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1 Einleitung

1 Einleitung

Als Forensik wird die Wissenschaft von der interdisziplindren Anwendung sowie Weiterent-
wicklung naturwissenschaftlicher und/oder technischer Erkenntnisse und Methoden bei der
Aufklarung und Verhiitung von Verbrechen bezeichnet'. Die Forensik, auch als Kriminaltech-
nik bezeichnet, wird dabei in verschiedene Fachgebiete, wie z.B. Ballistik, Schriftanalyse und
Toxikologie unterteilt?.

Im Bereich der Forensik haben Schnelluntersuchungstechniken einen hohen Stellenwert, da
vor Ort, z.B. bei der Tatortarbeit in illegalen Arbeiten, oftmals schnelle und belastbare Unter-
suchungsergebnisse fiir Entscheidungen benétigt werden. Im Bereich der Vor-Ort-Analytik
von Rauschgiftproben bei Sicherstellungen wird hauptsachlich auf Schnelltestkits zuriickge-
griffen. Dabei handelt es sich um Reagenzgemische, die nach Zugabe des Untersuchungsma-
terials Farbverdnderungen auf Grund chemischer Reaktionen zeigen. Uber die Veranderung
der Farbe und entsprechende Farbskalen kann eine Aussage Uber die in den Untersu-
chungsmaterialien vorkommenden Substanzklassen getroffen werden. Weitere gebrauchli-
che, mobil einsetzbare Schnelluntersuchungstechniken sind die Fourier-Transform-
Infrarotspektroskopie (FT-IR), die es ermdglicht, Gber den Vergleich mit Referenzspektren
Substanzen zu identifizieren® und die lonenmobilitatsspektrometrie (IMS), mit der Rausch-
drogen4 und Explosivstoffe5 im Spurenbereich detektiert werden kdnnen.

Fiir die Erlangung von gerichtsfesten Ergebnissen reichen einfache Untersuchungen mit den
gangigen Schnelluntersuchungstechniken nicht aus, da bedeutende wissenschaftliche Dach-
verbdande im Bereich der Kriminaltechnik, wie die SWGDRUG (Scientific Working Group for
the Analysis of Seized Drugs), empfehlen, sichergestellte Materialen oder Spuren mit min-
destens zwei unterschiedlichen Methoden zu analysieren, wobei eine Methode mit hohem
Identifizierungspotenzial verwendet werden soll°. Dazu gehéren unter anderem die Kopp-
lung der Gaschromatographie mit der Massenspektrometrie (GC-MS), die Hochleistungsfliis-
sigkeitschromatographie (HPLC) und die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR). Diese Me-
thoden liefern zwar sehr verlassliche und aussagekraftige Ergebnisse, haben aber den Nach-
teil, dass eine aufwendige Probenvorbereitung und eine lange Analysenzeit notwendig sind.
Die im Jahr 2004 von Graham Cooks entwickelte, neuartige lonisierungstechnik fiir die Mas-
senspektrometrie, Desorptions-Elektrospray-lonisierungs-Massenspektrometrie (DESI-MS)’,
besitzt hingegen ein hohes Potential fiir die direkte massenspektrometrische Untersuchung

von forensisch relevanten Materialien®®, was die Nachteile der géngigen Kopplungen von



1 Einleitung

der Massenspektrometrie und chromatographischen Methoden (Probenvorbereitung und
lange Analysezeiten) unter Beibehaltung des hohen Identifizierungspotenzials, nivelliert. In
den nachfolgenden Jahren sind weitere direkt-massenspektrometrische Techniken (z.B.
DART, EASI) entwickelt worden, so dass heute eine Vielzahl solcher Untersuchungsmaoglich-
keiten zur Verfligung stehen.

Neben der Identifizierung von Substanzen spielt die Quantifizierung in der Kriminaltechnik
eine wichtige Rolle. Die Information Uber die Konzentration bzw. den Gehalt einer Substanz
wird unter anderem fir die Festlegung des Strafmales bendétigt. Ein weiterer Bereich, in
dem quantitative Ergebnisse eine Rolle spielen ist das Profiling sichergestellter Rauschgift-
proben. Dabei handelt es sich um einen Vergleich von dhnlichen Materialien, bei dem fest-
gestellt werden soll, ob die Materialien aus der gleichen Quelle (z.B. Syntheseprozess)
stammen, oder ob sonstige Bezlige zwischen den Materialien bestehen. Um diese Beziige
zwischen unterschiedlichen Materialien herstellen zu kdénnen, ist es notwendig, die einzel-
nen Materialien moglichst genau zu charakterisieren, wozu die Quantifizierung von Einzelbe-
standteilen (z.B. Spurenverunreinigungen) der Materialien unerlasslich ist. Fiir die Gewin-
nung von quantitativen Informationen werden in der Kriminaltechnik am haufigsten die Gas-
chromatographie und die Flissigkeitschromatographie eingesetzt, aber auch die NMR-
Technik findet in diesem Bereich zunehmend Anwendung™.

Neben klassischen Aufgabenbereichen in den kriminaltechnischen Fachgebieten, wie z.B. der
Schusswaffenidentifizierung in der Ballistik und der Quantifizierung von klassischen Rausch-
giften wie z.B. Cocain in der Toxikologie, ergeben sich auch immer neue analytische Frage-
stellungen durch neu auftretende Deliktphanomene. Dazu gehéren zum Beispiel die Berei-
che der Arzneimittelfdlschungen und der sogenannten Krdutermischungen (,Spice”-
Phanomen), die beide erst durch das Internet ihre heutige Bedeutung erlangen konnten. Bei
,Spice” handelt es sich um Krautermischungen, die als harmlose Raucherware deklariert
sind, denen aber vollsynthetische Wirkstoffe zugesetzt wurden, die bei Konsum eine canna-
bisdhnliche Wirkung im menschlichen Korper hervorrufen. Erstmals wurde dieses Phdnomen
in Deutschland im Jahre 2008 beobachtet und von einem Medienhype begleitet™'. Bis Ende
2012 wurden seitdem in Europa 236 neuauftretende synthetische Wirkstoffe aus unter-
schiedlichen Substanzklassen (z.B. Cathinone, Piperazine und synthetische Cannabimimetika)
gemeldet (14 bis Ende 2005)*2, von denen allein im Jahr 2012 dreiRig in Krautermischungen

nachgewiesen wurden®®. Durch diese hohe Anzahl an vorkommenden Substanzen und durch
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das Auftauchen von immer neuen, unbekannten Substanzen wird die forensisch-
toxikologische Analytik vor groRe Herausforderungen gestellt. Gerade im Bereich der
Schnelldetektion bereitet die Analyse von Krautermischungen Probleme, da durch die Ver-
wendung potenter Wirkstoffe in vergleichsweise geringer Konzentration in diesen Produkten
eine Analyse mit Schnelltestkits nicht oder nur eingeschrankt moglich ist. In einer vorherigen
Arbeit® konnten erste Losungsansatze fir die schnelle und sichere Identifizierung von Wirk-
stoffen in Krdutermischungen erarbeitet werden, allerdings wurde nicht vollstandig auf eine
Probenvorbereitung verzichtet. Auch fir den zunehmend Bedeutung erlangenden Bereich
der Untersuchung von Arzneimittelfdalschungen ist eine funktionierende Schnellanalytik not-
wendig, da hier haufig ein belastbares und dokumentiertes Untersuchungsergebnis inner-
halb weniger Tage vorliegen muss (insbesondere bei sichergestellten Waren im Transit, z.B.
auf Flughafen), da ansonsten Schadenersatzforderungen entstehen kénnen.

Auch durch den Gesetzgeber werden der Kriminalpolizei und somit auch der Kriminaltechnik
immer wieder neue Aufgabenfelder zugeteilt. So wurden 2007 durch die Anderung des Arz-
neimittelgesetzes und die Einflihrung der Dopingmittelmengenverordnung (DmMV) Grenz-
werte flr den Besitz von Dopingsubstanzen festgelegt, wodurch eine quantitative Analyse
von Dopingpraparaten notwendig wurde. Da im Breiten- und teilweise auch im Spitzensport
Substanzen aus der Gruppe der androgenen anabolen Steroide am haufigsten zu Doping-
zwecken missbraucht werden, ist es fiir die Kriminaltechnik wichtig, quantitative Informatio-

nen flr diese Substanzklasse ermitteln zu kénnen.
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Die Analyse von androgenen anabolen Steroiden ist fiir die Kriminaltechnik eine Herausfor-
derung, da die am weitesten verbreitete Applikationsform aus in Speisedlen geldsten Steroi-
den besteht (Depotzubereitungen fir die intramuskulare Injektion). Dennoch existieren be-
reits seit 1966 erste Verfahren fiir die Identifizierung und Quantifizierung von anabolen Ste-
roiden in dligen Zubereitungen. Dabei handelte es sich um quantitative Diinnschichtchroma-
tographie (DC)-Verfahren, bei denen die erhaltenen DC-Flecken ausgekratzt und nach weite-

1415 Der Vorteil dieser Verfah-

rer Aufarbeitung in einem Spektrometer quantifiziert wurden
ren ist die Abtrennung der 6ligen Matrix auf der DC-Platte, da diese nach der Analyse ent-
sorgt wird und somit keine Kontaminationsgefahr des Trennsystems besteht. Erst in den
90er Jahren wurden weitere Untersuchungsverfahren zum Quantifizieren von anabolen Ste-
roiden in oOligen Zubereitungen veroffentlicht. Statt DC-Verfahren wurden Mizellare-
Elektrokinetische-Kapillarchromatographie (MEKC)- und Hochleistungsfliissigkeitschromato-

1817 Allerdings wurden die Verfahren vor allem fir die

graphie (HPLC)-Verfahren verwendet
Analyse von Tabletten und Losungen entwickelt. Fir die Analyse von 6ligen Zubereitungen
empfehlen Meyers et al. die einmalige Extraktion mit 100 mL Methanol, fiir die sie Wieder-
findungsraten von grofRer als 95% angeben. Walters et al. weisen darauf hin, dass mittels
wiederholter Extraktion der oligen Zubereitungen mit Methanol Wiederfindungsraten von
100% erreicht werden konnen. In einer Monographie ,Testosterone and Esters” der
SWGDRUG wurde 2005 eine letzte aktualisierte Version fiir die Vorgehensweise bei der Ana-
lytik von Testosteron und Testosteronestern veroffentlicht, die zwar quantitative Analysen-
verfahren beschreibt aber einschrankt, dass diese nicht mit 6ligen Zubereitungen getestet
wurden®®. In Abgrenzung zu diesen bisher durchgefiihrten Arbeiten sollten im Rahmen der
vorliegenden Dissertation Verfahren entwickelt werden, um die quantitativen Informationen
Uber jede einzelne Esterform in 6ligen Matrices zu erhalten. Zu diesem Zweck werden Mog-
lichkeiten untersucht, die 6lige Matrix vollstandig zu entfernen um somit neben der Quanti-
fizierung der Esterformen (Gewinnung von Profilinginformationen) auch die Kopplung der
Trenntechniken mit einem Massenspektrometer zu ermoglichen. Ein besonderes Augenmerk
wird dabei auf das bendétigte Losemittelvolumen gelegt, da eine Extraktion einer Untersu-
chungsprobe mit 100 mL Methanol zu einem nicht tolerierbaren Verbrauch an Losemittel
fliihren wiirde. Alternativ wird die Verwendung einer monolithischen Saule ohne vorherige

Abtrennung der oligen Matrix getestet.
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Fiir die massenspektrometrische Analyse von Arzneimitteln war es, bis zur Entwicklung von
Techniken zur direkten Massenspektrometrie, immer notwendig, diese in eine geléste Form
zu Uberfiihren. Mit der Etablierung der direkten Massenspektrometrie wurden vereinzelte
Untersuchungen zur Eignung der DESI-MS fir die Analyse von unterschiedlichen Arzneimit-
telformen durchgefiihrt. So wurden 2006 von Leuthold et al. verschiedene Ecstasytabletten
mittels DESI-MS untersucht'®. Cooks und Mitarbeiter beschrieben 2005 und 2007 ebenfalls
die Anwendung der DESI-Technik fir die Untersuchung von Tabletten, wobei als Untersu-
chungsobjekte originale Arzneimittel verwendet und im positiven wie auch im negativen

2021 Ephenfalls im Jahr 2007 wurden von Ratcliffe et al. DESI-

lonenmodus analysiert wurden
MS Messungen an beschichteten Tabletten durchgefiihrt, allerdings wurde die Beschichtung
vor den Analysen mit einem Skalpell entfernt®”. Fiir die Analyse von Arzneimitteln in Pulver-
form wurde im Jahr 2009 eine Vorgehensweise von Kauppila und Mitarbeitern vorgestellt.
Diese beschrankte sich allerdings nur darauf, die pulvrigen Proben in Losung zu Uberfiihren
und diese nach Eintrocknung mittels DESI-MS zu untersuchen®. Anhand dieser Arbeiten ist
zu erkennen, dass zwar vereinzelt DESI-MS Experimente an Tabletten durchgefiihrt wurden,
bisher aber keine Untersuchungen zu der Eignung der DESI-MS zur Direktanalytik beschichte-
ter Tabletten und Steckkapseln vorhanden sind. Fir die Analyse von pulvrigen Arzneimitteln
wurde zwar eine Vorgehensweise veroffentlicht, allerdings kommt diese nicht ohne eine
Probenvorbereitung aus. Aus diesen genannten Griinden werden in dieser Arbeit Verfahren
entwickelt, um Steckkapseln, Pulver und beschichtete Tabletten direkt mittels DESI-MS zu
analysieren.

Im Bereich der synthetischen Cannabimimetika wurden seit dem Auftauchen dieser Substan-
zen in ,Spice-Produkten’ viele Forschungsarbeiten durchgefiihrt. Diese konzentrierten sich
vor allem auf den Konsumnachweis in Kérperfliissigkeiten und Haaren, weswegen neben der
Erarbeitung von Analysenverfahren die Aufklarung des Metabolismus von synthetischen
Cannabimimetika im Vordergrund stand. Heutzutage existieren deshalb quantitative Analy-
senverfahren fir die Bestimmung von synthetischen Cannabimimetika und deren Metaboli-

ten in menschlichem Plasma?*%>2¢

. In dem fiir die Kriminaltechnik wichtigen Bereich der Ma-
terialanalytik wurden jedoch keine Forschungsarbeiten durchgefiihrt. Aus diesem Grund
sollte in dieser Arbeit ein schnelles und flexibles quantitatives UHPLC-DAD-MS Verfahren fir
die Untersuchung von synthetischen Cannabimimetika in ,Spice‘-Produkten entwickelt wer-

den. Dabei liegt das Hauptaugenmerk auf der notwendigen Probenvorbereitung und auf der
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Anwendung des Analysenverfahrens fir die Untersuchung der Wirkstoffverteilung, um so
Vergleiche zwischen unterschiedlichen Krautermischungen zu erméglichen und um Hinweise
auf den Herstellungsprozess von Krautermischungen erhalten zu kdnnen. Fir die schnelle
und eindeutige Identifizierung der synthetischen Cannabimimetika in ,Spice‘-Produkten soll-
te ein direkt-massenspektrometrisches Verfahren fiir die Untersuchung von Krautermi-
schungen entwickelt werden.

Die DESI-Technik ist, aufgrund ihrer Ahnlichkeit zur ESI-Technik, vor allem fiir die lonisierung
von polaren Substanzen geeignet27. Im Bereich der forensisch-toxikologischen Materialanaly-
tik kommen aber auch unpolare Substanzen als Untersuchungsgegenstand vor (z.B. ver-
schiedene Steroide). Eine Technik, die sich fir die lonisierung von unpolaren Substanzen
eignet ist die atmospheric pressure chemical ionization (APCI)-Technik®’. Aus diesem Grund
sollte die Direct Probe-Technik als direkt-massenspektrometrische Technik, die auf der APCI-
Technik beruht, mit der DESI-Technik verglichen werden. In diesem Zusammenhang wird
weiterhin untersucht, welcher Einfluss auf DESI-MS-Analysenergebnisse durch die Verwen-

dung von unterschiedlichen Massenspektrometern besteht.
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3.1 Rauschdrogen

Unter dem Begriff Rauschdrogen wird eine Vielzahl von Stoffen und Verbindungen zusam-
mengefasst, weswegen eine genaue Definition des Begriffes schwierig ist. Eine Moglichkeit
besteht in der folgenden: Rauschdrogen enthalten Wirkstoffe, die im menschlichen Kérper
eine psychotrope Wirkung hervorrufen.

Im Allgemeinen werden Rauschdrogen in die Gruppen der klassischen, der biogenen und der
Designer-Drogen eingeteilt, wobei jede dieser Gruppen in weitere Untergruppen eingeteilt

wird.

3.1.1 Klassische Rauschdrogen

Zu der Gruppe der klassischen Rauschdrogen gehoren die Substanzen, die den Grofteil (ca.
90%) des Rauschgiftmarkts ausmachen. Dies sind: Opiate (insbesondere Heroin), Cocain,
Cannabisprodukte (Marihuana, Haschisch) und synthetische Drogen, wie Substanzen des
Amfetamintyps (ATS, ampehetamine-type stimulant) die unteranderem in Ecstasytabletten
vorkommen.

Der Handel und der Besitz dieser klassischen Rauschgifte sind durch das Betaubungsmittel-
gesetz (BtMG) weitgehend eingeschrankt, da es sich um Betdubungsmittel der Anlage | bzw.
Anlage Il des BtMG handelt. Allgemein zdhlen alle Wirkstoffe, die in den Anlagen des BtMG
aufgefihrt sind, als Betdubungsmittel und unterliegen besonderen Auflagen, welche sich
nach der unterschiedlichen Anlage, in der ein Wirkstoff aufgefiihrt ist, richtet.

- In Anlage lll sind die verkehrsféihigen und verschreibungsféhigen Betaubungsmittel
gelistet. Darunter zahlen Wirkstoffe wie z.B. Morphin.

- In Anlage Il sind die verkehrsféihigen, aber nicht verschreibungsféhigen Betaubungs-
mittel gelistet. In diese Kategorie fallen z.B. Designer-Drogen (JHW-018, JWH-210
etc.) und Vorlaufersubstanzen, die fir die Synthese von Arzneimitteln bendtigt wer-
den.

- In Anlage I sind die nicht verkehrsfidhigen Betaubungsmittel aufgefiihrt. Dies sind
Substanzen, die keinem anderen Zweck, aulRer illegal als Rauschgift konsumiert zu

werden, dienen.
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Im BtMG §29 Absatz 1 Satz 1 Nr. 3 heil3t es: ,Mit Freiheitsstrafen bis zu 5 Jahren oder mit
Geldstrafe wird bestraft wer Betaubungsmittel besitzt, ohne zugleich im Besitz einer schrift-
lichen Erlaubnis fiir den Erwerb zu sein”, dadurch liegt fir Betdubungsmittel eine Besitz-
strafbarkeit vor. Eine Genehmigung fiir den Erwerb erfolgt durch die Bundesopiumstelle
(BOPST) des Bundesinstituts fiir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM), das zum Ge-
schaftsbereich des Bundesgesundheitsministeriums (BMG) zugeordnet ist. Zu diesen Ge-
nehmigungen gehdren unteranderem Betdubungsmittelrezepte fiir Substanzen aus der An-
lage Il sowie Umgangsgenehmigungen fiir Forschungseinrichtungen und Laboratorien (es
kdnnen fiir Substanzen aus allen drei Anlagen Umgangsgenehmigungen erteilt werden). Im
BtMG §29 Absatz 3 ist die besondere Schwere eines VerstoRes gegen das BtMG definiert.
Unter anderem zahlt dazu der gewerbsmaRige illegale Handel mit Betdubungsmitteln. Als
Unterscheidungskriterium zwischen Eigenkonsum und illegalem gewerbsmaRigem Handel
wird die sogenannte ,Nicht geringe Menge” verwendet. Dabei handelt es sich um Schwel-
lenwerte die vom Bundesgerichtshof (BGH) in Musterstrafverfahren festgelegt werden.
Ubersteigt die bei einem Verdichtigten gefundene Menge die Nicht geringe Menge wird
davon ausgegangen, dass dieser mit der Substanz gewerbsmaRigen Handel treibt, wodurch
ein hoheres Strafmald angelegt wird. Dadurch, dass die Nicht geringe Menge nicht im BtMG
erfasst ist, ist sie fir Richter nicht bindend. Gerade bei einer nur knappen Uberschreitung
wird nicht zwangslaufig die besondere Schwere des VerstoBes festgestellt. Bei x-facher
Uberschreitung wird das resultierende StrafmaR aber unter anderem an dem Faktor X fest-

gemacht.

3.1.2 Biogene Drogen

Biogene Drogen sind Substanzen oder Produkte, die primar aus Pflanzen oder Tieren gewon-
nen wurden. Einfache chemische oder physikalische Veranderungs- und Umwandlungspro-
zesse (z.B. Trocknung und Filterung) dirfen dabei vorgenommen werden. Es findet jedoch
keine komplexe Umwandlung oder chemische Vollsynthese statt. Bekannte biogene Drogen
sind Khat (Catha edulis) und sogenannte Zauberpilze (magic mushrooms), z.B. Stropharia
cubensis. Bei biogenen Drogen ist im Gegensatz zu anderen Rauschdrogen keine Besitzstraf-
barkeit vorhanden, da neben dem Besitz eine Missbrauchabsicht erkennbar sein muss. Aus

diesem Grund ist es flr Kakteenziichter erlaubt einen Peyotekaktus (Lophophora williamsii)



3 Theorie — Rauschdrogen

zu besitzen, obwohl dieser das Betaubungsmittel Mescalin enthalt, welches der Anlage | des

BtMG unterstellt ist.

3.1.3 Designer-Drogen

Designer-Drogen sind Substanzen, die durch eine Veranderung der Molekularstruktur einer-
seits optimiert (psychotrop) wirken sollen, andererseits mit dem expliziten Ziel der Umge-
hung des Betdubungsmittelgesetzes hergestellt werden. Erst mit der gesetzlichen Erfassung
im BtMG werden (dann vormalige Designe- Drogen) zu Betdaubungsmitteln (z.B. MDMA). Zu
diesem Zweck werden unter anderem die Verpackungen und auch die Darreichungsform der
Designer-Drogen auf die entsprechende Zielgruppe abgestimmt.

So existieren Gelatinekapseln, die von ihrer Aufmachung den Eindruck erwecken es handele
sich um biogene Drogen und auch als Herbal Ecstasy verkauft werden, die allerdings vollsyn-
thetische Wirkstoffe (die oft/zunachst nicht dem BtMG unterliegen) enthalten. Durch die
Verwendung von Steckkapseln wird den Konsumenten die orale Aufnahme nahegelegt. Die
Moglichkeit der Aufnahme des Herbal Ecstasy durch oralen Konsum ist wichtig, da mit die-
sen Produkten klassische Ecstasy-Tabletten ersetzt werden sollen, die ebenfalls oral konsu-
miert werden. Innerhalb der Steckkapseln befindet sich meist gemahlenes Krautermaterial,
dass mit synthetischen Wirkstoffen vermischt wurde. In Abbildung 1 sind exemplarisch zwei

Herbal Ecstasy Produkte abgebildet.

Have You Tried Them All?

ERE

Abbildung 1: Verpcku.ng und in'der Packung enthaltene Steckkapseln der Herbal Ecstasy Produkte
x4 Ecstasy (oben) und Speedos (unten).
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In den ersten Herbal Ecstasy Produkten kamen als Wirkstoffe Ephedra und Coffein vor. Diese
Wirkstoffkombination sollte der Wirkung fiir die Konsumenten, die durch den in Ecstasy-
Tabletten verwendeten Wirkstoff MDMA hervorgerufen wird, entsprechen. MDMA zdhlt
dabei zu der Gruppe der Entactoene. Dabei handelt es sich um Substanzen unter deren Ein-
fluss die eigenen Emotionen intensiver wahrgenommen werden. Heute kommen hauptsach-
lich Substanzen aus der Gruppe der Piperazine als Wirkstoffe in Herbal Ecstasy Produkten
vor, die urspriinglich nicht den Anlagen des BtMG unterstellt waren. Flir den Gesetzgeber
besteht zwar die Moglichkeit tber Eilverordnungen Wirkstoffe in das BtMG aufzunehmen,
allerdings tauchen meistens direkt nach der Aufnahme in die Anlagen des BtMG neue, nicht
unterstellte Piperazine auf. Eilverordnungen sind nur ein Jahr giiltig und innerhalb dieses
Zeitraums muss eine Regelunterstellung erfolgen, da die Substanzen ansonsten nach Ablauf
des Jahres automatisch nicht mehr als Betaubungsmittel gelten.

Wirkstoffe die nicht durch das BtMG erfasst werden, aber eine Veranderung im mensch-
lichen Korper hervorrufen bendétigen laut § 2 des Arzneimittelgesetz (AMG) einer Genehmi-
gung. Weiterhin ist der Handel mit bedenklichen Arzneimitteln nach § 5 des AMG verboten.
Als bedenklich werden dabei Arzneimittel eingestuft, die eine schadliche Wirkung auf den
menschlichen Kérper haben, die liber ein vertretbares MaR hinausgeht. Nach diesen Defini-
tionen ist der Handel von Designer-Drogen, die Wirkstoffe enthalten, die nicht dem BtMG
unterstellt sind, verboten. Das Verbot richtet sich dabei aber ausschlie8lich auf den Handel
und nicht auf den Besitz. Aus diesem Grund wird fiir Designer-Drogen auch haufig der Begriff
Legal High verwendet, der die suggerierte Legalitat dieser Produkte wiederspiegeln soll.
Neben den Herbal Ecstasy Produkten, die als Ersatz von Ecstasy-Tabletten designt wurden,
sind in den letzten Jahren vermehrt sogenannte als Badesalze deklarierte Produkte aufge-
taucht. Diese werden als weilles Pulver, das meistens aus einer Zuckerkomponente, Coffein
und den Wirkstoffen besteht, in Ziplock-Tiiten verkauft. Auf der Verpackung werden keine
Wirkstoffe angegeben, sondern nur darauf verwiesen, dass das Produkt nicht zum Konsum
geeignet ist. Dennoch sind in den Produkten psychoaktive Substanzen vorhanden. Allerdings
handelt es sich dabei meistens nicht um Piperazin-Derivate, wie bei den Herbal Ecstasy, son-
dern um Cathinon-Derivate. Durch die Wahl der Darreichungsform (pulvriges Material) und
den zugesetzten Wirkstoffen (Cathinon-Derivate zdhlen wie Amfetamin zu den Stimulanzien)

wurden Badesalze als Ersatz des klassischen Amfetamin designt, bei dem die Aufnahme

10
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durch Schnupfen erfolgt. In Abbildung 2 sind exemplarisch zwei typische Badesalze und de-

ren Verpackung dargestellt.

s,
A

Abbildung 2: Verpackung und Ziplock-Tiite des adesalzes mojo

(oben) und Charge+ (unten).

Designer-Drogen mit dem hochsten Verbreitungsgrad sind aber sogenannte Krauter-
mischungen, die als vermeintlich harmlose Raucherware iber das Internet und in Headshops
vertrieben werden. Diese Produkte werden gezielt als Cannabisersatz designt. Auf den Ver-
packungen wird dabei nur angegeben, dass es sich um Raucherware handelt, die zur Raum-
luftverbesserung dient. In Internetforen wird jedoch berichtet, dass beim Rauchen der Krau-
termischungen cannbisahnliche Effekte auftreten. Beim ersten Auftauchen dieser Legal
Highs bestand auf Seiten der forensischen Analytik zunachst Unklarheit dartiber, ob die be-
rauschende Wirkung beim Konsum auf einzelne der enthaltenen weitgehend unbekannten
Krauter, auf synergetische Wirkeffekte oder auf zugesetzte synthetische Substanzen zuriick-
zuflhren ist, da auf der Verpackung verschiedene Pflanzen als Bestandteil der Krauter-
mischung deklariert waren. Die Verwendung einzelner Pflanzen wie z.B. die als Wild Dagga
oder Lion’s Tail deklarierte Leonotis leonorus, die nach einschlagiger Literatur (z.B. Christian
Ratsch?®) oder Open Source Informationen als Marihuana-Substitut bekannt sind, lieR es
zumindest grundsatzlich denkbar erscheinen, dass die beschriebene cannabisahnliche Wir-
kung der Krautermischungen auf pharmakologisch aktive Inhaltsstoffe dieser Pflanzen zu-
riickzufiihren ist?. In Abbildung 3 ist eine der als zuerst aufgetauchten Kriutermischungs-

tuten abgebildet.
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Abbildung 3: Verpackung und Inhalt einer Krautermischungstiite Spice Diamond.

Ende 2008 wurde dahingehend von einem Frankfurter Pharmaunternehmen eine Studie
veroffentlicht, in der das vollsynthetische Aminoalkylindol JWH-018 in verschiedenen Krau-
termischungen, unter anderem Arctic Synergy, nachgewiesen wurde. Nur einen Monat spa-
ter wurde in einer gemeinsamen Studie des rechtsmedizinischen Instituts des Universitats-
klinikums Freiburg und des Kriminaltechnischen Instituts des Bundeskriminalamtes das ho-
here Homologe CP47,497-Cs des synthetischen, nicht-klassischen Cannabinoids CP47,497 in
Spice und dhnlichen Produkten als Hauptwirkstoff nachgewiesen®®. Durch diese beiden Stu-
dien konnte bewiesen werden, dass die cannabisdahnliche Wirkung der Krautermischungen
aufgrund absichtlich zugesetzter und nicht auf den Verpackungen deklarierten vollsynthe-
tischer Zusatze erzielt wurde. Als Krautermatrix fir die Herstellung von Krautermischungen
wird fast ausschlieRlich das dem Tabak 3hnliche Kraut Damiana (Tumera diffusa)®' verwen-
det. Die Art und Weise, wie die vollsynthetischen Wirkstoffe der Krautermatrix zugesetzt
werden wurde bisher jedoch noch nicht aufgeklart.

Aufgrund der vollsynthetischen Zusatze, bei denen es sich um Substanzen handelt, die noch
nie am Menschen getestet wurden, und der Gefahr die gerade fiir die Zielgruppe der Jugend-
lichen von diesen Produkten ausging, wurden am 19.01.09 durch die Zweiundzwanzigste
Verordnung zur Anderung betédubungsmittelrechtlicher Vorschriften (22. BtMAndV) die Sub-
stanzen JWH-018 und CP47,497-Cs einschlieBlich dreier Homologe gem. §1 Abs. 3 des Betdu-
bungsmittelgesetz (BtMG) per Eilverordnung in die Anlage Il (verkehrsfahige, aber nicht ver-
schreibungsfahige Betdubungsmittel) aufgenommen (Die Regelunterstellung erfolgte mit der
24. BtMAndV).

Seit dem im Jahr2009 intensiv Gber das Phdnomen der sogenannten Legal Highs in den Me-
dien berichtet wurde stieg die Zahl von neuen Designer-Drogen sprunghaft an. Durch diese

Entwicklung konnte schnell festgestellt werden, dass die bisherige Praxis der Aufnahme von
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genau definierten Substanzen in Anlage Il des BtMG nicht ziel fihrend ist, da nach jeder Un-
terstellung neue nicht unterstellte Substanzen auftauchen. Diese Problematik beschrankt
sich nicht nur auf Deutschland sondern ist ein weltweites Problem. Mittlerweile haben einige
europdische Lander auf die Situation reagiert und Gesetzesanderungen erlassen. So wurde in
Osterreich®® ein eigenes Gesetz und in England® eine Erweiterung des dortigen Betdu-
bungsmittelgesetzes fiir Designerdrogen erlassen. Beide Lander definieren in diesen Geset-
zen keine Einzelsubstanzen sondern Substanzgruppen. In Polen wurde sogar ein Gesetz er-
lassen, dass alle Stoffe, die als Ersatz fir eine Droge in Umlauf gebracht werden verbietet®.
In Deutschland wird derzeit Gber den Umgang mit diesem neuen Phdnomen der Designer-
Drogen diskutiert. Bis zu einer Entscheidung werden weiterhin Einzelsubstanzen dem BtMG
unterstellt. Seit 2009 gab es bis dato fiinf weitere BtMANndV (Nr. 23-27) in denen insgesamt
56 neue Designer-Substanzen unterstellt wurden.

Da die unterstellten Substanzen teilweise zu der Gruppe der Cannabinoide gehéren und die-
se fiur die vorliegende Doktorarbeit von grofRer Bedeutung sind, wird im Folgenden eine

Ubersicht dieser Substanzklasse gegeben.

3.1.4 Cannabinoide

Unter dem Begriff Cannabinoide wird eine Vielzahl von strukturell teils sehr unterschied-
lichen Verbindungen zusammengefasst. Diese lassen sich in vier Substanzklassen gliedern: In
die klassischen, die nicht-klassischen und die Endo-Cannabinoide, sowie die Amminoalkyl-
indole, bei denen es sich streng genommen nicht um Cannabinoide handelt, da bei diesen
ein anderes Grundgerist vorliegt. Alle Wirkstoffe aus diesen vier Substanzklassen zeigen
Bindungsaffinitaten zu den Cannabinoid-Rezeptoren 1 und 2 (CNR1 und CNR2, meistens als
CB; und CB2 bezeichnet)®, welche ein Teil des Endocannabinoid-Systems sind. Im Folgenden

werden die vier Unterarten sowie die beiden Cannabinoid-Rezeptoren naher erldutert.

3.1.4.1 Klassische Cannabinoide

Diese  Klasse umfasst Substanzen, die sich  strukturell —unmittelbar von
(-)-Ag-Tetrahydrocannabinol ((-)-Ag-THC), welches der Hauptwirkstoff in Cannabis sativa ist,
ableiten lassen. Weiterhin gehdren die ebenfalls in Cannabis sativa vorkommenden Sub-
stanzen Cannabinol und Cannabidiol, sowie synthetische Analoga wie A%1%.THC und

HU-210 dazu (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Strukturen der Klassischen Cannabinoide: (-)—Ag—Tetrahydrocannabinol 1, Cannabinol 2, Can-
nabidiol 3 und HU-210 4.

3.1.4.2 Nicht-klassische Cannabinoide

Die nicht-klassischen Cannabinoide, die in einigen der Krautermischungen als Hauptwirkstoff
identifiziert werden konnten, wurden nahezu vollstandig in einem Forschungsprogramm,
dem cannabinoid project, von dem Pharmaunternehmen Pfizer entwickelt und sind den
Klassischen Cannabinoiden strukturell nahe verwandt. Einer dieser Wirkstoffe ist das
5-(1,1-Dimethyloctyl)-2-[(1R,3S)-3-hydroxycyclohexyl]-phenol (siehe Abbildung 5), das durch
die Verwendung als vollsynthetischer Wirkstoff in Krautermischungen wie z.B. Spice, heutzu-

tage besser unter der Bezeichnung CP47,497-Cs bekannt ist.

OH
OH OH
OH OH
cp 47,497 cp 47,497-C8 HOJ/CP 55,940
M =318,2 M=332,2 M =376,3

Abbildung 5: Strukturen von drei verschiedenen nicht-klassischen Cannabinoiden.

3.1.4.3 Endocannabinoide

Endocannabinoide sind korpereigene Substanzen, die auf die CB;1- und CB,-Rezeptoren wir-
ken. Das erste Endocannabinoid Anandamid (siehe Abbildung 6) wurde von Mechoulam aus
Schweinehirn isoliert®®. Als gemeinsame Strukturmerkmale weisen die Endocannabinoide ein

ungesattigtes Fettsdureamid auf. Die Cannabinoid-Rezeptoren, zusammen mit den darauf
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wirksamen Agonisten und Antagonisten, den Endocannabinoiden, werden als Endocannabi-
noid-System bezeichnet. Die Endocannabionide sind auBerdem die eigentlichen, vom
menschlichen Kérper entwickelten, Agonisten der Cannabinoid-Rezeptoren.

8]
= = Nﬁ
T ey B

Abbildung 6: Struktur des ersten isolierten Endocannabinoids Anandamid.

OH

3.1.4.4 Cannabimimetika (Aminoalkylindole)

Einige Wirkstoffe aus der Substanzklasse der Aminoalkylindole sind cannabimimetische Ver-
bindungen. Im Gegensatz zu den nicht-klassischen Cannabinoiden weisen die Aminoalkylin-
dole keine rein strukturellen Ahnlichkeiten zu den klassischen Cannabinoiden, oder zu den
Endocannabinoiden auf, besitzen aber dennoch teilweise eine hohe Affinitdt zu den Can-
nabinoid-Rezeptoren. Aus diesem Grund werden bei der Herstellung von Krautermischungen
zumeist hochpotente Aminoalkylindole als psychoaktive Substanzen verwendet.

Die meisten derzeit bekannten Verbindungen wurden erstmals im Rahmen von Studien syn-
thetisiert. Die Namen der jeweiligen Substanzen sind dabei haufig mit dem Studienleiter ver-
knlpft. So wurden die JWH-Verbindungen (z.B. JWH-018, 1-pentyl-3-(1-naphthoyl)indol) von
einer Forschungsgruppe um John W. Huffman an der Clemson Universitdt und die
AM-Verbindungen (z.B. AM-2201, 1-(5-fluropentyl)-3-(1-naphthoyl)indol) von einer For-
schungsgruppe um A. Makriyannis an der Universitdat von Connecticut synthetisiert. Weitere
Verbindungsklassen wurden in Wirkstoffstudien von Pharmaunternehmen hergestellt. Dazu
zdhlen unteranderem die ORG-Verbindungen (z.B. ORG-27569) von der Firma Organon In-
ternational und die ULR-Verbindungen (z.B. ULR-144) von der Firma Abott Laboratories. Ne-
ben den Aminoalkylindolen, die in der Literatur bekannt sind, sind in den letzten Jahren auch
vermehrt nicht literaturbekannte Verbindungen in Krautermischungen nachgewiesen wor-
den. Dazu zdhlt wunteranderem das als APINACA bzw. AKB48 bezeichnete
N-(1-adamantyl)-1-pentyl-1H-indazol-3-carboxamid, das erstmals 2012 in Japan in einer
Krdautermischung nachgewiesen wurde. In Abbildung 7 sind die Strukturen der zuvor genann-
ten Substanzen dargestellt. Hier ist auch deutlich zu erkennen, dass das namensgebende

Indolsystem in allen Substanzen, teilweise in etwas modifizierter Form, auftaucht.
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Abbildung 7: Strukturen unterschiedlicher Aminoalkylindole: 1 JWH-018, 2 AM-2201, 3 ULR-144, 4 APINACA, 5
ORG-27569.

Wie bereits erwahnt besitzen die synthetischen Cannabimimetika sehr unterschiedliche Affi-
nitdten zu den Cannabinoid-Rezeptoren. Um die Affinitdten der unterschiedlichen Can-
nabimimetika zum CB;-Rezeptor unterscheiden zu kdnnen werden die Affinitats-Konstanten
K; verwendet. Diese werden bestimmt, indem die Fahigkeit der zu untersuchenden Substanz,
radioaktiv markiertes WIN-55,212-2 ([3H]WIN—55,212—2) von dessen Bindungsstelle in prapa-
rierten Membranen zu verdrangen, untersucht wird®’. Uber die Kenntnis der K-Werte ist es
moglich eine Einschatzung zu der wahrscheinlichen Wirkpotenz von Cannabinoiden im Ver-
haltnis zu Ag-THC, was einen K; -Wert von 10,2 aufweist, zu treffen. In dem ACMD (Advisory
Council on the Misuse of Drugs) Bericht ,,Consideration of the major cannabinoid agonists”
listet der Autor David Nutt fiir eine Vielzahl von Cannabinoiden und Aminoalkylindolen die
zugehorigen K; —Werte auf. In Tabelle 1 ist fiir eine Auswahl an synthetischen Cannabimime-
tika der zugehorige K; —Wert aufgefiihrt. Wie zu erkennen ist, weist JWH-081 mit einem K; —

Wert von 1,2 eine ungefdahr neunmal héhere Affinitat zu dem CB;-Rezeptor als AS-THC auf.

Tabelle 1: Auflistung der K-Werte von
ausgewahlten Cannabimimetika®®.

Substanz Ki—Wert
JWH-018 2,90
JWH-073 8,90
JWH-081 1,20
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Substanz Ki—Wert
JWH-122 0,69
JWH-210 0,46
JWH-250 11,0
CP47,497 9,54
HU-210 0,06
A°-THC 10,2

3.1.4.5 Cannabinoidrezeptoren CB; und CB:

Die vier zuvor beschriebenen Substanzklassen der Cannabinoide wechselwirken alle auf die
eine oder andere Weise mit den Cannbinoid-Rezeptoren. 1988 beschrieben Devane et al. als
Erste die Existenz eines G-Protein gekoppelten Cannabinoid—Rezeptors39. 1993 wurde ein
zweiter G-Protein gekoppelter Cannabinoid-Rezeptor in Immunzellen gefunden4°. Daraufhin
wurde der Rezeptor, welcher im Zentralennervensystem angesiedelt ist, als CB;-Rezeptor
und der periphere Rezeptor als CB,-Rezeptor bezeichnet. Es konnte ebenfalls geklart wer-
den, dass die psychotrope Wirkung der Cannabinoide tGberwiegend auf die Wechselwirkung
mit dem CB;-Rezeptor zurlick zu fihren ist, was an Mausen getestet wurde, denen CB;
fehlt*'. Die schmerzstillende Wirkung der Cannabinoide kommt hingegen durch Wechselwir-
kungen mit dem peripheren CB,-Rezeptor zustande™.

Wie bereits erwahnt, existieren groe Unterschiede in der Struktur der einzelnen Cannabi-
noide. Somit kénnen die Wechselwirkungen zwischen den Wirkstoffen und den Rezeptoren

. .. .. . . 4344
nicht fiir alle Cannabinoide dieselben sein®*

. So kommt die Wechselwirkung zwischen den
Aminoalkylindolen und den Cannabinoid-Rezeptoren durch aromatic stacking (Wechselwir-
kung zwischen den m-Systemen von Aromaten) zustande®. Bei den klassischen und den
nichtklassichen Cannabinoiden sind hingegen drei Bindungspunkte relevant*®*#%_und
zwar:
- die Alkylseitenkette, eine zu lange oder zu kurze Seitenkette fiihrt zu drastischen Ein-
briichen in der Rezeptoraffinitat
- die phenolische Hydroxylgruppe

- eine Bindungsstelle am zweiten Kohlenstoffring

Der Pyranring hingegen ist flr die Wechselwirkungen nicht von Bedeutung, weswegen bei
den nicht-klassischen Cannabinoiden auf diesen verzichtet werden konnte ohne EinbuRen in

der Rezeptoraffinitat hin.
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3.2 Doping/Arzneimittel

Der Begriff Doping wird heutzutage fiir eine Vielzahl von unterschiedlichen Gebieten ver-
wendet. So wurde in einem Werbespot der Firma Alpecin die Verwendung eines Shampoos
als ,,Doping fiir die Haare” bezeichnet. Unter Verwendung dieser Tatsache kdnnte der Begriff
Doping wie folgt definiert werden: Unter Doping wird die Einnahme von Substanzen oder die
Verwendung von Methoden, die die Leistungsfahigkeit erhéhen, verstanden. Somit um-
schreibt der Begriff Doping nicht nur den Bereich der sportlichen Leistungssteigerung son-
dern auch die Leistungssteigerung in anderen Gebieten, wie zum Beispiel im mentalen Be-
reich. Bei Verwendung der obigen Definition wiirde die Einnahme von Kaffee auch als Do-
ping zahlen, da durch das aufgenommene Coffein eine Leistungssteigerung erreicht wird. Am
haufigsten wird jedoch durch die Verwendung des Begriffes Doping eine nicht erlaubte Leis-
tungssteigerung zum Ausdruck gebracht und ist vor allem mit dem sportlichen Wettkampf
verkniipft. So definiert der Europarat in seinem Ubereinkommen gegen Doping aus dem Jah-
re 1989 in Artikel 2: ,Im Sinne dieses Ubereinkommens bedeutet ,,Doping im Sport” die Ver-
abreichung pharmakologischer Gruppen von Dopingwirkstoffen oder Dopingmethoden an
Sportler und Sportlerinnen oder die Anwendung solcher Wirkstoffe oder Methoden durch
diese Personen”. Der Europarat versteht unter dem Begriff Doping somit nur eine Leistungs-
steigerung die sich auf den sportlichen Bereich bezieht und nicht erlaubt ist. Die World Anti
Doping Agency (WADA) definiert Doping in Artikel 1 ihrer Richtlinien von 2004 ,als Vorliegen
eines oder mehrerer der nachfolgend in Artikel 2.1 bis Artikel 2.8 festgelegten VerstofRe ge-
gen Anti-Doping-Bestimmungen®. In den Artikeln 2.1 bis 2.8 ist unteranderem das Vorhan-
densein eines verbotenen Wirkstoffes, seiner Metabolite oder Marker in den Koérpergewebs-
oder Korperflissigkeitsproben eines Athleten als VerstoRR gegen Anti-Doping-Bestimmungen
definiert. Wirkstoffe deren Verwendung die WADA als Doping definiert sind in der Verbots-
liste der WADA aufgefiihrt. In dieser Liste sind die Substanzen entsprechend ihrer Wirkung in
Gruppen zusammengefasst. Unteranderem handelt es sich dabei um Hormone, Wachstums-
faktoren, Beta-2 Agonisten, Diuretika und vor allem anabole androgene Steroide (AAS, ana-

bolic androgenic steroids).
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3.2.1 Anabole androgene Steroide

Statt der korrekten Bezeichnung ,,anabole androgene Steroide” wird haufig nur von ,,anabo-
len Steroiden” gesprochen. Damit wird gleichzeitig auch dem Wunsch Ausdruck verliehen
die anabole Wirkung von der androgenen abzukoppeln. Bis heute ist es bei allen Neuent-
wicklungen im Bereich der anabolen androgenen Steroide jedoch nicht gelungen eine rein
anabole Wirkung zu erzielen. Es konnten allerdings Substanzen entwickelt werden, die vor-
wiegend anabole Eigenschaften mit nur geringer androgener Komponente aufweisen (z.B.
Nandrolonundecanoat, Oxandrolon, Methandrostenolon etc.)5°. Unter der anabolen Wir-
kung versteht man den Einfluss von z.B. Testosteron auf den EiweiRstoffwechsel im mensch-
lichen Korper, durch den unteranderem der Aufbau der kontraktilen Proteine Aktin und My-
osin in der Muskulatur gesteigert wird. Dieser Effekt wird durch gleichzeitiges, intensives
Muskeltraining noch verstarkt und ist der von Sportlern gewiinschte Effekt, da dadurch eine
QuerschnittsvergroBerung der Myofibrillen und somit der Muskelfasern erreicht wird, was
zu einer Erhéhung der Maximalkraft des Muskels fiihrt. Unter der androgenen Wirkung ver-
steht man vor allem den Einfluss auf die inneren und duBeren Geschlechtsmerkmale sowie
auf den korpereigenen Hormonhaushalt. Haufig auftretende Nebenwirkungen bei der Ein-
nahme von AAS sind deswegen Gynecomastie, Hodenatrophie, Cardiomyopathie und
Thrombose.

In den letzten Jahrzehnten wurden vor allem Substanzen aus der Gruppe der anabolen Ste-
roide zu Dopingzwecken verwendet. So zeigten verschiedene Studien in Europa, dass 15-20%

. . . . 1,51
aller Fitness-Studio-Besucher anabole Steroide konsumieren®>*°

. Das entspricht in Deutsch-
land einer Zahl von ungefahr einer Millionen? Konsumenten.
Anabole Steroide werden von den Konsumenten lber drei verschiedene Hauptrouten bezo-
gen.
- illegale Verschreibung oder Weitergabe/Abgabe von legalen Arzneimitteln von Medi-
zinern und Apothekern

- Bezug liber das Internet

- Schwarzmarkt

Der Bezugsweg Uiber Mediziner und Apotheker ist nicht, wie zu erwarten, zu vernachlassigen
sondern hat einen erheblichen Anteil an der Dopingmittelversorgung der Konsumenten. So

zeigten Studien von Laure und Peters, dass in GroBbritannien 61% der Studienteilnehmer an
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354 |n Deutschland

gaben Dopingmittel von ihren Arzten verschrieben bekommen zu haben
liegt der Anteil laut einer Studie von Striegel bei 25%°. Uber das Internet besteht ein einfa-
cher und diskreter Zugang zu Dopingmitteln weswegen vielfaltige professionelle Webseiten
betrieben werden auf denen verschiedenste Dopingmittel vertrieben werden. Gerade die-
sem Vertriebsweg ist polizeilich schwer entgegenzuwirken da die Server meist im Ausland
angesiedelt sind und die Dopingmittel als Postsendungen im normalen Warenverkehr nur
schwer zu identifizieren sind. Als Schwarzmarkt ist vor allem der Vertrieb von Dealern in Fit-
nessstudios anzusehen. Auf diesem so wie auch im Internet werden neben original Arznei-
mitteln auch Falschungen sowie selbstgemachte Produkte vertrieben.

Testosteron kann als eine der am haufigsten verwendeten Dopingsubstanz angesehen wer-
den. So wurden allein im Zeitraum 2003-2005 mehr als 900 positive Dopingtests an die
WADA gemeldet™. Allerdings ist Testosteron bei oralem Konsum kaum wirksam, da es zu
einem hohen Grad in der Leber metabolisiert (hoher first-pass-effekt) und ausgeschieden
wird. Aus diesem Grund wird Testosteron haufig in Form von transdermalen Pflastern und
Gelen verabreicht. Durch diese Applikationsform von Testosteron als Dopingsubstanz wird
jedoch nur ein kurzfristiger Effekt erzielt, weswegen eine hadufige Aufnahme von Testos-
teron, Gber einen langeren Zeitraum, erforderlich ist. Aus diesem Grund wird Testosteron
meistens in einer esterfizierten Form aufgenommen. Die Testosteronester wirken dabei als
ein Depot, da sie selbst keine anabole Wirkung besitzen, aber durch Metabolismus in anabol
wirksames Testosteron umgewandelt werden. Die Depotwirkung nimmt dabei mit steigen-
der Alkylseitenkettenlange zu. Testosteron- und andere anabole Steroidester werden fiir die
Humanapplikation in Ol (z.B. Rapsél, Erdnussél) geldst und als intramuskuldre Injektion ver-
abreicht, wodurch sich besondere Anforderungen an die Analytik ergeben (siehe unten).

Eine weitere Moglichkeit den Abbau von Testosteron in der Leber zu umgehen ist die chemi-
sche Modifikation (Designersteroide). Dabei findet eine gezielte Erhohung der Metabolis-
musstabilitat statt>®. Diese kann unteranderem durch eine Methylierung in 17a-Position er-
zielt werden, wodurch aus Testosteron Methyltestosteron und aus Boldenon Metandienon
erzeugt wird. Diese Substanzen weisen jedoch eine sehr hohe Lebertoxizitat auf>®, weswe-
gen in Deutschland kein Medikament mit diesen Substanzen zu gelassen ist. Auf dem
Schwarzmarkt sind jedoch eine Vielzahl von Produkten mit 17a-methylierten Substanzen

verngbar57.
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3.2.2 Rechtslage in Deutschland

Aufgrund der hohen Kosten die dem Gesundheitssystem durch die Verwendung von illegalen
Arzneimitteln und dem Missbrauch von Dopingsubstanzen entstehen und um die Volksge-
sundheit zu schiitzen wurde im Jahr 2007 das Arzneimittelgesetz (AMG) novelliert und er-
heblich erweitert. Unteranderem wurde ein Tatbestand der besonderen Schwere eingefiihrt,
verbunden mit der Anhebung der Hochstfreiheitsstrafe auf 10 Jahre. Durch die Erhéhung des
Strafmalles konnen die Strafverfolgungsbehérden auf erweiterte Ermittlungskompetenzen
zugreifen. Im Zuge dieser Novellierung wurde dem Bundeskriminalamt die nationale Ermitt-
lungszustandigkeit flir Falle des illegalen, internationalen und organisierten Handels mit Arz-
neimitteln zugeordnet. Weiterhin wurde am 22.11.2007 die ,Verordnung zur Festlegung der
nicht geringen Menge von Dopingmitteln” (DmMV) durch das Innenministerium (BMI) und
das Gesundheitsministerium (BMG) in Kraft gesetzt. Diese Verordnung ist angelehnt an die
nicht geringe Menge aus dem Betdubungsmittelgesetz (BtMG), deren Uberschreitung (bei
Besitz) ein erhohtes Strafmal} zur Folge hat (siehe 3.1.1), da nicht mehr von Eigenkonsum
sondern davon ausgegangen wird, dass mit den Substanzen gewerblicher Handel betrieben
wird. Bei der Festlegung der nicht geringen Menge wurde auch die Toxizitdat der Substanzen
berlicksichtigt. So liegt die nicht geringe Menge von Boldenon bei 1500 mg und die von Me-
tandienon bei nur 150 mg. Weiterhin wird zwischen freiem Testosteron (1500 mg) und Tes-
tosteron in Depotzubereitungen (632 mg, bezogen auf freies Testosteron) unterschieden.
Durch das Einbringen der Steroidester in eine Olmatrix wird die forensische Analytik dieser
Dopingmittel vor Herausforderungen gestellt, da die klassischen quantitativen Methoden
wie GC-MS und NMR nur in der Lage sind das freie anabole Steroid zu quantifizieren. Solange
nur eine Esterform in der Olmatrix vorhanden ist, ist das auch ausreichend. Wenn aber meh-
rere Esterformen ein und desselben anabolen Steroids vorhanden sind liefern diese Verfah-
ren nur einen Summenparameter fir das freie Steroid (z.B. Testosteron) und keine Einzel-
werte flr die jeweilige Esterform. Fiir die Straffestlegung ist die Art des Esters auch unerheb-
lich, da die Nicht geringe Menge von Esterformen sich immer auf die Masse an freiem ana-
bolem Steroid bezieht. Fiir die Strafverfolgung ist ein Vergleich von verschiedenen Sicherstel-
lungen aber oft sehr wichtig, wozu die genaue Konzentration der jeweiligen Esterform be-
kannt sein muss, da nur dann eine Verknlipfung zwischen unterschiedlichen Fallkomplexen

moglich ist (,,Profiling”).
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3.2.3 Arzneimittelfalschungen

Durch die Verbreitung des Internets ist es heutzutage maoglich zu jeder Tageszeit in Online-
markten verschiedenste Produkte zu erwerben. Dazu zahlen unteranderem auch Arzneimit-
tel. Die Vorteile dieser Onlineapotheken liegen vor allem in niedrigeren Preisen (Wegfall von
Ladenmiete, Beratungspersonal) aber auch die Lieferung ins Haus und die Anonymitat bei
der Bestellung werden von vielen Kunden geschatzt. Neben seriosen und legal agierenden
Onlineapotheken existiert heute auch eine Vielzahl von illegalen Webseiten, auf denen die
unterschiedlichsten Arzneimittel auch ohne ein eigentlich bendtigtes Rezept gekauft werden
kénnen. Uber solche Webseiten werden aber fast ausschlieRlich Arzneimittelfilschungen
vertrieben.

In Deutschland werden unterschiedliche Formen von Praparaten als Arzneimittelfalschungen
unterschieden. Unteranderem werden Reimporte aus nicht EU Landern als Arzneimittelfal-
schung eingestuft und entsprechend juristisch verfolgt (bei Reimporten handelt es sich um
Praparate, die von der patentinhabenden Firma fiir ein anderes Land produziert wurden und
nachtraglich nach Deutschland bzw. in die EU importiert wurden). Weiterhin gelten alle Pro-
dukte als Arzneimittelfalschungen in denen Wirkstoffe enthalten sind, die durch ein Patent
geschutzt sind, und nicht von der patentinhabenden Firma produziert wurden. Aber auch
Produkte, die einem bestehenden Medikament nachempfunden sind und andere oder keine
Wirkstoffe (als die, die in den original Produkten vorhanden sind) enthalten zdhlen zu den
Arzneimittelfdlschungen.

Neben dem 6konomischen Schaden, den die patentinhabenden Firmen erleiden, gehen von
Arzneimittelfalschungen auch enorme gesundheitliche Risiken aus. Dazu zahlt unteranderem
eine Uber- oder Unterdosierung (bis zum Nichtvorhandensein) des in dem Praparat vorhan-
denen Wirkstoffs, aber auch die Verwendung von Substanzen und/oder Wirkstoffen, die
zusatzlich in den Praparaten vorhanden sind.

Fir die Identifizierung von Arzneimittelfalschungen ist immer ein Vergleich mit dem Original
des gefalschten Produkts notwendig. Dabei wird neben dullerlichen Merkmalen, wie zum
Beispiel Form, GroBe, Gewicht und Verpackung, auch die Zusammensetzung des Praparats
Uberpruft. Fur die Analyse des Wirkstoffes und der weiteren in den Praparaten vorhandenen
Substanzen existiert bereits eine Vielzahl von Verfahren und Methoden, die aufgrund der
unterschiedlichen Probenmatrices aber sehr unterschiedlich sind und teilweise einen hohen

Arbeitsaufwand und lange Analysenzeiten erfordern.
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3.3 Grundlagen der Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie gilt heute als unverzichtbares analytisches Werkzeug in allen na-
turwissenschaftlichen Fachgebieten. Mit ihrer Hilfe ist es moglich Molekiile und auch Atome
zu ,,wiegen” und somit mehr Informationen Uber ihren Aufbau und ihre Zusammensetzung
zu erhalten. Grundsatzlich besteht ein Massenspektrometer aus drei Teilen, der lonenquelle,
dem Analysator und dem Detektor. In der lonenquelle werdend dabei die zu untersuchen-
den Molekiile in lonen umgewandelt. Der Analysator trennt die erzeugten lonen nach ihren
Masse/Ladungs-Verhaltnis m/z und der Detektor detektiert ankommende lonen und wan-

delt diese in elektrische Signale um.

3.3.1 Ionenquellen

Um Molekile/Atome analysieren zu kdnnen missen diese ionisiert werden. Im Laufe der
Jahre wurde eine Reihe von lonenquellen entwickelt. Bei den entwickelten Methoden wird
heutzutage grundsatzlich zwischen harten und weichen lonisierungsmethoden unterschie-
den. Weiche lonisierungsmethoden fragmentieren, im Gegensatz zu den harten, die zu un-
tersuchenden Molekiile nicht oder nur in geringem Malie. Zu den harten lonisierungsme-
thoden gehort unteranderem die ElektronenstofSionisierung (El), die vor allem in der Kopp-
lung mit der Gaschromatographie (GC) eingesetzt wird. Zu den weichen lonisierungsmetho-
den gehoren die chemische lonisierung (Cl), die matrix assisted laser desorption (MALDI), die
Felddesorption (FD), das Thermospray (TSP), die atmospheric pressure chemical ionisation
(APCI), die fast atomic bombardment (FAB) und die Elektrospray-lonisierung (ESI). Durch die-
se weichen lonisierungssarten werden vor allem Quasimolekilionen wie z.B. [M — H]|~,
[M + H]* und [M + Na]* erzeugt, wodurch eine Molmassenbestimmung der Molekilionen
moglich ist. Dies wird erreicht indem die Masse der lonen, die zusammen mit dem Molekiil
das Quasimolekilion bilden, aus der bestimmten Masse des Quasimolekilions heraus ge-
rechnet wird.

Alle diese Techniken setzen allerdings voraus, dass der Analyt zur lonisierung entweder in
co-kristallisierter oder in geloster Form oder direkt unter Hochvakuumbedingungen vorliegt.
Im letzten Jahrzehnt wurden dagegen lonisierungstechniken entwickelt die nicht mehr die-
sen Einschrankungen unterliegen, sondern in der Lage sind lonen direkt von Oberflachen zu
erzeugen. Die erste derartige Technik war die Desorptions-Elektrospray-lonisierung (DESI),

welche im Jahr 2004 von G. Cooks’ entwickelt wurde.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden vorwiegend die ESI- und die dazu nahe verwandte DESI-

Technik verwendet, weswegen im Folgenden naher auf diese eingegangen wird.

3.3.1.1 Elektrosprayionisierung (ESI)

Die ESI-Technik wurde 1984 durch Fenn etabliert, der im Jahre 2002 den Chemie-Nobelpreis
fiir seine Entwicklung bekam. Durch die Verleihung des Nobelpreises wird deutlich, welchen
enormen Stellenwert diese Technik einnimmt. Die Elektrosprayionisierung ist, wie erwahnt,
ein weiches lonisierungsverfahren, welches unter Atmospharendruck aus einer Flissigkeit
erfolgt. Darin liegt auch einer der Griinde, warum diese Technik so wichtig ist. Durch die
Elektrosprayionisierung ist es moglich geworden, Fliissigkeitschromatographie, oder auch
eine andere Flussigtrennmethode, mit der Massenspektrometrie zu koppeln. Es ist aber auch
gleichzeitig eines der schonendsten lonisierungsverfahren und wird deswegen vor allem fir
die Analyse von Biomolekiilen eingesetzt, da fragile Verbindungen, wie z.B. Proteine, nicht
fragmentiert werden’®,

Bei der Elektrosprayionisierung wird eine Flissigkeit durch eine Edelstahlnadel in eine Kam-
mer gespruht. Zwischen der Spitze der Nadel und einer plattenférmigen Gegenelektrode am
Einlass des Massenspektrometers wird eine Potentialdifferenz von 2-5 kV angelegt. Die Po-
laritat des erzeugten Feldes wird dabei in Abhadngigkeit der Analyte auf positiv oder negativ
eingestellt. Durch die angelegte Spannung kommt es an der Spitze der Nadel zu einer La-
dungstrennung59, die dem angelegten Feld entgegen wirkt, wodurch sich eine geladene Flis-
sigkeitsschicht ausbildet. Wenn die AbstoRungskrafte zwischen den lonen in der entstande-
nen Ladungsschicht gréBer als die Oberflachenspannung werden, wird die Oberflache ver-
grofert und es bildet sich der so genannte Taylor-Kegel. An dessen Spitze tritt die Fllssigkeit
als ein feines Aerosol aus, wobei jeder Tropfen dabei einen Ladungsiiberschuss an der Ober-
flache besitzt. Dem so erzeugten Spray ist ein Trockengasstrom (Stickstoff, 250-350 °C) ent-
gegen gerichtet, der dafiir sorgt, dass das in den Tropfen befindliche Losungsmittel ver-
dampft. Weiterhin wird, durch die so erzeugte Inertgasmatrix, die Analytzersetzung verrin-
gert. Die Tropfen, in denen sich auBer Losungsmittel noch Elektrolytionen (je nach Trennsys-
tem) und Analytionen befinden, werden dadurch immer kleiner. Die Abnahme des Tropfen-
radius bei gleichbleibender Ladungsanzahl fiihrt zu einer Erhéhung des elektrischen Feldes
an der Tropfenoberfliche. Wenn die Feldstdrke eine kritische Grenze, das Raylight-Limit,
erreicht, fihren die AbstoRBungskrafte zwischen den gleich geladenen lonen zur Coulomb-

Explosion, wodurch der Tropfen in viele kleinere Tropfen aufgeteilt wird. Diese entstandenen
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Tropfen durchlaufen den gleichen Prozess. Fiir die endgiiltige Uberfiihrung der lonen in die
Gasphase existieren zwei Modelle:

Das charge residue model (CRM, dt. Restladungsmodell) von Dole und Schmelzeisen-Redeker,
das davon ausgeht, dass die kleinsten Tropfen nur ein Analytion enthalten, welches durch
vollstandige Verdampfung des Losungsmittels in die Gasphase tberfiihrt wird>®. Dieses Mo-
dell ist besonders auf Makromolekiile wie z.B. Proteine anwendbar.

Das zweite Modell, das ion evaporation model (IEM, dt. lonenverdampfungsmodell) von
Irbarne und Thomson besagt, dass, bevor das eigentliche Rayleigh Limit erreicht ist, Ana-
lytionen von der Tropfenoberflache emittiert werden und somit die Coulombexplosion ver-
mieden wird®. Dieses Modell ist besonders auf kleine Molekiile anwendbar.

Die entstandenen kleinen Tropfen und die lonen bewegen sich, wegen des angelegten Fel-
des und wegen des Vorpumpenvakuums, durch eine metallbedampfte Glas-Transferkapillare
(Innendurchmesser ca. 0,5 mm) in den Analysatorvorraum, wo das Vorpumpenvakuum von
etwa 5 mbar anliegt. Von dort gelangen sie durch ein Skimmersystem in den Hochvakuum-
bereich des Massenspektrometers, wo ein elektrostatisches Linsensystem fiir Fokussierung

sorgt und die eigentlich Detektion stattfindet.

3.3.1.2 Desorptions-Elektrospray-Ionisierung (DESI)

Wie zu Beginn des Kapitels bereits erwdahnt wurde im Laufe des letzten Jahrzehnts lonisie-
rungstechniken entwickelt, die in der Lage sind lonen direkt von Oberflachen zu erzeugen. So
wurde kurz nach der Entwicklung der DESI-Technik im Jahr 2005 von Durst die Direct Analysis
in Real Time (DART)® Technik vorgestellt. Da schnell zu erkennen war welches Potential in
diesen Techniken liegt wurden in kirzester Zeit Modifikationen entwickelt um das Anwen-
dungsspektrum zu erweitern. Mittlerweile existieren Variationen wie Easy Sonic Spray loni-
zation (EASI)®, extractive electrospray ionization (EESI)®, desorption atmospheric pressure
chemical ionization (DAPCI)®* und desorption atmospheric pressure photoionization
(DAPPI)GS. Das wichtigste Merkmal all dieser Techniken ist dabei, dass sie aus einer offen an
der Atmosphare gehandhabten Probenoberflaiche Analyt-lonen abtragen und diese durch
ein Standardinterface in den Analysator Gberfiihren, wodurch die Moéglichkeit entsteht Ober-
flachen ohne vorherige Probenvorbereitung direkt-massenspektrometrisch zu untersuchen.
Da im Rahmen dieser Arbeit insbesondere die DESI-Technik verwendet wurde wird deren

Funktionsweise im Folgenden naher beschrieben.
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Die DESI-Technik ist nahe verwandt mit der ESI-Technik, was nicht nur an der Namenswahl
zu erkennen ist. So ist eine DESI-Quelle im Prinzip nichts anderes als eine pneumatisch un-
terstiitzte ESI-Quelle, die sich oberhalb einer zu untersuchenden Oberflaiche befindet. Im
Gegensatz zur ESI-Technik ist jedoch keine Gegenelektrode vorhanden, weswegen die loni-
sierung nur Uber die Potentialdifferenz zwischen dem Spriihkopf und dem MS-Einlass erfolgt,
wobei der Kontakt liber das Spray hergestellt wird. Aus diesem Grund ist es notwendig, dass
immer ein gewisser Wasseranteil im Losungsmittelgemisch vorliegt. Bedingt durch diesen
Unterschied wird, im Gegensatz zur ESI-Technik, nicht das gesamte Spray ionisiert. Daraus
ergibt sich, dass die Intensitaten bei DESI-Messungen geringer sind, als bei ESI-Messungen.
Die DESI-Technik ermdglicht es, massenspektroskopische Direktuntersuchungen unter At-
mospharendruck vorzunehmen und, im Gegensatz zur ESI-Technik, feste Proben unter nahe-

zu ESI-Bedingungen zu untersuchen®.

Lésungsmittel

\/'

Stickstoff —— )

I

Lasungsmittelkapillare

Gaskapillare

Einlalk zum Massenspekirometer

desorbierte, ionisierte

Oberfliche Probe
Abbildung 8: Schematische Darstellung der DESI-Quelle.

Der Aufbau einer DESI-Quelle ist in Abbildung 8 schematisch dargestellt. Der wichtigste Teil
der Quelle ist der Spriihkopf. Dieser besteht aus einer Kapillare, durch die Flissigkeit ge-
pumpt wird, die ihrerseits in einer Kapillare angeordnet ist, durch die Stickstoff gepresst
wird. An den Einlass des Massenspektrometers wird eine Hochspannung (ca. 4 kV) angelegt.
Durch den Venturi-Effekt entsteht an der Kapillarspitze ein gerichtetes Hochgeschwindig-

keitsspray, bestehend aus geladenen Losungsmitteltropfen. An dem Ort, wo das Spray auf-
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trifft, werden Molekiile aus der Oberflache in Losemitteltropfen Uberfiihrt, die durch das
Vakuum ins Massenspektrometer gelangen.

Die GroRe und die Form der Probenregion, die mittels des Sprays untersucht werden kann,
hangt direkt von den geometrischen Begebenheiten der DESI-Quelle ab. So ist der Winkel, in
dem das Spray auf die Oberflache auftrifft, verantwortlich fiir die Form der Desorptionsre-
gion, die meistens eine verzerrte Ellipse ist®”. Durch den Abstand des Spruhkopfes von der
Oberflache und durch die Geschwindigkeit des Stickstoff- und des Lésungsmittelflusses, wird
die Flachenabmessung der beprobten Region verandert. Diese Parameter, sowie die relative
Anordnung zum MS-Einlass, beeinflussen die lonisierungseffizienz und missen fir optimale
Nachweisbedingungen fiir jede Substanzklasse optimiert werden. Es ist aber moglich, mit
Standardeinstellungen zu arbeiten, mit denen der GroR3teil der Analyte mit akzeptabler Emp-
findlichkeit untersucht werden kann.

Die Prozesse der Uberfiihrung von Analytmolekiilen aus der Probenoberfliche in die Gas-
phase und deren lonisierung sind noch nicht genau bekannt. Es wird davon ausgegangen,
dass die geladenen Losungsmitteltropfen teilweise Analyte aus der Oberflache 16sen. Wei-
terhin entstehen durch die mechanische Kraft der auftreffenden Tropfen oder durch elektro-
statische Effekte geladene Losungsmitteltropfen, die die Analyten enthalten. Die so entstan-
denen analythaltigen Losemitteltropfen gelangen wegen des Vakuums ins Massenspektro-
meter®”. Wenn die Analyte sich in den geladenen Losungsmitteltropfen befinden, entspre-
chen die weiteren Mechanismen denen, die auch beim ESI auftreten (vgl.3.3.1.1). Aus die-
sem Grund weisen die Massenspektren, die durch DESI- und ESI-Quellen erzeugt werden,
groRe Ahnlichkeiten auf. In der Literatur wird der Desorptions-Mechanismus, der bei der
DESI auftritt, auch als droplet pick-up bezeichnet®.

Wie bei der ESI-Technik ist es auch bei der DESI-Technik méglich, durch Zusatze im Losungs-
mittel, Einfluss auf die lonisierung bestimmter Substanzklassen zu nehmen, oder durch Zu-
gabe von verschiedenen Substanzen chemische Reaktionen mit den Analyten zu ermogli-
chen, wie z.B. die Bildung von Enzym-Substrat-Komplexen’. Bei Verwendung solcher Zusatze

wird in der Regel nicht mehr von DESI sondern von reactive DESI gesprochen.

3.3.2 Analysator
Fiir die eigentliche massenspektrometrische Analyse, die Auftrennung der erzeugten lonen

nach Masse/Ladungsverhaltnis werden verschiedene Systeme verwendet. Dabei werden
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diese nach ihren unterschiedlichen Analysatorprinzipien (Quadrupole, Sektorfeldgerate,
Flugzeitmassenspektrometer (Time of flight), lonenfallen (lon trap), etc.) aber auch nach
ihrer moglichen Massenauflosung R unterschieden. Die Massenauflosung ist definiert, als
der kleinste Unterschied in dem m/z-Verhaltnis, der bei einem bestimmten m/z-Wert aufge-

trennt werden kann. Somit gilt:

_mj/z _ m
_Am/z_Am

(2.1)

Als getrennt gelten die Signale, wenn die Peakbreite bei 5% relativer Peakhdhe der Mas-
sendifferenz der beiden Signale entspricht. Eine hohe Massenauflésung ist dann wichtig,
wenn aus den gemessenen Massen eine Summenformel bestimmt werden soll. Diese Még-
lichkeit besteht, da durch den Massendefekt die exakte Masse eines Atomkerns nicht der
Summe aus den Massen der Protonen und Neutronen entspricht, sondern kleiner als diese
ist, da ein Teil der Masse in Bindungsenergie umgewandelt wird. Das bedeutet, dass Verbin-
dungen mit derselben Summe von Protonen und Neutronen, z.B. das Kohlenstoff 14C—Isotop
(6 Protonen, 8 Neutronen) und Stickstoff (7 Protonen, 7 Neutronen), nicht dieselbe exakte
Masse aufweisen. Wenn nun die Masse eines Molekiils hinreichend genau bestimmt werden
kann, kann durch Kombination unterschiedlicher Elemente eine Summenformel bestimmt
werden, die dieser exakten Masse entspricht. Diese Méglichkeit ist vor allem fir die Struk-
turaufklarung von unbekannten Substanzen unverzichtbar. Als weitere wichtige GroRRe wird
fur die Ermittlung von Summenformeln die absolute Massengenauigkeit Am/z mit der Ein-
heit u bendtigt, die wie folgt definiert ist:

Am/z = M/ Zexperimentett — M/ Zberechnet (2.2)
Allerdings wird in der Praxis haufiger die relative Massengenauigkeit om/m, als Quotient aus

der absoluten Massengenauigkeit und der Masse fiir die diese bestimmt wurde, verwendet.

__Am/z
dm/m = oy (2.3)

Bei der relativen Massengenauigkeit handelt es sich um eine dimensionslose GréRe die meis-
tens in parts per million (ppm) angegeben wird. Fiir die Ermittlung von Summenformeln fir
Molekile mit einem kleinem Molekulargewicht (1000 da) wird in der Praxis meistens eine
relative Massengenauigkeit von < 4 ppm vorausgesetzt, da ansonsten zu viele verschiedene
Summenformeln in Betracht gezogen werden mussen.

Wie bereits erwdhnt werden lonen in dem Analysator nur nach ihrem Masse/Ladungs-

Verhiltnis getrennt was bedeutet, dass zwei Teilchen [M]* und [2M]?* beim gleichen m/z-
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Wert registriert werden. Da in dieser Arbeit hauptsachlich lonenfallen verwendet wurden,
wird im Folgenden naher auf deren Funktionsweise eingegangen.

Jeweils zwei gegeniiberliegende Stdbe sind an eine Gleichspannungsquelle angeschlossen,
wobei die Polaritit zwischen den einzelnen Paaren immer wechselt. Uber die Gleichspan-
nung wird eine modulierbare Wechselspannung gelagert, wodurch die lonen auf Wellen-
bahnen gezwungen werden. Je nachdem, wie die Spannungen an den Staben eingestellt
werden, ist nur eine Wellenbahn (iber die Ldnge des Oktupols stabil, was dazu fihrt, dass
nur jenes Masse/Ladungs-Verhiltnis, das sich auf dieser Wellenbahn bewegt, durch den Ok-
tupol gelangen kann®’, weswegen auch von einem lonenfilter gesprochen wird. In dem in
dieser Arbeit verwendeten lonenfallen-Massenspektrometer HCT+ (high capacity trap) der
Firma Bruker wird der zum Transport und zur Fokussierung der in der lonenquelle erzeugten
lonen ein Oktupol eingesetzt. Ein Oktupol ist eine Modifikation des Quadrupol und besteht
aus acht, statt vier konzentrischen, parallel zueinander angeordneten Stabelektroden (Lange
ca. 15 cm, Durchmesser ca. 6 mm). Anders als ein Quadrupol wird er nicht dazu verwendet
nur einem m/z-Verhaltnis, sondern m/z-Bereiche den Durchtritt zu ermaoglichen. In der wei-
terentwickelten lonenfalle Amazon speed der Firma Bruker wird kein Oktupol mehr verwen-
det. Die Fokussierung und der Transport der lonen wird dort durch einen dual ion funnel

(siehe Abbildung 9) ermdglicht, der gleichzeitig die Funktion eines Skimmers tibernimmt.
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Abbildung 9: Querschnitt eines dual ion funnel (Ver-
wendung mit freundlicher Genehmigung der Firma
Bruker).

Die dreidimensionale lonenfalle beruht auf einer Weiterentwicklung des Quadrupols, fir die
im Jahr 1989 Paul und Dehmelt den Nobelpreis bekommen haben. Eine lonenfalle ist so auf-
gebaut, dass lonen, die in die Falle gelangen, dort auf stabilen Trajektorien gefangen wer-

den und unter optimalen Bedingungen so lGber mehrere Tage gespeichert werden kénnen. In
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der analytischen Massenspektrometrie werden (iblicherweise Dreielektrodenzellen in zylind-

rischer Form verwendeteg.

Abbildung 10: Links: Drei Elektroden einer lonenfalle; Rechts: Querschnitt einer lonenfalle”. Copyright © 1997
John Wiley & Sons, Ltd.

Die Endkappen sind dabei elektronisch miteinander verbunden, und zwischen Ringelektrode
(jeweils die mittlere Elektrode in Abbildung 10) und Endkappen liegen Gleichstrom- und
Wechselstrompotentiale an. Durch eine Offnung in der oberen Endkappe, die durch ein
Schaltgitter gedffnet oder geschlossen werden kann, treten die lonen in die Falle ein, wo
diese dann auf stabile Trajektorien gelenkt werden. Das Prinzip der lonenfalle beruht darauf,
dass lonen eines bestimmten m/z-Werts oder m/z-Bereichs auf stabilen Trajektorien gehal-
ten werden, wahrend unerwiinschte lonen entweder mit den Wanden stoRen gelassen wer-
den oder aus der lonenfalle entfernt und zum Detektor geleitet werden. Eine schematische

Darstellung einer lonenfalle ist in Abbildung 11 abgebildet.

Ionenquelle
eintretende Ionen

Endkappe

resonante
RF-Spannung

RF-Spannung
Vcos(Qt+4¢)
Detektor

Abbildung 11: Querschnitt einer lonenfalle’*. Copyright © 2000 John Wiley & Sons, Ltd.
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Wie sich die lonen mithilfe eines dreidimensionalen Quadrupolfeld in einem bestimmten
Volumen speichern lassen kdnnen kann wie folgt erklart werden. Das dreidimensionale Feld
wird sich als einen Sattel vorgestellt, auf dem eine Kugel, die fiir ein m/z-Verhaltnis steht,
liegt. Diese wird immer zu einer der steil abfallenden Sattelflanken hinunter rollen, es sei
denn der Sattel wird so gedreht, dass die Kugel immer wieder in die Mitte des Sattels zuriick-

rollt (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Darstellung der lonenbewegung in einer lonenfalle’> © The Nobel Foundation 1989.

Wenn die lonen eines festgelegten m/z-Bereich einmal in der Falle gespeichert sind bieten
sich verschiedene Moglichkeiten. Zum einen kénnen alle m/z-Werte nacheinander aus der
lonenfalle entfernt und zum Detektor geleitet werden, was einem Fullscan-Massenspektrum
entspricht. Zum anderen kénnen durch hervorgerufene StofRe aller lonen, auller eines be-
stimmtem m/z-Werts, eine lonensorte mit definiertem m/z-Wert isoliert werden.

Durch die Zufuhr eines Kiihlgases (Helium) bei einem Druck von etwa 10 Pa kénnen die in
der lonenfalle vorhandenen lonen ihre kinetische Energie reduzieren’®. Dadurch kénnen sich
die Energien der lonen der einzelnen m/z-Verhiltnisse angleichen, wodurch eine bessere
Fokussierung der m/z-Verhiltnisse erreicht wird. Durch die bessere Fokussierung der m/z-
Verhaltnisse konnen diese exakter voneinander getrennt werden, was zu einer Erhéhung des

Auflosungsvermogens fuhrt.
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lonenfallen-Massenspektrometer sind in der Lage, von lonen eines Masse/Ladungs- Verhalt-
nisses (Mutterion, engl. precursor ion), mehrere Generationen von Fragmentionen (MS"-
Spektren) zu erzeugen, was fir die Strukturaufklarung von groRer Bedeutung ist’*. Dabei
werden durch die lonenfalle lonen eines bestimmten Masse/Ladungs-Verhaltnis isoliert (sie-
he oben). Die lonen in der Falle flihren mit zugefihrtem Helium (StoRgas), bei einem Druck
von etwa 107 Pa75, reaktive StoRRe aus und fragmentieren in Tochterionen, welche mittels
eines Massenscan (MS”-Spektrum) nachgewiesen werden kénnen, alternativ kann auch ein
bestimmtes Tochterion isoliert werden, welches wieder mit Heliumatomen st6Rt und somit
eigene Tochterionen bildet (MS>-Spektrum). Allgemein kann durch diese Technik ein ESI-
MS"-Spektrum aufgenommen werden. Dieser Vorgang wird auch als multidimensionale Mas-
senspektrometrie bezeichnet.

Im Unterschied zu den lonenfallenmassenspektrometern wird in einem Flugzeitmassenspek-
trometer (TOF-MS) der m/z-Wert nicht mittels eines Scans des Massenbereichs, sondern
durch die Messung der Flugzeit der erzeugten lonen bestimmt. Zu diesem Zweck werden
lonen in einem elektrischen Feld beschleunigt und anschlieBend die Zeit gemessen, die die
lonen bendtigen eine definierte Strecke zurlickzulegen. Durch die Beschleunigung im elek-
trischen Feld erhalten die lonen die Energie E;,,, = q * U, wobei g der Ladung der lonen und
U der Spannung des elektrischen Felds entspricht. Die aufgenommene Energie wird in kineti-
sche Energie umgewandelt. Durch das Ultrahochvakuum ist die mittlere freie Weglange der
lonen sehr groR ist, was dazu fihrt, dass die aufgenommene Energie nicht durch StoRe wie-

der abgegeben wird. Somit gilt:
q-U= %mv2 (2.4)
Uber die Geschwindigkeit v und der Flugstrecke l4sst sich der Zusammenhang zwischen Flug-

zeit tryg und Masse/Ladung der lonen wie folgt definieren:

triug & \/% (2.5)

Ein Vorteil der TOF-MS ist somit, dass keine Abrasterung eines definierten Massenbereichs
stattfinden muss, sondern, dass alle auftretenden lonen simultan gemessen werden kdonnen.
Ein Nachteil ist jedoch, dass fir die Zeitmessung ein exakt definierter Startzeitpunkt gewahr-
leistet sein muss, weswegen aus den erzeugten lonen immer nur einzelne Abschnitte auf die

Flugstrecke transferiert werden.
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3.3.3 Detektor

Der dritte Teil eines Massenspektrometers ist der Detektor. Mit diesem werden die lonen,
die in der lonenquelle erzeugt und in dem Analysator nach ihren Masse/Ladungsverhaltnis
getrennt wurden, detektiert. Der Detektor kann dabei nicht zwischen unterschiedlichen lo-
nen unterscheiden, sondern detektiert nur ob und wenn ja wie viele lonen zu einem Zeit-
punkt bei ihm ankommen. Somit liefert nur die Kombination aus Analysator, der bestimmt
zu welchem Zeitpunkt welches Masse/Ladungsverhaltnis zum Detektor gelangt und die am
Detektor registrierte Intensitat ein verwertbares Massenspektrum. Als Detektoren kommen
unteranderem Sekundarelektronenvervielfacher, Mikrokanalplatten und Channeltrons zum
Einsatz.

Fir die Darstellung des Detektorsignals Uber die Zeit existieren unterschiedliche Darstel-
lungsmodi. Beim Total lon Chromatogram (TIC) sind die addierten Intensitaten aller m/z-
Werte gegen die Zeit aufgetragen. Im Extracted lon Chromatogram (EIC) wird die Intensitat
eines ausgewahlten m/z-Wertes gegen die Zeit aufgetragen und im Base Peak Chromato-
gram (BPC) wird der die Intensitat des m/z-Wert mit der hochsten Intensitat gegen die Zeit

aufgetragen.

3.4 Chromatographie

Chromatographie im Allgemeinen ist eine physikalisch-chemische Trennmethode, die auf
einer wiederholten Verteilung des Analyten zwischen einer mobilen und einer stationdren
Phase beruht. Wechselwirkt der Analyt mit der stationaren Phase, wird er retardiert, in der
mobilen Phase wird der Analyt entlang der Bewegungsrichtung der mobilen Phase transpor-
tiert. Chromatographische Methoden kénnen nach den Aggregatzustanden der mobilen und
der stationdren Phase, sowie nach der Beschaffenheit der stationdren Phase eingeteilt wer-
den. In Abbildung 13 ist ein Versuch unternommen worden eine Ubersicht iiber die mogli-
chen Kombinationen von stationéarer (fest, flissig) und mobiler Phase (flssig, Giberkritisches
Fluid, gasférmig) und die daraus jeweiligen resultierenden chromatographischen Methoden

zu geben.
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CHROMATOGRAPHIE

|
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( g JI ] ( g J | ] g J [ fest ]
Stationéare
Adsorb d Adsorbens od
Phase s i | | | |
Adsorbens gebandene

Phase Harz Gel

| | |
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gas-solid supercritical fluid thin layer bonded phase size exclusion
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Abbildung 13: Klassifizierung der verschiedenen chromatographischen Verfahren®, with kind permission of
Springer Science+Business Media.

ion exchange

gas-liquid
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chromatography
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chromatography
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Bezeichnung

Wie zu erkennen ist, gibt es eine Vielzahl von unterschiedlichen Kombinationen. In dieser
Arbeit wurden hauptsachlich die Kombinationen gasformige mobile Phase, flissige stationa-

re Phase (GLC) und fllissige mobile Phase, feste stationare Phase (LSC, TLC) verwendet.

3.4.1 Allgemeine Grundlagen

Die mobile Phase (bei der Saulenflissigkeitschromatographie als Eluent bezeichnet) trans-
portiert die einzelnen Komponenten des zu trennenden Substanzgemischs, wahrend sie
durch die bzw. entlang der stationdren Phase fliel3t. Die einzelnen Komponenten unterliegen
dabei mehreren reversiblen Gleichgewichtseinstellungen zwischen der stationdaren und der
mobilen Phase. Der Zeitraum, wahrend dessen sich die unterschiedlichen Analyte an oder in
der stationaren Phase aufhalten, ist dabei abhangig von den Wechselwirkungen der Analyte
mit der stationdren Phase. Der Zeitraum, in dem sich die Analyte in der mobilen Phase auf-
halten, ist jedoch fiir alle Analyte gleich, unabhangig von ihren Eigenschaften. Entscheidend
fiir die Trennwirkung ist somit die unterschiedliche Retention, die die Analyte durch die wie-
derholten Gleichgewichtseinstellungen zwischen stationarer und mobiler Phase erfahren.
Chromatographische Trennmethoden lassen sich anhand der unterschiedlichen Retentions-
mechanismen voneinander unterscheiden. Die wichtigsten sind dabei der Verteilungs- und
der Adsorptionsmechanismus. Es existieren noch weitere Verfahren, die allerdings nur ein-

geschrankt angewendet werden, sie sollen hier nur kurz dargestellt werden:
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- Die GroRRenausschlusschromatographie (vergleichbar mit der Wirkung eines Filters),
wo das Trennprinzip auf dem Ausschluss der Analyte vom Inneren der pordsen stati-
ondren Phase beruht.

- Die lonenaustauschchromatographie, hierbei werden die unterschiedlichen Aus-
tauschaffinitaten einzelner lonen zu lonenaustauscherharzen verwendet.

- Und die Affinitatschromatographie, bei der die Retention durch hoch selektive

Ligand- Rezeptor-Wechselwirkungen (Schlissel-Schloss-Prinzip) erfolgt.

In der Verteilungschromatographie spielen die Verteilungsgleichgewichte der einzelnen Ana-
lyte zwischen der mobilen und der stationaren Phase die entscheidende Rolle. Sie lassen sich
wie folgt definieren

AySAg (2.6)
wobei Ay der Analyt in der mobilen und As der Analyt in der stationdaren Phase ist. Der
Nernst’sche Verteilungssatz besagt, dass das Verhaltnis der Konzentrationen eines Stoffes in
zwei nicht miteinander mischbaren Phasen bei einer gegebener Temperatur eine Konstante
ist, welche meist als Verteilungskoeffizient Kcbezeichnet wird.

K== (2.7)

M

Wenn die Verteilungskoeffizienten der Analyte hinreichend unterschiedlich sind, ist es mog-
lich die Analyte voneinander zu separieren.

Bei der Adsorptionschromatographie finden polare Wechselwirkungen zwischen der statio-
naren Phase und der in der mobilen Phase gelosten Analyte statt. Diese Wechselwirkungen
konnen unterschiedlicher Natur sein, z.B.: Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, Wasserstoff-
briicken oder auch m-Komplexe. Auch hierbei handelt es sich aber um dynamische Gleichge-
wichte. Der Gleichgewichtszustand der Grenzflachenreaktion wird mittels der Adsorptions-
isothermen beschrieben. Wenn somit die Analyte ein hinreichend unterschiedliches Adsorp-
tionsverhalten zu der stationdaren Phase aufweisen, werden sie aufgetrennt. Bei realen
chromatographischen Trennverfahren spielen allerdings fast immer mindestens zwei der
Retentionsmechanismen eine Rolle (z.B. Zuséatzlich zu dem Verteilungs- auch der GréRBenaus-

schlussmechanismus), was die theoretische Betrachtung verkompliziert.
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3.4.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Bei der HPLC wird die Trennung der Substanzen, auf einer festen stationaren Phase, welche
sich in komprimierter Form in einer Trennsadule befindet, und in Verbindung mit einer flUssi-
gen mobilen Phase (Eluent) erreicht. Der grundsatzliche Aufbau eines HPLC-Systems ist
schematisch in Abbildung 14 dargestellt. Die Funktionsweise besteht darin, dass die Eluenten
mittels einer oder mehrerer Pumpen miteinander gemischt und lber Kapillaren durch eine
temperierte Trennsdule gepumpt werden. Bevor die mobile Phase durch die Trennsaule
flieRt, wird die zu trennende Probe injiziert. Um die Trennsaule vor Verunreinigungen zu
schiitzen wird dieser meistens eine Vorsaule vorgeschaltet, die Matrixbestandteile der Probe
zurlick halten soll. Nach der Trennsaule gelangt die mobile Phase mit den getrennten Sub-
stanzen zu dem Detektor, in dem die Substanzen durch spezifische Mechanismen detektiert
werden. Als Ergebnis einer HPLC-Analyse wird ein Chromatogramm erhalten, indem die Re-
tentionszeit der Substanzen gegen die Intensitat der korrespondierenden Detektorsignale

aufgezeichnet ist.

Eluenten
Signal zur
Pumpe Auswertung
Saulenofen
Proben-
Aufgabe Detektor
Vo rséijule \ l
Trennsaule Abfall

Abbildung 14: Schematische Darstellung einer HPLC.

Das Herzstlick bei der HPLC ist die Trennsaule, mit der enthaltenen stationdren Phase. Da
eine Vielzahl von stationdren Phasen und unterschiedlicher Sdulenmaterialien existieren,
werden Kriterien bendtigt, um eine Saule zu charakterisieren. Diese gelten nicht nur fir
Trennsadulen der HPLC sondern fiir Trennsdulen im Allgemeinen.

Die wichtigste Eigenschaft der Trennsaulen ist dabei die Trennleistung. Eine theoretische
Betrachtungsweise der Trennleistung einer Sadule ist das Konzept der theoretischen Béden,
welches die Trennstrecke in eine diskrete Anzahl von Bdden unterteilt. Weiterhin stellt sich

zwischen jedem Boden und der mobilen Phase ein Gleichgewicht der Analytverteilung ein,
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was zur Folge hat, dass ein Trennsystem umso effektiver ist, je mehr theoretische Boden
vorhanden sind. Wichtige Parameter, die sich aus diesem Modell ergeben, sind die theoreti-
sche Bodenanzahl N und die theoretische Bodenhéhe H. Diese Werte sind Uber den folgen-

den Zusammenhang mit einander verkniipft, wobei L die Lange der Saule ist.

H=< (2.8)
Dieses Modell erklart aber nicht alle Punkte einer chromatographischen Trennung, wie zum
Beispiel die Peakverbreiterung die in Chromatogrammen beobachtet werden kann. Um die-
se Aspekte erkldaren zu kénnen wurde die dynamische Theorie eingefiihrt.
Die dynamische Theorie erweitert das Konzept der theoretischen Béden um einige wichtige
Aspekte. Demnach erfolgt die Gleichgewichtseinstellung zwischen der mobilen und der sta-
tiondren Phase nicht mehr spontan, sondern der Massentransfer unterliegt gewissen Verzo-
gerungen und es werden Diffusionseffekte mit berlicksichtigt. Diese Diffusionseffekte fiihren
zu einer Peakverbreiterung, was dazu fiihrt, dass Substanzen, die langer auf der Trennsaule
verbleiben, als immer breiterer Bande von dieser eluieren. Das Konzept, dass die Trennstre-
cke in einzelne Boden mit einer diskreten Hohe unterteilt wird, bleibt dabei erhalten. Aus
diesen zusatzlichen Betrachtungen folgt, dass die Effizienz eines Trennsystems von der Line-
argeschwindigkeit u der mobilen Phase abhangig ist. Die theoretische Bodenhéhe H wird nun
in Abhangigkeit der Lineargeschwindigkeit Gber die van-Deemter-Gleichung (2.9) beschrie-
ben:

H=A+2+Cu (2.9)
wobei der C-Term in C = Csu + C,,uCu (mit C; und C,, als Massentransferkoeffizienten fur
stationare und mobile Phase) aufgetrennt wird. Dabei handelt es sich allerdings um eine
vereinfachte Schreibweise der van-Deemter Gleichung. Die ausfihrliche Schreibweise ist in
Gleichung (1.5) aufgefihrt.

8 k df
m2 (1+k)2 Dy

H = 2Adp +22m + (2.10)

1983 wurde die van-Deemter-Gleichung von J.Hawkes”® modifiziert um aktuelle Forschungs-
ergebnisse besser theoretisch beschreiben zu kénnen. Die modifizierte Form (2.10) ermog-
licht es, wie auch die original Gleichung (2.9), Zusammenhange zwischen der Bodenhéhe H
und Eigenschaften der Saule (z.B. Durchmesser, PartikelgroRe) herzustellen. Hawkes disku-
tiert in seiner Arbeit auch ausfiihrlich die Eddydiffusion, die er auch als multipath effect be-

zeichnet. Seiner Ansicht nach ist dieser Effekt nicht unabhangig von der Lineargeschwindig-
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keit und sollte somit nicht als eigener Term sondern mit in dem C,,u-Term diskutiert wer-

den.
_B _ 2yDp Kk df fn(d3,dZendu)
H = ~+ Csu + Chu = +q i D; I — (2.11)
Verwendete Symbole
A = Eddydiffusion A = Proportionalitatsfaktor %
14
B = Longitudinaldiffusionskoeffizient vy = Blockierungsfaktor
C = Massentransferkoeffizient k = Saulenkapazititsverhaltnis = = s
m Um
u = Lineargeschwindigkeit K = Verteilungskoeffizient CC—S
d = Durchmesser t = Retentionszeit
D = molarer Diffusionskoeffizient g = Faktor, beschreibt die Form der fl. Phase
end = Endeffekte H = Bodenhohe
Verwendete Indices
¢ = Sdule f = FlUssigkeitsfilm
| = Stationare fllssige Phase m = mobile Phase
p = Partikel s = Stationare Phase

Die vereinfachte Form der van-Deemter-Gleichung wird heutzutage in allen gangigen Lehr-
blchern verwendet. Die einzelnen Terme werden dabei wie folgt beschrieben:

Der A-Term beschreibt die Eddy-Diffusion. Die darauf basiert, dass die Teilchen in einer Saule
unterschiedliche Wege zuriicklegen kénnen. Diese unterscheiden sich in der Wegstrecke und
somit auch im erforderlichen Zeitaufwand. Dadurch kommt eine Peakverbreiterung zustan-
de, die unabhangig von der Lineargeschwindigkeit ist. Hawkes fliihrt dahingegen in seiner
Arbeit aus, dass bei einer unendlich langsamen Lineargeschwindigkeit jedes Analytmolekdil,
aufgrund von Diffusion, sich auf jedem moglichen Weg durch die Trennsadule befunden hat
und somit kein Unterschied in der Retentionszeit der Analytmolekilen auftritt. Wohingegen
bei unendlich hoher Lineargeschwindigkeit die Diffusion von einem moglichen Weg durch
die Trennsaule zu einem anderen nicht moglich ist und dadurch sehr wohl Unterschiede in
der Retentionszeit der einzelnen Analytmolekile auftreten.

Der B-Term kommt durch die Longitudinaldiffusion zustande. Eine Diffusion parallel zur
FlieBrichtung bedeutet, dass Teilchen von einer konzentrierten Zone in eine weniger kon-
zentrierte Zone, die vor oder hinter der konzentrierten Zone liegt, diffundieren kdnnen.
Durch diesen Prozess wird ebenfalls eine Peakverbreiterung verursacht. Allerdings ist es

leicht zu verstehen, dass bei einer héheren FlieRgeschwindigkeit der B-Term kleiner wird.
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Der C-Term beschreibt die Massentransport-Effekte. Die Massentransferkoeffizienten miis-
sen eingeflihrt werden um der Tatsache gerecht zu werden, dass die Gleichgewichteinstel-
lung zwischen mobiler und stationadrer Phase langsam ist und somit eine chromatographi-
sche Saule immer unter Nichtgleichgewichtsbedingungen arbeitet. Somit werden Teilchen
die sich in der mobilen Phase befinden weiter nach vorne gespiilt. Und Teilchen die sich in
der stationdren Phase befinden haben Probleme in die schnell flieBende mobile Phase zu
gelangen. Hier bedeutet eine Zunahme der FlieRgeschwindigkeit eine Verstarkung dieses
Prozesses. Deswegen kann erwartet werden, dass es eine ausgezeichnete FlieRgeschwindig-
keit geben wird wo alle drei Effekte moglichst klein sind. Dies ist dann die FlieBgeschwindig-

keit bei der die Trennleistung optimal ist.

3.4.3 Saulentypen

Heutzutage existiert eine Vielzahl von chromatographischen Saulen fiir die Flissigchromato-
graphie. Diese konnen in zwei Untergruppen, in mit Partikeln gepackte und in monolithische
Saulen, unterteilt werden.

Bei den gepackten Saulen haben sich seit den Anfangen der Sdulenchromatographie die Pa-
rameter der verwendeten Siulen teils dramatisch verdndert. Um diese Anderung zu verste-
hen muss die modifizierte van-Deemter-Gleichung betrachtet werden. Dort ist zu erkennen,
dass die Bodenhdhe H unteranderem mit dem Quadrat des Partikeldurchmessers und des
Saulendurchmessers ansteigt. Diese Zusammenhange haben dazu gefiihrt, dass neue Sdulen
mit immer kleinerem Durchmesser und kleinerem Partikeldurchmessern entwickelt wurden.
Ein daraus resultierendes Problem war der hohe Riickdruck der neuen Saulen. Die damals
geldufigen HPLC-Anlagen waren nur fir Maximaldriicke von etwa 250 bar ausgelegt. Neue
Herstellungsverfahren erlaubten Partikel mit Durchmessern von bis zu 1.7 um herzustellen.
Eine mit solchen Partikeln gepackte Saule (2,1 mm x 100mm) erzeugt jedoch Riickdriicke von
bis zu 1000 bar. Aus diesem Grund wurden HPLC-Gerate entwickelt die mit diesen hohen
Driicken arbeiten konnen. Ein einheitliche Bezeichnung fiir diesen Geratetyp ist noch nicht
vorhanden, allerdings wird meistens der Begriff der UHPLC (ultra high performance liquid
chromatography) verwendet. Doch nicht nur der Partikeldurchmesser sondern auch die
GleichmaRigkeit der hergestellten Partikel hat einen Einfluss auf die Bodenhéhe H, weswe-
gen bei der Herstellung von modernen Chromatographiesdulen ein hohes Augenmerk auf

diese gelegt wird.
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Neben der Gite der hergestellten Partikel ist die Modifizierung der Partikel entscheidend fiir
die Trenneigenschaft einer Saule. Grundsatzlich werden zwei Partikel voneinander unter-
schieden. Zu einem die Normalphase, bei der polare stationdre Phasen, wie z.B. Kieselgel
oder Aluminiumoxid, verwendet werden. Und zum anderen sogenannte Umkehrphasen, wo
unpolare stationdare Phasen, z.B. modifiziertes Kieselgel (Kieselgel auf dessen Oberflache
Molekile, z.B. langkettige Alkane, befestigt wurden) verwendet werden. Durch die Verwen-
dung von modifiziertem Kieselgel entsteht eine breite Variation an mdglichen stationadren
Phasen. So wird Kieselgel neben Alkanen z.B. auch mit Aromatischen- und weiteren Gruppen
modifiziert, wodurch jeweils andere Trenneigenschaften erzeugt werden.
Monolithische-Saulen bestehen im Gegensatz zu den gepackten Saulen nicht aus Partikeln.
Bei Ihnen wird ein Sdulenkorper aus einem Stlick pordsem Silica, welches je nach Trennprob-
lem unterschiedlich modifiziert wurde, verwendet. Die erste dokumentierte Trennung mit
einer monolithischen Saule erfolgte 1996 durch Tanaka et al”’. Seit dem ist die Verwendung
von monolithischen S3dulen enorm gestiegen. Dadurch, dass der Saulenkdrper aus einem
Stlck besteht ist er weniger Anfillig fur Alterungsprozesse und meistens auch toleranter
gegeniber von komplizierten Matrices in Untersuchungsproben. Ein weiterer Vorteil ist, dass
mit modernen monolithischen Saulen theoretische Bodenzahlen wie bei der Verwendung
von gepackten Saulen erreicht werden, allerdings ohne den Nachteil des hohen Riickdruckes.
Nachteilig wirkt sich zurzeit vor allem der niedrige Grad an unterschiedlicher Modifizierung
der monolithischen Saulen aus. Ein weiterer Nachteil von monolithischen Saulen besteht in
der Signalform der Peaks (idealerweise entspricht diese einer GauBform). Bei monolithischen
Saulen kann jedoch sehr oft ein zu Anfang weniger steil ansteigender Peak beobachtet wer-
den (was als fronting bezeichnet wird). Schuld an diesem Phdnomen ist die Ummantelung
der monolithischen Sz'a'ulenk('jrper78 da sich zwischen dem Gehaduse und dem Saulenkorper
Hohlrdume befinden, durch die der Eluent schneller durch die Saule gelangen kann, als wenn
er durch die Poren des Saulenkdrpers flieken wiirde (dieser Vorgang wird auch als channe-
ling bezeichnet).

Ein weiteres Gebiet indem Saulenmaterial verwendet wird ist die Probenvorbereitung bzw.
Probenaufarbeitung. Hier wird es vor allem bei der Festphasenextraktion (SPE, solid phase
extraction) eingesetzt. Fir die SPE werden Glas- oder Kunststoffkartuschen eingesetzt, die
zwischen zwei Fritten ein Adsorbens enthalten. Als Adsorbens werden Materialien verwen-

det, die auch in gepackten Chromatographiesdulen Einsatz finden (siehe oben). Durch die
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Wahl des richtigen Adsorbens kdnnen somit geloste Substanzen auf der SPE-Phase adsor-
biert und aus der Losung extrahiert werden. Die adsorbierten Substanzen werden im An-

schluss mit geeigneten Losemittelen von der SPE-Phase eluiert.

3.5 Statistik in der analytischen Qualititssicherung -

(Grundlagen)

Fir die Auswertung von analytischen Messergebnissen ist es notwendig verschiedene statis-
tische Methoden zu verwenden. In diesem Abschnitt der Arbeit wird auf einige der in dieser

Arbeit verwendeten statistischen Methoden eingegangen.

3.5.1 Mittelwert und Standardabweichung

Unter dem Begriff Mittelwert kdnnen sich zwei verschiedene Begriffe verbergen. Zu einem,
und am haufigsten, ist bei der Verwendung des Begriffes Mittelwert das arithmetische Mittel
gemeint. Dabei handelt es sich um den Wert, der sich ergibt, wenn alle Einzelmesswerte x

addiert und durch die Anzahl der Messwerte N dividiert wird (siehe Formel 2.12).

p= (2.12)
Eine andere seltener verwendete GroRe ist der Median. Der Median ist bei einem Datenkol-
lektiv mit ungerader Anzahl von Einzelwerten der mittlere Einzelwert, nachdem alle Einzel-
werte nach der GroRRe sortiert wurden. Bei einer geraden Anzahl von Einzelwerten wird das
arithmetische Mittel aus den beiden mittleren Einzelwerten gebildet.
In dieser Arbeit wird im Folgenden der Begriff Mittelwert gleichbedeutend zu dem arithmeti-

schen Mittel verwendet.

Als Mal fur die Streuung der Einzelwerte um den Mittelwert wird die Standardabweichung o

o= /2_(";“)2 (2.13)

Als weiterer wichtiger Wert ist die relative Standardabweichung (Variationskoeffizient) s, zu

verwendet (siehe Formel 2.13).

nennen. Diese ist ein MaR fiur die mittlere Streuung der Einzelwerte um den Mittelwert (sie-
he Formel 2.14).

Spel = % (2.14)

In dieser Arbeit wird die relative Standardabweichung immer in Prozent angegeben um eine

bessere Veranschaulichung zu ermaéglichen.
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3.5.2 Normalverteilung

Bei statistischen Untersuchungen grofler Datenmengen wird meist eine Haufigkeitsvertei-
lung von Merkmalswerten in Form einer symmetrischen Glockenkurve erhalten. Diese wird
durch die Gaull’'sche Normalverteilungsfunktion beschrieben. Die Lage des Maximalwerts
wird dabei durch den Mittelwert und die Verteilungsbreite durch die Standardabweichung
beschrieben. Eine grundlegende Eigenschaft dieser Funktion besteht darin, dass bei der
Verwendung der Beziehung u + nd (mit n = 1 — 3) ein bestimmter Prozentwert aller Einzel-

werte in dem definierten Bereich liegt (siehe Abbildung 15).

58%
99, 7%
0
30 l

U

Abbildung 15: Graphische Darstellung der 1-3 o Grenzen.

Die GaulR'sche Normalverteilungsfunktion gilt streng genommen erst bei einer unendlichen
Anzahl von Datenpunkten. Davor kommt eigentlich die Student t-Verteilung zur Anwendung.
Diese tragt dem Umstand Rechnung, dass bei einer kleinen Gesamtanzahl von Messwerten
die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von Daten in der Ndhe des Mittelwerts etwas ge-
ringer und in den entfernteren Bereichen etwas hoher ist. Das fuhrt dazu, dass die Vertei-
lungsfunktion in Abhangigkeit der Zahl der Freiheitsgrade flacher und breiter wird. Der Grad
der Korrektur der Normalverteilungskurve wird dabei durch den Freiheitsgrad der Student
t-Verteilung beeinflusst. Bei eindimensionalen Datensatzen mit N Wiederholmessungen ist
der Freiheitsgrad f = N — 1. Weiterhin gilt, dass ab einem Freiheitsgrad von ungefahr 30 die

GauB’sche Normalverteilung anwendbar ist.
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3.5.3 Statistische Priifverfahren (Tests)

Beim Auswerten von Messdaten stellt sich immer wieder die Frage, ob ein bestimmter Ein-
zelwert noch zum Datenkollektiv gezahlt werden kann, oder ob es sich um einen Ausreiler
handelt. Um diese Frage beantworten zu kdnnen wird haufig der Grubb’sch Ausreillertest
angewendet. Dabei wird, wie fir alle statistischen Tests Ublich, eine Prifgrofle mit einer Ver-
gleichsgroRe verglichen. Die Berechnung der PrifgroRe fir den Grubb'schen Ausreilertest

(PGgrubs) erfolgt dabei mittels Formel 2.15, wobei x der ausreillerverdachtige Wert ist.

PGgrups = bl (2.15)

g

Die VergleichsgroRe muss aus einer dem Test zugeordneten Verteilungstabelle (hier
rm-Tabelle) entnommen werden. In dieser sind die VergleichsgréRen nach Gesamtanzahl der
Einzelwerte und verschiedener Signifikanzniveaus aufgelistet. In Tabelle 2 ist ein Auszug aus
der r-Tabelle zur Veranschaulichung dargestellt. In dieser Arbeit wird ein Signifikanzniveau
von 95% verwendet.

Tabelle 2: Auszug aus der Verteilungsta-
belle nach Grubbs

N Signifikanzniveau
90% 95%
3 1,148 1,153
4 1,425 1,463
5 1,602 1,672
6 1,729 1,822

In der statistischen Auswertung von analytischen Daten werden weiterhin der F-Test und der
t-Test benotigt. Der F-Test ermdéglicht dabei den Vergleich von zwei Varianzen und der t-Test

die Beurteilung der Lage eines Mittelwerts zu einem Richtwert.

3.5.4 Kalibrierung

In der analytischen Chemie werden haufig zweidimensionale Datensatze erfasst, bei denen
eine Beziehung zwischen dem Messsignal (Informationswert) und einer Probeneigenschaft
(Konzentration) besteht. Dieser Zusammenhang ermdglicht es Proben mit unbekannten Kon-
zentrationen zu analysieren und zu quantifizieren, wenn zuvor der mathematische Zusam-
menhang mittels Messungen von bekannten Konzentrationen ermittelt wurde. Dieser Vor-

gang wird als externe Kalibrierung bezeichnet.
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3.5.4.1 Regression

In der Regel ist es nicht moglich die theoretischen Zusammenhange aller beeinflussender
Groflen messtechnisch zu erfassen. Aus diesem Grund werden die oben beschriebenen Ver-
gleichsmessungen mit bekannter Konzentration durchgefiihrt. Im Anschluss wird analysiert
mit welcher mathematischen Funktion der Zusammenhang beschrieben werden kann (Re-
gressionsanalyse). Der einfachste, und in der Analytik am haufigsten vorkommende, ist der
lineare Zusammenhang y = b * x + a, wobei y der Informationswert x und die Konzentrati-
on ist. Die Regressionsparameter a und b werden dabei so gewahlt, dass die Summe der
guadratischen Abstande zwischen den jeweiligen Einzelwerten und der Ausgleichgeraden ein

Minimum ergibt (siehe Formel 2.16).

_ Zilxi=x)*(yi—y) _ = —
b= oo unda=y—bx*x (2.16)
Als Mals dafiir, wie gut das eingesetzte Regressionsmodell den Zusammenhang zwischen
Informationswert und Konzentration beschreibt, dient der Korrelationskoeffizient r (siehe

Formel 2.17).

2ilxi=0)*(yi-y)
= 2.17
4 VEilxi—0)2x3 (v - )2 ( )

Er kann Werte im Bereich —1 < r < 1 annehmen, wobei r = 1 bestmdogliche und r = 0 gar
keine Ubereinstimmung zwischen den Messdaten und dem gewihlten Regressionsmodell
darstellt. Fur die Beurteilung der Linearitat ist r jedoch nicht zu verwenden (siehe unten), er

ist bestenfalls ein Hinweis auf nichtlineares Verhalten.

3.5.4.2 Residuen

Die ermittelte Ausgleichsfunktion liefert an den jeweiligen Konzentrationsstellen zu den
Messwerten y; die theoretischen Werte ;. Die Differenz zwischen diesen beiden Werten
wird als Residuen bezeichnet und dient zur Beschreibung und Beurteilung der Regression.
Fiir die Beschreibung von eindimensionalen Messdaten (Wiederholdaten) wurden oben be-
reits der Mittelwert und die Standardabweichung eingefiihrt. Analog dazu dienen zur Beur-
teilung von zweidimensionalen Messdaten die Ausgleichsfunktion und das Streuverhalten
der Einzelwerte um diese. Dieses Streuverhalten wird durch die Varianz der Residuen be-

schrieben und wird als Reststandardabweichung s, (siehe Formel 2.18) bezeichnet.

(v:—1)2
Sy = OIS (2.18)
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Mit der Reststandardabweichung kann zum Beispiel beurteilt werden ob ein Wertepaar in
der Kalibration einen Ausreifler darstellt. Dazu wird die Reststandardabweichung mit und
ohne dem verdachtigten Wertepaar ermittelt und die beiden Werte mittels F-Test auf signi-
fikante Unterschiede geprift. Weiterhin wird mit der Reststandardabweichung die Lineari-
tatsprufung durchgefiihrt. Hierzu darf sy, fiir ein nicht lineares Regressionsmodell nicht signi-
fikant besser sein als s, des linearen Regressionsmodells (Auch hier wird ein F-Test durchge-

flhrt).

3.5.4.3 Vertrauensbereich

Messunsicherheiten im Kalibrierexperiment fiihren zwangslaufig zu Fehlern in den Regres-
sionskoeffizienten, womit flir eine Ausgleichsgerade Unsicherheiten in deren Steigung b und
y-Achsenabschnitt a resultieren. Die aufgrund dieser Unsicherheiten resultierende Gesamt-
heit an moglichen Ausgleichsgeraden beschreibt einen Bereich um die Ausgleichgerade, der
im Arbeitsbereichsmittelpunkt am starksten eingeschniirt ist und dessen Enden sich trompe-
tenformig 6ffnen. Dieser Bereich wird als Vertrauensbereich bezeichnet, der durch die Ver-
trauensbander (VB) eingegrenzt wird. Zur Veranschaulichung ist in Abbildung 16 eine graphi-
sche Darstellung der Unsicherheiten in den Regressionskoeffizienten sowie der sich bei

Kombination dieser Unsicherheiten ergebende Vertrauensbereich dargestellt.

Vertrauensband (VB)
e

e

Informationswert
Informationswert
Informationswert

sl
T
A,

Fehleri

=

a -
" Kombination der Fehler in a und b
Fehlerink -~

Konzentration Konzentration Konzentration
Abbildung 16: Graphische Darstellung der Fehler im y-Achsenabschnitt a und in der Steigung b, sowie die Kom-
bination der beiden Fehler.

Mathematisch wird der Vertrauensbereich durch sy, und durch den t-Faktor, in den der Frei-
heitsgrad (f = N — 2) und die statistische Sicherheit P eingehen, beschrieben. Weiterhin
wird die Anzahl der Kalibrierpunkte N sowie die Anzahl derer Wiederholungsmessungen M

mit einbezogen. Formel 2.19 zeigt die vollstandige Beziehung.

_ 11, G
VBy(x) = sy, * t(P, f) * JM +5+ SHED (2.19)

45



3 Theorie — Statistik in der analytischen Qualitatssicherung (Grundlagen)

3.5.4.4 Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze eines analytischen Verfahrens kann auf verschiedene Weise definiert
werden. Bei der sogenannten Leerwertmethode wird eine Leerprobe (reine Probenmatrix
ohne Analyt) mehrmals analysiert. Dadurch kann von einer gaussférmigen Verteilung der
Messwerte ausgegangen werden. Per Definition wurde die Nachweisgrenze (NWG) als der
Wert angesetzt, der dem Mittelwert der Leerprobe plus dreimal Sigma entspricht. Diese
Festlegung fuhrt dazu, dass 50% aller Messungen, die an der Konzentration der Nachweis-
grenze durchgefiihrt werden, nicht als Analyt identifiziert werden (B-Fehler, oder auch Feh-
ler 2. Art) und, dass in 5% aller Messungen der Leerprobe Analyt identifiziert wird (a-Fehler,
oder auch Fehler 1. Art). Die Erfassungsgrenze (EG) wurde weiterhin als Mittelwert der Leer-
probe plus sechsmal Sigma definiert, da dort die GroRRe des a-Fehlers und B-Fehlers gleich
ist. In Abbildung 17 ist die Ermittlung der Nachweisgrenze mittels Leerwertmethode sowie

der daraus resultierende a- und B-Fehler graphisch dargestellt.

Informationswert

ehler 1. Art)

Konzentration

30
Leerwert NWG

Abbildung 17: Bestimmung der NWG mittels Leerwertverfahren.

Ein groBes Problem bei Verwendung der Leerwertmethode ist, dass das Analysensystem nie
dem eigentlichen Analyten ausgesetzt war, was gerade bei chromatographischen Verfahren
zu erheblichen Unstimmigkeiten fiihren kann. Aus diesem Grund wird zur Ermittlung der
Nachweisgrenze haufig auf das sogenannte Kalibrierkurvenverfahren zurlickgegriffen. Dabei
werden die NWG und die EG mittels der erstellten Kalibrierung ermittelt.

Wenn die Regressionsgerade der Kalibrierdaten bis zur Ordinatenachse extrapoliert wird,
gibt der Schnittpunkt zwischen Ordinate und Regressionsgraden den Informationswert wie-

der, der gemessen wird, wenn kein Analyt in der Probe vorhanden ist. Es handelt sich somit
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um einen theoretisch ermittelten Leerwert. Die Breite des Vertrauensbereichs an einer Kon-
zentrationsstelle gibt die zuldssige Streuung des zugehorigen Informationswertes, ohne das
eine signifikante Auswirkung auf die Regressionskoeffizienten vorliegt, wieder. Somit be-
schreibt der Bereich zwischen den Schnittpunkten des oberen und des unteren Vertrauens-
bands mit der Ordinate den statistischen Verteilungsbereich des theoretischen Leerwerts.
Der Schnittpunkt des oberen Vertrauensbands mit der Ordinate wird als kritischer Wert der
MessgroRRe yx bezeichnet. Wenn nun das Maximum einer Gausskurve mit y, zentriert wird,
ergeben sich folgende Bedingungen: 50% aller Messungen werden nicht mehr dem Leerwert
zugeordnet und nur 5% aller Messungen des Leerwerts werden diesem nicht mehr zugeord-
net. Der Wert, der diese Bedingungen erfiillt, wurde bereits bei Verwendung der Leerwert-
methode als die NWG definiert. Um die diesem Informationswert zugehorige Konzentration
zu ermitteln wird eine Parallele zur Abszisse durch y, gelegt. Deren Schnittpunkt mit der Re-
gressionsgeraden gibt dann die Konzentration an der Nachweisgrenze wieder. Die Erfas-
sungsgrenze ist der x-Wert des Schnittpunktes von derselben Parallele mit dem unteren Ver-
trauensband. In Abbildung 18 ist die Ermittlung der NWG und der EG mittels Kalibriergra-

denverfahren graphisch dargestellt.

Informationswert

NWG EG Konzentration
Abbildung 18: Ermittlung der Nachweisgrenze (NWG), der Erfassungs-
grenze (EG) und der Bestimmungsgrenze (BG) mittels Kalibrierkurvenver-
fahren.
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Fiir die Ermittlung der NWG und der EG ist bei dem Kalibriermethodenverfahren somit die
Reststreuung der Kalibrierdaten die entscheidende Grof3e. Das fiihrt dazu, dass mit diesem
Verfahren realistischere Werte fiir die NWG und EG ermittelt werden kénnen.

Da das Ergebnis fiir die NWG und die EG entscheidend von der Kalibrierprazision abhangt

konnen zwei kritische Situationen auftreten.

1) Bei geringer Préazision vergréBern sich die Werte fir die NWG und die EG. Dadurch kann es
vorkommen, dass der unterste Kalibrierpunkt unterhalb der EG bzw. der NWG liegt. Wenn
dies der Fall ist, muss der Kalibrierbereich entsprechend verschoben werden.

2) Beisehr hoher Prazision kann die EG sehr viel niedriger als der unterste Kalibrierpunkt liegen.
In diesem Fall ist es nicht zuldssig quantitative Aussagen in dem Bereich zwischen EG und un-
terstem Kalibrierpunkt zu treffen. Es muss zuerst ein Kalibrierpunkt in der unmittelbaren Na-
he der EG analysiert und mit in die Berechnung aufgenommen werden.

Durch das Verandern des Kalibrierbereichs, durch Hinzufligen oder Streichen von Kalibrier-
punkten andert sich in der Regel auch die Reststandardabweichung und damit die Werte der
Vertrauensbander. Aus diesem Grund wird das Kalibriergradenverfahren auch als dynamisch
gegeniber der statistischen Festlegung der KenngroBen in der direkten Leerwertmethode
betrachtet.

Eine weitere wichtige GroRRe in der statistischen Auswertung ist die Bestimmungsgrenze.
Dabei handelt es sich um einen Konzentrationswert, der groBer oder gleich der Erfassungs-
grenze ist, ab dem eine vorgegebene, relative Ergebnisunsicherheit gegeben ist. Bei der Er-
gebnisunsicherheit handelt es sich dabei um den statistischen Schwankungsbereich eines
Messwertes, der sich aus der Umrechnung eines Informationswertes Uber eine Kalibrier-
funktion ergibt. Fiir die Ermittlung der Bestimmungsgrenze ist es notwendig eine akzeptierte
relative Ergebnisunsicherheit vorzugeben. Dies wird in diesem Fall durch einen k-Faktor fest-
gelegt. Ein k-Faktor von drei entspricht dabei einer relativen Ergebnisunsicherheit von +33%.
Mit zunehmendem k-Faktor verringert sich somit die zuldssige relative Ergebnisunsicherheit
und die Bestimmungsgrenze verschiebt sich zu héheren Konzentrationen. Die graphische

Ermittlung der Bestimmungsgrenze ist in Abbildung 18 dargestellt.

3.5.5 Validierung

Unter dem Begriff Validierung werden der Nachweis und die Dokumentation der Reprodu-
zierbarkeit von Ergebnissen unter definierten Bedingungen verstanden. In der analytischen
Qualitatssicherung nimmt die Validierung einen hohen Stellenwert ein, da durch valide Ver-

fahren sichergestellt wird, dass diese fiir ihren Einsatzzweck geeignet sind und reproduzier-
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bare und richtige Ergebnisse liefern. Unter anderem werden im Rahmen von Akkreditierun-
gen (z.B. in Deutschland durch die DAkks) valide Priifverfahren fiir die Erteilung einer Akkre-
ditierungsurkunde gefordert.

Durch eine Akkreditierung kann das akkreditierte Labor belegen, dass es bestimmte Anfor-
derungen (Qualitat, technisches Niveau, Richtlinien, Gesetze usw.) hinsichtlich des akkredi-
tierten Verfahrens erfiillt und somit die Kompetenz besitzt diese anzuwenden. In der DIN EN
ISO/IEC 17011 ist deshalb der Begriff Akkreditierung wie folgt definiert: “Akkreditierung ist
die Bestatigung durch eine dritte Stelle, die formal darlegt, dass eine Konformitatsbewer-
tungsstelle die Kompetenz besitzt, bestimmte Konformitatsbewertungsaufgaben durchzu-
fuhren”.

Um ein Verfahren als valide nach DIN ISO 17025 anzusehen miissen folgende Aspekte unter-

sucht werden:

- Richtigkeit. Unter der Richtigkeit wird die Moglichkeit einer Methode verstanden nicht nur
prazise sondern auch wahre Messergebnisse zu liefern.

- Robustheit. Ein System gilt als Robust, wenn es trotz leichter Verdnderung in der Verfah-
rensweise (Anderung im Eluentsystem) reproduzierbare Ergebnisse liefert.

- Spezifitat. Hierunter wird die Moglichkeit einer Methode verschiedene Analyte voneinander
zu unterscheiden verstanden.

- Linearitat. Darunter wird der Bereich verstanden, indem ein proportionaler Zusammenhang
zwischen der Konzentration und dem Informationswert besteht.

- Wiederholprazision. Die Eigenschaft einer Methode bei mehrmaligem Wiederholen einer
Messung unter gleichen Umstdanden nahezu identische Messergebnisse zu liefern.

- Nachweis- und Bestimmungsgrenze. Grenzen die fir die qualitative bzw. quantitative Analyse
bendtigt werden.

- Arbeitsbereich. Der Konzentrationsbereich, indem mit der vorliegenden Methode valide
Messergebnisse erhalten werden kénnen.
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4.1 Verwendete Losemittel

In Tabelle 3 sind die verwendeten Chemikalien und Losemittel mit CAS-Nummer und Herstel-
ler zusammengefasst. Entionisiertes Wasser wurde mit einer Milli-Q Synthesis A10 Anlage

(Millipore, Schwalbach, Deutschland) hergestellt.

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Losemittel.

Chemikalie Hersteller CAS-Nr.
Chloroform Merck 67-66-3
Dichlormethan Fluka 75-09-2
Methanol Merck 67-56-1
Acetonitril Merck 75-05-8
n-Hexan Merck 110-54-3
Ameisensaure Fluka 64-18-6
Diethylether Merck 60-29-7
n-Pentan Merck 109-66-0
Isopropanol Fluka 67-63-0
Benzylalkohol Riedel-deHaén 202-859-9
Benzylbenzoat Sigma-Aldrich 120-51-4
Pyridin Sigma-Aldrich 110-86-1
MSTFA Macherey-Nagel 24589-78-4

4.2 Technische Informationen zu den verwendeten Geraten

Als Massenspektrometer wurden zwei lonenfallenmassenspektrometer, HCT plus (Bruker
Daltonics, Bremen, Deutschland) und AmaZon Speed (Bruker Daltonics, Bremen, Deutsch-
land) und ein Flugzeitmassenspektrometer micro-TOF-q (Bruker Daltonics, Bremen, Deutsch-
land) verwendet. Die DESI-Messungen wurden mit einer Omni Spray lon Source 0S-4001
(Prosolia, Indianapolis, IN, USA) durchgefiihrt. Die Direct Probe Messungen wurden mit einer
APCI 1I-Quelle mit Direct Probe-Aufsatz (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) durchge-
fihrt. Die flussigkeitschromatographischen Untersuchungen wurden auf einer UFLC-Anlage

(Shimadzu, Duisburg, Deutschland) durchgefiihrt (siehe Tabelle 4).
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Tabelle 4: Technische Daten der verwendeten Hochleistungsflis-
sigkeitschromatographie-Anlage.

Gerat Typ Hersteller
Degaser DGU-20A 5 Shimadzu
Pumpe LC-20AD xr Shimadzu
Pumpe LC-20AD g Shimadzu
Autosampler SIL-20AC xR Shimadzu
Saulenofen CTO-20AC Shimadzu
Diodenarraydetektor =~ SPD-M20A Shimadzu
Verbindungsmodul CBM-20A Shimadzu

Die GC-Messungen wurden auf einem GC 7890A (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-
land) mit integriertem FID-Detektor und einem angekoppelten MSD 5975C inert XL (Agilent
Technologies, Waldbronn, Deutschland) Massenspektrometer durchgefiihrt. Als Auto-

sampler wurde ein MPS 2XL+HS (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) verwendet.
4.3 Synthetische Cannabimimetika

4.3.1 Chemikalien und Wirkstoffe

In Tabelle 5 sind die verwendeten synthetischen Cannabimimetika aufgelistet. Bei Verwen-
dung der Bezeichnung ,China“ unter dem Begriff Hersteller wurde die Substanz von chinesi-
schen Herstellern Gber verdeckte Testkdufe bezogen und mittels NMR verifiziert. Die Be-
zeichnung ,Extraktion” bedeutet, dass die Substanz aus sichergestellten Krautermischungs-

produkten extrahiert, isoliert und mittels NMR verifiziert wurde.

Tabelle 5: Verwendete synthetische Cannabimimetika.

Chemikalie Hersteller CAS-Nr.
JWH-007 China 155471-10-6
JWH-015 LGC-standards 155471-08-2
JWH-072 China 209414-06-2
JWH-073 Chiron AS 208987-48-8
JWH-018 LGC-standards 209414-07-3
JWH-018 d11 Chiron AS

JWH-019 THC-pharm 209414-08-4
JWH-081 China 210179-46-7
JWH-122 THC-pharm 619294-47-2
JWH-200 THC-pharm 103610-04-4
JWH-210 China 824959-81-1
JWH-250 THC-pharm 864445-43-2
RCS-4 China 1345966-78-0
CP47,497-C8 (1S5/3S) Extraktion

CP47,497-C8 (1S/3R) Extraktion 70434-92-3
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Chemikalie Hersteller CAS-Nr.
CP47,497 China 70434-82-1
AM-694 China 335161-03-0
AM-2201 China 335161-24-5
AM-2233 China 444912-75-8
ORG-27569 China 868273-06-7
ORG-29647 China 868273-11-4
ORG-27759 China 868273-09-0

4.3.2 UHPLC-DAD Parameter

Das verwendete Eluentensystem besteht aus Acetonitril, Wasser und Ameisensaure. Die
genaue Zusammensetzung der organischen und der wassrigen Phase ist in Tabelle 6 darge-
stellt (um die korrekte Zusammensetzung der Eluenten sicherzustellen wurden diese in

Messkolben hergestellt).

Tabelle 6: Zusammensetzung des salzfreien Eluentensystems.

Wassrige Phase A Organische Phase B

Wasser 94,9% 4,9%
Acetonitril 5,0% 95,0%
Ameisensaure 0,1% 0,1%

In Tabelle 7 sind die entwickelten Verfahrensparameter zur chromatographischen Trennung beschrieben und in
Tabelle 8 und Tabelle 9 die dabei verwendeten Trennsaulen.

Tabelle 7: UHPLC-Verfahren fiir synthetische Cannabimimetika.

Saule Acquity UPLC BEH Phenyl
Gradient 0-12,5min 41% B
12,5-20,0 min 50% B
20,0 - 23,0 min 60% B
23,0 - 27,5 min 41% B
FlieBgeschwindigkeit 0,4 mL/min
Druck max. 512 bar
Temperatur 30°C
Laufzeit 27,5 min
Basispeakbreite JWH-200 18s
JWH-250 30s
JWH-210 24s
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Tabelle 8: Technische Daten verwendeten Saule: Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 u.

Eigenschaft Ausflihrung

Matrix Ethylene bridged hybrid (BEH), 130 A
Aktive Gruppe Trifunktionale C4-Phenyl Phase
Saulendimension 100 x 2,1 mm

PartikelgroRe 1,7 um

pH-Bereich 2-8

Hersteller Waters

Tabelle 9: Technische Daten der verwendeten Siule: Kinetex 1,7 u PFP 100 A.

Eigenschaft Ausfiihrung

Matrix Core Shell Silica

Aktive Gruppe Pentaflurophenyl, TMS endcapping
Sdulendimension 100x 2,1 mm

PartikelgroRe 1,7 um

pH-Bereich 1,5-8,0

Hersteller Phenomenex

4.3.2.1 Probenvorbereitung fiir die qualitative Analyse

Fiir qualitative Untersuchungen werden etwa 100 Milligramm der Krautermischung mit ei-
nem Milliliter Methanol versetzt und fur 20 Minuten im Ultraschallbad extrahiert. Die Me-
thanolphase wird UGber einen Spritzenfilter (0,2 um) gereinigt und mit dem in Tabelle 7 be-

schriebenen Verfahren analysiert.

4.3.2.2 Probenvorbereitung fiir die Analyse der Wirkstoffverteilung

Fiir die Untersuchung der Wirkstoffverteilung werden aus jeder der zehn Titen an drei un-
terschiedlichen Stellen jeweils ungefdhr 100 mg Material als Einzelprobe entnommen. Wei-
terhin wird aus jeder der zehn Titen an verschiedenen Stellen (mindestens 8) ungefahr
200 mg Material fiir eine Mischprobe entnommen. Das restliche Material wird fiir die Durch-
schnittsprobe, im Folgenden auch als Restprobe bezeichnet, verwendet.

Die Einzelproben werden nach dem Schema Tite.Probe (Bsp. 1.3, 4.2), die Restproben nach
dem Schema TiteRH.Probe (Bsp. 1RH.2, 4RH.1) beschriftet. Die Mischproben werden als
Misch.1 und Misch.2 bezeichnet.

Die Einzelproben werden dreimal jeweils mit einem Milliliter Methanol versetzt und 20 Mi-
nuten im Ultraschallbad extrahiert. Die vereinigten Methanolphasen werden Uber einen
Spritzenfilter (0,2 um) gereinigt. Von dem Filtrat werden 30 pL mit 900 pL Methanol versetzt

und mittels des entwickelten Prifverfahrens analysiert.
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Das Mischprobenmaterial aus den 10 Titen wird vereinigt und im Weitern als eine Probe
bearbeitet. Die Mischprobe und die zehn Restproben werden in einer Kugelmihle unter flis-
sigem Stickstoff gemahlen. Von dem gemahlenen Material werden jeweils zwei Proben a
circa 200 mg entnommen. Diese werden separat jeweils dreimal mit zwei Milliliter Methanol
versetzt, 20 Minuten im Ultraschallbad extrahiert und drei Minuten bei 3500 U™ zentrifu-
giert. Die jeweils vereinigten Methanolphasen werden Uber einen Spritzenfilter (0,2 um)
gereinigt. Von dem Filtrat werden 30 uL mit 900 uL Methanol versetzt und mittels des ent-

wickelten Verfahrens analysiert.

4.3.2.3 Probenvorbereitung fiir die quantitative Analyse

Der Inhalt der Krautermischungstiite wird in einer Kugelmiihle unter flissigem Stickstoff ge-
mahlen. Von dem gemahlenen Material werden zwei Proben & jeweils circa 200 mg ent-
nommen, zweimal mit je zwei Milliliter Methanol versetzt, 20 Minuten im Ultraschallbad
extrahiert und drei Minuten bei 3500 U™ zentrifugiert. Die Methanolphasen der jeweiligen
Probe werden vereinigt und Uber einen Spritzenfilter (0,2 um) gereinigt. Von dem Filtrat
werden 50 pL in einen 2 mL Messkolben tberfihrt, mit Methanol aufgefiillt und mit dem in

Tabelle 7 beschriebenen Prifverfahren analysiert.

4.3.3 UHPLC-DAD/MS Kopplung

Fiir die Kopplung der UHPLC mit dem Massenspektrometer HCT+ wurde eine Edelstahl-
Kapillare mit 0,1 mm Innendurchmesser verwendet. Als lonenquelle wurde eine ESI-Quelle
mit eingebautem LC-Sprayer verwendet. Die gewdhlten Systemparameter des Massenspek-
trometers sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tabelle 10: Einstellungen am Massenspektrometer fir die An-
kopplung an die UHPLC.

Dry Gas 9 L/min
Nebulizer 40 Psi

Dry Temperature 350°C

Polarity positive/negativ
Target Mass 350
Scan-Bereich 50 — 600 m/z
Smart Target 100000

Max Accu Time 200 ms
Averages 5
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4.3.4 DESI-MS

In Tabelle 11 sind die verwendeten, optimierten geometrischen Parameter der DESI-Quelle
aufgefiihrt. In Tabelle 12 sind die standardmaRig verwendeten Parameter fiir das HCT+ Mas-
senspektrometer angegeben. Flissige Proben werden auf eine Glastiipfelplatte, deren Auf-
tragungsspots aus Teflon bestehen, aufgetragen, und nach dem Verdunsten des Losemittels

mittels DESI-MS analysiert.

Tabelle 11: Einstellungen an der DESI-Quelle.

Abstand des MS-Einlass zur Oberflache 0,3cm
Abstand der Spitze des Sprihkopfes zur Oberfliche 2,4 cm
Abstand der Spitze des Sprihkopfes zum MS-Einlass 6,0 cm

Spruhwinkel 55°
FlieRrate 3 puL/min
Stickstoffdruck 8 bar

Tabelle 12: Einstellungen am Massenspektrometer HCT+
fir DESI-MS Messungen.

Dry Gas 5 L/min

Dry Temperature 250 °C

Polarity positive/negative
Target Mass 350
Scan-Bereich 50 - 600 m/z
Smart Target 100000

Max Accu Time 200 ms

Averages 5

4.3.5 Direkte Analyse von Kriautermischungen

Fir die direkte DESI-MS Analyse von Krautermischungen werden ca. 50 mg der Krauter-
mischung auf einen Teflonfilter gegeben, mit einem zweiten Teflonfilter abgedeckt und zu-
sammengepresst. Einer der beiden Teflonfilter wird im Anschluss mit Druckluft gereinigt und

direkt mittels DESI-MS untersucht.

4.3.6 DC-DESI-MS zum Nachweis von synthetischen Cannabimimetika

In eine Doppeltrogkammer (BxHxT, 13 x 13,5 x 5,5 cm) werden 20 ml eines Gemisches aus
n-Hexan und Diethylether (1:9) gegeben. AnschlieBend wird ein passendes Filterpapier in die
Kammer eingestellt. Nach 30 Minuten Sattigungszeit wird die zu untersuchende DC-Platte in

die Kammer gestellt. Wenn die Laufmittelfront ca. 1 cm vor dem Plattenende ist wird die
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Platte entnommen und im Kaltluftstrom getrocknet. Fir die Sichtbarmachung wird UV-Licht
der Wellenlange 254 nm verwendet.

Fiir die DESI-MS Messungen wird die DC-Platte in 5x5 cm Stiicke gebrochen. Zuerst wird auf
der unteren Halfte der DC-Platte das DESI-Spray unterhalb eines der DC-Auftragungsspots
gerichtet. Nach ungefdhr 30 Sekunden wird ein vertikaler Scan der DC-Platte durchgefiihrt.
Dies wird mit Hilfe des manuell verstellbaren Probenhalters realisiert. Von vorhandenen
Substanzen (als Peak im TIC zu erkennen) werden nach dem erfolgten Scan MS"-Spektren
aufgenommen. Im Anschluss wird die Vorgehensweise auf der oberen Halfte der DC-Platte
wiederholt. Durch die Verwendung einer rein manuell verstellbaren DESI-Quelle kann keine
gleichbleibende Scangeschwindigkeit erreicht werden, weswegen eine Umwandlung der

Zeit- in eine Langen-Domane nicht moglich ist.
4.4 Dopingsubstanzen und Arzneimittel

4.4.1 Chemikalien und Wirkstoffe

In Tabelle 13 sind die verwendeten anabolen Steroide und in Tabelle 14 die Original-
Arzneimittel mit Hersteller, Wirkstoff und Darreichungsform aufgefiihrt. In Tabelle 15 sind
Detailangaben zu einem sichergestellten Dopingprdparat aufgelistet. Weitere untersuchte,

sichergestellte Praparate werden im Kapitel 5.2.1.2 beschrieben.

Tabelle 13: Verwendete anabole Steroide.

Chemikalie Hersteller CAS-Nr.
Boldenon Sigma-Aldrich 846-48-0
Danazol Sigma-Aldrich 17230-88-5
Metandienon Sigma-Aldrich 72-63-9
Methyltestosteron Sigma-Aldrich 58-18-4
Nortestosteron Sigma-Aldrich 434-22-0
Testosteron Sigma-Aldrich 58-22-0
Trenbolon Sigma-Aldrich 10161-33-8
Testosteron-Acetat Sigma-Aldrich 1045-69-8
Testosteron-Propionat Sigma-Aldrich 57-85-2
Testosteron-Enantat Sigma-Aldrich 315-37-7
Testosteron-Isocaproat Sigma-Aldrich 15262-86-9
Testosteron-Phenylpropionat Fluka 1255-49-8
Testosteron-Decanoat Sigma-Aldrich 5721-91-5
Testosteron-Undecanoat LGC-Standards 5947-44-0
Testosteron-Cypionat Sigma-Aldrich 58-20-8
Trenbolon-Acetat Fountain Limited 10161-34-9

Trenbolon-Enantat Fountain Limited
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Tabelle 14: Ubersicht tiber die verwendeten originalen Arzneimittel.

Arzneimittel Hersteller Wirkstoff Darreichungsform
Andriol Essex Pharma Testosteron Undecanoat Hartkapsel
Intrinsa Warner Chilcott  Testosteron Pflaster

Nebido Bayer Vital Testosteron Undecanoat Injektion
Testogel Jenapharm Testosteron Gel
Testosteron Depot Jenapharm Testosteron Enantat Injektion
Testosteron Depot Eifelfango Testosteron Enantat Injektion
Testosteron Depot Galen  Galenpharma Testosteron Enantat Injektion
Testoviron Depot 250 Bayer Testosteron Enantat Injektion
Testoviron Depot 250 Rotexmedica Testosteron Enantat Injektion
Tramadol 50tabs 1A Pharma Tramadol Tabletten
Tramadol AL 50 Auid Pharma Tramadol Brausetabletten
Tramadol-ratiopharm Ratiopharm Tramadol Hartkapseln
Tramadolor 100 ID Hexal Tramadol Retardtabletten
Tramadol Zapfchen Sandoz Tramadol Zapfchen
Tramundin Mundipharma Tramadol Filmtabletten
Tramadolor Hexal Tramadol Retardtabletten
Tramadol AbZ AbZ-Pharma Tramadol Retardkapseln
Tramadol AL Aluid Pharma Tramadol Retardtabletten
Tramadolor tabs Hexal Tramadol Tabletten
Valoron N retard Pfizer Tilidin/Naloxon Retardtabletten
Valoron N Pfizer Tilidin/Naloxon Tropfen
Tilidin-ratiopharm Ratiopharm Tilidin/Naloxon Retardtabletten
Champix Pfizer Vareniclin Filmtabletten
Diazepam AbZ AbZ-Pharma Diazepam Tabletten
Amoxi 1A Pharma Amoxicillin Tabletten
Finasterid-ratiopharm Ratiopharm Finasterid Tabletten
Subutex Essex Pharma Buprenorphin Sublingualtabletten
Furosemid AbZ AbZ-Pharma Furosemid Retardkapseln
Fluconazol-ratiopharm Ratiopharm Fluconazol Hartkapseln
Clomifen-ratiopharm Ratiopharm Clomifen Tabletten
Azithromycin-ratiopharm  Ratiopharm Azithromycin Tabletten

Tabelle 15: Ubersicht iiber sichergestellte Dopingpraparate.

Bezeichnung

Wirkstoff

Darreichungsform

Sustanon 250

Testosteron-Propionat

Testosteron-lsocaproat
Testosteron-Phenylpropionat
Testosteron-Decanoat

olige Injektionslosung
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4.4.2 UHPLC-DAD Parameter

Das Eluentensystem besteht aus Acetonitril, Wasser und Ameisensaure und die genaue Zu-

sammensetzung der organischen und der wassrigen Phase ist im Kapitel 4.3.2 beschrieben.

4.4.2.1 Klassisch gepackte Trennsdulen
In Tabelle 16 ist das entwickelte Verfahren zur chromatographischen Trennung unter Ver-

wendung von gepackten Trennsaulen (siehe Tabelle 17 und Tabelle 18) beschrieben.

Tabelle 16: UHPLC-Verfahren fiir anabole Steroide mit Probenvorbereitung.

Saule Acquity UPLC HSS T3
Gradient 0- 3 min 38% B
3- 4min 90% B
4-13 min 98% B
13 - 14 min auf 38% B
14 - 17,5 min 38% B
FlieBgeschwindigkeit 0,5 mL/min
Druck max. 560 bar
Temperatur 30°C
Laufzeit 17,5 min
Basispeakbreite Trenbolon 18s
Testosteron 18s
T.-Isocaproat 15s
T.-Undecanoat 30s

Tabelle 17: Technische Daten der verwendeten Saule: Acquity UPLC® HSS T3 1,8 u.

Eigenschaft Ausflihrung

Matrix high strength silica (HSS) Partikel
Aktive Gruppe Trifunktionale Octadecyl-Phase
Saulendimension 100 x 2,1 mm

PartikelgroRe 1,8 um

pH-Bereich 2-8

Hersteller Waters

Tabelle 18: Technische Daten der verwendeten Saule: Kinetex 2,6 u C;5 100 A.

Eigenschaft Ausfihrung

Matrix Core Shell Silica

Aktive Gruppe Octadecyl, TMS endcapping
Saulendimension 100x 2,1 mm
PartikelgroRRe 2,6 um

pH-Bereich 1,5-10,0

Hersteller Phenomenex
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4.4.2.1.1 Probenvorbereitung mittels fliissig/fllissig Extraktion

Zu circa 200 mg des zu untersuchenden Ols werden 10 pL des Steroid-Esters (geldst in
Benzylalkohol) gegeben und 5 min geschittelt. AnschlieBend werden 5 mL eines Aceto-
nitril/Wasser-Gemisches (9:1) dazu gegeben und 5 min geschittelt und das Gefal fir 5 min
vertikal um 180 ° gedreht. Zur Beschleunigung der Phasentrennung wird 10 min bei
4000 RPM zentrifugiert. Falls die Phasentrennung nicht vollstandig ist, werden einige Trop-
fen einer gesattigten Natriumchlorid-Losung zugesetzt. Ein Teil der oberen Phase wird direkt

mittels des entwickelten Verfahrens (siehe Tabelle 16) analysiert.

4.4.2.1.2 Probenvorbereitung mittels SPE-Phase
Fiir die Extraktion der 6ligen Zubereitungen wurden die in den in Tabelle 19, Tabelle 20 und

Tabelle 21 beschriebenen SPE-Phasen verwendet.

Tabelle 19: Technische Daten der verwendeten SPE-Phase: LiChrolut EN.

Eigenschaft Ausfihrung

Adsorbens Ethyl vinyl benzene divinyl benzene polymer
Max. Aufgabevolumen 6 mL

Kapazitat 500 mg

Hersteller Merck

Tabelle 20: Technische Daten der verwendeten SPE-Phase: LiChrolut RP 18 E.

Eigenschaft Ausflihrung
Adsorbens keine Angaben
Max. Aufgabevolumen 3mL
Kapazitat 500 mg
Hersteller Merck

Tabelle 21: Technische Daten der verwendeten SPE-Phase: Discovery DSC-18.

Eigenschaft Ausfihrung

Adsorbens Polymerically bonded octadecyl
Max. Aufgabevolumen 6 mL

Kapazitat 500 mg

Hersteller Supelco

Fiir die Probenvorbereitung werden etwa 100 mg Speisedl in ein 1,5 mL Eppendorf-Cap ge-
fllt, mit 15 pL des als internen Standard verwendeten Steroid-Esters (200 mg gel6st in
450 mg Benzylalkohol) versetzt und 10 min geschittelt. Von der 6ligen Zubereitung werden

etwa 80 mg direkt auf die Discovery DSC-18 (500 mg) SPE-Phase von Supelco gegeben. Die
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SPE-Phase wird anschlieBend mit 5 mL Methanol gewaschen. Die Methanolphase wird mit

dem in Tabelle 16 angegebenen Verfahren analysiert.

4.4.2.2 Monolithische-Trennsdule
In Tabelle 22 ist das entwickelte Verfahren zur chromatographischen Trennung unter Ver-
wendung einer monolithischen Trennsdule (siehe Tabelle 23) beschrieben.

Tabelle 22: UHPLC-Verfahren fiir anabole Steroide ohne Probenvorbereitung
unter Verwendung einer monolithischen Saule.

Saule Chromolith Performance
Gradient 0- 3 min 38% B
3- 4min 90% B
4-13 min 98% B
13 - 14 min auf38% B
14 - 17,5 min 38% B
FlieBgeschwindigkeit 1,0 mL/min
Druck max. 48 bar
Temperatur 30°C
Laufzeit 17,5 min
Basispeakbreite Trenbolon 45s
Testosteron 6,0s
T.-Isocaproat 4,55
T.-Undecanoat 18,0 s

Tabelle 23: Technische Daten der verwendeten Sdule: Chromolith Performance RP-18e.

Eigenschaft Ausfihrung

Matrix Monolithic silica

Aktive Gruppe Octadecylsilan, full endcapping
Saulendimension 100 x 4,6 mm

PartikelgroRRe 2 um Macropore, 180 A Mesopore
pH-Bereich 2-7,5

Hersteller Merck

Flr die Probenvorbereitung werden circa 10 mg der 6ligen Zubereitung in ein Glasvial (2 mL)
eingewogen. Dazu wird 1 mL Chloroform mittels einer Pipette Rainin AutoRep E (Mettler
Toledo, GieBen, Deutschland) gegeben. Nach vollstandiger Auflésung werden 20 plL der Lo-
sung mittels Direktverdranger (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) in ein LC-Vial Gberflihrt, mit

1 mL Methanol versetzt und mit dem in Tabelle 22 aufgefiihrten Verfahren untersucht.
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4.4.3 UHPLC-DAD/MS Kopplung

Fiir die Kopplung der UHPLC mit dem Massenspektrometer HCT+ wurden dieselben Beding-

ungen wie in Kapitel 4.3.3 beschrieben verwendet.

4.4.4 GC-MS

Fiir die GC-MS-Messungen werden die Ol-Proben silyliert. Dazu werden je 5 pL der Probe mit
65 pL MSTFA und 10 pL Pyridin versetzt und fiir 30 min bei 70 °C sowie weiteren 10 min bei
75 °C in einem Heizblock erwarmt. AnschlieBend werden die Proben fir weitere 20 min in
dem ausgeschalteten Heizblock belassen. Die so erhaltenen Losungen werden mit dem in

Tabelle 24 beschriebenem GC-MS Verfahren untersucht.

Tabelle 24: GC-MS Verfahren fir 6lige Zubereitungen.

Saule 5% Phenyl Methyl Silox
25mx 200 um x 0,11 pum

Helium-Fluss 1 mL/min

Temperatur Programm Start 60 °C

Steigerung 10 °C/min

Ende 320 °C

Laufzeit 42 min

Split 1:10

Split Fluss 10 mL/min

Injektor Temperatur 250 °C

Solvent delay 4 min

Massenbereich 40 - 650

MS Quellen Temperatur 230°C

MS Quadrupol Temperatur 150 °C

4.4.5 DESI-MS

In Tabelle 25 sind die verwendeten geometrischen Parameter der DESI-Quelle und in Tabelle
26 die fur die DESI-MS standardmaBig verwendeten Parameter fiir das HCT+ Massenspek-

trometer angegeben.

Tabelle 25: Einstellungen an der DESI-Quelle.

Abstand des MS-Einlass zur Oberflache 0,3cm
Abstand der Spitze des Sprihkopfes zur Oberfliche 2,4 cm
Abstand der Spitze des Sprihkopfes zum MS-Einlass 6,0 cm

Sprihwinkel 55°
FlieRBrate 3 puL/min
Stickstoff Druck 8 bar
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Tabelle 26: Einstellungen am Massenspektrometer HCT+
flr DESI-MS Messungen.

Dry Gas 5L/min

Dry Temperature 250 °C

Polarity positive/negative
Target Mass 350
Scan-Bereich 50 — 800 m/z
Smart Target 100000

Max Accu Time 200 ms

Averages 5

4.4.6 Direkte Analyse von odligen Zubereitungen

Fir die direkte DESI-MS Analyse von oligen Zubereitungen werden 0,7 uL der Zubereitung
auf eine Glastlipfelplatte aufgetragen. Im Anschluss wird die 6lige Zubereitung mit einem
saugfahigem Tuch abgetupft. Dabei ist es wichtig darauf zu achten, dass die Probe nicht ver-
rieben wird, da ansonsten eine Kontamination der restlichen Tilipfelspots nicht ausgeschlos-
sen werden kann. Die so praparierte Tlpfelplatte wird anschlieRend direkt mittels DESI-MS

untersucht.

4.5 Software

Zur statistischen Auswertung der Messdaten wurde das Programm SQS2000 verwendet. Da-
bei handelt es sich um eine kommerzielle Software, die auf dem Programm Excel der Firma
Microsoft aufbaut. Mit diesem Programm wurden die in dieser Arbeit angegebenen statis-
tischen KenngrofRen fir die Kalibrierung berechnet. Dazu zahlen: Nachweisgrenze, Bestim-
mungsgrenze, Reststandardabweichung, Linearitdtspriifung, Korrelation und lineare Regres-
sionsparameter. Andere statistische Werte (z.B. Mittelwert, Standardabweichung) wurden

mit dem Programm Excel 2010 der Firma Microsoft berechnet.

4.6 APCI (Direct Probe) Messungen

Fiir die Durchfihrung von Direct Probe Messungen wird eine Schmelzpunktkapillare an der
AuBenseite mit dem zu untersuchendem Feststoff in Kontakt gebracht. Dabei ist darauf zu
achten, dass moglichst wenig Material an der Innen- und AuRenseite der Kapillare haften
bleibt. Noch sichtbares Material wird im Anschluss mit einem fusselfreien Tuch entfernt. Das
so praparierte Glasrohr wird in die Direct Probe-Quelle montiert und in die Messposition

bewegt, wodurch automatisch die Messung startet. In Tabelle 27 sind die Standardbe-
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dingungen fiir die Einstellungen an dem AmaZon Massenspektrometer fiir Direct Probe Mes-

sungen aufgefihrt.

Tabelle 27: Einstellungen am Massenspektrometer Ama-
zon fiir Direct Probe Messungen.

Dry Gas 4 L/min

Dry Temperature 220 °C

Nebulizer 29 psi

Vaporizer Temperature 450 °C

Polarity positive/negative
Target Mass 350
Scan-Bereich 50 - 600 m/z
Smart Target 100000

Max Accu Time 200 ms

Averages 10

4.7 DESI-MS an unterschiedlichen Massenspektrometern

In der Tabelle 28 sind die verwendeten geometrischen Parameter der DESI-Quelle aufge-

flhrt. In Tabelle 29 sind die standardmaRig verwendeten Parameter fir das HCT+ Massen-

spektrometer, in Tabelle 30 fir das Amazon Massenspektrometer und in Tabelle 31 fiir das

micro-TOF-q Massenspektrometer angegeben.

Tabelle 28: Einstellungen an der DESI-Quelle.

Abstand des MS-Einlass zur Oberflache

Abstand der Spitze des Sprithkopfes zur Oberflache
Abstand der Spitze des Sprihkopfes zum MS-Einlass
Sprihwinkel

FlieBrate

Stickstoff Druck

0,3cm
2,4 cm
6,0 cm
55°

3 uL/min
8 bar

Tabelle 29: Einstellungen am Massenspektrometer HCT+
flr DESI-MS Messungen.

Dry Gas 5 L/min

Dry Temperature 250 °C

Polarity positive/negative
Target Mass 350
Scan-Bereich 50 - 600 m/z
Smart Target 100000

Max Accu Time 200 ms

Averages 5
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Tabelle 30: Einstellungen am Massenspektrometer Ama-
zon fiir DESI-MS Messungen.

Dry Gas 4 L/min

Dry Temperature 250 °C

Polarity positive/negative
Target Mass 350
Scan-Bereich 50 - 600 m/z
Smart Target 100000

Max Accu Time 200 ms

Averages 10

Tabelle 31: Einstellungen am Massenspektrometer
micro-TOF-q fur DESI-MS Messungen.

Dry Gas 4 L/min

Dry Temperature 170°C

Polarity positive/negative
Quadrupol Collision energy 7 eV

Target Mass 350
Scan-Bereich 100 - 800 m/z
Averages 10
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Synthetische Cannabimimetika

5.1.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde ein Hochleistungsfliissigkeitschromatographie Ver-
fahren fir den quantitativen Nachweis von cannabimimetischen Substanzen in Krauter-
mischungen entwickelt. Da sich die zu untersuchenden Substanzen strukturell oft nur wenig
voneinander unterscheiden, sollten als Detektoren ein Dioden-Array-Detektor (DAD) und ein
Massenspektrometer verwendet werden. Aus diesem Grund wurde ein salzfreies Eluenten-
system, bestehend aus Acetonitril, Wasser und Ameisensdure, gewahlt. Fiir die Verfahrens-
entwicklung und die anschlieBende Validierung wurde jedoch auf die Verwendung eines
Massenspektrometers verzichtet, da fiir quantitative MS-Experimente unter Verwendung
einer ESI-Quelle deuterierte Standards benétigt werden. Da die Quantifizierung mittels DAD
erfolgen sollte musste fir eine Basislinientrennung der Analyte gesorgt werden.

Folgende Saulen wurden bei der Methodenentwicklung untersucht:

- HSS T3 Water (siehe Tabelle 17)
- Waters Phenyl (siehe

- Tabelle 8)

- Kinetex PFP 1,7 (siehe Tabelle 9)

Zum Test der Leistungsfahigkeit und Eignung der unterschiedlichen Trennsdulen wurde je-
weils versucht eine Basislinientrennung von einem Gemisch aus 16 synthetischen Can-
nabimimetika (JWH-007, JWH-018, JWH-019, JWH-073, JWH-081, JWH-122, JWH-200,
JWH-203, JWH-210, JWH-250, JWH-251, AM-694, AM-1220, RCS-4, CP47,497,
(1S,3R)-CP47,497-C8), im weiteren Verlauf als SynMix bezeichnet, zu erreichen. Da sich die
zu untersuchenden Substanzen teilweise deutlich in ihrer Polaritat unterscheiden konnte fir
die Trennung kein isokratisches Verfahren verwendet werden, weswegen die unterschiedli-
chen Sdulen mit einem mehrstufigen Gradienten getestet wurden. Zusatzlich wurden die
Saulentemperatur in einem Bereich von 25 bis 40 °C und der Fluss in einem Bereich von
0,2 - 0,6 mL/min variiert.

Bei vorherigen Experimenten8 wurde fiir die Trennung von verschiedenen Aminoalkylindolen
eine C18-Phase verwendet. Allerdings konnten unter Verwendung einer C18-Phase und un-

ter Verwendung des geringsten organischen Phasenanteils des Eluenten (1%) und eines

65



5 Ergebnisse und Diskussion — Synthetische Cannabimimetika

niedrigen Flusses (0,2 mL/min) die Substanzen JWH-200 und AM-1220 nicht aus der Totzeit
der Retentionszeit entfernt werden. Bei diesen beiden Substanzen ist im Gegensatz zu den
anderen synthetischen Cannabinoiden am Indolstickstoff keine Alkylkette sondern ein Ring-

system vorhanden
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Abbildung 19: Strukturen der Aminoalkylindole JWH-200, AM-1220, JWH-018 und JWH-073.

Aus diesem Grund wurden zwei weitere Sdulen, eine mit einer PFP-Phase (siehe Tabelle 9)
und eine mit einer Phenylphase (siehe Tabelle 8), getestet. Die experimentelle Gegeniiber-
stellung der unterschiedlichen Saulen zeigten, dass unter 4.3.2 beschriebene Verfahren un-
ter Verwendung der Acquity UPLC® BEH Phenyl (1,7 um Partikeldurchmesser) (siehe Tabelle
8 am besten fir die Trennung der synthetischen Cannabimimetika geeignet ist. Ein Beispiel-
Chromatogramm der Trennung ist in Abbildung 20 zu sehen und in Tabelle 32 sind die Re-

tentionszeiten und die flir die Quantifizierung ausgewahlten Wellenldnge dargestellt.
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Abbildung 20: Chromatogramm einer UHPLC-DAD Trennung der Testlosung der synthetischen Cannabimime-
tika ,,SynMix“ mit dem entwickelten Verfahren.

Tabelle 32: Retentionszeit der einzelnen cannabimitetischen Wirkstoffe bei

angegebener Wellenlange.

Name

Retentionszeit / min

Wellenlange / nm

JWH-200
AM-1220
AM-694
RCS-4
CPA47,497
JWH-250
JWH-073
(1S,3R)-CP47,497-C8
JWH-251
JWH-203
JWH-018
JWH-007
JWH-081
JWH-122
JWH-019
JWH-210

1,916

2,333

11,836
12,844
13,670
15,503
16,278
16,613
17,003
17,582
19,200
20,006
20,640
21,948
22,483
23,946

217
217
209
209
198
209
217
198
209
209
217
217
209
217
217
217
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Das entwickelte Verfahren wurde im Anschluss validiert. Zu diesem Zweck wurde die Wie-
derholprazision innerhalb eines Tages an Hand von elf aufeinander folgenden Messungen
ermittelt. Die erzielten relativen Standardabweichungen (o) flr die Retentionszeit und die
Peakflache sind in Tabelle 33 aufgefiihrt.

Tabelle 33: relative Standardabweichung (o..) der Wiederholp-
razsision von elf aufeinander folgenden Messungen des SynMix.

Substanz Retentionszeit Flache
Orel iN % Orel iN %
CP47,497 0,60 0,65
CP47,497-C8 0,23 0,32
JWH-200 0,50 0,22
AM-1220 0,57 0,21
JWH-073 0,22 0,32
JWH-018 0,29 0,32
JWH-007 0,31 0,34
JWH-122 0,36 0,54
JWH-019 0,19 0,64
JWH-210 0,20 0,43
AM-694 0,61 0,68
RCS-4 0,57 0,56
JWH-250 0,23 0,46
JWH-251 0,24 0,41
JWH-203 0,25 0,34
JWH-081 0,32 0,37

Sowohl die relativen Standardabweichungen der Retentionszeit als auch die der Peakflachen
liegen durchweg deutlich unterhalb von 1% weshalb sich das Verfahren hervorragend fiir die
guantitative Analyse eignet.

Als weitere wichtige ValidierungsgrofRe wurde die Wiederholprazision liber einen mehrtagi-
gen Zeitraum ermittelt. Dazu wurden 12 Analysen des SynMix an sieben unterschiedlichen
Tagen durchgefiihrt. Bei Mehrfachmessungen an einem Tag wurde eine Messung morgens
und eine Messung nachmittags durchgefiihrt. Die erhaltenen relativen Standardabweichun-
gen fir die Retentionszeit und die Signalflache sind in Tabelle 34 aufgefiihrt.

Tabelle 34: relative Standardabweichung (oc,) der Wiederholpréazsision
von zwolf Messungen des SynMix an sieben unterschiedlichen Tagen.

Substanz Retentionszeit Flache
Orel iN % Orel IN %
CP47,497 1,13 3,05
CP47,497-C8 0,40 2,98
JWH-200 1,76 2,52
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Substanz Retentionszeit Flache
Orel iN % Orel iN %
AM-1220 2,06 1,98
JWH-073 0,40 2,89
JWH-018 0,39 3,12
JWH-007 0,39 2,59
JWH-122 0,35 2,47
JWH-019 0,20 2,91
JWH-210 0,20 2,91
AM-694 1,12 2,14
RCS-4 1,07 1,93
JWH-250 0,43 3,01
JWH-251 0,40 2,50
JWH-203 0,40 2,51
JWH-081 0,39 2,61

Die relative Standardabweichung der Retentionszeit liegt im Bereich von 0,4 — 2% und die
der Peakflache im Bereich von 1,9 — 3,1%.

Die erhaltenen relativen Standardabweichungen der Wiederholprazisionen zeigen, dass das
entwickelte Verfahren sehr gut fiir die quantitative Analytik geeignet ist, da die Schwankun-
gen zwischen einzelnen Messungen unter 5% liegen.

Nicht fur alle der 16 Substanzen, fiir die Wiederholprazisionen ermittelt wurden, wurde im
Rahmen der Validierung eine Kalibration durchgefihrt. Von den 16 Substanzen wurden nur
die neun Substanzen ausgewahlt, von denen eine ausreichende Menge an Reinsubstanz vor-
handen war. Diese Substanzen entsprechen denen, die zum Zeitpunkt der Durchfiihrung
dieser Arbeit am haufigsten in Krautermischungen auftraten. Auf Grund der geringen Menge
an Reinsubstanz wurde fiir die Herstellung der einzelnen Kalibrierlésungen eine Stamml6-
sung der Substanz in Messkolben (mindestens 2 mL) mit Methanol verdiinnt.

Fiir die Kalibrierung wurden jeweils zwischen fiinf und sieben Losungen der jeweiligen Sub-
stanz hergestellt. Die erhaltenen Messdaten wurden mit dem Programm SQS2000 ausgewer-
tet (siehe Kapitel 4.5). Fir die Uberpriifung des Arbeitsbereichs wurden Mehrfachbestim-
mungen von zwei Kontrollproben, eine im unteren und eine im oberen Arbeitsbereich,
durchgefiihrt. In Abbildung 21 ist exemplarisch eine Darstellung der bei der Kalibrierung von
AM-694 erhaltenen Residuen und der resultierenden Regression mit zugehorigen Vertrau-
ensbandern dargestellt. Die ausfihrlichen Ergebnisse der Kalibrierung sind im Anhang in den

Tabellen 83 - 91 aufgefiihrt.
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Abbildung 21: Darstellung der Residuenverteilung (links) und der linearen Regression mit zugehérigen Vertrau-
ensbdndern (rechts) der Kalibration von AM-694.

Fir alle Kalibrierungen sind die Korrelationsfaktoren der Kalibriergeraden >0,999. Die
Nachweisgrenzen bei einem Vertrauensbereich von 95% und der jeweiligen Arbeitsbereiche
sind in Tabelle 35 aufgefiihrt.

Tabelle 35: Auflistung der Nachweisgrenzen und des Arbeitsbereichs fiir die in die Kalibrie-
rung eingeschlossenen synthetischen Cannabimimetika.

Substanz Nachweisgrenze in ug/mL  Arbeitsbereich in pg/mL
JWH-018 4,16 11-100
JWH-019 1,94 6-100
JWH-073 2,57 7-100
JWH-081 1,01 3-100
JWH-122 1,04 3-100
JWH-200 0,44 2-60
JWH-210 0,17 1-60
AM-694 1,09 5-100
CP47,497-C8 2,37 7-100

5.1.1.1 Untersuchung der Wirkstoffverteilung

Um grundlegende Informationen (iber den Herstellungsprozess und Uber geeignete Proben-
vorbereitungen zu erlangen, wurde mit dem entwickelten Verfahren die Wirkstoffverteilung
innerhalb von Krautermischungen untersucht. Zu diesem Zweck wurde aus einer GroRsicher-

stellung von ,,Spice Diamond“ 10 Tuten zuféllig als Untersuchungsobjekt ausgewahlt und der
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Gehalt an (1S,3R)-CP47,497-C8 analog zu Kapitel 4.3.2.2 bestimmt. Die erhaltenen Ergebnis-

se sind in Tabelle 36 dargestellt.

Tabelle 36: Ubersicht der Mittelwerte (M) und relativen Standardabweichungen (o,) der Wirkstoffgehalte der
Einzelproben (Einzel) und Resthomogenisate (Rest) der einzelnen Tiiten der Krdutermischung ,Spice Diamond*.

Tite M (Einzel) Orel (Einzel) M (Rest) Orel (Rest) Abweichung M (Rest) /
= yR=A M (Einzel)
mg mg

1 15,19 3,07% 14,27 1,21% -6,50%

2 15,65 1,28% 14,23 0,71% -9,97%

3 15,40 6,50% 13,94 0,26% -10,50%

4 18,55 23,74% 14,45 0,46% -28,36%

5 14,90 4,48% 14,72 0,63% -1,27%

6 15,28 2,28% 14,05 0,61% -8,72%

7 15,80 3,78% 13,88 1,03% -13,83%

8 15,84 3,46% 13,79 1,56% -14,88%

9 16,24 2,10% 12,46 1,47% -30,35%

10 15,92 5,94% 14,56 0,40% -9,35%

Die Einzelproben wiesen Wirkstoffgehalte zwischen 14,11 ug/mg und 16,63 pug/mg auf (le-
diglich ein Wert lag bei 24,75 pg/mg). Die Durchschnittsproben wiesen mit Wirkstoffgehal-
ten zwischen 12, 28 ug/mg und 14,62 pug/mg im Mittel deutlich niedrigere Werte auf. Der
Mittelwert der Mischprobe (Material aller 10 Titen) lag mit einer Wirkstoffkonzentration
von 14,70 pg/mg (o 1,43%) Uber den Wirkstoffgehalten der Durchschnittsproben. Der Mit-
telwert der Durchschnittsproben lag bei 14,04 und die relative Standardabweichung zwi-
schen den 10 Tlten bei 4,36%. Diese Werte zeigen, dass der Mittelwert der Durchschnitts-
proben als Konzentrationswert flir eine Krautermischungstiite und somit fiir die Berechnung
der Gesamtmenge an Wirkstoff in allen sichergestellten Krautermischungstiiten verwendet
werden kann, weshalb eine reprasentative Beprobung von einer groBen Anzahl an Krauter-
mischungstlten moglich ist.

Da die Wirkstoffgehalte der drei Einzelproben einer Krautermischungstiite maximal um 5%
schwankten, der Mittelwert der Durchschnittsproben aber bis zu 30% unter dem Mittelwert
der Einzelproben lag wurde in weiteren Experimenten getestet ob bei der Homogenisierung
mittels Kugelmiihle Wirkstoff verloren geht (z.B. durch Anhaftungen an den GefdaBwéanden).
Zu diesem Zweck wurden aus drei weiteren Krautermischungstiiten ,Spice Diamond” jeweils
dreimal circa 100 mg entnommen und analog zu den Einzelproben (siehe Kapitel 4.3.2.2)
analysiert. Die restliche Probe (circa 2,7 g) wurde, ohne vorherige Homogenisierung, analog

zu den Einzelproben dreimal mit jeweils 27 mL Methanol extrahiert und mit dem entwickel-
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ten Verfahren analysiert. Durch die in diesem Fall identische Probenvorbereitung der Einzel-
und der Restproben wurde sichergestellt, dass auftretende Konzentrationsunterschiede
nicht auf die Probenvorbereitung zuriickgefiihrt werden konnen. Die erhaltenen Messdaten
sind in Tabelle 37 aufgefiihrt.

Tabelle 37: Ubersicht der Mittelwerte (M) und relativen Standardabweichungen (o) der

Wirkstoffgehalte der Einzelproben (Einzel) und der Restprobe (Rest) der drei Tuten der
Krautermischung ,Spice Diamond”.

Tite M (Einzel) Orel (Einzel) M (Rest)  Abweichung M (Rest) /

/ ng/mg / ng/mg M (Einzel)
1 14,63 5,54% 12,48 -17,22%
2 15,21 2,75% 14,35 -5,98%
3 14,59 4,41% 13,33 -9,44%

Der Mittelwert der Wirkstoffgehalte der Einzelproben liegt mit 14,81 pug/mg rund 10,5%
Uber dem Mittelwert der Restprobe (13,39 pug/mg). Da auch nach der gleichen Probenvorbe-
reitung der Gehalt an Wirkstoff in der Restprobe deutlich unterhalb des Gehalts der Einzel-
proben liegt konnte gezeigt werden, dass bei der Probenvorbereitung mittels Kugelmuihle
kein Wirkstoff verloren geht.

Diese Untersuchungen haben gezeigt, dass die Probenahme und die Probenvorbereitung
einen entscheidenden Einfluss auf die quantitativen Analysen von Krautermischungen ha-
ben. Die Ergebnisse machen deutlich, dass eine einfache Entnahme und Analyse von Krau-
termatrix aus einer Krautermischungstiite die Wirkstoffkonzentration dieser Tiite nicht in
geeigneter Weise widerspiegeln kann. Somit ist auch fiur die Erstellung einer Mischprobe
darauf zu achten an mindestens acht verschiedenen Stellen Material aus einer Krduter-
mischungstiite zu entnehmen. Die besten Ergebnisse konnen erzielt werden, wenn der ge-
samte Inhalt der Krdutermischungstiite mittels Kugelmiihle homogenisiert wird. Bei der Un-
tersuchung von Sicherstellungen sollte somit eine gewisse Anzahl (je nach Gesamtanzahl) an

Krautermischungstiten vollstandig homogenisiert und analysiert werden.

Im Rahmen der Untersuchungen der Wirkstoffverteilung in Krautermischungen sollte wei-
terhin untersucht werden inwieweit die PartikelgroBe der Krautermatrixbestandteile mit der
Wirkstoffkonzentration korreliert, da durch diese Information eine Aussage (iber den Her-
stellungsprozess der Krautermischungen moglich ist. Zu diesem Zweck wurde der Inhalt der

Tite einer Krautermischung ,,Spice Diamond“ liber vier Siebstufen gesiebt (siehe Abbildung
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22) und jede erhaltene Fraktion einzeln extrahiert (dreifach Extraktion mit Methanol) und

guantifiziert. Die dabei erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 38 zusammengefasst.

| L

SR —

Abbildung 22: Resultierende Siebfraktionen des Inhalts einer Tute der Krautermischung ,Spice Diamond*“.

Tabelle 38: Ergebnisse der Siebung einer Tiute der Krautermischung ,,Spice Diamond”.

Siebfraktion Gewicht /g Wirkstoffgehalt / mg B (Wirkstoff) / mg/g
>2,0mm 1,2276 17,68 14.40
1,4 mm-2,0 mm 0,7272 10,65 14,64
1,0mm-1,4mm 0,4434 6,62 14,92
0,71 mm—-1,0 mm 0,2314 4,05 17,51
<0,71 mm 0,1918 3,44 17.91

Die Ergebnisse zeigen, dass die Wirkstoffkonzentrationen in den Siebfraktionen > 1 mm un-
gefahr gleich sind. Die Wirkstoffkonzentrationen in den Siebfraktionen < 1 mm sind unterei-
nander ebenfalls nahezu identisch allerdings liegen diese ungefahr 20% hoher als die der
groReren Siebfraktionen. Dies zeigt, dass bei der Herstellung der Krautermischungen an klei-
neren Matrixbestandteilen im Mittel mehr Wirkstoff haften bleibt. Dieses Ergebnis legt nahe,
dass bei dem Herstellungsprozess in Losemittel geloster Wirkstoff auf die Krautermatrix auf-
gespriht wird und nicht die Krautermatrix in das Losemittel getaucht wird. Wenn die Krau-
termatrix in das Losemittel getaucht worden ware, misste der Wirkstoffgehalt von den gro-
Reren Matrixbestandteilen hoher als der Wirkstoffgehalt der kleinen Matrixbestandteile
sein, da mehr Masse flr die Adsorption von Wirkstoff zur Verfligung steht. Der héhere Wirk-
stoffgehalt der kleinen Matrixbestandteile erklart sich beim Aufsprihen der Wirkstoffe
dadurch, dass das Verhaltnis zwischen Volumen und Oberflache der kleinen Matrixbestand-
teile grolRer ist als das von groferen Matrixbestandteilen, wodurch eine gréRere Adsorp-
tionsflache fur die Wirkstoffaufnahme tber die Oberflache besteht.

Ende 2012 konnte in mehreren illegalen Laboratorien zur Herstellung von Krautermischun-
gen Mischtrommeln und Sprihflaschen sichergestellt werden, wodurch die Erkenntnisse aus

den obigen Experimenten bestatigt werden konnten.
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5.1.1.2 Untersuchungen zu der Probenvorbereitung

Flr die quantitative Analyse von Krautermischungen ist es wichtig den zugesetzten Wirkstoff
vollstandig aus der Krautermatrix zu extrahieren. Weiterhin ist jedoch bei jeder Probenvor-
bereitung darauf zu achten, dass diese moglichst einfach und schnell zu erledigen ist, um
somit tauglich fur die kriminaltechnische Fallarbeit zu sein.

Zum Test, ob eine einmalige Extraktion der homogenisierten Krautermatrix ausreichend ist
wurden jeweils 100 Milligramm der Proben 1RH, 5RH, 10RH und Misch (siehe Kapitel 4.3.2.2)
dreimal mit jeweils 1 mL Methanol fiir 20 Minuten im Ultraschallbad extrahiert. Anschlie-
Rend wurde die Losung jeweils Gber einen 0,2 um Filter filtriert und der Wirkstoffgehalt an
(1S,3R)-CP47,497-C8 mit dem beschriebenen Verfahren quantifiziert. Die Resultate sind in
der Tabelle 39 aufgefihrt.

Tabelle 39: Resultate des Tests der durchgefiihrten Mehr-
fachextraktionen von Krautermatrix.

Probe Messung B (Wirkstoff) in ug/mg

12,77
1,81
0,00

1RH

13,17
1,52
0,00

5RH

13,19
1,67
0,00

10RH

12,99
1,60
0,00

Misch.1

W NEFRPR WNEFRPRWNRWNPRE

Wie an Hand der Daten deutlich zu erkennen ist reicht eine zweifache Extraktion der homo-
genisierten Krautermatrix fiir eine vollstandige Extraktion des Wirkstoffes aus.

In einem weiteren Versuch sollte getestet werden, ob eine einfache Extraktion der Krauter-
matrix, mit dem doppelten Losungsmittelvolumen, ebenfalls fir eine vollstandige Extraktion
sorgt. Zu diesem Zweck wurden jeweils 100 Milligramm der Proben 1RH und Misch mit 2 mL
Methanol fir 20 Minuten im Ultraschallbad extrahiert, (iber einen 0,2 um Filter filtriert und
anschlieRend analysiert. Dabei zeigte es sich (siehe Tabelle 40), dass die ermittelten Massen-
konzentrationen ca. 10% unterhalb der summierten Massenkonzentrationen aus Tabelle 39

liegen.
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Tabelle 40: Ergebnisse der einmaligen Extraktion von Krautermischungen

Probe Messung B (Wirkstoff) / ug/mg Summenkonzentration / pg/mg
1RH 1 12,45 14,58
Misch 1 13,52 14,59

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine einfache Extraktion mit erh6htem Losemittelvolumen zu
keiner vollstandigen Extraktion der Wirkstoffe aus der Krautermatrix flhrt. Aus diesem
Grund wurde die in Kapitel 4.3.2.3 beschriebene Probenvorbereitung fir die quantitative
Analyse von Krautermischungen als Effizienteste ermittelt.

In zwei wissenschaftlichen Publikationen aus dem Jahr 2012 wurden zwei Verfahren fir die
Quantifizierung von synthetischen Cannabimimetika in Krdautermischungen veroffentlicht.
Allerdings wurde die Probenvorbereitung dort nur oberflachlich untersucht. So empfiehlt
Logan et al. ein Zermahlen der Krautermischung zwischen Schmiergelpapier und eine An-
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schlieBende einmalige Extraktion mittels Methanol”™ und Merola et al. ein zermdrsern des

gesamten Krautermaterials und eine AnschlieBende einmalige Extraktion mittels Methanol®.
Die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit zeigen somit deutlich, dass die Vorgehensweise
in diesen beiden wissenschaftlichen Arbeiten nicht ausreichend fiir die Gewinnung von

guantitativen Wirkstoffkonzentrationen ist.

5.1.1.3 Analyse von Realproben

Im Rahmen der Untersuchungen zu der Wirkstoffverteilung in Krautermischungen sollten 17
verschiedene Krautermischungen auf das zugesetzte synthetische Cannabimimetikum hin
untersucht und quantifiziert werden. Dabei sollte vor allem analysiert werden inwiefern die
Wirksamkeit der einzelnen Cannabimimetika mit dem Wirkstoffgehalt in Krautermischungen
korreliert und wie der Wirkstoffgehalt in Produkten unterschiedlicher Herstellungs. Fiir diese
Untersuchungen wurden die einzelnen Krautermischungen analog zu 4.3.2.3 homogenisiert,

extrahiert und analysiert. Die dabei erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 41 dargestellt.
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Tabelle 41: Ubersicht der Wirkstoffkonzentrationen von JWH-210, JWH-122 und JWH-018 in verschiedenen
Krautermischungsprodukten.

R (JWH-210) R (JWH-122) R (JWH-018)
Name . Name . .
in ug/mg in ug/mg in ug/mg

Push 199,9 69 - 20,1
Jamaican

DJ 197,1 Gold - 43,8

Love 186,5 Blaze - 93,2
Monkees

Vegas 61,0 Go 61,2
banana

Jamaican

Gold 162,7 OMG 69,5

Extreme

Boom 179,4

Welcome 135,7

Vegas

Maya 211,5

Lips 182,8

Bonzai

Citrus 165,

Remix 183,6

Silber

ohne 195,3

Aufschrift
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Die Ergebnisse zeigen, dass die groRte Anzahl der untersuchten Krdutermischungen das syn-
thetische Cannabinoid JWH-210 enthalten. Die Wirkstoffkonzentration in der jeweiligen
Krdautermischung schwankt dabei zwischen 6% und 21%. Besonders fallen dabei stark
schwankende Wirkstoffgehalte desselben synthetischen Cannabimimetikum in unterschied-
lichen Krautermischungen auf. So ist in der Krdautermischung Blaze ungefahr finfmal mehr
JWH-018 enthalten als in der Krdautermischung 69 und in der Krautermischung Vegas ist un-
gefahr dreimal weniger JWH-210 enthalten als z.B. in der Krautermischung Maya. Die Unter-
suchung der Krautermischungen Jamaican Gold und Jamaican Gold Extreme, bei dem es sich
um ein nachfolgendes Produkt handelt, zeigt, dass die Produzenten ihre Produkte der aktuel-
len Gesetzgebung anpassen. In diesem Fall wurde die Krautermischung Jamaican Gold zu
einem Zeitpunkt sichergestellt wo JWH-018 noch nicht dem BtMG unterstellt war. Nach der
Unterstellung wurde dann das Nachfolgerprodukt Jamaican Gold Extreme mit einem ande-

ren Wirkstoff (JWH-210) sichergestellt.

5.1.2 LC-MS Kopplung

Wie zu Beginn des Kapitels 5.1.1 erwahnt sollte bei der Entwicklung des Verfahrens nicht nur
eine photometrische Detektion sondern zusatzlich auch eine massenspektrometrische De-
tektion, fur die eindeutige Identifizierung, erfolgen. Die Bedingungen, die im Kapitel 4.4.3
beschrieben sind, sind am besten fiir die Kopplung der UHPLC-DAD mit einem Massenspekt-
rometer geeignet.

Mit den dort beschriebenen Parametern konnte das entwickelte UHPLC-DAD Verfahren oh-
ne weitere Adaption fir die Kopplung mit einem Massenspektrometer verwendet werden. In
Tabelle 42 sind die Retentionszeiten sowie die m/z-Werte, bei denen die 16 Cannabinoide im
Massenspektrometer detektiert werden, zusammengefasst.

Tabelle 42: Retentionszeiten und m/z-Werte bei denen die massenspekt-
rometrische Detektion der 16 untersuchten Cannabinoide erfolgte.

Name Retentionszeit in min m/z

JWH-200 2,122 385,4
AM-1220 2,429 383,4
AM-694 12,144 436,1
RCS-4 13,162 322,2
CP47,497 13,977 301,3
JWH-250 15,883 336,3
JWH-073 16,660 328,3
(18,3R)-CP47,497-C8 17,009 315,3
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Name Retentionszeit in min m/z

JWH-251 17,364 320,3
JWH-203 17,941 340,3
JWH-018 19,580 342,2
JWH-007 20,397 356,2
JWH-081 21,046 372,2
JWH-122 22,367 356,2
JWH-019 22,937 356,2
JWH-210 24,425 370,2

In der folgenden Abbildung sind alle relevanten EIC's, der Trennung des Cannabinoid-

gemisches, in einem Chromatogramm zusammengefasst.
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o [N ——315.3
£ =5 ——340.3
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Abbildung 23: Darstellung aller relevanten EIC's der Trennung des Cannabinoidgemisches.

In Abbildung 24 ist beispielhaft ein Massenspektrum der Substanz JWH-018 und die dazuge-

hérigen MS"-Spektren dargestellt.
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Abbildung 24: Links oben, Fullscan Spektrum der Substanz JWH-018. Rechts oben, MSZ—Spektrum des m/z-Wert
342; Links unten, MS3—Spektrum des m/z-Wert 214; Rechts unten MSa—Spektrum des m/z-Wert 155.

Anhand von diesen Massenspektren kdnnen die am haufigsten auftretenden Fragmentie-
rungen erklart werden. So zeigen Massenspektren der Aminoalkylindole neben einem Signal
das dem protonierten Molekil (JWH-018, m/z = 342) entspricht auch ein Signal, welches
dem Natriumaddukt der Substanz (JWH-018, m/z = 364) entspricht. Die Fragmentierung der
Aminoalkylindole findet, wie in Abbildung 24 zu sehen ist, normalerweise an der Keto-
Gruppe statt, wobei diese jeweils an dem Molekiilfragment, welches im Spektrum zu sehen
ist, verbleibt. Bei JWH-018 entspricht dies einem Naphtyl-oxo-methylium-lon (m/z = 155)
und einem Oxo(1-pentyl-1H-indol-3yl)methylium-lon (m/z = 214). Bei der Interpretation der
MS3-Spektren der Aminoalkylindole fillt hiufig ein Massenverlust von m/z = 10 auf. Dabei
handelt es sich um einen Verlust von Kohlenmonoxid mit gleichzeitig erfolgender Anlagerung
von Wasser, was in der Summe einen Verlust von zehn Masseneinheiten entspricht. In Ab-
bildung 24 ist dies beispielhaft fiir die Substanz JWH-018 dargestellt.

Eine weitere Besonderheit in der Fragmentierung weisen die Substanzen JWH-203 und

JWH-251 auf. Bei diesen beiden Substanzen ist das Indolsystem nicht direkt iber die Keto-
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Gruppe mit dem aromatischen System verknipft, sondern es befindet sich noch eine CH;-

Gruppe dazwischen (siehe Abbildung 25).

Abbildung 25: Strukturen von Aminoalkyindolen. JWH-251 (links), JWH-203 (mitte), JWH-018 (rechts).

So zeigt das Fragmentspektrum der Susbtanz JWH-251, anders als z.B. das der Substanz

JWH-018, einen Massenverlust von m/z = 28 (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Links oben, Fullscan Spektrum der Substanz JWH-251. Rechts oben, MSZ—Spektrum des m/z-Wert
320; Links unten, MS3-5pektrum des m/z-Wert 292.
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Dieser konnte mittels Messungen an einem hochauflésenden Massenspektrometer (Orbi-
trap) als Verlust von Kohlenmonoxid identifiziert werden. Auch die weiteren MS"-Spektren
von JWH-251 unterscheiden sich deutlich von denen anderer Aminoalkylindole. In Abbildung
27 ist zu erkennen, dass die Verbindung JWH-203 ein sehr dhnliches Fragmentierungsmuster

zu JWH-251 aufweist.
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Abbildung 27: Links, Fullscan Spektrum der Substanz JWH-203. Rechts, MS*-Spektrum des m/z-Wert 340.

Der Tabelle 42 ist weiterhin zu entnehmen, dass viele Cannabimimetika dieselbe Molekdil-
masse und teilweise auch die selbe Summenformel aufweisen und somit bei demselben m/z-
Wert gemessen werden. Eine Unterscheidung dieser Verbindungen (z.B. JWH-007, JWH-019)
ist somit nur Gber die Fragmentspektren moglich.

Im Anhang in Tabelle 111 sind die Hauptfragmente der Cannabimimetika, die im SynMix
vorhanden sind, aufgelistet. Wie zu erkennen ist, konnen alle untersuchten Cannabinoide,
auch die mit gleicher Summenformel, anhand ihrer Fragmentspektren eindeutig voneinan-
der unterschieden werden.

Fiir die UHPLC-DAD-MS Kopplung sollte an Hand von 10 aufeinanderfolgenden Messungen
des SynMix die Wiederholprazision bestimmt werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 43 dar-
gestellt.

Tabelle 43: relative Standardabweichung (o) der Wieder-

holprazision (massenspektrometrische Detektion) von zehn
aufeinander folgenden Messungen des SynMix.

Name Orel IN %
Retentionszeit Flache
JWH-200 0,91 0,28
AM-1220 0,75 1,02
AM-694 0,12 3,39
RCS-4 0,12 2,86
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Name Orel IN %
Retentionszeit Flache

CP47,497 0,10 0,65
JWH-250 0,08 1,63
JWH-073 0,05 3,65
(1S/3R)-CP47,497-C8 0,07 2,54
JWH-251 0,07 2,94
JWH-203 0,06 2,72
JWH-018 0,06 0,85
JWH-007 0,06 1,05
JWH-081 0,06 2,08
JWH-122 0,06 1,14
JWH-019 0,07 1,54
JWH-210 0,05 2,88

Wenn die relativen Standardabweichungen der Wiederholprazisionen der massenspektro-
metischen Detektion (siehe Tabelle 43) mit denen der photometrischen Detektion (siehe
Tabelle 33) verglichen werden ist festzustellen, dass die Flache der Signale bei der massen-
spektrometischen Detektion signifikant starker schwankt als bei der photometrischen Detek-
tion. Aufgrund dieser Schwankungen ist eine externe Kalibrierung der ESI/MS nicht ohne
weiteres moglich. Stattdessen wurde getestet, ob eine Quantifizierung mittels deuterierter
Standards moglich ist. Zu diesem Zweck wurde eine Losung mit einer bekannten Konzentra-
tion an JWH-018 (50 ppb) mit drei verschiedenen Mengen an JWH-018 d11 (25, 50 und
100 ppb) versetzt und analysiert. Uber das Verhéltnis der Flichen der Peaks der EIC's 342
und 353 sowie die bekannte Konzentration an JWH-018 d11 wurde die Konzentration an
JWH-018 in jeder Probe bestimmt und mit der realen Konzentration (50 ppb) verglichen. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 44 dargestellt.

Tabelle 44: Konzentration des zugesetzten Standards JWH-018 d11 und die

daraus berechnete Konzentration an JWH-018 sowie die prozentuale Ab-
weichung zwischen der realen und der berechneten Konzentration

(50 ppb).

c (JWH-018 d11) ¢ (JWH-018) berechnet  Abweichung
25 ppb 40,1 ppb -19,8%
50 ppb 50,7 ppb 1,4%

100 ppb 27,6 ppb -44.8%

Die Messergebnisse zeigen, dass sowohl bei einer Addition von 25 ppb und 100 ppb
JWH-018 d11 eine geringere Konzentration an JWH-018 als eigentlich vorhanden gemessen.

Bei einer Zugabe von 100 ppb JWH-018 d11 kann die geringere Intensitat des JWH-018 Sig-
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nals eventuell auf lonsupression zurilickgefihrt werden. Anhand der Messdaten ist deutlich
zu erkennen, dass die Zugabe an deuteriertem Standard mdglichst genau der Menge ent-
sprechen sollte, in der auch der Analyt vorhanden ist. Das bedeutet, dass fiir die Quantifizie-
rung mittels deuterierter Standards immer mindestens zwei Messungen durchgefihrt wer-
den missen. In der ersten Messung muss eine Abschatzung des Analytgehalts vorgenommen
werden und erst in der zweiten Messung kann die eigentliche Quantifizierung durchgefiihrt
werden. Ein weiterer Nachteil der Quantifizierung mittels deuterierter Standards ist der ho-
he Preis der deuterierten Reagenzien sowie deren eingeschrankte Verfligbarkeit. Dies fiihrt
dazu, dass Analyte nur selten mit den entsprechenden deuterierten Analyten quantifiziert
werden kénnen. Stattdessen miussen strukturell ahnliche deuterierte Verbindungen verwen-
det werden, was wiederum die Fehleranfalligkeit erhéht und die Verlasslichkeit der Quantifi-
zierung reduziert.

Aus diesen Griinden wurde, wie am Anfang des Kapitels erwdhnt, auf die Quantifizierung der
Cannabinoide mittels ESI/MS verzichtet, zumal mittels der UHPLC-DAD sehr gute Ergebnisse

erzielt wurden.

Messungen von Krautermischungen mit synthetischen Cannabimimetika, die nicht in der
Methodenvalidierung vertreten waren zeigten, dass mittels ESI/MS" die Identifizierung der
Cannabimimetika einfach moglich war. Allerdings konnten die Cannabimimetika nicht mehr
in die Validierung integriert werden, da bei der photometrischen Detektion Uberlagerungen
von Signalen auftraten.

Es konnte somit gezeigt werden, dass die Kopplung UHPLC/DAD-ESI/MS" hervorragend ge-
eignet ist quantitative Informationen fiir eine diskrete Anzahl von Substanzen zu erhalten
und weiterhin in der Lage ist weitere, auch unbekannte cannabimimetische Substanzen zu

identifizieren.
5.1.3 DESI-MS

5.1.3.1 Direkte Analyse von Krdutermischungen

In diesem Abschnitt wird das Ergebnis einer Untersuchungsserie beschrieben ob Krauter-
mischungen ohne vorherige Probenvorbereitung (Extraktion mit Losemittel) mittels DESI-MS
analysiert werden kénnen. Das Problem bei diesen Untersuchungen ist neben dem Vakuum

des Massenspektrometers, das einzelne Krauterbestandteile in das Massenspektrometer

83



5 Ergebnisse und Diskussion — Synthetische Cannabimimetika

saugen kann, auch das DESI-Spray, dass Bestandteile von der Oberflache pusten kann. Aus
diesem Grund ist es bei der Untersuchung von Krdautermatrix wichtig diese Gefahren zu un-
terbinden.

Als erstes wurde versucht die Krautermischung auf einem Klebefilm zu befestigen (siehe Ab-
bildung 28 a). Bei den DESI-MS Untersuchungen wurden auch keine festen Bestandteile der
Krautermatrix in das Massenspektrometer eingetragen. Allerdings wurden bei den Analysen

nur Massenspektren des Klebefilms generiert (siehe Abbildung 28 b).
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Abbildung 28: a Kéutefmischung »Monkees go Bananas” mittels Klebefilm auf einem Glastrager befestigt. b)

erhaltenes DESI-MS Spektrum bei der Beprobung der auf einem Klebefilm befestigten Krdutermischung ,,Mon-
kees go Bananas”.

Durch die Anordnung der Pflanzenpartikel auf dem Klebefilm bleiben immer kleine Licken
zwischen den einzelnen Matrixbestandteilen, durch die das DESI-Spray auf den Klebefilm
trifft. Da eine llickenlose Anordnung der Matrixbestandteile nicht moglich ist, wurde dieser
Ansatz als direkte Untersuchungsmoglichkeit verworfen.

Im zweiten Ansatz wurde die Krdautermischung zwischen zwei Teflonfiltern zusammenge-
presst (siehe Kapitel 4.3.5) und anschlielend der partikelfreie Teflonfilter, sichtbar anhaf-
tende Partikel wurden mit Druckluft entfernt, mittels DESI-MS untersucht (siehe Abbildung
29). Durch die beschriebenen Arbeitsschritte konnte eine Kontamination des Massenspek-

trometers durch feste Bestandteile der Krautermischungen ausgeschlossen werden.

YRR )

Abbildung 29: links: Krautermischung auf 'i'eflonfilter; mitte: Krdutermischung zwischen zwei Teflonfiltern ge-
presst; rechts: gesduberter Teflonfilter auf Objekttrager fir DESI-Messungen befestigt.
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Analysen zeigten, dass der synthetische Wirkstoff aus einer Krautermischung auf dem Tef-
lonfilter einwandfrei nachgewiesen werden konnte. Als Test der Leistungsfahigkeit dieser
Messmethode wurden unterschiedliche Spice-Produkte mit dem obigen Verfahren, sowie
zum Vergleich mittels GC-MS analysiert. Dabei wurden auch Krautermischungen mit mehr
als einem synthetischen Wirkstoff untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 45 zusammen-
gefasst.

Tabelle 45: Vergleich der direkten DESI-MS und der GC-MS Ergebnisse von den untersuchten Krautermischun-
gen.

Krautermischung DESI-MS Ergebnisse GC-MS Ergebnisse
Monkees go Bananas JWH-122 JWH-122

Jamaican Gold EXTREME JWH-210 JWH-210

New Jamaican Gold JWH-081 JWH-081

Blaze It (Grape) JWH-019, JWH-200 JWH-019, JWH-200
Bulk JWH-203 JWH-203
Unbeschriftete Silbertiite AM-694, WIN 48,098 AM-694, WIN 48,098
Bloom!™ JWH-250 JWH-250

Spicy Inka RCS-4 RCS-4

Leerer Teflonfilter -

Die Messergebnisse zeigen, dass alle mittels GC-MS in den Krdautermischungen nachgewie-
sene synthetische Cannabimimetika ebenfalls mit der obigen Methode analysiert werden
konnen. Die Methode ist auch in der Lage mehrere synthetische Cannabimimetika neben
einander einwandfrei zu identifizieren.

Mit der oben beschriebenen Methode wurde auch eine Fragestellung im Zusammenhang mit
einer Realprobe aus einer Sicherstellung bearbeitet. Bei der sichergestellten Krauter-
mischung handelte es sich um das Produkt TAlI HIGH. Vorausgegangene GC-MS Untersu-
chungen einer anderen Untersuchungsstelle zeigten einen enthaltenen Wirkstoff, der die-
selbe Molekiilmasse aber eine unterschiedliche Retentionszeit im Vergleich zu RCS-4 auf-
wies. Aus diesem Grund wurde dort zundchst eine Struktur fir diese Substanz postuliert, die
statt einer Methoxy-Gruppe eine Methylenhydroxy-Gruppe in para-Position enthalt (siehe
Abbildung 30).
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Abbildung 30: Struktur von RCS-4 (links) und der postulierten Substanz mit
einer Methylenhydroxy-Gruppe in para-Position (rechts).

Ein Teil dieser Probe und RCS-4 als Referenzsubstanz wurden mittels DESI-MS analysiert. Die

erhaltenen Massenspektren sind in Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31: DESI-MS Spektren der RCS-4 Reinsubstanz (links) und der unbekannten Substanz in Tai High
(rechts).

Dabei zeigte es sich, dass im MS>-Spektrum der unbekannten Substanz keine Abspaltung von
Wasser auftrat, was gegen die postulierte Struktur sprach. Weiterhin ist zu erkennen, dass
die MS?-Spektren der unbekannten Substanz und von RCS-4 untereinander sehr dhnlich sind.
Auch in den MS3—Spektren stimmt die Signalverteilung Uberein, allerdings mit deutlichen
Unterschieden in der Intensitat der einzelnen Signale. Diese Beobachtungen deuten darauf
hin, dass es sich bei der unbekannten Substanz um ein Positionsisomer von RCS-4 handelt.
Mittels DESI-MS konnte jedoch nicht zwischen den beiden moéglichen Isomeren meta-RCS-4

und ortho-RCS-4 unterschieden werden. Nachfolgende NMR-Messungen bestéatigten das
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Postulat, dass es sich um ein Positionsisomer handelt, und identifizierten die Substanz als

ortho-RCS-4 (siehe Abbildung 32).

Abbildung 32: Struktur von ortho-RCS-4 (links) und RCS-4 (rechts).

Die Fahigkeit der lonenfalle MS"-Spektren zu erzeugen ist auch wichtig um die Aminoalkylin-
dole JWH-007, JWH-019 und JWH-122 voneinander zu unterscheiden. Alle drei Substanzen
weisen mit der Summenformel C,;sH,sNO eine Masse von 355,2 auf und werden somit als
m/z-Wert von 356 als [M+H]" detektiert was bedeutet, dass eine Unterscheidung anhand
des MS-Spektrums nicht moglich ist. Die Unterscheidung zwischen JWH-122 und JWH-019
bzw. JWH-007 ist durch das MS%-Spektrum méglich, eine Unterscheidung zwischen JWH-019
und JWH-007 aber erst mit dem MSS—Spektrum (siehe Tabelle 111). Auch in diesem Fall er-
moglicht erst die Kopplung der DESI-Quelle mit einem lonenfallenmassenspektrometer die
Unterscheidung der drei Regioisomere.

Ein weiteres Beispiel flr die Leistungsfahigkeit der Kopplung DESI-IT-MS demonstriert die
Untersuchung von sichergestellten Papiertrips (siehe Abbildung 33). Diese werden von den
Konsumenten in den Mund genommen, wo der vorhandene Wirkstoff herausgel6st und liber
die Schleimhaute aufgenommen wird. Am haufigsten wird in dieser Applikationsform LSD
(Lysergsaurediethylamid) konsumiert. Allerdings kdnnen auch andere Substanzen in dieser

Form konsumiert werden.
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Abbildung 33: Abbildung von sichergestellten Papiertrips.

Eine DESI-MS Messung ergab das in Abbildung 34 dargestellte Massenspektrum mit den da-

zugehérigen MS"-Spektren. Anhand dieser Daten konnte schnell geklart werden, dass es sich

nicht um LSD sondern um TMA (Trimethoxyamfetamin) handelte.
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Abbildung 34: Links oben, Fullscan Spektrum einer Untersuchung der Papiertrips mittels DESI-MS. Rechts oben,
MSZ-Spektrum des m/z-Wert 226; Links unten, MS3-Spektrum des m/z-Wert 209; Rechts unten MS4-Spektrum
des m/z-Wert 194.

Von dieser Substanz existieren jedoch sechs unterschiedliche Positionsisomere, wobei drei
Isomere (3,4,5-TMA; 2,4,5-TMA; 2,4,6-TMA) in der Rauschgiftszene einschlagig bekannt sind
(die Strukturen sind in Abbildung 35 abgebildet).
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OMe

OMe
MeO NH, NH;

OMe OMe MeO OMe
Abbildung 35: Strukturen der Verbindungen 3,4,5-TMA (links), 2,4,5-TMA (Mitte) und 2,4,6-TMA (rechts).

Mit Hilfe von DESI-MS Messungen von Referenzsubstanzen dieser drei Positionsisomere war
es moglich die Substanz auf den Papiertrips als 2,4,5-TMA zu identifizieren. Die eindeutige
Identifizierung gelang allerdings erst durch den Vergleich der MS*-Spektren (siehe Abbildung
36), da die MS-, MS?- und MS3—Spektren von 2,4,5-TMA und 3,4,5-TMA ununterscheidbar
sind. Die Abgrenzung zu 2,4,6-TMA gelang hingegen bereits bei dem Vergleich des MS*-
Spektrum (siehe Abbildung 36).
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Abbildung 36: MSa-Spektren der Substanzen 3,4,5-TMA (oben links) und 2,4,5-TMA (oben rechts). Mms>-
Spektrum der Substanz 2,4,6-TMA (unten links). Alle Spektren wurden mittels DESI-MS aufgenommen.

Mit der oben beschriebenen Methode, zur extraktionsfreien Untersuchung von Krauter-
mischungen ohne Probenvorbereitung, wurden ebenfalls Testmessungen mit sogenannten

Badesalzen und Herbal Ecstasy durchgefiihrt. Diese Proben liegen in Pulverform vor (siehe
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Kapitel 3.1.3) und kdnnen deswegen ebenfalls nicht ohne Kontaminationsgefahr direkt mit-
tels DESI-MS untersucht werden. Die Messungen zeigten dabei, dass der Nachweis der syn-
thetischen Wirkstoffe ebenfalls méglich ist. Allerdings konnten in manchen Proben nicht alle
mittels GC-MS identifizierten Wirkstoffe nachgewiesen werden (die nicht identifizierten
Wirkstoffe waren jeweils nur Nebenkomponenten und konnten aufgrund von Quenching-
Prozessen nicht identifiziert werden).

Mit dem in diesem Abschnitt vorgestellten Verfahren konnen Krautermischungen und Pulver
direkt mittels DESI-MS untersucht werden, obwohl auf den analysierten Teflonfiltern kein
sichtbares Probenmaterial verbleibt. Das ist dadurch zu erkldren, dass bei dem Pressen der
Untersuchungsmaterialien kleinste Partikel in das Gewebe des Teflonfilters eingebaut wer-
den, die mittels mechanischer Krafteinwirkung (Druckluft) nicht entfernt werden kdnnen.
Aus diesen Partikeln werden jedoch durch das Losemittel des DESI-Sprays die enthaltenen
Wirkstoffe herausgeldst und kénnen somit massenspektrometrisch analysiert werden. Ein
ahnlicher Effekt tritt bei der Kontamination von Geldscheinen mit Cocain auf®".

Eine weitere Moglichkeit zur direkten massenspektrometrischen Untersuchung von Krau-
termischungen ist die DART Technik, die im Jahr 2012 von Shepard et al. fir die Identifizie-

rung von synthetischen Cannabimimetika in Krautermaterial verwendet wurde®.

5.1.3.2 DC-DESI-MS Verfahren fiir synthetische Cannabimimetika

In der Diplomarbeit des Autors® wurde ein Verfahren (Kopplung von Dinnschichtchromato-
graphie und Massenspektrometrie mittels DESI) fir den Nachweis von synthetischen Can-
nabimimetika in Krautermischungen entwickelt. In dieser Arbeit wurden neu in ,Spice-
Produkten’ auftauchende synthetische Cannabimimetika kontinuierlich in das DC-DESI-MS
Verfahren aufgenommen. Durch die Vielzahl der neuen Verbindungen kam es hierbei zu
Spot-Uberlagerungen bei der Diinnschichtchromatographie (gleiche Ri-Werte von unter-
schiedlichen Substanzen). Aus diesem Grund musst geklart werden in wie weit mittels DESI-
MS die Moglichkeit besteht in Co-eluierenden Spots von zwei synthetischen Cannabinoiden
beide Substanzen eindeutig zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurden Mischungen von

JWH-122/JWH-210 und JWH-250/JWH-081 hergestellt (siche Tabelle 46).
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Tabelle 46: Mischungsverhaltnisse der hergestellten Poolproben.

Mischungsverhaltnis Mischungsverhaltnis
JWH-122 : JWH-210 JWH-250 : JWH-081
1:10 (Pool1) 1:10 (Pool5)
1:20 (Pool2) 1:20 (Pool 6)
1:50 (Pool 3) 1:50 (Pool?7)
1:100 (Pool 4) 1:100 (Pool 8)

Die hergestellten Poolproben wurden einerseits auf eine Glastlpfelplatte aufgebracht und
ohne vorherige Trennung mittels DESI-MS untersucht. Andererseits wurden die Poolproben
mit dem DC-Verfahren (siehe Kapitel 4.3.6) getrennt und die Spots der DC-Platte anschlie-
Rend mittels DESI-MS analysiert.

Fiir die DESI-MS-Analyse der mittels DC getrennten Poolproben wurde die Trennstrecke auf
der DC-Platte manuell abgerastert (siehe Kapitel 4.3.6). Bei diesen Untersuchungen fallt auf,
dass die Substanzen JWH-081 und JWH-250 nicht exakt co-eluieren, sondern eine Antren-
nung vorhanden ist. Diese Antrennung konnte durch eine rein visuelle Auswertung lber die

Fluoreszenzldschung nicht erkannt werden (siehe Abbildung 37).
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m/z 336
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Abbildung 37: links: Entwickelte DC-Platte unter UV-Licht (254 nm); rechts: extacted ion chromatograms (EIC)
der m/z 336 und 372, ermittelt bei der Abrasterung der Trennstrecke der Pool-Probe JWH-081/JWH-250 (1:50)

Bei den weiteren Analysen der Poolproben zeigte es sich, dass JWH-122 in der Probe 1:20
neben JWH-210 noch nachgewiesen werden kann (in der Probe 1:50 konnte nur noch
JWH-210 nachgewiesen werden). Dabei machte es keinen Unterschied ob die Probe nach

einer DC-Trennung oder direkt auf der Glastlipfelplatte analysiert wurde.
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Bei den Direktmessungen der JWH-081/JWH-250 Proben konnte in der 1:50 Probe das
JWH-250 noch neben dem JWH-081 nachgewiesen werden (siehe Abbildung 38 und Abbil-

dung 39). Mit einer vorgeschalteten DC-Trennung konnte sogar noch in der Probe 1:100 das

JWH-250 eindeutig festgestellt werden.
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Abbildung 38: Probe Pool 7, DESI-MS Spektrum von JWH-250.
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Abbildung 39: Poolprobe 7, DESI-MS Spektrum von JWH-081.
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AbschlieBend ist zu sagen, dass die Identifizierung der Einzelkomponenten in Mischproben
mehrerer synthetischer Cannabimimetika auch dann moglich ist, wenn eines der beiden nur
in geringen Konzentrationen vorliegt. Somit ist sichergestellt, dass durch DESI-MS Untersu-
chungen von DC-Platten, auf denen synthetische Cannabinoide nicht mehr getrennt werden

konnten, die Identifizierung der nicht getrennten Substanzen moglich ist.

5.1.3.2.1 Vergleich von unterschiedlichen DC-Platten

Im Rahmen einer wissenschaftlichen Zusammenarbeit mit der Firma Merck (Darmstadt,
Deutschland) ergab sich die Moglichkeit sechs unterschiedliche Typen von DC-Platten, die
speziell fiir die Analyse mittels Massenspektrometer entwickelt wurden, auf ihre Eignung fir

die Trennung von synthetischen Cannabimimetika und ihre anschlieRende Untersuchung
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mittels DESI-MS zu testen. Fiir diese Vergleichsstudie wurden folgende DC-Platten der Firma
Merck verwendet:

1. Standard HPTLC, Si60, F254

2. Standard HPTLC, Si60, F254, 3x mit jeweils frischem Methanol entwickelt

3. HPTLC, Si60, F254, reinst (OB447651)

4. HPTLC, Si60, F254, extra thin (HX077701)

5. HPTLC, Si60, WRF254s, extra thin (OB469309)

6. ProteoChrom HPTLC, Si60, F254s (HX605148)
Dabei wurde neben einer Standard DC-Platte auch eine dreimal mit Methanol gewaschene
DC-Platte verwendet, da dies laut Herstellerangaben eine Reduzierung des Hintergrundsig-
nals bei MS-Messungen bewirken soll.
In Abbildung 40 ist der optisch sichtbare Unterschied zwischen der normalen HPTLC Platte
und der dreimal mit Methanol gewaschenen HPTLC Platte visualisiert. Es ist deutlich zu er-

kennen, dass die Platte nach dem Waschen mit Methanol sauberer ist und sich am oberen

Ende eine Schmutzzone gebildet hat.

Abbildung 40: Vergleich einer dreimal mit
Methanol gewaschenen und einer ungewa-
schenen Standard HPTLC-Platte.

Fiir die Vergleichsuntersuchungen wurden jeweils die folgenden 11 Einzelsubstanzen bzw.
Mischungen von Aminoalkylindolen auf der DC-Platte aufgetragen: JWH-018, JWH-081,
JWH-122, JWH-250, JWH-210, JWH-203, ORG-27569, AM-1220, RCS-4, Pool 2 (JWH-210 zu
JWH-122 im Verhaltnis 1:20), Pool 5 (JWH-250 zu JWH-081 im Verhaltnis 1:10) und im An-
schluss mit der unter 4.3.6 beschriebenen Methode entwickelt. In den Abbildungen 41 - 43

sind die unterschiedlichen DC-Platten nach erfolgter Entwicklung dargestellt.
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Abbildung 41: Entwickelte HPTLC Si60 WRF254s (links) und ProteoChrom HPTLC Si60 F254s (rechts)
unter UV-Licht der Wellenldange 254 nm.

Abbildung 42: Entwickelte HPTLC F254 extra thin (links) und Standard HPTLC Si60 F254 (rechts) unter UV-Licht
der Wellenlange 254 nm.
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Abbildung 43: Entwickelte HPTLC F254 reinst (links) und dreimal mit Methanol gewaschene Standard
HPTLC Si60 F254 (rechts) unter UV-Licht der Wellenlange 254 nm.

Unterschiede in der Trennung sind vornehmlich an den Substanzen AM-1220 und
ORG-27569 fest zu machen. Auf den beiden DC-Platten, die einen anderen Fluoreszenzmar-
ker (F254s) verwenden, wird das ORG-27569 entweder nicht getrennt oder es ist unter die-
sen Bedingungen nicht zu erkennen. Das AM-1220 ist auf allen verwendeten DC-Platten nur
leicht abgetrennt. Von den sechs DC-Platten liefert die ,,HPTLC Platte reinst” flir anschlie-
Rende UV-Untersuchungen das optisch beste Bild bei einer gleichzeitig guten Auftrennung

der Substanzen.

Fiir die Vergleichsuntersuchungen mittels DESI-MS wurden die Substanzen JWH-250,
JWH-210 und JWH-081 sowie das Hintergrundsignal der DC-Platten untersucht. Dabei wur-
den zwei unterschiedliche FlieBraten (3 pL/min und 7 pL/min) verwendet. Die geometri-
schen Parameter der DESI-Quelle wurden analog zu Kapitel 4.6 gewahlt und bei den Unter-
suchungen der unterschiedlichen DC-Platten nicht verandert. Die bei den Untersuchungen
erzielten Intensitaten fiir den [M+H]"-Peak sowie fiir den [M+Na]*-Peak der drei Aminoalkyl-
indole wurden als Vergleichswert verwendet. Fiir die Ermittlung der summierten Hinter-
grundintensitdt wurde der Wert des TIC (total ion chromatogram) herangezogen. Die Ergeb-

nisse flir den Vergleich der Hintergrundintensitat ist in Abbildung 44 zu sehen.
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Abbildung 44: Vergleich der summierten Hintergrundintensitat des DESI-MS Signals der
sechs unterschiedlichen DC-Platten.

Beim Vergleich der Hintergrundsignale (siehe Abbildung 44) ist zu erkennen, dass die Stan-
dard DC-Platte den hochsten Hintergrund liefert. Hier ist auch deutlich der Effekt des Wa-
schens zu erkennen, da der Hintergrund auf der gewaschenen DC-Platte niedriger ist und
ungefahr dem der ,, DC-Platte reinst” entspricht. Der niedrigste Hintergrund wird auf der

,HPTLC WRF“ DC-Platte erreicht.

Beim Vergleich der beiden FlieRraten ist zu erkennen, dass die Intensitdaten bei einer FlieRra-
te von 7 pL/min (siehe Abbildung 46) im Unterschied zu einer FlieRrate von 3 puL/min (siehe
Abbildung 45) deutlich erhoht sind. Dieser Zusammenhang zwischen FlieRrate und Signalin-
tensitat auf einer DC-Platte konnte bereits in der Diplomarbeit des Autors® gezeigt werden.
Das wichtigste Ergebnis ist jedoch, dass die Natriumaddukte auf den DC-Platten mit dem
Fluoreszenzmarker F254s ,Proteochrom” und ,HPTLC WRF” kaum gebildet werden und so-
mit die Signalintensitat des Wasserstoffaddukts deutlich erhoht ist. Dies ist insbesondere fiir
Fragmentierungsexperimente hilfreich, da die Natriumaddukte nicht fragmentiert werden
konnen und somit eine geringere Anzahl von lonen filir Fragmentierungsexperimente zur
Verfligung steht.

Fiir die DESI-MS Untersuchungen ist insofern die DC-Platte ,,Proteochrom” am besten geeig-

net.
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Abbildung 45: Vergleich der Intensititen des DESI-MS Signal fir JWH-122 ([M+H]" und
[M+Na]") und fiir IWH-081 ([M+H]" und [M+Na]’) bei einer FlieRrate von 3 pL/min.
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Abbildung 46: Vergleich der Intensititen des DESI-MS Signal fir JWH-250 ([M+H]" und
[M+Na]") und fur JWH-210 ([M+H]" und [M+Na]") bei einer FlieRrate von 7 pL/min.

Die Vergleichsuntersuchungen haben gezeigt, dass keine der untersuchten Platten sowohl

fiir die DC-Untersuchung als wie auch fir die DESI-MS Untersuchungen am besten geeignet
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ist. Es ist somit gegeben falls notwendig fir besonders gute DC und DESI-MS Ergebnisse un-

terschiedliche DC-Platten zu verwenden.

5.1.4 Diskussion

Im Gegensatz zu den Klassischen Rauschgiften, die typischerweise nicht in derart kleine Un-
tereinheiten verpackt werden, liegen Krautermischungen in bunten, undurchsichtigen Tlten
a ein, zwei oder drei Gramm vor. Ein einfacher visueller Vergleich der Materialien ist somit
nicht moglich und auch die Probenahme kann nicht ohne weiteres erfolgen. Weiterhin ha-
ben die Ergebnisse dieser Arbeit gezeigt, dass flr die Quantifizierung von Krautermischungen
jeweils der gesamte Inhalt von einer Tlite homogenisiert werden muss.

Aus diesen Ergebnissen ergibt sich somit folgende Empfehlung einer Untersuchungsstrate-

gie:

1. Circa 30% der Krautermischungstiiten werden ge6ffnet und visuell in Augenschein ge-
nommen (bei sehr groRer Anzahl gleichartiger Produkte reichen auch 10% aus).

2. Neben der visuellen Uberpriifung der Materialien muss mit Analysenverfahren das Vor-
handensein der synthetischen Cannabimimetika bestatigt werden. Hierflir eignet sich am
besten die in dieser Arbeit entwickelte DESI-MS Methode zur direkten Untersuchung von
Krautermischungen. Diese hat den Vorteil gegeniliber anderen Schnelldetektionstechni-
ken, wie lonenmobilitatsspektrometrie (IMS) und Infrarotspektroskopie (FT-IR) nicht nur
Hinweise auf die mogliche in den Krdautermischungen vorhandene Substanz zu liefern,
sondern diese auch eindeutig zu identifizieren (die eindeutige Identifizierung ist zwar
auch tber GC-MS beziehungsweise LC-MS mdglich, allerdings nur mit einem sehr viel ho-
heren Zeitaufwand).

3. Fdr eine Quantifizierung sollten weitere ca. 10% der Krdutermischungstiiten homogeni-
siert und im Anschluss mit der in dieser Arbeit entwickelten Methode quantifiziert wer-
den, um mit dem erhaltenen Mittelwert der Konzentration an synthetischem Can-
nabimimetikum die Hochrechnung auf die Gesamtanzahl der Krautermischungstiiten
durch fiihren zu kénnen.

Die quantitative Analyse der Realproben verdeutlicht, warum der Konsum von Krauter-
mischungen mit hohen Risiken behaftet ist. Der Konsument hat keinerlei Informationen tber
die in der Mischung enthaltenen Stoffe und/oder deren Konzentration. Weiterhin weisen die
den Krautermischungen zugesetzten synthetischen Cannabimimetika alle eine unterschiedli-
che Affinitat gegenliber dem CB-Rezeptor auf (siehe Kapitel 3.1.4.5), was bedeutet, dass die
Wirkstoffkonzentration immer in Verbindung mit der Rezeptoraffinitdt bewertet werden
muss. Da dem Konsument all diese Informationen nicht zur Verfligung stehen, ist die Gefahr
einer Uberdosierung extrem hoch. Dies ist leider durch zahlreiche Intoxikationen, nach dem

83,84,85

Konsum von Krautermischungen, belegt . Weiterhin konnte anhand der Analyseergeb-
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nisse der Realproben gezeigt werden, dass der Konsument nicht nur der Gefahr der Uberdo-
sierung ausgesetzt ist sondern, dass er weiterhin keine Moglichkeit besitzt die strafrechtli-
chen Konsequenzen einzuschatzen. Einige der analysierten Krautermischungen mit dem
Cannabimimetikum JWH-018 wurden zu einem Zeitpunkt beschlagnahmt, wo dieses bereits
als Betaubungsmittel unterstellt war, JWH-210 und JWH-122 jedoch noch nicht. Besit-
zer/Handler der Krdutermischungen mit JWH-018 begingen somit ein VerstoR gegen das
BtMG, wohingegen bei Besitzern/Handlern der Krautermischungen mit JWH-210 oder

JWH-122 keine Straftat nach dem BtMG vorlag.
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5.2 Dopingsubstanzen

5.2.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte ein quantitatives Analysenverfahren fiir anabole Stero-
ide in oligen Zubereitungen entwickelt werden. Dabei sollte es vor allem ermdoglicht werden
verschiedene Esterformen von ein und demselben Ausgangssteroid (z.B. Testosteron-Acetat
und Testosteron-Propionat) einzeln zu quantifizieren um somit Profiling-Informationen ge-
winnen zu kdnnen (siehe Kapitel 3.2.2). Aus diesem Grund wurde bei der Methodenentwick-
lung ein besonderes Augenmerk auf die Probenvorbereitung gelegt.

Wie auch bei dem Verfahren zur Quantifizierung von synthetischen Cannabimimetika in
Spice-Produkten (siehe Kapitel 5.1.1) sollten als Detektoren sowohl ein PDA als auch ein
Massenspektrometer verwendet werden. Aus diesem Grund wurde dasselbe salzfreie Eluen-
tensystem, bestehend aus Acetonitril, Wasser und Ameisensaure, gewahlt. Da die Quantifi-
zierung mittels PDA erfolgen sollte, war eine Basislinientrennung aller Analyte an zustreben.
Als Trennsdulen wurden zwei Saulen, Kinetex 2,6 C18 (siehe Tabelle 18) und HSS T3 Waters
(siehe Tabelle 17), mit einer Cig3-Phase getestet. Zum Test der Leistungsfahigkeit der beiden
Trennsaulen wurde jeweils versucht eine Basislinientrennung eines Gemischs aus 17 anabo-
len Steroiden bzw. Steroidestern (Boldenon, Danazol, Metandienon, Methyltestosteron,
Nortestosteron, Testosteron (T.), T. Acetat, T. Propionat, T. Enanthat, T. Isocaproat, T. De-
canoat, T. Undecanoat, T. Cypionat, T. Phenylpropionat, Trenbolon, Trenbolon Acetat, Tren-
bolon Enanthat), im weiteren Verlauf als ,,DopMix“ bezeichnet, zu erreichen. Da sich die zu
untersuchenden Substanzen teilweise deutlich in ihrer Polaritat unterscheiden, konnte fir
die Trennung kein isokratisches Verfahren verwendet werden, weswegen die unterschiedli-
chen Sdulen mit einem mehrstufigen Gradienten getestet wurden. Zuséatzlich wurden die
Saulentemperatur in einem Bereich von 25 bis 40 °C und der Fluss in einem Bereich von 0,2 —
0,6 mL/min variiert.

Die Versuche zeigten, dass das unter 4.4.2.1.2 beschriebene Verfahren unter Verwendung
der Kinetex Saule mit C18 Material (2,6 um Partikeldurchmesser) am besten fir die Tren-
nung der anabolen Steroide geeignet ist. Ein Chromatogramm der Trennung des DopMix ist
in Abbildung 47 dargestellt und die Retentionszeiten mit zugehoériger Detektionswellenlange

sind in Tabelle 47 aufgefiihrt.
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Tabelle 47: Retentionszeit und Detektionswellenlange der 17 Steroide des DopMix.

Steroid Retentionszeit Detektionswellenlange
in min
Trenbolon 2,035 340 nm
Nortestosteron 2,541 245 nm
Metandienon 2,877 245 nm
Boldenon 3,072 245 nm
Testosteron 3,273 245 nm
Methyltestosteron 4,192 245 nm
Trenbolon acetat 4,949 340 nm
Danazol 5,033 280 nm
Testosteron acetat 4,409 245 nm
Testosteron propionat 5,870 245 nm
Testosteron phenylpropionat 6,597 245 nm
Trenbolon enanthat 7,071 340 nm
Testosteron isocaproat 7,227 245 nm
Testosteron enanthat 7,981 245 nm
Testosteron cypionat 8,263 245 nm
Testosteron decanoat 11,292 245 nm
Testosteron undecanoat 13,140 245 nm
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Abbildung 47: Chromatogramm einer UHPLC-DAD Messung des DopMix.

Retentionszeit in min
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Das entwickelte Verfahren sollte im Anschluss validiert werden. Zu diesem Zweck wurde die
Wiederholprazision an einem Tag an Hand von acht aufeinander folgender Messungen er-
mittelt. Die erzielten relativen Standardabweichungen (o) flr die Retentionszeit und die
Signalflache sind in Tabelle 48 aufgefiihrt.

Tabelle 48: relative Standardabweichung (o,) der Wiederholprazision
von acht aufeinander folgender Messungen des DopMix.

Steroid Retentionszeit Flache
Orel iN % Orel iN %
Trenbolon 1,10 0,23
Nortestosteron 1,10 0,57
Metandienon 1,06 0,61
Boldenon 0,97 0,82
Testosteron 0,96 0,75
Methyltestosteron 0,83 0,84
Trenbolon acetat 0,12 0,12
Danazol 0,11 0,29
Testosteron acetat 0,10 0,36
Testosteron propionat 0,10 0,19
Testosteron phenylpropionat 0,10 0,18
Trenbolon enanthat 0,10 0,35
Testosteron isocaproat 0,10 0,14
Testosteron enanthat 0,10 0,30
Testosteron cypionat 0,08 0,14
Testosteron decanoat 0,05 0,09
Testosteron undecanoat 0,05 0,18

Als weitere wichtige ValidierungsgroRRe wurde die Wiederholprazision von Messungen an
verschiedenen Tagen ermittelt. Dazu wurden elf Analysen des DopMix an sieben unter-
schiedlichen Tagen durchgefiihrt. Bei Mehrfachmessungen an einem Tag wurde eine Mes-
sung morgens und eine Messung nachmittags durchgefiihrt. Die erhaltenen relativen Stan-
dardabweichungen fiir die Retentionszeit und die Signalflache sind in Tabelle 49 aufgefiihrt.

Tabelle 49: relative Standardabweichung (o,,) der Wiederholprazision
von elf Messungen des DopMix an sieben unterschiedlichen Tagen.

Steroid Retentionszeit Flache
Orel IN % Orel IN %
Trenbolon 1,38 5,67
Nortestosteron 1,44 5,65
Metandienon 1,48 5,64
Boldenon 1,40 5,39
Testosteron 1,43 5,66
Methyltestosteron 1,24 10,07
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Steroid Retentionszeit Flache
Orel iN % Orel iN %
Trenbolon acetate 0,36 5,54
Danazol 0,36 5,34
Testosteron acetat 0,33 5,56
Testosteron propionat 0,27 5,22
Testosteron phenylpropionat 0,24 4,70
Trenbolon enanthat 0,24 4,25
Testosteron isocaproat 0,25 4,59
Testosteron enanthat 0,24 4,20
Testosteron cypionat 0,27 5,46
Testosteron decanoat 0,36 7,77
Testosteron undecanoat 0,41 9,45

Nicht flir alle der 17 anabolen Steroide, fiir die Wiederholprazisionen ermittelt wurden,
wurde im Rahmen der Validierung eine Kalibration durchgefiihrt. Von den 17 Substanzen
wurden nur die sechs Substanzen ausgewahlt, fiir die eine ausreichende Menge an Reinsub-
stanz vorlag. Diese Substanzen sind ebenfalls die, die am haufigsten in 6ligen Zubereitungen
auftreten.

Fir die Kalibrierung wurden jeweils zwischen zehn und vierzehn Losungen der jeweiligen
Substanz hergestellt. Fir die Herstellung der einzelnen Losungen wurde eine bestimmte
Menge der Substanz in einem Aluminiumschdlchen eingewogen und in einem Messkolben
(mindestens 5 mL) mit Methanol gel6st. Die erhaltenen Messdaten wurden mit dem Pro-
gramm SQS2000 ausgewertet (siehe Kapitel 4.5). Fir die Uberpriifung des Arbeitsbereichs
wurden Mehrfachbestimmungen von zwei Kontrollproben, eine im unteren und eine im obe-
ren Arbeitsbereich, durchgefiihrt. In Abbildung 48 ist exemplarisch eine Darstellung der bei
der Kalibration von Testosteron Decanoat erhaltenen Residuen dargestellt. Die ausfiihrlichen

Ergebnisse der Kalibrierung sind im Anhang in den Tabellen 92 — 97 aufgefiihrt.
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Abbildung 48: Darstellung der Residuenverteilung
der Kalibration von Testosteron-Decanoat.

Fir alle Kalibrierungen ist die Korrelation der Kalibriergeraden 2 0,999. Die Nachweisgrenzen

bei einem Vertrauensbereich von 95% und der Arbeitsbereich sind in Tabelle 50 aufgelistet.

Tabelle 50: Auflistung der Nachweisgrenzen und des Arbeitsbereichs fiir die in der Kalibrierung,
eingeschlossenen anabolen Steroide.

Substanz Nachweisgrenze in ug/mL  Arbeitsbereich in pg/mL
T. Acetat 5,00 60-400
T. Propionat 11,57 60-400
T. Enanthat 4,25 60-400
T. Decanoat 2,76 60-400
T. Undecanoat 4,88 80-800
T. Cypionat 4,67 60-400

Zum Testen, ob die entwickelte Methode robust ist, wurde die Zusammensetzung der Eluen-
ten leicht verandert und der Einfluss auf die Retentionszeit analysiert. Fiir diese Untersu-
chung wurden die in Tabelle 51 angegebenen Losemittelzusammensetzungen verwendet.

Tabelle 51: Eluentzusammensetzung der vier Experimente zur Ermittlung der Robustheit der
Methode zur Quantifizierung anaboler Steroide.

Experiment wassriger Eluent organischer Eluent
1 94,9% H,0, 5% ACN, 0,1% HFA  4,9% H,0, 95% ACN, 0,1% HFA
2 93,9% H,0, 6% ACN, 0,1% HFA  4,9% H,0, 95% ACN, 0,1% HFA
3 93,9% H,0, 6% ACN, 0,1% HFA  5,9% H,0, 94% ACN, 0,1% HFA
4 94,9% H,0, 5% ACN, 0,1% HFA  5,9% H,0, 94% ACN, 0,1% HFA
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Mit den angegebenen Eluentzusammensetzungen wurde jeweils dreimal ein Gemisch aus 16
anabolen Steroiden analysiert und ausgewertet. In Tabelle 52 sind die Mittelwerte der Re-
tentionszeiten sowie die Abweichungen zu den unter Normalbedingungen ermittelten Re-
tentionszeiten aufgelistet.

Tabelle 52: Auflistung der bei den Experimenten zur Robustheit erhaltenen mittleren Retentionszeiten X der
einzelnen anabolen Steroide sowie deren Abweichung A zu den Retentionszeiten unter Normalbedingungen.

Experiment
Steroid 1 2 3 4
X X Ain% X Ain% X Ain%

Nortestosteron 2,55 2,42 -5,02 2,51 -1,36 2,58 1,46
Metandienon 2,89 2,73 -5,42 2,84 -1,48 2,93 1,56
Boldion 3,08 2,91 -5,33 3,03 -1,45 3,12 1,46
Testosteron 3,28 3,10 -5,61 3,23 -1,54 3,33 1,49
Methyltestosteron 4,21 3,97 -5,77 4,14 -1,65 4,26 1,27
T.Acetat 5,40 5,37 -0,63 5,41 0,17 5,42 0,36
T.Propionat 5,86 5,83 -0,50 5,89 0,42 5,89 0,58
T.Phenylpropionat 6,58 6,56 -0,36 6,64 0,95 6,65 1,11
T.lsocaproat 7,20 7,18 -0,35 7,30 1,30 7,31 1,47
T.Cypionat 8,23 8,20 -0,31 8,39 2,06 8,41 2,25
T.Decanoat 11,18 11,16 -0,23 11,69 4,58 11,72 4,79
T.Undecanoat 12,97 12,95 -0,21 13,74 5,90 13,77 6,12
Danazol 5,02 4,99 -0,70 5,03 0,02 5,04 0,22
Trenbolon 2,04 1,95 -4,51 2,02 -1,23 2,07 1,32
Tren.Acetat 4,94 4,90 -0,79 4,94 -0,06 4,95 0,19
Tren.Enantat 7,05 7,03 -0,36 7,14 1,20 7,15 1,37

Im Anhang in den Tabellen 106 - 109 sind die jeweiligen Retentionszeiten der einzelnen Ex-
perimente aufgefihrt. Dort ist auch gekennzeichnet, welche Signale gar nicht oder falsch zu
geordnet wurden. Signale die gar nicht zugeordnet werden fihren zu falsch negativen Er-
gebnissen. Signale die falsch zugeordnet werden fiihren zu falschen Ergebnissen.

Eine Analyse der Messdaten zeigt, dass die Abweichungen in der Retentionszeit und damit
einhergehend die falsche bzw. gar nicht mehr Zuordnung der Signale, am héchsten bei Varia-
tion des organischen Eluenten ist. Bei diesen Bedingungen wurden bei jeder der drei Mes-
sungen bis zu drei Signale falsch zugeordnet.

Die Experimente zur Ermittlung der Robustheit zeigen, dass das Verfahren empfindlich auf
die Variation der Eluentzusammensetzung reagiert, weswegen ein besonderes Augenmerk

auf die Sorgfalt bei der Herstellung gelegt werden muss.

5.2.1.1 Probenvorbereitung
Fiir die Extraktion der Steroid-Ester aus der Olmatrix wird ein interner Standard benétigt, um

die genaue Extraktionseffizienz bestimmen zu konnen. Daflir wurden Gallensdaure und
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7-Dehydrocholesterol, als in ihrer Struktur dhnlich zu Testosteronestern (siehe Abbildung

49), auf ihre Eignung als interner Standard hin untersucht.

Testosteronester H Gallenséure 7-Dehydrocholesterol
Abbildung 49: links: Struktur von Testosteronestern; mitte: Struktur von Gallensdure; rechts: Struktur von
7-Dehydrocholosterol.

Bei der Analyse von Gallensaure zeigte es sich, dass diese mit dem entwickelten Verfahren
kein Signal im Messbereich liefert. Auch 7-Dehydrocholesterol konnte nicht als interner
Standard verwendet werden, da das Messsignal ein starkes Tailing aufwies und mit einer
Retentionszeit von 16 Minuten im hinteren Messbereich lag. Aus diesem Grund wurde be-
schlossen als internen Standard eines der 17 untersuchten anabolen Steroide zu wahlen,
welches jeweils nicht in der zu untersuchenden Probe vorkommt.

Fiir die Zugabe des internen Standards zu der Olprobe wird dieser in Benzylalkohol geldst
und mittels einer 10 plL Glasspritze zu dosiert, da eine Dosierung mittels Eppendorf-Pipette
nicht exakt genug ist. Aus diesem Grund ist es auch notwendig den Benzylalkoholgehalt fir

den internen Standard gravimetrisch zu bestimmen.

Fiir die Abtrennung der anabolen Steroide aus der Olmatrix wurde eine fliissig/flissig Extrak-
tion auf ihre Eignung getestet.

Zu diesem Zweck wurde der Einfluss von unterschiedlichen Extraktionsmitteln auf die Extrak-
tion untersucht. Als Extraktionsmittel wurden Acetonitril, Methanol, Acetonitril/Wasser (v/v
9:1) und Methanol/Wasser (v/v 9:1) verwendet. Fir die Durchfiihrung wurden 30 pL
Sustanon 250 mit jeweils 750 uL des Extraktionsmittels versetzt. Flir die Durchmischung
wurden die Proben fiinf Minuten geschiittelt und fiinf Minuten lGber Kopf gedreht. Die Pha-
sentrennung erfolgte durch Zentrifugation (10 min, 5000 U/min). Zur Unterscheidung der
Extraktionseffizienz wurden die Peakflachen der vier, in der Probe vorkommender, Steroide
verwendet (siehe Tabelle 53). Wie anhand der Daten zu erkennen ist, ist das Losemittelge-

misch Acetonitril/Wasser (v/v 9:1) am besten fur die Extraktion geeignet.
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Tabelle 53: Flache der in Sustanon 250 enthaltenen Steroide in Abhéngigkeit des Extraktionsmittels.

Steroid ACN MeOH ACN/H,0 (9:1)  MeOH/H,0 (9:1)
T. Propionat 4,88*10" 4,85*10" 5,50%10" 4,81*10"
T. Phenylpropionat  7,57*10* 7,49%10" 8,39*10" 7,13*10"
T. Isocaproat 8,05%10" 7,92%10* 9,10*10" 7,76%10"
T. Decanoat 1,23*10° 1,11*10° 1,43%10° 1,02*10°

Zur weiteren Einschatzung sollten die vier Testosteronester in der jeweiligen extrahierten
Olphase analysiert werden. Zu diesem Zweck wurden GC-MS Messungen der extrahierten
Olphasen, von Sesamél und von nicht extrahiertem Sustanon 250 (siehe Tabelle 15) durchge-
flihrt. Die Vorgehensweise sowie die Messbedingungen sind unter 4.4.4 beschrieben.

In Abbildung 50 ist ein Chromatogramm einer GC-MS Messung von Sustanon 250 und von

der Olphase, die mit dem Gemisch aus Acetonitril/Wasser (v/v 9:1) extrahiert wurde, darge-

stellt.
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Abbildung 50: Chromatogramm der GC-MS Analyse der Probe Sustanon 250 (rot) und der mit Aceto-
nitril/Wasser (v/v 9:1) extrahierten Sustanon 250 Probe (schwarz).

Es zeigt sich dabei deutlich, dass die Wirkstoffe des Sustanon 250 (Testosteron-Propionat,

Testosteron-Phenylpropionat, Testosteron-Isocaprat, Testosteron-Decanoat) extrahiert wer-
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den konnten. Allerdings konnte eine Mitextraktion des Benzylalkohols nicht vermieden wer-
den. In Tabelle 54 sind die Verhaltnisse der Flachen der jeweiligen Testosteronester der
extrahierten Sustanon 250 Proben zu der nicht extrahierten Probe dargestellt. Diese Ergeb-
nisse zeigen ebenfalls, dass die Extraktion mit nahezu 100% erfolgt.

Tabelle 54: Verhaltnis der Flachen der untersuchten Testosteronester der extrahierten zu der nicht
extrahierten Sustanon 250 Probe.

Substanz ACN MeOH  ACN/H,0 (9:1) MeOH/H,0 (9:1)
silylierter Benzylalkohol 0,3% 2,6% 0,1% 0,2%
T.Propionat 0,8% 3,7% 0,3% 0,4%
T.-Phenypropionat 2,0% 8,9% 1,5% 1,4%
T.-Isocaprat 4,4% 7,9% 1,1% 4,1%
T.-Decanoat 1,2% 3,1% 0,2% 1,4%

Nach den durchgefiihrten GC-MS-Messungen konnten keine MS-Daten mehr aufgezeichnet
werden, eine Fehleranalyse ergab eine starke Kontamination der EI-Quelle. Nach einer Sau-
berung wurde deswegen davon abgesehen weitere 6lige Zubereitungen mit dem GC-MS-
Verfahren zu untersuchen. Stattdessen sollte untersucht werden, ob ein GC-FID Verfahren in

der Lage ist verschiedene Ole voneinander zu unterscheiden (siehe Kapitel 5.2.2).

Um zu testen, ob die flissig/flissig Extraktion mittels Acetonitril/Wasser (v/v 9:1) reprodu-
zierbar ist, wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt (in Klammern ist die Probenbe-
zeichnung angegeben):

- 5 Extraktionen von jeweils 20 pL Sustanon 250 mit 500 uL Lésemittelgemisch (Ol)

- 5 Extraktionen von jeweils 20 pL Sustanon 250, denen Testosteron-Propionat zugesetzt
wurde, mit 500 pL Lésemittelgemisch (Ol + X)

- 5 Extraktionen von 20 pL Sesamol, denen Testosteron-Propionat zugesetzt wurden, mit
500 pL Losemittelgemsich (Sesam)

Die ermittelten relativen Standardabweichungen der Wiederholprazisionen fiir die jeweili-
gen Signalflachen fir Testosteron-Propionat, Decanoat und Enanthat sind in Tabelle 55 auf-

gelistet.

Tabelle 55: relative Standardabweichung der Wiederholprazisionen fiir die Signalfla-
chen von Testosteron-Propionat, Enanthat und Decanoat bei durchgefiihrter flis-
sig/fllssig Extraktion.

T. Propionat T. Enanthat T. Decanoat
Sesam 4,00 % - -
Ol 4,08% 3,60% 3,64%
Ol +X 2,71% 1,19% 1,11%
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Anhand der Daten ist zu erkennen, dass bei der flssig/flissig Extraktion wiederholbare Er-

gebnisse erzielt werden kénnen.

Insgesamt zeigten die Untersuchungen zu den unterschiedlichen Extraktionsmitteln zeigen,
dass mit dem Losemittelgemisch Acetonitril/Wasser (v/v 9:1) die beste und eine wiederhol-
bare Extraktion erzielt werden kann. Weitere Experimente zeigten, dass das Verhaltnis von

Probe zu Extraktionsmittel 1:25 betragen sollte.

Zur weiteren Untersuchung der Eignung der flussig/flissig Extraktion sollten die Wiederfin-
dungsraten verschiedener Testosteron-Ester in unterschiedlichen Speisedlen (Erdnuss-, Oli-
ven-, Raps-, Lein-, ALBA- und Sesamol) bestimmt werden. Die genaue Durchfiihrung der Pro-
benvorbereitung ist unter 4.4.2.1.1 beschrieben.

Tabelle 56: Wiederfindungsrate der Testosteronester nach flissig/fllissig Extraktion aus unterschiedlichen Spei-
sedlen.

Steroid Sesam-Ol Raps-Ol Erdnuss-Ol Lein-Ol  Oliven-Ol ALBA-Ol Leer

T. Cypionat 80,7% 80,7% 80,5% - - - 99,3%
T. Undecanoat - - - 59,5% 63,1% 60,7% 100,6%
T. Enanthat - 72,6% 71,1% 68,1% - - 96%

T. Decanoat - - - 61,0% 69,5% 66,7% 99,1%
T. Acetat - - - 95,0% 95,4% 95,2% 97,7%
T. Propionat - - - 94,5% 96,0% 94,8% 100,3%

Die Daten aus Tabelle 56 zeigen, dass unterschiedliche Speisedle keinen Einfluss auf die Ex-
traktionseffizienz besitzen. Beim Vergleich der Extraktionseffizienzen der unterschiedlichen
Testosteronester fallt jedoch auf, dass diese mit zunehmender Lange der Alkylkette des Es-

ters abnimmt (siehe auch Abbildung 51).
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Abbildung 51: Abhangigkeit der Wiederfindungsrate von der Lange der Alkylkette des Esters

Bedingt durch die Abhangigkeit der Extraktionseffizienz von der Kettenlange des Esters wur-
de die flussig/flussig Extraktion nicht weiter entwickelt, da es nicht méglich ist eine einheitli-

che Verfahrensvorschrift fur alle Steroid-Ester zu entwickeln.

Da die fliissig/fliissig Extraktion nicht fiir die Isolierung der Steroid-Ester aus einer Olmatrix

geeignet ist wurde eine Extraktion mittels Festphase (solid phase extraction, SPE) getestet.

Zuerst sollte getestet werden, ob es moglich ist die 6lige Zubereitung vollstandig zu 16sen
und die Testosteronester dann selektiv auf einer SPE-Phase zuriick zu halten. Zu diesem
Zweck wurden zu circa 200 mg Erdnussél 10 pL Testosteron-Decanoat (geldst in Benzylalko-
hol) gegeben und 5 min geschiittelt. AnschlieRend wurde die o6lige Zubereitung in 1 mL
n-Hexan geldst und auf eine Adsorbex RP-18 (400 mg) SPE-Phase der Firma Merck gegeben.
Das Reagenzglas, in dem die dlige Zubereitung bereitet wurde, wurde mit 1 mL n-Hexan aus-
gespllt und die Losung ebenfalls auf die SPE-Phase gegeben. Die Losung wurde mittels Va-
kuum durch die SPE-Phase gespilt. Im Anschluss wurde die SPE-Phase mit 2 mL Methanol
gewaschen. Die n-Hexan Phase wurde eingedampft und die Methanol-Phase mit dem ent-
wickelten LC-Verfahren analysiert.

In der Methanol-Phase konnten nur 9% des eingebrachten Testosteron-Decanoats wieder
gefunden werden und beim Eindampfen der n-Hexan Phase blieb nahezu die vollstandige
Menge an eingesetztem Ol zuriick. Das bedeutet, dass die SPE-Phase nicht genutzt werden

konnte um den Testosteronester selektiv zuriick zu halten.
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Als nichstes sollte getestet werden die Olmatrix selektiv auf der SPE-Phase zu adsorbieren.
Zu diesem Zweck wurden etwa 300 mg Ol in ein kleines Eppendorf-Cap gefiillt, mit 15 pL des
Steroid-Esters (gelost in Benzylalkohol) versetzt und 10 min gevortext. Von der 6ligen Zube-
reitung wurden etwa 200 mg direkt auf die Adsorbex SPE-Phase gegeben. Im Anschluss wur-
de die SPE-Phase mit 1 mL Methanol eluiert. Ein Teil der Methanol-Phase wurde mit dem LC-
Verfahren analysiert und der Rest wurde eingedampft. Ein erster Versuch mit Erdnussél und
Testosteron-Decanoat fuhrte zu einer Wiederfindungsrate von 67% und nach dem Eindamp-
fen der Methanolphase konnten keine Olriickstinde gefunden werden. Aus diesem Grund
wurden weitere Analysen mit der oben beschriebenen Vorgehensweisen durchgefiihrt. Die
Ergebnisse dieser Experimente sind in Tabelle 57 zusammengefasst.

Tabelle 57: Ubersicht iiber die Wiederfindungsraten W verschiedener Steroide in unterschiedlichen Olen nach
der Probenvorbereitung mittels SPE-Phase.

Speisedl Steroid m (Zubereitung) Spullésung w
0,2469 g Erdnussél 10 uL  T. Decanoat 188,4 mg 1 mL MeOH 61,5 %
0,2826 g Erdnussél 10 uL  T. Decanaot 189,3 mg 2 x1mLMeOH 107,2 %
0,2889 g Sesamol 10 uL T. Decanaot 171,9 mg 1 mL MeoH 53,2%
0,2929 g Erdnussél 10 uL  T. Decanaot 176,3 mg 1 mL MeoH 52,9%
0,2088 g Leinol 15puL T. Acetat 87,3 mg 2 x1mLMeOH 97,3%
0,2057 g Leinol 15puL T. Acetat 86,3 mg 3 x 1 mL MeoH 103,1%
0,1964 g Leinol 15puL T. Decanoat 89,5 mg 2 x1mLMeOH 76,8%
0,2040 g Leinol 15puL T. Decanoat 92,8 mg 3 x 1 mL MeoH 93,3%
0,1950 g Leinol 20 uL T. Decanoat 78,3 mg 3 x1mLMeOH 89,3%
0,2004 g Leinol 20 uL T. Decanoat 81,1 mg 4 x1 mLMeOH 98,6%
0,1979 g Erdnussél 20 uL  T. Undecanoat 89,6 mg 4 x1mLMeOH 95,3%
0,2059 g Erdnussél 20 uL  T. Undecanoat 86,0 mg 4 x1mLMeOH 92,6%
.. 15uL T.Undecanoat 91,1%
0,1997 g Erdnussol 154l T, Acetat 86,3 mg 4 x 1 mLMeOH 99.9%
. 15uL T. Undecanoat 90,6%
0,2107 g Erdnussol 15ul T Acetat 95,8 mg 4 x1 mLMeOH 100,0%
0,2047 g Erdnussdl 20 uL  T. Decanoat 89,8 mg 4 x 1 mLMeOH 97,1%
0,2038 g Erdnussol 20 uL  T. Decanoat 90,5 mg 4 x 1 mLMeOH 96,4%
. 15puL T. Decanoat 91,1%
0,1968 g Erdnussol 15ul T Acetat 92,4 mg 4 x1 mLMeOH 100,9%
. 15uL T. Decanoat 95,2%
0,1949 g Erdnussol 15ul T Acetat 87,5 mg 4 x1 mL MeOH 102,9%
0,2011 g Erdnussél 20 uL  T. Acetat 81,4 mg 4 x1 mLMeOH 102,4%

Die Ergebnisse zeigen, dass bei einer Aufgabe von nur etwa 80 mg 6liger Zubereitung auf die
SPE-Phase und viermaligem waschen der SPE-Phase mit jeweils 1 mL Methanol, die Wieder-

findungsrate fir alle Steroid-Ester bei nahezu 100% liegt.
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Da die bisherigen Extraktionen auf einer SPE-Phase durchgefiihrt wurden, die kduflich nicht
mehr erwerbbar ist, wurden drei weitere SPE-Phasen (siehe 4.4.2.1.2) auf ihre Eignung zur
Probenvorbereitung untersucht. Zu diesem Zweck wurden 100 mg des Medikaments Testos-
teron Depot Jenapharm in ein kleines Eppendorf-Cap gefiillt, mit 10 pL Testosteron-Acetat
(gelost in Benzylalkohol) versetzt und 10 min geschiittelt. Von der oligen Zubereitung wur-
den etwa 50 mg direkt auf die unterschiedlichen SPE-Phasen gegeben. Im Anschluss wurde
die SPE-Phase finfmal mit 1 mL Methanol eluiert. Die sich dabei ergebenden Wiederfin-
dungsraten sind in Tabelle 58 aufgefiihrt.

Tabelle 58: Wiederfindungsraten von T. Acetat bei Verwendung ver-
schiedener SPE-Phasen.

SPE-Phase Int. Standard w

LiChrolut EN 10 uL T. Acetat 13,7%
LiChrolut EN 10 uL  T. Acetat 0%

LiChrolut RP-18 E 10 uL T. Acetat 108,2%
LiChrolut RP-18 E 10 pL  T. Acetat 110,0%
Discovery DSC-18 10 puL T. Acetat 116,0%
Discovery DSC-18 10 puL T. Acetat 178,0%

An Hand der Werte ist zu erkennen, dass die SPE-Phase LiChrolut EN nicht fir die Extraktion
geeignet ist. Die Wiederfindungsraten tber 100% machten weitergehende Untersuchungen
notwendig. Dabei wurde getestet, ob eine zusatzliche Durchmischung der 6ligen Zubereitung
durch langsames Drehen des Vials um 360°, zu realistischen Werten fiihrt. Weiterhin wurde
das Volumen an Extraktionsmittel auf bis zu 10 Milliliter erh6ht, wobei das Losemittel nach
der Extraktion eingedampft und fir die Analyse mit einem geringeren Volumen an Methanol
wiederaufgenommen wurde. Dabei zeigt sich, dass bei der Verwendung eines zu hohen Vo-
lumens an Extraktionsmittel (> 6 mL) Ol von der SPE-Phase abgewaschen wird. Weiterhin
ergab sich, dass die Extraktion mit einmal finf Milliliter Methanol die besten Ergebnisse lie-
fert. Aus diesem Grund wurde die SPE-Phase Discovery DSC-18 als am besten geeignetste
Extraktions-Phase ausgewahlt. Da hier das maximale Aufgabevolumen an Flissigkeit bei
sechs Milliliter, und bei der ebenfalls zur Extraktion geeigneten LiChrolut RP-18 E Phase nur
bei drei Milliliter liegt.

Durch die durchgefiihrten Extraktionsexperimente konnte gezeigt werden, dass die unter
4.4.2.1.2 beschriebene Methode am besten zur Probenvorbereitung von quantitativen Ana-

lysen von Oligen Zubereitungen geeignet ist. Mit dieser Methode wurden sieben original
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Medikamente auf ihren Gehalt an anabolem Steroid untersucht (siehe Tabelle 59), wobei als
interner Standard jeweils ein nicht in dem Medikament enthaltener Testosteronester zuge-
setzt wurde.

Tabelle 59: Ubersicht iiber die Wiederfindungsrate des Wirkstoffes und des zugesetzten internen Stan-
dards von unterschiedlichen original Medikamenten.

Wi i —
Medikament Wirkstoff Int. Standard lederfindungsrate in %

Wirkstoff Int. Standard
T. Depot Rotexmedica ~ T- Enanthat T. Decanoat 104 105
T. Depot Eifelfango T. Enanthat T. Decanoat 83 85
Nebido T. Undecanoat T. Decanoat 99 104
Andriol Testocaps T. Undecanoat T. Decanoat 96 100

Anhand der Messdaten ist zu erkennen, dass, aulSer bei dem Praparat Testoviron, eine sehr
gute Ubereinstimmung zwischen der Wiederfindungsrate des int. Standards und der des
Wirkstoffs gefunden wurde, obwohl sich die Praparate in der Zusammensetzung stark vonei-
nander unterscheiden. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass das entwickelte Extraktionsver-

fahren fir alle 6ligen Zubereitungen eingesetzt werden kann.

Im Rahmen der Extraktionskontrolle wurden ebenfalls Versuche zu der Bestimmung des Net-
togewichts der Medikamente in Glasampullen durchgefihrt. Zur Bestimmung des Nettoge-
wichts wurde mittels Spritze das Ol aus der Ampulle entfernt und tiber die Differenz des Ge-
wichts der Glasampulle das Nettogewicht an Ol bestimmt. Bei Untersuchungen zeigte es
sich, dass bei dieser Ermittlung des Nettogewichts ein Fehler von etwa 4% auftritt, da mit
der Spritze nicht das gesamte Ol aus der Ampulle entfernt werden konnte (Adsorption an
den Glaswéanden). Um das tatsdchliche Nettogewicht zu erhalten ist es notwendig die geleer-

te Glasampulle mit n-Hexan auszuwaschen und im Anschluss das Leergewicht zu bestimmen.

5.2.1.2 Messung von Realproben

Mit der oben beschriebenen Methode sollten sieben sichergestellte Praparate untersucht
werden. Dabei handelte es sich jeweils um eine 6lige Zubereitung, in der mittels GC-MS
Messungen anabole Steroide nachgewiesen werden konnten (siehe Tabelle 110 im Anhang).

Die Beschreibung sowie Bilder der untersuchten Praparate sind in Tabelle 60 aufgefiihrt.
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Tabelle 60: Bezeichnungen und Bilder der sichergestellten anabolen Steroid Praparate.

Name sonstige Beschriftung Bild
Testoplex E Testoplex E
Testosterone Enanthate
300 mg/mL

Sustanon 250 (Prap 1)

Sustanon 250 (Prap 2)

Sustanon 4-Blend

Sustanon

Testosteron Depot Galenika

Testosteron Propionat

Pharmaceuticals

Sustanon 250

Oss Holn

Identisch mit obigem

Elite of Qualities

Sustanon 4-Blend

10 mL a 300 mg

High Qualitiy Body Supplier

non4-Bia'd
[ 10mi2300mg

Y

ELITE 0 DF QUALI !!AL[T]E

HICH QuAtl WIT

1 mL Sustanon Inj. 250 mg

250 mg/mL
Testosteron Depot
Galenika

Testosteron Propionat

10 mL sterile multi-dose vial

100 mg/mL for intramuscular injection
Elite of Qualities

Testosteron!
10 mi sterile muis i

100 mg/mi toris iitemuscular injecton

ELITE OF & :uuan.n‘ngsi |

Bei

Injektionsampullen. Die Aufmachung und Beschriftung der Praparate ist sehr unterschiedlich
und reicht von einem professionellen Design (Prdparat Testosteron Propionat) zu eher
schlichter Aufmachung (Praparat Testosteron Depot Gelenika). Auf allen Praparaten auller

auf Sustanon 4-Blend wird in der Beschriftung eine Angabe zu den Inhaltsstoffen getatigt.

den untersuchten Praparaten handelt es

sich um Einfach-
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Fiir die Untersuchung der Prdparate wurden diese analog zu der Vorschrift in 4.4.2.1.2 be-

handelt und analysiert. Als interner Standard wurde dabei jeweils Testosteron-Decanoat

verwendet. Die dabei erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 61 aufgefiihrt.

Tabelle 61: Analyseergebnisse der quantitativen Analysen der anabolen Steroid-Praparate.

> freies Tes-
Name Wirkstoff B in ug/mg tosteron in
pHg/mg

Testoplex E T. Propionat 23,36

T. Enanthat 220,82 178,55
Sustanon 250 (Prap 1) T. Propionat 28,04

T. Phenylpropionat 51,40

T. Isocaproat 51,13

T. Decanoat 106,51 166,28
Sustanon 250 (Prap 2) T. Propionat 24,43

T. Phenylpropionat 45,84

T. Isocaproat 23,40

unbekannt

T. Decanoat 110,37 141,26
Sustanon 4-Blend unbekannt

T. Propionat 74,66

T. Enanthat 202,99 208,66
Sustanon T. Propionat 25,53

T. Phenylpropionat 46,88

T. Isocaproat 47,26

T. Decanoat 111,92 161,70
Testosteron Depot Galenika T. Enanthat 208,74 150,29
Testosteron Propionat unbekannt

T. Propionat 146,41

T. Enanthat 10,32 130,01

Wie zu erkennen ist, sind in drei der untersuchten Praparate Substanzen vorhanden, die mit-

tels DAD-Detektor nicht identifiziert werden konnten. Bei der unbekannten Substanz in den

Proben Testosteron Propionat und Sustanon 4-Blend handelt es sich jeweils um die gleiche.

Anhand der Retentionszeit und des UV-Spektrums (siehe Abbildung 52) konnte jedoch keine

Aussage Uber diese getatigt werden.
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Abbildung 52: UV-Spektrum der unbekannten Substanz in den Realproben Testosteron Propionat und Sustanon
4-Blend (links). Ausgewahlte Wellenlangen (245 nm und 280 nm) des DAD-Signals einer Analyse des Praparates
Sustanon 4-Blend (rechts).

Die unbekannte Substanz im Praparat Sustanon 250 (Préip 2) liegt hingegen von der Reten-
tionszeit in einem Bereich wo esterfizierte Steroide nachgewiesen werden (siehe Abbildung
53). Da auch das UV-Spektrum der Substanz dem von Testosteronestern dhnelt (siehe Abbil-

dung 54), handelt es sich bei dieser Substanz vermutlich um einen unbekannten Testos-

teronester.
5x10° 1 = B
5 g
& &
e 3
_g (=)
4x10° 5 |5 E
S |
o
[
a5
- | 9
5 3x10° A §
B 2
S H
C E
= 2x10° S
X
3
c
=}
1x10°
O‘J‘ML
T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Retentionszeit in min

Abbildung 53: Ausgewahlte Wellenlange (245 nm) des DAD-Signals einer Analyse
des Praparates Sustanon 250 (Prép 2).
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Abbildung 54: UV-Spektrum der Substanz Testosteron-lsocaproat (links) und der unbekannten Substanz
aus der Probe Sustanon 250 (Prdp 2) (rechts).

Bei der Analyse der Untersuchungsergebnisse fallt weiterhin auf, dass in Praparaten, die von
auBen nicht unterscheidbar sind (Sustanon 250 Prap 1 und Prap 2), unterschiedliche Wirk-
stoffe in unterschiedlicher Konzentrationen enthalten sein kénnen. Weiterhin ist bei dem
Vergleich der angegebenen Inhaltsstoffe und den tatsachlich vorhandenen festzustellen,
dass auller bei dem Praparat Sustanon keine vollstandige Auflistung der enthaltenen anabo-
len Steroide stattgefunden hat.

Diese Begebenheiten, unterschiedliche Zusammensetzung von auRen nicht unterscheidbarer
Praparate und das Vorhandensein nicht deklarierter Steroide, machen einen Teil der Gefah-
ren von Schwarzmarkt-Praparaten aus. Eine weitere Gefahrenquelle liegt in der Herstellung

der Prdparate da bei dieser meist auf keinerlei Hygiene geachtet wird.

5.2.1.3 Monolithische-Sdule

Da die Probenaufarbeitung der in 4.4.2.1.2 erarbeiteten Methode zur quantitativen Bestim-
mung von anabolen Steroiden sehr aufwendig ist, sollte versucht werden ob die Verwen-
dung einer monolithischen Saule eine Vereinfachung des Verfahrens ermoglicht. Zu Test-
zwecken wurde das Steroidgemisch auf einer monolithischen Saule der Firma Merck (siehe
Tabelle 23) analysiert. Dabei wurde festgestellt, dass nach einer Erhéhung des Flusses von
0,5 mL/min auf 1 mL/min die unter 4.4.2.1.2 angegebene Methode eins zu eins auf die mo-

nolithische Saule (ibertragen werden kann. In Abbildung 55 ist ein Chromatogramm der
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Trennung des Steroidgemisches unter Verwendung der monolithischen Sdule dargestellt und
in Tabelle 62 sind die Retentionszeiten aufgefiihrt.
Tabelle 62: Retentionszeiten und Wellenlangen bei denen die

photometrische Detektion der 17 untersuchten anabolen Stero-
ide, unter Verwendung der monolithischen Saule, erfolgte.

Steroid Retentionszeit Wellenlange
Trenbolon 2.035 340 nm
Metandienon 2.541 245 nm
Nortestosteron 2.877 245 nm
Boldenon 3.072 245 nm
Testosteron 3.273 245 nm
Methyltestosteron 4.192 245 nm
Trenbolon-Acetat 4,949 340 nm
Danazol 5,033 280 nm
T. Acetat 5.409 245 nm
T. Propionat 5.870 245 nm
T. Phenylpropionat 6.597 245 nm
Trenbolon-Enanthat 7.071 340 nm
T. Isocaproat 7.227 245 nm
T. Enanthat 8.152 245 nm
T. Cypionat 8.381 245 nm
T. Decanoat 11.292 245 nm
T. Undecanoat 13.140 245 nm
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Abbildung 55: Chromatogramm des Mix aus 17 verschiedenen Steroiden, analysiert mit der Methode
zur quantitativen Analyse von anabolen Steroiden unter Verwendung der monolithischen Saule.
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Es ist zu erkennen, dass die Retentionsreihenfolge sowie die Retentionszeiten nicht exakt mit
denen der entwickelten Methode unter Verwendung der RP-18-Sdule tbereinstimmen (sie-
he Tabelle 47). Zum weiteren Test der monolithischen Saule wurde eine Realprobe mehrfach
hintereinander analysiert werden, umso eventuelle Akkumulationseffekte nachweisen zu
konnen. Zu diesem Zweck musste die 6lige Zubereitung in eine injizierbare Form Uberflihrt
werden. Zu Testzwecken wurde deswegen etwas des Originalpraparats Testosteron Depot
Eifelfango in n-Pentan geldst, mit dem organischen Eluenten verdiinnt und direkt auf die
Saule aufgegeben. Bei dieser Messung wurde fiir Testosteron-Enanthat jedoch ein Doppel-
peak erhalten. Aus diesem Grund wurde im nachsten Schritt Chloroform statt n-Pentan zum
Lésen der oligen Zubereitung verwendet. Das dabei erhaltene Signal konnte ohne Probleme
dem Steroid Testosteron-Enanthat zugeordnet werden. Bei weiteren Messungen (Testos-
teron Depot Jenapharm, Sustanon 250) konnten die Signale ebenfalls den zugehérigen Stero-
iden zugeordnet werden. Somit kann folgende Vorgehensweise zur Losung der éligen Zube-
reitungen als geeignet angesehen werden:

Eine kleine Menge der oligen Zubereitung (ca. 15 mg) wird in 1 mL Chloroform gel6st und
anschlieBend mit Methanol verdinnt.

Mit dieser Probenvorbereitung wurde eine Probe des Praparats Sustanon 250 20mal hinter-
einander mit der entwickelten Methode unter Verwendung der monolithischen Sdule analy-
siert. Die dabei auftretenden relativen Standardabweichungen der Wiederholprazisionen der
Flache und der Retentionszeit, fiir die vier im Praparat enthaltenen Steroide, sind in Tabelle
63 aufgefiihrt.

Tabelle 63: relative Standardabweichung der Wiederholprazisionen der Flache

und der Retentionszeit von im Praparat Sustanon 250 vorkommenden Steroiden
nach 20facher Analyse unter Verwendung der monolithischen Saule.

Steroid ool (Flache) oo (Retentionszeit)
Testosteron-Propionat 0,16% 0,05%
Testosteron-Phenylpropionat 0,08% 0,05%
Testosteron-lsocaproat 0,08% 0,05%
Testosteron-Decanoat 0,22% 0,05%

Anhand der erhaltenen Wiederholprazisionen wurde entschieden, dass das direkte Injizieren
von oligen Proben auf die monolithische Sdaule moéglich ist und zu keiner Kontamination fihrt
(bis zu diesem Zeitpunkt wurden 65 6lhaltige Proben auf der Sdule untersucht und es konn-

ten keine Beeintrachtigungen festgestellt werden).
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Fiir die Quantifizierung der 6lhaltigen Proben war es notwendig ein Verfahren zu erarbeiten,
dass reproduzierbare und exakte Messwerte liefert. Die Einwaage der Proben in ein Vial
stellt in dieser Beziehung kein Problem dar. Die Zugabe von 1 mL Chloroform sowie die Ent-
nahme von 20 uL Chloroform fiir die Verdiinnung gestaltet sich jedoch als schwierig. Wegen
des hohen Dampfdrucks kann Chloroform nicht mit den normalen Kolbenhubpipetten ab-
gemessen werden. Stattdessen missen Direktverdranger verwendet werden. Aus diesem
Grund wurde fiir die Zugabe von 1 mL Chloroform eine AutoRep E Pipette der Firma Rainin
(unter Verwendung der 1,25 mL Einsatze) und fiir die Uberfiihrung der 20 pL eine nicht ver-
anderbare 20 pL Direktverdranger-Pipette der Firma Eppendorf verwendet.

Um eine Aussage zu der Moglichkeit der Quantifizierung treffen zu kénnen wurde zu Test-
zwecken eine Dreipunktkalibrierung fiir Testosteron-Enanthat und Testosteron-Undecanoat
erstellt. Mittels dieser Kalibrierung wurden verschiedene Originalmedikamente quantifiziert
und mit den Angaben des Herstellers verglichen. Die dabei auftretenden Abweichungen sind
in Tabelle 64 aufgefiihrt.

Tabelle 64: Ermittelte Abweichungen des Wirkstoffgehalts nach qualitativer
Analyse unter Verwendung der monolythischen Saule und der Angaben der

Hersteller.
. Abweichung

Praparat Messung T. Undecanoat T. Enanthat
Andriol Caps 1 -7,26% -

2 -6,40% -
Nebidol 1 -3,94% -

2 -4,07% -
Rotexmedica 1 - - 5,71%
Eifelfango 1 - -10,97%
Jenapharm 1 - - 6,30%

An den erzielten Abweichungen ist zu erkennen, dass eine Quantifizierung unter Verwen-
dung der monolithischen Saule moglich ist. Die Hohe der ermittelten Abweichungen lassen

sich mit der einfachen und schnellen Kalibrierung erklaren.

Die durchgefiihrten Tests zur Verwendung der monolithischen Saule zeigten, dass diese fiir
die quantitative Analyse von anabolen Steroiden in 6ligen Zubereitungen, ohne aufwendige
Probenvorbereitung, eingesetzt werden kann. Aus diesem Grund wurde eine Validierung der

unter 4.4.2.2 beschriebenen Methode durchgefiihrt.
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Als erster wichtiger Validierungsparameter wurde die Wiederholpréazision an einem Tag be-
stimmt. Dafiir wurden zehn aufeinanderfolgende Messungen des DopMix durchgefiihrt. Die
dabei erzielten relativen Standardabweichungen der Wiederholprazisionen sind in Tabelle 65
aufgefiihrt.

Tabelle 65: relative Standardabweichung (o.) der Wie-

derholprazision der Retentionszeit und der Flache von

zehn aufeinander folgenden Messungen des Steroidge-
misches, unter Verwendung der monolithischen Saule.

Retentionszeit  Flache

Steroid Orel iN % Orel iN %
Metandienom 0.097 0.160
Nortestosteron 0.418 0.172
Boldeon 0.169 0.175
Testosteron 0.138 0.179
Methyltestosteron 0.701 0.074
T. Acetat 0.198 0.060
T. Propionat 0.133 0.057
T. Phenylpropionat 0.105 0.055
T. Isocaproat 0.131 0.053
T. Enantat 0.324 0.051
T. Cypionat 0.235 0.050
T.Decanoat 0.175 0.065
T. Undecanoat 0.337 0.083
Danazol 0.114 0.062
Trenbolon 0.120 0.157
Trenbolon-Acetat 0.131 0.062
Trenbolon-Enantat 0.541 0.053

Als weitere wichtige ValidierungsgrofRe wurde die Wiederholprazision zwischen verschiede-
nen Tagen ermittelt. Dazu wurden vierzehn Analysen des DopMix an vierzehn unterschiedli-
chen Tagen durchgefiihrt. Die erhaltenen relativen Standardabweichungen fiir die Retenti-
onszeit und die Signalflache sind in Tabelle 66 aufgefiihrt.

Tabelle 66: relative Standardabweichung (o,.) der Wieder-

holprazision der Retentionszeit und der Flache von vier-

zehn Messungen des Steroidgemisches an vierzehn unter-
schiedlichen Tagen, unter Verwendung der monolithischen

Saule.

Name Retentionszeit Flache
Orel IN % Orel IN %

Metandienom 1.189 0.233

Nortestosteron 0.545 0.273

Boldeon 1.405 0.263

Testosteron 1.148 0.312
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Retentionszeit Flache

Name Orel iN % Orel iN %
Methyltestosteron 5.543 0.246
T. Acetat 0.831 0.124
T. Propionat 0.679 0.135
T. Phenylpropionat 0.686 0.167
T. Isocaproat 0.338 0.209
T. Enantat 1.109 0.264
T. Cypionat 0.452 0.276
T.Decanoat 0.273 0.453
T. Undecanoat 0.212 0.536
Danazol 1.711 0.090
Trenbolon 1.230 0.240
Trenbolon-Acetat 1.111 0.090
Trenbolon-Enantat 0.616 0.207

Nicht flir alle der 17 anabolen Steroide, fiir die Wiederholprazisionen ermittelt wurden,
wurde im Rahmen der Validierung eine Kalibration durchgefiihrt. Von den 17 Substanzen
wurden nur die acht Substanzen ausgewahlt, fir die eine ausreichende Menge an Reinsub-
stanz vorlag. Diese Substanzen sind ebenfalls die, die am haufigsten in 6ligen Zubereitungen
auftreten.

Fiir die Kalibrierung wurden jeweils zwischen sieben und neun Losungen der jeweiligen Sub-
stanz hergestellt. Fiir die Herstellung der einzelnen Loésungen wurde eine bestimmte Menge
der Substanz in einem Aluminiumschalchen eingewogen und in einem Messkolben (mindes-
tens 5 mL) mit Methanol gel6st. Die erhaltenen Messdaten wurden mit dem Programm
SQS2000 ausgewertet (siehe Kapitel 4.5). Fiir die Uberpriifung des Arbeitsbereichs wurden
Mehrfachbestimmungen von zwei Kontrollproben, eine im unteren und eine im oberen Ar-
beitsbereich, durchgefiihrt. In Abbildung 56 ist exemplarisch eine Darstellung der bei der
Kalibration von Testosteron-Decanoat erhaltenen Residuen dargestellt. Die ausfihrlichen

Ergebnisse der Kalibrierung sind im Anhang in den Tabellen 98 — 105 aufgefihrt.
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Abbildung 56: Darstellung der Resi-
duenverteilung der Kalibration von
Testosteron-Decanoat unter Ver-
wendung der monolythischen Saule.

Fir alle Kalibrierungen ist die Korrelation der Kalibriergeraden > 0,999. Die Nachweisgrenzen

bei einem Vertrauensbereich von 95% und der Arbeitsbereich sind in Tabelle 67 aufgefiihrt.

Tabelle 67: Auflistung der Nachweisgrenzen und des Arbeitsbereichs fir die in der Kalibrierung,
unter Verwendung der monolithischen Saule, eingeschlossenen anabolen Steroide.

Substanz Nachweisgrenze in ug/mL  Arbeitsbereich in pg/mL
T. Acetat 3,69 10-450

T. Propionat 2,48 7-400

T. Enanthat 6,86 18-1000

T. Undecanoat 1,57 4-700

T. Cypionat 0,42 2-400
Danazol 1,79 5-500
Nortestosteron 1,29 4-750
Trenbolon 2,24 6-350

Mit der entwickelten Methode wurden im Anschluss acht der original anabolen Steroid-
Praparate untersucht. Dabei zeigte es sich, dass das Praparat Tostran Gel mit der beschrie-
benen Methode nicht analysiert werden konnte. Dies lag daran, dass sich das Gel nicht im
Chloroform losen lies, weswegen in diesem Fall Methanol als Losungsmittel verwendet wur-
de. Mit dieser einen Abanderung konnte fiir alle Praparate eine sehr gute Wiederfindungsra-

te W ermittelt werden (siehe Tabelle 68).
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Tabelle 68: Wiederfindungsraten der in den Praparaten ent-
haltenen Wirkstoffe unter Verwendung der entwickelten Me-

thode.

Medikament Win % Wiorrigiert in %
T. Depot Jenapharm 95 99
Testoviron 106 111

T. Depot Galen 96 100

T. Depot Rotexmedica 94 99

T. Depot Eifelfango 94 98
Nebido 93 97
Andriol Testocaps 93

Tostran Gel 100

Bei den korrigierten Werten (Faktor 1,043) wurde beriicksichtigt, dass in einer, mit einer
Pipette oder Spritze geleerten, Injektionsampulle noch 6élige Zubereitung verbleibt, so dass
die Gesamtmenge an o6liger Zubereitung zu gering ist (siehe Kapitel 5.2.1.1, Seite 113).

Es ist zu erkennen, dass, auller bei dem Prdparat Testoviron, eine sehr gute Wiederfindungs-
rate des Wirkstoffs erreicht wird, obwohl sich die Praparate in der Zusammensetzung stark
voneinander unterscheiden. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die entwickelte Methode

fiir 6lige Zubereitungen im Allgemeinen eingesetzt werden kann.

5.2.2 Unterscheidung verschiedener Pflanzendéle

GC-MS Messungen von 6ligen Zubereitungen fiihrten trotz Sillylierung zu einer starken Kon-
tamination der ElI-Quelle (siehe 5.2.1.1). Deswegen sollte untersucht werden inwieweit GC-
FID Messungen fiir die Analyse von oligen Zubereitungen geeignet sind.

Zu diesem Zweck wurden acht verschiedene Ole und eine Blindprobe mit der unter 4.4.4
beschriebenen Vorgehensweise sillyliert und im Anschluss mit dem in Tabelle 24 beschrie-
benen Verfahren analysiert, wobei statt des Massenspektrometers ein FID-Detektor mit ei-
nem Split von 1:100 verwendet wurde. Die Ergebnisse zeigten, dass die Signalverteilung in
dem Retentionszeitfenster von 29 — 42 Minuten in allen untersuchten Olproben identisch ist
(siehe Abbildung 58). Da diese Signalverteilung in der Blindprobe nicht vorhanden ist (siehe
Abbildung 57), ist dieser Bereich geeignet um das Vorhandensein eines Speisedles anzuzei-

gen.
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Abbildung 57: Chromatogramm der GC-FID Analyse der Blindprobe (rot) und des Wallnussol (schwarz).

Weiterhin kdnnen im Bereich 3 — 29 Minuten deutliche Unterschiede in der Signalverteilung
erkannt werden (siehe Tabelle 69, Abbildung 58). Dieser Bereich kann somit zur Unterschei-
dung von verschiedenen Speisedlen verwendet werden. Das Signal bei 17.549 Minuten kann
nicht als spezifische fiir Speisedl gewertet werden, da es auch in der Blindprobe das inten-

sivste Signal ist.
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Abbildung 58: links, Chromatogramm der GC-FID Analyse des Sesamdl (rot) und des Leindl (schwarz); rechts,
VergroBerung des Retentionsbereich 22 — 26 Minuten.
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Tabelle 69: Auflistung der jeweils finf intensivsten Peaks im Retentionsfenster 3 - 29 Minuten der mittels GC-
FID untersuchten Olproben.

Blindprobe Lein- Kirbiskern-  Wallnuss- Oliven-  Raps- Sesam-  ALBA- Trauben-

17.549 17.577 17.512 17.511 14.673 17.548 17.507 17.548 17.507
16.053 17.550 17.551 17.549 22.135 25.417 17.545 25.417  29.116
17.680 17.506 27.076 26.989 26.967 17.508 24.374 17.508  26.983
17.636 16.947 22.137 17.574 17.545 14.676 25.413 14.676 14.672
17.509 27.430 16.055 16.055 26.810 24.903 16.920 24.903  17.545

aua b WN =

Die Messdaten zeigen deutlich, dass eine Unterscheidung zwischen unterschiedlichen Olen
moglich ist. Weiterhin ist zu erkennen, dass die Signalverteilung des untersuchten Raps- bzw.

ALBA-Ols identisch ist (siehe auch Abbildung 59).
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Abbildung 59: Chromatogramm der GC-FID Analyse des Rapsél (rot) und des ALBA-OI (schwarz).

Diese Ubereinstimmung ist dadurch zu erkldren, dass es sich bei dem ALBA-Ol um ein Rapsél
handelt, dass laut Etikett eine besonders hohe Qualitat aufweisen soll.

Es wurde somit gezeigt, dass Speisedle derselben Art aber von unterschiedlichen Herstellern
dhnliche Signalverteilungen im Retentionsfenster von 3 — 29 Minuten aufweisen. Diese
durchgefiihrten Messungen flihrten dazu, dass weiterfihrende Untersuchungen zu der Un-

terscheidungsmaoglichkeit von Speisedlen durchgefiihrt werden sollten. Diese Untersuchun-
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gen wurden von Marion Schdffer mittels GCxGC Analysen im Rahmen eines internen For-

schungsprojekts des Bundeskriminalamtes durchgefiihrt.

5.2.3 LC-MS Kopplung

Wie in Kapitel 5.2.1 erwahnt sollte bei der Entwicklung der Methode nicht nur ein eine pho-
tometrische Detektion sondern zusatzlich auch eine massenspektrometrische Detektion er-
folgen. Zu diesem Zweck ist eine Abtrennung der 6ligen Matrix erforderlich da ansonsten die
Gefahr der Kontamination des Massenspektrometers zu groR ist. Aus diesem Grund kann die
Methode unter Verwendung der monolithischen Saule (siehe 5.2.1.3), nicht durchgefiihrt
werden. Stattdessen muss fir diese Kopplung auf die aufwendigere Probenvorbereitung aus
Kapitel 4.4.2.1.2 zuriickgegriffen werden. Unter Verwendung der dort beschriebenen Me-
thode und mit den unter 4.4.3 beschriebenen Parametern konnte eine Kopplung der UHPLC
mit einem Massenspektrometer erreicht werden. Die Retentionszeiten sowie die m/z-Werte,
bei denen die 17 anabolen Steroide des DopMix im Massenspektrometer detektiert werden,
sind in Tabelle 70 zusammengefasst und in Abbildung 60 ist eine in einem Chromatogramm
zusammengefasste Darstellung aller relevanten EIC's der Trennung des Steroidgemisches
aufgezeigt.

Tabelle 70: Retentionszeiten und m/z-Werte bei denen die massenspekt-
rometrische Detektion der 17 untersuchten Cannabinoide erfolgte.

Steroid [M+H]" Retentionszeit in min
Trenbolon 271 2,402
Nortestosteron 275 2,923
Metandienon 301 3,259
Boldenon 285 3,477
Testosteron 289 3,663
Methyltestosteron 303 4,579
Trenbolon-Acetat 313 5,294
Danazol 338 5,370
Testosteron-Acetat 331 5,741
Testosteron-Propionat 345 6,202
Testosteron-Phenylpropionat 421 6,918
Trenbolon-Enanthat 383 7,380
Testosteron-Isocaproat 387 7,531
Testosteron-Enanthat 401 8,306
Testosteron-Cypionat 413 8,567
Testosteron-Decanaoat 443 11,488
Testosteron-Undecanoat 457 13,298
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Abbildung 60: Darstellung aller relevanten EIC’s der Trennung des Steroidgemisches.

Mit der ermoglichten SPE-UHPLC-DAD-MS Kopplung wurden die unter 5.2.1.2 beschriebenen

Realproben erneut analysiert. Dabei sollte vor allem die Frage geklart werden, ob mit Hilfe

des massenselektiven Detektors neue Erkenntnisse Uber die unbekannte Substanz in dem

Praparat Sustanon 250 (Prép 2) erlangt werden konnen. In Abbildung 61 sind die EIC's der

Analyse des Praparates Sustanon 250 (Prdp 2) dargestellt. Wie dort zu erkennen ist, weist

der unbekannte Peak dasselbe m/z-Verhaltnis wie Testosteron-lsocaproat auf.
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Abbildung 61: Darstellung der vier relevanten EIC’s der massenspektrometrischen Detektion der Trennung des
Praparates Sustanon 250 (Prap 2).

Die Fullscan-Massenspektren von Testosteron-lsocaproat und der unbekannten Substanz

sind in Abbildung 62 dargestellt.
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Abbildung 62: Fullscan Spektrum von Testosteron-Isocaproat (links) und der unbekannten Substanz aus der
Probe Sustanon 250 (Prap 2).
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Zusatzlich zu den Fullscan-Massenspektren wurden MS3-Spektren des m/z-Verhiltnis 387
aufgenommen (siehe Abbildung 63). Dort zeigte es sich, dass die unbekannte Substanz die

gleiche Fragmentierung wie Testosteron-Isocaproat aufweist.
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Abbildung 63: MSZ-Spektrum des m/z-Wert 387 von Testosteron-Isocaproat (links oben) und der unbekannten
Substanz aus der Probe Sustanon 250 (Préap 2) (rechts oben); MS3-Spektrum des m/z-Wert 271 von Testoste-
ron-lsocaproat (links unten) und der unbekannten Substanz (rechts unten).

Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass es sich bei der unbekannten Substanz um ei-
nen Testosteronester mit ebenfalls sechs Kohlenstoffatomen in der Alkylkette handelt. Eine
Recherche in einschlagigen Foren fiihrte zu dem Schluss, dass es sich bei der unbekannten
Substanz sehr wahrscheinlich um Testosteron-Hexanoat (Testosteron-Caproat) handelt. Zu
der zweiten unbekannten Substanz konnte auch mit Hilfe der MS-Messungen keine Aussage
getroffen werden. Flir eine Aufklarung sind weiterfilhrende Messungen, unteranderem mit-

tels hochauflosender Massenspektrometrie, notwendig.
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5.2.4 DESI-MS

Im Bereich der Arzneimittel und illegaler Zubereitungen werden Wirkstoffe haufig in oligen
Matrices verarbeitet. Besonders oft tritt diese Art der Zubereitung im Zusammenhang mit
anabolen Steroiden auf. Die Olmatrix bereitet fiir viele analytische Methoden Probleme, da
sie Trennsdulen kontaminieren kénnen. Um Kontaminationen von z.B. GC- oder HPLC-Saulen
zu vermeiden sollte eine Methode zur direkten massenspektometrischen Analyse entwickelt
werden. Weiterhin sollte untersucht werden, ob weitere gangige Zubereitungsformen von
anabolen Steroiden (Pflaster, Gele) mittels DESI-MS analysiert werden kénnen.

Als erstes wurde versucht die 6ligen Proben auf Glastlipfelplatten aufzubringen und mittels
DESI-MS zu analysieren. Da das Ol, im Gegensatz zu Lésemitteln, nicht verdampft, wurde mit
dem DESI-Spray der Oltropfen quasi zerteilt. Bei dieser Vorgehensweise konnten zwar Mas-
senspektren erhalten werden allerdings wurde die Olmatrix auf der Glastiipfelplatte verteilt,
wodurch diese kontaminiert wurde und somit flir weitere Messungen nicht mehr verwend-
bar war. Weiterhin traten Probleme bei den MS"-Analysen auf und eine Kontamination des
MS-Einlasses konnte nicht komplett verhindert werden. Aus diesem Grund wurde die aufge-
tragene olige Probe vor der Messung abgetupft (siehe Kapitel 4.4.6).

Mit dieser Vorgehensweise konnte eine Kontamination der Glastipfelplatte sowie des MS-
Einlasses vollstandig verhindert werden. Als Test der Leistungsfahigkeit dieser Messmethode
wurden unterschiedliche 6lige Zubereitungen mit dem obigen Verfahren, sowie zum Ver-
gleich mittels LC-MS (siehe Kapitel 5.2.1.2) analysiert. Dabei wurden auch Zubereitungen mit
mehr als einem Wirkstoff untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 71 zusammengefasst.

Tabelle 71: Vergleich der direkten DESI-MS und der LC-MS Ergebnisse von den untersuchten 6ligen Zubereitun-
gen.

Praparat

DESI-MS Ergebnis

Referenzergebnis

Testosteron-Depot Galen
Nebido

Testosteron Gel
Sustanon 250

Valeron N
Diazepam Abz Tropfen

Testosteron-Enanthat
Testosteron-Undecanaoat
Testosteron
Testosteron-Propionat
Testosteron-lsocaproat
Testosteron-Phenylpropionat
Testosteron-Decanoat

Tilidin

Diazepam

Testosteron-Enanthat
Testosteron-Undecanaoat
Testosteron
Testosteron-Propionat
Testosteron-lsocaproat
Testosteron-Phenylpropionat
Testosteron-Decano

Tilidin

Diazepam
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Abbildung 64: direkte DESI-MS Messung von Sustanon 250.

In Abbildung 64 ist das Massenspektrum der Probe Sustanon 250 dargestellt. Es sind 7 Peaks
zu erkennen von denen der mit dem m/z-Verhaltnis 443,4 ungefahr doppelt so hoch ist wie
die anderen. Das liegt daran, dass unter dem m/z-Verhiltnis 443,4 das [M + H]*-Signal von
Testosteron-Decanoat sowie das [M + Na]*-Signal von Testosteron-Phenylpropionat liegt.
Die Zuordnung der m/z-Werte zu den entsprechenden Substanzen ist in Tabelle 72 aufge-
fahrt.

Tabelle 72: Zuordnung der m/z-Werte zu den Wirkstoffen in
der Probe Sustanon 250.

m/z-Wert Substanz

345,2 M + H]* von T. Propionat
367,2 M + Na]* von T. Propionat
387,2 M + H]* von T. Isocaproat
409,4 M + Na]* von T. Isocaproat

4434 M + H]* von T. Decanaot und
M + Na]*von T. Phenylpropionat

M + Na]* von T. Decanoat

[
[
[
[
421,4 [M + H]* von T. Phenylpropionat
[
[
465,4 [

Die Messergebnisse zeigen, dass alle mittels LC-MS in den 6ligen Zubereitungen und in dem
Gel nachgewiesene Wirkstoffe ebenfalls mit dem obigen Verfahren analysiert werden kon-

nen. Das Verfahren ermdglicht ebenfalls mehrere Wirkstoffe neben einander einwandfrei zu
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identifizieren (siehe Abbildung 64) und ist somit fiir die direkte Untersuchung von &ligen
Zubereitungen und Gelen geeignet.

Fiir die Untersuchung von Pflastern zeigte es sich, dass keine weitere Probenvorbereitung
notwendig war. Es war ausreichend ein Stlick der Pflaster auf einem Objekttrager zu fixieren
(siehe Abbildung 65 b) und dieses mittels DESI-MS zu analysieren. Ein bei der Analyse von
dem Pflaster Intrinsa der Firma Procter und Gamble erhaltenes Massenspektrum ist in Abbil-
dung 65 a zu sehen. Dabei konnte der vorhandene Wirkstoff Testosteron eindeutig nachge-

wiesen werden.
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Abbildung 65: a) DESI-MS Spektrum eines Testosteronpflasters (links) und das dazugehoérige MSZ-Spektrum
(rechts). b) Ein Teil eines Testosteronpflaster Intrinsa fixiert auf einem Objekttrager.

Bei der Untersuchung der Hartkapsel Andriol Testocap der Firma Essex Pharma mittels DESI-
MS konnte wie unter 5.3.1.2 beschrieben weder die Kapsel mit dem DESI-Spray durchdrun-
gen noch der Wirkstoff an der AulRenseite nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde
die Kapsel gedffnet und die darin enthaltene 6lige Zubereitung analog zu der oben beschrie-
benen Vorgehensweise analysiert. Dabei konnte das in Abbildung 66 zu sehende Massen-
spektrum erhalten werden. Und somit der in der Kapsel enthaltene Wirkstoff Testosteron-

Undecanoat bestatigt werden.
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Abbildung 66: Abbildung einer Kapsel Andriol Testocap (rechts); Massenspektrum der 6ligen Zubereitung, die
aus der Kapsel Andriol Testocap entfernt wurde (links).

5.2.5 Diskussion

Wie in der Einleitung und in der Theorie bereits erwahnt, war es bisher nicht moglich mehre-
re in einer Probe vorkommende unterschiedliche Esterformen eines anabolen Steroids je-
weils einzeln zu quantifizieren. Stattdessen wurde ein Summenparameter bezogen auf das
nicht veresterte anabole Steroid angegeben, da von diesem auch die gewiinschte Wirkung
im menschlichen Kérper ausgeht. In dieser Arbeit wurden zwei Verfahren zur Quantifizierung
der jeweiligen Esterform des anabolen Steroids entwickelt. Bei einem Verfahren wurde eine
aufwendige Probenvorbereitung verwendet, um die 6lhaltige Matrix der Proben abzutren-
nen. Bei dem anderen Verfahren kann aufgrund der Verwendung einer monolithischen Saule
auf eine Probenvorbereitung verzichtet werden. Allerdings kann dieses Verfahren nicht an
ein Massenspektrometer gekoppelt werden, da durch die 6lhaltige Matrix eine Kontamina-
tionsgefahr besteht. Die Kopplung an ein Massenspektrometer ermoglichte aber die Aufkla-
rung von bis dato nicht identifizierten Substanzen, was ein Vorteil des Verfahrens mit vorge-
schalteter Abtrennung der 6ligen Matrix ist. Weiterhin wurde ein Verfahren entwickelt, dlige
Zubereitungen direkt mittels DESI-MS zu analysieren, was zu einer erheblichen Zeitersparnis,
unter Aufrechterhaltung der Aussagekraft, fihrt. Anhand von GC-FID-Messungen konnten
verschiedene Speisedle unterschieden werden, was weitere Profilnginformationen fiir den

Materialvergleich von 6ligen Zubereitungen liefert.
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5.3 Arzneimittel

5.3.1 DESI-MS

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde untersucht ob DESI-MS Messungen geeignet sind
Arzneimittelfalschungen zu analysieren. Aus diesem Grund sollte ein Verfahren entwickelt
werden, dass es ermdoglicht unterschiedliche Arzneimittelformen mittels DESI-MS direkt-
massenspektrometrisch zu untersuchen. Dabei ist vor allem die Frage zu klaren ob Filmtab-

letten und Steckkapseln ohne vorherige Probenvorbereitung analysiert werden kénnen.

5.3.1.1 Tabletten

Bei der Untersuchung von Tabletten konnte schnell festgestellt werden, dass es keine Mog-
lichkeit gibt genau definierte geometrische Parameter der verwendeten DESI-Quelle fir die
Analyse festzulegen, was vor allem an den existierenden sich stark unterscheidenden Tablet-
tenformen liegt. Diese Unterschiede betreffen vor allem:

- Den Tablettendurchmesser

- Die Tablettenhéhe

- Die unterschiedliche Oberflachenform (konvex, flach)

- Die unterschiedliche Tablettenform (rund, oval, eckig)

- Die Pragungen auf der Oberflache (Bruchrille, Firmenname, Produktname, usw.)

Es zeigt sich jedoch ebenfalls, dass sich als Ausgangswerte die folgenden geometrischen Pa-

rameter fir die DESI-Quelle verwenden lassen:

- Abstand des MS-Einlass zur Oberflache 0,2cm
- Abstand der Spitze des Spriihkopfes zur Oberflache 2,4 cm
- Abstand der Spitze des Sprithkopfes zum MS-Einlass 6,0 cm
- Sprihwinkel 55°

Fiir die Messung wird die Tablette auf einem Glastrager mittels Klebefilm befestigt und der
Abstand zwischen Tablettenoberfliche und MS-Einlass eingestellt. Dann wird die Tablette
mittels des Probentisches so unter dem Sprihkopf positioniert, dass das Spray auf der Ober-
flache auftrifft. Fir eine Signalmaximierung ist es notwendig die geometrischen Parameter
an die jeweiligen Tabletten anzupassen.

Der Einfluss der Losemittelzusammensetzung auf das MS-Signal wurde ebenfalls untersucht.
Dabei wurden folgende Losungsmittelgemische analysiert:

- Tetrahydrofuran / Wasser (75:25)
- DMSO / Wasser (75:25)
- Aceton / Wasser (75:25)
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- Acetonitril / Wasser (75:25)
- Methanol/Wasser (50:50)

Mit diesen flnf Losemittelgemischen wurden die drei bekannten PDE-5 Hemmer (Potenzmit-
tel), Sildenafil, Tadalafil und Vardenafil als Reinsubstanzen und in Form von Tabletten analy-
siert und dabei die Signalintensitat und das Signal zu Rauschverhaltnis ermittelt.

Mit dem Losemittelgemisch Methanol/Wasser konnte keine der drei Substanzen nachgewie-
sen werden. Das Gemisch DMSO/Wasser fiihrte zu einer starken Benetzung der zu untersu-
chenden Oberflache. Dieses Verhalten ist wahrscheinlich auf den hohen Siedepunkt von
DMSO zuriick zu fihren, weswegen dieses langsamer als die anderen untersuchten Losemit-
tel von der Oberflache verdampfen kann. Aus diesen Griinden wurden diese beiden Losemit-
telgemische nicht fiir die weiteren Untersuchungen berlicksichtigt. Die Daten fiir die restli-
chen Lésemittelgemische sind in Tabelle 73 zusammengefasst.

Tabelle 73: Ubersicht tiber die Intensitdten der DESI-MS Signale und des Rauschens von Messungen der Rein-
substanzen und der Tabletten von drei PDE-5 Hemmern, unter Verwendung unterschiedlicher Losemittelgemi-

sche. In Schwarz sind die Messungen im positiv und in Rot die Messungen im negativ lonenmodus dargestellt.
Der erste Wert ist die Intensitdt des Messsignals und der zweite Wert die Intensitdt des Rauschens.

Sildenafil Vardenafil Tadalafil
Gemisch
Substanz Tablette Substanz Tablette  Substanz Tablette

THF/H,0 7,8x10°/6800 44500/1700 5,5x10°/15800  27600/9600 -/1,8x10° -/1,9x10°
Aceton/H,0 3,6x10°/27000  8800/500 8,5x10°/75000  5400/2000 -/2,0x10° -/9000

ACN/H,0 1,5x10%/5000 17100/1200 2,2x10°/85000  14200/1300  23100/3500 -/14300

THF/H,0 1,4x10°/1300 560/110 46000/620 412/82 6600/1300 -/3800
Aceton/H,O 27000/1800 400/100 46000/2400 240/40 6500/3500 -/3700
ACN/H,0 2200/500 600/220 8500/340 320/40 740/130 -/2000

Die Daten zeigen, dass Sildenafil und Vardenafil im positiven lonenmodus mit allen drei Lo-
semittelgemischen analysiert werden kénnen. Das Fragmentierungsmuster ist dabei unab-
hangig von dem verwendeten Losemittelgemisch. Tadalafil hingegen kann nur mit dem L6-
semittelgemisch Acetonitril/Wasser detektiert werden und dabei auch nahezu ausschlieBlich
als Natrium-Addukt.

Im negativen lonenmodus kdnnen alle drei Substanzen mit allen untersuchten Losemittel-
gemischen detektiert werden. Allerdings ist das Signal/Rausch-Verhiltnis bei der Verwen-
dung von Aceton/Wasser deutlich schlechter als bei den anderen beiden Losemittelgemi-

schen. Detektiert werden die Substanzen als M-H- und Vardenafil zusatzlich als Chlor-
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Addukt. Das Fragmentierungsmuster ist auch hier unabhangig von dem verwendeten Lose-
mittelgemisch. Das Gegenion Citrat ist mit dem Losemittelgemisch Aceton/Wasser nicht de-
tektier bar.

Die Untersuchung der Cialis-Tabletten zeigte, dass mit keinem verwendeten Losemittelge-
misch eine Identifizierung des enthaltenen Tadalafils mdglich ist. Ein Nachweis war auch
nach Entfernung der Beschichtung und mit Verwendung weiterer Losemittelgemische nicht
mehr moglich. Die Substanzen Sildenafil (Viagra-Tablette) und Vardenafil (Levitra-Tablette)
konnten mit allen untersuchten Losemittelgemischen, sowohl im positiven wie auch im ne-
gativen lonenmodus, in Tabletten nachgewiesen werden.

Das Losemittelgemisch Tetrahydrofuran/Wasser liefert sowohl im positiv wie auch im nega-
tiv lonenmodus sehr ausgepragte Stérmassen. Aus diesen Beobachtungen folgt, dass das
Losemittelgemisch Acetonitril/Wasser (75:25) am besten fir die Analyse von unbekannten

Tabletten geeignet ist.

Ein weiterer Parameter, der Einfluss auf die Signalintensitat der DESI-Messung besitzt, ist die
FlieBrate des Losemittels. Grundsatzlich fiihrt ein hoherer Losemittelfluss zu einer erhdhten
Signalintensitat. Allerdings nimmt bei FlieRraten gréBer drei Mikroliter pro Minute die Be-
netzung der Oberflache stark zu. Dadurch kommt es zu groRen Verformungen auf der Tab-
lettenoberflache, da das Uberschiissige Losemittel von der Beprobungsstelle in alle Richtun-
gen abflieRt und dabei die Oberflache verandert. Aus diesen Griinden wurde fiir die Analyse

von Tabletten eine FlieBrate von 3 Mikroliter pro Minute gewahlt.

Ein wichtiger Aspekt der DESI-MS Untersuchungen ist die Moglichkeit auf jegliche Proben-
vorbereitung verzichten zu kénnen. Aus diesem Grund sollte getestet werden ob diese Be-
dingung auch bei der Analyse von beschichteten Tabletten erfiillt wird. Bei der Untersuchung
von beschichteten Tabletten zeigte es sich, dass die Beschichtung mittels des DESI-Sprays
entfernt werden kann und somit eine Analyse der Inhaltsstoffe der Tablette moglich ist. In
Tabelle 74 ist die Abhadngigkeit zwischen dem Losemittelfluss, der resultierenden Signalin-

tensitdt und der bendtigten Zeit zur Entfernung der Beschichtung zusammen gefasst.
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Tabelle 74: Einfluss des Losemittelflusses auf die Signalintensitdt und die Zeit zur Entfer-
nung der Beschichtung einer Viagra und einer Levitra-Tablette.

Fluss Viagra-Tablette Levitra-Tablette
Zeit Intensitat Zeit Intensitat
1 uL/min Abbruch nach 13 min Abbruch nach 14 min
2 uL/min 2,5 min 3x10" 4,5 min 3x10"
3 uL/min 1,1 min 1x10° 2,6 min 1x10°
4 pL/min 1,0 min 1x10° 1,2 min 8x10°

Weiterhin ist in Abbildung 67 der Zusammenhang zwischen dem L&semittelfluss und der

resultierenden Untersuchungsflache auf der Tablettenoberflache dargestellt.

Abbildung 67: Flache auf der die Beschichtung einer Viagra-Tablette (links) und einer Levitra-Tablette
(rechts) entfernt wurde, in Abhangigkeit des Losemittelflusses.

Die Ergebnisse zeigen, dass fiir die Untersuchung von beschichteten Tabletten am besten ein
Losemittelfluss von 3 pL/min geeignet ist. Bei diesem Fluss wird die Beschichtung innerhalb
akzeptabler Wartezeit entfernt und die resultierende Beprobungsfliche auf der Tablette
bewegt sich in einem noch akzeptablen GréRBenbereich. Die Massenspektren die unter die-
sen Bedingungen mittels DESI-MS erzeugt werden konnten sind in Abbildung 101 und Abbil-
dung 102 zu sehen.

Im Rahmen der Untersuchungen von Arzneimittel-Tabletten wurden ebenfalls Tabletten
einer Testserie untersucht. Die Testserie wurde im Rahmen des BmBF-Projektes ,MIME"
(Multimodales Mustererkennungssystem zum Schutz der Bevolkerung vor organisierter Arz-
neimittelkriminalitdt und zur Bekampfung des internationalen Drogenhandels) hergestellt.
Innerhalb der Testserie wurden unterschiedliche Matrices mit unterschiedlichen Wirkstoff-
konzentrationen mit variierenden Pressdriicken zu Tabletten (rund, bikonvex, 9 mm Durch-

messer) verarbeitet. Die DESI-MS Messungen sollten zeigen, ob eine Unterscheidung der
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unterschiedlichen Pressdriicke anhand des Messsignals moglich ist. Zu diesem Zweck wurden
runde Tabletten mit den in Tabelle 76 angegebenen Parametern untersucht. Die Zusammen-

setzungen der unterschiedlichen Matrices der Mischungen sind in Tabelle 75 angegeben.

Tabelle 75: Zusammensetzung der Tablettenmatrix der unterschiedlichen Mischungen.

Mischung  Rohstoff Gehalt
A Lactose Monohydrat 68,50%
Kollidon VA 64 5,00%
Magnesiumstearat 0,50%
Aerosil 0,50%
Maisstarke 10,00%
Talkum 4,50%
B Selbe wie Mischung A, nur unzureichend durchmischt
C Ludipress 73,91%
Kollidon VA 64 4,59%
Avicel PH 101 10,00%
Magnesiumstearat 0,50%
D Selbe wie Mischung A

Tabelle 76: Auflistung der Tabletten der Testserie aus dem MIME-Projekt, die mittels DESI-MS
analysiert wurden.

Mischung Pressdruck
Bezeichnung Wirkstoffgehalt
A 10% Coffein, 1% Chinin  Gering, Optimal, Hoch
B 10% Coffein, 1% Chinin  Sehr gering, Gering, Optimal, Hoch
C 10% Coffein, 1% Chinin  Gering, Optimal, Hoch
D 7% Coffein, 3% Chinin  Gering, Optimal, Hoch

Bei den Untersuchungen wurden immer dieselben geometrischen Parameter der DESI-
Quelle verwendet (siehe 4.6). Die Untersuchungen der Tabletten zeigten, dass jeweils nur

der Wirkstoff Chinin nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 68).
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Abbildung 68: Full-Scan DESI-MS Spektrum (links) der Tablette mit der Mischung A und optimalen Pressdruck.
Struktur von Chinin (rechts).

Weiterhin konnten die Tabletten, die mit dem sehr geringen Pressdruck gefertigt wurden,
nicht analysiert werden, da diese bei der Befestigung auf dem Objekttrager bzw. durch das
DESI-Spray zerstort wurden. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tabelle 77 zusam-
mengefasst.

Tabelle 77: DESI-MS Signalintensitaten des m/z-Werts 325

(IM+H]" Signal des Wirkstoffs Chinin) von Tabletten mit un-
terschiedlicher Zusammensetzung und variierendem Press-

druck.
Mischung . Press:.druck
gering optimal hoch
A 270 519 99
B 1107 325 399
C 154 681 405
D 4848 2050 723

Die Daten zeigen, dass anhand der Intensitat des DESI-MS Signal keine Aussage Uber den bei
der Herstellung der Tablette verwendeten Pressdruck getdtigt werden kann. Die unter-
schiedliche Wirkstoffkonzentration in den Tabletten konnte mittels DESI-MS jedoch nachge-
wiesen werden. Allerdings ist keine quantitative Aussage sondern nur eine qualitative Aus-

sage moglich.

Anhand von Arzneimitteln in Tablettenform sollte weiterhin untersucht werden, in wieweit
Tabletten mit einem geringen Wirkstoffgehalt mittels DESI-MS untersucht werden kdnnen.

Zu diesem Zweck wurden die original Arzneimittel Subutex, Diazepam-AbZ, Finasterid-
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ratiopharm und Zolpidem AL mittels DESI-MS analysiert. Die Daten und Abbildungen der

Arzneimittel sind in Tabelle 78 aufgefiihrt.

Tabelle 78: Angaben des Wirkstoff und des Wirkstoffgehalts sowie Abbildungen von
vier original Arzneimitteln.

Arzneimittel Wirkstoff Wirkstoffgehalt
Subutex Buprenorphin 0,4 mg
Diazepam-AbZ \) Diazepam 5,0 mg
Finasterid-ratiopharm J Finasterid 5,0 mg
Zolpidem AL P Zolpidem 5,0 mg

Die Untersuchungen zeigten, dass in allen Tabletten der Wirkstoff mittels DESI-MS Messun-
gen nachgewiesen werden konnte. Allerdings stieR die Methode teilweise an ihre Grenzen,
wie das Massenspektrum des Medikaments Finasterid-ratiopharm (siehe Abbildung 69)
zeigt, da das Substanzsignal ([M+H]" = 373) fast im Untergrund verschwunden ist. Aber den-

noch war die Identifizierung des Wirkstoff Finasterid tGber das MSZ—Spektrum m6g|ich86.
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Abbildung 69: DESI-MS Fullscan Spektrum einer Tablette Finasterid-ratiopharm (links) und des zugehérigen
MSZ-Spektrum (rechts).

Die Massenspektren der anderen untersuchten Tabletten sind im Anhang in der Abbildung
98, Abbildung 99 und Abbildung 100 aufgefiihrt. Bei diesen Messungen erzeugte der Wirk-

stoff bereits im Fullscan-Spektrum das hochste Signal. Diese Messungen von Tabletten mit
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geringer Wirkstoffkonzentration zeigen, dass die direkte DESI-MS Untersuchung von Tablet-

ten moglich ist, da auch niedrig konzentrierte Wirkstoffe nachgewiesen werden kénnen.

Dieses Wissen wurde sich bei einer sichergestellten weillen Tablette (siehe Abbildung 70),

ohne weitere Identifikationsmerkmale, zu nutzen gemacht.

Abbildung 70: Abbildung der
sichergestellten weilen Tab-
lette ohne weitere Identifi-
zierungsmerkmale.

Im Voraus durchgefiihrte NMR- und GC-MS Messungen konnten keinen Wirkstoff in der Tab-

lette identifizieren. DESI-MS Messungen zeigten das in Abbildung 71 dargestellte Massen-

spektrum mit den dazu gehdrigen MS"-Spektren.
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Abbildung 71: Links oben, Fullscan Spektrum einer Untersuchung der sichergestellten weiRen Tablette mittels
DESI-MS. Rechts oben, MSZ-Spektrum des m/z-Bereich 277-279; Links unten, MSS-Spektrum des m/z- Bereich
259-261; Rechts unten MS4-Spektrum des m/z- Bereich 203-205.
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Da die untersuchte Tablette im Bereich der Bodybuilding-Szene sichergestellt wurde, konnte
die Substanz anhand ihrer Massenspektren und des Isotopenmusters als Clenbuterol identi-
fiziert werden. Vergleichsmessungen mit der Referenzsubstanz konnten die Identifizierung
bestatigten. Dieses Ergebnis zeigt, dass NMR-Experimente nicht geeignet sind niedrig kon-
zentrierte Wirkstoffgehalte in Tabletten nach zu weisen. Weiterhin konnte durch diese Un-

tersuchung ein Fehler in dem angewendeten GC-MS Verfahren identifiziert werden.

5.3.1.2 Steckkapseln

Bisher wurde gezeigt, dass fir die Untersuchung von Tabletten mit oder ohne Beschichtung
keine extra Probenvorbereitungen fir die DESI-MS Messungen notwendig sind. In diesem
Abschnitt sollte untersucht werden ob dies auch fiir die Analyse von Steckkapseln zutrifft.

Zu diesem Zweck wurden zwei unterschiedliche Tramadol-Praparate, die jeweils in Steckkap-
seln vorliegen, mittels DESI-MS untersucht. Es zeigte sich, dass mit keinem der folgenden
Loésemittelgemische ein Durchdringen der Steckkapsel méglich war.

- Tetrahydrofuran / Wasser (75:25)
- Isopropanol / Wasser (75:25)

- Aceton / Wasser (75:25)

- Acetonitril / Wasser (75:25)

Es konnte lediglich eine gewisse Verformung der Steckkapsel beobachtet werden (siehe Ab-

bildung 72).

T N e P RS
Abbildung 72: Tramadol Retardkapsel AbZ unter dem DESI-Spray. Im roten
Kreis ist eine Verformung der Oberflache erkennbar.

Bei den Versuchen die Steckkapsel mittels DESI-Spray zu durchdringen konnte bei der Steck-
kapsel von Tramadol ratiopharm der Wirkstoff auf der AuRenseite der Steckkapsel nachge-

wiesen werden (siehe Abbildung 73).
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Abbildung 73: DESI-MS Spektren die auf der AuRenseite der ungetffneten Hartkapsel Tramadol ratiopharm
gemessen wurden; Links, Fullscan-Spektrum; Rechts, MSZ-Spektrum des m/z-Wert 284,2.

Bei der Steckkapsel der Firma AbZ war dies nicht moglich. Ein 6ffnen der Kapseln zeigte, dass
in der Steckkapsel von AbZ granuliertes Material vorhanden war und in der Steckkapsel von

ratiopharm ein Pulver (siehe Abbildung 74).

Abbildung 74: links gedffnete Tramadol Steckkapsel
der Firma AbZ; rechts geoffnete Steckkapsel der Fir-
ma ratiopharm.

Das bedeutet, dass bei der Herstellung der Steckkapseln der Firma ratiopharm Wirkstoff,
wahrscheinlich bei der Befiillung der Kapseln, an der AuRenseite haften geblieben ist. Zur
Uberpriifung ob die Verwendung von Pulvern in Steckkapseln immer zu einer Kontamination
an der AuRenseite fiihrt wurden weitere Steckkapseln untersucht. Dabei handelte es sich um
folgende zwei Hartkapseln (siehe Abbildung 75): Fluconazol-ratiopharm (mit Pulver gefillt)

und Furosemid AbZ Retardkapseln (mit granuliertem Material gefillt).

» L e = 1
o g ol « 3 " ek

Abbildung 75: geéffneté Fluconazol-Hartkapsel der Firma ratiopharm (links);
geotffnete Furosemid-Hartkapsel der Firma AbZ (rechts).

Bei beiden Steckkapseln konnte mittels DESI-MS Analyse kein Wirkstoff auf der AulRenseite
der Kapseln nachgewiesen werden. Nach dem Offnen der Kapseln war eine Identifizierung

der Wirkstoffe moglich (siehe Abbildung 76 und Abbildung 77).
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Abbildung 76: DESI-MS Spektren die nach Offnen der Hartkapsel Furosemid AbZ gemessen wurden; Links, Full-
scan-Spektrum; Rechts, MS*-Spektrum des m/z-Wert 328,8.
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Abbildung 77: DESI-MS Spektren die nach Offnen der Hartkapsel Fluconazol-ratiopharm gemessen wurden;
Links oben, Fullscan-Spektrum; Rechts oben, MSZ-Spektrum des m/z-Wert 307; Links unten, MS3-Spektrum
(307->238->); Rechts unten, MS>-Spektrum (307->289->).

5.3.2 Diskussion

Wie in der Einflihrung erwahnt sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, inwiefern

unterschiedliche Arzneimittelzubereitungen direkt mittels DESI-MS analysierbar sind. Die

Untersuchungen zeigten, dass Tabletten ohne weitere Probenvorbereitung mittels DESI-MS

analysiert werden kdnnen. Dabei spielte es keine Rolle ob eine Beschichtung vorhanden war
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oder nicht, da diese mit dem DESI-Spray entfernt werden konnte. Die Untersuchung von
Steckkapseln ergab, dass diese nicht mittels DESI-Spray durchdrungen werden konnten. Al-
lerdings konnte bei der Analyse der AulRenseite auf manchen Steckkapseln, die mit Pulver
befiillt sind, der Wirkstoff nachgewiesen werden. Bei weiteren Darreichungsformen (Pflas-
ter, Gele und Tropfen) war die Wirkstoffidentifizierung mittels DESI-MS ebenfalls moglich.
Experimente mit Tabletten, die einen sehr geringen Wirkstoffgehalt aufweisen, zeigten, dass

DESI-MS Messungen auch fir den Nachweis im Spurenbereich verwendet werden kénnen.

5.4 Vergleich verschiedener Massenspektrometer

In diesem Kapitel soll untersucht werden, welchen Einfluss unterschiedliche Massenspekt-
rometer auf DESI-MS Messungen von forensischen Materialien haben. Zu diesem Zweck
wurde die DESI-Quelle der Firma Prosolia auf drei verschiedenen Massenspektrometern in-
stalliert und Vergleichsmessungen durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um folgende Massen-

spektrometer:

1. HCT+ der Firma Bruker
2. AmaZon speed der Firma Bruker
3. micrOTOF-Q der Firma Bruker

Fiir die Installation der DESI-Quelle auf den Massenspektrometern 2 und 3 war ein Adapter
notwendig, da das Einlasssystem dieser Massenspektrometer im Vergleich zum Massenspek-
trometer 1 verandert wurde. Eine Abbildung der Kopplung der DESI-Quelle an die drei Mas-

senspektrometer ist in Abbildung 78 zu sehen.
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Abbildung 78: Abbildungen der DESI-MS Kopplungen. Oben links, Kopplung HCT+; Oben rechts, Kopplung
microTOF-Q; Unten links, Kopplung Amazon; Unten rechts VergréfRerung der Kopplung microTOF-Q.

Bei den Massenspektren 1 und 2 handelt es sich jeweils um eine sphérische lonenfalle. Das
Massenspektrometer 3 ist ein Flugzeitmassenspektrometer und besitzt, im Gegensatz zu den
lonenfallen, eine gentgend hohe Auflosung um Exaktmassen und aus diesen die
Summenformeln zu ermitteln. Allerdings ist es bei dem Flugzeitmassenspektrometer nicht
moglich multidimensionale Massenspektren zu generieren (siehe Kapitel 3.3.2).

Fiir die Vergleichbarkeit der Messungen wurden die geometrischen Parameter der DESI-
Quelle jeweils konstant gehalten (siehe 4.6). Erste Messungen wurden jeweils mit den Stan-
dardeinstellungen des jeweiligen Massenspektrometers durchgefiihrt. Als Untersuchungs-
material wurden verschiedene Losungen von Aminoalkylindolen, Krdautermischungen und
olige Zubereitungen verwendet.

Bei den Messungen mittels des Massenspektrometers Amazon speed zeigte es sich, dass im
Gegensatz zu den Messungen mittels Massenspektrometer HCT+, bei Fragmentierungsexpe-
rimenten das Mutterion nicht vollstandig fragmentiert werden konnte. Erst eine Erh6hung
des Fragmentierungs-Amplifier (ein Wert, der beschreibt, ob die Standardfragmentierungs-
spannung erhoht oder erniedrigt wird) flihrte zu denselben Fragmentierungsmustern. Eine

Identifizierung der Substanzen mittels der angelegten DESI/ESI-Spektren Datenbank war erst
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danach moglich. In Abbildung 79 sind die unterschiedlichen Fragmentierungsmuster von

JWH-007 dargestellt.
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Abbildung 79: MSa-Spektren der Substanz JWH-007. Links mit Grundeinstellungen; Rechts mit manuell erhéh-
tem Amplifier. Die Spektren wurden mit der an das Massenspektrometer 2 gekoppelten DESI-Quelle durchge-
fihrt.

Bei Messungen im Auto-MS" Modus traten dieselben Schwierigkeiten auf. Hier war eine ma-
nuelle Anpassung der Fragmentierungsspannung lber einen Amplifier nicht moglich. Aus
diesem Grund wurden die Grundeinstellungen des Gerats verandert. Die Grundeinstellungen
fir Fragmentierungsexperimente am Massenspektrometer Amazon speed sind in Tabelle 79
angegeben. In derselben Tabelle sind auch die Grundeinstellungen des Massenspektrome-
ters HCT+ aufgefiihrt. Die Parameter bedeuten dabei Folgendes: Innerhalb der Fragmentie-
rungsdauer wird die Fragmentierungsamplitude in einem Bereich, der durch den Start- und
Endwert des Amplifier definiert ist, verandert und jeweils die Restintensitdt des Mutterion
detektiert. Die Fragmentierungsspannung, bei der die Intensitdt des Mutterion am gerings-
ten ist wird fur die Messung verwendet.

Tabelle 79: Grundwerte der Fragmentierungseinstellungen der Massenspektrometer 1 (HCT+)
und 2 (Amazon speed), sowie die angepassten Parameter des Massenspektrometers 2.

Parameter Amazon HCT+ Amazon angepasst
Startwert Amplifier 80% 30% 40%

Endwert Amplifier 120% 200% 250%
Fragmentierungsdauer 20 ms 40 ms 40 ms
Fragmentierungsamplitude 0,8V 1,0V 1,0V

Mit den in Tabelle 79 angegebenen angepassten Fragmentierungseinstellungen konnte auch
bei Verwendung des Auto-MS" Modus dieselben Fragmentierungsmuster wie bei dem Mas-

senspektrometer HCT+ erhalten werden (siehe Abbildung 80).
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Abbildung 80: MS® Spektrum der Substanz JWH-007 gemessen im
Auto-MS" Modus mit angepassten Fragmentierungseinstellungen. Die
Aufnahme der Spektren erfolgte mit der an das Massenspektrometer
2 gekoppelten DESI-Quelle.

Diese Ubereinstimmung MS"-Spektren ist wichtig, damit die erstellte Spektren-Datenbank
auf beiden Massenspektrometern genutzt und erweitert werden kann. Durch die Verande-
rung der Parameter geht allerdings ein Vorteil des Massenspektrometers Amazon speed, die
schnellere Fragmentierung und somit mehr Messpunkte pro Zeit, verloren.

Die beschriebenen Unterschiede in der Fragmentierung traten jedoch nicht bei allen unter-
suchten Aminoalkylindolen auf. Unteranderem bei den Substanzen AM-2233 und AM-1220
wurden mit den Grundeinstellungen am Massenspektrometer Amazon speed dieselben
Fragmentierungsmuster wie am Massenspektrometer HCT+ erhalten. Das liegt vermutlich
daran, dass die Struktur dieser beiden Substanzen anders (siehe Abbildung 81), als die der
restlichen untersuchten Aminoalkylindole, ist und eine Fragmentierung somit leichter mog-

lich ist.
A\ A\

AM-1220 N AM-2233 N

/ /

Abbildung 81: Struktur der Aminoalkylindole AM-1220 und AM-2233.
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Bei der Untersuchung von in 6ligen Zubereitungen enthaltenen anabolen Steroiden und wei-
teren Arzneimitteln konnten keine Unterschiede in den Fragmentierungsmustern der beiden
Massenspektrometer erhalten werden.

Fiir den weiteren Vergleich zwischen den Massenspektrometeren HCT+ und Amazon speed
wurde die Nachweisgrenze fiir JWH-018 bei DESI-MS Messungen, einmal auf einer Glastiip-
felplatte und einmal auf einer Standard-HPTLC-Platte, bestimmt. Die Ermittlung der Nach-
weisgrenze erfolgte durch jeweils dreimaliges Messen einer Losung einer definierten Kon-
zentration an JWH-018. Die Konzentration, bei der bei allen drei Messungen das EIC von dem
m/z-Wert 342 gerade noch einen eindeutigen Anstieg zwischen Leerprobe und Messprobe
aufweist, und bei der MSZ—Experimente eindeutig das Fragmentierungsmuster von JWH-018
liefern, wird als Nachweisgrenze definiert. In Tabelle 80 sind die so ermittelten Nachweis-
grenzen aufgefiihrt.

Tabelle 80: Nachweisgrenzen fiir DESI-MS Untersuchungen von JWH-
018 auf unterschiedlichen Oberflaichen und mittels verschiedener

Massenspektrometer.

Massenspektrometer HPTLC-Platte  Glastlipfelplatte
HCT+ 800 pg 24 pg
Amazon speed 24 pg 0,1pg

In der Abbildung 82 ist das EIC der DESI-Amazon Messung an der Nachweisgrenze von
JWH-018 auf einer Glastlpfelplatte gezeigt und in Abbildung 83 sind die dazugehérigen Mas-
senspektren dargestellt. In dem linken Massenspektrometer kann deutlich der m/z-Wert 342

erkannt werden, der in dem Hintergrundspektrum (rechtes Spektrum) nicht zu erkennen ist.

1.2x10° —— EIC m/z 342
1,0x10°
8,0x10" -
BS
2 6,0x10°
L
c
4,0x10* 4
2,0x10* 4
0.0 T T T T T )
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0
Zeit in min

Abbildung 82: EIC des m/z-Wert 342 einer Probe JWH-
018 auf einer Glastiipfelplatte, gemessen mit der an
das Amazon gekoppelten DESI-Quelle.
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Abbildung 83: links, hintergrundkorrigiertes Massenspektrum bei 0,5 min des in Abbildung 82 zu sehenden
EIC’s; rechts, Summenmassenspektrum von 1,0 — 3,0 Minuten des in Abbildung 82 zu sehenden EIC's.

Wie den Nachweisgrenzen zu entnehmen ist, ist das Massenspektrometer Amazon speed
ungefahr 100-mal sensitiver als das Massenspektrometer HCT+. Diese Steigerung der Emp-
findlichkeit ist laut Herstellerangaben auf den Verzicht eines Skimmers und Einfihrung des

dual ion funnel zuriick zu fihren (siehe Kapitel 3.3.2).

Bei dem Massenspektrometer micrOTOF-Q handelt es sich wie bereits erwdahnt um ein Gerat
mit Flugzeitanalysator, dass keine MS"-Spektren aufnehmen (durch insource CID ist die Ge-
neration von Spektren dhnlich MS?-Spektren maglich), dafiir aber die Exaktmasse der unter-
suchten Substanzen anzeigen kann (siehe 3.3.2). Um die Messung der Exaktmasse zu ge-
wahrleisten muss aber eine Kalibrierung des Massenspektrometers erfolgen. Diese erfolgt
fiir den Massenbereich 50-1000 u mit Natrium-Formiat-Clustern. Da keine Mdglichkeit ge-
funden wurde die Kalibrierung mittels DESI-TOF-MS Messungen durchzufiihren wurde die
Kalibrierung mittels ESI-TOF-MS Messungen durchgefiihrt und im Anschluss die DESI-TOF-MS
Messungen durchgefiihrt.

In Abbildung 84 ist ein so erhaltenes Massenspektrum der Substanz Sildenafil dargestellt. Es
ist zu erkennen, dass die m/z-Werte, im Gegensatz zu den Massenspektren, die mit den
Massenspektrometern HCT+ und Amazon speed aufgenommen wurden, mit vier Nachkom-
mastellen angegeben werden. Diese Genauigkeit in der Bestimmung des m/z-Werts erlaubt
eine Berechnung der Summenformel (siehe 3.3.2). Fir diese ist es jedoch notwendig, dass
angegeben wird, welche Atome in dem Molekil vorhanden sein kdnnen. Bei allen folgenden
Berechnungen der Summenformel wurden als mogliche Elemente Wasserstoff, Kohlenstoff,

Stickstoff, Sauerstoff und Schwefel angegeben.
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Abbildung 84: DESI-MS Spektrum der Substanz Sildenafil erzeugt an
dem Massenspektrometer 3 (micro-TOF-q).

Fur das in Abbildung 84 gezeigte m/z-Verhaltnis wurde unter Einbeziehung einer moglichen
relativen Massengenauigkeit von 20 ppm Summenformeln berechnet. Dabei ergab sich mit
einer Abweichung von 11,5 ppm die Summenformel C,,H31NgQ,4S. Diese Summenformel ent-
spricht der Summenformel von einfach protoniertem Sildenafil. Allerdings wurden fir das
untersuchte m/z-Verhaltnis noch weitere Summenformelvorschldge berechnet, die teilweise
eine niedrigere Abweichung als die korrekte Summenformel aufwiesen. Um abzuschatzen,
ob diese niedrige relative Massengenauigkeit normal ist, wurden weitere Substanzen mittels
DESI-TOF-MS analysiert und die relativen Massengenauigkeiten bei der Berechnung der kor-
rekten Summenformeln miteinander verglichen (siehe Tabelle 81).

Tabelle 81: Ubersicht iiber die mit Hilfe des mittels DESI-TOF-MS gemessenen m/z-Wert berechnete
Summenformel, sowie deren berechnetem m/z-wert und die sich ergebende relative Massengenauigkeit.

Substanz M/Zexperimenten Summenformel  m/zperecnnet %n in ppm
Sildenafil 475,2067 Cy,H31NgO4S 475,2122 11,5
JWH-073 328,1642 Cy3H;,NO 328,1696 13,5
Tramadol 264,1953 Ci6H26NO> 264,1958 1,8
JWH-122 356,2009 CysHy6NO 356,2009 0
JWH-081 372,1963 CysHy6NO, 372,1958 1,4
JWH-210 370,2175 Cy6H,sNO 370,2165 0,9
JWH-019 356,2030 CysH,6NO 356,2009 -6,0
Testosteron 289,2195 CioH,90, 289,2162 11,5
T. Propionat 345,2445 CyoH3303 345,2424 -6,1
T. Cypionat 413,3080 Cy7H4103 413,3050 -7,3
Methyltestosteron 303,2350 CyoH310, 303,2319 -3,2
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Substanz M/ Zexperimenten  Summenformel M/ Zperechnet om . ppm
m
Nortestosteron 275,2043 CigH270, 275,2006 -13,6
Vardenafil 489,2173 Cy3H33Ng0,S 489,2279 21,6
CP47,497-C8 331,2592 CyoH350; 331,2643 -14,1

Beim Vergleich der Massengenauigkeiten ist zu erkennen, dass eine Schwankung zwischen
- 3 und +21 ppm auftritt, wobei neun Substanzen einen Wert <10 ppm aufweisen. Aus diesen
Werten lasst sich schlieBen, dass die Kopplung einer DESI-Quelle an ein TOF-MS moglich ist
und dass selbst dann belastbare Messwerte ermittelt werden kénnen, wenn die Kalibrierung
nicht mittels DESI-TOF-MS sondern ESI-TOF-MS erfolgt. Es ist jedoch davon auszugehen, dass
die Fehler in der Messung der m/z-Werte sich noch weiter verringern, wenn eine Moglich-
keit gefunden wird das Massenspektrometer mittels DESI-TOF-MS Messungen zu kalibrieren.
Eine Verbesserung der relativen Massengenauigkeit fiihrt automatisch dazu, dass weniger
moglich Summenformel, fiir eine experimentell bestimmte Masse, berechnet werden, was
zu einer Vereinfachung der Auswertung fihrt.

Beim Vergleich der Ergebnisse in Tabelle 81 fallt weiterhin auf, dass fir die Substanzen
JWH-019 und JWH-122 dieselbe Summenformel berechnet wurde. Dies ist auch korrekt, da
es sich bei den beiden Substanzen um Regioisomere handelt, die somit dieselbe Summen-
formel aufweisen. Wie oben bereits erwdhnt kénnen mittels TOF-MS keine MS"-Spektren
generiert werden, allerdings ist es Uber eine Erhohung der collision energy im Quadrupol

moglich lonen zu fragmentieren (siehe Abbildung 85).
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Abbildung 85: DESI-MS Spektren der Substanzen JWH-122 (links) und JWH-019 (rechts) aufgenommen mittels
Massenspektrometer 3 bei einer collision energy von 40 eV.

Diese Fragmentation ist allerdings nicht vollstandig und generiert auch nur Signale, die MSZ-

Spektren entsprechen. Die Unterscheidung von JWH-019 und JWH-122 ist durch diese Mes-
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sung aber moglich, da sich die MS*-Fragmente unterscheiden (siehe Tabelle 111 und Abbil-

dung 85). Eine Unterscheidung zwischen JWH-019 und JWH-007 ware aber mittels DESI-TOF-

MS Messungen nicht mehr maglich, da hier erst Unterschiede in den MS>-Fragmenten auf-

treten. Aus demselben Grund war eine Unterscheidung der unterschiedlichen Trime-

thoxyamfetamine, im Gegensatz zur DESI-IT-MS, mittels DESI-TOF-MS auch nicht moglich.

Bei der Untersuchung von Realproben konnte gezeigt werden, dass der Massenanalysator

wie erwartet keine Auswirkungen auf die Untersuchbarkeit der Proben besitzt (die Unter-

suchbarkeit wird vor allem durch die lonisierungsquelle bestimmt). So konnten Krautermi-

schungen direkt (siehe Abbildung 86 a), dlige Zubereitungen (siehe Abbildung 86 b) und Tab-

letten (siehe Abbildung 86 c) mittels DESI-TOF-MS analysiert werden.
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Abbildung 86:DESI-MS Spektren aufgenommen mittels des Massenspektrometers micrOTOF-Q. A) direkte Ana-
lyse (siehe Kapitel 5.1.3.1) der Krdautermischung Welcome Las Vegas; b) Analyse einer Probe Testogel der Firma
Jenapharm; c) Analyse einer Levitra-Tablette.

Bei der Analyse der 6ligen Zubereitung Sustanon 250 zeigte sich, dass mit DESI-TOF-MS Mes-

sungen auch mehr als eine Substanz in einer Probe gemessen werden kénnen (siehe Abbil-

dung 87).
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Abbildung 87: DESI-MS Spektrum der 6ligen Zubereitung Sustanon 250, gemessen
mittels micro-TOF-q.

Eine Auswertung der m/z-Werte der Messung der Probe Sustanon 250 ergab die in Tabelle
82 aufgefiihrten Summenformeln und die dazu gehdrigen Substanzen. Die Zuordnung der
Substanzen ist jedoch nur moglich, da das Wissen vorhanden ist, dass es sich bei der unter-
suchten Probe um eine Sicherstellung aus der Bodybuilding-Szene handelt. Nur mit einer
DESI-TOF-MS Analyse ware die Identifizierung nicht eindeutig gewesen, da zu einer Sum-
menformel unterschiedliche Strukturformeln gehéren kénnen.

Tabelle 82: Ubersicht tiber die mit Hilfe des mittels DESI-TOF-MS gemessenen m/z-Wert berechnete Sum-

menformel, sowie deren berechnetem m/z-wert und die sich ergebende relative Massengenauigkeit der
Probe Sustanon 250.

Substanz M/ Zexperimenten Summenformel M/ Zperechnet m i ppm
m

T. Propionat 345,2358 C22H3303 345,2424 19,3

T. Isocaproat 387,2821 C25H3903 387,2894 -18,7

T. Phenylpropionat  421,2669 C28H3703 421,2737 16,2

T. Decanoat 443,3443 C29H4703 443,3520 -17,3

An dieser Probe kann auch wieder gezeigt werden, warum MS"-Spektren wichtig sind. Uber
die Erhohung der Transferspannung kann zwar das Testosteronsignal im Spektrum identifi-
ziert werden, es kann aber keine Zuordnung zu den vier in der Probe vorkommenden Sub-
stanzen getroffen werden. Wodurch keine Verkniipfung des Testosteronsignals mit einer

oder mehrerer der vier in der Probe vorkommenden Substanzen maoglich ist.
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AbschlieBend lasst sich zum Vergleich der drei Massenspektrometer folgendes sagen. Die
Unterschiede zwischen den beiden lonenfallenmassenspektrometern liegen nur in der
Nachweisgrenze. Alle wesentlichen Merkmale, wie die Fragmentierung und die lonisierung
sind identisch. Bei Verwendung des micro-TOF-g-Massenspektrometers kdnnen zwar exakte
Massen und aus diesen Summenformeln berechnet werden, aber es gibt keine Substanzen
oder Proben, die mittels DESI-TOF-MS nachgewiesen werden konnte, die nicht auch mittels
DESI-IT-MS analysiert werden konnte. Im Gegenteil, mittels DESI-TOF-MS konnten einige
Substanzen nicht identifiziert werden, da die Moglichkeit MS"-Spektren zu erzeugen nicht
gegeben ist. Aus diesen Griinden wird die Kopplung der DESI-Quelle an ein lonenfallenmas-
senspektrometer fiir die Beantwortung von forensischen Fragestellungen bevorzugt, da die
exakte Masse, bestimmt durch TOF-MS Messungen, keinen Zugewinn in der Identifizierung
liefert. Anders ware wahrscheinlich eine Kopplung der DESI-Quelle an ein Orbitrap- oder FT-
ICR-Massenspektrometer zu beurteilen, da dort die Moglichkeit besteht die exakte Masse zu

bestimmen und MS"-Experimente durchzufiihren.

5.5 Vergleich von DESI und APCI (Direct Probe)

Bei der Direct Probe Technik handelt es sich um ein patentiertes Verfahren der Firma Bruker
Daltonic feste Substanzen direkt-massenspektrometrisch zu analysieren. Dabei werden nicht
flichtige Substanzen thermisch in eine atmospheric pressure chemical ionization (APCI)
Quelle desorbiert und dort ionisiert. Die thermische Desorption erfolgt dabei mittels des in
der API-Quelle integrierten Heizers bei Temperaturen von ungefdhr 350 °C. Die Probenzu-
fuhr erfolgt tiber eine Glaskapillare, die in die API-Quelle eingefiihrt wird. In Abbildung 88 ist

die beschriebene API-Quelle mit Direct Probe-Aufsatz dargestellt.

Abbildung 88: Auf dem Amazon MS montierte API-
Quelle mit Direc Probe-Aufsatz (links). VergréRe-
rung des Direct Probe-Aufsatz (rechts).
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Da mittels Direct Probe, wie bei der DESI, die Moglichkeit besteht Feststoffe direkt-
massenspektrometrisch zu untersuchen, sollte ein Vergleich der beiden Techniken durchge-
fihrt werden. Zu diesem Zweck wurden Messungen mittels Direct Probe (Parameter und
Durchfiihrung siehe Kapitel 4.6) und mittels DESI, beide gekoppelt an das Amazon Massen-
spektrometer, durchgefiihrt. Bei den Direct Probe Messungen konnte immer ein sehr schnel-
ler starker Anstieg in dem MS-Signal beobachtet werden, der von einem ebenso schnellen
Abfall gefolgt wurde (siehe Abbildung 89). Die dabei extrem hohen Signalintensitdten von
teilweise 1x10™ fuhrten des Ofteren zu einer Kontamination der APCI-Quelle und des Mas-
senspektrometers. Der Versuch noch weniger Substanz auf die Glasstdabe aufzutragen, um
dadurch die Uberladung des Systems zu verhindern, war nicht erfolgreich, da eine exakte

Probenahme mittels der Glasstabe nicht moglich ist.
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Abbildung 89: Zeitlicher Verlauf des BPC (griin) und des TIC-MS" (lila)
einer Direct Probe Messung von Testosteron.

Bei den Untersuchungen konnte weiterhin festgestellt werden, dass die lonisierung der Ami-
noalkylindole bei beiden Techniken unterschiedlich verlauft, da bei den Direct Probe Mes-
sungen die Substanzen nicht als [M+H]" sondern als M™ detektiert wurden (siehe Abbildung
90). Durch die unterschiedliche lonisierung erfolgte auch eine komplett unterschiedliche

Fragmentierung (siehe Abbildung 90).
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Abbildung 90: Direct Probe Massenspektren der Substanz JWH-073. Fullscan-Spektrum (links oben), MS’-
Spektrum (rechts oben), MSs—Spektrum des m/z-Wert 310 (links unten), MSa—Spektrum des m/z-Wert 284
(rechts unten).

Die Massenspektren die mittels Direct Probe erhalten werden kdnnen somit nicht mittels
der erstellten DESI/ESI Spektren-Datenbank identifiziert werden. Das erhaltenen Molekiilion
und die zugehdrigen Fragmente konnen aber mit El-Spektren der Substanzen verglichen

werden (siehe Abbildung 83).
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Abbildung 91: EI-Spektrum der Substanz JWH-073.

Bei der Interpretation der erhaltenen Direct Probe-Spektren von Aminoalkylindolen fallt auf,
dass bei vielen der untersuchten Substanzen (z.B. JWH-073, JWH-210, JWH-122, JWH-081,
JWH-072) aus dem Molekiilion eine Abspaltung mit einer Massenzahl von 17 erfolgt. Diese
kann durch eine Dehydroxylierung erklart werden. Problematisch an dieser Erklarung ist,
dass nicht geklart werden kann, wo das Proton fiir die Protonierung des Keto-Sauerstoffs

herkommt. Theoretisch denkbar waren dabei Protonen aus der Seitenkette des Indolstick-

158



5 Ergebnisse und Diskussion — Vergleich von DESI und APCI (Direct Probe)

stoffs, Protonen aus dem Aromaten des Indolsystems oder aus dem Aromaten des Naphtyl-

systems (siehe Abbildung 92).

Abbildung 92: Struktur von JWH-073
mit den moglichen Protonen fiir den
Transfer auf den Sauerstoff der Keto-
Gruppe.

Mit der Auswertung von GC-MS Spektren von verschiedenen Derivaten von Aminoalkylindo-

len konnte der Protonentransfer aus der Seitenkette der Indolstickstoffes ausgeschlossen

werden. Da Verbindungen, die keine Seitenkette aufweisen, dennoch eine Abspaltung der

Hydroxylgruppe aufweisen (siehe Abbildung 93 und Abbildung 94).
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Abbildung 93: EI-Spektrum der in dem Spektrum dargestellten Modifikation der Substanz JWH-081.
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Abbildung 94: EI-Spektrum der in dem Spektrum dargestellten Modifikation der Substanz JWH-210.

Fiir die Aufklarung, welches Proton, aus welchem Aromaten, fiir die Abspaltung als Hydroxy-
Gruppe verwendet wird, sind weiterfliihrende Untersuchungen notwendig. Diese konnten im
Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden, da eine eindeutige Beantwortung der Fra-
gestellung nur mit radioaktiv markierten Molekilen méglich ist.

Bei der Untersuchung von anabolen Steroiden viel auf, dass die lonisierung in der Direct
Probe-Quelle gemischt ist. So traten bei der Untersuchung von Testosteron zwei m/z-Werte,
einer bei 288 (M™)und einer bei 289([M+H]"), auf (sieche Abbildung 96). Die Fragmentierung
der beiden m/z-Werte ergeben ebenfalls unterschiedliche Massenspektren (siehe Abbildung
96), wobei die des m/z-Wert 289 der Fragmentierung bei DESI-MS Messungen entspricht
(siehe Abbildung 95). Diese Mischionisierung konnte auch bei weiteren anabolen Steroiden

beobachtet werden.
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Abbildung 95: DESI-MS Spektrum von Testosteron (links) und zugehoriges MSZ-Spektrum (rechts).
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Abbildung 96: Direct Probe Massenspektren der Substanz Testosteron. Fullscan-Spektrum (links oben), MS*-
Spektrum des m/z-Wert 288 (rechts oben), MSZ—Spektrum des m/z-Wert 289 (links unten).

Weiterhin sollte anhand der Untersuchungen von anabolen Steroiden geklart werden, wie
sich Proben, in denen mehr als ein Wirkstoff vorhanden ist, bei Direct Probe Messungen ver-
halten. Zu diesem Zweck wurde die Probe Sustanon 250 mit Direct Probe analysiert. Der zeit-

liche Verlauf der Analyse ist in Abbildung 97 dargestellt.
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Abbildung 97: Zeitlicher Verlauf des EIC des m/z-Wert 442 (rot), des EIC
des m/z-Wert 421 (griin), des EIC des m/z-Wert 387 (lila) und des des
EIC des m/z-Wert 345 (blau) einer Direct Probe Messung von Sustanon
250.

Wie anhand der Messung zu erkennen ist, werden alle vier, in der Probe vorhandenen Tes-
tosteronester, ionisiert und detektiert. Dabei wird das T. Decanoat als M™ mit einem m/z-

Wert von 442 und die anderen drei Testosteronester (T. Phenylpropionat, m/z 421; T. Isoca-
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proat, m/z 387; T. Propionat, m/z 345) jeweils als [M+H]" nachgewiesen. Auch hier ist somit
wieder eine Mischionisierung zu beobachten. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass die
Analyse von Substanzgemischen mittels Direct Probe mdglich ist, allerdings mit der Ein-
schriankung, dass MS"-Experimente, aufgrund der kurzen Detektionsfenster, nur bedingt
moglich sind und damit eine eindeutige Identifizierung nicht gewahrleistet ist.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass pulvrige und flissige (auch o6lige Zubereitungen) di-
rekt mittels Direct Probe analysiert werden kdnnen. Bei festen Substanzen, wie z.B. Tablet-
ten war keine direkte Untersuchung moglich, da mit dem Glasstab keine Beprobung der Tab-
lette moglich war. Aufgrund der Probenzufuhr mittels Glasstab konnte fiir die Direct Probe-
Quelle auch keine Nachweisgrenze ermittelt werden, da keine definierte Menge an Substanz

auf den Glasstab aufgebracht werden konnte.

AbschlieBend lasst sich zu den beiden Techniken sagen, dass die Untersuchung von pulvrigen
Proben mit der Direct Probe-Technik, im Gegensatz zu der DESI-Technik, ohne Probenvorbe-
reitung moglich ist. Feste Proben, wie z.B. Tabletten, konnen nicht oder nur eingeschrankt
(wenn beim Reiben mit dem Glasstab Substanz an diesem haften bleibt, oder nach vorange-
gangener Zerkleinerung) direkt mittels Direct Probe analysiert werden. Flissigkeiten kénnen
sowohl mit der DESI- wie auch mit der Direct Probe-Technik nach Eintrocknung untersucht
werden. Der Nachteil der Direct Probe-Technik ist allerdings, dass die Detektionsfenster auf-
grund der schnellen Desorption sehr kurz sind und damit MS"-Experimente bei Mischungen
nur eingeschrankt moglich sind. Ein weiterer Nachteil ist, dass durch eine unterschiedliche
lonisierung eine zur DESI/ESI abweichende Fragmentierung auftritt und aus diesem Grund
vorhandene Datenbanken nicht genutzt werden kénnen. Weiterhin kommt bei der Direct
Probe-Technik negativ hinzu, dass durch die schwierige Probennahme eine hohe Kontamina-
tionsgefahr des Massenspektrometers besteht. Somit bleibt der einzige Vorteil der Direct
Probe-Technik gegeniber der DESI-Technik die direkt Untersuchung von Pulvern. Fir die
Uberwindung dieser Einschrankung der DESI-Technik wurden jedoch in dieser Arbeit (siehe
Kapitel 5.1.3.1) verschiedene Vorgehensweisen entwickelt. Aus diesen Griinden wird fir die
direkte massenspektrometrische Untersuchung von festen Substanzen die Verwendung der

DESI-Technik bevorzugt.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurden qualitative und quantitative Analysenverfahren fir
die forensisch-toxikologische Materialanalytik von Designerdrogen, Arznei- und Dopingmit-
teln entwickelt.

Fir die Analytik von anabolen Steroiden in 6ligen Zubereitungen wurden zwei UHPLC-DAD-
Verfahren entwickelt und validiert, die es ermdglichen, neben unterschiedlichen Wirkstoffen
auch die jeweilige Esterform ein und derselben Substanz zu quantifizieren, wodurch Proben
aus verschiedenen Sicherstellungen miteinander verglichen werden kénnen (Gewinn von
Profilinginformationen). Fir das erste Verfahren wurde durch Probenvorbereitung mittels
Festphasenextraktion die Olmatrix entfernt und so eine Kopplung mit einem Massenspek-
trometer ermoglicht. Fir das zweite Verfahren wurde eine monolithische Trennsaule einge-
setzt, weswegen hier auf eine Probenvorbereitung verzichtet werden konnte. Beide Verfah-
ren wurden in die kriminaltechnische Fallarbeit tGberfiihrt und anhand von Ringversuchspro-
ben verifiziert. Fur die direkt-massenspektrometrische Analyse von 6ligen Zubereitungen
wurde ein DESI-MS Verfahren entwickelt, was zu einer erheblichen Zeitersparnis unter Auf-

rechterhaltung des hohen Identifizierungspotenials der Massenspektrometrie fiihrte.

Bei der direkt-massenspektrometrischen Untersuchung von Arzneimitteln konnte gezeigt
werden, dass sogar beschichtete Tabletten ohne weitere Probenvorbereitung mittels DESI-
MS analysiert werden kdnnen, da die Beschichtung mittels DESI-Spray entfernt werden kann.
Weiterhin war die Wirkstoffidentifizierung in anderen Arzneiformen (Pflaster, Gele und

Tropfen) durch DESI-MS Messungen moglich.

Beim Vergleich der DESI-Quelle mit einer APCI (Direct Probe)-Quelle zeigte es sich, dass die
lonisierung bei der DESI-Technik dhnlich zu der ESI-Technik und bei der Direct Probe-Technik
ahnlich zu der El-Technik erfolgt. Insgesamt ist die DESI-Technik der Direct Probe-Technik
vorzuziehen, da aufgrund von einer moglichen ldngeren Beprobungszeit MS"-Spektren auf-
genommen werden kdnnen und die Kontaminationsgefahr des Massenspektrometers und

der APCI-Quelle bei Verwendung der Direct Probe-Technik zu grof8 ist.

Ein weiterer Aspekt in dieser Arbeit bestand in einer Gegeniiberstellung der Kopplung der

DESI-Quelle an unterschiedliche Massenspektrometer. Dabei stellte sich heraus, dass die
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Verwendung eines lonenfallenmassenspektrometers (IT-MS) der eines Flugzeitmassenspekt-
rometers (TOF-MS) vorzuziehen ist, da die zusatzliche Information der exakten Masse nicht
den Verlust der Fragmentierungsinformation ausgleicht. In diesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass mittels DESI-IT-MS" eine Unterscheidung von Regioisomeren moglich

ist, die mittels DESI-TOF-MS nicht getroffen werden konnte.

Fiir die quantitative Analytik von synthetischen Cannabimimetika in ,Spice‘-Produkten wurde
ein UHPLC-DAD-MS Verfahren entwickelt, validiert und es wurden systematische Untersu-
chungen zu der Wirkstoffverteilung in Krautermischungen durchgefiihrt. Dabei zeigten sich
erhebliche Unterschiede in den Wirkstoffgehalten unterschiedlicher Materialproben ver-
schiedener Produktgenerationen. Weiterhin wurden verschiedene Probenvorbereitungsvari-
anten fir die qualitative und quantitative Analyse untersucht. Anhand der Ergebnisse konnte
eine flexible Untersuchungsstrategie fiir die kriminaltechnische Materialuntersuchung von
Krdautermischungen erarbeitet werden. Diese beinhaltet neben der Quantifizierung und
Identifizierung auch eine Schnelluntersuchung mittels einer entwickelten DESI-MS Methode
zur direkten Untersuchung von Krautermaterial. In diesem Zusammenhang wurden DESI/ESI-
MS"-Spektren von neuen synthetischen Cannabimimetika aufgenommen und die Fragmen-
tierungswege(bis MS*) aufgekldrt. Die erarbeitete Vorgehensweise wurde durch die Teil-
nahme an Ringversuchen validiert und in die Fallarbeit iberflihrt.

Die Ergebnisse aller in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zu synthetischen Can-
nabimimetika zeigten, dass fir Konsumenten von Krdautermischungen ein hohes Gesund-
heitsrisiko besteht. Dieses ergibt sich aus der groRen Vielzahl aufgetretener synthetischer
Cannabimimetika mit sehr unterschiedlichen Wirkungspotentialen in Verbindung mit stark
variierenden Wirkstoffgehalten in diversen ,Spice’-Produkten. Somit ist die auftretende Wir-
kung fiir den Konsumenten kaum einschitzbar und es besteht eine hohe Gefahr der Uberdo-

sierung.
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Tabelle 83: Kalibrierdaten von JWH-210, Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 um Saule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

7

2

Lineare Kalibrierfunktion
95%
0,999991
0,51%

0,17 pg/mL
0,45 pg/mL
1—-60 pg/mL
974,658
101112

Tabelle 84: Kalibrierdaten von JWH-200, Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 um Saule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

6

2

Lineare Kalibrierfunktion
95%
0,999961
0,95%

0,44 pg/mL
1,14 yg/mL

2 —60 pg/mL
29028,8
103248

Tabelle 85: Kalibrierdaten von JWH-122, Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 um Saule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

7

2

Lineare Kalibrierfunktion
95%
0,999886
1,75%

1,04 ug/mL
2,63 pg/mL

3 —100 pyg/mL
-30951
106421
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Tabelle 86: Kalibrierdaten von JWH-081, Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 um Saule.

Anzahl der Messpunkte 7
Wiederholmessungen 2
Linearitatstest Quadratische Kalibrierfunktion
Vertrauensbereich 95%
Korrelation 0,999894
Relative Reststreuung 1,72%
Nachweisgrenze 1,01 ug/mL
Bestimmungsgrenze 2,55 pg/mL
Linearer Arbeitsbereich 3 -100 ug/mL
y-Achsenabschnitt 71379
Steigung 93895,4

Tabelle 87: Kalibrierdaten von JWH-073, Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 um Saule.

Anzahl der Messpunkte 5
Wiederholmessungen 2
Linearitatstest Zu wenig Messwerte fiir F-Test
Vertrauensbereich 95%
Korrelation 0,999724
Relative Reststreuung 2,08%
Nachweisgrenze 2,57 yg/mL
Bestimmungsgrenze 6,62 pg/mL
Linearer Arbeitsbereich 7 —100 pyg/mL
y-Achsenabschnitt -124788
Steigung 149033

Tabelle 88: Kalibrierdaten von JWH-019, Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 um Saule.

Anzahl der Messpunkte 5
Wiederholmessungen 2
Linearitatstest Zu wenig Messwerte fur F-Test
Vertrauensbereich 95%
Korrelation 0,999842
Relative Reststreuung 1,55%
Nachweisgrenze 1,94 ug/mL
Bestimmungsgrenze 5,07 pg/mL
Linearer Arbeitsbereich 6 — 100 pg/mL
y-Achsenabschnitt -34902
Steigung 122830
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Tabelle 89: Kalibrierdaten von JWH-018, Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 um Séaule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

5

2

Zu wenig Messwerte fiir F-Test
95%

0,999497
2,79%

4,16 pyg/mL
10,68 pg/mL

11 -100 pg/mL
-81339

130686

Tabelle 90: Kalibrierdaten von CP47,497-C8, Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 um Saule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

5

2

Zu wenig Messwerte fur F-Test
95%
0,999783
1,82%

2,37 yg/mL
6,14 ug/mL

7 —100 pg/mL
-20764
98580,8

Tabelle 91: Kalibrierdaten von AM-694, Acquity UPLC® BEH Phenyl 1,7 um S&ule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Reststandardabweichung

Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

6

2

Lineare Kalibrierfunktion
95%

0,99991
1,42%

1,09 ug/mL
2,79 pg/mL
5-100 pg/mL
-56618
51859,5
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Tabelle 92: Kalibrierdaten von Testosteron Enanthat, Kinetex 2,6 u C;5Saule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

10

2

Lineare Kalibrierfunktion
95%

0,99989

1,69%

4,25 uyg/mL
10,47 pg/mL

60 — 400 pg/mL
-24096

17426,1

Tabelle 93: Kalibrierdaten von Testosteron Acetat, Kinetex 2,6 u C;5Saule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

10

2

Lineare Kalibrierfunktion
95%

0,999735
2,58%

5,00 pg/mL
12,25 yg/mL

60 — 400 pg/mL
88149,6
232584

Tabelle 94: Kalibrierdaten von Testosteron Cypionat, Kinetex 2,6 u C;g3Saule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

10

2

Lineare Kalibrierfunktion
95%

0,999868
1,85%

4,67 ug/mL
11,49 pg/mL

60 — 400 pg/mL
-25952

19485,1
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Tabelle 95: Kalibrierdaten von Testosteron Decanoat, Kinetex 2,6 u C,3Saule.

Anzahl der Messpunkte 13
Wiederholmessungen 2
Linearitatstest Lineare Kalibrierfunktion
Vertrauensbereich 95%
Korrelation 0,99997
Relative Reststreuung 1,20%
Nachweisgrenze 2,76 pg/mL
Bestimmungsgrenze 6,76 pg/mL
Linearer Arbeitsbereich 60 — 400 pg/mL
y-Achsenabschnitt -48215
Steigung 17927 1

Tabelle 96: Kalibrierdaten von Testosteron Propionat, Kinetex 2,6 u C,gSaule.

Anzahl der Messpunkte 10
Wiederholmessungen 2
Linearitatstest quadratische Kalibrierfunktion
Vertrauensbereich 95%
Korrelation 0,999462
Relative Reststreuung 3,68%
Nachweisgrenze 11,57 yg/mL
Bestimmungsgrenze 38,81 pg/mL
Linearer Arbeitsbereich 60 — 400 pg/mL
y-Achsenabschnitt 104692
Steigung 22213,7

Tabelle 97: Kalibrierdaten von Testosteron-Undecanoat, Kinetex 2,6 u Ci5Saule.

Anzahl der Messpunkte 14
Wiederholmessungen 2
Linearitatstest Lineare Kalibrierfunktion
Vertrauensbereich 95%
Korrelation 0,999948
Relative Reststreuung 1,49%
Nachweisgrenze 4,88 ug/mL
Bestimmungsgrenze 11,89 pg/mL
Linearer Arbeitsbereich 80 — 800 pg/mL
y-Achsenabschnitt -96288
Steigung 17218,7
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Tabelle 98: Kalibrierdaten von Danazol, Chromolith Performance RP-18e Saule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

7

2
quadratische Kalibrierfunktion
95%
0,999986
1,08%

1,79 pyg/mL
4,55 ug/mL
5-500 ug/mL
-9525
9790,19

Tabelle 99: Kalibrierdaten von Nortestosteron, Chromolith Performance RP-18e S&ule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

9

2
quadratische Kalibrierfunktion
95%
0,999996
0,47%

1,29 yg/mL
3,23 ug/mL

4 — 750 pg/mL
4789,99
18416

Tabelle 100: Kalibrierdaten von Testosteron Acetat, Chromolith Performance RP-18e Saule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

9

2

quadratische Kalibrierfunktion
95%

0,999893
1,91%

3,69 pg/mL
9,12 pg/mL

10 — 450 pg/mL
18735,4
13367,4
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Tabelle 101: Kalibrierdaten von Testosteron Cypionat, Chromolith Performance RP-18e S&ule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

8

2

Lineare Kalibrierfunktion
95%
0,999999
0,21%

0,42 pg/mL
1,05 pyg/mL

2 —400 pg/mL
1700,41
10415,5

Tabelle 102: Kalibrierdaten von Trenbolon, Chromolith Performance RP-18e Saule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

7

2

Lineare Kalibrierfunktion
95%

0,99996
1,28%

2,24 ug/mL
5,70 pg/mL

6 — 350 pg/mL
-7980,1
15263,3

Tabelle 103: Kalibrierdaten von Testosteron Enanthat, Chromolith Performance RP-18e Saule.

Anzahl der Messpunkte

Wiederholmessungen
Linearitatstest
Vertrauensbereich
Korrelation

Relative Reststreuung
Nachweisgrenze
Bestimmungsgrenze
Linearer Arbeitsbereich
y-Achsenabschnitt
Steigung

9

2

Lineare Kalibrierfunktion
95%

0,999946

1,38%

6,86 pg/mL
17,03 pg/mL

18 — 1000 pg/mL
34316,3
8398,29
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Tabelle 104: Kalibrierdaten von Testosteron Propionat, Chromolith Performance RP-18e Saule.

Anzahl der Messpunkte 9
Wiederolmessungen 2
Linearitatstest quadratische Kalibrierfunktion
Vertrauensbereich 95%
Korrelation 0,999945
Relative Reststreuung 1,44%
Nachweisgrenze 2,48 pyg/mL
Bestimmungsgrenze 6,14 pg/mL
Linearer Arbeitsbereich 7—400 pg/mL
y-Achenabschnitt 16597,5
Steigung 12385,1

Tabelle 105: Kalibrierdaten von Testosteron Undecanoat, Chromolith Performance RP-18e Saule.

Anzahl der Messpunkte 8
Wiederholmessungen 2
Linearitatstest Lineare Kalibrierfunktion
Vertrauensbereich 95%
Korrelation 0.999994
Relative Reststreuung 0,47%
Nachweisgrenze 1,57 yg/mL
Bestimmungsgrenze 3,94 ug/mL
Linearer Arbeitsbereich 4 — 700 pg/mL
y-Achsenabschnitt -5416,8
Steigung 91,62,16
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Abbildung 98: DESI-MS Spektrum einer Tablette Subutex 0,4 mg (links) und das dazugehorige MSZ-Spektrum
(rechts).
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Abbildung 99: DESI-MS Spektrum einer Tablette Diazepam AbZ 5 mg (links) und das dazugehorige MS*-
Spektrum (rechts).
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Abbildung 100: DESI-MS Spektrum einer Tablette Zolpidem AL 5 mg (links oben) und das dazugehorige MS>-

Spektrum (rechts oben) und MSa-Spektrum des m/z-Wert 263 (links unten).
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Abbildung 101: DESI-MS Spektren von einer Viagra Tablette; Links, MS-Spektrum; Rechts, MSZ—Spektrum des

m/z-Wert 475,2.
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Abbildung 102: DESI-MS Spektren von einer Levitra Tablette; Links, MS-Spektrum; Rechts, MSZ-Spektrum des

m/z-Wert 489,2.

Tabelle 106: Retentionszeiten der drei Messungen des Robustheitsexperiments 1.

. Messung
Steroid 1 ) 3
Nortestosteron 2,57 2,53 2,54
Metandienon 2,91 2,87 2,88
Boldion 3,10 3,06 3,07
Testosteron 3,31 3,27 3,28
Methyltestosteron 4,24 419 4,20
T.Acetat 5,42 5,39 5,39
T.Propionat 5,88 5,85 5,85
T.Phenylpropionat 6,60 6,57 6,57
T.lsocaproat 7,23 7,19 7,19
T.Cypionat 8,25 8,21 8,21
T.Decanoat 11,20 11,17 11,17
T.Undecanoat 12,99 12,96 12,97
Danazol 5,04 5,02 5,01
Trenbolon 2,05 2,03 2,03
Tren.Acetat 4,96 4,93 4,93
Tren.Enantat 7,08 7,04 7,04
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Tabelle 107: Retentionszeiten der drei Messungen des Robustheitsexperiments 4. Farbcode: rot, Signal falsch
zugeordnet; blau, Signal gar nicht zugeordnet.

. Messung
Steroid 1 ) 3
Nortestosteron 2,59 2,60 2,57
Metandienon 2,93 2,95 2,91
Boldion 3,12 3,14 3,11
Testosteron 3,33 3,35 3,31
Methyltestosteron 4,26 4,27 4,25
T.Acetat 5,42 5,42 5,42
T.Propionat 5,90 5,89 5,90
T.Phenylpropionat 6,66 6,65 6,65
T.lsocaproat 7,31 7,30 7,31
T.Cypionat 8,41 8,41 8,41
T.Decanoat 11,72 11,71 11,72
T.Undecanoat 13,77 13,76 13,77
Danazol 5,04 5,03 5,03
Trenbolon 2,07 2,08 2,05
Tren.Acetat 4,95 4,95 4,95
Tren.Enantat 7,15 7,14 7,15

Tabelle 108: Retentionszeiten der drei Messungen des Robustheitsexperiments 2. Farbcode: rot, Signal falsch
zugeordnet; blau, Signal gar nicht zugeordnet.

. Messung
Steroid 1 ) 3
Nortestosteron 2,44 2,41 2,42
Metandienon 2,75 2,71 2,73
Boldion 2,93 2,90 2,92
Testosteron 3,12 3,08 3,10
Methyltestosteron 3,99 3,93 3,98
T.Acetat 5,37 5,36 5,37
T.Propionat 5,84 5,83 5,83
T.Phenylpropionat 6,57 6,55 6,55
T.lsocaproat 7,19 7,17 7,18
T.Cypionat 8,21 8,19 8,20
T.Decanoat 11,16 11,15 11,16
T.Undecanoat 12,95 12,94 12,94
Danazol 5,00 4,98 4,99
Trenbolon 1,96 1,94 1,94
Tren.Acetat 4,91 4,89 4,90
Tren.Enantat 7,04 7,02 7,03
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Tabelle 109: Retentionszeiten der drei Messungen des Robustheitsexperiments 3. Farbcode: rot, Signal falsch
zugeordnet; blau, Signal gar nicht zugeordnet.

. Messung
Steroid 1 ) 3
Nortestosteron 2,55 2,50 2,49
Metandienon 2,89 2,82 2,82
Boldion 3,08 3,01 3,01
Testosteron 3,28 3,21 3,21
Methyltestosteron 4,19 4,12 411
T.Acetat 5,42 5,40 5,40
T.Propionat 5,90 5,88 5,88
T.Phenylpropionat 6,65 6,64 6,64
T.lsocaproat 7,31 7,29 7,29
T.Cypionat 8,41 8,39 8,39
T.Decanoat 11,71 11,69 11,69
T.Undecanoat 13,75 13,73 13,73
Danazol 5,04 5,02 5,02
Trenbolon 2,05 2,00 2,00
Tren.Acetat 4,95 4,93 4,93
Tren.Enantat 7,15 7,13 7,13

Tabelle 110: Ubersicht tiber die GC-MS Analysen der anabolen Steroid Préparate.

Name Wirkstoff Quantitat
Testoplex E T. Propionat mittel

T. Enanthat viel
Sustanon 250 (Prap 1) T. Propionat mittel

T. Phenylpropionat viel

T. Isocaproat viel

T. Decanoat Hauptsignal
Sustanon 250 (Prap 2) T. Propionat mittel

T. Phenylpropionat viel

T. Isocaproat viel

unbekannt

T. Decanoat Hauptsignal
Sustanon 4-Blend unbekannt

T. Propionat viel

T. Enanthat viel
Sustanon T. Propionat viel

T. Phenylpropionat viel

T. Isocaproat viel

T. Decanoat viel
Testosteron Depot Galenika  T. Enanthat viel
Testosteron Propionat unbekannt

T. Propionat viel

T. Enanthat wenig
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Tabelle 111: Hauptfragmente synthetischer Cannabinoide, erzeugt mittels DESI-MS/ESI-MS.
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