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Einleitung

1. Einleitung:

Metabolische Studien sind von wesentlicher Bedeutung fir die Beurteilung der
Unbedenklichkeit und Wirksamkeit von Arzneimitteln. Solche Studien ergeben ein besseres
Verstandnis der Wirkungsweise, der Toxizitdt, und der Interaktion mit anderen
Medikamenten. Sie erkldren auch die biochemischen Reaktionsmechanismen, die an der
Biotransformation und der Toxizitat der Wirkstoffe beteiligt sind [1].

In der forensischen Toxikologie ist die Kenntnis der metabolischen Prinzipien von
Bedeutung, um die richtige Wahl einer biologischen Probe flr die Analyse zu treffen und
um die Anwesenheit und Konzentration der Metabolite einer Substanz aus den Ergebnissen
der toxikologischen Untersuchungen zu interpretieren. Der Nachweis von Metaboliten bei
klinischen oder postmortalen Proben ist ein wichtiger Beweis flr die Exposition mit der

Muttersubstanz - insbesondere wenn diese selbst nicht mehr nachweisbar ist.

General-Unknown-Analysen sind eine fortlaufende Herausforderung der klinischen und
forensischen Toxikologie [2]. Diese Herausforderung wird mit einem gut geplanten, und
systematischen analytischen Ansatz - der systematischen toxikologischen Analyse (STA) -
umschrieben und beinhaltet die Anwendung einer geeigneten analytischen Strategie fiir die
Suche nach potentiell toxischen Verbindungen und deren Metaboliten in biologischen

Proben.

Der Prozess der STA umfasst die Probenahme, die Probenvorbereitung, die Auftrennung der
Bestandteile, sowie deren Identifizierung und Quantifizierung. In der forensischen
Toxikologie muss wegen der schwerwiegenden rechtlichen Folgen gerichtlicher Félle
besondere Betonung auf die Qualitat und die Zuverlassigkeit analytischer Ergebnisse gesetzt

werden.

In der systematischen toxikologischen Analyse ist die eindeutige Identifizierung von
Metaboliten sehr wichtig, weil dieses die Richtigkeit der qualitativen Ergebnisse erhoht und
man zudem haufig zusétzliche Informationen tber die Art und Weise und den Zeitpunkt der
Giftanwendung erhdlt. Dartiber hinaus konnen Metabolite wesentlich zu den toxischen
Wirkungen beitragen. Mogliche Aussagen aus der Anwesenheit und der Konzentrationen
von Wirkstoffmetaboliten, die fir forensische wie fir klinische Fragestellungen in gleicher

Weise niitzlich sein kdnnen, lassen sich wie folgt zusammenfassen:

- Angaben zur Art der Aufnahme.
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- Identifizierung der aufgenommenen toxischen Substanz, wenn nur noch Metabolite
nachweisbar sind oder unter Nutzung der Metabolite als zusétzliches Identifizierungs-

Kriterium.

- Abschéatzung der aufgenommenen Menge der toxischen Substanz oder zu deren vorher
im Blut vorhanden gewesenen Konzentration aus Konzentrationsangaben der
Metabolite.

- Angaben zum zeitlichen Verlauf der Vergiftung aus den Konzentrationsverhéltnissen
von Wirkstoff zu Metabolit oder der Metaboliten untereinander. Hier ist vor allem der
Zeitpunkt der Giftaufnahme vor der Probenentnahme, bzw. bei Todesfallen die

Uberlebenszeit nach der Giftaufnahme von Interesse.

Bei therapeutischen oder subtherapeutischen Dosen sind die Wirkstoffe in biologischen
Proben (z. B. Blut oder Urin) in der Regel in sehr niedrigen Konzentration enthalten, aber
ihre primare Metabolite kénnen in héheren Konzentrationen vorliegen. Der Nachweis von
Metaboliten wird bei jenen Wirkstoffen wichtig, die bei niedrigen Dosen/Konzentrationen
wirksam sind und/oder extensiv durch die First Pass Biotransformation abgebaut werden,
wie zum Beispiel Diltiazem [3].

Techniken, die derzeit hauptsachlich zur STA in der klinischen und forensischen
Toxikologie angewendet werden sind: Immunoassays, Dinnschichtchromatographie (TLC),
Hochleistungs-Dunnschichtchromatographie (HPTLC), Hochdruckflussigchromatographie
(HPLC) mit UV- oder Diodenarray-Detektion (LC-UV oder LC-DAD) und die
Gaschromatographie (GC) mit verschiedenen Detektoren, insbesondere mit der Massen-

spektrometrie.

Immunoassays werden meist als einleitendes Screening angewendet. Positive Ergebnisse
missen mit anderen Techniken bestatigt werden. Der Vorteil der klassischen TLC ist die
einfache und kostengunstige Instrumentierung [4]. Sie eignet sich flr viele Arten von
Verbindungen. Jedoch fehlt die Spezifitat, auch wenn korrigierte Rf-Werte, in-situ-UV-

Spektren und Farbreaktionen fur die Identifikation benutzt werden.

Die GC mit Stickstoff-selektivem Detektor wurde - vor allem fur das Screening von héufig
eingesetzten Medikamenten - die Methode der Wahl. Die GC gekoppelt mit der
Massenspektrometrie (GC-MS) hat sich aufgrund ihrer groflen Anwendungsbreite fir
verdampfbare oder gasférmige Substanzen und wegen der hohen chromatographischen
Trennleistung von Kapillarsédulen in vielen Bereichen der analytischen Chemie, unter

anderem auch in der forensischen Toxikologie, bewéhrt [5].
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Die hohe Trennleistung, die Spezifitdt und Reproduzierbarkeit der EI-Massenspektren und
die sehr umfangreichen spektralen Bibliotheken sind die wichtigsten Vorteile des GC-MS,
auch wenn ihre Eignung fur polare, thermolabile oder hochmolekulare Verbindungen
eingeschrankt ist. Dartiber hinaus ist die VVorbereitung der Probe, die neben der Extraktion
auch oft eine Derivatisierung erfordert, haufig komplex und zeitaufwendig. Die LC hat den
Vorteil, auch fir schwerfliichtige und thermolabile Verbindungen angewendet werden zu
kénnen, da die Verbindungen nur in einem geeigneten Losemittel I6slich sein missen.
Allerdings ist die Trennleistung begrenzt. Fur eine zuverldssige ldentifizierung ist ein
spezifisches Nachweisverfahren wie das UV-Spektrum in der HPLC-DAD [6] oder das
Massenspektrum in den verschiedenen LC-MS-Kopplungen [7,8] erforderlich.

Seit der Einfihrung der lonisation unter atmospharischen Druck (Atmospheric Pressure
lonization, API) Mitte der 1970er Jahre [9,10], welche eine einfache Kopplung der
Flussigchromatographie mit einem Massenspektrometer ermdglichte, wurden die LC-MS-
Systeme zu einer der Hauptstltzen der Analyse von Drogen und Medikamenten, sowie ihrer
Metaboliten.

In neuerer Zeit ermdglichten es die linearen lonen-Trap (LIT) und die Time-of-Flight (TOF)
Massenspektrometer [11,12], die eine noch hohere Empfindlichkeit und Selektivitat
besitzen, die elementare Zusammensetzung (Summenformel) von monoisotopischen
Molekilionenpeaks und ihre Fragment-lonen aus der exakten Masse zu berechnen. Mit
Verbesserungen der Kontroll- und Auswertungssoftware werden LC-TOF-MS-Systeme in
der Zukunft eine immer groRere Rolle bei Metabolismusstudien und Biomarker-

Identifizierung spielen.

Die hochaufgeloste Massenspektrometrie nach Elektrospray-lonisierung (ESI) oder die
chemische lonisation bei Atmosphédrendruck (APCI) erleichtern die Erkennung von
Wirkstoffen und Metaboliten in biologischen Proben. Viele Biotransformationsreaktionen,
z.B. Oxidation, Hydroxylierung, Desalkylierung, Hydrolyse und Reduktion kénnen erkannt
werden. Weitere Bestatigungen und/oder Strukturaufklarungen der Metaboliten sind mit der
Vielfalt der MS-MS-Plattformen oder durch LC-MS/MS mit Fragmentierung durch

Kollisionsinduzierte Dissoziation (ESI-CID) mdglich.

In dieser Promotionsarbeit soll die Rolle der Metabolite in der systematischen toxikologi-
schen Analyse durch kombinierte Anwendung der Hochleistungs-Flussigchromatographie
mit Photodiodenarray-Detektor (HPLC-DAD) und der Flussigchromatographie-Flugzeit-
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Massenspektrometrie (LC-TOF-MS) auf akute berlebte Vergiftungsféalle und auf Todesfélle

untersucht werden. Dabei waren folgende Aufgaben zu lgsen:

- Vergleichende Untersuchung einer groRen Zahl von Blutproben von Vergiftungsfallen
mittels HPLC-DAD und LC-TOF-MS. Hierbei war das im Institut fir Rechtsmedizin der
Charité entwickelte System von Probenaufbereitung und HPLC-DAD Untersuchung [6]

Zu nutzen.

- Vergleich der durch HPLC-DAD und LC-TOF-MS in der STA erhaltenen
Chromatogramme und Zuordnung von HPLC-DAD Peaks zu bestimmten Metaboliten
mit Hilfe der MS Spektren.
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2. Theoretischer Teil

Die vorliegende Arbeit basiert einerseits auf den Grundlagen zum Metabolismus toxischer
Substanzen im menschlichen Korper und erfordert andererseits den Einsatz spezieller
analytischer Verfahren. Daher sollen in diesem Kapitel die wesentlichen Prinzipien der
Biotransformation von Wirkstoffen und die Funktionsweise der HPLC-DAD und der LC-
TOF-MS als Voraussetzung fiir das Verstandnis der Arbeit auf der Basis der aktuellen

Literatur dargelegt werden.
2.1 Metabolismus von Wirkstoffen

Ein Wirkstoff (Medikament oder Gift) durchlduft im menschlichen Korper folgende Stufen:
Resorption, Verteilung, Metabolismus und Ausscheidung (Englisch ADME-Konzept:
Absorption, Distribution, Metabolization and Excretion) [13]. Die Teilschritte sind in
Abbildung 2.1 dargestellt.

Das Ziel des Metabolismus ist, in die Wirkstoffe hydrophile Gruppen einzufligen, so dass sie
besser wasserloslich werden und leichter durch die Nieren ausgeschieden werden konnen.
Geeignete strukturelle Anderungen der Wirkstoffmolekiile erhohen ihre Wasserloslichkeit,
verringern ihre Fettldslichkeit und beschleunigen die Geschwindigkeit der Ausscheidung mit
dem Urin. Die Biotransformationenprozesse lassen sich in zwei Phasen (I und 1l) teilen, die
haufig, aber nicht immer, sequenziell auftreten [14-16]. Der Phase-1-Metabolismus wird
dominiert von der microsomalen mischfunktionalen Monooxigenase, dem Cytochrom P450.
Es ist bekannt, dass dieses System sowohl am Stoffwechsel endogener Verbindungen
(Steroidhormone, Schilddrisenhormone, Fettsduren, Prostaglandine) als auch an der
Biotransformation von Wirkstoffen (oder anderen Xenobiotika) beteiligt ist [17-20].

Die Reaktionen verlaufen unter Mitwirkung von Diphosphat. Das Enzym Cytochrom P450
(CYP) befindet sich in Mikrosomen von vielen Zellen insbesondere der Leber, der Niere, der
Lunge und des Darms, und Kkatalysiert viele unterschiedliche Funktionalisierungs-
Reaktionen. Es besteht aus einer groReren Anzahl von Isoenzymen, die in Familien und

Subfamilien unterteilt sind.

Der Cytochrom-P450-abhéngige Stoffwechsel von Medikamenten und Xenobiotika im
Menschen wird in erster Linie durch Enzyme der CYP1, CYP2, CYP3 und CYP4 Familien
vermittelt. Beim Menschen ist die CYP3A4-Isoform am hdufigsten, die ungefahr 30% der
spektroskopisch nachweisbar Cytochrom P450 in der Leber ausmacht. CYP1A2
reprasentiert 13%, CYP2A6 4%, die CYP2C-Enzyme 20%, CYP2D6 2% und CYP2E1 7%
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[21]. Die Wichtigkeit der Isoformen im Wirkstoffmetabolismus héngt nicht nur von ihrem
VVorkommen ab, sondern auch von dem AusmalB, in dem ihre Substratspezifitdt mit den
praktisch auftretenden Arzneimitteln und Xenobiotika Ubereinstimmt.

1. Magen
- Auflésung
- Beginnende Absorption
2. Duodenum und Diinndarm
- Absorption
- pre-systematische Metabolisierung
3. Pfortader, direkter Stofftransport zur Leber
4. Leber
- pre-systematische (Leber) Metabolisierung (First-
Pass-Metabolismus)
- pre-systematische Ausscheidung (Galle)
5. Lebervene zu Hohlvene
6. Herz: Systematische Zirkulation, Transport zu allen
Organen
7. Niere und Leber
- post-systematische Metabolisierung
- post-systemische Ausscheidung mit Urin und Galle.

Oral aufgenommener Wirkstoff

Abbildung 2.1: Korperpassage oral aufgenommener Wirkstoffe (ADME-Konzept: Absorption,
Distribution, Metabolization and Excretion Konzept).

CYP3A4, CYP2D6 und die CYP2C Enzyme sind fur den Grofteil der Stoffwechsel von
Arzneimitteln zusténdig, jedoch kdnnen andere Isoformen eine entscheidende Rolle mit
spezifischen Substraten spielen. In der Praxis nimmt man an, dass CYP3A4 etwa 50% des
gesamten P450-abhangigen Arzneimittel-Metabolismus katalysiert, CYP2D6 und CYP2C9
jeweils etwa 15%, und die restlichen Enzyme, insbesondere CYP2E1, CYP2C19, CYP2CS8,
CYP2B6, CYP2A6, CYP1B1, CYP1A2 und CYP1A1l, fir den kleinen verbleibenden
Prozentsatz [22-24].

Die relative Bedeutung der verschiedenen Isoenzyme héngt von der Genetik der Individuen
und von der Geschichte der Exposition gegeniiber Umweltfaktoren wie Alkohol oder
Arzneimittelen ab. Bestimmte P450-Enzyme, insbesondere CYP2C19 und CYP2D6, sind in
der menschlichen Bevélkerung polymorph verteilt [22,25]. So sind CYP2D6 nur in ca. 7%
der kaukasischen Bevolkerung anzutreffen, und die Fahigkeit, in dieser Untergruppe
Substrate wie Debrisoquin zu metabolisieren ist teilweise beeintrachtigt [26].

Haufige Phase I-Metabolisierungsreaktionen sind in Tabelle 2.1 zusammengestellt, wobei
die Anderung der Summenformel sowie der nominalen und der akkuraten Molmasse als

Kriterien fir die LC-TOF-MS-Untersuchung ebenfalls angegeben sind.
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Tabelle 2.1: Haufige Phase I-Metabolisierungsreaktionen und die durch sie bedingten Anderungen in
der Summenformel sowie der nominalen und der exakten Molmasse.

Reaktiontyp Veranderung der Nominale m/z  Exakte m/z
Summenformel Veréanderung Verénderung
Hydroxylierung/N-Oxidation/S-Oxidation +0 +16 +15,9949
Dihydroxylierung +20 +32 +31,9898
Dehydrierung der -H2 -2 -2,0156
Reduktion
Demethylierung - CH2 -14 -14,0156
Deethylierung oder zweifache - C2H4 -28 -28,0312
Demethylierung
Depropylierung - C3H6 -42 -42,0468
Oxidative Deaminierung -NH3+ 0O -1 -1,0316
Oxidative Dechlorierung -Cl+OH -18 -17,9662
Oxidative Defluorierung -F+OH -2 -1,9957
Hydratisierung + H20 +18 +18,0105
Methyl — Carbonséure - H2 + 02 +30 +29,9742

Die wichtigste Phase-1-Reaktion ist die Oxidation durch Einfihrung von Sauerstoff in das
Substrat. Wie bereits beschrieben, handelt es sich um eine Monooxygenation bei der nur
eines der beiden Atome des Sauerstoffmolekdls auf das Substrat Ubertragen wird. Auch die
metabolische N- und O-Desalkylierung weisen als erste Stufe eine Sauerstoffiibertragung
auf das a-C-Atom der Alkylgruppe auf [17,19,20].

Die Phase-l1-Enzyme sind fast ausschliellich im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert.
Im Gegensatz dazu befinden sich die meisten Phase-11-Enzyme im Zytoplasma. Die Phase-I-
Enzyme sind einzigartig in ihrer Fahigkeit zur Einfihrung von polaren funktionellen
Gruppen in Molekile, die grundsatzlich unpolar sind, wie gesattigte oder aromatische
Kohlenwasserstoffe. Sie sind auch entscheidend fir die Metabolisierung von lipophilen
Verbindungen ohne geeignete funktionelle Gruppe fir Konjugationsreaktionen. Auf der
anderen Seite bewirken die Reaktionen, die durch die Cytochrom-P450-Enzyme katalysiert
werden, manchmal, dass relativ harmlose Substrate zu chemische reaktiven Giften oder
krebserregenden Stoffen umgewandelt werden (metabolische Giftung) [18,19]. Beispiel ist
das reaktive Zwischenprodukt mit Chinonimin-Struktur aus dem Stoffwechsel von
Paracetamol, das die Hepatotoxizitat von Paracetamol bedingt [27,28].

Produkte von Phase-I-Reaktionen kdnnen entweder pharmakologisch aktiv oder inaktiv sein.

Sie sind in der Regel Substrate fir Phase-11-Enzyme. In den Phase-1I-Biotransformations-

7
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Reaktionen, die auch als Konjugation bezeichnet werden, werden die Wirkstoffe oder ihre
Metabolite typischerweise einer Knlpfung an hydrophile endogene Molekile unterzogen
wie Glucuronsaure, Sulfat und Glutathion.

Die entsprechenden Enzyme wie die Glucuronosyltransferase unterliegen ebenfalls einem
genetischen Polymorphismus [29,30]. Ein Merkmal der meisten Konjugationsreaktionen ist
der Austausch eines Wasserstoff-Atoms in einer Hydroxyl-, Amino- oder Carboxyl-Gruppe
durch das endogene Molekdl.

In der Regel haben die dabei entstehenden konjugierten Metabolite keine pharmakologische
Aktivitét, sind sehr gut wasserloslich und werden daher leicht im Urin ausgeschieden. Diese
Reaktionen sind in der Regel Detoxikations-Reaktionen. Wichtige Phase-11-Reaktionen sind
Glucuronidierung, Sulphatierung, Acetylierung, und Konjugation mit Glutathion oder
Aminosduren [31-33].

Héufige Phase Il-Metabolisierungsreaktionen sind in Tabelle 2.2 wiederum mit den

entsprechende Anderungen der Summenformel und der Molmasse zusammengestellt.

Tabelle 2.2: Haufige Phase 11-Metabolisierungsreaktionen und die durch sie bedingten Anderungen
in der Summenformel sowie der nominalen und der exakten Molmasse .

Reaktiontyp Verdnderung der  Nominal m/z Veranderung  Exacte m/z
Summenformel Veréanderung
Glucuronidierung +C6H806 +176 +176,0321
Sulfatbildung +S03 +80 +79,9568
Glutathion-Konjugation +C10H15N306S +305 +305,0681
+C10H17N306S +307 +307,0837
Cysteine—glycine Konjugation +C5H10N203S  +178 +178,0410
Cysteine Konjugation +C3H7NO2S +121 +121,0196
N-Acetyl-cysteine +C5HINO3S +163 +163,0301

Konjugation

Die verschiedenen Metabolisierungsreaktionen fuhren zu Produkten, die sich von der
Ausgangssubstanz charakteristisch in der Molmasse unterscheiden. Dieses wird in
Abbildung 2.2 am Beispiel des Citaloprams deutlich. Wahrend die Abspaltung einer
Methylgruppe die Molmasse um 14 vermindert, steigt diese bei einer Hydroxylierung um 16
und bei einer Glucuronidierung um 176. Dieses nutzt man bei der Zuordnung von
Metaboliten in der Massenspektrometrie [34] (Tabelle 2.3).
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Abbildung 2.2: Metabolisierungsreaktionen von Citalopram.

Tabelle 2.3: Formelbeispiel flr verschiedene Metabolisierungsreaktionen von Citalopram mit
Molmassen.

Erwarteter Metabolit Summenformel Masse charakteristischer m/z Unterschied
Citalopram C20H21N20OF 324,16379 M

Desmethylcitalopram C19H19N20OF 310,14814 M-14

Didesmethylcitalopram C18H17N20OF 296,13249 M-28

Citalopram-N-Oxide C20H21N202F 340,15871 M+16

Citalopram- Propionsaure C18H14NO3F 311,09577 M-29

Citalopram-N-Glucuronid C26H30FN207+  501,2032 MH+176

2.2 Hochleistungs-Flussigchromatographie mit Photodiodenarray-Detektor (HPLC-
DAD)

2.2.1 Funktionsprinzip und Anwendung in der systematischen toxikologischen Analyse

HPLC-DAD ist eine der grundlegenden Techniken, die in forensisch- und klinisch-
toxikologischen Labors benutzt werden. Da es sich um ein Verfahren handelt, das bereits
lange in der toxikologischen Routinenanalytik eingesetzt wird, soll hier nur ein kurzer
Uberblick gegeben werden. Die Methode ist bekannt fiir ihre hohe Robustheit, einfache
Handhabung, geringen Kapital- und Betriebskosten, exakte Reproduzierbarkeit der UV-
Spektren und der Konzentrations-Extinktions-Beziehungen, geringe Empfindlichkeit
gegentiber Stérungen durch Matrix-Komponenten, wie Fettséduren, Cholesterin und

Kohlenhydrate, hohe Detektorempfindlichkeit und hohe Substanzspezifitdit der UV-
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Spektren. Die Verwendung von HPLC-DAD in der systematischen toxikologischen Analyse
(STA) wurde zum ersten Mal von Demorest et al. [35] und spater in mehreren Publikationen
beschrieben [36,37]. In der HPLC-DAD wird die Substanzidentifizierung auf der Grundlage
des UV-Spektrums und uber die Retentionszeit durchgefuhrt. Von diesen beiden Parametern

ist das UV-Spektrum der spezifischere [38].

Fir die ldentifizierung einzelner Peaks im Chromatogramm werden die UV-Spektren und
die Retentionszeiten mit einer Datenbank von toxikologisch relevanten Stoffen abgeglichen.
Solche Datenbanken enthielten oft nur 100-600 Stoffe [36,39]. Die Ergebnisse in dieser
Promotionsarbeit wurden unter Nutzung der UV-Spektren-Bibliothek von Pragst et al. mit
3300 Verbindungen bestimmt [40]. Eine Ubersicht zur Probenvorbereitung, Durchfiihrung
der Messungen und Auswertung einschlieBlich Peakidentifizierung und einfacher Methoden
zur semiquantitativen Konzentrationsbestimmung wurde von den gleichen Autoren
publiziert [6] und befindet sich auch im Handbuch zu dieser Datenbank [40].

2.2.2 Metabolite in der HPLC-DAD

In den Chromatogrammen der Extrakte aus Blut-, Urin- und Organproben in der
toxikologischen Analyse treten in der Regel neben dem Peak des Wirkstoffs mehrere
Metabolitenpeaks auf. Nur eine kleine Zahl von ihnen ist mit Referenzspektren in der
Spektrenbibliothek vorhanden und kann auf der Basis von UV-Spektrum und Retentionszeit
identifiziert werden. Jedoch ist es auch ohne Referenzsubstanz hdufig moglich, durch
HPLC-DAD einen Peak einem Metaboliten tiber die Ahnlichkeit der UV-Spektren und eine
charakteristische Verschiebung der Retentionszeit zuzuordnen [41,42]. Insgesamt kénnen

folgende Kriterien fur die Zuordnung von Metaboliten herangezogen werden:

A - Steht der Metabolit als Referenzsubstanz zur Verfligung oder kann leicht beschafft
werden, ist eine einfache Zuordnung moglich. Als Beispiel sind die Metabolite von p-
Nitroanilin zu nennen, das im Korper zu p-Nitroacetanilid und 2-Hydroxy-4-nitroanilin

umgewandelt wird. Diese Substanzen sind alle im Chemikalienhandel erhéltlich.

B - RegelméRiges Auftreten eines bestimmten Peaks neben dem Wirkstoffpeak bei
Vergiftungsfallen mit dem Wirkstoff. Es handelt sich mit grofRer Wahrscheinlichkeit um
einen Metabolitenpeak. Zum Beispiel wurde bei 30 Vergiftungen mit Citalopram neben dem
Peak der Ausgangssubstanz bei 7,11 min immer auch ein Peak mit der Retentionszeit von
7,06 min gefunden, der mit Hilfe weiterer Kriterien (UV Spektrum, Qggr und
Massenspektrum) als Desmethylcitalopram identifiziert werden konnte.

10
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C - Ahnlichkeit des UV-Spektrums mit dem des Ausgangswirkstoffs. Metaboliten haben
identische oder sehr &hnlichen Spektren wie die Muttersubstanz, wenn die
Metabolisierungsreaktion aulerhalb des fir die UV-Absorption zustdndigen konjugierten
Elektronensystems stattfindet. Dies ist z. B. der Fall fir Hydroxylierung und N-oder O-
Desalkylierung im aliphatischen Teil der Molekile, z. B. Demethylierung des Doxepins.
Aber auch Desalkylierung an N-oder O-Atomen des Chromophors (z. B. Bildung von
Morphin aus Codein oder Nordazepam aus Diazepam) é&ndert das Spektrum nicht
wesentlich. Ein Beispiel ist in Abbildung 2.3a dargestellt. Eine deutliche Anderung des
Spektrums kann hingegen beobachtet werden, wenn die Metabolisierungsreaktion zu einer
Anderung des n-Elektronen-Systems des Chromophors fiihrt, wie zum Beispiel im Falle von
aromatischen Hydroxylierungen, Bildung der Sulfoxide aus Thioethern, der Reduktion von
aromatischen Nitro- zu Amino-Gruppen oder der Oxidation von aromatisch gebundenem
-CH3 zu -COOH, Beispiel in Abbildung 2.3b [43].

D - Die Zuordnung eines Peaks zu einem bestimmten Metaboliten kann auch durch eine

charakteristische Veranderung der Retentionszeit unterstutzt werden [42].

Die Retentionszeit spielt allgemein eine groRe Rolle als HPLC-Kriterium bei der
Substanzidentifizierung [44-50]. Fur die reproduzierbare Charakterisierung wurde dabei
héaufig anstelle der absoluten Retentionszeit RT die relative Retentionszeit RRT verwendet,
die sich auf einen Referenzstandard bezieht und um die Totzeit T, korrigiert wurde. Als
Standardsubstanz wird bevorzugt 5-p-Methylphenyl-5-phenylhydantoin (MPPH) verwendet.

| CHs  — Chlor-
e . J
N promazin
1 Ny s CH,
(q () (ﬁ; (3 ( I:r"'
2 2 Ch
< \ —— Doxepin. = = Desmethyldoxepm —2 -:- - Ch_lor—
£ ' : promazin _-
S S

S-oxide i

(e]

200 220 240 260 280 300 320 340 360 880 200 220 240 260 280 300 320 340 360 38¢
Alnm A/nm

(a) (b)
Abbildung 2.3: Vergleich der UV-Spektren von Wirkstoffen und deren Metaboliten. (a)
Demethylierung von Doxepin an der isolierten Aminogruppe bewirkt keine Verdnderung des UV-
Spektrums (Similarity Index SI 1,0000). (b) Im Chloropromazin ist das S-Atom Teil des Licht-
absorbieren, konjugierten Elektronensystem. Oxidation zum S-oxid fiihrt zu einer deutlichen
Verénderung des Spektrums (SI 0,8838) [43].
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Gleichung (2.1) mit RRTx = relative Retentionszeit der Substanz X, bezogen auf den
Standard S, RTyx = absolute Retentionszeit von X, RT; = absolute Retentionszeit des
Standard S und T, = Totzeit.

L (2.1)

Fur die Abschatzung der Retentionszeitverschiebung durch die im Allgemeinen geringe
Strukturanderung bei der Metabolisierung wurden die Struktur-Retentionszeit-

Zusammenhdangen an Umkehrphasen zugrundegelegt.

Die meisten Metabolisierungs-Reaktionen (Hydroxylierung, Bildung von Nor-Metaboliten)
erhéhen der Hydrophilie und fuhren damit zu einer Verringerung der Retentionszeit an RP-

Saulen.

Umgekehrt bewirkt eine Zunahme der Lipophilie eine Erhéhung der Retentionszeit, was bei
der Metabolisierung allerdings selten eintritt. Eine solche Erhdhung erfolgt z. B. wenn ein
kationisches Zentrum eines Wirkstoffs durch die Metabolisierung beseitigt wurde, z. B.
durch Desaminierung. In diesem Fall wird die Ammonium-Gruppe, die in der sauren
mobilen Phase sehr hydrophil ist, durch die weniger hydrophile -OH oder -COOH Gruppen
ersetzt. Ein Beispiel hierfir ist die Bildung von Diphenylmethoxyessigsdure aus
Diphenhydramin [42,51].

Als MaR fur den Einfluss der Strukturdnderung wurde der Quotient Qrrt 0der Qgrt VON
Metabolit und Wirkstoff (Gleichungen 2.2, 2.3) herangezogen, wobei entweder die relative
korrigierte Retentionszeit bezogen auf MPPH oder nur die absolute Retentionszeit
verwendet wurde. Es konnte gezeigt werden, dass die meisten Metabolisierungsreaktionen

eine charakteristische Verschiebung der Retentionszeiten (Qrrt- 0oder Qgr-Bereiche)

aufweisen.
RRT (Metabolit) RT (Metabolit)

O (2.2) QRT = -mmmmmmmm e (2.3)
RRT (Wirkstoff) RT (Wirkstoff)

Haufig besitzen diese Mdoglichkeiten der Strukturzuordnung von Metabolitenpeaks nur
hinweisenden Charakter, z. B. wenn mehrere Isomere mdéglich sind oder das UV-Spektrum
des Metaboliten sich von dem des Wirkstoffs unterscheidet. Hier koénnen

massenspektrometrische Methoden weitergehende Informationen liefern.
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2.3 Flussigchromatographie mit Flugzeit-Massenspektrometrie (LC-MS TOF)

Die Teilschritte, die eine Substanz von der zu untersuchenden Probe bis zur ldentifizierung
der toxischen Bestandteile bei der LC-MS-TOF-Methode durchlduft, sind in Abbildung 2.4
schematisch dargestellt. Nach einer geeigneten Probenvorbereitung, z. B. Extraktion oder
Proteinfallung von Blutproben, wird der Extrakt durch Flissigchromatographie in die
Bestandteile aufgetrennt. Dabei muss das chromatographische System neben der Trennung

auch geeignete Voraussetzungen fur die lonisierung im Massenspektrometer erftllen.

Die in der lonenquelle fir jeden chromatographischen Peak gebildeten positiven oder
negativen lonen werden danach entsprechend ihrem Ladung/Masse-Verhéltnis aufgetrennt
und schliel’lich durch ein geeignetes Detektionssystem als Massenspektrum (lonenhdufigkeit
als Funktion von m/z) aufgezeichnet. Moderne Flugzeit-Massenspektrometer sind dabei

durch eine sehr hohe Massenauflésung und Massengenauigkeit gekennzeichnet.

Unter bestimmten Bedingungen kdnnen die in der lonenquelle zunéchst gebildeten
Molekilionen durch Zusammensto3 (Kollision) mit einem zugesetzten Gas in typische
Fragmente gespalten werden. Exakte Molmasse, Fragmentspektrum und weitere Parameter
(s. u.) dienen schlieBlich zur Identifizierung der Substanz, wéahrend die lonenh&ufigkeit nach
entsprechender Kalibration ein MaR fir die Konzentration in der Probe darstellt. Im
Folgenden sollen die instrumentellen Bedingungen und Prozesse auf molekularer Ebene fur

diese Teilschritte etwas naher betrachtet werden.
2.3.1 Probenvorbereitung fur LC-TOF-MS

Zur Verbesserung der Sensitivitat, Spezifitdt und / oder Robustheit wurden verschiedene
Probenvorbereitungsmethoden fiir die LC-MS verwendet. Das betrifft Festphasenextraktion
(SPE), Flissig-Flussig-Extraktion (LLE) und Proteinfallung (PPT). Die Extraktion wird
entweder off-line durchgefihrt und ist véllig unabhéangig von der LC-MS-Analyse oder wird
on-line direkt in den LC-MS-Analyse integriert. Einige der wichtigsten Mdglichkeiten
werden hier kurz diskutiert und allgemeine Leitlinien kénnen in einem Buch von Wells

gefunden werden [52].

In der frihen Phase der Anwendung versuchten einige Autoren, LC-MS-MS in einem
Flowinjektion-Modus zu verwenden, d.h., die Extrakte von Serum und Urin wurden direkt in
APl / MS ohne chromatographische Trennung injiziert. Dieses Verfahren wurde nur fir eine

begrenzte Anzahl von Wirkstoffe (Morphin, Codein, Amphetamin und Benzoylecgonin)

13



Theoretischer Teil

Uberprift. Ein Problem war unter anderem, dass die Matrix-Effekte nicht erkannt wurden

[53].

Proteinfallung Extraktion
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Abbildung 2.4: Teilschritte der Analyse einer Probe durch LC-TOF-MS, ESI
Elektrosprayionisation, UPLC = Ultra-High Performance Liquid Chromatography, Q-TOF-MS
Quadrupol-Time-of-Flight-Massenspektrometer.

Proteinfallung als Probenvorbereitungsmethode ist sehr populdr in der quantitativen
Bioanalytik. Es ist ein sehr schnelles und fast quantitatives Verfahren. Nach Zugabe des
Proteinfallungsadditivs, Mischen und Zentrifugieren kann der Uberstand direkt in das LC-
MS-System injiziert werden. Typische Zusatze sind Trichloressigséure (TCA), Zinksulfat-

Losung, Acetonitril, Ethanol oder Methanol.

Urinproben kénnen im Prinzip direkt nach Verdinnung in die LC-S&ule injiziert werden,
aber sie werden in der Regel vorher hydrolysiert, um die Konjugate zu spalten, und dann
vor der Injektion zentrifugiert. Proteinfallung von Blut und Verdinnung von Urin sind
schnelle und einfache Methoden und reduzieren die Vorbereitungszeit und die Verwendung
von Verbrauchsmaterial. Nachteilig wirkt sich aus, dass groe Mengen von Matrix-

Bestandteilen co-injiziert werden, die die LC-MS-Analyse stéren [54-58].
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Die Flussig-Flussig-Extraktion ist eine leistungsfahige Probenvorbereitung auf der
Grundlage der selektiven Trennung der Analyten zwischen zwei nicht mischbaren fliissigen
Phasen. Sie ist einfach, schnell und effizient bei der Abtrennung von nichtflichtigen
Verbindungen. Die Analyten werden aus der wassrigen biologischen Flussigkeit durch ein
nicht mischbares organisches L&ésungsmittel, z. B. Dichlormethan, 1-Chlorbutan, Ether,
Ethylacetat, Methyl-t-butylether, Chloroform oder Hexan oder Mischungen dieser
Losungsmittel extrahiert. Die Anreicherung der Analyten erfolgt durch anschliefende
Verdampfung der Losungsmittel. Die Extraktion kann durch eine sorgféltige Auswahl der
Losungsmittel und des pH-Wertes der wassrigen Phase selektiv gestaltet werden [59-61].
Eine automatische LLE im 96-well Platten-Format, wurde von der Gruppe Henion
beschrieben und kann zeitsparend und arbeitsintensiver sein. Ein entscheidender Schritt in
diesem Prozess ist die Phasentrennung. Ein Nachteil ist der Verbrauch von erheblichen

Mengen an organischen Lésungsmitteln [62].

Festphasenextraktion (SPE) ist eine zunehmend nutzliche Probenvorbereitungstechnik in LC
-MS Applikationen. Mit SPE konnen viele der Probleme der Flissig/Flissig-Extraktion
verhindert werden [63,68]. Als alternativer Ansatz verbindet on-line SPE-Extraktion die
traditionelle off-line Probenvorbereitung direkt am LC-MS-System. Diese Systeme haben
den Vorteil des unbeaufsichtigten Betriebes. Wahrend der LC-MS-Analyse der ersten Probe
erfolgt schon die Vorbereitung der zweiten Probe, wodurch Zeit gespart wird [69-73].
Letztere Technik nutzt in der Regel die direkte Injektion von Plasma-Proben, die Extraktion
der Analyte(n) wird auf einer ,trapping“-Sdule und die Elution auf der analytische Séule
durchgefuhrt [69,74].

2.3.2 Anforderungen in die Flussigchromatographie fir LC-TOF-MS

In den letzten 30 Jahren gehort die Hochleistungs-Flissigchromatographie (HPLC) zu den
am meisten genutzten Labortechniken weltweit. Dabei hat es sowohl hinsichtlich der
Empfindlichkeit, Trennleistung, Genauigkeit und Reproduzierbarkeit als auch in der
Erschlielung neuer Trennmaterialien und in der MaRstabsverkleinerung erhebliche
Fortschritte gegeben. Das betrifft auch die S&ulenchemie, SaulengréRe und PartikelgroRe,
wo wichtige Entwicklungen durch Verkleinerung von 5 auf 1,7 um erzielt wurden. Die
Grundlage der mit diesen Materialien durchgefuhrten Ultra-High Performance Liquid

Chromatographie (UPLC) soll im Folgenden etwas nédher erlautert werden.

Die van Deemter Gleichung ist in der HPLC eine empirische Formel, welche die Beziehung

zwischen der linearen Geschwindigkeit der mobilen Phase und der Hohe der theoretischen
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Bdden beschreibt [75]. Die PartikelgroRe ist eine der Variablen, die in der Gleichung van
Deemter auftritt. Wie in Abbildung 2.5 gezeigt wird, erhoht sich die Trennleistung, wenn die
PartikelgroRe sich auf weniger als 2,5 pm verringert. AuRerdem wird die Effizienz nicht mit
steigenden Flussraten oder Lineargeschwindigkeiten beeintrachtigt, wenn kleinere Partikel

verwendet werden.

Das hat zur Folge, dass durch die Verwendung von kleineren Partikeln die Geschwindigkeit
und die Peakskapazitat eines Laufes erheblich erweitert werden. Diese Trennung wird als
Ultra Performance Flissigkeits-Chromatographie Technologie oder UPLC bezeichnet. Die
Erreichung der hdheren Peakskapazitat und Trennung mit Kleineren Partikeln erfordert aber

einen viel hoheren Druck im Vergleich mit der herkdbmmlichen HPLC.

Der berechnete Druckabfall bei optimalem Durchsatz und maximaler Effizienz in einer 15-
cm-langen Sdule mit 1,7-um-Partikel liegt im Bereich von 15,000 psi (1034,21 bar). Deshalb
ist eine Pumpe erforderlich, die die Beférderung der mobilen Phase reibungslos und
reproduzierbar bei sehr hohen Dricken inklusive Ausgleich der Losungsmittel-
Kompressibilitdt sowohl in der Gradienten- als auch in der isokratischen Trennung
bewerkstelligt [76-82].

20
H 15
E
T
P o 3.5 um Particle
1990's
m
[m] e = e =
ACQUITY UPLC™ System
° 1.7 um Particle |
2004 '
o ; L ; ; :
[0} 1 2 3 4 5 6 7
Flow Reks: [l /min]: Linear Velocity [u, mm/sec] »
ID=1.0mm 0.04 0.07 0.10 0.13 0.17 0.20 0.24
ID=2.1 mm 0.15 0.3 0.45 0.6 0.75 0.9 1.05

Abbildung 2.5: Dargestellt sind Kurvenverldufe der van Deemter Gleichung fiir unterschiedliche
PartikelgroBen. HEPT = height equivalent to a theoretical plate. Man sieht, dass durch die
Verkleinerung der Partikel in der Trennséule auf 1,7um die realisierbare FlieBgeschwendigkeit bei
gleichbleibender Trennleistung deutlich erhoht ist. Ein Grund dafur ist, dass die Zwischenrdume
zwischen den Partikeln in der Séule kleiner sind, und die Analyten dadurch einfacher von Partikel zu
Partikel transportiert werden kénnen.[83]

Durch die Verwendung der UPLC-Technologie kann bei hoherem FluRR eine schnellere

Trennung mit hervorragender Peakskapazitat fur sehr komplizierte Matrices wie Plasma,
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Galle oder Urin erreicht werden. Zur Veranschaulichung wird in Abbildung 2.6 der
Vergleich der Trennung von in-vitro-Dextromethorphan Metaboliten mittels HPLC und
UPLC dargestellt [83].

UPLC wurde als ideale Trennmethode in Wirkstoffmetabolismus-Studien auf Grund der
besseren chromatographischen Auflésung, Empfindlichkeit und Geschwindigkeit der
Analyse sehr schnell akzeptiert. Die typischen Peakbreiten, die von der UPLC System
generiert werden, sind im Bereich von 1-2 s. Die Verringerung der Peakbreite erhoht die
Empfindlichkeit auf das Drei- bis Flinffache. Die erhohte Effizienz ergibt eine Reduzierung
der Laufzeit der Analyse um den Faktor 5, wahrend die chromatographische Auflésung
beibehalten wird [77, 84].
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Abbildung 2.6: Trennung von in-vitro-Metaboliten von Dextromethorphan mit HPLC und UPLC
[83]. Unten: Desmethyl-dextromethorphan (m/z 258); Mitte: Desmethyl-dextromethorphan-
glucuronid (m/z 434); oben : Di-desmethyl-dextromethorphan-glucuronid (m/z 420); wobei S/N: PtP
= Peak-zu-Peak Signal-zu-Rausch-Verhéltnis bedeutet.

Castro-Perez et al. berichten Uber den Nachweis von zusatzlichen Prochlorperazin
Metaboliten nach Inkubation mit Ratten-Lebermikrosomen mittels UPLC gekoppelt an einen
Q-TOF Massenspektrometer [85] (Abbildung 2.7). In der HPLC-Trennung wurden nur drei
der doppelt hydroxylierten Metabolite nachgewiesen, wéhrend mit der UPLC-Analyse alle

acht Metaboliten innerhalb von 4,5 min Laufzeit detektiert wurden.

17



Theoretischer Teil

N —CHs
1007 (a) N\) 2 1: TOF MS ES+
; (\" \ 406
% ©/\N Cl 976
_ | q
] 3
] S ~a Ve
0 'y -
S S LSRR e s a S WS
2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
. 4
1907 (b) 6 1: TOF MS ES+
1 S 406
o ] 976
0]

2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

Abbildung 2.7: Vergleich der extrahierten lonenchromatogramme fir doppelt hydroxylierte
Metabolite (m/z 406) von Prochlorperazin nach Inkubation mit Rattenleber- Mikrosomen, erhalten
aus HPLC/MS (a) und UPLC/MS (b).[85]

2.3.3 lonisation in der LC-MS

Die h&ufigsten lonisationstechniken der LC-MS in der Bioanalytik sind Elektrospray
lonisation (ESI) [86,87], chemische lonisation bei Atmospharendruck (APCI) [87,88] und
weniger haufig, die relativ neue Photo-lonisation bei Atmospharendruck (APPI) [89]. Bei
allen drei lonenquellen erfolgt die lonisation bei atmospharischem Druck (APl =

Atmospheric Pressure lonization).
2.3.3.1 Elektrosprayionisation (ESI)

Im letzten Jahrzehnt wurde die Massenspektrometrie mit Elektrospray-lonisierung (ESI-MS)
zur am hé&ufigsten angewendeten massenspektrometrischen Technik fiir nichtfluchtige,
thermolabile Molekile von kleinen Verbindungen (300 - 1000 Dalton) bis zu groRen
Biomolekilen mit Molekulargewichten von mehr als 150 kDa. Die Forschung zum Thema
der Elektrospray Phanomene geht mehr als 80 Jahre zuriick zu den urspriinglichen
Forschungen von Zeleny [90-92] und spéateren Studien [93-96]. Fenn und seine Mitarbeiter
haben 1984 zum ersten Mal eine ESI-Quelle mit einem Quadrupolmassenanalysator
gekoppelt [97]. Im Jahre 1990 beschrieben van Berkel et al. die Kombination von ESI mit
einem lonenfallen-Massenspektrometer (ITMS) [98]. Uber erste ESI/TOF-Systeme wurden
im Jahr 1991 von Sin et al. [89] und auch von Boyle und Whitehouse [99] berichtet. Die
Kombination von ESI mit orthogonaler Extraktion Flugzeit Massenspektrometrie [100]
wurde erstmals im Jahr 1991 von Dodonov et al. vorgestellt [101].

In der ESI wird die Probe in einem polaren, fliichtigen Ldsungsmittel aufgeldst und durch

eine Edelstahlkapillare verspriht, an der ein hohes positives oder negatives Potential anliegt
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[97,102,103] (Abbildung 2.8). Die hohe elektrische Spannung (1 bis 4 kV) zwischen der
Kapillare und der Gegenelektrode bewirkt, dass die Flissigkeit am Ende der Kapillare einen
Taylor-Kegel bildet und an der Spitze mit positiven oder negativen lonen angereichert ist.
Ein Spray von geladenen Trépfchen wird aus dem Taylor-Kegel durch das elektrische Feld
emittiert. Die Tropfchen schrumpfen durch Verdampfung mit Hilfe eines warmen
Stickstoffstroms, der durch die Vorderseite der lonenquelle hindurchgeht [91,94]. Dies fihrt
zu einer steigenden AbstoRung gleicher Ladungen auf der Oberflaiche des Tropfens bis
dieser die Rayleigh-Stabilitatsgrenze erreicht. Die Rayleigh-Gleichung liefert die
Bedingungen, bei denen die elektrostatische Abstoung gleich der durch die
Oberflachenspannung hervorgerufenen Kraft ist. Wenn der Tropfenradius R und die Ladung
q die Rayleigh-Gleichung erfillen, wird der Tropfen instabil. Experimentell wurde
beobachtet dass Tropfen zerfallen, wenn sie das Rayleigh-Limit erreichen (Coulomb-

Explosion).
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der Taylor-Kegel Bildung, Auswurf eines
Tropfchensprays und dessen Zerfall in einen feinen Sprithnebel [104].

Dieser Prozess sollte wiederholt auftreten, um immer kleinere Mikrotrépfchen zu
generieren. Wahrend dieses Modell der kaskadenartigen Verkleinerung giltig bleibt, haben
neuere Arbeiten gezeigt, dass die Mikrotropfen nicht explodieren, sondern eine Reihe von
viel kleineren Mikrotropfen aus einem langlichen Ende emittieren (Abbildung 2.9) [104-
106].

Die Probenvorbereitung erfordert nur Auflésung der Probe bei einer geeigneten
Konzentration in einem Gemisch aus Wasser und organischem Losungsmittel, meist
Methanol, Isopropanol oder Acetonitril. Eine Spur von Ameisenséure oder Essigsaure wird

oft hinzugefligt, um die Protonierung der Analyt-Molekile in den positiven lonisations-
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Modus zu unterstltzen. Im negativen lonisierungsmodus wird Ammoniaklésung oder ein

fliichtiges Amin zugesetzt, um Deprotonierung der Analyt-Molekile zu beglinstigen.
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Abbildung 2.9: Schematische Darstellung der Tropfenspaltung bei ESI. Die durchschnittliche
Anzahl von lonen pro Tropfchen N und der Radius der Tropfen R sind dem Zeitplan von
Ereignissen zugeordnet. Der Ausschnitt zeigt eine Zeichnung des Tropfens in dieser ,,Jet-
Spaltung®, der auf einer tatsdchlichen Blitz-photographie basiert [104].

Es gibt zwei Modellvorstellungen fir die Auflésung der geladenen Trépfchen und
Entstehung der freien lonen. Das altere Modell der lonen-Bildung CRM geht von einem
aufeinanderfolgenden Verlust aller Lésungsmittel-Molekile aus den Tropfchen aus, die
schlieBlich so klein sind, dass nur ein Analyt-Molekil am Ende einer Kaskade von Coulomb
Spaltungen tbrig bleibt [107-112]. Die lonen (Protonen) dieser letzten Tropfen werden auf
das Molekuil Ubertragen. Dies wiirde erlauben, dass auch grofRe Protein-Molekile einzeln
geladene lonen bilden kénnen [112]. Eine spétere Theorie, das lonen- Evaporation-Modell
(IEM) [109,110], beschreibt die Bildung von desolvatisierten lonen als direkte VVerdampfung
von der Oberflache des hoch geladenen Mikrotropfens [111]. Die auf diesem Wege bei
Atmospharendruck gebildeten lonen dringen durch eine kegelformige Offnung in die
intermediédre Vakuumregion des Massenspektrometers ein, und gelangen von dort durch eine
kleine Offnung in das Hochvakuum des Massen-Analysators. ESI wird in Verbindung mit
allen géngigen Massen-Analysatoren verwendet.

2.3.3.2 Chemische lonisation unter atmospharischem Druck (Atmospheric Pressure
Chemical lonization (APCI)

In Gegensatz zur Electrospray-lonisation, bei der der lonisationsprozess in Ldsungsphase
geschieht, ist die APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization) ein Gasphasen-
lonisationsprozess, bei dem die Molekdile vor der lonisation vom Tréagerldsungsmittel befreit
werden [113].
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Das Prinzip ist in Abbildung 2.10 dargestellt. Typische HPLC-Flussraten liegen im Bereich
200-1000 pl/min. Zuerst wird ein Aerosol mit Hilfe eines pneumatischen Nebulizers mit
Stickstoff gebildet. Dieses Aerosol entsteht direkt in einer beheizten Quarz-oder Keramik-
Rdéhre (typische Temperaturen 200-500 °C), wobei die mobile Phase und die Analyten
verdampft werden. Die Temperatur der versprihten mobilen Phase bleibt aufgrund der
Verdunstungsenthalpie im Bereich zwischen 120-150 °C. In einem zweiten Schritt wird die
verdunstete Flissigkeit den elektrischen Ladungen der Koronaentladungsnadel ausgesetzt
[114].

Die Polaritdt der Nadelspannung bestimmt, ob eine positive oder negative lonisierung
erfolgt. Zunachst bilden sich Primarionen der Gasmolekiile (z. B. N,*, O," bzw. Oy). Diese
Primarionen Ubertragen ihre Ladung auf sogenannte Reaktandionen, die aus dem
Losungsmittel oder zugesetztem Puffer stammen (z. B. CHsOH,", H30", CH30", OH") [115].
Danach erfolgt die Ladungsibertragung vom Reaktandion auf das Analytmolekil Uber
Ladungstransfer oder Protonentransfer [116]. Im positiven Modus kdnnen basische Zentren
z.B. durch NH," protoniert werden oder das Ammoniumion kann sich als Cluster anlagern
(Abbildung 2.10).

atmospharische

i Capillary/

Nebulizing Gas Druck Region pillary

- P Skimmer
Y Kapillare | gegion

Probe- 2 T

Durchfluss

Beheizte APCI |,
Probe NS
Desolvation Gas

Corona discharge needle

Koronaentladungsnadel

Abbildung 2.10: Schema einer APCI Quelle. (APCI=Atmospheric Pressure Chemical lonization)

2.3.3.3 Kollisions-induzierte Dissoziation (Collision Induced Dissociation, CID)

Hierunter versteht man die strukturspezifische Fragmentierung von Molekilionen mit dem
Ziel der Verbesserung der Substanzidentifizierung. Die Kollisions-induzierte Dissoziation
(CID) erfolgt in der Regel beim Durchtritt eines lonenstrahls durch eine Kollisionszelle, in
der sich ein Kollisionsgas (He, N,, Ar) bei einem Druck deutlich Gber dem umgebenden

Hochvakuum befindet. Dies kann durch die Einfuhrung des Gases (ber ein Nadelventil in
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einem vergleichsweise engen Band nur mit einem schmalen Eingang und Ausgang fur den
lonenstrahl (Abbildung 2.11) erreicht werden [117,118].

He, N, Ar

MS 1 collision cell MS 2
flight tube
s N
‘./ \I
||0n beam --— m1 m,t + n
1Pa CID
—~
10'pa T 10 Pa
\ 10° Pa / ‘
turbomolecular or pressure gauge
diffusion pump (-

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung einer Kollisionszelle fur CID Experimente. CID
= Collision Induced Dissociation. [aus Mass Spectrometry a text book, 2004, ed. Gross J.H.,
54]

Die in der lonenquelle gebildeten und beschleunigten lonen (Vorléufer- oder Precursor-
lonen) kollidieren mit Gasatomen oder Molekulen, wie Stickstoff, Argon oder Helium, und
werden dabei fragmentiert. Bei der Kollision wird ein Teil der kinetischen Energie in
Schwingungs- und Rotationsenergie umgewandelt. In der Folge kommt es zu
Bindungsspaltungen, wobei als Grundregel mdglichst stabile Produkte unter Spaltung
maoglichst schwacher Bindungen entstehen. CID ist besonders nutzlich fur die
Strukturaufklarung von lonen mit geringer innerer Energie, wie sie z. B. durch Soft-
lonisation-Methoden erzeugt werden. Diese Technik wird auch im Q-TOF/MS verwendet
(Abbildung 2.12) [113,119].

Mgt Ma+_“M2 M1t - Mot - M3t
Ma+ Mb+ M3
Mc* Mg+ Q1 Q2 Q3
CID Detektor
API Kollisionskammer

Abbildung 2.12: Der erste Massenanalysator Q1 wird verwendet, um ein bestimmtes lon (Ma+) in
die Kollisionskammer Q2 einzubringen. Das ausgewéhlte lon erleidet einen CID Prozess durch ein
StolRgas (z.B. Argon) in der Kollisionskammer und die resultierenden Fragmentionen werden von
einem weiteren Massenanalysator Q3 aufgelost. APl = Atmosphdrendruck-lonisierung, CID =

Collision Induced Dissociation.
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2.3.3.4 Fragmentierung in der lonenquelle (In-source CID)

Die Potentiale in dem Vakuum-Interface der lonenquelle kénnen so verandert werden, dass
die solvatisierten lonen in einer Region mit relativ hohem Druck auf hohere kinetische
Energien beschleunigt werden (Abbildung 2.13).

Wahrend unter milden Bedingungen die Losungsmittel-Clusters lediglich zerfallen und den
Desolvatisierungsprozess vervollstandigen, kann bei erhohter kinetischer Energie eine

lonenfragmentierung induziert werden.

Diese Fragmentierung in der Ionenquelle wird als ,,in-source collision induced dissociation
(In-source CID) bezeichnet. In-source CID unterscheidet sich von der Fragmentierung in
echten MS-MS-Geréten dadurch, dass es keine Abtrennung ausgewéhlter VVorgénger-lonen
gibt, so dass die Fragmente durch die Dissoziation von allen in der Quelle anwesenden
Vorgéanger-lonen gebildet werden konnen, einschlieBlich Losungsmittel und Hintergrund

Spezies.

Die beobachtete Fragmentierung hangt stark von der Kollisionsenergie der primar gebildeten
lonen ab, die wiederum durch die Potentiale in dem Vakuums-Interface bestimmt wird. Ein
Beispiel wird in Abbildung 2.14 gegeben, wo die ESI-MS Spektren von Diphenhydramin
bei zwei verschiedenen Vakuum-Interface Potentialen dargestellt sind. Wéhrend bei einer
Spannung von 10 V im Wesentlichen nur das Molekilion sichtbar ist, dominieren bei 50 V

Fragmentionen.

Fragmentierungskurven konnen durch Auftragen der relativen Haufigkeit der Fragmentionen
erhalten werden, wenn die Vakuum-Interface Potentiale verandert werden [120]. Solche
Fragmentierungskurven sind zur Bestimmung der optimalen Bedingungen fir den Nachweis
eines charakteristischen Fragment-lons [121] und bei der Suche nach standardisieren
Fragmentierungsbedingungen zur Erstellung einer Bibliothek flr die Priifung auf Wirkstoffe

in Serum [122] benutzt worden.

Trotz der Einschrankungen hinsichtlich der Selektivitat bei den Ausgangsionen kann die in-
source CID in vielen Fallen nitzliche Informationen Uber die Struktur einer Substanz, zum
Beispiel zur Unterscheidung und strukturellen Zuordnung von Isomeren mit gleicher

Molasse, liefern.
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Abbildung 2.13: Elektrische Felder in der API-MS Transportregion werden genutzt, um eine
StolRaktivierung von lonen in der Region mittleren Druckes (~0.01 - 1 torr) zu erreichen, durch die
CID Massenspektren erzeugt werden.
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Abbildung 2.14: In-Source CID. Wirkung der Potentialstarke auf das ESI-MS Spektrum von
Diphenhydramin. Die Beschleunigungsspannung der lonen wird von (F1) 10V auf (F2) 50V erhoht.

2.3.3.5 lonen in der ESI-MS

Die Elektrospray-lonisation neigt dazu, lonen mit relativ geringen inneren Energien zu
produzieren, und daher sind Fragment-lonen relativ selten in ESI-Massenspektren [123].
Die Kollisions-induzierte Dissoziation in der API Quelle flihrt jedoch zu Spaltung von
Losungsmittel-Clustern, und wenn die Kollisionsenergie hoch genug ist, kénnen auch

Fragment-lonen beobachtet werden.

Die lonen, die in der ESI von kleinen Molekulen beobachtet werden, sind &hnlich wie die
lonen, die bei anderen weichen lonisationstechniken beobachtet. Positive ESI-
Massenspektren von kleinen polaren oder basischen Molekiile werden von Protonen unter
Bildung von [M+H]" dominiert. Weitere Kationen sind [M+Na]", [M+K]" oder [M+NH4]".
Vorgeformte lonen wie quaternire Ammoniumsalze werden als M* festgestellt. Negativ-
lonen-Massenspektren zeigen [M-H] von Verbindungen, die ein Proton verlieren. Unter den

geeigneten Bedingungen konnen elektrochemische Reaktionen auch molekulare
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Radikalionen aus Verbindungen wie polyaromatischen Kohlenwasserstoffen (PAHs) oder

Porphyrinen produzieren [124].

Die Tendenz zur Erzeugen Dimeren wie [2M+H]" oder [2M+Na]® steigt mit Analyt-
Konzentration. Dies ist ein allgemeines Problem bei allen weichen lonisationsmethoden und
kann zu Problemen bei der Interpretation der Daten fiihren. Die Reduzierung der
Analytkonzentration kann Dimerbildung vermindern [125]. Einer der interessantesten
Aspekte der ESI ist die Tendenz zur Bildung mehrfach geladener lonen wie [M+nH]™,
[M+nNa]™ oder [M-nH]". Diese Tendenz steigt mit zunehmendem Molekulargewicht.
Kleine Peptide wie Enkephalin produzieren fast ausschlieflich einfach geladene lonen,
[M+H]", wahrend die etwas groReren Peptide wie die zyklisches Peptid Gramicidin S ein
intensives [M+ 2H]?* und ein weniger intensiv [M+H]" produzieren [124]. Die beobachtete
Verteilung der lonen héngt dabei sowohl von der mobilen Phase als auch von den die ESI-
Source-Bedingungen ab [126-130].

2.3.4 Flugzeit-Massentrennung (Time-of-flight-Massenspektrometrie, TOF-MS)
2.3.4.1 Lineares TOF

In den letzten Jahren wurde die Eignung von LC-TOF-MS Instrumenten fir forensische
Anwendungen mehrfach untersucht [131]. Das Grundprinzip der Trennung von lonen durch
Flugzeit-Massenspektrometrie wurde 1946 von Stephens [132] konzipiert. Dieser Massen-
Analysator besteht aus einem ca. 100 cm langen evakuierten Flugrohr, in dem lonen auf der
Grundlage ihre Geschwindigkeitsunterschiede getrennt werden. Ein kurzer Puls von lonen
mit gleicher definierter Kinetischer Energie wird dabei nach der Flugzeit aufgetrennt. Die
Geschwindigkeiten v der lonen, die durch ein Potential V beschleunigt werden, sind eine

inverse Funktion der Quadratwurzel ihrer (m/q oder m/z) Werte (Gleichung 2.4):

[2qV
U= 'x'l T

Deshalb sind die leichteren lonen schneller und erreichen den Detektor frither als die

(2.4)

schwereren lonen. Der kurze Puls von lonen wird daher in lonen gleicher Masse aufgetrennt
(Abbildung 2.15). Die Zeit der Ankunft eines lons (Flugzeit t) wird durch Gleichung 2.5
gegeben.

I = E = I Illli (25)
v Y 29V
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Die gemessenen Flugzeiten aller lonen bilden ein Zeitspektrum ab, das nach Kalibrierung
des Instruments zu einem Massenspektrum umgewandelt wird. Eine allgemein akzeptierte

Kalibriergleichung (Gleichung 2.6) ist:

mo_ at” + b
7 (2.6)

In dieser Gleichung, ist a Proportionalitatsfaktor zwischen der Ankunftszeit eines lons und
ihres m/q und b ist ein Zeitoffset, das sich aus dem Zeitabstand zwischen der lonenextraktion
und dem Beginn der Datenerfassung ergibt. Diese Konstanten sind mit zwei verschiedenen

lonen der bekannten m/g-Werte bestimmbar.
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Abbildung 2.15: Prinzip der Trennung von Massen in einem Time-of-Flight-Massen-Analysator.
lonen werden auf der Grundlage ihrer m/q getrennt, die schwereren m/g-lonen (grolRe Kreise)
bewegen sich bei gleicher kinetischer Energie langsamer als die leichteren m/g-lonen (kleiner Kreis)
[133].

Im TOF-MS wird die Masseauflésung durch die Breite des Zeitfensters bestimmt, in dem
die lonen mit gleicher Masse auf den Detektor auftreffen (R =t /A t). Die beschleunigten
lonen werden von unterschiedlichen Stellen (Startposition der lonen zum Zeitpunkt der
Beschleunigung) und mit leicht unterschiedliche Ausgangsgeschwindigkeit (aufgrund von
Unterschieden in der initialen Kinetischen Energie der lonen) beschleunigt. Das sind die
zwei priméren Faktoren, die die Auflosung in TOF Instrument begrenzten [134-136]. Die
raumliche Verteilung und initiale kinetische Energie von lonen konnen durch verzdgerte
Extraktion und durch Reflektiongerdte minimiert werden. Bei Gasphasen-
lonisationstechniken wird das Zeitfenster, in dem die lonen gleicher Masse aus der Quelle
austreten als Umkehrzeit (turn around time) bezeichnet. Aufgrund ihre unterschiedlichen
intialen kinetischen Energie, ihres Ausgangsorts in der Quelle und dem Zeitpunkt des
Eintretens aus der lonenquelle werden sie nicht zur gleichen Zeit beschleunigt. D.h., dass

manche lonen ihre Flugrichtung umkehren missen bevor sie ihren Flug in Richtung des
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Detektors beginnen koénnen, sie bleiben also hinter anderen lonen mit identischer
urspringlichen Geschwindigkeit zurtick. Langere Flugstrecken und langere Flugzeiten
kénnen die Wirkung der Umkehrzeit reduzieren. Der Unterschied in den Ankunftszeiten von
lonen, die sich in der Masse von 1 Dalton unterscheiden (z. B. 2000 und 2001 Dalton) liegt
im Bereich von Nanosekunden. Daher ist die Masseauflésung von TOF-Instrumenten auch

durch das zeitliche Auflosungsvermdgen des Detektions-Systems beschrankt.
2.3.4.2 Verzogerte Extraktionen von lonen

Das Verzogerte Extraktions Prinzip (Delayed Extraction, DE) wurde zum ersten Mal von
Wiley und McLaren im Jahr 1956 in Form des Zeit-Verzdgerungs-Fokussierens aufgefiihrt
[137]. Es ist ein Weg zur Verbesserung der Auflosung von linearen TOF-Massen-
Spektrometern [138-140]. Dieses Verfahren verwendet eine Doppel-Phasen-lonen-
Extraktionsoptik mit zwei unterschiedlichen getrennten Extraktions- und Beschleunigungs-
Regionen (Abbildung 2.16).

Wahrend des lonisierungs-Pulses ist kein Potential auf die Extraktion Region angelegt.
Daher driften lonen in dieser Region in einer feldfreien Umgebung mit ihrer urspringlichen
Geschwindigkeit vo. Nach einer kurzen Verzogerung von ein paar hundert Nanosekunden
wird das Beschleunigungspotential zur Extraktion der lonen aus der Quelle angelegt.
Wahrend dieser Wartefrist bleiben die langsam fliegenden lonen hinter den schnell
fliegenden lonen zurtick. lonen in der N&he der Repellerelektrode (d.h. weiter vom
Extraktionsgitter entfernt) werden zu dem groReren elektrischen Potential starker als die
lonen nahe des Extraktionsgitters gezogen. Aufgrund dieses Unterschieds in der
Beschleunigung werden die weiter entfernten lonen auf eine hdhere Geschwindigkeit
beschleunigt. Mit einer korrekten Einstellung der Verzdgerungszeit und der Amplitude des
Extraktionspulses kann erreicht werden, dass alle lonen einer bestimmten Masse trotz

verschiedener kinetischer Anfangsenergie den Detektor zur gleichen Zeit erreichen.

Laser pulse
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Abbildung 2.16: Prinzip der Fokussierung durch zeitlichen Verzégerung.
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2.3.4.3 Reflektor TOF-Instrumente

Ein Reflektor ist eine Energiekorrektur-Anordnung, die die Auswirkungen der initialen
raumlichen- und Energieverbreitung des lonenstroms reduzieren kann [141]. Dieser
elektrostatische Spiegel besteht aus einem Gitter und einer Reihe von Ring-Elektroden, je
mit einer schrittweise Erhéhung des abstoRenden Potentials (Abbildung 2.17). Der Spiegel
befindet sich am Ende des Flugrohrs [d.h., der ersten feldfreien Region (FFR) der Lange L1]
und arbeitet nach dem Prinzip, dass die lonen nach dem Eintreten in diesen Bereich durch
das abstolRende elektrische Feld verlangsamt werden bis sie zur Ruhe kommen. Danach
kehrt sich ihre Bewegungsrichtung um, und sie werden wieder in der zweiten feldfreien

Region FFR der Lange L2 beschleunigt.
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Abbildung 2.17: Reflektor-Flugzeit-Massenanalysator.

lonen mit einer iiberhéhten Energie qV + Uy (wobei Uy = 1/2 mv%y) treten frither in den
Reflektor ein, sie verbringen aber mehr Zeit im reflektierenden Bereich, weil sie mit

groRRerer Tiefe (d) eindringen als lonen mit durchschnittlicher Energie qV.

Bei einer richtigen Einstellung der Ringspannungen, wird die kiirzere Flugzeit der schnellen
lonen somit durch diese zuséatzliche Zeit in dem Spiegel kompensiert. Als Folge werden alle
lonen mit dem gleichen m/g-Wert gleichzeitig beim Detektor am Ende des zweiten FFR
ankommen, das Ergebnis ist eine Verbesserung der Massenauflosung. Die zusétzliche
Flugstrecke durch die zweiten FFR tragt ebenfalls zu bessere Aufldsung bei. Der Spiegel
bringt auch den Raum der Fokussierungsebene in eine nutzliche Entfernung von der Quelle.
Er ermdglicht die Verwendung eines hoheren Extraktionbereichs, und reduziert damit die
Umkehrzeit [141-143].
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2.3.4.4 Orthogonal Beschleunigung im TOF Massenspektrometer

Die orthogonale Beschleunigung (orthogonal acceleration, oa) ist ein Merkmal eines oa-
TOF-Massen Analysators und ermdglicht die Verwendung von kontinuierlich arbeitenden
lonenquellen [100,144]. Der lonenstrahl aus der externen Quelle tritt in die lonen-
Beschleunigungs-Region senkrecht zur Hauptachse des TOF-Instruments ein (Abbildung
2.18).

Field-free drift region Reflectron lenses
NNNERNNRNRNENANY
Detector I
Acceleration 1601011
nun l —
I L}
LTI ANNERNNRNENENDNE
Y Deflection plates
|:| |:| Quadrupole
0

[on beam (e.g. from ESI or MALDI)

Abbildung 2.18: Prinzip des orthogonalen Time-of-Flight-Massenanalysators.

Um die lonen effizient von einem Abschnitt des Strahls der Massentrennung zuzufihren,
wird ein kurzer Puls auf den orthogonalen Beschleunigungsbereich angelegt. Dieser Ansatz
bietet einen hohen Wirkungsgrad um lonen aus einer externen Quelle einzuschleusen.
Dariiber hinaus reduziert er die rdumliche und energetische Inhomogenitét der in der Quelle

gebildeten lonen durch Minimierung des Turn-around-Effekts [145].

Die Kopplung einer externen kontinuierlichen lonenquelle mit der lonen-Beschleunigungs-
Region eines oa-TOF Massenspektrometers erfolgt Gber eine ionenoptische Fokussierung,
um so viele lonen wie mdglich in Richtung der Massenanalysators zu Ubertragen.
Urspriinglich wurde eine Serie von drei flachen Linsen verwendet, wie sie blicherweise in

EI/CI Quellen vorkommt.

Es wurde gezeigt, dass eine bessere lonen-Ubertragung in dieser Region durch den Ersatz
des Linsen-Stapels durch einen mit Radiofrequenz betriebenen Multipol (Quadrupol,
Hexapol oder Octopol mit entweder mit 4, 6 oder 8 Stében) erreicht werden kann [146-148].
Dabei wird die lonenstrahl-Divergenz minimiert und zur Erh6hung der lonen-Transport-

Effizienz beigetragen.
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2.3.4.5 Hybrid Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometrie (QTOF-MS)

Einige Massenspektrometer kombinieren verschiedene Arten von Massenanalysatoren.
Diese heiRen hybride Instrumente [149]. Die Vorteile der oa-TOF-Analysatoren mit
kontinuierlichen lonenquellen wurden seit den 1990er Jahren in hybriden Instrumente
genutzt, wo diese Analysatoren als zweiten Massenanalysatoren installiert werden [149] .
Der erste Massen-Analysator wird mit dem TOF in einer Weise gekoppelt, dass die
Beschleunigung der lonen im TOF-Rohr senkrecht zu der ersten Bahn der lonen erfolgt. Der
TOF-Analysator ist als zweite Stufe des Instruments vorteilhaft, weil seine Fahigkeit zur
gleichzeitigen Ubertragung aller lonen zu einer erheblichen Steigerung der Empfindlichkeit
fuhrt.

Tats&chlich hat der TOF-Analysator den Vorteil der gleichzeitigen Erfassung aller lonen mit
einer guten Genauigkeit, weil der Analysator die lonen nacheinander beim Scannen in der
Zeit  detektiert. Daher bietet diese Kombination klare Vorteile bezlglich
Messgeschwindigkeit und Empfindlichkeit, auch wenn ein breiter Massenbereich analysiert
wird. Dies gilt sowohl in MS und MS/MS-Modus.

Die erfolgreichsten hybriden Instrumente sind die, in denen ein 0a-TOF mit einem
Quadrupol-Analysator in einer Q-TOF-Konfiguration kombiniert wurde. Diese Instrumente
sind leistungsfahig und robust mit einzigartigen Leistungen [150-152]. Sie bieten eine hohe
Empfindlichkeit im Attomol-Bereich (10™® mol).

Die Auflésung von 10 000 FWHM ermoglicht die Zuweisung der Ladungszahl von
mehrfach geladenen lonen, ein Masse-Bereich erweitert bis ca. m/z = 20 000, und ein gute
Massengenauigkeit von etwa 2 bis 10 ppm. Der schnelle Erfolg dieser Art von Hybrid-
Geréten basiert auf der gunstigen Kombination der Einfachheit des Quadrupols mit der hohe
Leistungsfahigkeit des TOF.

Die hohe Empfindlichkeit und hohe Massengenauigkeit sind im MS- und im MS/MS-
Modus vorhanden [150,153,154]. Wie Abbildung 2.19 zeigt, bestehen die am haufigsten
verwendeten Q-TOF Instrumente aus einem Quadrupol-Analysator Q1 einer Quadrupol-
Kollisionszelle g2 und einem oa-TOF. Sie haben damit die QqTOF Konfiguration. In
einigen kommerziellen Instrumenten, wurde der g2 Quadrupol durch ein Hexapol ersetzt,
aber das Prinzip bleibt das gleiche [149].
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Abbildung 2.19: Schema eines Hybrid-Massenspektrometers bestehend aus einem Quadrupol-
Analysator, einer Quadrupol-Kollisionszelle und einem oa-Flugzeit-Massenanalysator.[aus 149]

Im MS-Modus werden die beiden Quadrupole Q1 und g2 im RF-Modus betrieben und
fungieren nur als lonenleiter, sind aber in ihrem Massebereich begrenzt. Der TOF analysiert
alle lonen, die orthogonal beschleunigt werden und funktioniert als der einziger Masse-
Analysator. Die daraus resultierenden Spektren nutzen die guten Leistungen des TOF-
Analysators in Bezug auf Auflésung und Massengenauigkeit, aber mit einem begrenzt
Massenbereich durch die Ubertragung der Quadrupole. Dabei ist es unwichtig, ob der g2-

Quadrupol ein Kollisionsgas enthalt oder nicht [151].

Im MS/MS-Modus wird die Filterleistung von Q1 hingegen zur Selektion wvon
interessierenden Vorldufer-lonen benutzt. Diese lonen werden dann durch eine
Potentialdifferenz - die zwischen 10 und 60 eV betrdgt - beschleunigt, bevor sie in die
Kollisionszelle g2 eintreten, wo sie durch Kollision mit den neutralen Gasmolekiilen
fragmentiert werden (in der Regel Argon oder Stickstoff). Die daraus resultierenden
Fragment-lonen und das verbliebene Vorldufer-lon werden dann als hochaufgelGste
Massenspektren im TOF-Analysator registriert [149,152].

2.3.4.6 Leistungsfahigkeit moderner LC-TOF-MS-Geréte

Seit der Einfiihrung der kommerziellen orthogonalen Flugzeit Instrumente (oa - TOF) in der
Mitte der 1990er-Jahren wurden signifikante Verbesserungen sowohl bei den lonenquellen
als auch bei der TOF-Massenspektrometrie selbst vorgenommen. Heute bieten mehrere
Hersteller oa-TOF-MS und oa-TOF-MS/MS-Instrumente an, die als Vorteil eine einzigartige
Kombination aus Geschwindigkeit, Empfindlichkeit, Aufldsungsvermogen, und

Massengenauigkeit aufweisen.
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In Kombination mit einer Flissig-Chromatographie ist oa-TOF daher eine effiziente
Methode fir die Analyse und Identifizierung von Spuren organischer Substanzen. Tabelle
2.4 zeigt die Leistungen, die mittels der TOF Instrumente erzielt werden kdnnen. Einzigartig

bei TOF ist, dass jede dieser Spezifikationen gleichzeitig erreicht werden kann [155].

Tabelle 2.4: Eigenschaften eines High Performance oa - TOF-System

Eigenschaften Spezifikation
Massengenauigkeit <2 ppm
Massenbereich > 10,000 m/z
Auflésungsvermogen bis zu 20,000
Sensitivitat <10 pg
Dynamischer Bereich — im Spektrum bis zu 5 Dekaden
Geschwindigkeit — Spektren/sec bis zu 40/sec
Kosten moderat

Hervorzuheben sind insbesondere die hohe Massengenauigkeit und das hohe
Auflésungsvermdgen. Da sich die exakten monoisotopischen Molmassen bedingt durch den
unterschiedlichen Massendefekt der Atome je nach der elementaren Zusammensetzung
unterschiedlich stark von den ganzzahligen Werten unterscheiden, kann aus ihnen die
Summenformel der jeweiligen Verbindung abgeleitet werden. Dabei werden zusétzlich auch
die Isotopenpeaks, die durch Anwesenheit von Deuterium, *C, °N, YO oder *'CI bedingt
sind, ausgewertet, wobei sowohl das Intensitatsverhaltnis (abundance match) als auch der
m/z-Abstand (spacing match) als Kriterium fur die Richtigkeit einer Summenformel mit
angewendet werden (Isotopenmuster). Die Software von LC-TOF-MS-Geraten ermdglicht

eine automatische Berechnung der Summenformel auf der Basis dieser Messdaten.

2.4 Literaturbeispiele fur die Anwendung von LC-TOF/MS in der forensisch-

toxikologischen Analyse

Die anhaltenden Entwicklungen in der analytischen Instrumentierung wahrend der letzten
Jahre hatten einen groRBen Einfluss auf das forensische Labor. Unter den instrumentellen
Methoden der forensischen Toxikologie ist das Massenspektrometer zur Methode der Wahl
geworden. Wahrend bis vor etwa 10 Jahren GC/MS mit Elektronenstol3-lonisation (EI), und
spater mit chemischen lonisation (Cl), die einzigen verwendeten Massenspektrometrie-

Techniken waren, findet sich heute ein Vielzahl von MS-Techniken in forensischen Labors.

Dazu zahlen vor allem LC/MS mit Elektrospray-lonisierung (ESI) oder chemischer
lonisation unter atmosphéarischen Druck (APCI) und Tandem-Massenspektrometrie
(MS/MS) sowie auch MS-TOF. Diese Techniken ermdglichen die Erkennung und
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Identifizierung von Spuren-Komponenten in komplexen Gemischen mit einer hohen

Empfindlichkeit sowie eine Analyse von nichtflichtigen und thermisch labilen
Verbindungen. Die Einbeziehung der neuen Techniken der Massenspektrometrie in das

forensische Labor ebnete den Weg fiir neue Anwendungen in der forensischen Analyse.

Obwohl die im vorangegangenen Abschnitt zusammengefassten Eigenschaften des LC-
TOF-MS ein hohes Potential fir die forensische Toxikologie bieten, wurden bislang nur
relativ wenige Arbeiten hierzu publiziert. Einen Uberblick tiber bisherige Anwendungen in

der systematischen toxikologischen Analyse gibt Tabelle 2.5.

Einige der in Tabelle 2.5 aufgefliihrten Arbeiten sollen etwas néher erlautert werden. Gergov
et al. beschrieben 2001 erstmalig ein Screening-Konzept fur Drogen und Arzneimittel im
Urin mit Hilfe der Summenformel-Identifizierung durch LC/TOF-MS [163].

Tabelle 2.5: Literaturiibersicht zur bisherigen Anwendung von LC-TOF-MS oder LC-QTOF-MS
zum toxikologischen Screening.

Autoren LC- TOF Massen- Kriterien fr Bibliothek Proben praktische
Modus genauigkeit Subst. Ident. Vorbereitung Anwendung

Pelander et al. LC-TOF 5 ppm Exak. Masse, In-Haus, 637 SPE Urin
2003 [156] RT , Metab. Verbindungen
Ojanperd et al. LC-TOF 5 ppm Exak. Masse, In-Haus, 735  SPE Urin
2006 [157] RT, Verbindungen

Isotopenmuster,

Metab.
Pelander et al. LC-TOF 5 ppm Exak. Masse, In-Haus, 815  Digestion im Haare
2008 [158] RT, Verbindungen NaOH, SPE

Isotopenmuster.
Decaesteckeret  LC-QTOF - IDA, CID In-Haus, 300  SPE Blut
al. 2004 [159] Spektren Verbindungen
Kaufmannetal. LC-TOF 5 ppm Exak. Masse, In —Haus, 100  Dilution mit Urin
2007 [8] in- source CID ~ Verbindugen  Acitonitril

Spektren
Polettini et al. CE-TOF 5 ppm Exak. Masse PubChem LLE Haare, Blut,
2008 [160] Subst, 50500 Urin.

Substantz.

Lee et al. 2009 LC-TOF 5 ppm Exakt. Masse, In —Haus, 300 LLE Urin
[161] in- source CID  Verbindugen

Spektren
Kolmonenetal. LC-TOF 5 ppm Exak. Masse, In—Haus, 124 SPE Urin
2007 [162] RT, Verbindugen

Isotopenmuster  und 70

Metabolten
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Die Methode wurde seither verbessert und validiert [156]. Neben der forensischen und
klinischen Toxikologie war die Methode auch niitzlich fir die Doping-Kontrolle [162]. Die
Verfahren basieren auf der Messung der genauen Masse der Wirkstoffe kombiniert mit der
gezielten Suche in einer Datenbank von theoretisch berechneten akkuraten mono-isotopen
Massen der wichtigsten toxikologisch relevanten Substanzen. Eintrdge in dieser groRen
Datenbank, die die Summenformeln der Referenzsubstanzen und deren Metaboliten
reprasentieren, werden mit den gemessenen Massen fiir protonierten Molekille MH™

verglichen.

Die Probenvorbereitung basiert auf der Festphasenextraktion der Urinproben mittels
Kationenaustausch/C-4 Sdulen nach vorheriger Hydrolyse mit Glucuronidase [157]. Die
Methode ermdglicht die Extraktion von basischen und amphoteren Verbindungen mit
breitem Spektrum der Polaritat. Die chromatographische Trennung basiert auf einer Luna C
- 18 (2) 100 x 2 mm (3 p m) (Phenomenex, Torrance, CA)-Sé&ule mit einem Gradienten mit
5 mM Ammoniumacetat in 0,1% Ameisensdure und Acetonitril als mobile Phase. ESI-TOF-
MS wurde im positiven Modus betrieben. Neben der Messung der genauen Masse stitzte
sich die Identifikation auf Isotopenmustern, Retentionszeit (wenn eine Referenzsubstanz
verfugbar ist), und dem Nachweis bekannter Metaboliten im Urin. In einer Studie mit
Autopsie Urinproben waren der Mittelwert und der Median des Massefehlers der absolute
2,5 ppm und 2,2 ppm, entsprechend 0,65 und 0,60 mDa [157].

In einer post-mortem Urinprobe wurden zum Beispiel folgende 13 Wirkstoffe, zusammen
mit einigen von ihren Metaboliten und dem interne Standard Dibenzepin identifiziert:
Oxazepam, Temazepam, Carbamazepin, Carbamazepin-10,11-Epoxid, 10,11-
Dihydroxycarbazepin, Iminostilben, Clobazam, Norclobazam, Cotinin, Hydroxycotinin,
Paracetamol, Phenylethylmalonamid, 4-Hydroxyalprenolol, Noralprenolol, 7-
Aminonitrazepam, 7-Acetamidonitrazepam, Tramadol, O-Desmethytramadol, Nortramadol,
O-Desmethylnortramadol, Normedazepam, Dinorvenlafaxin, Warfarin, Oxcarbazepin,
Levetiracetam, Dibenzepin und Bisoprolol. Die Eintrdge in dem Bericht Clobazam (m/z=
301,0731) und Norclobazam (m/z= 287,0577) erwiesen sich als falsch positive Ergebnisse,
die entsprechenden Massen gelten gleichermaRen fir die isomeren Verbindungen
Temazepam (m/z= 301,0731) und Oxazepam (m/z= 287,0577).

Dartiber hinaus wurde die Masse fur Nortramadol und O-Desmethyltramadol (m/z=
250,1802) félschlicherweise dem isomeren Dinorvenlafaxine (m/z= 250,1802) zugeordnet.

Diese falsch-positiven Ergebnisse demonstrieren die Tatsache, dass die Summenformel
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wegen der Vielzahl maglicher Isomere zur Identifizierungen bei weitem nicht ausreicht und

dass weitere Kriterien zur Bestatigung erforderlich sind.

In einer anderen Arbeit untersuchten Ojanperéa et al. [164] drei postmortem Urinproben mit
LC-TOF-MS (Applied Biosystems) und verglichen die Ergebnisse mit denen der LC-FTMS
(Fourier Transformation Mass Spectrometry). Fir die Identifizierung wurden zwei
Datenbanken mit den theoretischen Massen von 637 bzw. 7640 Verbindungen [156,165]
benutzt. Durch die Messung der exakten Masse wurden alle Wirkstoffe, die mit LC-
TOF/MS nachgewiesen wurden, auch mit LC-FTMS festgestellt. Die Konzentrationen lagen
dabei im Bereich 0,01-31 mg/L. Ausnahmen bildeten Amphetamin in der Probe 1 sowie
Nikotin und Dibenzepin in der Probe 2. Da mit zunehmender Anzahl von Verbindungen in
der Datenbank auch die Zahl der als Suchergebnis vorgeschlagenen Substanzen ansteigt,
werden zusétzliche Informationen wie Retentionszeit, MS-MS Fragmentation und

Metabolite unbedingt benétigt, um eine sichere Identifizierung zu erreichen.

ElSohly und seine Mitarbeiter [166] untersuchten mit LC-TOF/MS 156 Urinproben von
vermutlichen Opfern von sexuellem Missbrauch nach Beibringung von K.-O.-Mitteln. VVon
den haufigsten 22 Benzodiazepinen werden wurden 19 nachgewiesen. Die Nachweisgrenze
lag im Bereich von 0,5 bis 3,0 ng/ml und die Bestimmungsgrenze zwischen 2 und 10 ng/ml.
In der Mehrheit der Proben wurde mindestens eines der folgenden Benzodiazepine
identifiziert: Temazepam, Nordiazepam, Diazepam, und/oder Oxazepam. Die
nachsthiaufigen Benzodiazepine waren a-Hydroxyalprazolam und Alprazolam, 7-Amino-

clonazepam und Lorazepam.

Die Substanzidentifizierung mit Hilfe der Summenformel erfordert eine einfache Referenz-
Datenbank, die aus einer Liste von Verbindungen mit deren Namen und den
Summenformeln besteht. Ojanpera et al. [157] erstellten eine In-Haus-Datenbank mit 735
pharmazeutisch oder toxikologisch relevanten Substanzen einschlieBlich therapeutischen

und illegalen Drogen, Designerdrogen und Metaboliten.

Weiterhin haben sie eine Datenbank mit 124 Dopingsubstanzen (70 Metabolite) entwickelt
[184]. Die kommerzielle Datenbank von Pfleger, Maurer und Weber (PMW) [167] mit mehr
als 7800 Substanzen einschlieRlich Metabolite ist aufgrund der Derivate GC orientiert hat
deshalb nur begrenzten Nutzen im TOF-MS Screening. Polettini et al. [160] haben durch
gezielte Auswahl aus dem PubChem-Substanzpool eine Referenz-Datenbank von 50500
Substanzen fiir die General-unknown-Untersuchungen erstellt und diese in der Praxis
getestet [168].
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Hayashida und seine Kollegen [169] haben unter Verwendung der Ergebnisse der TOF-MS-
Messung eine Datenbank von 41 verschiedenen Benzodiazepinen mit Summenformel,
Retentionszeit und akkurater Masse publiziert. In der Analyse von Proben von Patienten, die
mehr als 2 Benzodiazepine genommen hatten, wurde die Selektivitat mit Hilfe der exakten
TOF-MS Massen-Datenbank verbessert. TOF-MS ist effektiv fiir forensische Toxikologie in
der Unterscheidung &hnlicher Benzodiazepine und deren Metaboliten menschlichen Proben.

Analyse von kontrollierten Drogen ist ein fester Bestandteil der Aufgaben des
kriminaltechnischen Labors. Laks et al. haben gezeigt, dass die StraBendrogen auch bei
Fehlen eines Referenzstandards durch eine Kombination von zwei modernen Techniken
analysiert werden konnen: Identifizierung durch Summenformel-basierte Analyse mittels
LC- TOF-MS und Quantifizierung mit Hilfe Stickstoff-Chemilumineszen-Detektors
(LC/CLND) [170]. LC/TOF-MS wurde auch bereits auf alternative Matrices angewandt, z.
B. Cannabis im Speichel [171] und Drogen im Haar [172].

2.5 ldentifizierung von Metaboliten durch LC-TOF-MS

Die hohe Sensibilitat, Selektivitat, und Massengenauigkeit der LC/MS-Technik hat es
erlaubt, sie als ein analytisches Routineinstrument fir Drogenstoffwechselstudien zu
benutzen [173,174]. Seit TOF Massenspektrometer auch in hoher Auflésung (5000-20000)
arbeiten, erreichen diese Instrumente eine ausreichend hohe Massengenauigkeit (<5 ppm)
zur Berechnung der elementaren Zusammensetzung der lonen und ihre Fragment-lonen
[175-177].

Mit Verbesserungen in der Softwares der LC-TOF-MS-Systeme [178], hat sich diese
Technologie eine starke Position bei der Aufklarung des Medikamentenstoffwechsels
gesichert, und flr die Zukunft ist zu erwarten, dass sie eine viel breitere Rolle bei der
Metaboliten- und Biomarker-ldentifizierung spielen wird.

Mit Hilfe der hochaufgelosten Massenspektren kann in den Chromatogrammen
verhéltnismalig leicht auf das Vorhandensein von (erwarteten) Phase-I-Metabolite eines
nachgewiesenen Wirkstoffs untersucht werden.

Tabelle 2.6 zeigt eine Liste von allgemeinen Phase-I-Biotransformationen und die
entsprechenden Masseanderungen.

Die haufigsten Metabolismusprozesse sind Oxidationen, die einen Metaboliten mit der
Molmasse M + 16 DA erzeugen. In vitro werden fiir die Bildung von Phase-1-Metaboliten
einer Verbindung haufig Lebermikrosomen verwendet. Die meisten Phase-I-

Biotransformationen werden durch Cytochrom P450-Enzyme vermittelt. Tabelle 2.7 enthélt
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eine Liste von allgemeinen Phase-Il-Biotransformationen und die entsprechenden

Masseénderungen.

Tabelle 2.6: Allgemeine Phase-I-Biotransformationen und die entsprechende Anderung in der
Molmasse der Muttersubstanz.

Massednderung Art der Biotransformation

- 28,0312 Deethylierung (-C,H,) oder zweifache Demethylierung

14,0157 Demethylierung (-CH,)

2,0157 Zwei-electronische Oxidation (-H,)

+2,0157 Zwei-electronische Reduction (+Hy)

+13,9792 Addition von Sauerstoff und zwei-electronische Oxidation (+0,-H,)
+15.9949 Addition von Sauerstoff (+O), Hydroxylierung, Epoxidbildung

+ 18,0106 Hydration (+H,0)

+ 29,9741 Addition von zwei Sauerstoff u. zwei -electron Oxidation (+20-Hy)
+ 31,9898 Addition von zwei Sauerstoff Atomen (+20)

Tabelle 2.7: Allgemeine Phase-11-Biotransformationen und die entsprechende Anderung in der
Molmasse der Muttersubstanz.

Massednderung Aurt der Biotransformation

+ 42,0106 Acetylierung

+79,9568 Sulfatbildung

+57,0215 Zwei-electronische Oxidation (-H,)
+107,0041 Addition von Taurin

+176,0321 Glucuronidierung

+307,0837 oder 305,0682 Addition von Glutathion

Obwohl die exakte Massendnderung ausreichend zur Bestimmung der Art einer
Biotransformation ist, sind die durch Fragmentierung gebildeten Produkt-lonen (MS/MS-
Spektren oder in—source collision induced dissociation CID) zur Bestimmung der Position

im Molekiil, in der die strukturelle Anderung stattfand, sehr wichtig.

Die Produkt-lonen (MS/MS, CID) konnen eine betrachtliche Menge an strukturellen
Informationen flr die Metaboliten-Identifizierung geben. Trotzdem ist es manchmal schwer,
zwischen Strukturisomeren zu unterscheiden. Daher werden auch zuséatzliche Werkzeuge flr

Metaboliten-Identifizierung benutzt.
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Zum Beispiel war es nicht moglich, basierend auf den Produkt-lonen (MS/MS-, CID-
Spektren) allein die Position der Glucuronidierung fiir zwei Konjugate 1 und 2 der CP-
101606 (ein NMDA-Rezeptor-Antagonist beim Menschen) festzustellen [179]. Die Position
der Konjugation ergab sich erst nach Derivatisierung der Probe mit Diazomethan. Manchmal
wird die Derivatisierung eines Metaboliten auch angewandt, um eine weitere hydrophobe,

leicht ionisierbar Einheit zu schaffen.

Dalvie et al. (1998) [180] dansylatiert mehreren polaren Metaboliten einer Verbindung im
Urin, die durch Radiochromatography nachweisbar waren, aber nicht durch LC-MS
identifiziert werden konnte. Die Présenz der Dimethylamino-Funktion in der Dansyl Gruppe
erleichterte die Protonierung und die Charakterisierung der Metaboliten durch LC-MS. Ein
weiterer Vorteil ist, dass die Erhéhung des Molekulargewichts des Analyten und héufig die

chemischen Interferenzen reduziert.

Wenn die Mutterverbindung ein charakteristisches (stabiles) Isotopen-Muster enthalt, zum
Beispiel bei der Anwesenheit von einem oder mehreren Chlor- oder Bromatomen, kénnen
die Metaboliten durch Untersuchung dieses spezielle Isotopen-Musters identifiziert werden

(Clusteranalyse).

Die Anwesenheit des gewinschten Isotopen-Musters erhoht die Sicherheit, dass das Signal
in der Tat im Zusammenhang mit der verabreichten Verbindung steht. Wienkers et al. (1995,
1996) [181,182] identifizierten Metaboliten von Tirilazad (CssHs2NgO2), einem potenten
Inhibitor der Membranlipide-Peroxidation, und sie benutzten als isotopes Label das [2,4,6-
13¢C,,1,3-°N,-pyrimidin] Tirilazad. Die Metaboliten wurden, durch das Auftreten zweier

Signale mit gleicher Abundance aber getrennt um 5 Da identifiziert (Abbildung 2.20).

Wasserstoff-Deuterium (H/D) Austausch ist eine weitere nutzliche massenspektrometrische
Methode bei der Metaboliten-ldentifizierung. Der Online-H/D Austausch bei der LC/MS ist
dabei ein besonders schneller Weg [183,184]. H/D Austausch erleichtert durch Bestimmung
der aziden Wasserstoff-Atome (z. B. in -OH, -SH oder -NH) die strukturelle

Charakterisierung und die Interpretation von MS/MS-Daten.

Es gibt viele Publikationen fir die Verwendung von LC-TOF-MS in der Identifizierung von
Phase | und Phase Il Metaboliten [186-195]. Die vermeintlichen verbindungsbedingten
HPLC-Peaks wurden durch einen Vergleich mit den entsprechenden Vordosis Proben
bestétigt.
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Abbildung 2.20: LC-MS-Elektronen-lonisations-Massenspektrum fiir den oxidierten Metaboliten
von U-89678 DHT-1. Das Massenspektrum wurde nach Co-Inkubation von U-89678 mit einem
dquimolaren Verhaltnis von [*°C3, ®N2] U-89678-Mesylat in menschlichen Lebermikrosomen
erhalten. Wienkers et al (1998) [185].

In diesem Ansatz wird jedes Masse-Chromatogramm in dem gewahlten Massen Bereich mit
einem gleichwertigen Masse-Chromatogramm aus einer \Vordosis-Probe verglichen.
Chromatographische Peaks, die in der Probe gefunden werden, aber nicht in der Kontrolle
Probe prasent sind, sind in der Regel der Mutterverbindung und deren Metaboliten oder dem
Vehikel zuzuordnen. Dieser Prozess fihrt zu Informationen Uber Molekulargewicht
(abgeleitet von den ermittelten [M+H]" oder [M-H]" lonen), welches man in einigen Fallen

nutzen kann, um einen Stoffwechselprozess nachzuweisen.

Kommerzielle Software fir die Suche und Identifizierung der Metaboliten (z. B. Metabolynx
der Firma Waters und Metabolit ID MassHunter der Firma Agilent) wurde vor kurzem fir
die automatisierte Verarbeitung von Masse-Chromatogrammen und Spektren entwickelt
[196-198].

Die Software sucht nach erwarteten Metaboliten und nach den Unterschieden zwischen zwei
oder mehr LC/MS L&ufen und kann MS/MS Experimente zur Bestatigung der Identitéat des
Metaboliten steuern. Ein Isotopen-Cluster-Analyse-Werkzeug fir Halogen-Verbindungen
oder andere Funktiongruppen ist in der Software integriert. Eine besondere Beschrankung
der Softwaren ist, dass sie nicht alle theoretisch mdglichen Biotransformationen-Reaktionen
fur ein bestimmtes Medikament erfassen kann. Deshalb muss der Benutzer die meisten der
wichtigsten erwarteten Metaboliten manuell hinzufiigen. Computer-basierte Systeme fir die
Vorhersage der Drogenstoffwechselwege stehen somit zur Verfiigung, und sind umso
zuverléssiger je mehr Stoffwechsel-Daten fiir verschiedene Verbindungen beinhaltet sind.
Aber es ist noch nicht mdglich den kompletten Stoffwechsel einer Verbindung

ausschlieBlich auf der Grundlage ihrer Struktur vorherzusagen [199-201].
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Das Massendefekt Filterprogramm, das von Zhang et al. eingefiihrt wurde, entfernt effektiv
aus der Matrix herriihrende lonen aus den exakten Masse Analysen. Ein Massedefekt wird
als die Differenz zwischen der exakten Masse und der nominalen Masse einer Verbindung
definiert. Phase-1-und Phase-11-Reaktionen haben eindeutig unterschiedliche Massendefekte,
die in der Regel innerhalb von 50 mDa liegen. Zum Beispiel ist der Massendefekt im Bezug
zur Muttersubstanz 5 mDa flr Hydroxylierung, -23 mDa fir Demethylierung und 32 mDa
fir Glucuronidierung. Auf der Grundlage dieser Informationen, kann ein Massenfenster
definiert werden. Dadurch werden lonen, deren Massedefekt auBerhalb des Fensters liegt,

ausgefiltert.
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3. Experimenteller Teil

3.1 Verwendete Instrumente
3.11 HPLC-DAD-Systeme

Fur die HPLC-DAD-Untersuchungen wurden zwei HPLC-DAD-Anlagen mit folgender

Konfiguration und folgenden Messbedingungen angewendet:

- HPLC-System 1:

Autoinjektor: SIL-6B, Shimadzu, Japan

Systemcontroller: SCL-6B, Shimadzu, Japan

Detektor 1: SPD-M10A, Shimadzu, Japan

Detektor 2: SPD-M10A VP, Shimadzu, Japan

Pumpe: LC-6A, Shimadzu, Japan

Entgaser: DG-1210, Uniflows (Tokio, Japan)

Analytische Trennsdule: CC 250/4 LiChrospher 100 RP8 ec mit VVorséule 8x4 mm
(Macherey-Nagel, Diiren)

Mobile Phase A: Acetontitril/Phosphatpuffer pH 2,3 (37/63, (V: V))
Mobile Phase B: Acetontitril/Phosphatpuffer pH 2,3 (63/37, (V: V))
Mobile Phase C: Acetontitril/Phosphatpuffer pH 2,3 (20/80, (V:V))
Mobile Phase E: Acetontitril/Phosphatpuffer pH 2,3 (10/90, (V:V))
Flussrate: 1,0 ml/min

- HPLC-System 2:

Autoinjektor: SIL-10A XL, Shimadzu, Japan

System controller: SCL-10A VP, Shimadzu, Japan

Detector: SPD-M10A VP, Shimadzu, Japan

Entgaser: DGU-14A, Shimadzu, Japan

Pumpe: LC-6A, Shimadzu, Japan

Software: LcSolution, Version 1.2.1 SP1

Analytische Trennsdule: CC 250/4 LiChrospher 100 RP8 ec mit VVorsdule 8 x 4 mm
(Macherey-Nagel, Duren)

Mobile Phasen: A-B-C-E (s. HPLC-System 1)  Flussrate: 1,0 ml/min

3.1.2 GC/MS-System
Die GC-MS-Untersuchungen erfolgten mit einer Anlage folgender Konfiguration

Gaschromatograph: 6890N (G1530N), Agilent Technologies (Waldbronn, Germany)
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Massenselektiver Detektor: 5973N (Network) MSD, Agilent Technologies (Waldbronn,

Germany)

Autosampler: Multi Purpose Sampler MPS2, Gerstel (Muhlheim/Ruhr, Germany)
GC/MS-Trennsaule: PTA-5-Séule (30 m x 025 mm x 05 um), Supelco
(Bellefonte, USA)

Software Steuerung des Autosamplers: PAL Cycle Composer 1.5.2, Gerstel
(Mdhlheim/Ruhr, Germany)

Einstellung der Messparameter fir GC/MS: Enhanced Chemstation G1701DA, Version
D.00.01.27,Agilent Technologies, 2002

Spektrenbibliotheken:

Hans H. Maurer, Karl Pfleger, Armin A.Weber: Mass Spectral and GC Data of Drugs,
Poisons, Pesticides, Pollutants and Their Metabolites, Version 2007, 7840 Eintrége

NISTO02 (175 000 Eintrége), National Institute of Standards and Technology (Gaithersburg,
MD, USA)

NISTO5 (190 000 Eintrége), National Institute of Standards and Technology (Gaithersburg,
MD, USA)

3.1.3 LC-TOF-MS Systeme

LC-FOF-MS-Untersuchungen wurden im Laufe der Arbeit drei Gerdtekombinationen

eingesetzt, zwei des Herstellers Agilent und eins der Firma Waters:

- Agilent 1100 Serie LC-Anlage, gekoppelt mit einem Agilent 6210 ESI-MS-TOF

Instrument

HPLC Saulen: Eclipse XDB-C18, 2,1x100mm, 1,8um, 600bar, CoO: US
Eclipse Plus C18, 2,1x50mm, 1,8um, 600bar, CoO: US
Extend-C18, 2,1x100mm, 1,8um, 600bar, CoO: US
Eclipse Plus C18, 2,1x12,5mm, 5um, 4pk CoO: US
Eclipse Plus C18, 2,1x100mm, 1,8um, 600 abr, CoO: US
Extend-C18, Grd.Crt. 2,1x12,5mm, 4pk CoO: US

FlieBmittel:  FlieBmittel A: Wasser (Baker) w/ 0,1% Ameisensdure
FlieBmittel B: Acetonitril (Baker) w/ 0,1% Ameisensdure
Gradient: s. Abschnitt 3.4.2

Software: Agilent MassHunter Workstation Version A. 02.01 B726
Analyst QS Ver. 1.1 Build, 9865 Applied Biosystems.
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- Agilent 1200 Serie LC-Anlage gekoppelt mit einem Agilent 6530 Accurate-Mass
ESI-Q-TOF-MS Instrument

HPLC Saule: Eclipse Plus C18 3:5 pum 2,1x150 mm.

FlieBmittel: FlieBmittel A: Wasser (Baker) w/ 0,1% Ameisensaure
FlieBmittel B: Methanol (Baker) w/ 0,1% Ameisensaure
Gradient: s. Abschnitt 3.4.2.

Software: MassHunter Workstation Software Version B.03.01 (Agilent)

- LC-TOF-MS Waters System

LC- TOF-MS System: LCT Premier TOF-MS, Benchtop-LCT-Premier™-XE, ein
orthogonal-beschleunigendes-Flugzeit-(oa-TOF)-Massenspektrometer gekoppelt mit einem
Waters Aquity UPLC System
HPLC Saule: Acquity UPLC HSS T3 Saule (2,1x100 mm, 1,8 um particles)
FlieBmittel:  FlieBmittel A: Wasser (Baker) w/ 0,1% Ameisensaure

FlieBmittel B: Methanol (Baker) w/ 0,1% Ameisensaure

Gradient: s. Abschnitt 3.4.2.
Software: Masslynx (MassFragment und Metabolynx) V 4.1. SCN639 Build 137 Waters.

3.1.4 Laborgerate

Samtliche Einwaagen wurden an einer Feinanalysenwaage CP 2245-CE der Firma Sartorius
(Sartorius AG, Gottingen, Deutschland) vorgenommen. Das Temperieren von Blut- und
Plasmaproben erfolgte in einem Trockenschrank ULM 400 der Firma Memmert (Memmert
GmbH, Schwabach, Deutschland).

Zum Zentrifugieren der Vollblutproben wurden die Zentrifugen Labofuge 400 und
Megafuge 1,0 der Firma Heraeus (Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland)
verwendet. Fur alle Flussigextraktionen wurden der Thermomixer 5433 Comfort bzw. der
Mixer 5432 der Firma Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) benutzt. Zum
kurzzeitigen Schitteln von Proben diente ein Vortex-Ruttler VF 2 der Firma Janke& Kunkel
(Janke&Kunkel GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland).

Zum Einengen und Verdampfen der Losungsmittel und zum Temperieren von Proben und
Extrakten z.B. bei Derivatisierungsreaktionen wurde ein Metallblockthermostat Evaporator
2366-DA der Firma Liebisch (Gebr. Liebisch GmbH, Bielefeld, Deutschland) mit einer
Stickstoffzufuhr liber ein Multiplex Ventildepot herangezogen.
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Zur Messung der pH-Werte bei der Herstellung der Pufferlosungen wurde eine
Glaselektrode Sure-Flow Silver-Chloride in Kombination mit dem Messgerat PerpHecT
Meter Serie Modell 370 der Firma ATI (ATI Orion Inc., Boston, USA) verwendet. Fir
Extraktions-, Reinigungs- bzw. Aufschlussschritte wurden die Ultraschallbader Sonorex
Super RK 255H und Sonorex TK 52 der Firma Bandelin electronic (Bandelin electronic

GmbH, Berlin, Deutschland) eingesetzt.
3.2 Verwendete Chemikalien und Ldsungen
3.2.1 Chemikalien:

Die in dieser Arbeit untersuchten Medikamentwirkstoffe wurden von den jeweiligen
Herstellerfirmen zur Verfugung gestellt und ohne weitere Reinigung fur die Messungen
verwendet. Dabei handelte es sich um Referenzsubstanzen der UV-Spektrenbibliothek ,,UV
Spectra of Toxic Compounds®, und ihre Identitdt wurde durch Vergleich der UV-Spektren
mit der UV-Spektrenbibliothek gesichert [40].

Alle Chemikalien und Reagenzien, welche fir die Herstellung der Pufferlésungen sowie fir
die Probenaufbereitungsverfahren verwendet wurden, wurden von folgenden Firmen

erworben und ohne weitere Aufreinigung oder VVorbehandlung verwendet:

Firma Merck (Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, Deutschland): Ameisensaure 90%ig,
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat p.A., Essigsdure 100%, [-Glucuronidase (Helix
Promatia),  Kalium-dihydrogenphosphatmonohydrat  p.A.,  Kaliumhydroxid p.A,,
Natriumchlorid p.A., Natriumhydroxid, 1N Natronlauge, Perchlorséure /Perchlorat-l16sung
zur EntweiBung, Phosphorsaure 85%ig, Salzsdure 32%ig 1M Schwefelsdure. und

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan p.A.

Sigma-Aldrich  bzw. Fluka (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Schweiz):
Ammoniumchlorid, Ammoniumhydroxid-Losung 33%ig in Wasser, Magnesiumsulfat,

Natriumhydrogencarbonat.

Serva (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland): MPPH 5-(4-
Methylphenyl)5-phenylhydantoin research grade.

3.2.2 Losungsmittel
Es wurden folgende Losungsmittel eingesetzt:

Firma Merck (Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, Deutschland) : Uvasolv-Qualitat:
Acetonitril, Dichlormethan, Diethylether, Ethanol, Ethylacetat, n-Hexan und Methanol;

Lichrosolv-Qualitat: 1-Chlorbutan, n-Heptan und Wasser; Seccosolv-Qualitat iso-Octan.
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Firma Riedel-de-Haen (Honeywell Specialty Chemicals Seelze GmbH, Seelze, Deutschland):
Methyl-tert-butylether (MTBE).

Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Buchs, Schweiz): iso-Propanol, n-Propanol und

Toluol.
Firma J. T. Baker (Deventer, Netherlands): Chloroform.

Alle Losungsmittel wurden ohne weitere Reinigung verwendet. Zur Herstellung der
Pufferlosungen und Laufmittel fir die HPLC wurde deionisiertes Wasser verwendet,
welches im Labor zusétzlich Uber Kaliumpermanganat destilliert wurde. Wasser und
Methanol fir die LC-TOF-Messungen von der Firma J. T. Baker (Deventer, Niederlande)

bezogen und ohne weitere Reinigung oder Vorbehandlung verwendet.
3.2.3 Pufferlésungen

Die fur verschiedene Zwecke verwendeten Pufferlésungen wurden nach den folgenden
Vorschriften selbst hergestellt. Zum exakten Einstellen des pH-Wertes wurde eine
Glaselektrode mit dem Messgerédt PerpHecT Meter Serie Modell 370 der Firma ATI (ATI

Orion Inc., Boston, USA) verwendet.

Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 2,3 (0,1M)

6,669 Kaliumdihydrogenphosphatmonohydrat wurden in 900mL destilliertem Wasser gelost.
Die Losung wurde wahrend der Messung des pH-Wertes mittels einer Glaselektrode mit
konzentrierter Phosphorsdure (85%ig, ca. 2,8 mL) auf einen pH-Wert von 2,3 eingestellt.
Danach wurde die Ldsung in einen 1000mL MalRkolben gegeben und mit destilliertem

Wasser bis zur Markierung aufgeflit.

Acetatpuffer mit einem pH-Wert von 4.0 (0,1M)

800 mL destilliertes Wasser wurde im Becherglas mit 5,7mL Eisessig vermischt und dann
wéhrend der Messung des pH-Wertes Uber eine Glaselektrode mit 1M KOH-L&sung (ca.
16mL) auf einen pH-Wert von 4,0 eingestellt. AnschlieRend wurde die Ldsung in einen

1000mL MaRkolben gegeben und mit destilliertem Wasser bis zur Markierung aufgefullt.

Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 6,0 (0,1M)

13,61g Kaliumdihydrogenphosphatmonohydrat wurden in 900mL destilliertem Wasser
gelost und die Losung wahrend der Messung des pH-Wertes mittels einer Glaselektrode mit
1M KOH-L6sung auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt. Danach wurde die LOsung in einen

1000mL MaRkolben gegeben und mit destilliertem Wasser bis zur Markierung aufgefullt.
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Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7,4 (0,1M)

3,52g Kaliumdihydrogenphosphatmonohydrat und 9,10g Dinatriumhydrogen-phosphat -
dihydrat wurden in 900mL destilliertem Wasser gelést. Die Losung wurde wahrend der
Messung des pH-Wertes mittels einer Glaselektrode mit 1M NaOH-L6sung auf einen pH-
Wert von 7,4 eingestellt. Anschliefend wurde sie in einen 1000mL Maltkolben gegeben und

mit destilliertem Wasser bis zur Markierung aufgefullt.

Trisldsung mit einem pH-Wert von 9,0 (0,2M)

24,39 Tris(hydroxymethyl)-aminomethan wurden in 900mL destilliertem Wasser geldst. Die
Losung wurde in einen 1000mL Malkolben gegeben und mit destilliertem Wasser bis zur

Markierung aufgefullt.
3.3 Probenmaterialen und Probenvorbereitung
3.3.1 Probenmaterial:

Es wurden Extrakte sowohl aus Blut, Urin, Mageninhalt, Leber, Niere, Hirn, und Muskeln
von postmortem Fallen, die im Institut fir Rechtsmedizin der Charité obduziert worden
waren, als auch aus Blut- und Urinproben von klinischen Fallen aus den Rettungsstellen der
Charité untersucht. Mehr als 50 Wirkstoffe, die in den positiven Proben ab dem Jahr 2000
gefunden wurden, wurden in dieser Arbeit erneut mit Hinblick auf die Metaboliten

untersucht.

Fur die Ketamin und Azaperon Untersuchungen wurde zusatzlich Schweinserum aus der
Klinik fur Klauentiere der Freien Universitdt Berlin  (Klinisch-experimentelle
Untersuchungen zur Ketamin/Azaperon-Allgemeinanésthesie bei Schweinen, Prof. K.H.

Lahrmann) untersucht. Nur die Blutproben wurden erneut mit LC-TOF-MS analysiert.

Die Proben wurden nach der Asservierung bis zur Erstuntersuchung bei 4°C und danach bis
zu den HPLC-DAD und LC-MS-TOF-Messungen bei -20 °C aufbewahrt.

3.3.2. Saure und basische Extraktion von Blutproben

0,5 mL Blut bzw. Serum wurde bei saurem und bei basischen pH-Wert mit Methylenchlorid
extrahiert. Zum Einstellen des sauren pH-Wertes wurde 0,1 mL Phosphat-Puffer (pH-Wert
2,3) zugesetzt. Substanzen, wie beispielsweise Acetylsalicylsdure und Diphenyl-
methoxyessigsaure, die sich nur im stark sauren Milieu gut extrahieren lassen, wurden nach
Zusatz von 0,1 mL 1N HCI extrahiert. Zum Alkalisieren wurden 0,1 mL Tris-Puffer mit dem
pH-Wert von 9,0 zugesetzt. Anschlielend wurden 0,4 mL Methylenchlorid, welches nur fur
die HPLC-DAD Messungen 2,5 pg/mL des Standards MPPH enthielt, hinzugeftigt.
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Die Proben wurden danach 2 min auf einem Vortexer geschuttelt und 5 min scharf
zentrifugiert (3000U/min). 0,2 mL der unten befindlichen organischen Phase wurden
entnommen und unter einem Stickstoffstrom bei 40 °C zur Trockne eingedampft. Zur
HPLC-DAD, LC-TOF-MS Agilent und LC-TOF-MS Waters Analyse wurde der Riickstand
in 0,1 mL der jeweiligen mobilen Phase aufgenommen und je nach Aufgabenstellung

wurden 1 bis 50 pL injiziert.

Dieses Aufarbeitungsverfahren diente als Standardaufarbeitungsmethode und wurde beim

Vorhandensein von Blutproben in allen Untersuchungsféllen eingesetzt.

Einige der zu untersuchenden Substanzen waren unter diesen Extraktionsbedingungen
jedoch nicht oder nur in ungeniigendem Malle zuganglich. Fir solche Spezialfélle, wie
beispielsweise die Paracetamolextraktion mit Ethylacetat, oder fur die Analyse von Urin,
anderen Korberflussigkeiten sowie Organ- und Muskelproben kamen gelegentlich
Aufarbeitungsverfahren mit entsprechenden auf die Art des Untersuchungsmaterials
abgestimmten Variationen zur Anwendung. Diese Verfahren werden in den folgenden

Abschnitten beschrieben.
3.3.3. Saure Extraktion von Blutproben mit Ethylacetat

Zu 0,5 mL Blut oder Serum wurden 0,1 mL Acetonitril (mit 10pug/mL MPPH fur HPLC-
DAD Messungen), 0,1 mL Phosphat-Puffer mit einem pH-Wert von 2,3 und 0,4 mL

Essigester gegeben.

Das Gemisch wurde 2 min am Vortexer geschittelt und anschlieBend 5 min bei 3000U/min
zentrifugiert. Danach wurden 0,2 mL organische Phase enthommen und unter Stickstoff zum
Trocknen eingedampft. Zur HPLC-DAD, LC-TOF-MS Agilent und LC-TOF-MS Waters
Analyse wurde der Riickstand in 0,1 mL der jeweiligen mobilen Phase aufgenommen und es

wurden je nach Aufgabenstellung 1 bis 50 pL injiziert.
3.3.4. Proteinfallung von Blutproben mit Acetonitril

Bei einigen Substanzen, die aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften mit keinem
Extraktionsmittel ausreichend zuganglich waren, wurde eine Proteinfallung mit Acetonitril
durchgefiihrt. Blut oder Serum wurden im Verhaltnis 1:1 (0,5 mL + 0,5 mL) mit Acetonitril
behandelt.

Die Proben wurden 1 min am Vortexer geschuttelt und anschlieBend bei 3000U/min
zentrifugiert. 0,2 mL organische Phase wurden abgenommen und direkt fiir die HPLC-DAD,
LC-TOF-MS Agilent bzw. LC-TOF-MS Waters Analyse verwendet.
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3.3.5. Aufarbeitung von Urinproben

Urinproben enthalten im Uberwiegenden MaRe die Metabolisierungsprodukte der zu
untersuchenden Substanzen. Sie wurden entweder analog zu den unter Abschnitt 3.3.2
genannten Vorschriften fur die saure und alkalische Blutextraktion aufgearbeitet, oder
zwecks Spaltung der konjugierten Metablolisierungsprodukte durch saure Hydrolyse oder
durch enzymatische Konjugtspaltung mittels R-Glucuronidase und anschliel3ende saure oder
alkalische Extraktion bearbeitet.

Bei der sauren Hydrolyse wurden 0,5 mL Urin mit 0,2 mL 1N Salzsdure versetzt. Dieses
Gemisch wurde 30 min in einem Schraubréhrchen im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach
Abkuhlung der Probe wurde zum Neutralisieren der Losung 1N NaOH dazugegeben (pH-
Wert kontrollieren). AnschlieRend erfolgte je nach Aufgabenstellung entweder eine saure
oder alkalische Extraktion mit Methylenchlorid (Abschnitt 3.3.2) oder es wurde wie
beispielsweise beim Nachweis von Opiaten mit Chloroform/Isopropanol (9:1) extrahiert,
wobei hier der pH-Wert 9,0 exakt eingehalten werden musste, da die Opiate nur im Bereich

eines pH-Wertes zwischen 8,0 und 10,0 als lipophile Neutralsubstanzen vorliegen.

Bei der enzymatischen Konjugatspaltung mit B-Glucuronidase wurden 2,0 mL Urin und 4,0
mL 1M Acetat-Puffer (pH-Wert 5,0) mit 2000 U R-Glucuronidase Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde der pH-Wert mit 1N Natronlauge auf 8,5 eingestellt und die
Probe mit 5,0 mL Chloroform/Isopropanol (3:1) extrahiert.

Um eine hohere Reinheit der Extrakte zu erzielen, wurde die organische Phase nochmals mit
5,0 mL 0,1N Salzséure ruckextrahiert, die wassrige Phase mit 1N Natronlauge wieder auf
einen pH-Wert von 8,5 eingestellt und erneut mit 5,0 mL Chloroform/Isopropanol (3:1) fiir
1min auf dem Vortexer geschuttelt. Danach wurden die Proben bei 3000U/min zentrifugiert
und 0,2 mL der organischen Phase unter Stickstoff eingeengt. Zur Analyse erfolgte die
Aufnahme der Rickstdnde in 0,1 mL mobiler Phase, wovon je nach Aufgabenstellung

wieder 1 bis 50 pL injiziert wurden.
3.3.6. Aufarbeitung von Organ- und Muskelproben

2,0 g Leber-, Niere oder Hirnprobe und 2,0 mL H,O werden in einem Gefall mit einem
Homogensator Ultra Turrax zerkleinert. Zu dem Homogenisat wurden 10,0 mL 4%-ige
Perchlorsdure zum Enteiweillen hinzugegeben. Dieses Gemisch wurde bei 3000U/min
zentrifugiert, der erhaltene Uberstand filtriert und mit 1N Natronlauge auf einen pH-Wert
von 9-11 eingestellt. Anschlielend wurde die Ldosung mit 20,0 mL Methylenchlorid

geschttelt, die organische Phase tiber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationverdampfer
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zur Trocknung eingeengt. Zur Analyse wurden die eingedampften Proben in 0,5 mL mobiler
Phase aufgenommen und davon 10 pL zur HPLC-DAD- und 1pL zur LC-TOF-MS-

Trennung injiziert.

Die Aufarbeitung von Muskelproben erfolgte aufgrund eigener Erfahrungen in leicht
abgewandelter Form: Die Extraktreinheit und die Wirkstoffausbeute aus den haufig bereits
faulnisveranderten Muskelproben konnten verbessert werden. Hierbei wurden 5,0 g
Muskelgewebe mit 20 ml 3%-iger Weinsdure in Aceton homogenisiert. Nach einer Standzeit
von 2 Stunden wurde die Losung filtriert, mit Aceton nachgespult und Ammoniumsulfat zur

weiteren Eiweil3fallung zugesetzt.

Das Aceton wurde am Rotationsverdampfer abdestilliert und der Rickstand mit dem
gleichen Volumen heilRem Wasser versetzt. Die anschliefende Extraktion erfolgte nach der
pH-Wert Einstellung im sauren Milieu mit 10,0 mL Chlorofom und im alkalischen Milieu
mit 10,0 mL Chloroform/Isopropanol (3:1). Die Extrakte wurden Uber Natriumsulfat
getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trocknung eingeengt. Zur Analyse erfolgte
wiederum die Aufnahme des Riickstandes in 0,5 mL mobiler Phase, wovon 1, 10 oder 20 pL

injiziert wurden.

3.4 Durchflihrung der Messungen
3.4.1 HPLC-DAD

Das verwendete HPLC-DAD-Verfahren hat sich seit vielen Jahren in der Abteilung
Toxikologische Chemie am Institut fir Rechtsmedizin bewéhrt. Eine umfangreiche
Beschreibung der Methode findet sich u.a. in [202,203] und vor allem [41].

Um eine stdndige Betriebsbereitschaft der HPLC-Anlage zu gewahrleisten, und um den
Losungsmittelverbrauch so niedrig wie mdoglich zu halten, wurde das isokratische
Laufmittelgemisch im Kreislauf gefiihrt. Dieses ist ohne Probleme bis ca. 14 Tagen bei
voller Auslastung des Systems durchfihrbar. Als Standardverbindung, auf die alle
Retentionszeiten bezogen wurden, diente 5-(4-Methylphenyl)-5-phenylhydantoin (MPPH).
Das injizierte Probenvolumen lag je nach Aufgabenstellung zwischen 10 und 50 pl. Fr die
Bestimmung der Totzeit wurde Histaminhydrochlorid verwendet.

Bei der Chromatographieaufzeichnung durch den Photodiodenarraydetektor wurde der
Bereich von 195-380 nm mit einer Zeitkonstanten von 1,28 s als Optimum zwischen
notwendiger Auflésung und erforderlichen Speicherbedarf gewahlt. Eine Analyse wurde in
der Regel auf 30 min begrenzt.
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Substanzen mit einer langeren Retentionszeit wurden in zusatzlichen Messungen in der
mobilen Phase B gemessen. Die mobilen Phasen C oder E wurden verwendet, wenn schlecht
aufgeloste Peaks im kurzen Retentionszeitbereich besser getrennt werden mussten.
Zwischen den verschiedenen mobilen Phasen konnte durch Umschaltventile gewahlt
werden. Die Funktionsfahigkeit der HPLC-Anlage wurde durch tagliche Messung von 10 pl
einer Kontrollldsung bestehend aus Histaminhydrochlorid (0,1 mg/ml, Totzeitkontrolle),
Coffein (0,1 mg/ml, Peakflachenkontrolle), MPPH (0,1 mg/ml, Standard fir relative
Retentionszeit) und Benzol (1,0 mg/ml, Wellenlédngenrichtigkeit und Auflésungsvermdgen

des Detektors) in der mobilen Phase A (berprift.

342 LC-MS-TOF

Fir die LC-MS-TOF-Messungen wurden folgende Bedingungen angewendet:
- Messungen mit der UPLC-TOF-MS Anlage der Firma Waters

Fluss: 0,3 ml/min, Run Time: 20 min

Gradient: FlieRmittel B%: 0-1min 10% B, 1-8min 10-75% B , 8-17 min 75-95% B , 17-
18,50 min 95% B, 18,50-18,60 min 95-10% B, 18,60-20 min 10% B.

lonenquelle: ESI, positiv oder negativ.

Referenzldsungen:1ml 10mg/l Leucin Enkephalin-Losung + 332 ml Acetonetril/\Wasser

(50/50, viv) + 0,3 ml Ameisensaure.
Saulentemperatur: 35,0 C°
MS-TOF-Parameter:

Funktion 1: W Modus, Zeit: 0,00 — 18,00 min, Min Mass Range: 50, Max Mass Range: 900,
Sample Cone (V): 30, Aperture 1 (V): 10, Reference Cone (V): 50, Reference Aperture 1
(V): 10, Gas Temp (C): 300, Nebulizer (psig): 50.

Funktion 2: W Modus, Zeit: 0,00 — 18,00 min, Min Mass Range: 5, Max Mass Range: 900,
Sample Cone (V): 60, Aperture 1 (V): 50, Reference Cone (V): 50, Reference Aperture 1
(V): 10, Gas Temp (C): 300, Nebulizer (psig): 50.

- Messungen mit den LC-TOF-MS-Anlagen der Firma Agilent

a. Agilent 1100 Serie LC-Anlage, gekoppelt mit einem Agilent 6210 ESI-MS-TOF

Instrument

Fluss: 0,3 ml/min, Stopp Zeit: 16 min
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Gradient: FlieBmittel B%: 0-1min 5% B, 1-4min 5-75% B (linear), 4-10 min 75-100% B
(linear), 10-11 min 100% B, 11-11,1 min 100-55% B (linear), 11,1-13 min 5% B.
lonenquelle: ESI, Positive oder Negative.

Referenzldsungen: fir positiven und negativen Mode, A: 947ml Acetonitril, 50 ml H,O, aus
API-TOF Reference Mass Solution 2ml Purin, 0,8 HP0921 (Agilent), 1 ml TFANH4
(Agilent).

Saulentemperatur: 35,0C°

MS-TOF-Parameter: Min Range: 100, Max Range: 1100, Bin Width(nsec): 104992,
Fragmentor (V): 120, Skimmer (V): 60, OCT RFV (V): 250, Gas Temp (C): 300, Nebulizer
(psig): 50, Drying Gas (I/min): 10,0, Capillary (V): 4000, Reference Masses: 121,050873-
922,009798.

b. Agilent 1200 Serie LC-Anlage gekoppelt mit einem Agilent 6530 Accurate-Mass
ESI-Q-TOF-MS Instrument

Fluss: 0,4 ml/min, Stopp Zeit: 16,5 min

Gradient: FlieBmittel B%: 0-11min 5% B, 11-16min 5-5% B , 16-16,5 min 5-85% B
(linear).

lonenquelle: ESI, Positive oder Negative.

Referenzldsungen: fir positiven und negativen Mode, A: 947ml Acetonitril, 50 ml H,O, aus

API-TOF Reference Mass Solution 2ml Purin, 0,8 HP0921 (Agilent), 1 ml TFANH4
(Agilent).

Saulentemperatur: 30,0 C°

MS-TOF-Parameter: Acquisition Mode MS Min Range: 100, MS Max Range: 1200,
MS/MS Min Range: 50, MS/MS Max Range: 1200, MS Scan Rate 3, MS/MS Scan Rate 3.
Fixed Collision Energy 25C°. Source Pararmeter Gas Temp (C°) 250, Gas Flow (I/min) 8,
Nebulizer (psi) 35, Sheath Gas Temp (C°) 300, Sheath Gas Flow (I/min) 11. Scan Source
Parameter VCap 3000, Nozzle Voltage (V) 300, Fragmenter 150 Skimmerl 65
OctopoleRFPeak 750.
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4. Ergebnisse und Diskussion.
4.1. Untersuchungsschema zur Identifizierung von Metaboliten ausgewahlter
Wirkstoffe
Wie bereits in der Einleitung gezeigt wurde, spielen Metabolite hdufig eine entscheidende
Rolle zur Identifizierung eines Giftes in der systematischen toxikologischen Analyse. Ziel
dieses Teils der Arbeit war daher die ldentifizierung und analytische Charakterisierung von
Metaboliten ausgewahlter Medikamentenwirkstoffe durch die Auswertung geeigneter
Intoxikationsfélle, wobei eine methodische Beschrankung auf HPLC-DAD und LC-TOF-
MS erfolgte. Die hierbei gesammelten Daten sollen anschlieBend in der Praxis der
Vergiftungsaufklarung Anwendung finden. Es war daher wichtig, sowohl das
Untersuchungsmaterial als auch die Untersuchungsbedingungen mdglichst praxisnah zu
gestalten. Aus diesem Grunde handelte es sich bei den untersuchten Proben fast
ausschlieflich um Blut, und nur in Ausnahmefallen wurden Urin- oder Organproben
einbezogen.
Insgesamt wurden Proben von 430 Vergiftungsfallen mit 47 Wirkstoffen analysiert, wobei
diese Wirkstoffe mit einer Haufigkeit zwischen 1 und 90 in den Fallen vorkamen. Einen
Uberblick tiber alle untersuchten Wirkstoffe, die zugehérige Anzahl von Fallen und die
jeweils festgestellte Anzahl der Metabolite gibt Tabelle 4.1.1.

Tabelle 4.1.1: Anzahl der insgesamt untersuchten Wirkstoffe, Haufigkeit ihres Auftretens in den
Falluntersuchungen und Zahl der festgestellten Metabolite

Wirkstoff Zahl der Félle Zahl der Metabolite  Zahl der Metabolite
T Todesfall, K klinisches fall HPLC/DAD LC-TOF/MS
1 Ajmalin 2T 1 3
2 Ambroxol 14T 1 8
3 Amiodaron 10T 1 11
4 Amitriptylin 25T 3 20
5 Amprenavir 1T 2 16
6 Bromazepam 7T 4 4
7 Carbamazepin 31T 1 16
8 Chlorprothexin 4T 1 9
9 Citalopram 30T/50K 4 4
10 Clobazam 3T 1 1
11 Clomethiazol 6T 2 7
12 Clomipramin 4T 3 6
13 Clopenthixol 2T 1 8
14 Clozapin 12T 5 27
15 Diazepam 82T 3 5
16 Diphenhydramin 60T/70K 7 9
17 Doxepin 3BT 2 10
18 Doxylamin 7T 2 7
19 Enoximon 2T 0 1
20 Flecainid 2T/89K 2 8
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Wirkstoff Zahl der Félle Zahl der Metabolite ~ Zahl der Metabolite
T Todesfall, K Klinikalsfall HPLC/DAD LC-TOF/MS
21 Fluconazol 4T 0 1
22 Fluoxetin 10T 1 4
23 Flunitrazepam 13T 3 4
24 Flurazepam 2T 3 10
25 Ketamin 18 T /160 Schwein 10 17
26 Levomepromazin 2T 7 19
27 Metamizol Q0T 4 7
28 Metoprolol 9T 2 2
29 Midazolam 2T 2 3
30 Mirtazapin 7T 2 5
31 Nevirapin 3T 0 3
32 Nitrazepam 16T 2 4
33 Opipramol 6T 2 11
34 Perazin 5T 6 14
35 Promazin 4T 2 9
36 Promethazin 18T 2 8
37 Propranolol 7T 3 5
38 Quetiapin 1T 13 28
39 Saquinavir 3T 1 3
40 Sertralin 7T/10K 5 4
41 Prothipendyl 2T 3 15
42 Trimipramin 22T 3 9
43 Venlafaxin 5T 3 11
44 Verapamil 45T 10 16
45 Zolpidem 9T 2 3
46 Zopiclon 4T 3 4
47 Zuclopenthixol 3T 1 7

Die Proben wurden, wie im experimentellen Teil beschrieben aufgearbeitet und mittels
beider Methoden gemessen. Die Auswertung der Chromatogramme und UV- bzw.
Massenspektren erfolgte nach einem einheitlichen Schema. Zundchst wurden die
Literaturerkenntnisse zum Metabolismus der jeweiligen Substanz zusammengetragen. Dann
wurden die von den Falluntersuchungen erhaltenen Chromatogramme entsprechend den in
den Abschnitten 2.2.2 und 2.5 beschriebenen Kriterien auf die Anwesenheit von Metaboliten
Uberprift und so weit als moglich strukturell zugeordnet.

Fur die Identifizierung der Metabolite durch LC-TOF-MS wurden die Strukturformeln der
theoretisch moglichen Metabolite fir die jeweiligen Wirkstoffe gezeichnet, die
Summenformeln und akkuraten Mollmassen berechnet und als Exel. CSV-File gespeichert
(s. Abbildung 4.1.1 fiir das Beispiel Amprenavir). Dieses CSV-File wurde als Datenbank bei
der Suche nach moglichen Metaboliten im Chromatogramm benutzt. Die als Metabolite
vorgeschlagenen Peaks wurden anschlieBend manuell verifiziert. Als Kriterien flr einen
positiven Befund wurden die Massengenauigkeit des Precursers mit <5ppm, eine
Ubereinstimmung des Isotopenverhiltnisses von >90% (s. Abbildung 4.1.2), eine Zuordnung
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der Hauptfragmente des MS-MS-Experiments, die relative Retentionszeit RT und der

Retentionszeitquotient Qrgrt VOn Metabolit und Wirkstoff herangezogen.

o)\ 9 s Amprenavir + et qTOF - Microsoft Excel = x
:—/ Stat  Einfigen Saitenlayout  Formeln  Daten Uberprifen | Ansicht | Adddns @) - & X x1 6 Cpd 60: C25 H35 N3 06 S: +ESI Scan (10.868 min)
0
M ) e 5 o ) (B = 11 5062322
MarmalSeitenlayout d Einblenden/Ausblenden Zoom Fenster Makros ? (M+H) .
a8 . A A 2 s Amrenavir m/z=505.2249 ppm=0.57
Atbefsmepp ensryite Mabros I C25H36N306S Isotopenverhiltnisse 98.8%
[ A2 - £ L
A B c D E 3~ 0
u # 3
a8 8

25 # Additionally comments (such as these) may be inserted on indivic g |

25 # lines by specifying a '#' character at the beginning of the line 5. |

7 |# 8 |

s 8 8 | 507.2360

2 ### Formula  Retenti Mass Compound name Description 4

a0 # Formula RT Mass Cpd Comments 3] 508.2354

31 C25H35N3065 505.224657 Amprenavir 7 509.2391
32 C21H27N306S 449.162056 Amprenavir Met 1 Toll L1 [ i D] 1 j———]
- C20H29N3035 391.192963 Amprenavir Met 2 ‘ 506. 50 507. 50 508. 50
G‘4C1sli;;;\|:;?£$~letumf 5 £n2 Inann7 Awr].; ------ ir Mot 2 ’H‘ 5 7  Counts vs. Mags-to-Chagge 9

Bereit [EEERTTe) [ (3 (m/Z)
Abbildung  4.1.1: CSV-File mit  Abbildung 4.1.2: Ubereinstimmung des
Summelformeln, Molmassen und Isotopenverhaltnisses im  Amprenavir

vorgeschlagenen Metaboliten als Suchdatenbank ~ Massen-spektrum

Die aus den CID-Spektren ersichtlichen Fragmentierungen fiihrten zu Strukturvorschlagen,
die sich aus der Berechnung der verbliebenen Massen ergaben. Dieses ist in Tabelle 4.1.2
und Abbildung 4.1.3 am Beispiel des Doxepins gezeigt. Hierbei erwies sich die
Massfragment Software (Trail Version von Waters) zur Gewinnung der Strukturvorschlage
als sehr nutzlich. Die abgespaltenen Bruchstiicke wurden mit Buchstaben gekennzeichnet,

der verbleibende Teil ist Bestandteil des Fragmentions.

Tabelle 4.1.2 : Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von Doxepin und
Desmethyldoxepin.

Doxepin Desmethyldoxepin
Charakteristische mogliche ppm Charakteristische ~ mdgliche Strukturinterpretation ~ ppm
m/z-Werte Strukturinterpretation Fehler | m/z-Werte Fehler
280,1718 Doxepin+H DOX 2,3 266,1538 Desmethyldoxepin + H 0,38
CiwHxyNO DDOX
CigHio N O DOX- 14
235,1119 CiyHisO DOX-A -05 235,1096 Ci7His O DDOX-A 9,16
207,102 CisHisN  DOX-B 10,72 | 207,1017 Cis His N DDOX -B 4,43
84,0811 CsHp N C -3,73 70,0653 CsHgN D(C-14) -25

In den HPLC-DAD-Kurven wurde fur alle nicht anderweitig identifizierten Peaks Uberprift,
ob es sich um Metabolite des jeweiligen Wirkstoffs handeln konnte. Bei identischen oder
sehr ahnlichen Spektren wurde dabei davon ausgegangen, dass die Metabolisierung nicht am

Chromophoren stattfand.
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Abbildung 4.1.3: MS und MS-MS Spektren von Doxepin (A) und Desmethyldoxepin (B) aus
Untersuchung basischen Blutextrakte einer Doxepin Intoxikation und die mdgliche
Fragmentierungsschema.

Bei abweichenden Spektren wurde nach Metaboliten mit Strukturdnderung am
Chromophoren gesucht. Als weiteres Kriterium wurde auch hier die Verschiebung der
Retentionszeit im Vergleich zur Muttersubstanz ausgewertet. Gleichzeitig wurde versucht,
trotz der verschiedenen chromatographischen Bedingungen die LC-TOF-MS- und HPLC-

DAD- Signale miteinander zu verkniipfen und den gleichen Metaboliten zuzuordnen.

Die Quantifizierung der Metabolitenpeaks erfolgte aus den HPLC-DAD-Chromatogrammen
in Ublicher Weise mit Hilfe der Peakintegrale, wenn die Metabolite als Referenzsubstanzen
zur Verfiigung standen. Andernfalls war bei Ubereinstimmung der UV-Spektren nur eine
nadhrungsweise Bestimmung (1,2) mdglich, wobei vorausgesetzt wurde, dass die
Extraktionsausbeuten bei der Probenaufarbeitung fur den Wirkstoff und den Metaboliten
gleich sind, und dass beide auch im integrierten Wellenldngen-Bereich) eine gleiche molare
Extinktion besitzen. Die Faktoren zur Berechnung der Massenkonzentration (in pg/mL)
verhalten sich dann zueinander wie die Mollmassen.

Peakflache x Faktor = Massenkonzentration (1)

FM = FA (MM/MA) (2)
Fu=Faktor Metabolit Mu=Molmasse Metabolit
Fa=Faktor Ausgangsverbindung Ma=Mollmase Ausgangsverbindung
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Voraussetzung zur Anwendung dieser Nahrung ist, dass die UV-Spektren der Ausgangs-
verbindung und des Metaboliten nahezu identisch sind, wie in Abbildung 4.1.4 am Beispiel
der Spektren von Doxepin und Desmethyldoxepin gezeigt wird.

ata:To7202A5.K1 Chrom:TB7262A5.RE1 Hethod :DADSTA.HET Lib:
mdbs

¥ Chl 2250m ]
i Doxepin
6,7 pg/ml

0 Desmethyldbxepin
0,52 pg/ml \

=

18 ;

S

o ' 0

Doxepin o Desmethyldoxepin

nm-> 200 220 240 260 280 . nm-> 200 220 240 260 280

Abbildung 4.1.4: HPLC einer Doxepin-Intoxikation, alkalischer Blutextrakt, und die UV-Spektren
von Citalopram und N-Desmethylcitalopram.
Die UV-Spektren und relativen Retentionszeiten von Metaboliten, die auf die oben

beschriebene Weise unter Zuhilfenahme von LC-TOF-MS strukturell identifiziert werden
konnten, wurden in die HPLC-DAD-Datenbank aufgenommen.

Um zwischen den Metaboliten, die mit LC-TOF/MS identifiziert wurden und den
Metaboliten die mit HPLC-DAD identifiziert wurden zu unterscheiden, wurden die ersten
als Met 1, Met 2, Met 3 usw. und die anderen als Met A, Met B, Met C usw. nummeriert.
Wegen des groflen Umfanges des Daten konnten nicht alle untersuchten und in der Tabelle
4.1.1 aufgefuhrten Wirkstoffe in dieser Arbeit ausfiihrlich beschrieben werden, sondern es
musste eine Auswahl getroffen werden. Die in den folgenden Kapiteln dargestellten
Substanzen wurden daher als Beispiele ausgewéhlt, um die Vorgehensweise und die

Probleme bei der Metabolitenzuordnung maoglichst eindeutig zu demonstrieren.
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4.2 Amprenavir
Amprenavir AMP ist ein Proteasehemmer zur Behandlung der HIV-1-Infektion in
Kombination mit anderen antiretroviralen Arzneimitteln. Inaktivierung oder Hemmung der
Proteasen reduzieren die infektiose Kapazitat der Viren und bilden die Grundlage der
Behandlung von HIV-infizierten Patienten. Die préklinische Studien haben gezeigt, dass oral
verabreichtes Amprenavir hauptsachlich als unveranderte Substanz in den Faeces der Hunde
ausgeschieden wird, oder im Urin und Faeces von Ratten als Produkte der Monooxigenasen
mit nachfolgender Glukuronséurekonjugation. [204,205].

HPLC/MS-Detektion

und  Glucuronidierung

Bei in-vitro-Metabolismusstudien wurden mittels Metabolite

experimentell als Produkte der Oxidation identifiziert.
Hauptmetabolite resultierten dabei aus der Oxidation an der Benzyl-Position und am
Anilinring oder aus der Offnung des Tetrahydrofuran-Ringes [206]. Die vermuteten
Metabolite sind in Abbildung 4.2.1 zusammengestelit.

Untersucht wurde im Rahmen dieser Arbeit eine letale Intoxikation mit Amprenavir. Mittels
LC-MS/TOF (Agilent und Waters) wurden nach der genauen Masse (Feinmasse) 16
madgliche Metabolite festgestellt. Die in Tabelle 4.2.1 aufgefiihrten Massen wurden in einem

Blutextrakt gefunden und entsprechenden Metaboliten zugeordnet.

Tabelle 4.2.1: Ergebnisse der LC-MS-TOF Untersuchung des basischen Blutextraktes mit positiven
Amprenavir Befund. (Agilent und Waters LC-TOF/MS ), vgl. Abbildung 4.2.1.

Metabolit Summenformel Masse RT ppm Modus  Qgt
AMP C25H35N306S 505,22466 10,847 0,57 +

Met 2 C20H29N303S 391,19296 6,117 0,57 + 0,56
Hydroxy-Met 2 C20H29N304S  407,18788 5,207 -5,24 + 0,48
N-Acetyl-Met 2 C22H31N304S  433,20353 6,136 -3,51 + 0,57
N-Formyl-Met2 C21H29N304S  419,18788 5,962 1,52 + 0,55
Met3 C25H33N306S 503,20901 9,522 1,7 + 0,88
Met 4 C25H33N306S  503,20901 8,681 -2,41 + 0,80
Met 5 C25H33N307S  519,20392 10,255 -4,18 + 0,95
N-Acetyl-Met 6 C27H37N309S  579,22505 13,01 8,69 - 1,20
N-Formyl-Met 7 C21H27N30O4S  417,17223 10,613 -1,8 + 0,98
Met 8 435.2094 [M+H]+ 10,378 + 0,96
Met 9 462.2420 [M+H]+ 6,993 + 0,64
Met 10 C25H35N307S 521,21957 8,399 -2,09 + 0,77
Met 11 C25H35N307S 521,21957 8,901 -1,65 + 0,82
Met 12 C25H35N307S 521,21957 10,427 -2,44 + 0,96
N-Actyl-AMP C27H37N30O7S 547 ,23522 10,935 -2,73 +/- 1,01
N-Formyl-AMP C26 H35N30O7S  533,21975 10,695 1,7 + 0,99
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Abbildung 4.2.1: Metabolisierungsschema von Amprenavir [204-206].

Abbildung 4.2.3 zeigt das Extracted lon Chromatogramm (EIC) von Amprenavir und seinen
Metaboliten. Die LC-QTOF/MS Agilent Analyse der Amprenavir Intoxikationsprobe

besitzt einen Peak mit einer Retentionszeit von 10,868 min und einem protonierten Molekul-
lon bei m/ z 506,23193.
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Abbildung 4.2.2: Struktur der charakteristischen Fragmentionen von Amprenavir.

Das Produktionen-Massenspektrum der [M+H]" und die vorgeschlagenen Struktur fiir die
lonen sind in der Abbildung 4.2.2, Tabelle 4.2.2 und Abbildung 4.2.4 gezeigt. Die
wichtigsten Fragmente sind m/z 418 (M — THF-Ring), 392 (M — CO — THF Ring), 245 (M —
Anilin — sulfonat — CO - THF Ring) und 156 (Anilin sulfonat). Dieses MS/MS
Fragmentierungsmuster von Amprenavir wurde verwendet, um Positionen der
Biotransformation innerhalb des Molekils durch Vergleich mit der Fragmentierung der

Metaboliten zu ermitteln.
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Abbildung 4.2.3: LC-EIC des alkalischen Extraktes der Blutprobe der Amprenavir Intoxikation.

59



Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 4.2.4: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahierten Amprenavir und
Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.2.2: Charakteristische m/z-Werte und mégliche Strukturinterpretation von Amprenavir.

Charakteristische m/z-Werte ~ Summenformel Madgliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
506,23193 [M+H]" C25H36N306S Amprenavir + H 0,57
418,177 C21 H28N3 04 S 506 — A (C4 H8 02 = 88,0524) 6,05
392,199 C20H30N303S 506 — B (C5H603 = 114,0317) 1,97
351,2252 C19 H31 N204 506 — D (C6 H5 N O2 S = 155,0041) 7,48
263,1754 C15 H23 N202 506 — A—D (C10 H13 N O4 S = 243,0565) 0,05
245,164 (263-H20) C15H21N20O 506 —A—-D -G (C10 H15 N O5 S = 261,0671) 351
241,1019 C11H17N202S 506 — H (C14 H19 N O4 = 265,1314) -5,7
208,0966 C11 H14N O3 506 — K—F (C14 H22 N2 O3 S = 298,1351) 1,02
189,1014 C11 HI3N2O 506 —-B—-C-D (C14 H23 N O5 S = 317,1297) 4,38
156,0105 C6H6N 02 S 506 — E (C19 H30 N2 04 = 350,2206) 5,56
146,0948 C10H12 N 506 — K- B — G (C15 H24 N2 O6 S = 360,1355) 10,82
71,049 C4H70 F 506 — (C21 H29 N3 O5 S = 435,1828) 1,55

Die ESI-LC/MS Analyse von Met 10 bei 8,383 min, Met 11 bei 8,891 min und Met 12 bei
10,427 min zeigte die Bildung protonierter Molekilionen bei m/z 522 (Abbildungen 4.2.5,
426 und 4.2.7) mit einer um 16 Einheiten hoheren Masse. Basierend auf dem
Molekulargewicht und den  Fragmentierungsmustern der  Produktionenspektren
(Abbildungen 4.2.5, 4.2.6 und 4.2.7) wurden diese Metabolite als Hydroxylierungsprodukte
festgestellt.

Die lonen bei m/z 416 (418 + 16 — 18, Hydroxylierung und Wasserabspaltung an diesem
Fragement) in den Spektren von Met 10 und Met 11 zeigen, dass die Hydroxylierung nicht
an dem THF-Ring aufgetreten ist.

Auch die Anwesenheit von einem Fragment-lonen bei m / z 156 legt nahe, dass die
Hydroxylierung sich nicht am Anilin-Ring ereignet hat, sondern eher am aromatischen Ring
oder an der aliphatischen Kette mit m/z 348 bzw. 261.

Es wird daher vorgeschlagen, dass Amprenavir fir den Metaboliten Met 10 an der Benzyl-
position und fiir Met 11 an der Phenylgruppe hydroxyliert wurde, die charakteristischen
lonen sind in den Tabellen 4.2.3 und 4.2.4 erklért. Die genaue Position der Hydroxylierung

konnte nicht bestimmt werden.
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x102 |Cpd 135: Amprenavir -OH: +ESI Scan (8.383 min) Frag=150.0V 05_669.d Subtract
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Abbildung 4.2.5: MS und MS/MS Spektrum von aus Blut extrahiertem Met 10 und mdgliches
Frasgmentierungsschema.

Tabelle 4.2.3: Charakteristische m/z-Werte und maogliche Strukturinterpretation von Met 10.

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Magliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
522,2284 (506+16) [M+H]"  C25H36 N3 07 S Met 10 + H 29
261,1599 (245+16) C15 H21 N2 02 522-A-D-G(C10 HI5SN O5 S =261,0671) -0,74
241,0958 (241) CI11H17N202S 522 — H (C14 H19 N O5= 281,1263) 19,41
224,0892 (208+16) Cl11H14 N O4 522 - K- F (C14 H22 N2 O3 S = 298,1351) 11,25
205,0978 (189+16) C11 H13 N2 02 522-B-C-D (C14 H23 N O5 S = 317,1297) 4,38
156,0113 (156) C6H6NO2S 522 —E (C19 H30 N2 O5 = 366,2155) 0,64
92,0504 (92) C6HB N 522 — (E-S02) (C19 H30 N2 O7 S = 430,1774) -10,11
71,0489 C4H70 F 522 — (C21 H29 N3 06 S = 451,1777) 3,12
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Abbildung 4.2.6: MS und MS/MS Spektrum von aus Blut extrahiertem Met 11 und mogliches
Fragmentierungsschema.

Tabelle 4.2.4: Met 11 Charakteristische m/z-Werte und mogliche Strukturinterpretation.

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Mdgliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
522,2284 (506+16) [M+H]*  C25H36N307S Met 11 + H -2,44
434,1696 (418+16) C21 H28 N3 0O5 S 522 — A (C4 H8 O3 = 104,0473) 10,99
416,1586 C21 H26 N304 S 522 - A -G’ (C4 H10 O3 = 106,063) 12,63
348,2013 C19 H28 N2 04 522 - D - G’(C6 H8 N O3 S=174,0225) 8,68
279,1669 (263+16) C15H23 N2 O3 522 — A—D (C10 H13 N O4 S=243,0565) 12,19
261,1555 (245+16) C15H21 N2 02 522 -A-D-G (C10 HI5 N O5 S = 261,0671) 16,41
241,0950 (241) C11H17N202S 522 — H (C14 H19 N O5= 281,1263) -2,21
224,0914 (208+16) Cl11H14N O4 522 - K—F (C14 H22 N2 O3 S = 298,1351) 1,68
156,0113 (156) C6H6N 02 S 522 — E (C19 H30 N2 O5 = 366,2155) 0,43
92,0477  (92) C6H6 N 522 — (E-SO2) (C19 H30 N2 O7 S = 430,1774) 19,48
71,0515 C4H70 F 522 — (C21 H29 N3 06 S = 451,1777) 3,12
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Vergleicht man das Produktionenspektrum von Met 12 (Abbildung 4.2.7) mit dem des
urspriinglichen Molekuls (Abbildung 4.2.4), so wird das charakteristische Fragment m/z 156
(p-Aminophenyl-sulfonyl) nicht mehr gesehen. Stattdessen wird ein lon bei m/z 172 (156 +
16) beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die p-Aminophenyl-sulfonyl-Einheit mit einer
entsprechenden Erhoéhung der Masse hydroxyliert wurde. Basierend auf dem
Molekulargewicht und dem Fragmentierungsmuster (Tabelle 4.2.5) wurde die Struktur von

Met 12 wie in Abbildung 4.2.7 gezeigt zugeordnet.

x102 |Cpd 350: Amprenavir -OH: +ESI Scan (10.416 min) Frag=150.0V 05_669.d Subtract

0
x108 |Cpd 350: Amprenavir -OH: +ESI Product lon (10.427 min) Frag=150.0V CID@25.0 (522.2277[z=1] -> **) 05_669.d
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Abbildung 4.2.7: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Met 12 und mdogliches
Fragmentierungsschema.

Tabelle 4.2.5: Charakteristische m/z-Werte und mogliche Strukturinterpretation von Met
12.

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Magliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
522,2284 (506+16) [M+H]*  C25H36N307S Met 12 + H -2,44
351,2249 C19H31N204 522 -D (C6 H5 N O3 S =170,999) 8,46
263,1732 C15 H23 N2 02 522-A-D (C10H13 N O5 S =259,0514) 8,45
245,1663 C15H21N20 522-A-D-G (C10H15 N O6 S = 277,062) -5,88
172,0035 (156 +16) C6H6N O3S 522 — E (C19 H30 N2 04 = 350,2206) 16,19
108,0438 (92 + 16) C6H6 N O 522 — (E-SO2) (C19 H30 N2 O6 S = 414,1825) 5,22
71,0493 C4H70 F 522 — (C21 H29 N3 06 S = 451,1777) -2,54

Metabolit Met 2 eluierte bei 6,110 min. Dieser Metabolit resultiert aus der Hydrolyse der
Carbamatgruppe und das Massenspektrum zeigt ein Molekilion M+1 bei m/z 392
(Abbildung 4.2.8). Weiter Fragmente zeigten eine hohe Ubereinstimmung mit der
Fragmentierung des Amprenavirs (Tabelle 4.2.6).
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Abbildung 4.2.8: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahierten Met 2 und mdgliches
Fragmentierungsschema.
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Tabelle 4.2.6: Charakteristische m/z-Werte und mégliche Strukturinterpretation von Met 2.

Charakteristische m/z-  Summenformel Mdgliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
Werte

392,20024 [M+H]" C20H30N303S Met2 +H 0,57
241,0983 C11H17N202S 392 — (C9 H13 N O =151,0997) 9,15
156,0106 C6HENO2S 392 — (C14 H24 N2 O = 236,1889) 4,82
146,0962 C10H12 N 392 — (C10 H18 N2 O3 S = 246,1038) 1,47
120,0801 C8HI1O0N 392 — (C12 H20 N2 03 S = 272,1195) 5,92
92,0496 C6H6N 392 — E (C14 H24 N2 O3 S = 300,1508) -1,89

Aus der Hydroxylierung von Met 2 oder auch aus der Hydrolyse der Carbamatgruppe von
Met 11 entsteht der Metabolit Hydroxy-Met 2 mit RT von 5,207 und m/z von 407
(Abbildung 4.2.9). Auch hier legt die Anwesenheit des Fragmentions bei m/z 156 nahe, dass
die Hydroxylierung sich nicht am Anilin-Ring ereignet hat, sondern eher an dem
aromatischen Ring oder der aliphatischen Kette mit den Fragmenten bei m/z 234 und 241
(Tabelle 4.2.7). Weiterhin wurde der Metabolit N-Acetyl-Met 2 durch Acetylierung an der
p-Aminophenyl-sulfonylgruppe oder auch durch der Hydrolyse der Carbamatgruppe aus N-
Acetylamprenavir mit [M+H]" m/z 434 gebildet. Dieser besitzt eine RT von 6,126 min
(Abbildung 4.2.10). Das charakteristische Fragment m/z 156 (p-Aminophenylsulfonyl) wird
hier nicht mehr gesehen. Stattdessen wird ein lon bei m/z 198 (156 + 42) beobachtet (Tabelle
4.2.8).

x13047 Cpd 65: Amprenavir -OH Met 2: +ESI Scan (5.207 min) Frag=150.0V 05_669.d Subtract

5 NH,
31 408.1972 <
(M+H)+

2.5

2]

1.5

N

0.5 Lol

N " T X R T L T e ‘\ b ““LIM_LLM@‘V‘ byl L

e g i ikl i
x103 |Cpd 65: Amprenavir -OH Met 2: +ESI Product lon (5.215 min) Frag=150.0V CID@25.0 (408.1967[z=1] -> **) 05_669.d

3] 125.1069
2.5

2]

84.0809 156.0104

1.5

19 ‘ 234.1742 390.1818
08 71071 105057? | \ 176.1424 ‘ 331.1413 ——
el ol L L 1l Ll ol | b,

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Abbildung 4.2.9: MS- und MS/MS-spektrum von Hydroxy-Met 2 und mégliches Fragmentierungs-
schema.

Tabelle 4.2.7: Charakteristische m/z-Werte und mégliche Strukturinterpretation von Hydroxy-Met
2.

Charakteristische m/z-  Summenformel Mdgliche Fehler,
Werte Strukturinterpretation ppm
408,1972 (M+H)+ C20H30 N304 S Hydroxy-Met 2 + H -5,24
390,1818 C20H28 N3 03 S 408 — 18 (H20) 7,04
234,1742 Cl4H22N20O 408 - A—B (C6 H8 N O3 S = 174,0225) -6,46
241,1025 Cl1H17N202S 408 — (C9 H13 N 02 = 167,0946) -8,37
156,0104 C6HENO2S 408 — (C14 H24 N2 O2 = 252,1838) 6,03
146,0961 C10H12 N 408 — (C10 H18 N2 O4 S = 262,0987) 2,23
92,0496 C6H6N 408 — (C14 H24 N2 O4 S = 316,1457) 5,04
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Abbildung 4.2.10: MS- und MS/MS-spektrum  von N-Acetyl-Met 2 und mdgliches
Fragmentierung-sschema.

Tabelle 4.2.8: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von N-Acetyl-Met
2

Charakteristische m/z- maogliche Strukturinterpretation ppm

Werte Fehler
434,2108 [M+H]" C22H32N304S N-Acetyl-Met 2 + H -3,51
283,1125 (241 +42) C13H1I9N203S 434 — (C9 H13 N O = 151,0997) -5,15
198,0214 (156 + 42) C8HB8NO3S 434 — (C14 H24 N2 O = 236,1889) 2,9
134,0587 (92 +42) C8 H8 NO 434 —(C14 H24 N2 O3 S = 300,1508) 9,77

Zwei weitere Metabolite N-Acetyl-Met 6 und Met 5 waren ebenfalls in dem EIC zu sehen
(Abbildung 4.2.3). ESI-LC/MS Analyse des Metaboliten Met 6 ergibt eine Masse [M + H]"
m/z 538 was der Erhéhung um 32 Masseinheiten gegenuiber der Muttersubstanz entspricht.
Es wurde nur das Acetylierungsprodukt dieses Metaboliten gefunden mit der Masse [M +
H]* 578,2177 m/z (538+42). Das Fragmentierungsmuster weist ein Basision bei m/z 444
auf, das durch Verlust von 134 ((88 +32)+14) aus dem protonierten Molekil-lon
(Abbildung 4.2.11) entsteht. Darliber hinaus scheinen diagnostische Fragmentionen bei m/z
532, 466 und 401 (Tabelle 4.2.9). Dieses deutet darauf hin, dass der THF-Ring durch eine
Hydrolyse zur jp-Hydroxycarbonsdure erfahren hat (Abbildung 4.2.1). Metabolit Met 6
cyclisiert leicht zum entsprechenden j<Lacton (Met 5) mit einem [M+H] * lon bei m/z 520

(Abbildung 4.2.12, Tabelle 4.2.10)
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Abbildung 4.2.11: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem N-Acetyl-Met 6 und
mdogliches Fragmentierungsschema.
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Tabelle 4.2.9: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von N-Acetyl- Met
6

Charakteristische m/z-Werte ~ Summenformel Maégliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
578,2177 (M-HY C27H36 N3 09 S N-Acetyl-Met 4 +H 8,69
532,2125 C26H34N307S 578 — H (CH202) 0,8
466,1424 C21H26N208S 578 - A—-B (C6H12NO) 1,04
444,1985 C23H30N304S 578 -D - G (C4H805) 2,8
401,1711 C18H29N206S 578 —E—-H (C9H7NO3) 0,6
184,0242 C7H6NO5 578 — C — D — F (C20H32N204S) -0,4
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Abbildung 4.2.12: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Met 5 und mdgliches
Fragmentierungsschema.

bt i

Tab. 4.2.10 Met.5 Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation.

Charakteristische m/z- Formula Magliche Strukturinterpretation ppm Fehler
Werte

520,2132 (506+14) C25H34N307S Met 5+ H -4,18
[M+H]*

365,2046 (351+14) C19 H29 N2 05 520 - D (C6 H5 N 02 S = 155,0041) 3,46
241,097 (241) C11H17N202S 520 — H (C14 H17 N O5 = 279,1107) 14,76
156,0103 C6HENO2S 520 — E (C19 H28 N2 05 = 364,1998) 6,61

Die [M+H]" ion von N-Acetylamprenavir wurde bei m/z 548 mit 10,935 min gefunden mit
einer Erhéhung von 42 Masseneinheiten zur protonierten Masse des Amprenavirs. Die
diagnostischen Massen sind m/z 198 (156+42), 283 (241+42) und 434 (392+42), (Abbildung
4.2.13, Tabelle 4.2.11).
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Abbildung 4.2.13: MS-und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem N-Acetyl-amprenavir und
mogliches Fragmentierungsschema.
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Tabelle 4.2.11: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von N-Acetyl-

amprenavir.

Charakteristische m/z- Summenformel Magliche Strukturinterpretation Fehler,
Werte ppm
548,2437 [M+H]" C27H38N307S  N-Actyl-Amp +H -2,37
418,1677 C21H28N304S  548- A— COCH2 (C6 H10 O3 = 130,0630) 5,02
434,2064 (392+42) C22H32N304S 548 - B (C5H603 = 114,0317) 10,2
245,1620 C15H21N20O 548 - A-D -G (C12H17 N O6 S = 303,0777) 11,44
283,1092 (241+42) C13H19N203S 548 -H (C14 H19 N O4 = 265,1314) 6,74
189,1014 C11H13N20O 548 —-B - C-D (C16 H25 N O6 S = 359,1403) 13,07
198,0204 (156+42) C8HBNO3S 548 — E (C19 H30 N2 04 = 350,2206) 7,63
71,049 C4H70 F 548 — (C23 H31 N3 06 S = 477,1934) -4,9

Basierend auf identischen ESI-LC/MS und MS/MS-Daten ergibt sich, dass der Metabolit
Met 3 die Masse des [M + H]"-lons bei m/z 504 hat (Abbildung 4.2.14), also 2 Einheiten
weniger als die Ausgangssubstanz. Basierend auf dem Fragmentierungsmuster, d.h. der
Bildung der lonen m/z 349 (351-2), 276 (278-2) und der Masse m/z 202, konnte die Ursache
hierfir der ungesattigte THF Ring, also ein Dihydrofuran sein. Ein Vergleich mit dem
Fragmentierungsmuster der Ausgangsverbindung (und anderer Metabolite) zeigt, dass die
intakte THF-Einheit als Fragment m/z 88 fehlt. Beim Metaboliten Met 3 hat somit eine
Biotransformation der THF-Einheit zu einem Dihydrofuran stattgefunden (Abbildung
4.2.14, Tabelle 4.2.12).
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Abbildung 4.2.14: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahierten Met 3 und mdgliches
Fragmentierungsschema.

Tabelle 4.2.12: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von Met 3.

Charakteristische Summenformel Madgliche Strukturinterpretation Fehler,
m/z-Werte ppm
504,2153 (506-2) C25H34N306S Met3 +H 1,7
[M+H]"

349,2126 (351-2) C19 H29 N2 04 504 — D (C6 H5 N 02 S = 155,0041) -1,21
276,1201 (278-2) C15H18 N O4 H 504 - (C10 H16 N2 O2 S = 228,0932) 10,62
202,1581 (202) Cl4 H20 N 504-D-A-B (C1l1H14 N2 06 S =302,0573) 4,81
156,0127 (156) C6H6NO2S 504 — E (C19 H28 N2 04 = 348,2049) -8,63
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Das [M+H]"-ion des Metaboliten Met 4 (m/z 504) ist ebenfalls um 2 Masseneinheiten
leichter als Amprenavir, was auf eine zusatzliche Doppelbindung hinweist. Die Masse m/z
260 ist die charaktstische Masse nach dem Verlust von p-Aminophenylsulfonyl und auch 3-
Hydroxyl-THF. Weitere Informationen zeigen die Bildung von lonen m/z 349 und 156
(Abbildung 4.2.15, Tabelle 4.2.13).

X
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Abbildung 4.2.15: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahierten Met 4 und mdgliches
Fragmentierungsschema.

Tabelle 4.2.13: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von Met 4.

Charakteristische Summenformel Maogliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
m/z-Werte

504,2163 (506-2) C25H34N306S Met4 +H -2,41
[M+H]"

349,2016 (351-2) C19 H29 N2 04 504 — D (C6 H5 N 02 S = 155,0041) 10,65
260,1483 C15H20 N2 02 504 -A-D (C10H14 N O4 S =244,0644) 13,93
156,00089 (156) C6H6NO2S 504 — E (C19 H28 N2 04 = 348,2049) 15,69

Das unter den Bedingungen der ESI-lonisation entstehende Formylierungsprodukt des
Amrenavir und dessen Metabolite wurden auch bei diesen Untersuchungen festgestellt. Das
N-Formyl-amprenavir und das N-Formyl-Met 2 eluieren gleichzeitig mit der
Muttersubstanz. Die charaktistischen Massen sind m/z 184 (156+28) und 269 (241+28). (
Abbildung 4.2.16,4.2.17, Tabelle 4.2.14,4.2.15)
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Abbildung 4.2.16: MS und MS/MS Spektrum von N-Formyl-amprenavir und mogliches
Fragmentierungsschema.
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Tabelle 4.2.14: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von N-Formyl-

amprenavir.
Charakteristische m/z- Summenformel Maogliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
Werte
534,2277 (506+28) C26 H36 N3 O7 S N-Formyl-Amp + H 1,7
[M+H]"
420,1941 (392+ 28) C21 H30N3 04 S 534 — B (C5H603 = 114,0317) 2,45
245,1652 C15H21N20O 534 - A-D -G (C11 H15 N 06 S =289,062) -1,64
269,0971 (241+28) C12H17N203S 534 — H (C14 H19 N O4 = 265,1314) -6,31
208,0945 C11H14N O3 534 - K- F (C15H22 N2 04 S = 326,13) 1,02
184,0057 (156+28) C7TH6NO3S 534 — E (C19 H30 N2 04 = 350,2206) 3,4
71,0495 C4H70 F 534 — (C22 H29 N3 06 S = 463,1777) -4,94
x105 |Cpd 311: C21 H29 N3 04 S: +ESI Scan (5.962 min) Frag=150.0V 05_669.d Subtract /CH o
16 420.1956 HN
1.4 (M+H)+
1.2 *
o
0.8]
0.6
0.4
0.2] | | | | | 120 :
o wl 1 . . n 1 ), ________l___ :
ﬂ;i Cpd 311: C21 H29 N3 04 S: +ESI Produ;:; I?(;‘O(ssé%g min) Frag=150.0V CID@25.0 (420.1956[z=1] -> **) 05_669.d - }gfl_ - -(-3-2? \,':N /\/I
s B
2.5|
2 269.0948
1.5 120.0688
1 93.0336 164.1059 2021557 420.1825
0.5 Y
et d R AR AT LL.,,L TN U ok

60 80

sschema.

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

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

Abbildung 4.2.17: MS- und MS/MS-Spektrum von N-Formyl-Met2 und mogliches Fragmentierung-

Tabelle 4.2.15: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von N-Formyl-Met

2.

Charakteristische m/z- Summenformel Nogliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
Werte

420,1956 [M+H]" C21H30N304 S N-Formyl-Met 2 + H 1,52
269,0948 (241 + 28) C12 H17 N2 O3 420 — (C9 H13 N O = 151,0997) 2,42
184,0053 (156 + 28) C7H6N O3S 420 — (C14 H24 N2 O = 236,1889) 5,34

Ein weiterer Metabolit Met 7, der durch Wasserabspaltung aus dem Hydroxy-Met 2 entsteht,

wurde als N-Formyl-lon mit RT= 10,613 min eluiert. Die diagonstische Masse ist m/z 263,
andere Fragmente m/z 92 und 156 sind identisch mit Met 2 (Abbildung 4.2.18, Tabelle

4.2.16).
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Abbildung 4.2.18: MS- und MS/MS-Spektrum von N-Formyl-Met 7 und mogliches Fragmentierung-
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Tabelle 4.2.16: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von N-Formyl-Met
7.

Charakteristische Formula mogliche Strukturinterpretation ppm Fehler
m/z-Werte

418,1803 [M+H]" C21H28N304S N-Formyl-Met7 +H -1,8
263,1795 C15H23 N2 02 418 - (C6 H5 N 02 S = 155,0041) -15,57
189,1021 C11H13N20O 418 - A-B-C (C10 H15 N O3 S =229,0773) 0,92
156,0103 C6H6NO2S 418 - (C15 H22 N2 02262,1681) 6,72

Weitere Peaks mit charaktischen Massen fiir Amprenavir wie Met 8 [M+H]" m/z 435 (506-
71) 156, 202 und 245. Met 9 [M+H]" m/z 462 (506-44) 156, 202 und 241 konnten struktuell
nicht erklart werden (Abbildung4.2.19).
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Abbildung 4.2.19: MS- und MS/MS-Spektren der Metabolite Met 8 und Met 9.

Mittels HPLC- DAD konnten nur Amrenavir und weitere zwei Metabolite Met A und Met B
nach Vergleich der UV-Spektren festgestellt werden. Beide Metabolite weisen mit RTya=
5,763 min und RTyg =10,195 min eine wesentlich kirzere Retentionszeit als die
Ausgangsverbindung RTamp = 20,46 min auf, was auf eine deutliche Erhéhung der
Hydrophilie schliefen [&48t. Die Zuordnung erfolgt zum einen durch Vergleich mit
vorhandenen ESI-LC-TOF/MS Peaksflachen (Met 2, N-Acetyl-Met 2), zum anderen durch
die Retentionszeit.

Met A wurde als Met 2 (Hydrolyse der Carbamatgruppe) identifiziert, da Met 2 im LC-MS-
Chromatogram in vergleichsweise héchster Konzentration vorhanden war.

Dies wird unterstiitzt durch die der hohe spektrale Ahnlichkeit zwischen diesem Metaboliten
und dem Amprenavir, da die N-Desalkylierung nicht zur spektralen Anderung fiihrt, und
gleichzeitig durch die Erhéhung der Hydrophilie infolge der Protonierung des neuen freien
basischen Stickstoffatoms. Das bedeutet dass Met. 2 der Hauptmetabolit des Amrenavirs ist.
Fur die Zuordnung des Metabolits Met B (RT= 10,195) trifft am besten N-Acetyl-Met A zu,
wenn man die an Modellverbindungen gefundenen Retentionszeitverschiebungen durch N-
Acetylierung des Met A (RT =5,762) zugrunde legt.
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Die Ergebnisse der quantitativen Analyse des Falles (Suizid durch Kopfschuss) duurch
HPLC-DAD und GC-MS sind in Tabelle 19 zusammengefasst. Bei dem an Aids erkrankten
Betroffenen lielRen sich die Einnahme der Virustatika Saquinavir und Amprenavir (Metabolit
vom Fosamprenavir) sowie der Opiate Morphin und Codein nachweisen. Alle diese
Wirkstoffe gehorten laut Vorgeschichte zur Medikation des Betroffenen, welche seinem

Krankheitsbild entsprechend angelegt war.
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Abbildung 4.2.20: HPLC Chromatogramme der alkalischen Extraktes der Blutprobe der Amrenavir
Intoxikation und UV-Spektren von Amprenavir, Met A und Met B.

Aufgrund der relativ hohen Wirkstoffkonzentrationen im Mageninhalt, vor allem vom
Saquinavir, muss davon ausgegangen werden, dass er einen Teil dieser Medikamente erst
kurz vor dem todlichen Kopfschuss eingenommen hatte. Die ermittelte Konzentration an
Met A lag beim 1,37 pg/ml, hier spielten der first-pass-Metabolismus oder die postmortale
Hydrolyse offensichtlich eine wesentliche Rolle.

Tabelle 4.2.17: Wirktstoffkonzentrationen in einem Todesfall mit therapeutischer Einnahme von

Amprenavir.

Wirkstoff Blut Urin Mageninhalt Leber
Saquinavir 0,84 pg/ml 20,97 mg/ml 8,5 ug/g
Amprenavir 11,4 pg/ml - 295 pg/ml 99,8 ug/g
Metabolit A 1,37 pg/ml -—-- -—-- 29,5 ua/g
Mizolastin 131 pg/ml
Morphin 0,017 pg/ml 0,193 pg/ml -—--

Codein 0,009 pg/mi 0,031 pg/mi
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4.3 Citalopram

Citalopram (CIT) ist ein selektiver und potenter Serotonin-Reuptake-Hemmer (SSRI), der
als racemische Zubereitung zur Behandlung depressiver Erkrankungen verwendet wird. In

der Literatur wurde der Nachweis von vier Metaboliten beschrieben.

Hauptsachlich wird racemisches CIT durch N-Desmethylierung zu Desmethylcitalopram
(DCIT) und Didesmethyl-citalopram (DDCIT) und durch N-Oxidation zu Citalopram-N-
oxid (CIT-NO) verstoffwechselt [207,208]. CIT, DCIT und DDCIT werden durch
Deamination stereoselektiv unter Einfluss der Monoaminooxidase (MAO) zum
Propionsdure-Derivat (CIT-PROP) umgewandelt [209,210]. Abbildung 4.3.1 zeigt das
Metabolisierungschema von Citalopram.

NC NC
o, SOy
NH> NH
O DDCIT O
F \ / F .

Citalopram

NC NC
SOy go,
ITI—O
&k

E CIT-NO = CIT-PROP

COOH

Abbildung 4.3.1: Metabolisierungsschema von Citalopram

Untersucht wurden im Rahmen dieser Arbeit 30 Todesfdlle und 50 Félle von akuten
uberlebten Intoxikationen, bei denen Citalopram nachgewiesen werden konnte.

Mittels HPLC-DAD wurde in Blut— und Leberproben nach Metaboliten gesucht, und mittels
LC-MS-TOF nur in Blutproben. Im Rahmen der HPLC-DAD-Untersuchungen konnten vier
Metabolite des Citaloprams nachgewiesen werden. Die Zuordnung der Peaks zu den

Metaboliten erfolgte aufgrund der spektralen Ahnlichkeit mit der Ausgangssubstanz.
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Abbildung 4.3.2: HPLC-DAD-Chromatogram des basischen Blutextraktes einer Citalopram-
Intoxikation Met 1=M1, Met 2= M2, Met 3=M3 und Met 4=M4.

In meisten Fallen wurden der Metabolit Met 1, RTwen=7,019 min (Qrr=0,900) und der
Metabolit Met 2, RTyer= 6,132 min (Qrr=0,785) gefunden. Beide Metabolite weisen eine
wesentlich kirzere Retentionszeit als die Muttersubstanz Citalopram, RT¢it=7,787 min auf.
Der Metabolit Met 3, RTmes=9,339 min (Qrr=1,120) und der Metabolit Met 4,
RTmets=20,796 min (Qrt=2,670) wurden in der Halfte der Falle gefunden. Den Metaboliten
Met 4 findet man in hoher Konzentration bei der sauren Extraktion der Proben.

Mittels LC-MS-TOF (Agilent-Gerét) wurde nach der genauen Masse (Feinmasse) moglicher
Metabolite gesucht. Tabelle 4.3.1 zeigt die gefundenen Massen und entsprechenden

Zuordnungen zu den Metaboliten.

Tabelle 4.3.1: Ergebnisse der LC-MS-TOF Untersuchung der basischen Blutextrakte von 32 Féllen
mit positiven Citalopram Befund (Agilent-Messgerat)

Erwarteter Metabolit Summenformel  Masse Falle/ RT Qrt Ppm
lonisation min Err.
Citalopram (M) C20H21N20OF 324,16379 ~ Alle/ Pos 7,11 1 0,2
Met 1 DCIT (M-14) C19H19N20F 310,14814 27/Pos 7,06 0,9930 0,5
Met 2 DDCIT (M-28) C18H17N20OF 296,13249 5/Pos 7,01 0,9929 1
Met 3 CIT N-oxid (M+16) C20H21N202F  340,15871 15/Pos 7,16 1,0347 2
Met 4 CIT Prop (M-13) C18H14NO3F 311,09577 5/Neg 8,01 1,1187 2

Mittels LC-MS-TOF unter Verwendung des Waters-Gerétes wurde nach der genauen Masse
und nach den Fragmenten in den Spektren gesucht.

Die Metaboliten zeigten mit der Ausgangssubstanz eine hohe Ubereinstimmung in der
Fragmentbildung (Tabelle 4.3.2), Abbildung 4.3.3 zeigt fir Citalopram die Stuktur der

meisten der entstandenen charakteristischen Fragmintationen [211,212].
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Abbildung 4.3.3: ESI-MS Fragmente von Citalopram und deren Strukturinterpretation

Fur die Zuordnung der Peaks zu den jeweilig Citalopram-Metaboliten wurden die RT-Werte
und Retentionszeitverdnderungen Qg von Herre [213] zum Vergleich herangezogen. Der
Metabolit Met 1 ist dem Desmethylcitalopram und Met 2 dem Didesmethylcitalopram
zuzuordnen, diese weisen hierbei eine Retentionszeitverkirzung vonQgrrmen=0,9 , Qrt
met2=0,785 mittels HPLC-DAD und Qrtmen=0,9930 , Qrt me2=0,9929 mittels LC-MS-TOF
am Agilent-Gerat auf, was dem oberen Bereich der Retentionszeitveranderung durch
Desmethylierung bei Modellverbindungen entspricht. Die RT, Feinmasse der Peaks [M+H]"
und die Fragmentbildung an der Waters-Anlage ergibt eine genaue Ubereinstimmung mit
diesen Metaboliten.

Tabelle 4.3.2: Ergebnisse der LC-MS-TOF-Untersuchung (Waters-Instrument) der basischen
Blutextrakte von 32 Fallen mit positiven Citalopram Befund und Fragmente der Metabolite.

Metabolite RT Qrr  [M+H]TES’ Fragmente
CIT 10,00 1,00 325 307 280 262 234 166 116 109
Met 1 DCIT 998 0,998 311 293 280 262 234 166 116 109
(M-14)
Met 2 DDCIT 995 0,995 297 280 262 234 166 116 109
(M-28)
Met 3 CIT N-oxid 10,40 1,04 341 280 262 234 166 116 109
(M+16)

[M-H] ES
Met 4 CIT Prop 1355 1,355 310
(M-13)
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Abbildung 4.3.4: XIC (rechts) und Massenspektrum (links) wvon Citalopram, gemessen mit dem

Waters-Gerat bei DP =10V.
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Abbildung 4.3.5: Massenspektrum von Citalopram gemessen mit dem Waters-Gerat bei DP = 20 V
und mogliche Fragementierungsinterpretation.
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Abbildung 4.3.6: XIC (links) und Massenspektrum (rechts) von Citalopram gemessen mit dem
Agilent-Gerét
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Abildungb 4.3.7: Isotopenverhaltnis des Molekilionenpeaks gemessen mit dem Agilent-Gerat
Agilent (links) und UV-Spektrum (rechts) von Citalopram.
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Abbildung 4.3.8: XIC (rechts) und Massenspektrum (links) von Desmethylcitalopram gemessen
mit dem Waters-Gerét bei DP =10 V.
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Abbildung 4.3.9: Massenspektrum gemessen mit dem Waters-Gerat bei DP = 20 V und
Interpretation der Fragmentierung von Desmethylcitalopram.
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Abbildung 4.3.10: XIC (rechts) und Massenspektrum (links) von Desmethylcitalopram,
gemessen mit dem Agilent-Gerat.
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Abbildung 4.3.11: Isotopenverhéltnis des Molekiilionenpeaks gemessen mit dem Agilent-Gerét
(links) und UV-Spektrum (rechts)von Desmethylcitalopram.
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Abbildung 4.3.12: XI C(rechts) und Massenspektrum (links) von Didesmethylcitalopram Waters-
Gerat bei DP =10 V.
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Interpretation der Fragmentierung (rechts) von Didesmethylcitalopram.

Abbildung 4.3.13: Massenspektrum bei DP = 20 VV DP gemessen mit dem Waters-Gerat(links) und
+TOF MS: 6.975 min f...
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Abbildung 4.3.14: XIC (rechts) und Massenspektrum von Didesmethylcitalopram (links) gemessen
mit dem Agilent-Gerat.
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Abbildung 4.3.15: Isotopenverhéltnisdes Moleklionenpeaks, gemessen mit dem Agilent-Gerat
(links) und UV-Spektrum (rechts) von Didesmethylcitalopram.
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Fur die Masse 340,1587 (M+16) ergab sich RT=7,16 min mit Qrr=1,037 mittels LC-MS-
TOF Agilent, und RT=10,4 min mit Qrt= 1,04 mittels Waters-Anlage. Beide wurden in 15
Féllen gefunden. Nach der RT und der Fragmentbildung und dem Vergleich mit LC-
MS/MS Ergebnissen [214] ist dies Citalopram-N-oxid. Das entspricht auch dem HPLC-
DAD-Peak des Met3 mit Qrgt VOn 1,120.
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Abbildung 4.3.16: XIC (rechts) und Massenspektrum (links) von Citalopram N-oxid gemessen
mit dem Waters-Gerét bei DP = 10 V
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Abbildung 4.3.17: Massenspektrum von Citalopram N-oxid gemessen mit dem Waters-Gerat bei

DP =20 V und Interpretation der Fragemntierung.
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Abbildung 4.3.18: XIC (rechts) und Massenspektrum (links) gemessen mit dem Agilent-Gerét von
Citalopram N-oxid.
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Abbildung 4.3.19: Isotopenverhdltnis des Molekilionenpeaks gemessen mit dem Agilent-Gerét und
UV-Spektrum von Citalopram N-oxid

Die ldentifizierung des in 13 Fallen vorhandenen Peaks Met4 als Carboxy-Citalopram
erfolgte durch Retentionszeitvergleich Qrr=2,670 mit dem Carboxy-Metaboliten des
Diphenhydramin [51], und aufgrund der Ahnlichkeit der UV-Spektren. Zusatzlich ist diese
Substanz in den sauer extrahierten Proben mit hdchster Konzentration vorhanden, wurde mit
LC-MS/TOF mit der Masse von 311,09557 nur im Negativmodus nachgewiesen und hat hier
Die
Fragmentbildung konnte nicht untersucht werden, weil der Metabolit in einer zu geringen

einen Qgr von 1,1187. Dies ist vereinbar mit einem Carboxy-Metaboliten.

Konzentration vorlag.

LTOFMEES (13631 1: TOF M5 ES-
3008900208 1 444
100+ 124

Citalopram Prpionséure

1996 1350 1375 1400 1425 1450

— Time

45

310.069

60

ill

T
10

AL e LA\ et R L L W U i s b s w14
0 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Abbildung 4.3.20: XIC (links) und Massenspektrum (rechts) von Citalopram Prpionsdure gemessen

mit dem Waters-Geréat bei DP =10 V.

-TOF W5 8101 min from N_SHO5-315miff... Mazx 1.8e5 counts, \
2001 M4
I
1509 1
I
100 |
0]/ ‘Jk \
: miz, amu S
p Ll I . /I I AT \ A
304 310 315 20 = I N I | R I R T N R - R

Abbildung 4.3.21: Isotopenverhaltnis des Molekilionenpeaks gemessen mit dem AgilentGerat und

UV Spektrum von Citalopram Propionsaure
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In den 59 im Rahmen dieser Arbeit ausgewerteten Todesfallen mit Citalopram wurde das
Desmethylcitalopram als Hauptmetabolit in 37 Blutproben identifiziert und quantifiziert
(Abbildung 4.3.22). Es ergab sich, dass Desmethylcitalopram nicht oder nur in relativ
niedriger Konzentration im Blut nachweisbar war. Aus Abbildung 4.3.22 ist ersichtlich, dass
die ermittelten Citalopram-Blutkonzentrationen in 23 der 59 Falle (10 davon
Monointoxikationen) nach Vergleich mit Literaturdaten [215,216] und fruher bei uns
analysierten Féllen im therapeutischen Bereich (0,06-0,3 pg/mL) lagen. In diesen Féllen
wurde die Einnahme des in der Vorgeschichte benannten citalopramhaltigen
Antidepressivums in therapeutischer Dosierung bestétigt. Diese Medikation sollte in der hier

ermittelten Konzentration fiir den Todeseintritt aus toxikologischer Sicht ohne Bedeutung
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Abbildung 4.3.22: Konzentrationen von Citalopram und Desmethylcitalopram sowie deren
Verhaltnis in Blutproben von 59 Todesféallen von Citalopram Blau, Desmethylcitalopram Rot und
die Konzentrationquotienten Q=DCIT kun/CIT konz-

In 34 Faéllen, davon 6 Monointoxikation, befand sich die ermittelte Citalopram-
Blutkonzentrationen im Bereich 0,3-3,5 pg/mL, (also oberhalb des bis 0,3 pg/ml geltenden
therapeutischen Bereiches. Hierdurch wird die Einnahme eines citalopramhaltigen
Medikamentes in hoher therapeutischer Dosierung, wahrscheinlich (ber einen langeren

Zeitraum, belegt.
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Ein Teil der Werte ist durch Kumulationseffekte erklarbar. Es ist auch bekannt, dass es
gerade bei alteren Betroffenen mit einer mdglichen Leberfunktionsstérung zum Anstieg des
Citalopram-Spiegels kommen kann, da der Wirkstoff Citalopram vorwiegend hepatisch
ausgeschieden wird [217-219]. Eine todesurséchliche Intoxikation mit Citalopram sollte in

diesem Konzentrationsbereich noch nicht vorgelegen haben.

Nur in zwei Fallen liegt die gemessene Citalopram-Konzentration deutlich oberhalb 56
pa/ml, bei denen in der Literatur Todesfalle durch Citalopram beschrieben wurden. Beim
ersten Fall war der 58-jahrige Betroffene auf dem Dachboden seines in Sanierung
befindlichen Wohnhauses erhéngt aufgefunden worden. Seine Hénde seien auf dem Ricken

mit Handschellen, in denen der Schlissel noch steckte, gefesselt gewesen.

Die ermittelten Konzentrationen sind in Tabelle 4.3.3 ersichtlich. Der Betroffene sollte
demnach durch die aufgenommene Citalopram-Dosis deutlich in seinem Handlungs- und
Reaktionsvermdgen beeintrachtigt gewesen sein. Es ist denkbar, dass er unter dieser Ci-
talpram-Wirkung bewusstlos geworden ist und final in das Strangwerkzeug gefallen sein
kann.

Tabelle 4.3.3: Konzentrationen an Citalopram und Desmethylcitalopram einem Todesfall (58 m) mit
Erhéngen als finaler Todesursache.

Wirkstoff Blut Mageninhalt
Citalopram 7,0 pg/ml 4,9 pg/ml
Desmethylcitalopram 0,74 pg/mi 0,75 pg/ml

Bei dem zweiten Fall sei die 46-j&hrige Betroffene leblos und bereits faulnisverandert in
ihrer Wohnung aufgefunden worden. In der Wohnung habe man diverse Drogen-Utensilien
vorgefunden.

Die ermittelten Konzentrationen sind in Tabelle 4.3.4 ersichtlich. Bei der Betroffenen liel}
sich eine letale Mischintoxikation mit Opiaten, Cocain, dem zur Substitution verordneten
Methadon, mit dem Lokalanésthetikum und Antiarrhythmikum Lidocain, welches
maoglicherweise als Streckmittel in den illegalen Drogenmischungen enthalten war, und dem
Antidepressivum Citalopram nachweisen.

Die im Venenblut gemessenen Konzentrationen liegen nach Vergleich mit Literaturdaten
und friiher bei uns analysierten Fallen fir die illegalen Drogen in dem Bereich der Werte,
die in der Regel bei Todesfallen mit diesen Substanzen gemessen werden. Der Tod der
Betroffenen kann daher ursdachlich durch eine Intoxikation mit diesen Wirkstoffen
herbeigefiihrt worden sein.
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Tabelle 4.3.4 Ergebnisse der toxikologischen Analyse bei einer letalen Mischintoxikation bei
erheblicher Mitwirkung von Citalopram.

Wirkstoff Blut Faulnisflissigkeit Mageninhalt  Leber
Morphin 0,276 pg/ml - - e
Codein 0,022 pg/ml ----- T
Cocain 0,234 pg/ml - T

BE 0,201 pg/ml - —

ME 0,557 pyg/ml - —
Methadon 0,174 pug/mi 1,03 pg/ml 0,78 pg/ml 0,29 ug/g
EDDP 0,343 pg/ml 0,18 pg/ml
Citalopram -—-- 27,7 pg/ml 10,8 pg/mi 8,2 naglg
Desmethylcitalopram 6,8 pg/ml 2,6 pg/mi 4,5 uglg
Lidocain 35,8 pg/ml 29,6 pg/mi 13,7 nalg

Die Citalopram- und Lidocain-Konzentrationen in der Faulnisflussigkeit liegen beide
deutlich im toxischen bzw. komatts-letalen Bereich, wobei die ermittelten Werte durch die
Uberlagerung mit Faulnisprodukten erhoht worden sein kénnen. Es wird jedoch die
Einnahme einer groReren Menge dieser Wirkstoffe belegt, die im Zusammenwirken mit der
Aufnahme der illegalen Drogen die toxische Wirkung verstarkt haben kdénnen.Aus der
Klinik wurden in den letzten 9 Jahren 97 Falle mit Citalopram untersucht. In 47 dieser
Spiegelbestimmungen war nur das Metabolisierungsprodukt Desmethylcitalopram mit
HPLC-DAD nachweisbar (Abbildung 4.3.23).
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Abbildung 4.3.23: Konzentrationen von Citalopram, Desmethylcitalopram und die Konzentration-
Quotienten Q=DCIT yono/CIT konz in97 Klinik Proben .

Das Konzentrationverhéltnis Desmethylcitalopram/Citalopram erreichte Werte zwischen
0,025 und 1,50. Eine Erklarung fir die tberhdhten Werte bei gleichzeitiger sehr niedriger
Metabolitskonzentration ergab sich aus der Applikationsform des Citaloprams. Da die auch

als i.V. applizierten Citalopram Tropfen eine hohere Bioverfugbarkeit als die Tabletten
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haben, kam es unter Umgehung des first-pass-Effektes nur zu einer schwachen
Metabolisierung. Die hohen Werte fiir die Konzentrationquotienten Q lassen sich somit
dadurch erklaren, dass ein erheblicher Anteil bereits wérend der ersten Leberpassage
metaboliesiert wurde, wobei entweder eine therapeutische Dauermedikation oder aber eine
langere Zeit zwischen Aufnahme und Blutentnahme vorgelegen haben muss. Eine weitere
Erklarung sind Kumulationseffekte.

Bei den Féllen mit Citalopram-Konzentration tber der Grenze der Kumulationseffekte

handelt es sich um die akuten Citalopram-Intoxikationen (Tabelle 4.3.5).

Tabelle 4.3.5: Citalopram-Konzentrationen in Blutproben von akuten Citalopram-Intoxikationen

Fall CIT Konz. pg/mL DCIT Konz. pg/mL Q=DCITKonz/CITKonz
07-1304 9,1 0,23 0,025
05-0191 7,98 0,39 0,049
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4.4 Clozapin

Clozapin CLZ ist ein Neuroleptikum, gilt als erster Vertreter der atypischen Neuroleptika
und gehort chemisch zur Gruppe der Dibenzodiazepine. Im Metabolismus wird Clozapin
fast vollstandig vor der Ausscheidung umgesetzt. Dieses erfolgt durch N-Desmethylierung,
N-Oxidation, Hydroxylierung des Chlors enthaltenden Ringes und Thiomethyl- Konjugation
[220]. Als Hauptmetabolite wurden das N-Desmethylclozapin DM-CLZ und das Clozapin-
N-oxid CLZ-NO angegeben [221-223].

Bei weiteren Metaboliten wurde der Chlor-substituent durch eine Hydroxy- oder eine
Methylthio-Gruppe ersetzt [224]. Durch eine Hydroxylierung konnte im Urin das 7-
Hydroxy-desmethylclozapin-O-Sulfat und das Glucuronid von 7-Hydroxyclozapin
nachgewiesen werden, und 8-Deschlor-8-hydroxydesmethylclozapin [225-227].

Zum Clozapin wurden in der vorliegenden Arbeit 12 letale Fallbeispiele ausgewertet. Mittels
LC-MS-TOF liel3en sich 27 Abbauprodukte des Clozapins nachweisen.

Die diesen Meaboliten zugeordneten Massen sind in Tabelle 4.4.1 angegeben und in
Abbildung 4.4.1 dargestellt. Die MS- und MS/MS-Spektren, Fragmentierungsschemata und
Zuordnung der Fragmente sind fir alle Metabolite in Tabellen 4.4.1 bis 4.4.26 und den
Abbildungen 4.4.2 bis 4.4.27 aufgefiihrt.

Tabelle 4.4.1: Ergebnisse der LC-MS-TOF Untersuchung des basischen Blutextraktes in Fallen mit
positivem Clozapin-Befund. (Agilent und Waters LC-TOF/MS), vgl. Abbildung 4.4.1.

Metabolit Strukturvorschlag Formula M RT ppm Err. Qrr

CLz Clozapin C18H19N4CI 326,12982 17,038 1,55 1,000
Met 1 DM-CLZ C17H17N4CI 312,11410 15,078 1,57 0,885
Met 2 Clozapin-N-oxid C18H19CIN4O 342,12474 15,146 5,70 0,889
Met 3 Piperazin-2-on-CLZ C18H17CIN4O 340,10909 16,520 0,51 0,970
Met 4 8-Hydroxy-CLZ C18H20N40 308,16371 12,848 1,25 0,754
Met 5 8-Methylthio-CLZ C19H22N4S 338,15652 16,730 5,46 0,982
Met 6 7-Methylthio-CLZ C19H21CIN4S 372,11755 18,880 1,20 1,108
Met 7 7-methanesulfinyl-CLZ C19H21CIN40OS 388,11246 16,669 3,86 0,978
Met 8 8-Hydroxy-CLZ -N-oxid C18H20N402 324,15863 10,866 3,16 0,638
Met 9 8-Methanesulfinyl-CLZ -N-oxid CI19H22N402S 370,14635 11,015 3,47 0,646
Met 10 8-Methanesulfonyl -CLZ -N-oxid C19H22N4 03 S 386,14126 11,405 4,49 0,669
Met 11 Piperazin-2-on- 8-hydroxy-CLZ C18 H18N4 02 322,14298 12,805 1,43 0,752
Met 12 Dihydroxy-CLZ C18 H19 CI N4 02 358,11965 13,104 5,35 0,769
Met 13 N-Acetyl-8-hydroxy- DM-CLZ C19 H20 N4 02 336,15863 13,152 1,92 0,772
Met 14 N-Acetyl-8-methylsulfinyl -DM-CLZ C20 H22 N4 02 S 382,14635 13,186 6,97 0,774
Met 15 7- Hydroxy-piperazin-2-on-CLZ C17 H15 CI N4 02 342,08835 14,192 4,69 0,833
Met 16 8-Methylthio-CLZ-N-oxid C19H22N40S 354,15143 15,029 0,94 0,882
Met 17 N-Acetyl 8-methylthio- DM-CLZ C20H22N40O S 366,15143 16,417 1,28 0,964
Met 18 Hydroxy-DM-CLZ C17 H17CIN4 O 328,10909 16,764 3,57 0,984

83



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4.4.1: Ergebnisse der LC-MS-TOF Untersuchung des basischen Blutextraktes in Fallen mit
positivem Clozapin-Befund. (Agilent und Waters LC-TOF/MS), vgl. Abbildung 4.4.1.

Metabolit Strukturvorschlag Formula M RT ppm Err. Qrr
Met 19 N-Acetyl-DM-CLZ C19H19CIN4 O 354,12474 16,750 1,10 0,983
Met 20 N-Acetyl-7-methylsulfanyl- DM- CLZ C20H21CIN4OS 400,11246 18,381 7,00 1,079
Met 21 7-Methylsulfonyl-CLZ -N-oxid C19H21 CIN4 O3S 420,10229 14,988 6,63 0,880
Met 22 N-Acetyl-7-methylsulfonyl-DM-CLZ C20H21CIN4 O3S  432,10229 16,561 6,65 0,972
Met 23 7-Methylsulfanyl- piperazin-2-on-CLZ C19H219CIN4OS 386,09681 18,258 1,94 1,072
Met 24 7-Methylsulfonyl-CLZ C19H21CIN402S 404,1074 - 7,04 -
Met W1 Met W1 C15 H16 N4 O2 284,1273 7,924 0,76 0,465
Met W2 7-Methylsulfonyl-piperazin-2-on-CLZ C18H17CIN403S 404,0710 15,835 0,929
Met W3 N-Acetyl-7-hydroxy-CLZ C19H19CIN4O 370,1197 15,097 4,34 0,886
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Abbildung 4.4.2: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Clozapin und Interpretation

der Fragmentierung

Tabelle 4.4.2: Charakteristische m/z-Werte und mdogliche Strukturinterpretation der Fragmente von

Clozapin

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Mégliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
327,1371 [M+H]* C18 H20 CI N4 Clozapin + H 1,55
296,0917 C17 H15 CI N3 327 - A (31,0422 =C H5 N) 10,96
270,0776 C15H13 CI N3 327 - B (57,0578 = C3 H7 N) 6,08
227,0349 C13 H8 CI N2 327 - D (100,1 = C5 H12 N2) 10,41
192,068 C13 H8 N2 327 - D - CI (135,0689 = C5 H12 CI N2) 0,88
84,0798 C5H10N C (C5H10N) 11,06
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x10 5 |Cpd 519: Clozapine Met 1: +ESI Scan (15.078 min) Frag=150.0V 04-464.d

313.1219
(M+H)+
03

o
x103 |Cpd 519: Clozapine Met 1: +ESI Product lon (15.084 min) Frag=150.0V CID@18.7 (313.1223[z=1] -> **) 04-464.d
3139202
6

270.0754

70.0637
192.0681 227.0329

22N &g

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Abbildung 4.4.3: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Desmethylclozapin und
Interpretation der Fragmentierung

Tabelle 4.4.3: Charakteristische m/z-Werte und mdogliche Strukturinterpretation der Fragmente von
Desmethylclozapin

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Magliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
313,1215 [M+H]" C17 H18 CI N4 Desmethylclozapin + H 1,57
296,0979 C17 H15 CI N3 313 - A (17,0265 = H3N) -10,12
270,0754 C15H13 CIN3 313 - B (43,0422 = C2H5N) 14,39
227,0329 C13 H8 CI N2 313 - D (86,0844 = C4H10N2) 7,73
192,0681 C13 H8 N2 313 - D - CI (121,0533 = C4H10CIN2) 0,43
70,0637 C4H8N C (C4HS8N) 20,35
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Abbildung 4.4.4: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Clozapin-N-oxid und
Interpretation der Fragmentierung.

Tabelle 4.4.4: Charakteristische m/z-Werte und mogliche Strukturinterpretation der Fragmente von
Clozapin-N-oxid

Charakteristische m/z-Werte ~ Summenformel Mégliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
343,132 [M+H]" C18H19CIN4 O Clozapin N-oxid + H 57
296,0941 C17 H15 CI N3 343 - A (47,0371=CH5NO) 2,66
270,0736 C15H13 CIN3 343 - B (73,0528=C3H7NO) 21
243,0547 C13 H10 CI N3 343 - C (100,0762=C5H10NO) 4,65
227,0359 C13 H8 CI N2 343 - D (116,095=C5H12N20) 5,03
192,0668 C13 H8 N2 343 - D - Cl (151,0638=C5H12CIN20) 7,03
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Abbildung 4.4.5: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Piperazin-2-on-CLZ und
Interpretation der Fragmentierung.

Tabelle 4.4.5: Charakteristische m/z-Werte und mogliche Strukturinterpretation der Fragmente
von Piperazin-2-on-CLZ

Charakteristische m/z-Werte ~ Summenformel Mégliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
341,1164 [M+H]" CI8H18CIN4 O Piperazin-2-on-CLZ + H 0,51
313,1188 C17 H18 CI N4 341 - CO (27,9949=C O) 8,05
270,0754 C15H13 CIN3 341 - B (71,0371=C3 H5 N O) 14,38
227,0345 C13 H8 CI N2 341 - D (114,0793=C5 H10 N2 O) 11,27
192,0661 C13 H8 N2 341-D - Cl (149,0482=C5H10CIN20O) 10,85
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Abbildung 4.4.6: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem 8-Hydroxy-CLZ und
Interpretation der Fragmentierung.

100 120 140 300

Tabelle 4.4.6: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente

von 8-Hydroxy-CLZ

Charakteristische m/z- Summenformel Madgliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
Werte

309,171 [M+H]* C18H21N4 O 8-Hydroxy-CLZ + H 1,25
278,1223 C17 H16 N3 O 309 - A (31,0422=C H5 N) 23,39
252,1121 C15H14 N3O 309 - C (57,0578=C3 H7 N) 4,22
209,0724 C13HIN2O 309 — E (100,1=C5 H12 N2) -6,84
84,0812 C5HI1I0N C (C5H10N) -5,34
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Abbildung 4.4.7: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem 8-Methylthio-CLZ und
Interpretation der Fragmentierung.
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Tabelle 4.4.7: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente von
8-Methylthio-CLZ

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Magliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
339,1638 [M+H]" C19H23 N4 S 8-Methylthio-CLZ + H 5,46
308,1175 C18 H1I8 N3 S 339 - A (31,0422=C H5 N) 13,22
282,1036 C16 H1I6 N3 S 339 - B (57,0578=C3 H7 N) 8,28
267,0755 C15H13N3S 339 - C (72,0813=C4 H10 N) 26,13
239,0693 C14 H11 N2 S 339 - E (100,1=C5 H12 N2) 23,34
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Abbildung 4.4.8: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem 7-Methylthio-CLZ und
Interpretation der Fragmentierung.

Tabelle 4.4.8: Charakteristische m/z-Werte und mogliche Strukturinterpretation der Fragmente
von 7-Methylthio-CLZ

Charakteristische m/z-Werte ~ Summenformel Magliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
373,1248 [M+H]* C19 H22 CIN4 S 7-Methylthio-CLZ + H 1,2
342,0873 C18 H17 CIN3 S 373 - A (31,0422=C H5 N) -13,74
316,0662 C16 HI5 CIN3 S 373 - B (57,0578=C3 H7 N) 2,47
301,0377 C15H12CIN3S 373 - C (72,0813=C4 H10 N) 19,16
273,0251 C14 H10CIN2 S 373 - E (100,1=C5 H12 N2) -1,03
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Abbildung 4.4.9: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem 7-Methylsulfinyl-CLZ
und Interpretation der Fragmentierung.

Tabelle 4.4.9: Charakteristische m/z-Werte und mogliche Strukturinterpretation der Fragmente von
7-Methylsulfanyl-CLZ

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Mégliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
389,1197 [M+H]" C19H22CIN4OS 7-Methanesulfinyl-CLZ + H 3,86
374,0953 C18HI9CIN4OS 389 — CH3 (15,0235=C H3) 2,61
332,0604 C16 HI5SCIN3OS 389 - A (57,0578=C3 H7 N) 4,35
317,0367 C15H12CIN3OS 389 — B (72,0813=C4 H10 N) 5,27
291,0201 C13HIOCIN3OS 389 — E (98,097=C6 H12 N) 9,05
99,0895 C5 H11 N2 C=C5H11N2 22,09
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Abbildung 4.4.10: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem 8-Hydroxy-CLZ-
N-oxid und Interpretation der Fragmentierung.

Tabelle 4.4.10: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente
von 8-Hydroxy-CLZ-N-oxid.

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Magliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
325,1659 [M+H]* C18 H21 N4 02 8-Hydroxy-CLZ N-oxid + H 3,16
278,1256 C17 H16 N3 O 325- A (47,0371=CH5 N O) 11,36
238,0964 C14 H12 N3 O 325 - (87,0684=C4 H9 N O) 4,51
225,0894 C13H11 N3O 325 - C (100,0762=C5 H10 N) 1,11
209,0683 C13HIN20O 325 - D (116,095=C5 H12 N2 O) -12,44
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Abbildung 4.4.11: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahierten 8-Methylsulfinyl-CLZ-N-
oxid und Interpretation der Fragmentierung.

Tabelle 4.4.11: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente von
8-Methylsulfinyl-CLZ-N-oxid.

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Mégliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
371,1536 [M+H]" C19H23N4 02 S 8-Methylsulfinyl -CLZ-N-oxid + H 3,47
284,087 C15H14N30OS 371- (87,0684=C4 H9 N O) -6,19
269,0627 C14H11N3OS 371 -(102,0919=C5 H12 N O) -3,69
256,0538 C13HION3OS 371 —(115,0997=C6 H13 N O) 0,51
Cl4H12N20OS
192,0658 C13 H8 N2 371 —(179,0854=C6 H15 N2 02 S) 12,45
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Abbildung 4.4.12: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahierten 8-Methylsulfonyl-CLZ-N-
oxid und Interpretation der Fragmentierung.

Tabelle 4.4.12: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente
von 8-Methylsulfonyl-CLZ-N-oxid

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Madgliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
387,1485 [M+H]* C19H23 N4 O3S 8-Methylsulfonyl -CLZ N-oxid +H 4,49
340,1131 C18 H18 N3 02 S 387 - A (47,0371=CH5 N O) -4,83
314,0916 C16 H1I6 N3 02 S 387 - B (73,0528=C3 H7 N O) 13,37
300,0805 C15H14 N3 0O2S 387 — C (87,0684=C4 H9 N O) -1,25
271,0491 C14H11N202S 387 — D (116,095=C5 H12 N2 O) 16,37
192,0714 C13 H8 N2 387 —-D—E (195,0803=C6 HI5 N2 03S) -16,78
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Abbildung 4.4.13: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Piperazin-2-on-8-hydroxy-
CLZ und Interpretation der Fragmentierung.
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Tabelle 4.4.13: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente von
Piperazin-2-one-8-hydroxy-CLZ

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Maogliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
323,1503 [M+H]" C18 H19 N4 02 Piperazin-2-on- 8-hydroxy CLZ + H 1,43
295,1526 C17H19N4 O 323- A (27,9949=C O) 9,27
209,0699 C13 H9 N2 323 - B (114,0793=C5 H10 N2 O) 5,15
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Abbildung 4.4.14: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Dihydroxy-CLZ und
Interpretation der Fragmentierung.

Tabelle 4.4.14: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente von
Dihydroxy-CLZ

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Magliche Strukturinterpretation Fehler, ppm

359,1260 [M+H]" C18 H20 CIN4 02  Dihydroxy CLZ +H 535

342,1234 C18H19CIN4 O 359 - D (17,0027=HO) 2,27
315,0964 C16 H16 CIN4 O 359 — A (44,0262=C2H40) 13,57
272,057 C14H11CIN3O 359 — B (87,0684=C4 HINO) 55
243,0346 C13H8CIN20O 359 — C (116,095=C5H12N20) -10,69
208,0618 C13H8N20O 359 - C-E (151,0638=C5H12CI N20) 6,48
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Abbildung 4.4.15: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem N-Acetyl-8-hydroxy-DM-
CLZ und Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.4.15: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente von
N-Acetyl-8-hydroxy-DM-CLZ

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Mdogliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
337,1659 [M+H]* C19 H21 N4 02 N-Acetyl- 8-hydroxy- DM-CLZ + H 1,92
295,1504 C17H19N4 O 337 - (42,0106=C2H20) 16,75
251,0768 C15H13N3O
209,0699 CI3H9N2O 337 -(128,095=C6H12N20) 4,49
112,0749 C6HIONO 337 — C (225,0902=C13H11N30) 7,4
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Abbildung 4.4.16: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem N-Acetyl-8-
methylsulfinyl-DM-CLZ und Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.4.16: Charakteristische m/z-Werte und mogliche Strukturinterpretation von N-
Acetyl-8-methylsulfinyl-DM-CLZ

Charakteristische m/z- Summenformel Maégliche Strukturinterpretation Fehler,
Werte ppm
383,1536 [M+H]* C20 H23N4 02S  N-Acetyl-8-methylsulfinyl-DM-CLZ + H 6,97
326,1207 C18 H20N3OS  ---
283,0732 C15HI3N30OS 383-(100,0762=C5H10 N O) 14,87
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Abbildung 4.4.17: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem 7-Hydroxy- piperazin-2-
on-CLZ und Interpretation der Fragmentierung.

101.1054 243.0300 272.0533
56.0507 137.1132 193.1067

Tabelle 4.4.17: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente
von 7- Hydroxy-piperazin-2-one-CLZ

Charakteristische m/z- Summenformel Mdogliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
Werte
343,0956 [M+H]" C17 H16 CIN4 O2 7- Hydroxy - piperazin-2-on-CLZ+H 4,69
300,0571 C15H11 CIN3 02 343-(43,0422=C2 H5N) -12,26
272,0533 Cl14H11CIN3O 343 - (71,0371=C3 H5 N O) 19,34
243,03 C13H8CIN20O 343 - (100,0637=C4 H8 N2 O) 7,9
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Abbildung 4.4.18: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem 8-Methylthio-CLZ-N-oxid
und Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.4.18: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente
von 8-Methylthio-CLZ-N-oxid

Charakteristische m/z- Summenformel Maogliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
Werte

355,1587 [M+H]" C19H23N40OS 8-Methylthio-CLZ-N-oxid + H 0,94
308,1215 C18 H18 N3 S 355 - A (47,0371=C H5 N O) 0,15
280,0889 C16 H14 N3 S 355 - D (75,0684=C3 H9 N O) 4,96
255,0818 C14 H13 N3 S 355 - E (100,0762=C5 H10 N O) 16,84
239,0611 C14H11 N2 S 355 -B (116,095=C5 H12 N2 O) 2,72
192,0705 C13 H8 N2 355 - C (163,0905=C6 H15N2 O S) -11,85

93



Ergebnisse und Diskussion

x104 |Cpd 896: Clozapine Met 17: +ESI Scan (16.417 min) Frag=150.0V 03-525.d

367.1582

(M+H)+ [M+H]+ 367
. i

| 1
ol 0 ot k0 AL 10

x103 |Cpd 896: Clozapine Met 17: +ESI Product lon (16.424 min) Frag=150.0V CID@21.4 (367.1586 -> **) 03-525.d

36791540

peow e o o

N
&
m 0
—— B
= N
o .
8 f .

192.0667
|
o | L R ol | \

T T T T T T T T T T T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Abbildung 4.4.19: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem N-Acetyl-8-methylthio-
DM-CLZ und Interpretation der Fragmentierung.

112.0733 239.0581 281.0752 325.1439
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Tabelle 4.4.19: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente
von N-Acetyl-8-methylthio-DM-CLZ

Charakteristische m/z-Werte ~ Summenformel Magliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
367,1587 [M+H]" C20H23N40OS  N-Acetyl-8-methylthio-DM-CLZ+H 1,28
325,1439 C18 H21 N4 S 367 - A (42,0106=C2 H2 O) 12,98
281,0752 C16 HI3N20OS 367 — B (86,0844=C4 H10 N2) -3,09
239,0581 C14 H11 N2 S 367 — C (128,095=C6 H12 N2 O) 23
192,0667 C13 H8 N2 367 —E (175,0905=C7 H15N2 O S) -7,59
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Abbildung 4.4.20: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Hydroxy-DM-CLZ und
Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.4.20: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente

von Hydroxy-DM-CLZ

Charakteristische m/z-Werte  Summenformel Mogliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
329,1164 [M+H]" C17H18CIN4 O Hydroxy-DM-CLZ +H 3,57
311,1049 C17 H16 CIN4 329 — H20 (18,0106=H2 O) 2,87
270,0737 C15H13 CIN3 329 - A (59,0371=C2 H5 N Q) 20,48
243,052 C13 H10 CIN3 329 - B (86,0606=C4 H8 N O) 15,63
227,0373 C13 H8 CI N2 329 - C (102,0793=C4 H10 N2 O) -1,01
192,0667 C13 H8 N2 329-C-E (137,0482=C4H10CIN20O) 7,85

94



Ergebnisse und Diskussion

Cpd 943; Clozapine Met 19: +ES| Scan (16.744, 16.904 min, 2 scans) Frag=150.0V 03-525.

355.1316

M+H)+
24 ( )‘
1.5
14
ol
04 - B — e ot Lot ‘L | alll \M\_J.u“,
x1 ° |Cpd 943: Clozapine Met 19: +ESI Product lon (16.750. 16.911 min. 2 scans) Frag=150.0V
I 355.1802
64
54
4
34
f: 70.0637 112.0736 192.0646  227.0345 270.0752 313.1162 |
N \ L ) |
60 80 100 120 140 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

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

Abbildung 4.4.21: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem N-Acetyl-DM-CLZ und
Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.4.21: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von N-Acetyl-

DM-CLZ
Charakteristische m/z-Werte Summenformel Maogliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
355,132 [M+H]* C19H20CIN4 O N-Acetyl-DM-CLZ + H 11
313,1162 C17 H18 CI N4 355 — A (42,0106=C2 H2 O) 16,79
270,0752 C15H13 CIN3 355 — B (85,0528=C4 H7 N O) 15,17
227,0345 C13 H8 CI N2 355 - C (128,095=C6 H12 N2 O) 11,42
192,0646 C13 H8 N2 355-C-D (163,0638=C6 H12 CI N2 O) 18,72
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Abbildung 4.4.22: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem N-Acetyl-7-methylthio-
DM-CLZ und Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.4.22: Charakteristische m/z-Werte und mégliche Strukturinterpretation der Fragmente von
N-Acetyl-7-methylthio-DM-CLZ

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Madgliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
401,1197 [M+H]* C20H22CIN4O S N-Acetyl 7-methylthio-DM- CLZ + H 7,00
383,1077 C20H20 CIN4 S 401 - (18,0106=H2 O) 3,78
359,1092 C18H20 CIN4 S 401 — A (42,0106=C2 H2 O) -0,12
316,064 C16 HI5CIN3 S 401 - B (85,0528=C4 H7 N O) 9,41
273,0263 C14 H1I0CIN2 S 401-C (128,095=C6 H12 N2 O) -5,71
226,0278 C13 H7 CIN2 401-C-D (175,0905=C7 HI5N2 O S) 6,49
112,0753 C6HIONO E 3,92
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Abbildung 4.4.23: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem 7-Methylsulfonyl-CLZ-N-
oxid und Interpretation der Fragmentierun.

Tabelle 4.4.23: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente von
7-methanesulfonyl-CLZ-N-oxid

Charakteristische m/z-Werte ~ Summenformel Maogliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
421,1096 [M+H]" C19H22 CIN4 03 S 7-methylsulfonyl-CLZ- N-oxid + H 6,63
374,0728 C18 H17 CIN302S 421 - A (47,0371=C H5 N O) -0,9
334,0395 C15H13CIN302S 421 - B (87,0684=C4 H9 N O) 5,01
305,0105 C14H10CIN202S 421 - C (116,095=C5 H12 N2 O) 13,49
226,0264 C13 H7 CIN2 421 -C-D (195,0803=C6 H15 N2 O3 S) 12,6
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Abbildung 4.4.24: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem N-Acetyl-7-
methylsulfonyl-DM-CLZ und Interpretation der Fragmentierung.

Tabelle 4.4.24: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation der Fragmente
von N-Acetyl-7-methylsulfonyl-DM-CLZ

Charakteristische m/z-Werte ~ Summenformel Mégliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
433,1096 [M+H]* C20H22 CIN4 O3 S N-Acetyl-7-methanesulfonyl CLZ +H 6,65
391,0994 C18H20CIN4 02 S 433 - A (42,0106=C2 H2 O) -0,9
348,054 C16 H1I5CIN3 02 S 433 - B (85,0528=C4 H7 N O) 8,08
305,0155 C14HI0CIN202 S 433 - C (128,095=C6 H12 N2 Q) -2,97
226,0276 C13 H7 CI N2 433-C-D (207,0803=C7 H15 N2 03 S) 7,31
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Abbildung 4.4.25: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem 7-Methylthio-piperazin-
2-0n-CLZ und Interpretation der Fragmentierung.

Tabelle 4.4.25:

Methylthio-piperazin-2-on-CLZ

Charakteristische m/z-Werte und mogliche Strukturinterpretation von 7-

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Mégliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
387,1041 [M+H]* C19H20CIN4OS 7-Methylsulfanyl- piperazin-2-on-CLZ +H 1,94
359,1122 C18H20 CIN4 S 387 - (27,9949=C O) -8,35
316,0692 C16 HI5CIN3 S 387- (71,0371=C3 H5 N O) -6,95
273,0255 C14H10CIN2S 387 - (114,0793=C5 H10 N2 O) -2,52
226,0297 C13 H7 CIN2 387- (161,0749=C6 HI3 N2 O S) -2,1
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Fragmentation)
[M+H]+ 405
s} 285 L et [MeH 37
é == -305 """""" ' Met W3
HO Cl
cl

Met W1

H O _— SOZ

HO

EIC und Isotopenverhaltnis von 7-Methylsulfonyl-CLZ

Exact Mass: 404,1074 , ppm Err. 7,04

(Agilent ohne

Abbildung 4.4.27: Mogliche Strukturinterpretation der Metabolite Met W1, Met W2 und MetW3
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Tabelle 4.4.26: Charakteristische m/z-Werte und mdogliche Strukturinterpretation von Met W1,
Met W2 und Met W3

Metabolite ~ Summenformel +H [M+H]+ RT ppm Err. Fragmente

Met W1 C15H17 N4 O2 285,1346 7,924 0,76 385 267 224 164

Met W2 C18H18CIN403S 405,0824 15,835 - 377 362 334 305
7-Methylsulfonyl- piperazin-2-on-CLZ

Met W3 C19H20CIN4O 371,4354 15,097 4,34 329 268 243

N-Acetyl-7-hydroxy CLZ

Mittels HPLC-DAD wurden zum Clozapin finf Todesfélle und 19 Proben aus der Klinik
untersucht. Die Analyse der Blut- und Leberproben ergab aufgrund der spektralen
Ahnlichkeit mit der Ausgangssubstanz 5 Metabolisierungsprodukte, eines davon hatte eine
kirzere und vier eine langere RT als das Clozapin (Tabelle 4.4.27). Da dieser Wirkstoff in
der verwendeten mobilen Phase (pH 2,3) sowohl am Iminostickstoff als auch am p-standigen
Piprazinstickstoff protoniert ist, d.h. als Dikation vorliegt, besitzt er eine relativ kurze
Retentionszeit.

Tabelle 4.4.27: Retentionszeitverdnderungen durch Metabolisierung von Clozapin bei der HPLC-
DAD

Metabolit RRT QrrT Strukturvorschlag
CLzZ 0,220 1 Clozapin

Met A 0,148 0,673 Desmethylclozapin
Met B 0,304 1,382

Met C 0,412 1,875

Met D 0,751 3,417 Clozapin N-oxid
Met E 0,936 4,265 Piperazin-2-one-CLZ
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Abbildung 4.4.28: HPLC-Kurve eines alkalischen Blutextraktes einer Clozapin-Vergiftung
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Es wurde versucht, durch Vergleich mit den LC/TOF/MS Ergebnissen, mit Hilfe der
Retentionszeitveranderungen und der Ahnlichkeit der UV-Spektren mit dem des CLZ diese
Metabolite zuordenen. Bei Met A mit Qgrrr= 0,673 handelt es sich um N-
Desmethylclozapin, dieser Wert stimmt sehr gut mit den ermittelten Quotienten bei einer
Methylabspaltung an Aminen in Modellverbindungen Q Cpet a/CcLz = 0,47-0,78 (berein
[213].

Die langere Retentionszeit der Metabolite Met B, Met C, Met D und Met E kdnnte dadurch
erklart werden, dass durch die Metabolisierung die Herausbildung des Dikations erschwert
und damit die Retentionszeit verlangert wird. Hierflir kdmen das N-Oxid (Met D) und die
Piperazinonstruktur (Met E) in Frage, bei denen jeweils die Protonierung am 4-standigen
Piprazinstickstoff unterbunden ist und keine direkte Veranderung des Chromophoren erfolgt.
Das N-Oxid sollte wegen der hoheren Polaritat die kirzere RT im Vergleich zur
Saureamidstruktur aufweisen.

Der Austausch von CI gegen OH sollte die Hydrophilie der entstehenden Verbindungen
erhdhen und damit die RT verkirzen. Sowohl die OH-Gruppe als auch die S-CHs-Gruppe
am Aromaten sollten jedoch starkere spektrale Veranderungen bewirken. Fir das Met B und

Met C konnten keine Strukturzuordnung getroffen werden.
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Abbildung 4.4.29: UV-Spektren von Clozapin und seinen im Blut nachweisbaren Metabolisierung-
sprodukten.

Wie in der Tabelle 4.4.29 ersichtlich ist, war der Hauptmetabolit Met A Desmethylclozapin in
11 Féllen nachweisbar, wobei die relative Konzentrationen Qumet A = Cwmet a/Ccrz Von 0,02 bis
1,23 einen weiten Bereich (berstreicht. Die hdchste relative Konzentration des Metaboliten

Met A war in den Féllen 1 und 7 nachweisbar, es handelt sich hierbei um eine therapeutische
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Dosierung Uber einen langeren Zeitraum. Die andere Metabolite wurden hingegen nur in 5

oder 6 Féllen gefunden.

Tabelle 4.4.28. Blutkonzentration C in pg/mL bei 12 Todesfallen mit positivem Clozapinbefund.
Met A = Desmethylclozapin.

Fall CeLz CmetA Cmete Cwmetc Cmetp  Cwmete Bemerkung

1 0,13 0,16 0 0 0 0 therapeutischer Bereich

2 0,71 0,28 0 0 0,05 0 therapeutischer Bereich

3 1,93 0,63 0,01 0,015 0,04 0,03 akute Intoxikation mit dem Clozapin

4 2,23 0,50 0,02 0 0 0 letal, kombinierte Intoxikation mit
Clozapin und Salicylséure

5 0,03 0 0 0 0 0 therapeutischr Dosierung

6 15,8 9,09 0,09 0 0,02 0,02 letal, Intoxikation mit Clozapin

7 0,13 0,16 0 0,01 0 0,005 therapeutischer Bereich

8 0,10 0,03 0 0 0 0 Mischintoxikation, therap, Bereich

9 4,62 1,64 0,23, 0,02 0,01 0,2, akute Mischintoxikation CLozapin -
Amitriptylin

10 1,23 0,27 0 0,014 0,01 0,01 letal, Venlafaxin-Clozapin-
Chloralhydrat - Mischintoxikation

11 2,58 1,51 0,12, 0,04 0,09 0,03, letal, kombinierte Intoxikation mit
Clozapin und Diazepam

12 0,53 0,04 0 0 0 0 therapeutischer Bereich

* L Leberkonzentration

Der therapeutische Wirkstoffspiegel im Blut liegt nach Literaturangaben und eigenen
zuriickliegenden Untersuchungen im Bereich von 0,1 bis 1,0 pug/ml [215,216]. Die im Blut
der Fallen 1, 2, 5, 7, 8 und 12 gemessene Clozapin-Konzentration und die Konzentration
des pharmakologisch aktiven Metaboliten Desmethylclozapin liegen nach Vergleich mit
Literaturdaten und friiher bei uns analysierten Fallen im therapeutischen Bereich. Hierdurch
wird die Einnahme eines clozapinhaltigen Medikamentes in therapeutischer Dosierung
belegt. Der Betroffenen sollten dadurch aus toxikologischer Sicht in seiner Handlungs- und
Reaktionsfahigkeit nicht beeintrachtigt gewesen sein.

Bei der Fallen 3 und 10 liegen deutlich hoherer Konzentrationen als bei therapeutisch
verordneter Dosierung vor, und bei den Féallen 4, 6, 9 und 11 liegen sie im Bereich der
Werte, bei denen bereits letale Clozapin-Vergiftungen beschrieben werden (letale Clozapin-
Konzentrationen: 1,2 — 13 pg/ml; im Mittel 5,5 pg/ml) [215,216]. Hierdurch wird die Ein-
nahme einer deutlich groReren als der therapeutisch vorgesehenen Menge eines

clozapinhaltigen Medikamentes belegt.
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4.5 Diphenhydramin

Diphenhydramin (DPH) ist ein Arzneistoff aus der Klasse der Antihistaminika, der friher
zur Therapie von Allergien verwendet wurde, wegen seiner stark sedativen Wirkung aber
heute fast nur noch gegen Schlaflosigkeit und bei Ubelkeit eingesetzt wird. Diphenhydramin
hemmt als Antagonist die Wirkung von Histamin an H;-Rezeptoren. Auf Grund dieser
Wirkung konnen bei einer therapeutischen Dosierung von 25 - 50 mg antiallergische,
antiemetische und sedierende Effekte beobachtet werden. Die Plasmahalbwertszeit betrégt
5-6 Stunden.

Der Metabolismus von DPH ist seit einiger Zeit bekannt (Abbildung 4.5.1 [42,228-230]).
DPH metabolisiert (ber einen umfangreichen oxidativen Stoffwechsel durch N-
Demethylierung zum sekundaren Amin (Nordiphenhydramin, Desmethyl-diphenhydramin,
DM-DPH) und anschliefend zum primédren Amin (Dinordiphenhydramin, DDM-DPH).
Beide werden im Urin ausgeschieden.

DPH, DM-DPH und DDM-DPH werden durch Desaminierung und Oxidation zur
Diphenylmethoxyessigsédure (DPS) weiter umgesetzt, die mit Glycin oder Glutaminamid
konjugiert, um ausgeschieden zu werden. Ein weiterer metabolischer Schritt von DPH ist die
Biotransformation zum N-oxid (DPH-NO).

0]
E Itl(CHs)z % —NHAc —= -
Q T ks

CH_O_CHz'CHz'N(CH3)2 e % _NHCH3—> % _NH2 e % _O_CHZ_COOH

S

o S <:/§ HO)\\_ / HOQ

OCH3

“

Abbildung 4.5.1: Metabolisierungsschema von Diphenhydramin

Mittels HPLC-DAD wurden von insgesamt 130 DPH-Intoxikationen (70 Uberlebte
Vergiftungen und 60 Todesféalle) Blut- und Leberproben und mittels LC-MS-TOF 35

Blutproben untersucht.
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Ergebnisse und Diskussion

Mit der LC-MS-TOF wurden durch die genauen Massen (Feinmassen), die Fragmentationen
und die Isotopenverhéltnisse neun Metaboliten neben der Muttersubstanz nachgewiesen. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 4.5.1 und in den nachfolgenden Diagrammen zusammen gefasst.

Tabelle 4.5.1: Nachweis von Diphenhydramin und seinen Metabolite in Vergiftungsféllen durch
LC-TOF-MS

Metabolit Masse Summenformel Tjﬁggg?ﬁl rl?q-,l;] Qrt gr:rr:q)r’
Diphenylhydramin (M) 255,1623143 C17H2INO 35 Pos 7,1 1 0
DM-DPH (M-14) 241,1466642 C16H19NO 30 Pos 6,97 09914 0
DDM-DPH (M-28) 227,1310142 C15H17NO 3 Pos 6,95  0,9802 -3
DPS (M-13) 242,0942943 C15H1403 8 Neg 8,18 1,1602 1
DPH-NO (M+16) 271,1572289 C17H21NO2 30 Pos 7,19 1,0126 1
OH-DPH (M+16) 271,1572289 C17H21NO2 20 Pos 6,74  0,9492 1
20H-DPH (M+32) 287,1521435 C17H21NO3 9 Pos 6,8 0,9614 2
OH- OCH3-DPH (M+46)  301,1677936 C18H23NO3 13 Pos 6,8 0,9458 2
N-Ac-DPH (M+42) 269,1415789 C17H19NO2 17 Pos 8,3 1,1855 2
OH- N-Ac-DPH (M+60) 285,1364935 C17H19NO3 12 Pos 8,7 1,2288 1

Abbildung 4.5.2 zeigt das mit dem Waters-Gerdt gemessene ,extracted-ion-

chromatogramm® von Diphenhydramin.

Das Spektrum F1 wurde ohne Fragmentierung mit einer Cone-Spannung von 10 V
aufgenommen, wahrend im Spektrum F2 bei einer Cone-Spannung von 50 V eine deutliche
Fragmentierung sichtbar wird. Wiederum mit Hilfe der genauen Massen lassen sich die
einzelnen Fragmente strukturell zuordnen, wie das Fragmentierungsschema anhand der
Strukturformel in Abbildung 4.5.3 zeigt.

SNO7-178 1: TOF MS ES+
100~ 1030 1071 272165001Da

Diphenhydramin 5.87ee
[MFH]* 256.1742
CH3

CHg

0—CH—CH,—N I+ O—CH, —CH,—N—o0 Fit

— CHs CHg
I [MAHH [MHHP
\/ / 2721645 272.1645

HO"N\ Diphenhydramine N-Oxide

Hydroxy Diphenhydramine

\ L/

785
0 : ; ‘ A ‘ - ‘ ; ‘ )
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Abbildung 4.5.2: Mit dem Waters-Gerdt gemessenes ,extracted-ion-chromatogramm®  von
Diphenhydramin sowie dem Hydroxy- und dem N-Oxid Metaboliten.
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Abbildung 4.5.3: Mit dem Waters-Geréat erhaltene Massenspektren von Diphenhydramin ohne
Fragmentierung (F1) und mit Fragmentierung (F2).

Die zusatzliche Untersuchung der Fragmentierung stellt einen erheblichen Gewinn bei der
Strukturzuordnung dar. Das ist in Abbildung 4.5.4 fir Diphenhydramin-N-oxid und das
Hydroxyprodukt gezeigt. Beide haben die gleiche genaue monoisotopische Molmasse
(M+H":272,1645).

Fur das N-Oxid sind die charakteristischen Massen (M+H": 272,1645; 167,0842) und fiir das
Hydroxydiphenhydramin (M+H": 272,1645; 183,0803). Fiir die weiteren Metabolite sind

die charakteristische Fragmente in Tabelle 4.5.2 zusammengestelit.
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Abbildung 4.5.4: Mit dem Waters-Gerat gemessene Massenspektren des Hydroxy- und des N-Oxid-
Metaboliten, F1 ohne Fragmentierung, F2 mit Fragmentierung
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Tabelle 4.5.2: Charakteristische Fragmente von Diphenhydramin und seinen Metaboliten

Metabolit Masse Summenformel charakteristische Fragmente
Diphenylhydramin (M) 255,1623143 C17H21NO 256 167
DM-DPH (M-14) 241,1466642 C16H19NO 242 167 256-14 (167)
DDM-DPH (M-28) 227,1310142 C15H17NO 228 167 256-28 (167)
Negativer
DPS (M-13) 242,0942943 C15H1403 241 167 Modus 256-15 (167)
DPH-NO (M+16) 271,1572289 C17H21INO2 272 167 256+16 (167)
256+16
DPH -OH (M+16) 271,1572289 C17H21NO2 272 183 (183-167+16)
256+32
DPH -20H (M+32) 287,1521435 C17H21NO3 282 199 (199=167+32)
256+46
DPH - OH-OCH3 (M+46) 301,1677936 C18H23NO3 302 213 (213=167+46)
DPH - N-Ac (M+42) 269,1415789 C17H19NO2 270 167 256+42 (167)
DPH -OH - N-Ac (M+60) 285,1364935  C17H19NO3 286 183 256+60

(183=167+16)

Mittels HPLC-DAD fanden sich insgesamt 7 Metabolisierungsprodukte, die aufgrund der
Ahnlichkeit ihrer UV-Spektren vom Diphenhydramin stammen sollten (Abbildung 4.5.5).
Fur die Metaboliten mit einer kirzeren Retentionszeit als Diphenhydramin (Met 1
(Qrr7=0,898) und Met 2 (Qrr7=0,765)) wire aus dem Vergleich  mit
Demethylierungsreaktionen bei entsprechenden Modellverbindungen [213] und aus dem
Vergleich mit den LC-MS-TOF Ergebnissen ein Strukturvorschlag fur M1 als
Desmethyldiphenhydramin DM-DPH und M2 als Didesmethyldiphenhydramin DDM-DPH
moglich. Fir Met 3 (Qrr1=1,147) ergibt sich aus einem Vergleich der Retentionszeit, der
Konzentrationen und der Spektren von LC-MS-TOF und HPLC-DAD die beste
Uberstimmung mit dem N-Oxid-Metaboliten, hier bewirkt eine Basizitatsminderung am
Stickstoff eine VergroRerung von RRT.

Fur Met 7 erfolgte die Identifizierung des Peaks als Diphenylmethoxyessigsaure (DPS)
durch den Retentionszeitvergleich mit der nach [231,232] synthetisierten Verbindung, mit
Qrr7= 2,320 weist dieser Metabolit die hdochste Konzentration in den sauer extrahierten
Proben auf. Das stimmt auch mit den Ergebnissen der Untersuchung mit LC-MS-TOF
tberein. Dieser Metabolit wurde in Negativmodus nachgewiesen. Fir die Peaks Met 4, Met
5 und Met 6, die ebenfalls ein Spektrum &hnlich wie das des Diphenhydramins aufweisen,
konnten ohne Daten von entsprechenden Vergleichsubstanzen keine Strukturzuordnungen
getroffen werden. Der analytische Nachweis und die halbquantitative Bestimmung von
Diphenhydramin und seinen Metaboliten wurde im Rahmen des toxikologischen Screenings
durch HPLC-DAD [6] durchgefihrt.

Bei akuten Uberlebten Intoxikationen wurden erhéhte Konzentrationen an Diphenhydramin

in unserem Institut den letzten 15 Jahren in 68 Féllen aus der Klinik gefunden. Die jeweils in
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der ersten Probe gemessenen Diphenhydramin-Konzentrationen sind in Abbildung 4.5.6

dargestellt. Es handelt sich

groftenteils um Suizidversuche, teilweise in Kombination mit

Alkohol und anderen Medikamenten. Die Werte erstrecken sich von 0,3 bis 8,9 pg/mL.

In 33 Féllen waren aus den arztlichen Auftragsscheinen Symptome zu entnehmen, die

ebenfalls in Abbildung 6 angegeben sind und von unauffallig und kardiopulmonal stabil

uber sediert und verlangsamt einerseits und Agitiertheit und Halluzinationen andererseits,

bis hin zu Krampfen, Delirium und Koma reichten und mit den Angaben aus der Literatur in

Ubereinstimmung waren.
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Abbildung 4.5.5: HPLC-DAD-Analyse einer akuten Diphenhydraminvergiftung

10 - Unauffallig(5 x)
9 - Kardiopulmonal stabil (9 x)
8 - Tachycard, anticholinerges Syndrome (7 x)
- Mydriasis (2 x)
7 - Somnolent (8 x) B MNMonointoxilkation
6 - Sediert, verlangsamt (7 x) m Kombinierte Intoxikation mit Haupteffelkt
- Agitiert, halluzinationen (5 x) von Diphenhydramin
5 - Tremor (2 x) m Kombinierte Intoxikation mit sekundirer
4 - Verwirrt(2 x) Wirkung von Diphenhydramin
- Krampfe (2 x)
3 - Delirantes Bild (4 x)
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Abbildung 4.5.6: Diphenhydramin-Konzentrationen bei klinisch-toxikologischen Untersuchungen

(68 Falle) und in den Untersuchungsauftragen angegebene Symptome (33 Félle)
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Bei etwa der Hélfte dieser Félle wurden Verlaufskontrollen durchgefiihrt. Als Beispiel ist in
Abbildung 4.5.7 der Verlauf flr eine 19jahrige Patientin angegeben, bei der auRerdem 3,3%y
Alkohol gemessen wurden. Wéhrend Diphenhydramin schon nach 13,5 h von anfanglich 5,4
pg/mL in den ungefahrlichen Bereich abgesunken war, steigt der sekundére, unwirksame
Metabolite Diphenylmethoxyessigsdure in dieser Zeit auf Gber 10pug/mL an und sinkt erst

danach mit einer Halbwertzeit von ca. 20 h sehr langsam wieder ab.

—_
N
]

r I opH - DPH 2.4 pg/mi
E10 - — DM-DPH 1.4 pug/ml
5 |l DmDPH DDM-DPH  0.07 pg/ml
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Abbildung 4.5.7: Verlauf der Konzentrationen von Diphenhydramin (DPH), Desmethyl-
diphenhydramin (DM-DPH) und Diphenylmethoxyessigsaure (DPS) im Fall J.G. (19 w).

Die Patientin wurde am 05. Februar gegen 19:30 Uhr verwirrt und zitternd in ihrer Wohnung
auf dem FuBboden aufgefunden. In der Rettungsstelle wurden Krampfanfédlle und weite,

kaum lichtreaktive Pupillen festgestellt.

Die erste Blutentnahme erfolgte um 20:50 Uhr, ca 5 h nach der Einnahme. Weiterer Verlauf:
06. Feb um 18:00 sediert und beatmet, 07.Feb um 18:00 wach, ansprechbar. AuBer den
dargestellten Konzentrationen wurden in der ersten Probe festgestellt: Didesmethyl-
diphenhydramin 0,07 pg/mL, Diazepam (verabreicht) 0,6 pg/mL, Alkohol 3,3%o.

Dieser sehr unterschiedliche Konzentrationsverlauf von Wirkstoff und Metabolit kann zu
einer groben Abschdtzung der Zeit zwischen der Einnahme des Wirkstoffs und der

Blutentnahme herangezogen werden.

Die Auswertung aller Falle, bei denen Angaben zur Zeit der Einnahme bekannt waren, ist in
Abbildung 8 dargestellt. Dabei wurden insbesondere auch die Mehrfachentnahmen
einbezogen. Danach kann das Konzentrationsverhaltnis Diphenylmeth-
oxyessigsaure/Diphenhydramin (DPS/DPH, oberer Teil von Abbildung 8) wie folgt bewertet

werden:
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0,0-0,5 0,5-1,0 >1
<5h <10h >10h

>10
>20 h

DPS/DPH
Zeit nach der Einnahme

Der primdre Metabolit Desmethyldiphenhydramin (DM-DPH/DPH, unterer Teil in
Abbildung 4.5.8) weist hingegen durch den First-pass Metabolismus von Anfang an eine

hohe Konzentration auf und ist fir solche zeitlichen Abschatzungen ungeeignet.

Diphenhydramin wurde zwischen 1992 and 2007 bei uns in 55 Todesféllen gefunden. Die
in Abbildung 4.5.9 dargestellt,

Diphenhydraminvergiftungen, Vergiftungen mit tberwiegender Diphenhydramin-wirkung,

festgestellten Konzentrationen sind wobei reine
Mischintoxikationen mit verstarkender Wirkung von Diphenhydramin und Befunde bei
andersartiger Todesursache unterschiedlich gekennzeichnet sind.

Man sieht, dass bei Konzentrationen oberhalb etwa 5 pg/mL Uberwiegend Félle mit
alleiniger oder Gberwiegender Wirkung von Diphenhydramin vorkommen. Dieses kann etwa

als die untere letale Konzentrationsgrenze angesehen werden.

5 50
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4 40

3 L] 30 *

2 20 -

*
1 % s 10 R S
0 14—-”! . T T 0 h‘.’ .l T T
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Zeit nach der Einnahme, Stunden

Appildung 4.5.8: Konzentrationsverhéltnisse der Metabolite Desmethyldiphenhydramin (DM-DPH)
und Diphenylmethoxyessigsaure (DPS) zum Wirkstoff Diphenhydramin (DPH) in Abhdngigkeit von
der Zeitspanne nach der Einnahme toxischer Uberdosen des Wirkstoffs. Links sind die bis 20 h
gemessenen Werte mit hoherer Auflosung und rechts alle Werte dargestellt.

Falle um die

Verschiedenartigkeit der missbrauchlichen Anwendung dieses Medikaments sichtbar zu

Im folgenden sollen Dbeispielhaft einige vorgestellt  werden,

machen. Diese Falle ereigneten sich (berwiegend bereits vor der Anfertigung der
vorliegenden Promotionsarbeit, wurden aber in diesem Rahmen aufgearbeitet. Die Félle
zeigen deutlich die Bedeutung der DPS-Konzentration flr die Interpretation.

107



Ergebnisse und Diskussion

120
[l reine Diphenhydraminvergiftungen 55 Falle
Il Vergiftungen mit iberwiegender Diphenhydraminwirkung 100
—g) [ Mischintoxikationen mit verstirkender Wirkung von
= Diphenhydramin - 80
% 6 [ Befunde bei andersartiger Todesursache
E 5
E 4
IS
£ 3
=
= 2
2
= 1.
[
(e}

Abbildung 4.5.9: Konzentrationen an Diphenhydramin bei 55 Todesféallen und dessen Rolle bei der
Todesursache.

Fall 1, D. Z., 22 w, Suizid durch hope Diphenhydramin-Uberdosis

Die Betroffene wurde am 29.06.2002 um 15:45 Uhr tot in ihrer Wohnung aufgefunden. Es
wurden ein Abschiedsbrief und 21 leere Blister a 10 Sedopretten mit 50 mg (10,5 ¢
Diphenhydramin) festgestellt. Sie habe unter Depressionen gelitten and den Suizid am
Abend zuvor telefonisch bei ihren Eltern angekiindigt. Die Analyse lieferte insgesamt
folgende Ergebnisse: Alkohol: Blut 0,8 %o; Urin 1,1 %o0. EMIT auf Btm. im Urin: negativ

HPLC-DAD-Ergebnisse in pg/mL

Probe DPH DM-DPH DPS DPS/DPH
Venenblut 70 7,7 1,9 0,027
Herzblut 72 3,3 2,2 0,03
Liquor 19,5 1,8 0,33 0,016
Glaskfl. 15,2 2,4 0,12 0,008
Urin 90 20 0,65 0,007
Leber 240 35
Mageninhalt 2600 ---- 9,7 0,003

Die Diphenhydraminkonzentration im Venenblut ist mit 70 pg/mL extrem hoch. Es gibt
keinen wesentlichen Unterschied zum Herzblut. Die Konzentrationsunterschiede zum Liquor
und zur Glaskorperflussigkeit lassen sich durch die Plasma-Proteinbindung erklaren (75-
85%). Sowohl die hohe Konzentration im Mageninhalt als auch das sehr niedrige Verhaltnis
DPS/DPH zeigen eine kurze Uberlebenszeit an.

Fall 2: U. B., 54 w, Verwendung von Diphenhydramin als Antiemetikum bei andersartiger
Medikamentvergiftung

Die Betroffene wurde am 26.03.2002 tot in der Wohnung aufgefunden. Es lagen diverse

Papiere mit Abschiedsbriefcharakter und ein Mitgliedsausweis der Deutschen Gesellschaft
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fur Humanes Sterben vor. Depressionen und schwere Allergien waren bekannt. Als
Analysenergebnisse ergaben sich:
Akohol: Blut 1,1 %o0; Urin 1,2 %0 EMIT auf Btm. im Urin: negativ Cyanid: negativ

HPLC-DAD-Befunde in ,ug/mL

Probe Chloroquin DPH DM-DPH DM-DPH
Blut 14,9 0,67 0,20 <0,05
Mageninhalt 415 32

Hier handelt es sich um eine letale Chloroquin-Intoxikation, bei der Diphenhydramin als
Antiemetikum eingenommen wurde. Dieses ist eine Empfehlung in der Broschire der
,,Deutschen Gesellschaft fur Humanes Sterben", wird in Kombination mit Barbital durch die
Schweizer Gesellschaft ,,Exit International" praktiziert und wurde auch im Fall Uwe
Barschel festgestellt. Die Konzentration liegt mit 0,67 pg/mL gerade uber der unteren
toxischen Grenze. Das Fehlen der Diphenylmethoxyessigsaure spricht flr eine sehr kurze

Uberlebenszeit.

Fall 3: 1. M., 25 w, Brandleiche, zun&chst unbekannt

Die Betroffene wurde am 03.04.1994 in stark verkohltem Zustand nur noch als Torso unter
den Trimmern eines ausgebrannten Dachstuhles aufgefunden. Bei der Obduktion waren eine
morphologisch fassbare Todesursache oder Zeichen &ullerer Gewalt in diesem Zustand nicht
mehr nachweisbar. Immerhin konnte genligend Blut fur die toxikologisch-chemische

Untersuchung gewonnen werden. Als Analysenbefunde ergaben sich:

Alkohol: Blut 0,0 %6 CO-Hb: 4 %.
HPLC-DAD-Befund in pg/mL

DPH DM-DPH DPS DPS/DPH

Blut 19 n. b. 0,3 0,016

Man konnte daher davon ausgehen, dass die Frau zum Zeitpunkt des Brandes schon tot
war. Ein Totungsverbrechen war denkbar. Durch den Nachweis der letalen
Diphenhydraminkonzentration ausgeloste Ermittlungen in den umliegenden Apotheken
ergaben, dass eine nun vermisste 25jahrige Frau am Brandtage eine grolRere Menge an
Sedopretten gekauft hatte. Abschliefend wurde von einem Suizid auf dem Dachboden
ausgegangen, wobei die Betroffene den Brand z. B. durch eine Kerze selbst verursacht hat.
Das Konzentrationsverhdltnis DPS/DPH von 0,016 zeigt auch hier nur eine sehr kurze

Uberlebenszeit an.
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Fall 4: M. K., 90 w, Anwendung von Diphenhydramin als K.o.-Mittel

Dieser Fall betrifft eine 90jahrige Frau, die mit Zeichen der Gewalteinwirkung gegen den
Hals tot auf ihrem Bett aufgefunden wurde. Es fehlten Sparbicher und Bargeld. Als
Todesursache wurden Halskompression and Brustkorbtrauma bei der Obduktion

festgestellt. Durch die Analyse wurde auch hier tberraschend Diphenhydramin festgestellt.

Analytische Befunde
Alkohol: 0,0 %0 EMIT auf Btm. (Nierenablaufflussigkeit): negativ

HPLC-DAD-Befunde in ,ug/mL

Probe Herzblut Venenblut Leber Niere Lunge Mageninhalt Dinndarm
DPH 42 5,0 4,6 25110 495 n. n.

DM-DPH 0,06 n. n. n.n.n.n nn.

DPS n.n. n. n. n.n.n.n. n.n

Die Konzentrationen in Venenblut, Leber und Niere lassen stérkere Vergiftungssymptome
vermuten. Aufféllig ist aber die sehr viel hohere Konzentration im Herzblut und in der
Lunge. Die Ermittlungen nach Festnahmedes 35jahrigen  mehrfach  vorbestrafte
Serientéters ergaben, dass dieser der Betroffenen nach Fesselung und Knebelung eine
Lésung von mitgebrachten Schlaftabletten in Wasser einfloi3te. SchlieBlich erdrosselte er sie
mit einem Halstuch. Es ist davon auszugehen, dass die Betroffene einen groRen Teil der
Losung aspiriert hat, was die hohe Konzentration in der Lunge und im Herzblut erklart. Der
gleiche Tater hatte auch in einem anderen Fall von Raub, Koérperverletzung und sexueller

No6tigung aufgeldste Schlaftabletten verwendet.
Fall 5: J. D., 53 m, Befunde bei Todesfall unter N,O-Inhalation

Dass die Bewertung von Herzblutkonzentrationen zu falschen Schlussfolgerungen fiihren
kann, zeigt auch dieser Fall. Der Betroffene wurde am 02.05.2001 im Tegeler Forst mit
groRer Plastiktute Uber dem Kopf tot aufgefunden. Mehrere Lachgas- Kartuschen und ein
Offnungsgeréat lagen daneben und er hatte einen Abschiedsbrief mit der Angabe ,Selbsttod
mit Stickstoffoxidul, Codein + Saft™ bei sich. Die Analyse flihrte zu folgenden Ergebnissen:

Alkohol: Blut 0,0 %o; Urin 0,0 %0 EMIT: Opiate positiv
HPLC-DAD und GC-MS-Befunde in ,ug/mL

Herzblut Venenblut  Lunge Urin Mageninhalt
N,O 340 n.u. 286 78 106
Codein 7,3 0,18 n.u. 0,09 n. u.
DPH 4,6 <0,05 2,3 < 0,05 650
DPS 0,07 <0,05 n.u. <0,05 0,15

110



Ergebnisse und Diskussion

Die Untersuchung des Herzblutes ergab neben der hohen Konzentration an Lachgas auch
sehr hohe Konzentrationen an Codein und Diphenhydramin, die zumindest einen komattsen
Zustand erklaren wirden, so dass der Betroffene nicht mehr in der Lage gewesen sein sollte,
selbst den Beutel mit Lachgas aus den Kartuschen zu fullen. Im Venenblut lag Codein
hingegen nur therapeutisch vor und Diphenhydramin konnte tiberhaupt nicht nachgewiesen
werden. Auch dieses Ergebnis l&sst sich durch eine agonale Aspiration der kurz zuvor
eingenommenen und teilweise wieder erbrochenen Tablettenlosung wahrend des

Erstickungsvorganges unter der Plastiktite erklaren.

Fall 6: Y. L., 3 m, Diplzenhydramin-Nachweis im Fall einer Kindesmisshandlung

Dieser Fall betrifft einen 3jéhrigen Jungen, der vom Lebensgeféhrten der Mutter Uber eine
Zeitspanne von mindestens einem Monat in schwerster Weise misshandelt wurde und
letztlich am 30.01.2002 an einem subduralen H&matom im Unfallkrankenhaus Berlin
verstarb. Die HPLC-DAD-Analyse ergab hier neben den von der Behandlung herriihrenden
Narkotika auch Spuren an Diphenhydramin sowie eine relativ hohe Konzentration an

Diphenylmethoxyessigsaure.

HPLC-DAD-Befunde in ,ug/mL

Midazolam Thiopental Pentobarbital DPH DPS DPH/DPS

Herzblut 2,8 2,6 0,18 0,02 1,6 80

Dieses kann entweder durch eine einmalige bis zu mehreren Tagen zurlickliegende hohe
Dosis oder durch eine mehrfache Gabe mit Akkumulation des Metaboliten erklért werden.
Es bestand der Verdacht, dass das Kind durch dieses Mittel ruhig gestellt wurde. Den
Ermittlungen zufolge wurde hier das Antiemetikum “Vomex" verabreicht, das ebenfalls

Diphenhydramin enthalt.

Insgesamt ergeben sich aus diesen Fallen und in Ubereinstimmung mit friiheren
Untersuchungen anderer Autoren folgende Schlussfolgerungen: Eine Uberdosis an
Diphenhydramin ist mit vielfaltigen toxischen Wirkungen verbunden. Die Giftigkeit ist
kaum geringer als die anderer rezeptpflichtiger Hypnotika. Es wird daher in erheblichem
Umfange und h&ufig auch mit Erfolg in suizidaler Absicht eingenommen. Das betrifft in
hohem MaRe jungere Menschen. Darlber hinaus gibt es Ansatze des Missbrauchs zu
kriminellen Handlungen. Die Rezeptpflicht sollte daher in Erwédgung gezogen werden. Trotz
der halluzinogenen Wirkung ist ein Abusus zu berauschenden Zwecken bislang allerdings

nicht bekannt geworden.

111



Ergebnisse und Diskussion

4.6 Flecainid

Flecainidacetat, ein Klasse Ic (Vaughan Williams) Antiarrhythmikum, wird bei
supraventricularer Tachykardie eingesetzt [233]. Da die therapeutische Serumkonzentration
mit 200-1000 ng/ml eng ist, ist deren Uberwachung fiir die Dosis-Anpassung erforderlich
[234,235]. Flecainid wird nach oraler Aufnahme schnell und fast vollstandig resorbiert bei
minimalem First-pass-Effekt (95% Bioverfugbarkeit). Peak-Konzentrationen treten im
Plasma 3 bis 4 h nach oraler Aufnahme auf. Flecainid wird Uber O-Desalkylierung
biotransformiert.

Die wichtigsten Metabolite sind meta-O-Desalkylflecainid MODF, das eine minimale
Kardioaktivitat besitzt, und das meta-O-dealkylierte Lactam des Flecainids MODLF, das
keine antiarrhythmische Aktivitét zeigt (Abbildung 4.6.1). Letzteres wird durch a-Oxidation
des Piperidinriges gebildet. Beide Metabolite und die Muttersubstanz (ca. 10% der Dosis)
treten im Urin auf [236]. Weitere Metabolisierungsreaktionen sind die Desalkylierung in
ortho-Position (OODF), Hydroxylierungen in der Seitenkette (FLC-OHb) und am
Piperidinring (FLC-OHa), Oxidation dieser OH-Gruppen und N-Acetylierung.

H
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o) N \
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FsCH,CO 0ODE F3CH,CO
OHa-FLC MODE
OCH,CF, OCHCF, on
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H H F2CH,CO
F,CH,CO OH F3CH,CO
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OCH,CF
OCH,CF4 zrs

Abbildung 4.6.1: Metabolisierungsschema von Flecainid [251]
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Zum Flecainid wurden 2 Todesfélle und 8 Proben aus der Klinik fir diese Arbeit
ausgewertet. Mit LC-TOF-MS (System Agilent und Waters) wurden neben Flecainid 8
Metabolite identifiziert (Tabelle 4.6.1 und Abbildung 4.6.1).

Die Spektren des Wirkstoffs ([M+H]" = 415,1469) sind in Abbildung 4.6.2 dargestellt. Fiir
die Masse [M+H]"=333,14205, welche der O-Desalkylierung entspricht, gibt es zwei Peaks.
Beide Peaks besitzen mit RT=7,437 min (Qrr=0,72) und mit RT=9,252 min (Qr7=0,90) eine
deutlich unterschiedliche Retentionszeit, haben aber gleiche MS- und MS-MS-Spektren
(Abbildung 4.6.3 und 4.6.4).

Fur die Zuordnung des Peaks mit RT=7,44 min ist die starkere Abnahme der Retentionszeit
durch den Einfluss der freigesetzten OH-Gruppe entscheidend. Dieser findet besonders bei
O-Desalkylierung in der meta-Position statt, so dass es sich hier um den Metaboliten m-O-
Desalkylflecainid MODF handelt.

Bei O-Alkylabspaltung in der orto-Position kann sich hingegen eine intramolekulare
Wasserstoffbriicke mit der metabolisch freigesetzten OH-Gruppe bilden, wodurch sich nicht
die erwartete Abnahme der Retentionszeit ergibt. Der Peak mit der ldngeren Retentionszeit
RT=9,25 min entspricht daher dem Metaboliten 0-O-Desalkylflecainid OODF.

Tabelle 4.6.1: Ergebnisse der LC-MS-TOF Untersuchung der basischen Blutextrakte von 10 Fallen
mit positiven Flecainid Befund.

Erwarteter Metabolit Summenformel Masse RT min QRT Ppm Err.
Flecainid FLC C17H20N203F6 414,13781 10,258 1,00 -4,48
MODF C15H19N203F3 332,13478 7,437 0,72 -5,40
OODF C15H19N203F3 332,13478 9,252 0,90 -5,44
Hydroxy-FLC a C17H20N204F6 430,13273 14,937 1,46 -4,50
Hydroxy-FLC b C17H20N204F6 430,13273 9,356 0,91 -4,15
Diacylamid FLC C17H18N204F6 428,11708 11,431 1,11 -2,28
FLC Lactam C17H18N204F6 428,11708 12,052 1,17 -2,47
MODLF C15H17N204F3 346,11404 9,283 0,90 1,02
N-Acetyl-FLC C19H22N204F6 456,14838 14,695 1,43 -3,64

Fur die Masse [M+H]"=431,1418, welche der Hydroxylierung M +16 entspricht, gibt es
ebenfalls zwei Peaks bei RT;=14,937 min und RT,=9,356 min mit sehr unterschiedlicher
Retentionszeit. Die Spektren sind in den Abbildungen 4.6.6 und 4.6.8 dargestellt. Beide
haben die gleichen MS-Spektren. In  Ubereinstimmung damit weist das
Meabolisierungsscheme (Abbildung 4.6.1) die beiden Hydroxylierungsprodukte FLC-OHa
(in der Seitenkette) und FLC-OHb (am Piperidinring) auf.

Die MS-MS-Spektren unterscheiden sich hingegen deutlich. Das MS-MS-Spektrum fiir den
Peak mit RT=9,356 besitzt ein Fragment mit der Masse 414 (431-17) welches dem NHs-

113



Ergebnisse und Diskussion

Verlust entspricht. Das bedeutet eine Anlagerung der Hydroxygruppe an der
Methylengruppe zwischen dem Piperdinring und der Benzamid-Gruppierung (FLC-OHDb),
was den Verlust von NHs erleichtert. Dagegen erscheint im MS-MS-Spektrum des Peaks bei
14,937 min ein Fragment mit der Masse 413 (431-18) welches dem H,O Verlust entspricht.
Das bedeutet eine Anlagerung der Hydroxygruppe am Piperidinring (FLC-OHa), wo der
H,0O Verlust erleichtert ist (Abbildung 4.6.7).

Weitere Oxidation dieser zwei Hydroxygruppen zu den entsprechenden Carbonylgruppen
ergibt die Metabolite Diacylamid-FLC und FLC-Lactam, mit der Masse [M+H]"= 429,1253
und RT=11,431 min sowie RT=-12,052 min. Diacylamid FLC besitzt dabei in Wirklichkeit
keine Lactamstruktur. Um diese zwei Metaboltie zuzuordnen ist das Fragment der Masse
411 (429-18, Abspaltung von H,O) von Bedeutung. Bei dem Peak mit RT=11,431 min ist
die Abundance dieses Fragments nur 10%, d.h. weniger Wasserverlust im Vergleich zu dem
Peak mit RT=12,052 min mit 40%. Das bedeutet aus der Sicht der Stabilitdt der Produkte,
dass es sich bei dem Peak bei RT=11,431 min um das Diacylamid FLC und bei RT=12,052
min um FLC-Lactam handelt.

Weitere Metabolite entstehen durch meta-O-Desalkylierung aus dem Lactam Metaboliten
FLC-Lactam (MODLF, RT=9,283 min) und durch Acetylierung zu N-Acetylflecainid
(RT=14,695 min).

x10 6 |Cpd 339: Flecainide: +ESI Scan (10.258)

*415.1654
(MsH)+
*

x10 Cpd 339: Flecainide: +ESI Product lon (10.266)

*398.1236

98.0973 301.0306 *

232.0971

o = N ®w & O N H» O ©
N S N T N S B
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Abbildung 4.6.2: MS und MS-MS Scan Spektren von Flecainid nach Extraktion aus einer
Blutprobe

Tabelle 4.6.2: Charakteristische m/z-Werte und mdogliche Strukturinterpretation von Flecainid

Charakteristische m/z- Summformel mdgliche Strukturinterpretation ppm Fehler
Werte

415,1469 (M+H)" C1l7H21 F6 N2 O3  Flecainid + H -4,48
398,1236 C17 H18 F6 N O3 415 — A (H3N=17,0265) -12,75
301,0306 C11 H7 F6 O3 B 415 - ( C6 H14 N2 =114,1157) -4,05
98,0973 C6 H12 N C415—- (C11H9 F6 N O3 =317,0487)  -9,07
84,0813 C5HI10N D 415- (C12 H11 F6 N 03=331,0643) -5,90
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Abbildung 4.6.3: MS und MS-MS Scan Spektren und Fragmentierungsschema von m-O-
Desalkylflecainid MODF im LC-TOF-MS-MS-Chromatogramm des Extrakts der Blutprobe einer

Flecainidvergiftung.

Tabelle 4.6.3: Charakteristische m/z-Werte im LC-MS-MS-Spektrum von m-O-Desalkylflecainid

(MODF) und mdégliche Strukturinterpretation.

Charakteristische m/z-Werte ~ Summformel

mdogliche Strukturinterpretation ppm

Fehler

333,1439 (M+H)™ (415-82) MODF + H
219,0258 (301-82)

98,0961

C15H20 F3 N2 O3
C9H6F303
C6HI2N

-5,40

B 333 - ( C6 H14 N2 = 114,1157) 2,54
C 333 - ( C9H8 F3 N 0O3=2317,0487) 3,03

x10 6 |Cpd 266: OODF Flecainide: +ESI Scan (9.252, 9.356, 9.460 min, 3 scans) Frag=150.0V niere0
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Abbildung 4.6.4: MS und MS/MS Scan Spektren von 0-O-Desalkylflecainid OODF im LC-TOF-
MS-MS Chromatogramm des Extrakts der Blutprobe einer Flecainidvergiftung

Tabelle 4.6.4: Charakteristische m/z-Werte von 0-O-Desalkylflecainid (OODF) und mogliche

Struktur-Interpretation

Charakteristische m/z-Werte Summformel mdgliche Strukturinterpretation ppm Fehler
333,1431 (M+H)" (415-82) C15H20F3N203 OODF +H -5,49
316,1154 (398-82) C15H17 F3 N 03 333 — A (H3N=17,0265) 0,47

219,0257 (301-82) C9 H6 F3 O3
115,1225 C6 H15 N2
98,0961 C6HI12N

B 333 ( C6 H14 N2 = 114,1157) 2,89
D 333 — ( C9 H5 F3 N 03=317,0487) 4,23
C 333 ( C9 H8 F3 N 03=317,0487) 3,03
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Abbildung 4.6.5: MS und MS-MS Scan Spektren von MODLF im LC-TOF-MS-MS
Chromatogramm des Extrakts der Niereprobe einer Flecainidvergiftung (Waters TOF).
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Abbildung 4.6.6: MS- und MS-MS-Scan-Spektren von Hydroxy-FLC a im LC-TOF-MS-MS
Chromatogramm des Extrakts der Blutprobe einer Flecainidvergiftung.

o

Tabelle 4.6. 6: Charakteristische m/z-Werte (OHa-FLC) und mdgliche Strukturinterpretation

Charakteristische m/z-Werte Summformel mdogliche Strukturinterpretation ppm
Fehler
431,1418 (M+H)* (415+16) C17 H21 F6 N2 O4 OHa-FLC +H -4,15
413,1299 (M+H-H20) C17 H19 F6 N2 O3 431 - (H20=18,0106) -1,03
395,1191 (M+H- 2(H20)) C17 H17 F6 N2 O2 431 — (H402=36,0211) -0,49
344,0712 C13 H12F6 N O3 431—-( C4H9N O =87,0684) 1,25
301,0295 C11H7F6 O3 B 431 - (C6 H14 N2 0=130,1106) -0,46
112,0991 C6 H12 N2 C11 H9 F6 0O4=319,0405 3,81
96,0806 C6 H1ON C431—-( Cl11H11F6N O4= 2,13
335,0592)
84,0803 C5HION D 431 -(C12 H11 F6 N 0=4347,0592) 1,92
x1 6 Cpd 214: Flecainide OHb: +ESI Scan (9.356, 9.460, 9.564 min, 3 scans) Frag=150.0V
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Abbildung 4.6.8: MS- und MS-MS-Scan-Spektren von Hydroxy-FLC b aus einer extrahierten
Blutprobe.
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Tabelle 4.6.7: Charakteristische m/z-Werte von OHb-FLC und mdgliche Strukturinterpretation

Charakteristische m/z-Werte  Summformel mogliche Strukturinterpretation ppm Fehler
431,1418 (M+H)"
C17H21 F6 N2 04 Ohb-FLC +H -4,15
(415+16)
414,1137 (M+H- NH3) Cl7H18F6 NO4  431- (NH3=17,0265) -0,60
384,1014 C16 HI6 F6 NO3 431 —(CH5NO =47,0371) 3,88
301,0289 C11H7F6 O3 B 431 — (C6 H14 N2 0=130,1106) 1,65
114,0909 C6H12NO C11 H11 F6 N O4) = 335,0592 -0,31
96,0808 C6HION C 431-( C11H11F6 N 0O4=335,0592) 2,13
x10 6 |Cpd 307: Diacylamid FLC: +ESI Scan (11.431, 11.534, 11.638 min, 3 scans) Frag=150.0V nier
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Abbelle 4.6. 9: MS- und MS-MS-Scan-Spektren von Diacylamid-FLC aus
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Blutprobe.

einer extrahierten

Tabelle 4.6.8: Charakteristische m/z-Werte von Diacylamid-FLC) und mdgliche

Strukturinterpretation.

Charakteristische m/z-Werte ~ Summformel mogliche Strukturinterpretation ppm Fehler
429,1253 (M+H)" (415+14) C17 H19 F6 N2 O4 Diacylamid-FLC + H 2,47
411,1124 (M+H- H20) C17 H17 F6 N2 O3 429 — (H20=18,0106) 2,04
301,0286 C11 H7 F6 O3 B 429 — (C6 H12 N2 0=128,095) 1,27
111,0909 C6 H11 N2 429 - (C11 H8 F6 O4) = 318,0327 6,57
H mlz 431
+H Mz 431
-C11H9F6NO3 H oH
N OH CLIHIFGNO3 _ H
miz llij - K[j
m/z 114
-H20

miz 413 \Qfl\/\/\[j
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Abbildung 4.6.7: Mdgliche Fragmentierung des Metaboliten FLC-OHa und FLC-OHb.
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x10 6
125 4

0.75 -
0.5
0.25 -

Cpd 329: Flecainide Lactam: +ESI Scan (12.052, 12.156, 12.260 min, 3 scans) Frag=150.0V nier

429.1254
[M+H]+

x10 4

Cpd 329: Flecainide Lactam 2: +ESI Product lon (12.061, 12.164, 12.268 min, 3 scans) Frag=150.0
301.0286

411.1124

F4CH,CO.

OCH,CF,

14 112.0750

|
0=t ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ;
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Abbildung 4.6.10: MS- und M-MS-Scan-Spektren von FLC-Lactam aus einer extrahierten
Blutprobe.

>

Tabelle 4.6.9: Charakteristische m/z-Werte (FLC-Lactam a) und mdgliche Strukturinterpretation.

Charakteristische m/z-Werte Summformel mogliche Strukturinterpretation ppm
Fehler
429,1253 (M+H)* (415+14) C17H19F6 N204  FLC-Lactam +H -2,28
411,1124 (M+H- H20) C17 H17F6 N2 03 429 — (H20=18,0106) 3,27
301,0286 C11 H7 F6 O3 B 429 — (C6 H12 N2 0=128,095) 2,74
112,075 C6 HIONO 429 - (C11H9F6 N 0O3) =335,0592 6,37
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Abbildung 4.6.11: MS- und MS-MS-Scan-Spektren von N-Acetyl-FLC a aus einer extrahierten
Blutprobe.

415.1453
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Tabelle 4.6.10: Charakteristische m/z-Werte von N-Acetyl-FLC und mdgliche Strukturinterpretation

Charakteristische m/z-Werte Summformel mdogliche ppm Fehler
Strukturinterpretation
457,1573 (M+H)™ (415+42) C19 H22 F6 N2 O4 N-Acetyl-FLC + H -3,64
439,1446 (M+H- H20) C19 H21 F6 N2 03 457 — (H20=18,0106) 1,04
398,1184 C17 H18 F6 N O3 457 — ( C2 H5 N O =60,025) 0,31
B 457 - (C8 H16 N2 O ) =
301,0272 C11 H7 F6 03 166,1263 7,21
140,1066 C8H14NO 457 — (C11 H9 F6 N 03=317,0487) 2,57
98,096 C6H12N 457 - (€13 HIL F6 N 4,67

04=359,0592)

Mit HPLC-DAD lieRen sich Flecainid und zwei Abbauprodukte nachweisen, wie in
Abbildung 4.6.12 am Beispiel eines Todesfalles (46, w, Suizid) ersichtlich ist. Diese
Metabolite haben eine langere Retentionszeit als das Flecainid. Die Zuordnung der Peaks als

Metabolite des Flecainids erfolgte aufgrund der spektralen Ahnlichkeit mit Flecainid. Da
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dieser Wirkstoff in der verwendeten mobilen Phase (pH=2,3) am Piprazinstickstoff
protoniert ist, d.h. als Kation vorliegt, besitzt er eine relativ kurze Retentionszeit. Auerdem
bewirkt generell auch die Carbonsdureamid-Struktur (-CO-NH-) eine Verkirzung der
Retentionszeit. Die langere Retentionszeit der Metabolte kdnnte dadurch erklart werden,
dal3 durch die Metabolisierung die Protonierung erschwert und damit die Retentionszeit
verlangert wird. Von den in der LC-TOF/MS Tabelle genannten Metaboliten kdmen hierfur
das N-Acetyl-FLC als Met 2 und das FLC-Lactam als Met1 in Frage, bei denen jeweils die
Protonierung am Piprazinstickstoff verhindert ist und keine direkte Veranderung des
Chromophoren erfolgt. Hierbei sollte das FLC-Lactam kiirzere Retentionszeit im Vergleich
zur N-Acetyl-FLC aufweisen. In der letalen Flecainid-Intoxikation wurde in diesem Fall mit
9,96 pg/mL eine wesentlich tiber den therapeutischen Werten (0,2 bis 1,0 pug / mL [237])
liegende Konzentration gemessen, die sich nach Vergleich mit Literaturangaben in komatos-
letalen Bereich befindet (Tabelle 4.6.12).

Tabelle 4.6.12: Vergleich der Flecainid-Konzentrationen in Korperflissigkeiten und Geweben im
untersuchten Fall mit tédlichen Flecainid-Vergiftungen in der Literatur.

Probematerial ~ Vorliegenden Fall Literatur
pg/mL Romain  Levine Forrest Rogers Rogers  Sadler
[236] [238] [239] [240] [241] [242]
Blut 9,96 7,7 13 16,3 93,7 100 7,3
Mageninhalt 566 43 (mg) 120 (mg) 7000 (mg) 19
Leber 944 0,26 160 418,9

Die Analyse lieferte in diesem Fall zuséatzlich folgende Befunde:
Alkohol Venenblut 2,0 mg/g; Urin 2,3 mg/g.
Metoprolol Blut 2,07 pg/ml; Mageninhalt 136 pg/ml; Leber 92 pg/g

Hierdurch wird die Einnahme flecainid- und metoprololhaltiger Medikamente in hoch
toxischer Dosierung belegt. Das Antiarrhythmikum Flecainid wird u.a. bei symptomatischen
und behandlungsbedirftigen tachycarden supraventrikuldaren Herzrhythmusstérungen
verordnet. Der 3-Rezeptorenblocker Metoprolol kommt bei essentiellem Bluthochdruck und
chronisch stabiler Angina pectoris zur Anwendung. Intoxikationserscheinungen nach
Metoprolol-Vergiftungen treten gelegentlich erst nach ca. 12 Stunden ein. Sie zeigen sich in
Form von Kkardiodepressiven Wirkungen mit Hemmung der Schlagfrequenz und der
Kontraktionskraft des Herzens.

Bei einer guten Passage der Blut-Hirn-Schranke treten auch zentrale Wirkungen wie
Sedierung mit Schléfrigkeit, Schwindel, Benommenheit in hohen Dosen auch
Bewusstlosigkeit, Ataxie und Hypopnoe bzw. Erregungen mit Wirgen, Erbrechen,

Krampfen und halluzinatorischer Psychose auf. Fur den Zeitpunkt des Todeseintritts liefl3
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sich bei der Betroffenen weiterhin eine sehr starke alkoholische Beeinflussung nachweisen,
wodurch es vor allem in Kombination mit Metoprolol zu einer Verstarkung der Toxizitat
gekommen sein kann. Der Tod der Betroffenen kann somit urséchlich durch die kombinierte
Intoxikation mit Flecainid, Metoprolol unter verstarkender Wirkung von Alkohol

herbeigefiihrt worden sein.

mébs
107% Chi 225nm

Flecamid Met 1 Met 2

Abbildung 4.6.12: HPLC- Kurve des Extraktes der Blutprobe einer letalen Flecainid-Intoxikation
und UV-Spektren von Flecainid und seinen in dieser Probe nachweisbaren
Metabolisierungsprodukten.

Bei den letzen acht Jahren wurden insgesamt 89 Spiegel-Bestimmungen flr das Flecainid in
unserem Institut durchgefiihrt. In 73 Falle liegen die Flecainid-Konzentrationen (0,02-1
pg/mL) nach Vergleich mit Literaturdaten [215,216] und friiher bei uns analysierten Fallen
alle im jeweiligen therapeutischen Bereich (0,2 - 1,0 pg/mL). AuRerhalb dieses Bereiches
wurde in 16 Féllen 1,03- 2,5 pg/mL gefunden, 3 davon ber 2ug/mL (Abbildung 4.6.13).

3
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Abbildung 4.6.13: Flecainid-Konzentrationen bei klinischen Spiegel-Bestimmungen (89 Falle).
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4.7 Ketamin

Ketamin (K) ist ein intravendses, analgetisch und dissoziatives Narkosemittel, welches bei
Mensch und Tier eingesetzt wird. Es unterliegt einem umfangreichen hepatischen First-pass-
Metabolismus. Dabei wird es durch N-Demethylierung zu Norketamin (NK) metabolisiert,
und dieses wird danach durch Dehydrogenierung zu 5,6-Dehydronorketamin (DNK)
umgewandelt. Weitere Metabolite weisen verschiedene freie und glucuronidierte
Hydroxyderivate von Ketamin und Norketamin sowie 5,6-Dehydronorketamin (DNK) [243-
245] auf. Das Metabolisierungs-schema befindet sich in Abbildung 4.7.1.

C|)H
HO
HO
NH»
NH2
_—
Met2a Cl
Hydroxy-NK Cl Met 9 a,b,c
HO Cl Met 7
OH \
| o
O
e —_—
NH> NH>
Hydroxy-NK Metl NK
Met2 b,c,d Cl
Cl T
O
o H3CHN
X -
H3CHN OH -
Met 3 b,c
Hydroxy-ketamin Cl
Ketamin
Cl l
HO
H3CHN H3CHN

Met3 Met 6
S Cl = <_/>\C|

Abbildung 4.7.1: Metabolisierungsschema von Ketamin [243-245].

Zum Ketamin wurden 18 menschliche Proben — 15 von Verstorbenen aus dem Sektionsgut
unseres Institutes und 3 Spiegelbestimmungen aus dem Charite Krankenhaus — untersucht.
Dazu kamen weitere 160 Schweinserum Proben, die im Rahmen einer Kklinisch-
experimentellen  Untersuchung  zur  Ketamin-Azaperon-Allgemeinanasthesie  der

Schweineklinik des Fachbereichs Veterindrmedizin der Freien Universitat Berlin in
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Kooperation mit der Klinik fir Anésthesiologie und Intensivmedizin der Charité Berlin

analysiert wurden [246].

Durch die Kombination mit dem Neuroleptikum Azaperon wird die hypnotisch-analgetische
Wirkung des Ketamins verstarkt und ungunstige Nebenwirkungen werden abgeschwacht.
Mittels LC-ESI-TOF-MS (Agilent und Waters) konnten im positiven Modus in den
menschlichen Proben und in den Schweineproben im alkalischen Extrakt Ketamin (K) sowie
folgende 9 Metabolite identifiziert werden (Tabelle. 4.7.1 und Abbildungen 4.7.3, 4.7.4,
4.7.8 und 4.7.12). Met 1 N-Desmethylketamin (NK), Hydroxyketamin Metabolite (3
Verbindungen Met 3a,b,c), Hydroxynorketamin Metoblite (4 Verbindungen Met 2a,b,c,d),
Dehydroketamin Met 4 (DK), Dehydronorketamin Met5 (DNK), das durch Reduktion des
Cyclohexanon-Ringes  gebildete  Cyclohexanol Ketamin Met 6 mit seiner
Hydroxyverbindung Met 8 und Cyclohexanol-Norketamin Met 7 mit seinen drei
Hydroxyverbindugen Met 9a,b,c.

Ketamin und seine Metabolite bilden teilweise die gleichen Fragment-lonen. Eine hohe
Ubereinstimmung der Fragmentierung zeigt der Metabolit Desmethylketamin. Das
Produktspektrum von Ketamin (Abbildung 4.7.2) zeigt einen initialen Verlust von H,O
(Fragment m/z 220, C13H15NCI) und einen initialen Verlust von CH3NH2 (Fragment m/z
207, C12H120ClI), (H20) Fragment m/z 189, gefolgt von Verlusten von CO (Fragment
179, C11H12Cl), C5H8 (Fragment 151, C8H7NCI), und C6HON (Fragment 125, C7H6CI).
Die meisten der Fragmente in den Produkt-Spektren der weiteren Metabolite lassen sich
leicht durch Vergleich mit dem Produkt-Spektren von Ketamin identifizieren. Zusatzliche

Signale bei m/z 236, 223, 205 und 195 kdnnen zugeordnet werden.

[H+]
-H20

_I m/z=189 -
0 -CH3NH2 o . -CO
H,CHN

—_— > > > +
m/z=238

O m/z=207 m/z=179
Cl Cl cl
l—Hzo l
C

| + _/
-
H;CHN
m/z=125 m/z=151
m/z=220 |
Cl

Cl

Abbildung 4.7. 2:  Struktur der mdglichen charakteristischen Fragmentionen von Ketamin.
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Tabelle 4.7.1: Ergebnisse der LC-MS-TOF-Untersuchung des basischen Blutextraktes eines Falles mit
positiven Ketamin Befund. (Agilent und Waters LC-TOF/MS ), vgl. Abbildung 4.7.1.

Erwarteter Metabolit Summenformel Masse RT min Qg ppm Err.
Ketamin M C13H16CINO 237,09204 9,175 1 2,7

Metl Met 1 NK M-14 C12H14CINO 223,07639 9,771 1,06 -1
Met2a  Hydroxy-NK1 M+2 C12H14CINO2 239,07131 6,046 0,66 -5,65
Met2b  Hydroxy-NK2 M+2 C12H14CINO2 239,07131 5,805 0,63 1,87
Met2c  Hydroxy-NK 3 M+2 C12H14CINO2 239,07131 7,436 0,81 -12,2
Met2d  Hydroxy-NK 4 M+2 C12H14CINO2 239,07131 8,856 0,97 4,87
Met3a  Hydroxy-K 1 M+16 C13H16CINO2 253,08696 6,399 0,70 -4,15
Met3b  Hydroxy-K 2 M+16 C13H16CINO2 253,08696 6,998 0,76 -2,28
Met3c  Hydroxy-K 3 M+16 C13H16CINO2 253,08696 7,342 0,80 -2,47
Met3d  Hydroxy-K 4 M+16 C13H16CINO2 253,08696 8,865 0,97 1,02
Met4  Dehydroketamin M-2  C13H14CINO 235,07639 10,293 1,12 0,83
Met5 Dehydronorketamin ~ M-16  C12H12CINO 221,0607 10,141 111 3,75
Met6  Cyclohexanol-K M+2 C13H18CINO 239,74112 8,994 0,98 -0,54
Met7  Cyclohexanol-NK  M-12 C12H16CINO 225,09204 7,462 0,81 -3,5
Met8  Hydroxy-Met 6 M+18  C13H18CINO2 255,1026 7,481 0,82 -0,54
Met9a Hydroxy-Met 7 M+4 C12H16CINO2 241,0870 4,678 0,51 2,56
Met9b  Hydroxy Met 7 M+4 C12H16CINO2 241,0870 5,193 0,57 3,45
Met9c  Hydroxy Met 7 M+4 C12H16CINO2 241,0870 6,073 0,66 3,08
x106 |Cpd 190: Ketamine Met 1: +ES| EIC(224.0843) Scan Frag=150.0V Met_04-005.

i, Ketami

J Norketamin

9.719

A

9 92 94 9

10 102

Counts vs. Acquisition Time (min)

Abbildung 4.7.3: LC-EIC des alkalischen Extraktes der Blutprobe mit positivem Ketaminbefund
( Kund NK).
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Abbildung 4.7. 4: LC-EIC des alkalischen Extraktes der Blutprobe mit positivem Ketaminbefund
(Met 4,5,6,7 und 8).
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x10 A& |Cnd 161: Ketamine: +ESI Scan (9.094. 9.249 min. 2 scans) Fraa=150.0V Met 04-005.d Subtract
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4 238.1000
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24
1.5
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05 1 ﬂ
0 .| . \H L
x10 4 |Cnd 161: Ketamine: +ESI Product lon (9.105. 9.255 min. 2 scans) Fraa=150.0V CID@14.9 (238.0988
24
125.0146 170.0614 238.0982
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14
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Abbildung 4.7.5: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Ketamin und Interpretation
der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.7.2: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von Ketamin.

Charakteristische m/z-Werte Summformel Mégliche Strukturinterpretation ppm Fehler
238,0993 [M+H]* C13H17CINO Ketamin +H 2,7
220,0879 C13H15CIN Ketamin — (H20=18,0106) 4,02
207,0569 =D Cl2H12CIO KET — A (C H5 N=31,0422) 0,87
189,045 Cl12 H10Cl D — (H20=18,0106) 8,18
179,0614 = E Cl1 H12Cl KET — A - B (C2 H5 N 0=49,0528) 4,71
163,0312 C10 H8 CI D - CH3 -1,62
152,0258 C8H7CIN D - C2H6 2,29
125,0146 C7Hé6CI C 4,96
67,0544 C5 H7 -3,03

x1 5 |Cbod 340: Ketamine Met 1: +ESI Scan (9.664. 9.833 min. 2 scans) Fraa=150.0V
1.
i 224.083
1 (M+H)
0. i
0. -
0. 7
0. 1
x1 3 |Cbd 340: Ketamine Met 1: +ESI Product lon (9.670. 9.841 min. 2 scans) Fraa=150.0V
2 125.015 207.055
. 179.063
1]
0. - 67.054 151.028 ‘ 224.0079
| ‘ i Y oL \‘HL A

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Counts vs. Mass-to-Charae

Abbildung 4.7.6: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Met 1 (Norketamin) und
Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.7.3: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von Met 1.

Charakteristische m/z-Werte Summformel Magliche Strukturinterpretation ppm Fehler
224,0839 [M+H]* C12H15CINO Met 1 Norketamin +H -1
207,0559 =D Cl2H12CIO NK - A (N H3=17,0265) 5,84
189,0441 Cl2 H10CI D - (H20=18,0106) 12,82
179,0631 =E Cl1H12Cl NK — A — B (CH3NO=45,0215) -5,26
163,0312 CloH8CI D - CH3 7,72
125,0153 C7HéCI C -0,51
67,0544 C5 H7 -3,79

124



Ergebnisse und Diskussion

Die ESI-LC/MS Analyse von Met 3a bei 6,399 min, Met 3b bei 6,998 min, Met 3c bei 7,342
min und Met 3d bei 8,865 zeigte die Bildung protonierter Molekilionen bei m/z 254
(Abbildung 4.7.10) mit einer um 16 Einheiten hoheren Masse. Basierend auf dem
Molekulargewicht und den Fragmentierungsmustern der Produktionenspektren (Abbildung
4.7.11 und 4.7.12) wurden diese Metabolite als Hydroxylierungsprodukte zugeordnet.

Die Anwesenheit eines Fragment-lons bei m/z 138 legt nahe, dass die Hydroxylierung sich
am aromatischen Ring bei Met 3a und Met 3c ereignet hat, auflerdem findet die
Hydroxylierung bei Met 3b und Met 3d eher am aliphatischen Ring statt. Auch fir das
Molekilion bei m/z 240 mit einer um 2 Einheiten hoheren Masse (-14 +16) wurden die
Metabolite Met 2a bei 6,046 min, Met 2b mit 5,805 min, Met 2c mit 7,436 und Met 2d mit
8,856 min als Hydroxylierungsdrodukte des Norketamins identifiziert (Abbildung 4.7.7). m/z
= 138 konnte als diagonistische Masse flr die Hydroxylierung am aromatischen Ring bei
Met 2a gelten (Abbildungen 4.7.8 und 4.7.9).

Der weite Retentionszeitbereich der Metabolite ist hier dadurch erklarbar, dass bei einigen
dieser Metabolite eine intramolekulare H-Briicke im hydroxylierten Produkt entstehen kann,
die den Effekt der zusatzlichen OH-Gruppe auf die Retentionszeit zum Teil wieder aufhebt.

x104 [Cpd 132: Ketamine Met 2: +ESI EIC(242.0758) Scan Frag=150.0V Met_04-005.d

5 Met 2

15 et 2b a2 Met 23&36

N Gtea Met 2¢

0.5

0,
T T \ T T T T T T T T T T T
46 48 52 54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 8 82 84 86 88 9 92 94 96

Counts vs. Acquisition Time (min)

Abbildung 4.7.7: LC-EIC des alkalischen Extraktes einer Blutprobe mit positivem Ketamin-Befund.
Dargestellt sind die vier Hydroxy-norketamin)

x1 2 | Cnd RQ: Ketamine Met 2 +FSI Sean (R N4R min) Fran=150 NV Met 04-005 d
240.0799 T
A
>
5
.
i
0 | |
0 1 OO 1 PR (PPN [ O SOOI NPT |
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Abbildung 4.7.8: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahierten Met 2a (aromatisch
hydroxyliertes Norketamin) und Interpretation der Fragmentierungswege.
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Tabelle 4.7.4: Charakteristische m/z-Werte und mégliche Strukturinterpretation von Met 2a.

Charakteristische m/z- Summformel Madgliche Strukturinterpretation ppm Fehler
Werte
240,0799 [M+H]" C12H15CINO2 Met2a Hydroxy-Norketamin +H 5,65
207,0569 =D Cl2H12CIO Met2a - (H3 N O =33,0215) 0,97
189,044 Cl2 H10Cl D - (H20=18,0106) 11,37
179,0614 = E Cl1H12Cl Met2a ~-A-B-O(CH3NO2= -12,1
61,0164)
138,9932 C7H4CIO C+0-2H 9,77
125,0163 C7 He ClI C -8,45
x10 4 |Cpd 49: Ketamine Met 2: +ESI| Scan (5.700, 5.851 min, 2 scans) Frag=150.0V
2 240.0781
(M+H)
1.5 4 *
14
0.5 -|
0~ (R Lo " m‘mw‘wn
x10 3 |Cpd 49: Ketamine Met 2: +ESI Product lon (5.716, 5.863 min, 2 scans) Frag=150.0V
N 195.0554
087 125.0139 151.0292 177.0453 240.0788
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Abbildung 4.7.9: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Met 2b (aliphatisch
hydroxyliertes Norketamin) und Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.7.5: Charakteristische m/z-Werte und mégliche Strukturinterpretation von Met 2b.

Charakteristische m/z-Werte Summformel Maogliche Strukturinterpretation ppm Fehler
240,0781 [M+H]+ C12H15CINO2 Met2b Hydroxy-NK +H 1,87
222,0638=D C12H13CINO Met 2b — H20 8,86
205,0395 Cl2H10CIO D - NH3 ( H5 N O =35,0371) 9,08
195,0554 (177,0453+H20) Cl11 H12 ClO Met 2b — A—- B (CH3NO=45,0215) 8,888
125,0139 C7 H6 CI C 10,84
x105 [Cpd 138: Ketamine Met 3: +ESI EIC(254.0939) Scan Frag=150.0V Met_Sch53.d
5,
45 A
N 6399 “‘
22 Met 3a ‘\ |
154 Met 3b \“
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Abbildung 4.7.10: LC-EIC des alkalischen Extraktes einer Blutprobe mit positivem Ketamin-
Befund. Dargestellt sind vier Hydroxy-ketamine.
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x10 4 |Cpd 66: Ketamine Met 3: +ESI Scan (6.316, 6.474 min, 2 scans) Frag=150.0V Met 04-00

x10 2 |Cpd 66: Ketamine Met 3: +ESI Product lon (6.326, 6.483 min, 2 scans) Frag=150.0V CID
8-

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
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Abb. 4.7.11: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Met 3a (aromatisch
hydroxyliertes Ketamin) und Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.7.6: Charakteristische m/z-Werte und maégliche Strukturinterpretation von Met 3a.

Charakteristische m/z-Werte Summformel Madgliche Strukturinterpretation ppm Fehler
254,0932 [M+H]" C13H17CINO2 Met 3a Hydroxy-Ketamin +H 3,92
195,0554 (177,0453+H20) C11H12CIO Met 3a—A-B (C2H5N0O=59,0371) 6,76
138,9932 C7H4CIO C+0-2H 4,71
125,0129 C7H6 Cl C 19,1

x10 4 |Cnd 273: Ketamine Met 3: +ESI Scan (8.809 min) Fraa=150.0V Met Sch71.d Subtract

4 254.0941
(M+H)+
*

L

x10 3 |Cpd 273: Ketamine Met 3: +ESI Product lon (8.819 min) Fraa=150.0V CID@15.7 (254.09

254.&934
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. 177.0468 236.0832
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Abbildung 4.7.12: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Met 3b (aliphatisch
hydroxyliertes Ketamin) und Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.7.7: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von Met 3b.

Charakteristische m/z-Werte Summformel Maégliche Strukturinterpretation ppm Fehler
254,0941 [M+H]" C13H17CINO2 Met 3b Hydroxy-Ketamin +H 0,54
236,0832=D C13H15CINO Met 2b — H20 1,89
205,0412 Cl12H10CIO D- (H5NCQC) 1,37

Als Dehydrierungsprodukte wurden Met 4 bei 10,293 min als Dehydroketamin und Met 5
bei 10,141 min als Dehydronorketamin festgestellt. (Abbildungen 4.7.13 und 4.7.14 sowie
Tabellen 4.7.9 und 4.7.10).
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x10 5 |Cpd 474: Ketamine Met 4: +ESI Scan (10.293 min) Frag=150.0V Met_Sch53.d Subtract
1.4 238.0986

0.47 T
\\

[N T

x10 3 |Cpd 474: Ketamine Met 4: +ESI Product lon (10.301 min) Frag=150.0V CID@14.8 (236.0833[z=1] -> **) Met_S ..

207.0557
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Abbildung 4.7.13: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahierten Met 4 (Dehydroketamin)
und Interpretation der Fragmentierungswege. Uberlagerung mit Ketmain.

Tabelle 4.7.8: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von Met 4.

Charakteristische m/z-Werte ~ Summformel Magliche Strukturinterpretation ppm Fehler
236,0837 [M+H]" C13H15CINO Dehydroketamin +H 0,83
218,075 C13H13CIN DK - (H20=18,0106) -8,8
205,04=D Cl2H10CIO DK - A (C H5 N=31,0422) 7,18
177,0442 = E C11 H10Cl DK — A -B (C2 H5 N 0=49,0528) 13,3
125,0148 C7 H6 ClI C 3,81
67,0548 C5 H7 -7,86

x10 4 Cpd 237: Ketamine Met 5: +ESI Scan (10.141 min) Frag=150.0V Met_04-00

4 222.0672
(M+H)+
39 -

x10 3 Cpd 237: Ketamine Met 5: +ESI Product lon (10.149 min) Frag=150.0V CID
3 205.0411

177.0454

142.0765
222.0622
05 - | ‘ ‘ P
0 J . e i | I ‘ ‘ LI
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Abbildung 4.7.14: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahierten Met 5
norketamin) und Interpretation der Fragmentierungswege.

(Dehydro-

Tabelle 4.7.9: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von Met 5.

Charakteristische m/z- Summformel Maégliche Strukturinterpretation ppm Fehler
Werte

222,0672 [M+H]" C12H13CINO  Met 5 Dehydronorketamin +H 3,75
205,0411 = (D-2) Cl2H10CIO DNK - A (N H3=17,0265) 2,01
177,0454 = (E-2) Cl1 H10Cl DNK — A — B (CH3NO=45,0215) 6,74
170,0722 C12H100 (D-2)-Cl(34) 2,28
142,0765 C11H10 (b-2)-Cl-Cco 8,61
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Der Peak Met6 bei 8,994 min fir das Molekilion bei m/z 240 mit nur 0,5 ppm Fehler zur
Summelformel C13H19CINO und auch mit einer um 2 Einheiten htheren Masse als Ketamin
wurde als Reduktionsprodukt Cyclohexanol-Ketamin zugeordnet (Abbildung 4.7.15, Tabelle
4.7.10), das im weitern Verlauf des Abbaus zum Met 9a,b und c¢ hydroxyliert wird (
Abbildungen 4.7.18 und 4.7.19, Tabelle 4.7.13).

Auch der Peak Met 7 bei 7,462 min fur das Molekllion bei m/z 226 wurde als
Reduktionsprodukt Cyclohexanol-Norketamin identifiziert (Abbildung 4.7.15, Tabelle
4.7.10), das im weitern Verlauf des Abbaus zum Met 8 bei 7,514 min hydroxyliert wurde
(Abbildung 4.7.17 und Tabelle 4.7.12).

x10 4 |Cpd 142: Ketamine Met 6: +ESI Scan (8.994 min) Frag=150.0V Met_00-210.d Subtract 240.1151
*
(M+H)+

N |
ol ‘ ‘ ‘ |

x10 2 |Cpd 142: Ketamine Met 6: +ESI Product lon (9.004 min) Frag=150.0V CID@15.0 (240.1142[z=1] -> **) Met_00

5+ 125.0165 209.(1707
191.0564

240.1109
3 141.0102 *

21 110.0433 153.0035
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Abbildung. 4.7.15: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Met 6 (Cyclohexanol-
Ketamin) und Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.7.10: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von Met 6.

Charakteristische m/z-Werte  Summformel Mdgliche Strukturinterpretation ppm Fehler
240,1151 [M+H]" C13H19CINO  Cyclohexanol Ketamin +H -0,54
209,0707 =D (207+2) C12H14CIO Cyclohexanol KET — A (CH5 9,89
N=31,0422)

191,0564 (189+2) C12 H12 ClI D-H20 14,8
125,0165 C7Hé6 Cl C 20,5
x10 3 |Cpd 137: Ketamine Met 21: +ES| Scan (7.462 min) Frag=150.0V Met _Sch51.d Subtract

2 22690

MEY | e \
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24

1~ b
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x1 % |Cnd 137: Ketamine Met 21: +ESI Product lon (7.474 min) Fraa=150.0V CID@14.3

4] 125.01133
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Abbildung 4.7.16: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Met 7 (Cyclohexanol-
Norketamin) und Interpretation der Fragmentierungswege.
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Tabelle 4.7.11: Charakteristische m/z-Werte und mdégliche Strukturinterpretation von Met 7.

Charakteristische m/z-Werte Summformel Madgliche Strukturinterpretation ppm Fehler
226,1002 [M+H]" C12H17CINO Cyclohexanol NK +H -3,5
209,0703 =D (207+2) Cl2H14CIO Cyclohexanol NK — A (NH3) 11,8
191,0583 (189+2) Cl12 H12 Cl D-H,0 20,0
125,0133 C7H6 Cl C 15

x1 4 |Cpd 88: Ketamine Met 7: +ESI Scan (7.514 min) Frag=150.0V Met_04-005.d

o L [T § NRURNURTTUTO BT | (NPRERN
x1 2 | Cpd88: Ketamine Met 7: +ESI Product lon (7.525 min) Frag=150.0V CID@15.8 (256.1096[z=1] > **) Met_04-

125.015 256.108
64 -
4 179.055 207.058
67.054 141.006 |
O
24 S—— ‘ ‘ 225.055
| |
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Counts vs. Mass-to-Charge

Abbildung 4.7.17: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahierten Met 8 (Hydroxy-
cyclohexanol-Ketamin) und Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.7.12: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von Met 8.

Charakteristische m/z- Summformel Maégliche Strukturinterpretation ppm Fehler
Werte
256,1094 [M+H]" C13H19CINO2 Met 8 Hydroxy Cyclohexanol Ketamin -0,54

+H
207,058 =D Cl2H12CIO Met8 — (CH7N O) -4,17
125,0155 C7 H6 Cl C -2,21

x105 |Cpd 69: Ketamine Met 22: +ESI ECC Product lon Frag=150.0V (242.0943 -> **) Met_Sch51.d

1.24
Met Bc
0.8+

06 Met 9a
oal Met 9b

02] A /\ ]

3233343536373839 4 41424344 4546474849 5 515253545556575859 6 61626364 6566676869 7 717273747576777879 8
Counts vs. Acquisition Time (min)

Abbildung 4.7.18: LC-EIC des alkalischen Extraktes der Blutprobe des Ketamin Befunds (Met 9 a,b
and c).

Tabelle 4.7.13: Charakteristische m/z-Werte und mogliche Strukturinterpretation von Met 9c.

Charakteristische m/z-Werte Summformel Mdgliche ppm Fehler

Strukturinterpretation

242,9935 [M+H]" C12H17CINO2 Hydroxy Cyclohexanol NK +H 3,08
207,0531 =D Cl2H12CIO Met9 — (NH50) 12,6
125,0138 C7 H6 CI C 11,85
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x1 4 |Cpd 69: Ketamine Met 22: +ESI Scan (6.077 min) Frag=150.0V Met_Sch51.d
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Abbildung 4.7.19: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahierten Met 9c¢ (Hydroxy-
Cyclohexanol-Norketamin) und Interpretation der Fragmentierungswege.

Mittels HPLC-DAD wurden die Untersuchungen fur die 160 Schweineserumproben (mit
Laufmittel E durgefthrt, in denen 10 Metabolisierungsprodukte des Ketamins nachgewiesen
wurden, die alle eine kirzere Retentionzeit hatten als das Ketamin ( Abbildung 4.7.20,
Tabelle 4.7.14).
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Abbildung 4.7.20: HPLC-Kurve des alkalischen Extraktes einer Serumprobe aus der Ketamin-
Studie an Schweinen. IS = Dimethirimol

Alle diese Metabolite haben ein identisches UV-Spektrum mit Ketamin auf3er Met C
welcher aber ein dhnliches UV-Spektrum hat (Abbildung 4.7.21).
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Abbildung 4.7.21: UV Spektren von Ketamin (1), Norketamin (2) und des Metaboliten Met C (3).
Die Spektren der Metabolite B,D,E,F,G,H,l, J sind praktisch identisch mit dem von Norketamin (2).
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Die Zuordnung zu moglichen Stoffwechselprodukten des Ketamins gestaltete sich aufgrund
des Fehlens von Vergleichssubstanzen schwierig. Da das UV-Spektrum durch die o-
Chlorphenyl-gruppe bestimmt wird, sollten alle Metabolite mit identischem UV-Spektrum
durch Reaktion am aliphatische Teil des Molekils entstanden sein. Das betrifft nach
Vergleich mit Abbildung 4.7.1 alle Metabolite aulRer den aromatisch hydroxylierten
Produkten und den Dehydro-metaboliten, bei denen durch die a,3-ungesattigte
Doppelbindung ein zusatzlicher Chromophor entsteht.

Entscheidendes Kriterium ist die Verkirzung der Retentionszeit (Tabelle 4.7.14). Danach
konnte es sich bei den Metaboliten B und D um Verbindungen mit einer Hydroxygruppe
und bei den Metaboliten H-J um Produkte mit zwei Hydroxygruppen handeln. Fir die
Substanzen mit mittlerer Retentionszeit (Metabolite E-G) bleibt es unklar.

Der weite Retentionszeitbereich der Metaboliten kann auch dadurch erklart werden, dass
eine intramolekulare H-Briicke im hydroxylierten Produkte entstehen kann, die den Effekt
der zusétzlichen OH-Gruppe zum Teil wieder aufhebt. Bekréftigt wird dieser Vorschlag
durch die Ergebnisse von LC-TOF-MS. Fir Met C konnte die Hydroxylierung am
Benzolring erfolgt sein, so dass die gebildete Phenolstruktur einen verdnderten

Chromophoren aufweist.

Tabelle 4.7.14: Retentionszeiten sowie Retentionszeitenquotionen fir Ketamin und 10
Metabolisierungsprodukten im Schweinserum und mogliche Zuordnung der Metabolite
durch Vergleich der Retentionszeiten und mit LC-QTOF-MS

Peak RT, min Qrr Madgliche Zuordnung der Metabolite durch Vergleich
der Retentionszeiten mit LC-QTOF-MS

Ketamin 23,52 1,00 Ketamin

Met A Norketamin 19,25 0,82 Met 1

Met B 13,64 0,58 Met 6

Met C 12,26 * 0,52 Met 3c

Met D 10,84 0,46 Met 8

Met E 7,02 0,30 Met 3b

Met F 6,39 0,27 Met 3b

Met G 6,13 0,26 Met 2a

Met H 4,75 0,20 Met 2b

Met | 4,33 0,18 Met 9c

Met J 3,67 0,16 Met 9a
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Die Ketamin-Blutkonzentration (Cker) der im Institut untersuchten Todesfalle, die dazu

bestimmten Konzentrationen fur das Norketamin (Cnk) und die Quotienten aus diesen

Konzentrationen (Q = Cnk/Cket) sind fiir 14 Todesfélle in Tabelle 4.7.15 zusamengestellt.

Tabelle 4.7.15: Blutkonzentrationen bei Todesféllen mit positivem Ketaminbefund und drarauf
bezogene Konzentration des Norketamins mittels HPLC-DAD.

Fall Cker Cnk Q =Cnk/ Cker Vorgeschichte Bemerkung
inpg/mlin pg/ml
1 1,95 0,00 0 Suizid, Fenstersturz, 20w Notfallmedizin, therapeutischer
Bereich.
2 18,2 2,9 0,16 Suizid, Uber therapeutischem Bereich,
Brandverletzungen, 69w, Infusion in der agonalen Phase.
Blutalkohol 1,9 mg/g
3 2,6 0,00 0 Motorradunfall, 25m Notfallmedizin, therapeutischer
Bereich. THC-Konzentration
liegt mit 1,58 ng/ml noch
deutlich uber dem fir eine akute
Beeinflussung  angenommenen
unteren Grenzwert von 1,0
ng/ml. akuten Cannabiswirkung
4 5,5 0,00 0 PKW-Unfall mit schweren  Notfallmedizin, therapeutischer
Brandverletzungen, 58w Bereich.
5 0,99 0,00 0 Suizid , Fenstersturz , 38w Notfallmedizin, therapeutischer
Bereich.
6 55 0,00 0 Brand, mit schweren Notfallmedizin therapeutischen
Brandverletzungen Bereich.
7 11,3 0,00 0 Herzinfarkt und Uber therapeutischem Bereich,
Schlaganfal, 61 m Infusion in agonaler Phase.
8 12,7 11,8 0,92 Fahrradunfall, 23w Uber therapeutischem Bereich,
kiinstlichen Koma
9 6,7 0,00 0 Hirnddem, 28w Notfallmedizin, therapeutischer
Bereich.
10 19,3 0,00 0 Blutgerinnsel, operiert, 42  (ber therapeutischen Bereich,
w kiinstlichen Koma
11 37,8 0,00 0 Tablettenintoxikation, 63 w  Uber therapeutischem Bereich,
Infusion in der agonalen Phase.
12 0,38 0,00 0 Motorradunfall, 43 m Notfallmedizin, therapeutischer
Bereich.
13 453 36,8 0,81 multiples Organversagen, i.V.-Narkose-Mittel Ketamin,
80w tiber therapeutischen Bereich
14 66,3 19,8 0,30 Wohnungsbrand, BAK Narkoseeinleitung, tber

1,8% ,56 m

therapeutischen Bereich

* bei den mit 0 bezeichneten Quotienten lag der entsprechende Metabolit unterhalb der Nachweisgrenze der
Analysen methode. m = ménnlich, w = weiblich.

Es handelt sich bei dem identifizierten Wirkstoff Ketamin um ein Medikament, das

vorrangig in der Notfallmedizin zum Einsatz kommt. Die im Blut der Betroffenen

gemessenen Wirkstoffkonzentrationen, die nach Vergleich mit Literaturdaten und friher bei

uns analysierten Féllen im therapeutischen Bereich (1-6 pg/ml) liegen, wurde mit hoher
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Wahrscheinlichkeit wéhrend der ReanimationsmalRnahmen verabreicht. In diesem Fall sollte
es flr die Todesursache ohne Bedeutung sein.

Bei den Betroffenen, bei denen die Blutkonzentration sich hoher als im  typischen
therabeutichen Bereich befindet (mehr als 7 pg/ml), konnte diese hohe Konzentration
dadurch erklart werden, dass der Todeseintritt bei laufender Infusion erfolgte, wobei der
Wirkstoff nicht mehr auf den gesamten Korper verteilt wurde. Unter Beatmung kommt es
auch bei hoher Ketamindosis kaum zu negativen Einflissen auf die Vitalfunktion, so dass
eine Vergiftung mit diesem Medikament unwahrscheinlich ist. Norketamin war nur in vier
Féllen nachweisbar, wobei Qyor Von 0 bis 0,92 betrégt.

Die teilweise hohen Norketaminkonzentrationen zeigen, dass die Gabe des Medikaments
langer Uberlebt wurde, wobei eine fortlaufende Medikation wéhrend einer ldngeren
Reanimationsphase erfolgt sein kann. Das Fehlen von Norketamin in Fallen mit hoher
Ketaminkonznetration bedeutet, dass, die Uberlebenszeit nach der Verabreichung sehr kurz
war. Ein first-pass Metabolismus scheidet aus, da die Verabreichung generell durch
Injektion erfolgt. Wie in der Tabelle 4.7.14 ersichtlich ist, war der Hauptmetabolit
Norketamin daher nicht in allen Fallen nachweisbar.

Als Zusammenfassung der Schweinstudie [247] bezuglich der Ketamin- und
Norketaminkonzentrationen zeigen Abbildungen 4.7.22 und 4.7.23 den Zeitverlauf der
Ketamin-, Norketamin- und Azaperonkonzentrationen. Ketamin (Ausgangsdosis 20 mg/kg,
in Halsmuskulatur injiziert) erreichte in der 10. Minute seine maximale Konzentrationen (9,5
pg/ml) im Blut. Ein weitere Peak, der nur auf Einbeziehung von Tieren mit
Ketaminnachdosierung (intramuskuldar 5-60 mg/kg nach 50-70 Minuten Versuchablauf)
zurukfihren ist, trat zur 60 Minute auf. Azaperon (intramuskuldr Ausgangdosis 2 mg/kg)
erreichte seine maximale Konzentration ( 0,4 pg/ml ) 30 Minuten nach Injektion. Bis zur
300. Minute fielen die Konzentration von Ketamin und Azaperon auf ein Minimum von
durchschnittlich 0,5 pug/ml Ketamin bzw. 0,01 pg/ml Azaperon.

Die Norketaminkonzentrationen erreichte ihre hochsten Werte von durchschnittlich 6,0
pg/ml um die 60. Minute. Danach fiel sie voruibergehend auf durchschnittlich von 5,8 pg/ml
(Ketamin-nachdosierung s. 0.) vor dem endgultigen Absinken zu erreichen.

Dass bei diesen chirurgischen Eingriffen (Kastration von Jungebern) bei der gewahlten
Kombination von Ketamin mit Azaperon ein erhohter Stress ausblieb, wird auch daraus
geschlossen, dass der Kortisolspiegel im Referenzbereich blieb. Neben Ketamin und dessen
Metaboliten wurden auch Azaperon und Kortisol in allen Proben im Rahmen der
vorliegenden Arbeit bestimmt. Die ausfuhrliche Beschreibung der gesamten Tierversuches
erfolgte in der Dissertation von U. Rintisch [247].

134



Ergebnisse und Diskussion

104 - T —— Ketaminkonzentration -1.0
= o Azaperonkonzentration _
e J . = — — Norketaminkonzentration E
o2 8 -08 2
cc
55 &
§E 8
= r06 =
£8 g
55 g
N2 - 04 5
cT . e
S = [=
x £ S
£ g
s 02 §
© S 2
2 : . s
o At B ‘ - s
‘.O 30 80 90 120 150 180 210 240 270 300 330 mMn
Operationszeit
Anasthesie-
einleitung

Abbildung 4.7.22: Zeitverlauf der Ketamin-, Norketamin- und Azaperonkonzentrationen
(Einzelwerte und polynominale Regression von 13 Tieren mit Ketaminnachdosierung) [247].
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Abbildung 4.7.23: Zeitverlauf der Ketamin-, und Kortisolkonzentrationen (Einzelwerte und
polynominale Regression von 9 Tieren ohne Ketaminnachdosierung) [247].
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4.8 Amitriptylin

Amitriptylin (AM) wird seit seiner Einflhrung in den 1960er Jahren als typisches
trizyklisches Antidepressivum (TCA) sehr héaufig fur die Behandlung von Depressionen

verwendet.

Bei der Verstoffwechselung des Amitriptylins entstehen durch Desmethylierung der aktive
Metabolit Nortriptylin und das Desmethylnortriptylin. Zwei wichtige Hydroxylierungs-
metabolite an der 10 Position sind das 10-Hydroxyamtriptylin und das 10-
Hydroxynortriptylin. Es wurden weitere Hydroxylierungsabbauprodukte sowie auch das N-
Oxid identifiziert [248-250].

Untersucht wurden im Rahmen dieser Arbeit 20 Intoxikationfalle mit Amitriptylin. Mittels
LC-MS/TOF (Agilent und Waters) wurden 20 maogliche Metabolite festgestellt. Die in
Tabelle 4.8.2 aufgefuhrten Massen wurden in den Blutextrakten gefunden und
entsprechenden Metaboliten zugeordnet. Die Strukturformeln der vermuteten Metabolite

sind in Abbildung 4.8.2 zusammengestellt.

x106 |Cpd 621: Amitriptyline: +ESI Scan (11.604, 11.758 min, 2 scans) Frag=150.0V L817_09_basDCM_5pl.d
2.5]
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*

x104 |Cpd 621: Amitriptyline: +ESI Product lon (11.610, 11.764 min, 2 scans) Frag=150.0V CID@16.9 (278.1911[z=1] -> **)..
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Abbildung 4.8.1: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Amitriptylin und
Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.8.1: Charakteristische m/z-Werte und mdogliche Strukturinterpretation von Amtriptylin.

Charakteristische m/z-Werte Summenformel  Mdgliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
278,1906 [M+H]" C20 H24 N Amtriptilyn + H -0,91
233,1332 C18 H17 278 — (45,0578 = C2 H7 N) -3,31
218,1098 C17 H14 278 - (60,0813 =C3 H10 N) -3,65
205,1011 C16 H13 278 — (73,0891 = C4 H11 N) 0,78
191,085 C15 H11 278 — (87,1048 = C5 H13 N) 2,89
179,0859 C14 H11 278 — (99,1048 = C6 H13 N) -1,92
155,0856 C12 H11 278 - (123,1048 = C8 H13 N) -0,41
117,0698 CI9H9 278 — (161,1204 = C11 H15 N) 0,29
105,0701 C8 H9 278 — (173,1204 = C12 H15 N) -19
91,0551 C7H7 278 — (187,1361 = C13 H17 N) -9,94
84,0813 C5H10N 278 — (194,1096 = C15 H14) -6,85
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Tabelle 4.8.2: Charakteristische m/z-Werte und Fragmente von aus Blut extrahierten Amtriptylin-
metaboliten.

Met. Summenformel +H [M+H]+ RT* ppm Fragmente
Err.
Met Al C20 H24 N O Hydroxy-AMT 294,1860 8,86 -2,55 276 231 216 205 191 153 84
Met A2 C20 H24 N O HydroxyAMT 294,1862 9,73 -3,43 276 231 216 205 191 153 84
Met A3 C20 H24 N O AMT-N-oxid 294,1868 11,79 -54 233 218 205 191 179 -
Met A4 C20 H24 N O Hydroxy-AMT 294,1866 10,98  -4,57 276 216 84
Met B1 C20 H24 N O2 Dihydroxy-AMT  310,1799 8,48 1,29 292 231 216 205 191 103 58
Met B2 C20 H24 N O2 Dihydroxy-AMT  310,1806 9,23 -1,25 264 219 191 141 84
Met B3 C20 H24 N O2 Hydroxy-AMT-  310,1812 11,42 -33 247 215 193 178
N-oxid
Met 1 C19 H22 N Desmethyl-AMT 264,1762 11,04 57 233 218 205 191 179 70
Met 1A1  C19 H22 N O Hydroxy- 280,1715 8,23 -7 262 231 216 205 191 153 70
desmethyl-AMT
Met 1A2  C19 H22 N O Hydroxy- 280,1700 9,30 -1,35 262 231 216 205 191 153 70
desmethyl- AMT
Met1B1 CI19H22NO2 2x 296,1639 9,14 2,15 235 193 128

Hydroxilierung +
Desmethylierung AMT

Met 3 C20 H22 N O N-Acetylierung + 292,1714 13,17 -6,2 233 218 191 179 72
N-Didesmethylierung AMT

Met 6 C21 H24 N O N-Acetylierung + 306,1868 13,32 59 264 233 218 191 179 86
N-Desmethylierung AMT

Met 7 C18 H17 Dimethyl-amin- 233,1311 11,06 -2,75 218 205 191 179
Abspaltung

Met 8 C20 H22 N Dehydrogenierung 276,1745 8,38 -1,78 231 216 205 191 84
AMT

Met 8A C20 H22 N O Hydroxylierung + 292,1684 9,16 3,99 247 229 178 84
Dehydrierung AMT

Met 9 C19 H20 N Dehydrierung + 262,1606 8,26 -5,95 231 216 205 191 70
Desmethylierung AMT

Met 9A C19 H20 N O Hydroxylierung +  278,1578 8,9 -13,7 247 229 203 70
Dehydrierung + Desmethylierung
AMT

Met 10 C20 H20 N O N-Acetylierung+  290,1548 11,06 -3,03 231 216 191 72

N-Desmethylierung +
Dehydrierung AMT

[M-H]- RT**  ppm
Err.

Met 4 C18 H15 02 263,1070 541 25 * Agilent  ** Waters

Durch LC-TOF/MS wurden in den Blutextraken der Amitriptylin-Vergiftungen
unverandertes Amitriptylin sowie die Metabolite Metl Desmethylamtriptylin (Nortriptylin)

und Met6 als weiteres N-Acetylierungsprodukt von Metl gefunden.

Durch weitere Desmethylierung entsteht Met2, Didesmethylamtriptylin, welches nur als N-
Acetylierungprodukt Met3 identifiziert wurde. Fir die Amtriptylin-Derivate bei m/z 294
(278 +16) Met A wurden vier Peaks gefunden, von denen MetAl und MetA2 als
Hydroxylierungprodukte an der Ethylen-Briicke im zentralen Ring, MetA4 als aromatisches
Hydroxylierungprodukt und MetA3 als N-oxid zugeordnet wurden. Bei m/z 310 (278+32,
Met B) wurden 3 Peaks gefunden. MetB1 wurde als Dihydroxylierungprodukt im Bereich
zwischen Stickstoff und zentralem Ring und an der Ethylen-Briicke in zentralen Ring
zugeordnet, wahrend Met B2 als Dihydroxylierungprodukt am aromatische Ring und am
Ethylen-Briicke in zentralen Ring angesehen wird. Met B3 wurde einem Hydroxy-N-oxid

zugeordnet.
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Die Masse bei m/z 276 (278-2) entspricht als Met 8 einem Amitriptilyn-Derivate mit einer
Doppelbindung im Siebenerring, die durch Wasserelimination aus einem Hydroxylierungs-
produkt entsteht. Met 7 entsteht durch Abspaltung der Dimethylaminogruppe und Met 4 ist
der im Negativ-Modus nachweisbare Propionsauremetabolit. Zusatzlich wurden Metabolite

beobachtet, bei denen eine Kombination dieser Abbauwege auftritt.

(-H20 191)
(-H20205) ’
< Mo <
R S 218 / ; \ (H20216) Met Al
N ’ Met A2
Amitriptylin (-H20 231)
o, -H20

292 )
H

(H20101) - — OH
(-H20205) ‘ \
u N S \ ' . (-H20 219)
N+ . (H20216) me: iﬁ% J/ (2026 Met A4 y \OH Met B1 L. 264 Met B2
(O el S.

h
(-H20 231)

H,COC

LA [ N218 Met3 ;
264 ~ / /
218 Met6 233 :
/ {om o Met 181 RN

O

H,N ' .
Met 2 (" 231

/l
T

HOOC Met4 HN <

Met 9 Met 8

S, O
4 ;
216 Met 10 t. 229-H20
\
N

b
“BLn

|, 229 -H20 Met 9A Met 8A

Abbildung 4.8.2: Metabolisierungsschema von Amitriptylin und mdégliche Strukturinterpretation
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In den 12 innerhalb dieser Arbeit ausgewerteten Amitriptylin-Fallen lieBen sich durch
HPLC-DAD in den Blutproben 4 Metabolite nachweisen (s. Abbildung4.8.3). Es sollte sich
hierbei in der Reihenfolge der Retention um Hydroxyamitriptylin (Met Al, RRT = 0,329),
Didesmethylamitriptylin (Met 2, RRT = 0,910), Desmethylamitriptylin (Nortriptilyn Met 1,
RRT = 1,157) und um Amitriptilyn N-oxid (Met A3, RRT = 1,654) handeln. Die
Identifizierung erfolgte zum einen durch Vergleich mit vorhandenen Testsubstanzen ( Met 2
und Met A3) und zum anderen mit Hilfe der LC-TOF/MS Ergebnisse und der

Retentionszeitverschiebung [213].

Data:To1269A5 K01 Chrron: TE1269A5 R84 Method:DADSTE . HET Lib: 2 :g 1—:3 E_:‘lg (]; ~ CursoNo T} 24frm). 7.35(mébs)
e o 5~ -ND.

7 i 228m [T U
10

; / Met ?3 I
LQA\ L e
nm> 200 220 240 éED '2au 300 320 340

Abbildung 4.8.3: HPLC-Kurve des Blutextraktes einer Amitriptylin-Intoxikation und UV-Spektrum

von Amitriptylin.
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4.9 Levomeprazin

Levomepromazin LEV (Methotrimeprazin) ist ein Phenothiazin-Derivat. Es wurde als
Neuroleptikum, Analgetikum und Antihistaminikum verwendet. Wie andere Phenothiazine
wird es beim Menschen durch verschiedene Abbauwege metabolisiert, und 10 seiner
Metaboliten sind bisher im Urin von psychiatrischen Patienten identifiziert worden
[251,252].

Zwei Metabolite, N-Desmethyl-levomepromazin und Levomepromazin-sulfoxid, wurden
ebenfalls im Plasma von psychiatrischen Patienten festgestellt. Nach oraler Verabreichung
erreichen beide Metabolite in der Regel hohere Plasmakonzentrationen als Levomepromazin
selbst. O-Desmethyllevomepromazin und zwei Monohydroxylierungsprodukte von
Levomepromazin wurden als Konjugate im Urin von psychiatrischen Patienten ermittelt
[252].

Zum Levomepromazin wurden zwei Todesfélle aus dem Sektionsgut unsers Institutes
untersucht. Mit LC-TOF-MS (System Agilent und Waters) wurden neben Levomepromazin
19 Metabolite identifiziert (Tabelle 4.9.2 und Abbildung 4.9.2). Die Spektren des Wirkstoffs
([IM+H]+ = 415,1469) sind in Abbildung 4.9.1 dargestellt.

x106 |Cpd 905: Levomepromazine: +ESI Scan (11.714, 11.865 min, 2 scans) Frag=150.0V L994_09_basDCM_5pl.d
N 329.1673
(MH)+

L TN @ K

) [

Cpd 905: Levomepromazine: +ESI Product lon (11.721, 11.871 min, 2 scans) Frag=150.0V CID@19.5 (329.1704[z=1] -> ..
) 100.1127

a

x10!

0.8] 580663
0.6

329.1689
0.41 2420635 3

0.2 229.054 284.1096 S
o A L N L i

40 60 8 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Abbildung 4.9.1: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Levomeprazin und
Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.9.1: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von Levomeprazin

Charakteristische m/z- Summenformel Mégliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
Werte

329,1673 [M+H]* C19H25N20S  Levomeprazin + H 2,9
284,1096 C17H18NOS 329 —(45,0578=C2 H7 N) 2,76
242,0635 Cl14H12NOS 329 —(87,1048=C5 H13 N) -0,22
229,054 CI3H11INOS 329 — (100,1126=C6 H14 N) 7,05
100,1127 C6 H14 N 329 —(229,0561=C13 H11 N O S) -6,43
58,0663 C3H8N 329 —(271,1031=C16 HI7 N O S) -21
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Tabelle 4.9.2: Charakteristische m/z-Werte und Fragmente wvon aus Blut extrahierten
Levomepromazinmetaboliten.

Met. Summenformel +H [M+H]+ RT  ppm Fragmente
Err.

Met 7A C19 H25N2 02 S LEV Sulfoxid 345163 9,20 -0,3 314-300 228 100 58
2

Met 7B C19 H25 N2 02 S Hydroxy-LEV 345,168 10,0 -157 300 258 100 58
5 1

Met 7C  C19 H25 N2 02 S Hydroxy-LEV 345,164 11,0 -462 314 283 242-229 100
7 8

Met 8A C19 H25N2 03 S LEV+2[0] 361,160 7,63 -7,10  344-299 258  244-100 58
6

Met8B C19 H25N2 03 S LEV + 2[O] 361,159 811 -28 344-299 244 100 58
1

Met8C C19H25N203S LEV +2[O] 361,158 9,05 -2,6 274 210 100 58
9

Met 1 C18 H23 N2 O S N-Desmethyl-LEV 315155 9,84 -11 228 100 58
3

Met 2 C18 H23 N2 O S O-Desmethyl-LEV 315,157 11,2 -148 284 242 229 86
2 8

Met 1A C18 H23 N2 02 S N-Desmethyl-LEV 331,149 7,48 -6,6 270 228 100 58

+[O] 8
Met 1B C19H225N2 02 S N-Acetyl N- 357,168 140 -1447 128 86
Desmethyl-LEV 3 7

Met 2 C18 H23 N2 02 S O-Desmethyl-LEV 331,151 8,35 -11,81 314-300 246 229-210 86
A +[O] 4

Met 2 C18 H23 N2 02 S O-Desmethyl-LEV 331,148 9,01 -3,24 314-300 245 229 86
B +[0] 5
Met 2 C18 H23 N2 02 S O-Desmethyl-LEV 331,148 9,01 -324 314-300 245 229 86
B +[0] 5
Met 3 C17 H21 N2 O S O-Desmethyl-N- 301,139 9,75 -9,29 270 228 215 86
desmethyl LEV 7
Met 3A  C17 H21 N2 02 S O-Desmethyl-N- 317,131 7,64 2,02 299 228 215 86
Desmthyl LEV +[O] 2
Met 4 C17 H21 N2 O S N-Didesmethyl-LEV 301,138 11,2 -6,13 284 242 229 72
8 1
Met 4A  C18 H23 N2 02 S N-Acetyl-N- 343,152 138 -1456 327 114 72
didesmethyl LEV 5 2
Met 5 C16 H19 N2 O S O-Desmethyl-N- 287,122 9,76  -579 270 215 184 72
didesmethyl LEV 9
Met 6 C13 H12 N O2 S N-Desalkyl-LEV +[O] 246,058 9,87 -2,05 229 214 202
9

Die Metabolite 7B, und 7C mit um 16 Einheiten erhOhter Masse wurden als

Hydroxymetabolite zugeordnet. Der Metabolit Met 7A mit ebenfalls 16 Einheiten
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zusétzlicher Masse wurde wegen der kirzeren Retetionszeit als Sulfoxidmetabolit
zugeordnet [213].

Die Metabolite 8A, 8B und 8C mit 32 zuséatzlichen Masseeinheiten und konnten mithilfe der
Fragmentation strukturell nicht erklart werden, es kdnnte sich um das Sulfon-Metabolit oder
um Hydroxyverbindungen der Metabolite 7A, 7B und 7C handeln. Die beiden
Desmethylmetabolite lassen sich durch die Masse der Fragmente 228 (N-Desmethyl) und

242 (O-Desmethyl) voneinander unterschieden.

Weitere Metabolite mit Kombination der Desmethylierung, Hydroxylierung, N-Acetylierung

und Oxidation von Thioethern wurden nachgewiesen.
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Abbildung 4.9.2: Metabolite von Levomepromazin und mdgliche Strukturinterpretation.

In der HPLC-Kurve des alkalischen Blutextraktes fanden sich ingesamt 7 Metabolisierungs-
produkte. Met C,D,E,F und G sollten aufgrund der Ahnlichkeit der UV-Spektren von

Levomepromazin (RRT=1,34) stammen.
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Abbildung 4.9.3: HPLC einer letale Intoxikation mit Levomepromazin (Falll, alkalischer
Blutextrakt) und UV-Spektren von Levomepromazin und den identifizierten Metaboliten.

Met A und B waren in beiden Fallen identifizierbar. Die Zuordnung der nachgewiesenen
Peaks zu mdglichen Abbauprodukten der LC-TOF/MS Ergebnisse gestaltete sich fiir die
Produkte mit kurzere Retentionszeit schwierig. Met G (RRT=1,16) wird dem
Desmethyllevomepromazin zugeordnet, fir die Metaboliten Met C,D,E und F kdmen in
Frage das O-desmethyl, das N-Didesmethyl und die Kombination von Desmethylierung
(unter Beriicksichtigung dass die Retentionszeit-Verschiebung der O-Desmethylierung
geringer ist als die der N-Desmethylierung [213]). Met A und B haben andere UV-Spektren
und konnten als Levomepromazinsulfoxid fir Met B und Desmethyllevomepromazin-

sulfoxid fir Met A zugeordnet werden.

Im Fall 1 war der 68jahrige Betroffene in einem ASB Pflegeheim fiir chronisch psychische
Kranke leblos in der mit Wasser geflillten Badewanne aufgefunden worden. Tabelle 4.9.3
zeigt die identifzieten Konzentrationen. Die im Blut des Betroffenen gemessene
Levomepromazin-Konzentration liegt nach Vergleich mit Literaturdaten [215,216] und
friher bei uns analysierten Féllen deutlich im toxischen Bereich. Der Betroffene kann
hierdurch in seiner Handlungs- und Reaktionsfahigkeit stark beeintréchtigt gewesen sein,
bzw. es kann durch die hochdosierte Einnahme dieses Neuroleptikums mit ddmpfendem
Effekt zur Bewusstseinseintribung gekommen sein, welche den Ertrinkungsvorgang

beginstigt haben kann.
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Tabelle 4.9.4: Konzentrationen in pg/mL bzw. pg/g von Levomepromazin und dessen Metaboliten
im Fall 1.

Wirkstoff Blut Urin Mageninhalt  Leber
Levomepromazin 1,08 pg/ml - ---- 6,9 ng/mi 2,4 ug/g
Desmethyl-Levomepromazin 1,7 pg/ml positiv 0,64 pg/ml 5,7 ug/g
weitere Levomepromazin-

Metabolite > 0,98 pg/ml  positiv 4,14 pg/mi 15,2 pg/g
Lorazepam 0,005 pg/ml -~ -----

Aus dem Nachweis mehrerer Levomepromazin-Metabolisierungsprodukte kann abgeleitet
werden, dass der Betroffene dieses Medikament schon (ber einen ldngeren Zeitraum
eingenommen haben sollte. Laut Vorgeschichte gehorte ein Medikament mit diesem
Wirkstoff zu seiner standigen Medikation. Es wird vorrangig bei Psychosen des
schizophrenen Formenkreises, manischer Erregung und reaktiven Psychosen mit Unruhe
und Angst eingesetzt. Die Dosierung richtet sich haufig nach dem aktuellen Befinden des
Patienten. Bei starken Erregungs- oder Unruhezustdnden kann die Dosierung kurzzeitig

erhoht werden.

Die jetzt bei dem Betroffenen gemessene toxische Levomepromazin-Konzentration kann
durch die Einnahme einer erhohten Dosis kurz vor dem Todeseintritt entstanden sein, oder
es konnen Kumulationseffekte Uber einen langeren Zeitraum zu dieser hoher Blutkon-
zentration und damit zur stark eingeschréankten Handlungsunfahigkeit des Betroffenen
gefiihrt haben. Fur diese zweite Annahme sprechen die relativ niedrige aktuelle
Wirkstoffkonzentration im Mageninhalt und das Auftreten zahlreicher Metabolisierung-
sprodukte in ebenfalls sehr hohen Konzentrationen.

Das im Blut ebenfalls nachgewiesene Lorazepam liegt noch unterhalb des therapeutischen
Bereiches. Hierdurch wird die Einnahme eines entsprechenden Medikamentes (laut VVorge-
schichte Tavor) in hdchstens therapeutischer Dosierung bestatigt. Tabelle 4.9.4 zeigt die
quantitiven Verhéltnisses von Levomepromazin zu den in den Blutproben nachgewiesenen

Metaboliten fur die 2 Fallbeispiele.

Tabelle 4.9.4: Levomepromazin-Konzentrationen und relative Metabolitenkonzentrationen in 2
Falluntersuchung

Fall LEV-Konz Met/LEV

inug/mL A B C D E F G
1 1,08 0,18 0,61 0,08 0,53 0,13 0,11 1,57
2 0,22 - 0,68 - - - - 0,08
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4.10 Mirtazapin

Mirtazapin (MIR) ist eine Antidepressivum, das sich in Struktur und Wirkungsweise von
anderen Verbindungen in seiner Klasse unterscheidet [253].

MIR antagonisiert sowohl prasynaptischen a2-Rezeptoren und postsynaptische 5-HT2-
Rezeptoren [254] als auch postsynaptische 5-HT3-Rezeptoren und fiihrt zur erhéhten
noradrenergen und serotonergen (5-HT1)-Aktivitat.

Als Phase | und Il Metabolite beim Menschen wurden Mirtazapin-N-oxid, 8-
Hydroxymirtazapin, N-Desmethylmirtazapin, Mirtazapin-N-glucuronid, Mirtazapin-N-
sulfat-, 8-Hydroxymirtazapin-glucuronid, 8-Hydroxy-N-desmethylmirtazapin, 8-Hydroxy-
N-des-methylmirtazapin-glucuronid,  8-Hydroxymirtazapin-sulfat und  8-Hydroxy-N-
desmethyl-mirtazapin-sulfat identifiziert. In mikrosomalen Fraktionen der menschlichen
Leber wurden 8-Hydroxymirtazapin, N-Desmethylmirtazapin und Mirtazapin-N-oxid
gebildet [255-257].

In den untersuchten 6 Todesfallen lieRen sich im Blut mittels LC-TOF/MS 11
Metabolisierung-sprodukte nachwiesen und identifizieren (Abbildungen 4.10.1 und 4.10.2
sowie Tabelle 4.10.2).

Mittels HPLC-DAD konnten nur zwei Metabolite des Mirtazapins mit dhnlichem UV-
Spektrum nachgewiesen werden. Durch Vergleich der LC-TOF/MS Ergebnisse wurden Met
A mit Qgrr7=0,78 als N-Desmethyl-MIR, und Met B mit Qrgrr = 1,85 als MIR Lactam
identifiziert (Abbildung 4.10.3).

x10 6 |Cpd 392: Mirtazapine: +ESI Scan (10.283, 10.433 min, 2 scans) Frag=150.0V L843_09VB_basDCM_5pl.d

25 266.1663
(M+H)+

o) R 72
x10 4 |Cpd 392: Mirtazapine: +ESI Product lon (10.289, 10.440 min, 2 scans) Frag=150.0V CID@16.3 (266.1663[z=1] -> **) L

5 266.1652
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Abbildung 4.10.1: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Mirtazapin und
Interpretation der Fragmentierungswege.
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Tabelle 4.10.1: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von Mirtazapin

Charakteristische Summenformel Madgliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
m/z-Werte

266,1663 [M+H]" C17 H20 N3 Mirtazapin + H -4,29
235,1227 C17 H18 N3 266 — (31,0422=C H5 N) 1,04
223,1213 C15H15 N2 266 — (43,0422=C2 H5 N) 1,7
209,1063 C14 H13 N2 266 — (57,0578=C3 H7 N) 5,11
195,0914 C13 H11 N2 266 — (71,0735=C4 H9 N) 1,39
72,0819 C4H10N 266 — (194,0844=C13 H10 N2) -15,5

Tabelle 4.10.2: Charakteristische m/z-Werte und Fragmente von aus Blut extrahierten Mirtazapin

metabilte.
Metabolite Summenformel +H [M+H]+ RT ppm Fragmente
Err.

Met 1 C17 H20 N3 O Hydroxy- 282,1603 9,01 0,7 251 211 72
MIR

Met 2 C17 H20 N3 O MIR-N-oxide 282,1604 8,01 -0,97 264 235 209 195

Met 3 C16 H18 N3 Desmethyl-MIR  252,1509 7,82 -5,07 209 195

Met 3A C16 HI8 N3O 268,1446 6,05 -0,68 250 237 195
Hydroxydesmethylmirtazapin

Met 4 C15 H18 N3 240,1498 7,43 -1,25 209

Met 5 C17 H18 N3 O MIR-lactam 280,1449 10,64 -1,81 252 209 195

Met 5A C17 H18 N3 O2 Hydroxy- 296,1398 8,71 -1,99 278 268  237- 86
MIR-lactam - 211

250

Met 5B C16 H16 N3 O Desmethyl- 266,1305 9,55 -6,57 238 195
MIR -lactam

Met 6 C18 H20 N3 O N-Acetyl- 294,1617 10,91 -563 262 252 209 195
desmethyl-MIR

Met 6A C18 H20 N3 O2 N-Acetyl 310,1571 12,52 -6,92 278 235 209 102
Desmethyl-MIR-N-oxid

Met 7 C17H 16 N3 02 294,1247 12,77 -3,36 266 235 209 58

mhbs

v Chl 25m

0

0

f5 fin

Abbildung 4.10.3: HPLC-Chromatogram der alkalisch Blutextraktion einer MIR-Intoxikation.
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Abbildung 4.10.3: UV-Spektren der identifizierte Metaboliten des MIR.
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Abbildung 4.10.2: Metabolite von Mirtazapin und deren Hauptfragmentierungen.
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4.11 Quetiapin

Quetiapin (QTP) wird extensiv in der Leber durch das Cytochrom P450 System
metabolisiert, vor allem durch CYP3A (Abbildung 4.11.1A). Die wichtigsten
Stoffwechselwege von Quetiapin sind Sulfoxidation, N- und O-Desalkylierung und in
geringerem MaRe 7-Hydroxylierung. Die Hauptmetaboliten im Blut sind das Sulfoxid- und
der Carbonsaure-Metabolit [258-260].

Innerhalb der 11 flr diese Arbeit ausgewerteten Falle lieR sich in den Blutproben mittels
LC-TOF/MS 28 Metabolisierungsprodukte des Quetiapins identifizieren (Abbildung
4.11.1A und B sowie Tabelle 4.11.1).

°
/ Met 1A

23 g

! 158 RO
Met A

237 = (285- SO)

Met 2A 9:
Met 28

Abbildung 4.11.1a: Metabolite des Qeutiapins und magliche Strukturinterpretation
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Abbildung 4.11.1b: Metabolite des Qeutiapins und mdgliche Strukturinterpretation

x10 5 |Cpd 1319: Quetiapine: +ESI Scan (15.852, 16.015 min, 2 scans) Frag=150.0V L1019_09_basDCM_5ul.d Subtract
8 384.1757
(M+H)+
6 *
o |
2
o e L i H‘ | H
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Abbildung 4.11.2: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Quetiapin und
Interpretation der Fragmentierungswege.
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Tabelle 4.11.2: Charakteristische m/z-Werte und mogliche Strukturinterpretation von Quetiapin

Charakteristische m/z-Werte  Summenformel Magliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
384,1757 [M+H]" C21H26 N302S  Quetiapin +H -4,26
279,096 C17H15N2S 384 — A (105,079=C4 H11 N 02) -3,32
253,0794 C15H13N2S 384 —C (131,0946=C6 H13 N 02) -0,04
221,1069 C15 H13 N2 384 —C-D (163,0667=C6 H13 N 02 S) 1,88
158,117 C8 H16 N 02 384 — B (226,0565,C13 H10 N2 S) 34

Tabelle 4.11.1: Charakteristische m/z-Werte und Fragmente von aus Blut extrahierten Quetiapin-
metabolilten.

Met. Summenformel +H [M+H]+ RT ppm Fragmente
Err.
Met 1 C21H24N303S QTP-acid 398,1571 10,69 -9,5 279 253 221 172
Met 1A C21H24N304S QTP-acid-N-oxid 414,1498 11,45 -3,76 368 253 221 - 160
210

Met 1B C21 H24 N304 S QTP-acid- sulfoxid 414,1515 7,95 7,72 366 269 221 172

Met 1C C21 H24 N3 O5 S Hydroxy-QTP-acid- 430,1442 6,49 -2,81 364 285 207 89
sulfoxid

Met 1D C21 H24 N3 05 S 430,1443 8,82 -2,81 311 285 221 89
QTP-acid- thiazepine 5,5-dioxide

Met 2 C19 H22 N3O S O-desalkyl-QTP 340,1502 11,902 -7,12 279 253 221 114

Met2A  C19H22N302S 356,1437 8,55 -2,68 308 269 221 114
O-desalkyl QTP-sulfoxid

Met 2B C19H22N302S 356,1442 11,23 -4,08 279 253 221 130
O-desalkyl-QTP N-oxid

Met 2C C19H22 N3 02 S 356,1444 10,72 -5,14 308 279-253  221-210 114
Hydroxy O-desalkyl-QTP

Met 3 C19 H20 N3 02 S O-desalkyl- QTP-acid 354,1275 11,43 -1,12 279 253 221-210 128

Met3A  C19 H20 N3 O4 S Hydroxy O-desalkyl-QTP-  386,1181 7,29 -3,05 342 285-243  221-207 89
acid-sulfoxid

Met 3B C19 H20 N3 03 S O-desalkyl- QTP-acid- 370,1231 9,06 -3,03 322 304 221 128
sulfoxid

Met 5 C19H20N30O S 338,1333 12,48 -3,74 296 253 210 112
N-Acetyl-N-desaklyl QTP

Met5A  C19H20 N3 03 S 370,1232 7,79 -3,22 322 296-237  221-195 84
Hydroxy N-Acetyl N-desaklyl-QTP-sulfoxid

Met 4 C17 H18 N3 S N-Dealkyl-QTP 296,1233 10,09 -5,66 279 253 221-210 70

Met4A  C17 H16 N3 O S N-Dealkyl-QTP-lactam 310,1025 11,72 -5,89 267 239 210

Met 4B C17H18N3OS 312,1180 7,62 -5,01 264 221 195 70
N-Dealkyl-QTP-sulfoxid

Met 4C C17 H18 N3 02 S 328,1132 5,75 -5,56 280 237 211 70
Hydroxy-N-dealkyl-QTP-sulfoxid

Met 4D C17 H16 N3 O2 S N-Dealkyl-QTP-lactam - 326,0989 8,79 -9,71 283 278 235 207
sulfoxid

Met 4E C17 H16 N303 S S N-Dealkyl-QTP-lactam  342,0947 9,34 -11,7 299 271 242
-thiazepine 5,5-dioxid

Met 4F C17H18N302S 328,1126 8,38 -3,51 311 285-264 259
N-Dealkyl-QTP-thiazepine 5,5-dioxid

Met 4G C17H18N302S 328,1128 8,84 -4,05 280 262 221 86
Hydroxy-N-dealkyl- QTP-sulfoxid

Met 6 C19H24 N3 02 S 358,1603 7,16 -5,41 253 132 70

Met6A  C19 H24 N3 03 S Hydroxy-Met 6 374,1543 7,05 -2,67 269 221 132

Met 6B C19 H24 N3 03 S Met 6-sulfoxid 374,1538 7,42 -1,31 326 269 121 146

Met 8 C17H20N3 O S 314,1327 9,27 -1,65 253 221 88

Met9A  C17 HI8N3 03 S 344,1076 8,29 -3,62 296 278-243  195-102 89

Met 10 C15H16 N3 S 270,070 9,52 -3,79 253 221 195 177

Mittels HPLC-DAD konnten 13 Peaks als Metabolite des Quetiapins aufgrund derer
spektralen Ahnlichkeit mit der Ausgangssubstanz festgestellt wurden (Abbildung 4.11.3).
Diese konnten durch Vergleich mit den LC-TOF/Ergebnissen und unter Beriicksichtigung

150



Ergebnisse und Diskussion

der Retentioszeit-veranderungen der Metaboliten anderer Substanzen und der

Modellsubstanzpaaren [213] wie im Tabelle 4.11.3 zugeordnet wurden.

bs
209 cn 2250m ¥ ?

Met C B
QTP
Met B
\ Met A \ Met D
| :
‘\ «[\ nJ N
0 J\-I.—."‘.—‘x.—— = ,!‘I..'\.jj ...... A -

mAbs g g g i i i i : mibs[

1] ' ' ' | ' ' i i] ' ' ' ' ' ' '
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Abbildung 4.11.3: HPLC Chromatogram einer Quetiapin —Intoxikation ( A Laufmittel A; B
Laufmittel C) und UV-Spektren von Quetiapin und das Metabolit C.

Tabelle 4.11.3: Retentionszeiten sowie Retentionszeitquotienten fuir Quetiapin und seine Metabolite
mittels HPLC-DAD und mdgliche Zuordnung der Metabolite durch Vergleich der Retentionszeiten
mit LC-QTOF-MS (vgl. Abbildung 4.11.1).

Peak RT, min LMC  Qgr,imc  Maoglicher Peak RT, min LMA  Qgr,ima  M0glicher
Metabolit Metabolit

QTP 20,889 QTP 5,609

MetA 12,634 0,60 Met 10 MetG 8,130 1,45 Met 4A

MetB 13,637 0,65 Met 8 MetH 9,458 1,69 --

MetC 14,306 0,68 Met 4 Met | 14,071 2,51 --

MetD 15,300 0,73 Met 2 Met J 18,389 3,28 --

MetE 17,967 0,86 Met 6 Met K 19,205 3,42 Met 3

MetF 22,088 1,06 Met 5 MetL 23,262 4,15 Met 1

MetM 27,505 4,90 Met 1A
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4.12 Saquinavir

Der HIV-Proteaseinhibitor Saquinavir bildet durch Oxidation mehrere Metabolite
(Abbildung 4.12.1). HPLC-Analysen zeigten die Bildung von zwei Hauptmetaboliten und
funf Nebenmetaboliten bei Inkubation  Leber- und Duinndarm-mikrosomalen Zell-
homogemisaten[261]. Mittels LC-TOF/MS wurden in den untersuchten 3 Todesféllen 3
Metabolisierungsprodukte nachgewiesen. Die in Tabelle 4.12.1 aufgefiihrten Massen wurden
in einem Blutextrakt gefunden und entsprechenden Metaboliten zugeordnet. Mittels HPLC-
DAD konnte neben Saquinavir (RRT = 2,536) nur ein Saquinavir-Metabolit Met A ( RRT =
0,586 ) nachgewiesen werden (Abbildung 4.12.3). Dieser weist mit Qggr = 0,231 eine
wesentliche kirzere Retentionszeit auf als Saquinavir. Von den LC-TOF/MS Ergebnissen
und der Ahnlichkeit der UV-Spektren mit der Ausgangsubstanz kommt hier das
Hydroxysaquinavir (Met A) in Betracht.

Abbildung 4.12.1: Strukturformeln und mdglichen CID Fragmentierung der Saquinavir-metabolite
[261].

Tabelle 4.12.1: Charakteristische m/z-Werte und Fragmente von aus Blut extrahierten Saquinavir-
metaboliten.

Met. Summenformel +H [M+H]+ RT  ppm Err. Fragmente
Met 1 C38 H51 N6 O6 Hydroxylierung 687,3891 10,41 -3,85 669 568 433
Met 2 C38 H51 N6 O6 Hydroxylierung 687,3872 6,88 -1,14 586 433
Met 3 C24 H40 N3 O2 N-Desalkyl 402,3122 541 -16 367 301 251
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Abbildung 4.12.2: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Saquinavir und
Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.12.2: Charakteristische m/z-Werte und mégliche Strukturinterpretation von Saquinavir.

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Magliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
371,3917 [M+H]* C38 H51 N6 05 Saquinavir + H -0,24
570,307 C33 H40 N5 04 371- (101,0841=C5 H11 N O) 0,8
433,186 C24 H25 N4 04 371 - (238,2045=C14 H26 N2 O) 2,31
367,2726 C24 H35N2 0O 371 - (304,1172=C14 H16 N4 O) 4,95
ata:Ta124945 K1 Chrom:T81249A5 .R61 Method:DADST3.HET Lib:
mébs
’ v Ch1 225nm :
1 I | | —— S S . S ‘Saquina
11s
20
| [ S
|
0 1 ] P fin

0 H H H H H H
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Abbildung 4.12.3: HPLC Chromatogramme des alkalischen Extraktes der Blutbrobe der Saquinvir
Intoxikation und UV-Spektren von Saquinvir und Met A.
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4.13 Sertralin

Sertralin ist ein selektiver Serotonin-Wiederaufnahmehemmer, der zu einer Erhéhung der
Konzentration von Serotonin im synaptischen Spalt im Zentralnervensystem flhrt. Erster
Hauptmetabolisierungsschritte ist die N-Demethylierung (Met 1), danach N-Hydroxylierung
(Met 2), oxidative Desaminierung (Met 3) und Bildung Desmethyl-N-acetylsertralin (Met 4)
mit anschliefender Glucuronidierung [262,263]. Die vermuteten Metabolite sind in

Abbildung 4.2.1 zusammengestellt.

Untersucht wurden im Rahmen dieser Arbeit Blutproben von 7 Todesfallen mit Sertralin und
10 Patienten nach therapeutischer Gabe dieses Medikamentes. Mittels LC-TOF/MS konnten
Sertralin sowie 4 Metabolite im Blutextrakt identifiziert werden (Tabelle 4.13.1).

Met 4

Met 3

Cl
Cl
Abbildung 4.13.1: Strukturformeln und mdoglichen CID Fragmentierung der Sertralinmetabolite
[262,263].

Tabelle 4.13.1:  Charakteristischne m/z-Werte und Fragmente von aus Blut extrahierten
Sertralinmetaboliten.

Metabolite  Summenformel +H [M+H]+ RT  ppm Err. Fragmente

Met 1 C16 H16 N CI2 Desmethylsertralin 292,0668 12,03 -4,76 275 158 129 91

Met 2 Cl7H18 NOCI2 322,0763 9,15  -1,28 273 238- 158 126
Sertralinhydroxylamin 212

Met 3 C16 H13 O CI2  Sertralin-Keton 291,0335 14,85 1,8 - -

Met 4 C18 H18 N O CI2 N- 334,0762 14,05 1,7 - -

Acetyldesmethylsertralin
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Abbildung 4.13.2: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Sertralin und Interpretation
der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.13.2: Charakteristische m/z-Werte und mdgliche Strukturinterpretation von Sertralin.

Charakteristische m/z-Werte Summenformel Mégliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
306,0821 [M+H]" C17 H18 N CI2 Sertralin + H -3,42
275,0394 C16 H13 CI2 306 — (31,0422=C H5 N) -1,9
158,9764 C7H5CI2 306 - (147,1048=C10 H13 N) -0,58
129,0696 C10 H9 306 — (177,0112=C7 H9 CI2 N) 2,32
91,0551 C7 H7 306 — (215,0269=C10 H11 CI2 N) -9,76

Mittels HPLC-DAD wurde 5 Metabolisierungsprodukte neben Sertralin (RRT = 1,690)
gefunden (Abbildung 4.13.3), in 4 Falle wurde nur ein Sertralin Metabolit Met D
(Desmethylsertralin) festgestellt, wéhrend in drei Blutproben Met A und in zwei Féllen die
Metabolite Met B, Met C und Met E nachweisbar waren. Die Zuordnung der Peaks als
Metabolite des Sertralins erfolgte aufgrund der spektralen Ahnlichkeit, des Vergleiches mit

den LC-TOF/MS Ergebnissen und der Retentionsszeitverschiebungen. Tabelle 4.13.3 zeigt
die mogliche Metabolitenzuordnung.

mbs

v Chi 225m i

Sertralin

""""""""""""""""""""""""""" m 2 A X OB W A MW X M

Zb mnin

Abbildung 4.13.3: HPLC-Chromatogramme der alkalischen Extraktes der Blutprobe einer
Sertralinintoxikation und UV-Spektrum von Sertralin.
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Tabelle 4.13.3: Retentionszeiten von Sertralinmetaboliten und mogliche Strukturerklarung.

Metabolite RRT Qrrr Magliche Strukturerklarung

Met A 0,383 0,228 Desmethyl-Sertralinhydroxylamin
Met B 0,465 0,275 Sertralinhydroxylamin

Met C 0,705 0,417 -

Met D 1,378 0,815 Desmethylsertalin

Met E 2,162 1,279 Sertralin-Keton

b ks mAbs
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0 ! ) ) ! ! ‘
o 2000 220 240 20 280 300 30 30 30 380

MetD

[ [ \ ) ! i i
nmy 200 220 240 260 280 300 320 30 K0 380

b
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Abbildung 4.13.4: UV-Spektren von Sertralin und seinen Metaboliten.
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156

b

=

rm> 200 220 240 260 280 300 330 340



Ergebnisse und Diskussion

4.14 Venlafaxin

Venlafaxin ist ein bicyclisches Antidepressivum mit Phenethylaminstruktur. Es hat ein
neuropharmakologisches Profil, welches sich von den friiheren Antidepressiva einschliellich
der tricyclischen Verbindungen unterscheidet [264,265]. Es vermittelt antidepressive
Wirkung durch Hemmung der neuronalen Aufnahme von Noradrenalin, Serotonin und
Dopamin und besitzt nicht die Nebenwirkungen von trizyklischen Antidepressiva [266-269].
Die Metabolisierungswege sind in Abbildung 4.14.1 dargestellt. Venlafaxin wird
desalkyliert, als Hauptmetabolite entstehen das aktiv O-Desmethylvenlafaxin,  N-
Desmethylvenlafaxin -~ und das N,O-Didesmethylvenlafaxin.  Zusétzlich  wurden
Hydroxylierungsprodukte identifiziert [270,271].

HzCO OH

-
Venlafaxin

Abbildung 4.14.1: Metabolisierungschema des Venlafaxins und mogliche Interpretation der
Fragmentierungswege.
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Zum Venlafaxin wurden 5 Todesfélle untersucht. Durch LC-TOF/MS wurden 11 Metabolite
identifiziert (Tabelle 4.14.1 und Abbildung 4.14.1), O-Desmethylvenlafaxin , N-Desmethyl-
venlafaxin, Venlafaxin-N-oxid und Hydroxylierungprodukte.

x10 5 |Cpd 519: Venlafaxine: +ESI Scan (13.938, 14.114 min, 2 scans) Frag=150.0V 04-221.d
64
. 278.2115 [M+H]+ 278
(MH)+
4 -
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0 L e TR
x10 4 |Cpd 519: Venlafaxine: +ESI Product lon (13.945, 14.120 min, 2 scans) Frag=150.0V CID@16.9 (278.2109[z=1
58.0652
1
0.87
0.6
0.4
02 121.0630 215.1445 260.1997 J
o] \ | s | | |
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

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

Abbildung 4.14.2: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahierten Venlafaxin und
Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.14.1: Charakteristische m/z-Werte und Fragmente von aus Blut extrahierten Venlafaxin-
metaboliten.

Metabolite  Summenformel +H [M+H]+ RT ppm Fragmente
Err.

Met 1 C16H26N0O2 O- Desmethylvenlafaxin 264,1964 11,60 -2,73 133 107 58
Met 2 C16H26NO2 N- Desmethylvenlafaxin 264,1955 13,35 1,33 215 147 121

Met 3 C17H25N0O2 Met 3 276,1935 18,13 18,13 246 215 121 74
Met 4 C16H23N0O2 O-Desmethyl-Met 3 262,1794 1559 3,32 244 201 107 75
Met 5 C17H25N0O3 Hydroxy-Met 3 292,1905 15,67 0,81 246 168 121 86
Met 6 C17H27NO3 Hydroxyvenlafaxin 1 294,2049 9,23 5,07 198 171 121 58
Met 7 C17H27NO3 Hydroxyvenlafaxin 2 294,2055 11,05 3,05 213 171 121 58
Met 8 C17H27NO3 Hydroxyvenlafaxin 3 294,2065 11,38 -0,57 213 137 58
Met 9 C17H27NO3 Hydroxyvenlafaxin 4 294,2063 12,21 0,33 231 137 58
Met 10 C17H27NO3 Venlafaxin-N-oxid 294,2047 14,21 5,89 215 121

Met 11 C16H25N03 280,1897 11,74 3,64 219 147 107

Hydroxy-O- desmethyl-venlafaxin

Tabelle 4.14.2: Charakteristische m/z-Werte und mogliche Strukturinterpretation von Venlafaxin

Charakteristische m/z-Werte ~ Summenformel Maogliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
278,2115 [M+H]" C17 H28 N O2 Venlafaxin + H -0,21
260,1997 Cl17H26 NO 278 — H2 O (18,0106) 4,6
215,1445 C15H190 278 - (63,0684 = C2 H9 N O) -6,95
121,063 C8H90O 278 — (157,1467 = C9 H19 N O) 14,7
58,0652 C3H8N 278 — (220,1463 = C14 H20 O2) -1,53

Mittels HPLC-DAD konnten neben Venlafaxin (RRT = 0,300) 3 Metabolite nachgewiesen
(Abbildung 4.13.3).
gefunden, wéhrend in zwei Blutbroben Met A und in einem Fall der Metabolit Met C

In 5 Féllen wurde der Metabolit Met B (Desmethylvenlafaxin)

nachweisbar waren. Die Zuordnung der Peaks als Metabolite des Venlafaxins erfolgte
aufgrund der spektralen Ahnlichkeit mit dem Sertralin, des Vergleichs mit den LC-TOF/MS
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Ergebnissen und der Retentionszeitverschiebung. Tabelle 4.14.3 zeigt die mdgliche

Metaboliten Zuordnung.

v Ch1 25m |

VenIafaxm Venlafaxin
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Abbildung 4.14.3: HPLC-Chromatogramm des alkalischen Extraktes der Blutprobe einer
Venlafaxin-Intoxikation und UV-Spektrum von Venlafaxin.

Tabelle 4.14.3: Retetionszeiten von Sertralinmetaboliten und mogliche Strukturerklarung.

Metabolite  RRT Qrrr Mogliche Strukturerklarung
Met A 0,111 0,372 Hydroxyvenlavaxin

Met B 0,219 0,732 Desmethylvenlafaxin

Met C 0,355 1,185 Venlafaxin-N-oxid

mAbg" A H: u : : : e

0 ! F i b T T T t t i ] | E
ey 2000 220 240 A0 280 300 320 D /0 380 em> 200 220 240 26D 280 300 320 340 360 380 o> 200 220 240 260 280 300 320 340 360 330

Abbildung 4.14.4: UV Spektren der als Venlafaxin-Metabolite identifizierten Peaks.
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4.15 Verapamil

Verapamil ist ein bekannter Kalziumkanalblocker mit antiangindsen blutdrucksenkenden
und antiarrythmischen Eigenschaften [272]. Verapamil wird bei der ersten Leberpassage
erheblich metabolisiert [273]. Der Metabolismus von Verapamil fihrt im Allgemeinen zur
pharmakologischen Inaktivierung, was hdufige Dosierung dieses Medikaments erfordert.
Diese Verbindung wird hauptsachlich durch N-Desmethylierung, O-Desmethylierung und
N-Desalkylierung metabolisiert. Der N-desmethylierten Metabolit (Norverapamil) ist
ebenfalls pharmakologisch aktive (etwa 20% der Aktivitat von Verapamil).

Far Verapamil wurden 36 Todesfalle und 9 Falle aus der Klinik in dieser Arbeit ausgewertet.
Mittels LC-TOF/MS wurden 16 Metaboliten gefunden. In den Tabellen 4.15.1 und 4.15.2
wurden die Metabolite mit moglicher Fragmentationerklarung gezeigt und in der Abbildung
4.15.1 dargestellt.

R4

R5

Abbildung 4.15.2: Fragmentationsschema des Verapamil.

Tabelle 4.15.1: Charakteristische m/z-Werte und Fragmente von aus Blut extrahierten Verapamil-
Metaboliten.

Met Summenformel [M+H]+ RT ppm R1 R2 R3 R4 R5 Charakteristische m/z- Werte Abb.
*H Er. 4152
B D E C A

Met 1 C26H37N204 4412782 10,09 -7,6 H OCH3 OCH3 OCH3 OCH3 289 260 165 150
Met 2 C26H37N204 4412750 11,05 -0,56 CH3 OCH3 OCH3 OCH3 OH 289 246 165 150
Met 3 C26H37N204 4412747 10,7 0,3 CH3 OCH3 OH OCH3 OCH3 303 260 151

Met 4 C25H35N204 4272576 9,34 3,69 H OCH3 OCH3 OCH3 OH 275 246 165 150
Met 5 C25H35N204  427,2574 9,92 4,16 H OCH3 OH OCH3 OCH3 289 151

Met 6 C27TH39N205  471,2836 11,27 4,05 CH3 OCH3 OCH3 OCH3 OCH3 291 260 181 151
Met 7 C27TH39N205 4712814 9,64 8,33 CH3 OCH3 OCH3 OCH3 OCH3 319 165 150
Met 8 C26 H37N205  457,2698 9,83 -0,27 H OCH3 OCH3 OCH3 OCH3 260 181

Met 9 C26H37N205 4572703 8,32 -1,28  H OCH3 OCH3 OCH3 OCH3 (399-247) 165 150
Met 10 C25H35N205 4432526 7,48 33 H OCH3 OH OCH3 OCH3 (385-275) 151

Met 11 C25H35N205 4432538 6,8 0,6 H OCH3 OCH3 OCH3 OH (233) 165 150
Met 12 C24H33N204  413,2427 8,61 1,97 H OCH3 OH OCH3 OH 275 246 151

Tabelle 4.15.2:  Charakteristische m/z-Werte und Fragmente von aus Blut extrahierten
Verapamilmetaboliten.

Metabolite ~ Summenformel +H [M+H]+ RT ppm Err. Fragmente
Met 13 C17 H27 N2 02 291,2076 8,7 -3,06 260 218
Met 14 C16 H25 N2 02 277,1914 8,51 -1,08 260 234
Met 15 C16 H25 N2 02 277,1906 7,48 1,82 246 234
Met 16 C19 H29 N2 O3 333,2148 10,37 7,44 2901 260 218
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Abbildung 4.15.3: MS- und MS/MS-Spektrum von aus Blut extrahiertem Verapamil und
Interpretation der Fragmentierungswege.

Tabelle 4.15.3: Charakteristische m/z-Werte und mogliche Strukturinterpretation von Verapamil.

Charakteristische m/z- ~ Summenformel Maogliche Strukturinterpretation Fehler, ppm
Werte

455,2934 [M+H]" C27 H39 N2 04 Verapamil + H -6,4
303,2064 C18 H27 N2 02 455 — (152,0797=C4 H12 N2 04) 0,86
260,1649 C18 H27 N2 02 455 — (195,1259=C11 H17 N 02) 1,6
165,0913 C10 H13 02 455 — (290,1994=C17 H26 N2 O2) -1,82
150,0665 C9 H10 02 455 — (305,2229=C18 H29 N2 O2) 6,85

Mittels HPLC-DAD konnten neben Verapamil (RRT = 1,313) 10 Metabolitenpeaks Met A
bis Mit J aufgrund der spektralen Ahnlichkeit mit Verapamil nachgewiesen werden
(Abbildung 4.15.4). Die in Tabelle 4.15.4 vorgenommene Zuordnung der Metabolite
erfolgte dartiber hinaus durch Vergleich mit den LC-TOF/MS Ergebnissen, Auswertung der
Retentionsszeitverschiebungen, und durch Vergleich mit HPLC-Untersuchungen in der
Literatur [274-279] .

Tabelle 4.14.3: Retentionszeiten von Verapamilmetaboliten und mdgliche Strukturerkl&rung.

Met RRT Qrrr  Mdgliche Met RRT  Qgrrr  Mogliche
Strukturerklarung Strukturerklarung
Met A 0,221 0,167 Met14 MetF 0,774 0,589 N-Desmethylierung+
O-Desmethylierung
MetB 0,271 0,206 Met 13 MetG 0,824 0,627 O-Desmethylierung

MetC 0,309 0,235 Hydroxylierug + O- MetH 0,874 0,666 O-Desmethylierung
Desmethylierung

MetD 0,384 0,292 Hydroxylierug + N- Met | 1,214 0,925 Metl
Desmethylierung

MetE 0,720 0,549 N-Desmethylierung+ MetJ 1,632 1,243 Met 17
O-Desmethylierung
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Abbildung 4.15.5: UV Spektren von Verapamil und seinen Metaboliten.
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4.16 Charakterisierung von Metaboliten im Uberblick

Die Identifizierung von Metabolitenstrukturen mit LC/MS und LC/MS/MS-Techniken sind
ein wirksamer Ansatz aufgrund ihrer Fahigkeit Spuren aus komplexen Proben von Blut,
Urin, und Organproben zu analysieren [280].

Der Schlussel zur Strukturidentifizierung beruht auf der Tatsache, dass Metabolite in der
Regel die Kernstruktur der Muttersubstanz behalten. Daher wurde angenommen, dass die
Muttersubstanz  und ihre Metabolite &hnliche Fragmentierungen besitzen und
Massenspektren produzieren, die wichtige Substrukturen anzeigen. Dieses Kapitel
beschreibt einige wichtige Biotransformationsprozesse mit konkreten Beispielen fiir die
Erkennung und Charakterisierung der Metaboliten in biologischen Matrices mittels LC-
TOF/MS im Vergleich zu den HPLC-DAD Ergebnissen.

4.16.1 Desalkylierung

Desalkylierung fuhrt immer zu einer Verringerung des Molekulargewichts des verabreichten
Medikaments. Die desalkylierten Biotransformatiosprodukte sind starker hydrophil was in
einer Abnahme der Retentionszeit an RP-Phasen zum Ausdruck kommt. Im folgenden
werden ausgewahlte Wirkstoffe diskutiert, die einer N- und/oder O-Desalkylierung
unterliegen.

Die sehr haufig vorkommende N- oder O-Desmethylierung fiihrt zu einer negativen
Massenverschiebung [M+H]" lons der Metabolite um Am/z = -14,0156. Die
Strukturaufklarung  mittels  der  durch  LC-TOF-MS/MS  gemessenen  CID-
Fragmentionenspektren kann in Abh&ngigkeit von der chemischen Struktur der Verbindung
einfach oder kompliziert sein und zwischen den mdglichen Stellen der N- oder O-
Demethylierung unterscheiden.

Die Retentionszeitveranderungen bei der HPLC-DAD Methode fiir die in dieser Arbeit
ausgewerteten Desalkylierung-Metabolite stimmten mit den von Herre [213] untersuchten
Modell-Verbindungen tberein und waren fur die N-Desmethylierung (Amine) Qgrrr= 0,47-
0,78, z. B. Amitriptilin zu Nortriptilin, fur die N-Desemthylierung (Amide) Qrtr= 0,50-0,76,
z. B. Diazepam zu Nordiazepam, und fir die O-Desalkylierung Qrrr= 0,24-0,57 z. B.
Venlafaxin zu O-Desmethylvenlafaxin.  Mittels HPLC-DAD Methode konnten die
Desmethylierungmetabolite durch die Ahnlichkeit des UV-Spektren im Vergleich mit der

Muttersubstanz identifiziert wurden.

Als Beispiel soll Venlafaxin (VEN) etwas néher behandelt werden. Dieser Wirkstoff wird
oxidativ unter N- und O-Desmethylierung abgebaut (Abbildung 4.15.1). Beide fuhren zu

Metaboliten mit identischer elementarer Zusammensetzung der protonierten Molekilionen
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[M+H]", in diesem Fall m/z = 264,1964, also um 14 Einheiten niedriger als das molekularen
lon von VEN (m/z 278,2115). Die vorgeschlagene Fragmentierung von Venlafaxin wurde
im Abschnitt 4.14 behandelt (Abbildung 4.14.2, Tabelle 4.14.2).

Aus einer sorgfaltigen Interpretation des LC-MS/MS Spektrums (Tabelle 4.14.1) geht
hervor, dass Met 1 von der O-Desmethylierung und Met 2 von N-Desmethylierung resultiert
(Abbildung 4.14.1). Hier weist die O-Desmethylierung mit Qrr = 0,82 eine starkere RT-
Verschiebung als die N-Desmethylierung mit Qrt=0,94 auf. Dementsprechend konnten bei
den HPLC-DAD Ergebnissen der Peak Met B (Qrr7=0,732) als N-Desmethylvenlafaxin und
der Peak Met A (Qrr7=0,372) als O-Desmethylvenlafaxin, jedoch auch als N-Didesmethyl
VEN zugeordnet wurden (Abbildung 4.14.3).

N-Desmethylierung —

O-Desmethylierung

Abbildung 4.16.1: Desmethylierungstellen des Venlafaxins

Die Didesmethylierung ergibt unabhangig davon, ob der Prozess das gleiche Heteroatom
(Dimethylamino-) oder Heteroatome an zwei verschiedenen Stellen (O- und N-Methyl)
betrifft, eine negative Verschiebung der LC-TOF/MS gemessenen Masse des Metaboliten
um -28,0312. Da im Vergleich zu der Muttersubstanz z.B. Citalopram (CIT) zu N,N-
Didesmethyl-CIT (siehe Abschnitt 4.3), Verapamil (VER) zu N,O-Didesmethyl-VER (siehe
Abschnitt 4.15).

In gleicher Weise ergibt auch die LC-TOF/MS-Messung bei einer einzigen Desethylierung
unabhangig vom Heteroatom eine negative Verschiebung um -28,0312 Da, z. B. fur
Amiodaron (Abbildung 4.16.2).

Dagegen ergibt eine Herausspaltung einer -CH,-CH,-Gruppe aus einem Ring mit zwei
Heteroatomen (z. B. Piperazin- oder Morpholin-Ring, meist zwei Stickstoffe, aber moglich
aus Kombinationen von N-, O- und S-) einen Verlust von nur 26 Da von der mit LC-
TOF/MS-gemessenen Masse der Muttersubstanz, z.B. fir Met 6 ([M+H]" = 358,1603,
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RT=7,16) des Quetiapins ([M+H]" = 384,1757, RT=15,92 min) (siehe Abschnitt 4.11,
Abbildung 4.11.1B und Tabelle 4.11.1).

Amiodaron [M+H]* 646.0315 Desethylamiodaron [M+H]* 618.0002
CH,(CH,),CH . : . :
0] 2(CH,),CH3 3725 3725
/,:/\/E(NH

Abbildung 4.16.2:  Fragmentierungsschema von Amiodaron (RT= 20,402 min) und seines
Metaboliten Desethylamiodaron (RT= 19,302 min). Im Vergleich dazu wurde bei den HPLC-DAD
Ergebnissenneben Amiodaron (RRT=0,952 ) ein Peak (RRT=0,650) mit identischem Spektrum, als
N-Desethylamiodaron zugeordnet.

Desalkylierungen kdénnen auch die Abspaltung einer grofReren strukturellen Einheit
beinhalten und entweder ein einziges Heteroatom (O- oder N-) oder zwei Heteroatome
betreffen. Das ist zum Beispiel der Fall bei dem Metabloliten Met 3 des Saquinavirs (siehe
Abschnitt 4.12, Abbildung 4.12.1, Tabelle 4.12.1).

4.16.2 Oxidative Desaminierung

Neben den Cytochrom P450-Enzymen katalysieren auch die in der Leber vorhandenen
Monoaminoxidasen (MAOs) die oxidative Desaminierung von vielen Medikamenten und
Xenobiotika. Ahnlich wie die oxidative N-Desalkylierung, beinhaltet auch die oxidative
Desaminierung zunéchst die Spaltung einer C-N-Bindung. Die dabei entstehende

Hydroxyverbindung wird jedoch haufig weiteroxidiert.

Als Beispiel bildet das Sertralin ([M+H]" = 306,0821, RT=12,12 min) nach oxidativer
Desaminierung den Metaboliten Sertralin-Keton ([M+H]+ = 291,0335, RT=14,85) (siehe
Abschnitt 4.13, Abbildung 4.13.1 und Tabelle 4.13.1).

Als andere Beispiele sind Citalopram (Abschnitt 4.3) und Diphenhydramin (Abschnitt 4.5)
zu nennen, die beide ein siure-Derivat bilden. Diese haben beide schlechte lonausbeuten im
positiven ESI Modus. Sie wurden deshalb im negativen ESI Modus gemessen und zeigten
ein [M-H]" Molekilion. Die Qrrr-Werte der Wirkstoffpaare nehmen nach der oxidativen
Desaminierung zu (Tabelle 4.16.1). Durch HPLC-DAD konnten diese Metabolite aufgrund

die Spektrenahnlichkeit und die Retentionszeitverdnderungen zugeordnet wurden.
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Tabelle 4.16.1: Retentionszeitveranderungen durch Desaminierung am Beispiel von Citalopram,
Diphenhydramin und Sertralin.

Ausgangverbindung A Metabolit M RTa RTwm Qrt
HPLC LC HPLC LC HPLC LC
Citalopram CIT 778 7,11 20,79 8,01 2,67 1,12
Propionséure
Diphenhydramin DPS 798 7.1 21,25 8,18 2,66 1,16
Sertralin Sertralin-Keton 22,42 12,12 28,12 14,85 1,25 1,22

4.16.3 Oxidation am Kohlenstoff
4.16.3.1 Hydroxylierung

Hydroxylierung kann an einem aromatischen oder einem aliphatischen Kohlenstoffatom
auftreten. Die Fragmentierung bei LC-TOF/MS oder LC-TOF/MS/MS Spektren werden oft
verwendet, um zwischen diesen beiden Arten zu unterscheiden.

Hydroxylierungen werden hauptsachlich durch das Cytochrom P450 (CYP450)-System
katalysiert. Der Mangel an Substratspezifitat dieser Systeme kann zur Hydroxylierung an
mehreren Stellen flihren, wobei die Produkte das gleiche Molekulargewicht haben. Alle
Monohydroxylierungreaktionen fiihren zu einer Verschiebung der mit LC-TOF/MS
detektiert Masse um +15,9949 (+16) Da gegenuber der Muttersubstanz.

Mit Hilfe der Massenspektrometrie allein ist es zum Beispiel im Falle von Diphenhydramin
sehr schwierig, zwischen der p-OH und m-OH-Verbindung zu unterscheiden (Abbildung

4.16.3), dieses wiirde NMR und / oder Vergleich mit Referenz-Standards erfordern.

L

CH—O0——CH,-CH,-N(CH3),
W, -

CH—O—CH,-CH,-N(CHj),

; HO
p m

O

CH—O—CH,-CH,-N(CHj);

m-OH

L

H

Abbildung 4.16.3: Zwei mdgliche aromatische Hydroxylierungspositionen des Diphenhydramins.
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Midazolam MDZ wird in erster Linie zu 1-OH-MDZ, zu einem Kleineren Teil zu 4-OH-
MDZ sowie auch zu 1,4-Dihydroxy-MDZ metabolisiert. Unter ESI LC-TOF/MS-
Bedingungen protonierte Molekdle fir MDZ, 1-OH-MDZ, 4-OH-MDZ und 1,4-Dihydroxy-
MDZ wurden m/z 326,0860, 342,0809, 342,0809 und 358,0759 erkannt. Die CID
Fragmentionen entsprechend dem Verlust eines Wassermolekils wurden fir 1-OH-MDZ
und nicht fir 4-OH-MDZ beobachtet. Beim 1-OH-MDZ steht ein Wasserstoffatom aus dem
chlorhaltigen Ring fir die Wasser-Eliminierung zur Verfugung, um einen stabilen Flinfring
zu bilden (Abbildung 4.16.4), wéhrend ein solches stabiles Produkt nicht von 4-OH-MDZ

gebildet werden kann.

324 [M+H]*

F
O 342 [M+H]*

Abbildung 4.16.4: Erklarung fur den Wasserverlust bei 1-OH-MDZ

Basierend auf der Beobachtung des [M + H - H,O]" lons und dem Vergleich der MS/MS-
Spektren von MDZ und MDZ+16 (Abbildung 4.16.5) lassen sich 1-OH-MDZ und 4-OH-
MDZ unterscheiden. Die Wasser-Verlust von letzterem ist wegen des fehlenden o-
Wasserstoffatoms nicht maéglich.

Mittels HPLC-DAD konnten die Hydroxylierungs-Metabolite am aromatischen Kohlenstoff
nur mit Hilfe einer Referenzsubstanz identifiziert werden, weil das zu einer
Chromophorenanderung fihrt, wie z. B. beim Lidocain. Die Hydroxylierung an einem
aliphatischen Kohlenstoff hat hingegen keinen Einfluss auf den Chromophoren und kann
daher durch die spektrale Ahnlichkeit und die Retentionszeitveranderung vermutet werden

wie z. B. beim Midazolam.

Abbildung 4.16.6 zeigt die UV-Spektren von Lidocain (RRT=0,178), und dessen
Metaboliten 3-Hydroxylidocain (RRT=0,087), sowie von Midazolam (RRT=0,447) und
dessen  Metaboliten 1-OH-MDZ. Die Retentionszeitverdnderungen durch die
Hydroxylierung betréagt fiir die aliphatische Hydroxylierung Qrrr= 0,16-0,83 und fir die
aromatische Hydroxylierung Qrgrr=0,29-0,65.
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Abbildung 4.16.6: UV-Spektren von Midazolam (MDZ), 1-OH-MDZ, Lidocain und 3-Hydroxy-
Lidocain
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Abbildung 4.16.5: LC-Chromatogramm von Midazolam und seinen Hydroxylierungs-Metaboliten.

14.16.3.2 Epoxidierung:

Epoxidierung resultiert aus der metabolischen Ubertragung eines Sauerstoffatoms auf eine
C=C-Doppelbindung. Wie bei der Hydroxylierung resultiert eine Zunahme des
Molekulargewichts um +15,9949 (+16) Da gegenuber der der Muttersubstanz.

Die Epoxid-Metabolite sind in der Regel instabil und kénnen zur Bildung von Glutathion-
Konjugate fuhren. Als Beispiel mit einem stabilen Epoxid ist das des Carbamazepins (CBZ)
zu nennen. Neben dem  Hauptmetaboliten 10,11-Epoxycarbamazepin, entstehen die
Hydroxymetabolite 2-OH-CBZ und 3-OH-CBZ mit identischen Molekulargewichten (m/z =
252,08988).

Wie in der Abbildung 4.16.7 anhand des Fragmentierungsschemas unter ESI LC-TOF/MS
Bedingungen dargestellt ist, besitzen sowohl CBZ-Epoxid und die beiden OH-CBZ das
Fragment-lon m/z = 210. Das Fragment-lon m/z = 180 wird hingegen nur von CBZ-Epoxid

gebildet und nicht von den Hydroxy-Metaboliten.
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Abbildung 4.16.5: MS/MS-pektren von Midazolam und seinen Hydroxylierungs-Metaboliten.
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Die Epoxidierung ist mit einer Chromophorenveranderung verbunden. Deshalb ist ein
Vergleich mit Referenzsubstanz notwendig, um den Epoxid-Metabolite durch HPLC-DAD
zu nachweisen. Abbildung 4.16.8 zeigt die UV-Spektren von CBZ und CBZ-Epoxid. Die
Retentionszeit von CBZ-Epoxid mit RRT=0,279 ist im Vergleich zu CBZ mit RRT= 0,531

deutlich kirzer.

mabe[ T T T méihs|

. CBZ-Epoxid
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Abbildung 4.16.8: UV-Spektren von CBZ und CBZ-Epoxid

4.16.4 Oxidation am Stickstoff

Die Oxidation von Stickstoff und anderen Heteroatomen wird in erster Linie durch
Cytochrom-P450-Enzyme katalysiert. FMOs katalysieren seltener Oxidationen an
Stickstoff-Atomen. Tertidare Amine bilden durch die Oxidation N-oxid-Metabolite, wahrend

primére und sekunddre Amine Hydroxylamine bilden (oder N-oxid mit Dehydrierung).

N-Oxidation bei tertidren und aromatischen Aminen flhrt zu einem Anstieg des
Molekulargewichts um +15,9949 (+16) Da. Sekundare Amine kdnnen auch ein N-oxid
bilden gefolgt von einer Oxidation (-2H) unter Einbeziehung des a-Kohlenstoffatoms, das
fihrt zu einem Massenanstieg von 14 Da. Abbildung 4.5.4 (Abschnitt 4.5) zeigt das
Diphenhydramin-N-oxid Spektum im Vergleich zu Hydroxydiphenhydramin als Beispiel fiir
die Unterscheidung der +16 Oxidationsmetabolite.

Unter LC-APCI-MS Bedingungen (APCI = Atmospheric Pressure Chemical lonisation) aber
nicht unter MS/MS-Bedingungen, bilden die N-oxide durch In-Source Zersetzung
diagnostische [M + H - O]" lonen, wihrend die Metaboliten der aliphatischen und
aromatischen Oxidation von Kohlenstoff diese diagnostische Fragment-lonen nicht bilden.
Wenn in der lonenquelle vor oder nach der lonisation erhebliche thermische Energie auf den
Metaboliten (bertragen wird, konnen N-oxide auch einer Desoxygenierung unter LC-ESI-
MS Bedingungen unterliegen [281]. Die Abbildungen 4.4.2 und 4.4.4 (Abschnitt 4.4) zeigen
die Spektren von Clozapin (m/z = 327) und Clozapin-N-oxid (m/z=343), die unter ESI LC-
TOF/MS/MS Bedingungen die Fragmentionen 296 und 227 bilden.
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Abbildung 4.16.7: MS/MS Spektren von CBZ, CBZ-Epoxid und Hydroxy-CBZ und mdgliche
Fragmentierungschema.

Die Beobachtung der Fragment-lonen mit m/z 227 lasst vermuten, dass der Metabolit nicht
an der tricyclischen Ringeinheit fragmentiert wurde. Das Fragment-lon bei m/z 296 weist
darauf hin, dass dieser Metabolit ein N-oxid sein kénnte, oder eine N-CHs-Einheit, die zu N-
CH,OH biotransformiert wurde. Somit konnen die LC-ESI-MS und LC-ESI-MS/MS
Spektren keine eindeutigen Beweise Uber die Stelle der N-Oxidation bieten. Allerdings kann
die Verflgbarkeit von Referenzstandards die Identifizierung der Metaboliten sichern.
Kratzsch [282] berichtete fur die LC-APCI-MS-Spektren von CLZ und CLZ-N-oxid, dass
die Fragmentionen [M + H - O]" fiir CLZ-N-oxid bei m/z 327 fiir die Unterscheidung des N-

oxids vom hydroxylierten Metaboliten geeignet ist.
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Die N-Oxidation fuhrt zur Retentionszeitverlangerung, was zur Unterscheidung zwischen
Hydroxylierung und N-Oxidbildung benutzt werden kann, wenn es nicht durch die
Fragmentation moglich ist.

Im Gegensatz zur N-Oxidation an der aromatische Aminogruppe sollte die N-Oxidation von
tertiren aliphatischen Aminen keine UV spektralen Veranderung bewirken. Beispiele sind
Citalopram-N-oxid (Abbildung 4.3.19) und das Diphenhydramin-N-oxid (Abbildung 4.5.5).

Ahnlich wie bei der N-Oxidation und bei der Hydroxylierung, haben auch die
Hydroxylamin- Metaboliten einer Erhéhung des Molekulargewichts um +15,9949 (+16) Da.
Die Unterscheidung der Hydroxylamine von anderen monooxidierten Metaboliten ist auch
nicht einfach. Neben der Fragmentierung durch LC-TOF/MS oder der spektralen
Ahnlichkeit spielt die Retentionszeitverkiirzung eine groRe Rolle. Ein Beispiel ist das
Sertralinhydroxylamin (Abbildungen 14.13.1 und 14.13.3 sowie Tabellen 14.13.1 und
4.13.3).

4.16.5 Oxidation am Schwefel

Als Metabolite der Oxidation am Schwefelatom entstehen das Sulfoxid und das Sulfon
[283]. Unter ESI-LC-TOF/MS Bedingungen lieRen sich fir Quetiapin (QTP) neben dem
Desalkylmetaboliten Met 4 das Desalkyl-QTP-sulfoxid Met 4B und das Desalkyl-QTP-
sulfon Met 4F nachweisen. Die Fragment-lonen bei m/z 264, die durch Verlust der SO-
Einheit vom Met 4B und Verlust der SO,-Einheit vom Met 4F entstehen, gelten dabei als
Beweise flr die Mono- und Di-Oxidation des Schwefels. Dagegen gilt das Fragment-lon m/z
280 im MS/MS Spektrum von Met 4G und Met 4C als Beweis flr die Hydroxylierung des
Metaboliten Met 4B (Abbildung 4.16.9). Tabelle 4.11.1 zeigt die charakteristischen m/z-

Werte, die Fragmente und die Retentionszeit der Metabolite.

Die S-Oxidation fuhrt zur UV-spektralen Veranderung, deshalb ist der Vergleich mit einer
Referenzsubstanz notwendig um die Metaboliten-ldentfitzierung durch die HPLC-DAD zu
ermoglichen. Als Beispiel zeigt die Abbildung 4.16.10 das Chromatogramm einer Promazin-
Intoxikation und UV-Spektren des Promazins und des Promazin-sulfoxids, welches als

Referenzsubstanz verfiigbar war.

Sulfoxide anderer Phenothiazine besitzen allerdings &hnliche sehr typische UV-Spektren so

dass sie gegebenenfalls auch ohne Referenzsubstanz erkannt werden kdnnen.
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Abbildung 4.16.9: Chromatogramm einer Leberextraktion einer Promazin-Intoxikation und UV-
Spektren des Promazin und des Promazin-sulfoxid ( Laufmittel C).

Die S-Oxidation fuhrt zur Retentionszeitverkirzung. Mittels LC-Agilent Methode betragt
Qg fir die Monooxidation 0,755 und fir die Dioxidation 0,830, wahrend Qgrrt mittels
HPLC-DAD Methode fiir die Monooxidation 0,08 und fiir die Dioxidation 0,12 betréagt.
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4.16.6 Dehalogenierung

Oxidative Dehalogenierung ist die Entfernung von Halogenatomen wie Fluor, Chlor und
Brom bei gleichzeitiger Addition einer OH-Gruppe. Dabei erfolgt eine Molekulargewichts-
verschiebung von 2, 18 und 62 Da. Unter LC-TOF/MS-Bedingungen wird die Abwesenheit
der Isotopenmuster von **CI/’CI und "Br/*'Br in den Massenspektren als Beweis fiir die
Dehalogenierung beobachtet (Abbildung 4.16.10). Dagegen verlduft die oxidative
Defluorierung ohne Veranderung des Isotopenmusters. Die oxidative Dehalogenierung fuhrt
zu Retentionszeitverkirzung im Bereich von Qgrrr=0,11-0,95. Als Beispiel zeigen die

Abbildungen 4.4.2 und 4.4.6 die Massenspektren von Clozapin CLZ und 8-Hydroxy-CLZ.

270.0776 150.0V CID@18.5
252.1121 309.1701
Clozapin | 8-Hydrxoy CLZ T
327.1363
278.1223
‘ 296.|0917 ” | ‘ , |‘
260 270 280 290 300 310 320 330 0 260 280 300

Abbildung 4.16.10: Die Abwesenheit der *CI/*’Cl Isotopenmuster im 8-Hydroxy-CLZ-MS/MS-
Spektrum im Vergleich zum CLZ-MS/MS Spektrum.
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5. Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit wurden hauptsachlich Blutproben von Todesféllen mit bekannter

vorheriger Einnahme von Medikamenten in therapeutischen, toxischen oder letalen Dosen

mit Hilfe der HPLC mit Photodiodenarraydetektor und mit Flussigchromatographie

gekoppelt mit Flugzeit-Massenspektrometrie auf die Anwesenheit von Wirkstoffmetaboliten

untersucht. Dabei wurden 47 Wirkstoffe in je 2 bis tber 100 Proben analysiert und

ausgewertet. VVon diesen wurden 6 Wirkstoffe ausfihrlich beschrieben und fir 9 weitere

wurde eine gekirzte Zusammenfassung der Ergebnisse gegeben. Insgesamt kénnen aus den

in dieser Studie erhaltenen Ergebnissen folgende Schlussfolgerungen gezogen werden:

Der Nachweis von Metaboliten ist in der forensisch- und Klinisch-toxikologischen
Analyse von sehr groRer Bedeutung. Metabolite erleichtern die Substanzidentifizierung,
da sie ein Uberzeugender Beweis flir die Aufnahme der Muttersubstanz sind.
Konzentrationen von Muttersubstanz und deren aktiven Metaboliten helfen bei der
Einschatzung der Schwere von Intoxikationen.

Weiterhin kann die Feststellung der relativen Konzentration der Metabolite zur
Muttersubstanz bei der Ermittlung des Aufnahmezeitpunkts der Muttersubstanz helfen,
wie z. B. im Falle des Diphenhydramins. In anderen Féllen kann das Metabolit/Wirkstoff-
Verhéltnis zur Unterscheidung von oraler und parenteraler Aufnahme dienen, da bei
letzterer der firts-pass-Metabolismus fehlt. Andererseits sind einige Metabolite auch
selbst als Medikamente erhdltlich, weshalb ihr Nachweis nicht unbedingt die
Anwesenheit der entsprechenden Muttersubstanz beweist. Fir die ldentifizierung von
Metaboliten standen im Gegensatz zu den Wirkstoffen in der Regel keine
Referenzsubstanzen zur Verfugung. Es zeigte sich aber, dass die Detektion und die
Charakterisierung von Metaboliten in der Mehrzahl der Falle effektiv durch die
Anwendung der grundlegenden Prinzipien der biochemischen Stoffwechselreaktionen
und mit empfindlichen und selektiven analytischen Technik erreicht werden kann.

Die Nachweisbarkeit der Metaboliten héngt von der Art der Probe und der
Probenvorbereitung ab. In dieser Arbeit beschrankt sich die Probenvorbereitung
hauptsachlich auf die basische und saure Extraktion von Blutproben mit Methylenchlorid.
Blutproben spielen einerseits in der toxikologischen Analyse die gréRte Rolle, sind aber
andererseits &rmer an Metaboliten als Urinproben. Weiterhin konnten Metabolite mit
hoher Hydrophilie wie Glucuronide und Sulfate durch Extraktion mit Methylenchlorid

nicht erfasst werden.
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Hochleistungs-Flussigchromatographie gekoppelt mit Diodenarraydetektor (HPLC-DAD)
und mit Elektrospray-lonisations - Flugzeitmassenspektrometrie (LC-ESI-TOF/MS) sind
analytische Techniken, die sich ideal fir die Metaboliten-Charakterisierung ohne
Referenz-Standards eignen.

Bei der HPLC-DAD besitzen Metabolite h&ufig identische oder sehr &hnliche UV-
Spektren wie die Muttersubstanzen und eine Zuordnung zu einer bestimmten Struktur
kann durch die Verdnderung der Retentionszeit wahrscheinlich gemacht werden. Als
grolRer Vorteil erwies sich die Abschatzung von Konzentrationen aus der Peakfléche,
wenn Muttersubstanz und Metabolit den gleichen Chromophoren aufweisen. Friihere
Ergebnisse zu dieser Anwendung der HPLC-DAD konnten in den vorliegenden
Untersuchung an neuen Wirkstoffen bestatigt und erweitert werden.

Die Vorteile der LC-ESI-TOF/MS bestehen vor allem in der hohen Massengenauigkeit
von < 5 ppm und dem hohem Auflésungsvermdgen, die zusammen mit dem
Isotopenmuster die Summenformeln von Wirkstoffen und Metaboliten liefert. Metabolite
konnen durch definierte, fir die jeweilige Biotransformation typische exakte
Massendifferenzen zur Muttersubstanz erkannt und durch die Extraktion der
entsprechenden lonenchromatogramme nachgewiesen werden.

Die hohere Empfindlichkeit ermdglicht dabei auch die Charakterisierung von
Nebenmetaboliten, die nicht mit anderen lonisationstechniken oder mit HPLC-DAD
ermittelt werden konnten. Ein weiterer Vorteil besteht in der kompletten Erfassung aller
Daten ohne Beschrankung oder vorherige Festlegung auf bestimmte Substanzen. Daher
kann nach der Messung in einem Analysenfile einer Probe eine umfassende Suche nach
beliebigen Metaboliten durchgefiihrt werden.

Die Bestimmung der Art eines Metaboliten aus der Summenformel (z. B. eines
Hydroxylierungsproduktes) ist nicht immer ausreichend, da Isomere durch Reaktion an
verschiedenen Positionen des Molekiils maglich sind.

Mittels einstufiger LC-TOF/MS Instrumente (Waters LCT-Premier™-XE und Agilent
6210 ESI-MS-TOF Geréat) konnten zusatzliche strukturelle Informationen erhalten
werden. Das war mdglich, wenn in der lonenquelle dieser einstufigen Instrumente durch
Erhohung der Spannung zwischen der Kapillar-Offnung und dem Skimmerkegel im
Bereich hoheren Druckes eine Fragmentierung der protonierten Molekilionen durch
Kollisons-induzierte Dissoziation bewirkt wird (in-source CID). Dieses erfordert jedoch
wegen der Unféhigkeit der einstufigen Instrumente, eine isolierte Vorldaufermasse fir

diese Fragmentierung zu wéhlen, eine vollstdndige Trennung der Metabolite in der LC.
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Dariiber hinaus begrenzen Streuverluste und ineffiziente Dissoziation im Hochdruck-
Bereich der ESI-Quelle die analytischen Empfindlichkeit dieser Technik.

Im Gegensatz dazu sind MS-MS-Verfahren wie LC-QTOF/MS (Agilent 6530 ESI-Q-
TOF-MS) ideal zur Strukturaufklarung von Metaboliten, weil der Metabolit durch den
vorgeschalteten Quadrupol vor der Fragmentierung sauber von anderen Bestandteilen
abgetrennt wird und die Full-Scan-Produkt-lonen-Spektren bei hoher Auflésung erhalten
werden.

Die Retentionszeit (RT) erwies sich als ein sehr niitzliches Kriterium zur Identifizierung
von Metaboliten, auch bei LC-TOF-MS-Experimenten. RT der Metaboliten kénnen unter
standardisierten Bedingungen aus Routineproben erfasst und gemeinsam mit der
spektralen Daten spéater in Datenbanken eingesetzt werden.

Die Mdoglichkeit der Erkennung der Metaboliten ohne Referenz-Verbindungen ist ein
groRer Vorteil der LC-TOF-MS- und LC-QTOF-MS-Techniken. Daher sollte die Suche
nach Metaboliten in den entsprechenden Analysenfiles mithilfe speziell entwickelter
Software-Tools ein fester Bestandteil bei der Auswertung in der Systematischen
Toxikologischen Analyse sein. Die Priifung der Anwendbarkeit solcher Spezialsoftware
wie ,,MassHunter Metabolite ID“oder ,,Metabolynx“ zur Identifizierung von den

Abbauprodukte im Blut erwies sich im Rahmen dieser Arbeit als erfolgreich.

Die Zahl der Metabolite zu den einzelnen Wirkstoffen, die durch LC-MS-TOF
nachgewiesen wurde, war allgemein deutlich hoher als die der durch HPLC-DAD
gefundenen. Der Grund hierfir ist vor allem die geringe Konzentration dieser Metabolite,
die nur noch durch die héhere Empfindlichkeit der MS-Detektion erfasst wurde. Weitere
Ursachen sind ungeeignete chromatographischen Eigenschaften oder fehlende UV-

Absorption der Metabolite.

Ergebnisse der Identifizierung von Metaboliten mittels LC-TOF-MS konnten hdufig auch
fir die eindeutige Peakzuordnung in den HPLC-DAD-Chromatogrammen genutzt

werden.

Hierdurch konnte das Routineverfahren der HPLC-DAD zur systematischen
toxikologischen Analyse weiter auf Metabolite ausgedehnt werden. Diese Ubertragung
von LC-TOF-MS-Ergebnissen auf die HPLC-DAD wird aber dadurch erschwert, dass die
Anforderungen beider Techniken, optische Transparenz fiir die DAD-Messungen und die
hohe ESI Ausbeute fiir die TOF/MS-Messungen, nicht von der gleichen mobilen Phase
erfullt werden und dass jede der beiden Messungen unter ihren jeweiligen optimalen

Bedingungen durchgefiihrt werden muss.

178



Schlussfolgerung

- Insgesamt ergab sich, dass die kombinierte Anwendung von HPLC-DAD und LC-TOF-
MS in der toxikologischen Analyse einen vorteilhaften Weg zur eindeutigen
Identifizierung und Bewertung von Metaboliten darstellt.
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6. Zusammenfassung

Metabolite spielen bei der analytischen Aufklarung und der Interpretation von
Medikamentvergiftungen eine groRe Rolle. Daher wurde in dieser Dissertation unter dem
besonderen methodischen Aspekt der HPLC mit Photodiodenarray-Detektor (HPLC-DAD)
und der Flussigchromatographie mit Flugzeit-Massenspektrometrie (LC-TOF-MS)
systematisch untersucht, in welchem Male eine Identifizierung von Metaboliten in der
Praxis der systematischen toxikologischen Analyse von Todesfallen moglich ist.

Im theoretischen Teil der Arbeit wurden zunachst die Grundlagen der Metabolisierung von
Wirkstoffen im menschlichen Organismus dargestellt, die physikalisch-chemischen
Prinzipien der angewendeten Methoden auch unter dem speziellen Aspekt des Nachweises
von Metaboliten behandelt und die Fachliteratur zum Thema zusammengefasst, wobei der
Schwerpunkt auf der relativ neuen LC-TOF-MS-Methode lag.

Als wesentliches Probenmaterial wurde in dieser Arbeit Blut herangezogen, das allgemein
die grolte Bedeutung in der toxikologischen Analyse besitzt und durch Extraktion mit
Dichlormethan im basischen und sauren Bereich aufgearbeitet wurde. Hierdurch wurden
stark hydrophile Metabolite wie Glucuronide nicht erfasst. In wenigen Féllen wurden auch
Urin und Leberproben analysiert. Fir die HPLC-DAD-Messungen wurden Anlagen der
Firma Shimadzu verwendet. Die Detektion erfolgte zwischen 195-380 nm mit einem

Acetonitril/Phosphatpuffergemisch (pH=2,3) an RP8-Saulen.

Es wurden zwei verschiedene LC-TOF-MS Gerate der Firmen Agilent und Waters mit einer
Massengenauigkeit < 5 ppm verwendet. Flr ergdnzende Untersuchungen stand ein LC-
QTOF-MS-Instrument der Firma Agilent zur Verfiigung. Die Chromatographie erfolgte an
einem Gradienten mit FlieBmittel aus Methanol und wassriger Ameisensédure an einer C18
Saule. Die in-source ESI-CID Spektren wurden bei zwei unterschiedlichen
Kollisionsenergien aufgenommen. Mit niedriger Energie wurden Spektren ohne
Fragmentierung erhalten und mit hoher Energie mit Fragmentierung. Das Q-TOF/MS
Instrument ermdglichte die Messungen der Massenspektren im MS sowie im MS-MS
Modus.

Insgesamt wurden Proben von 430 Todessfallen mit 47 Wirkstoffen analysiert, wobei diese
Wirkstoffe mit einer Haufigkeit zwischen 1 und 90 in den Fallen vorkamen. Durch HPLC-
DAD wurden von insgesamt 141 Metaboliten die UV-Spektren gemessen und die
korrigierten relativen Retentionszeiten sowie die auf die Muttersubstanz bezogenen
Retentionszeiten (Qrrr-Werte) der Metabolite bestimmt. Durch LC-TOF/MS wurden
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insgesamt fir 406 Metabolite die MS- und die MS-MS-Spektren gemessen und die relative

Retentionszeit bestimmit.

Von den 47 Wirkstoffen wurden in der schriftlichen Arbeit die Ergebnisse fiir die sechs
Substanzen Amprenavir, Citalopram, Clozapin, Diphenhydramin, Flecainid und Ketamin
ausfihrlich  dargestellt. Ausgehend von den aus der Literatur bekannten
Metabolisierungsschemata wurden zundchst die lonenchromatogramme der Metabolite in
den LC-TOF-MS- (bzw. den LC-QTOF-MS)-Files gesucht und mit Hilfe der exakten
Massendifferenz konkreten Metabolisierungsprozessen (Desalkylierungen,
Hydroxylierungen usw.) zugeordnet. Eine genauere Strukturzuordnung, insbesondere die
Unterscheidung isomerer Metabolite wurde auf der Basis der Fragmentspektren versucht, die
durch kollisionsinduzierte Dissoziation in der lonenquelle (in-source CID) bei einstufigen
Geréten oder in der Kollisionzelle des Q-TOF-Instrumentes erfolgte. Eine entscheidende
Hilfe war dabei die Interpretation des Fragemtierungsverhalten der Metabolite im Vergleich
zur Muttersubstanz. Alle Metabolite wurden durch Massenspektrum und Fragmentierungs-

schemata eindeutig beschrieben.

Als Kriterien der Zuordnung von chromatographischen Peaks zu bestimmten Metaboliten
wurden das regelmaRige Auftreten bei Vergiftungen mit dem Ausgangwirkstoff, die
charakteristische aus der Strukturdnderung resultierende Retentionzeitverschiebungen
gegeniiber dem Ausgangwirkstoff, die mit LC-TOF/MS bestimmten akkuraten Molmassen
mit der Massengenauigkeit des Precursers <5Sppm und die Ubereinstimmung des
Isotopenverhaltnisses von >90% sowie die Zuordnung der Hauptfragmente des MS-MS-

Experiments herangezogen.

Bei HPLC-DAD wurden die Identitat oder die Ahnlichkeit der UV-Spektren mit dem
Muttersubstanz, die relative Retentionszeit RT und der Retentionszeitquotient Qrrt VON
Metabolit und Wirkstoff benutzt. Fir die Zuordnung der Metabolite im HPLC-DAD-
Chromatogramm wurde zusétzlich ein Vergleich mit dem LC-TOF-MS-Ergebnissen

vorgenommen.

Bei den beispielhaft beschriebenen Vergiftungsfallen zu diesen sech Wirkstoffen, besonders
ausfuhrlich fur Diphenhydramin, wurde eine halbquantitative Bestimmung der Metaboliten-
konzentrartionen vorgenommen und das Konzentrationsverhaltnisses Cwvei/Cwirkst berechnet.
Dieses Verhaltnis wurde mit Angaben aus der Vorgeschichte und zum Zeitverlauf der
Intoxikationen verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass die auf den Ausgangwirkstoff
bezogene Metabolitenkonzentration unter bestimmten Bedingungen eine Abschétzung der

Uberlebenszeit nach der Giftaufnahme gestattet.
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Fur acht weitere Wirkstoffe (Amitriptylin, Levomeprazin, Mirtazapin, Quetiapin,
Saquinavir, Sertralin, Venlafaxin, Verapamil) konnte im Rahmen dieser Arbeit lediglich ein
kurzer Uberblick tber die festgestellten Metabolite ohne ausfiihrliche Interpretation der
Spektren gegeben werden. Schliel3lich wurden in einem zusammenfassenden Abschnitt auf
der Basis der bei einzelnen Wirkstoffen festgestellten Ergebnisse die Kriterien flr die
Erkennung und Charakterisierung der Metaboliten mittels LC-TOF/MS im Vergleich zu den
HPLC-DAD  Ergebnissen  fur  Desalkylierungen,  oxidative = Desaminierungen,
Hydroxylierungen, Epoxidierungen, Oxidationen am Stickstoff und Schwefel sowie

Dehalogenierungen diskutiert.

Insgesamt flihrten die Untersuchungen zu dem Schluss, dass LC-TOF-MS und HPLC-DAD,
insbesondere auch in Kombination, geeignete Methoden darstellen, die eine sichere
Zuordnung von Metaboliten in der systematischen toxikologischen Analyse auch ohne
Referenzsubstanzen gestatten. Die in den Fallproben mit beiden Methoden gemessenen und
strukturell zugeordneten Spektren konnen in einer Datenbank als Vergleich fir die

Peakidentifikation in der Routine der toxikologischen Analyse dienen.

6. Summary

Metabolites play an important role in the analytical investigation and in the interpretation of
drug poisonings. Hence, it was systematically examined in this thesis under the special
methodological aspect of HPLC with photodiode array detector (HPLC-DAD) and liquid
chromatography with time of flight mass spectrometry (LC-TOF-MS) to which extent an
identification of metabolites in the practice of systematic toxicological analysis of deaths is
possible.

In the theoretical chapter of the work, the basics of drugs metabolism in human organism
were shown, the physical and chemical principles of the methods used under the special
aspect of the detection of metabolites were discussed and the literature on the topic was
summarized, focusing on the relatively new LC-TOF-MS method.

Blood was used as an essential sample material in this work, since it has generally the
greatest importance in toxicological analysis. The blood samples were extracted with
dichlormethane at alkaline and acidic pH. In this way, strongly hydrophilic metabolites such
as glucuronides were not detected. In few cases, urine and liver samples were also analyzed.
For the HPLC-DAD measurements, instruments of the company Shimadzu were used. The
detection was between 195-380 nm with an acetonitrile/phosphate buffer mixture (pH=2.3)

and with RP8 columns.
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Two different LC-TOF-MS equipments were used from Agilent and Waters, both with a
mass accuracy <5 ppm. An LC-QTOF-MS instrument from Agilent was available for
complementary tests. The chromatography was performed on a C18 column using a gradient
elution with a mobile phase consisting of methanol and aqueous formic acid. The ESI in-
source CID spectra were recorded at two different collision energies. Low-energy spectra
were obtained without fragmentation and high energy spectra with fragmentation. The
instrument Q-TOF/MS allowed the measurements of the mass spectra in MS and MS-MS

mode.

Altogether, samples from 430 death cases with 47 substances were analyzed, with a
frequency of these substances in the cases between 1 and 90. The UV spectra of 141
metabolites were measured by HPLC-DAD, and the corrected relative retention times RRT
as well as the retention times referred to the parent compounds (Qgrrr Values) of these
metabolites were determined. The MS and MS-MS spectra for a total of 406 metabolites
were measured by LC-TOF/MS, and the relative retention times were also determined.

From the 47 substances, the results for the six substances amprenavir, citalopram, clozapine,
diphenhydramine, flecainide and ketamine were described in detail in the written thesis.
Based on the biotransformation reactions known from literature, at first the ion-
chromatograms of the metabolites were searched in the LC-TOF-MS files or the LC-QTOF-
MS files, and were assigned to concrete biotransformation processes (dealkylation,
hydroxylation. etc.) by aid the exact mass differences. A more precise structural
identification, in particular the distinction of isomeric metabolites, was tried on the base of
the fragment spectra which were generated by collision-induced dissociation in the ion
source (in-source CID) of the single-stage instruments or in the collision cell of the Q-TOF
instrument. In addition, crucial information was obtained from the interpretation of the
fragmentation of the metabolites in comparison to parent substances. All metabolites were
clearly characterized by mass spectrum and fragmentation schemes.

The criteria of the attribution of chromatographic peaks to specific metabolites were the
regular appearance in poisoning cases with the parent substance, the characteristic range of
the retention time shifts resulting from the structural changes compared with the parent
substance, accurate molecular masses of precursors with the mass accuracy <5 ppm which
were measured by LC-TOF/MS, the agreement of the isotope ratio of > 90% as well as the
interpretation of the main fragments of the MS-MS experiments.

The attribution of the metabolites in HPLC-DAD chromatogram was supported by the

identity or similarity of the UV spectra of the parent compound, the relative retention time
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RT and the retention time ratio Qrrr Of metabolite and parent substance. In addition, a
comparison with the LC-TOF-MS results was carried out.

In the exemplarily described poisoning cases to these six substances, especially detailed for
diphenhydramine, a semi-quantitative determination of the metabolite concentrations was
carried out and the concentration ratio Cpetabolit/Cparent Was calculated. This ratio was
compared with data from the case history and with the time course of the intoxication. It
could be shown that the metabolite concentration related to the parent substance under
certain conditions permits an evaluation of the survival time after intake of the poison.

For further eight substances (amitriptyline, levomeprazine, mirtazapine, quetiapine,
saquinavir, sertraline, venlafaxine and verapamil) only a short overview about the identified
metabolites could be given in this written thesis without detailed interpretation of the
spectra. Finally, in a summarizing chapter, the criteria for identification and characterization
of metabolites by LC-TOF/MS compared to HPLC-DAD were discussed for desalkylation,
oxidative desamination, hydroxylation, epoxidation, oxidation at nitrogen and sulfur, as well
as dehalogenation on the basis of the results obtained for the investigated drugs.

Altogether, the investigations led to the conclusion that LC-TOF-MS and HPLC-DAD,
especially in combination, represent suitable methods that permit a sure identification of
metabolites in systematic toxicological analysis without reference substances. The
structurally attributed spectra, which were measured with both methods in the samples of the
cases, can serve in a database for the peak identification in the routine of the toxicological

analysis.
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