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Die Hochleistungs-Flissigchromatographie mit Photodiodenarray-Detékifet C-DAD)
gehort zu den am haufigsten in forensisch-toxikologischen Laboratourefdentifizierung
und semiquantitativen oder quantitativen Bestimmung von toxischen Sudrstader deren
Metaboliten aus Blut (Serum, Plasma), Urin, Mageninhalt, Organprat@maoderen Asser-
vaten angewendeten Methoden. Teilschritte sind die Abtrennung oder hemweig der
Analyte durch geeignete Probenvorbereitung, Auftrennung durch chraagasiiesche Tren-
nung auf der HPLC-Saule, Identifizierung auf der Basis von U\kiBjp@ und Retentionspa-
rameter sowie Quantifizierung mit Hilfe der chromatographén Peakflachen. Die chroma-
tographische Trennung kann dabei isokratisch oder durch einen Gradienten dem Picésie
erfolgen.

Eine Hauptanwendung ist der Einsatz in der systematischen toxsaiegi Analyse (syste-
matisches Screening auf toxische Substanzen). Etwa 90 %wallalbogisch relevanten Ver-
bindungen besitzen eine UV-Absorption im zuganglichen Wellenlangenteobierhalb

195 nm und konnen daher prinzipiell durch die Methode erfal3t werden. Die Zahl der
tatsachlich im therapeutischen oder toxischen Konzentrationsberelwdr siachweisbaren
Wirkstoffe kann allerdings bei extrem niedrigen Konzentrationen osigeziellen
Anforderungen an die Probenaufbereitung und chromatographische Trennuogeeni®y-
Verfahren mehr oder weniger eingeschrankt sein.

1. Qualifizierung des Personals

Die Bearbeiter missen mit den theoretischen Grundlagen und den pexkigesonderheiten
der Hochleistungs-Flussigchromatographie und der UV-Spektroskopieiswiger Verbin-
dungen sowie der Funktionsweise der verwendeten Gerate vertrauhskesdndere missen
sie die moglichen Fehlerquellen und Wege zu deren Beseitigung kennersebr nitzliche
Ubersicht hierzu wurde von V. R. Meyer publiziert [1].

Die Auswertung von HPLC-DAD-Chromatogrammen zur Wirkstoffidengfizng im Rah-
men der systematischen toxikologischen Analyse darf dartiber hinhtischematisch erfol-
gen und sollte von qualifizierten Mitarbeitern mit analytischen orikélogischen Kenntnis-
sen vorgenommen oder durch diese kontrolliert werden, die die Mogliankeite Grenzen
der Methode beriicksichtigen und das Resultat im Zusammenhadgnriirgebnissen ande-
rer Methoden und der jeweiligen Aufgabenstellung kritisch wtrdigen kénnen.

2. Regelmalige Prufung der HPLC-DAD-Anlage auf Funktionstichtigkei

Bei Einsatz zur systematischen toxikologischen Analyse istvalie Funktionstichtigkeit
aller Bestandteile der HPLC-DAD-Anlage zu Beginn jedes Artagjess durch Messung einer
geeigneten Testldsung zu Uberprufen. Die Losung sollte so zusans@izhgein, dass das
erhaltene Chromatogramm Aufschluss Uber die Richtigkeit folgender Pargestattet:

- FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase (HPLC-Pumpe)
- Injiziertes Volumen der Probel6ésung (Autoinjektor)
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- Totzeit und chromatographisches Trennvermdgen (HPLC-Saule)

- Durchlassigkeit der mobilen Phase im gesamten Wellenlangerbémeabile Phase und
Entgasung)

- Wellenlangenzuordnung (DAD)

- Spektroskopisches Auflésungsvermdgen (DAD)

Eine solche Kontrolllosung kann z. B. in saurer isokratischer mobitese® (Aceto-
nitril/Phosphatpuffer pH 2,3 = 37 : 63 v/v) und bei Verwendung einer RB&Saie folgt
zusammengesetzt sein (Injektion 10 pl) [2]:

- Histamindihydrochlorid (0,1 mg/mur Kontrolle der Totzeit

- Coffein (0,1 mg/mlxur Kontrolle des Peakflache

- 5-p-Methylphenyl-5-phenylhydantoin (MPPH; 0,1 mg/at) Retentionszeit-Standard

- Benzol (1 mg/ml, Zugabe von 11,4 ul pro 10 ml Testldsung mittels Miksplitee)zur
Kontrolle der Wellenlangen-Richtigkeit und des spektralen Aufigsvermégend des
Detektors.

Die Testchromatogramme sind aufzubewahren und bezlglich folgendend®ar auszuwer-
ten, die in ein Logbuch eingetragen und mit Sollwerten verglichen werden:

- Retentionszeiten der Peaks (taglich)

- Halbwertsbreite und Symmetrie der Peaks (wochentlich)

- Ubereinstimmung der UV-Spektren mit den Sollspektren (Spektrengbastzy, Simila-
rity-Index > 0,999, wochentlich)

- Richtigkeit de\maxWerte (woéchentlich). Die vier starksten Schwingungsbanden de

Benzols sollten bei 242-243 nm, 247-248 nm, 253-254 nm und 259-260 nm liegen

- Auflésung der Schwingungsstruktur der Benzolbanden (wdchentlich). Dwestfedtur
des Spektrums muss deutlich ausgepragt sein. Der Extinktionsqugtghtdz sollte > 2
betragen. Dieses wird durch altere Detektoren haufig nichtletr&ntscheidend ist hier
gleichbleibendes Auflosungsvermégen.

- Rauschpegel im gesamten Wellenldngenbereich bei hoher Empfindiiddleszu wird
ein  Spektrum an einer peakfreien Stelle des Chromatogramms, bei . z.
1 mAbs./Vollausschlag bewertet (1 mAbs. = 0,001 Extinktionseinheiten)RBaschen
sollte im gesamten Wellenlangenbereich < 0,05 mAbs. sein.

Im Falle der Gradientenelution kann eine Funktionskontrolle analog esit6Bungen basi-
scher und saurer Wirkstoffe nach einem Verfahren von Bogusz und E8femfolgen. Bei
Abweichungen missen die Fehlerquellen umgehend beseitigt werden.

Wird die HPLC-DAD-Anlage nur zur Quantifizierung im direkten Vergh mit Standard|6-
sungen herangezogen, so reicht es aus, folgende Parameteiirau jBégr Analysenserie zu
Uberprifen:

- FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase (HPLC-Pumpe)
- Injiziertes Volumen der Probel6ésung (Autoinjektor)
- chromatographisches Trennvermdgen (HPLC-Saule)

Dazu kann ein Substanzgemisch der zu bestimmenden Substanzen verweddet e
Substanztrennung ist zu kontrollieren und die Retentionszeiten und Peakftheu pro-
tokollieren.

" Benzol wurde trotz seiner Toxizitat wegen der apsggten Schwingungsstruktur der langstwelligemato
schen Absorptionsbande gewahlt. Eine Gefahrtdurgeisden eingesetzten Mengen nicht zu befiirchten.
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Die HPLC-DAD-Anlage ist regelmallig entsprechend den VorgabgerHdestellers zu war-
ten. In diesem Zusammenhang wird unbedingt eine Wellenlangenkalilgrianechdie Pri-
fung der Lampenenergie des DAD durchgefuhrt.

Die verwendete mobile Phase mul} in ihrer Zusammensetzung konstatdrgeleaben. Bei
jedem Ansatz ist insbesondere der pH-Wert durch pH-Meter gawialt zu kontrollieren
und einzustellen, da die UV-Spektren hiervon erheblich beeinflul3t werden.

3. Probenvorbereitung

Zur Probenvorbereitung werden Methoden der Flussig-flissig- odéphBssnextraktion
sowie der Proteinfallung angewendet. Die Vorschriften sollerodegierbare Ergebnisse bei
hohen Wiederfindungsraten (maoglichst tber 50 %) liefern. Alle Reag@nProbenentnah-
megefalle usw. mussen auf Storsignale geprift werden. Regelmidfigjende matrixbe-
dingte Stoérsignale (korpereigene Substanzen, Faulnis- und Abbauprodo#étsp sveit als
maoglich zu beseitigen, da sie nachzuweisende Analyte tiberdecken kénnten.

Die Suchanalyse sollte ohne Standardzusatze vorgenommen, unufrgtende Uberlage-
rung mit Probenpeaks zu vermeiden.

Bei gezielter Analyse auf haufig nachzuweisende oder zu bestidan#/irkstoffe oder
Wirkstoffgruppen kann zu Beginn der Aufarbeitung ein innerer Standanshdglichst ahnli-

cher chemischer Struktur, (pK-Wert, Lipophilie) aber deutlich soteedlicher Retentions-
zeit zugesetzt werden, der in der urspringlichen Probe nicht vorkommen kann.

4. ldentifizierung von Wirkstoffen und Metaboliten

Die Identifizierung erfolgt durch das UV-Spektrum und die Retertigihbzw. einen davon
abgeleiteten geeigneten Retentionsparameter. Vor Anwendung destr@kssuche mufl3
jeder Peak durch die von der DAD-Software gebotenen Mdoglichkeiteiziabgitlichkeit
Uberpriuft werden. Lasst sich aus einem Peak kein einheitlichédr@pegewinnen oder
besteht an der Einheitlichkeit anderweitig begrindeter Zwedehsss die Analyse gegebe-
nenfalls zur Trennung der Uberlagerten Peaks unter veranderten dg@phischen Bedin-
gungen wiederholt werden. Jedoch kann in bestimmten Fallen zur ilbeniiig auch die
Auswertung des Spektrums in der Peakflanke sinnvoll sein. Zur Quaaantiig kbnnen sol-
che Uberlagerte Peaks aber nur dann herangezogen werden, wenn igmetegepezifische
und ungestorte Wellenlange zur Auswertung existiert.

Wird zur Bibliothekssuche eine kommerziell erhaltliche Spektrenbiitdiobenutzt [2,5], so
ist vorher zu sichern, dal3 die verwendete mobile Phase, insbesonéerpldéNert, mit der
fur die Bibliothek angegebenen Ubereinstimmt. Weiterhin ist an ausgew@dispielen die
Ubereinstimmung der selbst gemessenen Spektren mit den Bikdisgigdtren zu bestatigen.
Es empfiehlt sich, fir haufig vorkommende Substanzen eine eigene $&pakimlung
parallel zu der kommerziell erhaltlichen Bibliothek zu erstellen.

UV-Spektren besitzen eine sehr gute Reproduzierbarkeit. Daloedextfdie Identifizierung

eine vollige Ubereinstimmung des gesamten Proben- und Bibliotheksspskideben einem
hohen Ahnlichkeitsindex (z. B. > 0,998 bei einem Maximalwert von 1,000) des Sumhisrge
ses muss dieses in jedem Fall durch visuelle Kontrolle der Ubedadgpektren vom Unter-
sucher bestatigt werden.

Bei sehr niedriger Konzentration kann das Probenspektrum durch Rauscherenteséimd
Als untere Identifizierungsgrenze kann die Konzentration angesetrelen, bei der das Rau-
schen 10 % der maximalen Extinktion des Spektrums erreicht. 8kestm Rauschen muf3
zur Klarung eine hohere Probenmenge erneut aufgearbeitet werden.
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Als weiteres wichtiges Kriterium muss auch die Retentionsmigtr ein geeigneter anderer
Retentionsparameter mit dem der entsprechenden Referenzsubstanzstibenen. Werden
im Zusammenhang mit der Spektrenbibliothek die dort angegebenen iGtetdaten zur
Identifizierung herangezogen, so ist auf Einhaltung aller dagegebenen chromatographi-
schen Bedingungen (mobile Phase, Temperaturkonstanz, HPLC-[eiiahdtlieRgeschwin-
digkeit, Retentions-Standardsubstanzen) zu achten. Aufgrund von trotzdemnkehden
Analysenbedingungen kann eine gewisse Abweichung der RetentionsZgit(45%) bei
der Substanzsuche toleriert werden. Werden bei der Bibliothekssu@rnkalindieser Tole-
ranz mehrere Substanzen mit hoher spektraler Ahnlichkeit gefurmeny(fur die Entschei-
dung eine direkte Vergleichsmessung der entsprechenden Referemzibstargenommen
werden. Hier kann fir die Identifizierung (unter Beriicksichtiguagnger Konzentrations-
einflisse) eine exakte Ubereinstimmung der Retentionszeitdgefaverden. Werden auch
hierdurch bestehende Zweifel nicht ausgeraumt, so kann auf Ubieneinsty der Retenti-
onszeit in einer zweiten mobilen Phase gepruft werden.

UV-Spektren besitzen je nach spektraler Ausdehnung im erfal3téenléegenbereich und
der Haufigkeit des zugrundeliegenden Chromophors eine unterschiedtieh#itst. Gege-

benenfalls, insbesondere bei Spektren geringerer Spezifitat, sind atatexe unabhangige
Verfahren, insbesondere die GC-MS, zur Bestatigung der Identitat herannuziehe

5. Semiquantitative und quantitative Konzentrationsbestimmungen

Jeder quantifizierte Peak muf3 vorher eindeutig identifiziert sein (Absdhnitir die Quanti-
fizierung wird ein Wellenlangenbereich gewahlt, bei dem eineriseiBereich eines Absorp-
tionsmaximums eine moglichst hohe Empfindlichkeit erreicht wird unigr@nseits stérende
Effekte von koeluierenden Verbindungen ausgeschlossen sind. Bei selleteisuchungs-
fallen vorkommenden Wirkstoffen ist die Erstellung einer quantéatMethode nicht immer
sinnvoll. Hier kann auf die Methode der Standardaddition zurlickgegritedew, die gleich-
zeitig eine individuelle Bertcksichtigung der Matrixeigensmermaoglicht. Die zu unter-
suchende Probe wird bei dieser semiquantitativen Methode in vollchgieéWeise einmal
unverandert und einmal unter Zusatz einer definierten Menge des trmrbesden Wirk-
stoffs aufgearbeitet und gemessen. Der Kalibrierfaktor ergibtas Quotient aus der Zu-
nahme Peakflache und der zugesetzten Konzentration. Die zugdsetzentration soll
dabei etwa der héchsten erwarteten Probenkonzentration entsprechen.

Bei haufig zu bestimmenden Wirkstoffen wird eine Kalibrationskurgéeht. Ist die Linea-

ritat Uber den gemessenen Bereich gegeben (was durch die Gulegkéiambert-Beerschen
Gesetzes in der Regel der Fall ist) und der Achsenabschnitichemd klein kann auch eine
matrixbasierte Einpunktkalibrierung ausreichend sein. Bei kompbzi@robenaufbereitung
und geringeren oder schwankenden Extraktionsausbeuten muss ein geeéitgreien Stan-

dard angewendet werden. Auch bei Verwendung der Proteinfallungaigeen Probenvor-

bereitungsschritt muss die Ausbeute Uberprift werden. Es kann niohtadistch von quan-
titativer Ausbeute ausgegangen werden, da der Wirkstoff in erhehlicinefange mitgefallt

werden kann.

Fur die Methodenvalidierung gelten die allgemein fur quantitativérBesingen herangezo-
genen Kriterien (s. Richtlinie der GTFCh zur Methodenvalidier{@jy zur Bestimmung und
Kontrolle der Wiederfindungsrate, der Linearitat, der Préazision,Rientigkeit sowie der
Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen. Auch im Bereidlladbweisgrenze ist
die Identitat der Substanz durch Spektrenvergleich sicherzustellen.
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