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1. Einleitung

Das Drug-Facilitated-Crime (DFC)-Komitee der Society of Forensic Toxicology (SOFT) hat in
seiner Richtlinie Empfehlungen fiir die Bearbeitung von Féllen im Zusammenhang mit DFC
gegeben. Fiir die Analyse wird Urin als Matrix der Wahl durch das SOFT-DFC-Komitee emp-
fohlen. Dariiber hinaus sind sowohl Wirkstoffe als auch Metabolite — insgesamt mehr als 130
Analyten — gelistet, auf welche bei derartigen Fragestellungen mindestens untersucht werden
soll. Zusétzlich erarbeitete das SOFT-DFC-Komitee Vorschlige fiir die entsprechenden Analyt-
konzentrationen, welche fiir die Matrix Urin als Konzentration im Sinne der Mindestnachweis-
barkeitsgrenze (recommended minimum performance limit, RMPL) zu betrachten sind.

Fiir die Validierung der Analysemethoden sind entsprechende Qualitdtskontrollen (QK) erfor-
derlich, die moglichst alle Analyten in einer Probe enthalten. Das Herstellen von Multi-Analyt-
QK durch Pipettieren von kéduflich erworbenen Einzelsubstanz-Referenzldsungen ist jedoch mit
einem hohen Zeitaufwand und mit hohen Kosten verbunden. Explizite Vorgaben zur Validie-
rung von Methoden fiir die DFC-Analytik werden durch das SOFT-DFC-Komitee nicht ge-
macht. Bei Methoden mit dieser Fragestellung sollten jedoch neben der Selektivitit die Nach-
weisbarkeit der Analyten an den empfohlenen RMPLs im Fokus der Validierung stehen. Durch
den hdufigen Einsatz von fliissigkeitschromatographisch-massenspektrometrischen Methoden
und dem bekannten Phinomen der Matrixeffekte sollte dies in einer mdglichst groBBen Anzahl
von verschiedenen Urinen gegeben sein.

Das Ziel unserer Studie war, den Arbeitsaufwand fiir die Herstellung von Urin-basierten Multi-
Analyt-QK durch die Verwendung kommerzieller Serum-basierter Multi-Analyt-QK zu mini-
mieren. Diese QK wurden fiir die Methodenentwicklung und -validierung verwendet.

2. Methoden

Fiir die Herstellung der Urin-basierten QK wurden einerseits Serum-basierte QK fiir Therapeu-
tisches Drug Monitoring (TDM) (ClinCheck ADD Level 2 Serum, ClinCheck AEP Level 2
Serum, ClinCheck BZP Level 2 Serum, ClinCheck NLP Level 2 Serum, ClinCheck TCA Level
2 Serum) sowie die QK fiir den Nachweis von Drogen (Drug Confirmation Tests (DCT), Level
C Serum) verwendet. Diese wurden wie in Abbildung 1 dargestellt verdiinnt.

Dafiir wurden zunéchst gleiche Volumina der fiinf kommerziellen TDM-QK gemischt (Ver-
diinnung 1:5). Diese wurden weiter mit synthetischem Urin verdiinnt, um eine Verdiinnung von
1:30 zu erreichen (Verdiinnung 1:30). Die DCT-QK wurde im Verhéltnis 1:5 und 1:15 mit syn-
thetischem Urin verdiinnt. Fiir die Betrachtung der durch die individuelle Urinmatrix hervorge-
rufenen Matrixeffekte und damit einhergehend den bestehenden Einfluss auf die Nachweisbar-
keit der Analyten, wurden diese Verdiinnungen mit jeweils 30 authentischen Leerurinen im
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Verhiéltnis 1:10 weiterverdiinnt. In Abbildung 1 ist zusétzlich die finale Verdiinnung sowie der
final enthaltene Urinanteil in den neuen Kontrollen angegeben.
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Herstellung von Urin-basierten Qualitdtskontrollen (QK) aus Serum-
basierten QK (QK TDM und QK DCT) bzw. methanolischer Losung (QK gespikt).

Die Verdiinnungen wurden so gewihlt, dass die Konzentrationen der Analyten mindesten an,
oft jedoch (weit) unterhalb des entsprechenden RMPL lagen.45 Analyten waren nicht durch die
kommerziellen Serumkontrollen abgedeckt. Fiir diese wurde eine methanolische Stammldsung
in einer 10-fach hoheren Konzentration als das RMPL hergestellt und anschlieend ebenfalls
mit den 30 authentischen Leerurinen im Verhiltnis 1:10 verdiinnt. Jede der in authentischem
Leerurin verdiinnten QK-Verdiinnungen wurde mit und ohne vorherige enzymatische Hydro-
lyse und anschlieender Proteinfillung aufgearbeitet und mittels LC-MS/MS analysiert (41
min, C18-Gradientenelution, ESI mit Polaritdtsumschaltung, scheduled MRM).

3. Ergebnisse und Diskussion

Von den 151 in dieser Methode enthaltenen Analyten wurden 148 in jedem der 30 verschiede-
nen Urine an oder unterhalb ihres erforderlichen RMPL sicher nachgewiesen. In Abbildung 2
sind einige Analyten exemplarisch filir den untersuchten Leerurin F4 dargestellt. Nur Valproin-
sdure, Topiramat und Primidon konnten nicht an deren geforderten RMPL nachgewiesen wer-
den. Diese Substanzen waren erst in einer zehnfach hoheren Konzentration nachweisbar.
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Abb. 2. Signalintensitdten fiir Quantifier (blaue Linien) und Qualifier (beige Linien) ausgewéhlter Analyten der 5
verschiedenen QK, hergestellt mit Leerurin F4; RMPL = recommended minimum performance limit, Cox =
Konzentration des Analyten in entsprechender Verdiinnung.
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Bei Auswertung aller Daten zeigte sich jedoch deutlich, dass die Signalflichen der einzelnen
Analyten zwischen den getesteten 30 Leerurinen unterschiedlichen Schwankungen unterliegen.
Fiir eine weitere Betrachtung dieser Schwankungen wurden die Variationskoeffizienten (CV)
tiber die Signalfldchen des jeweiligen Analyten in allen untersuchten 30 gespikten Leerurinen
berechnet. Eine Auswahl an Ergebnissen ist in Tabelle 1 dargestellt. Die nicht schraffierten CV
stellen die Ergebnisse der QK dar, welche fiir die Identifizierung an bzw. moderat unterhalb des
RMPL herangezogen wurden.

Tab. 1. Name der Qualitétskontrolle (QK), finaler Urinanteil, sowie die Schwankung (CV in %) der Peakfldchen
ausgewiahlter Analyten in diesen QK iiber 30 untersuchte Urinproben; nicht schraffierte Kéastchen zeigen die
Ergebnisse der QK, welche fiir die Identifizierung an bzw. moderat unterhalb des RMPL herangezogen wurden,
schraffierte Késtchen zeigen zusitzliche Ergebnisse.
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Es zeigte sich, dass die Signale fiir einige Analyten, z. B. Amitriptylin und Clozapin, moderate,
fiir andere Analyten, z. B. Morphin, Methadon und Buprenorphin, deutlich héhere Schwankun-
gen aufwiesen. Dies war jedoch, unter Beriicksichtigung aller Ergebnisse, unabhidngig davon,
ob die QK durch Verdiinnung der Serum-basierten Kontrolle oder durch Spiken von methanoli-
scher Losung hergestellt wurde, sodass diese Beobachtung unabhingig von der QK-Herstel-
lungsmethode erschien. Es ist deshalb eine Analytenabhingigkeit zu diskutieren.

Durch die sequenzielle Verdiinnung der Proben konnten auch die Daten von hoheren Konzentra-
tionen bzw. Konzentrationen weit unterhalb des RMPL betrachtet werden (schraffierte Daten).
Dabei zeigten sich fiir die individuellen Analyten bei der jeweils hoheren Konzentration (meist)
geringere Schwankungen. Bei niedrigeren Konzentrationen waren die Schwankungen hingegen
oft grofer. Somit ist auch von einer Konzentrationsabhingkeit auszugehen.

Um einen Einfluss des Urinanteils zu untersuchen, wurden die CV der zugesetzten internen
Standards betrachtet, welche in allen QK die gleiche Konzentration aufweisen. Die ermittelten
Schwankungen tiber die Peakflache zeigten auch hier deutliche Analyt-abhéngige Unterschiede.
Differenzen zwischen den CV der Peakfldchen der internen Standards fiir QK gespikt (90 %
Urin, 10 % Methanol) und QK TDM (90 % Urin, 10 % Serum) waren kaum zu beobachten.
Jedoch war ein Trend zu erkennen, dass bei einigen internen Standards mit steigendem Urin-
anteil auch hohere CV der internen Standard-Peakflédchen zu beobachten waren. Somit scheint
der verbleibende Serumanteil, zwischen 10 % und 0,06 %, in den in Urin verdiinnten QKs ver-
nachléssigbar zu sein.
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Der Nachweis von 148 von 151 Analyten zeigt trotz erheblicher Schwankungen der Signal-
intensitdten zwischen den 30 Urinproben, dass keine den Nachweis relevant beeinflussende
Matrixeffekte in dieser Methode vorlagen. Die iibrigen drei Antiepileptika konnten ebenfalls
empfindlich nachgewiesen werden, wenn auch nicht so niedrig wie die zugehorigen RMPL.

Diese Daten zeigen, wie wichtig es ist, eine neue Methode zu validieren und extensiv zu charak-
terisieren. Insbesondere bei Anwendungen wie der hier diskutierten sollte dies mit einer Vielzahl
von unterschiedlichen Urinen durchgefiihrt werden.

4. Schlussfolgerung

Der beschriebene methodische Ansatz hat gezeigt, dass ein Matrixwechsel von Serum-basierten
QK durch intensive Verdiinnung mit Urin fiir die Herstellung von Urin-basierten QKs moglich
ist. Die Details und weitere Aspekte sind fiir ein Peer-Review- Artikel geplant.
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