Drogen- und Pharmaanalytik

Schmerzmittelmissbrauch im Visier
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Wenn es um die Extraktion von Drogen- und Arzneimittelwirkstoffen geht, kommt meist die klassische
Festphasenextraktion (SPE) zum Einsatz. Eine SPE-Variante, namentlich die Disposable Pipette
Extraction (DPX), verspricht eine hohere Effizienz und einen geringeren Losungsmittelverbrauch.

Von Guido DeuBSing

m Jahr 2017 starben laut US-amerikanischer Gesund-

heitsbehérde CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) in den USA 70.237 Menschen an einer Uber-
dosis Drogen. In 47.699 Fillen (68 Prozent) fiihrte die
missbriuchliche Einnahme von Opioiden den Tod herbei.
Gemeint ist nicht zwangsldufig Heroin, das bekannteste
halbsynthetische Opioid, gewonnen aus Morphin, das im
getrockneten Saft (Opium) des Schlafmohns enthalten
ist. Mafigeblichen Anteil hatten Opioid-Analgetika, also
Medikamente wie Fentanyl, Oxycodon und Tramadol, die
zur Behandlung starker und chronischer Schmerzen ein-
gesetzt werden, wie sie etwa bei Krebserkrankungen auf-
Opioid-Analgetika

werden, wie die Untersu-

treten.

chung tédlich verlaufender
Drogenmissbrauchsfille er-
gab, hiufig zusammen mit
Heroin konsumiert [1].

Die in den USA ermit-
telten Opioid-bedingten
Todesfille erweisen sich als
Spitze eines eklatanten Opi-
oid-Missbrauchs. Die Zahl
der tatsichlich von Opioiden
Abhingigen diirfte weitaus
grofer sein. Die CDC spre-

chen gar von einer Opioid-  cher Opioide in Urin.
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MPS-robotic?® mit DPX-Option und ™VAP in Kombination mit einem
HPLC-QQQ-MS-System, verwendet fir die Bestimmung unterschiedli-

Epidemie, die in den USA grassiere, geférdert durch eine
allzu leichtfertige Handhabung bei der drztlichen Vergabe
Opioid-haltiger Medikamente, wie Medienberichte mut-
maflen [2-4]. Mit einer umfangreichen Aufklirungskam-
pagne versuchen die CDC, auf die Gefahren des Opioid-

Konsums hinzuweisen [5].

Mehrwert der dispersiven Extraktion

Auch aus forensisch-toxikologischer Sicht stellt der Miss-
brauch von Opioiden respektive deren Nachweis eine
Herausforderung dar — einerseits wegen der Vielzahl am
Markt verfigbarer Pripa-
rate, andererseits aufgrund
der Probenvorbereitung,
die ihrer analytischen Be-

stimmung vorausgeht. Ap-

Foto: GERSTEL

plikationsexperten der in
Linthicum im US-Bundes-
staat Maryland ansissigen
GERSTEL, Inc. haben sich
der Herausforderung gestellt
und eine vollstindig auto-

LC-MS/MS-
Analysenmethode
entwickelt, die es erlaubt,
Opioide

matisierte
basierte

unterschiedlichste
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DPX-Spitze
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Grafische Darstellung der DPX.

schnell, effizient, sicher, sensitiv und auf komfortable Art
und Weise in Urin zu bestimmen [6].

Thre Methode unterscheide sich von gingigen Vor-
gehensweisen insbesondere hinsichtlich der Art, wie die
Analyten hydrolysiert und extrahiert wiirden: Statt der
klassischen Festphasenextraktion tiber gepackte Siulen
wenden Foster et al. die Disposable Pipette Extraction
(DPX) an. Bei der DPX handelt es sich um eine SPE-Va-
riante, bei der das Sorbens nicht gepackt vorliegt, sondern
innerhalb einer Pipettenspitze frei beweglich ist. Dadurch
wird beim Extraktionsvorgang, initiiert durch das Ansau-
gen der Probenflissigkeit in die Pipettenspitze, einerseits
der Stoffaustausch mit der flissigen Probe um ein Vielfa-
ches beschleunigt, andererseits ist auch das benétigte Pro-
benvolumen deutlich geringer. Diese Aspekte, verbunden
mit der Moglichkeit, den Analysenablauf einschlieflich
Probenvorbereitung, Chromatographie und Detektion in-
telligent zu automatisieren, lieflen Foster et al. die DPX als
Verfahren der Wahl erscheinen.

Erfolgreiche Automatisierung

Es bedarf einer Vielzahl unterschiedlicher Probenvorbe-
reitungsschritte, bevor sich durch die Analyse von Urin
qualitative wie quantitative Riickschliisse auf die konsu-
mierten Opioide ziehen lassen. Am Anfang steht die en-
zymatische Hydrolyse der Analyten aus ihrer konjugierten
Form (Glucuronide) in die molekulare Ausgangsform. Als
Biokatalysator dient hierbei f-Glucuronidase; das Enzym
ist in der Lage, mehrere Drogenklassen innerhalb von 30
Minuten mit hoher Leistung, sicher und reproduzierbar
zu hydrolysieren, insofern pH-Wert, Temperatur und Ein-
wirkdauer richtig eingestellt und gut aufeinander abge-
stimmt sind, berichten Foster et al.

Um schliellich noch die geforderten niedrigen Detek-
tionsgrenzen fir die jeweiligen Drogenverbindungen und
ihre Metaboliten zu erreichen, sind storende Matrixbe-
standteile, etwa Salze, zu entfernen, wie sie in Urin natiir-
licherweise vorhanden sind oder im Zuge der Hydrolyse
als Nebenprodukte anfallen kénnen.

Zur Vorbereitung und Aufgabe der Urinproben
verwendeten Foster et al. einen MultiPurposeSampler

(GERSTEL-MPS). Das System in der Ausfithrung ,ro-

botic?™ war fiir die vollstindig automatisierte Durchfiih-
rung der DPX sowie weitere Probenvorbereitungsschritte
ausgestattet, u. a. mit einer MultiPositionEvaporation-
Station (GERSTEL-"VAP) zwecks Eindampfens der
Proben und Losungsmittelwechsels. Fiir die Analyse
setzten Foster et al. ein online gekoppeltes Agilent-1260-
HPLC-System, Poroshell-120-EC-C18-Siule
(3,0 x 50 mm, 2,7 mm; Agilent Technologies) und ein
Triple-Quadrupol-Massenspektrometer ~ (QQQ-MS)
mit Jet-Stream-Elektrospray-Quelle (Agilent Ultivo) ein.
Die Methodenentwicklung erfolgte unter Einsatz realer
Urinproben, die mit einer Masterlésung aus unterschied-

eine

lichen Opioiden dotiert waren. Bei den eingesetzten
Wirkstoften handelte es sich vornehmlich um Analge-
tika, die zum Teil dem hiesigen Betdubungsmittelgesetz
(BtMG) unterliegen, namentlich Buprenorphin, Codein,
Fentanyl, Furanylfentanyl, Hydrocodon, Hydromorphon,
Meperidin, Methadon, Morphin, Norbuprenorphin,
Norfentanyl, Oxycodon, Oxymorphin, Sufentanil und
Tramadol. Als interne Standards wurden deuterierte
Analoga von Morphin, Norbuprenorphin, Tramadol,
Buprenorphin, Meperidin, Fentanyl, Norfentanyl und
Methadon verwendet, die als Losung in einer Methanol-
Wasser-Mischung (1:9) angesetzt waren.

Fokus auf die Durchfiihrung

Die Bestimmung von Opioiden mittels LC/MS- oder
GC/MS-Verfahren ist Routine und soll daher an dieser
Stelle nur gestreift werden. Anders die Probenvorberei-
tung, die unter Einsatz der DPX automatisiert auf dem
GERSTEL-MPS, sprich einem gingigen Probenvorbe-
reitungsrobotor, erfolgt. Gesteuert wird der MPS mittels
GERSTEL-MAESTRO-Software, die sich in diverse
Chromatographie-Softwareprogramme integrieren ldsst.
Fir die Analyse verwendeten Foster et al. Urinproben von
jeweils 250 puL Volumen, die zunichst von Hand in sau-
bere 2-mL-Autosamplervials pipettiert und mit magneti-
schen Kappen fir den spiteren Transport im Autosampler
verschlossen wurden, der die weitere Probenvorbereitungs-
sequenz (Prep-Sequenz) vollstindig automatisiert durch-
fithrt:

Hydrolyse: Der MPS fugt der Urinprobe 135 pL der oben
genannten Masterlosung hinzu. Anschliefend wird das
Vial zur ™VAP-Station bewegt, wo die Probe 30 Minuten
bei 55 °C inkubiert und bei 250 U/min durchmischt wird.
Danach tberfiithrt der MPS 250 pL der hydrolysierten

@ min 15 min 30 min 1 hour

Incubation Time

Bildung von Morphin aus Morphin-68-D-Glucuronid in Abhangigkeit von
der Hydrolysezeit.
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Urinprobe in ein sauberes, leeres, oben offenes Shell-Vial,
fugt 100 pL einer zweiprozentigen Ameisensiure-Losung
in Wasser sowie 125 pL. Acetonitril hinzu. Der Roboter
zieht die Probe in eine leere Pipettenspitze, durchmischt
sie durch Ansaugen von Luft und gibt sie zurtick ins Vial.
DPX-Extraktion: Der MPS konditioniert eine DPX-
CX-Spitze mit 500 pL einer 30-prozentigen Acetonitril-
Wasser-Losung, saugt die gesamte hydrolysierte Urin-
probe an und mischt Probe und Sorbens dispersiv durch
Ansaugen von Luft. Die Probe wird 30 Sekunden equi-
libriert und in das Shell-Vial dispensiert. Die Extraktion
der hydrolysierten Urinprobe wird wiederholt. Der MPS
wischt das DPX-CX-Sorbens mit 500 pL einer zehnpro-
zentigen Acetonitril-Wasser-Losung, dann mit der glei-
chen Menge reinen Acetonitrils. Die Analyten werden aus
dem DPX-CX-Sorbens eluiert unter Einsatz von 750 uLL
einer Losung aus Methylenchlorid, Isopropylalkohol und
Ammoniumhydroxid (78:20:2). Das Eluat wird in einem
sauberen 2-mL-Autosamplervial aufgefangen, die DPX-
CX-Spitze wird in der Waste-Station entsorgt und 600
pL des Eluats werden in ein sauberes und leeres 2-mL-
Autosamplervial, das mit einer magnetischen Kappe ver-
sehen ist, transferiert.

Eindampfen: Der MPS transportiert das Vial mit dem
Eluat in die "VAP-Station, wo es bei 55 °C, 100 mbar und
250 U/min fiir die Dauer von zehn Minuten bis zur Tro-
ckene eingedampft wird. Die Aufnahme und Mischung
des Riickstands erfolgt mit 250 pL einer 0,05-prozentigen
ameisensauren Losung, bestehend aus 5 mM Ammoni-
umformiat (A) und Methanol (B) in einem Mischungs-
verhiltnis von 90:10. Anschliefend transportiert der MPS
das Vial zuriick auf seine Ursprungsposition. Es folgt
die Injektion von 2 pL ins HPLC-System, das auf eine
Flussrate von 0,5 mL/min eingestellt ist und mit einem
Eluentengradienten von A und B betrieben wird. Die
Saulentemperatur betrdgt 55 °C. Das QQQ-MS wird im

positiven Ionenmodus (ESI) betrieben.

Blick auf das Ergebnis

Zur Bestimmung der optimalen Bedingungen fiir die Hy-
drolyse variierten Foster et al. die Dauer der Inkubation
(0,15, 30 und 60 Minuten). Sie verwendeten Urinproben,
die mit jeweils 150 ng/mL Morphin-6p-D-Glucuronid
dotiert waren. Nach 15 Minuten Inkubation zeigte das
resultierende Morphin einen Maximalwert. Um sicherzu-
stellen, dass alle Opioide vollstindig und reproduzierbar
hydrolysiert werden, wihlten Foster et al. eine Inkubati-
onszeit von 30 Minuten. Die Applikationsexperten schrei-
ben, die Quantifizierungsgrenzen fiir alle Analyten hitten
um den Faktor zwei niedriger gelegen als verlangt. Die li-
neare Regressionsanalyse habe fiir alle mit dieser Methode
analysierten Opioide R>-Werte von 0,99 oder grofer erge-
ben. Die Richtigkeit der Messung betrug fiir alle Analyten
im Durchschnitt 95,2 Prozent, die Prizision bzw. die rela-
tive Standardabweichung (RSD) im Schnitt 3,9 Prozent.
Die hier beschriebene Methode erweise sich nicht al-
lein in Bezug auf US-amerikanische Verhiltnisse als be-
achtlich effizient, sondern auch mit Blick auf die Entwick-
lungen hierzulande, sagt GERSTEL-Applikationsexperte
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Représentative Kalibrationsgeraden von Fentanyl, Norfentanyl und Furanyl-
fentanyl.

Dr. Oliver Lerch vom Stammsitz des Unternehmens in
Miilheim an der Ruhr: ,,Zwei Drittel der todlich verlau-
fenen Drogenmissbrauchsfille in Deutschland lassen sich
laut ,Drogen- und Suchtbericht 2018° auf die Einnahme
opioidhaltiger Substanzen zurtickfihren.“ Zugleich hitten
auch polyvalente Vergiftungen unter Beteiligung von Opi-
oiden zugenommen [1], was den Einsatz leistungsstarker
Analysenmethoden in der forensischen Toxikologie recht-
fertige. Auch fiir die Bestimmung von Opioiden aus der
Matrix Serum habe das Unternehmen in Zusammenar-
beit mit dem Institut fiir Rechtsmedizin der Heinrich-
Heine-Universitit Disseldorf eine vollstindig automati-

sierte SPE-GC/MS-Methode entwickelt [7, 8], berichtet
Dr. Oliver Lerch.
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