverteilungsanalyse nutzt man getrocknete Bluttropfen und
Blutspritzer, um ein Tatgeschehen zu rekonstruieren, oder ggf. ein postuliertes
Geschehen zu bestatigen oder zu widerlegen [53]. Hierbei werden Grof3e, Form und
Ort der Spuren analysiert, um diese beispielsweise einer Tatwaffe und/oder einer
Position von Opfer bzw. Tater zuzuordnen.

Bei einer Schusswaffe entstehen durch die hohe Beschleunigung sehr feine Spritz-
muster des Blutes, die mit Entfernung der Schusswaffe zum Opfer immer grober wer-
den und so eine ungeféahre Zuordnung des Abstandes von Opfer zu Tater ermdéglichen.
Exakte Geschehensablaufe kénnen so zwar nicht rekonstruiert werden, allerdings
kénnen angegebene Handlungsablaufe und Zeugenaussagen bestétigt oder ggf. auch

widerlegt werden.

3.6.3. Dried Blood Spots (DBS)

Auch fur klinische und toxikologische Analysen werden Blutspuren verwendet. Bereits
vor etwa einem Jahrhundert befasste sich der Schwede Ivar Christian Bang mit der
Bestimmung der Blutglucosekonzentration. Da hierfir zum damaligen Zeitpunkt eine
groRe Menge Blut benétig wurde, suchte er mit seinen Schilern eine patienten-
schonende Methode, um den Blutzuckerspiegel, zunéchst im Tierversuch an
Kaninchen, zu bestimmen [4]. Hierflr verwendete Bang nur etwa zwei bis drei Tropfen
Blut aus der Ohrvene der Kaninchen und brachte diese auf ein Filterpapier auf.
Anschliel3end konnte er mithilfe einer Titration mit Jodiésung die Glucosekonzentration

im Blut der Kaninchen mit einer flr diese Zeit erstaunlichen Genauigkeit bestimmen.

Etwa 50 Jahre spater, in den 1950er Jahren wurde die Analyse von auf Filterkarten
getrocknetem Blut zur Verwendung in der klinischen Chemie weiterentwickelt. Eine
Arbeitsgruppe um den Mikrobiologen Robert Guthrie entwickelte den nach ihm

benannten Guthrie-Test fur das Massenscreening von Neugeborenen auf Phenyl-
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ketonurie, einen Stoffwechseldefekt, der unbehandelt zu schweren geistigen Schaden
fuhrt [22]. In der Regel findet das Screening bereits am dritten Lebenstag des Neuge-
borenen statt. Bei der von Guthrie entwickelten, minimal invasiven Methode wird
Kapillarblut aus der Ferse des Sauglings entnommen, direkt auf ein Filterpapier auf-
getragen und getrocknet. Dieses Filterpapier mit getrocknetem Blut wird anschliel3end
auf eine mit einem Bacillus subtilis Stamm bebrltete Nahrplatte aufgebracht. Die
Bakterien sind auf dieser Platte durch den Stoff Thienylalanin in ihrem Wachstum ge-
hemmt, dessen Wirkung durch die Anwesenheit hoher Konzentrationen Phenylalanin
aufgehoben wird. Dies resultiert letztlich in einem deutlichen Wachstum des Bakteri-
enstammes. Dies war fur Guthrie ein eindeutiger Beleg auf das Vorliegen der
Krankheit. So konnte bereits friihzeitig mit einer spezifischen Behandlung bzw. einer
phenylalaninarmen Diat begonnen werden und Spatfolgen wie geistige Schaden ver-
hindert bzw. minimiert werden. Das Massenscreening flr Neugeborene ist auch heute
noch weit verbreitet und im Laufe der Jahre auf verschiedenste angeborene Stoffwech-
seldefekte wie Hypothyreose, Galactosamie und die sogenannte Ahornsirupkrankheit

erweitert worden.

Ab Mitte der 1980er Jahre wurde diese Methode auch zur Bestimmung der Konzent-
ration von Arzneistoffen beim therapeutic drug monitoring (TDM) in der klinischen Che-
mie angewandt. Insbesondere fur Arzneistoffe, die langfristig eingenommen werden
mussen und deren Blutspiegel regelmalig kontrolliert werden muss, bietet sich diese
Methode an, da die Betroffenen nicht regelmaf3ig zum Arzt fahren missen. Ziel ist es,
dem Patienten die Moglichkeit zu geben, zu Hause mithilfe einer Lanzette aus der
Fingerbeere selbst eine Blutprobe zu entnehmen und diese nach Trocknung auf einer
Filterkarte fur die Analyse an ein Labor einzusenden. Vor allem Kinder kdnnen, bei
guter Compliance der Eltern, von dieser einfachen Blutenthahmemethode profitieren.
Beispielsweise Antiepileptika [56], [10], Antiretrovirale Arzneistoffe [45] und Immun-
suppressiva [25], [18], [14] sind in den letzten Jahren untersucht und die DBS-Analytik

in diesem Bereich routinemaflig angewandt worden.

Dartber hinaus werden toxikokinetische und pharmakokinetische Studien, metabolic
profiling, Doping- und Umweltanalysen sowie mikrobiologische und epidemiologische
Uberwachungen beziiglich Infektionen mit verschiedenen Viren (hier wurden z.B. auch
Resistenzen des HI-Virus gegentber Medikamenten untersucht [41]), Bakterien, aber

auch Parasiten wie Plasmodien [54] an DBS durchgefuhrt [13]. Beispielsweise wurde
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eine epidemiologische Studie zum Missbrauch von Cocain in der Schwangerschaft
mithilfe der Bestimmung von Benzoylecgonin aus DBS durchgefthrt [61]. Des Weite-
ren gibt es Studien, die eine Verwendung von DBS fir Dopingkontrollen im Sport,
beispielsweise zum missbrauchlichen Gebrauch von Wachstumsfaktoren [11] oder
anabolen Steroiden [64] untersuchen. Auch die Untersuchung von Blutproben aus
schwer zuganglichen Gebieten (beispielsweise Krisen- bzw. Kriegsgebieten) kann
mittels DBS realisiert werden. John et al entwickelten eine Methode, eine Senfgas-
exposition Uber ein in vivo entstehendes Reaktionsprodukt mithilfe der DBS-Technik
zu untersuchen, da die Blutproben getrocknet problemlos nach Deutschland versandt

werden konnten [34].

3.6.4. DBS und Blutspuren in der forensischen Toxikologie

Im Rahmen der taglichen Routinearbeit in der forensischen Toxikologie wird die
Analyse von dried blood spots bisher noch nicht, bzw. lediglich in sehr geringem Um-
fang eingesetzt und es existieren nur vergleichsweise wenige Publikationen zur

Anwendung und Moglichkeiten der Analyse von DBS in der forensischen Toxikologie.

Ricarda Jantos beispielsweise untersuchte die Stabilitat des Schlafmittels Zopiclon in
getrockneten gegenuber flissigen Blutproben bei verschiedenen Lagerungsbedingun-
gen [32]. Da Zopiclon in flissigen, im Kuhlschrank gelagerten Blutproben sehr instabil
ist [44], wurde von Jantos (Arbeitskreis Skopp) Uberprift, ob Zopiclon auch in getrock-
neten Blutproben als DBS auf Filterkarten instabil ist oder ob sich hier ggf. eine
Maoglichkeit zur Langzeitlagerung darstellt. In der Studie lag die Wiederfindung von
Zopiclon in den angefertigten DBS nach 30 Tagen bei Lagerung bei 20 °C noch bei
81 % gegenuber 26 % bei nur achttagiger Lagerung in flissigen, gespiketen Blutpro-
ben. Bei einer Lagerung bei 40 °C ist dieser Unterschied noch deutlicher, da in den
flissigen Blutproben nach 8 Tagen bereits kein Zopiclon mehr nachweisbar war, in
den DBS nach einem Lagerungszeitraum von 30 Tagen jedoch noch 66 % verbleiben-
des Zopiclon nachgewiesen werden konnte. Dies zeigt eine deutliche verbesserte
Stabilitat des Zopiclons in Trockenblutproben gegenuber flissigem Blut.

Bei der Analyse getrockneter Blutproben ergeben sich jedoch auch Schwierigkeiten im
Vergleich zur Aufarbeitung flussiger Blutproben. Zunéachst muss das getrocknete Blut
wieder geldst und so fur eine Aufarbeitung zuganglich gemacht werden. Verschiedene
Arbeitsgruppen beschaftigen sich derzeit mit Verfahren, die das Losen und Aufbereiten

des Trockenblutes von einer normierten Filterkarte erleichtern sollen, beispielsweise
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mit einer direkten on-line-Festphasenextraktion der Spots [47], oder einer direkten
Paper-Spray-Massenspektrometrie [40].

Ein weiterer Punkt, der eine Analyse von Trockenblutproben erschwert, besteht darin,
zu rekonstruieren, welcher Menge flissigen Blutes der DBS entspricht, da diese Infor-
mation essentiell ist, um den Blutspiegel einer Substanz bestimmen zu kénnen. Es gibt
allerdings bereits Versuche, die Menge des in einem DBS auf einer normierten Filter-
karte enthaltenen Blutes zu evaluieren [35].

Aber auch bei Verwendung von vorgefertigten Filterkarten und Verwendung von
normierten ,Punches”, also einem definierten, ausgestanzten Teil des DBS, ist eine
weitere unbekannte Variable der Hamatokritwert. Der Hamatokrit wird in Prozent
angegeben und bezeichnet den Anteil der Erythrozyten im Blut. Dieser beeinflusst die
GroRe des DBS, aber auch durch Chromatographieeffekte die Verteilung der
Arzneistoffe, da er die Viskositat des Blutes malRgeblich mitbestimmt [67]. Daher sind
ausgestanzte Areale verschiedener Blutproben bei gleicher Grof3e nicht immer von
gleicher Masse bzw. liegen in verschiedenen Arealen eines DBS nicht immer die-
selben Konzentrationen an Analyten vor (beispielsweise von Holub et al am Beispiel
von Aminosauren und Acylcarnitinen gezeigt [26]). Auch hier gibt es Forschungsarbei-
ten zur Losung dieses Problems (beispielsweise durch Ausschneiden des kompletten
DBS [36] bzw. alternative Probennahmestrategien wie Systeme zur Entnahme einer
definierten minimalen Menge Kapillarblut [39] oder das sogenannte VAMS (volumetric
absorptive microsampling, deutsch: volumetrische absorptive Mikroprobennahme) [37]
oder durch Berechnung des ursprunglichen Vollblutvolumens dber einen leicht
zuganglichen Faktor, wie die Kaliumkonzentration [8].

Des Weiteren fehlen derzeit noch weiterfihrende Studien zur Vergleichbarkeit von
Analysen aus Vollblut und entsprechend zugehorigem, fur DBS in der Regel verwen-
detem Kapillarblut. Forschungsarbeiten zu diesem Thema fokussieren sich zumeist
auf einen bestimmten Analyten (Gammahydroxybuttersaure (GHB) [58], Paracetamol
[63] oder 25-Hydroxy-Vitamin D [38]) und die Ubertragbarkeit auf andere Arzneistoffe
ist fraglich.

Diese Forschungsarbeiten und auch die bereits etablierte Routineanalytik aus DBS
beschranken sich auf die Analyse von auf normierten Filterkarten getrocknetem Blut.
Zur Spurenanalyse von getrocknetem Blut auf anderen Materialien gibt es sehr wenige

Forschungsarbeiten.
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Doch auch im Bereich der Blutspurenanalyse auf anderen Untergrundmaterialien als
den standardisierten Filterkarten gibt es einige wenige Studien, die die Schwierigkei-
ten, die sich aus der Heterogenitat der unterschiedlichen Materialien ergeben, aufzei-
gen. Eine Verdffentlichung aus dem Ulmer Institut fir Rechtsmedizin befasst sich mit
der Analyse von Ethylglucuronid, einem Stoffwechselprodukt des Ethanols, auf
verschiedenen Untergrundmaterialien [66]. Als solche Materialien wurden hier
Teppich, Tapete, Asphalt, ein Autositzbezug, unbehandeltes Leder und Wattetupfer
untersucht. Es wurden im Rahmen eines kontrollierten Trinkversuches jeweils 4 mL
Blut von sieben Versuchspersonen auf die verschiedenen Untergrundmaterialien auf-
getragen. Lediglich auf die Wattetupfer wurden aus Platzgriinden nur 100 pL Blut auf-
getragen. Nach 24-stindiger Trocknung erfolgte eine Analyse der Proben auf
Ethylglucuronid. Die Extraktion der Bluttropfen von den verschiedenen Untergrund-
materialien erfolgte durch Zerschneiden des Teppichs, Sitzbezugs und Leders;
Asphalt und Glas wurden mit Wasser abgespult und die Wattetupfer mit Wasser extra-
hiert. Allen Proben wurde eine grof3e Menge Wasser (3 mal 100 mL) zugefuigt und die
Extraktion erfolgte im Ultraschallbad. AnschlieRend wurden die erhaltenen Uberstande
gefriergetrocknet. Der Vergleich zwischen Vollblut und den getrockneten Blutproben
zeigt eine gute Reproduzierbarkeit unabhéngig vom Material. Zu erwéhnen ist aller-
dings, dass hier mit einem definierten Blutvolumen gearbeitet wurde, in der Praxis ist
dies nicht bekannt und schwer zu rekonstruieren.

Eine Arbeitsgruppe um Schiitz analysierte Blutspuren aus einem Unfallauto [60]. Der
nach einem Verkehrsunfall flichtige Verursacher wurde von der Polizei zu einem spa-
teren Zeitpunkt in seiner Wohnung angetroffen, eine Analyse seines 8 Stunden nach
dem Vorfall entnommenen Blutes verlief positiv auf Benzoylecgonin, ein Stoffwechsel-
und Abbauprodukt des Cocains. Der Beschuldigte gab an, erst nach dem Unfall Cocain
konsumiert zu haben. Eine wohl im Verlauf des Verkehrsunfalls entstandene Blutspur
in seinem Auto wurde daraufhin auf das Vorliegen von Benzoylecgonin untersucht. In
der Blutspur wurde eindeutig Benzoylecgonin nachgewiesen. Dies zeigt, dass die Per-
son zu der die Blutspur gehorte (ob hier ein DNS-Abgleich stattfand, ist dem Artikel
nicht zu entnehmen), vor dem Entstehen des Blutflecks im Auto Cocain konsumiert
hatte und mdglicherweise hierdurch der Unfall mit verursacht wurde. Hier liegt jedoch
lediglich ein qualitativer Nachweis von Benzoylecgonin vor, da die Menge des Blutes

auf dem Lenkrad nicht bekannt war.
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Aus dieser Arbeitsgruppe um Harald Schiitz (s.0.) Uberpriifte Jan Gotta 2004 im Rah-
men seiner Dissertation die Nachweisbarkeit und Stabilitat verschiedener, strafrecht-
lich relevanter Analyten aus den Gruppen der Cannabinoide, Amphetamine, Opiate
und Cocain in - auf unterschiedlichen Materialien (Glas, Stoff, Metall, Holz, Fliesen) -
getrockneten Blutproben [19]. Hierfur entwickelte er geeignete Verfahren, um die Blut-
spuren von den verschiedenen Untergrundmaterialien zu I6sen und einer Aufarbeitung
mittels automatisierter Festphasenextraktion und anschlieRender GC-MS-Analyse
zuganglich zu machen. Er konnte nach einer Lagerungszeit von 64 Tagen noch alle
Analyten qualitativ nachweisen. Durch Verwendung eines definierten Blutvolumens
konnte auch eine Quantifizierung vorgenommen werden. Die quantitativen Resultate
unterlagen jedoch teils grélR3eren Schwankungen. Diese Schwankungen sind zum
einen sicherlich dem geschuldet, dass hier im Bereich der Nachweis- bzw. Bestim-
mungsgrenze der Methode gearbeitet wurde, zum anderen liegen sicher auch durch
Aufarbeitung und Extraktion bedingte Schwankungen vor.

Auch Carole Jamey aus Stral3bourg untersuchte die Nachweisbarkeit verschiedener
Arzneistoffe in getrockneten Blutproben. Sie konnte die Stabilitdt der von ihr ausge-
wahlten Analyten Bromazepam, Diazepam, Cyamemazin (ein in Deutschland nicht
erhaltliches Antipsychotikum), Methadon, Tramadol und Zolpidem auf den Untergrund-
materialien Glas, Kachel, Tapete und Stoff Gber ein Jahr beweisen. Es wurden zwei
verschiedene Lagerungsbedingungen (Tageslicht und Dunkelheit) und zwei verschie-
dene Asservierungsmethoden (Abnahme mit Tupfern bei den glatten Materialien Glas
und Kachel bzw. Ausschneiden der Spots bei Stoff; fur die Trockenblutproben auf
Tapete wurden beide Verfahren getestet) tberpruft [28]. Alle Arzneistoffe waren inner-
halb des untersuchten Zeitraums nachweisbar.

In einer weiteren Studie untersuchte Carole Jamey die Stabilitdt von sieben Benzodi-
azepinen, Methadon und Zolpidem in getrockneten Blutproben uUber einen Zeitraum
von einem Monat [29]. Hierbei wurde als Untergrundmaterial nur Glas verwendet, von
dem die Bluttropfen mit einem Skalpell abgekratzt bzw. als vergleichendes Asser-
vierungsverfahren mithilfe eines Tupfers abgenommen wurden. In dieser Studie sollte
der Einfluss verschiedener auf3erer Faktoren wie Lagerungstemperatur und Lichtex-
position Uberpruft werden. Dabei konnte die Stabilitdt der untersuchten Analyten tber
einen Monat nachgewiesen werden, einzige Ausnahme bildete Clonazepam, welches

sich bei Lagerung im Freien bzw. bei -20 °C instabil zeigte. Auch in dieser Studie wurde
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mit einem definierten Blutvolumen gearbeitet, wobei sich zeigt, dass eine Quantifizie-

rung der Arzneistoffe aus Blutspuren eines definierten Volumens durchaus moglich ist.

Zusammenfassend werden die Vorteile der Analyse von DBS bzw. getrockneten Blut-

proben im Folgenden dargestellt:

Einige Arznei- bzw. Suchtstoffe sind in fliissigen Blutproben instabil, wie beispiels-
weise das oben erwahnte Zopiclon, vorrangig aufgrund enzymatischer Hydrolyse.
Durch Anfertigung von DBS wird diese durch den Wasserentzug beim Trocknen des
Blutflecks gestoppt, wodurch eine verbesserte Stabilitdt resultiert [32]. Die Proben
lassen sich dann problemlos und ohne Kilhlung per Post verschicken, ohne dass ein
signifikanter Abbau entsprechender Analyten stattfindet.

Durch den Wasserentzug beim Trocknen der DBS wird nicht nur die chemische
Degradation von Substanzen gestoppt. Auch Viren und Bakterien kdnnen dann grof3-
tenteils nicht mehr tberleben bzw. tGberdauern, somit liegt ein zusatzlicher Vorteil im
Handling getrockneter Blutproben in der gegeniber flissigen Blutproben haufig deut-
lich geringeren Infektiositat. Beispielsweise werden Human Immunschwacheviren
(HIV) bei Trocknung irreversibel inaktiviert, wohingegen Hepatitisviren weiterhin tber
einen langeren Zeitraum (mindestens sieben Tage) infektios bleiben knnen [48].

Ein weiterer Vorteil von DBS ist die Probennahme, die gegeniber einer vendsen Blut-
entnahme deutlich vereinfacht ist und auch durch den Probanden selbst oder anderes,
nicht-medizinisches Personal (z.B. Polizei) erfolgen kann. Dadurch kann die Probe
zeitnah zum Geschehen entnommen werden, sodass das Ergebnis der Analyse die
Konzentration des zu bestimmenden Analyten zum Tat- oder Geschehenszeitpunkt
besser wiedergibt.
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4. Material und Methoden

Die Geréte, die fur Aufarbeitung, Auswertung und Erstellung dieser Arbeit verwendet
wurden, wurden vom Forensisch-toxikologischen Centrum (FTC) zur Verfiigung ge-

stellt. Das Labor ist nach ISO 17025 fiur Forensische Zwecke akkreditiert

4.1. Gerate

Tabelle 1: Gerate

Hochdruckflussigkeitschromatograph Agilent
Tandemmassenspektrometer API 4000 bzw. API 5000 | AB Sciex
Vortexmischer Scientific Industries
Zentrifugen Hettich
Reacti-Therm Heizblock Thermo Scientific
Reacti-Vap Abdampfvorrichtung Thermo Scientific
Kolbenhubpipetten Eppendorf
Multipette Gilson

Dispenser Hirschmann

4.2. Softwares

Fur die Auswertungen der Daten wurden die unten aufgelisteten Softwares in ihrer

jeweils genannten Version verwendet.

Tabelle 2: Softwares

Bezeichnung und Version Herausgeber

Analyst® 1.6.2 AB Sciex GmbH
Office 2013 Microsoft®
Valistat 2.0 Arvecon GmbH
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4.3. Verbrauchsmaterial

Die jeweiligen Verbrauchsmaterialien wurden ebenfalls vom FTC bereitgestellit.

Tabelle 3:Verbrauchsmaterial

Material Firma

Pipettenspitzen mit/ohne Filter, verschiedene Grol3en Eppendorf
Plastikréhrchen 5 & 10 mL Sarstedt
ReagiergefalRe Plastik bis 2 mL Inhalt (,micro tubes®) Sarstedt
EDTA-Blutentnahmeréhrchen (1,8 mg/mL) Sarstedt
HPLC-Vials bis 0,2 mL Inhalt Chromatographiehandel Miiller
Glasvials bis 1,5 mL Inhalt Agilent
Becherglaser verschiedene Grél3en Schott Duran
Zellstofftupfer Hartmann
Schwammtupfer Fitzco
Einmalskalpelle Braun
Filterkarten (collection card 705™) Fitzco

4.4. Chemikalien und Reagenzien

Auch die verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden vom FTC zur Verfigung

gestellt und jeweils innerhalb ihrer vorgegebenen Haltbarkeit verwendet.

Tabelle 4: Lésungsmittel

Losungsmittel Bezug
Methanol HPLC grade Sigma Aldrich
Acetonitril HPLC grade Sigma Aldrich

Bidestilliertes Wasser

ELGA-Anlage im Haus

Tabelle 5: Chemikalien

Chemikalie Bezug
Ameisensaure 98 % Sigma Aldrich
Ammoniumformiatlésung 10 mM Sigma Aldrich

Ammoniumacetat HPLC

Sigma Aldrich (Hersteller FLUKA)

matia

Beta-Glucuronidase-Arylsulfatase aus Helix Po-

Sigma Aldrich




Die Herstellung der benétigten Reagenzien, Pufferlésungen und mobilen Phasen fur

die HPLC erfolgte nach unten stehenden Schemata.

Tabelle 6: Puffer und Reagenzien

Bezeichnung Zusammensetzung

Rekonstitutionspuffer R1 0,5 mL 10 mM Ammoniumformiatlésung, 150 mL

Methanol auf 850 mL bidestilliertes Wasser
Rekonstitutionspuffer A1/A2 1 mL 2 mM Ammoniumacetatiésung, 50 mL Acetronitril

auf 950 mL bidestilliertes Wasser
Mobile Phase Al 0,5 mL 10 mM Ammoniumformiatldsung, 1 mL

Ameisensaure 98% auf 1 L bidestilliertes Wasser
1 mL 2 mM Ammoniumacetatlésung, 0,2 mL Ameisen-

Mobile Phase A2 saure 98 %, 50 mL Acetonitril auf 950 mL bidestilliertes
Wasser

Mobile Phase B1 1 mL 2 mM Ammoniumacetatlosung, 50 mL bidestillier-
tes Wasser in 950 mL Acetonitril

Mobile Phase B2 0,5 mL 10 mM Ammoniumformiatiésung, 0,1 mL
Ameisensaure 98% auf 1 L Methanol

Ammoniumacetatlésung 2 mM 38,5 g Ammoniumacetat auf 250 mL bidestilliertes
Wasser
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45. Standardmaterial

Alle verwendeten Standardldsungen wurden innerhalb ihrer Haltbarkeit verwendet und
nach dem Offnen einer Originalampulle jeweils in beschrifteten, lichtgeschitzten Glas-
vials bis zur erneuten Verwendung im Tiefkuhlfach bei (-20 °C) aufbewabhrt.

Tabelle 7: Standardlésungen

Konzentration (der freien Hersteller

Stammldsung

7-Aminoflunitrazepam

Base)
1,0 mg/mL in Acetonitril

LGC Standards

Amitriptylin

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

Benzoylecgonin

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

Bisoprolol Fumarate

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

Citalopram HBr

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

Codein 1,0 mg/mL in Methanol LGC Standards
Diazepam 1,0 mg/mL in Methanol LGC Standards
Diphenhydramin HCI 1,0 mg/mL in Methanol LGC Standards
Doxepin HCI 1,0 mg/mL in Methanol LGC Standards
Ethylglucuronid Reinsubstanz Pulver Medichem

Fentanyl 100 pg/mL in Methanol LGC Standards
Lorazepam 1,0 mg/mL in Acetonitril LGC Standards

Metformin HCI

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

(+/-)-Methadon

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

(+/-)-Methamphetamin

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

Mirtazapin

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

Morphin

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

Nordiazepam

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

Nortriptylin HCI

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

Quetiapin Hemifumarat

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

Ramipril

Reinsubstanz Pulver

LGC Standards

cis-Tramadol HCL

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

Zolpidemtartrat

1,0 mg/mL in Methanol

LGC Standards

Von den Reinsubstanzen in Pulverform wurden jeweils Stammlésungen hergestellt.

Ethylglucuronid wurde in einer Konzentration von 2 mg/mL in bidestilliertem Wasser

hergestellt, Ramipril in einer Konzentration von 1 mg/mL in Methanol.
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Tabelle 8: interne Standards
Stammldsung

Konzentration

Hersteller

Alprazolam-D5

(der freien Base)
100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Amphetamin-D5

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Benzoylecgonin - D3

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Buprenorphin-D4

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Clonazepam-D4

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Cocain - D3

100 pg/mL in Acetonitril

LGC Standards

Codein-D3

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Dihydrocodein-D6

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Diazepam - D5

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Nordazepam-D5

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

EDDP-D3

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Fentanyl-D5

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

7-Aminoflunitrazepam-D7

100 pg/mL in Acetonitril

LGC Standards

Methadon-D3

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Methamphetamin - D14

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

- D5 (MDMA-D5)

(+/-)-Methylendioxymethamphetamin

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Morphin - D3

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Oxazepam-D5

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Tramadol-13C-D3

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

Zolpidem-D6

100 pg/mL in Methanol

LGC Standards

MPPH)

5-(4-methylphenyl)-5-phenylhydantoin

Reinsubstanz Pulver

Sigma Aldrich

Da MPPH in Pulverform vorliegt wurde eine Stammlésung mit 1 mg/mL in Methanol

hergestellt.

4.6. Untersuchungsmaterial

Sowohl die Vortests als auch die Langzeitstudie wurden mit Eigenvollblut durchgefthrt.
Dieses - im Sinne der Studie - wirkstofffreie Blut wurde durch Punktion der Ellenbeu-

genvene gewonnen und in mit EDTA impragnierte R6hrchen entnommen.

Fur die Herstellung der Probenpools wurde jeweils eine definierte Menge dieses Blutes
(106 g fur die Kurzzeit-Lagerungsstudie bzw. 74,2 g fur die Langzeitstudie) in ein
300 mL fassendes Becherglas (mit zugegebenem Ruhrfisch) unter Beriicksichtigung
der Dichte des Blutes von 1,06 g/mL eingewogen und auf einen Magnetruhrer gestellt.

31



Unter Ruhren wurden nun bei Raumtemperatur die Analytldsungen in entsprechender
Menge und Konzentration zupipettiert (siehe Tabelle 15 fir die Kurzzeit-Lagerungsstu-
die bzw. Tabelle 16 fur die Langzeitstudie im Anhang).

Im Anschluss wurde das Becherglas mit Parafilm dicht verschlossen und inklusive
Magnetrihrer in den Kuhlschrank bei 4 °C verbracht und dort 2,5 h gerthrt. Anschlie-
Rend wurde der Pool bei Raumtemperatur weitere 30 min geruhrt. Zuletzt wurde der
fertige Pool auf seine Homogenitat gepruft. Hierzu wurde an acht verschiedenen Stel-
len im Becherglas jeweils 100 pL Blut entnommen und in acht verschiedene, beschrif-
tete ,micro tubes” Uberfiihrt. Diese Proben wurden anschlieBend wie fur die Aufarbei-
tung der Kalibratoren beschrieben aufgearbeitet und gegen eine tagesaktuelle
Kalibration gemessen. Aus allen acht Bestimmungen je Pool wurde fiir jeden Analyten
der Mittelwert der Messungen berechnet und als Zielwert fur die Qualitatskontrolle

verwendet.

4.7. Qualitatskontrollproben

Zur Kontrolle der Richtigkeit der Messungen wurden sowohl externe, kommerziell
erworbene, als auch interne, selbst hergestellte Qualitatskontrollproben verwendet. Als
interne Qualitatskontrolle wurde der fur die Studie hergestellte Blutpool verwendet.
Dazu wurden 30 Aliquote zu je 100 pyL aus dem Pool in beschriftete ,micro tubes*
abgefullt und bis zur Verwendung bei -20 °C tiefgefroren. Fur die Validierung wurden
eine hohe und eine niedrige Kontrolle — relativ zum Kalibrationsbereich — mit allen in
der Methode enthaltenen Analyten in Kalberserum angesetzt. Hierflir wurden separat
Mischungen der Analyten analog der Kalibriermixe (siehe Tabelle 17 im Anhang)
hergestellt und von diesen je 200 pL des Mixes ,low* auf 10 mL Serum bzw. 600 pL
des Mixes ,high* auf 10 mL Serum pipettiert. Diese Qualitatskontrollpools wurden
gemischt, wie oben angegeben, auf inre Homogenitat gepruft und anschlieRend eben-
falls in beschrifteten ,micro tubes” zu je 100 uL aliquotiert bis zur Aufarbeitung bei
-20 °C tiefgefroren. Alle externen Qualitatskontrollproben waren lyophilisierte Serum-
proben mit dotierten Sollkonzentrationen der aufgefihrten Analyten. Sie miussen vor
Verwendung mit bidestilliertem Wasser nach Herstellervorschrift gelost werden. Zur

Zusammensetzung der externen Qualitatskontrollproben siehe Tabelle 18 im Anhang.

Die aliquotierten internen sowie externen Qualitdtskontrollproben wurden mit jeder

Analysenserie analog zu den Kalibratoren mit aufgearbeitet und anschlie3end in mit-
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hilfe von Excel erstellte Kontrollkarten eingepflegt. In diesen waren die erlaubten Gren-
zen von +/- 30 % hinterlegt, sodass direkt erkennbar war, ob bei einem Analyten zu
hohe oder zu niedrige Werte gemessen werden.

4.8. Untergrundmaterialien

Als Untergrundmaterialien fir die Blutspuren wurden verwendet:
- Kichenkacheln, matt, weild mit den Maf3en 4,8 cm x 4,8 cm
- Bettlaken, weil3, 100% Baumwolle ohne elastische Fasern
- Raufasertapete, weil3, tapeziert auf Pressspanplatten
- Parkett, Esche weil3, geolt, nicht impragniert

- Teppichfliesen mit Gummiuntergrund, braun, MalRe 50 cm x 50 cm

4.9. Lagerungsbedingungen

Um eine unterschiedliche Beeinflussung durch auf3ere Faktoren zu simulieren, wurden

fur die vorliegende Arbeit drei verschiedene Umgebungsbedingungen gewabhit.

Ein Kiuhlschrank mit einer eingestellten Soll-Temperatur von 4 °C wurde zur Simulation
eines kalten Tages gewahlt. In diesem nicht kontaminierten Kuhlschrank sind aul3ere
Einflussfaktoren, wie UV-Einstrahlung minimiert. Dennoch kommt es durch das Offnen
des Kihischrankes zu Temperaturschwankungen innerhalb eines Bereiches von 2 bis
8 °C. Einmal pro Woche wurde die Temperatur am Kihilschrank abgelesen und
maximaler und minimaler Wert in diesem Zeitraum notiert.

Die Lagerung der Proben bei Raumtemperatur erfolgte unter Lichtausschluss in einem

Schrank bzw. bei den Vorversuchen in einem Abzug (leer, BtM-frei). Die Temperaturen
und auch die Luftfeuchte unterlagen den in einem Labor Ublichen Schwankungen,
wobei die Temperatur im Labor an einigen Tagen auf bis zu 35 °C anstieg. Hier sollten
Realbedingungen simuliert werden, bei denen ebenfalls eine erhebliche Schwan-
kungsbreite von Temperatur und Luftfeuchte vorliegen kann.

Um einen sehr hei3en Tag mit etwas konstanteren Bedingungen zu simulieren, wurde

ein Trockenschrank gewahlt. Dieser war auf 35 °C eingestellt, diese Temperatur war

konstant, abgesehen von den Zeitpunkten, an denen der Trockenschrank zur Proben-
entnahme geoffnet werden musste. AuRere Einflussfaktoren wie UV-Strahlung und

Luftfeuchte spielten in diesem abgeschlossenen Raum keine gro3e Rolle.

4.10. Aufarbeitungsmethode
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Die Methode fur die Aufarbeitung von Trockenblut wurde aus der derzeit am FTC
etablierten Methode zur Aufarbeitung von flissigen Blutproben fir ein Wirkstoff-
screening entwickelt. Zur Aufarbeitung der Kalibratoren und Qualitatskontrollen in
flissigem Blut wurde die unten stehende Methodik angewandt.

Bei dieser Methode wird die Blutprobe mit einer Proteinfallung mittels Acetonitril
aufgereinigt. Hierftir werden 100 pL Probe - fur die sieben Kalibrationspunkte nach
Zugabe von jeweiligen Mengen Standardmix low bzw. high (siehe Tabelle 19 im
Anhang) - in einem ,micro tube“ mit je 2 uL internem Standardmix (Anhang Tabelle 20)
versehen und anschliel3end mit je 1 mL Acetonitril versetzt. Die Proben werden sofort
auf den Vortexmischer gestellt und dort eine Minute gemischt. AnschlielRend werden
sie sechs Minuten bei 14000 U/min in der Hochgeschwindigkeitszentrifuge zentrifugiert
und der Uberstand in neue ,micro tubes" dekantiert. Es werden je 2 uL Ameisensaure
98 % zugesetzt, um empfindliche Analyten durch Ansauern des Milieus zu schiitzen,
bevor die Proben unter Stickstoffstrom im Heizblock bei 37 °C zur Trockne einge-
dampft werden. Der erhaltene Rickstand wird in 150 pL Rekonstitutionspuffer R1 auf-
genommen, kurz angerittelt, finf Minuten stehen gelassen und nach nochmaligem
kurzem Mischen auf dem Vortexmischer in HPLC-Vials tberfihrt und zur Messung in

den Autosampler des Geréates gestellt.

4.11. LC-MS/MS-Methode

Die Messmethode am LC-MS/MS-Gerat wurde aus der Routine Ubernommen. Das
verwendete MS-Gerét ist ein APl 4000 Tandemmassenspektrometer von AB Sciex.
Die HPLC-Anlage besteht aus einer Bindrpumpe (Agilent), dem Saulenofen (Agilent),
einem automatischen Probengeber (Agilent) und einem Saulenschaltventil (Valco). Die
FlielBmittel werden unmittelbar in der Pumpe entgast. Als Saule fur die HPLC wurde
eine Zorbax Eclipse XDB-C8 (5 micron 3 mm x 150 mm) der Firma Agilent mit Vorsaule

verwendet.

Die hier verwendete Methode ist ein Multianalytpanel mit 62 Analyten, einer Gesamt-
laufzeit von 18,5 Minuten pro Probe und eine Equilibrierungszeit von 1,5 Minuten. Von
der Probe werden pro Lauf jeweils 4 pL injiziert und mit einem Gradienten Uber die
HPLC-Saule getrennt (siehe Anhang Tabelle 21). Die cycle time, also die Zeit, in der
einmal alle in diesem Zeitraum zu messenden Analyten gemessen werden, liegt bei
1,1 s. Insgesamt laufen Uber die Messzeit von 18,5 min 1009 Zyklen. Fir jeden

Analyten liegt das Messzeitfenster, in dem seine Ubergange gemessen werden, bei
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110 s, jeweils 55 s vor und nach der jeweils zu erwartenden Retentionszeit. Pro Analyt
werden zwei charakteristische Ubergange von Mutter- zu Tochterion betrachtet. Die
Kollisionsenergien (CE) und Declustering-Potentiale (DP) fur die in der Studie unter-
suchten Analyten sind zusammen mit den Massenibergangen in Tabelle 22 im

Anhang dargestellt.

Mithilfe des Programms Analyst® wurde mit einer fir die Routine erstellten Methode
der Lauf ausgewertet. Hierbei wurden die Peaks von der Software integriert und teil-
weise - wo erforderlich - manuell nachintegriert. Fur die Ermittlung der Konzentration
wurde eine im etwa zweiwdchigen Rhythmus frisch aufgearbeitete Kalibrierung heran-
gezogen. Berechnet wurden die Konzentrationen der Analyten in den Proben mithilfe
der Peakflachenverhaltnisse von Analyt zu internem Standard und im Abgleich mit der
Kalibrationsgeraden. Diese wurde von der Software automatisch linear durch alle
sieben Kalibratoren gelegt, mit einem Wichtungsfaktor von 1/x. Die jeweils pro Lauf
mitgemessenen verschiedenen Qualitatskontrollen wurden mithilfe von in Excel ange-
legten Kontrollkarten auf ihre Richtigkeit hin Gberpruft, wobei eine Abweichung der

Werte vom Sollwert von bis zu +/- 30 % zugelassen war.

4.12. Validierung

Die Validierung der Methode erfolgte nach den Richtlinien der GTFCh fir die
»LAnforderungen an die Validierung von Analysenmethoden* in forensisch-toxikologi-

schen Laboratorien.
- Linearitat der Kalibrierung

Die Kalibration einer Methode erfillt dann die Kriterien zur Linearitat, wenn innerhalb
des vorgegebenen Messbereiches Ergebnisse erhalten werden, die direkt proportional
zur Konzentration des Analyten in der Probe sind. Fur die praktische Durchfihrung
wird eine Kalibration mit mindestens funf von Null verschiedenen, gleichmallig Gber
den Bereich der Kalibrierung verteilten Konzentrationen nach Methodenvorschrift
angesetzt, aufgearbeitet und gemessen. Die Kriterien sind erfullt, wenn maximal zwei
Ausreil3er vorliegen und diese nicht auf demselben Kalibrationsniveau liegen. Des
Weiteren wird die Varianzhomogenitat zwischen dem niedrigsten und hdéchsten
Kali-brator mittels F-Test bestimmt, liegt diese Uber 99 % und ergibt ein anschlieRend

durchgefuhrter Linearitatstest nach Mandel tiber 99%, so kann eine lineare Regression
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verwendet werden. Falls keine Varianzhomogenitét gegeben ist, muss eine gewichtete

Regression verwendet werden.
- Analytische Grenzen

Die Nachweisgrenze (niedrigste qualitativ nachweisbare Konzentration) und die Be-
stimmungsgrenze (niedrigste quantitativ bestimmbare Konzentration) eines Analyten
kénnen auf zwei verschiedene Methoden uberpruft werden. Entweder wird hier nach
DIN 32645 [50] verfahren, wobei die Bestimmung beider Parameter Uber eine
Kalibriergerade im unteren Konzentrationsbereich und eine lineare Regression dersel-
ben erfolgt. Die zweite Mdglichkeit ist eine Bestimmung der Nachweisgrenze tber das
Signal-Rausch-Verhaltnis (S/N), welches fur die Nachweisgrenze mindestens ein
Verhéltnis von 3:1 betragen muss. Die Bestimmungsgrenze wird bei dieser alternati-
ven Methode durch funffache Messung einer Qualitatskontrollprobe, die in ihrer Kon-
zentration dem niedrigsten Kalibrator entspricht, festgelegt und kann angenommen

werden, wenn der BIAS sowie die Wiederholprézision um maximal 20 % abweichen.
- Genauigkeit und Prazision

Die Genauigkeit bezeichnet die Abweichung der einzelnen erhaltenen Werte von den
jeweiligen Sollwerten, die Prazision beschreibt den Grad der durch zuféllige Fehler
ausgelosten Streuung um den Mittelwert. Zur Uberprifung werden zwei Qualitats-
kontrollpools, jeweils einer im niedrigen und einer im hohen Bereich relativ zur Kalib-
ration in Serum angesetzt. An acht verschiedenen Tagen muss jeweils in Doppel-
bestimmung die Konzentration der einzelnen Analyten in den (aliquotiert eingefrore-
nen) Proben bestimmt werden. Der jeweilige Bias, also der Fehler der einzelnen
Parameter darf maximal 15 %, im Bereich der Nachweisgrenze 20 % betragen.

- Stabilitat

Unter diesem Punkt soll die chemische Stabilitéat der einzelnen Analyten in einer ge-
gebenen Matrix und unter bestimmten Bedingungen untersucht werden. Zum einen
wird hier die Einfrier-Auftau-Stabilitat untersucht, des Weiteren die Langzeitstabilitat
und die Probentellerstabilitat aufgearbeiteter Proben. Die Probentellerstabilitat ergibt

sich in der durchgefihrten Studie durch Messung von Qualitatskontrollproben tber den
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gesamten Messzeitraum und insbesondere am Ende einer Analysenserie. Bei Ver-
wendung deuterierter interner Standards durfen die absoluten Peakflachen der Analy-
ten maximal 25 % abweichen, sonst lediglich um 15 % bzw. 20 % nahe der Bestim-
mungsgrenze. Fir die Einfrier-Auftau-Stabilitat werden jeweils sechs Qualitatskontroll-
proben drei Einfrier-Auftauzyklen unterzogen, anschliel3en nach Arbeitsanweisung
aufgearbeitet und gemessen. Die gemittelten Ergebnisse dirfen nicht mehr als 10 %
vom Sollwert abweichen. Fir die Langzeitstabilitat wurden die jeweils mitgemessenen
QC-Proben aus jeder Serie verwendet, da diese zu Beginn der Studie hergestellt,
aliquotiert eingefroren und Uber den gesamten Untersuchungszeitraum verwendet
wurden. Auch hier gilt eine Hochstgrenze fur die Abweichung vom Sollwert von maxi-
mal 10 %.

- Matrixeffekte und Wiederfindungsrate

Matrixeffekte beschreiben den Einfluss von in der Probe vorhandenen Substanzen auf
das Messsignal des zu untersuchenden Analyten. Hierbei kann es zur Verstarkung
(enhancement) oder Abschwachung (suppression) des Messsignals kommen. Fir die
Bestimmung der Matrixeffekte missen je mindestens finf Reinsubstanzlésungen, finf
aufgestockte Matrixproben aus verschiedenen Leermatrices und funf aufgearbeitete,
im Nachhinein aufgestockte Leermatrixextrakte vergleichend analysiert werden. Die
Wiederfindungsrate (gemaf3 Richtlinien soll sie mindestens bei 50 % liegen) berechnet
sich bei diesen Versuchen aus den jeweiligen Peakflachenverhaltnissen der aufge-
stockten Matrixproben zu denen der entsprechenden aufgestockten Leermatrix-
extrakte, die Matrixeffekte aus den Peakflachenverhaltnissen der aufgestockten Leer-
matrixextrakte zu denen der jeweiligen Reinsubstanzldsungen. Zugelassene Abwei-
chung ist im Falle der Verwendung eines deuterierten internen Standards 25 %, in

anderen Fallen 15 % bzw. 20 % nahe der Bestimmungsgrenze.

- Eigene Methodenvalidierung

Die neue Methode wurde gemal3 den Richtlinien der GTFCh validiert.
Die Kriterien der GTFCh fir die Linearitat der Analyten Gber den zu messenden Kali-

brierbereich war fur alle Analyten, sowohl im Vollblut, als auch in Serum erfullt.
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Zur Ermittlung der Nachweis- (NWG) und Bestimmungsgrenze (BG) wurden beide,
nach GTFCh-Richtlinien akzeptierten Verfahren durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 9 dargestellt. Teilweise wurde die alternative Methode der Festlegung der
Nachweis- und Bestimmungsgrenze Uuber das Signal/Rausch-Verhéltnis (S/N,

Variante 2) herangezogen.

Tabelle 9: Nachweisgrenzen (NWG) bzw. Bestimmungsgrenzen (BG) und jeweilig verwendete
Methode der Analyten der Langzeitstudie

NWG [ng/mL] BG [ng/mL] Methode
Benzoylecgonin 5 10 S/IN
Methamphetamin 2,23 7,54 DIN
Morphin 1,54 5,15 DIN
Codein 2,57 8,3 DIN
Methadon 54 18,1 DIN
Fentanyl 0,66 2,2 DIN
Nordazepam 6,79 22,6 DIN
Lorazepam 2,34 7,90 DIN
Zolpidem 6,89 22,0 DIN
Citalopram 5 10 S/IN
Diphenhydramin 5,01 16,3 DIN
Doxepin 4,76 15,5 DIN
Mirtazapin 4,26 14,0 DIN
Quetiapin 5 10 S/N
Bisoprolol 5 10 SIN
Metformin 3,93 13,3 DIN
Ramipril 0,49 1,61 DIN

Die Messung der Genauigkeit erfolgte an acht verschiedenen Tagen, an denen jeweils
zwei der aliquotiert eingefrorenen Kontrollen (low und high) nach o.g. Methode aufge-
arbeitet wurden. Im hohen Konzentrationsbereich erflllten einige Analyten das
95 %-Intervall nicht, da die Abweichungen vom dotierten Sollwert zu grol3 waren. Dies
fiel vor allem bei Analyten auf, fur die zur Quantifizierung kein eigener deuterierter
interner Standard zur Verfligung stand. Die Genauigkeit im niedrigen und damit fur die
Spurenanalytik und die hier verwendete Methodik wichtigeren Bereich war fir alle un-
tersuchten Analyten erfullt.

Sowohl Probentellerstabilitat, als auch Langzeitstabilitat waren fur die in der Langzeit-
studie verwendeten Analyten erflllt. Die Probentellerstabilitat wurde bei jeder Analy-

senserie mittels zu Beginn und am Ende der Serie gemessenen Qualitatskontroll-
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proben Uberprift. Die Langzeitstabilitat war gegeben, da in den aliquotiert eingefrore-
nen Qualitatskontrollproben nach sechsmonatiger aliquotierter Lagerung bei -20 °C
das Kriterium einer maximalen Abweichung von 10 % vom Sollwert erfillt war. Die
Einfrier-Auftau-Stabilitat konnte fir fast alle Analyten belegt werden. Lediglich
Quetiapin zeigt Uber den untersuchten Zeitraum von den nach GTFCh-Richtlinien
geforderten drei Einfrier- und Auftauzyklen (siehe Methodenteil) eine ansteigende Ten-
denz, die Uber das erlaubte Niveau von 25 % anstieg. Diese Tendenz zeigte sich fur
alle in der Studie verwendeten Psychopharmaka (Citalopram, Doxepin, Mirtazapin
sowie fur Diphenhydramin). Bei diesen lagen jedoch die Werte innerhalb der erlaubten
Abweichungen.

Bei einer Methode mit einer kurzen Probenvorbereitung mittels einfacher Protein-
fallung, die so viele Analyten erfasst, sind Matrixeffekte ein zu erwartendes Phdnomen,
da sich viele Substanzen gegenseitig beeinflussen. Des Weiteren ist die Aufarbei-
tungsmethode mittels Acetonitrilfallung eine schnelle Methode, die allerdings nicht alle
storenden Matrixeffekte beseitigen kann. Von den hier untersuchten Analyten unterlag
lediglich Nordazepam ausgepragten Matrixeffekten. Obwohl hier ein deuterierter inter-
ner Standard verwendet wurde, lagen die Matrixeffekte bei der niedrigen Qualitatskon-
trolle bei 65,6 % im Serum bzw. 66,1 % im Vollblut und bei der hohen Qualitatskontrolle
bei 71,7 % im Serum bzw. 76,8 % im Vollblut.

Die Wiederfindungsrate lag bei allen Analyten oberhalb der geforderten 50 %.
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5. Experimenteller Teil

5.1. Vorversuche

Im Rahmen von Vorversuchen wurden zunachst wesentliche Parameter bei der

Asservierung von Blutspuren Uberprift und verschiedene Methoden getestet.

5.1.1. Trocknungsverlust von Blut unter verschiedenen Bedingungen

Zunachst wurde der aus einer bestimmten Menge flissigem Vollblut resultierende
Anteil an Trockenmasse bestimmt, da bei einer unbekannten Blutspur nur Gber diesen
Parameter eine Einordnung der Konzentration eines Analyten moéglich ist. Fur die erste
Abschatzung des Trockenanteiles von Blut wurden ,micro tubes” aufsteigend durch-
nummeriert und gewogen. Fur die Bestimmung des resultierenden Trockenblutanteils
wurde ein festes Volumen von 100 pL gewahlt. Je 100 pyL von 142 verschiedenen
postmortalen Blutproben wurden jeweils in Dreifachbestimmung in die beschrifteten
»-micro tubes” pipettiert und bei Raumtemperatur drei Tage unter einem anderweitig
nicht genutzten Abzug offen getrocknet. Zur Ermittlung des Trockenblutanteiles wur-
den die ,micro tubes” erneut gewogen und das Leergewicht des GefalRes abgezogen.
In Abbildung 1 ist deutlich ersichtlich, dass die resultierenden Trockenblutanteile in
einem engen Bereich (Extremwerte zwischen 13,0 % [m/V] und 33,2 % [m/V]) um

einen Mittelwert von 23,7 % [m/V] streuen (Standardabweichung 4,63).
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Abbildung 1: Trockenblutanteil von 142 verschiedenen, postmortalen Blutproben
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Um auch aul3ere Einflisse auf die Trockenmasse auf anderen Materialien zu tGberpri-
fen, wurden Bluttropfen auf Bettlaken angesetzt und getrocknet. Hierflr wurde ein
weilles Bettlaken aus 100 % Baumwolle in ca. 5 cm x 5 cm grof3e Stlicke zurecht-
geschnitten. Diese Stiicke wurden nummeriert und bei Raumtemperatur gewogen.
Anschliel3end wurde jeweils auf zwei verschiedene Stlick Laken je 100 pL postmortale
Blutproben verschiedener Personen aufgetragen. Von diesen Laken wurden je Blut-
probe ein Stick bei Raumtemperatur und eines bei 35 °C getrocknet. Nach einer
Trocknungszeit von je 18 Stunden wurden die tarierten Bettlakenstiicke erneut gewo-
gen. Die Massendifferenz ist in Abbildung 2 als prozentualer Trockenanteil des
Vollblutes auf der y-Achse zu sehen. Die jeweils zusammengehorigen Blutproben sind
an je einem Messpunkt der x-Achse aufgetragen.
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Abbildung 2: Trockenblutanteil von 48 verschiedenen Blutproben zu je 100 pL, getrocknet auf
Stoff bei jeweils zwei verschiedenen Temperaturen

Der Mittelwert der Trockenblutanteile auf Stoff liegt mit 26,5 % [m/V] héher als der aus
den in den ,micro tubes" getrockneten Blutproben ermittelte Wert. Die Streuung der
einzelnen Werte liegt in engem Bereich (Extremwerte zwischen 12,0 % [m/V] und
38,0 % [m/V]) um den berechneten Mittelwert (Standardabweichung 4,96). Bei den
hier untersuchten Proben zeigte sich kein Einfluss der Lagerungstemperatur auf die
resultierende Trockenblutmasse, die Mittelwerte lagen bei 26,2 % [m/V] Trockenblut-
anteil nach Trocknung bei Raumtemperatur und bei 26,9 % [m/V] Trockenblutanteil

nach Lagerung im Trockenschrank bei 35 °C.
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5.1.2. Asservierung der Trockenblutproben

Nach Bestimmung des Trocknungsverlustes wurde die Asservierung der Blutspuren
auf verschiedenen Untergrundmaterialien tberprift. Einige Materialien lassen sich gut
transportieren und kénnen somit ins Labor gebracht werden, um dort die Blutspuren
vom Untergrund zu lésen. Ein Beispiel hierfur ist der zuvor im Rahmen des
Trocknungsverlustes geprtfte Stoff, der in Form von Laken oder Kleidungsstiicken
leicht transportabel ist und von dem somit eine Extraktion des Blutfleckes im Labor
madglich ist. Von anderen Materialien, wie beispielsweise Bodenbelagen, Putz bzw.
Tapeten mussen Spuren direkt vor Ort durch die Polizeibeamten asserviert werden,
da sie meistens nicht transportabel sind. Hierfur ist eine einfach durchfiihrbare und
praktikable Lésung essentiell. Im Rahmen dieser Arbeit wurden deshalb verschiedene

Asservierungsverfahren fur unterschiedliche Untergriinde getestet.

Zunachst wurde die Asservierung von Kacheln als einem héaufig in Wohnungen und
an oOffentlichen Platzen vorhandenen Untergrund getestet. Auf matt wei3e Kichen-
kacheln wurden verschiedene Volumina eines Blutes (20, 50, 100 pL) getropft und bei
einem Teil der Kacheln durch Verwischen zusatzlich verteilt. Anschlie3end wurde mit-
tels unterschiedlicher Verfahren die Vollstandigkeit und Praktikabilitat der Asservierun-

gen und Extraktionen Uberpruft.

Da von den Beamten der Spurensicherung verschiedenste Spuren zur
DNS-Analytik asserviert werden, sind am Tatort in der Regel Wattetupfer zum Abrieb
solcher menschlicher Spuren verfligbar. Diese kdnnen auch zur Asservierung von
Blutspuren fur eine toxikologische Analyse verwendet werden und wurden deshalb
dahingehend Uberprift. Um die Menge des abgeriebenen Blutes bestimmten zu kon-
nen, wurden die Wattetupfer zunachst durchnummeriert (dies war notig, da die Tupfer
sich in ihren Massen zwar nur wenig unterschieden, dies aber in Bezug auf die sehr
geringe aufgenommene Blutmenge erhebliche Auswirkungen hat) und in trockenem
Zustand gewogen. Die tarierten Tupfer wurden mit bidestilliertem Wasser angefeuch-
tet. Hierdurch wurde das Blut auf dem Untergrund durch das Wasser an den Tupfern
angeldst und dadurch abnehmbar. Fur einen getrockneten Tropfen nicht verwischten
Blutes war meist ein Tupfer ausreichend, da sich das Blut grof3tenteils als Ganzes vom
Untergrund ablésen lie3. Um das verwischte und anschlieRend getrocknete Blut voll-
standig von der Kachel abzunehmen, waren bei 100 pL urspringlichen Vollblut-
volumens bis zu drei Wattetupfer nétig. Die Tupfer wurden anschlie3end aufrecht in je
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einem Sarstedtréhrchen pro Blutfleck drei Tage bei Raumtemperatur vollstandig

getrocknet und nochmals gewogen.

Als alternative Abriebmaterialien wurden zum einen Zellstofftupfer der Firma Hartmann
und zum anderen Schwammtupfer der Firma Fitzco getestet, die vor Verwendung leer
gewogen wurden. Beide Tupferarten waren saugfahiger und groRer als die Wattetupfer
von Sarstedt, daher war nur ein Tupfer zum Abnehmen von 100 pL Blut von den
Kacheln noétig. Auch diese Tupfer wurden zunachst angefeuchtet, allerdings war hier
aufgrund der starkeren Saugfahigkeit der Zellstoff- und Schwammtupfer eine deutlich
grélRere Menge an bidestilliertem Wasser zum Anfeuchten nétig, als bei den Watte-
tupfern. Anschlie3end wurde der Blutfleck vollstandig von der Kachel abgenommen.
Die Tupfer wurden analog den Wattetupfern drei Tage vollstandig getrocknet und

anschlieRend erneut gewogen.

Beim Bewegen und Arbeiten mit den Kacheln zeigte sich, dass das getrocknete Blut
bereits bei kleinen Erschutterungen und Beriihrungen splitterte und sich vom Unter-
grund l6ste. Daher wurde als alternative Asservierungshilfe ein Skalpell getestet. Das
getrocknete Blut wurde mithilfe eines zuvor mit Methanol gereinigten Einmalskalpells
vorsichtig von der Kachel abgekratzt und die so entstandenen, teils sehr feinen
Trockenblutsplitter in ,micro tubes* Uberfuhrt. Das Skalpell wurde nach jeder Probe mit
Methanol griindlich gereinigt und getrocknet. Bei einer Spurensicherung vor Ort muss,
vor allem bei sehr geringem Probenmaterial die starke Splitterung des Blutes bei
Beruihrungen beachtet werden, da erhebliche Teile der Spur verloren gehen bzw. ver-
streut werden konnten (siehe Abbildung 3). Vor allem, wenn das Blut nicht in einem
Tropfen, sondern eher verwischt auf dem Untergrund getrocknet ist, ist es wichtig, das

Trockenblut sehr vorsichtig abzukratzen, da die Splitter dann sehr fein sind.
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Abbildung 3: Abkratzen des Blutes mithilfe eines Einmalskalpells
5.1.3. » Rekonstituieren“ des Trockenblutes zur Analyse

Um das asservierte getrocknete Blut einer Aufarbeitung wie sie in der Routine fur Blut-
und Serumproben durchgefihrt wird, zuganglich zu machen, wurde zunéachst tber-
pruft, welches Lésungsmittel geeignet ist, um das asservierte Blut von den Watte-
tupfern herunter zu l6sen, das von glatten Oberflachen wie Kacheln abgekratzte,
trockene Blut anzuldsen bzw. die auf Stoff getrockneten Blutproben in L6sung zu brin-
gen. Zunéchst wurde bidestilliertes Wasser zum Losen der Blutproben verwendet, da
das Blut in seiner Trocknungsphase vorrangig an Wasser verliert und dieses Verfahren
somit den ursprunglichen Zustand des Blutes am ehesten wieder herstellen soll. Hier-
fur wurde zu den getrockneten Splittern jeweils 100 pL Wasser bzw. bei Stoffproben
und den Wattetupfern jeweils 1 mL Wasser zugegeben. AnschlieRend wurden die
Proben fur 20 Minuten auf das Rittelbrett bei 370 Schwingungen pro Minute verbracht.
Die Blutsplitter l16sten sich im Wasser nur zu einem Telil auf, das Wasser farbte sich
leicht rotlich. Auch beim ,Rekonstituieren* des auf den Stoffproben getrockneten
Blutes liel3 sich eine leichte Rotfarbung des zugegebenen Wassers beobachten.

Als Alternative wurden Versuche mit einem Methanol/Wasser-Gemisch (80 % Metha-
nol, 20 % bidestilliertes Wasser) durchgefihrt, da viele Arznei- und Suchtstoffe leicht
in organischen Flussigkeiten I6slich sind. Organische Ldsungsmittel wie Methanol
haben jedoch proteindenaturierende Eigenschaften, die man sich zwar bei Aufarbei-
tungen zunutze macht (Proteinfallung als Aufreinigungsschritt), die jedoch zum Lésen
getrockneten Blutes hinderlich sind. Es bildeten sich bereits auf dem jeweiligen Unter-
grundmaterial Klumpen bzw. das getrocknete und abgekratzte Blut von den Kacheln
lield sich mit diesem Losungsmittelgemisch (MeOH/H20) nicht anlésen, sondern blieb
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als ein Gebilde im Losungsmittel schwimmen. Eine Farbung der Lésung war hier nicht
zu beobachten. Bei der Auswertung der an der LC-MS/MS-Anlage gemessenen
Extrakte dieser Proben vergleichend mit Extrakten der nur mit H20 angeldsten Proben
zeigte sich, dass der bei der Aufarbeitung der Proben zugesetzte interne Standard
Morphin-D3 bei Verwendung des Losungsmittelgemisches eine deutlich geringere In-
tensitat zeigte, als bei reinem Wasser und somit die Proben mit dem MeOH/H20-
Gemisch schlechter I6sbar bzw. extrahierbar waren, als mit reinem H20. Daher wurde

fur das Anlosen des Blutes weiterhin Wasser verwendet.

Zusatzlich wurde die Extraktion der Analyten aus den Trockenblutproben mithilfe eines
Ultraschallbades tberprift. Hierfir wurden vergleichend Tupfer mit je 100 pL aufge-
tragenem Blut jeweils in Dreifachbestimmung wie oben beschrieben auf den Ruittler,
bzw. flr 15 Minuten ins Ultraschallbad gestellt. Bei der Extraktion zeigten sich kaum
Unterschiede, sodass die Verfahrensweise mittels Ruttelbrett beibehalten wurde, da

die Proben hier nicht einer zuséatzlichen thermischen Belastung ausgesetzt werden.

5.1.4. Wiederfindung von Arznei- bzw. Suchtstoffen in post-mortem Tro-

ckenblutproben im Vergleich zu Vollblut

Zur Uberpriifung der Wiederfindung verschiedener Analyten in getrockneten Blutpro-
ben im Vergleich zu (flissigem) Vollblut missen die Proben zundchst aufgearbeitet
werden. Daflr wurde eine Verfahrensweise, angelehnt an die Routinemethode zur
Aufarbeitung von flissigen Blutproben vom FTC verwendet, um selektiv und sensitiv
moglichst viele verschiedene Arznei- und Suchtstoffe in der Probe nachweisen zu kon-

nen.

Hierfir wurden 28 verschiedene, fur Forschungszwecke asservierte post-mortem Blut-
proben, die in der Routineanalytik positiv auf mindestens drei verschiedene Arznei-
bzw. Suchtstoffe getestet worden waren, ausgewéhlt. Von diesen Proben wurde
jeweils eine aktuelle Routineanalyse aus flissigem Vollblut angesetzt (analog der
Aufarbeitung der Kalibratoren wie im Methodenteil beschrieben), zusatzlich wurden je
100 pL Vollblut auf Stoff (Bettlaken) bzw. eine Fitzco Filterkarte aufgetragen und drei
Tage bei Raumtemperatur getrocknet. Im Anschluss wurden die getrockneten Blut-
flecke aus dem Stoff bzw. der Filterkarte ausgeschnitten. Die Filterkarten wurden zu-
satzlich in kleine Sticke geschnitten, um die Oberflache zu vergré3ern. Von beiden

Materialien wurde jeweils der ganze Fleck aufgearbeitet, da die aufgetragene Menge
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Blut (100 pL) genau der Menge entspricht, die flir Routineaufarbeitungen verwendet
wurde, um die Ergebnisse der quantitativen Bestimmungen direkt vergleichbar zu
machen. AnschlieRend wurden zur Rekonstitution, wie im vorigen Versuch beschrie-
ben, jeweils 1 mL bidestilliertes Wasser und eine Mischung interner Standards zuge-
geben und die Rohrchen fur 20 Minuten bei 370 Schwingungen/min auf den Ruttler
gestellt. Es folgte die routinemallige weitere Aufarbeitung mit einer Proteinfallung, hier
allerdings mit je 3 mL Acetonitril aufgrund des hoheren Probenvolumens. Der Uber-
stand wurde nach Zentrifugation abgenommen, mit Ameisenséaure 98% versetzt und
unter Stickstoffstrom zur Trockne eingedampft. Der erhaltene Rickstand wurde mit
Pufferlosung aufgenommen und anschlie3end an einer LC-MS/MS-Anlage mit einer
Routinemethode des FTC vermessen.

GS 715/13

m Vollblut

m 100 pL getrocknet
auf Stoff

100 pL getrocknet
auf Filterkarte

Konzentration [ng/mL]

Abbildung 4: Konzentrationen verschiedener Arznei- bzw. Suchtstoffe aus auf Filterkarte bzw.
Stoff getrocknetem Blut im Vergleich zum Vollblut
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Abbildung 5: Konzentrationen verschiedener Arznei- bzw. Suchtstoffe aus auf Filterkarte bzw.
Stoff getrocknetem Blut im Vergleich zum Vollblut

GS 2505/12

m Vollblut
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getrocknet auf
Stoff

Konzentration [ng/mL]

=100 pL
getrocknet auf
Filterkarte

Abbildung 6: Konzentrationen verschiedener Arznei- bzw. Suchtstoffe aus auf Filterkarte bzw.
Stoff getrocknetem Blut im Vergleich zum Vollblut

An den beispielhaft aufgefihrten Diagrammen (Abbildung 4, Abbildung 5,
Abbildung 6) ist ersichtlich, dass sich alle in Vollblut nachgewiesenen Arznei- bzw.
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Suchtstoffe sowohl in auf Stoff als auch auf Filterkarte getrocknetem Blut qualitativ
nachweisen lieRen. Dartber hinaus konnte eine quantitative Bestimmung der Werte
vorgenommen werden, da das aufgetropfte Vollblutvolumen mit 100 pL genau dem
entsprach, welches auch in der Routinemethode fir die Aufarbeitung fllissiger Blutpro-
ben verwendet wird. Hierbei zeigte sich meist eine sehr gute Ubereinstimmung der
guantitativen Messwerte von Trockenblut sowohl auf Stoff als auch auf Filterkarte im
Vergleich zu flissigem Vollblut.

Am Beispiel des Diazepams in Abbildung 4, des Methamphetamins in Abbildung 5
bzw. des Cocains in Abbildung 6, die alle drei mithilfe eigener deuterierter interner
Standards, die den Proben jeweils nach dem Anlésen mit Wasser zugegeben wurden,
guantifiziert werden, lasst sich die gute Reproduzierbarkeit der Analysen von 100 pL
getrocknetem Blut gegeniber 100 pL Vollblut erkennen. Trotz einer
Trocknungszeit von drei Tagen liel3 sich das sonst instabile Cocain noch in gleicher
Menge in den trockenen wie in der flissigen Blutprobe nachweisen. Die Analyten, fur
die zur Quantifizierung kein eigener deuterierter interner Standard zur Verfligung
stand, wiesen eine grbfiere Schwankungsbreite auf (siehe beispielsweise Norda-
zepam in Abbildung 4 und Nortramadol bzw. EDDP (2-Ethyl-1,5-dimethyl-3,3—
diphenyl-pyrrolidin, Metabolit von Methadon) in Abbildung 5). Da bei Auswertung der
Chromatogramme die internen Standards der Blutproben von Filterkarte bzw. Stoff
geringere Intensitaten zeigten, als bei der Aufarbeitung von Vollblut, sind die Schwan-
kungen in den Konzentrationen der Analyten, die ggf. andere physikochemische Ei-
genschaften in Bezug auf Untergrundmaterial und Extraktionsflissigkeit aufweisen,

erklarbar.

Zur Verbesserung der Ubersicht wurden einige der in hohen Konzentrationen vorlie-
genden Arzneistoffe als Bruchteil ihres Wertes angegeben und mit einem Faktor
gekennzeichnet (beispielsweise bei Oxycodon in Abbildung 4 entspricht der Balken
nur einem Hundertstel der tatsachlichen Konzentration, hier wurde der Faktor x100

erganzt).

5.1.5. Verwendung von DBS zur Messung von Ethylglucuronid (EtG) aus

getrocknetem Kapillarblut im Vergleich zu venésem Blut

Auch eine Vergleichbarkeit der quantitativen Analyse von getrocknetem Kapillarblut zu

flissigem, vents entnommenem Blut kann, wie bereits im allgemeinen Teil ausgefihrt,
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aufgrund einer Vereinfachung der Probennahme von Bedeutung sein. Im Falle von
Ethylglucuronid (EtG) wurde die Praktikabilitat der Analyse von auf verschieden Unter-
grundmaterialien getrockneten Blutproben bereits bewiesen [66]. Daher wurde Uber-
pruft, ob eine Verwendung von einfach zuganglichem Kapillarblut aus der Fingerbeere
eine alternative Probennahme darstellt, da sie zeitnaher zum Vorfall auch durch nicht

medizinisches Personal durchgefiihrt werden kann.

Zur Uberpriufung dieser alternativen Probennahme wurden im Rahmen eines kontrol-
lierten Trinkversuches mit vendsen Blutenthahmen auch zeitgleich DBS aus
Kapillarblut auf Filterkarten angesetzt. Der Trinkversuch wurde zur Uberprifung der
Plausibilitat von Angaben zu Trinkmenge und Getrankeart im Hinblick auf die resultie-
rende EtG-Konzentration, aber auch der mdglichen Korrelation nachgewiesener Kon-
zentrationen von EtG zur Blutalkoholkonzentration durchgefiihrt. Parallel sollte nun die
Vergleichbarkeit einer Analyse von EtG aus auf Filterkarten getrocknetem Kapillarblut
zu einer Routineanalyse aus ventsem Vollblut tberprift werden. Der fur diese Arbeit
relevante Anteil der erhaltenen Ergebnisse soll im Folgenden dargestellt werden.

An jeweils zwei Abenden wurde Uber einen Zeitraum von vier bis sechs Stunden Alko-
hol nach Belieben konsumiert. Menge und Art der Getranke wurden genau dokumen-

tiert. Eine Liste der Alkoholgehalte der unterschiedlichen Getranke lag vor.

Insgesamt wurden im Rahmen des Trinkversuches pro Person zu neun verschiedenen
Zeitpunkten Blutproben in mit EDTA impragnierte Blutenthnahmeréhrchen entnommen.
Eine vendse Blutprobe wurde als EtG-Nullwert vor Beginn der Versuchsreihe entnom-
men, um festzustellen, ob die Versuchspersonen auf EtG negativ waren, oder ob,
gegebenenfalls durch Genuss von Friichten oder alkoholhaltigen Speisen und Getran-
ken, bereits vor Beginn der Studie EtG im Blut nachzuweisen war. Jeweils zeitgleich
mit vier der neun Blutentnahmen, namlich jeweils abends nach Trinkende und am
nachsten Morgen, wurden zusatzlich zur vendsen Blutentnahme auch Kapillarblut-
proben abgenommen. Diese wurden aus der Fingerbeere mithilfe einer Lanzette und
einer mit Eichstrichen bei je 50 und 100 pL versehenen Kapillare entnommen, direkt
auf eine Filterkarte aufgetragen und trocknen gelassen. Die venésen Blutproben wur-
den sofort kiihl gelagert, die Filterkarten mit den Kapillarblutproben bei Raumtempera-
tur frei stehend trocknen gelassen und anschlie3end in eine Kiste mit Silicagel als
Trockenmittel verpackt.
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Im Labor wurden von den venésen Blutproben nach kurzem, leichtem Mischen auf

dem Vortexmischer jeweils zweimal 100 pL Vollblut in ,micro tubes*” pipettiert.

Die Probenaufbereitung der flissigen venodsen Blutproben und der Kalibratoren
erfolgte nach der im FTC gultigen vorlaufigen Arbeitsanweisung zur Analyse von EtG
in Blut wie folgt: Jeweils 100 uL Blutprobe wurden mit internem Standard EtG-D5
versehen und mit einer Proteinfallung 1 mL Acetonitril unterzogen. Die ,micro tubes*
wurden sofort auf den Vortexmischer gestellt und eine Minute intensiv gemischt.
AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert, der Uberstand in ein neues ,micro tube*
dekantiert und unter Stickstoffstrom zur Trockne eingedampft. Der Rickstand wurde
in 100 pL Puffer A1/A2 aufgenommen und eine halbe Minute auf dem Vortexmischer
gerittelt. Diese Probe wurde dann mit A1/A2-Puffer 1:10 verdinnt indem 10 pL Probe
zu 90 pL Puffer in ein HPLC-Vial pipettiert wurden. Dieses wurde nochmals auf dem
Vortexmischer gemischt und anschlieBend an ein APl 5000 LC-MS/MS-System zur
Messung mittels Routinemethode fur EtG gestellt.

Eine Kalibration mit zertifiziertem EtG-Standard wurde im Vollblut mit neun Punkten im
Konzentrationsbereich von 10 ng/mL bis 5000 ng/mL angesetzt. Eine externe Kontrolle
in Serum und jeweils zwei intern hergestellte Kontrollen in Vollblut wurden mit aufge-
arbeitet. Die Kontrollproben wurden jeweils auch als DBS zu je 100 pL auf Filterkarten

angesetzt.

Die Trockenblutproben auf den Filterkarten wurden komplett ausgeschnitten, klein ge-
schnitten und mit 500 pL bidestilliertem Wasser und dem internem Standard EtG-D5
in einer Konzentration von 200 ng/mL versetzt und 20 Minuten auf das Ruttelbrett
gestellt. Die Proteinfallung erfolgte mit 1,5 mL Acetonitril, die weitere Aufarbeitung wie

bereits beschrieben.

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 10 gegentbergestellt. Ersichtlich ist die sehr
gute Korrelation der Werte zwischen flissigem vendsem Blut und DBS. Da die DBS
teilweise nur mit 50 pL Probenmaterial angefertigt werden konnten, mussten diese
Werte noch hochgerechnet werden. Da es sich um Vorversuche handelt, wurde auf

eine weiterfihrende statistische Auswertung der Ergebnisse verzichtet.
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Tabelle 10: Fir diese Arbeit relevanter Anteil der Ergebnisse des Trinkversuches (Vergleich der
Konzentrationen in Vollblut und DBS)

Nr. Versuchsperson (VP) und EtG blood spot [ng/mL],
Nr. Blutprobe (BP) EtG Vollblut [ng/mL] ggf. berechnet auf 100 L
Vollblut
VP1 BP2 503 744
VP1 BP3 367 422
VP2 BP2 586 771
VP3 BP3 159 179
VP4 BP2 131 116
VP7 BP2 209 260
VP7 BP3 112 118
VP8 BP2 554 576
VP8 BP3 466 484
VP11 BP3 270 333
VP12 BP3 796 828

Zusammenfassend lasst sich durch diese kleine Studie zum Vergleich von EtG in flls-
sigem vendsem Blut und DBS aus Kapillarblut ausfiihren, dass die in vendsem Blut
gemessenen Konzentrationen in guter Korrelation zu den aus Kapillarblut angefertig-

ten DBS nachgewiesenen Konzentrationen stehen.

5.1.6. Kurzzeit-Lagerungsstudie tber sieben Wochen

Um die Stabilitdt verschiedener Arznei- bzw. Suchtstoffe in getrocknetem Blut zu-
nachst orientierend zu Uberprifen, wurde eine kurze Versuchsreihe tber eine Dauer
von sieben Wochen angesetzt (Aufbau siehe Tabelle 11). Die Auswahl der Analyten
sollte einen mdglichst grof3en Bereich verschiedener zentral wirksamer Drogen und
Medikamentenwirkstoffe abdecken. Die Wirkung der einzelnen Arznei- bzw. Sucht-
stoffe ist im allgemeinen Teil beschrieben. Auf zwei im Alltag haufige Materialien, nam-
lich Kachel und Stoff (Bettlaken) wurden insgesamt 250 Proben zu je 100 uL Vollblut
aufgetragen. Jeweils ein Drittel der Proben wurde bei Raumtemperatur, im Kihl-

schrank bei 4 °C bzw. im Trockenschrank bei 35 °C gelagert.
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Tabelle 11: Plan zur Durchfiihrung der Lagerungsstudie

Lagerungs-

studie

Materia-

lien

Aufarbeitungs-

tage [Tag nach

Auftragen der

Analyten

Temperaturen

Proben]
Kachel Tag 1 Benzoylecgonin Kihlschrank
Stoff Tag 3 Morphin Raumtemperatur
Tag 8 Codein Trockenschrank
Tag 15 Methadon
Tag 22 Tramadol
Ansatz der Tag 36 Fentanyl
Proben je- Tag 50 Diazepam
weils in 5- Nordazepam
fach Bestim- Amitriptylin
mung
Nortriptylin
Doxepin
Citalopram
Quetiapin
Zolpidem
7-Amoniflunitrazepam

Zur Durchfihrung der Studie wurde zunachst der Probenpool mit den in Tabelle 11
aufgeflihrten Arznei- bzw. Suchtstoffen, wie unter ,Material und Methoden* beschrie-
ben, angesetzt. Die an sechs verschiedenen Stellen im Pool entnommenen Proben
wurden anschlielend aufgearbeitet und am LC-MS/MS gegen eine tagesaktuelle
Kalibrierung vermessen. Der aus dieser Sechsfachbestimmung errechnete Mittelwert

wurde als Zielwert fur die weiteren Analysen verwendet (Anhang Tabelle 15).

Pro Kachel wurden jeweils 100 pL Blut in einem Tropfen aufgetragen, das Blut wurde
nicht verwischt. Die Kacheln wurden dann bei den entsprechenden Temperaturen ge-
trocknet (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Kacheln mit je 100 pL Blut, zum Trocknen in Kartons gelagert

Fur die Bluttropfen auf Stoff wurden aus dem Bettlaken etwa 5 cm x 5 cm grol3e Stiicke
ausgeschnitten, gewogen und von dem Pool je 100 pL Blut pro Stoffstiick aufgetragen.
Die Stoffstiicke wurden im Kuhlraum bei 4 °C auf gespannten Leinen aufgehangt,
ebenso fur die Lagerung bei Raumtemperatur unter einem anderweitig nicht genutzten
Abzug (siehe Abbildung 8).

Fur die Lagerung im Trockenschrank wurden die Stoffstiicke aus Platzgrinden in
offene 10 mL Sarstedt-Rohrchen verbracht und dort getrocknet.

54



Abbildung 8: Stoffstiicke mit je 100 pL Blut, aufgeh&ngt zum Trocknen im Abzug

Zu Beginn der Studie wurde in kirzeren Abstanden aufgearbeitet, um einen eventuell
erfolgten Abbau der Arznei- bzw. Suchtstoffe zu erfassen. Gegen Ende wurden die
Abstéande langer gewahlt, da zu erwarten war, dass Substanzen, die Uber einen
gewissen Zeitraum stabil sind und keine Tendenzen fur einen Abbau zeigen, auch im

spateren Verlauf nicht innerhalb kirzester Zeit abgebaut sein wirden.

Zum Aufarbeiten der Proben wurden die Trockenblutproben mithilfe eines Skalpells
von der Kachel abgekratzt, vorsichtig in tarierte ,micro tubes* Giberfiihrt und gewogen,
um den Trocknungsverlust zu bestimmen. Anschlielend wurden je 100 pL
bidestilliertes Wasser zugegeben, um das getrocknete Blut zu rekonstituieren.

Die Stoffstlicke wurden gewogen, anschlielRend wurde der komplette Blutfleck ausge-
schnitten, in ein 10 mL Sarstedt-Réhrchen Uberfuhrt und mit 1 mL bidestilliertem

Wasser rekonstituiert.

Zu allen Proben wurde nun 1 pL interne Standardlésung (siehe Tabelle 23 im Anhang)
zugegeben und diese Mischung 20 Minuten auf dem Ruttler bei 370/min geschiittelt.
Anschlie3end wurde eine Proteinfallung mit 1 mL (fir Kachel) bzw. 3 mL (fur Stoff
wegen der grol3eren verwendeten Wassermenge) Acetonitril durchgefuhrt. Die Proben
wurden sofort nach Zugabe des Acetonitril auf dem Vortexmischer fur 1 Minute
gemischt und anschlieend bei 14500 U/min bzw. die Stoffproben aufgrund der gr6-
Beren Probenréhrchen in einer anderen Zentrifuge bei nur 3500 U/min zentrifugiert
und der jeweilige Uberstand in beschriftete 2 ,micro tubes* bzw. fur Stoff in 5 mL
Sarstedt-Rohrchen abgenommen. AnschlieBend wurde Ameisenséure zugegeben
(2 puL bei den Proben von Kachel und 6 puL bei den Proben von Stoff aufgrund des
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hoheren Volumens) und die Proben weiter aufgearbeitet wie fir die Aufarbeitung der
Kalibratoren beschrieben. Die Extrakte wurden an der LC-MS/MS mit der am FTC
gultigen Routinemethode fir Blutanalytik gemessen.

5.1.7. Ergebnisse Vorversuche

Der prozentuale Trockenblutanteil der Proben an den jeweiligen Aufarbeitungstagen
Uber den gesamten Studienzeitraum ist in Abbildung 9 ersichtlich. Am ersten Tag der
Aufarbeitung waren die im Kihlraum getrockneten Proben noch feucht, sodass sich
die Bluttropfen nur schwer von der Kachel abkratzen lieRen, dafiir war keine Splitte-
rung des Blutes zu beobachten. Die Stoffstiicke wiesen insgesamt, mit Ausnahme der
im Trockenschrank gelagerten Proben - ggf. durch eine héhere Luftfeuchtigkeit und
dadurch eine unvollstandige Trocknung - eine deutlich héhere Trockenmasse auf, als
die auf Kacheln gelagerten Blutproben. Dennoch lasst sich auch bei den Stoffproben
erkennen, dass die erhaltenen Trockenblutanteile mit Ausnahme des letzten Tages

(evtl. bedingt durch einen zufalligen Fehler) geringe Schwankungen aufweisen.

Trockenblutanteil
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Abbildung 9: Trockenblutanteil des Poolblutes tiber den gesamten Untersuchungszeitraum

Das Abnehmen des getrockneten Blutes von den Kacheln erwies sich als schwierig,
da das Blut beim Abkratzen teilweise stark splitterte. Gerade die getrockneten Blut-
tropfen der im Trockenschrank gelagerten Kacheln waren extrem sprode und zersplit-
terten in kleine und kleinste Partikel, was ein vollstandiges Uberfiihren in die ,micro

tubes” deutlich erschwerte. Die vor Auftragen des Blutes tarierten Stoffproben waren
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hier deutlich besser zu handhaben, da sie nach dem Trocknen komplett gewogen wur-

den.

Die quantitative Auswertung der Kurzzeit-Lagerungsstudie erfolgte halbautomatisch
mithilfe der Software Analyst®. Einige Peaks mussten manuell nachintegriert werden.
Eine quantitative Berechnung der Konzentrationen konnte erfolgen, da das auf beide
Materialien applizierte Volumen Vollblut von 100 uL bekannt war. Bei den Analyten,
deren Konzentrationen mithilfe eines eigenen deuterierten internen Standards berech-
net wurde, zeigten sich teilweise Schwankungen, die z.B. durch Verluste bei der
Abnahme von den Kacheln, bzw. bei Stoff durch Stérmatrix bedingt sein kdnnten.
Diese Resultate lassen sich zumindest semiquantitativ interpretieren. Bei den Analy-
ten, bei denen nur ein allgemeiner interner Standard vorlag, kdnnen die Ergebnisse
lediglich qualitativ gewertet werden, da sich bei den Messungen, auch abhangig vom
Untergrundmaterial, deutliche Schwankungen in der Konzentration des internen Stan-

dards im Extrakt zeigten.

Als Stoffwechsel- und Abbauprodukt des Cocains ist Benzoylecgonin ein wesentlicher

Marker fur einen erfolgten Cocain-Konsum (siehe allgemeiner Teil). Die fur die Versu-
che gewéhlte Konzentration von 90 ng/mL liegt im niedrigen Bereich einer Gré3enord-
nung, wie sie typischerweise nach ,Freizeitkonsum“ aufgefunden wird [5]. Ben-
zoylecgonin wird mithilfe eines eigenen deuterierten Standards, Benzoylecgonin-D3,
guantifiziert. Wie in Abbildung 10 und Abbildung 11 deutlich ersichtlich, ist Ben-
zoylecgonin Uber den gesamten untersuchten Zeitraum, unabhangig von der
Lagerungstemperatur, stabil. Die am Tag 36 nach Auftragen der Proben erkennbaren,
leichten Einbul3en in der Konzentration auf Kachel bzw. die am Tag 15 auf Stoff deut-
lich zu hohen Werte an Benzoylecgonin dirften am ehesten auf systematische Fehler
(ggf. bei der Aufarbeitung der Proben) zurtickzufihren sein. In der Gesamtschau war
Benzoylecgonin nach sieben Wochen Lagerung bei Raumtemperatur, im Kihlraum
bzw. im Trockenschrank und auf zwei verschiedenen Materialien in den getrockneten

Blutproben im Bereich des Sollwertes nachweisbar.
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Abbildung 10: Konzentration von Benzoylecgonin auf Kachel in der Kurzzeit-Lagerungsstudie
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Abbildung 11: Konzentration von Benzoylecgonin auf Stoff in der Kurzzeit-Lagerungsstudie

Auch Morphin wird bei der hier verwendeten Methode Uber einen eigenen deuterierten
Standard, Morphin-D3 quantifiziert. Hier sind die Schwankungsbreiten der nachgewie-
senen Konzentrationen in den getrockneten Blutproben ahnlich gering wie bei Ben-
zoylecgonin (Diagramme siehe Anhang). Am zweiten Aufarbeitungstag waren die
Messungen auf Kachel moglicherweise aufgrund eines nicht néher zuordenbaren

zufalligen Fehlers bei der Aufarbeitung nicht auswertbar. Insgesamt ist Morphin noch
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nach sieben Wochen Lagerung bei verschiedenen Temperaturen stabil und eindeutig

in getrockneten Blutproben nachweisbar.

Fur Codein liegt in der fur die Lagerungsstudie verwendeten Methode kein eigener
interner Standard vor. Daher wurde das strukturahnliche Morphin-D3 als interner Stan-
dard fur die Quantifizierung verwendet. Es zeigte sich jedoch, dass die Ergebnisse
hierbei nicht reproduzierbar waren, daher wurde als Alternative Cocain-D3 als interner
Standard fur eine semiquantitative Bestimmung des Codeins verwendet. Insgesamt
lasst sich feststellen, dass sich Codein nach sieben Wochen Lagerung unabhéangig

von Temperatur und Material noch eindeutig im Trockenblut nachweisen I&sst.

Methadon ist ein in der gewéhlten Methode in flissigem Blut sehr gut (mit hoher Inten-
sitat) nachweisbarer Analyt. Auch in den getrockneten Blutproben lief3 sich Methadon
gut nachweisen. Die Schwankungen sind bei beiden Materialien nicht nur zwischen
den verschiedenen Aufarbeitungstagen, sondern auch zwischen den einzelnen Lage-
rungstemperaturen deutlich ausgepragter, als beispielsweise bei Benzoylecgonin. Als
interner Standard fur die Quantifizierung wurde MPPH gewahlt, da zum Zeitpunkt der
Untersuchung kein deuteriertes Methadon in der Routinemethode integriert war. Auch
der interne Standard unterliegt bei den Messungen (teils erheblichen) Schwankungen.
Es gibt keine eindeutig erkennbaren Tendenzen beziglich Temperatur- oder Material-
abhangigkeit, jedoch konnte Methadon nach siebenwéchiger Lagerung eindeutig in

den getrockneten Proben nachgewiesen werden.

Auch Tramadol wird bei der Auswertung durch Verwendung des internen Standards
MPPH quantifiziert. Die von den Bluttropfen auf Kachel ermittelten Werte streuen tber
einen sehr grof3en Bereich und sind als quantitative Werte nicht zu verwerten. Die
Schwankungen zwischen den einzelnen Tagen sind unabhé&ngig von der Temperatur
sehr hoch, es wurden teils deutlich geringere, teils sogar hdhere Werte an Tramadol
gemessen, als die zu Beginn der Studie ermittelte Konzentration an Tramadol im Pool-
blut (siehe Tabelle 15 Anhang). Doch auch nach siebenwéchiger Lagerungsfrist ist

Tramadol in getrockneten Blutproben qualitativ gut nachweisbar.

Fentanyl liegt im Pool in einer geringen, dem therapeutischen Bereich angepassten
Konzentration vor [5]. Zur Quantifizierung von Fentanyl in den Trockenblutproben
wurde ebenfalls MPPH als interner Standard verwendet. Auch Fentanyl unterliegt den

bereits bei Tramadol erkennbaren, starken Schwankungen beziglich der berechneten
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Konzentrationen. In der Gesamtschau liel3 sich auch Fentanyl nach Ablauf der 7 Wo-
chen in den letzten analysierten Proben unabhangig von Material und Temperatur
noch nachweisen, ist also in getrockneten Blutproben tber mindestens 7 Wochen
stabil.

Zur Quantifizierung des Wirkstoffes Diazepam stand der direkte deuterierte interne
Standard Diazepam-D5 zur Verfligung, sodass hier bei beiden Untergrundmaterialien
deutlich konstantere und reproduzierbarere Werte erhalten wurden, als beispielsweise
bei den Opioiden Tramadol und Fentanyl, die Uber MPPH quantifiziert wurden
(Diagramme siehe Anhang). Es konnte Uber den gesamten Untersuchungszeitraum

bei allen untersuchten Temperaturen kein Abbau des Diazepams festgestellt werden.

Analog zu Diazepam wurde zur Quantifizierung von Nordazepam der strukturell sehr
ahnliche interne Standard Diazepam-D5 herangezogen. Deutlich wird der Unterschied
zwischen Diazepam und Nordazepam in gréReren Schwankungen bei den quantitati-
ven Werten fur Nordazepam auf beiden Untergrundmaterialien. Auch Nordazepam ist
nach siebenwdchiger Lagerung bei allen untersuchten Temperaturen stabil und ohne

erkennbare Verluste nachweisbar.

Wie fir alle Benzodiazepine wurde auch fur 7-Aminoflunitrazepam Diazepam-D5 als

interner Standard zur Quantifizierung verwendet. Analog zu Fentanyl wurde die Kon-
zentration an 7-Aminoflunitrazepam im Pool den zu erwartenden Konzentrationen im
menschlichen Kérper nach einer therapeutischen Gabe von Flunitrazepam angepasst.
Bei den Auswertungen war die Intensitat von 7-Aminoflunitrazepams am Messgerat,
bedingt durch die Analysenparameter in der verwendeten Methode, deutlich niedriger
als vergleichsweise die von Fentanyl, welches in einem ahnlichem Konzentrations-
bereich liegt. In Abbildung 12 und Abbildung 13 fallt auf, dass dieser Analyt nicht tGber

den gesamten untersuchten Zeitraum stabil war.
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Abbildung 12: Konzentration von 7-Aminoflunitrazepam auf Kachel in der Kurzzeit-Lagerungs-
studie
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Q_bbildung 13: Konzentration von 7-Aminoflunitrazepam auf Stoff in der Kurzzeit-Lagerungsstu-
e

Bei den Versuchen auf dem Untergrundmaterial Kachel (Abbildung 12) konnte an den
ersten beiden Untersuchungstagen, also Tag 1 und Tag 3 nach Auftragen der Proben
noch 7-Aminoflunitrazepam nachgewiesen werden. Bereits am Tag 8 nach Auftragen
konnte kein eindeutiger Peak mehr vom Untergrundrauschen abgegrenzt werden,
auch die weiteren Untersuchungen an den nachfolgenden Tagen verliefen negativ.

Aus Abbildung 13 des getrockneten Blutes auf Stoff ist ersichtlich, dass schon ab

61



Tag 3 nach Auftragen der Proben kein 7-Aminoflunitrazepam mehr nachweisbar war.
Eine Instabilitat von 7-Aminoflunitrazepam in flissigen Blutproben ist in der Literatur
beschrieben [57]. Aus der Kurzzeit-Lagerungsstudie lasst sich folgern, dass
7-Aminoflunitrazepam auch in getrockneten Blutproben instabil ist, da es bereits nach
kurzer Lagerungszeit zumindest bei der hier untersuchten therapeutischen Konzentra-

tion von 2,6 ng/mL vollstdndig abgebaut ist.

Wie alle Psychopharmaka auf3er den Benzodiazepinen wurden Amitriptylin, sein akiti-
ver, auch als eigenstandiges Arzneimittel vermarkteter Metabolit Nortriptylin sowie

Doxepin, Citalopram, Quetiapin und Zolpidem mithilfe von MPPH als internem Stan-

dard quantifiziert. Den jeweiligen Diagrammen sind deutliche Schwankungsbreiten der
ermittelten Konzentrationen der Analyten zu entnehmen (siehe Diagramme im
Anhang). Insgesamt lasst sich jedoch feststellen, dass alle vorgenannten Analyten
innerhalb des siebenwéchigen Studienzeitraums stabil waren und sich auch am Ende
der Studie bei allen untersuchten Temperaturen zumindest qualitativ nachweisen

lieRen.

Zusammenfassend resultiert aus der Kurzzeit-Lagerungsstudie uber sieben Wochen,
dass lediglich ein Analyt (7-Aminoflunitrazepam) der untersuchten 15 verschiedenen
Drogen- und Medikamentenwirkstoffe nicht Gber die gesamte Lagerungsdauer stabil
war. Alle anderen liel3en sich jeweils bei allen Temperaturen noch sicher am letzten
Analysentag nachweisen. FUr die Substanzen, fur die eigene deuterierte interne Stan-
dards zur Quantifizierung vorlagen, konnten valide quantitative Werte berechnet wer-
den. Fir die Analyten, fur die kein eigener deuterierter interner Standard zur Verfigung
stand, waren die Schwankungsbreiten meist groRer und eine valide Quantifizierung
nicht mdoglich. Ein qualitativer Nachweis gelang (mit Ausnahme von
7-Aminoflunitrazepam) jedoch Uber die gesamte Untersuchungsdauer bei allen Tem-

peraturen.

5.2. Langzeitstudie Uber sechs Monate

Die aus den Vorversuchen erhaltenen Ergebnisse beztglich Probennahme, Aufarbei-
tung der Proben und Analytik wurden zur Optimierung der Langzeitstudie genutzt. Ziel
der Langzeitstudie ist, die Stabilitat ausgewahlter Arznei- und Suchtstoffe in getrock-
netem Blut auf verschiedenen Untergrundmaterialien Uber einen Zeitraum von

sechs Monaten zu bestimmen. In Tabelle 12 ist die Versuchsreihe mit den Parametern
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ersichtlich. Zu Beginn der Studie wurden enge Zeitabsténde fur die Aufarbeitung und
Analyse der Proben gewahlt, zum Ende der Studie hingegen wurde nur noch einmal
monatlich aufgearbeitet. Falls einer der gewahlten Arznei- und Suchtstoffe sich als
nicht stabil erweisen sollte, ist davon auszugehen, dass dies in den ersten Tagen bzw.
Wochen nach dem Auftragen der Proben bemerkbar sein wiirde. Substanzen, die Uber
einen Zeitraum von vier Monaten keine erkennbaren Anzeichen fur einen Substanz-
mengenverlust aufzeigen, sind mit grof3er Wahrscheinlichkeit auch nach finf Monaten

noch nachweisbar.

Tabelle 12: Plan zur Durchfiihrung der Langzeitstudie
Aufarbeitungs-

Langzeitstudie Materialien | tage Analyten Temperaturen
Tag 1 (1. Tag nach
dem Auftragen der Kihlschrank
3-fach Bestimmung | Kachel Proben) Benzoylecgonin | (4 °C)
Stoff Tag 3 Methamphetamin | Raumtemperatur
Parkett Tag 8 Morphin
Tapete Tag 15 Codein
Teppich Tag 22 Methadon
Tag 29 Fentanyl
Tag 43 Nordazepam
Tag 57 Lorazepam
Tag 71 Zolpidem
Tag 85 Diphenhydramin
Tag 113 Citalopram
Tag 141 Doxepin
Tag 169 Mirtazapin
Tag 197 Quetiapin
Bisoprolol
Metformin
Ramipril

Da in den Vorversuchen bei keinem der untersuchten Analyten eine Temperatur-
abhangigkeit der Stabilitdt zu erkennen war, wurden in der Langzeitstudie nur zwei
Temperaturen Gberpruft (Kihlschrank (ca. 4 °C) und Raumtemperatur). Um die Stabi-
litat der Analyten sowie die Reproduzierbarkeit der Probennahme und Aufarbeitung
auch auf schwierigeren Untergrinden zu testen wurden weitere, haufig an Tatorten
vorhandene Untergrundmaterialien, namlich Parkett, Tapete und Teppich als Unter-

grundmaterial erganzt.
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Aufgrund der Erfahrungen durch die Lagerungsstudie wurde Tramadol wegen seiner
schlechten Reproduzierbarkeit in der Langzeitstudie ausgeschlossen. Des Weiteren
wurde Diazepam aufgrund der Wahl zweier weiterer Benzodiazepine und der limitier-
ten Anzahl mdglicher Substanzen, Amitriptylin und Nortriptylin wegen der gré3eren
Relevanz der weiteren in der Studie untersuchten Psychopharmaka und
7-Aminoflunitrazepam aufgrund seiner in der Kurzzeit-Lagerungsstudie bewiesenen,
deutlichen Instabilitat auch in gelagerten getrockneten Blutproben nicht in die Lang-
zeitstudie aufgenommen. Mit Bisoprolol, Metformin und Ramipril wurden drei haufig
verordnete Arzneistoff in die Langzeitstudie aufgenommen, die in Realproben nicht
bekannter Personen einen Hinweis auf ggf. vorhandene Grunderkrankungen der
Person, von der die Blutspur stammt, geben konnen. Zusatzlich wurden
Methamphetamin als Stimulans, Lorazepam als Benzodiazepin, Diphenhydramin als
nicht rezeptpflichtiges Schlafmittel sowie Mirtazapin als tetrazyklisches Antidepressi-
vum aufgenommen.

Zur Quantifizierung wurden weitere deuterierte interne Standards in die Methode inte-
griert und die Konzentrationen bestehender teilweise angepasst (siehe Tabelle 20 im
Anhang), da aus den Ergebnissen der Kurzzeit-Lagerungsstudie und weiterer Vor-
versuche ersichtlich wurde, dass Analyten, die Uber einen deuterierten internen Stan-
dard quantifiziert wurden, reproduzierbarere Ergebnisse lieferten als diejenigen mit
einem allgemeinen internen Standard.

Fur die Langzeitstudie wurde analog zur Kurzzeit-Lagerungsstudie ein Blutpool mit den
unten aufgefuihrten Arznei- bzw. Suchtstoffen angesetzt (zur Durchfihrung siehe
Materialteil). Eine Prifung der Homogenitat ergab die in Tabelle 16 im Anhang aufge-
fuhrten Ergebnisse.

Insgesamt wurden aus diesem Pool 500 Bluttropfen zu je 100 pL angesetzt. Je Unter-
grundmaterial (Kachel, Parkett, Tapete, Stoff, Teppich) wurden also 100 Tropfen zu je
100 pL Blut mithilfe einer Pipette in geniigend groRem Abstand - um ein Ineinander-
laufen der Tropfen zu verhindern - aufgetropft. Die Proben wurden jeweils als ein Spot
auf die verschiedenen Untergrundmaterialien aufgetragen. Stoff als Material ist
durchlassig und es musste darauf geachtet werden, dass kein Blut durch den Stoff
sickerte und abtropfte. Die Stoffproben wurden hé&ngend gelagert (Abbildung 17),
Kacheln (Abbildung 14), Parkett (Abbildung 15), Tapete (Abbildung 16) und Teppich
(Abbildung 18) wurden bei Raumtemperatur sowie im Kuhlschrank (4 °C) liegend aus-

gebreitet.
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Abbildung 14: Auf Kachel aufgebrachte Bluttfopfen

Abbildung 15: Auf Parkett aufgebrachte Bluttropfen

Abbildung 16: Auf Tapete aufgebrachte Bluttropfen

Abbildung 17: Auf Stoff aufgebrachte Bluttropfen
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Abbildung 18: Auf Tepich aufgebrachte Bluttropfen
Das Lésen und Aufarbeiten der getrockneten Bluttropfen von den finf ausgewahlten

Untergrundmaterialien wird im Folgenden beschrieben:

Kachel

Die getrockneten Bluttropfen wurden mithilfe eines Skalpells vorsichtig von der Kachel
abgekratzt und die so entstandenen Splitter in beschriftete micro tubes uberfuhrt.
Anschliel3end wurden 100 pL bidestilliertes Wasser zugegeben, um das getrocknete
Blut wieder in Losung zu bringen. Des Weiteren wurden 2 pL interne Standard-
mischung (siehe Tabelle 20 im Anhang) zugegeben und die ,micro tubes* flr
20 Minuten auf dem Rdttler bei 370/min geschdittelt. Die so erhaltene Losung wies
Schwebteilchen auf, die vermutlich von ungeltsten Blutbestandteilen stammten.
Anschliel3end wurde eine Proteinfallung mit je 1 mL Acetonitril durchgefuhrt, der erhal-
tene Uberstand unter Stickstoffstrom zur Trockne eingedampft und der dabei entste-

hende Ruckstand in je 150 pL Rekonstitutionspuffer R1 aufgenommen.

Parkett

Fir das Auftragen und Extrahieren der Bluttropfen von Parkett wurde die gleiche
Methode gewahlt, wie fir Kacheln beschrieben, da sich die Bluttropfen, wie bei den
Kacheln auch, leicht mithilfe eines Skalpells abkratzen lie3en.

Tapete

Von der zur Simulation eines festen Untergrundes auf eine Pressspanplatte aufge-
klebten Tapete wurden die getrockneten Bluttropfen mithilfe eines mit bidestilliertem
Wasser angefeuchteten Wattetupfers abgenommen. Hierzu wurde der Wattetupfer mit
Wasser kurz angefeuchtet und das Blut von der Tapete abgerieben. Auch auf diesem

Untergrund splitterte das Blut bzw. liel3 sich teilweise als komplettes Gebilde entfernen
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und lediglich kleinere Riickstande mussten durch Reiben des Wattetupfers am Unter-
grund aufgenommen werden. Somit war zum Abnehmen lediglich jeweils ein Tupfer
pro Probe ndétig. Die Spitze des Wattetupfers wurde abgeschnitten und mit den
Splittern in ein 10 mL-Sarstedt-Réhrchen gegeben. Es wurden nun je 0,5 mL bides-
tilliertes Wasser zum Ldsen des Blutes und 2 L interne Standardmischung zugesetzt
und die R6hrchen fur 20 Minuten auf dem Ruttler (s.0.) geschuttelt. Die so erhaltenen
Suspensionen, die Schwebteilchen sowohl des Untergrundes als auch ungel6ster Blut-
bestandteile enthielt, wurden dann mit je 1 mL Acetonitril gefallt und bei 3500 U/min
5 min. lang zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und in ein
neues, beschriftetes 5 mL Sarstedt-Rohrchen Uberfiihrt. Zu diesem wurden je 2 pL
Ameisensaure zupipettiert und die Probe bei 37 °C unter Stickstoffstrom bis zur
Trockne eingedampft. Es wurde weiter verfahren wie bei der Aufarbeitung der Kacheln

beschrieben.

Stoff

Nach dem Trocknen wurden aus dem Stoff die kompletten Blutflecke ausgeschnitten,
in ein 10 mL Sarstedt-Rohrchen Uberfihrt und aufgrund der gro3en Saugféahigkeit des
Stoffes mit je 1 mL bidestilliertem Wasser angeldst. Nach Zugabe von interner Stan-
dardmischung erfolgte die weitere Probenvorbereitung analog der Aufarbeitung der
Proben von Tapete (s.0.).

Teppich

Auch hier wurde fur die Aufarbeitung jeweils der komplette Fleck ausgeschnitten und
in ein 10 mL Sarstedt-R6hrchen tberfiuhrt. Zum Anlésen des Blutes wurden hier aller-
dings 2 mL bidestilliertes Wasser verwendet, da es sich bei dem in dieser Arbeit
verwendeten Teppich im Vergleich zu Stoff um noch deutlich saugféahigeres Material
handelt. Nach Zugabe von interner Standardmischung wurden die Proben 20 Minuten
auf dem Ruttelbrett (s.0.) geschuttelt. Aufgrund der gréReren Wassermenge fur die
Extraktion des Blutes aus dem Teppich wurde entsprechend auch mehr Acetonitril
(2 mL) fur die Proteinféllung verwendet. Die Proben wurden nach dem Mischen auf
dem Vortexmischer fur 5 Minuten bei 3500 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in ein neues beschriftetes 5 mL Sarstedt-Rohrchen tberfuhrt. Nach Zugabe von 4 pL
Ameisensaure (Volumen angepasst an das hohere Wasser- und Acetonitrilvolumen)
wurde die Probe bei 37 °C unter Stickstoffstrom zur Trockne eingedampft und weiter

verfahren wie bei der Aufarbeitung der Proben von den Kacheln beschrieben.
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6. Ergebnisse

6.1. Auswertung der Qualitatskontrollen

Bei jedem Messlauf wurden nach Herstelleranweisung vorbereitete externe Qualitats-
kontrollen zur Uberpriifung der Kalibration analog den Kalibratoren aufgearbeitet und
gemessen (zur Zusammensetzung der Qualitatskontrollen: siehe Tabelle 18 im An-
hang). Zusammenfassend lasst sich fur die Qualitatskontrollen feststellen, dass sie mit
wenigen Ausnahmen im Rahmen der laborintern festgelegten +/- 30 % um den Soll-
wert schwankten. Auffallig waren lediglich die teilweise stark erh6hten Konzentrationen
einiger Analyten bei Qualitatskontrollproben, die direkt nach Injektion eines vergleichs-
weise unreinen Extraktes (wie beispielsweise den Blutproben von Teppich) injiziert
wurden (siehe Abbildung 19; Beispiel Lorazepam: grof3e Ausreif3er nach oben sind bei
Qualitatskontrollen erkennbar, die unmittelbar nach einem solchen Extrakt gemessen
worden sind). Durch einen solchen gefarbten Extrakt mit Schwebteilchen kann die
Trennsaule der HPLC verschmutzt werden. Dies kann dazu fiihren, dass Reste davon
in der verschmutzten Saule hangen bleiben, in der nachfolgenden Probe Suppressi-
onseffekte auftreten und manche Analyten eine schlechtere Intensitat aufweisen. In
diesem Fall betrifft dies den internen Standard Diazepam-D5, der bei den mit einem
Pfeil markierten Ausreil3ern des Lorazepams in der Qualitatskontrollprobe mit einer
geringeren Intensitdt am Massenspektrometer gemessen wird, als in den Kalibrator-
proben. Dies fuhrt dazu, dass vom System hohere Konzentrationen an Lorazepam
berechnet werden, als tatsachlich enthalten, da sich die Quantifizierung auf den inter-

nen Standard bezieht.
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Abbildung 19: Konzentration von Lorazepam in der Qualitatskontrolle Bz-A je Messung

Die Auswertung der Proben erfolgte zeitnah Uber eine tagesaktuelle bzw. die zuletzt
gemessene Kalibrierung. Bei jedem Messlauf wurden vier verschiedene externe
Qualitatskontrollen und eine Probe des aliquotiert eingefrorenen internen QC-Pools
mit aufgearbeitet und gemessen um die Richtigkeit der Messung zu tberprufen. Um
dies auch innerhalb bzw. nach einer langeren Serie zu gewahrleisten, wurden diese
Qualitatskontrollproben in regelmaRiigen Abstanden verteilt Gber den Lauf gemessen.
Bei den Trockenblutproben mussten Peaks teilweise aufgrund geringer Intensitat bzw.
schlechter, vom System nicht erkannter Peakform manuell nachintegriert werden, vor
allem bei den vom Untergrundmaterial Teppich extrahierten Proben. Von der Dreifach-
bestimmung pro Material, Temperatur und Analysentag wurde jeweils der Mittelwert
gebildet.

Im Nachfolgenden sind die Ergebnisse der einzelnen Arznei- bzw. Suchtstoffe aus der
Langzeitstudie in je einem Diagramm pro Untergrundmaterial dargestellt, in denen
beide Lagerungstemperaturen enthalten sind. Auf der Y-Achse ist jeweils die zugeho-
rige Konzentration zu den auf der X-Achse aufgetragenen Messtagen zu sehen. Die
rote Linie stellt jeweils den zu Beginn der Studie im Pool ermittelten Ausgangswert

(siehe Tabelle 16 im Anhang), also die ,Ist-Konzentration* dar.
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6.2. Langzeitstudie

- Benzoylecgonin

Benzoylecgonin wurde in der verwendeten Methode mithilfe eines deuterierten Stan-
dards (Benzoylecgonin-D3) quantifiziert. Die so erhaltenen Werte der einzelnen Unter-
suchungstage schwanken in einem geringen Ausmalf} (zwischen minimal 73 % bis
maximal 132 % vom zu Beginn im Pool bestimmten Sollwert). Die Diagramme der
unterschiedlichen Materialien zeigen einen ahnlichen Verlauf, lediglich bei den vom
Untergrundmaterial Teppich entnommenen Proben zeigen sich etwas grofRRere
Schwankungen zwischen den einzelnen Analysentagen. Zusammenfassend lasst sich
Benzoylecgonin in der dotierten Konzentration wahrend der gesamten 6-monatigen

Lagerung bei beiden Temperaturen und auf allen funf Materialien nachweisen.
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Abbildung 20: Konzentration von Benzoylecgonin auf Kachel ilber 6 Monate
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Abbildung 21: Konzentration von Benzoylecgonin auf Parkett iber 6 Monate
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Abbildung 22: Konzentration von Benzoylecgonin auf Tapete Giber 6 Monate
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Abbildung 23: Konzentration von Benzoylecgonin auf Stoff iber 6 Monate
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Abbildung 24: Konzentration von Benzoylecgonin auf Teppich Gber 6 Monate
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- Methamphetamin

Fur die quantitative Bestimmung von  Methamphetamin  steht  mit
Methamphetamin-D14 ebenfalls ein deuterierter interner Standard zur Verfigung. In
den Diagrammen zeigen sich nur geringe Schwankungen um den Sollwert. Lediglich
die vom Untergrundmaterial Teppich extrahierten Proben bilden hier eine Ausnahme.
Die ermittelten Konzentrationen von Methamphetamin betragen hier unabhéangig von
der Lagerungstemperatur bereits zu Beginn der Studie etwa das Dreifache des
bestimmten Sollwertes. Eindeutig ersichtlich ist aber auch hier, dass Methamphetamin
Uber eine Lagerungszeit von sechs Monaten bei verschiedenen Temperaturen und auf
allen finf unterschiedlichen Untergrundmaterialien nachweisbar ist, bei vier davon in

sehr guter Ubereinstimmung mit dem dotierten Wert.
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Abbildung 25: Konzentration von Methamphetamin auf Kachel Giber 6 Monate
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Abbildung 26: Konzentration von Methamphetamin auf Parkett iber 6 Monate
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Methamphetamin/Tapete
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Abbildung 27: Konzentration von Methamphetamin auf Tapete Gber 6 Monate
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Abbildung 28: Konzentration von Methamphetamin auf Stoff iber 6 Monate
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Abbildung 29: Konzentration von Methamphetamin auf Teppich Gber 6 Monate
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- Morphin

Die quantitativen Werte fir Morphin in der Langzeitstudie wurden durch Verwendung

von Morphin-D3 zur Quantifizierung erhalten. Die so erhaltenen Werte der einzelnen

Untersuchungstage schwanken in einem geringen Ausmalf3 (Extremwerte bei den vom

Untergrundmaterial Stoff erhaltenen Ergebnissen zwischen 65 % bis 134 % des zu

Beginn im Pool bestimmten Sollwerts). Wie aus den Diagrammen ersichtlich, war

Morphin Uber den gesamten untersuchten Zeitraum auf allen Materialien bei beiden

Temperaturen in der dotierten Grél3enordnung nachweisbar.
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Abbildung 30: Konzentration von Morphin auf Kachel ber 6 Monate
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Abbildung 31: Konzentration von Morphin auf Parkett Giber 6 Monate
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Abbildung 32: Konzentration von Morphin auf Tapete iber 6 Monate
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Abbildung 33: Konzentration von Morphin auf Stoff tiber 6 Monate
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Abbildung 34: Konzentration von Morphin auf Teppich Gber 6 Monate
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-  Codein

Auch fur Codein stand in der Langzeitstudie deuteriertes Codein-D3 zur Verfliigung,
Uber welches die quantitativen Werte bestimmt wurden. Die Diagramme (ausge-
nommen Teppich) zeigen eine sehr geringe Streuung um den Sollwert mit Maximal-
abweichungen zwischen 76,4 % (auf Stoff) und 121 % (auf Kachel). Lediglich die
Ergebnisse der auf Teppich getrockneten Blutproben zeigen einen leicht abfallenden
Kurvenverlauf (Minimalwert 51,8 % vom Sollwert). Auf allen hier untersuchten Unter-
grundmaterialien ist Codein innerhalb der sechsmonatigen Lagerung bei beiden Tem-

peraturen in der zugesetzten Grol3enordnung nachweisbar.
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Abbildung 35: Konzentration von Codein auf Kachel tiber 6 Monate
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Abbildung 36: Konzentration von Codein auf Parkett iber 6 Monate
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Abbildung 37: Konzentration von Codein auf Tapete Gber 6 Monate

Codein/Stoff

__100.0

£

E’ 75.0

— o‘ ) e Y . '8 ,0\

c @ g sh'—H—Q—uﬁ
2 500 o S

S @ Q
T 25.0

N

c

(@)

x 0-0 T T T T T T T T T T T T T T

O 1 3 8 15 22 29 43 57 71 85 113141169 197

Aufarbeitungstag

©-- Raumtempe
ratur
=@ Kihlschrank

Sollwert

Abbildung 38: Konzentration von Codein auf Stoff tiber 6 Monate
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Abbildung 39: Konzentration von Codein auf Teppich tber 6 Monate
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- Methadon

Bei Methadon wurde ebenfalls ein deuterierter interner Standard (Methadon-D3) fur
die Quantifizierung verwendet. Bei den Untergrundmaterialien Tapete und Teppich
sind die gemessenen Konzentrationen jeweils deutlich unterhalb des dotierten
Sollwertes (bis zu einem Messwert auf Teppich der lediglich 38,4 % vom Sollwert
betrug). Die Schwankungen der anderen Untergrundmaterialien zwischen den Aufar-
beitungstagen sind gering (zwischen 57,4 % (Stoff) und 122 % (Kachel) vom Sollwert).
Auch Methadon war Uber den Zeitraum von sechs Monaten stabil und liel3 sich am
Ende der Studie auf allen hier untersuchten Untergrundmaterialien bei beiden unter-

suchten Temperaturen nachweisen.
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Abbildung 40: Konzentration von Methadon auf Kachel Giber 6 Monate
Methadon/Parkett
250.0
= 2.0,
E 2000 @ o g 2y P
o a4 < ©-- Raumtempe
= & 0 g A ratur
< 150.0 0y \‘.
2 = @ Kihlschrank
£ 1000
EJ Sollwert
c 50.0
o
N
O-O T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 3 8 15 22 29 43 57 71 85 113141169197
Aufarbeitungstag

Abbildung 41: Konzentration von Methadon auf Parkett Giber 6 Monate
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Abbildung 42: Konzentration von Methadon auf Tapete lber 6 Monate
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Abbildung 43: Konzentration von Methadon auf Stoff tiber 6 Monate
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Abbildung 44: Konzentration von Methadon auf Teppich tGber 6 Monate
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- FEentanyl

Auch das Opioid Fentanyl wurde mit einem eigenen deuterierten internen Standard
guantifiziert (Fentanyl-D5). Die Diagramme (ausgenommen Teppich) zeigen geringe
Schwankungen zwischen den einzelnen Aufarbeitungstagen (Extremwerte zwischen
52,2 % (Parkett) und 112 % (Kachel) vom Sollwert), die berechneten Werte fir das
Untergrundmaterial Teppich sind, bezogen auf den Sollwert konstant zu niedrig
(zwischen 54,3 % und 74,3 % vom Sollwert). Insgesamt lief3 sich Fentanyl Uber den
Zeitraum von sechs Monaten auf allen Untergrundmaterialien bei beiden Tempera-

turen in relativ konstanter Konzentration nachweisen.
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Abbildung 45: Konzentration von Fentanyl auf Kachel iber 6 Monate

Fentanyl/Parkett

10.0
g
? 7.5 = ©-- Raumtempe
= g TS ratur
S 0 - 3 o D,g\o Kiihlschrank
E 5. ’—‘O—cp—‘—-‘-ﬁ— = @ Kilhlschran
1<
L 25 Sollwert
S
X

O-O T T T T T T T T T T T T

0 1 3 8 15 22 29 43 57 71 85 113 141 169 197
Aufarbeitungstag

Abbildung 46: Konzentration von Fentanyl auf Parkett tiber 6 Monate
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Abbildung 47: Konzentration von Fentanyl auf Tapete tGiber 6 Monate
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Abbildung 48: Konzentration von Fentanyl auf Stoff iber 6 Monate
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Abbildung 49: Konzentration von Fentanyl auf Teppich lber 6 Monate
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- Nordazepam

Fur Nordazepam lag zur Quantifizierung in der Studie mit Nordazepam-D5 ein eigener
interner Standard vor. Die Werte schwanken gering um den Sollwert (Extremwerte
vom Untergrundmaterial Teppich zwischen 64,2 % und 127 % vom Sollwert). Auch
Nordazepam liel3 sich Uber den Zeitraum von sechs Monaten auf allen untersuchten

Untergrundmaterialien und bei beiden Temperaturen sicher nachweisen.
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Abbildung 50: Konzentration von Nordazepam auf Kachel iber 6 Monate
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Abbildung 51: Konzentration von Nordazepam auf Parkett ber 6 Monate
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Abbildung 52 Konzentration von Nordazepam auf Tapete iber 6 Monate
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Abbildung 53: Konzentration von Nordazepam auf Stoff iber 6 Monate
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Abbildung 54: Konzentration von Nordazepam auf Teppich Gber 6 Monate
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- Lorazepam

Lorazepam ist der erste hier aufgefiihrte Analyt aus der Langzeitstudie, der nicht mit
einem eigenen internen Standard quantifiziert wurde, sondern Uber das strukturdhnli-
che Diazepam-D5. Die Schwankungen innerhalb der einzelnen Untergrundmaterialien
sind deutlich gré3er als bei den bisher vorgestellten Analyten. Auch die Abweichung
der Werte vom Sollwert ist teilweise sehr grol3 (vor allem bei den Proben vom Unter-
grundmaterial Teppich ersichtlich mit maximalen Werten zwischen 68,4 % und
1120 % vom Sollwert). Unabhéngig davon ist Lorazepam nach sechsmonatiger

Lagerung auf allen untersuchten Materialien bei beiden Temperaturen stabil und nach-
weisbar.
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Abbildung 55: Konzentration von Lorazepam auf Kachel tiber 6 Monate
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Abbildung 56: Konzentration von Lorazepam auf Parkett Giber 6 Monate
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Abbildung 57: Konzentration von Lorazepam auf Tapete lber 6 Monate
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Abbildung 58: Konzentration von Lorazepam auf Stoff tiber 6 Monate
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Abbildung 59: Konzentration von Lorazepam auf Teppich tGber 6 Monate
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- Zolpidem

Fur die Quantifizierung von Zolpidem lag mit Zolpidem-D6 ein deuterierter interner

Standard vor. Die Werte streuen bei allen Materialien Gber den untersuchten Zeitraum

jedoch - insbesondere in ihren negativen Tendenzen - deutlicher um den Sollwert

(Extremwerte auf dem Untergrundmaterial Teppich zwischen 38,0 % und 120 % vom

Sollwert), als beispielsweise bei Benzoylecgonin oder Morphin. Wahrend der sechs-

monatigen Lagerung bei zwei verschiedenen Temperaturen ist Zolpidem in getrockne-

ten Blutproben auf allen finf Materialien nachweisbar.
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Abbildung 60: Konzentration von Zolpidem auf Kachel Giber 6 Monate
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Abbildung 61: Konzentration von Zolpidem auf Parkett iber 6 Monate
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Abbildung 62: Konzentration von Zolpidem auf Tapete iber 6 Monate
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Abbildung 63: Konzentration von Zolpidem auf Stoff tber 6 Monate
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Abbildung 64: Konzentration von Zolpidem auf Teppich tber 6 Monate
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- Diphenhydramin

Diphenhydramin ist der erste der hier aufgefihrten Analyten, der mithilfe von MPPH
als internem Standard quantifiziert wird. Die Schwankungen zwischen den einzelnen
Untersuchungstagen zeigen bei beiden Temperaturen pro Untergrundmaterial gleiche
Tendenzen. Die erhaltenen Werte liegen bereits zu Beginn der Studie bei einigen
Materialien (Tapete, Stoff, Teppich) oberhalb des dotierten Sollwertes (bis zu maximal
571 % vom Sollwert auf Stoff). Unabhangig davon war Diphenhydramin tber den
untersuchten Zeitraum von sechs Monaten auf allen funf hier untersuchten Unter-

grundmaterialien bei beiden Temperaturen nachweisen.

Diphenhydramin/Kachel
__160.0
—E' [ N
= / \
= 120.0 P O ) -+ Raumtempe
c 9 . St N 8 B —;~ o--& -° ratur
-% 80.0 '_S-J'*'Fr < = —@— Kihlschrank
$ 40.0 Sollwert
c
o
! 0.0 T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 3 8 15 22 29 43 57 71 85 113141169 197
Aufarbeitungstag
Abbildung 65: Konzentration von Diphenhydramin auf Kachel Giber 6 Monate
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Abbildung 66: Konzentration von Diphenhydramin auf Parkett Giber 6 Monate
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Abbildung 67: Konzentration von Diphenhydramin auf Tapete Giber 6 Monate
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Abbildung 68: Konzentration von Diphenhydramin auf Stoff Uber 6 Monate
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Abbildung 69: Konzentration von Diphenhydramin auf Teppich Gber 6 Monate
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- Citalopram

Auch Citalopram wird mithilfe von MPPH als internem Standard quantifiziert. Deutlich
ersichtlich sind héhere Schwankungen zwischen den einzelnen Werten, die allerdings
fur beide hier untersuchten Temperaturen jeweils die gleichen Tendenzen zeigen. Wie
bereits bei Diphenhydramin ersichtlich, liegen die erhaltenen Werte insbesondere auf
Stoff und Tapete schon zu Beginn der Studie zum Teil oberhalb des dotierten
Sollwerts (bis zu maximal 480 % vom Sollwert beim Untergrundmaterial Stoff). Inner-
halb der sechsmonatigen Lagerung liel3 sich Citalopram in auf allen finf verschiede-

nen Untergrundmaterialien getrockneten Bluttropfen bei beiden untersuchten Tempe-
raturen nachweisen.
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Abbildung 70: Konzentration von Citalopram auf Kachel iber 6 Monate
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Abbildung 71: Konzentration von Citalopram auf Parkett tiber 6 Monate
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Abbildung 72: Konzentration von Citalopram auf Tapete Giber 6 Monate
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Abbildung 73: Konzentration von Citalopram auf Stoff Giber 6 Monate
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Abbildung 74: Konzentration von Citalopram auf Teppich Gber 6 Monate
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- Doxepin

Das ebenfalls mithilfe von MPPH als internem Standard quantifizierte Doxepin zeigt
einen ahnlichen Konzentrationsverlauf wie Diphenhydramin, die Schwankungen
zwischen den einzelnen Werten und auch die Abweichung vom Sollwert sind jedoch
geringer und betragen zwischen maximal 64,6 % (Teppich) und 491 % vom Sollwert
auf dem Untergrundmaterial Stoff. Auch Doxepin lasst sich Uber die gesamte sechs-

monatige Lagerung auf den untersuchten Untergrundmaterialien bei beiden Tempera-

turen nachweisen.

Doxepin/Kachel

1200

|

£ 900 —fi\ o8 . °

o .0 A O

< o & 8~ . ‘%, N a7 »

c \ LAY \g/

S 60.0 »

©

£ 300

N

5

x O-O T T T T T T T T T T T T T T
0 1 3 8 15 22 29 43 57 71 85 113 141 169 197

Aufarbeitungstag

©-- Raumtem
peratur
= @= Kiihlschra
nk
Sollwert

Abbildung 75: Konzentration von Doxepin auf Kachel tber 6 Monate
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Abbildung 76: Konzentration von Doxepin auf Parkett Giber 6 Monate
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Abbildung 77: Konzentration von Doxepin auf Tapete iber 6 Monate
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Abbildung 78: Konzentration von Doxepin auf Stoff tiber 6 Monate
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Abbildung 79: Konzentration von Doxepin auf Teppich tGber 6 Monate
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- Mirtazapin

Mirtazapin wurde in der Studie ebenfalls mithilfe von MPPH als internem Standard
guantifiziert. Die Diagramme ahneln in ihren Verlaufen auch hier den fur Diphenhydra-
min erhaltenen. Im Gegensatz zu den bisherigen, mithilfe von MPPH quantifizierten
Analyten liegen die vom Untergrundmaterial Teppich erhaltenen Konzentrationen nicht
deutlich oberhalb des Sollwertes, sondern mit einer Ausnahme (Tag 29, Kuhlschrank)
darunter (bis zu minimal 16,0 % vom Sollwert). Auch Mirtazapin lasst sich innerhalb

der sechsmonatigen Lagerung auf den funf Untergrundmaterialien bei beiden Tempe-
raturen nachweisen.
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Abbildung 80: Konzentration von Mirtazapin auf Kachel iber 6 Monate
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Abbildung 81: Konzentration von Mirtazapin auf Parkett iber 6 Monate
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Abbildung 82: Konzentration von Mirtazapin auf Tapete Gber 6 Monate
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Abbildung 83: Konzentration von Mirtazapin auf Stoff iber 6 Monate
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Abbildung 84: Konzentration von Mirtazapin auf Teppich Gber 6 Monate
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- Quetiapin

Quetiapin wurde ebenfalls mittels MPPH quantifiziert. Die von den Trockenblutproben
auf Kachel und Parkett erhaltenen Werte schwanken in geringem Ausmafd um den
ermittelten Sollwert (Extremwerte zwischen 87,1 % und 167 % vom Sollwert), die
anderen Materialien zeigen deutlichere Schwankungen, zudem liegen die Werte auch
hier oberhalb des Sollwertes (mit Extremwerten von bis zu 832 % vom Sollwert fur das
Untergrundmaterial Teppich). Die Kurven der jeweiligen Temperaturen verlaufen
nahezu parallel zueinander. Insgesamt war Quetiapin innerhalb von und nach sechs

Monaten in Trockenblutproben auf allen untersuchten Materialien bei beiden Tempe-
raturen stabil.
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Abbildung 85: Konzentration von Quetiapin auf Kachel Giber 6 Monate
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Abbildung 86: Konzentration von Quetiapin auf Parkett ilber 6 Monate
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Abbildung 87: Konzentration von Quetiapin auf Tapete Giber 6 Monate
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Abbildung 88: Konzentration von Quetiapin auf Stoff iber 6 Monate
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Abbildung 89: Konzentration von Quetiapin auf Teppich tber 6 Monate
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- Bisoprolol

Fur Bisoprolol wurde Methamphetamin-D14 als interner Standard verwendet, da die
chemischen Eigenschaften und insbesondere die Retentionszeiten der beiden Sub-
stanzen &hnlicher sind als die von Bisoprolol und dem fur die vorher genannten Stoffe
verwendeten internen Standard MPPH. Die von Kachel und Parkett extrahierten Pro-
ben zeigen nur geringe Schwankungen um den dotierten Sollwert (zwischen 82,5 %
und 123 % vom Sollwert). Die auf den anderen Untergrundmaterialien ermittelten Kon-
zentrationen liegen jedoch (zum Teil deutlich) oberhalb des ermittelten Sollwertes (bis
zu maximal 1408 % vom Sollwert auf Teppich) und weisen gré3ere Schwankungen
auf. Insgesamt lie3 sich auch Bisoprolol innerhalb der sechsmonatigen Lagerung auf

allen finf untersuchten Untergrundmaterialien bei beiden Temperaturen nachweisen.
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Abbildung 90: Konzentration von Bisoprolol auf Kachel iber 6 Monate
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Abbildung 91: Konzentration von Bisoprolol auf Parkett iber 6 Monate
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Abbildung 92: Konzentration von Bisoprolol auf Tapete Giber 6 Monate
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Abbildung 93: Konzentration von Bisoprolol auf Stoff iber 6 Monate
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Abbildung 94: Konzentration von Bisoprolol auf Teppich Giber 6 Monate
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- Metformin

Metformin wurde in dieser Studie mittels Morphin-D3 als internem Standard quantifi-
ziert, da auch hier die sehr friilhe Retentionszeit von Metformin und damit die chemi-
schen Eigenschaften eher mit dem ebenfalls frih eluierenden Morphin-D3 korrelieren,
als mit MPPH. Die Proben, die von Kachel bzw. Parkett extrahiert wurden, zeigen we-
nig Streuung in engem Rahmen zwischen maximal 91,8 % und 143 % vom Sollwert.
Die Diagramme der restlichen Untergrundmaterialien zeigen ebenfalls wenig Schwan-
kungen, allerdings einen stetig ansteigenden Kurvenverlauf bis zum Ende der Studie
hin, wobei die ersten erhaltenen Werte unterhalb und die letzten oberhalb des im Pool
ermittelten Sollwertes liegen (bis zu maximal 161 % vom Sollwert fir das Untergrund-
material Teppich). Insgesamt war Metformin auf allen untersuchten Materialien tUber

den Zeitraum von sechs Monaten bei beiden Temperaturen stabil nachweisbar.

Metformin/Kachel
__2000.0
E
S 1500.0 . 28 5 ,&—O-—&—Q— @-- Raumtempe
= .8 e pe \o~ g o ratur
.% 1000.0 (6] o Y = =@ Kuhlschrank
E, 500.0 Sollwert
c
2
0.0 T T T T T T T T T T T T T T 1
O 1 3 8 15 22 29 43 57 71 85 113 141 169 197
Aufarbeitungstag
Abbildung 95: Konzentration von Metformin auf Kachel Giber 6 Monate
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Abbildung 96: Konzentration von Metformin auf Parkett iiber 6 Monate

102



©-+ Raumtempe
ratur

= @= KUihlschrank

Sollwert

Metformin/Tapete
2000.0
= e
£ LY
S 1500.0 /H\ I~
= = @& 0 [ ]
.5 1000.0 _—_._/_8\ pa © = L
g - ® ®
c
8 5000
c
(@)
NZ
0-0 T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 3 8 15 22 29 43 57 71 85 113141169197
Aufarbeitungstag

Abbildung 97: Konzentration von Metformin auf Tapete Uber 6 Monate
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Abbildung 98: Konzentration von Metformin auf Stoff iber 6 Monate
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Abbildung 99: Konzentration von Metformin auf Teppich Gber 6 Monate
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- Ramipril

Ramipril wurde analog zu den Psychopharmaka tber MPPH als internem Standard
guantifiziert. Die von allen funf Untergrundmaterialien extrahierten Trockenblutproben
zeigen fast ausnahmslos Werte, die oberhalb des ermittelten Sollwertes liegen (bis zu
Extremwerten von 488 % vom Sollwert fir das Untergrundmaterial Tapete). Allen
Kurven gemeinsam sind ein deutlicher Anstieg der Konzentration am letzten Aufarbei-
tungstag und die Parallelitdt der beiden jeweiligen Temperaturkurven. Auch hier
erweist sich — in diesem Fall neben Tapete als Untergrundmaterial - Teppich als eines
der am wenigsten reproduzierbaren Untergrundmaterialien. Auch Ramipril war in der
Studie Uber einen Zeitraum von sechs Monaten in getrockneten Blutproben auf funf

unterschiedlichen Untergrundmaterialien bei beiden Temperaturen stabil.
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Abbildung 100: Konzentration von Ramipril auf Kachel Gber 6 Monate
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Abbildung 101: Konzentration von Ramipril auf Parkett iber 6 Monate
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Abbildung 102: Konzentration von Ramipril auf Tapete Gber 6 Monate
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Abbildung 103: Konzentration von Ramipril auf Stoff iber 6 Monate
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Abbildung 104: Konzentration von Ramipril auf Teppich Gber 6 Monate
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7. Diskussion

Die Untersuchung von getrockneten Blutproben ist in der klinischen Chemie beim TDM
(Therapeutisches Drug Monitoring) am weitesten verbreitet. Hier werden ,dried blood
spots” (DBS) auf normierten Filterkarten und definierte Volumina bzw. “Punches”
(ausgestanzte Areale) verwendet, um die Arzneistoffkonzentration im Blut eines
Patienten bestimmen zu konnen. Der grol3e Nutzen dieser alternativen Matrix besteht
in seiner einfachen Handhabbarkeit fiir Patienten und klinisches Personal, sowohl bei
der Probennahme als auch bei Versand und Asservierung der DBS-Karten sowie einer
geringeren Infektiositat [46]. Die meisten aktuellen Studien zur Analytik von DBS kom-
men daher aus dem Bereich des TDM. In der vorliegenden Arbeit sollten insbesondere
die im Hinblick auf forensisch-toxikologische Untersuchungen relevanten Fragen einer
Asservierung und Analytik von am Tatort getrockneten Blutproben — und damit nicht
unter Verwendung normierter Filterkarten — und die Stabilitdt der untersuchten
Analyten untersucht werden. Zunachst sollen hier die bei den durchgefiihrten Unter-
suchungen erhaltenen Ergebnisse diskutiert und im Anschluss mit der wenigen

vorhandenen Literatur verglichen werden.

7.1. Asservierung am Tatort

Zunachst wurde in Vorversuchen ein geeignetes Verfahren zur Asservierung der
Blutspuren am Tatort entwickelt.

Bei glatten, nicht transportablen Untergrundmaterialien, wie beispielsweise Kacheln,
Parkettboden oder zum Teil auch Tapete, hat sich die Asservierung durch Abkratzen
mithilfe eines Skalpells bewahrt. Allerdings splitterte das Blut bei dieser Form der
Asservierung stark und lud sich zudem elektrostatisch auf, sodass ein Uberfiihren in
Asservierungsbehalter erschwert wurde.

Deshalb wurden zusatzlich Versuche mit verschiedenen Tupfern (Wattetupfer bzw.
Schwammtupfer aus Polyurethanschaum) durchgefuhrt. Die verwendeten Wattetupfer
finden sich in Spurensicherungskoffern der Polizei und sind somit vor Ort leicht
zuganglich, allerdings wird zum Anfeuchten der Tupfer zusatzlich Wasser bendtigt.
Dieses Wasser muss selbstverstandlich frei von Drogen oder Medikamentenrtck-
standen sowie schnell verfiigbar sein. Ein weiterer Nachteil bei der Verwendung von
Wattetupfern zur Asservierung der Blutspuren ist die bei bereits 100 pL verteiltem Blut
notige Menge von drei bis vier Wattetupfern, um das getrocknete Blut vollstandig auf-

zunehmen. Bei Verwendung der Schwammtupfer gentgte aufgrund der grof3eren
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Oberflache bereits ein Tupfer. Wenn der Blutfleck als tropfenartiges Gebilde vorlag,
wie beispielsweise bei genau senkrechtem Auftropfen aus geringer Hohe (wie es fur
die vorliegende Arbeit praktiziert wurde), liel3 sich der Tropfen meist in seiner Gesamt-
heit vom Untergrund I6sen, daher war hier auch nur ein Wattetupfer notwendig.

Die beste Asservierungsmethode bei glatten Oberflachen wie Kacheln und Parkett ist
das Abkratzen mithilfe eines Einmalskalpells.

Bei Tapete als Untergrundmaterial stellt die Asservierung der Blutspuren mit Hilfe von
Wattetupfern - in Abhangigkeit von der Beschaffenheit der Tapete und des zu sichern-
den Blutfleckes - gegebenenfalls eine Alternative zum Abkratzen mit einem Ein-
malskalpell dar. Bei Vorliegen eines Blutfleckes, der sich als Ganzes von der Tapete
l6sen lasst, ist eine Verwendung von Wattetupfern sinnvoll, da diese lediglich als Hilfs-
mittel dienen, um den Tropfen in ein Asservierungsgefald zu Uberfihren. Mit einem
Skalpell wirden gegebenenfalls Faserbestandteile der Tapete mit asserviert werden,
die spater zu Storeffekten bei der Aufarbeitung fuhren kdnnten. Ein Abkratzen des
Blutfleckes mit einem Skalpell bietet sich an, wenn der Blutfleck verwischt ist, da hier
sonst eine Verwendung von mehreren Tupfern notwendig ware.

Liegt eine sehr kleine bzw. fein verspritzte Blutantragung vor, so ist es sinnvoll, mit
angefeuchteten Wattetupfern zu asservieren, um moglichst viel der geringen Blut-
menge zu erfassen.

Stoff bzw. (ausgeschnittener) Teppich sind Untergrundmaterialien, welche sich
zumeist verhaltnismafig einfach transportieren lassen. Allerdings muss auch in diesen
Fallen auf eine korrekte Asservierung geachtet werden. Die heutigen Analysen-
methoden sind derart empfindlich, dass auch durch Kontakt Gbertragene Spuren von
Arznei- bzw. Suchtstoffen erfasst werden. Die Spurentrager dirfen nicht mit anderen
Vergleichsproben (z.B. zusatzlich asservierten, nicht blutbehafteten) zusammen in ei-
ner Verpackung aufbewahrt werden, da es hier sonst zur Ubertragung derartiger
Spuren kommen kann.

Eine weitere Schwierigkeit stellt sich bei der Asservierung von Blutspuren von stark
gemusterten bzw. dunklen, insbesondere hochflorigen Teppichen, da hier der einge-
sickerte Blutfleck nach Trocknung nur noch schwer abgrenzbar ist. Somit sollte eine
grol3zuigige Asservierung des betroffenen Stiickes erfolgen. Diese ist auch von Vortell,
da berucksichtigt werden muss, dass gegebenenfalls bei verschiedenen Textilien als
Untergrundmaterial Chromatografie-Effekte auftreten kénnen und die Verteilung der

zu analysierenden Substanzen im Teppich bzw. Stoff moglicherweise nicht homogen
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ist [67]. Solche Effekte sind in der Literatur auch fur Filterkarten durchaus beschrieben.
Ren et al untersuchten mittels drei verschiedenen, mit 1C radioaktiv markierten Kom-
ponenten die Verteilung derer in getrockneten Blutproben auf Filterkarten und konnten
Verteilungseffekte aufzeigen (geringere Konzentrationen am Rand des Flecks, den
,volcano-effect” in der Mitte des spots und das ,gesprenkelte” Zentrum) [55].

Durch unterschiedliche Hamatokritwerte verschiedener Personen andert sich auch das
Verhaltnis von Grol3e zu Volumen der Spots und somit auch bei gleicher Stanzgrol3e
die gemessene Konzentration eines Analyten. Dies konnten Holub et al anhand einer
Untersuchung verschiedener Aminosauren und Acylcarnitine in DBS zeigen [26].
Diese Effekte wurden in der vorliegenden Studie nicht weiter untersucht, da die
Antragungen auf den textilen Untergrundmaterialien als Ganzes extrahiert wurden.
Falls eine Asservierung des betroffenen Textils und ein Transport in das unter-
suchende Labor nicht méglich sind, kbnnen als Alternative angefeuchtete Wattetupfer
zum Abreiben der Blutspur Anwendung finden.

Um eine mikrobielle Belastung der Proben moglichst gering zu halten, sollte den
Asservaten ein Packchen mit Trocknungsmittel beigefiigt werden.

Insgesamt lasst sich ausfihren, dass getrocknete Blutspritzer oder Blutflecken von
unterschiedlichen Materialien mit so wenig Fremdmatrix wie mdglich asserviert werden
sollen. Daher eignet sich ein Skalpell oder ein &hnlich scharfer Gegenstand am besten,
um an glatten Oberflachen getrocknete Blutspuren abzukratzen. Bei kleinen Spuren
kann es durchaus sinnvoll sein, mit angefeuchteten Wattetupfern zu arbeiten, da hier
eine maoglichst vollstandige Asservierung der Minimalspuren erfolgen sollte. Bei saug-
fahigen, transportablen Materialien, in die das Blut einsickern kann empfiehlt sich eine

komplette Asservierung des Untergrundmaterials mitsamt dem Blutfleck.

7.2. Aufarbeitung im Labor

Fur die Extraktion der Blutproben von den funf verschiedenen, in der vorgestellten
Langzeitstudie verwendeten Untergrundmaterialien Kachel, Parkett, Tapete, Stoff und
Teppich wurden unterschiedliche Verfahren getestet.

Zunachst wurde in Vorversuchen die Asservierung des getrockneten Blutes mithilfe
von Watte- und Schwammtupfern Uberprift. Allerdings waren bei den Wattetupfern
insbesondere bei verwischten Blutspuren, bei denen sich das getrocknete Blut nicht

als ganzes Gebilde vom Untergrund abnehmen liel3, bis zu vier Tupfer notwendig, um
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die getrocknete Blutspur vollstdndig abzunehmen. Die Aufarbeitung einer grél3eren
Menge an Wattetupfern fuhrte wiederum bei der Analyse zu grof3eren Storeffekten
aufgrund der hoheren Belastung durch Matrixbestandteile wie Wattefasern, welche als
Schwebteilchen im zu injizierenden Extrakt gegebenenfalls sogar zu einem Verstopfen
der Injektionsnadel des LC-MS/MS-Gerates fuhren kénnen.

Insbesondere bei den mittels Schwammtupfer asservierten, aufgearbeiteten Proben
resultierten jedoch niedrigere Intensitaten der zu bestimmenden Arznei- bzw. Sucht-
stoffe bei der Messung und daraus resultierenden schlechteren Nachweisgrenzen der
einzelnen Analyten. Zum einen ist dies gegebenenfalls durch eine chemische Affinitat
der Substanzen zum Tupfermaterial bedingt, wodurch sich die Analyten nicht vollstan-
dig vom Tupfer extrahieren lieRen. Zum anderen liegt insbesondere bei den
Schwammtupfern eine hohe Saugféahigkeit vor, die bereits rein physikalisch eine voll-
standige Wiedergewinnung der zur Extraktion verwendeten Flussigkeit und damit auch
der darin gel6sten Analyten erschwert.

Ein weiterer Nachteil bei der Verwendung der beiden Tupfer war die héhere notwen-
dige Menge an Wasser zum Abldsen des Blutes von den Tupfern im Vergleich zum
Rekonstituieren des abgekratzten Blutes Dies filhrte zu deutlich langeren Abdampf-
zeiten im Heizblock und kann dadurch moglicherweise, insbesondere bei temperatur-
labilen Analyten durch die langere thermische Belastung eine Degradation bewirken.

Bei der Asservierungsmethode durch Abkratzen der Blutproben mithilfe eines
Einmalskalpells liegt ein groRer Vorteil in der geringen, zum Anlésen der Blutproben
notigen Menge Wasser, und somit resultierenden geringeren Zeiten einer thermischen
Belastung beim Abdampfen. Des Weiteren werden bei dieser Aufarbeitung keine
Fremdmatrixbestandteile mit extrahiert, wie es bei der Aufarbeitung der mittels Tupfer
asservierten Blutproben der Fall ist. Ein zusatzlicher Vorteil ist, dass das Gewicht des
abgenommenen Blutes mittels Wiegen exakt bestimmt werden konnte und somit eine
ungefahre Rickrechnung auf das urspringlich vorhanden gewesene Blutvolumen
maoglich war.

Bei den glatten Untergrundmaterialien, wie Kacheln bzw. Parkett hat sich die Asser-
vierung durch Abkratzen mithilfe eines Skalpells als beste Methode erwiesen und
wurde fUr die Langzeitstudie verwendet.

Fur das uneinheitliche Untergrundmaterial Tapete sind, wie bereits oben ausgefihrt,
je nach Beschaffenheit verschiedene Methoden der Asservierung sinnvoll. Fir die

Langzeitstudie wurden die getrockneten Bluttropfen von Tapete mithilfe von mit
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bidestilliertem Wasser angefeuchteten Wattetupfern asserviert, da diese sich als
ganzes Gebilde vom Untergrund l6sen lie3en und somit lediglich ein Tupfer notwendig
war. Die verwendeten Tupfer sind deutlich weniger saugfahig, als die alternativ getes-
teten Schwammtupfer, mit dem Vorteil, dass weniger Wasser zum Ablésen bzw.
Rekonstituieren des Blutes benétig wird. Falls der Bluttropfen sich als komplettes
Gebilde von der Tapete l6st, lasst sich die erhaltene Trockenblutmasse einfach mittels
Wiegen, gegebenenfalls nach vorheriger Trocknung, bestimmen. Werden allerdings
verwischte Spuren aufgenommen, die sich im Tupfermaterial verteilen, ist ein komplet-
tes Ablosen des Blutes vom Tupfer und damit die Wagung des Trockenblutes nicht
maoglich. Ein Gewichtsvergleich mit einem nicht benutzten Tupfer ware theoretisch
moglich, ist aber praktisch kaum durchftihrbar, da die Tupfer sich in ihren Massen in
einem fur diese Studie relevanten Bereich unterscheiden. Ein Wiegen der Tupfer vor
ihrer Verwendung ist aus praktischen Grinden nicht durchfihrbar, zusatzlich kann es
gegebenenfalls auch beim Asservieren einer Blutspur zum Verlust von Fasern aus
dem Tupfermaterial und so zu Gewichtsdifferenzen in einem fur die Spurenanalytik
relevanten Bereich kommen.

Bei Stoff und Teppich ist eine Bestimmung der enthaltenen Trockenblutmenge durch
Wagung und somit eine mdgliche Abschatzung des Vollblutvolumens aufgrund des
Einsickerns in die Fasern nicht méglich, da das Blut nicht fleckférmig, sondern gebun-
den auf einem Untergrundmaterial vorliegt.

Eine Alternative fur die Abschatzung des Gewichtes von auf Stoff getrockneten Blut-
proben ware, von einem nicht kontaminierten Stick desselben Stoffes ein gleich
grol3es Stuck wie das zu untersuchende Stiick mit Blutfleck auszuschneiden, beide
gleichermal3en zu trocknen und anschlieBend mittels Wagung die Gewichtsdifferenz
zu bestimmen. Allerdings liegen hier, wie auch bei den Tupfern beschrieben, Massen-
schwankungen in einem Bereich vor, der diese Methode fur die Praxis ungeeignet
macht.

Bei Teppich als verhaltnismaRig dickem und saugfahigem Material konnten fir eine
grobe Abschatzung der Masse des getrockneten Blutes, wie spater im Fallbeispiel 1
beschrieben, Vergleichsteppichstiicke mit unterschiedlichen aufgetragenen Blut-
volumina angesetzt werden und nach Trocknung und Loésung des Blutes die Farben
der erhaltenen Extraktionsflissigkeiten verglichen werden. Dies ist jedoch eine auf-

grund der Farbwahrnehmung subjektive Methode, des Weiteren kann die Menge des
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Blutes hier nur sehr grob (im Milliliterbereich) abgeschatzt werden. Die ist flr die hier
durchgefiihrte Spurenanalytik jedoch deutlich zu ungenau.

Als Extraktionsmittel fir auf den transportablen Untergrundmaterialien Stoff bzw.
Teppich getrocknete, im Ganzen asservierte Blutspuren hat sich in dieser Studie Was-
ser bewahrt. Es wurden zunachst Vorversuche mit einem Methanol/Wasser-Gemisch
durchgefuhrt. Ein Vorteil dieser Methode ware eine vereinfachte Probenvorbereitung,
da Methanol als organisches Losungsmittel wesentlich kirzere Abdampfzeiten auf-
weist, als Wasser. Da Methanol aber Proteine denaturiert, wurde bei diesem Verfahren
sichtbar weniger Blut vom Untergrundmaterial in Losung gebracht. Dies zeigte sich
bereits anhand der Farbe der erhaltenen Losungen, die im Vergleich zu den mit reinem
Wasser extrahierten Proben deutlich weniger gefarbt waren und damit weniger roten
Blutfarbstoff enthielten. Dies lasst sich damit erklaren, dass die Proteine aus dem Blut
offensichtlich direkt auf dem Stoff denaturiert wurden und sich daher einige Bestand-
teile nicht mehr in LOsung bringen lieRen. Dartber hinaus war die Extraktionsausbeute
der zu analysierenden Arznei- bzw. Suchtstoffe in einigen Fallen geringer, als bei den
mit Wasser rekonstituierten Proben. Dies lasst sich damit begriinden, dass diese Ana-
lyten zumindest teilweise zusammen mit den denaturierten Proteinen auf dem Stoff
fixiert wurden. Aufgrund der oben genannten Nachteile bei der Verwendung eines Me-
thanol/Wasser-Gemisches wurden die getrockneten Blutproben von Stoff und Teppich
fur die Langzeitstudie mit bidestilliertem Wasser vom jeweiligen Untergrund extrahiert.
Bei Verwendung von 1 mL Wasser als Extraktionsmittel fir die Proben von Stoff bzw.
2 mL fur die Extraktion von Teppich (da nach Zugabe von 1 mL analog zu den Stoff-
proben keine Uberstehende Flussigkeit vorhanden war, sondern das Wasser komplett
in die Fasern des Teppichs aufgesaugt wurde) ergab sich eine deutlich langere
Abdampfzeit als bei den Proben von Parkett, Kachel und Tapete, bei denen mit weni-
ger Wasser gearbeitet wurde. Dies kann fir thermisch instabile Analyten problema-
tisch sein. Auch waren in den zum Schluss erhaltenen Extrakten mehr sichtbare
Verunreinigungen durch Schwebteilchen aus dem Untergrundmaterial enthalten, als
in den Extrakten, aus den von Kachel und Parkett abgekratzten Blutproben. Durch
Zentrifugieren und Abpipettieren des Uberstandes konnte, insbesondere bei den
Proben von Stoff, zumindest ein Teil der Verunreinigungen vor der Messung am LC-

Gerat eliminiert werden.
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Teppich als Untergrundmaterial stellte sich als in der Extraktion der getrockneten Blut-
tropfen schwierigstes, in dieser Studie untersuchtes Material dar. Insbesondere bei
hochflorigen Teppichen dringen die Bluttropfen weit in das Material ein und kdnnen bei
gewebten Teppichen ohne gummierten Untergrund auch bis auf den darunter liegen-
den Boden durchsickern. Dartber hinaus kann eine Lokalisation des Blutfleckes auf
stark gemusterten, insbesondere rétlich oder braun gefarbten Teppichen wie beispiels-
weise Perserteppichen, erhebliche Schwierigkeiten bereiten. Die Areale mit den
getrockneten Blutflecken sollten daher grof3ziigig um den Fleck herum ausgeschnitten
werden, um die Blutantragung vollstandig zu erfassen.

Die erhaltenen Extrakte von den auf Teppich getrockneten Blutproben wiesen deutlich
mehr Verunreinigungen auf, als die Extrakte der von glatten Materialien, aber auch der
von Stoff extrahierten Proben, da hier offensichtlich eine Mitextraktion von Staub und
anderen Kleinstpartikeln aus dem Teppich stattgefunden hat. Hier liel3 sich auch durch
Zentrifugieren und Abpipettieren der Extrakte nur ein Teil der Verunreinigungen ent-
fernen.

Diese Schwierigkeiten lieRen sich in den erhaltenen Chromatogrammen deutlich an
einem hoheren Untergrundsignal und einer geringeren Intensitat der zu untersuchen-
den Analyten im Vergleich zu den anderen verwendeten Untergrundmaterialien erken-
nen.

Eine zu diskutierende Alternative fur die Probenvorbereitung der auf Teppich getrock-
neten Blutspuren wére eine Probenaufbereitung mittels Festphasenextraktion. Nach-
teile liegen hier in dem deutlich héheren Aufwand und eventuellen Substanzverlusten

bei der Aufreinigung.

- Literaturvergleich

Die breiteste Anwendung in der Analytik kleinerer Molektile finden dried blood spots
(DBS) im Bereich des therapeutic drug monitoring (TDM). Der Hauptgrund hierfur ist
eine vereinfachte, patientenschonende Entnahmemethode und damit eine Entlastung
von sowohl Krankenhaus-/Praxispersonal als auch eine Erleichterung fir den Patien-
ten selbst. Hier werden vor allem Arzneistoffe untersucht, bei denen haufige Blut-
spiegelkontrollen erforderlich sind wie Immunsuppressiva, Antiepileptika und antivirale
Medikamente. Auch werden neue Entwicklungen aus dem Bereich der Probennahme
und automatisierten Analytik vorgestellt wie beispielsweise modifizierte Filterkarten,
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die dried plasma spots erzeugen sollen [62] oder Extraktionsmethoden flr dried blood
spots auf Filterkarten ([20], [21], [47]).

Von Pedersen et al liegt eine Studie zur Untersuchung von verschiedenen Elementen
in DBS vor. Hier wurden die Konzentrationen von u.a. Kupfer, Zink und Eisen im Blut
untersucht [49].

Im Bereich der illegalen Drogenwirkstoffe finden sich einige Publikationen, die sich mit
der Analyse von DBS auf Filterkarten beschaftigten. Hier ist ebenfalls ein Hauptgrund
die vereinfachte Probennahme, aber auch der unproblematische Versand und die teil-
weise verbesserte Stabilitét einiger Substanzen. Alfazil et al beispielsweise untersuch-
ten die Stabilitat von Cocain und sechs Benzodiazepinen (Flunitrazepam, Tema-
zepam, Lorazepam, Oxazepam, Nitrazepam und Diazepam) in DBS Uber einen Monat
bei drei verschiedenen Temperaturen (Raumtemperatur, 4 °C, -20 °C) [2]. Auch wur-
den in dieser Studie die Wiederfindungsraten in DBS beziglich fliissigem Blut unter-
sucht. Die Untersuchungen zeigen durchweg gute Wiederfindungsraten und eine sehr
gute Stabilitat der untersuchten Substanzen, insbesondere gegenuber einer Lagerung
in flussigem Blut. Allerdings wurde hier mit sehr hohen Ausgangskonzentrationen der
einzelnen Analyten von jeweils 1000 ng/mL gearbeitet, daher fallen geringere Schwan-
kungen nach der Lagerungsdauer von einem Monat mdglicherweise nicht auf. Bei
einigen Analyten sind Konzentrationsabfalle von bis zu 19,9 % (Cocain) bei Lagerung
bei Raumtemperatur zu beobachten gewesen. Bei Lagerung im Gefrierschrank waren
die berechneten Abweichungen fir alle Analyten geringer als 10 %.

Von dried blood spots auf Filterkarten abgesehen, finden sich in der Literatur nur wenig
Artikel zu einer forensisch toxikologischen Analyse aus getrockneten Blutspuren.
Saussereau et al entwickelten eine Methode zur Untersuchung von DBS auf die
stralRenverkehrsrelevanten Suchtstoffgruppen Cocain, Opiate und Amphetamine [59].
Es wurden auch Metaboliten der jeweiligen Substanzen mit untersucht. Die Filterkarten
mit den DBS wurden sechs Monate bei zwei verschiedenen Temperaturen (4 °C und
-20 °C) gelagert. Nach sechs Monaten waren in den bei -20 °C gelagerten Proben alle
untersuchten Analyten ohne signifikanten Substanzabbau detektierbar (81,5 % bis
100 % vom Ursprungswert). Bei 4 °C lagen insbesondere bei Cocain, Ecgoninmethyl-
ester und Methamphetamin deutlich niedrigere Konzentrationen vor, als zu Beginn der
Studie.
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Chepyala et al untersuchten Wiederfindung und Stabilitdit von 57 verschiedenen
Drogen bzw. deren Metaboliten in auf Filterkarten getrocknetem Blut bei zwei verschie-
denen Temperaturen (Raumtemperatur und — 80 °C) [9]. Die Wiederfindung der
Analyten lag bei allen Analyten bei mindestens 67 %. Einige Analyten, wie beispiels-
weise Methylphenidat zeigten allerdings nach Lagerung Uber sechs Monate sowohl
bei Raumtemperatur als auch bei den bei — 80 °C gelagerten Proben eine um mehr
als 50 % verringerte Konzentration des Analyten und somit eine deutliche Instabilitat.

Zur Asservierung von getrockneten Blutspuren von verschiedenen Untergrundmateri-
alien am Tatort gibt es bis dato wenige Studien, in denen entsprechende Untersuchun-
gen veroffentlich sind.

Winkler et. al untersuchten die Asservierung und Untersuchung von auf verschiedenen
Untergrundmaterialien (Teppich, Tapete, Asphalt, Autositzbezug, unbehandeltem
Kalbsleder, Wattetupfern und Glas) getrockneten Blutproben auf Ethylglucuronid als
Alkoholkonsummarker [66]. Die auf Textilien bzw. Leder getrockneten Blutproben (zu
je 4 mL) wurden ausgeschnitten, in kleine Stlicke geteilt und anschliel3end extrahiert.
In dieser Studie wurde mit groBen Mengen bidestillierten Wassers (300 mL) als
Extraktionsmittel gearbeitet, welches im weiteren Verlauf der Aufarbeitung durch
Gefriertrocknung wieder entzogen wurde. Von dem erhaltenen Rickstand wurde ein
Teil wieder mit Wasser gelost und mittels LC-MS/MS gemessen. Auf den in der Aufar-
beitung unkomplizierten, glatten Untergrundmaterialien wurden in der Studie von
Winkler et. al. ahnliche Erfahrungen gemacht, wie auch in der in dieser Arbeit vorge-
stellten Langzeitstudie. Die weiteren Untergrundmaterialien - insbesondere das in
unserer Studie schwierige Material Teppich - zeigen bei der von Winkler et. al verwen-
deten Methode deutlich bessere Ergebnisse. Dies lasst sich moglicherweise darauf
zurUckfuhren, dass es sich bei dem Analyten Ethylglucuronid um eine sehr gut
wasserlosliche Substanz handelt und die bei Winkler et. al. beschriebene Extraktion
mit einer grolRen Menge Wasser durchgefihrt wurde. Des Weiteren wurde in der
Methode eine aufwandigere Aufreinigung durchgefiihrt, wahrend in unserer Studie
eine kurze, maglichst einfach durchzufiihrende Aufarbeitungsmethode gewéhlt wurde.
Zusatzlich wurde in der Studie von Winkler et. al. eine grof3e Menge Blut (je 4 mL) auf
die verschiedenen Untergrundmaterialien aufgebracht, sodass eine hohe Konzentra-
tion des zu messenden Analyten Ethylglucuronid im mg/L-Bereich vorlag, wahrend in

der von uns durchgefiihrten Studie die Substanzen teilweise im niedrigen pug/L-Bereich
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und somit um ca. einen Faktor 10 bis 300 geringer konzentriert vorlagen. Damit fielen
die Abweichungen vom Sollwert in unserer Studie deutlicher ins Gewicht als in der von
Winkler et. al. durchgefuhrten Studie (hier betrug die maximale Abweichung der
EtG-Konzentration bei einer Versuchsperson - 11,3 % fur Proben von Leder und
Tapete bezogen auf einen auf die Trockenblutmasse berechneten Wert der EtG-Kon-

zentration im Vollblut).
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7.3. Langzeitstudie und Kurzzeit-Lagerungsstudie zur Stabilitat von Arz-
nei- bzw. Suchtstoffen

In den beiden durchgefiuhrten Studien wurde die Stabilitéat von insgesamt 22 verschie-
denen Analyten in - auf diversen Untergrundmaterialien (Kachel und Stoff, in der Lang-
zeitstudie zusatzlich Parkett, Tapete und Teppich) getrocknetem - Blut Uber einen Zeit-
raum von sechs Monaten bzw. sieben Wochen untersucht. Es wurden verschiedene

Drogenwirkstoffe und Medikamente mit forensischer Relevanz ausgewahlt.

- Stimulanzien (Benzoylecgonin, Methamphetamin)

Aus der Gruppe der Stimulanzien wurden Benzoylecgonin als inaktives Stoffwechsel-
bzw. Abbauprodukt des Cocains und Methamphetamin untersucht. Fur beide Substan-
zen lagen zur Quantifizierung in den verwendeten Methoden deuterierte interne Stan-
dards vor. Sowohl in der Kurzzeit-Lagerungsstudie als auch in der Langzeitstudie
schwankten die fur die jeweiligen Analyten errechneten Konzentrationen mit einer
Ausnahme in einem engen Bereich um die jeweiligen Sollwerte.

Die fur Methamphetamin auf dem Untergrundmaterial Teppich berechneten Konzent-
rationen waren meist deutlich zu hoch und stark schwankend, sodass zwar Uber die
gesamte sechsmonatige Lagerung ein qualitativer Nachweis des Analyten maoglich
war, nicht jedoch eine Quantifizierung. Alle anderen Untergrundmaterialien konnten
sowohl in der Kurzzeit-Lagerungsstudie als auch in der Langzeitstudie bei allen unter-
suchten Temperaturen quantitativ ausgewertet werden. Es lassen sich in den
Diagrammen keinerlei Hinweise fur eine Degradation der beiden untersuchten Stimu-
lanzien in getrockneten Blutproben erkennen. Vielmehr weisen die Untersuchungser-
gebnisse darauf hin, dass beide Analyten sehr wahrscheinlich auch tGber einen deutlich

langeren Zeitraum zumindest qualitativ nachweisbar sein sollten.

- Opiate/Opioide

0 Morphin

Morphin wurde sowohl in der Kurzzeit-Lagerungsstudie als auch in der Langzeitstudie
mit deuteriertem internem Standard bestimmt. In beiden Studien zeigte sich eine gute

Korrelation mit nur geringen Schwankungen zum  Sollwert. In der
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Kurzzeit-Lagerungsstudie zeigten sich insbesondere auf Stoff grol3ere Schwankun-
gen, die in der Langzeitstudie nicht erkennbar waren. Dies lasst sich moglicherweise
mit der fur die Langzeitstudie modifizierten Aufarbeitung der Proben mit einer geringe-

ren Menge an bidestilliertem Wasser erklaren.
o Codein, Methadon, Fentanyl, Tramadol

In den Diagrammen der Kurzzeit-Lagerungsstudie sieht man fur die o.a. Opioide
deutliche Schwankungen der errechneten Konzentrationen, da fur diese Substanzen
keine deuterierten internen Standards zur Quantifizierung verwendet wurden. Eine
valide Quantifizierung ist hier nicht mdglich. Tramadol wurde aufgrund einer gegen-
Uber den anderen Opioiden geringeren Relevanz nicht in die Langzeitstudie aufge-
nommen. In der Langzeitstudie hat die Verwendung von Codein-D3, Methadon-D3
bzw. Fentanyl-D5 zur Quantifizierung fur die entsprechenden Analyten zu sehr stabi-
len, im Bereich des Sollwertes liegenden und damit quantitativ auswertbaren Ergeb-
nissen gefuhrt. Wahrend Codein und Fentanyl auf allen untersuchten Materialien
stabile, wenn auch fur Teppich — und Fentanyl auch fur Tapete - im Vergleich zum
Sollwert zu niedrige Ergebnisse zeigten, wies Methadon auf allen hier untersuchten
Materialien eine abnehmende Tendenz auf, die bei Teppich besonders ausgepragt war
(bis zu einer Konzentration, die nur noch 38,4 % des Sollwertes betrug).

Die in beiden Studien untersuchten Opiate/Opioide lie3en sich Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum temperatur- und materialunabhangig zumindest qualitativ
nachweisen, in der Langzeitstudie war dariber hinaus — mit Ausnahme von Teppich

als Untergrundmaterial — eine valide Quantifizierung moglich.

- Benzodiazepine

0 7-Aminoflunitrazepam

7-Aminoflunitrazepam liegt nach therapeutischer Aufnahme von Flunitrazepam als
Metabolit in einem niedrigen Konzentrationsbereich von durchschnittlich 2 ng/mL im
Serum vor [5]. In der Kurzzeit-Lagerungsstudie wurde zur Quantifizierung von
7-Aminoflunitrazepam Diazepam-D5 verwendet. Bereits nach - fir Proben von
Kachel - achttagiger bzw. - fur Proben von Stoff - dreitdgiger Lagerung war in keiner
der Proben mehr 7-Aminoflunitrazepam nachweisbar. Die Instabilitat von Nitrobenzo-

diazepinen wie Flunitrazepam in flissigen Blutproben ist bereits hinreichend bekannt
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[57]. Auch deren 7-Amino-Metabolite unterliegen einer temperaturabhangigen Degra-
dation [57]. In dieser Studie sollte Uberpruft werden, ob sich die Stabilitdt mit dem
Trocknen von Blutproben verbessern lasst. Da es sich jedoch auch in getrockneten
Blutproben bereits nach sehr kurzer Lagerungszeit als instabil erwiesen hat, wurde

7-Aminoflunitrazepam als Analyt nicht in die Langzeitstudie aufgenommen.
o Diazepam

Diazepam wurde nur in der Kurzzeit-Lagerungsstudie untersucht und in dieser mit
einem eigenen deuterierten internen Standard quantifiziert. Die erhaltenen Werte
schwankten bei den beiden untersuchten Untergrundmaterialien Kachel und Stoff in
engem Bereich um den Sollwert, wobei die auf Stoff getrockneten Proben eine gering-
flgig grolRere Abweichung zu gegenidber dem Sollwert hdheren Konzentrationen
aufwiesen (bis zu 129 % des Sollwerts). In der Langzeitstudie wurde Diazepam nicht
untersucht, da mit seinem Metaboliten Nordazepam eine sehr strukturahnliche
Substanz vorlag und dartber hinaus Lorazepam als weiteres Benzodiazepin aus-

gewahlt wurde.
o Nordazepam

Nordazepam wurde sowohl in der Kurzzeit-Lagerungsstudie, als auch — modifiziert
durch Verwendung eines deuterierten internen Standards — in der Langzeitstudie un-
tersucht. In der Kurzzeit-Lagerungsstudie schwankten die Werte temperaturunab-
hangig deutlich, wobei sie bei den auf Stoff getrockneten Proben oberhalb des Soll-
wertes und bei den auf Kachel getrockneten Proben unterhalb des Sollwertes lagen.
Eine mdgliche Erklarung liegt im unterschiedlichen Extraktionsverhalten von Norda-
zapem bezogen auf den zur Quantifizierung in der Kurzzeit-Lagerungsstudie verwen-
deten internen Standard Diazepam-D5. Dieser lieR sich anscheinend von Stoff
schlechter in Losung bringen als Nordazepam selbst, wodurch die erhaltenen Kon-
zentrationen fur Nordazepam zu hoch lagen. Fur die auf Kachel getrockneten Proben
liegt eine mogliche Erklarung der nahezu durchweg zu niedrig gemessenen Konzent-
rationen in einer verminderten Extraktionsausbeute des Analyten aus den getrockne-
ten Blutsplittern.

In der Langzeitstudie schwankten die Werte — auf den in beiden Studien untersuchten
Untergrundmaterialien Kachel und Stoff - in deutlich geringerem Umfang um den Soll-
wert, als in der Kurzzeit-Lagerungsstudie. Dies lasst sich mit der Verwendung eines
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eigenen deuterierten internen Standards zur Quantifizierung erklaren. Auch auf den
Ubrigen, in der Langzeitstudie untersuchten Untergrundmaterialien Parkett, Tapete
und Teppich bewegten sich die erhaltenen Konzentrationen fiir Nordazepam in gerin-
gem Umfang um den Sollwert. Lediglich die auf Teppich getrockneten Blutproben

zeigen deutlichere Schwankungen.
O Lorazepam

Lorazepam wurde in der Langzeitstudie als Alternative zum — in der Kurzzeit-
Lagerungsstudie ebenso wie Nordazepam stabilen - Diazepam als weiteres, haufig
verordnetes Benzodiazepin untersucht. Zur Quantifizierung stand kein deuteriertes
Lorazepam zur Verfigung. Auf allen untersuchten Materialien fielen die gemessenen
Lorazepamkonzentrationen im untersuchten Zeitraum leicht ab mit minimalen
Konzentrationen von 41,1 % vom Sollwert auf Parkett. Wahrend die Werte auf Kachel
und Parkett nur geringfiigig vom Sollwert abwichen, waren die Schwankungen auf den
weiteren — in der Extraktion der Blutproben aufwandigeren - untersuchten Untergrund-
materialien deutlicher, die Werte lagen zum Teil erheblich oberhalb des Sollwertes.
Dies lasst sich mit dem unterschiedlichen Extraktionsverhalten von Lorazepam und
dem zur Quantifizierung verwendeten Diazepam-D5 erklaren.

Aus der Gruppe der Benzodiazepine waren — mit Ausnahme des 7-Aminoflunitra-
zepams — alle hier untersuchten Arzneistoffe Gber den jeweiligen Lagerungszeitraum
in getrockneten Blutproben stabil und qualitativ nachweisbar. Die gréf3ten Schwankun-
gen der erhaltenen Konzentrationen zeigten sich auf dem schwierig zu extrahierenden
Untergrundmaterial Teppich. Eine Quantifizierung war fur Nordazepam und Diazepam
unter Verwendung eigener deuterierter interner Standards auf allen jeweils untersuch-
ten Untergrundmaterialien temperaturunabhangig moglich. Die fur den Analyten
Lorazepam ermittelten Konzentrationen fielen tUber den untersuchten Zeitraum von
sechs Monaten auf allen Materialien temperaturunabhéangig leicht ab, dies kdnnte auf
einen beginnenden Abbau des Arzneistoffes hinweisen. Auf den in ihrer Extraktion un-
komplizierten Materialien Kachel und Parkett konnte eine Quantifizierung des
Lorazepams erfolgen, auf den tbrigen Materialien Tapete, Stoff und Teppich war dies

nicht maoglich.
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- Weitere Hypnotika

0 Zolpidem

Zolpidem wurde in beiden Studien untersucht. Da sich in der Kurzzeit-Lagerungsstudie
grol3e Schwankungen der erhaltenen Werte zeigten, wurde in der Langzeitstudie ein
eigener deuterierter interner Standard zur Quantifizierung in die Methode integriert.
Hieraus resultierte eine deutliche Verbesserung. Auf allen in der Langzeitstudie unter-
suchten Materialien konnte Zolpidem temperaturunabhdngig tber sechs Monate
gualitativ nachgewiesen und auch quantifiziert werden. Das Untergrundmaterial
Teppich zeigte auch hier die gréf3ten Schwankungen der erhaltenen Konzentrationen

um den Sollwert.
o Diphenhydramin

Diphenhydramin ist ein zusatzlich in der Langzeitstudie untersuchtes Hypnotikum. Fur
die Quantifizierung dieses Arzneistoffes lag kein deuterierter interner Standard vor. Die
von den leicht zu extrahierenden Untergrundmaterialien Kachel und Parkett erhaltenen
Ergebnisse wiesen nur geringe Schwankungen auf und der Arzneistoff liel3 sich quan-
titativ bestimmen. Die Konzentrationen der Proben von Tapete, Stoff und Teppich und
damit den in der Extraktion aufwéndigeren Untergrundmaterialien lagen bereits zu
Beginn deutlich oberhalb des Sollwertes und unterlagen erheblichen Schwankungen.
Dies lasst sich auf das unterschiedliche physikochemische Verhalten von Diphen-
hydramin und des zur Quantifizierung verwendeten internen Standards MPPH zurtck-
fuhren. Analog zu Nordazepam in der Kurzzeitlagerungsstudie lag wohl auch hier auf
den Untergrundmaterialien Tapete, Stoff und Teppich eine schlechtere Extraktions-
ausbeute des internen Standards verglichen mit dem Analyten Diphenhydramin vor,

sodass dessen Werte zu hoch berechnet wurden.

Beide hier untersuchten Hypnotika liel3en sich Gber einen Zeitraum von sechs Monaten
in getrockneten Blutproben zumindest qualitativ nachweisen. Es bestand keine Abhan-
gigkeit der Stabilitat von Lagerungstemperatur oder Untergrundmaterial. Auf den — in
ihrer Bearbeitung unkomplizierten — Materialien Kachel und Parkett betrug die maxi-

male Abweichung zwischen 84,1 % und 181 % vom ermittelten Sollwert.
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- Psychopharmaka

o0 Amitriptylin und Nortriptylin

Amitriptylin und sein Metabolit Nortriptylin wurden lediglich in der Kurzzeit-Lagerungs-
studie untersucht. Beide wurden nicht tiber einen deuterierten internen Standard quan-
tifiziert und unterlagen insbesondere gegen Ende der Studie und auf dem Untergrund-
material Stoff deutlichen, augenscheinlich zuféalligen Schwankungen um den Sollwert
(siehe Diagramme im Anhang). In die Langzeitstudie wurde aufgrund gréf3erer Rele-
vanz (deutlich haufiger verordnet) der Arzneistoff Mirtazapin anstelle von Amitriptylin
und Nortriptylin aufgenommen. Zumindest qualitativ waren sowohl Amitriptylin als auch
Nortriptylin auf allen in der Kurzzeit-Lagerungsstudie untersuchten Materialien tber

sieben Wochen temperaturunabhéngig nachweisbar.
0 Doxepin, Citalopram, Quetiapin

Die drei Psychopharmaka Citalopram, Doxepin und Quetiapin wurden sowohl in der
Kurzzeit-Lagerungsstudie, als auch in der Langzeitstudie untersucht. In beiden Studien
wurde zur Quantifizierung jeweils kein deuterierter interner Standard verwendet. Die
in der Kurzzeit-Lagerungsstudie erhaltenen Ergebnisse schwankten temperatur- und
materialunabhangig deutlich um den Sollwert und lieBen sich nicht quantifizieren.
Analog zu den bei Diphenhydramin erhaltenen Ergebnissen liel3en sich die drei
Psychopharmaka Doxepin, Citalopram und Quetiapin Uber sechs Monate qualitativ
nachweisen. Dartber hinaus war auf den einfach zu extrahierenden Untergrund-
materialien Kachel und Parkett eine Quantifizierung mit geringen Schwankungen um
den Sollwert méglich, wohingegen sich die Resultate der schwierig zu extrahierenden
Materialien Tapete, Stoff und Teppich deutlich oberhalb des Sollwertes befanden (mit
Extremwerten von bis zu 832 % des Sollwertes bei Quetiapin) und sich nicht quantifi-

zieren liefRen.
o Mirtazapin

Zur Quantifizierung von Mirtazapin wurde kein deuterierter interner Standard verwen-
det. Die auf Kachel und Parkett getrockneten Blutproben zeigten, &hnlich wie Diphen-
hydramin, nur geringe Schwankungen um den Sollwert und lie3en sich valide quanti-
tativ auswerten. Die Resultate der Proben der — in ihrer Extraktion aufwandigeren —

Untergrundmaterialien Tapete, Stoff und Teppich schwankten deutlicher und lagen fur
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Stoff und Tapete, analog zu Diphenhydramin, mit Extremwerten bis zu 363 % des Soll-
wertes deutlich zu hoch. Das Untergrundmaterial Teppich unterschied sich sichtbar
von den bei Diphenhydramin erhaltenen Ergebnissen, so lagen die Werte - mit
Ausnahme eines Ausreil3ers — weit unterhalb des Sollwertes (bis zu nur noch 16 %
des urspriinglichen Sollwertes). Eine mdgliche Erklarung liegt in einem unterschied-
lichen Verhalten des tetrazyklischen Antidepressivums Mirtazapin gegeniber dem zur
Quantifizierung verwendeten internen Standard MPPH auf Teppich im Vergleich zu
Tapete und Stoff.

Die in beiden Studien untersuchten Psychopharmaka waren tber den jeweils unter-
suchten Zeitraum in getrockneten Blutproben unabhangig von gewahlter Lagerungs-
temperatur und Untergrundmaterial stabil und nach dieser Zeit qualitativ nachweisbar.
Eine Quantifizierung ware durch die Verwendung eines deuterierten internen
Standards fur den jeweiligen Arzneistoff auch auf den schwierig zu extrahierenden

Materialien Tapete, Stoff und Teppich moglich.

-  Weitere Arzneistoffe

o Bisoprolol

Bisoprolol wurde als weiterer Arzneistoff in die Langzeitstudie aufgenommen. Zur
Quantifizierung wurde aufgrund der ahnlichen Retentionszeit Methamphetamin-D14
als interner Standard verwendet. Uber den Zeitraum von sechs Monaten war Biso-
prolol auf allen untersuchten Materialien temperaturunabhéangig zumindest qualitativ
nachweisbar. Wie die Psychopharmaka liel3 sich Bisoprolol auf den einfach zu extra-
hierenden Untergrundmaterialien Kachel und Parkett mit nur geringen Schwankungen
vom Sollwert temperaturunabhéngig quantitativ bestimmen. Auf den in ihrer Extraktion
aufwandigeren Materialien Tapete, Stoff und Teppich lagen deutlich grof3ere Schwan-
kungen vor (auf Teppich wurden Extremwerte der Konzentration von bis zu 1408 %
des ermittelten Sollwertes erhalten), sodass eine Quantifizierung nicht sinnvoll er-

scheint.
o Ramipril

Auch Ramipril wurde als haufig verordnetes Antihypertonikum in der Langzeitstudie
untersucht. Die Quantifizierung erfolgte mit MPPH als internem Standard. Uber den

untersuchten Zeitraum von sechs Monaten war Ramipril auf allen finf untersuchten
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Materialien temperaturunabhangig stabil und qualitativ nachweisbar. Aufgrund der ge-
ringen — an den therapeutischen Bereich angepassten - Konzentration von Ramipril in
den aufgebrachten Blutproben waren die Schwankungen um den Sollwert deutlich und
somit eine Quantifizierung — auch aus den von Kachel und Parkett (auch hier Abwei-

chungen vom Sollwert bis zu + 135 %) extrahierten Blutproben- nicht valide mdglich.
0 Metformin

Metformin wurde als Antidiabetikum in die Langzeitstudie aufgenommen. Eine Quan-
tifizierung erfolgte aufgrund der &hnlich friihen Retentionszeiten mittels Morphin-D3.
Ein qualitativer Nachweis war Uber sechs Monate auf allen untersuchten Materialien
temperaturunabhéngig maoglich. Dartber hinaus war auf allen untersuchten Materia-
lien aufgrund vergleichsweise geringer Schwankungen zwischen minimal 91,8 % und
maximal 161 % des Sollwerts auch eine Quantifizierung maoglich. Fir die leicht anstei-
genden Konzentrationen auf den in ihrer Extraktion aufwéandigeren Untergrundmateri-
alien Tapete, Stoff und Teppich ist eine durch die Lagerungsdauer gegebenenfalls ver-
besserte Extrahierbarkeit des Metformins aus dem getrockneten Blut zu diskutieren.

124



- Vergleich mit Literaturangaben

Aktuelle Studien aus dem Bereich der forensischen Toxikologie liegen im Vergleich zu
den zahlreichen Untersuchungen aus dem Bereich des TDM nur in geringem Umfang
vor, beispielsweise fir Benzodiazepine und Cocain [2] oder Zopiclon [32]. Ziel dieser
Untersuchungen war es insbesondere, die Stabilitat dieser in flissigem Blut teilweise
instabilen Analyten in getrocknetem Blut zu Uberprifen. Schon das Versenden flussi-
ger Blutproben auf dem Postweg kann in Bezug auf die Stabilitat solcher Analyten eine
Fehlerquelle aufgrund Degradation darstellen, da die Proben teilweise mehrere Tage
bei unbekannten auf3eren Bedingungen unterwegs sein konnen. In diesen Fallen kann
die Anfertigung von DBS auf normierten Filterkarten eine sinnvolle Alternative beim
Versand von Blutproben darstellen.

Es gibt auch einige wenige Untersuchungen zur Vergleichbarkeit einer Analyse von
Vollblut und DBS. Beispielsweise fur MDMA ("Ecstasy") konnte von Jantos et al eine
gute Ubereinstimmung (Verhaltnis Blut/DBS 0,99) gezeigt werden [31].

Fur eine — Uber die normierten Filterkarten hinausgehende - Analyse von getrockneten
Blutproben auf verschiedenen Untergrundmaterialien, wie sie potenziell auch an

Tatorten vorkommen kénnen, gibt es wenig Literatur.

J. Gotta (2004) beschéftigte sich in seiner Doktorarbeit mit der Analyse haufig miss-
brauchlich verwendeter Arznei- bzw. Suchtstoffe aus den Gruppen Opiate, Ampheta-
mine, Cocain und Cannabinoide (unter anderem auch die in der von uns durchgefthr-
ten Langzeitstudie verwendeten Substanzen Morphin, Codein, Methamphetamin und
Benzoylecgonin) [19]. Er untersuchte die Stabilitat dieser Analyten in - auf verschiede-
nen Untergrundmaterialien (u.a. auch die in dieser Studie verwendeten Materialien
Stoff und Fliesen) - getrockneten Blutproben Uber einen Zeitraum von rund zwei
Monaten. Das Volumen der aufgetragene Bluttropfen lag in seiner Studie bei 50 pL.
Extraktionsversuche wurden von Gotta nicht durchgefuihrt, die auf Kachel getrockne-
ten Blutflecken wurden mit einem Spatel abgekratzt, die auf Stoff getrockneten Flecken
wurden komplett ausgeschnitten, anschliel3end wurden alle Proben jeweils mit Puffer-
[6sung extrahiert und Uber Festphasenextraktion aufgereinigt. Die Messung erfolgte
mittels GC-MS nach entsprechender Derivatisierung.

Morphin und Benzoylecgonin konnten in der von Gotta durchgefuhrten Studie auf dem

Untergrundmaterial Stoff in Ubereinstimmung mit unseren Untersuchungsergebnissen
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mit geringen Schwankungen Uber den gesamten Zeitraum quantitativ bestimmt wer-
den. Bei Codein und Methamphetamin lagen deutlichere Schwankungen vor, als dies
in unserer Studie der Fall war, ein qualitativer Nachweis war aber auch in der Studie
von Gotta zumindest Gber den Zeitraum von zwei Monaten mdglich. Im Gegensatz zu
der von uns durchgefiihrten Studie zeigen die von Kacheln/Fliesen extrahierten
Proben bei Gotta deutlichere Schwankungen, als die von Stoff extrahierten. Dies gilt
insbesondere fur Morphin und Benzoylecgonin, lediglich Methamphetamin zeigt einen
weniger schwankenden Verlauf. Zusammenfassend lasst sich ausfihren, dass Gotta
in seiner Studie alle von ihm untersuchten Substanzen Uber einen Zeitraum von etwa
zwei Monaten in getrocknetem Blut auf verschiedenen Untergrundmaterialien qualita-
tiv nachweisen konnte.

C. Jamey (2014) untersuchte in einer einmonatigen Studie die Stabilitdt von sieben
verschiedenen Benzodiazepinen (u.a. Diazepam), Methadon und Zolpidem in auf Glas
getrocknetem Blut [29]. Auch das in dieser Studie aufgetragene Blutvolumen betrug
jeweils 50 pL pro Spot. Die Proben wurden mithilfe eines Skalpells abgenommen, mit
Pufferlosung rekonstituiert und mittels LC-MS/MS analysiert.

Verglichen mit den aus der Langzeitstudie erhaltenen Ergebnissen fur das vergleich-
bare, ebenfalls glatte Untergrundmaterial Kachel, sind die von Jamey aufgeflhrten
Resultate in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der von uns durchgefiihrten
Studien. In der Kurzzeit-Lagerungsstudie wurden die Proben bei drei verschiedenen
Temperaturen gelagert. Bei allen Temperaturen war Diazepam Uber sieben Wochen
stabil. Jamey untersuchte in ihrer Studie zusétzlich zu den von uns uberpruften
Temperaturen Raumtemperatur, 4 °C und 35 °C den Einfluss von Licht auf die Stabili-
tat bei Raumtemperatur sowie die weiteren Lagerungsbedingungen — 20 °C und La-
gerung im Freien. Auch unter diesen weiteren Bedingungen zeigte sich Diazepam tber
einen Monat in getrockneten Blutproben stabil.

Auch Methadon und Zolpidem waren — wieder in guter Ubereinstimmung mit den von
uns erhaltenen Resultaten — bei Jamey Uber den untersuchten Zeitraum unter Berick-
sichtigung aller Variablen stabil und zumindest qualitativ nachweisbar.

Die Ergebnisse der einzelnen in der gegenstandlichen Langzeitstudie untersuchten
Analyten sind in guter Ubereinstimmung mit den wenigen aus der Literatur bisher
veroffentlichten Daten zur Analyse getrockneter Blutproben auf verschiedenen Unter-

grundmaterialien am Tatort.
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Zusammenfassend lasst sich ausfuhren, dass sowohl die in der Langzeitstudie als
auch die in der Kurzzeit-Lagerungsstudie untersuchten Analyten in getrockneten Blut-
proben Uber einen Zeitraum von sechs Monaten bzw. sieben Wochen stabil waren.
Die einzige Ausnahme stellte 7-Aminoflunitrazepam dar.

Ein qualitativer Nachweis war mit oben genannter Ausnahme fir alle in den vorliegen-
den Studien untersuchten Arznei- bzw. Suchtstoffe Uber den jeweils untersuchten
Zeitraum und bei den jeweiligen Lagerungstemperaturen mdglich gewesen. Bei
Verwendung von deuterierten Standards fur die jeweiligen Substanzen war aufgrund
des bekannten Blutvolumens auch eine Quantifizierung der nachgewiesenen Stoffe

maoglich.
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8. Spurenanalytik an Realproben mit forensischer Fragestellung
8.1. Blutfleck auf Teppich

Der zu Beginn dieser Arbeit beschriebene Fall des getrockneten Blutes auf Teppich,
welches zur Untersuchung auf Heroin-Abbauprodukte an das Institut fiur Rechtsmedi-
zin geschickt wurde, gab Anlass fir die Anfertigung dieser Arbeit. Hier konnte durch
die Untersuchung des vorliegenden Blutflecks der Geschehensablauf rekonstruiert
werden.

Nach einer korperlichen Auseinandersetzung war eine der beiden involvierten Perso-
nen verstorben. Durch eine post-mortem-Analyse des Oberschenkelvenenblutes
konnte eine Aufnahme von Heroin belegt werden. Die weiterfihrende Fragestellung
war, ob Heroin vor oder nach der Auseinandersetzung aufgenommen wurde. Dies
sollte durch die Untersuchung des am Tatort befindlichen Teppichs, bzw. des auf ihm
getrockneten Blutes des Opfers tberpruft werden. Der Teppich war sechs Monate
nach der Tat asserviert worden.

Um eine grobe Abschéatzung des im Teppich enthaltenen Blutes vorzunehmen, wurden
aus dem Teppich ein blutdurchtréanktes Stiick und mehrere gleich grof3e Sticke von
einer entfernten Stelle ohne Blutantragungen ausgeschnitten. Auf diese Vergleichs-
stiicke wurden nun unterschiedliche Volumina Blut aufgetragen und getrocknet.
Anschliel3end wurde das Blut von den Teppichstiicken mit jeweils gleichen Volumina
Wasser gelost und die resultierenden Farbtone der Losungen miteinander verglichen,
um die enthaltene Menge Blut in dem betroffenen Teppichstiick zumindest grob orien-
tierend abschatzen zu konnen. Die geschatzte Menge Blut in dem Teppichstiick (so
grol3 wie eine zwei Euromiinze) betrug 2 mL.

Fur die anschlielende Analytik wurde eine Kalibration auf Teppich mit dem oben
ermittelten ungefahren Blutvolumen angesetzt. Die Teppichsticke wurden tber Fest-
phasenextraktion aufgereinigt und mittels GC-MS untersucht. Im vom Teppich extra-
hierten Blut wurden Morphin und Codein eindeutig nachgewiesen. Eine abschatzende
Quantifizierung ergab ein fur den Konsum von Heroin typischerweise auftretendes
Konzentrationsverhaltnis der beiden Analyten von 10:1. Auf zum Vergleich analysier-
ten Proben von nicht blutgetrankten Stellen des Teppichs wurden weder Morphin noch
Codein nachgewiesen. Damit lag der Schluss nahe, dass der Konsum des Heroins

bereits vor der korperlichen Auseinandersetzung stattgefunden hatte.

129



Wahrend der Anfertigung dieser Doktorarbeit wurden wir in manchen Fallen um
toxikologische Untersuchung am Tatort gesicherter Spuren gebeten. Die folgenden,
aus der Praxis untersuchten Beispiele zeigen, dass sich eine Analyse getrockneter
Proben nicht immer auf Blut beschranken muss. Vielmehr sind verschiedene andere
getrocknete Spuren von Korperflissigkeiten und diversen Losungen zur toxikologi-

schen Analyse geeignet.

8.2. Infusionslésung auf Teppich

Im Fall eines erweiterten Suizids sollte die Schlissigkeit eines mdglichen Ablaufes
nachvollzogen werden. Bei den nachgewiesenen Analyten handelte es sich dartber
hinaus um instabile Substanzen, deren Nachweisbarkeit in getrockneten Proben im
Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit Gberprift werden sollte.

Ein siebenjahriges Madchen erhielt von seiner Mutter eine Infusionslésung mit Medi-
kamenten verabreicht und wurde anschliel3end stranguliert. Die Mutter suizidierte sich
selbst mit einer Infusionslésung, der u.a. Atracurium, Propofol und Midazolam zuge-
mischt waren. Diese Arzneistoffe konnten im Oberschenkelvenenblut der Mutter
nachgewiesen werden. Im Blut der Tochter wurden Atracurium und Midazolam nach-
gewiesen, Midazolam jedoch nicht in einer hypnotisch wirksamen Konzentration.
Propofol war nicht nachweisbar. Am Tatort konnten zwei Infusionsbeutel sichergestellt
werden. Bei einem Infusionsbeutel war bei Auffindung der Stellmechanismus ge-
schlossen und der Beutel enthielt noch ca. 100 mL Restinhalt. In dieser Infusionsl6-
sung wurden die auch bei dem Kind nachgewiesenen Arzneistoffe Atracurium und
Midazolam aufgefunden. Der zweite Infusionsbeutel war komplett leer, lediglich im
Schlauch waren Reste einer milchigen Losung zu finden, der Stellmechanismus war
geoffnet. In den Resten im Schlauch der Infusionslésung wurden neben Atracurium
und Midazolam auch Propofol, welches das milchige Aussehen erklart, aufgefunden.
Diese Schlauche hingen auf den in der Wohnung liegenden Teppich, unterhalb der
Nadeln war ein getrockneter weil3licher Fleck zu sehen, wo vermutlich Infusionslésung

in den Teppich gesickert war (Abbildung 105).
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Abbildung 105: Schlauche und Venulen der beiden
Infusionslésungen, lose hangend

Von einem der Kriminalbeamten wurden drei Tage nach Auffindung der Leichen
Abriebe des weildlichen Flecks auf dem Teppich gefertigt und zur Untersuchung auf
die in den Infusionslésungen bzw. im Blut der Verstorbenen befindlichen Arzneistoffe
an das Institut gesandt. Die Abriebe wurden von dem Beamten nach Anleitung mittels
angefeuchteten Wattetupfern genommen. Zusatzlich wurden Vergleichsproben von
einer anderen Stelle des Teppichs, die weit genug von den héangenden Infusions-
schlauchen entfernt liegen sollte, entnommen.

Da Propofol im FTC mit einer anderen Methode aufgearbeitet wird, als Atracurium und
Midazolam, wurden die Tupfer aufgeteilt.

Fur die Analyse auf Midazolam und Atracurium wurde ein Tupfer am Holzstiel kurz
unterhalb des Watteanteils abgeschnitten und in einem Sarstedtrohrchen mit 300 pL
Rekonstitutionspuffer R1 (siehe Materialteil) eingeweicht und 20 Minuten im
Ultraschallbad behandelt. Von der Uberstehenden Lésung wurde ein Aliquot von
150 pL mit internem Standardmix versehen und mittels LC-MS/MS analysiert. Als Leer-
probe diente einer der vom Polizeibeamten von einer entfernten Stelle des Teppichs
entnommen Vergleichstupfer.

Da fur die Analyse auf Propofol mittels LC-MS/MS eine Derivatisierung notwendig ist
und die Methode eine geringere Sensitivitdt aufweist als die zur Analyse auf
Atracurium und Midazolam verwendeten, wurden funf Abriebtupfer zusammengefasst,
um eine moglichst grofe Menge Propofol zu erhalten. Des Weiteren ist Propofol ein
instabiler Arzneistoff, weshalb von einer Degradation auf dem getrockneten Teppich
ausgegangen wurde. Die Tupfer wurden mit 2 mL Acetonitril fir zehn Minuten auf dem
Ruttelbrett geschuttelt. Die Uberstehende Losung (etwa 1,2 mL) wurde mit 5 pL inter-
nem Standard (Tertiar-Butylmethylphenol in einer Konzentration von 100 ng/mL)

versehen und bis auf etwa 150 pyL eingeengt, um die Substanz zu konzentrieren.
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Von diesem Konzentrat wurden anschlieend 20 pL gemafR Arbeitsanweisung mit
40 pL 2-fluoro-1-methylpyridinium p-toluenesulfonate und 10 pL Triethylamin derivati-
siert und mittels LC-MS/MS vermessen. Als Vergleich wurde auch hier ein Tupfer von
einer entfernten Stelle des Teppichs analog den Proben des Flecks mit aufgearbeitet.
Atracurium, Midazolam und Propofol lie3en sich in den Abriebtupfern von dem Fleck
auf dem Teppich nachweisen. Die Vergleichsproben von einem Teppichstiick ohne
Fleck gaben keinen Hinweis auf die untersuchten Substanzen. Somit stammt der Fleck
auf dem Teppich von der todlich wirkenden Infusionslésung, die sich die Mutter infun-
diert hatte. Eine Erklarung fur das Herausrutschen der Venule aus dem Arm der Ver-
storbenen waren gegebenenfalls agonale Krampfe der Mutter. Sowohl Propofol als
auch Atracurium sind in Blutproben vergleichsweise instabile Analyten. Daher ist das
Resultat der durchgefuihrten Untersuchungen an den getrockneten Proben, die bereits
drei Tage den Umgebungsbedingungen in der Wohnung ausgesetzt waren und dann
per Post an das Labor geschickt wurden, eine Bestatigung fur die Anwendbarkeit der
Analyse getrockneter Proben insbesondere auch auf sonst relativ instabile Analyten.

8.3. Watteabriebe vom Gesicht eines Verstorbenen

In einer weiteren von der Staatsanwaltschaft in Auftrag gegebenen Untersuchung
handelte es sich um Watteabriebe, die auf das Vorhandensein von ,Pfefferspray”
gepruft werden sollten.

Mehrere Polizeibeamte wurden beauftragt, einen Mann festzunehmen. Dieser wider-
setzte sich jedoch der Festnahme und zog ein Messer, mit dem er, laut Aussage der
Polizisten, die Beamten bedrohte. Trotz mehrmaliger Vorwarnung lief3 sich der Mann
angeblich nicht beruhigen. Daraufhin wurde von den Polizisten dreimal ,Pfefferspray*
gegen den Mann eingesetzt, um diesen aufzuhalten. Da dieser sich aber dadurch laut
Polizeiangaben nicht beeindrucken lie3 und unvermittelt mit gezogenem Messer auf
einen Beamten zuging, sah dieser sich gezwungen, Gebrauch von seiner Schusswaffe
zu machen. Der angeschossene Mann verstarb trotz sofortiger Notarztalarmierung
wenig spater im Krankenhaus.

Die Staatsanwaltschaft stellte nun die Frage, ob sich tberprifen lieRe, ob die Polizei-
beamten vor der Schussabgabe ,Pfefferspray” eingesetzt hatten. Daher wurden noch
wahrend der Sektion mithilfe von Wattetupfern Abriebe vom Gesicht und aus der Nase
des Verstorbenen genommen. Im Krankenhaus war das Gesicht des Verstorbenen

bereits mit Wasser gereinigt worden, da er Blut und Mageninhalt erbrochen hatte. Die
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bei der Sektion genommenen Abriebe sollten nun auf das Vorliegen von Capsaicin,
dem aktiven Inhaltsstoff von ,Pfefferspray” untersucht werden. Die beiden Tupfer wur-
den in einem Sarstedtrohrchen mit je 0,5 mL Ethanol versetzt und funf Minuten auf
dem Vortexmischer gemischt. Ein Aliquot von je 150 puL wurde entnommen und mittels
hochauflésender Flissigkeitschromatographie-time-of-flight-Massenspektrometrie
vermessen. Hier fand sich in der vom Gesicht des Verstorbenen genommenen Probe
lediglich ein Hinweis auf das Vorliegen von Capsaicin, der jedoch nicht eindeutig veri-
fiziert werden konnte. Die Analyse der aus der Nase genommenen Probe verlief ohne
Hinweis auf Capsaicin. Daher wurde die positive Probe mit dem wesentlich empfindli-
cheren lonenfallenmassenspektrometer vermessen. Hier konnte eindeutig Capsaicin
nachgewiesen werden. Da Capsaicin nicht wasserloslich ist, wurde es bei der Reini-
gung des Gesichtes offensichtlich nicht bzw. nicht vollstandig entfernt. Weitere Abriebe
aus der Nase des Verstorbenen ergaben keinen Hinweis auf das Vorliegen von
Capsaicin. Der Nachweis von Capsaicin fuhrte hier zu einer Entlastung der Polizei-
beamten, da es den angegebenen Gebrauch des ,Pfeffersprays” bestatigte.

8.4. RuUckstande an einer Verbandsschere

Bei einem schwer kranken Patienten auf einer Intensivstation waren verschiedene
Infusionslésungen Uber einen zentralen Venenkatheter an der rechten Halsseite an-
geschlossen, eine davon enthielt Metamizol und Flucloxacillin. Nach Alarm des Uber-
wachungsgeréates fiel auf, dass zwei der drei Infusionsschlduche des zentralen Venen-
katheters offensichtlich mit Schnitten durchtrennt/beschadigt waren.

Der zustandige Pfleger gab zu, mit einer Verbandsschere im Bereich des Zugangs
hantiert zu haben um den Pflasterverband zu I6sen. Wir erhielten die Verbandsschere
mit der Bitte, zu Uberprifen, ob darauf die Gber die beschadigten Infusionsschlauche
verabreichten Arzneistoffe Metamizol und Flucloxacillin nachweisbar waren. Es sollte
so Uberprift werden, ob der Pfleger beim Lésen des Pflasters mit der Verbandsschere
(siehe Abbildung 106) versehentlich die Infusionsschlauche durchtrennt oder bescha-
digt hatte.
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Abbildung 106: Verbandsschere, mit der die Schlauche zerschnitten worden sein sollen

Dazu wurde die Schere in einem 30 mL Sarstedt-Rohrchen mit 15 mL bidestilliertem
Wasser versetzt und zunachst innerhalb einer Einweichzeit von 45 Minuten etwa 30
mal gedffnet und wieder geschlossen, um kleinste kristalline Riickstdnde auch von den
Innenseiten der Schnittflachen in Losung zu bekommen. Anschlieiend wurde das
Rohrchen fur 15 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Danach wurde ein noch an der
Schere haftender, kristalliner Rest mit einem Spatel abgekratzt, zur Losung gegeben
und diese nochmals eine Minute auf dem Vortexmischer geruttelt. Von dieser L6sung
wurden nun 7,5 mL mit internem Standardmix und 15 pL Ameisensaure versetzt, zur
Trockne eingedampft und anschlie3end in 150 uL Rekonstitutionspuffer R1 aufgenom-
men und mittels LC-TOF-MS vermessen. Es fanden sich neben Spuren von
Flucloxacillin und 4-Methylaminoantipyrin, einem Stoffwechsel- und Abbauprodukt von
Metamizol, noch weitere Arzneistoffe wie Carbamazepin und Levetiracetam. Des
Weiteren fanden sich Hinweise auf Pantoprazol, Sitagliptin, Nicotin, Lamotrigin, Koffein
und Lidocain. Dieses Ergebnis lasst an eine Kontamination der Schere mit im Kran-
kenhaus gangigen Medikamenten denken. Vor allem der Nachweis von Koffein und
Nicotin weist darauf hin, dass mit der Schere verschiedene, auch nicht zweck-
bestimmte Dinge geschnitten wurden und die Schere im Anschluss daran nicht gerei-
nigt worden war und/oder dass die Schere durch Kontakt mit Handen (ohne Hand-
schuhe) kontaminiert war. Es gibt deutlich zu bedenken, dass eine Asservierung
solcher Spurentrager auf3erst sorgfaltig erfolgen muss, um Kontaminationen zu ver-
hindern. Der Nachweis von Flucloxacillin und 4-Methylaminoantipyrin erhartete den
Verdacht, dass durch diese Verbandsschere der die Medikamente zufiihrende Infusi-
onsschlauch beschadigt bzw. versehentlich durchschnitten wurde.
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8.5. Getrocknetes Blut auf Textilien

Im Rahmen einer Auseinandersetzung in einer Arbeiterunterkunft kam es zum
Gebrauch verschiedener Stichwaffen. Der Niedergestochene uberlebte den Angriff
nach notérztlicher und intensivmedizinischer Behandlung. Wahrend der Tat kam es zu
grof3flachigen Blutantragungen auf das T-Shirt des Opfers, aber auch auf die Schuhe
des Taters (siehe Abbildung 107 und Abbildung 108). Der Tater verletzte sich bei dem
Angriff selbst an der Hand.

Abbildung 107: T-Shirt des Nieder-
gestochenen mit grofRen Blutflecken

Abbildung 108: Schuh des Taters mit reichlich
Blutspuren

Beide Personen waren deutlich alkoholisiert, sowohl beim Téater als auch beim Ge-
schadigten war jeweils eine Blutalkoholkonzentration von 1,3 %o kurz nach der Tat
nachweisbar. Im Blut des Taters waren keine weiteren Drogen oder Medikamente
nachweisbar, im Blut des Geschadigten waren zusatzlich Arzneistoffe nachweisbar,
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die sich mit der notéarztlichen Behandlung erklaren lieBen (Lidocain, Midazolam,

Piritramid, Propofol, Prilocain und Cephazolin).

Zur Untersuchung auf Arznei- bzw. Suchtstoffe und auch Ethylglucuronid (EtG) aus
wissenschaftlichen Zwecken fiir diese Arbeit wurden von den Schuhen mithilfe von
Wattetupfern Abriebe genommen. Dazu wurde jeweils ein Tupfer mit bidestilliertem
Wasser angefeuchtet und Blut von verschiedenen Stellen abgerieben. Eine Probe
wurde an der Sohle entnommen, hierbei ist aufgrund der Lokalisation davon auszu-
gehen, dass es sich um Blut des Geschéadigten handelt. Eine weitere Probe wurde von
der Oberseite des Schuhs genommen, hierbei ist aufgrund der Tropfenform des abge-
riebenen Blutflecks davon auszugehen, dass es sich um Blut des Taters handelt, der
sich bei der Auseinandersetzung selbst verletzt hatte. Ein Vergleichsabrieb wurde von
einer nicht blutbefleckten Stelle des Schuhs abgenommen.

Von dem blutdurchtrankten T-Shirt des Geschadigten wurde aus einem der Blutflecke
ein Stuck mit einem Stanzer (siehe Abbildung 109 unter Punkt 8.6) ausgestanzt. Als
Vergleich wurde eine Stelle ohne Blutfleck gewéhlt und ein gleich grol3es Stiick aus-
gestanzt. Die Tupfer wurden jeweils einzeln mit je 0,5 mL, die ausgestanzten T-Shirt-
Stucke mit je 1 mL bidestilliertem Wasser und 2 pL interner Standardmischung ver-
setzt. Die Losungen wurden anschlieRend 20 Minuten auf den Rittler bei
370 Schwingungen/min verbracht, anschlie3ende wurden alle Proben mit jeweils 1 mL
Acetonitril versetzt und sofort auf dem Vortexmischer fur ca. 30 Sekunden gemischt.
Die Proben wurden zentrifugiert und der Uberstand mit einer Pipette abgenommen und
nach Zugabe von je 2 uL Ameisensaure 98 % unter Stickstoffstrom zur Trockne ein-
gedampft. Der Ruckstand wurde in 150 pL Puffer R1 aufgenommen und an einem API
6500 LC-MS/MS-System vermessen.

Fur eine Analyse auf EtG wurde wie oben beschrieben verfahren, statt des internen
Standardmixes wurde funffach deuteriertes EtG vor dem Riitteln zugegeben, die Auf-
nahme des Rickstandes erfolgte in 100 uL Puffer A1/A2, anschliel3end wurde die so
erhaltene L6sung 1:10 verdinnt, wie in der Arbeitsanweisung fur die Aufarbeitung von
Serumproben auf EtG am FTC vorgesehen (siehe auch 5.1.5). Diese Extrakte wurden
an einem API 5000 LC-MS/MS-System vermessen.

EtG lield sich in allen untersuchten Proben nachweisen. Die untersuchten Vergleichs-

proben von nicht blutbefleckten Stellen des T-Shirts bzw. der Schuhe waren unauffal-
lig.
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Zusatzlich zu der wie erwartet positiven Analyse der Proben auf EtG wurde ein allge-
meines Medikamenten- und Drogenscreening durchgeftihrt. An der von der
Schuhoberseite genommenen Probe, sowie auch an der Probe, die von einer nicht
blutbefleckten Stelle des T-Shirts genommen wurde, liel3en sich eindeutig Cocain und
Spuren des Abbauproduktes Benzoylecgonin nachweisen. Da keine weiteren Sub-
stanzen nachgewiesen werden konnten, ist davon auszugehen, dass die betroffenen
Kleidungssticke mit Cocain in Kontakt gekommen waren. Die toxikologische Analyse
der Blutproben der beiden Beteiligten verlief in Bezug auf Cocain und seine Abbau-

bzw. Stoffwechselprodukte negativ.

8.6. Urin auf Bettlaken

In einem Fall fraglicher Sterbehilfe bei einer alteren Dame in einem Pflegeheim wurde
zunachst eine routinemallige post-mortem-Analyse der anlasslich der Obduktion
asservierten Materialien auf gangige Arzneistoffe durchgefiihrt. Die Analyse erbrachte
hohe Konzentrationen von Lidocain, Mirtazapin, Zolpidem und Zopiclon im Oberschen-
kelvenenblut der Verstorbenen. Todesursachlich war die hohe Konzentration von
Lidocain. Ob die Pflegerin aktiv oder passivam Tod der alteren Dame mitgewirkt hatte,
war unklar. Auf dem Nachttisch wurde ein Glas mit einem Flissigkeitsrest aufgefun-
den, der nach dem Ergebnis der toxikologischen Analyse genau die im Oberschenkel-
venenblut nachgewiesenen Arzneistoffe enthielt. Auf dem blassgelben Bettlaken, auf
dem die Verstorbene gelegen hatte, fand sich ein groRRerer, gelblich abgegrenzter
Fleck, lokalisiert in etwa auf Leistenhthe eines darauf schlafenden Menschen. Laut
Angaben des Pflegeheims waren der Dame aul3er einem Ginkgo-Praparat keine
Arzneistoffe verordnet worden.

Die Fragestellung der Staatsanwaltschaft war, ob es sich bei dem Fleck auf dem
Bettlaken um verschuttete Flissigkeit aus dem Glas, eine andere Flissigkeit oder um
Urin handelt. Zur Beantwortung wurde zunachst untersucht, ob auf dem Fleck im
Laken die gleichen Arzneistoffe nachgewiesen werden konnten, wie bei der Verstor-
benen. Fir die toxikologische Analyse wurden mithilfe eines einfachen Papierstanzers
(Abbildung 109) gleichgroRe Stiicke (a ca. 4 cm?) von zwei verschiedenen Stellen des
Lakens, einmal mit gelblichen Anhaftungen und einmal ohne, ausgestanzt.

Im Anschluss wurden die Stlcke des Bettlakens mit gelblichen Anhaftungen (Laken A
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und B), sowie je ein Vergleichsstlick des Bettlakens ohne Anhaftungen einmal mit und

-

Abbildung 109: Stanzer, der zum Ausstanzen des Urin-
fleckes auf dem Laken verwendet wurde

Analog zum Vorgehen bei getrockneten Blutproben wurde zunéachst zu jeder Probe
1 mL bidestilliertes Wasser (Laken B) bzw. 1 mL eines zur Aufarbeitung fliissigen Urins
verwendeten Puffers (Laken A) zugegeben, um den Fleck und die darin moglicher-
weise enthaltenen Arzneistoffe zu rekonstituieren. Die so erhaltenen Losungen wurden
im Anschluss jeweils auf zwei verschiedene Arten behandelt, wobei je ein Stiick mit
Anhaftungen und eines ohne als Vergleich untersucht wurden. Bei Laken B wurden
Probe und Vergleichsprobe nach Zugabe von interner Standardmischung einer
Glucuronidspaltung mit beta-Glucuronidase-Arylsulfatase unterzogen und anschlie-
Bend im Verhéltnis 1:10 mit Puffer verdinnt, wie bei der Urinaufarbeitung tblich. Bei
Laken A wurden Probe und Vergleichsprobe nach Zugabe von interner Standard-
mischung ohne Glucuronidspaltung je 1:10 mit Rekonstitutionspuffer verdiinnt. Die so
aufbereiteten Proben wurden anschlie3end einem umfassenden Medikamenten- und
Drogenscreening unterzogen. Es fanden sich in den unterschiedlichen Stiicken jeweils
Lidocain, Mirtazapin, Zolpidem und Zopiclon in unterschiedlichen Konzentrationen,
wobei in Tabelle 13 ersichtlich ist, dass in dem mit Glucuronidase behandelten Stiick
des Lakens mit Ausnahme von Zolpidem die héheren Arzneistoffkonzentrationen
nachgewiesen werden konnten.
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Tabelle 13: Ergebnis des untersuchten Lakens mit (Laken B) und ohne vorherige Glucuronid-
spaltung (Laken A)

Probe Mirtazapin Zolpidem Zopiclon Lidocain
Laken B mit

Glucuronidspal-

tung 6,22 ng/4 cm? 1,57 ng/4 cm? 82,2 ng/4 cm? 2780 ng/4 cm?

Laken A ohne
Glucuronidspal-
tung 2,59 ng/4 cm? 2,70 ng/4 cm? 29,1 ng/4 cm? 596 ng/4 cm?

Da viele Arzneistoffe glucuronidiert werden, bevor sie mit dem Urin ausgeschieden
werden kdnnen, ist nachvollziehbar, dass mit vorheriger Glucuronidspaltung hdhere
Konzentrationen des freien — und damit durch die durchgeflhrte Analyse erfassten -
Arzneistoffs vorliegen. Aufgrund der sehr niedrigen Konzentration von Zolpidem kann
der hohere Wert des nicht behandelten Lakens auch durch Messunsicherheiten in die-
sem niedrigen Bereich erklart werden.

Zur Abklarung der Frage, ob es sich bei dem sichtbaren Fleck um Urin oder eine
andere Flussigkeit handelte, wurden, wieder mithilfe des oben verwendeten Stanzers
drei Stiicke (a ca. 4 cm?) aus dem Laken mit Antragungen ausgestanzt und mit Wasser
eingeweicht. Die so erhaltenen Losungen wurden auf das Vorliegen von Harnstoff und
Kreatinin als typischen Inhaltsstoffen von Urin untersucht. Als Vergleich wurden auf
dem asservierten Laken an verschiedenen, von den Anhaftungen entfernten Stellen
Leerurinproben von vier verschiedenen Personen, Schwarztee, Frichtetee, Wasser,
Apfelsaft und Multivitaminsaft angesetzt, trocknen gelassen und auf gleiche Art und
Weise wie die von dem Fleck genommenen Proben untersucht. Wie in Tabelle 14
ersichtlich, waren lediglich bei den Urinproben abgrenzbare Kreatinin- und Harnstoff-

werte messbar.
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Tabelle 14: Ergebnisse der Untersuchung verschiedener, auf Bettlaken getrockneter Flissig-
keiten auf Kreatinin und Harnstoff

Kreatinin Urin frisch Kreatinin im Fleck Harnstoff
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Laken ohne Fleck <0,2 <5
Laken mit Fleck 1 7,46 39
Laken mit Fleck 2 7,54 39
Laken mit Fleck 3 6,19 44
Leerurin 1.1 111 5,8 84
Leerurin 1.2 4,55 67
Leerurin 2.1 35 1,74 34
Leerurin 2.2 1,31 28
Leerurin 3.1 35 1,31 20
Leerurin 3.2 1,02 16
Leerurin 4.1 16 0,27 12
Leerurin 4.2 0,38 13
Wasser 1 <0,2 <5
Wasser 2 <0,2 <5
Frichtetee 1 <0,2 <5
Frichtetee 2 <0,2 <5
Schwarzer Tee 1 <0,2 <5
Schwarzer Tee 2 <0,2 <5
Apfelsaft 1 0,57 <5
Apfelsaft 2 0,70 <5
Multivitaminsaft 1 <0,2 <5
Multivitaminsaft 2 <0,2 <5

Apfelsaft bildet hier eine Ausnahme, es wurden minimale Kreatininwerte gefunden,
allerdings kein Harnstoff. Auch in den drei Proben, die von dem urspringlichen Fleck
auf dem Laken entnommen wurden, waren Harnstoff und Kreatinin in deutlich abgrenz-
barer Konzentration nachweisbar, sodass es sich hier mit gro3ter Wahrscheinlichkeit
um Urin handelte.

Zur endgultigen Abklarung wurden die Extrakte, die fur die LC-MS/MS aufbereitet wur-
den, mittels hochauflésender Time-of-flight Massenspektrometrie vermessen. Hier
wurde insbesondere auf Metaboliten der aufgefundenen Substanzen geachtet, also

vor allem hydroxylierte, carboxylierte, oxidierte und demethylierte Produkte. Es konn-
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ten in dem Extrakt mittels akkurater Masse Zolpidem-Carbonsaure und Hydroxy-
mirtazapin nachgewiesen werden. Diese Stoffe bilden sich im menschlichen Korper
Uber Phase-I-Metabolisierungen aus den jeweiligen Arzneistoffen und werden dann
mit dem Urin ausgeschieden. Die Ergebnisse belegen somit eine Korperpassage der
auf dem Laken nachgewiesenen Arzneistoffe und bestatigen - zusammen mit den
gemessenen Kreatinin- und Harnstoffwerten - Urin als Verursacher des Flecks. Somit
konnte die Einlassung der Pflegerin vor Gericht, dass es sich bei dem eingetrockneten
Fleck um Teile des Inhaltes aus dem Glas auf dem Nachttisch handelte, widerlegt

werden.
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9. Zusammenfassungq:

Anlass der vorliegenden Arbeit und erste diesbeziigliche Auftragsstellung war ein
realer Fall am Munchner Institut fir Rechtsmedizin mit der Frage, ob die toxikologische
Analyse eines auf Teppich getrockneten Blutflecks mdglich ware. Der erst sechs Mo-
nate nach dem Vorfall asservierte Teppich sollte auf das Vorliegen typischer Heroin-
Stoffwechselprodukte untersucht werden, um zu Uberprifen, ob die betroffene Person,
deren Blut im Rahmen einer korperlichen Auseinandersetzung auf den Teppich ge-
langt war, bereits zuvor Heroin konsumiert hatte. Mithilfe aufwandiger Untersuchungen

gelang es, eine Aufnahme von Heroin bereits vor dem Vorfall nachzuweisen.

Ziel dieser Arbeit war, geeignete, mdglichst auch am Tatort einfach durchfihrbare
Asservierungsmethoden fir toxikologisch relevante Spuren (insbesondere Blut) sowie
eine Probenvorbereitung im Labor in Anlehnung an bereits bestehende Routineverfah-
ren zu entwickeln. Dartber hinaus sollte die Stabilitdt von Arznei- bzw. Suchtstoffen in
getrockneten Blutproben, die auf funf verschiedenen tatortrelevanten Untergrundma-
terialien (Kachel, Stoff, Parkett, Tapete, Teppich) Uber einen Zeitraum von sechs

Monaten bei zwei verschiedenen Temperaturen gelagert wurden, untersucht werden.

Zur Entwicklung einer geeigneten - idealerweise vor Ort durchfiihrbaren - Asservierung
sowie Aufarbeitung im Labor wurden verschiedene Methoden Uberprift. Bei glatten
Untergrundmaterialien wie Kachel und Parkett, von denen sich getrocknete Blutproben
leicht entfernen lassen, hat sich das Abkratzen des Blutes mithilfe eines Skalpells be-
wahrt. Die auf Tapete getrockneten Blutproben wurden mithilfe angefeuchteter Wat-
tetupfer asserviert, da so am wenigsten stérendes Untergrundmaterial mit erfasst
wurde. Bei Materialien, in die das Blut einsickern kann - wie Stoff oder Teppich- und
die haufig schlecht transportabel sind, wurde der komplette Blutfleck ausgeschnitten
und im Labor aufgearbeitet.

Fur die anschlieRende Aufarbeitung der am Tatort asservierten Proben im Labor wurde

eine an die Routinemethode angelehnte, einfache und schnelle Probenvorbereitung

entwickelt. Die asservierten Blutproben wurden zunéachst mit Wasser gelost, anschlie-
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Bend mit Acetonitril gefallt, die nach Eindampfen erhaltenen Ruckstande in Pufferl6-
sung aufgenommen und mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie-Tandem-
massenspektrometrie (LC-MS/MS) analysiert.

Zur Uberprufung der Stabilitat von Arznei- und Suchtstoffen in getrockneten Blut-
proben wurde nach einer orientierenden Kurzzeit-Lagerungsstudie Uber sieben Wo-
chen eine Langzeitstudie tber sechs Monate durchgefuhrt. Hierbei wurden verschie-
dene Suchtstoffe sowie haufig verschriebene Arzneistoffe untersucht. Die aus der
Kurzzeit-Lagerungsstudie erhaltenen Ergebnisse dienten zur Optimierung der Metho-
dik for die Langzeitstudie. Bereits in der Kurzzeit-Lagerungsstudie erwies sich
7-Aminoflunitrazepam in getrockneten Blutproben als instabil, daher wurde diese Sub-
stanz nicht in die Langzeitstudie aufgenommen. In dieser wurde die Stabilitat von
17 verschiedenen Arznei- und Suchtstoffen mit zumeist zentraler Wirkung in - auf den
funf oben genannten Untergrundmaterialien - getrockneten Blutproben bei zwei
verschiedenen Temperaturen (Raumtemperatur, Kihlschrank) tberprift.

Alle 17 untersuchten Arznei- bzw. Suchtstoffe waren in den auf verschiedenen Unter-
grundmaterialien getrockneten Blutproben temperaturunabhéngig stabil und nach
sechs Monaten eindeutig nachweisbar. Fir einige Substanzen stand zur Quantifizie-
rung ein deuterierter interner Standard zur Verfigung, diese Arznei- bzw. Suchtstoffe
lieRen sich auch zu einem grofRen Teil valide quantitativ auswerten. Damit ist eine
Aussage Uber die Konzentration eines Arznei- bzw. Suchtstoffes zum Zeitpunkt des
Entstehens einer Blutspur mdglich, welche fur weitere Ermittlungen bzw. ein nachfol-
gendes Gerichtsverfahren relevant sein kann. Da die hier vorgestellte Untersuchung
an verschiedensten Arznei- und Suchtstoffe durchgefiuhrt wurden, ist davon auszu-
gehen, dass sich diese Methode auch auf andere Substanzen erweitern bzw. anwen-

den lasst.
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10. Ausblick

Waéhrend der Durchfihrung dieser Doktorarbeit wurde das Munchner Institut far
Rechtsmedizin um die toxikologische Analyse verschiedener am Tatort asservierter
Spuren in mehreren realen Féllen gebeten. Die Fragestellungen und asservierten
Materialien zeigen, wie vielfaltig die Einsatzmdoglichkeiten der in dieser Arbeit vorge-
stellten Methode sind. Durch Verwendung deuterierter interner Standards erscheint
eine valide quantitative Bestimmung verschiedenster Arznei- und Suchtstoffe mdglich
und eine toxikologische Analyse getrockneter Spuren auch in Bezug auf eine fragliche
therapeutische oder tbertherapeutische Aufnahme der nachgewiesenen Substanzen
interpretierbar.

Die hier vorgestellte Studie zeigt auch, dass manche Analyten (z.B. solche, die in ihrer
Molekdlstruktur eine Nitrogruppe beinhalten oder auch schwefelhaltige Arzneistoffe) in
getrockneten Blutproben instabil sind. Dies muss bei einem Hinweis auf potentiell
instabile Analyten bei der Bewertung bericksichtigt und deren Stabilitdt in getrock-
neten Spuren Uberprift werden.

Die untersuchten Untergrundmaterialien (z.B. Bettlaken, Schere, Abriebe von der Ge-
sichtshaut) waren ebenso verschieden wie die darauf befindlichen, zu analysierenden
Matrices (z.B. Urin, Arzneistoffriickstande, "Pfefferspray") und zeigen, dass die toxiko-
logische Analyse von tatortrelevanten Spuren nicht nur auf Blut beschrankt ist, sondern
sich sehr variabel und praxisbezogen anwenden lasst.

Da die hier vorgestellt Methode keiner aufwandigen Probenvorbereitung bzw. -aufar-
beitung bedarf, lasst sie sich in forensisch-toxikologischen Labors auch in der Praxis
durchfiihren und bei Bedarf auch auf andere, fur den jeweiligen Fall relevante Unter-
grundmaterialien und Arznei- bzw. Suchtstoffe anwenden.

Schwierigkeiten und damit Ausgangspunkte fir weitere Forschung liegen in der
Bestimmung der Blutmenge eines getrockneten Flecks, die fir die quantitative
Bestimmung der nachgewiesenen Analyten essentiell ist und die insbesondere bei

saugfahigen Materialien wie Teppich einen schwer zu bestimmenden Faktor darstellt.
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11. Anhang

- Tabellen 15 — 23

Tabelle 15: Konzentrationen und zu pipettierende Volumina der fur die Kurzzeit-Lagerungsstu-
die verwendeten Analyten

onze a PIPELLIE onze atio
O e allO
on der A ende O O erthe
ANna 0 P00
he 0 0 en der A 0
0
0 DE O 0 P00 0
Benzoylecgonin 100 90 90 86,0
Morphin 100 90 90 92,2
Codein 100 35 35 40,9
Methadon 100 90 90 79,1
Tramadol 100 90 90 68,2
Fentanyl 10 9 90 5,70
Diazepam 100 90 90 71,9
Nordazepam 100 90 90 75,3
Amitriptylin 100 90 90 61,2
Nortriptylin 100 90 90 61,0
Doxepin 100 90 90 65,0
Citalopram 100 90 90 102
Quetiapin 100 90 90 69,0
Zolpidem 100 90 90 62,0
7-Aminoflunitrazepam |10 3,5 35 2,63
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Tabelle 16: Konzentrationen und zu pipettierende Volumina der fir die Langzeitstudie verwen-
deten Analyten

Konzentra- Konzentra- Zu pipettie- Konzentration
tion der Ar-  tion Soll im rendes Volu- Ist (Mittelwertbe-
beitslésung Pool men der Ar- stimmung im
[ug/mL] [ng/mL] beitslosung Pool) [ng/mL]
[WL]
Benzoylecgonin 1000 150 10,5 160
Methamphetamin 1000 50 3,5 61,1
Morphin 1000 50 3,5 55,8
Codein 1000 50 3,5 58,1
Methadon 1000 150 10,5 188
Fentanyl 100 5 3,5 6,32
Nordazepam 1000 400 28 452
Lorazepam 1000 30 2,1 39,9
Zolpidem 1000 100 7 121
Diphenhydramin 1000 100 7 79,4
Citalopram 1000 100 7 85,1
Doxepin 1000 100 7 74,6
Mirtazapin 1000 100 7 92,2
Quetiapin 1000 250 17,5 203
Bisoprolol 1000 50 3,5 62,5
Metformin 1000 1500 105 1150
Ramipril 100 5 3,5 3,40

148



Tabelle 17: Herstellung des Kalibriermixes "high"

Konzentration ange- Zu pipettierendes Endkonzentra-
Substanz Standard wandte Ver- Volumen [pL] auf tion Standard-
[mg/mL] dinnung 222 uL MeOH Mix [ug/mL]
Cocain 1 5 5
Benzoylecgonin 1 10 10
Ecgoninmethylester 1 1 1
Cocaethylen 1 1 1
Amphetamin 1 10 10
Methamphetamin 1 10 10
MDE 1 10 10
MDA 1 10 10
MDMA 1 10 10
Morphin 1 5 5
Codein 1 5 5
Dihydrocodein 1 5 5
Fentanyl 0,1 20 2
- Nor-Fentanyl 1 2 2
Tramadol 1 10 10
- Nortramadol 1 10 10
;](q);gglsmethyl-Tra- 1 10 10
Tilidin 1 10 10
- Nortilidin 1 10 10
Methadon 1 20 20
- EDDP 1 10 10
Alprazolam 1 2 2
- HO-Alprazolam 1 5 5
Bromazepam 1 10 10
- HO-Bromazepam 2 1:20 50 5
Clonazepam 1 5 5
noZ:IﬁrTa:zepam . z 2
Diazepam 1 20 20
Nordazepam 1 20 20
Oxazepam 1 10 10
Temazepam 1 5 5
Flunitrazepam 1 2 2
I-Ozrﬁmmoflumtraze- 1 > >
- Norflunitrazepam 1 5 5
Lorazepam 1 10 10
Midazolam 1 10 10
- HO-Midazolam 0,1 100 10
Zaleplon 1 5 5
Zolpidem 1 10 10
Zopiclon 1 10 10
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Amitriptylin 1 10 10
- Nortriptylin 1 10 10
Bisoprolol 1 10 10
Carbamazepin 1 10 10
Citalopram 0,1 100 10
Diphenhydramin 1 10 10
Doxepin 1 10 10
- Nor-Doxepin 1 10 10
Doxylamin 1 10 10
Fluoxetin 1 10 10
Ketamin 1 10 10
- Nor-Ketamin 1 10 10
LSD 1 1 1
Metformin 1 20 20
Mirtazapin 1 10 10
Moclobemid 1 10 10
Paroxetin 1 10 10
Quetiapin 1 10 10
Sertralin 1 10 10
Trazodon 1 10 10
Venlafaxin 1 10 10
- Nor-Venlafaxin 1 10 10

Erlauterung zur Herstellung der Kalibriermixe:

Zur Herstellung des Kalibriermixes ,high* werden 222 yL Methanol in einem braunen
Glasvial vorgelegt. Anschlie3end werden die Analytldsungen jeweils in den der Tabelle
zu entnehmenden Volumina und Verdinnungen hinzupipettiert, sodass das
resultierende Gesantvolumen 1 mL ergibt. Von diesem Mix werden dann 100 pL mit
900 pL Methanol verdinnt, um den Kalibriermix ,Jow“ zu erhalten.
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Tabelle 18: Zusammensetzung der verwendeten externen Qualitatskontrollen

Qualitatskontrolle Hersteller Analyten

BtMF 3/13 Be- ACQ Science | Amphetamin, Methamphetamin, Methylendi-

taubunsmittel im oxyamphetamin, Methylendioxyethylamphetamin,

Serum Methylendioxymethylamphetamin, Cocain, Ben-
zoylecgonin, Ecgoninmethylester, Morphin, Codein,
Dihydrocodein

Bz-A Benzodiaze- |ACQ Science Flunitrazepam, Norflunitrazepan, 7-Aminoflunitra-

pine im Serum zepam, Alprazolam, Bromazepam, Clonazepam, Dia-
zepam, Nordazepam, Oxazepam, Temazepam, Lo-
razepam, Midazolam, Zolpidem, Zopiclon

TDMA 2/13 A Neu- | ACQ Science Quetiapin

roleptika im Serum

TDMA 2/13 D Neu- | ACQ Science Citalopram

roleptika im Serum
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Tabelle 19: Pipettierschema fir die Herstellung der Kalibratoren in der Langzeitstudie
Je 100 pL Leer-

= Analyt Cal0 Call Cal2 |/ Cal3 Cal4 Cal5 Cal6 Cal7
Kalberserum

ul Standard-MIX 0 1 25 5 12,5

Slow*
pl Standargl-MIX 25 5 10
Lhigh
Konzentrationen
[ng/mL]
Cocain 5 12,5 25 62,5 125 | 250 | 500
Ei‘flnzoy'ecgo' 10 | 25 | 50 | 125 | 250 | 500 | 1000
Ecgoninme- 1 | 25| 5 |125]| 25 | 50 | 100
thylester
Cocaethylen 1 2,5 5 125 | 25 50 | 100
Amphetamin 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
m;anthampheta' 10 | 25 | 50 | 125 | 250 | 500 | 1000
Methylen-
dioxyethylam- 10 25 50 | 125 | 250 | 500 [ 1000
phetamin
Methylendioxy- 10 | 25 | 50 | 125 | 250 | 500 | 1000
amphetamin
Methylendioxy-
methampheta- 10 | 25 | 50 | 125 | 250 | 500 | 1000
min
Morphin 5 125 | 25 | 62,5 125 | 250 | 500
Codein 5 12,5 25 62,5 125 | 250 | 500
Dihydrocodein 5 125 | 25 | 62,5 125 | 250 | 500
Fentanyl 2 5 10 25 50 100 | 200
- Nor-Fentanyl 2 5 10 25 50 100 | 200
Tramadol 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
- Nortramadol 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
-0-Desmethyl- 10 | 25 | 50 | 125 | 250 | 500 | 1000
Tramadol
Tilidin 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
- Nortilidin 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
Methadon 20 50 100 | 250 | 500 | 1000 | 2000
EDDP 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
Alprazolam 2 5 10 25 50 100 [ 200
I'a':qO'A'prazo' 5 |125| 25 | 625 | 125 | 250 | 500
Bromazepam 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
- HO-Bromaze- 5 |125| 25 | 625 | 125 | 250 | 500
pam
Clonazepam 5 125 | 25 | 62,5 125 | 250 | 500
- 7-Aminoclo- 2 | 5 | 10| 25 | 50 | 100 | 200
nazepam
Diazepam 20 50 100 | 250 | 500 | 1000 | 2000
Nordazepam 20 50 100 | 250 | 500 | 1000 | 2000
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Oxazepam 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
Temazepam 5 125 25 (62,5 125 | 250 | 500
Flunitrazepam 2 5 10 25 50 100 | 200
n.frfznémi“ 2 5 | 10 | 25 | 50 | 200 | 200
'Zg'poar&“”'"a' 5 |125| 25 | 625 | 125 | 250 | 500
Lorazepam 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
Midazolam 10 25 50 | 125 | 250 | 500 | 1000
;g:;)n-qlvnda- 10 | 25 | 50 | 125 | 250 | 500 | 1000
Zaleplon 5 125 25 | 62,5 | 125 | 250 | 500
Zolpidem 10 25 50 | 125 | 250 | 500 [ 1000
Zopiclon 10 25 50 125 | 250 [ 500 | 1000
Amitriptylin 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
- Nortriptylin 10 25 50 125 | 250 [ 500 | 1000
Bisoprolol 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
Carbamazepin 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
Citalopram 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
S 10 | 25 | 50 | 125 | 250 | 500 | 1000
Doxepin 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
- Nor-Doxepin 10 25 50 | 125 | 250 | 500 | 1000
Doxylamin 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
Fluoxetin 10 25 50 | 125 | 250 | 500 | 1000
Ketamin 10 25 50 | 125 | 250 | 500 [ 1000
- Nor-Ketamin 10 25 50 | 125 | 250 | 500 | 1000
LSD 1 2,5 5 12,5 25 50 100
Metformin 20 50 | 100 | 250 | 500 [ 1000 | 2000
Mirtazapin 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
Moclobemid 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
Paroxetin 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
Quetiapin 10 25 50 125 | 250 [ 500 | 1000
Sertralin 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
Trazodon 10 25 50 | 125 | 250 | 500 | 1000
Venlafaxin 10 25 50 125 | 250 | 500 | 1000
Vot 10 | 25 | 50 | 125 | 250 | 500 | 1000
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Tabelle 20: Herstellung des internen Standardmixes fiir die Langzeitstudie

pipet_tiertes \(olu— Endkonzentration Konzentration im
Substanz men in pL bei 399 Interr_mer Standard- Blut [ng/mL]
pL MeOH Vorlage Mix [ng/mL]

Cocain-D3 50 2500 50
Benzoylecgonin-D3 100 5000 100
thamphetamin D5 50 2500 50
Amphetamin-D5 50 2500 50
Methamphetamin-D14 50 2500 50
Morphin-D3 100 5000 100
Codein-D3 100 5000 100
Dihydrocodein-D6 100 5000 100
Methadon-D3 100 5000 100
EDDP-D3 100 5000 100
Fentanyl-D5 50 2500 50
Alprazolam-D5 50 2500 50
7D-%Am|no-FIun|trazepam- 50 2500 50
Diazepam-D5 100 5000 100
Nordiazepam-D5 100 5000 100
Oxazepam-D5 100 5000 100
Clonazepam-D4 100 5000 100
Zolpidem-D6 100 5000 100
MPPH (1mg/ml) 50 25000 500
Buprenorphin-D4 1 50 1
Tramadol-13C-D3 100 5000 100

154



Tabelle 21: FlieBmittelgradient der fur die Langzeitstudie verwendeten LC-MS/MS-Methode

Laufzeit [min] Flussrate [uL/min] Al [%] B2 [%]
15 500 90 10

1 500 85 15

4,7 700 50 50

5 850 49 51

10 950 45 55

12 950 20 80

17 950 0 100
17,1 500 90 10
18,5 500 90 10
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Tabelle 22: Massentubergange, DP und CE in der verwendeten Methode

Analyt Precursorion Production CE[V] DP [V]
m/z [Dalton] m/z [Dalton]

Benzoylecgonin 1 290 168 56 56
Benzoylecgonin 2 290 105 56 56
IS Benzoylecgonin-D3 293 171 61 61
Methamphetamin 1 150 119 51 51
Methamphetamin 2 150 91 51 25
IS Methamphetamin-D14 | 164 130 46 46
Morphin 1 286 165 101 101
Morphin 2 286 153 101 101
IS Morphin-D3 289 165 101 101
Codein 1 300 165,1 66 66
Codein 2 300 152 66 66
IS Codein-D3 303 215 86 86
Fentanyl 1 337 188 20 20
Fentanyl 2 337 105 20 20
IS Fentanyl-D5 342 188 76 76
Methadon 1 310 265 66 66
Methadon 2 310 105 66 66
IS Methadon-D3 313 268 66 66
IS Diazepam-D5 290 198 86 86
Nordazepam 1 271 208 86 86
Nordazepam 2 271 140 86 86
IS Nordazepam-D5 276 213 66 39
Lorazepam 1 321 275 21 21
Lorazepam 2 321 229 21 21
Zolpidem 1 308 235 101 101
Zolpidem 2 308 263 101 101
IS Zolpidem-D6 313 235 101 101
Bisoprolol 1 326 116 66 66
Bisoprolol 2 326 74 66 66
Citalopram 1 325 109 81 81
Citalopram 2 325 262 81 81
Diphenhydramin 1 256 167 41 41
Diphenhydramin 2 256 152 41 41
Doxepin 1 280 235 51 51
Doxepin 2 280 107 51 51
Metformin 1 130 71 56 56
Metformin 2 130 85 56 56
Mirtazapin 1 266 195 76 76
Mirtazapin 2 266 72 76 76
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Quetiapin 1 384 253 91 91
Quetiapin 2 384 210 91 91
IS MPPH 267 196 20 20

Tabelle 23: Herstellung des internen Standardmixes fir die Kurzzeit-Lagerungsstudie

pipettiertes Volu- Endkonzentration Konzentration im
Substanz men in pL bei 625 Interner Standard- Blut [ng/mL]

pL MeOH Vorlage Mix [ng/mL] 9
Cocain-D3 4 400 4
Benzoylecgonin-D3 100 10000 100
Methylendioxyme-
thamphetamin-D5 e e e
Methamphetamin-
D14 40 400 40
Morphin-D3 40 400 40
Diazepam-D5 100 10000 100
MPPH (1mag/ml) 50 50000 500
Buprenorphin-D4 1 100 1
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Abbildungen 110 - 135
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Abbildung 110: Stabilitat von Morphin in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber

7 Wochen auf Kachel
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Abbildung 111: Stabilitdt von Morphin in der Kurzzeit-Lagerungsstudie Uber

7 Wochen auf Stoff
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Codein/Kachel
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Abbildung 112: Stabilitat von Codein in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber
7 Wochen auf Kachel
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Abbildung 113: Stabilitat von Codein in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber
7 Wochen auf Stoff
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Methadon/Kachel
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Abbildung 114: Stabilitat von Methadon in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber

7 Wochen auf Kachel
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Abbildung 115: Stabilitat von Methadon in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber

7 Wochen auf Stoff
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Tramadol/Kachel
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Abbildung 116: Stabilitat von Tramadol in der Kurzzeit-Lagerungsstudie Uber

7 Wochen auf Kachel
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Abbildung 117: Stabilitat von Tramadol in der Kurzzeit-Lagerungsstudie Uber

7 Wochen auf Stoff
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Fentanyl/Kachel
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Abbildung 118: Stabilitdt von Fentanyl in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber

7 Wochen auf Kachel
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Abbildung 119: Stabilitdt von Fentanyl in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber

7 Wochen auf Stoff
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Diazepam/Kachel
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Abbildung 120: Stabilitdt von Diazepam in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tUber

7 Wochen auf Kachel
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Abbildung 121: Stabilitdt von Diazepam in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tUber

7 Wochen auf Stoff
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Nordazepam/Kachel
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Abbildung 122: Stabilitdt von Nordazepam in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber
7 Wochen auf Kachel
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Abbildung 123: Stabilitdt von Nordazepam in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber
7 Wochen auf Stoff
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Amitriptylin/Kachel
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Abbildung 124: Stabilitdt von Amitriptylin in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber

7 Wochen auf Kachel
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Abbildung 125: Stabilitdt von Amitriptylin in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber

7 Wochen auf Stoff
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Abbildung 126: Stabilitat von Nortriptylin in der Kurzzeit-Lagerungsstudie Gber

7 Wochen auf Kachel
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Abbildung 127: Stabilitat von Nortriptylin in der Kurzzeit-Lagerungsstudie Uber

7 Wochen auf Stoff

167




Doxepin/Kachel
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Abbildung 128: Stabilitat von Doxepin in der Kurzzeit-Lagerungsstudie Uber

7 Wochen auf Kachel
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Abbildung 129: Stabilitat von Doxepin in der Kurzzeit-Lagerungsstudie Uber

7 Wochen auf Stoff
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Citalopram/Kachel
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Abbildung 130: Stabili
7 Wochen auf Kachel

tat von Citalopram in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber
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Abbildung 131: Stabilitat von Citalopram in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber

7 Wochen auf Stoff
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Quetiapin/Kachel
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Abbildung 132: Stabilitat von Quetiapin in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tUber

7 Wochen auf Kachel
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Abbildung 133: Stabilitat von Quetiapin in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tUber

7 Wochen auf Stoff
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Zolpidem/Kachel
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Abbildung 134: Stabilitat von Zolpidem in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber

7 Wochen auf Kachel
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Abbildung 135: Stabilitat von Zolpidem in der Kurzzeit-Lagerungsstudie tber

7 Wochen auf Stoff
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