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1. Einleitung

Neue psychoaktive Substanzen (NPS) spielen seit ca. 2008 eine immer groflere Rolle in der
forensischen und klinischen Toxikologie. NPS konnen allgemein als Substanzen definiert
werden, die weder dem UN-Einheitsabkommen {iiber die Betdubungsmittel (1961) noch der
UN-Konvention iiber psychotrope Substanzen (1971) unterstehen. Dies umfasst verschiedene
Substanzklassen wie z.B. synthetische Cannabinoidrezeptoragonisten, Phenethylamine,
Cathinone, Piperazine, Tryptamine etc. [1, 2] Diese Substanzen werden als kommerzielle
Produkte verkauft mit der Absicht, bestehende Betdubungsmittelgesetze zu umgehen und le-
gale Alternativen zu tiblichen Missbrauchssubstanzen wie Cannabisprodukten oder Stimulan-
tien wie Amphetamin anzubieten. Landesabhéngig wurden bereits verschiedene gesetzliche
MalBnahmen ergriffen um diesem Problem zu begegnen.

2. Ergebnisse und Diskussion

2.1. Entwicklung von Nachweismethoden mittels LC-MS/MS

Die Durchsetzung solcher gesetzlichen Maflnahmen erfordert jedoch passende analytische
Methoden um einen Substanzgebrauch zu erkennen. Der erste Teil meiner Dissertation be-
schiftige sich daher mit Methodenentwicklung. Zuerst wurde eine Methode zur Quantifizie-
rung von 56 NPS in Vollblut und Urin mittels HPLC-MS/MS entwickelt und gemif3 den
Richtlinien der GTFCh validiert. Vollblutproben wurden mittels Festphasenextraktion, Urin-
proben mittels Fliissig-fliissig-Extraktion aufgearbeitet. Um bei der relativ groBen Anzahl
erfasster Substanzen noch eine Zykluszeit des Massenspektrometers < 1 s zu erreichen, wurde
im scheduled-MRM-Modus gemessen, bei dem MRM-Ubergiinge nur in einem relevanten
Retentionszeit-Bereich erfasst werden [3]. Die Bestimmungsgrenzen lagen zwischen 1 und
10 ng/mL bei einer Probenlaufzeit von 20 min.

Um den mit der Analyse verbundenen Arbeitsaufwand weiter zu optimieren, wurde ein
schnelleres qualitatives Screening-Verfahren fiir 64 NPS mit Hilfe von getrockneten Blutpro-
ben (Dried Blood Spots, DBS) als schnelle und einfache Probenvorbereitung fiir Vollblutpro-
ben entwickelt. Nachweisgrenzen lagen zwischen 1 und 10 ng/mL bei einem eingesetzten
Probenvolumen von 10 pL [4]. Die Probenlaufzeit betrug 10 min.

Im Laufe des Projekts stieg die Anzahl bekannter NPS deutlich an. Eine fortwidhrende Metho-
denerweiterung stellte sich in der Praxis als herausfordernd dar, da nach jeder Anpassung der
bestehenden MRM-basierten Methoden eine umfassende Revalidierung notwendig wiére.
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Einen moglichen Losungsansatz flir dieses Problem stellen ,,untargeted methods* dar, d.h.
Verfahren, bei denen die eigentliche Messmethode und das erfasste Substanzspektrum weitest-
gehend voneinander unabhéngig sind. Dies ldsst sich z.B. durch bibliotheksbasierte Methoden
bewerkstelligen. Da im Falle einer Methodenerweiterung nur die Bibliothek nicht aber die
eigentliche Messmethode verandert wird, ist eine umfangreiche Revalidierung nicht nétig.
Entsprechend wurde eine Massenspektren-Bibliothek fiir NPS entwickelt, die konzeptionell
auf den Arbeiten von Dresen et al. basiert [5-8]. Dafiir wurden die Substanzen dem Massen-
spektrometer iiber eine kurze chromatographische Sdule zugefiihrt. Dies erlaubt die Abtren-
nung etwaiger Verunreinigungen/Begleitstoffe in der Probe sowie eine Bereinigung der spek-
tralen Daten durch Entfernung von Untergrundsignalen. Produktionenspektren wurden bei
drei verschiedenen Kollisionsenergien (20, 35 u 50 eV) sowie mit ,,collision energy spread*
(35+15 eV) aufgenommen, um die Substanzidentifizierung auf eine moglichst breite Daten-
basis zu stellen. Aktuell enthdlt die Spektrenbibliothek 1564 Produktionenspektren fiir 388
Substanzen. Die Massenspektren stehen unter www.legal-highs.ch im pdf-Format frei zur
Verfiigung. Fiir forensische und klinische Einrichtungen ist die Bibliothek auf Anfrage
(wolfgang.weinmann@irm.unibe.ch) auch im mdb-Format zum Gebrauch mit der Analyst-
Software der Firma Sciex erhiltlich.

svringe Pum /—o_r\ i | Electrochemical | |
Vring P | Reaction Cell |
i i QgLIT-Hybrid

! H Mass Spectrometer
1 1
Potentiostat i
MicroFlow Pump Autosampler : ! i

---------------------------------------------------------- d-------------------JI---------------------------------------

Electrochemistry | Mass Spectrometer
System

Sample Injection System

Abb. 1. Aufbau des automatisierten EC-MS-Systems.

2.2. Metabolisierung von NPS

Um die Metabolisierungswege verschiedener NPS aufzukldren wurden zwei verschiedene in-
vitro-Methoden untersucht: Elektrochemie gekoppelt mit Massenspektrometrie (EC-MS) und
humane Lebermikrosomen (HLM). Es konnte im Vorfeld bereits von anderen Gruppen gezeigt
werden, dass EC bestimmte oxidative Reaktionen, wie sie von Cytochrom-P450-Enzymen in
vivo katalysiert werden, nachstellen kann [9-12]. Erste Experimente wurden mit Benzylpipe-
razin als Modellsubstanz durchgefiihrt. Anschliefend konnte das EC-MS-System durch Ein-
bindung eines Autosamplers und einer Mikroflusspumpe weitgehend automatisiert werden
(Abb. 1). Mit Hilfe dieses automatisierten Systems wurde die elektrochemische Konversion
von 18 NPS (Amphetamine, Cathinone, Tryptamine und synthetische Cannabinoide) und drei
Kontrollsubstanzen systematisch mit Kombinationen drei verschiedener mobiler Phasen (pH
2,9, 6,1 und 10,9) und vier Elektrodenmaterialien (Bor-dotierter Diamant, Glaskohlenstoff,
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Gold und Platin) untersucht. In diesen 252 Messungen wurden fiir jede Substanz die optima-
len Konversionsparameter ermittelt. Fiir ausgewéhlte Substanzen wurden die bei diesen Para-
metern generierten Produkte gesammelt und per HPLC-ToF-MS genauer charakterisiert. [13].
Es zeigte sich, dass mehrere bekannte in-vivo-Metabolite sowie weitere Oxidationsprodukte
(potentielle Metabolite) generiert werden konnten. Dies erforderte jedoch fiir jede untersuchte
Substanz mehrere Experimente unter verschiedenen Reaktionsbedingungen bzgl. mobiler
Phase und FElektrodenmaterial. Eine universell einsetzbare Kombination aus mobiler Phase
und Elektrodenmaterial wurde in diesen Versuchen nicht gefunden. Zusétzlich zu diesem
Arbeitsaufwand wurde eine deutliche Tendenz zur Artefaktbildung beobachtet.

Als Alternative fiir die Generierung von NPS-Metaboliten wurde die Verwendung von HLM
untersucht. Hierfiir wurden das hochpotente, halluzinogene Phenethylamin-Derivat 25D-
NBOMe sowie die synthetischen Cannabinoide AB-FUBINACA und EAM-2201 mit kom-
merziell erhdltlichen HLM, hergestellt aus einem Pool von 120 Spendern, umgesetzt. Nach
einer einfachen Proteinfillung mit Acetonitril zur Probenvorbereitung wurden die Proben
mittels HPLC-ToF-MS analysiert.

Fiir 25D-NBOMe konnte ein umfassender Metabolismus aufgeklédrt werden, der O-Demethy-
lierungsreaktionen und Hydroxylierungen an verschiedenen Positionen, N-Dealkylierung so-
wie Kombinationen dieser Reaktionen umfasst (Abb. 2). Fiir AB-FUBINACA wurden ebenso
umfangreiche Stoffwechselreaktionen ermittelt, wihrend fir EAM-2201 zwei Metabolite
identifiziert wurden.

Abb. 2. Mit humanen Lebermikrosomen (HLM) ermittelte Metabolite von 25D-NBOMe.

Im Vergleich erwiesen sich HLM als geeigneter um die Metabolisierungswege neuer Sub-
stanzen zu untersuchen als EC-MS. HLM erfordern nur eine einzelne Inkubation fiir eine neue
Substanz, wihrend EC-MS mindestens zwolf Experimente pro neuer Verbindung erfordert.
Das mit HLM erhaltene Spektrum an Reaktionsprodukten ist in der Regel auch besser mit in
vivo ermittelten Metaboliten vergleichbar, was auch in einer parallel zu diesem Projekt durch-
geflihrten Master-Arbeit am IRM Bern gezeigt werden konnte [14]. Ein mdglicher Einsatz-
bereich der EC wire jedoch z. B. die gezielte Synthese einzelner Oxidationsprodukte mit
Hilfe spezieller Elektroden.
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3. Ausblick

Aufgrund der bisherigen Erfahrungen ist davon auszugehen, dass das exponentielle Wachs-
tum auf dem Gebiet der NPS weiter anhilt und stetig neue Verbindungen auf den Markt geb-
racht werden. Dies macht fortwidhrende Anstrengungen auf dem Gebiet der Methodenent-
wicklung nétig. Dementsprechend wird auch die im Rahmen dieses Projektes entwickelte
Massenspektrenbibliothek erweitert und aktualisiert werden. Aufgrund der zunehmende Sub-
stanzvielfalt bleibt auch das Gebiet der Metabolismus-Studien weiterhin hoch relevant.
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