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Teile dieser Arbeit wurden am 27. Februar 2018 unter dem Titel ,Comparison
between singular gas chromatography mass spectrometry detection (GC/MS)
and combined GC/MS plus GC nitrogen-phosphorus detection in general
unknown screening of acute clinical toxicological analysis® beim 84th Annual
Meeting of the German Society for Experimental and Clinical Pharmacology and

Toxicology (DGPT) prasentiert.
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1. Einleitung

Bei akuter, akzidentieller bzw. suizidaler Intoxikation, stellt ein schnelles Erkennen der
ursachlichen Substanzen eine wichtige Anforderung an die toxikologische Analytik dar.
Die Analyse umfasst dabei ein Screening zur Identifikation der unbekannten
Substanz(en). Der qualitativen Analyse folgt die Quantifizierung, sowie die
facharztliche Interpretation der Analyseergebnisse. Die Zeit der Analyse sollte hierbei
so kurz wie mdglich sein, damit die Ergebnisse einen Einfluss auf die klinischen
Entscheidungen in den Notfallsituationen haben kénnen.'? Das Screening auf
unbekannte Substanzen bei akuter Intoxikation besteht oft aus einer Kombination aus
Immunassay, flissigchromatographischen und/oder gaschromatographischen
Analysen,’® wobei die verschiedenen Analyseverfahren ihre individuellen Vor- und
Nachteile aufweisen.3%-14

Als Screeningverfahren stellt die Gaschromatographie (GC) eine gut etablierte
Nachweismethode dar.'%'>-17 Es handelt sich dabei um ein physikalisch-chemisches
Trennverfahren, wobei die Substanzen eines Stoffgemisches zwischen zwei nicht
mischbaren Phasen aufgetrennt werden und individuell detektiert werden konnen. Bei
der GC stromt eine gasférmige, mobile Phase, welche die Substanzen mit sich fuhrt,
entlang der chromatographischen Trennstrecke an einer festen oder flissigen,
stationdren  Phase vorbei. Fur die Gaschromatographie (und auch
Hochleistungsfliussigkeitschromatographie - HPLC) stellt die Chromatographiesaule,
in welche die mobile Phase eingeleitet wird, die Trennstrecke dar. Wenn die stationare
Phase eine Trennflussigkeit darstellt, handelt es sich um eine
Verteilungschromatographie (liquid gas chromatography). Wenn die stationare Phase
ein Feststoff darstellt, wie bei den in dieser Arbeit durchgefihrten Analysen, handelt
es sich um eine Adsorptions-Chromatografie (solids gas chromatography). Als mobile
Tragergase werden reaktionstrage Inertgase wie Helium verwendet. Die
Chromatographiesaule befindet sich aufgewunden in einem thermostatisierten Ofen,
welcher einen definierten und somit reproduzierbaren Temperaturverlauf sicherstellt.
Niedrige Ofentemperaturen verschieben das Phasengleichgewicht zu Gunsten der
stationaren Phase, wodurch das Trennvermogen erhoht wird, aber die Analysezeit
verlangert wird. Hohe Ofentemperaturen verschieben das Gleichgewicht zur mobilen
Phase, wodurch ein geringeres Trennvermogen entsteht, allerdings die Analysezeit

verkurzt wird. Nach der Auftrennung werden die Substanzen in den nachgeschalteten
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Detektor geleitet. Der Detektor registriert eine geanderte Zusammensetzung des
Tragergases, wandelt diese Information in ein elektrisches Signal um und Ubermittelt
dieses mit einer Verstarkung an einen Computer (Abbildung 1). Dieser erstellt eine
graphische Darstellung in Form eines Chromatogramms, wobei im Idealfall die

elektrische Signalstarke in Abhangigkeit zur Zeit aufgezeichnet wird.'81°

_1 Injektor zur

Probeninjektion
[ ] non @’

/;/ qu Detektor Verstarker Computer
zur

graphischen
Darstellung

mobiles thermostatisierter
Tragergas Ofen mit GC-Saule
Abbildung 1

Skizzenhafte Darstellung eines Gaschromatographen (modifiziert nach W. Gottwald,
GC fiir Anwender, S. 8, Wiley-VCH, Weinheim, 1995)°

Die zu analysierende Probe wird dem mobilen Tragergas uber einen Injektor
zugefuhrt. Die mit der Probe versehene, mobile Phase durchfliel3t die aufgewundene
GC-Saule im thermostatisierten Ofen. Nach der chromatographischen Auftrennung
registriert der Detektor die Anderung der Substanzzusammensetzung und Ubermittelt
verstarkte, elektrische Signale an einen Computer.

Eine praktisch eindeutige Identifizierung der Substanzen gelingt jedoch nur durch
angeschlossene Analyseverfahren. Aufgrund der Identifikationsmaoglichkeit und der
hohen Empfindlichkeit ist die Massenspektrometrie besonders geeignet und in der
Literatur sind MS-Detektoren die am haufigsten verwendeten Detektoren bei
gaschromatographischen Analysen (GC/MSD).?°-%6 Bei der Massenspektrometrie
werden die Analyten ionisiert. So entstandene lonen oder folgende Fragmentionen
werden nach ihrem Masse- zu Ladungsverhaltnis (m/z) getrennt. Die wichtigsten
Merkmale stellen hierbei meist die mit der hochsten Intensitat registrierten m/z, sowie
deren Verhaltnisse zueinander, dar. Danach kann ein automatischer Abgleich der

analysierten Substanz mit einer Datenbank stattfinden, wonach eine prozentuale
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Qualitat ermittelt werden kann, mit der der detektierte Peak einem bekannten
Vergleichsspektrum zugeordnet werden kann. Fur diese Arbeit wurden die drei
gréllten Massen- zu Ladungsverhaltnisse m/z1, m/z2 und m/z3 einer Substanz im
Besonderen herangezogen (Abbildung 2). Weiterhin weist jede Substanz einen
spezifischen Retentionsindex (R) auf, der, nach Kalibrierung, auch mit Literaturdaten
abgleichbar ist. Die kombinierte Betrachtung der Massenspektren und der
Retentionsindizes erlaubt in der Regel eine eindeutige |dentifikation der Substanz. Die
international fihrende Spektrenbibliothek der klinischen Toxikologie tber GC/MSD von

Maurer, Pfleger und Weber wurde auch in dieser Arbeit verwendet.?’
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Abbildung 2

Massenspektrum am Beispiel von Ibuprofen?®

Uber die individuellen Signalstérken der m/z und ihre Verhaltnisse zueinander lassen
sich Substanzen unter Einbezug von Spektrenbibliotheken eindeutig identifizieren.
Ibuprofen weist seine drei Hauptmassen bei m/z1 = 91, m/z2 = 161 und m/z3 = 163
auf.

Demgegenlber gibt es heutzutage in der Gaschromatographie weniger haufig
verwendete Detektoren, welche thermoionische Verfahren verwenden. Zum Nachweis
von stickstoff- und phosphorhaltigen Substanzen kann ein sogenannter Stickstoff-
Phosphor-Detektor (GC/NPD) verwendet werden.?®-35 Hierbei handelt es sich um
einen Brenner, welcher Wasserstoff, der in einem Gemisch mit Helium vorliegt, als
Tragergas verbrennt. Die Leitfahigkeit der so entstandenen Flamme wird Uber zwei
Elektroden gemessen, wobei die Flammenspitze als Kathode und die Uber der Flamme

befindliche Kollektorelektrode als Anode fungiert. Zwischen beiden Polen befindet sich
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eine Perle aus Rubidium - oder Casium. Fliel3t ausschlieBlich Tragergas Uber die
Flamme entstehen keine Spaltprodukte und die Leitfahigkeit der Flamme bleibt
praktisch null. Werden dem Tragergas nun Substanzen beigefugt, entstehen durch die
Verbrennung der Substanz lonen, welche die Leitfahigkeit der Flamme ansteigen lasst.
Eine starkere lonisierung erfahren nun stickstoff- und phosphorhaltige Substanzen
beim Zusammentreffen mit der Rubidiumperle. In Folge dessen entsteht zwischen dem
Kollektor und der Flammenspitze ein Strom, welcher in einem grofen
Konzentrationsbereich proportional zur Masse der jeweiligen Substanz ist'® (Abbildung
3).

Spannungsmesser

A h
Kollektor

als Anode

—+_ Rubidiumperle

Flammenspitze
als Kathode

inertes Gas

<1 Wasserstoff

I

y

mobile Phase mit
aufgetrennten Substanzen

Abbildung 3

Skizzenhafte Darstellung eines Stickstoff-Phosphor-Detektors (modifiziert nach W.
Gottwald, GC fiir Anwender, S. 78, Wiley-VCH, Weinheim, 1995)"°

Flie3t ausschlielllich das Tragergas der mobilen Phase Uber die Flamme des
Brenners, bleibt die Leitfahigkeit auf einem niedrigen Niveau. Wird eine Substanz mit
der mobilen Phase verbrannt, entstehen lonen, wodurch eine Anderung der
Leitfahigkeit verzeichnet werden kann. Die Rubidiumperle verstarkt den Effekt der
Leitfahigkeitsanderung bei stickstoff- und phosphorhaltigen Substanzen.

Die meisten Anforderungen klinisch-toxikologischer Analytik bei akuter Intoxikation

entstehen in Folge einer Uberdosierten Arzneimitteleinnahme.®36-38 Daher wurde in
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dieser Arbeit der Fokus auf Arzneimittel als Ursache akuter Intoxikationen gelegt. Zur
Ermittlung der in diese Arbeit einzuschlieBenden Arzneimittel wurden zunachst
kumulative Daten der forensischen (Abbildung 4) sowie klinischen (Abbildung 5)
Toxikologie der Universitatsmedizin Rostock (UMR) ausgewertet. Au3erdem wurden
statistische Daten zu nachgewiesenen Intoxikationen bzw.
Intoxikationsverdachtsfallen des Gemeinsamen Giftinformationszentrums der Lander
Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen, Sachsen-Anhalt und Thiringen (GGIZ)
verwendet. AnschlieBend wurden die einzelnen Arzneimittel hinsichtlich ihrer
toxikologischen Relevanz bewertet. Hierzu wurden die Pharmaka vorrangig bezuglich
ihrer therapeutischen Breite beurteilt.3%4° Zum anderen wurden die verordneten
definierten Tagesdosen (DDD), sowie Verordnungstrends der einzelnen Medikamente
einer Arzneimittelgruppe nach den Auswertungen des Arzneiverordnungs-Report
2015 betrachtet.#’ War ein positiver Trend in der Verordnungshaufigkeit und/oder eine
hohe DDD gegeben, wurde das entsprechende Arzneimittel eher in die Untersuchung
eingeschlossen, entsprechend wurden Pharmaka bei negativem Trend und/oder einer
niedrigen DDD eher ausgeschlossen.

Die forensische Toxikologie der UMR untersucht unnatirliche Todesfalle, Vergiftungen
und Drogen- bzw. Medikamentenmissbrduchen durch eine Vielfalt von
Analyseverfahren. Die Ergebnisse der nachgewiesenen Arzneimittel sind als
gesammelte Statistik vom Jahre 1998-2012 fur diese Arbeit verwendet worden
(Abbildung 4 und Anhang 1).
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Weitere
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Abbildung 4

Gesamtanzahl der detektierten Arzneimittel der forensischen Toxikologie der UMR fuir
die Jahre 1998-2012

Benzodiazepine, Antidepressiva und NSAR erbrachten mit 58% den grof3ten Anteil
an positiven Untersuchungsergebnissen der forensischen Toxikologie der UMR.

Die klinische Toxikologie der UMR betreibt ihre Analytik im Rahmen der klinisch-
toxikologischen Notfallanalytik und der Hirntodfeststellung, sowie als therapeutisches
Drug Monitoring einzelner Substanzen. Weiterhin analysiert die klinische Toxikologie
der UMR Patientenproben hinsichtlich eines mdglichen Substanzmissbrauchs. Die von
der klinischen Toxikologie der UMR haupt- und nebenbefundlich, sowie durch
Fremdanalyse detektierten Arzneimittel vom Jahre 2009-2013 wurden fur diese Arbeit
betrachtet und ausgewertet (Abbildung 5). Hierbei wurden auch Befunde zu nicht in
toxischen Konzentrationen vorliegenden Analyten, sowie mogliche
Mischintoxikationen eingeschlossen. Es wurden ausschliellich Arzneimittel
betrachtet. lllegale Substanzen/Drogen wurden nicht berlcksichtigt. Die Zuordnung
der Einzelsubstanzen zu den Arzneimittelgruppen wurde zur besseren
Ubersichtlichkeit an die Gruppierung der forensischen Toxikologie angelehnt. Die

Auflistung der Einzelsubstanzen ist dem Anhang 2 zu entnehmen.
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Weitere
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Abbildung 5

Gesamtanzahl der detektierten Arzneimittel der klinischen Toxikologie der UMR fur
die Jahre 2009-2013

Benzodiazepine, Antidepressiva und Opioide/Narkotika erbrachten mit 57% den
grofldten Anteil an positiven Untersuchungsergebnissen der klinischen Toxikologie der
UMR.

Das Gemeinsame Giftinformationszentrum (GGI/Z) fur die Bundeslander Mecklenburg-
Vorpommern, Sachsen, Sachsen-Anhalt und Thuiringen ist eine 6ffentlich getragene
Institution der Beratung im Falle einer vermuteten oder tatsachlichen Intoxikation mit
Arzneimitteln, Drogen, Haushaltsprodukten, Lebensmitteln, Pflanzen, Tieren und
Pilzen. Die Intoxikationen in Zusammenhang mit Arzneimitteln bilden den Hauptanteil
aller Falle der Giftberatung. In den Jahren von 2007-2016 waren Arzneimittel zu 61%
bei Erwachsenen und 31% bei Kindern und Jugendlichen flr Intoxikationen bzw.
Intoxikationsverdachtsfallen verantwortlich. Aufgezeigt sind die zehn haufigsten
Pharmaka, welche zu einer Intoxikation bzw. einem Intoxikationsverdachtsfall bei
Erwachsenen im Zeitraum 2007-2016 gefiihrt haben*? (Abbildung 6). Jedes der
aufgeflihrten Arzneimittel gehort ebenfalls zu den 30 am haufigsten detektierten
Einzelsubstanzen der klinischen Toxikologie der UMR flir die Jahre 2009-2013.
Aulierdem gehoren Diphenhydramin, Salbutamol und Methylphenidat zu den zehn
haufigsten Medikamenten, die zu einer Intoxikation bzw. Intoxikationsverdachtsfall im
GGIZ zwischen 2007-2016 im Kinder- und Jugendalter gefuhrt haben.



Abbildung 6

Die zehn haufigsten Arzneimittel, welche zu einer Intoxikation bzw. einem
Intoxikationsverdachtsfall bei Erwachsenen im Zeitraum 2007-2016 fihrten (mit
freundlicher Erlaubnis von Fr. Dr. Prasa, komm. Leiterin GGIZ; als Modifikation
vorgelegt)*?

Die hinter dem Substanznamen aufgefuhrte Ziffer zeigt den Platz in der
Haufigkeitsverteilung der detektierten Pharmaka durch die klinische Toxikologie der
UMR zwischen den Jahren 2009-2013 an. Am Beispiel von Ibuprofen ist zu erkennen,
dass es mit 4889 Fallen das haufigste Arzneimittel bei Erwachsenen war, welches
von der GGIZ registriert wurde. An der UMR wurde es von der klinischen Toxikologie
am dritthaufigsten (n = 94) detektiert. Nicht dargestellt sind Diphenhydramin,
Salbutamol und Methylphenidat, welche zu den zehn haufigsten Arzneimitteln, nach
GGIZ, zwischen den Jahren 2007-2016 im Kinder- und Jugendalter gehoren.

Hinsichtlich der genauen Substanzauswahl fur diese Arbeit wurden die Arzneimittel
der oben erlauterten Quellen bezlglich ihrer therapeutischen Breite sowie unter
Einbeziehung des Arzneiverordnungs-Report 2015 beurteilt.

Im Hinblick auf den steigenden Verordnungstrend von Arzneimittel, die in den oben
genannten Quellen nicht vorkommen, wurden beispielsweise Antihistaminika sowie
antihypertensiv wirkende Substanzen, wie Pharmaka aus den Gruppen der ACE-
Hemmer, B-Blocker und Calciumantagonisten mit in diese Arbeit aufgenommen
(Tabelle 1).
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Tabelle 1
Beurteilungskriterien hinsichtlich der Aufnahme der zu testenden
Substanzen — exemplarische Auswabhl

Substanz DDD, Trend, cth, Ctox, det. Aufnahme
Mio. % Hg/ml pg/mi

Clomipramin 3,0 -13,7 0,25 0,4 6 Ja
Felodipin 56,6 -1,9 0,005 0,01 0 Ja
Fluvoxamin 2,5 +87,8 0,25 0,5 0 Ja
Imipramin 2,1 -3,7 0,35 0,5 2 Ja
Sertralin 105,0 +38,6 0,25 0,3 3 Ja
Sumatriptan 17,5 +7,7 0,018 - 1 Nein
Trazodon 2,2 +22,1 1 1,2 0 Ja
Venlafaxin 175,3 +11,3 0,4 1 76 Ja
Ziprasidon 1,5 -50,2 0,05 0,4 2 Nein

Beispiele zur Beurteilung der Substanzauswahl hinsichtlich der Aufnahme in diese
Arbeit anhand der DDD und Verordnungstrends von 2013-2014 (Trend)', obersten
therapeutischen Konzentrationen (cth)*® und niedrigsten toxischen Konzentrationen
(ctox)®* und Detektionsanzahlen durch die klinische Toxikologie der UMR von 2009-
2013 (det.) (alphabetisch geordnet)

Tabelle 1 zeigt an ausgewahlten Beispielen in alphabetischer Reihenfolge die
Substanzauswahl hinsichtlich der Aufnahme in diese Arbeit. So wurden Clomipramin
und Imipramin trotz verhaltnismafig geringer DDD und negativem Verordnungstrend
mit in die Untersuchung einbezogen, da sie bereits mehrfach detektiert wurden.
Venlafaxin und Sertralin sind Beispiele fur Medikamente mit relativ hohen DDD und
stark positiven Verordnungstrend, sowie mehrfacher bisheriger Detektionen, womit sie
in die Untersuchung einbezogen wurden. Trazodon wurde aufgrund einer geringen
therapeutischen Breite und dem positiven Verordnungstrend mit in die Untersuchung
aufgenommen. Fluvoxamin wurde aufgrund einer der groften
Verordnungszuwachsraten mit in die Untersuchung aufgenommen. Felodipin, als ein
Vertreter der antihypertensiv wirkenden Substanzen, wurde trotz negativem
Verordnungstrend, grofRer therapeutischer Breite und keiner bisherigen Detektion in

die Untersuchung eingeschlossen, da die Gesamtheit der Antihypertonika mit DDD =



10| Seite

1.969,6 Mio. eine der meistverordneten Medikamentengruppen darstellt und dies eine
mogliche Uberdosierung wahrscheinlicher machen kénnte. Sumatriptan wurde trotz
positivem Verordnungstrend und einmaliger Detektion aus der Untersuchung
ausgeschlossen, da es keine nachgewiesenen, toxischen Plasmakonzentrationen flr
diese Substanz gibt. Ziprasidon wurde trotz zweimaliger Detektion, aufgrund einer
relativ geringen DDD, negativen Verordnungstrend und grol3er therapeutischer Breite

aus der Untersuchung ausgeschlossen.

2. Fragestellung dieser Arbeit

Bei akuten Intoxikationen mit unbekannten Substanzen wird ein rascher
Analyseprozess bendtigt, um nach Erkennen des toxischen Agens einen Einfluss auf
die klinischen Entscheidungen sicherzustellen. Gleichzeitig sollte der Umfang der
durch den Analysenprozess erkennbaren Arzneimittel gro3tmaoglich sein. Diese Arbeit
geht der Frage nach, ob im Falle einer Intoxikation mit ausgewahlten Substanzen die
kombinierte Detektion iber GC/MSD und GC/NPD von Plasmaproben mehr positive
Analyseergebnisse erbringt, als die alleinige Detektion Uber GC/MSD. Weiterhin soll
mit dieser Arbeit abgewogen werden, ob die moglicherweise erweiterte
Substanzerkennung bei kombinierter Analyse tUber GC/MSD und GC/NPD, die
verlangerte Analysezeit in klinischen Notfallsituationen gegenlber der alleinigen
Analyse uber GC/MSD rechtfertigt.
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3. Gerate, Materialien und Methoden
3. A Gerate

GC/MS Agilent GC 7890B, MS 5977A, Agilent Technologies, Santa Clara, USA
GC/NPD HP 5890 Series Il Plus, Agilent Technologies, Santa Clara, USA

GC-Saule HP - 1MS, Filmdicke 0,33um, Saulenlange 25m und 12m, Agilent
Technologies, Santa Clara, USA

GC-Liner Agilent Ultra Inert liner 5190-2295, V = 870 ul, Agilent Technologies, Santa
Clara, USA

Eppendorf Zentrifuge 5417C, Firma Eppendorf Geratebau, Hamburg

Rotofix 32A Zentrifuge, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen

Mixer Heideloph Rea 2000, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach
Eppendorf-Rttler Mixer 5432, Firma Eppendorf Geratebau, Hamburg
pH-Meter, pH 526, Sigma-Aldrich, Darmstadt

Pipetten Eppendorf Research 100-1000ul; 10-100ul; 50ul, Firma Eppendorf
Geratebau, Hamburg

Mikroliterspritze Gastight 1700 max. 500ul, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Pipettenspitzen ep T.I.LP.S Standard 50-100ul, Standard/Bulk 20-200pul, Firma
Eppendorf Geratebau, Hamburg

Pipettenspitzen TipOne 10ul XL graduated Tip max. Vol 20ul, Firma Eppendorf
Geratebau, Hamburg

Eppendorf Tubes Safe-Lock Tubes 1,5ml, Safe-Lock Tubes 2ml, Firma Eppendorf
Geratebau, Hamburg

Glasvials Flasche R1 klar/6mm, CS-Service GmbH, Langerwehe
Glasvials Mikroeinsatz G30/6mm, CS-Service GmbH, Langerwehe
Glasvials Bordelkappe R11-1,0/HP, CS-Service GmbH, Langerwehe

Prazisionswaage Sartorius Basic Waage BA210S, Sartorius AG, Gaéttingen
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3.B Chemikalien

Acetonitril, 2 99,95%, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Chloroform, = 99,8%, J.T. Baker, Darmstadt

Wasser (LC-MS Grade), =2 99,999%, Merck KGaA, Darmstadt
Essigsaureethylester, = 99,9%, Carl Roth GmbH & Co. KG, Dresden
Mepivacainhydrochlorid, Delta Selected GmbH, Dreieich

Methanol, = 99,8%, Merck KGaA, Darmstadt

Natriumcarbonat, = 99,5%, Honeywell Riedel-de Haen AG, Seetze
Natriumhydrogencarbonat, =2 99,7%, Merck KGaA, Darmstadt
Natriumhydroxid, 2 99%, Merck KGaA, Darmstadt

3.C Verwendete Substanzen

Tabelle 2

Analytisch und klinisch relevante Daten der verwendeten Substanzen

Substanz Cth, — ctox, p 1.miz 2.m/iz 3.miz N logP 2
Mg/ml Hg/ml h

i-miepﬂ;')iﬂ:mmo- 10 20 1980 123 215 56 3

Alfentanil 0,6 0,6 (-)* 2990 289 268 140 6 2,16 0,6-2,3
Alprazolam 0,05 0,4 3100 279 204 308 4 2,12 6-20
Amantadin 0,6 1 1240 94 57 151 1 2,44 9-15
Amitriptylin 0,3 0,5 2205 58 202 189 1 4,92 30-50
Amitriptylinoxid** | - - 1975 232 215 202 1

Amlodipin** - - 3170 86 339 208 2 3 34-50
Aripiprazol 0,5 1 3400 243 84 285 3 45 60-80
Atenolol 1 2 2380 72 107 222 2 0,16 4-14
Atropin 0,025 0,05 2215 124 94 1 1,83 26,5
Baclofen** 0,4 1,1 1990 138 195 103 1 -0,96 6,1-7,5
Benazepril** - - 3080 379 218 91 2 35 10-11
Benperidol 0,01 0,02 3440 230 109 82 3 3,91 4-8
Biperiden 0,1 0,2 2280 98 218 311 1 4,25 18-24
Bisoprolol 0,1 0,5 2570 72 116 1 1,87 10-12
Bromazepam 0,2 0,3 2670 236 315 286 3 2,05 8-22
Brotizolam** 0,01 0,02 3090 394 392 245 4 2,79 410
Buprenorphin 0,005 0,1 3360 378 55 410 1 4,98 3-5
Bupropion** 0,02 1,2 1695 100 111 139 1 36 10-20
Buspiron 0,004 0,008 3300 277 265 177 1 2,63 2-3
Butylscopolamin 0,7 1,4 (-)* 2230 94 108 138 1 0,6 4-5
Captopril 1 5 1925 70 140 - 1 0,34 12
Cetirizin 0,3 2 1600 167 165 202 2 -0,61 7-9
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Substanz Cth, Ctox, R 1.miz 2.miz 3.miz N logP 2
Mg/ml Hg/ml h
Chloroquin 0,5 1 2595 86 319 112 3 4,63 da
Chlorprothixen 0,2 04 2510 58 221 255 1 5,18 8-12
Citalopram 0,11 0,22 2525 58 324 238 2 3,74 33
Clobazam 0,4 0,5 2610 300 77 255 2 2,12 18-42
Clomethiazol 2 4 1230 112 161 85 1 2,12 37
Clomipramin 0,25 0,4 2455 58 269 85 2 5,19 20-26
Clonazepam 0,08 0,1 2840 280 314 315 3 2,41 20-60
Clopidogrel 0,01 0,01 (- 2320 262 138 125 1 2,5 1,4-3,6
Clozapin 0,6 (0,35 06 2895 243 256 192 4 3,23 6-14
Codein 0,25 0,5 2375 299 162 229 1 1,19 34
Coffein 10 15 1820 194 109 55 4 -0,07 2-10
Desipramin 0,5 0,5 2225 195 235 208 2 4,9 15-25
Dextrometorphan 0,04 0,1 2145 59 271 150 1 3,6 24
Diazepam 2 3 2430 256 283 284 2 2,82 24-48
Diclofenac 3 50 2205 214 242 108 1 4,51 1-2
Dihydrocodein 0,25 0,5 2410 301 70 164 1 1,49 3-4
Diltiazem 0,25 1 2960 58 71 150 2 2,8 2-6
Dimethoat 0,5 (-)* 1(-)* 1725 87 93 125 11 | 0,78 -
Dimetinden 0,05 0,15 (-)* 2290 58 292 218 2 4,98 6
Diphenhydramin 0,1 1 1870 58 73 165 1 3,27 4-10
Donepezil 0,075 ?d,10575)* 3150 91 175 379 1 36 70-100
Doxepin 0,2 0,5 2240 58 165 178 1 4,29 8-25
Doxylamin 0,2 1 1920 58 7 167 2 2,37 9-11
Duloxetin 0,12 0,24 2500 297 221 265 1 4 9-19
Enalapril 0,05 1(-)* 2770 208 254 91 2 2,45 8-11
Ethosuximid** 100 150 1225 55 113 - 1 0,38 30-60
Etomidat 0,5 0,5 (-)* 1870 105 77 244 2 3,05 2,8-5
Felodipin 0,005 0,01 2670 238 210 150 1 3,86 22-27
Fentanyl 0,3 0,02 (-)* 2720 245 146 189 2 4,05 1-3,5
Flecainid 0,8 1 2520 84 97 301 2 3,78 10-20
Flumazenil 0,1 0,5 2660 229 257 303 3 1 1-2
Flunarizin 0,2 0,3 3135 201 17 183 2 578 -
Fluoxetin 0,5 1 1950 44 104 162 1 4,05 2-6
Flupentixol 0,01 0,015 3055 143 100 289 2 4,51 20-40
Fluphenazin 0,01 0,015 3050 70 280 143 3 4,36 10-18
Flupirtin 1,5 3 2880 109 304 231 4 2,66 7-11
Flurazepam 0,1 0,2 2780 86 99 387 3 3,02 2
Fluspirilen 0,002 0,004 2125 203 216 183 3 5,86 7-14
Fluvoxamin 0,25 0,5 1890 71 276 187 2 3.2 15-22
Formoterol** - - 1720 44 148 121 2 2,2 10
Gabapentin 6 85 1750 81 153 67 1 1,1 5-9
Gallopamil 0,1 0,3 (-)* 3190 333 58 151 2 4,42 3-8
Haloperidol 0,02 0,05 2940 224 237 123 1 4,3 10-35
Hydrocodon 0,05 0,1 2440 299 242 96 1 2,16 4
Hydromorphon 0,015 0,1 2445 285 96 228 1 1,6 23
Ibuprofen 30 200 1615 161 163 91 0 3,97 2-3
Imipramin 0,35 0,5 2215 58 85 234 2 48 6-20
Isradipin 0,002 0,01 2680 210 252 150 3 4,28 5-10
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Substanz Cth, Ctox, 1.miz 2.miz 3.miz N logP 2
Mg/ml Hg/ml h
Ketamin 6 7 1835 180 209 102 1 3,12 1-3
Lamotrigin 14 20 2635 185 255 123 5 2,5 23-37
Lercanidipin 0,2 (-)* 1(-) 1940 167 165 - 3 6,4 -
Levetiracetam 40 400 1740 126 69 98 2 -0,6 4-10
Levomepromazin 0,025 0,4 2540 58 328 228 2 4,68 15-30
Lisinopril 0,07 0,5 3165 324 361 73 3 -1,22 12
Lorazepam 0,2 0,3 2440 75 239 274 2 2,39 10-40
Maprotilin 0,13 0,5 2390 58 203 189 1 4,52 20-60
Medazepam 0,5 0,6 2235 207 242 270 2 4,41 2-5
Melperon 0,1 0,2 1890 112 125 263 1 3,84 4-8
Memantin 0,15 0,3 1250 108 122 179 1 3,28 60-100
Methadon 0,5 0,2 2610 72 294 223 1 3,93 23-25
Methylphenidat 0,06 0,5 1740 84 56 91 1 0,2 2-7
Metoclopramid 0,15 0,2 2610 86 99 184 3 2,62 3-6
Metoprolol 0,5 0,65 2080 72 107 223 1 1,88 2,575
Mianserin 0,07 0,25 2210 193 72 264 2 3,52 14-33
Midazolam 0,1 1 2580 310 325 297 3 4,33 1,5-3
Mirtazapin 0,3 1 2250 195 208 180 3 2,9 20-40
Mitotan 20 20 2230 235 165 199 0 5,87 18-159
Moclobemid 1 2 2210 100 113 139 2 1,5 1-7
Morphin 0,1 0,1 2455 285 162 124 1 0,89 1-4
Naloxon 0,03 0,03 (-)* 2715 327 242 286 1 2,09 1,2
Nebivolol 0,02 0,48 3540 428 471 233 1 2,44 10
Nefopam 0,1 4 2035 58 179 165 1 3,05 3-8
Nifedipin 0,15 0,15 2575 329 284 224 2 2,2 2-5
Nilvadipin 0,01 0,02 (-)* 2800 221 263 342 3 2,97 11-20
Nimodipin 0,05 0,1 (-)* 2845 296 254 196 2 3,05 12
Nisoldipin 0,001 0,1 (-)* 2730 371 270 210 2 3,26 7-12
Nitrendipin 0,05 0,05 (-)* 2700 238 210 360 2 2,88 8-12
Nordiazepam 0,2 1,5 2520 242 269 270 2 2,93 40-80
Nortilidin 0,1 0,1 (-)* 1840 93 68 270 1 - 6
Nortriptylin 0,2 0,5 2255 44 202 220 1 4,74 18-56
‘(I)‘;Eg?g)l(?;hyl- 0,4 1 2210 58 120 107 1 - -
Olanzapin 0,08 0,15 2765 242 229 213 4 3,61 30-60
Opipramol 0,5 1 3055 363 206 218 3 3,41 6-12
Oxazepam 1,5 2 2320 77 268 205 2 2,24 6-20
Oxcarbazepin 35 45 2375 180 209 252 2 1,11 12,5
Oxycodon 0,1 0,2 2540 315 70 230 1 0,66 2-5
Paliperidon 0,06 0,12 - - - - 4 1,8 23
Paracetamol 25 100 1780 109 151 80 1 0,46 2-4
Paroxetin 0,05 0,35 2850 70 192 109 1 3,95 16-24
Pentobarbital 5 10 1740 156 141 69 2 2,1 20-40
Perazin 0,35 0,5 2790 70 113 339 3 4 8-16
Perphenazin** 0,02 0,05 3360 70 143 246 3 42 8-12
Phenobarbital 10 30 1965 204 117 161 2 1,47 60-130
Phenprocoumon 36 5 2440 251 280 91 0 3,62 100-160
Phenytoin 15 20 2350 180 252 77 2 2,47 10-60
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Substanz Cth, Ctox, R 1.miz 2.miz 3.miz N logP 2
Mg/ml Hg/ml h
Pipamperon 0,4 0,5 3040 165 123 138 3 2,02 17-22
Piracetam 20 20 (-)* 1520 98 70 84 2 -1,54 4,57
Piritramid 0,014 0,014 (-)* | 3560 386 138 301 4 3,91 4-10
Pregabalin 5 10 1995 102 73 147 1 -1,35 6
Primidon 12 20 2260 190 146 117 2 0,91 4-12
Promethazin 0,2 1 2270 72 198 180 2 4,81 8-15
Propofol 8 8 (-) 1320 163 178 117 0 3,79 3-8
Prothipendyl 0,01 0,1 2350 58 285 86 3 4,01 2-3
Quetiapin 0,5 1,8 3280 210 239 144 3 2.8 57
Quinapril 0,05 (-)* 0,1 (- 3105 234 91 160 2 3,72 2
Ramipril 0,01 0,1 (- 2920 234 91 2 3,32 1-5
Reboxetin 0.35 0,7 2375 175 56 176 1 3,1 12-14
Risperidon 0,006 0,12 4 3,49 2-4
Rivastigmin 0,02 0,04 1740 72 58 235 2 2,3 1-2
Salmeterol 0,1 (-)* 1 (-)* 1 4,2 55
Sertralin 0,25 0,3 2260 274 159 262 1 5,29 24-48
Sildenafil 0,5 1,5 (-)* 3400 99 56 404 6 1,9 3-5
Sulpirid 0,4 1 2295 98 70 135 3 0,57 4-11
Sultiam 10 12 3000 290 184 168 2 0,98 3-30
Tapentadol 0,13 0,3 1650 58 221 107 1 2,87 35
Tetrazepam 0,6 0,6 (- 2400 253 288 259 2 3,2 16-44
Theophyllin 15 20 2025 180 95 68 4 -0,02 6-9
Thiopental 5 7 1855 172 157 173 2 2,85 3-8
Tiaprid 2 4 2820 86 213 134 2 0,9 34
Timolol 0,05 1(-) 2265 86 130 114 4 1,83 2-6
Topiramat 10 10 (16)* 2240 324 59 110 1 0,7 20-30
Tramadol 1 1 1945 58 263 135 1 3,01 5-10
Tranylcypromin 0,05 0,1 1230 132 133 56 1 1,58 1-3,5
Trazodon 1 1,2 3345 205 70 278 5 3,21 4-11
Trimipramin 0,25 0,5 2225 58 249 193 2 5,43 10-20
Valproinsaure 100 150 1150 73 102 115 0 2,75 8-20
Venlafaxin 0,4 1 2055 58 134 91 1 2,69 37
Verapamil 0,25 1 3150 303 58 151 2 3,79 6-14
Zolpidem 0,2 0,5 2715 235 307 65 3 3,85 23
Zopiclon 0,2 0,5 2950 143 245 99 6 1,54 3,5-8
Zuclopenthixol 0.1 0.1 3360 143 70 100 2 4,46 15-25

Die dargestellte Tabelle fuhrt alle in diese Arbeit eingeschlossenen Substanzen mit
den obersten therapeutischen Konzentrationen (cth)?, den niedrigsten toxischen
Konzentrationen (ctox)?®, den Retentionsindizes (R)?, den drei Hauptmassen (1. m/z,
2. m/z, 3. m/z)?’, den Anzahlen der Stickstoffatome (N), den Oktanol-Wasser-

Verteilungskoeffizienten (log P)* und den Halbwertszeiten (t1/2)% auf.

* Die in Klammern angegebene Werte sind die Konzentrationen nach Schulz et. al. Die vor den

Klammern angegebenen Werte sind die getesteten Konzentrationen.

** Aufgrund der mangelnden Verfligbarkeit von Amitriptylinoxid, Amlodipin, Baclofen, Benazepril,
Brotizolam, Bupropion, Ethosuximid, Formoterol und Perphenazin als analytische Standards wurden
diese Substanzen nur in Analysen tUber GC/MSD im TIC- und SIM-Modus bei Konzentrationen von 5
pg/ml bzw. 25 pug/ml verwendet.

° Dimethoat verfugt als einzige, getestete Substanz Uber ein Stickstoff- und ein Phosphoratom.
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Methoden

3.
3.DI Zusammenstellung des basischen Puffers, LOMI und IST

D
D
Zur Erstellung des basischen Puffers wurden 5,4 g Natriumhydrogencarbonat und 1,7
g Natriumcarbonat in 100 ml Wasser gelost. Anschlieend wurde der pH = 9,3 mit 10
M Natriumhydroxid eingestellt.*4

Als Lésungsmittelgemisch (LOMI) zur Extraktion wurde eine Mischung von 200 ml
Chloroform, 150 ml Acentonitril und 100 ml Essigsaureethylester verwendet.

Als interner Standard (/ST) wurde eine methanolische 1:200-Verdlinnung einer

kommerziell erhaltlichen Mepivacain-Lésung (20 mg/ml) verwendet.

3.Dl Zusammenstellung der in Methanol gelésten Substanzgemische

Zur Bestimmung der Erkennbarkeit der in Methanol geldsten Substanzen Uber
GC/MSD wurden Substanzgemische von bis zu 10 Substanzen in aufsteigender
Reihenfolge bezlglich ihrer Retentionsindizes mit jeweils 5 ug/ml bzw. 25 ug/ml pro
Einzelsubstanz aus 10-fach konzentrierten Stammldsungen erstellt. Anschlielend
wurden die Substanzgemische fur 5 Minuten auf dem Eppendorf-Ruttler bei héchster
Stufe durchmischt. Mit einer Mikroliterspritze wurden 60 pl in ein mit einem
Mikroeinsatz bestlicktes Glasvial Uberfuhrt und zugebérdelt.

Zur Bestimmung der Erkennbarkeit aus in Methanol gelésten Substanzen bei oberster
therapeutischer bzw. niedrigster toxischer Konzentration tber GC/MSD und GC/NPD
wurden Substanzgemische von bis zu 5 Substanzen erstellt. Hierfur wurden fur jede
Substanz zwei Konzentrationen erstellt, welche 100-fach héher als die in der Tabelle
2 angegebenen obersten therapeutischen bzw. niedrigsten toxischen Konzentrationen
waren. 900 pyl Methanol und 50 pl IST wurden in ein Eppendorf-Tube pipettiert.
Anschlielend wurden 10 ul von bis zu 5 in alphabetischer Reihenfolge geordnete
Substanzen in das Eppendorf-Tube Uberflhrt. Bei Substanzgemischen von weniger
als 5 Substanzen wurde Methanol zugegeben, sodass sich 1000 pl Volumen im Tube
befinden. AnschlieBend wurden die Substanzgemische fir 5 Minuten auf dem
Eppendorf-Ruttler bei hochster Stufe durchmischt. Mit einer Mikroliterspritze wurden

60 pl in ein mit einem Mikroeinsatz bestucktes Glasvial uberfuhrt und zugebordelt.
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3.D Il Zusammenstellung der aus Plasma extrahierten
Substanzgemische

Zur Bestimmung der Erkennbarkeit der aus Plasma extrahierten Substanzen bei
oberster therapeutischer bzw. niedrigster toxischer Konzentration tber GC/MSD und
GC/NPD wurde ein Verfahren in Anlehnung an Maurer et. al. verwendet.?” Hierbei
wurden fir jede Substanz zwei Konzentrationen erstellt, welche 100-fach hoher als die
in Tabelle 2 angegebenen obersten therapeutischen bzw. niedrigsten toxischen
Konzentrationen waren. 900 pl Plasma und 50 ul IST wurden in ein Eppendorf-Tube
pipettiert. AnschlieBend wurden 10 pl von bis zu 5 Substanzen der 100fach-
Konzentrate in alphabetischer Reihenfolge geordnet in das Eppendorf-Tube Uberfuhrt.
Bei Substanzgemischen von weniger als 5 Substanzen wurde entsprechend reines
Methanol zugegeben. AnschlielRend wurden die Substanzgemische flr 5 Minuten auf
dem Eppendorf-Ruttler bei hochster Stufe durchmischt. 200 pl basischer Puffer und
200 pl LOMI wurden hinzugefiigt. Daraufhin wurden die Gemische fiir weitere 5
Minuten auf dem Eppendorf-Ruttler bei hochster Stufe durchmischt und fir 5 Minuten
bei 14.000 U/min zentrifugiert. Die obere, anorganische Phase wurde abpipettiert und
verworfen. Eine Mikroliterspritze wurde durch das sich gebildete Proteinpellet in die
untere, organische Phase gefuhrt und das gewonnene Volumen der organischen

Phase in ein mit einem Mikroeinsatz bestlcktes Glasvial Uberflihrt und zugebdrdelt.

3.DIV Konfiguration des GC/MSD

Zur Kontrolle der chromatographischen Eigenschaften der GC-Einheit und der
Detektionseigenschaften der MSD-Einheit wurde die Performance taglich mit Hilfe
einer Kontrolllésung Uberpruft und gegebenenfalls kalibriert. Die dabei verwendete
Lésung setzte sich aus Amantadin, Biperiden, Clomipramin, Clozapin, Clobazam,
Diphenhydramin, IST, Nikotin, Olanzapin, Pethidin, Pipamperon, Tramadol,
Trimipramin und Verapamil zusammen. Die Konzentration von Amantadin lag bei 22,5
pg/ml, die von Pipamperon bei 25 ug/ml; alle weiteren Substanzen waren in einer
Konzentration von 10 pg/ml enthalten.

Die zu analysierenden Substanzgemische wurden zunachst wie unter 3. D [l und 3. D
IIl beschrieben vorbereitet und in den Revolver des GC/MSD uberfuhrt. Als Tragergas

wurde Helium bei einem Druck von 105,96 kPa verwendet. Die Injektortemperatur
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betrug 280 °C, die Detektortemperatur lag fur die lonenquelle bei 230 °C bzw. am
Analysator bei 150 °C. Vom Substanzgemisch wurde 1 pl Gber den Liner in einem
Verhaltnis von 7,34 : 1 mit v = 300 pl/min im Split-Modus injiziert. Der Ofen wies das

in Abbildung 7 dargestellte Temperaturprofil auf.

0 5 10 15 20 25 30
t[min.]

Abbildung 7

Temperaturprofil des GC-Ofens

Nach initial 70 °C Uber einen Zeitraum von 3 Minuten wird die Temperatur des GC-
Ofens kontinuierlich um 30 °C/min erhdht. Nach einer Gesamtzeit von 10,66 Minuten
wurde das Temperaturmaximum von 300 °C erreicht, welches flr weitere 15 Minuten
konstant gehalten wurde.

Das Tragergas wurde als konstanter Volumenstrom von 0,8 ml/min eingeleitet. Die zu
erfassenden Massen wurden im TIC-Modus auf zwischen 40 und 500 Da begrenzt und
ein electron-multiplying-modus von 25 (,gain factor®) eingestellt. Fir Untersuchungen
im SIM-Modus wurden die jeweiligen Hauptmassen erganzt, sodass der MSD bei
diesen Untersuchungen den TIC/SIM-Modus aufwies.
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3.DV Auswertung der Analyseergebnisse uber GC/MSD

Die uber GC/MSD registrierten Zahlereignisse wurden als elektrische Signale an das
Programm MS Hunter GC/MS Acquisition (Ver. B.07.03.2129, 18-May-2015) eines
Computers Ubertragen. Die so erstellten Chromatogramme (Abbildung 8) wurden Uber
das Programm MSD ChemStation (Ver. F.01.03.2357), welchem die Bibliothek
Maurer, Pfleger, Weber 201127 angeknipft wurde, an einem Computer ausgewertet.
Hierfar wurden die integrierten Peaks um die Hintergrundspektren korrigiert und die
resultierenden Massenspektren mit den Eintragen der Bibliothek abgeglichen.
AuRerdem wurden die individuellen Hauptmassen zur Substanzerkennung uberpruft
(Abbildung 9).
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Abbildung 8

GC/MSD Chromatogramm bei niedrigster toxischer Konzentration einer aus Plasma
extrahierten Probe mit Maprotilin, Medazepam, Melperon und Memantin (dargestellt
durch MSD ChemStation C 00.07. HP 1989-1992)

Durch Integration der Peaks im Chromatogramm mit Korrektur des
Hintergrundspektrums wurden die jeweiligen Signale mit Hilfe der Bibliothek Maurer,
Pfleger, Weber 2011 den zu analysierenden Substanzen zugeordnet.

Zu erkennen ist, dass aulier den aufdotierten Substanzen Peaks fur Coffein und
Cholesterin, welche im Plasma vorhanden waren, erkannt wurden. Darlber hinaus
wurde von der Chromatographiesaule stammendes Saulenmaterial erkannt.
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Abbildung 9

GC/MSD Chromatogramm der Hauptmassen Maprotilins bei niedrigster toxischer
Konzentration einer aus Plasma extrahierten Probe (dargestellt durch MSD
ChemStation C 00.07. HP 1989-1992)

Zur ldentifikation der Substanzen wurden die Chromatogramme hinsichtlich der
individuellen Hauptmassen analysiert. Maprotilin wurden zum Zeitpunkt 11,23 min
erkannt.

3.D VI Konfiguration des GC/NPD

Zur Kontrolle der chromatographischen Eigenschaften der GC-Einheit und der
Detektionseigenschaften der NPD-Einheit wurde die Performance vor jeder
Analysereihe mit Hilfe einer Kontrolle durch den IST Uberprift und gegebenenfalls
kalibriert. Beurteilt wurden die Retentionszeit, die Intensitat und die Form des Peaks
im Chromatogramm. Die Gase H:, Druckluft und N., sowie die Muliplexverstarkung
wurden jeweils individuell an die aktuelle Gerateperformance angepasst.

Die zu analysierenden Substanzgemische wurden zunachst wie unter 3. D Il und 3. D
[l beschrieben vorbereitet und in den Revolver des GC/NPD uberfuhrt. Die
Einstellungen des Injektors, des Tragergases und des Temperaturprogrammes waren

identisch zu den Einstellungen unter 3. D IV.
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3.D VI Auswertung der Analyseergebnisse uber GC/NPD

Die uber GC/NPD registrierten Signale wurden als elektrische Informationen an das
Programm GC ChemStation (Ver. Rev. A. 08.03 [847]) eines Computers Ubertragen
und ausgewertet. Hierfir wurden die Retentionszeit des IST, sowie Coffein und die
Retentionsindizes der zu analysierenden Substanzen einbezogen (Abbildung 10).
AuRerdem wurden die Signalintensitaten der in Methanol geldsten und der aus Plasma
extrahierten Substanzen bei oberster therapeutischer Konzentration mit den
Signalintensitaten der in Methanol gelésten und aus Plasma extrahierten Substanzen
bei niedrigster toxischer Konzentration verglichen. Durch diese Parameter wurde den

Peaks im Chromatogramm die jeweilige Substanz zugeordnet.
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Abbildung 10

GC/NPD Chromatogramm bei niedrigster toxischer Konzentration fir eine aus Plasma
extrahierte Probe von Maprotilin, Medazepam, Melperon und Memantin (dargestellt
durch GC ChemStation Rev. A. 10.02. [1757])

Der IST wies eine Retentionszeit von 7,19 min auf. Coffein wies eine Retentionszeit
von 6,18 min auf. Unter Einbeziehung der Retentionsindizes und der unterschiedlichen
Signalstarken der LOsungsmittelgemische in  Abhangigkeit zur jeweiligen
Konzentration der Substanzen, wurden die korrespondierenden Peaks und
Substanzen ermittelt. Cholesterin wurde im Plasma nicht registriert.
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4. Ergebnisse
4. A Analyse von 154 in Methanol gelésten Substanzen Gber GC/MSD

24 mc =5 pug/ml; TIC

Ec =25 ug/ml; TIC

Bc =25 uyg/ml; SIM

O nicht detektiert

0 50 100 150
Substanzanzahl (n)

Abbildung 11

GC/MSD Erkennbarkeit von 154 in Methanol geldsten Substanzen in zwei
verschiedenen Konzentrationen durch TIC oder SIM uber GC/MSD

154 Substanzen wurden auf ihre Erkennbarkeit iber GC/MSD bei 5 pg/ml oder 25
pug/ml getestet. Rund 84% der getesteten Substanzen konnten erkannt werden.

Anfanglich wurden 154 Substanzen hinsichtlich ihrer Erkennbarkeit ber GC/MSD
getestet. Als Konzentration wurden 5 ug/ml gewahlt. Die Substanzgemische wurden
im TIC-Modus Uber GC/MSD analysiert. Hierbei wurden insgesamt 120 Substanzen
eindeutig detektiert. 34 Substanzen wurde nicht oder nicht eindeutig detektiert.

Diese 34 Substanzen wurden als Gemische von bis zu 5 Substanzen in Methanol
geldst und bei einer Konzentration von 25 ug/ml analysiert. Die 7 entsprechenden
Substanzgemische wurden im TIC-Modus uber GC/MSD analysiert. Hierbei wurden
Captopril, Enalapril, Flupirtin und Sultiam sicher detektiert. Auflerdem wurden
Fluvoxamin, Lorazepam, Paracetamol und Tiaprid, welche bei 5 yg/ml im Peak einer
ein starkeres Signal erzeugenden Substanz koeluierten, sicher detektiert. 26
Substanzen wurden nicht detektiert. Diese 26 Substanzen wurden einzeln in Methanol
bei 25 ug/ml gelést und im SIM-Modus Uber GC/MSD analysiert. Hierbei wurden
Atenolol und Trazodon sicher detektiert. Die Uibrigen 24 Substanzen wurden bei bis zu
25 ug/ml Gber GC/MSD nicht detektiert (Abbildung 11 und Tabelle 3).
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Tabelle 3

Substanznachweise liber GC/MSD bei 25 ug/ml im TIC- bzw. SIM-Modus

identifiziert im

identifiziert im

nicht identifiziert

TIC-Modus SIM-Modus im SIM-Modus
Amlodipin Paliperidon
Aripiprazol Perphenazin
Captopril Benazepril Piracetam
Enalapril Benperidol Pregabalin
Flupirtin Bupropion Quinapril
Fluvoxamin Atenolol Buspiron Reboxetin
Substanzen - . .
Lorazepam Trazodon Fluspirilen Risperidon
Paracetamol Formoterol Salmeterol
Sultiam Lisinopril Sildenafil
Tiaprid Naloxon Sulpirid
Nebivolol Tranylcypromin

Nitrendipin

Zuclopenthixol

Die Tabelle zeigt die Substanzen, welche bei 25 ug/ml im TIC- bzw. SIM-Modus Uber

GC/MSD identifiziert bzw. nicht identifiziert wurden.
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4. B Analyse von 145 in Methanol geldsten Substanzen bei oberster
therapeutischer und niedrigster toxischer Konzentration durch GC/MSD
und GC/NPD

150

Onicht identifiziert
125

Oc (toxisch)
77
86

n
1

100

Ec (therapeutisch)
75

14

Substanzanzahl

50

63

25 45

GC/MSD GC/NPD

Abbildung 12

Erkennbarkeit von 145 in Methanol gelésten Substanzen in oberster therapeutischer
und niedrigster toxischer Konzentrationen tber GC/MSD und GC/NPD

145 Substanzen wurden in Methanol gelést und auf oberste therapeutische (c
(therapeutisch)) bzw. niedrigste toxische (c (toxisch)) Konzentration (siehe Tabelle 2)
verdinnt. AnschlieRend wurde jede Probe Uber GC/MSD und GC/NPD hinsichtlich
der Erkennbarkeit analysiert.

145 in Methanol geléste Substanzen wurden bezuglich ihrer Erkennbarkeit in oberster
therapeutischer und niedrigster toxischer Konzentration tber GC/MSD bzw. GC/NPD
getestet. Von 145 in Methanol gelésten Substanzen wurden bei hochster
therapeutischer Konzentration 18 Substanzen (ca. 12%) mehr Gber GC/NPD als tber
GC/MSD detektiert. Entsprechend wurden bei niedrigster toxischer Konzentration 9
Substanzen (ca. 6%) uber GC/MSD nicht identifiziert, aber iber GC/NPD (Abbildung
12).
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4. C Analyse von 145 aus Plasma extrahierten Substanzen bei oberster
therapeutischer und niedrigster toxischer Konzentration durch GC/MSD
und GC/NPD

150

Onicht identifiziert
125

40
54
Oc (toxisch)

n
1

100

34 8 B c (therapeutisch)

75

Substanzanzahl

50

83
71

25

GC/MSD GC/NPD

Abbildung 13

Erkennbarkeit von 145 aus Plasma extrahierten Substanzen in oberster
therapeutischer und niedrigster toxischer Konzentrationen tber GC/MSD und
GC/NPD

145 Substanzen wurden aus Plasma extrahiert. Hierzu wurden Plasmaproben mit den
entsprechenden Konzentrationen (siehe Tabelle 2) aufdotiert und die Extrakte Uber
GC/MSD und GC/NPD analysiert.

145 aus Plasma extrahierte Substanzen wurden hinsichtlich ihrer Erkennbarkeit in
oberster therapeutischer und niedrigster toxischer Konzentration iber GC/MSD bzw.
GC/NPD getestet. Von diesen 145 Substanzen wurden bei héchster therapeutischer
Konzentration 12 Substanzen (ca. 8%) mehr Uber GC/NPD als Uber GC/MSD
detektiert. Dagegen wurden bei niedrigster toxischer Konzentration 14 Substanzen
(ca. 10%) uber GC/NPD nicht identifiziert, aber Gber GC/MSD.



4. D Anreicherungsfaktoren bei Analytik uber GC/MSD
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Fir jede Substanz, welche sowohl in Methanol geldst als auch aus Plasma extrahiert
uber GC/MSD detektiert wurde, wurde der entsprechende Anreicherungsfaktor als
Quotient der Abundance erstellt. Fur 58 Substanzen konnte ein Anreicherungsfaktor
ermittelt werden. Hierbei wurde die ermittelte Abundance einer Substanz fur oberste
therapeutische Konzentration und niedrigste toxische Konzentration einzeln
betrachtet. Bei 17 Substanzen war die Ermittlung des Anreicherungsfaktors bei
oberster therapeutischer Konzentration nicht moglich, da entweder nur bei in Methanol
geldster Substanz oder nur bei aus Plasma extrahierter Substanz eine Identifikation
Uber GC/MSD stattfand (Tabelle 4).

Tabelle 4
Substanzen ohne ermittelbaren Anreicherungsfaktor bei oberster
therapeutischer Konzentration tiber GC/MSD

alleinige Identifikation bei in alleinige Identifikation bei aus
Methanol geldster Analyse Plasma extrahierter Analyse
Dihydrocodein Mianserin
Fluoxetin Midazolam
Gabapentin Lamotrigin Moclobemid
Paracetamol Levomepromazin Nefopam
Valproinsaure Melperon O-Desmethyl-
Methylphenidat Y eniafaxin
Metoprolol Tapentadol
Verapamil

Die Tabelle zeigt die Substanzen, welche bei oberster therapeutischer Konzentration
nur in Methanol geldst bzw. nur aus Plasma extrahiert uber GC/MSD identifiziert
wurden und somit kein Anreicherungsfaktor bestimmt werden konnte. Die Substanzen
sind in alphabetischer Ordnung dargestellt.

Bei niedrigster toxischer Konzentration konnte nur fir Fentanyl bei 0,02 ug/ml (siehe
Tabelle 2) kein Anreicherungsfaktor ermittelt werden, da in Methanol geldstes Fentanyl
nicht detektiert wurde. Bei oberster therapeutischer Konzentration flr Fentanyl von 0,3
pug/ml (siehe Tabelle 2) konnte ein Anreicherungsfaktor ermittelt werden.

Aus den beiden ermittelten Anreicherungsfaktoren einer Substanz wurde der
Mittelwert (x) berechnet, bei den 18 o0.g. Substanzen ausschlieBlich der jeweilige

Einzelwert.
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Zudem wurde die mittlere relative Abweichung (D) der Anreicherungsfaktoren vom

Mittelwert einer Substanz ermittelt (Gleichung 1).

|Anreicherungsfaktor (toxisch) |
X

= 100 [9
Anreicherungsfaktor (toxisch) x %]

bzw.

|Anreicherungsfaktor (therapeutisch) |
X

Anreicherungsfaktor (therapeutisch) x100 [%]

Gleichung 1
Berechnung der mittleren relativen Abweichung (D)

Als Cutoff fur die Abweichung wurde analog den meist zulassigen Fehlerbereichen
nach der Richtlinie der Bundesarztekammer flir quantifizierende Laboratorien, eine
Abweichung von + 20 % gesetzt.*>46 Da es sich um die Abweichung von einem
Mittelwert handelt, ist eine Abweichung von 40% zulassig. Amitriptylin und Diazepam
wiesen eine Abweichung > 40% auf. In Abbildung 14 a/b wurden die
Anreicherungsfaktoren, die Mittelwerte und die mittleren relativen Abweichungen fir
uber GC/MSD detektierte Substanzen bei oberster therapeutischer Konzentration und
niedrigster toxischer Konzentration dargestellt. Hierbei wurden die Substanzen nach

aufsteigendem Mittelwert sortiert.
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4. E Anreicherung durch Extraktion am Beispiel von Clobazam bei GC/MSD

60000

50000 A

40000 -

30000 -

Abundance

20000 H

10000 A A

0 - T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

C(Clobazam) [pg/ml]

Abbildung 15

Konzentrationsreihe von Clobazam und relative Abweichung der Abundance von
einem angenommenen linearen Verlauf Gber GC/MSD

Auf der linken Ordinatenachse wurde die uber GC/MSD ermittelte Abundance fur in
Methanol geléstes Clobazam der Konzentrationen 0,125 ug/ml, 0,25 ug/ml, 0,4 ug/ml,
0,5 pg/ml, 2,5 yg/ml, 7,5 pyg/ml und 12,5 pyg/ml aufgetragen (Dreiecke). Die rechte
Ordiantenachse stellt die relative Abweichung des experimentell bestimmten Wertes
vom linearen Verlauf dar (Punkte).

Es wurde eine aufsteigende Konzentrationsreihe von in Methanol geléstem Clobazam
von 0,125 pg/ml bis 12,5 pg/ml erstellt, die entsprechenden Abundance-Werte fir eine
GC/MSD Detektion ermittelt und zur korrespondierenden Konzentration dargestellt
(Abbildung 15). Es zeigte sich uber zwei Zehnerpotenzen ein Anstieg im Verlauf der
Abundance-Werte fir steigende Konzentrationen. Die relative Abweichung der
experimentell ermittelten Abundance von einem linearen Zusammenhang zwischen
Abundance und Konzentration wurde ermittelt. Diese relative Abweichung wurde in
Abbildung 15 auf der rechten Ordinatenachse dargestellt. Im Bereich < 0,5 pg/ml

wurden Abweichungen tUber 60% ermittelt.
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Abbildung 16

Extraktionsanreicherung von aus Plasma extrahiertem Clobazam tber GC/MSD

Fur die dargestellten Konzentrationen von 0,1 uyg/ml bis 1,0 pg/ml wurden die
Abundance-Werte fur aus Plasma extrahiertem Clobazam bei GC/MSD-Analytik
ermittelt. Aufgetragen sind die errechneten Extraktionsfaktoren flr den in Abbildung
15 dargestellten Zusammenhang zwischen Konzentration und Abundance.

Clobazam wurde in den in Abbildung 16 aufgeflihrten Konzentrationen aus Plasma
extrahiert. Die ermittelte Abundance wurde mit der in Abbildung 15 dargestellten
Abundance der Konzentrationsreihe von in Methanol geléstem Clobazam ins
Verhaltnis gesetzt. Die so ermittelte Extraktionsanreicherung wurde in Abbildung 16
dargestellt. Es besteht eine positive Korrelation zwischen der Konzentration an
Clobazam und dem Median des Anreicherungsfaktors iber GC/MSD. Demnach steigt
die ermittelte Extraktionsanreicherung im Median von 6,9 auf 9,9 an. Aulierdem
wurde ermittelt, dass die Varianz der Extraktionsanreicherung fur die Konzentrationen
0,1 pg/ml und 0,4 pg/ml grélRer war als fur die Konzentrationen 0,5 ug/ml und 1,0
pg/ml.
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4. F Anreicherungsfaktoren bei Analytik Uber GC/NPD
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Entsprechend den Anreicherungsfaktoren bei GC/MS-Detektion wurde fir jede
Substanz, welche sowohl in Methanol geldst als auch aus Plasma extrahiert Uber
GC/NPD detektiert wurde, der entsprechende Anreicherungsfaktor als Quotient der
Abundance erstellt. Auffallig ist, dass tber GC/MSD 58 Substanzen, tber GC/NPD 68
Substanzen, hinsichtlich ihres Anreicherungsfaktors analysiert werden konnten.
Weiterhin ist zu erkennen, dass die Mittelwerte der Anreicherungsfaktoren fur eine
Substanz variieren. So ist am Beispiel von Clobazam zu erkennen, dass der Mittelwert
Uber GC/MSD 24,1 betragt und tber GC/NPD 19,5 betragt. Bezlglich der relativen
Abweichung wurde ermittelt, dass Amitriptylin, Maprotilin, Mianserin, Prothipendyl und

Theophyllin eine Abweichung > 40% aufweisen.
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4. G Anreicherung durch Extraktion am Beispiel von Clobazam bei GC/NPD
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Abbildung 18

Konzentrationsreihe von Clobazam und relative Abweichung der Abundance von
einem angenommenen linearen Verlauf Uber GC/NPD

In Anlehnung an Abbildung 15 wurde auf der linken Ordinatenachse die tber GC/NPD
ermittelte Abundance fur in Methanol gel6stes Clobazam der Konzentrationen 0,4
pg/ml, 0,5 pug/ml, 2,5 ug/ml, 7,5 pg/ml und 12,5 ug/ml aufgetragen (Dreiecke). Die
rechte Ordiantenachse stellt die relative Abweichung des experimentell bestimmten
Wertes vom linearen Verlauf dar (Punkte).

Wiederum entsprechend der konzentrationsabhangigen Anreicherungsversuche und
Detektion Uber GC/MSD (4. E) wurde eine aufsteigende Konzentrationsreihe von in
Methanol geléstem Clobazam uber GC/NPD bei 0,125 ug/ml bis 12,5 ug/ml erstellt.
Die Uber GC/NPD ermittelte Abundance wurde in Abbildung 18 zur
korrespondierenden Konzentration dargestellt. Es wurde ebenfalls eine positive
Korrelation zwischen steigender Konzentration und zugehdriger Abundance
festgestellt. Die relative Abweichung der experimentell ermittelten Abundance von
einem linearen Zusammenhang zwischen Abundance und Konzentration wurde
ermittelt. Diese relative Abweichung wurde in Abbildung 18 auf der rechten
Ordinatenachse dargestellt. Hierbei ist zu erkennen, dass bei einer niedrigen
Konzentrationen von 0,4 pg/ml die Abweichung 42 % betragt und beispielsweise 3 %

bei der hdchsten Konzentrationen von 12,5 pg/ml.
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Abbildung 19

Extraktionsanreicherung von aus Plasma extrahiertem Clobazam Gber GC/NPD

FUr die dargestellten Konzentrationen von 0,1 pg/ml bis 1,0 pg/ml wurden die
Abundance-Werte flir aus Plasma extrahiertes Clobazam bei GC/NPD-Analytik
ermittelt. Aufgetragen sind die errechneten Extraktionsfaktoren flr den in Abbildung
18 dargestellten Zusammenhang zwischen Konzentration und Abundance.

Im Vergleich zur ermittelten Anreicherung fur aus Plasma extrahiertes Clobazam und
MS-Detektion (vgl. Abbildung 16) fallt auf, dass der Median der Anreicherungsfaktoren
bei Detektion Uber NPD relativ konstant um den Wert 7,2 + 0,76 variiert. AuRerdem
wurde ermittelt, dass die Varianz der Extraktionsanreicherung, wie bei flr aus Plasma

extrahiertem Cloabazam uber MS-Detektion, mit steigender Konzentration abnimmt.
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4. H Sensitivitat des GC/NPD in Abhangigkeit der Anzahl der Stickstoffatome
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Abbildung 20

Relative Abundance in Methanol gel6ster Substanzen gegenuber der Anzahl der
Stickstoffatome der Substanz

Die Abundance der in Methanol geldsten Substanzen wurde auf eine Konzentration
von 1 yg/ml normiert und ins Verhaltnis zur Abundance des IST gesetzt. Dargestellt
sind die ermittelten Ergebnisse in Bezug auf die Stickstoffanzahl der Substanzen.

In Methanol geldste Substanzen wurden hinsichtlich der Erkennbarkeit anhand ihrer
Stickstoffatome untersucht. Dazu wurden die ermittelten Abundance-Werte auf eine
Konzentration von 1 pug/ml normiert und ins Verhaltnis zur Abundance des IST gesetzt
(Gleichung 2).

Abundance (Substanz)

Relative Abund =
elative Abundance (Abundance (IST) x c(Substanz))

Gleichung 2
Berechnung der relativen Abundance
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Anschlielend wurden die Ergebnisse im Bezug zur Anzahl der Stickstoffatome der
Substanz betrachtet. Der Median der relativen Abundance bleibt bis zu drei
Stickstoffatomen mit 0,2 + 0,02 relativ konstant. Bei einer Anzahl von vier
Stickstoffatomen betragt der Median der relativen Abundance 0,4 und bei funf
Stickstoffatomen 0,08. Sildenafil und Zopiclon, als Substanzen mit einer Anzahl von

sechs Stickstoffatomen, wurde in Methanol gelost nicht detektiert.
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Abbildung 21

Relative Abundance aus Plasma extrahierter Substanzen gegeniber der Anzahl der
Stickstoffatome der Substanz

Die Abundance der aus Plasma extrahierten Substanzen wurde auf eine
Konzentration von 1 pg/ml normiert und ins Verhaltnis zur Abundance des IST
gesetzt. Dargestellt sind die ermittelten Ergebnisse in Bezug auf die Stickstoffanzahl
der Substanzen.

Aus Plasma extrahierte Substanzen wurden auf die resultierende Signalstarke in
Abhangigkeit der jeweiligen Anzahl ihrer Stickstoffatome untersucht. Im Gegensatz zu
den in Methanol gelésten Substanzen bleibt der Median der relativen Abundance bis
zu einer Anzahl von vier Stickstoffatomen konstant um 0,2 + 0,05. Bei einer Anzahl
von funf Stickstoffatomen betragt der Median der relativen Abundance 0,07 und bei
sechs Stickstoffatomen 0,004.
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4.1 Vergleich der Retentionszeiten ({R) uber GC/MSD und GC/NPD
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Abbildung 22

Vergleich der Mittelwerte der Retentionszeit ( tR ) der detektierten Substanzen liber

GC/MSD und GC/NPD

Die Retentionszeiten (fR) der in Methanol geldsten und aus Plasma extrahierten
Substanzen in oberster therapeutischer Konzentration bzw. niedrigster toxischer
Konzentration wurden tGber GC/MSD und GC/NPD ermittelt. Aufgetragen sind die
Mittelwerte der jeweilig korrespondierenden tR.

Die in Methanol gelésten bzw. aus Plasma extrahierten Substanzen wurden bezlglich
ihrer Retentionszeiten (fR) untersucht. Hierfur wurden die Mittelwerte der jeweiligen in
oberster therapeutischer Konzentration bzw. niedrigster toxischer Konzentration
ermittelten Werte erstellt ( tr ). AnschlieRend wurden die korrespondierenden tr fur
GC/MSD und GC/NPD in Abbildung 22 dargestellt. Es wurden 69 Wertepaare flr in
Methanol geléste Substanzen und 82 Wertepaare fur aus Plasma extrahierte

Substanzen ermittelt. Mit steigender tR msp steigen die korrespondierenden tR nPD
an. Es besteht zwischen beiden iR keine einfache Linearitat. Eine Anderung des
Verhaltnisses zwischen tr msp und tR nep besteht ab tR mMsD(Levomepromazin) von ca. 12

Minuten.
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Abbildung 23

Vergleich des Quotienten der trR der detektierten Substanzen Gber GC/MSD und
GC/NPD im Verhaltnis zur tR Uber GC/MSD

Dargestellt sind die Quotienten der Mittelwerte der jeweilig korrespondierenden trR
zum tR msp der in Methanol gelosten und aus Plasma extrahierten Substanzen.

AuRerdem wurde ein Fehlerindex von 1% dargestellt. Analog wurden die aus Plasma
extrahierten Werte dargestellt.

Der in Abbildung 22 erlauterte Zusammenhang zwischen tR msp und tR nPD wurde
durch Abbildung 23 erganzt. Es wurde der Quotient aus tR msp und tR nep ermittelt.
Dieser Quotient wurde dem tR msp der jeweiligen Substanz gegentibergestellt. Es ist
ein Anstieg des Quotienten bis tR msD(Levomepromazin) von ca. 12 Minuten zu erkennen.
Bei weiter ansteigendem trR wmsp liegt ein Abfall vor. Es ist zu erkennen, dass im
Intervall R msp von 10 Minuten bis 11 Minuten eine grofiere Variabilitat in den
Wertepaaren vorliegt. Dies ist der Bereich mit der groften Dichte an Werten. Mit einem
Fehler von 1% liegen Dextromethorphan (tR msp(petromethorphany = 10,6 min) und
Lorazepam ( tR msD(Lorazepam) = 11,4 min) fUr in Methanol geldste Substanzen nicht im

Trend. Mit einem Fehler von 1% liegt Dextromethorphan fir aus Plasma extrahierten

Substanzen nicht im Trend.
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4.J Vergleich der Detektionsergebnisse fur aus Plasma extrahierte
Substanzen uber GC/MSD und GC/NPD

GC/MSD GC/MSD und GC/NPD GC/NPD
90 1 84
80 -
70 -
< 60 - 56 56
c
S
c 50 T
©
N
E 40 T
3
S 30 A 27
» 21
10 A 7 7
0 T T T T
Not o BT 9 T o T 9 T o BT~ ©
Abbildung 24

Vergleich der Detektionsergebnisse fur 145 aus Plasma extrahierte Substanzen Uber
GC/MSD und GC/NPD

145 Substanzen wurden in oberster therapeutischer Konzentration und niedrigster
toxischer Konzentration aus Plasma extrahiert und tuber GC/MSD und GC/NPD
analysiert. Dargestellt ist die Anzahl der Substanzen, die nur tber GC/MSD, die Uber
GC/MSD und GC/NPD und die nur tber GC/NPD detektiert wurden.

145 aus Plasma extrahierte Substanzen wurden hinsichtlich ihrer Erkennbarkeit Gber
GC/MSD und GC/NPD verglichen. Bei oberster therapeutischer Konzentration wurden
15 Substanzen nur Uber GC/MSD, 56 Substanzen sowohl Gber GC/MSD als auch
GC/NPD und 27 Substanzen nur tber GC/NPD detektiert. Bei niedrigster toxischer
Konzentration wurden 21 Substanzen nur Gber GC/MSD, 84 Substanzen sowohl Gber
GC/MSD als auch GC/NPD und 7 Substanzen nur iber GC/NPD detektiert. Aulderdem
wurde untersucht, ob die in oberster therapeutischer Konzentration detektierten
Substanzen auch in niedrigster toxischer Konzentration detektiert wurden. Von 15
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Substanzen, die in oberster therapeutischer Konzentration ausschlieBlich Uber
GC/MSD detektiert wurden, wurden 14 auch in niedrigster toxischer Konzentration
ausschlieBlich uber GC/MSD detektiert. Dextrometorphan wurde in niedrigster
toxischer Konzentration tber GC/MSD und zusatzlich tber GC/NPD detektiert. Von 27
Substanzen, die in oberster therapeutischer Konzentration ausschlieBlich Uber
GC/NPD detektiert wurden, wurden nur 7 auch in niedrigster toxischer Konzentration
ausschlieBlich Uber GC/NPD detektiert (Tabelle 5). Dementsprechend wurden die
Ubrigen 20 Substanzen in niedrigster toxischer Konzentration tber GC/MSD und
GC/NPD detektiert.

Tabelle 5

Aus Plasma extrahierte Substanzen mit alleiniger Detektion iiber GC/NPD
bei oberster therapeutischer Konzentration (GC/NPD cth) bzw. niedrigster
toxischer Konzentration (GC/NPD ctox)

GC/NPD cth GC/NPD ctox

Bisoprolol Nordiazepam
Bromazepam Nortriptylin
Chloroquin Olanzapin

Flupirtin Opipramol Isradipin
Fluvoxamin Paracetamol Nitrendipin
Gabapentin Paroxetin Opipramol
Gallopamil Pregabalin Paroxetin

Isradipin Prothipendyl Pregabalin
Lercanidipin Sildenafil Sildenafil
Lorazepam Theophyllin Theophyllin

Maprotilin  Timolol
Metoclopramid Trazodon

Nimoldipin Venlafaxin

Nitrendipin

Bei oberster therapeutischer Konzentration wurden 27 Substanzen ausschlief3lich
Uber GC/NPD (GC/NPD cth) detektiert. Bei niedrigster toxischer Konzentration wurden
7 dieser Substanzen ausschlieRlich Uber GC/NPD (GC/NPD ctox) detektiert. Die
Ubrigen 20 Substanzen wurden bei niedrigster toxischer Konzentration auch Gber
GC/MSD detektiert.
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5. Diskussion

Bei Situationen eines Intoxikationsverdachtes werden standardmagig frihzeitig Urin-
und Blutproben zur toxikologischen Analyse gewonnen.*” Als weitere
Untersuchungsmaterialien zum moglichen Substanznachweis eignen sich Haare und
Nagel bei Verdachtsfallen chronischer Intoxikation oder Speichel zur
Schnelltestung.#84° Hinsichtlich des zu analysierenden Mediums wurde fiir diese
Arbeit Plasma als Untersuchungsmaterial gewahlt. Zwar hat Urin die Vorteile, dass
man ihn einerseits nicht invasiv gewinnen kann - wobei eine Katheterisierung bei
akutem Harnverhalt oder Verdacht der Verunreinigung nétig sein kann.%® AuRerdem
werden, abhangig vom scheinbaren Verteilungsraum, haufig im Harn hdhere
Konzentrationen der toxischen Substanz vorliegen und sich Abbauprodukte im Urin
anreichern.5%2 Fir Wirkstoffe mit geringen Plasmakonzentrationen oder kurzen
Halbwertszeiten kann die Urinanalyse somit wertvolle, qualitative Informationen
liefern.53 Auf der anderen Seite hat Plasma den Vorteil, dass es in der Literatur fir sehr
viele potentiell toxische Stoffe verdffentlichte therapeutische bzw. toxische
Konzentrationen gibt.3® AuBerdem kdénnen sich bei akuten Intoxikationen im Plasma

schneller Ergebnisse als durch Urinanalytik ergeben® (Abbildung 25).

o | [
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Stunden Tage Wochen Monate

Abbildung 25

Zeitliche Nachweisfenster verschiedener Untersuchungsmaterialien®

Blut erlaubt die frihesten Nachweiszeitpunkte bei einer akuten Intoxikation. Dies ist
einer der Grinde, weshalb Plasma in dieser Arbeit genutzt wurde.
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So wird vom Forensisch Toxikologischen Centrum Miinchen® empfohlen bei akuter
Intoxikation Blut zu analysieren, da die Kenntnis der Substanzkonzentration eine
Aussage Uber den Intoxikationsgrad, d.h. eine mdgliche Beeinflussung des Patienten,
und weiterhin bei bekanntem Aufnahmezeitpunkt Gber die aufgenommene Menge,
bzw. bei bekannter aufgenommener Menge Uber den Aufnahmezeitpunkt erlaubt.

Die GC als eine etablierte und vielfach verwendete Nachweismethode bei akuter
Intoxikation weist Limitationen auf, welche die Detektion einzelner Substanzen
erschweren. So sind schwerflichtige oder thermolabile Stoffe haufig nicht oder nur
nach Derivatisierungen, Uber GC zu analysieren.’® Fir Analysen ausgesuchter
Substanzen koénnen Derivatisierungsreaktionen haufig bereits aus der Literatur
tibernommen werden®-% oder missten erst entwickelt werden. Beispielsweise
konnen Zucker erst nach Silylierung Uiber den MSD detektiert werden®® oder missen
langkettige Fettsauren zu entsprechenden Fettsauremethylestern derivatisiert werden,
um chromatographisch gut auswertbare Peaks zu erzeugen.®%8” Weiterhin gibt es
Dervatisierungsreaktionen, welche exklusiv fur einzelne Medikamente entwickelt
wurden.?388-71 F{r Fragestellungen einer Intoxikation mit unbekannten Substanzen
wurden verschiedene Ansatze entwickelt, um die Identifikation einer grélieren Anzahl
an unbekannten Substanzen zu verbessern.5222572.73 Eine individuelle Derviatisierung
fur einzelne Substanzen oder Substanzgruppen kann eine langere Analysezeit
erfordern als Analysen ohne zusatzliche Derivatisierung, da beispielsweise mehrere
Analyseansatze vorbereitet und ausgewertet werden mussen. Da die technischen
Voraussetzungen und personellen Infrastrukturen der klinischen Toxikologie der UMR
im klinischen Alltag Limitationen aufweist, wird an der UMR auf eine regulare
Derivatiserung verzichtet, wodurch die 154 in diese Arbeit eingeschlossenen
Substanzen ohne Derivatisierung analysiert wurden.

Wie in Abbildung 11 und Tabelle 3 zu erkennen ist, wurden 24 von 154 in Methanol
geldéste Substanzen Uber GC/MSD ohne vorherige Derivatisierung nicht erkannt. Die
Detektion von Amlodipin wurde in der Literatur Gber HPLC Detektion beschrieben.”*-
76 Gleiches gilt fur Aripiprazol’”’8, Benazepril’®, Benperidol®®8', Bupropion®283,
Buspiron®, Fluspirilen88, Formoterol®”, Lisinopril®®8°, Naloxon%®, Nebivolol®!,
Nitrendipin®2, Paliperidon®?, Perphenazin®, Piracetam®, Pregabalin®, Quinapril®,
Reboxetin®’, Risperidon®, Salmeterol®?, Sildenafil®® Sulpirid'® und Zuclopenthixol®®,
die ebenso nicht Uber GC/MSD detektiert wurden. Tranylcypromin wurde uber
GC/MSD von Maurer et al.’" in acetylierter Form in Rattenurin detektiert. Allerdings
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wurde auch ermittelt, dass hydrolysierte Norfluoxetinfragmente als Tranylcypromin
detektiert werden, sodass eine Differenzierung nur noch tber R moglich war.
GC/MSD wird bei modernen Analysen haufig verwendet, weil es meist eine Trennung
und eindeutige ldentifizierung von Komponenten unterschiedlicher Strukturen, auch
bei ahnlichen trR ermdglicht. Zur Sensitivitdtssteigerung kann der SIM-Modus
verwendet werden, womit selektive Massen analysiert werden, um weiterhin stérende
Untergrundsignale auszublenden. Die Analyse uber GC/NPD, als selektiven Detektor,
zeichnet sich im Gegensatz dazu durch eine héhere Spezifitdt und Sensitivitat fur
Substanzen mit Stickstoff- und/oder Phosphoratomen im Molekil aus. Dadurch kann
fur einzelne Substanzen die Sensitivitat bei Verwendung einer NPD-Einheit hher sein
als unter Verwendung einer MSD-Einheit'8192.193 (Abbildung 26).

TCD
FID
ECD
NPD(N)
NPD(P)
FPD(S)
MS
(SIM) (SCAN)

10-15 10-12 10-9 106 10-3
fg Pg ng Hg mg
Abbildung 26

Sensitivitatsvergleich von haufig verwendeten GC-Detektoren04
Die Sensitivitat der MS-Einheit kann durch die Verwendung des SIM-Modus
gesteigert werden. Die NPD-Analyse kann sensitiver sein als die Analyse tber MSD.

Dieser Sachverhalt konnte auch in dieser Arbeit gefunden werden. Wie in Abbildung
12 zu erkennen ist, kann der GC/NPD fir in Methanol geléste Substanzen, zumindest
fir die verwendeten Konzentrationen, als sensitiver angesehen werden als der
GC/MSD. Demgegenuber ist aus Abbildung 13 erkenntlich, dass bei aus Plasma
extrahierten Substanzen fur einen beginnend toxischen Konzentrationsbereich eine

allgemein erhohte Sensitivitat der NPD-Einheit gegenliber der MSD-Einheit nicht zu
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bestehen scheint. Weiterhin ist aus Abbildung 13 zu erkennen, dass eine
Extraktionsanreicherung stattfand, da die Analytik tber GC/MSD und GC/NPD mehr
positive Detektionen erbrachte.

Zur Extraktion von Substanzen aus Plasma gibt es verschiedene in der Literatur
veroffentlichte Methoden.?227.105-108 |n dieser Arbeit wurde ein basischer Puffer (pH =
9,3) verwendet, um eine bessere Extraktion der mehrheitlich eher basischen
Substanzen zu erzielen. Als Extraktionsmittel wurde ein Lésungsmittelgemisch (LOMI)
gewahlt, fir welches sich ein hoheres spezifisches Gewicht als flir Wasser ergibt, so
dass nach Phasentrennung durch Zentrifugation die organische Phase als die untere
Phase erscheint. Bei einem verwendeten Volumen von 200 pyl LOMI zu 1000 pl
methanolischer Probe, ist eine maximale Anreicherung um das 5-Fache zu erwarten
gewesen. Es ist interessant, dass die ermittelten Anreicherungen teilweise weit uber
dem 5-Fachen lagen, wie man aus den Abbildungen 14 a/b und 17 a/b entnehmen
kann.

Am Beispiel von Clobazam wurde dieses > 5-fache Verhaltnis untersucht. Zunachst ist
zu bedenken, dass Clobazam einen Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizenten (log P)
von 2,12 aufweist. Somit hat Clobazam einen stark lipophilen Charakter und tritt
nahezu vollstandig in die Losungsmittelphase uber. Aus Abbildung 15 und 18 ist
weiterhin zu erkennen, dass die untersuchten Konzentrationen im dynamischen
Bereich der Nachweisgrenze der Messeinheiten flr die getestete Substanz liegen, in
dem eine grélkere Abweichung vom linearen Verhaltnis zwischen Detektorsignal und
Substanzkonzentration vorliegt.’®® Um eine Linearitdt und somit eine quantitative
Aussage in diesen Konzentrationsbereichen zu gewahrleisten miusste man flr jede zu
testende Substanz die Messeinheit neu kalibrieren. Hierbei handelt es sich um einen
Schritt der bei Intoxikationen mit unbekannten Substanzen als nicht zielfihrend
anzusehen ist, sodass sich diese Arbeit an etablierten Einstellungen orientierte.6:1%.17.22
Ein weiterer zu beachtender Aspekt liegt im verwendeten LOMI begriindet. Dieses
enthalt einen hohen Anteil an Chloroform und Essigsaureethylester, welche bei der
Injektionstemperatur von 280°C ein deutlich geringeres Volumen einnehmen als
Methanol. Da die injizierten Volumina im Grenzbereich des Linervolumens liegen, ist
folglich ein hoherer Splitverlust fur methanolische Proben anzunehmen. Die
entsprechenden Versuche hatten somit entweder bei einem deutlich vermindertem
Injektionsvolumen von ca. 0,1- 0,2 pl erfolgen sollen - wobei dann ein hoherer

Prazisionsverlust allein durch die Injektion sowie folglich ein Sensitivitatsverlust zu
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erwarten waren - oder mit einem gleichen Lésungsmittel erfolgen sollen, was bei in
Methanol geldst gelieferten Substanzen praktisch als Ausschlusskriterium anzusehen
ist. Dennoch ist an diesem Versuch zu erkennen, dass der Median des aus Plasma
extrahierten Clobazams Uber GC/NPD flr die getesteten Konzentrationen relativ
konstanter bleibt - bei ebenfalls geringer Varianz - als tber GC/MSD. Damit erscheint
der GC/NPD zumindest bei geringen Konzentrationen wiederholt sensitiver und
genauer'® (vgl. Abbildung 16 und 19).

Es konnte keine eindeutige Sensitivitatszunahme tGber GC/NPD mit steigender Anzahl
der Stickstoff- (bzw. Phosphor-)atome gezeigt werden (vgl. Abbildungen 20 und 21).
Moglicherweise liegt dies darin begrindet, dass stickstoffhaltige Substanzen Uber
GC/NPD nur detektiert werden, wenn sie in der thermischen Pyrolyse Cyanidradikale
CN- bilden.'®"9 In der Rubidiumperle des NPD reagiert CN- mit einem Elektron der
angeregten Perle, wodurch ein Cyanid-lon und ein Kation gebildet werden, welche den
Signal-Strom bilden. Zur Bildung eines Cyanidradikals muss eine C-N-Verbindung im
Molekul vorliegen. Daher werden beispielsweise Substanzen mit einer Nitrogruppe im
Molekul detektiert, aber nicht Nitratester, Ammoniak oder Stickoxide. Bereits partiell
oxidierte C-Atome, wie in Saureamide oder in Barbituraten, weisen eine geringere
Empfindlichkeit als Nitroverbindungen auf (Abbildung 27).
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Abbildung 27

Beispielhafte funktionelle, stickstoffhaltige Gruppen mit absteigender Sensitivitat tber
GC/NPD

Niktionsdure''" mit einem stickstoffhaltigen Heterozyklus bildet unter thermischer
Pyrolyse CN-:, welches mit der Rubidumperle im GC/NPD reagiert und einen
messbaren Strom erzeugt. Weniger reaktiv sind Nitroverbindungen, wie
beispielsweise  p-Nitrotoluol''2.  Partiell  oxidierte  Stickstoffatome,  wie
Carbonsaureamide3, sind wiederum weniger reaktiv in thermischer Pyrolyse.
Stickstoffhaltige Substanzen ohne C-N-Verbindung, wie Ammoniak''* und
Lachgas''®, bilden in thermischer Pyrolyse keine CN- und werden somit Uber
GC/NPD nicht detektiert.
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Nach dem Gesetz der groRen Zahlen kann man annehmen, dass sich dieser Effekt
zumindest fur Substanzen mit bis zu 3 Stickstoffatomen relativiert. Es ist interessant,
dass dies nicht zutraf.

Ein Vorteil in der Detektion Uber GC/NPD bei aus Plasma extrahierten Proben besteht
darin, dass endogene Stoffe, die kein Stickstoffatom enthalten, wie beispielsweise
Cholesterin (Abbildung 28), nicht dber GC/NPD detektiert werden. Im Vergleich der
Abbildungen 8 und 10 ist zu erkennen, dass Cholesterin tber GC/MSD einen sehr
breiten Peak im Chromatogramm erzeugt, was eine Detektion von Substanzen, die um

diesem Zeitpunkt koeluieren, erschwert bis ganzlich unmaoglich machen kann.

H.C

HO

Abbildung 28
Strukturformel von Cholesterin16

Ein Nachteil der Detektion Uber GC/NPD besteht im Fehlen einer eindeutigen
|dentifikation der Substanz im Peak. Wie in Abbildung 23 zu erkennen ist, muss ein
Uber GC/NPD detektierter Peak der zugehdrigen Substanz anhand der relativen
Retentionszeit(en) sicher zugeordnet werden. Da die Retentionszeit von aktuellen
technischen Gegebenheiten, wie der Saulenlange, dem Temperaturprofil und den
Gasdrucke abhangig ist, ist eine automatisierte, annahernd prazise
Substanzerkennung bei NPD-Nutzung prinzipiell primar nicht moglich. Folglich ergibt
sich bei Nutzung eines NPD im Allgemeinen eine deutlich verlangerte Analysezeit
durch unklare Substanzerkennungen. Im schlimmsten Fall ist eine Quantifizierung gar
nicht moglich, da beispielsweise eine endogene Substanz mit der gesuchten Substanz
koeluieren kdnnte.

Hinsichtlich der Zielstellung dieser Arbeit, ob die kombinierte GC/MSD- und GC/NPD-
Detektion von Plasmaextrakten mehr positive Analyseergebnisse erbringt, als die
alleinige Detektion Uber GC/MSD, zeigt diese Arbeit, dass tber GC/NPD sieben aus

Plasma extrahierte Substanzen bei niedrigster toxischer Konzentration detektiert
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wurden, welche Uber GC/MSD nicht registriert wurden (vgl. Abbildung 24 und Tabelle
5). Es gilt zu diskutieren, ob diese sieben Substanzen eine wie oben beschriebene
Verlangerung der Analysezeit in akuten Intoxikationssituationen durch kombinierte
Analyse Uber GC/MSD und GC/NPD rechtfertigen.

Theophyllin, als second-line Medikament, wird zur Behandlung und Verhatung einer
Bronchokonstriktionen bei  Asthma bronchiale und chronisch-obstruktiven
Lungenerkrankungen aufgrund einer Bronchodilatation durch Hemmung nicht
selektiver Phosphodiesterasen und moglicherweise auch durch eine Steigerung der
Atemmuskelkraft eingesetzt.''” Aufgrund der geringen therapeutischen Breite, treten
bei Theophyllin dosisabhangig relativ haufig unerwiinschte Nebenwirkungen auf.'8
Dazu gehdéren Ubelkeit, Erbrechen, abdominelle Schmerzen, Schlafstérungen,
Muskelkrampfe und Hypokaliamien, welche lebensbedrohliche atriale und ventrikulare
Herzrhythmusstorungen, sowie zerebrale Anfalle bedingen kénnen. Im Falle einer
Uberdosierung kénnen plétzliche Hypotonien und gastrointestinale Blutungen, sowie
zentral-nervose Symptome wie Konvulsionen bis hin zum Delir oder Koma das
klinische Bild dominieren.'® Als allgemeine MaRnahme bei Intoxikation wird zunéchst
eine intensiv-medizinische Uberwachung angesehen. Hierbei stehen die Kontrolle der
Herz-Kreislauf-Parameter und der Sauerstoffsattigung des Blutes im Fokus. Zur
Unterstutzung der Kreislauffunktion und als therapeutische Malnahme bei einer
Hypotonie, gilt es Volumen Uber intravendse Injektion zu substituieren. Bei frustraner
Blutdruckeinstellung sind vasokonstriktorisch wirksame Substanzen, wie Dopamin,
indiziert. Bei Bradykardie ist Atropin indiziert.'?° Zum Krampfschutz ist gegebenenfalls
die Applikation von Diazepam, sowie Sauerstoff- und Volumenzufuhr'?! indiziert. Bei
bedrohlichen Herzrhythmusstérungen ist bei Asthmatikern darauf zu achten, dass kein
Propanolol, sondern Verapamil verwendet wird.'?2 Unter der Therapie mit Theophyllin
sind regelmaRige Serumspiegelkontrollen indiziert''”, weshalb in den meisten klinisch
pharmakologischen Laboratorien spezifische Analysemethoden fur Theophyllin
existieren. Patienten, die mit Theophyllin eingestellt wurden, sind meist in der Klinik
bekannt. In vermuteten Fallen einer Intoxikation kann der Patienten selbst oder eine
Bezugsperson aus seinem naheren Umfeld eine Assoziation zu Theophyllin herstellen.
Zur Detektion von Theophyllin wurden viele Untersuchungsansatze getestet und
etabliert. So gibt es Radioimmunassays'?®, HPLC-Methoden'?4125 chemilumineszenz
Immunassays'?6'27 und Nachweise basierend auf selbstorganisierte RNA Gold-
basierten Nanopartikel.'?® Theophyllin stellt aufgrund seiner geringen, therapeutischen
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Breite die einzige Substanz mit hoher toxischer Relevanz dar, welche Uber die
Kombination bei GC/MSD und GC/NPD Analyse detektiert wurde. Dennoch ist
aufgrund des zeitlichen Mehraufwands der Detektion Uber GC/NPD und in der Literatur
beschriebenen, alternativen Nachweismethoden, die eine sichere Analyse gewahren,
die Detektion Uber GC/NPD nicht zu empfehlen.

Paroxetin als Antidepressivum der selektiven Serotonin-Reuptake-Inhibitoren ist bei
depressiven Erkrankungen, Zwangsstorungen, Panikstérungen und (generalisierten)
Angststérungen indiziert.'?® Eine Uberdosierung von Paroxetin &uBert sich
vornehmlich in einem Serotoninsyndrom.''®130 Hierbei handelt es sich um einen
akuten Symptomkomplex, der sich vielfaltig und rasch beginnend manifestiert.’3" Oft
ahneln die Symptome grippalen Infekten mit Tachykardie, Hypertonie und
Hyperthermie. Hinzu kommen Mydriasis, Nausea, Erbrechen, Myoklonien, Ataxien,
Konvulsionen und Tremor bis hin zum Delir. Bisher gibt es kein spezifisches Antidot
fur therapiepflichtige Uberdosierungen von Paroxetin. Vielmehr gilt die
symptomatische Therapie unter allgemein intensiv-medizinischer Uberwachung als
Leittherapie. Aufgrund des moglichen Serotoninsyndroms stellt Paroxetin eine
diskussionswuirdige Begrindung flr eine kombinierte Analyse Uber GC/MSD und
GC/NPD in akuten Intoxikationssituationen dar. Andererseits weist Paroxetin eine
grofe therapeutische Breite auf und gilt im Falle einer Intoxikation in der Literatur unter
intensiv-medizinischer Versorgung als gut behandelbar'®?, sodass es keine harte
Indikation flr eine kombinierte Analyse Uber GC/MSD und GC/NPD in akuten
Intoxikationssituationen darstellt.

Opipramol ist als trizyklisches Antidepressivum zur Therapie von Depressionen, die
von Angststorungen, Nervositat und Schlafstorungen begleitet werden, indiziert.
Aulerdem kann es zur Behandlung psycho-vegetativer Symptome zu Beginn der
Menopause verwendet werden. Eine Uberdosierung von Opipramol stellt sich durch
neuro-psychischen Veranderungen wie Schlafrigkeit, Benommenheit bis hin zum
Stupor dar. Es kdnnen sich auch Schlaflosigkeit, Unruhe und verstarkte Angst
ausbilden. Zur kardiovaskularen Symptomatik kénnen Hypotonie, Tachy- (oder
Bradykardie) und EKG-Veranderungen gehoren.'® Fir eine Intoxikation mit Opipramol
gibt es bisher kein etabliertes Antidot, obwohl es bereits Ansatze gibt durch Lipsomen
Opipramol im Plasma des Patienten zu binden und somit in inaktiver, gebundener
Form zu eliminieren.'3® Wieder ist die allgemein intensiv-medizinische Betreuung der

Goldstandard. Opipramol ist eine haufig nachgewiesene Substanz in Fallen einer
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akzidentiellen oder suizidalen Intoxikation.’3* Da Opipramol als trizyklisches
Antidepressivum durch kommerziell erhaltliche Immunassays erfasst wird, kann im
Intoxikationsfall die Verwendung eines solchen einen Hinweis, zumindest auf das
Vorhandensein eines trizyklischen Antidepressivums, geben und kann somit einer
kombinierten Analyse Uber GC/MSD und GC/NPD zur weiterfihrenden Diagnostik
Uberlegen sein.

Isradipin und Nitrendipin, als Calciumantagonisten vom Dihydropyridin-Typ, sind zur
Therapie der essentiellen Hypertonie indiziert. Intoxikationen aufleren sich
vordergrundig durch kardiovaskulare Wirkungen in Form von palpatorischen
Tachykardien oder seltener Bradykardien, ventrikularen Arrythmien und Hypotonien
mit Synkopen/Prasynkopen. Seltener kann es zu Bronchospasmen kommen''® oder
zu einer dynamischen Herzinsuffizenz.'3® Die intensiv-medizinische Uberwachung
zahlt auch hier als Goldstandard in der Versorgung des Patienten. Zu den einzigen,
spezifischen Mallnahmen bei einer Intoxikation mit Calciumantagonisten zahlen bei
schwerer Bradykardie (HF < 40/min.) oder Hypotonie (RR syst. < 80 mmHg) die
zusatzliche Applikation von Calcium sowie Insulin/Glukagon i.v..12%136 Da die
Empfehlung dieser spezifischen Malinahmen allerdings keinen hohen Evidenzgrad
hat'37.138 es bisher nur wenige beschriebene Intoxikationsfalle in der Literatur gibt'3°
und die therapeutische Breite fur Isradipin grof} ist bzw. flr Nitrendipin keine niedrigste
toxische Konzentration beschrieben wurde®, stellen Isradipin und Nitrendipin keine
Begrindung fir eine kombinierte Analyse Uber GC/MSD und GC/NPD in akuten
Intoxikationssituationen dar.

Pregabalin wird als y-Aminobuttersaure-Analogon zur Behandlung peripherer und
zentraler, neuropathischer Schmerzen, bei generalisierten Angststérungen und zur
supportiven Therapie bei Epilepsien mit partiellen Anfallen verwendet.'*° Bei einer
Uberdosierung dominieren zentral-neuronale Symptome wie Lethargie, Somnolenz,
Apathie, Verwirrtheit und Sedierung.!'® Weiterhin ist beschrieben, dass Pregabalin
kardiale Wirkungen in Form von Tachykardien und AV-Blocke 1° verursacht.!41.142
Neben der allgemeinen, intensiv-medizinischen Betreuung, gibt es keine spezifische
Behandlung bei einer Uberdosierung von Pregabalin. Allerdings sind Therapien mit
Hamodialyse beschrieben worden, wobei die Detektion der Substanz Uber HPLC
erfolgte.’*® Weiterhin erklart die Herstellerfirma, dass es keinen in der Literatur

beschriebenen Fall gibt, bei dem Pregabalin als Todesursache festgestellt wurde.'#
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Unter diesen Aspekten stellt Pregabalin keine Begrindung flr eine kombinierte
Analyse Uber GC/MSD und GC/NPD in akuten Intoxikationssituationen dar.

Sildenafil als Phosphodiesterase-V-Hemmer ist zur Behandlung erektiler
Dysfunktionen und bei pulmonal arterieller Hypertonie zur Verbesserung der
korperlichen Leistungsfahigkeit indiziert. Sildenafil gilt in der Literatur als wenig
relevant in Bezug auf Intoxikationsversuche.'® Da es dennoch einen Bericht liber eine
Intoxikation mit letalem Ausgang gibt'*® und es als Life-Style-Substanz haufig
verwendet wird, wurde Sildenafil mit in diese Arbeit aufgenommen. Symptome einer
Uberdosierung sind palpatorische Tachykardien, Hypo- oder Hypertonien und
folgende Somnolenz.'® Zusatzliche, gegebenenfalls zu therapierende Symptome
stellen der Priapismus und eine prolongierte Erektion dar.'’ Die allgemein intensiv-
medizinische Betreuung gilt im Falle einer Intoxikation mit Sildenafil ebenfalls als
Standard. Nachdem es in der Literatur nur wenige Berichte Uber komplizierte
Uberdosierungen und keine beschriebene, niedrigste toxische Konzentration® gibt,
stellt Sildenafil keine Begrindung fur eine kombinierte Analyse Uber GC/MSD und

GC/NPD in akuten Intoxikationssituationen dar.
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6. Schlussfolgerung und Thesen
6. A Schlussfolgerung

Es ist moglich durch kombinierte GC/MSD- und GC/NPD-Detektion von Plasmaproben
eine hohere Anzahl von potentiell toxischen Substanzen zu erkennen als bei alleiniger
Detektion Uber GC/MSD, da die meisten Substanzen Stickstoff im Molekul enthalten.
Ein Vorteil bei der Analyse Uber GC/NPD stellt das Nichtdetektieren endogener
Substanzen, wie Cholesterin, dar. Somit kann die Detektion von Substanzen, die
zeitlich um diese endogenen Substanzen koeluieren Uber GC/NPD einfacher sein. Von
den sieben der 145 untersuchten Substanzen, die in dieser Arbeit aus Plasma
extrahiert Uber GC/NPD zusatzlich zu GC/MSD bei niedrigster toxischer Konzentration
detektiert wurden, ist nur Theophyllin von hoher toxikologischer Relevanz und
Paroxetin aufgrund eines madglichen Serotoninsyndroms als diskussionswiurdig zu
erachten. Aufgrund des zeitlichen Mehraufwandes bei der Erkennung von Substanzen
uber GC/NPD, dem Fehlen einer raschen und sicheren l|dentifikation bei GC/NPD-
Analytik und dem Bestehen von alternativen Nachweismethoden fur Theophyllin bzw.
dem Fehlen eines spezifischen Antidots fir Paroxetin in begrindeten
Intoxikationsfallen, ergibt sich durch die vorliegende Arbeit bei der Anwendung eines
modernen GC/MSD keine Empfehlung fur eine kombinierte Verwendung von GC/MSD
und GC/NPD zur qualitativen Analyse in akut Kklinisch-toxikologischen

Notfallsituationen mit unbekannten Substanzen.
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6.B Thesen

1)

2.)

3)

4.)

5.)

6.)

7))

8.)

9.)

10.)

Gaschromatographische Analysen sind Standard zur Identifikation von
unbekannten Substanzen bei akuter Intoxikation.

Schwerflichtige und thermolabile Molekule stellen Limitationen der Analyse
uber gaschromatographische Verfahren dar.

Durch Derivatisierungsreaktionen konnen diese Limitationen teilweise
umgangen werden, verlangern allerdings die Analysezeit.

Bei obersten therapeutischen Konzentrationen von in dieser Arbeit
verwendeten Substanzen ist die Detektion uber GC/NPD sensitiver als uber
GC/MSD.

Bei niedrigsten toxischen Konzentrationen aus Plasma extrahierter
Substanzen wurden Uber GC/MSD mehr Substanzen detektiert als Uber
GC/NPD.

Durch kombinierte Detektion Uber GC/MSD und GC/NPD wurden mehr
Substanzen detektiert als bei alleiniger Analyse tber GC/MSD.

Uber GC/NPD werden endogene Substanzen, die keine Stickstoff- oder
Phosphoratome im Molekul tragen, nicht detektiert.

Aufgrund des Fehlens einer sicheren Identifikation nach GC/NPD besteht ein
zeitlich deutlicher Mehraufwand zur Substanzerkennung entsprechender
Peaks durch weitere Analysen.

Theophyllin und Paroxetin stellen die einzigen toxikologisch relevanten bzw.
diskutablen Substanzen dar, welche in niedrigster toxischer Konzentration
uber GC/NPD aber nicht iber GC/MSD erkannt wurde.

In akut klinisch-toxikologischen Notfallsituationen mit unbekannten
Substanzen ist die kombinierte Analyse Uber GC/MSD und GC/NPD nicht

empfehlenswerter als die alleinige Analyse tber GC/MSD.
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9.

Anhang

Anhang 1
Einzelsubstanzen
Toxikologie der UMR zwischen den Jahren 1998-2012

der

Medikamentengruppen

der

forensischen

| Benzodiazepine ‘ Antidepressiva ‘ NSAR ‘ Opioide | Neuroleptika ‘ Antiepileptika | Weitere
Diazepam Doxepin Paracetamol Tramadol Promethazin Carbamazepin | Diphenhydramin
(61) (30) (34) (7) (14) (26) (15)
Midazolam Citalopram Ibuprofen Methadon Quetiapin Phenobarbital Lidocain
(16) (16) (15) (13) ®) ) (12)
Zopiclon Mirtazapin Metamizol Morphin Clozapin Lamotrigin Metoprolol
(1) (15) (12) (11) @ O (10)
Zolpidem Amitriptylin ASS Oxycodon Levomepromazin Propranolol
@) (13) (6) (6) ®) (6)
Flunitrazepam Venlafaxin Codein Haloperidol Doxylamin
®) C) 4) 4) (5)
Nitrazepam Duloxetin Fentanyl Chlorprothixen Furosemid
®) 4) 4) ©) (3)
Lorazepam Clomipramin Buprenorphin Melperon Ketamin
®3) ®3) ®3) ®3) (3)
Clonazepam Imipramin Dihydrocodein Amisulprid Digitoxin
@) (©) ) (1 2
Medazepam Mianserin Hydromorphon Pipamperon Barbital
) ®3) M O Q)]
Bromazepam Opipramol Trazodon Clonidin
O (©) (1) Q)]
Trimipramin Fluvastatin
(©) ()]
Sertralin Formaldehyd
) Q)]
Bupropion konz. HCI
O Q)]
Desipramin Levamisol
1 Q)]
Fluoxetin Parathion
O (1
Paroxetin Pentobarbital
1 (1
Sildenafil
Q)]
Thiopental

(N

Die dargestellt Tabelle listet in Reihenfolge aufsteigender Detektionsereignisse die
von der forensischen Toxikologie der UMR detektierten Medikamente zwischen den
Jahren 1998-2012 auf. Die in Klammern dargestellten Werte zeigen die absoluten
Detektionen an.
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Anhang 2
Einzelsubstanzen der Medikamentengruppen der klinischen Toxikologie

der UMR zwischen den Jahren 2009-2013

. . . . Opioide/ . Antiepileptika/ .
Benzodiazepine | Antidepressiva Narkotika NSAR Neurolpetika Psychopharmka Weitere
Diazepam Citalopram Propofol Ibuprofen Promethazin Carbamazepin | Diphenhydramin
(107) (85) (129) (94) (61) (94) (80)
Midazolam Mirtazapin Fentanyl Paracetamol Pipamperon Clomethiazol Mitotan
(83) @7 (56) (92) (48) (15) (45)
Nordiazepam Venlafaxin Tramadol Metamizol Quetiapin Valproinsaure Doxylamin
(56) (76) (49) (80) (45) (14) (44)
Lorazepam Doxepin Sufentanil ASS Clozapin Lamotrigin Thiopental
(25) (58) (26) (20) 31) (13) (34)
Zolpidem Trimipramin Oxycodon Flupirtin Tiaprid Lithium Pentobarbital
(25) (28) (23) (20) (30) (13) (28)
Zopiclon Amitriptylin Tilidin Diclofenac Olanzapin Pregabalin Metoclopramid
(23) (18) (22) (11) (7) (1) (14)
Tetrazepam Fluoxetin Piritramid Naproxen | Levomepromazin Gabapentin Baclofen
(10) (13) (21) ) (13) (8) (13)
Medazepam Paroxetin Hydromorphon Risperidon Oxcarbazepin Bisoprolol
) (12) (13) (13) ©) (12)
Alprazolam Opipramol Codein Chlorprothixen Biperiden Metoprolol
6) (10) (12) (11) 4) (11)
Oxazepam Nortriptylin Morphin Levetiracetam Phenobarbital Methylphenidat
®) 8) (10) (10) (3) 9)
Clobazam Clomipramin Tapentadol Haloperidol Topiramat Metformin
4) (6) (8) @) 3) @)
Clonazepam Duloxetin Buprenorphin Perazin Dextrometorphan Ketamin
4) (6) (7) (4) 2 @)
Flurazepam Reboxetin Methadon Sulpirid Primidon n.n.bez. -
®3) ®3) 7 “4) ) Blocker (s)
n.n.bez. Sertralin Etomidat Melperon Ziprasidon Coffein
(324) ®3) (5) ) ) ®)
Imipramin Nortilidin Aripiprazol Amisulprid Theophyllin
@) (5) 0 (M ®)
Maprotilin Remifentanil Flupentixol Memantin Atenolol
1 (5) O (M 4)
Tranylcypromin | Hydrocodon Phenytoin Glibenclamid
(1 (1) (1M 4)
n.n.bez. Norpethidin Piracetam Ramipril
(92) (1) (M 4)
Pethidin Verapamil
(1) 4)
n.n.bez. Amlodipin
(1) ©)
Benazepril
®)
Digitoxin
©)
Ranitidin
®)
Trimethoprim
©)
Urapidil
®)
Amlodipin
@)
Atropin
@)
Clonidin
@)
Diltiazem
@
Prinidol
@

Xylometazolin

@)
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Amantadin
(1
Butylscopalamin
(1
Captopril
)
Chinin
(1)
Chloroquin
(1
Flecainid
(1)
Furosemid
(1
Gallopamil
(1)
Levamisol
(1
Loperamid
(1
Loratadin
(1
Methotrexat
(1
Metronidazol
(1
Sildenafil
(1
Sumatriptan
(1

Die dargestellt Tabelle listet in Reihenfolge aufsteigender Detektionsereignisse die
von der klinischen Toxikologie der UMR detektierten Medikamente zwischen den
Jahren 2009-2013 auf. Die in Klammern dargestellten Werte zeigen die absoluten

Detektionen an.

n.n.bez. Beschreibt nicht ndher definierte Substanzen der jeweiligen Gruppe.
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Anhang 3
Substanzhersteller

Substanz

Hersteller

4-Methylamino-Antipyrin
Alfentanil
Alprazolam
Amantadin
Amitriptylin
Amitriptylinoxid
Amlodipin
Aripiprazol
Atenolol
Atropin
Baclofen
Benazepril
Benperidol
Biperiden
Bisoprolol
Bromazepam
Brotizolam
Buprenorphin
Bupropion
Buspiron
Butylscopalamin
Captopril
Cetirizin
Chloroquin
Chlorprothixen
Citalopram
Clobazam
Clomethiazol
Clomipramin
Clonazepam
Clopidogrel
Clozapin
Codein

Coffein
Desipramin
Dextrometorphan
Diazepam
Diclofenac
Dihydrocodein
Diltiazem
Dimethoat
Dimetinden
Diphenhydramin
Donepezil

Biozol Diagnostics Vertrieb GmbH (Eching)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

LGC Standards GmbH (Wesel)
Ratiopharm GmbH (Ulm)

Bayer (Leverkusen)

Bayer (Leverkusen)

Hexal AG (Holzkirchen)

Bristol-Myers Squibb GmbH & Co KgaA (Miinchen)
LGC Standards GmbH (Wesel)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen)
Novartis Pharma GmbH (Zwickau)

Neuraxpharm Arzneimittel GmbH (Langenfeld)
Neuraxpharm Arzneimittel GmbH (Langenfeld)
LGC Standards GmbH (Wesel)

Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Delpharm Reims (Reims, Frankreich)

LGC Standards GmbH (Wesel)

Aspem Bad Oldesloe GmbH (Bad Oldesloe)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Haupt Pharma Wiulfing GmbH (Gronau/Leine)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Betapharm (Augsburg)

Bayer (Leverkusen)

LGC Standards GmbH (Wesel)

H. Lundbeck A/S (Kopenhagen, Danemark)
LGC Standards GmbH (Wesel)

Nycomed GmbH (Singen)

LGC Standards GmbH (Wesel)

kohlpharma GmbH (Merzig)

Sanofi Winthrop Industries (Paris, Frankreich)
LGC Standards GmbH (Wesel)
Zentralapotheke der Universitatsmedizin Rostock
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Darmstadt)

LGC Standards GmbH (Wesel)

Hexal AG (Holzkirchen)

LGC Standards GmbH (Wesel)

LGC Standards GmbH (Wesel)

Dr. Ehrenstorfer GmbH (Hamburg)

Novartis Pharma GmbH (Zwickau)
Hevert-Arzneimittel GmbH & Co. KG (Nussbaum)
LGC Standards GmbH (Wesel)
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Substanz Hersteller

Doxepin Roche Pharma AG (Mannheim)

Doxylamin Krewel Meuselbach GmbH (Eitorf)

Duloxetin lilly Pharma Fertigung und Distribution GmbH (Gief3en)
Enalapril Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Ethosuximid

Etomidat Janssen-Cilag GmbH (Neuss)

Felodipin LGC Standards GmbH (Wesel)

Fentanyl Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Flecainid Weimer Pharma GmbH (Rastatt)

Flumazenil hameln pharmaceuticals GmbH (Hameln)
Flunarizin Ratiopharm GmbH (Ulm)

Fluoxetin LGC Standards GmbH (Wesel)

Flupentixol Bayer (Leverkusen)

Fluphenazin Neuraxpharm Arzneimittel GmbH (Langenfeld)
Flupirtin AWD.pharma GmbH & Co. KG (Radebeul)
Flurazepam Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Fluspirilen Janssen-Cilag GmbH (Neuss)

Fluvoxamin Solvay Duphor B.V. (Wesp, Niederlande)
Formoterol

Gabapentin Pfizer (Freiburg im Breisgau)

Gallopamil Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Haloperidol Janssen-Cilag GmbH (Neuss)

Hydrocodon LGC Standards GmbH (Wesel)
Hydromorphon Mundipharma GmbH (Limburg)

Ibuprofen Janssen-Cilag GmbH (Neuss)

Imipramin Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Isradipin LGC Standards GmbH (Wesel)

Ketamin Inresa Arzneimittel GmbH (Freiburg im Breisgau)
Lamotrigin LGC Standards GmbH (Wesel)

Lercanidipin
Levetiracetam
Levomepromazin
Lisinopril
Lorazepam
Maprotilin
Medazepam
Melperon
Memantin
Methadon
Methylphenidat
Metoclopramid
Metoprolol
Mianserin
Midazolam
Mirtazapin
Mitotan
Moclobemid
Morphin

LGC Standards GmbH (Wesel)

LGC Standards GmbH (Wesel)

Bayer (Leverkusen)

LGC Standards GmbH (Wesel)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Nycomed GmbH (Singen)

Hexal AG (Holzkirchen)

Merz Pharma GmbH + Co. KGaA (Frankfurt am Main)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

LGC Standards GmbH (Wesel)
Kali-Chemie Pharma GmbH (Hannover)
AstraZenaca GmbH (Wedel)

Thiemann Arzneimittel GmbH (Waltrop)
LGC Standards GmbH (Wesel)

N.V. Organon (Oss, Niederlande)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

LGC Standards GmbH (Wesel)

Hexal AG (Holzkirchen)
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Substanz Hersteller

Naloxon Merckle GmbH (UIm)
Nebivolol Sigma-Aldrich (Darmstadt)
Nefopam 3 M Metica (Barken)

Nifedipin Bayer (Leverkusen)

Nilvadipin Sigma-Aldrich (Darmstadt)
Nimodipin Sigma-Aldrich (Darmstadt)
Nisoldipin LGC Standards GmbH (Wesel)
Nitrendipin Bayer (Leverkusen)
Nordiazepam LGC Standards GmbH (Wesel)
Nortilidin Sigma-Aldrich (Darmstadt)
Nortriptylin LGC Standards GmbH (Wesel)

O-Desmethyl-Venlafaxin
Olanzapin
Opipramol
Oxazepam
Oxcarbazepin
Oxycodon
Paliperidon
Paracetamol
Paroxetin
Pentobarbital
Perazin
Perphenazin
Phenobarbital
Phenprocoumon
Phenytoin
Pipamperon
Piracetam
Piritramid
Pregabalin
Primidon
Promethazin
Propofol
Prothipendyl
Quetiapin
Quinapril
Ramipril
Reboxetin
Risperidon
Rivastigmin
Salmeterol
Sertralin
Sildenafil
Sulpirid
Sultiam
Tapentadol
Tetrazepam
Theophyllin

LGC Standards GmbH (Wesel)

lilly Pharma Fertigung und Distribution GmbH (Gief3en)

Novartis Pharma GmbH (Zwickau)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

LGC Standards GmbH (Wesel)
LGC Standards GmbH (Wesel)

Bristol-Myers Squibb GmbH & Co KgaA (Miinchen)

Sigma-Aldrich (Darmstadt)

LGC Standards GmbH (Wesel)

Neuraxpharm Arzneimittel GmbH (Langenfeld)
kohlpharma GmbH (Merzig)

LGC Standards GmbH (Wesel)

LGC Standards GmbH (Wesel)

Destin Arzneimittel GmbH (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

UCB Pharma GmbH (Monheim am Rhein)
Janssen-Cilag GmbH (Neuss)

LGC Standards GmbH (Wesel)

LGC Standards GmbH (Wesel)

Neuraxpharm Arzneimittel GmbH (Langenfeld)
LGC Standards GmbH (Wesel)

AWD.pharma GmbH & Co. KG (Radebeul)
LGC Standards GmbH (Wesel)

LGC Standards GmbH (Wesel)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Pharmacia Italia S.p.A. (Milano, Italien)

LGC Standards GmbH (Wesel)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

LGC Standards GmbH (Wesel)

LGC Standards GmbH (Wesel)

LGC Standards GmbH (Wesel)

Sanofi Winthrop Industries (Paris, Frankreich)
LGC Standards GmbH (Wesel)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

LGC Standards GmbH (Wesel)

Nycomed GmbH (Singen)
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Substanz Hersteller

Thiopental Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Tiaprid Sanofi Aventis Deutschland GmbH (Frankfurt am Main)
Timolol Chauvin ankerpharm GmbH (Berlin)

Topiramat LGC Standards GmbH (Wesel)

Tramadol Merckle GmbH (Ulm)

Tranylcypromin Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Trazodon Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Trimipramin
Valproinsaure
Venlafaxin
Verapamil
Zolpidem
Zopiclon
Zuclopenthixol

LGC Standards GmbH (Wesel)

Sanofi Aventis Deutschland GmbH (Frankfurt am Main)
Sigma-Aldrich (Darmstadt)

Abbott GmbH & Co. KG (Wiesbaden)

Sigma-Aldrich (Darmstadt)

LGC Standards GmbH (Wesel)

LGC Standards GmbH (Wesel)
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