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Barbiturate sind in Europa kaum noch im Handel. An ihre
Stelle sind neben den Benzodiazepinen die tricyclischen
Antidepressiva getreten. Immer haufiger sind se auch an
Vergiftungen beteiligt. Gangige Methoden zur Bestimmung der
tricyclischen Antidepressiva (TCA) sind die immunologischen
Verfahren wie TDX, ADX und FLX, HPLC und die GC/MS.
Die immunologischen Verfahren fur TCA sind nur fir
Serumproben verfligbar. Die Tests werden aber auch in vielen
Laboratorien fur die Urinanalytik eingesetzt, obwohl sie hierfiir
nicht kalibriert sind. Im Zuge der Akkreditierung und
Zertifizieung  von  klinischen Laboratorien kann die
Anwendung dieser Tests zu Problemen flihren. Es werden in der
Literatur Kreuzreaktivitédten fur Amoxapin, Mapratilin,
Mianserin und Substanzen mit einem &hnlichen chemischen
Aufbau wie Carbamazepin, Chlorpromazin, Cyclobenzaparin,

Promethazin, Thioridazin und Diphenhydramin beschrieben. Im
Falle einer Intoxikation mit diesen Substanzen muf3 das
Ergebnis mit der GC/MS oder HPL C bestétigt werden.

Die Spezifitat der immunologischen Screeningverfahren ist ein
Punkt der diskutiert werden muf3. Allgemein kann gesagt
werden, dal3 die Méglichkeit falsch negativer Befunde geringer
ist, als die falsch postiver Ergebnisse. Aus diesem Grund
eignen sich die immunologischen Verfahren gut zum Screening
grolRer Mengen an Proben. Positive Ergebnisse sollten
anschlief3end Uber chromatographische Verfahren abgesichert
werden. In jedem Fall sollten die Angaben des Herstellers
sorgféltig beachtet werden, um falsch positive Ergebnisse zu
vermeiden. Hohe Konzentrationen an Diphenhydramin und
Phenotiazinen kdnnen auch bel sehr kleinen Kreuzreaktivitéten
zu falsch positiven Ergebnissen fiihren.
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Abb. 1: Vergleich der Trennung auf einer RTX-5MS und einer DB-5MS Saule
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Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Nachweisgrenze der
Methode. Die Frage, wie lange die Applikation eines
bestimmten Wirkstoffs zurtickliegen konne, wird haufig gestellt,
ist aber gleichwohl nicht leicht zu beantworten. Die Elimination
hangt von zahlreichen Faktoren ab:

Absorptions- (Resorptions-) Verhaltnisse

Einflufd von anderen Fremdstoffen (z.B. Nahrung,

Antazide u.a.)

Biotransformation und Pharmakokinetik

Besonderheiten wie Alter, Krankheit und Gewohnung

Diuretische Verhaltnisse (Flliss gkeitsaufnahme,

Clearance, pH)

Weiterhin spielen nattirlich Applikationsmenge, -form, und -

frequenz eine wichtige Rolle. [1]

Bestimmung der GC/M S Parameter fir die TCA

In der vorliegenden Applikation wurden die chromato-
graphischen Bedingungen experimentell Uberprift. Die
Trennung der TCA erfolgte auf zwei Saulen des Typs -5MS.
Abb. 1 zeigt den Vergleich der Trennung auf einer RTX-5MS
und einer DB-5MS. Beide Saulen wurden zuvor ausreichend
konditioniert. Auf der RTX-5MS ist die Trennung der nicht
derivatisierten TCA nicht vollstdndig. Unter Verwendung der
DB-5MS konnten die Substanzen getrennt werden, wobel die
Peakform zum Teil sehr breit ist.

Fir Clomipramin liegt die Ubliche Dosierung zwischen 75 und
300 mg/d oral. Nach 2 bis 6 Stunden ist die maximale
Serumkonzentration erreicht. Nach 7 bis 14 Tagen ist bei einer
Einnahme von 100 bis 200 mg/d der ,steady state” erreicht. Die
Eliminationshalbwertzeit liegt fir Clomipramin zwischen 19
und 37 h und fur Desmethylclomipramin zwischen 54 und 77 h.
Die Desmethylierung stellt hierbei den Hauptmetabolisierungs-
weg dar. Der therapeutische Bereich liegt bei 700 pg/l (1990
nmol/l) (Clomipramin plus Desmethylclomipramin). Die
Plasmaspiegel von Clomipramin kénnen durch gleichzeitige
Verabreichung von Haloperidol, Phenotiazinen und anderen
Antidepressiva erhoht werden. [2]

Abb. 2 zeigt den Unterschied zwischen der acetylierten und
nicht derivatisierten Trennung. Zur Bestimmung der TCA ist
generell eine Derivatisierung anzuraten. Im Zusammenhang mit
der Séule sollte noch erwahnt werden, dal? die letzten drei TCA
auf &lteren Saulen (400-500 Drogenanalysen) sehr schlecht
eluieren. Die Peaks werden sehr breit und die Substanzen
erfahren eine Diskriminierung. Diese ersten Untersuchungen
wurden im ElI Modus durchgefiihrt.
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Abb. 2: Unterschied zwischen der acetylierten und nicht derivatisierten Trennung

Einige TCA wie Amitripylin und Doxepin fragmentieren im
unteren Massenbereich. Die Spektren sind uncharakteristisch
mit m/z 58 als 100 %-Masse. Da m/z 58 stark untergrund-
belastet ist, eignet sie sich nicht als Quantifizierungsmasse. Aus
diesem Grund wurden die TCA ebenfalls im CI Modus mit
Ammoniak als Reaktandgas vermessen. Ammoniak bietet sich
fur die Analytik der TCA an, da alle TCA Stickstoff-

der lonisierung, da die Energien in der Quelle stark reduziert
werden. Eine lonisation mit Methan wére ebenfalls mdglich,
aber nicht so charakteristisch. Zusétzlich kann es bei Methan zu
Clusterbildung kommen. Abb. 3 zeigt das Totalionen-
chromatogramm (TIC) der underivatisierten TCA Probe. Hier
stért die Coelution einiger TCA nicht, da eine Auswertung Uber
die Molekilmasse erfolgt, die sich bei den einzelnen TCA



Desipramin

Amitripylin\

Trimipramin |

Desmethyldoxepin

Clomipramin

S

il
Abb. 3: Totalionenchromatogramm (TIC) der underivatisierten TCA Probe
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Abb. 4: Spektren von Amitriptylinim ClI und El Modus

Methodenvalidierung
Fir die Qualitétssicherung in einem klinischen Labor ist es
wichtig, die Methode zu evaluieren und entsprechend zu
dokumentieren.  Zur  Methodenvalidierung  gehért  die
Bestimmung der nachfolgenden Parameter:
- Probenvorbereitung

Nachweisgrenzen

Bestimmungsgrenzen

Linearitét der Methode

Inter Assay

Intra Assay

Fir ein Drogenscreening werden die Urinproben normal erweise
Uber eine Fest-Phasen-Extraktion (FPE) aufgearbeitet. Hierzu
konnen handel siibliche Mischbettkartuschen verwendet werden,
z.B. Bond Eluat Certify. Zur Bestimmung der TCA wurden die
Proben einmal Uber eine FPE aufgearbeitet und als Vergleich
Uber eine Disc von Toxi-Lab. Toxi-Lab bietet spezielle Discs fur
die Analytik von Drogen an (Spec MP1). Der Vorteil ist hier der
geringere Verbrauch an Losemitteln, was zu einer Reduktion
der Kosten fir die Probenvorbereitung fihrt. In Abb. 5 ist der
Ablauf der Probenvorbereitung fur die Discs dargestellt.



Abb. 5: Ablauf der Probenvorbereitung
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Die Empfindlichkeit fir TCA ist bel beiden Proben-
vorbereitungen vergleichbar. Die saubereren Extrakte werden
jedoch mit der DISC gewonnen.

Fir eine validierte Methode miissen Nachweisgrenzen bestimmt
werden. Die Nachweisgrenze ist definiert als SIN = 3:1
(Signal/Rauschen) [3]. Fur diese Applikation wurden die
Substanzen im Selected-lon-Monitoring (SIM) vermessen, mit
einer Detektorspannung von 1.8 kV. Es kann eine deutlich
niedrigere Nachweisgrenze erreicht werden, wenn die
Detektorspannung erhoht wird. Da im therapeutischen Bereich
die Konzentrationen im Untersuchungsmaterial sehr hoch sind,
wurde eine niedrigere Detektorspannung gewdahlt, um eine

Séttigung des Detektors zu vermeiden. Desweiteren wurde auf
die hinteren drei TCA fokussiert, da der Response fir diese
Substanzen geringer ist, als fur die ersten TCA. Amitriptylin,
Trimipramin, Imipramin, Doxepin und Clomipramin werden
nicht derivatisiert, wohingegen Nortriptylin, Desmethyldoxepin
und Desipramin acetyliert werden. Fir die hinteren drei TCA
konnte eine Nachweisgrenze von 1 ng/ml in Urin erreicht
werden. Diese Nachweisgrenze deckt den therapeutischen
Bereich sicher ab. Abb. 6 zeigt die lonsets fur die
entsprechenden Substanzen. Hier wurde im ElI  Modus
gemessen, da vide Massenspektrometer in  klinischen
Laboratorien nicht mit einer Cl-Option ausgestattet sind.
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Abb. 6: lonsets fur die entsprechenden Substanzen

Die Bestimmungsgrenze ist definiert als SN 6:1 [3]. Zur
Erfassung der Bestimmungsgrenze wurde wieder mit einer
Detektorspannung von 1.8 KV gearbeitet und auf die
acetylierten TCA fokussiert. Auch hier konnten mit ener
entsprechenden Erhthung der Detektorspannung bessere
Bestimmungsgrenzen erreicht werden. Die letzten TCA konnten
zusétzlich verstérkt werden, in dem die Detektorspannung tber
ein Event Programm erhoht wird. Da aber eine hothere
Empfindlichkeit fir den therapeutischen Bereich nicht nétig ist,
wurde hier auf ein entsprechendes Programm verzichtet. Es
konnte eine Bestimmungsgrenze von 5 ng/ml in Urin erreicht
werden.

Fir eine validierte Methode missen neben Nachweis- und
Bestimmungsgrenezen Wiederfindungsraten und der lineare
Bereich  Uberpriift  werden. Zur  Bestimmung  der
Wiederfindungsraten wurden methanolische Standards neben
einem gespikten Poolurin vermessen. Fir die ersten finf TCA
konnten unter Verwendung der Discs Wiederfindungsraten
besser als 90 % verzeichnet werden. Diese Wiederfindungsraten
setzen sich aus jeweils 20 Mel3werten zusammen. Fur die

hinteren TCA konnten Wiederfindungsraten besser als 84 %
gemessen werden. Hier kommt als zusétzliches Kriterium noch
die Acetylierung hinzu. Wir gehen generell davon aus, dal3 die
TCA zu 100 % acetyliert werden, da entsprechende
underivatisierte Massen im SIM nicht bestétigt werden konnten.
Zur Uberpriifung des Derivatisierungsgrades wurden die Proben
mit Cl vermessen, um mdogliche Coelution Uber die
Molekilionen auszuschliefden.

In Abb. 7 ist die Eichkurve zur Uberprifung der Linearitét fiir
Nortriptylin dargestellt. In einem Bereich zwischen 1 ng/ml und
100 ng/ml ist die Kurve linear. Ebenfalls zwischen 100 ng/ml
und 1000 ng/ml.

Die Quantifizierung der Substanzen im El Modus ist schwierig,
da die veflgbaren internen Standards ebenfalls sehr
uncharakteristisch fragmentieren. Bel einem Deuterierungsgrad
von d3 bedeutet das fur Doxepin beispielsweise, dal3 fur die
native Substanz m/z 58 die einzige Quantifizierungsmasse ist
und m/z 61 fur die deuterierte Substanz.
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Abb. 7: Eichkurve zur Uberprifung der Linearitét fir Nortriptylin




Abb. 8 =zeigt die fur den vorderen Retentionsbereich
verwendeten Massenspuren, sowie einen deuterierten Standard
der Firma Radian, wo die Deuterierung an einer Abgangsgruppe
vorgenommen wurde. Die charakteristischen hohen Massen
kénnen hier nicht gescannt werden, da beide Spektren die
Massen enthalten. Hier wird man limitiert auf eine einzelne
Masse im unteren Bereich. Speziell fur die MS im ElI Modus
sind solche Standards denkbar ungeeignet. Geeigneter wéaren
evt. C-13 gelabelte Standards.

Die grof3en Abweichungen bedingt durch die niedrigen Massen,
zeigen sich auch in der Standardabweichung bei den Inter und
Intra Assays. Beim Inter Assay wird ein gepoolter Urin am
gleichen Tag mehrfach aufgearbeitet und vermessen. Aus den
einzelnen Werten errechnen sich dann der Mittelwert, die
Standardabweichung, die Variation, Varianz und die relative
Standardabweichung. Fir diese Applikation wurden jeweils

zehn Messreihen fur die Kalkulation berticksichtigt. Die gréfiten
Standardabweichungen von dber 8 % wurden bei den
Substanzen mit uncharakteristischen Massen im EI Modus
berechnet. Fir die anderen Substanzen lagen die
Standardabweichungen zwischen 5.6 % und 7 %. Es wurde mit
insgesamt drei deuterierten internen Standards gearbeitet
(Trimipramin d3, Doxepin d3 und Nortriptylin d3). Mit CI
kénnen deutlich bessere relative Standardabweichungen
berechnet werden, da hier nur mit charakteristischen
Molekilionen gearbeitet wird.

Fir einen Intra Assay wird der gleiche Urin an 10 (oder mehr)
Tagen jeweils 10 mal aufgearbeitet und vermessen. Die
Mittelwerte der unterschiedlichen Tage werden hierbei
verglichen. Fir diese Applikation wurde der Urin jewells alle
zwel Tage aufgearbeitet. Die durchschnittlichen relativen
Standardabwei chungen lagen zwischen 10 % und 12 %.
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Abb. 8: Verwendete Massenspuren fir den vorderen Retentionsbereich und deuterierter Standard

Messung von Realproben

Abschlielend wurden unterschiedliche Proben mit der
beschriebenen Probenvorbereitung aufgearbeitet und im El
und ClI Modus vermessen. Abb. 9 zeigt einen Urin,
aufgenommen mit der Fast-GC/MS (Application Note

GC/MS 37) und die Bibliothekssuche fir das Spektrum. Die
Bibliothek kann hier keine eindeutige Zuordnung machen, da
das TCA kein chrakteristisches Spektrum hat.
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Abb. 9: Urin, aufgenommen mit Fast-GCM S und Bibliothekssuche fiir das Spektrum
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anhand seines Molekiilions identifiziert werden. Bei den Cl gemessen werden kann, ohne das System umzubauen.
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Abb. 10: Messung im CI-Modus
I nstrumentierung/ Chromatogr aphische Bedingungen
GC/MS System: El QP-5000, Cl QP-5050A
Gaschromatograph: GC-17A
GC/MS Software: CLASS-5000, NIST 75.000, PMW-TOX2
Tragergas. Helium
Reaktandgas Cl: Ammoniak
Séule: DB-5MS; 30 m; 0.25 mm 1.D.; 0.25 um Film; J&W Scientific
Temperaturprogramm: 60 °C/ 1 min, mit 40 °C/min auf 200 °C, mit 2 °C/min auf 250 °C/ 3.5 min
Druckprogramm: 33 kPa/ 1min, mit 18 kPa auf 114 kPa, mit 1.2 kPa auf 142 kPa/ 4.2 min
Splitlesszeit: 1 min
I njektortemperatur: 250 °C, slanisiertes Insert
Detektortemperatur: 250 °C
I njektionsvolumen: 1l
Mass Range: El 55-499 Dalton; Cl 150-499 Dalton
Scan Intervall: 0.5sc
Detector Volts: 1.8kVv
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