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Die Systematische Toxikologische Analyse (STA) stelltzagrale diagnostische Werkzeug
fur die Analyse vermuteter Vergiftungen sowohl in der Notfatlini@ als auch bei ungeklar-
ten Todesfallen dar. Wahrend im konkreten Verdachtsfall in der RegelVielzahl gut
untersuchter, nachweisstarker Analysenverfahren fir den ggenhSubstanznachweis zur
Verfigung steht, bedeutet die ungerichtete Suchanalyse (Gé&hdmbwn Analysis) eine
besondere Herausforderung: die eingesetzten Analysenverfahesnadlivertretbarem zeit-
lichen und 6konomischen Aufwand eine beinahe uniberschaubare Zahl poteAnalgte
mit hoher Selektivitat und Identifikationssicherheit im relevankanzentrationsbereich
nachweisen und nach Moglichkeit wenigstens halbquantitativ bestimmen kdnnen.

Heutzutage kommen hierfir ausschlie3lich Kombinationen leistungsstdmi@matographi-
scher Trennverfahren mit hochselektiver Detektion wie die Hochlessfiisgigchroma-
tographie mit Photodiodenarraydetektion (HPLC-DAD), die Kapillazlgasmatographie mit
massensensitiver Detektion (GC-MS) und - seit einigen Jahren zandhmauch die LC-MS
zum Einsatz, wobei umfangreiche Datenbanken, sog. Spektrenbibliotheken, Tmihehre-
ren tausend Eintragen die ldentifizierung auch solcher Verbinduegeotglichen, die dem
untersuchenden Labor als Referenzsubstanzen nicht zur Verfligung stehen.

Eingebettet in Uberlegungen zur Validierung von STA-Methoden wiarder vorliegenden
Arbeit die Leistungsfahigkeit und Aussagesicherheit der HPIXD-Dm Rahmen der STA
ausfuhrlich untersucht und bewertet. Als zentrale Parameter mvhreibei Selektivitat bzw.
Spezifitat gesehen, wobei der letztgenannte Ausdruck auf Mesagridie vor allem das
UV-Spektrum, ersterer dagegen auf das gesamte Analysenverfadtmegeb wurde. Des
weiteren wurden Untersuchungen zur Genauigkeit (Richtigkeit undskemdzder Mess- wie
der Referenzdaten sowie zur Abschatzbarkeit der Nachweis-Bestimmungsgrenzen vor-
genommen.

Um eine aussagefahige Datengrundlage fir diese Untersuchungesthaffen, wurde
zunachst eine in einer alteren Vorgangerversion vorliegende UV¥Spkitliothek mit mo-
dernen Diodenarraydetektoren vollstandig neu gemessen und auf einemzhésitand von
2.682 UV-aktiven, toxikologisch relevanten Wirkstoffen erweitert. Die Messuwgedien im

Wellenlangenbereich von 195 - 380 nm durchgefuhrt, die Trennung eréoigéener RP8-
Saule, als mobile Phasen kamen verschiedene Mischungen von AceatoditRhosphatpuf-
fer pH 2,3 zum Einsatz. Neben UV-Spektren und relativer Retentior{R&T) wurden in

die Datenbank auch spektroskopische Extrema und Schultern, CAS-Nuntmuletyr&rmel,

sowie Wirkung bzw. Verwendungszweck der untersuchten Substanzen aufgemobie

aktualisierte Spektrenbibliothek wurde als Buch und als in die HRift&e direkt einzu-
bindende CD-ROM mittlerweile einem breiten Anwenderkreis zur Veriggyestellt [1].

Wird zur Analyse einer Probe ein mehrdimensionales VerfahremiwielPLC-DAD einge-
setzt, liefert dieses zunachst einen multivariaten Datensdditife Retentionszeit + Extinkti-
onen auf verschiedenen Wellenlangen). Dieses Messergebnsidasat besten als Punkt in
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einem multidimensionalen (orthogonalen) Koordinatensystem, dem sgebritsraum dar-
stellen, dieser umfasst dabei samtliche mdglichen Meds@sge (analytischen Zustande). In
dieser Betrachtungsweise ist ein analytisches Verfahrenutasa selektiver, je unéhnlicher
sich die Messergebnisse verschiedener Analyte sind, d.h. je Isedsatie verschiedenen
maoglichen analytischen Zustdnde im Ergebnisraum voneinander unidesclassen. Hierzu
konnen verschiedene (Un-)AhnlichkeitsmaRRe zum Einsatz kommen. Beifipselham fol-
genden der Ahnlichkeitsvergleich zweier UV-Spektren beschriebetrewgAbb. 1), bei dem
diese als Vektoren im Ergebnisraum der Extinktionen auf den ein2élebenldngen darge-
stellt werden.
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Abb. 1. Umwandlung von UV-Spektren in Vektorendiasem Beispiel werden "Spektren" aus drei Extorigi
Wellenlangen-Wertepaaren in den dreidimensionalekt&fraum utberfiihrt. Analog erfolgt die (nicht mehr
direkt anschauliche) Darstellung von UV-Spektreh18il Wertepaaren im 181-dimensionalen Vektorraum.

Die Ahnlichkeit zwischen den Spektren wird dann durch den Sinyileritex als Kosinus des
von den beiden betreffenden Vektoren gebildeten Winkels ausgedriclereBasauf empiri-
schen Erwagungen kann nun ein Schwellenwert fir den Sl festgededgiw oberhalb dessen
zwei Spektren in der Praxis nicht mehr sicher voneinander zu cimé@en sind. In &hnlicher
Weise kann fir jede (relative) Retentionszeit ein RRT-Feriegtgelegt werden: liegt der
RRT-Wert einer Substanz A im RRT-Fenster der Substanz B, so kderda - zumindest
auf der Grundlage der RRT - nicht sicher voneinander unterschieddanv®&ie Details des
in der vorliegenden Arbeit verwendeten Verfahrens wurden bereits anear@teile [2]
beschrieben.

Auf dieser Grundlage wurden nun samtliche moglichen Substanzpaamausyeer Spektren-
bibliothek miteinander hinsichtlich ihrer Unterscheidbarkeit venglic die Ergebnisse wur-
den in sog. Ahnlichkeits- bzw. Identifikationsmatrizen festgehalten (Abb. 2).

Aus diesen wurde anschlieRend die Zahl mdglicher falsch positeatifizierungen durch

Auszahlung ermittelt. Die Berechnungen wurden zusatzlich fickedene Untergruppen
und SI-/RRT-Schwellenwerte durchgefiihrt. Des weiteren wurdeeilgewie Ergebnisse fur
die Substanzidentifikation nur auf der Basis des UV-Spektrums, nudiedb&RT sowie fur

die Kombination beider Parameter berechnet.

Um einen Vergleich zur Selektivitat anderer Analysenverfahegatellen zu kdnnen, wurden
dann verschiedene in der Literatur beschriebene oder abggelké@engréRen wie die "Rela-
tive Identification Power" (RIP), die "Discriminating PoweDH) oder die "Mean List

Length" (MLL) und auch die in dieser Arbeit versuchsweise megeéihrte "mittlere Selek-

tivitat" (XM) berechnet. Schon uber das UV-Spektrum alleine wayat 60 % (RIP) der

2.682 Substanzen aus der Spektrenbibliothek eindeutig identifizierbarindit MLL von
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1,25 und einer DP von 0,9999 fur die kombinierte Identifikation (Spektrum + R&Riig s
einem Antelil eindeutig identifizierbarer Substanzen in Hohe von 84rititelt auf der Basis
von knapp 2.000 Substanzen, wurden hier sehr gute Resultate erzielt (Abb. 3).

| Ahnlichkeitsmatrix (SI) | Identifikationsmatrizen
Wert 0 - unterscheidbar
AOT0 0.5510 Wert 1 - nicht unterscheidbar
A015 0,3038 0,6056
A016 0,7372 0,9430 A008 A0L0 A015
A018b 0,7407 0,9301 A008 1 “ 0
A019 0,9450 0,9664 A010 0 1 0
A020 0,9328 0,8200 A015 0 G W— 1
A021 0,8722 A016 0 A008 AOI0__| A0I5
A022 0,9444 0,8425 A018b 0 A008 0 0
A023 0,9795 0,8662 A019 0 A010 0 0
A024 0,9918 0,8965 A020 0 A0L5 0
A025 0,3895 0,6465 A021 A016 0 A008 A010 A0L5
A026 0,8491 0,9102 A022 H A018D 0 A008 1 o0 | 0
EW 0,8769 A023 0 A019 0 A010 0 1 0
: A024 A020 0 A0L5 0 0 1
A025 0 A021 A016 0 0 0
S120,990 _ A026 0 A022 0 A018D 0 0 0
» T A027 H A023 0 A0L9 0 0 0
: A024 0 A020 0 0 0
A025 0 A021 0 0 0
Sl > 0,995 A026 0 A022 0 0 0
- > A027 A023 0 0 0
Schwellenwert (SW) : e - - -
A025 0 0 0
SI<SW - Wert0 Sl > 0,999 7026 ) ) )
Sl2SW - Wert 1 > Ao N 0

Abb. 2. Umwandlung der Ahnlichkeitsmatrix in Idiikiationsmatrizen in Abhangigkeit vom Schwelleniwer
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Abb. 1: Verteilung der Anzahl identisch gewerteSelbstanzen ("Listenlange") fur die in Eluent A gesamnen
Verbindungen aus der Spektrenbibliothek (n = 1.998rgleichsgrundlage: UV-Spektrum, Schwellenwert:
S1>0,9990 und RRT, Fenster: 2 s). Der Einschidpt zie kleineren Werte vergré3ert im MalRstab 10:1.

Alle Selektivitdtsparameter wurden ausfuhrlich hinsichtlich ihagsachlichen Eignung fur
den Methodenvergleich diskutiert. Im Ergebnis wurde keine der untersuGimegrofien als
alleine geeignet befunden, so dass eine Zusammenschau alleetearals sinnvoll erachtet
wurde. Aufgrund einer starken Abhangigkeit der Selektivitatsparanveterder Anzahl

untersuchter Substanzen (mit Ausnahme der DP) wurde als Faegit neir begrenzte
Vergleichbarkeit zwischen Methoden konstatiert, bei denen side dd@zahl stark unter-
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schied. Insofern war auch eine Einordnung der hier erzielten Ergeloisdem Hintergrund
anderer in der Literatur veroffentlichter Arbeiten nur eingegckt moglich, da eine auch nur
anndhernd vergleichbar grofRe Substanzzahl nirgendwo untersucht wordénenResultate
der vorliegenden Arbeit lagen jedoch trotz dieses Handicaps incBe&ler besten Literatur-
werte.

Zur Untersuchung der Spezifitdt der UV-Spektren wurden zwei Wesgehritten. Zum einen
wurden samtliche im Substanzbestand der Spektrenbibliothek angetnoffémemophore/
Absorptionssysteme erfasst und ausgezahlt. Hierbei zeigte sgh58&d % der Wirkstoffe
Uber ein einzigartiges Absorptionssystem verfiigten, weitere 13%8tRtelten ein Absorpti-
onssystem, das nur noch ein weiteres Mal in der Spektrenbibliothekadfegewurde. Diese
Zahlen wurden als Beleg fur eine grof3e strukturelle und damit auchags@itische Varia-
bilitdt des betrachteten Substanzkreises gewertet.

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand in der Prufung der Einsaglichkeiten multivariater
statistischer Verfahren zur "Ausbeutung” der bei der STA antidie umfangreichen Daten.
Uber den Einsatz solcher "chemometrischer" Methoden in der foreesigmalytik wurde
bisher nur wenig berichtet. In der vorliegenden Arbeit wurdezhiigr einem zweiten, indi-
rekten Ansatz zur Charakterisierung der Spezifitat von UV-SpekiieAnwendung der Dis-
kriminanzanalyse zur rechnergestitzten Unterscheidung zwischenwahiiga Substanz-
gruppen erprobt, die nach ihrer Bedeutung in der forensisch-toxikcthegisPraxis ausge-
wahlt worden waren.

Insgesamt gingen 487 Wirkstoffe in die Untersuchungen mit ein. fedars gelang nicht
nur die Trennung zwischen den zunachst festgelegten Hauptgruppen, ssyaaeine wei-
tere Unterscheidung in einem hierarchischen System von Untergropjgich, wobei teil-
weise bis zu vier Hierarchieebenen erreicht wurden, bevor aufgruncddiebenen, gerin-
gen Substanzzahlen weitere Aussagen unmdoglich wurden. Die gefundenttatBdelegen,
dass die Unterscheidung von Substanzen mit verschiedenen Chromophoreni#issorpt
systemen Uber das UV-Spektrum sicher gelingt; selbst bebindemgen mit gleichem
Absorptionssystem sind oftmals noch spektrale Unterschiede zu erkemanch von nicht
unmittelbar in der Nachbarschaft des Absorptionssystems befindlgthgtturellen Unter-
schieden herriihren kdnnen. Gleichzeitig wurden bei strukturell &bnli¥ertretern dersel-
ben Wirkstoffklasse grundsatzlich ahnliche spektrale Verlaufe gefursde dass auch die
Zuordnung unbekannter, nicht in der Spektrenbibliothek enthaltener Substanzeniardgand
UV-Spektrums zu einer Wirkstoffgruppe prinzipiell méglich sein sollte.

Neben Selektivitat und Spezifitdt wurden auch weitere analytiseln@grof3en des Verfah-
rens naher betrachtet. So wurden Mess- und Methodenprazision aufsgeeBanplarischer
Messungen pauschal abgeschatzt. Aufgrund der detektoreigenen Kaldmaiglichkeiten
und von Vergleichsmessungen mit Diodenarraydetektoren verschiederstelleierwurde
dabei das UV-Spektrum hinsichtlich seiner Lage und der relativensitdtsverhaltnisse als
fehlerfrei messbar angesehen, sofern es nicht durch den Einfluss wech&a bei niedrigen
Konzentrationen oder durch eine Uberlagerung des chromatographischenvdalssht
war. Fur die absoluten Retentionszeiten wurden Variationskoeffimiente % (Wiederhol-
prazision) bzw. von 3 - 5 % (laborinterne Vergleichsprazision) gefuridieer das Gesetz
der Fehlerfortpflanzung wurde dann der VK fir die relative Reteszeit RRT ermittelt.
Dieser fiel von extrem hohen Werten in der Nahe der Totzeshrals, um sich einem Wert
von etwa 5 % anzunahern.

Die Prazision bei der Bestimmung der Peakflachen wurde zule®vgWiederholprazision)
bzw. 8 % (laborinterne Vergleichspréazision) bestimmt. Des vegiterurden fur eine Reihe
im Rahmen der STA haufig gefundener Substanzen WiederfindungsratenniitesAls im

Mittel realistische Schatzung fur den Fehler der Wiederfindunglevdaraus ein Wert von
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10-20 % angenommen. Fur die verschiedenen vorgestellten Probbedufaysverfahren
wurden fur den jeweiligen Gesamtfehler bei der quantitativen bBig@ngabe aus den
Einzelfehlern Werte zwischen 8 und 15 % errechnet. Sie lagen danBeieich des bei
Analysen aus biologischem Material Ublichen und wurden als im Bahder STA

akzeptabel angesehen.

Die pauschale Angabe von Nachweis- oder Bestimmungsgrenzeéerfigesamten Substanz-
bestand erschien unmdglich. Neben ihrer (optimalen, aber fir die 8Taufavandigen)
Ermittlung durch die Kalibriergeradenmethode scheint fur die Peares Abschatzung tber
den Signal-Rausch-Abstand (Nachweisgrenze Ublicherweise dreffaBestimmungsgrenze
zehn-faches Grundrauschen) die praktikabelste Losung zu sein. Datolel in der vorlie-
genden Arbeit durch die beispielhafte Uberlagerung einiger UV-SQuektrit Rauschen
gezeigt, dass an der solcherart festgesetzten Bestimmungsgoafizenit guten Sl identifi-
ziert werden kann, wahrend allerdings fur unstrukturierte Spekinenl@entifizierung an der
theoretischen Nachweisgrenze wohl nur im gezielten Verdachtsfall mésjlich

Die vorgestellte HPLC-DAD-Methode hat sich im taglichen Emnsatder forensisch-toxi-
kologischen Praxis gut bewéhrt. lhre vielfaltigen Einsatzmdoglitbikenvurden in der Arbeit
abschlieBend an einigen ausgewahlten Vergiftungsfallen aus demsudhiemgsgut des
Instituts fir Rechtsmedizin der HU Berlin demonstriert.

In der Summe erwies sich die HPLC-DAD als aul3erordentlistulegsstarkes Analysenver-
fahren mit hoher Selektivitat und Genauigkeit, das die Anforderungei®ydematischen
Toxikologischen Analyse in allen wesentlichen Kriterien sehr gytiillte. Vergleichbar
umfangreiche Arbeiten tber Konkurrenzverfahren wie GC-MS oder SCstdhen noch aus,
die dort zu erwartenden Ergebnisse dirften sich allerdings in@inéchen Grol3enordnung
bewegen, so dass von einer "einzig wahren" STA-Methode vermaitibhgesprochen wer-
den kann. Ohnehin erganzen sich die angesprochenen Verfahren hinsichtlmipélegli-
chen Substanzkreises eher, als dass sie wirklich miteinander kordwuri@ir die Zukunft
der STA ist dabei die Mdglichkeit der Online-Kopplung in der Komlgmak C-DAD-MS als
besonders interessant anzusehen.

Fur Interessierte steht die Arbeit derzeit als PDF-Datéer der URL http://dochost.rz.hu-
berlin.de/dissertationen/herzler-matthias-2003-03-17/PDF/Herzler.pdf Internet zum
Download bereit; langfristig wird sie auch als HTML-Datei Uden elektronischen Doku-
mentenserver der HU Berlin (http://www.edoc.hu-berlin.de) verfiigbar sei
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