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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

1.1.1 Missbrauch

Das Expertenkomitee fur Drug Dependence der Weltgesundheitsorganisation (WHO) defi-
nierte 1969 Missbrauch als ,, Persistenten oder sporadisch exzessiven Substanzgebrauch inkon-
sistent mit, oder unabhdngig einer akzeptablen medizinischen Praxis.“ (WHO, 1969) Gleich-
zeitig wird die Bezeichnung ,,Psychoactive substance misuse* als weitere Begrifflichkeit vor-
geschlagen, welche den Fall des nicht medizinischen oder auch nicht bestimmungsgemélien
Gebrauchs von verschreibungspflichtigen Medikamenten abdeckt (WHO, 2016a). Der ICD-10
verweist hierbei auf einen ,,schiadlichen Gebrauch* also einen Substanzgebrauch, der zu Ge-
sundheitsschaden fiihrt, die sowohl physischer als auch psychischer Natur sein kénnen. Damit
einher geht oftmals ein Abhéngigkeitssyndrom, also eine Sucht. Bei einer Sucht handelt es sich
laut ICD-10 um einen Komplex aus physischen und psychischen Phanomenen, der in Verbin-
dung mit dem wiederholten Konsum einer Substanz steht. Kriterien, die zur Diagnose einer
Suchterkrankung angewandt werden, beinhalten, unter anderem, wiederholten Konsum, Kon-
trollverlust Gber deren Einnahme und die Prioritat des Substanzkonsums, beziehungsweise der
Beschaffung, Uber andere Verpflichtungen. Dartiber hinaus kdnnen eine Toleranzentwicklung
sowie korperliche Entzugssyndrome vorhanden sein (Dilling et al., 2000). Zusammengefasst
beschreibt der Begriff Missbrauch also den nicht bestimmungsgeméaiien Gebrauch einer Sub-
stanz im Rahmen einer Suchtproblematik oder im Rahmen einer medizinischen Behandlung.
Nicht mit eingeschlossen ist im Rahmen dieser Arbeit eine akute Intoxikation unabhéngig da-

von, ob diese in akzidentieller oder suizidaler Absicht erfolgte.

1.1.2 Missbrauchsrelevante Substanzen

Unter Missbrauchsrelevanten Substanzen werden solche Stoffe verstanden, die im Zusammen-
hang mit den oben genannten Definitionen eine Rolle spielen. Bei dem tiberwiegenden Teil der
missbrauchsrelevanten Substanzen handelt es sich um psychoaktive oder auch psychotrope
Substanzen. Dies sind Stoffe, die bei Einnahme oder Applikation mentale Prozesse wie den
Affekt oder die Wahrnehmung beeinflussen (WHO, 2016b).
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Medikamente

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

(@) (b)

Abbildung 1:  (a) Art der gemeldeten Substanzen, welche im Jahr 2013/2014 an die Euro-DEN gemeldet wur-
den (verénderte schematische Darstellung nach EMCDDA, 2016 (1));
(b) Anzahl gemeldeter neuer psychoaktiver Substanzen (y-Achse) zwischen 2005 und 2015 an
das EU Early Warning System (veranderte schematische Darstellung nach EMCDDA, 2015)

Etwa zwei Drittel der insgesamt von europdischen Krankenhdusern an das European Drug
Emergencies Network (Euro-DEN) gemeldeten Falle zwischen Herbst 2013 und Herbst 2014,
die in Zusammenhang mit Intoxikationen mit Drogen und Medikamenten in Verbindung ste-
hen, sind auf klassische Drogen zuriickzufihren (EMCDDA, 2016 a). Bei diesen handelt es
sich um Substanzen, die in Anlage 1, 2 und Anlage 3 des Betdubungsmittelgesetzes (BtMG,
1994) aufgefiihrt sind, also Cannabisprodukte, Heroin, Stimulanzien wie Kokain, Ampheta-
mine und MDMA sowie Halluzinogene, wie zum Beispiel LSD (EMCDDA, 2016 (2)). In den
letzten Jahren beginnt eine weitere Gruppe an psychoaktiven Substanzen an Bedeutung zu ge-
winnen: Die sogenannten ,,neuen psychoaktiven Substanzen* (NPS). Der Anteil, der insgesamt
von Européischen Krankenhdusern an das European Drug Emergencies Network (Euro-DEN)
gemeldeten Falle, an denen NPS beteiligt waren, steigerte sich vom Zeitraum Herbst
2013/Herbst 2014 bis zum Zeitraum Herbst 2014/Herbst 2015 von 5,6 % auf 8,5 % (EMCDDA,
2016 (1)). Die beiden bedeutsamsten Substanzgruppen innerhalb dieser Kategorie sind die syn-
thetischen Cannabinoide und synthetische Cathinone. Bei synthetischen Cannabinoiden handelt
es sich um synthetische Cannabinomimetika, welche regelhaft unter den Namen ,,Spice* oder
auch ,,Krautermischung* bekannt geworden sind (EMCDDA, 2009). Synthetische Cathinone
bzw. Cathinonderivate werden unter dem Begriff ,,Badesalz® gehandelt. Allein im Jahr 2014

wurden etwa 100 neue psychoaktive Substanzen erstmalig an das European Monitoring Centre
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for Drugs and Drug Addiction gemeldet (EMCDDA, 2015) und ca. 70 % der gemeldeten NPS
wurden in erst den letzten 5 Jahren entdeckt (EMCDDA, 2016 (2)). Problematisch an dieser
Substanzgruppe ist, dass sie, im Gegensatz zu den klassischen Drogen, einer hohen Flexibilitét
unterworfen ist, und damit durch die Arzneimittelgesetzte bzw. Betdubungsmittelgesetze nur
unzureichend erfasst wird. Leichte Veranderungen an der Molekdlstruktur, und damit eine Ver-
anderung des Marktes, gehen oftmals schneller vonstatten, als eine eindeutige Identifikation
und Aufnahme in die entsprechenden Gesetze erfolgen kann. Andere Begriffe, die mit diesen
NPS in Verbindung gebracht werden, sind daher auch ,,legal highs* oder ,,research chemicals*
(Brandt et al., 2014) und sind, sofern sie bereits im Betdubungsmittelgesetz erfasst sind, regel-
haft in Anlage 2 des Gesetzes zu finden (BtMG, 2016). Im November 2016 trat allerdings das
,»Neue-psychoaktive-Stoffe-Gesetz* in Kraft, welches das Verbot und den Umgang mit diesen
Substanzen regeln soll, indem es Kernstrukturen und deren Derivate erfasst, und nicht einzelne
Stoffe, wie das BtMG (NpSG, 2016).

Etwa ein Viertel der von Krankenhdusern in Zusammenhang mit Intoxikationen gemeldeten

Substanzen (Abb. 1) gehen auf Medikamente zurlck, die jedoch nicht genauer definiert sind.

Die meisten missbrauchsrelevanten Medikamente, unabhéngig ob es sich dabei um verschrei-
bungspflichtige Medikamente handelt oder nicht, sind ebenfalls psychoaktiv. Weitere Bespiele
sind Substitutionsmedikamente wie zum Beispiel Methadon und Buprenorphin, Opiate/Opio-
ide, Narkotika wie Ketamin, Hypnotika und Sedativa wie Benzodiazepine, Stimulanzien sowie
Psychopharmaka wie beispielsweise Pregabalin (arznei-telegramm, 2006; Gahr et al., 2012,
DHS, 2014).

Missbrauchsrelevant sind dartiber hinaus auch nicht psychoaktive Substanzen, unter anderem
Analgetika, die nicht zur Gruppe der Opiate und Opioide gehdren, sowie anabole Steroide im

Sport, Diuretika, Laxanzien und Nasensprays (Deutsche Hauptstelle fur Suchtfragen, 2014).

1.2 Missbrauchsdiagnostik

1.2.1 Settings

Missbrauchsdiagnostik ist ein Bestandteil der meisten Settings, die mit Substanzmissbrauch
verknupft sind. Die Suchtbehandlung ist hierbei als erstes und wichtigstes Setting zu nennen,
insbesondere im Hinblick auf die Substitutionstherapie. Die Verschreibung von Substitutions-
mitteln ist in der Betdubungsmittel-Verschreibungsverordnung (BtMVV, 1998) geregelt und

besagt, dass eine solche Verschreibung nur getatigt werden darf, wenn ausgeschlossen werden
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kann, dass die Substitution, bzw. deren Sinn, durch die Einnahme anderer Stoffe gefahrdet wird.
Daruber hinaus muss eine bestimmungsgemalie Verwendung des Substitutionsmittels durch
den Patienten gewéhrleistet werden (BtMVV, 2016). In diesem Zusammenhang sind also jene
zwei Punkte hervorgehoben, welche im Rahmen der Missbrauchsdiagnostik die groRte Rolle
spielen. Zum einen der Ausschluss des Konsums einer oder mehrerer Substanzen, zum anderen
die Sicherstellung eines bestimmungsgemalien Gebrauchs einer Substanz durch den Patienten,
also die Compliance (Ammon, 2004; Mutschler et al., 2008). Obwohl es in psychiatrischen
Kliniken und in der Schmerztherapie haufig um eine Compliance-Kontrolle geht, ist insbeson-
dere in der Schmerztherapie hin und wieder auch die Prifung auf die Einnahme von zusatzli-
chen Analgetika oder Drogen Ublich, welche nicht im Medikationsplan enthalten sind (Trescot
et al., 2008).

Der Ausschluss eines Substanzkonsums spielt in der Entzugstherapie, in juristischen und be-
hordlichen Settings, wie zum Beispiel bei VerstoRen gegen das Strallenverkehrsgesetz und dem
Entzug der Fahrerlaubnis (FeV, 2010; StvG, 2003) und beim Workplace Drug Testing eine
Rolle.

1.2.2 Analytik

Die Analytik stellt das neben dem Patientengesprach das einzige Instrument der Missbrauchs-
diagnostik dar. Die Art der Analytik ist abhdngig von dem Setting, in welchem sie zur Anwen-
dung kommt und die Anforderungen, die erfullt werden miissen. Die wichtigsten Faktoren, nach

denen die Entscheidung tber die Art der Analytik fallt, sind:

e Zeit, die zur Probenbearbeitung notwendig ist
e Preis

e Empfindlichkeit

e Selektivitat und Spezifitat

Die beiden analytischen Hauptbereiche in der Missbrauchsdiagnostik sind der Immunoassay
und chromatographische Verfahren wie zum Beispiel Gaschromatographie und Flissigchroma-

tographie.

Immunoassays erlauben den Nachweis einzelner Substanzen oder ganzer Substanzgruppen und
sind regelhaft die schnellere und giinstigere Variante. Die Nachteile des Immunoassays liegen
in einer moglichen mangelnden Selektivitat und/oder Spezifitat, resultierend aus Kreuzreaktio-

nen und damit falsch positiven Ergebnissen (Hand und Baldwin, 2013). Darlber hinaus gelten
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Immunoassays lediglich als ,,hinweisgebende Analysen und sind demnach nicht gerichtsver-
wertbar (GTFCh, 2009).

Chromatographische Verfahren wie beispielsweise Gaschromatographie (GC) oder Hochleis-
tungsflussigkeitschromatographie (HPLC) gelten laut der Gesellschaft fur Toxikologische und
Forensische Chemie im Gegensatz dazu als beweisende oder Bestatigungsverfahren, vorausge-
setzt sie sind mit einem spektrometrischen Detektor gekoppelt, wie etwa einem Massendetektor
oder einem UV-Detektor (GTFCh, 2009).

Diese Verfahren sind aufgrund der notwendigen Probenaufarbeitung regelhaft teurer und auf-
wendiger. Allerdings sind sie durch die verhéltnismaRig sichere Identifikation des Analyten
selektiver und spezifischer als der Immunoassay (Musshoff, 2007). Aulierdem bieten diese Ver-
fahren die Moglichkeit der sogenannten Multi Target Analyse, also der Analyse vieler Analyten
in einer chromatographischen Analyse. Ein weiterer Vorteil chromatographischer Methoden ist
ihre groRere Flexibilitat bezogen auf das Marktgeschehen, da eine chromatographische Me-
thode schneller entwickelt und validiert werden kann als ein immunchemischer Test. Insbeson-
dere im Bereich der Designerdrogen und neuen psychoaktiven Substanzen spielt dieser Um-

stand eine nicht zu unterschatzende Rolle.

1.2.3 Probleme in der Missbrauchsdiagnostik

Probleme in der Missbrauchsdiagnostik ergeben sich in den meisten Fallen aus zwei verschie-
denen Faktoren. Der erste und wichtigste ist der Versuch der Verschleierung eines erfolgten
Substanzkonsums. Hierbei hat sich insbesondere bei der Analytik von Urinproben ein grol3es
mitunter sogar kommerzielles Angebot an potenziellen Manipulationsméglichkeiten etabliert
(Scholer, 2004; Allen, 2011).

Dabei kann zwischen vier verschiedenen Mdglichkeiten unterschieden werden:

1. Die Verdiinnung der Probe, zum Beispiel durch die externe Zugabe von Wasser oder
anderen Flussigkeiten, um die Konzentration des Analyten unter die Entscheidungs-
grenze zu driicken (Scholer, 2004; Allen, 2011).

2. Die Zugabe von Substanzen zur Storung des Tests bzw. der Analytik. Hierbei wird
durch die Zugabe von zum Beispiel starken Sduren oder Laugen die Enzymfunktion bei
Immunoassays gestort oder durch die Zugabe von Tensiden chromatographische Me-
thoden beeinflusst (Scholer, 2004; Allen, 2011).
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3. Die Zugabe von Substanzen zur Manipulation des Analyten. Damit sind vor allen Din-
gen Oxidationsmittel wie Chromate gemeint, aber auch starke S&uren oder Laugen
(Scholer, 2004; Allen, 2011). Auch Enzyme wie beispielsweise Glucuronidasen wie
Ethylglucuronid, ein Marker fur Alkoholkonsum, kénnen die Konzentration des Analy-
ten beeinflussen (Bohnke et al., 2016).

4. Die Abgabe einer fremden Probe (Scholer, 2004; Allen, 2011).

In Folge dieser Mdglichkeiten und der vielfach durchgefuhrten Manipulationsversuchen ist eine
Abgabe der Proben unter Aufsicht notwendig (Musshoff, 2007).

Ein weiteres Problem stellt eine mangelnde Kooperation von Patienten bei der Probenentnahme
dar. Je nach Matrix kann es zu Unbehagen bei der Probenentnahme kommen, wie im Falle einer
Urinprobenentnahme durch die Verletzung der Privatsphéare (Abnahme unter Aufsicht) (Allen,
2011), oder bei der Blutprobenentnahme, wenn eine Angst vor Nadeln oder Spritzen besteht.

Dartber hinaus ist dazu medizinisches Fachpersonal notwendig.

1.3 Kilassische Matrizes in der Missbrauchsdiagnostik

1.3.1 Urin

Urin gilt nach wie vor als der Standard Matrix in der Drogenanalytik und wird insbesondere fiir
ungerichtete Suchanalysen zum Ausschluss eines Substanzkonsums oder Beikonsums in der
Suchtbehandlung (Substitutionstherapie und Entzugstherapie), dem Workplace Drug Testing
und forensischen bzw. behordlichen Fragestellungen eingesetzt. Daruiber hinaus ist auch eine
Compliance Uberpriifung nicht uniiblich, insbesondere bei Patienten, welche sich in einer Sub-
stitutionsbehandlung befinden (Christo et. al., 2011; Casolin, 2016).

Das Nachweisfenster fur den uberwiegenden Teil der Substanzen liegt im Bereich von Minuten
bis Tagen und in einigen Ausnahmeféllen (THC-Carbonsdure) sogar Wochen (Caplan und
Goldberger, 2001; Yacoubian et al., 2001; Verstraete, 2004; Musshoff und Madea, 2006).

Die Vorteile dieser Matrix sind:

e Jeder Mensch produziert im Laufe eines Tages bis zu 1,8 Liter Urin (Silbernagl, 2014),
was bedeutet, dass regelhaft ein hohes Probenvolumen zur Verfiigung steht (Allen,
2011).

e Im Gegensatz zu anderen Matrizes sind die Substanzkonzentrationen im Urin relativ
hoch (Allen, 2011).
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e Die Probenentnahme ist nicht invasiv.

e Es gibt viele publizierte Applikationen flir diese Matrix.

Die Nachteile dieser Matrix sind:

Es bestehen hohe intra-/ und interindividuelle Schwankungen beziiglich der Zusammenset-
zung des Urins. Ein gutes Beispiel dafir ist der pH-Wert, dessen Referenzbereich im Urin
zwischen 4,5 und 8,2 liegt (Silbernagl, 2014). Der Einfluss des pH-Wertes kann sich auf
die Analytkonzentration auswirken, sind doch zum einen pH-abhéngige Konzentrationen
verschiedener Analyten bekannt, wie z. B. Amphetamin und Methadon (Verstraete, 2004;
Allen, 2011), zum anderen auch eine verringerte Stabilitit einiger Substanzen (Kiszka,
2000).

Viele Substanzen unterliegen einem ausgepragten Metabolismus, so dass lediglich ihre
Metaboliten im Urin nachweisbar sind (Allen, 2011). Teilweise sind diese Metaboliten je-
doch als Referenzsubstanzen nicht k&uflich erwerbbar und kénnen damit bei der Analyse
nicht berticksichtigt werden, ein Beispiel dafiir sind neue psychoaktive Substanzen.
Glucuronide spielen in diesem Zusammenhang ebenfalls eine Rolle. Durch Glucuro-
nidasen lassen sich Glucuronide zwar spalten, ziehen damit jedoch eine aufwendigere Pro-
benanalytik nach sich (Shipkova et al., 1999).

Die Mdglichkeiten zur Probenmanipulation sind beim Urin vielfaltig, insbesondere da der
Proband regelhaft das Beddrfnis hat, seine Privatsphére zu wahren und beim Toilettengang
alleine ist. Mittlerweile gibt es ein vielfaltiges Angebot auf diversen Internetseiten, die
Maoglichkeiten zur Probenmanipulation anpreisen und zum kauflichen Erwerb anbieten
(Scholer, 2004). Zusétzlich zu den in Kapitel 1.2.3 aufgefiihrten Mdglichkeiten fuhrt eine
vermehrte Flissigkeitsaufnahme zu einer erhohten Urinproduktion und damit zu einer na-
tirlichen Verdlnnung der Probe (Scholer, 2004). Die Folge ist eine Urinabgabe unter Auf-

sicht und damit eine Einschrankung der Privatsphare.

Der Urin wird vor der eigentlichen Analyse einem Prozess unterworfen, der im Labor der Au-

torin als ,,Perianalytik* bezeichnet wird. Perianalytik beschreibt die Uberpriifung einer Matrix

vor dem eigentlichen Analysevorgang, also eine optische und gegebenenfalls olfaktorische Be-

gutachtung der Probe, eine Uberpriifung der ausreichenden Kennzeichnung, der Verdinnung

und einer moglichen Probenmanipulation. Das Kreatinin spielt in diesem Zusammenhang eine

entscheidende Rolle. Kreatinin ist ein harnpflichtiges Muskelabbauprodukt, das gewohnlich in

einer konstanten Rate Uber die Niere ausgeschieden wird (Mutschler, 2008; Drummer und

Wong, 2013). Die Referenzbereiche bewegen sich hier zwischen 80 und 190 mg/dl (Musshoff,
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2007) je nach Muskelmasse und Geschlecht. Kreatinin dient damit als Authentizitatsmarker fur
den Urin und gibt gleichzeitig Aufschluss iiber eine ,kiinstlich* herbeigefiihrte Verdiinnung.
Daneben kdnnen Temperatur, pH-Wert und ggf. ein Nitrit-, bzw. ein Chromattest durchgefihrt
werden (Scholer, 2004; Musshoff, 2007), bzw. eine Uberpriifung der Funktion des Immunoas-

says an sich.

1.3.2 Haare

Haare haben in der Missbrauchsdiagnostik ihre Nische im Abstinenznachweis rickwirkend
uber einen langen Zeitraum hinweg, bietet jedoch keine Hilfestellung in der Abklarung akuter
Fragestellungen, wie etwa bei Intoxikationen. Regelhaft findet die Haaranalyse bei juristischen
Fragestellungen bzw. in der Fahreignungsdiagnostik Anwendung (Cooper et al., 2011). Das
Nachweisfenster erstreckt sich riickwirkend Uber einige Tage bis hin zu mehreren Jahren, ab-
hangig von der Haarlange (Cooper et al., 2011; Kintz et al., 2013). Ein Zentimeter Haar ent-
spricht hierbei einem Beobachtungszeitraum von etwa einem Monat (Kerekes et al., 2009;
Kintz et al., 2013). Uber eine sequenzielle Haaranalytik, also eine Teilung des Haars in unter-
schiedliche Abschnitte, ist das Konsumverhalten innerhalb eines grob umrissenen Zeitraumes
mdglich, und damit auch eine Unterscheidung zwischen chronischem und partiellem Substanz-
konsum (Cooper et al., 2011; Kintz et al., 2013).

Die Vorteile dieser Matrix sind:

e Ein langes Nachweisfenster, welches sich, abhéngig von der Haarlange, tber viele Mo-
nate, vielleicht sogar Jahre erstrecken kann (Cooper et al., 2011).

e Probennahme nicht invasiv

e geringes Risiko einer Probenmanipulation (Cooper et al., 2011)

e Targetanalyten sind die Muttersubstanzen (Musshoff, 2007).
Die Nachteile sind:

e Haare bilden eine recht inhomogene Matrix, so hat die Haarfarbe, bzw. der Melaninan-
teil, beispielsweise einen groRen Einfluss auf die Substanzkonzentration. In hellem oder
weilem Haar ist die Konzentration des Analyten bei gleichem Konsumverhalten bei-
spielsweise geringer als in melaninreichem, dunklen Haar (Joseph et al., 1996).

e Die Wachstumsphasen des Haares haben einen Einfluss auf das Ergebnis der Analytik.
Haarwachstum findet in Zyklen statt. Die eigentliche Wachstumsphase dauert beim

Kopfhaar etwa 4 - 8 Jahre, mit einem durchschnittlichen Wachstum von ca. 1 cm pro
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Monat auf dem Hinterhaupthdcker (Boumba et al., 2006). Die letzte Phase ist die telo-
gene Phase, oder auch Rastphase. Diese Phase dauert etwa 10 Wochen und betrifft un-
gefahr 15% der Kopfhaare (Pianta et al., 2013). Diese Haare kénnen noch Substanz-
ricksténde aus der Zeit vor der Abstinenz enthalten (Musshoff, 2007).

e Trotz einer zweiten Probenentnahme zum gleichen Zeitpunkt erh&lt man durch die
Kombination der beiden oben genannten Punkte keine echte B-Probe.

e Bei der Analytik vermischen sich Haarabschnitte, welche den Zielanalyten enthalten,
mit negativen Haarabschnitten. Dies kann zur Verdinnung der Analytkonzentration
fuhren, so dass ein einmaliger oder sehr seltener Konsum einer Substanz bei der Analy-
tik untergehen kann, sofern keine sequenzielle Haaranalyse stattfindet (Musshoff,
2007).

e Die Analytik selbst ist relativ aufwendig, sind doch Waschritte, Zerkleinerungsschritte
und Extraktionsschritte notwendig (Cooper et al., 2011).

e Eine chemische Behandlung des Haares, wie etwa Farben oder Bleichen, greift die
Haarstruktur an und kann zu Veranderungen der Substanzkonzentrationen fiihren (Jo-
seph et al., 1996, Cooper et al., 2011).

e Zusammen mit einer verhaltnismaRig geringen Substanzkonzentration (Angabe erfolgt
gewohnlich in Nanogramm pro Milligramm Haar), und der damit notwendigen emp-

findlichen Instrumente, ist die Haaranalytik im Gegensatz zum Urin relativ teuer.

1.3.3 Blut

Wéhrend Haare oder Urin Matrizes darstellen, die eher im Hinblick auf die Feststellung einer
rickwirkende Drogen- oder Medikamenteneinnahme genutzt werden, eignet sich Blut fiir eine
Aussage Uber eine aktuelle Beeinflussung und damit auch als Matrix der Wahl bei akuten Ver-
giftungen (Verstraete, 2004; Kirschbaum et. al., 2008; Nazirizadeh et. al., 2010). Eine beson-
dere Rolle spielt Blut als Matrix im Rahmen des Therapeutischen Drug Monitorings (TDM),
also einer Spiegelbestimmung, da die Blutkonzentration einer Substanz definitionsgemal im
Zusammenhang mit ihrer Wirksamkeit steht (Hiemke et. al., 2011). Zum Einsatz kommt das
Therapeutische Drug Monitoring bei Substanzen mit einem engen therapeutischen Fenster, wie
beispielsweise Immunsuppressiva oder, bei Substanzen mit potenziell toxischen Nebenwirkun-
gen (z. B. Aminoglycosid-Antibiotika). Zudem wird es bei einem ungewohnlichen Wirkungs-
/Nebenwirkungsprofil, einem verzégerten Wirkungseintritt oder toxischen Nebenwirkungen

trotz verhéltnisméalig geringer Dosierung, beziehungsweise einem physiologischen Zustand,
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der zu Anderungen der Pharmakokinetik fiihren kann, wie z. B. eine Schwangerschaft (DAIG,
2012; Mutschler et. al., 2008) eingesetzt. Ein zweiter wichtiger Punkt des TDM ist die Compli-
ance Uberpriifung, also die Kontrolle ob der Patient ein Medikament entsprechend seinem The-
rapieplan verwendet, was insbesondere in der Substitutionsbehandlung und in psychiatrischen
Settings von besonderer Bedeutung ist (Hiemke et al., 2011). Ein dritter Punkt ist die Bestim-
mung der Pharmakogenetik, also beispielsweise der Ermittlung des voraussichtlichen metabo-
lischen Status eines Patienten, im Hinblick auf die Funktionalitdt des metabolisierenden En-
zymsystems bzw. einiger Enzyme, die fur ihre Heterogenitat bekannt sind, wie CYP2D6
(Shams et al., 2006; Hiemke et al., 2011). Auf diese Weise lassen sich sogenannte Schnellme-
tabolisierer (,,fast metabolizer) oder langsame Metabolisierer (,,slow metabolizer*) identifizie-
ren. Abzugrenzen ist dabei jedoch der Unterschied zwischen Phénotyp und Genotyp, kann das
enzymatische System doch durch verschiedene Medikamente beeinflusst werden (Shams et al.,
2006).

Die Nachweisfenster fur entsprechende Substanzen im Blut reichen durchschnittlich von eini-
gen Minuten bis hin zu zwei bis drei Tagen (Caplan und Goldberger, 2001).

Die Vorteile dieser Matrix sind:

e Einschatzung der aktuellen Beeinflussung bzw. des therapeutischen Status einer Person
im Hinblick auf eine entsprechende Substanz

e Blut ist eine recht konstante Matrix im Hinblick auf pH-Wert, Salzanteil und Protein-
konzentration (Walzog und Fandrey, 2014).

e Targetanalyten sind Muttersubstanzen und/oder Metaboliten.

e Blutproben sind bei der Entnahme kaum manipulierbar.

Die Nachteile dieser Matrix sind:

e Das Nachweisfenster fur Substanzen ist verhaltnisméalRig kurz (Caplan und Goldberger,
2001).

e Die Probennahme ist grundsétzlich invasiv und erfordert medizinisches Fachpersonal.

e Bei einigen Patientengruppen (Kinder, psychiatrische Patienten) kann die Probenent-
nahme nur unzureichend toleriert werden, oder es kommt im Falle von Patienten mit

einer langen Abhéangigkeitsgeschichte zu physischen Problemen bei der Probennahme.
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1.4 Alternative Matrizes in der Missbrauchsdiagnostik

1.4.1 Allgemeines

Tabelle 1:  Vergleich klassischer Matrizes in der Missbrauchsdiagnostik

Faktoren

Urin

Haare

Blut

Nachweiszeitraume

Minuten bis Wochen

Monate bis Jahre

Minuten bis Tage

Beeinflussung

Nur eingeschrankt ab-

Nur zuriickliegender

Aktuelle Beeinflussung

schatzbar Konsum abschétzbar
Probenvolumen Hoch Gering Variabel
Matrixbeschaffenheit Variabel Heterogen/variabel Konstant
Zielanalyten Metaboliten Muttersubstanzen Muttersubstanzen
Analytik E_mfach (substanzabhén- | Aufwendig/teuer E_lnfach (substanzabhan-

gig) gig)
B-Probe méglich Ja Keine echte ja

Nicht invasiv Nicht invasiv Invasiv (medizinisches
Probennahme : N

(Privatsphare) Fachpersonal)
Probenmanipulation Einfach Kaum vorhanden Kaum vorhanden

Generell gewinnt die Drogenanalytik in unterschiedlichen Settings zunehmend an Bedeutung,
wie beispielsweise dem Workplace Drug Testing, und aufgrund der Vor- und Nachteile der
unterschiedlichen Matrizes (siehe Tabelle 1) auch die Suche nach alternativen Probenmatrizes
(Caplan und Goldberger, 2001). Dabei spielt die Probenentnahme eine Rolle, die an Fachper-
sonal oder sanitdre Einrichtungen gebunden sein kann, aber auch die Akzeptanz der Probanden.
Daruber hinaus sind natirlich das Setting, die durchschnittlichen Nachweiszeitraume der Ana-
lyten, die Manipulierbarkeit der Proben, die Stabilitat, der analytische Aufwand im Labor und
damit die Kosten, sowie die Anspriiche an die Lagerung der Proben von Bedeutung. Einige
alternative Matrizes zu den Kklassischen bisher bekannten sind zum Beispiel der Dried
Bloodspot, Kapillarblut, Schweil3, Fingernagel, Mekonium und selbstverstandlich der Speichel
und die Ausatemluft (Patteet et al., 2016; Kidwell et al., 1998; Caplan und Goldberger, 2001;
Ropero-Miller et al., 2000; Samyn N. und van Haeren, 2000; Lester et al., 2001).

1.4.2 Speichel

Speichel ist definiert als direktes Sekretionsprodukt der Speicheldriisen und grenzt sich damit
von der in der englischsprachigen Literatur als ,,0ral fluid* bezeichnete Mundhohlenfliissigkeit
ab (Kintz et al., 2008; UNDOC, 2014). Oral fluid setzt sich im Wesentlichen aus Speichel,

Gingivum Cervikalflissigkeit, Blut und anderen Bestandteilen zusammen (Kaufman und


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samyn%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10876986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Haeren%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10876986
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Lamster, 2002; Cone und Huestis, 2007; Kintz et al., 2008). In dieser Arbeit wird der deutsche
Begriff Speichel, abweichend von der oben genannten Definition als Synonym fur das englische

oral fluid verwendet.

Die Speichelproduktion selbst findet Giberwiegend in den drei grofien Hauptspeicheldrisen statt,
in der paarigen Ohrspeicheldriise (Glandula parotis), der paarigen Unterkieferspeicheldrise
(Glandula submandibularis), der paarigen Unterzungenspeicheldrise (Glandula sublingualis),
und ein kleiner Teil in den sogenannten ,,minor glands®. Dies sind kleine Speicheldrisen, die
im Mundraum verteilt sind, und zusammen einen Anteil von unter zehn Prozent der Gesamt-

speichelproduktion ausmachen (Aps und Martens, 2005; Whealton, 2012).

Der sezernierte Speichel der einzelnen Speicheldriisen unterscheidet sich hinsichtlich seiner
Zusammensetzung, insbesondere in Bezug auf pH-Wert und Viskositét (Ciba-Geigy, 1977; Aps
and Martens, 2005). In der Speichelanalytik wird jedoch, abgesehen von wenigen Ausnahmen,
mit dem Gesamtspeichel gearbeitet. Dieser besteht zu 99% aus Wasser und etwa zu 1% aus
Proteinen, bei denen Enzyme wie a-Amylase, Lysozyme, Hormone wie zum Beispiel Cortisol,
Immunglobuline und Serumproteine den Hauptanteil ausmachen. Kohlenhydrate sind zu etwa
80% in Form von Glykoproteinen vorhanden, den sogenannten Mucinen, die bei der Viskositat
des Speichels eine entscheidende Rolle spielen (Ciba-Geigy, 1977; Kidwell et al., 1998; Hol-
singer und Bui, 2007).

Grundsétzlich ahnelt sich der Aufbau der jeweiligen Speicheldrisen in ihrer Grundstruktur und
besteht aus sekretorischen Endkdpfchen, den sogenannten Azini, die den Speichel produzieren,

und einem Geflecht aus Ausfuihrgédngen (Holmberg und Hoffman, 2014; Samyn et al., 1999).

Abbildung 2:  Schematische Darstellung einer Speicheldriise; 1) seréses Azinus (weil); 2) mukdser Azinus
(grau); 3) seromukdser Azinus; 4) Schaltstiick; 5) Streifenstiick



1 Einleitung 13

Die Azini unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Zellzusammensetzung und damit ihres produ-
zierenden Sekrets in mukdse Azini, serdose Azini und eine Mischform, die seromukosen Azini
(Holsinger and Bui, 2007; Hold et al., 1999), und fuhren in die sogenannten Schaltstlicke, den
ersten Abschnitt der Ausfuhrgange, welche die einzelnen Azini miteinander verbinden. Das
gebildete Sekret stellt den plasmaisotonen Primarspeichel dar. Im Schaltstlick vermischen sich
die Sekrete der Endkopfchen verschiedenen Typs und treten in den Ductus striatus, das Strei-
fenstiick (Holsinger und Bui, 2007; Holmberguand Hoffman, 2014), ein. In diesem Abschnitt
der Ausfuhrungsgénge findet die aktive Ruckresorption von Natriumchlorid statt, wéhrend Ka-
lium und Hydrogencarbonat aktiv in den Speichel sezerniert werden, allerdings im Vergleich
zum Natriumchlorid in geringeren Konzentrationen (Samyn et al., 1999; Turner und Sugiya,
2002; Holsinger und Bui, 2007). Vermutlich findet neben der aktiven Sekretion auch eine Riick-
resorption von Hydrogencarbonat im Streifenstilick statt, die jedoch abhéngig von der Durch-
flussgeschwindigkeit des Priméarspeichels ist (Smith, 2012). SchlieBlich tritt der finale Speichel
in den letzten Abschnitt der Ausfiihrungsgange ein, den Ductus excretorius, und kann in den
Mundraum sezerniert werden (Samyn et al., 1999; Holsinger und Bui, 2007). Obgleich die
Konzentration von Kaliumhydrogencarbonat im Speichel héher ist als jene im Plasma, ist der
Speichel gegentiber dem Plasma hypoton, auch bedingt durch die verhaltnismaRig niedrige Nat-
riumchloridkonzentration (HOld et al., 1999; Samyn et al., 1999; Holsinger und Bui, 2007).

Kommt es zu einer Stimulation des Speichelflusses, findet nicht nur eine Stimulation der Azi-
nuszellen, sondern auch der Myoepithelzellen um Azinuszellen und Ausfiihrungsgange statt.
Dartiber hinaus verringert sich die Rate der Riickresorption von Natriumchlorid (Smith, 2012;
Holsinger und Bui, 2007). Auch die Hydrogencarbonatkonzentration, und mit ihr der pH-Wert,
steigen mit steigender Flussrate (Ciba-Geigy, 1977; Whealton, 2012). Die Speichelproduktion
unterliegt einem zirkadianen Rhythmus von etwa 24 Stunden, wobei die hochste Flussrate am
spaten Nachmittag, zwischen 15 und 16 Uhr und die niedrigste Flussrate in den friilhen Mor-
genstunden zwischen 3 und 5 Uhr verzeichnet wurde (Dawes, 1972; Dawes und Ong 1973).
Daruber hinaus findet eine Stimulation des Speichelflusses durch physische Reize, wie das
Kauen, olfaktorische und gustatorische, sowie psychische Reize statt (Ciba-Geigy, 1977). Da-
bei kénnen Flussraten entstehen, die um ein Vielfaches hoher liegen als der eigentliche, nicht
stimulierte Speichelfluss, und somit von unter 0,1 Milliliter pro Minute auf deutlich Gber einen

Milliliter pro Minute ansteigen konnen (Ciba-Geigy, 1977).
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Ubergang von Substanzen in den Speichel

Der Ubergang von Substanzen aus dem Blut in den Speichel kann auf verschiedene Arten statt-
finden. Mdégliche Wege sind: die transzellulare passive Diffusion, der aktive Transport, die
Ultrafiltration und die Pinozytose, wobei letztere fiir Xenobiotika kaum eine Rolle spielt (Hold
et al., 1999; Haeckel und Hénecke, 1996; Samyn et al., 1999). Das Konzentrationsverhaltnis
von Substanzen in Speichel und Blut entspricht grundséatzlich einem Gleichgewichtsverhéltnis,
das wesentlich durch die unterschiedlichen Formen des Ubergangs dieser Substanzen aus dem

Blut in den Speichel beeinflusst wird.

Transzellulédre passive Diffusion

Bei der passiven Diffusion, also einer Diffusion aus den Blutkapillaren in das Lumen des sek-

retorischen Endkdpfchens, nehmen verschiedene Faktoren Einfluss auf den Diffusionsprozess.

Lipophile Substanzen passieren die Lipiddoppelschichten der Zellmembranen schneller und
besser als hydrophile (Haeckel, 1989; Haeckel und Hanecke, 1996; Kidwell et al. 1998), vo-
rausgesetzt ihr Molekulargewicht ist nicht zu hoch. Hochmolekulare Substanzen wie verschie-
dene Antibiotika, sind nicht dazu in der Lage durch die Zellmembranen zu diffundieren. Mole-
kulargewichte um 400 Dalton kdnnen hier als ungefahre Grenze betrachtet werden (Haeckel
and Hanecke, 1996). Generell passieren kleine Molekiile Zellmembranen besser als groRe.
(Samyn et al., 1999; Haeckel and Héanecke, 1996). Einer der Haupteinflussfaktoren ist der pKs-
Wert einer Substanz und ihr daraus resultierender lonisierungsgrad. Der pH-Wert des Blutes
liegt bei etwa 7,4 also im schwach alkalischen Bereich, wahrend der pH-Wert des Speichels im
nicht stimulierten Zustand mit durchschnittlich 6,4 im schwach sauren Bereich liegt (Ciba-
Geigy, 1977). Theoretisch sind nur nicht ionisierte Molekile dazu in der Lage, die Zellmemb-
ranen zu passieren. Der lonisierungsgrad bei einem bestimmten pH-Wert ist jedoch abhangig
vom pKs-Wert einer Substanz (Haeckel, 1989; Haeckel und Hénecke, 1996; Samyn et al.,
1999). Herrschen im Mundraum saure Verhaltnisse, fungiert der Speichel folglich als eine Art
lonenfalle (Haeckel, 1989; Haeckel und Hanecke, 1996).
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Acinus-
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Abbildung 3:  Ubergang von Substanzen aus dem Blut in den Speichel; D: Substanz; A: Séure; B: Base; HA:
protonierte Saure; HB: protonierte Base

Hier greift auch der nachste Einflussfaktor auf die Konzentration einer Substanz im Speichel:
Der pH-Wert des Speichels. Wie oben schon erwéhnt, steigt die Hydrogencarbonatkonzentra-
tion mit steigendem Speichelfluss an, so dass bei Speichelflussstimmulation pH-Werte von 7,8
bis 8 erreicht werden kénnen (Ciba-Geigy, 1977). Wahrend der Einfluss auf neutrale, schwach
saure oder basische Substanzen mit pKs-Werten zwischen 8,5 und 5,5 geringer ist, fihrt ein
Anstieg des pH-Wertes im Speichel zu starkeren Gleichgewichtsveranderungen bei starken
Sauren oder Basen (Haeckel, 1989; Haeckel and Hanecke, 1996; Hold et al., 1999).

Vereinfacht l&sst sich sagen, dass das Konzentrationsverhéltnis zwischen Speichel und Plasma
bei basischen Substanzen tendenziell tiber 1 und bei sauren Substanzen eher unter 1 liegt, vo-
rausgesetzt andere Einflussfaktoren sind untergeordnet (Haeckel und Hénecke, 1996). Der
letzte, entscheidende Einflussfaktor auf den Ubergang einer Substanz in den Speichel, der das
Konzentrationsverhaltnis zwischen Speichel und Blut beeinflusst, ist die Plasmaproteinbin-
dung, auf die an spéterer Stelle noch eingegangen wird. Nur ungebundene Molekiile kénnen in
den Speichel diffundieren. Aus diesem Grund wird die Speichelkonzentration einer Substanz
auch gerne als Reflexion der freien Blutkonzentration gesehen (Haeckel und Hanecke, 1996;
Samyn et al., 1999; Hold et al., 1999; Kidwell et al., 1998).
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Aktiver Transport

Der erste der drei untergeordneten Transportmechanismen von Substanzen in den Speichel, auf
den hier eingegangen werden soll, ist der aktive Transport. Dabei handelt es sich um einen
spezifischen, energieabh&ngigen Transport tUber Carrier, wie er auch in der Niere zu finden ist.
Ausgehend vom Nierenmodell wird vermutet, dass diese Carrier im Ductus striatus lokalisiert
sind (Haeckel and Hanecke, 1996). Beschrieben wurde ein aktiver Transport unter anderem flr
Lithium, Penizillin, Tetracyclin, einige Antiepileptika, Metoprolol, Pirmenol und sogar Insulin
(Haeckel and Hanecke, 1996; Dawes et al., 1978; Johnson et al., 1986; Groschel, 2008; Hold et
al., 1999).

Ultrafiltration

Wahrend der aktive Transport auch fir grofiere Molekiile problemlos mdglich ist, ist die Ultra-
filtration ein Prozess, der nur mit sehr kleinen polaren bzw. wasserltslichen Molekdlen bis ma-
ximal 200 Da stattfinden kann. Diese Substanzen gelangen tber ,.tight junctions®, also kleine
mit Wasser gefullte Poren, in das sekretorische Endkopfchen (Kaufmann und Lamster, 2002;
Haeckel und Hanecke, 1996; Hold et al., 1999).

All diese Transportmechanismen flhren letztendlich zu der Einstellung eines Konzentrations-
gleichgewichtes zwischen Speichel und Blut bzw. Speichel und Plasma, der sogenannten Spei-
chel/Blut, Speichel/Plasma oder auch Speichel/Serum-Ratio, abhéngig von der betrachteten
Matrix. Regelhaft wird von einem Speichel/Plasma- (OF/P-Ratio) oder einem Speichel/Serum-
Ratio (OF/S-Ratio) ausgegangen.

Plasmaproteinbindung

Die Plasmaproteinbindung beeinflusst alle Transportmechanismen von Substanzen aus dem
Blut in den Speichel und entspricht einer Gleichgewichtsreaktion, die das Verhaltnis zwischen
frei vorliegender Substanz im Blut, dem ungebundenen Plasmaprotein und dem Substanz-Pro-

teinkomplex beschreibt.

81+ [P] <SP

S = Substanz

P = Plasmaprotein

SP = Substanz-Protein-Komplex

k1 = Gleichgewichtskonstante Hinreaktion
k2 = Gleichgewichtskonstante Rickreaktion
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Eine solche Bindung ist in der Regel unspezifisch und reversibel (Mutschler, 2008; Burton et
al., 2006; Howard et al., 2010). Parameter, welche diesen Gleichgewichtsprozess beeinflussen,

sind der pH-Wert, die Temperatur und der Salzgehalt der Matrix.

Innerhalb dieser Gleichgewichtsreaktion spielen unterschiedliche Konstanten eine Rolle, wel-
che entscheidende Parameter des Bindungsprozesses und Ausmafes beschreiben. Die Affini-
tatskonstante (Ka = ki/k2) ermdglicht eine Aussage uber die Bindungsstarke, wahrend die Dis-
soziationskonstante (Kpy gleich der inversen Affinitatskonstante ist (Kp = 1/Ka) und der Kon-
zentration ungebundener Substanz entspricht, wenn die Halfte aller mdglichen Bindungsstellen
besetzt sind. Die maximale Zahl moglicher Bindungsstellen wird als Kapazitatskonstante oder
Niot bezeichnet. Diese Parameter sind substanzspezifisch (Burton et al., 2006).

An der Plasmaproteinbindung sind mehrere Proteine beteiligt, das bedeutendste ist jedoch das
Albumin. Mit einem Molekulargewicht von etwa 66-69 kDa und einer Konzentration von 35
bis 55 g pro Liter Serum, stellt es die grofite Fraktion der Plasmaproteine. Seine Aufgaben
liegen sowohl in der Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks als auch des pH-Wertes
im Blut (Berde et al., 1979; Burton et al., 2006; Howard et al., 2010). Ungefahr 60% des Ge-
samtalbumins liegen extravaskulér vor und 40% intravaskuléar (Jusko und Gretch, 1976). Dar-
uber hinaus ist Albumin ein wichtiges Transportprotein, nicht nur fir Xenobiotika, sondern
auch fir korpereigene Substanzen wie Bilirubin und Fettsduren (Berde et al., 1979; Brodersen,
1979; Burton et al., 2006; Howard et al., 2010).

Das saure a-1-Glykoprotein ist das bevorzugte, aber nicht ausschlie3liche Bindungsprotein flr
basische Arzneistoffe. Es hat ein Molekulargewicht von im Schnitt 41 kDa mit einem Bereich
zwischen 38 und 48 kDa und eine Konzentration von 0,6 bis 1,2 bzw. 1,4 g pro Liter Serum
(Burton et al., 2006; Tesseromatis et al., 2011).

Das saure a-1-Glykoprotein ist ein sogenanntes Akute-Phase-Protein und wird unter anderem
bei Verbrennungen, Infektionen und Traumata vermehrt gebildet. GemaR dem Massenwir-
kungsgesetz kann dies den Anteil freier Substanz im Blut beeinflussen. Dartber hinaus ist von
verschiedenen Varianten dieses Proteins berichtet worden, die unter anderem Unterschiede in
ihrer Bindungsfahigkeit mit Xenobiotika und korpereigenen Substanzen aufweisen kdnnen
(Burton et al., 2006; Tesseromatis et al., 2011).

Wie beim Albumin gibt es auch beim sauren a-1-Glykoprotein Konkurrenzen verschiedener
Substanzen um Bindungsstellen. Diese Konkurrenzen verschiedener Stoffe um Bindungsstellen

ist proteinunabhdngig und folgt denselben Prinzipien. Dabei ist die Verdrdngung von
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Arzneistoffen oder kdrpereigenen Stoffen durch eine andere Substanz mdglich. Dafiir missen
verschiedene Bedingungen erfillt werden. Zum einen muss die verdrangte Substanz zu einem
hohen Anteil an Plasmaproteine gebunden sein, zum anderen mussen beide Substanzen entwe-
der um dieselbe Bindungsstelle (kompetitiv) oder zumindest um das selbe Protein (allosterisch)
konkurrieren, und die Bindungsstellen mlssen begrenzt sein, sprich die molare Konzentration
der beiden Substanzen muss die Anzahl der Bindungsstellen tberschreiten. Als letzte Bedin-
gung muss entweder die freie Konzentration der konkurrierenden Substanz héher sein als die
der gebundenen Substanz, oder die Bindungsaffinitat entsprechend héher sein (MacKichan,
1989, Burton et al., 2006).

Weitreichende Konformitatsdnderungen durch allosterische Effekte werden allgemein der Bin-
dung von Fettsdauren an das Albumin zugeschrieben, wahrend Medikamente nur leichte Veran-
derungen in der Region der Bindungsstelle verursachen. Kompetitive Konkurrenz ist jedoch
der hdufigere Grund fir veranderte Plasmaproteinbindung von Arzneistoffen. Bindungen kon-
nen, wie im Falle des Bilirubins, temperaturabhéngig sein, abhangig von der Bindungsenthalpie
(Berde et al., 1979; Burton et al., 2006).

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, die freie Arzneistoffkonzentration beziehungsweise die
Plasmaproteinbindung einer Substanz, zu bestimmen. Die bekanntesten sind die Gleichge-

wichtsdialyse, die Ultrazentrifugation und die Ultrafiltration.

Bei der Gleichgewichtsdialyse wird mit zwei, durch eine semipermeable Membran getrennten
Zellen gearbeitet. In der ersten Kammer befindet sich das Serum mit der entsprechenden Sub-
stanz, in der zweiten Kammer ein Puffergemisch mit physiologischem pH-Wert und Salzgehalt.
Nach einer Weile stellt sich ein Konzentrationsgleichgewicht der ungebundenen Substanz zwi-
schen beiden Kammern ein. Uber die Bestimmung der Konzentration in der Pufferkammer l4sst
sich die Plasmaproteinbindung leicht berechnen. Zu beachten ist bei diesem Verfahren der Zeit-
aufwand (Dialysezeiten von bis zu 24 Stunden sind mdéglich), die Konzentrationsabhéngigkeit
der Plasmaproteinbindung, und nicht zuletzt eine mégliche unspezifische Bindung des Analy-
ten an die Membran. Temperatur und pH-Wert sind konstant bei physiologischen Bedingungen
zu halten. (Jung etal., 1981; Barré et al., 1985; VVogeser et al., 2007; Burton et al., 2006; Howard
etal., 2010).

Die Ultrazentrifugation nutzt keine Membran, sondern trennt die einzelnen Komponenten des
Blutes durch die Zentrifugalkraft nach Masse voneinander ab. Diese Methode birgt zwar Vor-

teile, insbesondere bei sehr hydrophoben Substanzen, da sie nicht mit Membranen arbeitet, beli
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denen unspezifische Bindungen die Ergebnisse verfalschen konnten, allerdings ist diese Me-
thode verhaltnismalig teuer und nicht zwingend weniger zeitaufwendig, verglichen mit der
Gleichgewichtsdialyse (Barré et al., 1985; Burton et al., 2006; Howard et al., 2010).

Eine dritte Form der Bestimmung freier Substanzkonzentration im Blut bzw. Plasma oder Se-
rum ist die Ultrafiltration. Sie gilt als einfachste und schnellste Methode. Hierbei werden spe-
zielle Filter eingesetzt, die tber eine Probenkammer, eine semipermeable Filtermembran mit
einer bestimmten Ausschlussgrenze, z.B. 30 kDa (Gebrauchsanleitung Centrifree® Ultrafiltra-
tionseinheiten, 2014), und einen Filtratsammelbehalter verfligen. Anschlieend wird die Filtra-
tionseinheit zentrifugiert, regelhaft bei 1000 bis 2000 g (Barré et al., 1985; Gebrauchsanleitung
Centrifree® Ultrafiltrationseinheiten, 2014). Uber die entstehenden Zentrifugalkréfte gelangen
Wasser und Molekule unterhalb der Ausschlussgrenze durch den Filter in den Filtratsammel-
behélter. Auch bei dieser Methode kdnnen unspezifische Bindungen an die Filtermembran oder
andere Teile der Filtrationseinheit die Ergebnisse beeinflussen (Jung et al., 1981; Barreé et al.,
1985; Vogeser et al., 2007; Burton et al., 2006; Howard et al., 2010).

e

Abbildung 4:  Schema einer Ultrafiltrationseinheit

Um unspezifische Bindung als Fehlerquelle bei der Bestimmung der freien Substanzkonzent-
ration auszuschlieRRen, sollte sie sowohl bei der Gleichgewichtsdialyse als auch bei der Ultra-
filtration bestimmt und bei der Berechnung der Plasmaproteinbindung, bzw. der freien Sub-

stanzkonzentration, beruicksichtigt werden (Ballard und Rowland, 2011). Auch die Temperatur
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kann bei der Bestimmung der Plasmaproteinbindung eine Rolle spielen, da Temperaturabhén-
gigkeiten bei der Bindung entsprechender Substanzen an die Plasmaproteine bekannt sind
(Berde et al., 1979; Jung et al., 1981; Berezhkovskiy, 2008).

Oral fluid/Plasma Ratio

Das Konzentrationsverhéltnis zwischen Speichel und Blut erlaubt eine Abschétzung der gene-
rellen Nachweisbarkeit einer Substanz im Speichel und dariiber hinaus eine Einschatzung tber
den Nachweiszeitraum. Ein OF/Plasma Ratio (OF/P-Ratio) von 1, wie es zum Beispiel bei
Ethanol vorkommt (Hein et al., 1989; Haeckel und Hanecke, 1996), bedeutet nicht nur, dass
diese Substanz in beiden Matrizes die gleiche Konzentration hat, sondern auch, dass ihr Nach-
weiszeitraum vergleichbar ist, wéhrend eine OF/P-Ratio von weit tber 1 auch einen Nachweis-

zeitraum haben sollte, der entsprechend langer ist als der selbiger Substanz im Blut.

Weiterhin ist tber eine bekannte OF/P-Ratio und den bekannten therapeutischen Bereich im
Serum die Ermittlung der korrespondierenden Speichelkonzentration mdglich und damit auch

die Option Speichel als alternative Matrix im TDM zu verwenden.

Unter Einbeziehung von pKs-Wert, Plasmaproteinbindung und Speichelproteinbindung, sowie
den pH-Werten von Speichel und Plasma, l&sst sich dies Speichel/Plasma-Ratio mit der Ras-
mussen-Gleichung theoretisch ermitteln. Bei dieser Gleichung handelt es sich um eine Ab-

wandlung der Henderson Hasselbalch Gleichung fiir Puffersysteme (Kidwell et al., 1998).

Saure Substanzen:

[Speichel] — 1+10 (PHspeichet-PKa) [frei piasmal
[Plasma]l ~— 1 + 10 @Hptasma—PKa) [freispeichet]

Basische Substanzen:

[Speichel]  1+10 PKa-PHspeichel [ freip;gsmal
[Plasma] ~ 1+ 10 PKa-PHpiasma x [frei speichet]

[Speichel]

[Plasma]

Substanzkonzentration im Speichel

Substanzkonzentration im Plasma

freie Substanzkonzentration im Plasma

[freipiasmal

freie Substanzkonzentration im Speichel

[freispeichel]

Ein direkter Zusammenhang zwischen Blut- und Speichelkonzentration ist fir ein TDM im
Speichel unausweichlich. Dass dieser Zusammenhang existiert, und Speichel durchaus als ge-

eignete Matrix fir Therapeutisches Drug Monitoring angesehen werden kann, wurde am
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Beispiel von einigen Antiepileptika und anderen Medikamenten wie Lithium und Metoprolol
bereits aufgezeigt (Horning et al., 1977; MacKichan et al., 1981; Maldonado et al., 2008; Patsa-
los et al., 2013). Speichel als Matrix verfligt im Rahmen der Missbrauchsdiagnostik iber einige
Vorteile, ist es immerhin eine schmerzlose, nicht invasive Matrix, fir dessen Abnahme im Ge-
gensatz zu Blut nicht einmal medizinisches Personal notwendig ist, und die theoretisch sogar
zu Hause stattfinden konnte (Patsalos et al., 2013). Zudem ist eine Probenentnahme unter Auf-
sicht einfacher und ohne Verletzung der Privatsphare durchfiihrbar, anders als bei Urin, noch

dazu mit geringerer Manipulationsmdglichkeit (Bosker and Huestis, 2009).

Die Nachteile liegen in der geringeren Substanzkonzentration und dem, im Gegensatz zu Blut
oder Urin, geringeren Volumen, insbesondere da viele Medikamente und Substanzen uner-
wiinschte Arzneimittelwirkungen aufweisen, die mit verminderter Speichelbildung einher ge-
hen (Scully, 2003, Caplan und Goldberger, 2001).

Gewinnung von Speichelproben

Eine entscheidende Rolle spielt im Zusammenhang mit dem ungerichteten Screening und dem
TDM die Speichelprobenentnahme. Sie hat Einfluss auf die Substanzkonzentration in der
Probe, damit die Nachweis- und Bestimmungsgrenze und das sammelbare VVolumen (Langel et
al., 2008). Es stehen eine Reihe unterschiedlicher Speichelsammelsysteme zur Verfligung, die
sich in drei Hauptkategorien einteilen lassen und deren Funktionsweise jeweils an einem Bei-

spiel erklart werden soll.

Speichelsammelsysteme

| 1. Sammelpads/Sammelschwimme | ‘ 2. reiner Speichel in Auffanggefillen ‘ ‘ 3. fliissige Speichelextraktion |
| a) ohne Puffer | | b) mit Puffer | | Greiner Bio One® ‘
| Salivette® ‘ | Quantisal® |

Abbildung 5:  Ubersicht Speichelentnahmesysteme

Die erste Kategorie nutzt Sammelpads oder Sammelschwamme und wird wiederum in zwei
Unterkategorien aufgeteilt, ndmlich solche, die den Speichel direkt aus dem Sammelschwamm

extrahieren und jene, die eine Pufferlésung zur Lagerung und Konservierung verwenden.
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Ein Beispiel fur die erste Untergruppe stellt das Salivette® Speichelsammelsystem dar (siehe
Abbildung 6).

Es besteht aus einer Vorlage, einem Einhangegefal, einer Watterolle und einem Stopfen. Die
Watterolle wird nach dem Offnen fiir etwa eine Minute in den Mund genommen und es wird
vorsichtig darauf gekaut. AnschlieBend wird die Watterolle in das Einhdngegefal3 gelegt und
das ganze System verschlossen. Im Labor wird der Speichel mittels Zentrifugation aus der Wat-
terolle extrahiert und durch die im EinhangegefaR vorhandenen Lécher in der Vorlage aufge-
fangen (Gebrauchsanleitung Salivette®) Bei dieser oder dhnlicher Form der Speichelentnahme
stehen verschiedene Mdglichkeiten der Speichelflussstimulation zur Verfugung. Zum einen
wirkt das leichte Kauen auf dem Sammelschwamm flussanregend, zum anderen sind auch Va-
rianten mit Zitronenséure erhéltlich. Bei einer Anregung des Speichelflusses konnte es aller-
dings zu einer nattrlichen Verdiunnung der Probe kommen. Dariber hinaus ist insbesondere im
Fall der Xerostomie mit einem geringen Probenvolumen zu rechnen, auBerdem kann es zu un-
spezifischen Bindungen einzelner Substanzen an die Watterolle kommen (Bosker and Huestis,
2009; Shirtcliff et al., 2001).

Stopfen (S) Watterolle (W) EinhéngegefaR (EHG) Vorlage (V)

Zusammengehorigkeit der obigen Teile

gelieferte Salivette

Abbildung 6:  Salivette® Speichelentnahmesystem

Ein Beispiel der zweiten Untergruppe der 1. Kategorie stellt das Quantisal® Speichelentnahme-

system dar.

Das Prinzip des Quantisal® Speichelsammelsystem beruht auf einem Zellulosepad, das unter

die Zunge gelegt wird und ein definiertes Volumen Speichel aufnehmen kann (1 ml, + 10% laut
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Hersteller). Ein Indikatorfeld im Tragerstabchen verfarbt sich blau, sobald das entsprechende
Volumen erreicht wurde. Anschlie3end wird der Cellulosetupfer in das Transportréhrchen ge-
steckt. In diesem befinden sich exakt 3 ml eines Extraktionspuffers aus PBS, Stabilisatoren,
Proclin300 und einem Farbstoff (pH 7,3). Nach Herstellerangaben soll das Sammelpad min-
destens 30 min im Extraktionspuffer verbleiben, je nach Analyt sind auch mehrere Stunden
notwendig. In dieser Zeit stellt sich ein Konzentrationsgleichgewicht zwischen Speichel bzw.

Pad und dem Extraktionspuffer ein.

insert pad ' f
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Abbildung 7:  Quantisal® Speichelentnahmesystem (Quelle: https://immunalysis.com/wp-content/uploads/
2013/03/Quatisal_5.jpg; Stand: 01.04.2019; 22:49 Uhr)

Sofern keine zusatzlichen MalRnahmen getroffen werden, gilt dieses Speichelsammelsystem als
den Speichelfluss nicht stimulierend. Uber das bekannte Volumen der Pufferldsung und das
bekannte Volumen des Speichels im Sammelpad ergibt sich bei der Analyse nun ein Verdin-
nungsfaktor von vier, der bei der Konzentrationsermittlung der Zielanalyten zu beachten ist.
Um eine Konzentrationsermittlung durchfiihren zu kénnen, ist ein Volumenindikatorfeld bei
Speichelsammelsystemen dieser Art zwingend erforderlich. Mdgliche Nachteile dieses Proben-
sammelsystems sind unter Umstanden eine lange Probensammelzeit und unspezifische Bin-

dung an das Cellulosepad.

Das Sammeln reinen Speichels ist eine weitere Mdglichkeit und kann in jeder Art von Gefal3
erfolgen, sowohl mit Speichelflussstimulation durch das Kauen auf Parafilm, sauren Nahrungs-
mitteln oder Ahnlichem. Auch bei dieser Variante sind eventuell geringe Probenvolumina so-
wie hohe Sammelzeiten zu erwarten, sofern der Speichelfluss nicht angeregt wird (Langel et
al., 2008).

Ein Speichelsammelsystem, das auf einer flissigen Speichelextraktion beruht, begrindet die
dritte Kategorie. Das Greiner Bio-One Speichelentnahmesystem ist bisher das einzige dieser
Art auf dem Markt. Es setzt sich aus einer wassrigen Spulldsung, einer Speichelextraktionslo-

sung mit pH 4,2 (enthalt einen Zitronensaurepuffer und den Lebensmittelfarbstoff Tartrazin),
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einem Sammelbecher und zwei vakuumierten Speicheltransferréhrchen zusammen (siehe Ab-
bildung 8). Zur Speichelentnahme wird der Mund fir zwei Minuten mit der Speichelextrakti-
onslésung (SES) gespult und das Speichel/SES Gemisch anschlieBend mittels des Sammelbe-
chers aufgenommen. Uber ein in den Sammelbecher integriertes Ventil ziehen die vakuumier-
ten Speicheltransferréhrchen die Speichellsung auf. Mikrobielles Wachstum in den Spei-
cheltransferréhrchen wird durch eine enthaltene antimikrobielle Substanz (Natriumazid) ver-
hindert. Der Speichelanteil kann im Nachhinein tber die optische Dichte des Tartrazins photo-
metrisch ermittelt werden. Dieser individuell bestimmte Speichelanteil wird bei einer Konzent-

rationsermittlung letztendlich einbezogen.

Abbildung 8:  Greiner Bio-One Speichelsammelsystem

Das Greiner Bio-One System hat im Gegensatz zu anderen Speichelsammelsystemen einige
Vorteile. Es regt den Speichelfluss an und l&sst sich daher auch bei Patienten, die unter Xe-
rostomie leiden, gut anwenden. Dariiber hinaus ergibt sich bei sachgerechter Anwendung ein
ausreichendes VVolumen bei einer verhaltnismaRig kurzen und standardisierten Sammelzeit. Das
Puffergemisch halt den pH-Wert wéahrend der Anwendung und bei der Lagerung theoretisch im
sauren Bereich, was sowohl der Stabilitat einiger Substanzen zutraglich sein kann als auch ins-
besondere bei basischen Substanzen die Aufkonzentrierung basischer Substanzen im Speichel

fordern kann.

Weiterhin ergeben sich aus diesem System zwei Proben aus demselben Probenpool, sodass die
Messung bei Unklarheiten beziiglich des Messergebnisses aus einer B-Probe, die demselben
Probenpool entstammt, wiederholt werden kann. Die Nachteile liegen auch hier in der Verdiin-
nung der Probe durch die Anregung des Speichelflusses.
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1.4.3 Atemluft

Anatomie und Physiologie der Lunge

Verantwortlich fir den lebensnotwendigen Gasaustausch und die Sauerstoffversorgung des
Korpers ist die Lunge. Im Thorax eingebettet teilt sie sich in zwei Lungenfliigel, den linken,
der auf Grund der Position des Herzens etwas kleiner ist, und den rechten Lungenfliigel.

Die luftleitenden Atemwege, welche nicht am Gasaustausch selbst beteiligt sind, werden auch
als ,,anatomischer Totraum® bezeichnet, bei einem Erwachsenen betréigt er etwa 150 ml (Ulmer
et al., 1991; Florens et al., 2011). Die totale Lungenkapazitét liegt bei ca. 6 — 7 |, wéhrend das
Atemzugvolumen bei Ruheatmung bei ca. einem halben Liter liegt (Ulmer et al., 1991; Mutsch-
ler, 2008; Florens et al. 2011; Pape et al., 2014). Zusammen mit dem inspiratorischen Reser-
vevolumen von etwa 2,5 — 3 | kommt man auf eine Inspirationskapazitét von 3 — 3,5 | und ein
funktionelles Residualvolumen, welches etwa dasselbe Volumen aufweist und sich aus dem
expiratorischem Reservevolumen und dem Residualvolumen zusammensetzt. Die Summe aus
Inspirationskapazitat und funktioneller Residualkapazitat abzuglich des Residualvolumens
wird als Vitalkapazitat bezeichnet. (Ulmer et al., 1991; Mutschler, 2008; Pape et al., 2014).

Wéhrend des Atemvorgangs gelangt die Luft durch die Nase bzw. die Mundhohle tber den
Pharynx (Rachen) und den Larynx (Kehlkopf) in die Trachea (Luftrohre). Erst am Larynx tren-
nen sich Gastrointestinaltrakt und Respirationstrakt (Campbell und Reece, 2003; Mutschler,
2008). Mit dem Eintritt in die Lunge verzweigt sich die Trachea in zwei Hauptbronchien, die
in die jeweiligen Lungenlappen fihren. Diese Verzweigungen werden als Generationen oder
Verzweigungsgenerationen bezeichnet. Man schatzt, dass es etwa 23 dieser Verzweigungsge-
nerationen gibt (siehe Abbildung 9). Der Alveolarraum beginnt etwa ab der 17. Generation.
Hier findet sich der Bronchiolus respiratorius, von dem vereinzelt bereits kleine, sackahnliche
Auswiichse abgehen, in denen Luftaustausch stattfindet, die Alveolen. Der Bronchiolus respi-
ratorius teilt sich weiter in den Ductus alveolaris, der eigentlichen Alveolarregion, erst hier
reihen sich die Alveolen unmittelbar hintereinander. (Soong et al., 1979; Ulmer et al., 1991;
Tawhai et al., 2004; Pape et al., 2014). Die Durchmesser der Atemwege im Alveolarraum liegen
deutlich unter einem Millimeter. (Soong et al., 1979; Florens et al., 2011). Die Zahl der Alve-
olen wird allgemein auf etwa 300 Millionen geschatzt (Ulmer et al., 1991; Mutschler, 2008;
Pape et al., 2014), wahrend Ochs et al. nach ihren Untersuchungen eine weit héhere Zahl von
ca. 480 Millionen veranschlagen (Ochs et al., 2004). Dabei haben die Alveolen einen Durch-
messer von 75 — 300 um (Pape et al., 2014), beziehungsweise von durchschnittlich 200 pum

(Ochs et al., 2004), und einer Oberflache von 24 bis 69 m?2 laut Hasleton und anderen Autoren
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(Hasleton, 1972), beziehungsweise 50 bis 120 m2 (Pape et al., 2014). Der Gasaustausch selbst
verlauft tber Diffusionsprozesse durch die Alveolarwénde in die um die Alveolen fiihrenden
Blutgeféale (Pape et al., 2014).
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Abbildung 9:  Schematische Darstellung der Atemwege; 1) Hauptbronchien; 2) Generation 4-16; 3) Generation
17-23

Surfactant

Die Alveolen und Atemwege sind mit einem Flussigkeitsfilm bedeckt, der als Lungen-
Surfactant oder kurz Surfactant bezeichnet wird. Dabei handelt es sich um eine oberflachenak-
tive Flussigkeit, die sich zu 80 — 90% aus Phospholipiden zusammensetzt, wahrend die restli-
chen 10 bis 20% auf Proteine (Surfactant Protein A bis D) und Cholesterol entfallen. Dipalmi-
otyl-Phosphatidylcholin stellt dabei eine charakteristische Komponente, jedoch keinen exklu-
siven Marker dar (Rooney, 1984; Creuwels et al., 1997, Andreeva et al., 2007). Diese Oberfla-
chenaktive Substanz setzt die Oberflachenspannung innerhalb der Alveolen und der kleinen
Atemwege herab und dient damit der Stabilisation der Lunge (Burmley et al., 1967; Schrch et
al., 1976; Creuwels et al., 1997). Die Verringerung des Surfactants, aber auch die Zusammen-
setzung desselben, wird unter anderem in Verbindung mit der Lungenreife, aber auch dem
Atemnotsyndrom bei Neugeborenen gebracht (Rooney et al., 1977; Nielsen et al., 1981; Creu-
wels et al, 1997). Die Konzentrationen von Phosphatidylcholin (16:0/14:0),



1 Einleitung 27

Phosphatidylcholin (16:0/16:1) und Phosphatidylcholin (16:0/16:0) kénnten in diesem Zusam-
menhang eine Schlusselrolle spielen (Bernhard et al., 2001).

Wahrend 95% der Zelloberflache der Alveolen mit Alveolarzellen vom Typ | ausgekleidet sind,
entfallen die restlichen 5% auf Alveolarzellen vom Typ II, in welchen die Surfactantproduktion
stattfindet. Mit der Geburt wird eine massive Produktion von Surfactant ausgelost, die bis einige
Stunden nach der Geburt anhalt (Rooney et al., 1977; Andreeva et al., 2007). Nach dieser Peri-
ode wird ein Teil des Surfactants wiederverwertet. Dieser Anteil ist sehr variabel und kann
zwischen 25 und 95 % ausmachen. Surfactant Protein A (SP-A) scheint an diesem Vorgang

uber einen SP-A Rezeptor beteiligt zu sein (Andreeva et al., 2007).

Die Produktion von Phosphatidylcholin, einem Hauptbestandteil der Phospholipide des
Surfactants, findet am endoplasmatischen Retikulum statt, wéhrend andere Phospholipide
durchaus auch an anderen Stellen in der Zelle synthetisiert werden. Die Einzelkomponenten
werden in den lammelldren Granula zusammengefuhrt und gelagert. (Rooney et al., 1975;
Rooney et al., 1984; Andreeva et al., 2007) Die Ausschittung kann zum einen durch einen
physikalischen Reiz bei der Dehnung der Aleolarzellen Typ Il wahrend der normalen Atmung
angeregt werden, aber auch chemische Reize kdnnen hierbei fordernd wirken (Andreeva et al.,
2007).

Aerosolproduktion

Es sind unterschiedliche Theorien bekannt, die fir die Detektion feiner Surfactant Aerosoltrépf-
chen in der Ausatemluft verantwortlich sind. Wahrend Papineni und Rosenthal (1997) aus ho-
hen Geschwindigkeiten der Ausatemluft in den Atemwegen resultierende Scherkrafte fur die
Produktion von Aerosol verantwortlich machen, sehen andere Forscher Verschlisse kleiner
Atemwege als Grundlage fur die Produktion von Surfactantaerosol. Fir diese Theorie sprechen
Experimente mit unterschiedlichen Atemmustern und der daraus folgenden Veranderung der
Partikelanzahl in der Ausatemluft. Vorangegangenes tiefes Ausatmen und schnelle Inhalatio-
nen fuhrten zu hoheren Partikelzahlen als normale Atemvorgange (Almstrand et al., 2009;
Johnson und Morawaska, 2009) (siehe Abbildung 10).
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Expiration

Expiration, Atemwegs-
verschluss

Inspiration,
Surfactantfilm

Inspiration,
Filmriss

Abbildung 10: Atemwegsverschluss und Aerosolentstehung

In Experimenten von Cassidy et al. (1999) kam es in einer zylinderférmigen Rohre, die mit
einem zweischichtigen Flussigkeitsfilm ausgekleidet wurde, die unterschiedliche Viskositéaten
aufwiesen, zu Instabilitdten. Die Prasenz von Surfactant verzdgerte hierbei den Verschluss der
Roéhren. Die Filmdicke spielt bei diesem Mechanismus ebenfalls eine Rolle. Letzten Endes ist
laut dieser Theorie der Verschluss der kleinen Atemwege das Resultat der Oberflachenspan-
nung der auskleidenden Flussigkeiten und der Wandinstabilitaten der flexiblen kleinen Atem-
wege. Die kritische Filmdicke ist bei flexiblen Wandstrukturen daraus folgend geringer als bei
festen Wandstrukturen. Heil et al. (2008) berichteten dartiber hinaus, dass die Oberflachenspan-
nung des die Atemwege auskleidenden Flissigkeitsfilms einen entscheidenden Einfluss auf die
Bildung von Atemwegsverschliissen hat. Die entstehenden Instabilitaten im Flissigkeitsfilm,
die letztlich zur Bildung von atemwegsverschliefenden Flissigkeitsfilmen fihren, werden als
Rayleigh-Plateau Instabilitat bezeichnet. Der Inspirationsdruck wéhrend des Einatmens flhrt
schlielich zur Zerstérung des Flissigkeitsfilmes und damit zur Bildung von Aerosoltropfchen.
(Johnson und Morawska, 2009).

Insgesamt liegt die GroRenverteilung der Aerosoltropfchen berwiegend im Submikron-Be-
reich (Papineni und Rosenthal, 1997; Almstrand et al., 2010). Hierbei kann davon ausgegangen
werden, dass Partikel mit einem Durchmesser > 10 um vermutlich nicht aus den tiefen Lungen-
regionen stammen konnen, da diese sich vor dem Erreichen des Mundraumes in den Atemwe-

gen absetzen wurden (Asgharian et al., 2001; Fernandez und Casan, 2012).
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Probengewinnung

Schon 1972 gab es Versuche von Teranishi et al. (1972) Substanzen in der Ausatemluft mittels
Gaschromatographie nachzuweisen. Dabei wurde die Ausatemluft in einer Stahlréhre gesam-

melt, gekihlt und in den Gaschromatographen eingespeist (Teranishi et al., 1972).

Diese Methode der Nutzbarmachung von Ausatemluft als Matrix zur Drogen- und Medikamen-
tenanalytik wurde Uber die Zeit weiterentwickelt. Grundsatzlich kann man zwei verschiedene
Ansatze unterscheiden. Zum einen die Echtzeitmessung, beispielsweise ber Extractive Elect-
rospray lonisation (EESI) mit Massenspektrometrie. Dabei wird die Kupferréhre, durch die die
Atemluftprobe geleitet wird, auf 80°C erhitzt. Die Ausatemluft wird direkt mit dem Trock-
nungs-Gas zusammengebracht und gelangt direkt in das Massenspektrometer (Gamez et al.,
2011; Berchthold et al., 2013).

Die andere grofle Gruppe ist die so genannte ,,Off-Line Analyse*. Hier wird die Probenent-
nahme separat von der Messung durchgefiihrt. Eine Moglichkeit ist die Sammlung von Atem-
luftkondensat. Dabei wird die Ausatemluft durch Kihlfallen geleitet und das Kondensat gesam-
melt. GemaR den Richtlinien der American Thoracic Society und der European Respiratory
Society ist hierbei auf inerte und auf die zu untersuchende Substanz abgestimmte Materialien
zu achten (Mutlu et al.; 2001; Horvath et al., 2005; Steeghs et al., 2007; Berchthold et al., 2013).
Daruiber hinaus gibt es verschiedene k&uflich erwerbbare Probensammelsysteme, die nach die-
sem Prinzip arbeiten, wie beispielsweise der RTube® oder der EcoScreen® (Marteus et al.,
2005; Liu et al., 2007). Die Sammlung von Atemluft in Containern oder Beuteln mit definierten
Volumina eignet sich besonders fiir quantitative Analysen (Berchthold et al., 2013).

Es gibt zahlreiche Berichte tiber den Nachweis von Xenobiotika, hauptsachlich illegaler Dro-
gen, durch Adsorption der Aerosoltropfchen an Matrizes. Die Probenentnahme fand dabei in
den meisten Fallen mit dem Probenentnahmesystem von SensAbues® statt, bei welchem Ae-
rosoltropfen mittels eines Partikelfilters aus Polymer aufgefangen werden. In das Mundstiick
ist eine Speichelfalle eingebaut, welche grofiere Tropfchen aus dem Mund-Rachenraum abfan-
gen soll. Die Xenobiotika werden im nachsten Schritt aus den Filtern extrahiert und vermessen
(Beck et al., 2012; Beck et al., 2013; Berchthold et al., 2013; Beck et al. 2014).
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Abbildung 11: SensAbues® Atemluftsammelsystem (aus Beck 2012 mit Erlaubnis des Autors)

Die voraussichtlichen Vorteile dieser Matrix sind:

e Die Matrix ist stdndig verfugbar
e Probenentnahme unter Aufsicht ist unproblematisch und je nach Probenentnahmesys-
tem ist auch die Lagerung unproblematisch

e Probenmanipulation ist unwahrscheinlich
Die voraussichtlichen Nachteile dieser Matrix sind:

e Generell sind bei der Bestimmung von Xenobiotika in der Ausatemluft empfindliche
Messmethoden notwendig, die regelhaft Massenspektrometrie beinhaltet (Berchthold et
al., 2013; Dodig and Cepelak, 2013).

e Kaum Applikationen aus der Literatur vorhanden

e Kontamination der Atemluftproben durch Speichel ist ungeklart
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2 Ziel dieser Arbeit

In dieser Arbeit soll es um die Betrachtung von Atemluft und Speichel als alternative Matrizes

in der Missbrauchsdiagnostik gehen.

In diesem Zusammenhang soll die genaue Betrachtung eines verhadltnismaRig neuen und viel-
versprechenden Speichelentnahmesystems, des Greiner Bio-One Speichelentnahmesystems,
mittels verschiedener Studien Hinweise liefern, inwiefern es zur routinemaRigen Speichelent-
nahme in unterschiedlichen Settings geeignet ist. Zuséatzlich soll ermittelt werden, ob die Be-
dingungen innerhalb der Proben vergleichbar sind, wie schnell sich die OF/Serum-Ratio
(OF/SE-Ratio) einstellt und inwiefern so ein Vergleich unterschiedlicher Speichelentnahme-

systeme moglich sein kdnnte.

Anhand zweier Studien mit gepaarten Speichel- und Serumproben soll nicht nur ein OF/SE-
Ratio fir zwei Analgetika und verschiedene Psychopharmaka ermittelt werden, sondern auch
Hinweise auf den Einfluss unterschiedlicher Faktoren auf eine eventuelle Nachweisbarkeit die-
ser Substanzen im Speichel und untersucht werden. Zusétzlich soll erfasst werden, ob diese
Speichel/Serum Ratio Rickschlusse auf die Konzentration der Arzneistoffe im Blut liefern
kann, und in welchen Settings der Speichel generell eine denkbare Matrix darstellen konnte.
SchlieRlich soll noch der Einfluss denkbarer Probleme, wie orale Kontamination von Speichel

als Matrix in der Missbrauchsdiagnostik beleuchtet werden.

Da eine der Studien auch die Entnahme von Atemluftproben vorgesehen hat, wird nicht nur die
generelle Nachweisbarkeit der in die Studie eingeschlossenen Medikamente in der Atemluft
gepruft, sondern auch der Vergleich mit den Matrizes Speichel und Serum. Zwei weitere Stu-
dien beschaftigen sich nicht nur mit dem Konzentrationsverlauf der Analytkonzentration in der
Atemluft Uber die Zeit, um Hinweise auf die Nachweiszeit der entsprechenden Substanzen im
Speichel zu erlangen, sondern auch um den Ursprung der entsprechend gemessenen Analyt-

konzentrationen.

Letztlich soll aus diesen Daten eine Einschatzung tiber die sinnvolle Nutzbarkeit dieser Matri-
zes mit dem entsprechenden Entnahmesystem in der Missbrauchsdiagnostik ermdglicht wer-

den.
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3 Studien

3.1 Modellsubstanzen

3.1.1 Grundsatzliche Uberlegungen

Wie schon erwahnt wurde, ist es bei der Uberpriifung einer Matrix auf ihre Eignung fiir eine
bestimmte Anwendung notwendig, sie mit anderen Matrizes zu vergleichen. Da jede Substanz
allerdings andere physikochemische und pharmakologische Eigenschaften aufweist, angefan-
gen mit ihrem pKs-Wert bis hin zu ihrer Darreichungsform, der wirksamen Substanzkonzent-
ration im Blut und der individuellen Metabolisierung, ware eine solche Einschatzung allerdings
fur jede Substanz einzeln in Bezug auf die betrachtete Matrix notwendig. Da bei dem Vergleich
unterschiedlicher Matrizes immer auf echte Patientenproben zuriickgegriffen werden muss, bie-
tet es sich fur Studien an, die grundlegende, substanzunabhéngige Aussagen treffen sollen, auf
Modellsubstanzen zurtickzugreifen. Diese Modellsubstanzen sollten in Bezug auf die Matrizes

Speichel und Atemluft verschiedene Eigenschaften erfiillen:

e Es sollte sich moglichst um Substanzen handeln, bei denen anhand ihrer Eigenschaften
davon ausgegangen werden kann, dass sie aus dem Blut in den Speichel und das
Surfactant tibergehen kénnen.

e Die Substanzen sollten nicht omniprésent sein, wie zum Beispiel Koffein oder Nikotin,
um Kontaminationen der Proben zu vermeiden und garantieren zu kénnen.

e Die Substanzen sollten ein kalkulierbares Risiko bei der Einnahme haben und rezeptfrei
erhéltlich sein.

e (Gegebenenfalls sollte es sich um eine Substanz handeln, mit der Enzymaktivitéten er-

mittelt werden kdonnen.

3.1.2 Diphenhydramin

Bei Diphenhydramin handelt es sich um einen Hi-Rezeptor-Antagonisten der ersten Genera-
tion. Es wird auf Grund seiner sedierenden und antiemetischen Eigenschaften heute hauptsach-
lich als Schlafmittel oder Antiemetikum eingesetzt. Die Nebenwirkungen belaufen sich auf
Mudigkeit, Benommenheit, Mundtrockenheit etc. In Deutschland ist es sowohl als Hydrochlo-
rid-Salz als auch als Chlortheophyllinat-Salz rezeptfrei erhaltlich (Herdegen, 2008; Mutschler,
2008; Baselt, 2011). Diphenhydramin ist mit einem pKa-Wert von 8,3 eine schwach basische

Substanz, ist zu 82% an Plasmaproteine gebunden und hat eine Halbwertszeit zwischen 3 und
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14 Stunden (Baselt, 2011). Diese Eigenschaften machen Diphenhydramin theoretisch zu einer
geeigneten Modellsubstanz.

3.1.3 Dextromethorphan

Bei Dextromethorphan handelt es sich um ein synthetisches Opioid, welches als nicht verschrei-
bungspflichtiges Antitussivum in Deutschland zugelassen ist. Es bindet in therapeutischer Do-
sierung nicht an die Opioidrezeptoren und blockiert den NMDA-Rezeptor nicht-kompetitiv
(Herdegen, 2008; Mutschler, 2008). Die Nebenwirkungen belaufen sich unter anderem auf

Midigkeit, Benommenheit und Magendarm-Beschwerden.

Dextromethorphan wird uber das CYP2D6 Enzym zu seinem aktiven Metaboliten Dextrorphan
metabolisiert und wird unter anderem zur Ermittlung CYP2D6 Enzymaktivitat genutzt. Die
metabolische Ratio von Dextromethorphan und Dextrorphan gilt hier als Indikator fur den me-
tabolischen Phénotypen des CYP2D6. Ein Dextromethorphan/Dextrorphan Verhaltnis von >
0,3 gilt hier als Grenze des normalen metabolischen Status (“extensive metabolizer). Ein er-
hohtes Verhéltnis liefert Hinweise auf einen ,,intermediate metabolizer, also eine Person mit
verminderter CYP2D6 Aktivitat oder einen ,,Poor Metabolizer, bei dem die Enzymaktivitat
sehr niedrig oder gar nicht vorhanden ist. (Kazis et al. 1996; Chladek et al., 2000; Chou et al.,
2003; Baselt, 2011), so dass hohe Konzentrationen der Muttersubstanz und geringe Metabolit
Konzentrationen zu erwarten sind. Die letzte Gruppe ist die der ,,Ultra Rapid Metabolizer*, bei
denen eine Uberexpression des Enzyms zu einer sehr schnellen Verstoffwechslung des jewei-
ligen Substrats flhrt (Chou et al., 2000), so dass hohe Konzentrationen des Metaboliten und

geringe Konzentrationen der Muttersubstanz zu erwarten sind.

3.2 Sonstige Substanzen

In den folgenden Tabellen sind die in dieser Arbeit relevanten Substanzen aufgefuhrt, nach ihrer
Indikation sortiert, mit den im weiteren Verlauf dieser Arbeit wichtigsten chemischen, pharma-

kokinetischen und sonstigen Parametern (Baselt, 2011; Rampono et al.; 2000).
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Tabelle 2: Chemische und pharmakokinetische Parameter der Antipsychotika

Substanz PPB [%] pKs ty [N] therapeutischer Bereich
Avripiprazol 99 7,6 60 - 90 150 — 500 ng/mL
Pipamperon n.bek. 8,0 12-30 100 — 400 ng/ml
Promethazin 93 9,1 10-20 50 — 400 ng/mL
Quetiapin 83 3,3/6,8 2,7-93 100 — 500 ng/mL

Tabelle 3: Chemische und pharmakokinetische Parameter der Analgetika (* Metabolit)

Substanz PPB [%] pKs ty [N] therapeutischer Bereich
Hydromorphon <20 8,2 3-9 5-15ng/mL
Tramadol <20 9,4 4,3-6,7 100 — 1000 ng/mL
O-Desmethyltramadol” n.bek. n.bek. 6,3-9,5 n.bek.

Tabelle 4: Chemische und pharmakokinetische Parameter der Antiepileptika

Substanz

PPB [%]

pKs

ty [h]

therapeutischer Bereich

Pregabalin

0

4,2/10,6

5-11

2 -5 pug/mL

Tabelle 5: Chemische und pharmakokinetische Parameter der Antidepressiva (*Metabolit)

Substanz PPB [%0] pKs ty [h] therapeutischer Bereich
Citalopram 50-80 9,5 25-40 50 — 110 ng/mL
N-Desmethylcitalopram* 68 n.bek. n.bek. -
Escitalopram 50 - 80 9,5 18 -40 15 -80 ng/mL
(S)-N-Desmethylcitalopram* n.bek. n.bek. n.bek. -

Duloxetin >90 9,6 8-17 30— 120 ng/mL
Mirtazapin 85 7,1 20-40 30 - 80 ng/mL
Venlafaxin 27 9.4 37 Summe mit Metabolit
O-Desmethylvenlafaxin* 30 n.bek. n.bek. 100 — 400 ng/mL.
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3.3 Perianalytische Parameter im Speichel

3.3.1 Referenzbereiche fir das Greiner Bio-One Speichelsammelsystem

Die Perianalytik ist ein in der Speichelanalytik notwendiger Bestandteil der Gesamtanalytik.

Als perianalytische Parameter gelten im Falle des Speichels:

e der Speichelanteil
e die Konzentration der a-Amylase (Authentizitdtsmarker)

e die Konzentration des Cortisols (Authentizitatsmarker)

Da es sich bei dem Greiner Bio-One Speichelentnahmesystem um ein neues System handelt,
ist die Festlegung von Referenzbereichen fur diese Parameter erforderlich, nicht zuletzt um eine
Probenmanipulation, ob beabsichtigt, zur Verschleierung eines nicht erlaubten Substanzkon-

sums, oder unbeabsichtigt, durch z. B. fehlerhafte Probengewinnung, erkennen zu kénnen.

Studienablauf:

Um diese Referenzbereiche bestimmen zu kdnnen, wurden die Werte aller Routineproben aus
sechs Monaten eines Labors herangezogen, insgesamt also 22 520 Proben. VVon diesen 22 520
Proben stammen 15 855 Proben von 3 339 Ménnern und 6 446 Proben von 1 241 Frauen. Bei
219 Proben fanden sich keine Angaben (ber das Geschlecht. Gemal der Natur des Probenpools
und der hohen Anzahl der Proben kam lediglich eine Probenauswahl ,,a posteriori, also eine
retrospektive Auswahl, in Betracht. Ansonsten wurden keine weiteren Selektionsparameter
festgelegt. Ausgeschlossen wurden parameterspezifisch nur solche Proben, die keine Angabe

uber den jeweiligen Parameter enthielten.

In der klinischen Chemie und der Hdmatologie ist es Ublich, das 95% Intervall als Referenzbe-
reich zu nehmen, also den Bereich, in dem 95% der Messergebnisse der Referenzgruppe liegen.
Bestimmt wird dieser tblicherweise tiber die 2,5% und die 97,5% Perzentilen. VVoraussetzung
ist hier eine Verteilung die annahernd einer Normalverteilung entspricht. Liegt diese nicht vor,
konnen verschiedene mathematische Moglichkeiten genutzt werden, wie etwa eine Logarith-
mierung, um eine Normalverteilung zu erreichen. Im Anschluss werden die Grenzwerte be-
stimmt, die Daten zuriick transformiert und die entsprechenden Referenzwerte genutzt (IFCC
Part 5, 1987; IFCC Part 6, 1987; Greffe et al., 2009; IUPAC 1997).
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3.3.2 pH-Wert wahrend des Sammelvorgangs und der Lagerung

Der Ubergang von Substanzen aus dem Blut in den Speichel ist unter anderem abhangig vom
pH-Wert des Speichels. Um trotz der Anregung des Speichelflusses ein saures Milieu (im Spei-
chel/SES-Gemisch) wahrend des Speichelsammelvorgangs zu erhalten und es Uber einen aus-
reichenden Lagerungszeitraum zu garantieren, enthalt die Saliva Extraction Solution einen Zit-
ratpuffer mit dem pH-Wer 4,2. Ob dieses Kriterium erfullt werden konnte, wurde anhand von

Routineproben Gberpruft.

Studienablauf:

Uber einen Zeitraum von drei Monaten wurden 122 Speichelsammelbecher von Laboreinsen-
dern, die zusatzlich zu den Speicheltransferrohrchen auch Speichelsammelbecher ins Labor zur
Analyse geschickt hatten, gesammelt und noch am selben Tag wurde der pH-Wert des Spei-
chel/SES-Gemisches im Becher gemessen. Der Speichelsammelbecher enthdlt im Gegensatz
zu den Speicheltransferrohrchen keine Bakterizide oder sonstige Zusétze und spiegelt daher
den pH-Wert wahrend des Sammelvorgangs im Mund wider. Dariiber hinaus wurden 536 Spei-
cheltransferréhrchen aus der taglichen Labor-Routine (zuféllig ausgewéhlte Patientenproben
auf ihren pH-Wert, das VVolumen und den Speichelanteil hin untersucht. Der pH-Wert wurde
mit pH-Teststreifen gemessen (s. Material und Methoden), da das VVolumen fir eine Vermes-

sung pH-Wertbestimmung mit dem pH-Meter nicht ausreichte.

3.4 Vergleichbarkeit unterschiedlicher Sammelsysteme

Das Greiner Bio-One Speichelsammelsystem setzt insgesamt auf ein neues Konzept in der
Speichelprobenentnahme. Um seine Eignung fiir den Routineeinsatz sowie die folgenden Stu-
dien aufzuzeigen, muss die Vergleichbarkeit zu anderen, bereits etablierten Speichelentnahme-
systemen festgestellt werden. Ein solcher Vergleich findet am besten ,,in vivo®, sprich im selben
Patienten zum selben Zeitpunkt statt. Flr die Durchfihrung muss zuvor jedoch ermittelt wer-
den, ob eine konsekutive Probenentnahme aus dem Speichel méglich ist, ohne dass die Analyt-
konzentration mafRgeblich beeinflusst wird. Weiterhin wird so die valide Mdoglichkeit einer
zweiten Speichelprobenentnahme geschaffen, sollte ein Patient die Speichelextraktionslosung
versehentlich oder absichtlich herunterschlucken oder ausspucken. Gegentibergestellt werden
im zweiten Schritt das Greiner Bio-One Speichelentnahmesystem und das Quantisal® Speiche-
lentnahmesystem. Auf diese Art und Weise kann nicht nur die Vergleichbarkeit zwischen zwei,

auf vollkommen verschiedenen Prinzipien beruhenden, Speichelsammelsystemen gezeigt
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werden, sondern auch die Moglichkeit des Greiner Bio-One Speichelsammelsystems, die durch
die Anregung des Speichelflusses postulierten Verdunnungseffekte auszugleichen.

Studienablauf:
Als Modellsubstanz wurde Diphenhydramin verwendet.

Teilnehmer dieser Studie waren acht gesunde Freiwillige, vier Manner und vier Frauen zwi-
schen 23 und 29 Jahren. In einem Gesprach mit jedem Teilnehmer wurden sowohl Kontraindi-
kationen fir die Einnahme von Diphenhydramin als auch potenzielle Wechselwirkungen mit
anderen Medikamenten ausgeschlossen. Die Probenentnahme wurde von den Teilnehmern ei-

genstandig durchgefihrt.

Die Teilnehmer wurden in zwei Gruppen zu je vier Individuen eingeteilt. Beide Gruppen nah-
men eine nicht Uberzogene Tablette mit 50 mg Diphenhydraminhydrochlorid ein. Gruppe A
entnahm nach 12 Stunden unmittelbar hintereinander drei Speichelproben mit dem Quantisal®
Speichelentnahmesystem innerhalb von maximal 30 Minuten. Gruppe B nutzte statt des Quan-
tisal® Speichelentnahmesystems das Greiner Bio-One Speichelentnahmesystem. Vierzehn
Stunden nach Tabletteneinnahme entnahm Gruppe A eine Speichelprobe mit dem Greiner Bio-
One System und direkt im Anschluss eine weitere Speichelprobe mit dem Quantisal® Speiche-
lentnahmesystem. Gruppe B entnahm ebenfalls zwei Proben mit je einem Speichelentnahme-

system, jedoch in umgekehrter Reihenfolge (Abbildung 12).

3 Speichelproben
Quantisal
in max. 30 Minuten

Gruppe A 90 Minuten 1 Speichelprobe direkt 1 Speichelprobe

Greiner Bio-One hintereinander Quantisal

12 Stunden
Wartezeit

Einnahme einer
Tablette
Diphenhydramin-HCl

12 Stunden
Wartezeit

3 Speichelproben 90 Minuten 1 Speichelprobe direkt 1 Speichelprobe

Quantisal hintereinander Greinr Bio-One

Greiner Bio-One

Gruppe B in max. 30 Minuten

Abbildung 12: Studienablauf "Eighung des Speichelsammelsystems"
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3.5 Oral Fluid/Serum-Ratio

3.5.1 Analgetika

Diese Studie diente der Ermittlung der Speichel/Serum-Ratio von Hydromorphon und Tra-
madol. Sie fand in Zusammenarbeit mit der Christian-Doppler-Klinik und der Rechtsmedizin
Salzburg statt und schloss 50 der in der Christian-Doppler-Klinik behandelten Patienten ein. 34
dieser Patienten waren Ménner zwischen 28 und 83 Jahren (Durchschnittsalter: 56,2 Jahre) und
16 Frauen zwischen 32 und 79 Jahren (Durchschnittsalter: 53,7). 37 Patienten wurden mit Hyd-

romorphon behandelt, 13 mit Tramadol und zwei Patienten mit beiden Medikamenten.

Tabelle 6: Dosierungsschema "Analgetika in Serum und Speichel"

Medikamenten- |Hydromorphon Tramadol Dosierung [mg] Dosierung [mg]
einnahme (Anzahl Patienten) | (Anzahl Patienten) | Hydromorphon Tramadol
Morgens/abends 24 7 2-16 100 — 300
Morgens 14 2 2-16 100
Abends 1 - 2-8 -
Keine Angabe - 4 - -

Je nach Medikationsplan fand morgens und abends, nur morgens oder nur abends eine Medi-
kamenteneinnahme statt. Bei vier Patienten die Tramadol erhielten, war der Zeitpunkt der Ein-
nahme nicht bekannt. Die tagliche Dosis Hydromorphon lag zwischen 2 und 16 mg, bei dem
verordneten Medikament handelte es sich um Hydal® retard. Im Falle eines akuten Schmerzzu-
standes wurde zusétzlich zur Standardmedikation schnell freisetzendes Hydal® verabreicht. Die
tagliche Dosis Tramadol lag zwischen 100 und 300 mg, das verordnete Medikament ist nicht

bekannt.

Insgesamt wurden 78 gepaarte Serum- und Speichelproben aus zwei Entnahmezyklen gewon-
nen. Die erste Medikamentendosis wurde morgens zwischen 6:30 Uhr und 9:00 Uhr verab-
reicht, zwischen 11:35 Uhr und 13:55 Uhr fand die erste Probenentnahme statt. Die zweite
Probenentnahme wurde zwischen 18:00 Uhr und 19:08 Uhr durchgefuhrt, vor der zweiten Dosis
des entsprechenden Medikaments. Verantwortlich flr die Entnahme der Proben war ortsansas-
siges Personal. Die Proben wurden in das kooperierende Labor gesandt und von einem Mitar-
beiter vermessen. Die Auswertung und Aufbereitung der Daten wurde von der Autorin durch-
gefihrt. Fir diese Studie lag ein bewilligter Ethikantrag der Ethikkommission der Universitat

in Salzburg vor.
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3.5.2 Psychopharmaka

Diese Studie beschéftigt sich mit der Untersuchung der Nachweisbarkeit verschiedener Psycho-
pharmaka in der Atemluft und der Ermittlung eine Speichel/Serum-Ratio. Eingeschlossen wa-
ren Patienten der Fachklinik Katzenelnbogen, die mit mindestens einem der folgenden Medi-
kamente behandelt wurden: Aripiprazol, Citalopram, Duloxetin, Escitalopram, Mirtazapin, Pi-
pamperon, Pregabalin, Promethazin, Quetiapin und Venlafaxin. Citalopram und Escitalopram
wurden getrennt betrachtet, da es Hinweise auf Unterschiede in Metabolismus und Clearance
gibt (von Moltke et al., 2001; Burke et al., 2002).

Insgesamt nahmen 96 Patienten an der Studie teil, davon waren 37 Ménner zwischen 21 und 76
Jahren (Durchschnittsalter: 50,4 Jahre) und 59 Frauen zwischen 22 und 81 Jahren (Durch-
schnittsalter: 48,9 Jahre).

100 gepaarte Proben aus Atemluft, Speichel und Serum wurden abgenommen. Bei vier Patien-
ten wurde ein zweiter Probenentnahmezyklus an einem anderen Tag durchgeflhrt. 46 Patienten
erhielten eines (12 davon ohne Beimedikation), 34 Patienten erhielten zwei, 11 Patienten drei

und ein Patient vier der in der Studie eingeschlossenen Medikamente.

Tabelle 7: Patientendaten "Psychopharmaka in Atemluft, Serum und Speichel"

Medikament Proben Patienten Manner Alter (m) Frauen Alter (f)
Aripiprazol 10 10 4 23-65 6 23-76
Citalopram 12 12 2 44, 64 10 27 -56
Duloxetin 11 11 1 48 10 43 -81
Escitalopram 27 26 12 21 -60 14 33-65
Mirtazapin 17 16 8 31-76 8 44 - 76
Pipamperon 11 11 2 49, 58 9 22 -69
Pregabalin 9 9 5 46 — 58 4 27 -69
Promethazin 7 7 3 47-74 4 49 — 64
Quetiapin 20 19 7 35-62 12 22 -81
Venlafaxin 43 40 19 23-76 21 2276

Bei vier Patienten fand eine zweite Probenentnahme statt. Bei dreien der vier Patienten dnderte
sich der Medikationsplan. Patient Nr. 17 wurde zum Zeitpunkt beider Probenentnahmen mit
Escitalopram und Quetiapin behandelt. Patient Nr. 24 wurde zum Zeitpunkt der ersten Proben-
entnahme mit Mirtazapin und Venlafaxin behandelt, zum Zeitpunkt der zweiten Probenent-

nahme jedoch zusatzlich mit Aripiprazol. Patient Nr. 42 wurde zum Zeitpunkt der ersten



3 Studien 40

Probenentnahme mit VVenlafaxin behandelt, zum Zeitpunkt der zweiten Probenentnahme jedoch
zuséatzlich mit Aripiprazol und Patient Nr. 43 wurde bei der ersten Probenentnahme ebenfalls
mit Venlafaxin behandelt, zum Zeitpunkt der zweiten Probenentnahme jedoch zusatzlich mit

Aripiprazol und Pipamperon.

Die Probenentnahme fand in der Regel morgens vor der ersten Tabletteneinnahme durch die
ortsansassigen Stationsschwestern statt. Die Patienten verwalteten ihre Medikamente selbst-
sténdig, eine kontrollierte Medikamentenausgabe fand nicht statt. Fur diese Studie lag ein be-

willigter Ethikantrag der Ethikkommission der Universitat Mainz vor.

3.5.3 Orale Kontamination

Verschiedenste Grinde konnen zu einer Kontamination des Speichels mit unterschiedlichen
Substanzen flhren. Sie reichen von einer absichtlichen Kontamination des Speichels zur Ver-
schleierung einer mangelnden Compliance, tiber Medikamentenreste eines kiirzlich eingenom-
menen Medikamentes, bis hin zu einer unbeabsichtigten Kontamination der Mundhdhle durch

Passivrauchen (z. B. THC) oder dem Kiissen einer exponierten Person.

Solche Kontaminationen der Mundhohle stellen je nach Fragestellung ein grof3es Problem dar
und kénnen zu ,,falsch positiven* oder solchen Analyseergebnissen fuihren, aus denen falsche
Ruckschlisse auf die Blutkonzentration gezogen wirden. Die sich daraus ergebenden Interpre-
tationsschwierigkeiten erleichtern es Patienten, ein solches Szenario als Erkl&rung fur ein posi-

tives Testergebnis heranziehen und damit einen eigenen Konsum abzustreiten.

Diese Studie soll nun eine Einschatzung ber das AusmaR des Einflusses von oraler Kontami-
nation auf die Analysenresultate erlauben, unter anderem mit dem Ziel eine Empfehlung aus-
sprechen zu konnen, wie die Wahrscheinlichkeit einer Verfélschung durch orale Kontamination

minimiert werden kann.

Zu diesem Zweck wurde in dieser Studie eine starke orale Kontamination mit Medikamenten-
resten simuliert und beobachtet, wie sich die Konzentration im Speichel tber die Zeit veran-
derte. Darber hinaus sollte der Einfluss des Trinkens von 250 Milliliter Wasser auf die Spei-
chelkonzentration des Medikamentes beobachtet werden. Dieses Flussigkeitsvolumen wurde
als zumutbares VVolumen angesehen, das theoretisch vor einer Speichelprobenentnahme getrun-

ken werden konnte, um eventuelle Kontaminationsriuckstande aus dem Mund zu spilen.

Teilnehmer dieser Studie waren 20 gesunde Freiwillige, zw6If Manner und acht Frauen zwi-

schen 23 und 37 Jahren. In einem Gesprach mit jedem Teilnehmer wurden sowohl



3 Studien 41

Kontraindikationen fir die Einnahme von Diphenhydramin als auch potenzielle Wechselwir-
kungen mit anderen Medikamenten ausgeschlossen. Die Speichelprobenentnahme mit dem
Greiner Bio-One Speichelsammelsystem wurde von den Teilnehmern eigenstandig durchge-
fuhrt.

Studienablauf:

Die Studienteilnehmer wurden zuféllig in vier verschiedenen Gruppen (Gruppe A — Gruppe D)
eingeteilt. Jeder Studienteilnehmer legte eine nicht tiberzogene Tablette mit 50 mg Diphenhyd-
ramin-Hydrochlorid auf die Zunge und spuckte sie nach funf Sekunden wieder aus. Unmittelbar
Im Anschluss wurde eine Speichelprobe entnommen, die sogenannte ,, Time Zero*“-Probe (TO
Probe). AnschlieRend folgte eine Speichelprobenentnahme in einem stiindlichen Intervall. Jede

Gruppe beendete die Studie nach einer festgelegten Anzahl von Probenentnahmeintervallen.

e Gruppe A: nach einem Probenentnahmeintervall
e Gruppe B: nach zwei Probenentnahmeintervallen
e Gruppe C: nach drei Probenentnahmeintervallen

e Gruppe D: nach acht Probenentnahmeintervallen

Gruppe A bis C tranken unmittelbar nach Beendigung der Probenentnahme ihres letzten Pro-
benentnahmeintervalls 250 Milliliter Wasser und entnahmen danach eine finale Speichelprobe
(Abbildung. 13).

Tablette auf die Zunge 1h . 1h . i1h . ) 1h 4.-8.
(Diphenhydramin HC1 1. Speichelprobe 2. Speichelprobe 3. Speichelprobe  —o oy Speichelprobe

50 mg, nicht tiberzogen)
nach 5 Sek. ausspucken

Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D
. . trinken von trinken von trinken von erste Stunde ohne Nahrung,
~»Time Zero™ Probe 250 mL Wasser 250 mL Wasser 250 mL Wasser anschliefend normale
finale Speichelprobe finale Speichelprobe finale Speichelprobe Nahrungsaufnihme

Abbildung 13: Studienablauf "Orale Kontamination"

Nahrungsaufnahme war fiir Gruppe A bis C wéhrend der Dauer der Studie untersagt. Die Teil-
nehmer aus Gruppe D konnten nach dem ersten Probenentnahmeintervall wieder normal Essen
und Trinken, mit Angabe des Zeitpunktes, wann eine Nahrungs- oder Getrankeaufnahme statt-
fand.
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3.6 Nachweis von Substanzen aus der Ausatemluft

3.6.1 Diphenhydramin-,,Kinetik*: Vergleich von Atemluft, Speichel und
Kapillarvollblut

Die Substanzkonzentration in den Matrizes Atemluft (Surfactant) und Speichel stehen unab-

hangig voneinander mit der Substanzkonzentration im Blut im Gleichgewicht. Idealerweise

wird ein Arzneistoff tber den Gastrointestinaltrakt ins Blut aufgenommen und geht von dort in

den Speichel und das Surfactant tiber. Das Blut bildet in diesem Fall also die Ausgangsmatrix.

Um einen Uberblick zu bekommen, wie sich die Substanzkonzentrationen in allen drei Matrizes
uber einen bestimmten Zeitraum hinweg verhalten, wurde diese Studie durchgefiihrt. Dartber
hinaus gibt sie damit moglicherweise auch einen Hinweis auf den Ursprung nachweisbarer Sub-
stanzkonzentrationen auf den Atemluftfiltern, da der bloRe Nachweis einer Substanz auf den
Atemluftfiltern allein nicht ausreichend ist, um auf die Anwesenheit jener Substanz im
Surfactant schlieBen und eine Kontamination der Atemluftfilter durch Speichel ausschlieRen zu

kdnnen.

Teilnehmer dieser Studie waren 8 gesunde Freiwillige, 5 Manner und 3 Frauen zwischen 22
und 29 Jahren. In einem Gesprach mit jedem Teilnehmer wurden sowohl Kontraindikationen
flr die Einnahme von Diphenhydramin als auch potenzielle Wechselwirkungen mit anderen
Medikamenten ausgeschlossen. Die Probenentnahme aller drei Matrizes wurde von den Teil-
nehmern eigenstandig durchgefiihrt.

Probenentnahmesysteme:
Atemluft: SensAbues®
Speichel: Greiner Bio-One Speichelentnahmesystem

Kapillarvollblut:  Sarstedt Kapillarblutentnahmesystem

Studienablauf:

Alle Studienteilnehmer entnahmen vor Beginn der eigentlichen Studie eine Nullprobe aller drei
Matrizes. Es folgte die Einnahme einer nicht (iberzogenen Tablette mit 50 mg Diphenhydramin-
Hydrochlorid. Im direkten Anschluss wurde eine Probe aller drei Matrizes entnommen. Danach
wurden Mund und Lippen eine Minute mit Wasser gespulte und eine Atemluftprobe sowie eine
Speichelprobe enthnommen. Es folgte die Probenentnahme von Atemluft, Speichel und Kapil-

larvollblut nach einer, zwei, vier, acht, zwolf, sechzehn, 24, 32, 40, 48 und 56 Stunden.
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Datum und Uhrzeit jeder Probenentnahme wurden festgehalten und Abweichungen vom Zeit-
plan notiert. Innerhalb der ersten Stunde nach Tabletteneinnahme wurde weder gegessen noch

getrunken.

unmittelbar folgend

Elnnahme Atemluftprobe Mun_d und Lippen unmittelbar folgend
einer Tablette Speichelprob eine Minute Atemluftprobe
Diphenhydramin-HCI peicheprobe mit Wasser sptilen Speichelprobe

Kapillarvollblutprobe

eine, zwei und vier Stunden alle vier Stunden bis 16 Stunden alle acht Stunden bis 56 Stunden

nach Tabletteneinnahme nach Tabletteneinnahme nach Tabletteneinnahme

Probenentnahme aller Matrices Probenentnahme aller Matrices Probenentnahme aller Matrices

Abbildung 14: Studienablauf "Diphenhydramin-Kinetik*

3.6.2 Dextromethorphan-,,Kinetik“: Vergleich von Atemluft, Speichel und
Kapillarvollblut

Mit dieser Studie lieR sich der Ursprung von Substanzen auf den Atemluftfiltern genauer be-
leuchten. Der Arzneistoff wurde in zwei unterschiedlichen Darreichungsformen verabreicht,
namlich einer Lutschpastille, die den Mundraum mit Arzneistoff kontaminiert und Kapseln, die
den Wirkstoff nicht im Mundraum freisetzen sollten. Auf diese Art und Weise konnten Ver-
gleiche zwischen der Anwesenheit von Dextromethorphan auf den Atemluftfiltern gezogen
werden. Dartiber hinaus wurde das Dextrorphan, also der aktive Metabolit des Dextromethor-
phans, in die Analytik mit einbezogen.

Ziel dieser Studie war es, Hinweise zu erhalten, wieviel des auf den Atemluftfiltern nachgewie-
senen Medikamentes tatsachlich aus dem Surfactant und wieviel gegebenenfalls aus dem Spei-

chel stammte.

Die Einbeziehung von Dextrorphan in die Analytik, liefert nicht nur ein genaueres Bild (ber
den Einfluss von oraler Kontamination auf die Analytkonzentration auf den Atemluftfiltern zu,
sondern dariiber hinaus auch eine Bestimmung des Verhaltnisses von Dextromethorphan und
Dextrorphan und damit eine Phanotypisierung der Enzymaktivitat von CYP2D6 aus den Mat-
rizes Speichel, Kapillarvollblut und gegebenenfalls sogar Atemluft.

Probenentnahmesysteme:
Atemluft: SensAbues®
Speichel: Greiner Bio-One Speichelentnahmesystem

Kapillarvollblut:  Sarstedt Kapillarblutentnahmesystem
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Studienablauf:

Die Studienteilnehmer wurden in zwei Gruppen aufgeteilt, Gruppe A und Gruppe B. Gruppe A
nahm zu Beginn des Experimentes eine Kapsel mit 30 Milligramm Dextromethorphan-Hydro-
bromid ein. Gruppe B schluckte statt einer Kapsel drei Lutschpastillen mit jeweils 10,5 Milli-
gramm Dextromethorphan-Hydrobromid (insgesamt 31,5 Milligramm) innerhalb von 30 Se-
kunden. Die Teilnehmer beider Gruppen entnahmen direkt im Anschluss eine Probe aller drei
Matrizes. Weitere Probenentnahmen fanden 0,5 Stunden, eine Stunde, zwei Stunden, und vier
Stunden nach der Medikamenteneinnahme statt. Acht Stunden nach der Medikamentenein-
nahme legten sich die Teilnehmer beider Gruppen eine nicht tiberzogenen Tablette Diphenhyd-
ramin-Hydrochlorid auf die Zunge, spuckten diese nach zwei Sekunden wieder aus und entnah-
men wieder Proben aller drei Matrizes. 12, 24 und 36 Stunden nach der Medikamentenein-

nahme fanden erneut Probenentnahmen aller drei Matrizes statt.

Einnahme
von drei Pastillen
Dextromethorphan-HBr
unmittelbar folgend 30 Minuten eine, zwei und vier Stunden
Atemluftprobe | nach Medikamenteneinnahme ] nach Medikamenteneinnahme
Speichelprobe Probenentnahme aller Probenentnahme aller
Kapillarvollblutprobe Matrices Matrices
Einnahme
einer Kapsel
Dextromethorphan-HBr
acht Stunden
nach Med%kamentenemnahme . 12, 24, und 36 Stunden
eine Tablette unmittelbar folgend b Medikamenteneinnahme
Diphenhydramin-HCI auf die Probenentnahme aller Matrices nach Ve .
Probenentnahme aller Matrices
Zunge legen und nach 2 Sek.
ausspucken

Abbildung 15: Studienablauf "Dextromethorphan-Kinetik"
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3.7 Zusammenfassung der Studien

Tabelle 8: Durchgefiihrte Studien

Kurzbezeichnung der
Studie

Matrizes (Entnahmesys-
tem)

Ziel

Referenzbereiche

Speichel (Greiner Bio-One)

Ermittlung von Referenzbe-
reichen fiir Perianalytische
Parameter

Routine-Proben

pH-Wert-Ermittlung

Speichel (Greiner Bio-One)

Uberpriifung des pH-Wertes
in den Rohrchen und Be-
chern zur Abklarung der
praanalytischen Bedingungen

Routine-Proben

Vergleichbarkeit unter-
schiedlicher Speichelent-
nahmesysteme

Speichel (Greiner Bio-One)
Speichel (Quantisal®)

Uberpriifung der Vergleich-
barkeit verschiedener Spei-
chelentnahmesysteme

eigene Studie
mit Freiwilligen

barkeit in der Atemluft

OF/SE-Ratio Analgetika | Speichel (Greiner Bio-One) |Ermittlung des OF/SE-Ratios | Klinische Stu-
Serum fir Hydromorphon und Tra- |die mit Ethik-
madol antrag
OF/SE-Ratio Psychophar- |Speichel (Greiner Bio- Ermittlung des OF/SE-Ratios | Klinische Stu-
maka One), SensAbues® Atem- | fiir Psychopharmaka und die mit Ethik-
+ Atemluftproben luftsammelsystem, Serum | Uberpriifung der Nachweis- |antrag

Orale Kontamination

Speichel (Greiner Bio-One)

Ermittlung des potenziellen
Einflusses oraler Kontamina-
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4.1 Bestimmung von Amylase- und Speichelkonzentration

4.1.1 Amylase

Die Bestimmung der a-Amylasekonzentration erfolgt indirekt tber die Ermittlung der o-
Amylase Enzymaktivitat und dient als Authentizitatsmarker flr Speichel.

Hierfur wird die zuvor gevortexte und zentrifugierte Speichelprobe ohne weitere Behandlung
auf das klinisch-chemische Analysegerat (Olympus AU 680) gestellt. Im Gerat findet automa-
tisch eine 1:100 Verdunnung der Probe mit 0,9 % NaCl-Losung statt. Mittels des a-Amylase
OSR6182 — Bestimmungskits wird schlieRlich die a-Amylaseaktivitét Gber die photometrische
Vermessung des durch enzymatisch katalysierte Reaktionen freiwerdenden para-Nitrophenols

bei 420 nm bestimmt.

4.1.2 Speichelanteil

Die Bestimmung des Speichelanteils fand mit dem Olympus AU680 und dem Speichelquanti-
fizierungskit der Firma Greiner Bio-One statt. Uber den Lebensmittelfarbstoff Tartrazin, wel-
cher in der Speichel-Extraktionslosung enthalten ist, kann Gber die photometrische Messung
der Extinktion bei 450 nm die Verdiinnung des Tartrazins ermittelt werden. Uber eine zuvor
durchgefihrte 5-Punkt-Kalibration kann der Speichelanteil ermittelt werden. Der Kalibrations-
bereich erstreckt sich tber 20 bis 80 % Speichelanteil.

4.2 Bestimmung von Cortisol

Die Bestimmung des Cortisols im Speichel fand im Rahmen der Routineanalytik statt (Cutoff
0,1 ng/ml).

Probenaufarbeitung: Speichel

Interner Standard: Cortisol-(C*3); mit 0,1 ng/ml in Methanol

100 pl Speichel/SES-Gemisch wurden in einem 1 ml Reaktionsgefal vorgelegt, 10 ul Interner
Standard hinzugegeben und gevortext. Anschlieend wurden eventuell vorhandene Proteine
mit 50 ml Sulfosalicylsaure (20%) und 600 pl Acetonitril geféllt. 100 ul Ammoniumacetat (10
mol/l) wurden hinzugegeben, gevortext und 5 Minuten bei 13 400 rpm zentrifugiert. In einem

1 ml Glaseinsatz wurden 10 ml Ethylenglycol vorgelegt und 550 ul des organischen
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Uberstandes in den Glaseinsatz tiberfiihrt, dies wurde bei 45° C unter Stickstoffstrom einge-

dampft und mit 80 ul Wasser und 10 pl Methanol wiederaufgenommen, erneut gevortext und

dann vermessen.

UPLC-MS/MS
UPLC-System:

Sample Organizer

Sample Manager
Column Manager
Column Manager Aux

Binary Solvent Manager
Massenspektrometer:

Software:

Mobile Phase A:
Mobile Phase B:
Fluss:
Séule:

Saulenofentemperatur:

Acquity UPLC, Waters

Acquity UPLC I-Class FTN, Waters
Acquity UPLC CM-A, Waters
Acquity UPLC, Waters

Acquity UPLC I-Class BSM, Waters

Xevo TQ-S, Waters

MassLynx 4.1
TargetLynx Application Manager Version 4.1

Ammoniumformeat 20 mmolar + 0,028 mol Ameisenséure
Methanol + 0,028 mol Ameisenséure

0,5 ml pro Minute

ACQUITY UPLC BEH-Phenyl 1,7 um 2,1 x 150 mm
40°C

Gradient:
Minute Mobile Phase A [%0] Mobile Phase B [%0]
Initial 85 15
3,0 45 55
4,0 45 55
5,0 0 100
6,0 0 100

Nach jeder Probeninjektion findet eine ,,Blank*-Injektion statt, welche die Saule re&quilibriert.
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Blank:

Minute Mobile Phase A [%] Mobile Phase B [%0]

Initial 85 15
0,5 85 15

MS — Bedingungen:

Kapillarspannung: 1 kv

Desolvation Gas: 1000 I/Stunde, 650°C

Gone Gas (Stickstoff): 150 1/Stunde

Kollisions Gas (Argon): 0,15 ml/Minute

lonisationsmodus: Elektronenspray lonisation, positiver Modus

Massenubergange (MRM):
Cortisol: 363,1 > 121,1 (Quantifier); 363,1 > 327,1; 363,1 > 105,1
Cortisol-(C*®)s: 366,1 > 124,1(Quantifier); 366,1 > 330,1

4.3 Bestimmung von Tramadol

Die Bestimmung des Tramadols fand im Rahmen der Routineanalytik mit der voll validierten

Routinemethode statt.

Probenaufarbeitung: Serum und Speichel

Interner Standard: Tramadol-C13-D3 und O-Desmethyltramadol-De je 50 ng/mL in
Methanol
Verdunnungslésung: Ammoniumformeat 20 mmol + 0,028 mol Ameisenséure

100 pl Probe wurden mit 20 pl Internem Standard versetzt. Im Anschluss wurden 150 ul Ace-
tonitril hinzugegeben, eine Minute gevortext und schlieflich 50 pul Ammoniumacetatlésung (10
mol/l) hinzugefligt und erneut eine Minute gevortext. Die Proben wurden danach fir funf Mi-
nuten bei 13 400 rpm zentrifugiert, die gesamte organische Phase abgenommen, in einen 1 ml
Glaseinsatz tberfiihrt und bei 45° C unter sachtem Stickstoffstrom zur Trockne eingedampft.
Vor dem Messen wurde die Probe mit 50 pul Methanol wiederaufgenommen und mit 450 pl

Verdlnnungsldsung verdinnt.
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UPLC-MS/MS
UPLC-System:

Sample Organizer

Sample Manager
Column Manager

Binary Solvent Manager
Massenspektrometer:

Software:

Mobile Phase A:
Mobile Phase B:
Fluss:
Séule:

Saulenofentemperatur:

Acquity Ultra performance LC, Waters
Acquity Ultra performance LC, Waters
Acquity Ultra performance LC, Waters
Acquity Ultra performance LC, Waters

Xevo TQ-MS, Waters

MassLynx 4.1
TargetLynx Application Manager Version 4.1

Ammoniumformeat 20 mmolar + 0,028 mol Ameisenséure
Methanol + 0,028 mol Ameisenséure

0,35 mL pro Minute

ACQUITY UPLC HSS T3 (1,8 pm 2,1 x 150 mm)

40°C

Gradient:
Minute Mobile Phase A [%0] Mobile Phase B [%0]
Initial 95 5
0,5 95 5
35 60 40
5,0 60 40
7,5 10 90
8,5 10 90
8,51 95 5
9,0 95 5

4.4 Bestimmung von Hydromorphon

Die Bestimmung des Hydromorphons fand im Rahmen der Routineanalytik statt.

Probenaufarbeitung: Serum und Speichel

Interner Standard:

Fallungsreagenz:

Hydromorphon-d3, 50 ng/mL in Methanol
0,4 molare ZnSOs-LGsung
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Verdinnungslésung: Ammoniumformiat 5 mmol/Methanol (70:30, v/v)
+ 0,028 mol Ameisensédure

100 pl Probe wurden mit 20 pl Internem Standard versetzt, mit 180 pl Fallungsreagenz gefallt
und eine Minute auf dem Schuttelmixer gemischt. AnschlieRend wurden die Proben 10 Minuten
bei 13 400 rpm zentrifugiert. 50 ul des Uberstandes wurden mit 130 ul Verdiinnungslésung
verdiinnt und anschlieBend mit der UPLC-MS/MS vermessen.

UPLC-MS/MS
UPLC-System:
Sample Organzier: Acquity Ultra performance LC, Waters
Sample Manager: Acquity Ultra performance LC, Waters
Column Manager: Acquity Ultra performance LC, Waters

Binary Solvent Manager:  Acquity Ultra performance LC, Waters
Massenspektrometer: Xevo TQ-MS, Waters

Software: MassLynx 4.1
TargetLynx Application Manager Version 4.1

Mobile Phase A: Ammoniumformeat 20 mmol + 0,028 mol Ameisenséure
Mobile Phase B: Methanol + 0,028 mol Ameisenséure
Fluss: 0,35 mL pro Minute
Saule: ACQUITY UPLC HSS T3 (1,8 um, 2,1 x 150 mm)
Saulenofentemperatur: 35°C
Gradient:

Minute Mobile Phase A [%0] Mobile Phase B [%0]

Initial 95 5

0,75 95 5

6,25 0 100

7,0 0 100

7,01 95 5

75 95 5
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MS — Bedingungen:

Kapillarspannung: 1 kv

Desolvation Gas: 1000 I/Stunde, 650°C

Cone Gas (Stickstoff): 150 I/Stunde

Kollisions Gas (Argon): 0,15 ml/Minute

lonisationsmodus: Elektronenspray lonisation, positiv Modus

Massenubergange (MRM):

Hydromorphon: 286,10 > 185,03 (Quantifier); 286,10 > 128,01; 286,10 > 157,01
Hydromorphon-D3: 289,10 > 185,03 (Quantifier); 289,10 > 128,01; 289,10 > 157,04

4.5 Bestimmung der Psychopharmaka

45.1 Allgemeines

Die Vermessung der Psychopharmaka wurde auf Basis der kommerziell erhéltlichen MassTox®
TDM Serie A BASIC Kit Methode fiir das TDM durchgefhrt.

Bei Aufarbeitung und Vermessung werden mit dieser Methode verschiedene Substanzen in
Gruppen zusammengefasst. Probenaufarbeitung, mobile Phasen, Trennsdaule und Tune-Page
Bedingungen sind fur alle Gruppen gleich. Unterschieden wird in Bezug auf das Interne Stan-
dard Gemisch, die Probenverdiinnung, die Gradienten und die Masseniibergange.

Die in dieser Arbeit vermessenen eingeschlossenen Substanzen waren auf folgende Gruppen

verteilt:

Antidepressiva 1: Citalopram und N-Desmethylcitalopram, Escitalopram +
(s)-N-Desmethylcitalopram (keine chirale Trennung),
Duloxetin, Mirtazapin, Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin

Neuroleptika 1: Aripiprazol, Quetiapin

Neuroleptika 2-Gruppe 1: ~ Promethazin
Neuroleptika 2-Gruppe 2:  Pipamperon
Antiepileptika 3: Pregabalin

Die Interner Standard Gemische fur die jeweiligen Gruppen setzen sich aus unterschiedlichen

Internen Standard zusammen, die vom Hersteller nicht ndher benannt sind. Jedem Arzneistoff
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und Metaboliten wird jeweils ein Interner Standard zugeordnet. Einige Internen Standards wer-
den fir mehrere Medikamente und Metaboliten verwendet.

Die Gruppen Antidepressiva 1 und Neuroleptika 1 nutzen dasselbe Interne Standard Gemisch
(IS: AD1/Neurol). Neuroleptika 2-Gruppe 1 & - Gruppe 2 nutzen ebenfalls dasselbe Interne
Standard Gemisch (IS: Neuroleptika 2 Extended) und die Gruppe Antiepileptika 3 nutzt das
Interne Standard Gemisch, welches fir alle Antiepileptika Gruppen genutzt wird (IS: AED).

Verdlnnungspuffer:
e Dilution Buffer 1
e Dilution Buffer 2

Beide Verdinnungspuffer werden entsprechend der angestrebten Verdlinnung eingesetzt.

Probenaufarbeitung fiir Serum, Speichel und Ultrafiltrat

25ul Probe wurden mit 13 pl Extraktionspuffer versetzt und 2 Minuten inkubiert. Im Anschluss
wurden 125 pl des jeweiligen Internen Standards hinzugegeben, die Proben gut vermischt und

fur finf Minuten bei 13 400 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in einem 1 ml Glaseinsatz final mit den Verdinnungspuffern verdiinnt.

Folgende Verdunnungen sind fur die jeweiligen Gruppen vorgesehen:

Antidepressiva 1: 1:25 (v/v) mit Dilution Buffer 1
Neuroleptika 1: 1:10 (v/v) mit Dilution Buffer 2
Neuroleptika 2 Gruppe 1 & 2: 1:2,5 (v/v) mit Dilution Buffer 1
Antiepileptika 3: 1:5 (v/v) mit Dilution Buffer 1 & 2 (50:50, v/v)

Probenvorbereitung Atemluft

Zur Vermessung der Atemluftproben musste die bestehende Routinemethode in der Aufarbei-
tung modifiziert werden, da die Internen Standard Gemische, Kalibratoren und Kontrollen fur

diese Matrix nicht einsetzbar waren.

Extraktionslésung: Methanol/Acetonitril/Wasser (40:40:20, v/v) + 0,028 mol Ameisensédure

und

Aripiprazol-d8: 250 pg/mL
Citalopram-d6: 250 pg/mL
Duloxetin-d3: 250 pg/mL

Pipamperon-d10: 250 pg/mL
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Pregabalin-d8:
Promethazin-d3:
Quetiapin-da:

Venlafaxin-d6

O-Desmethylvenlafaxin-d6:

als Interner Standard.

250 pg/mL
1000 pg/mL
250 pg/mL
250 pg/mL
250 pg/mL

Verdinnungsldésung: Mobile Phase A (Chromsystems)

UPLC-MS/MS — Bedingungen Allgemein

UPLC-System:

Sample Organzier
Sample Manager
Column Manager
Binary Solvent Manager

Massenspektrometer:

Software:

Mobile Phase A:
Mobile Phase B:
Fluss:
Séule:

Séulenofentemperatur:

MS-Bedingungen:
Kapillarspannung:
Desolvation Gas:

Cone Gas (Stickstoff):
Kollisions Gas (Argon):
Low Mass Auflésung:
High Mass Aufldsung:
lonisierungs Energie:

lonisationsmodus:

Acquity Ultra performance LC, Waters
Acquity Ultra performance LC, Waters
Acquity Ultra performance LC, Waters
Acquity Ultra performance LC, Waters

Xevo TQ-MS, Waters

MassLynx 4.1
TargetLynx Application Manager Version 4.1

Mobile Phase 1
Mobile Phase 2
0,6 ml pro Minute
MasterColumn
25°C

3kV

650 I/Stunde, 350°C

150 I/Stunde

0,25 ml/Minute

3

15

0,5

Elektronenspray lonisation, positiv Modus
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4.5.2 Gradienten und Masseniibergange

45.2.1 Antidepressiva 1

Gradient:
Minute Mobile Phase A [%] Mobile Phase B [%0]
Initial 100 0
0,2 50 50
0,7 50 50
15 80 20
2,4 100 0
3,0 100 0

Massenubergange (MRM):

Citalopram:
324,97 > 108,95; 324,97 > 262,00

N-Desmethylcitalopram:
310,97 > 108,95; 310,97 > 261,98

Duloxetin:

297,90 > 153,94; 297,90 > 187,99
Mirtazapin:

265,97 > 194,99; 265,97 > 71,96

Venlafaxin:
278,03 > 260,12; 278,03 > 120,94

O-Desmethylvenlafaxin:
263,97 > 246,04; 263,97 > 106,93

Interner Standard 2:
270,22 > 195,29: 270,22 > 211,21

Interner Standard 3
288,35 > 270,2; 288,35 > 121,15

Interner Standard 4
382,22 > 164,94; 382,22 > 122,97

-> quantifiziert mit Interner Standard 4

—> quantifiziert mit Interner Standard 4

-> quantifiziert mit Interner Standard 6

—> quantifiziert mit Interner Standard 2

-> quantifiziert mit Interner Standard 3

-> quantifiziert mit Interner Standard 2
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Interner Standard 6
305,26 > 154,1; 305,26 > 195,00

Antidepressiva 1 - Ausatemluftmethode

Citalopram:
324,97 > 108,95; 324,97 > 262,00

N-Desmethylcitalopram:
310,97 > 108,95; 310,97 > 261,98

Duloxetin:

297,90 > 153,94; 297,90 > 187,99
Mirtazapin:

265,97 > 194,99; 265,97 > 71,96

Venlafaxin:
278,03 > 260,12; 278,03 > 120,94

O-Desmethylvenlafaxin:
263,97 > 246,04; 263,97 > 106,93

Citalopram-D6:
331,29 > 108,86; 331,29 > 261,95

Duloxetin-D3:
301,00 > 157,00; 301,00 > 191,00

Venlafaxin-D6:
284,00 > 64,00; 284,00 > 121,00

O-Desmethylvenlafaxin-D6:
270,60 > 64,00; 270,60 > 107,00

- quantifiziert mit Citalopram-D6

-> quantifiziert mit Citalopram-D6

—> quantifiziert mit Duloxetin-D3

-> quantifiziert mit Venlafaxin-D6

—> quantifiziert mit Venlafaxin-D6

-> quantifiziert mit O-DM-Venlafaxin-D6
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45.2.2 Neuroleptika 1

Gradient:
Minute Mobile Phase A [%0] Mobile Phase B [%0]
Initial 80 20
0,2 50 50
1,7 30 70
2,3 80 20
3,0 80 20
Massenubergange (MRM):
Aripiprazol: —> quantifiziert mit Interner Standard 7

447,90 > 284,97; 447,90 > 175,95
Quetiapin:
383,90 > 252,94; 383,90 > 220,99

Interner Standard 7
382,22 > 164,94; 382,22 > 122,97

Interner Standard 5
335,29 > 274,97; 335,29 > 192,03

Neuroleptika 1 — Atemluftmethode:

Aripiprazol:

447,90 > 284,97; 447,90 > 175,95
Quetiapin:

383,90 > 252,94; 383,90 > 220,99
Aripiprazol-d8:

456,00 > 293,00; 456,00 > 106,25
Quetiapin-da:

391,90 > 257,94; 391,90 > 220,99

-> quantifiziert mit Interner Standard 5

-> quantifiziert mit Aripiprazol-d8

—> quantifiziert mit Quetiapin-d8

4.5.2.3 Neuroleptika 2 Gruppe 1&2
Neuroleptika 2 Gruppe 1 und Gruppe 2 unterscheiden sich lediglich in den massenspektromet-

risch angefahrenen Substanzen, nicht in ihren chromatographischen Bedingungen.
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Gradient:
Minute Mobile Phase A [%] Mobile Phase B [%0]
Initial 100 0
0,2 100 0
0,21 40 60
0,8 40 60
0,81 0 100
2,4 0 100
2,51 100 0
3,5 100 0

Massenubergange (MRM):

Gruppe 1

Promethazin:
285,10 > 198,00; 285,10 > 86,00

Interner Standard 4:

291,10 > 198,00; 291,1 > 92,00

Gruppe 2

Pipamperon

376,10 > 291,00, 376,10 > 165,00

Interner Standard 6

-> quantifiziert mit Interner Standard 4

—> quantifiziert mit Interner Standard 6

386,10 > 291,00; 335,29 > 386,10 > 165,00

Neuroleptika 2 - Ausatemluftmethode

Gruppe 1
Promethazin:

285,10 > 86,00; 285,10 > 198,00

Promethazin-d3:
288,00 > 89,00; 288,00 > 198,00

—> quantifiziert mit Promethazin-d3
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Gruppe 2

Pipamperon: -> quantifiziert mit Pipamperon-d10
376,10 > 291,00; 376,10 > 165,00

Pipamperon-d10:
386,10 > 291,00; 386,10 > 165,00

4.5.2.4 Antiepileptika 3

Gradient:
Minute Mobile Phase A [%] Mobile Phase B [%0]
Initial 100 0
0,75 0 100
6,25 0 100
7,0 100 0
7,01 100 0

Massenubergange (MRM):

Pregabalin: -> quantifiziert mit Interner Standard 9
160,14 > 55,05; 160,14 > 97,04

Interner Standard 9:
164,14 > 85,00; 164,14 > 56,93

Antiepileptika 3 - Ausatemluftmethode

Pregabalin: —> quantifiziert mit Pregabalin-d6
160,14 > 55,05; 160,14 > 97,04

Pregabalin-d6:
166,00 > 103,00; 166,00 > 89,00

4.6 Bestimmung von Diphenhydramin

Bei dem verwendeten Arzneimittel handelte es sich in jeder hier aufgefuhrten Studie, in der
Diphenhydramin gegeben wurde, um das Medikament Dorm Schlaftabletten (Beco-Arzneimit-
tel, Kleve, Deutschland). Die Tablette ist nicht tiberzogen und enthalt 50 mg Diphenhydramin-
hydrochlorid, was 43 mg reinem Diphenhydramin entspricht.
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Probenaufarbeitung: Speichel & Kapillarblut

Interner Standard: Diphenhydramin-d3 (100 ng/mL in Methanol)
Fallungsreagenz: Acetonitril/Methanol (50:50, v/v)
Verdlnnungslosung: Methanol/Wasser (60:40, v/v) + 0,028 mol Ameisenséure

20 pl Probe wurden mit 20 pl Internem Standard versetzt, mit 60 pl Fallungsreagenz gefallt
und eine Minute auf dem Schuttelmixer gemischt. Die Speichelproben wurden 5 Minuten und
die Kapillarblutproben 10 Minuten bei 13 400 rpm zentrifugiert. 20 pl des Uberstandes wurden
mit 130 pl Verdunnungslosung verdinnt und anschlieBend mit der UPLC-MS/MS vermessen.

Probenaufarbeitung: Ausatemluft

Extraktionslésung: Methanol/Wasser (70:30, v/v) + 0,028 mol Ameisenséaure, mit
100 pg/mL Diphenhydramin-d3 als Interner Standard
Verdunnungslésung: Methanol/Wasser (60:40, v/v) + 0,028 mol Ameisensaure

Fur die weitere Aufarbeitung siehe Kapitel 5.9 (Aufarbeitung der Atemluftproben).

UPLC-MS/MS

Flussigkeitschromatographie-System:

Sample Organzier Acquity UPLC, Waters

Sample Manager Acquity UPLC I-Class FTN, Waters
Column Manager Acquity UPLC CM-A, Waters
Column Manager Aux: Acquity UPLC, Waters

Binary Solvent Manager Acquity UPLC I-Class BSM, Waters
Massenspektrometer: Xevo TQ-S, Waters

Software: MassLynx 4.1
TargetLynx Application Manager Version 4.1

Mobile Phase A: Wasser + 0,028 mol Ameisensédure

Mobile Phase B: Methanol  + 0,028 mol Ameisenséure

Fluss: 0,3 mL pro Minute

Séule: ACQUITY UPLC BEH-Phenyl 1,7 um 2,1 x 100 mm
Séulenofentemperatur: 40°C

Injektionsvolumen: 5ul
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Gradient:
Minute Mobile Phase A [%] Mobile Phase B [%0]
Initial 40 60
0,3 40 60
0,9 20 80
11 20 80
1,2 5 95
1,6 5 95
1,7 40 60
2,5 40 60

MS-Bedingungen

MS:

Kapillarspannung:
Desolvation Gas:

Cone Gas (Stickstoff):
Kollisions Gas (Argon):

lonisationsmodus:

Xevo-TQ-S

Massenubergange (MRM):

Diphenhydramin:
Diphenhydramin-d3:

4.7 Bestimmung von Dextromethorphan und Dextrorphan

1 kv

1000 I/Stunde, 650°C
150 I/Stunde

0,15 ml/Minute

Elektronenspray lonisation, positiv Modus

256,1 > 167,1 (Quantifier); 256,1 > 152,0 (Qualifier)
259,2 > 167,1 (Quantifier); 259,2 > 152,0 (Qualifier)

Bei den eingesetzten Medikamenten handelt es sich um Silomat® pmp Lutschpastillen (Boeh-

ringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim am Rhein, Deutschland) mit 10,5 mg

Dextromethorphanhydrobromid-Monohydrat, was 7,7 mg reinem Dextromethorphan ent-

spricht, sowie Silomat pmp INTENSIV Hartkapseln (Boehringer Ingelheim Pharma GmbH &

Co. KG, Ingelheim am Rhein, Deutschland) mit 30 mg Dextromethorphanhydrobromid-Mono-

hydrat, was 22 mg reinem Dextromethorphan entspricht.
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Probenaufarbeitung: Kapillarvollblut

Verdlnnungslésung: Ammoniumformiat 20 mmol/Methanol (70:30, v/v)
+ 0,028 mol Ameisensdure

Interner Standard: Dextromethorphan-d3 und Dextrorphan-d3, 1 ng/mL in Acetonitril

20 pl Probe wurden in einem Reaktionsgefa mit 10 pl Internem Standard versetzt, vermischt
und die Proteine mit 200 pl Acetonitril gefallt. Im Anschluss wurde das Reaktionsgefal ca. eine
Minute auf dem Schiittelmischer belassen und schlieflich fur 10 Minuten bei 13 400 rpm zent-
rifugiert. 200 pl des Uberstandes wurden in einen 1 ml Glaseinsatz gegeben und bei 45 °C unter
Stickstoffbegasung abgedampft. Der Ruckstand wurde mit 50 pl Verdinnungsldsung wieder-

aufgenommen und vermessen.

Probenaufarbeitung: Speichel

Verdunnungslésung: Ammoniumformiat 20 mmol/Methanol (70:30, v/v)
+ 0,028 mol Ameisensdure)

Interner Standard: Dextromethorphan-d3 und Dextrorphan-d3m 1 ng/mL in Acetonitril

50 pl Probe wurden in einem Reaktionsgefals mit 25 pl Internem Standard versetzt, vermischt,
50 pl einer 10 molare Ammoniumacetatlosung wurde hinzugegeben und die Proteine wurden
mit 200 pl Acetonitril geféallt. Im Anschluss wurde das Reaktionsgefal ca. eine Minute auf dem
Schittelmischer belassen und schlieflich fir 5 Minuten bei 13 400 rpm zentrifugiert. 200 pl
des Uberstandes wurden in einen 1 ml Glaseinsatz gegeben und bei 45 °C unter Stickstoffbe-
gasung abgedampft. Der Ruckstand wurde mit 100 pl Verdinnungslosung wiederaufgenom-

men und vermessen.

Probenaufarbeitung: Ausatemluft
Extraktionslosung: Methanol/Acetonitril/Wasser (40:40:20, v/v) enthélt 100 pg/mL

Dextromethorphan-d3 und Dextrorphan-d3 als Interner Standard
Verdunnungslosung: Ammoniumformiat 20 mmol/Methanol (70:30, v/v)

+ 0,028 mol Ameisensédure
Fur die weitere Aufarbeitung siehe Kapitel 5.9 (Aufarbeitung der Atemluftproben).

UPLC-MS/MS-Bedingungen

UPLC-System:

Sample Organzier Acquity UPLC, Waters

Sample Manager Acquity UPLC I-Class FTN, Waters
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Column Manager Acquity UPLC CM-A, Waters
Column Manager Aux: Acquity UPLC, Waters
Binary Solvent Manager Acquity UPLC I-Class BSM, Waters

Massenspektrometer: Xevo TQ-S, Waters

Software: MassLynx 4.1
TargetLynx Application Manager Version 4.1

Mobile Phase A: Ammoniumformiat 20 mmol + 0,028 mol Ameisenséure
Mobile Phase B: Methanol + 0,028 mol Ameisenséure
Fluss: 0,3 ml pro Minute
Séule: ACQUITY UPLC BEH-Phenyl 1,7 um 2,1 x 100 mm
Saulenofentemperatur: 40°C
Gradient:
Minute Mobile Phase A [%0] Mobile Phase B [%0]
Initial 70 30
3,0 20 80
3,1 70 30
4,0 70 30
Massenspektrometer: Xevo-TQ-S
Kapillarspannung: 1 kv
Desolvation Gas: 650 1/Stunde, 350°C
Cone Gas (Stickstoff): 150 I/Stunde
Kollisions Gas (Argon): 0,25 ml/Minute
lonisationsmodus: Elektronenspray lonisation, positiv Modus
Masseniibergdnge (MRM):
Dextromethorphan: 272,24 > 171,10 (Quantifier); 272,24 > 147,11, 272,24 > 128,06
Dextromethorphan-d3: 275,30 > 171,10 (Quantifier); 275,30 > 147,11; 275,30 > 128,09
Dextrorphan: 258,24 > 157,08 (Quantifier); 258,24 > 133,08; 258,24 > 128,01

Dextrorphan-ds:261,24 > 157,05 (Quantifier); 261,24 > 133,06; 261,24 > 128,09
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4.8 Gewinnung von Ultrafiltrat

Zur Gewinnung des Ultrafiltrates wurde die Centrifree® Ultrafiltrationseinheiten genutzt.

Hierbei wurden, je nach Probenvolumen, 200 oder 300 pl Serum in das Probenreservoir einge-
fullt. AnschlieBend wurde das Serum fiir eine Stunde bei 37°C equilibriert und die Ultrafiltra-
tionseinheit schlieBlich fur 30 Minuten bei 37°C bei 2000 g zentrifugiert. Das Filtratbecherchen
wurde danach von der Filtrationseinheit abgenommen und mit einem separaten Deckelchen

verschlossen.

Die Ermittlung der unspezifischen Bindung fand mittels mit Analyten versetzter PBS-Ldsung
statt. Hierbei wurde saliner Phosphatpuffer (PBS) mit einem pH-Wert von 7,4 mit den jeweils
zu bestimmenden Analyten versetzt. Uber den Vergleich der Konzentration aus der nativen
PBS-L6sung und der ultrafiltrierten PBS-Losung l&sst sich die unspezifische Bindung eines

Analyten an die Ultrafiltrationseinheit ermitteln.

4.9 Aufarbeitung der Atemluftproben

Zunéchst wurden die Filter aus dem Filterhalter entfernt, anschlieBend mit einer Metallschere
in 10 Stucke geschnitten und in eine leere 1 ml SPE-Kartusche gefiillt. Die befullten SPE-Kar-
tuschen wurden auf einem Vakuumsaugblock angebracht, die Vakuumpumpe eingeschaltet und
auf einen Druck von ca. 850 mbar eingestellt. Im Anschluss wurde 1 ml der der Methode ent-

sprechenden Extraktionsldsung auf die Filterstlicke in der SPE Kartusche gegeben.

Uber eine Minute wurde das Eluat in einem 4 ml GlasgefaR gesammelt und anschlieRend unter
Stickstoffstrom bei 45°C eingedampft. Der Riickstand wurde nach dem Abkuhlen mit 100 pl

Verdinnungslésung wiederaufgenommen und mit der UPLC-MS/MS vermessen.

Zur Vermeidung von Verschleppungen durch Arbeitswerkzeuge, wurden verschiedene Mal3-

nahmen ergriffen:

e Die Handschuhe wurden bei jedem neuen Filter gewechselt.

e Die Schere wurde nach dem Zerschneiden eines Filters mit einem sauberen Zell-
stofftuch gereinigt und mit Methanol gespiilt.

e Fir jeden Filter wurde eine neue, saubere Zellstoffunterlage verwendet.

e Um die Filterstiicke in die Kartusche zu fullen wurde fir jeden Filter eine frische Pipet-

tenspitze verwendet.
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4.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit XACT (Scilab GmbH, Hamburg) und Valistat 2.0
(ARVECON GmbH, Walldorf) durchgefihrt.
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Um aufzuzeigen, dass Speichelproben mit einer Serumkalibration zuverldssig gemessen wer-

den konnen, wurde die Negativmatrix (jeweils Serum und Speichel/SES Gemisch) mit einer

definierten Menge (Zielwerte in den entsprechenden Tabellen) an Psychopharmakon versetzt.

Die Messungen fiir jede der Kontrollproben wurden in 6-fach (Tag 1) und 3-fach Bestimmung

(Tag 2-8) an verschiedenen Werktagen von derselben Person durchgefiihrt (n = 27 Proben).

Eine Kalibration wurde taglich frisch aufgearbeitet (Tabelle 9-19). Die Auswertung der Ergeb-

nisse wurde mit Valistat 2.0 geméal den Richtlinien der GTFCh (Gesellschaft fur Toxikologi-

sche und Forensische Chemie, 2009) durchgefiihrt. Angegeben wurde der Zielwert, der Mittel-

wert, der Variationskoeffizient (VK) fir die Richtigkeit, die Wiederholprézision, die Laborpra-

zision und den Bias (Systematische Abweichung der Messwerte zum Zielwert und damit den

systematischen Fehler).

Tabelle 9: Psychopharmaka in Serum und Speichel: Genauigkeit: Aripiprazol

Matrix und Zielwert Mittelwert VK [%0] VK [%0] VK [%0] Bias [%0]
Level [ng/ml] [ng/mL] Richtigkeit | Wiederholp- | Labor-préazi-

réazision sion
Serum low 50,0 56,4 2,6 1,5 2,7 12,8
Serum high 200 199 5,0 3,5 51 -0,3
Speichel low 50,0 52,0 3,8 3,6 3,8 4,1
Speichel high 200 188 7,2 4,5 7,5 -5,8

Tabelle 10: Psychopharmaka in Serum und Speichel: Genauigkeit: Citalopram

Matrix und Zielwert Mittelwert VK [%0] VK [%0] VK [%0] Bias [%0]
Level [ng/ml] [ng/ml] Richtigkeit | Wiederhol- |Labor-préazi-

prazision sion
Serum low 15,0 15,4 3,2 2,4 3,2 2,3
Serum high 150 153 3,1 15 3,2 1,9
Speichel low 15,0 15,4 40 2,2 472 2,3
Speichel high 150 153 4,3 2,8 4,4 2,1
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Tabelle 11: Psychopharmaka in Serum und Speichel: Genauigkeit: Desmethylcitalopram

Matrix und Zielwert Mittelwert VK [%] VK [%] VK [%] Bias [%0]
Level [ng/mL] [ng/mL] Richtigkeit | Wiederhol- | Labor-prazi-
préazision sion
Serum low 25,0 25,8 4,3 3,4 4.4 3,0
Serum high 250 231 3,1 1,9 3,2 -7,4
Speichel low 25,0 25,6 4,1 3,2 4,2 2,5
Speichel high 250 233 4,8 4,0 4,8 -6,8
Tabelle 12: Psychopharmaka in Serum und Speichel: Genauigkeit: Duloxetin
Matrix und Zielwert Mittelwert VK [%] VK [%] VK [%] Bias [%0]
Level [ng/mL] [ng/mL] Richtigkeit | Wiederhol- | Labor-prazi-
préazision sion
Serum low 10,0 10,4 7,6 6,9 7,6 4,1
Serum high 100 91,2 3.9 3.8 3.9 -8,7
Speichel low 10,0 9,70 8,7 6,7 8,9 -3,0
Speichel high 100 90,1 4,1 3,5 4,2 -9,9
Tabelle 13: Psychopharmaka in Serum und Speichel: Genauigkeit: Mirtazapin
Matrix und Zielwert Mittelwert VK [%0] VK [%0] VK [%0] Bias [%0]
Level [ng/mL] [ng/mL] Richtigkeit | Wiederhol- | Labor-prazi-
préazision sion
Serum low 10,0 10,9 3,3 3,2 3,4 8,5
Serum high 100 106 4,5 2,6 4,7 6,1
Speichel low 10,0 10,8 4,0 3,3 4,1 8,0
Speichel high 100 107 3,4 2,8 3,5 7,6
Tabelle 14: Psychopharmaka in Serum und Speichel: Genauigkeit Pipamperon
Matrix und Zielwert Mittelwert VK [%0] VK [%0] VK [%0] Bias [%0]
Level [ng/ml] [ng/mL] Richtigkeit | Wiederhol- |Labor-préazi-
préazision sion
Serum low 15,0 15,1 3,4 2,2 3,5 1,7
Serum high 150 156 2,1 1,4 2,2 3,9
Speichel low 15,0 15,2 50 3,6 51 1,4
Speichel high 150 162 2,6 1,8 2,7 8,1
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Tabelle 15: Psychopharmaka in Serum und Speichel: Genauigkeit: Pregabalin

Matrix und Zielwert Mittelwert VK [%] VK [%] VK [%] Bias [%0]
Level [Hg/mL] [Hg/mL] Richtigkeit | Wiederhol- | Labor-prazi-
préazision sion
Serum low 0,500 0,519 53 2,5 55 3,9
Serum high 8,50 8,81 5,3 1,7 55 3,7
Speichel low 0,500 0,502 5,6 2,0 59 0,4
Speichel high 8,50 8,80 6,3 1,2 6,7 3,5
Tabelle 16: Psychopharmaka in Serum und Speichel: Genauigkeit: Promethazin
Matrix und Zielwert Mittelwert VK [%] VK [%] VK [%] Bias [%0]
Level [ng/ml] [ng/mi] Richtigkeit | Wiederhol- | Labor-prazi-
préazision sion
Serum low 30,0 29,1 6,9 4,0 7,2 -2,9
Serum high 300 299 3,5 2,4 3,6 -0,3
Speichel low 30,0 24,7 3,3 2,5 3,3 -17,6
Speichel high 300 331 2,5 1,6 2,6 10,3
Tabelle 17: Psychopharmaka in Serum und Speichel: Genauigkeit: Quetiapin
Matrix und Zielwert Mittelwert VK [%0] VK [%0] VK [%0] Bias [%0]
Level [ng/ml] [ng/mi] Richtigkeit | Wiederhol- | Labor-prazi-
préazision sion
Serum low 40,0 41,4 34 2,3 3,5 34
Serum high 400 415 3,0 19 3,1 3,8
Speichel low 40,0 40,9 4,3 2,9 4,5 2,3
Speichel high 400 407 1,7 1,4 1,8 1,8
Tabelle 18: Psychopharmaka in Serum und Speichel: Genauigkeit Venlafaxin
Matrix und Zielwert Mittelwert VK [%0] VK [%0] VK [%0] Bias [%0]
Level [ng/ml] [ng/ml] Richtigkeit | Wiederhol- |Labor-préazi-
préazision sion
Serum low 15,0 14,5 47 4,0 4,7 -3,3
Serum high 100 93,6 34 2,3 3,5 -6,4
Speichel low 15,0 14,7 50 43 51 -2,1
Speichel high 100 93,7 3,1 2,4 3,2 -6,3
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Tabelle 19: Psychopharmaka in Serum und Speichel: Genauigkeit: O-Desmethylvenlafaxin

Matrix und Zielwert Mittelwert VK [%] VK [%] VK [%] Bias [%0]
Level [ng/mil] [ng/mi] Richtigkeit | Wiederhol- | Labor-prazi-

préazision sion
Serum low 50,0 48,5 4,8 2,5 5,0 -3,0
Serum high 500 459 3,7 2,0 3,8 -8,3
Speichel low 50,0 49,1 5,2 4,4 53 -1,8
Speichel high 500 455 5,1 49 5,1 -9,0

Gemal} den Validationskriterien der GTFCh wurden keine Abweichungen sichtbar, die eine

Ubertragbarkeit der Serumkalibration auf Speichelproben bei gleicher Aufarbeitung ausschlie-

Ren wirden.

Bestimmungsgrenze:

Fur alle Medikamente, bei denen Konzentrationen unterhalb des kalibrierten Bereichs gemes-

sen wurden (alle bis auf Duloxetin), wurde eine Selbstkontrolle in 10-fach Bestimmung ver-

messen, deren Konzentration unterhalb der niedrigsten gemessenen Konzentration des jeweili-

gen Analyten lag, um die Verwertbarkeit dieser Werte belegen zu kénnen. Hierzu wurde ein

Negativpoolserum mit der jeweiligen Substanz versetzt.

Tabelle 20: Bestimmungsgrenzen: Psychopharmaka

Substanz Zielwert [ng/ml] Mittelwert VK [%0] Bias [%0]
[ng/mL]
Avripiprazol 1,00 1,01 59 1,3
Citalopram 1,00 1,07 79 7,1
Desmethylcitalopram 1,00 0,99 8,2 -1,5
Mirtazapin 1,00 0,89 7,2 -11
Pipamperon 2,00 2,06 8,4 3,1
Pregabalin 50,0 52,0 3,2 3,2
Promethazin 10,0 10,9 5,3 9,5
Quetiapin 2,00 2,08 2,7 4,2
Venlafaxin 5,00 5,08 2,3 1,6
O-Desmethylvenlafaxin 5,00 5,09 6,0 1,7
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5.1.2 Ultrafiltration

Um die unspezifische Bindung der betrachteten Analyten final ermitteln zu kdnnen, wurde

PBS-Lo6sung (pH 7,4) mit folgenden Analyten in der angegebenen Konzentration versetzt:

Mirtazapin: 60 ng/ml; Citalopram: 70 ng/ml; N-Desmethylcitalopram: 70 ng/ml; Quetiapin:
200 ng/mL; Venlafaxin: 300 ng/mL; O-Desmethylvenlafaxin: 150 ng/mL

Aus dieser Losung wurden funf Ultrafiltrate nach Herstellerangaben hergestellt und mit der
unter 6.1.1 beschriebenen Methode vermessen. Die native Ldsung wurde ebenfalls in einer
Funffachbestimmung vermessen und Uber die Verhaltnisse der Konzentrationen (C) die unspe-

zifische Bindung (NSB) fiir die jeweiligen Analyten ermittelt.

C PBS Ultrafiltrat

NSB [%]=100- ( xloo)

C PBS nativ

Die Reproduzierbarkeit der Ultrafiltrationsmethode wurde fur jeden Analyten ermittelt, indem
mindestens zehn Patientenseren aus der Labor-Routine mit unterschiedlichen Konzentrationen
herausgesucht wurden (einige Seren enthielten mehr als einen Analyten, so dass teilweise mehr
als n = 10 Proben fur einen Analyten vorhanden waren). Aus jedem Serum wurden jeweils flnf
Ultrafiltrate nach Gebrauchsanweisung hergestellt und zusammen mit dem nativen Serum ver-

messen.

Tabelle 21: Reproduzierbarkeit der Ultrafiltrationseinheit (Fu = Fraction unbound)

Medikament n VK [%0] Fu[%] NSB[%]
Bereich n=>5
Citalopram 10 6,2 16,9-31,9 11
N-Desmethylcitalopram 10 55 31,3-53,3 14
Mirtazapin 11 5,2 6,0 —13,2 35
Quetiapin 10 5,6 6,6 —10,9 18
Venlafaxin 11 34 34,9-52,3 0
O-Desmethlyvenlafaxin 11 1.2 74,6 — 85,4 0

Der Variationskoeffizient bewegte sich bei allen Analyten deutlich unter 10 %, die Reprodu-
zierbarkeit der Ergebnisse aus durch Ultrafiltration gewonnenen Proben kann damit als gewéhr-

leistet angesehen werden.
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5.1.3 Diphenhydramin

Fur die Validation der Speichelproben wurde als Negativmatrix ein Speichel/SES-Gemisch von
Speichelproben verwendet, die mit dem Greiner Bio-One Speichelentnahmesystem enthommen
worden waren. Der Speichelanteil lag bei etwa 60%. Die in den Validationsdaten angegebenen
Konzentrationen beziehen sich ausschlieBlich auf das Speichel/SES-Gemisch und sind nicht
auf den Speichelanteil von 60% berechnet. Dies ist bei spateren Messungen zu bertcksichtigen.

Entsprechendes Negativvollblut wurde aus negativen EDTA-Vollblutproben (VB) gewonnen.

Selektivitat/Matrixeinfliisse

Es wurden folgende Proben vermessen, um den Einfluss eventueller Stérungen durch Mat-

rixkomponenten oder andere Substanzen festzustellen:

e 6 verschiedene Matrixproben ohne Analyten und ohne Internem Standard (Leerprobe)

e 6 verschiedene Matrixproben ohne Analyten und mit Internem Standard (Nullproben)

Folgende Substanzen wurden in therapeutischen oder Konzentrationen oberhalb des therapeu-
tischen Bereichs auf Koelutionen mit dem Analyten oder dem Internen Standard getestet, konn-

ten jedoch nicht festgestellt werden:

10-OH-Carbazepin, Amisulprid, Amitriptylin, Atomoxetin, Carbamazepin, Carbamazepin-
Epoxid, Chlorprothixen, Citalopram, Clomipramin, Desipramin, Desmethylfluoxetin, Desme-
thylsertralin, Doxepin, Duloxetin, Ethosuximid, Fluoxetin, Fluvoxamin, Imipramin, Lamotri-
gin, Levomepromazin, Maprotilin, Melperon, Methylphenidat, Mianserin, Mirtazapin, N-Des-
methylcitalorpam, Norclomipramin, Nordoxepin, Normaprotilin, Nortrimipramin, Nortriptylin,
O-Desmethylvenlafaxin, Oxcarbazepin, Paroxetin, Perazin, Phenobarbital, Phenytoin, Pipam-
peron, Primidon, Promethazin, Protriptylin, Reboxetin, Ritalinséure, Sertindol, Sertralin, Sul-
pirid, Sultiam, Thioridazin, Trazodon, Trimipramin, Venlafaxin, Ziprasidon, Zotepin, Zuclo-

penthixol

Die Identifizierung von Diphenhydramin erfolgte tber die Retentionszeit sowie das Verhéltnis

von einem Qualifier lon zum Target lon.

Arbeitsbereich, Linearitdt und VVerdiinnungsgrenze

Linearitét fir Diphenhydramin im Speichel: bis 1000 ng/mL
Linearitét fir Diphenhydramin im Vollblut: bis 1000 ng/mL

Kalibrationsbereich: 1 -1000 ng/mL
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Fir Diphenhydramin in Speichel und Vollblut wurde eine 10-Punkt-Kalibration mit Kalibrato-

ren aus versetzter Negativmatrix in 6-fach Bestimmung verwendet.

Konzentration Eichgerade:

IS:

Genauigkeit:

1,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0; 250,0; 500,0; 750,0; 1000,0

Diphenhydramin-d3 100 ng/mL

Fur die Bestimmung der Genauigkeit wurde Negativmatrix mit einer definierten Menge

Diphenhydramin versetzt.

Zielwert OF Kontrollel: 9 ng/mL
Zielwert OF Kontrolle 2: 100 ng/mL
Zielwert OF Kontrolle 3: 800 ng/mL
Zielwert VB Kontrolle 1: 9 ng/mL
Zielwert VB Kontrolle 2: 100 ng/mL
Zielwert VB Kontrolle 3: 800 ng/mL

Die Messungen fir jede der drei Kontrollproben wurde in 6-fach (Tag 1) und 3-fach Bestim-
mung (Tag 2-8) an verschiedenen Werktagen von derselben Person durchgefihrt (jeweils n =

27 Proben) und wurde mit der oben angegebenen Kalibration ausgewertet.

Genauigkeit:

Diphenhydramin im Speichel:

Tabelle 22: Genauigkeit von Diphenhydramin im Speichel

Zielwert Mittelwert VK [%] VK [%] VK [%] Bias [%0]
[ng/ml] [ng/mL] Richtigkeit Wiederhol- Labor-prazi-
prazision sion
9 8,19 3,7 1,6 3,7 -9
100 98,1 1,7 1,0 1,5 -1,9
800 774 3,2 0,8 33 -3,3
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Diphenhydramin im Vollblut:
Tabelle 23: Genauigkeit von Diphenhydramin im Vollblut
Zielwert Mittelwert VK [%] VK [%] VK [%] Bias [%0]
[ng/mL] [ng/mL] Richtigkeit Wiederhol- Labor-prazi-
préazision sion
9 8,9 51 4,3 3,7 -0,9
100 109 4,1 4,0 2,4 8,6
800 806 3,4 2,3 2,9 0,8

Analvytische Grenzwerte-Bestimmung nach DIN 32646:

Gesetzte Kriterien:
e Target-lon:(Signifikanzniveau = 99%; k-Wert = 3

e Erstes Qualifier lon: Signifikanzniveau = 99%; k-Wert = 3

Die Nachweisgrenze wird auf das Qualifier-lon und die Bestimmungsgrenze auf das Target-

lon bezogen.

Eine Einfachbestimmung wurde durchgefuhrt. Mit zertifiziertem Referenzmaterial wurde eine

Matrixprobe mit Diphenhydramin in dquidistanten Konzentrationen angesetzt.

Konzentration Eichgerade fiir Diphenhydramin im Speichel: 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0
Konzentration Eichgerade fir Diphenhydramin im Vollblut: 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4

Nachweisgrenze (LoD):
Diphenhydramin im Speichel: 0,34 ng/mL
Diphenhydramin im Vollblut: 0,40 ng/mL

Bestimmungsgrenze (LoQ):
Diphenhydramin im Speichel: 0,42 ng/mL
Diphenhydramin im Vollblut: 0,52 ng/mL

Wiederfindung und Matrixeffekt:

Zur Bestimmung der analytischen Wiederfindung und des Matrixeffektes wurden 6 Leerproben
(Verdunnungslosung) und verschiedene Negativproben der jeweiligen Matrizes mit einer nied-
rigen Diphenhydramin-Konzentration und einer hohen Diphenhydramin-Konzentration ge-
spiked und als Probe aufgearbeitet. Die gleichen 6 Proben wurden ungespiked aufgearbeitet

und nach der Féllung mit der gleichen Menge Diphenhydramin und dem entsprechenden
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deuterierten Internem Standard versetzt. Dabei zeigten sich Matrixeffekte fir die niedrige und
die hohe Konzentration von 100% bzw. 86% flir Speichel und 87% bzw. 76% fir Vollblut. Die
Gesamtwiederfindung liegt im Speichel bei 91 bzw. 74% und bei 67 bzw. 66% im Vollblut.

5.1.4 Dextromethorphan und Dextrorphan

Fur die Validation der Speichelproben wurde die Negativmatrix entsprechend der Angaben

beim Diphenhydramin gewonnen und genutzt.

Selektivitat/Matrixeinfliisse

Es wurden folgende Proben vermessen, um den Einfluss eventueller Stérungen durch Mat-

rixkomponenten oder andere Substanzen festzustellen:

e 6 verschiedene Matrixproben ohne Analyten und ohne Internem Standard (Leerprobe)

e 6 verschiedene Matrixproben ohne Analyten und mit Internem Standard (Nullproben)

Folgende Substanzen wurden in therapeutischen oder tGbertherapeutischen Konzentrationen auf
Koelutionen mit dem Analyten oder dem Internen Standard getestet, konnten jedoch nicht fest-

gestellt werden:

10-OH-Carbazepin, Amisulprid, Amitriptylin, Atomoxetin, Carbamazepin, Carbamazepin-
Epoxid, Chlorprothixen, Citalopram, Clomipramin, Desipramin, Desmethylfluoxetin, Desme-
thylsertralin, Diphenhydramin, Doxepin, Duloxetin, Ethosuximid, Fluoxetin, Fluvoxamin,
Imipramin, Lamotrigin, Levomepromazin, Maprotilin, Melperon, Methylphenidat, Mianserin,
Mirtazapin, N-Desmethylcitalorpam, Norclomipramin, Nordoxepin, Normaprotilin, Nortri-
mipramin, Nortriptylin, O-Desmethylvenlafaxin, Oxcarbazepin, Paroxetin, Perazin, Phenobar-
bital, Phenytoin, Pipamperon, Primidon, Promethazin, Protriptylin, Reboxetin, Ritalinsaure,
Sertindol, Sertralin, Sulpirid, Sultiam, Thioridazin, Trazodon, Trimipramin, Venlafaxin, Zip-

rasidon, Zotepin, Zuclopenthixol

Die Identifizierung von Dextromethorphan und Dextrorphan erfolgte Uber die Retentionszeit

sowie das Verhaltnis von einem Qualifier lon zum Target lon.

Arbeitsbereich, Linearitdt und VVerdiinnungsgrenze

Linearitat fir Dextromethorphan im Speichel: bis 10 ng/mL
Linearitat fir Dextrorphan im Speichel: bis 10 ng/mL

Linearitét fir Dextromethorphan im Vollblut: bis 10 ng/mL
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Linearitat fir Dextrorphan im Vollblut: bis 10 ng/mL

Kalibrationsbereich: 0,025 — 10 ng/mL

Fur Dextromethorphan und Dextrorphan in Speichel und Vollblut wurde eine 10-Punkt-Kalib-

ration mit Kalibratoren aus gespiketer Negativmatrix in 6-fach Bestimmung verwendet.

Konzentration Eichgerade: 0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0
IS: Dextromethorphan-d3 1 ng/mL, Dextrorphan-d3 1 ng/ml

Genauigkeit:
Fur die Bestimmung der Genauigkeit wurde Negativmatrix mit einer definierten Menge Dextro-

methorphan und Dextrorphan versetzt.

Zielwert OF Kontrolle 1:
Zielwert OF Kontrolle 2:
Zielwert OF Kontrolle 3:
Zielwert VB Kontrolle 1:
Zielwert VB Kontrolle 2:
Zielwert VB Kontrolle 3:

Dextromethorphan 0,085 ng/mL; Dextrorphan 0,095 ng/mL
Dextromethorphan 0,85 ng/mL; Dextrorphan 0,95 ng/mL
Dextromethorphan 7,5 ng/mL; Dextrorphan 8,5 ng/mL
Dextromethorphan 0,075 ng/mL; Dextrorphan 0,075 ng/mL
Dextromethorphan 0,85 ng/mL; Dextrorphan 0,085 ng/mL
Dextromethorphan 7,5 ng/mL; Dextrorphan 7,5 ng/mL

Die Messungen fur jede der drei Kontrollproben wurde in 6-fach Bestimmung (Tag 1-8) an
verschiedenen Werktagen von derselben Person durchgefuhrt (jeweils n = 27 Proben) und

wurde mit der oben angegebenen Kalibration ausgewertet.

Genauigkeit:

Dextromethorphan im Speichel:

Tabelle 24: Genauigkeit von Dextromethorphan im Speichel

Zielwert Mittelwert VK [%0] VK [%0] VK [%0] Bias [%0]
[ng/mL] [ng/mL] Richtigkeit Wiederhol- Labor-prazi-
préazision sion
0,085 0,081 8 3,7 7,7 -4,7
0,85 0,85 9,2 2,4 9,4 0,5
75 7,55 52 3,3 4,7 0,7




5 Ergebnisse 75
Dextrorphan im Speichel:
Tabelle 25: Genauigkeit von Dextrorphan im Speichel
Zielwert Mittelwert VK [%0] VK [%0] VK [%0] Bias [%0]
[ng/mL] [ng/mL] Richtigkeit Wiederhol- Labor-prazi-
prazision sion
0,095 0,089 6,9 33 6,6 -5,9
0,95 0,97 8,4 2,0 8,5 2,2
8,5 8,74 6,8 3,8 6,3 2,8
Dextromethorphan im Vollblut:
Tabelle 26: Genauigkeit von Dextromethorphan im Vollblut
Zielwert Mittelwert VK [%] VK [%] VK [%] Bias [%0]
[ng/mL] [ng/mL] Richtigkeit Wiederhol- Labor-prazi-
prazision sion
0,085 0,075 10,3 6,3 9,6 -0,1
0,85 0,84 5,8 33 53 -1,7
75 7,36 4.4 3,1 3,7 -1,9
Dextrorphan im Vollblut:
Tabelle 27: Genauigkeit von Dextrorphan im Vollblut
Zielwert Mittelwert VK [%] VK [%] VK [%] Bias [%0]
[ng/mL] [ng/mL] Richtigkeit Wiederhol- Labor-prazi-
préazision sion
0,075 0,08 3,3 2,1 3,0 6,7
0,85 0,82 3,9 2,1 3,7 -3,3
75 7,28 3,6 2,2 3,2 -2,9

Analvytische Grenzwerte Bestimmung nach DIN 32646:

Gesetzte Kriterien:

e Target-lon: Signifikanzniveau = 99%; k-Wert = 3

e Erstes Qualifier lon: Signifikanzniveau = 99%; k-Wert = 3

Die Nachweisgrenze wird auf das Qualifier-lon und die Bestimmungsgrenze auf das Target-

lon bezogen.

Eine Einfachbestimmung wurde durchgeftuihrt. Mit zertifiziertem Referenzmaterial wurde eine

Matrixprobe mit Dextromethorphan und Dextrorphan in &quidistanten Konzentrationen ange-

setzt.
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Die Konzentrationen der jeweiligen Eichgeraden sind:
Dextromethorphan im Speichel:  0,0125; 0,015; 0,0175; 0,02; 0,0225; 0,025

Dextrorphan im Speichel: 0,005; 0,0075; 0,01; 0,0125; 0,015; 0,0175
Dextromethorphan im Vollblut: ~ 0,0125; 0,015; 0,0175; 0,02; 0,0225; 0,025
Dextrorphan im Vollblut: 0,005; 0,0075; 0,01, 0,0125; 0,015; 0,0175; 0,02

Nachweisgrenze (LoD):

Dextromethorphan im Speichel: 0,011 ng/mL
Dextrorphan im Speichel: 0,002 ng/ml
Dextormethorphan im Vollblut: 0,009 ng/mL
Dextrorphan im Vollblut: 0,003 ng/ml

Bestimmungsgrenze (LoQ):

Dextromethorphan im Speichel: 0,011 ng/mL
Dextrorphan im Speichel: 0,004 ng/ml
Dextromethorphan im Vollblut: 0,009 ng/mL
Dextrorphan im Vollblut: 0,006 ng/ml

Wiederfindung und Matrixeffekt:
Zur Bestimmung der analytischen Wiederfindung und des Matrixeffektes wurden 6 Leerproben

(Verdunnungslésung) und verschiedene Negativproben der jeweiligen Matrizes mit einer nied-
rigen Dextromethorphan/Dextrorphan Konzentration und einer hohen Dextromethor-
phan/Dextrorphan Konzentration gespiket und als Probe aufgearbeitet. Die gleichen 6 Proben
wurden ungespiket aufgearbeitet und nach der Fallung mit der gleichen Menge Dextromethor-
phan/Dextrorphan und den jeweiligen deuterierten Internen Standards versetzt. Dabei zeigten
sich Matrixeffekte von 96 % bzw. 95 % fur Dextromethorphan im Speichel und 88 % bzw. 81
% fur Dextrorphan. Im Vollblut liegt der Matrixeffekt fiir Dextromethorphan bei 124 % in der
niedrigen und bei 107 % in der hohen Konzentration. Fir Dextrorphan konnten in derselben
Matrix Matrixeffekte von 90 bzw. 89 % nachgewiesen werden. Die Gesamtwiederfindung liegt
im Speichel bei 91 bzw. 92% fur Dextromethorphan und bei 90 bzw. 77 % fir Dextrorphan,
und 118 bzw. 97,1 % fiir Dextromethorphan im Vollblut und 93 bzw. 90 % fir Dextrorphan im
Vollblut.
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5.2 Perianalytische Parameter im Speichel

5.2.1 Referenzbereiche fir das Speichelsammelsystem

Wahrend des Prozesses der Speichelgewinnung mit dem Greiner Bio-One Speichelsammelsys-
tem findet durch die SES eine Verdlnnung des Speichels statt. Diese Variable muss jedoch, um
eine Quantifizierung der im Speichel bestimmten Substanzen durchfiihren zu kénnen, bekannt
sein. Dies macht den Speichelanteil zum wichtigsten perianalytischen Parameter im Rahmen
der Speichelanalytik mit diesem Speichelsammelsystem, bildet er doch auch die Grundlage zur

Konzentrationsbestimmung der Authentizitatsmarker a-Amylase und Cortisol.

Aus einem Probenpool von 22 520 Proben wurden nun die Referenzbereiche fur den Spei-
chelanteil sowie a-Amylase und das Cortisol ermittelt. Bei Proben in denen kein Speichelanteil
ermittelbar war wurde zur Berechnung der Cortisol-Konzentration ein Speichelanteil von 50%

angenommen.

Ausschlusskriterien gab es keine. Als Referenzbereich betrachtet wurden jene Werte, die sich
innerhalb des Bereichs zwischen der 2,5 % Perzentile und der 97,5 % Perzentile befanden.
Dabei fand sowohl eine geschlechtsspezifische Betrachtung als auch eine Betrachtung aller
Proben statt. 219 Proben war kein Geschlecht zuzuordnen, diese flossen jedoch in die Bestim-
mung des Referenzbereichs aus allen Proben ein. Ein mathematischer Test auf Normalvertei-
lung wurde nicht durchgefuhrt, sondern lediglich ein optischer ausgehend von den erstellten

Histogrammen.

Speichelanteil:
Der Messbereich der a-Amylase erstreckte sich von 10 000 U/l bis 480 000 U/I. Proben, die

unterhalb dieses Messbereichs lagen, wurden flr die statistische Berechnung der Wert 9 999
U/L zugeordnet, Proben, die oberhalb dieses Messbereichs lagen, der Wert 480 001 U/I.

Von den 22 520 Proben war bei 22 216 Proben der Speichelanteil bestimmbar. Anhand der
graphischen Auswertung liel sich ohne weitere Tests eine Normalverteilung der Werte anneh-
men (Abb. 16). Eine Bestimmung der 2,5% und der 97,5% Perzentilen war damit ohne weitere
Transformation der Werte durchfiihrbar. Geht man von einem Vertrauensbereich von 95% aus,
ergibt sich aus der Gesamtbetrachtung aller Werte ein Referenzbereich von 15,1% bis 74,9%
Speichelanteil, wahrend sich aus der geschlechtsspezifischen Betrachtung (ebenfalls normal-
verteilt) Referenzbereiche von 14,8% bis 74,8% Speichelanteil fir Frauen und 15,2% bis 74,7%

Speichelanteil fir Ménner ergeben.
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Abbildung 16: Verteilung des Speichelanteils von 22 216 Routineproben

Tabelle 28: Verteilung des Speichelanteils in 22 216 Routineproben

Statistikparameter Gesamt Frauen Ménner
Mittelwert 45,4% 44.7% 45,5%
Median 45,4% 44,6% 45,6%
2,5% Perzentile 15,1% 14,8% 15,2%
97,5% Perzentile 74,9% 74,8% 74,7%
n (nicht bestimmbar) 304 104 200

n (gesamt) 22216 6342 15 655

Der Referenzbereich fur den Speichelanteil lasst sich ausgehend von diesen Ergebnissen auf 15
— 75 % festlegen.

a-Amylase:
Bei der Bestimmung der a-Amylase-Konzentration waren von 22 520 Proben 56 Proben nicht

bestimmbar und wurden entsprechend ausgeschlossen.
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Tabelle 29: Statistische Verteilung der Amylase-Konzentration in 22 520 Routineproben; die Bezeichnung ,,aus
log* bedeutet, dass die entsprechenden Konzentrationen aus der Verteilung der logarithmierten Werte
ermittelt wurden

Statistikparameter Gesamt Gesamt Frauen Frauen Manner Ménner
aus log aus log aus log
Mittelwert 19 5907 14 5378 184 313 135021 201914 151 252
Median 15 8886 158 886 146 376 14 6376 164 994 164 994
2,5% Perzentile 17 459 17 459 16 271 16 271 18 164 18 164
97,5% Perzentile >480000 | >480000 | >480000 | >480000 | >480000 | >480000
n (n.bek.) 56 56 14 14 42 42
n (gesamt) 22 464 22 464 6432 6 432 15813 15813

Die Differenzen zwischen Mittelwert und Median als auch die graphische Darstellung der
Werte lassen vermuten, dass keine Normalverteilung der Werte vorliegt, daher wurden die

Werte logarithmiert und erneut betrachtet.

Berlicksichtigt man, dass insgesamt 1 988 Proben oberhalb des Messbereichs lagen, jedoch
nicht mit ihrem wahren Wert, sondern lediglich mit 480 001 U/L in die statistischen Betrach-
tungen einbezogen wurden, und nur 288 Werte unterhalb des Messbereichs lagen, die mit 9 999
U/L, also einem zu hohen Wert, in die statistischen Berechnungen einbezogen wurden, konnte

davon ausgegangen werden, dass der Einfluss auf die Werte nur von geringer Bedeutung ist.

Die Proben, welche sich aullerhalb des Messbereichs befanden, sind jene, die in die erste bzw.
letzte Klasse eingeordnet werden und daher verantwortlich fir die ungewodhnlich hohen Pro-

benzahlen in diesen beiden Klassen sind (s Abbildung. 17).
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Abbildung 17: Verteilung der Amylasekonzentration in 22 520 Routineproben; oben normale Verteilung, unten
logarithmierte Amylasekonzentration
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Davon ausgehend, dass es sich um normalverteilte Werte handelt, ergeben sich fur die o-
Amylase-Konzentration Untergrenzen des Referenzbereichs von 17 459 U/L bei der ge-
schlechtsunabhédngigen Betrachtung des gesamten Probenpools, 16 271 U/I fur weibliche Pati-
enten und 18 164 U/I fur mé&nnliche Patienten. Die obere Grenze des Referenzbereichs befindet
sich auRerhalb des Messbereichs und entspricht daher > 480 000 U/L.

Da es sich bei der a-Amylase um einen Authentizitatsmarker handelt, welcher in diesem Fall
nicht zu diagnostischem Zwecken verwendet wird, kann der Referenzbereich mit > 16 000 U/I

angegeben werden.

Cortisol:
Von der Gesamtanzahl der Proben, die auf ihre Cortisol-Konzentration untersucht wurden, wa-

ren 18 Proben ohne Angabe.

Der Unterschied zwischen Mittelwert und Median lasst, zusammen mit der graphischen Be-
trachtung, den Schluss zu, dass eine Transformation der Daten zwingend erforderlich ist, um
bestimmen zu kénnen, ob eine Normalverteilung vorliegt. In diesem Fall lagen 26 Proben un-
terhalb und 45 Proben oberhalb des Messbereichs.

Eine Normalverteilung der Werte ist wahrscheinlich. Ermittelt man die Referenzbereiche, lie-
gen sie zwischen 0,1 bis 7,2 ng/ml in der Gesamtbetrachtung, 0,1 bis 6,5 ng/ml fir Frauen und
0,1 bis 7,4 ng/ml fur Ménner. Da es sich auch beim Cortisol lediglich um einen Authentizitats-
marker und in diesem Fall nicht um einen diagnostisch relevanten Parameter handelt, muss kein

geschlechtsspezifischer Referenzbereich angegeben werden.

Der Referenzbereich fiir Cortisol als Authentizitatsmarker liegt folglich bei 0,1 — 7,4 ng/mL.
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Abbildung 18: Verteilung der Cortisol-Konzentration im Speichel in 22 520 Routineproben, oben untransfor-

miert, unten nach Logarithmierung der Werte
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Tabelle 30: Statistische Verteilung der Cortisol-Konzentration in 22 520 Routineproben; die Bezeichnung ,,aus
log* bedeutet, dass die entsprechenden Konzentrationen aus der Verteilung der logarithmierten Werte
ermittelt wurden

Statistikparameter Gesamt Gesamt Frauen Frauen Manner Ménner
aus log aus log aus log

Mittelwert 2,0 1,3 1,8 1,2 2,2 1,4
Median 1,5 1,5 1,3 1,3 1,6 1,6
2,5% Perzentile 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
97,5% Perzentile 7,2 7,2 6,5 6,5 7,4 7,4

n (n.bek.) 18 18 2 2 16 16

n (gesamt) 22 502 22 502 6 444 6 444 15839 15 839

5.2.2 pH-Wert wahrend des Sammelvorgangs und der Lagerung

Um den im Mundraum herrschenden pH-Wert wahrend der Sammelzeit zu ermitteln, wurden
Uber einen Zeitraum von drei Monaten Probenbecher gesammelt, die von Einsendern zusam-
men mit den Speicheltransferréhrchen ins Labor eingeschickt wurden. Der pH-Wert wurde
noch am selben Tag gemessen, die Proben vier Wochen bei 4° C bis 8° C gelagert und der pH-
Wert erneut vermessen. Eine erneute Vermessung der Proben war bei 78 der 122 Proben mog-
lich. Bei den Ubrigen Proben verhinderte Schimmelbildung im Becher eine zweite Vermessung
des Speichel/SES Gemisches im Becher, ein Problem welches durch das im Speicheltransfer-
réhrchen enthaltende Natriumazid in selbigen verhindert wird. Der durchschnittliche pH-Wert
des Speichel/SES-Gemisches im Sammelbecher lag bei 4,4, ebenso der Median, mit einem Va-
riationskoeffizienten von 5,5%. Auch nach vier Wochen zeigte sich keine Veranderungen von
Mittelwert und Median mit einem Variationskoeffizienten von 5,4%. Es kann also davon aus-
gegangen werden, dass die Pufferlosung wéhrend des Sammelvorgangs einen sauren pH-Wert
garantiert und damit eine Reproduzierbarkeit dieser Variablen schafft.

Bei der Uberpriifung von 536 Routineproben in den Speicheltransferréhrchen ergab sich ein
mittlerer pH-Wert von 5,2 mit einem Variationskoeffizienten von 10% bei einem mittleren Pro-

benvolumen von 1,64 mL und einem Variationskoeffizienten von 45%.
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Abbildung 19: OF/SES-Volumen und pH-Wert Korrelation; oben: Auftragung aller Werte gegeneinander; un-
ten: durchschnittliches Volumen und pH-Wert gegeneinander aufgetragen
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Tragt man Probenvolumen und pH-Wert gegeneinander auf, so ergibt sich eine signifikante
Abhéngigkeit der Parameter voneinander, mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,68 und
einem Signifikanzwert > 0,001. Berechnet man das durchschnittliche VVolumen der jeweiligen
pH-Wert Klassen und trégt es gegen den pH-Wert auf, so steigt die Korrelation sogar auf 0,99
und einem BestimmungsmaR von 0,97 (siehe Abbildung 20). Werden pH-Wert und durch-
schnittliches Probenvolumen gegen den Speichelanteil aufgetragen, wird die Abhangigkeit der
Werte voneinander, mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,98 fur beide Proben und einem

BestimmungsmaR von 0,96 beziehungsweise 0,97 sowie Signifikanzwerten < 0,001 deutlich.
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Abbildung 20: Kaorrelation zwischen durchschnittlichem pH-Wert und Speichelanteil

Ausgenommen ist hier die Klasse zwischen 0 und 20% Speichelanteil, die bei dieser Betrach-
tung als Ausreifl3er eliminiert werden musste. Die verzerrten Werte ergaben sich hochstwahr-
scheinlich aus einem Nichteinhalten der Sammelzeit. Der Effekt des geringen Volumens und
eines daraus resultierenden erhohten pH-Wertes hatte einen héheren Einfluss auf die Proben als

der Speichelanteil.
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Das maximal erreichbare VVolumen in den Speicheltransferrohrchen liegt bei 3,5 ml (Eich-
strich). Hohere VVolumenangaben ergeben sich regelhaft nur dann, wenn das Transferréhrchen

aufgeschraubt und das Speichel/SES-Gemisch per Hand in das Transferréhrchen gegeben wird.

5.2.3 Zusammenfassung

Die Referenzbereiche der perianalytischen Parameter entsprechen:

Speichelanteil im SES/Speichel-Gemisch (OF %): 15—75%
a-Amylase im Speichel: > 16 000 U/L
Cortisol im Speichel: 0,1-7,4 ng/mL

Zur Beurteilung der Normalverteilung wurde der Vergleich zwischen Mittelwert und Median
sowie eine graphische Darstellung der Verteilung in Form eines Histogramms herangezogen.
Da hier keine pathophysiologischen Vorgéange diagnostiziert werden sollen, sondern lediglich
Bereiche ermittelt werden, um eine Aussage uUber den Zustand der Speichelprobe zu liefern, ist
eine Zusammenfassung der Referenzbereiche bei geschlechtsspezifischen Unterschieden legi-

timierbar.

Weiterhin lasst sich feststellen, dass das Volumen des Speichel/SES-Gemisches im Spei-
cheltransferréhrchen einen Einfluss auf den pH-Wert der Probe wahrend der Lagerung haben
kann. Darlber hinaus scheint ein Zusammenhang zwischen VVolumen und Speichelanteil, sowie

zwischen pH-Wert und Speichelanteil in der Probe zu bestehen.

5.3 Vergleichbarkeit unterschiedlicher Speichelsammelsysteme

Um die Eignung eines neuen Speichelsammelsystems fur zukinftige Studien zu testen, musste
nicht nur seine Vergleichbarkeit mit anderen Speichelentnahmesystemen, sondern auch die

Maoglichkeit einer konsekutiven Probenentnahme uberpriift werden.

Die Zeitplane wurden in allen Féllen eingehalten und alle Proben geméal des Studienprotokolls

entnommen.

Nach der konsekutiven Probenentnahme von Speichel mit dem gleichen Speichelsammelsys-
tem lagen die durchschnittlichen Variationskoeffizienten der Diphenhydramin-Konzentration
innerhalb eines Individuums mit 15,2% fiir die Gruppe, die das Quantisal®-Speichelentnahme-
system nutzte, und 16,4% flr die Gruppe, die das Greiner-Speichelentnahmesystem nutzte, re-

lativ nah beieinander. Allerdings war der Bereich, in dem sich die Variationskoeffizienten
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bewegten, in der Quantisal® Gruppe groBer (8,2%; 24%:; 27%; 1,6%) als in der Greiner Gruppe
(13%; 8,9%; 11%; 33%). Dabei war die Substanzkonzentration in der ersten Probe etwas héher

als in den folgenden.

Bei der konsekutiven Probenentnahme mit zwei unterschiedlichen Speichelentnahmesystemen
war die Diphenhydramin-Konzentration in den mit dem Greiner Bio-One Speichelentnahme-
system abgenommenen Proben in sieben von acht Féllen héher als die Konzentration in den

Proben, die mit dem Quantisal® Speichelentnahmesystem abgenommen wurden.

Die Konzentrationsunterschiede des Diphenhydramins aus einer mit dem Greiner Bio-One
Speichelentnahmesystem abgenommenen Probe zu der mit dem Quantisal® Speichelentnahme-

system abgenommenen Probe betragen:

Individuum 1: + 6,9%
Individuum 2: + 20,0%
Individuum 3: + 41,5%
Individuum 4: + 51,3%
Individuum 5: + 27,8%
Individuum 6: - 24,7%
Individuum 7: + 97,5%
Individuum 8: + 39,4%

Individuum 1 bis 4 begannen diesen zweiten Studienschritt mit einer Speichelprobenentnahme
mit dem Greiner Bio-One System, Individuum 5 bis 8 begannen mit dem Quantisal® Speiche-
lentnahmesystem. Eine Beeinflussung lber die Reihenfolge der Entnahme ist durch die festge-

legte Reihenfolge und der wechselseitigen Entnahme unwahrscheinlich.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass eine konsekutive Speichelprobenentnahme maglich zu
sein scheint und dass das Greiner Bio-One System ebenso geeignet fur die Speichelprobenent-

nahme ist wie das Quantisal® Speichelprobenentnahmesystem.
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chelentnahmesystemen; die Zahlen représentieren die Reihenfolge der Probenentnahme
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5.4 Oral Fluid/Serum-Ratio

5.4.1 Analgetika

5.4.1.1 Hydromorphon

Von den 39 Patienten, die mit Hydromorphon behandelt wurden, konnten insgesamt 61 ge-
paarte Serum- und Speichelproben gesammelt werden. Davon entstammten 33 gepaarte Proben
dem ersten und 28 gepaarte Proben dem zweiten Entnahmezyklus. Die Konzentrationsbereiche
im Serum lagen zwischen 0,2 ng/mL und 4,2 ng/mL, der Konzentrationsbereich im Speichel

lag zwischen 0,1 ng/ml und 5,9 ng/ml.

Bei der Betrachtung aller Proben wurden drei der 61 Proben als AusreiRer eliminiert. Betrachtet
man die Entnahmezyklen einzeln, wurde im ersten Entnahmezyklus eine Probe als AusreiRRer
eliminiert, ebenso wie im zweiten Entnahmezyklus. Darliber hinaus wurden theoretische
OF/SE-Ratios fur drei pH-Werte berechnet.
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Abbildung 22: Verteilung der Hydromorphon-Konzentration in Serum und Speichel, des ersten (griin), zweiten
(blau) und beider Entnahmezyklen (rot)
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Der erste der angegebenen Werte entspricht der theoretischen Ratio bei pH 4,4, was dem durch-
schnittlichen pH-Wert in der Mundhohle wéhrend des Sammelvorgangs entspricht. Der zweite
berechnete Wert entspricht der theoretischen OF/SE-Ratio bei pH 6,4, was dem durchschnittli-
chen pH-Wert in der Mundhdéhle bei nicht stimuliertem Speichelfluss entspricht und der dritte
Wert entspricht dem theoretischen OF/SE-Ratio bei pH 7,4, was dem pH-Wert des Blutes ent-
spricht und durch seinen leicht alkalischen Charakter durchaus einem pH-Wert bei stimuliertem
Speichelfluss entspricht. Geht man von der theoretisch berechneten OF/SE-Ratio fiir Hydro-
morphon bei unterschiedlichen pH-Werten aus, so ergeben sich nach einer Berechnung mit der
Henderson-Hasselbalch-Gleichung folgende Werte: 706 (pH-Wert 4,4), 7,17 (pH-Wert 6,4)
und 0,82 (pH-Wert 7,4).

Der aus dem Mittelwert und Median -Ratio berechnete therapeutische Bereich liegt bei 4,7 —
14 und 4,4 — 13 ng/ml Hydromorphon im Speichel. Tragt man Speichel- und Serumkonzentra-
tion gegeneinander auf, so liefert die Steigung der Regressionsgeraden Hinweise auf das zu
erwartende OF/SE-Ratio. Es bietet sich fiir eine direkte graphische Erfassung des zu erwarten-

den Verhéltnisses daher an, die Skalierung von X und Y-Achse anzugleichen.
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Abbildung 23: Kaorrelation der Speichel und Serumkonzentration von Hydromorphon in der ersten (a), der zwei-
ten (b) bzw. ersten und zweiten (c) Probenentnahme



5 Ergebnisse 92

5.4.1.2 Tramadol

Von den insgesamt 13 Patienten, die Tramadol als Medikation erhielten, konnten 19 gepaarte
Serum und Speichelproben gesammelt werden. Die Ergebnisse eines Probenpaars mussten we-
gen einer vermuteten oralen Kontamination mit Medikamentenresten aus der Einnahme elimi-
niert werden. Die Konzentrationsbereiche lagen zwischen 3,4 und 476 ng/mL im Serum und 23
und 12 565 ng/ml im Speichel. Die jeweiligen Konzentrationsbereiche des O-Desmethyltra-
madol entsprachen 1,5 — 61,7 ng/ml fur das Serum und 1,9 bis 398 ng/mL fiir den Speichel.
Hier wurden drei Proben als Ausreil3er eliminiert. Die theoretisch ermittelten OF/SE-Ratios
lagen bei: 990 (pH 4,4), 9,1 (pH 6,4) und bei 1 (pH 7,4).
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Tabelle 31: Statistische Zusammenfassung der Geradengleichung von Hydromorphon und Tramadol sowie der

rechnerisch ermittelten Speichel/Serum Ratios (OF/SE)

Substanz n elim. Steigung r rl p < Ratio Ratio cv

Proben [OF/SE] | [OF/SE] | [%]
Mittelwert | Median

Hydromorphon | & 3 126 | 093|087 | 0,001 0,94 0,87 54

gesamt

Hydromorphon | 1 130 | 0,95 | 090 | 0,001 0,83 0,81 M

Entnahme 1

Hydromorphon | g 1 120 |09 | 080 | 0,001 111 0,95 43

Entnahme 2

Tramadol 19 1 590 | 074 | 055 | 0001 5,07 461 44

O-DM-Tramadol | 18 3 099 | 067 | 044 | 0,004 113 1,08 45
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5.4.2 Psychopharmaka

5.4.2.1 Allgemeines

Von den 96 Patienten, die an der Studie teilnahmen, konnten insgesamt 100 getrippelte Proben
von Serum, Speichel und Ausatemluft gesammelt werden. Aus dem Serum wurden wie be-
schrieben Ultrafiltrate gewonnen, um die freie Arzneistoffkonzentration fur Citalopram, N-
Desmethyicitalopram, Escitalopram, (s)-N-Desmethylcitalopram, Mirtazapin, Quetiapin,
Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin zu ermitteln. Serum, Ultrafiltrat und Speichel einer
Probe wurden unmittelbar hintereinander vermessen und mit derselben Kalibrationsgerade aus-
gewertet. Tragt man Speichel- und Serumkonzentration gegeneinander auf, so liefert die Stei-
gung der Regressionsgeraden Hinweise auf das zu erwartende OF/SE-Ratio. Es bietet sich flr
eine direkte graphische Erfassung des zu erwartenden Verhaltnisses daher an, die Skalierung
von X und Y-Achse anzugleichen. Um einen therapeutischen Bereich der jeweiligen Medika-
mente analog zu jenen im Serum fir den Speichel ermitteln zu kénnen, wird der therapeutische
Bereich des Serums fiir das jeweilige Medikament mit der durchschnittlichen OF/SE-Ratio
(Mittelwert-Bereich) und mit dem Median (Median-Bereich) der OF/SE-Ratio verglichen. Die
Analyten werden hier nicht nach Substanzklassen unterteilt, sondern in alphabetischer Reihen-
folge aufgefihrt. Statistische AusreiBer (im Rahmen des Boxplots ermittelt) wurden eliminiert
und kamen regelhaft durch orale Kontamination der Mundhdéhle durch Medikamentenreste oder

durch eine vermutete fehlerhafte Anwendung des Speichelentnahmesystems zustande.

Die Ergebnisse dieser Studie wurden in unter anderem in Neumann et al. 2018 veroffentlicht.
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5.4.2.2 Aripiprazol

Avripiprazol konnte in allen zehn Proben sowohl im Speichel als auch im Serum nachgewiesen

werden. Die Serumkonzentration bewegte sich zwischen 67,7 und 825 ng/mL, die Speichel-

konzentration zwischen 3,9 und 33,1 ng/mL. Die theoretisch ermittelten OF/SE-Ratios lagen
bei: 6,2 (pH 4,4), 0,066 (pH 6,4) und bei 0,008 (pH 7,4). Damit entspricht dies ermittelte
OF/SE-Ratio von Aripiprazol am ehesten der bei nicht stimuliertem Speichelfluss (Abbil-

dung 25).

1000

Aripiprazol

800

lineare Regression: (n = 10)
y=a+bx
b=0.04
r2=0.75

Speichel [ng/mL]

200

600

400

OF/SE-Ratio

0

0 4

———

200

400

600

Serum [ng/mL]

800

1000

Abbildung 25: Kaorrelation der Speichel und Serumkonzentration von Aripiprazol

Tabelle 32: Statistische Parameter des OF/SE-Ratios von Aripiprazol

Substanz n elim. Steigung r r p < Ratio Ratio Ccv
Proben [OF/SE] [OF/SE] | [%0]

Mittelwert | Median
Avripiprazol 10 0 0,04 0,87 | 0,75 | 0,001 0,057 0,055 47
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5.4.2.3 Citalopram
Citalopram konnte in allen 12 Proben, sowohl im Serum als auch im Speichel, nachgewiesen

werden. Die Serumkonzentration bewegte sich zwischen 4,3 und 133 ng/ml, die Speichelkon-
zentration zwischen 50 und 476 ng/ml. Ein Wert musste als AusreiBer eliminiert werden. Die
Ermittlung der freien Serumkonzentration war in elf der zwolf Proben mdglich, lediglich in
Probe Nr. 16 war kein Citalopram mehr im Ultrafiltrat nachweisbar, was jedoch durch die Plas-
maproteinbindung und die unspezifische Bindung zu erklaren ist. Wie erwartet, war die OF/SE-
frei-Ratio deutlich hoher als die OF/SE-Ratio, da die Substanzkonzentrationen im Ultrafiltrat,
bedingt durch die Plasmaproteinbindung, deutlich geringer sind. Mittelwert und Median lagen
dartiber hinaus auch deutlich weiter auseinander, was eine Normalverteilung der Werte fraglich
macht. Die starkere Streuung der Werte spiegelte sich auch im Korrelationskoeffizienten wider.
Uber die Bestimmung der freien Citalopram-Konzentration im Serum konnte dariiber hinaus
die Plasmaproteinbindung des Arzneistoffs ermittelt werden, die mit einem VK von 7% bei
79,2 % liegt. Die theoretisch ermittelten OF/SE-Ratios liegen bei: 208 (pH 4,4), 2,1 (pH 6,4)
und 0,21 (pH 7,4). Auch hier entsprach die ermittelte OF/SE-Ratio am ehesten dem von nicht

stimuliertem Speichelfluss.
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Abbildung 26: Kaorrelation der Speichel und Serumkonzentration von Citalopram auch verwendet in Neumann

etal. 2018

Der nicht aktive Metabolit des Citaloprams, das N-Desmethylcitalopram, war ebenfalls in allen

zwolf gepaarten Serum- und Speichel-Proben nachweisbar, wovon ebenfalls eine Probe als

AusreiRer eliminiert werden musste, da sie eine stark erhdohte OF/SE-Ratio aufwies. Die freie

Desmethylcitalopram-Konzentration konnte in elf von zwolf Féllen ermittelt werden, eine

Probe wurde auch hier als statistisch ermittelte Ausreier eliminiert. Die ermittelte Plasmapro-

teinbindung entsprach 64,6 %. Theoretische OF/SE-Ratios konnten wegen fehlender pKs-

Werte fur N-Desmethylcitalopram nicht ermittelt werden (Abb. 26).

Tabelle 33: Statistische Parameter des OF/SE-Ratios von Citalopram, Desmethylcitalopram, freiem Citalopram
und freiem Desmethylcitalopram

Substanz n elim. Steigung r r p < Ratio Ratio Ccv
Proben [OF/SE] [OF/SE] | [%0]

Mittelwert | Median
Citalopram 12 1 5,49 0,92 | 0,92 | 0,001 4,25 4,12 30
DM-Citalopram | 12 1 1,51 0,66 | 0,44 | 0,015 1,10 0,73 63
Citalopram (frei) | 11 0 33,7 0,86 | 0,74 | 0,001 22,0 16,5 45
([::\:i')c'ta'(’pram 1| 1 300 | 080 | 0,63 | 0004 | 260 227 | 37
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5.4.2.4 Escitalopram

Escitalopram, das S-Enantiomer des Citaloprams, konnte in 27 gepaarten Serum und Speichel-
proben, von denen drei als Ausreil3er eliminiert werden mussten (wegen vermuteter oraler Kon-
tamination), nachgewiesen werden. Die Steigung der Ausgleichsgeraden, welche sich aus Spei-
chel- und Serumkonzentration ergibt, lag bei 4,53, mit einem Korrelationskoeffizienten von
0,81 und einem BestimmungsmaR von 0,66. Die mathematisch ermittelte mittlere OF/SE-Ratio
lag bei 5,17, der Median bei 4,41 mit einem VK von 49 %. Diese Werteverteilung spricht gegen
eine Normalverteilung der Werte, wobei die Steigung der Ausgleichsgeraden recht gut mit dem
Medianwert Gbereinstimmt. Die Bestimmung der freien Serumkonzentration des Escitaloprams
war wegen der geringen Serumkonzentration des Arzneimittels nur in 23 von 27 Proben mdg-
lich. Es ergab sich eine Steigung der Ausgleichsgeraden von Speichel- und freier Escitalopram-
Konzentration von 26,5 wahrend dies mathematisch ermittelte OF/SE#.i-Ratio bei 42,0 lag und
der entsprechende Median bei 24,5, bei einem VK von 85 %. Der Korrelationskoeffizient lag
mit 0,42 deutlich niedriger als bei der Betrachtung der Gesamt-Escitalopram-Konzentration.
Die deutlich erhohte Streuung der Werte resultierte vermutlich unter anderem aus der geringen
Analytkonzentration im Ultrafiltrat. Der therapeutische Bereich im Serum lag zwischen 15 und
80 ng/mL und davon ausgehend bei 77,6 bis 414 ng/mL fur den Speichel, ausgehend von einer
mittleren OF/SE-Ratio, und 66,2 bis 353 ng/mL, ausgehend vom Median. Die Plasmaprotein-
bindung von Escitalopram, ermittelt aus 23 Werten, betrug im Mittel 81,1 % bei einem VK von
7%.

Ein Metabolit des Escitaloprams, das (s)-N-Desmethylcitalopram, konnte in allen Proben de-
tektiert werden, in denen die Muttersubstanz detektiert werden konnte. Es mussten dieselben
Proben als Ausreil3er eliminiert werden wie bei der Muttersubstanz. Die Serumkonzentration
bewegte sich in einem Bereich zwischen 2,9 und 22,7 ng/ml und die Speichelkonzentration
zwischen 4,3 und 93,3 ng/ml. Die Steigung der Ausgleichsgeraden aus Serum und Speichel-
konzentration lag bei 2,13, mit einem signifikanten Korrelationskoeffizienten von 0,61 und ei-

nem Bestimmungsmal? von 0,37.

Die mittlere, mathematisch ermittelte Ratio lag bei 1,25 und damit nur halb so hoch wie die
Steigung der Ausgleichsgeraden. Der Median lag bei 1,0, bei einem hohen Variationskoeffi-
zienten von 70 %. Eine Normalverteilung der Werte ist nicht ausgeschlossen, doch in Verbin-
dung mit der sehr hohen Streuung unwahrscheinlich. Eine Bestimmung der freien (s)-N-Des-
methylcitalopram-Konzentration war in 25 der 27 Proben moglich, es mussten dieselben drei

Proben eliminiert werden, wobei eine der Proben wegen vermutlicher oraler Kontamination
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einen Ausreil3er darstellte. Die mittlere OF/SE#ei-Ratio fir (s)-N-Desmethylcitalopram war mit
4,89 etwa vierfach hoher als bei der Gesamtkonzentration des (s)-N-Desmethylcitaloprams im
Serum, der Median war mit 2,93 nur etwa halb so hoch wie der Mittelwert. Eine Normalvertei-
lung der Werte ist damit sehr unwahrscheinlich und der VK von 81 % bestétigt dies. Der Kor-

relationskoeffizient zwischen Speichel und freier Serumkonzentration lag bei 0,46.

Die Plasmaproteinbindung fir (s)-N-Desmethylcitalopram, ermittelt aus 25 Werten, liegt bei

66 % mit einem Variationskoeffizienten von 24 %.
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Abbildung 27: Korrelation von Speichel und Serumkonzentration flr Escitalopram und seine Metaboliten

Tabelle 34: Statistische Parameter der OF/SE-Ratios von Escitalopram und seinem Metaboliten sowie von freiem
Escitalopram und seinem Metaboliten

Substanz n elim. | Steigung r r2 p < Ratio Ratio Ccv
Proben [OF/SE] [OF/SE] | [%6]
Mittelwert | Median
Escitalopram 27 3 4,53 0,81 | 0,66 | 0,001 5,17 4,41 49
S-DM- 27| 3 214 | 061|037 | 0,002 1,25 1,01 | 70
Citalopram
Escitalopram (frei) | 24 0 26,5 0,42 | 0,18 | 0,025 42,0 24,5 83
S-DM- ol 1 531 | 049 | 0,24 | 0,008 5,36 203 | 81
Citalopram (frei)

5.4.2.5 Duloxetin

Duloxetin konnte in elf gepaarten Serum- und Speichelproben nachgewiesen werden, von de-
nen eine wegen stark erhohter OF/SE-Ratio als Ausreif3er eliminiert wurde. Die Serumkonzent-
rationen lagen zwischen 8,7 und 183 ng/ml, die korrespondierenden Speichelkonzentrationen

lagen zwischen 7,4 und 117 ng/mL. Eine freie Duloxetin-Konzentration konnte wegen hoher
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Plasmaproteinbindung und einer hohen unspezifischen Bindung nicht ermittelt werden. Die
theoretischen Ratios des Duloxetins liegen bei 100 (pH-Wert: 4,4), bei 1,0 (pH-Wert: 6,4) und
bei 0,1 (pH-Wert: 7,4). Der therapeutische Bereich des Duloxetins im Serum liegt zwischen 30
und 120 ng/mL, der Mittelwert-Bereich des Speichels dementsprechend bei 19,5 und 78,0
ng/mL, der Medianbereich zwischen 18,0 bis 72,0 ng/mL.
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Abbildung 28: Korrelation von Speichel und Serumkonzentration fiir Duloxetin

Tabelle 35: Statistische Parameter der OF/SE-Ratio von Duloxetin

Substanz n elim. Steigung r r2 p < Ratio Ratio Ccv
Proben [OF/SE] [OF/SE] | [90]

Mittelwert | Median
Duloxetin 11 1 0,53 0,89 | 0,80 | 0,001 0,65 0,60 37

5.4.2.6 Mirtazapin

Mirtazapin konnte in siebzehn Proben sowohl im Speichel als auch im Serum gemessen wer-
den. Die Serumkonzentration bewegte sich zwischen 5,6 und 84,1 ng/mL, die Speichelkonzent-
ration zwischen 10,9 und 276 ng/mL. Tragt man Speichel und Serumkonzentration gegenei-
nander auf, so ergibt sich eine Steigung von 3,47 und ein signifikanter Korrelationskoeffizient
von 0,90 mit einem Bestimmungsmal? von 0,81. Die mathematisch ermittelte mittlere OF/SE-
Ratio liegt bei 4,09 und der Median bei 3,82, bei einem VK von 38 %, was flr eine Normalver-
teilung der Werte spricht. Die theoretisch ermittelten OF/SE-Ratios liegen bei: 51,9 (pH-Wert
44), 0,62 (pH-Wert 6,4) und 0,14 (pH-Wert 7,4). Eine Ermittlung der freien
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Serumkonzentration von Mirtazapin war in zwolf der siebzehn Proben moglich, eine der Proben
wurde als AusreifRer eliminiert. Die Steigung der Ausgleichsgeraden von Speichel- und freier
Serumkonzentration lag bei 46,0, der Korrelationskoeffizient bei 0,89, die mittlere OF/SEfrei-
Ratio bei 27,6 und einem Median von 26,2, bei einem Variationskoeffizienten von 48 %. Auch
hier nimmt die Streuung der Werte mit Bestimmung der freien Serumkonzentration deutlich zu
und die Korrelation zur Speichelkonzentration ab. Der therapeutische Bereich fir Mirtazapin
im Serum liegt zwischen 30 und 80 ng/mL, daraus ergibt sich ein Mittelwert-Bereich im Spei-
chel von 123 bis 328 ng/mL und ein Median-Bereich von 115 und 306 ng/mL. Es ergab sich eine
Plasmaproteinbindung fir Mirtazapin aus zwolf Proben von 84,6 % (siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: Korrelation von Speichel und Serumkonzentration fiir Mirtazapin

Tabelle 36: Statistische Parameter der OF/SE-Ratio von Mirtazapin

Substanz n elim. Steigung r r2 p < Ratio Ratio Ccv
Proben [OF/SE] [OF/SE] | [%0]

Mittelwert | Median
Mirtazapin 17 0 3,47 0,90 | 0,81 | 0,001 4,09 3,82 38

5.4.2.7 Pipamperon
Pipamperon konnte in elf Proben sowohl im Speichel als auch im Serum gemessen werden. Die

Serumkonzentration bewegt sich zwischen 4,9 und 173 ng/mL, die Speichelkonzentration zwi-

schen 2,3 und 648 ng/mL. Tragt man Speichel und Serumkonzentration gegeneinander auf, so
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ergibt sich eine Steigung von 5,95 und ein signifikanter Korrelationskoeffizient von 0,71 mit
einem Bestimmungsmal? von 0,51. Die mathematisch ermittelte mittlere OF/SE-Ratio lag bei
6,50 und der Median bei 5,31 bei einem VK von 62 %, was gegen eine Normalverteilung der
Werte spricht. Die Streuung der Werte ist verhaltnismaRig hoch und einige OF/SE-Ratios hoch,
allerdings lieR sich keiner der Werte als AusreiRer eliminieren. Die Bestimmung der freien Pi-
pamperon-Konzentration im Serum war erst nach der eigentlichen Messreihe separat im Nach-
hinein moglich, allerdings fand zuvor keine Bestimmung der Reproduzierbarkeit der Ultrafilt-
rationsmethode mit echten Patientenseren statt, da nicht gentigend Patientenproben vorhanden
waren. In neun der insgesamt 11 Proben war noch genugend Material fiir eine Bestimmung der
freien Pipamperon-Konzentration vorhanden. Die unspezifische Bindung wurde wie oben be-
schrieben bestimmt. Daraus ergab sich eine Plasmaproteinbindung von 67 % bei einem Varia-

tionskoeffizienten von 6,4 %.
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Abbildung 30: Kaorrelation von Speichel und Serumkonzentration fiir Pipamperon
Ausgehend von dieser Plasmaproteinbindung, ergaben sich theoretische OF/SE-Ratios von 264

(pH-Wert 4,4), 2,7 (pH-Wert 6,4), 0,3 (pH-Wert 7,4). Dies theoretische OF/SE-Ratio entspricht

also ungefahr der bei nicht stimuliertem Speichelfluss.
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Tabelle 37: Statistische Parameter der OF/SE-Ratio von Pipamperon

Substanz n elim. Steigung r r p < Ratio Ratio cv
Proben [OF/SE] [OF/SE] | [%0]

Mittelwert | Median
Pipamperon 11 0 5072 0,73 | 0,54 | 0,005 6,50 531 62

5.4.2.8 Pregabalin

Pregabalin konnte in neun Proben sowohl im Speichel als auch im Serum gemessen werden.
Die Serumkonzentration bewegte sich zwischen 361 und 3219 ng/mL, die Speichelkonzentra-
tion zwischen 58 und 335 ng/mL. Zwei Proben mussten als statistische Ausreiler eliminiert
werden. Tragt man Speichel und Serumkonzentration gegeneinander auf, so ergibt sich eine
Steigung von 0,09 und ein signifikanter Korrelationskoeffizient von 0,92, mit einem Bestim-
mungsmal? von 0,84. Die mathematisch ermittelte mittlere OF/SE-Ratio liegt bei 0,11 und der
Median bei 0,10, bei einem VK von 18 %, was flr eine Normalverteilung der Werte spricht.
Der therapeutische Bereich des Pregabalins im Serum liegt zwischen 2000 und 5000 ng/mL,
wéhrend der therapeutische Bereich im Speichel, bezogen auf den Mittelwert, zwischen 220
und 550 ng/ml liegt und, bezogen auf den Median, zwischen 200 und 500 ng/mL.
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Abbildung 31: Korrelation von Speichel und Serumkonzentration Pregabalin
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Tabelle 38: Statistische Parameter der OF/SE-Ratio von Pregabalin

Substanz n elim. Steigung r r p < Ratio Ratio cv
Proben [OF/SE] [OF/SE] | [%0]

Mittelwert | Median
Pregabalin 9 2 0,09 0,92 | 0,84 | 0,003 0,11 0,10 18

5.4.2.9 Promethazin

Promethazin konnte in sieben Proben sowohl im Speichel als auch im Serum gemessen werden.
Die Serumkonzentration bewegte sich zwischen 10,4 und 74,4 ng/mL, die Speichelkonzentra-
tion zwischen 15,5 und 231 ng/mL. Tragt man Speichel und Serumkonzentration gegeneinan-
der auf, so ergibt sich eine Steigung von 3,13 und ein signifikanter Korrelationskoeffizient von
0,97 mit einem Bestimmungsmal? von 0,95. Die mathematisch ermittelte mittlere OF/SE-Ratio
lag bei 3,02 und der Median bei 3,11, bei einem VK von 38 %, was flr eine Normalverteilung

der Werte spricht.
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Abbildung 32: Korrelation von Speichel und Serumkonzentration fir Promethazin auch verwendet in
Neumann et al. 2018

Die theoretisch ermittelten OF/SE-Ratios lagen bei: 69,3 (pH 4,4), 0,69 (pH 6,4) und 0,07 (pH
7,4). Damit entsprach die ermittelte OF/SE-Ratio von Promethazin am ehesten der bei nicht
stimuliertem Speichelfluss. Der therapeutische Bereich fiir Promethazin im Serum lag zwischen

50 und 400 ng/mL, der therapeutische Bereich des Medikaments im Speichel ausgehend vom
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mittleren OF/SE-Ratio zwischen 151 und 1208 ng/mL, ausgehend vom Median zwischen 156
und 1244 ng/mL.

Tabelle 39: Statistische Parameter der OF/SE-Ratio von Promethazin

Substanz n elim. Steigung r r p < Ratio Ratio Ccv
Proben [OF/SE] [OF/SE] | [%0]

Mittelwert | Median
Promethazin 7 0 3,13 0,97 | 0,95 | 0,001 3,02 3,11 38

5.4.2.10 Quetiapin

Quetiapin konnte in zwanzig Proben sowohl im Speichel als auch im Serum gemessen werden.
Die Serumkonzentration bewegte sich zwischen 10,3 und 411 ng/mL, die Speichelkonzentra-
tion zwischen 5,3 und 640 ng/mL. Tragt man Speichel und Serumkonzentration gegeneinander
auf, so ergibt sich eine Steigung von 1,33 und ein signifikanter Korrelationskoeffizient von 0,95
mit einem Bestimmungsmal von 0,89. Die mathematisch ermittelte mittlere OF/SE-Ratio lag
bei 0,89 und der Median bei 0,83, bei einem VK von 46 %, was fiir eine Normalverteilung der
Werte spricht. Die Ermittlung der freien Serumkonzentration von Quetiapin war in neunzehn
der zwanzig Proben mdglich. Die Steigung der Ausgleichsgeraden von Speichel- und freier
Serumkonzentration lag bei 16,7, der Korrelationskoeffizient bei 0,94, die mittlere OF/SEfrei-

Ratio bei 9,48 und der Median bei 8,39, bei einem Variationskoeffizienten von 49 %.
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Abbildung 33: Korrelation von Speichel und Serumkonzentration fiir Quetiapin

Der therapeutische Bereich im Serum flr Quetiapin lag zwischen 100 und 500 ng/ml, der Mit-

telwert-Bereich des Speichels zwischen 89 und 445 ng/ml und der Median-Bereich zwischen
83 und 415 ng/mL.

Tabelle 40: Statistische Parameter der OF/SE-Ratio von Quetiapin

Substanz n elim. Steigung r r p < Ratio Ratio Ccv
Proben [OF/SE] [OF/SE] | [%]

Mittelwert | Median
Quetiapin 20 0 1,33 0,95 | 0,89 | 0,001 0,89 0,83 46
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5.4.2.11 Venlafaxin

Venlafaxin konnte in 43 Proben sowohl im Speichel als auch im Serum gemessen werden. Die
Serumkonzentration lag zwischen 20,6 und 595 ng/mL, die Speichelkonzentration zwischen
69,5 und 16384 ng/mL. Vier der 43 Proben mussten wegen extrem hoher Speichelkonzentrati-
onen, die vermutlich aus oraler Kontamination mit Venlafaxinresten aus einer vorangegange-
nen Einnahme stammen, eliminiert werden. Trégt man Speichel und Serumkonzentration ge-
geneinander auf, so ergibt sich eine Steigung von 10,2 und ein signifikanter Korrelationskoef-
fizient von 0,90 mit einem Bestimmungsmal} von 0,83. Das mathematisch ermittelte mittlere
OF/SE-Ratio lag bei 8,12 und der Median bei 7,71, bei einem VK von 42 %, was flr eine
annahernde Normalverteilung der Werte spricht. Ermittlung der freien Serumkonzentration von
Venlafaxin war in allen Proben mdglich. Es wurden dieselben Proben eliminiert wie bei der
Betrachtung der Gesamt-Venlafaxin-Konzentration. Die Steigung der Ausgleichsgeraden von
Speichel- und freier Serumkonzentration lag bei 24,6, der Korrelationskoeffizient bei 0,91, die
mittlere OF/SE#i-Ratio bei 18,8 und der Median bei 18,3, bei einem Variationskoeffizienten
von 41 %. Damit blieb die Streuung der Werte unverandert. Aus den vorhandenen Werten

konnte eine Plasmaproteinbindung von 56,1 % ermittelt werden, mit einem VK von 10 %.

Die theoretisch ermittelten OF/SE-Ratios lagen, bezogen auf die ermittelte Plasmaproteinbin-
dung, bei: 439 (pH 4,4), 4,39 (pH 6,4) und 0,44 (pH 7,4). Damit entsprach die ermittelte OF/SE-

Ratio von Venlafaxin am ehesten der bei nicht stimuliertem Speichelfluss.

Der aktive Metabolit des Venlafaxins, O-Desmethylvenlafaxin, konnte in allen 43 Proben, in
denen auch die Muttersubstanz detektiert werden konnte, sowohl im Speichel als auch im Se-
rum nachgewiesen werden. Die Serumkonzentration lag zwischen 38,8 und 823 ng/mL, die
Speichelkonzentration zwischen 95,6 und 14421 ng/mL. Es mussten dieselben vier Proben als
Ausreier eliminiert werden wie bei der Muttersubstanz. Tragt man Speichel und Serumkon-
zentration gegeneinander auf, so ergibt sich eine Steigung von 4,38 und ein signifikanter Kor-

relationskoeffizient von 0,84 mit einem BestimmungsmaR von 0,70.

Die mathematisch ermittelte mittlere OF/SE-Ratio lag bei 2,95 und der Median bei 2,52, bei
einem VK von 52 %, was fir eine annédhernde Normalverteilung der Werte spricht. Die Ermitt-
lung der freien Serumkonzentration von O-Desmethylvenlafaxin war in allen Proben maglich.
Es wurden dieselben Proben eliminiert wie bei der Betrachtung der Gesamt-O-Desmethyl-
venlafaxin-Konzentration. Aus den vorhandenen Werten konnte eine Plasmaproteinbindung

von 24,4 % bei einem VK 22 % von ermittelt werden.
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Abbildung 34: Kaorrelation von Speichel und Serumkonzentration fir Venlafaxin und seinen Metaboliten
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Der therapeutische Bereich fur Venlafaxin wird als Summe von Venlafaxin und seinem aktiven
Metaboliten, dem O-Desmethylvenlafaxin, angegeben und liegt zwischen 100 und 400 ng/mL.
Da sich die OF/SE-Ratios fur Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin deutlich unterschieden,
wurde der therapeutische Bereich nicht direkt Gbertragen. Um ihn trotzdem bestimmen zu kon-
nen, ist es moglich, sich des Verhaltnisses von O-Desmethylvenlafaxins zu Venlafaxin im Blut
bedienen, welches laut Hiemke et al. (2011) 0,3 bis 5,2 flr extensive und intermedidre Meta-

bolisierer betrégt.

Wendet man diese Verhéltnisse auf die OF/SE-Ratios der beiden Substanzen an und addiert die
sich daraus ergebenden OF/SE-Ratios, ergeben sich zwei unterschiedliche Bereiche, welche zu
einer gemeinsamen OF/SE-Ratio addiert werden kénnen.

Mittelwert:

8,12x0,7+2,95x0,3 = 6,57 = 657 — 2628 ng/mL
8,12x 0,19 + 2,95 x 0,81 = 2,30 = 230 - 920 ng/mL
Median:

7,71x0,7+252x0,3 =6,16 - 616 — 2464 ng/mL
7,71x0,19 + 2,52 x 0,81 = 3,50 - 350 — 1400 ng/mL

Daraus ergab sich ein Mittelwertbereich von 230 bis 2628 ng/mL, ein therapeutischer Bereich
von 230 bis 2628 ng/mL und ein Medianbereich von 350 bis 2464 ng/mL.

Tabelle 41: Statistische Parameter der OF/SE-Ratios von Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin

Substanz n |elim. Pro-| Steigung r r2 p < Ratio Ratio Ccv
ben [OF/SE] [OF/SE] | [%6]
Mittelwert | Median
Venlafaxin 43 4 10,2 0,90 | 0,83 | 0,001 8,12 7,71 42
O-DM- 43 4 438 | 084 | 070 | 0,001 2,95 252 | 52
Venlafaxin
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5.4.3 Zusammenfassung
Tabelle 42: Statistische Parameter der OF/SE-Ratios der Analgetika
Substanz n elim. Steigung r r p< Ratio Ratio cv
Proben [OF/SE] [OF/SE] | [%0]
Mittelwert | Median
Hydromorphon | ¢, 3 1,26 | 093|087 | 0001 0,94 087 | 54
gesamt
Hydromorphon | 5, 1 1,30 | 0,95 | 0,90 | 0,001 0,83 081 | 4
Entnahme 1
Hydromorphon | g 1 1,20 | 0,90 | 0,80 | 0,001 1,11 095 | 43
Entnahme 2
Tramadol 19 1 5,90 0,74 | 0,55 | 0,001 5,07 461 44
O-DM-Tramadol | 18 3 0,99 0,67 | 0,44 | 0,004 1,13 1,08 45
Tabelle 43: Statistische Parameter der OF/SE-Ratios der Gesamt-Psychopharmaka
Substanz n |elim. Pro-| Steigung r r2 p < Ratio Ratio CcVv
ben [OF/SE] [OF/SE] | [%6]
Mittelwert | Median
Aripiprazol 10 0 0,04 0,87 | 0,75 | 0,001 0,057 0,055 47
Citalopram 12 1 5,49 0,92 | 0,92 | 0,001 4,25 4,12 30
DM-Citalopram 12 1 1,51 0,66 | 0,44 | 0,015 1,10 0,73 63
Escitalopram 27 3 4,53 0,81 | 0,66 | 0,001 5,17 4,41 49
S-DM- 27 3 214 | 061 | 037 | 0,002 1,25 1,01 | 70
Citalopram
Duloxetin 11 1 0,53 0,89 | 0,80 | 0,001 0,65 0,60 37
Mirtazapin 17 0 3,47 0,90 | 0,81 | 0,001 4,09 3,82 38
Pipamperon 11 0 5072 0,73 | 0,54 | 0,005 6,50 5,31 62
Pregabalin 9 2 0,09 0,92 | 0,84 | 0,003 0,11 0,10 18
Promethazin 7 0 3,13 0,97 | 0,95 | 0,001 3,02 3,11 38
Quetiapin 20 0 1,33 0,95 | 0,89 | 0,001 0,89 0,83 46
Venlafaxin 43 4 10,2 0,90 | 0,83 | 0,001 8,12 7,71 42
O-DM- 43 4 4,38 0,84 | 0,70 | 0,001 2,95 2,52 52

Venlafaxin




5 Ergebnisse 115

Tabelle 44: Statistische Parameter der OF/SE-Ratios der freien Psychopharmaka
Substanz n elim. Steigung r r p < Ratio Ratio cv
(frei) Proben [OF/SE] [OF/SE] | [%6]

Mittelwert | Median

Citalopram 11 0 33,7 0,86 | 0,74 | 0,001 22,0 16,5 45
DM-Citalopram | 11 1 3,90 0,80 | 0,63 | 0,004 2,60 2,27 37
Escitalopram 24 0 26,5 0,42 | 0,18 | 0,025 42,0 24,5 83
?:'it[;'l\géram 25 1 531 | 0,49 | 0,24 | 0,008 5,36 2,93 81
Mirtazapin 12 1 46,0 0,89 | 0,79 | 0,001 21,6 26,2 48
Quetiapin 19 0 16,7 0,94 | 0,89 | 0,001 9,48 8,39 49
Venlafaxin 43 4 24,6 0,91 | 0,83 | 0,001 18,8 18,3 41
O-DM-Venlafaxin| 43 4 5,57 0,84 | 0,71 | 0,001 3,93 3,42 51

Tabelle 45: Therapeutische Bereiche fur Serum und Speichel

O-DM-Venlafaxin

Substanz Therap. Bereich Therap. Bereich Therap. Bereich
Serum [ng/mL] Speichel [ng/mL] Speichel [ng/mL]
Mittelwert Median
Aripiprazol 150 — 500 8,6 —28,5 8,25-27,5
Citalopram 50-110 213 - 467 206 - 453
Duloxetin 30-120 19-78 18- 72
Escitalopram 15-80 78 - 417 66 - 353
Hydromorphon 5-15 47-14 44-13
Mirtazapin 30-80 123 - 327 115 - 306
Pipamperon 100 - 400 650 - 2600 531-2124
Pregabalin 2000 - 5000 220 - 550 200 - 500
Promethazin 50 - 400 151 - 1208 156 - 1244
Quetiapin 100 - 500 89 - 445 83 -415
Tramadol 100 - 1000 507 - 5070 461 - 4610
Venlafaxin + 100 - 400 230 - 2628 350 - 2464

Grundsétzlich lielen sich fur alle in die beiden Studien eingeschlossenen Substanzen OF/SE-

Ratios ermitteln und aus diesen wiederum therapeutische Bereiche fir den Speichel. Ausgehend

von den theoretischen Ratios konnte fiir die Mehrzahl der Substanzen, abgesehen vom Hydro-

morphon, eine Tendenz hin zu pH-Werten, die dem nicht stimulierten Speichelfluss entspre-

chen, gefunden werden. Bei einigen dieser Substanzen. ndmlich beispielsweise dem
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Venlafaxin, dem Promethazin oder auch dem Pipamperon. konnten deutlich héhere OF/SE-
Ratios ermittelt werden als es der theoretische Wert annehmen lieR.

5.5 Orale Kontamination

Die Kontamination der Mundhohle mit Diphenhydramin, nach einem fiinf Sekunden Kontakt
der nicht berzogenen Tablette mit der Mundhdhle, war nicht nur sehr hoch, sondern auch mit
einem Konzentrationsbereich zwischen 5,6 und 679 pg/ml Speichel auch sehr verschieden
(Zeitpunkt TO). Die mittlere Abnahme der Konzentration innerhalb des ersten Probenentnah-
meintervalls (T1) betrug 99% (VK: 1%, n = 20), mit einem Konzentrationsbereich zwischen
23,1 und 22763 ng/ml, was 0,2 bis 4,0 % der ursprunglichen Diphenhydramin-Konzentration
entsprach (siehe Abbildung 35). Fir die ersten finf Teilnehmer war die Studie damit beendet.
Bei den verbleibenden 15 Teilnehmern konnte zwei Stunden nach der Kontamination ein Kon-
zentrationsbereich von 9,9 bis 396 ng/ml im Speichel gemessen werden, was 0,03 bis 0,94%
der Diphenhydramin-Konzentration, bezogen auf die Konzentration bei TO, entsprach. Bezogen
auf den Zeitpunkt T1 konnte damit ein Konzentrationsriickgang von 81,3% (VK: 9%) verzeich-
net werden. Innerhalb der ndchsten Stunde verringerte sich die Analyt-Konzentration im Mittel
um weitere 74,7% (VK: 14%; n = 10) auf 2,7 bis 59,9 ng/mL, was einen Anteil von 0,009 bzw.
0,13% der Konzentration bezogen auf TO, ausmachte. In Gruppe A bis C war Diphenhydramin
in allen Individuen (ber den gesamten Versuchszeitraum nachweisbar. Das Trinken von 250
ml Wasser nach der jeweils letzten Probenentnahme fuhrte zwar zu einem mittleren Konzent-
rationsverlust von 59 % (VK: 27%; n = 15), dennoch war auch im Anschluss bei allen Indivi-

duen noch Analyt im Speichel nachweisbar.
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Abbildung 35: Orale Kontamination mit Diphenhydramin: Konzentration von Diphenhydramin im Speichel
nach den jeweiligen Probenentnahmeintervallen
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In Gruppe D, in welcher tber acht Stunden hinweg in regelméaliiigen Abstdnden Proben entnom-
men wurden, war Diphenhydramin in einem Individuum (Individuum 20) tber die vollen acht
Stunden hinweg nachweisbar, wahrend bei Individuum 16 nach sieben Stunden, bei Individuum
18 nach sechs Stunden, bei Individuum 19 nach fiinf Stunden und bei Individuum 17 nach vier
Stunden die letzte Speichelprobe entnommen wurde, in der Diphenhydramin nachweisbar war.
Bei Individuum 17 muss allerdings angemerkt werden, dass funf und sechs Stunden nach der
oralen Kontamination keine Probe entnommen wurde und der Nachweiszeitraum von Diphen-
hydramin auch bei diesem Teilnehmer langer als vier Stunden sein kdnnte. Alle Teilnehmer aus
Gruppe D hatten tiber den gesamten Versuchszeitraum die Einnahme von Mahlzeiten oder Ge-
tranken notiert. In den Speichelproben, die nach einer Mahlzeit oder einem Getrank entnommen
wurden, konnte zwar ein leicht erhdhter Konzentrationsverlust im Gegensatz zur VVorprobe ver-
zeichnet werden, allerdings fuhrte Essen oder Trinken in keinem der Félle zu einer negativen

Speichelprobe in der im Anschluss entnommenen Speichelprobe.

Zusammengefasst kann also festgestellt werden, dass die orale Kontamination nach einem flnf
sekiindigem Kontakt der Mundhdhle mit einer nicht tiberzogenen Tablette mit Diphenhydramin
zu einer sehr hohen und interindividuell verschiedenen Kontamination des Speichels mit Medi-
kamentenresten aus dem Mund fuhrte. Dartber hinaus konnte es auch mehrere Stunden nach der
Kontamination noch problemlos im Speichel nachgewiesen werden, und selbst das Trinken von

250 ml Wasser konnte den Analyten nicht vollstandig aus der Mundhdéhle entfernen.

5.6 Nachweis von Substanzen in der Ausatemluft

5.6.1 Psychopharmaka

Die Konzentrationsangaben fir die Atemluftproben wurde in der Einheit pg/Filter gewéhlt, da
die genaue Menge an Luft lediglich geschétzt werden kann und immer der gesamte Filter ex-
trahiert wird. Als nachgewiesen galt eine Substanz in diesem Fall, wenn die ermittelte Kon-
zentration auf den Atemluftfiltern oberhalb der Nachweisgrenze (LoD) lag. Die Nachweis-

grenze und Bestimmungsgrenze der jeweiligen Substanz wurde nach DIN 32646 ermittelt.

Generell lieBen sich trotz nachweisbarer Substanzkonzentrationen in Blut und Speichel nur ein
in einem Bruchteil der Atemluftproben eines der in die Studie eingeschlossenen Psychophar-
maka nachweisen. In insgesamt flinfzehn Proben von 100 Proben lieR sich eines der Psycho-
pharmaka nachweisen. Im Falle des Escitaloprams wurden Muttersubstanz und Metabolit aus
derselben Probe nachgewiesen. Ebenso beim O-Desmethylvenlafaxin (Konzentration: < LoQ),
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auch in dieser Probe lie sich die Muttersubstanz auf dem Atemluftfilter nachweisen. In diesen
beiden Proben, genau wie im Falle des nachgewiesenen Desmethylcitaloprams, lie3 sich die
nachgewiesene Substanz nicht mit einer stark erhdohten Speichelkonzentration der Substanz in
Verbindung bringen. In den drei Proben mit den hochsten Venlafaxin-Konzentrationen im Spei-
chel (> 6000 ng/mL) war jeweils Venlafaxin in der Atemluft detektierbar. Ansonsten war keine
Korrelation zwischen Speichel- und Atemluftkonzentration ermittelbar. Generell lag die nach-
gewiesene Substanzkonzentration bei drei der Venlafaxin Proben unterhalb der Bestimmungs-

grenze, jedoch oberhalb der Nachweisgrenze.

Tabelle 46: Zusammenfassende Ergebnisse Psychopharmaka in der Atemluft

Substanz n LoD LoQ n Proben Bereich
[po/Filter] [pg/Filter] (positiv) [po/Filter]
DIN 32646 DIN 32646
Avripiprazol 10 8,9 15,3 0 -
Citalopram 12 5,2 9,1 0 -
DM-Citalopram 12 7,7 12,7 1 25
Escitalopram 27 5,2 9,1 1 12,2
S-DM-Citalopram 27 7,7 12,7 1 13,2
Duloxetin 11 24,1 24,1 0 -
Mirtazapin 17 6,0 12,8 0 -
Pipamperon 11 2,2 51 0 -
Pregabalin 9 21,7 30 0 -
Promethazin 7 59 14,0 0 -
Quetiapin 20 5,6 11,0 0 -
Venlafaxin 43 6,6 12,7 11 6,9-67,1
O-DM-Venlafaxin 43 7,9 16,0 1 11,8

5.6.2 Diphenhydramin

Der Vergleich des Konzentrationsverlaufs einer Substanz, tiber die Zeit in unterschiedlichen
Matrizes, kann Aufschluss ber die Zusammenhéange und gegenseitige Beeinflussung der ein-
zelnen Matrizes untereinander geben. Alle acht Teilnehmer dieser Studie hatten diese nach der
vorgegebenen Anzahl der Probennahmen beendet. Abweichungen vom vorgegebenen Zeitplan
der Probenentnahme wurden notiert und bei der Auswertung bertcksichtigt.
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Abbildung 36: Diphenhydramin in Atemluft, Kapillarvollblut und Speichel; Individuum 4

Diphenhydramin konnte bei allen Teilnehmern in allen Matrizes nachgewiesen werden. Kon-
zentrationen unterhalb des Reportinglimits und vollstandig negative Proben wurden mit ,,<
Ing/mL* bzw. ,,< 5pg/Filter” angegeben. Der Detektionszeitraum von Diphenhydramin betrug
beim Kapillarvollblut mindestens 37 und maximal 58 Stunden, mit einem Mittelwert von 48,5
Stunden. Detektionszeitraum wurde hier definiert als der Zeitpunkt von der Medikamentenein-
nahme bis zur letzten entnommenen Probe, bei der der Analyt mit einer Konzentration oberhalb
des Reportinglimits nachweisbar war. Im Speichel lag dieser Detektionszeitraum zwischen 47
und 58 Stunden mit einem Mittelwert von 54 Stunden und in der Ausatemluft zwischen 12 und
36 Stunden, mit einem Mittelwert von 22,5 Stunden. Die Aufschlisslung der Einzelwerte ist in
Tabelle 47 zusammengefasst.
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Individuum 1 2 3 4 5 6 7 8
Detektionszeitraum:

Kapillarvollblut [h] 58 56 37 56 37 56 48 40
Speichel [h] 58 47 56 56 48 56 56 56
Ausatemluft [h] 16 12 16 36 16 24 36 24
Tmax:

Kapillarvollblut [h] 2 2 2 8 1 2 1 2
Speichel [h] 0/2 0/2 0/4 0/2 0/2 0/4 0/2 0/1
Ausatemluft [h] 0/4 0/8 0/2 0/4 0 0 0/x 0/x
Cmax:

Kapillarvollblut 85,2 49,5 100 39,8 52,6 75,6 107 44,2
[ng/mL]

Speichel [ng/mL] 5007/161 675/66,0 2 970/66,0 427/231 24 226/877 43 402/170 6857/257 3 681/302

Tabelle 47: Zusammenfassung:

Diphenhydramin in Atemluft, Kapillarvollblut und Speichel -: keine weiteren Maxima vorhanden waren; x: mehrere Maxima
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Der Zeitpunkt der maximal gemessenen Konzentration lag im Kapillarvollblut zwischen einer
und acht Stunden. Dabei ist jedoch anzumerken, dass ein Maximalspiegel von acht Stunden,
wie er bei Individuum 4 festgestellt wurde, nicht plausibel ist und vermutlich bei zwischen zwei
und sechs Stunden liegt. Der Konzentrationsverlauf der einzelnen Kapillarvollblut Proben be-

trug:

2 Stunden: 35,2 ng/mL
4 Stunden: 16,5 ng/mL
8 Stunden: 39,8 ng/mL
12 Stunden: 25,6 ng/mL

Der Konzentrationseinbruch nach vier Stunden ist wahrscheinlich mit einer ungeniigenden

Menge Probenmaterial im Reaktionsgefal? oder einem Messfehler erklarbar.
Die Maximalkonzentrationen im Kapillarvollblut lagen zwischen 39,8 und 107 ng/mL.

Die Maximalkonzentration im Speichel wurde grundsétzlich unmittelbar nach der Tabletten-
einnahme gemessen und lag zwischen 427 und 43402 ng/ml. Proben, die oberhalb des Kalibra-
tionsbereichs lagen, wurden mit physiologischer Kochsalzlésung verdinnt und erneut vermes-
sen. Die Studienteilnehmer spllten sich unmittelbar nach der Tabletteneinnahme fir eine Mi-
nute Mund und Lippen (Zeitpunkt T1), was eine Konzentrationsabnahme von durchschnittlich
84% (Bereich: 67,5% — 93,8%; VK: 11,7%) im Speichel zur Folge hatte. Die hohen Konzent-
rationen zum Zeitpunkt TO stammen damit vermutlich von einer oralen Kontamination mit
Diphenhydramin, welche von Tablettenriickstanden in der Mundhdéhle von der Einnahme her-

rihrte.

Im weiteren Verlauf liel sich ein zweites Konzentrationsmaximum im Speichel beobachten,
welches zwischen einer und vier Stunden auftrat, mit Konzentrationen zwischen 66 ng/ml und
877 ng/mL.

Ein dhnlicher Verlauf lieR sich bei der Betrachtung der Atemluftproben feststellen. Bei Indivi-
duum 1 bis 5 lag die Maximalkonzentration auf dem Atemluftfilter, wie beim Speichel unmit-
telbar nach der Tabletteneinnahme, mit Konzentrationen zwischen 2 941 und 307 pg/Filter. Der
mittlere Konzentrationsverlust zwischen TO und T1 betrug bei Individuen 1 bis 5 78%, mit
einem VK von 9%. Bei Individuum 6 lag die Diphenhydramin-Konzentration unmittelbar nach
der Tabletteneinnahme bei 29,4 pg/Filter, und erst nach vier Stunden wurde die Maximalkon-
zentration mit 726 pg/Filter gemessen. Bei Individuum 7 wurden zum Zeitpunkt TO (direkt nach

Tabletteneinnahme) 149 pg/Filter gemessen. Die Konzentration erhdhte sich im weiteren
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Verlauf und zeigte mehrere Maxima: T1 (178 pg/Filter), zwei Stunden (174 pg/Filter) und sech-
zehn Stunden (126 pg/Filter) nach der Tabletteneinnahme. Einen &hnlichen Verlauf zeigte In-
dividuum 8 (TO: 8,1 pg/Filter; 1 Stunde: 56,6 pg/Filter; 4 Stunden; 34,3 pg/Filter; 12 Stunden:
22,1 pg/Filter). Individuum 5 zeigte im Konzentrationsverlauf keinen zweiten Anstieg der Kon-
zentration, wéhrend bei Individuum 1 bis 4 eine zweite Maximalkonzentration zwischen zwei

und acht Stunden festgestellt werden konnte.

Trégt man die Diphenhydramin-Konzentrationen der jeweiligen Matrizes gegen die Zeit auf,
lasst sich beobachten, dass der Kurvenverlauf im Kapillarblut weitgehend dem Verlauf der
klassischen Bateman-Kurve entspricht, wéhrend beim Speichel die orale Kontamination den

Kurvenverlauf stort.
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Abbildung 37: Diphenhydramin in Atemluft, Kapillarvollblut und Speichel; (a) Individuum 1, (b) Indivi-
duum 3, (c) Individuum 6 und (d) Individuum 7
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Auffallig ist weiterhin, dass bei allen Individuen zum Zeitpunkt TO Diphenhydramin in der

Atemluft nachgewiesen werden konnte, obwohl das Kapillarblut erstmals eine Stunde nach

Tabletteneinnahme positiv auf Diphenhydramin getestet wurde. Wirkstoff, der also zum Zeit-

punkt TO oder nach dem Ausspilen des Mundes auf dem Atemluftfilter detektiert wurde, kann

folglich nicht aus dem Surfactant, sondern nur aus der Mundhéhle bzw. aus dem Speichel stam-

men. Geht man davon aus, dass samtlicher Wirkstoff auf den Atemluftfilter zum Zeitpunkt TO

aus dem Speichel selbst stammt, lasst sich die theoretische Speichelmenge auf dem Atemluft-

filter folgendermal3en berechnen:

pri in s [PE/Filter]
Copn im or [P8/1L]

. C
CoF aur Filter [ML/Filter] =

Coraufrilter = Speichelkonzentration auf Atemluftfilter in ul pro Filter

CorHines = Konzentration Diphenhydramin auf Atemluftfilter in pg/Filter

CorHinor = Konzentration Diphenhydramin im Speichel in pg/ul
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Daraus ergeben sich folgende theoretischen Speichelkonzentrationen auf den Atemluftfiltern

zum Zeitpunkt TO:

Individuum 1: 0,354 pL/Filter, folglich 354 pl/Filter
Individuum 2: 0,455 pL/Filter, folglich 455 pl/Filter
Individuum 3: 0,173 pL/Filter, folglich 173 pl/Filter
Individuum 4: 1,525 pL/Filter, folglich 1525 pl/Filter
Individuum 5: 0,121 pL/Filter, folglich 121 pl/Filter
Individuum 6: 0,001 pL/Filter, folglich 1 pl/Filter
Individuum 7: 0,022 pL/Filter, folglich 22 pl/Filter
Individuum 8: 0,002 pL/Filter, folglich 2 pl/Filter

Die Speichelmenge auf den Atemluftfiltern variieren stark.

Insbesondere bei Individuum 1 bis 4 waren die Kurvenverlaufe der Diphenhydramin-Konzent-
ration in Speichel und Atemluft recht &hnlich. Im weiteren Verlauf lieRen sich jedoch auch
Anndherungen an die Kapillarvollblutkurve feststellen, insbesondere bei Individuum 4. Der
Einfluss der Blutkonzentration auf die auf den Atemluftfiltern gemessenen Konzentrationen
scheint sich also im Laufe der Zeit zu erhéhen. Trug man die Diphenhydramin-Konzentration
in der Ausatemluft und im Speichel gegeneinander auf (Speichelkonzentration auf die X-Achse
und Atemluftkonzentration auf die Y-Achse), ergaben sich fir Individuum 1 bis 5 signifikante
Korrelationen mit Korrelationskoeffizienten zwischen 0,8630 und 0,9998 mit p < 0,01 tber den
Zeitraum TO bis zum Ende der Probenentnahme. Bei Individuum 7 und 8 ergab sich erst eine
signifikante Korrelation, wenn die Werte zum Zeitpunkt TO und T1 eliminiert wurden (0,6857
und 0,8960 mit p < 0,05). Wurden die Konzentration in der Ausatemluft und im Kapillarvollblut
gegeneinander aufgetragen (Kapillarvollblutkonzentration auf die X-Achse und Atemluftkon-
zentration auf die Y-Achse), ergaben sich nur fur Individuum 3, 5 und 7 signifikante Korrela-
tionen (0,8616; 0,9511; 0,8598) mit einem Signifikanzwert p < 0,05. Wichtig dabei anzumerken
ist, dass hier die Einheiten der Konzentrationen von Atemluft und Speichel nicht tibereinstim-

men.



5 Ergebnisse

128

Konz. Diphenhydramin in der Ausatemluft [pg/Filter]

Konz. Diphenhydramin in der Ausatemluft [pg/Filter]

6000

5500

5000

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

] —e— Konz. Diphenhydramin Individuum 1
] Individuum 1 [pg/Filter] Lineare Regression: (n = 8)
"] —&— Konz. Diphenhydramin y=a+bx
] Individuum 2 [pg/Filter] a=29.0406
b =0.3482
E r =0.9997
] r2 = 0.9995
1 p <= 0.00001

Individuum 2
Lineare Regression: (n = 7)

y=a+bx
a=2.7856
b =0.455

r =0.9919
r2 = 0.9838
p = 0.00008

\

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Konz. Diphenhydramin im Speichel [ng/mL]

—®— Konz. Diphenhydramin
Individuum 1 [pg/Filter]

—a— Konz. Diphenhydramin

Individuum 2 [pg/Filter]

Individuum 1

™Y Lineare Regression: (n = 6)
° y=a+bx
a=34.8727

b =0.3989
r =0.5874
® 2 =0.3451

p = 0.10982

Individuum 2
Lineare Regression: (n = 5)

y =a+ bx
a=13.8016

b =0.0147

i r =0.0593
12 = 0.0035
p = 0.46076

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Konz. Diphenhydramin im Kapillarvollblut [ng/mL]

100

Abbildung 38: Diphenhydramin in Ausatemluft und Speichel (oben) bzw. in Ausatemluft und Kapillarvollblut
(unten)



5 Ergebnisse 129

Betrachtet man mathematisch ermittelte Verhaltnisse zwischen der Konzentration in Ausatem-
luft und Speichel, der EB/OF-Ratio, sowie zwischen der Konzentration in Ausatemluft und
Kapillarvollblut, der EB/CB-Ratio, scheint die EB/CB-Ratio mit einem Wert von 1,30 und ei-
nem VK von 44% etwas konstanter zu sein, als die EB/OF-Ratio mit einem Wert von 0,61 und
einem VK von 68%. Fir die EB/CB-Ratio wurden bei Individuum 6 ein Wert und bei Indivi-
duum 7 drei Werte als AusreiRer eliminiert. Die EB/OF-Ratios, welche sich zum entsprechen-
den Probenentnahmezeitpunkt ergaben, wurden somit nicht in die Berechnung mit einbezogen.
Bei den Individuen 4, 7 und 8 wurde jeweils noch ein zusatzlicher Wert eliminiert. Wegen der
im Verhéltnis hoheren Diphenhydramin-Konzentration im Speichel, verglichen mit dem Kapil-
larvollblut, war die EB/CB-Ratio hoher als die EB/OF-Ratio.

Das Konzentrationsverhaltnis des Analyten von Speichel und Kapillarvollblut war > 1, was bei
einem schwach basischen Molekil wie dem Diphenhydramin und moderater Plasmaprotein-

bindung zu erwarten war.

Tabelle 48: Speichel/Kapillarvollblut-Ratio fir Diphenhydramin mit (0 — 58 h) und ohne (4 — 58 h) Kontamina-

tion
Individuum OF/CB-Ratio n VK [%0] OF/CB-Ratio n VK [%]
0-58h 4-58h
1 1,3 11 46 1,3 9 52
2 15 9 40 1,25 7 46
3 7,0 9 84 8,5 7 69
4 2,4 10 130 1,0 8 118
5 5,8 9 129 2,3 7 15
6 3,0 11 76 2,7 9 66
7 2,7 10 117 2,8 8 123
8 4,7 9 107 33 7 42

Betrachtet man die Gesamtwerte, errechnet sich aus allen verfiigharen gepaarten Proben eine
mittlere OF/CB-Ratio von 3,5 mit n = 76 und einem VK von 125 %. Nimmt man die Werte der
ersten vier Stunden nach Tabletteneinnahme aus, um den Einfluss oraler Kontamination zu mi-
nimieren, erhdlt man eine OF/CB-Ratio von 2,8 mit n = 62 gepaarten Proben und einem VK
von 114 %. Aufféllig ist, dass Individuum 3 mit 7,0 bzw. 8,5 eine aufféllig hohe OF/CB-Ratio
hatte (siehe Tabelle 48). Eliminiert man die Werte von Individuum 3 als AusreiRer, ergibt sich
eine OF/CB-Ratio von 3,0 (n = 69, VK = 130%) fur alle Werte von 0 bis 58 Stunden nach
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Tabletteneinnahme und eine OF/CB-Ratio von 2,1 (n =55, VK = 85%) fiir die Werte 4 bis 58
Stunden nach Tabletteneinnahme.

Zusammengefasst lasst sich also feststellen, dass Diphenhydramin bei jedem Individuum in
jeder der untersuchten Matrizes nachgewiesen werden konnte. Der mittlere Detektionszeitraum
im Speichel war etwas hoher als der im Kapillarvollblut und mehr als doppelt so hoch wie der
in der Ausatemluft. Die Konzentrationsmaxima lagen im Kapillarblut grundsétzlich ein bis vier
Stunden nach der Tabletteneinnahme, im Speichel direkt nach der Tabletteneinnahme, wobei
ein zweites Maximum verzeichnet wurde, das regelhaft zwei bis vier Stunden nach dem Zeit-
punkt TO verzeichnet werden konnte. Die Konzentrationsverldufe der Atemluft &hnelten oft-
mals denen des Speichels und lieferten Hinweise darauf, dass eine Kontamination der Atemluft
mit Speichel vorliegen kénnte. Die OF/CB-Ratio lag durchschnittlich tiber 1, was auf einen sehr

guten Ubergang des Diphenhydramins in den Speichel schlieRen lieR.

5.6.3 Dextromethorphan und Dextrorphan

Ziel dieser Studie war die Bestétigung der Ergebnisse der Studie zum Verhalten eines Analyten

in unterschiedlichen Analysematrizes tUber die Zeit, mit Diphenhydramin als Modellsubstanz.

Zu diesem Zweck wurde die vorhergehende Studie etwas abgeéndert und mit einer anderen
Substanz aus einer anderen Substanzklasse wiederholt, ndmlich dem Dextromethorphan und
seinem aktiven Metaboliten, dem Dextrorphan (O-Desmethyl-Dextromethorphan). Die zehn
Studienteilnehmer wurden daftr in zwei unterschiedliche Gruppen mit je finf Individuen ein-
geteilt. Gruppe A nahm den Wirkstoff als Kapsel zu sich, um eine Kontamination der Mund-
hohle mit Medikamentenresten weitestgehend zu vermeiden. Gruppe B nahm eine etwa &qui-
valente Menge an Wirkstoff in Form von Lutschpastillen zu sich, um eine orale Kontamination

mit Medikamentenriickstanden zu induzieren.

Alle Teilnehmer aus Gruppe A fuhrten die Probenentnahme gemaR dem Zeitplan aus, von Ab-
weichungen wurde nicht berichtet, und alle Proben waren vorhanden, mit Ausnahme derer von
Individuum 5 welches entgegen der Vorschrift keine Diphenhydramintablette auf die Zunge
legte.

Die Kapillarblutproben vor (Zeitpunkt: T-1) und unmittelbar nach der Medikamenteneinnahme
(Zeitpunkt: TO) waren bei allen Teilnehmern der Gruppe A negativ auf Dextromethorphan und
Dextrorphan, mit Ausnahme der Kapillarblutprobe von Individuum 4, unmittelbar nach der
Kapseleinnahme (TO0). Hier konnten 0,12 ng/ml Dextromethorphan festgestellt werden.
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Von den Speichelproben waren nur die TO und T-1 Proben von Individuum 1 negativ fir
Dextromethorphan und Dextrorphan, wahrend bei Individuum 3 auch in der T-1 Probe 0,03
ng/ml Dextromethorphan nachgewiesen werden konnte. Die Dextromethorphan-Konzentration
der Speichelproben zum Zeitpunkt TO fir Individuum 2 bis 5 bewegten sich zwischen 0,43 und
2,07 ng/ml Dextromethorphan. Dextrorphan war in keinem der funf Individuen bei den Proben
von TO oder T1 nachweisbar. Da zum Zeitpunkt TO in keiner der Speichelproben von Indivi-
duum 1 bis 5 Dextrorphan nachweisbar war, handelte es sich bei positiven Dextromethorphan-
Resultaten zum Zeitpunkt TO vermutlich um eine geringe orale Kontamination aus den Kapseln.
Vermutet wurde das VVorhandensein von Wirkstoff an der Kapseloberflache. Dies konnte wie-
derum die positive Kapillarblutprobe von Individuum 4 bei TO erkldren. Individuum 4 hatte
zum Zeitpunkt TO mit 2,07 ng/mL auch die héchste Speichelkonzentration aller vier positiven
Proben. Wenn sich Wirkstoffreste auf der Kapseloberflache befanden, konnten diese bei der
Entnahme und Einnahme der Kapsel auf die Haut gelangen und so die Kapillarblutprobe kon-

taminieren.

Die Konzentrationen Cmax-Werte des Dextromethorphans im Kapillarvollblut lagen bei Indivi-
duum 1, 2, 4 und 5 zwischen 0,54 und 4,86 ng/mL, und wurden zwischen einer und zwei Stun-
den nach der Medikamenteneinnahme gemessen. Die Cmax-Werte des Dextrorphans im Kapil-
larvollblut lagen im Bereich zwischen 2,91 bis 7,91 ng/ml, und wurden ebenfalls ein bis zwei
Stunden nach der Medikamenteneinnahme gemessen. Der tmax-Wert von Dextromethorphan
und Dextrorphan war intraindividuell fur beide Substanzen der gleiche bei den oben genannten

Individuen.

Individuum 3 wies mit 39,5 ng/ml mit Abstand die hochste Maximalkonzentration an Dextro-
methorphan auf, wahrend die korrespondierende Dextrorphan-Konzentration mit 0,23 ng/ml
sehr viel niedriger lag als erwartet. Bei den anderen Individuen war die Dextrorphan-Konzent-
ration spatestens 1 Stunde nach der Medikamenteneinnahme héher als die korrespondierende
Dextromethorphan-Konzentration. Daruber hinaus unterschieden sich die tmax-Werte der beiden
Analyten stark voneinander. Der tmax-Wert von Dextromethorphan (39,5 ng/mL) wurde eindeu-
tig bei 8 Stunden gemessen, wéhrend der tmax-Wert von Dextrorphan (3,27 ng/mL) bei 2 Stun-
den gemessen wurde. Auch im Speichel war die Cmax-Konzentration von Dextromethorphan
bei Individuum 3 wesentlich héher als bei den anderen Individuen aus Gruppe A (47,9 ng/mL;
tmax: 4 Stunden), wéhrend der Cmax-Wert des Dextrorphans mit 0,21 ng/mL bei 2 Stunden im
Verhaltnis sehr viel niedriger war. Die Cmax-Werte des Dextromethorphans der anderen Indivi-

duen lagen zwischen 0,38 und 10,2 ng/mL und wurden zwischen zwei und vier Stunden nach
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Medikamenteneinnahme gemessen. Die Cmax-Werte des Dextrorphans lagen zwischen 2,45 und
9,57 ng/mL und wurden ein bis zwei Stunden nach der Medikamenteneinnahme detektiert. Im
Gegensatz zum Blut, wo die Konzentrationsmaxima der beiden Analyten zur selben Zeit detek-
tiert wurden (ausgenommen Individuum 3), lag das Konzentrationsmaximum des Metaboliten

im Speichel vor dem Konzentrationsmaximum der Muttersubstanz.

In der Ausatemluft konnten bei den Individuen 1, 2 und | 3 positive Atemluftproben auf Dextro-
methorphan registriert werden. Wahrend hier bei Individuum 1 und 2 nur drei bzw. zwei posi-
tive Proben zwischen 0,37 und 1,31 pg/Filter gemessen werden konnten, fanden sich bei Indi-
viduum 3 sechs positive Proben zwischen 2,48 und 461 pg/Filter. Bei Individuum 4 und 5 lief3
sich in keiner der abgegebenen Ausatemluftproben Dextromethorphan nachweisen. Bei Indivi-
duum 1 und 2 lieB sich in allen auf Dextromethorphan positiven Proben auch Dextrorphan
nachweisen. Bei Individuum 3 fand sich nur auf einem der Atemluftfilter Dextrorphan (3,37
pg/Filter). Die verhaltnismaRig hohen Dextromethorphan-Konzentrationen in den Ausatemluft-
proben von Individuum 3 und die, im Vergleich zu den anderen Teilnehmern, niedrigen Kon-
zentrationen von Dextrorphan, passen zu den Ergebnissen der Kapillarvollblut- und Speichel-

proben.

Von den finf Individuen der Gruppe B wurde die Probenentnahme bei Individuum 2 der
Gruppe B nicht vollstandig ausgefuhrt. Fir dieses Individuum fehlen die Kapillarblutproben

12, 24 und 36 Stunden nach der Medikamenteneinnahme.

Generell waren alle Kapillarblutproben vor der Probenentnahme und zum Zeitpunkt TO negativ
fur Dextromethorphan und Dextrorphan. Eine Ausnahme stellte die Kapillarblutprobe von In-
dividuum 2 zum Zeitpunkt TO dar, bei der Spuren von Dextromethorphan nachgewiesen werden
konnten, was jedoch ebenfalls mit Wirkstoffriickstdnden auf der Haut erklarbar ware. Darlber
hinaus waren in keiner Speichel- oder Atemluftprobe vor der Medikamentengabe Dextrome-

thorphan oder Dextrorphan nachweisbar.

Die Cmax Werte fur Dextromethorphan wurden zwischen einer und vier Stunden nach der Me-
dikamenteneinnahme im Kapillarvollblut gemessen und deckten einen Bereich zwischen 2,37
und 31,4 ng/ml ab. Bei den Individuen 1 und 3 der Gruppe B wurde tmax flr das Dextrorphan
eine Stunde eher verzeichnet als tmax des Dextromethorphans (jeweils zwei Stunden nach Me-
dikamenteneinnahme) und ansonsten entsprach es dem des Dextromethorphans. Die entspre-

chenden Konzentrationen bewegten sich zwischen 0,38 und 14,1 ng/ml Kapillarvollblut.
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Sowohl Dextromethorphan als auch Dextrorphan lieRen sich bei allen Individuen (auBer Indi-
viduum 2) mindestens 36 Stunden im Kapillarvollblut nachweisen.

Die Cmax Werte des Dextromethorphans im Speichel wurden wie erwartet ausnahmslos zum
Zeitpunkt TO gemessen (7206 — 30469 ng/mL) und fielen durchgehend bis zum Ende der Pro-
benentnahme ab. Lediglich bei Individuum 5 der Gruppe B liel3 sich ein zweites Konzentrati-

onsmaximum nach acht Stunden mit 201 ng/ml verzeichnen.

Die maximalen Dextrorphan-Konzentrationen lagen zwischen 0,65 und 27,9 ng/ml und wurden
eine bis acht Stunden nach der Medikamenteneinnahme gemessen. Das zweite Konzentrations-
maximum des Dextromethorphans bei Individuum 2 fiel zeitlich mit dem Zeitpunkt tmax des
Dextrorphans zusammen (0,65 ng/ml). Auffallig war hierbei, dass zum Zeitpunkt TO bei allen
finf Mitgliedern der Gruppe B zwischen 0,3 und 0,81 ng/ml Dextrorphan im Speichel nach-
weisbar waren, also zu einem Zeitpunkt, an dem theoretisch noch kein Metabolismus in der

Leber hatte stattfinden kdnnen.

Insgesamt waren Dextromethorphan und Dextrorphan bei allen funf Individuum dieser Gruppe

bis mindestens 36 Stunden nach Medikamenteneinnahme im Speichel nachweisbar.

Bei Individuum 5 war Dextromethorphan in der Atemluft Gber die gesamte Studiendauer (36
Stunden) moglich, und auch in Individuum 1 und 4 lag die Dextromethorphan-Konzentration
lediglich in einer Probe unterhalb der Nachweisgrenze (beide 12 Stunden nach der Medikamen-
teneinnahme). Bei Individuum 2 konnte acht Stunden nach der Medikamenteneinnahme die
letzte positive Dextromethorphan-Probe registriert werden, wahrend bei Individuum 3 vier
Stunden nach der Medikamenteneinnahme kein Dextromethorphan nachgewiesen werden
konnte, weitere vier Stunden spater die Muttersubstanz jedoch noch einmal mit 0,64 pg/Filter
nachgewiesen werden konnte. Dextrorphan hingegen konnte bei Individuum 1 bis 5 wahrend
des gesamten Entnahmezeitraumes, bei Individuum 1 - 3 nur einmal (nach vier beziehungs-
weise acht Stunden) und bei Individuum 4 zweimal (nach zwei und vier Stunden) und bei Indi-
viduum 5 dreimal (TO, eine und zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme), nachgewiesen
werden. Allerdings wurde es grundsatzlich nur in sehr geringen Konzentrationen < 1 pg/Filter
detektiert. Die Cmax-Werte in der Ausatemluft wurden alle zum Zeitpunkt TO detektiert und
lagen zwischen 140 und 4 674 pg/Filter. Lediglich bei Individuum 5 liel sich nach 12 Stunden
erneut ein leichter Anstieg der Dextromethorphan-Konzentration verzeichnen (von 1,35 pg/Fil-
ter nach 8 Stunden tber 8,76 pg/Filter nach 12 Stunden auf 22,3 pg/Filter nach 24 Stunden).
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Die Speichel/Kapillarvollblut-Ratios fur Dextromethorphan bei Gruppe A lagen zwischen 1,21
(Individuum 1) und 5,55 (Individuum 2), mit einem Mittelwert von 2,80 und Variationskoeffi-
zienten zwischen 51% und 91%. Die OF/CB-Ratio zum Zeitpunkt TO bei Individuum 4 der
Gruppe A musste wegen einer wahrscheinlichen Verunreinigung des Kapillarvollbluts durch
Ruckstande auf der Haut eliminiert werden. Auch bei Individuum 3 musste die OF/CB-Ratio
30 Minuten nach der Medikamenteneinnahme als AusreiRer eliminiert werden. Die Korrelati-
onen zwischen der Kapillarvollblut- und Speichelkonzentration des Dextromethorphans lagen
mit Ausnahme von Individuum 4 zwischen 0,81 und 0,91, bei einem Signifikanzwert von p <
0,05. Lediglich bei Individuum 4 liel? sich keine signifikante Korrelation zwischen Kapillar-
vollblut und Speichel feststellen. Betrachtete man die zugehorigen Dextrorphan-Konzentratio-
nen, so war bei Individuum 4 eine signifikante Korrelation (p < 0,05) zwischen beiden Matrizes
festzustellen, wenngleich diese mit 0,59 im Gegensatz zu den anderen Individuen verhéltnis-
maRig gering war. Bei ihnen lieBen sich auch bei dem aktiven Metaboliten des Dextromethor-
phans signifikante Korrelationen (p < 0,05) zwischen 0,76 und 0,93 feststellen.

Die jeweiligen OF/CB-Ratios lagen zwischen 0,43 und 1,97, bei einem Mittelwert von 0,97 mit
Variationskoeffizienten zwischen 45% und 69%. Mdgliche Griinde fir die verhaltnismaRig
schlechten Korrelationen zwischen Kapillarvollblut und Speichelkonzentration von Dextrome-
thorphan und seinem Metaboliten bei Individuum 4 kénnten Fehler in der Probenentnahme sein,
insbesondere da sowohl Muttersubstanz als auch Metabolit betroffen waren. Bei Gruppe B liel3
sich die OF/CB Ratio nur fiir das Dextrorphan sinnvoll bestimmen, da die orale Kontamination
der Speichelproben mit Dextromethorphan die OF/CB-Ratio verhaltnismélig lange, stark be-

einflussen konnte.
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Abbildung 39: Dextromethorphan in Atemluft, Kapillarvollblut und Speichel; Gruppe A (Kapseln)
(@) Individuum 1 (P1), (b) Individuum 2 (P2), (c) Individuum 3 (P3), (d) Individuum 4 (P4),
(e) Individuum 5 (P5)

Die ermittelten OF/CB-Ratios fiir Gruppe B bewegten sich, dhnlich wie bei Gruppe A, zwi-
schen 0,75 und 1,74, mit einem Mittelwert von 1,14 und Variationskoeffizienten von 56% bis
99%. Die Korrelation zwischen Speichel- und Kapillarvollblutkonzentration des Dextrorphans
war fur Individuum 1 bis 4 signifikant (p < 0,05), bei Werten zwischen 0,64 und 0,96, bei
Individuum 5 war sie nicht signifikant und lag bei 0,50.



5 Ergebnisse

138

(@)

(b)

100000 — r
] —e— DXMin CB DXP in OF [
1 P1 [ng/mL] P1[ng/mL] |
- 10000 o —&— DXPinCB DXM in EB -
c ] P1 [ng/mL] P1[ng/mL] |
E’ | DXMin OF —#— DXPIinEB |
= 1000 P1 [ng/mL] P1[ng/mL] [
2 ] i
Q
] ] L
U) 100 _: ................. ;
e 4 -
o
=} 4 L
5 10
2 10 L
<) 3
> F
E 9 ............ F
g s :
¥ 3
I A T — :
o 4 F
x 6 .
&) 3
A 3
S 3
> i O o o
x o
[a)] o
) 3 Jheenn
N 3
S E
¥ 2 :
1 :
— ¢ 3
0 UL R B B | 2
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zeit nach Dextromethorphaneinnahme [Stunden]
100000 —
1 —8— DXMin CB DXP in OF [
P2 [ng/mL] P2 [ng/mL]
—_ —a— DXPin CB DXM in EB
_El 10000_: --------- P2 [ng/mL] P2 [ng/mL] |
> 1 DXM in OF —#— DXPinEB [
= 1 P2 [ng/mL] P2 [ng/mL] T
T 1000 o .
e J L
Q 1 [
()
% o -
o 100 .
2 ] s
5 i [
-
5 i L
2
= 3
> 3
8 E
= £
© E
¥ 3
£ ]
o 3
x [
a] E
S 3
c n
S 3
S 3
pas o
[a)] o
N o
c F
S 3
X 3
-
15 20 25 30 35 40

Zeit nach Dextromethorphaneinnahme [Stunden]

100000

10000

1000

100

10
10

100000

10000

1000

100

20

18

16

14

12

10

Konz. DXM und DXP in der Ausatemluft [pg/Filter]

Konz. DXM und DXP in der Ausatemluft [pg/Filter]



5 Ergebnisse

139

(©)

(d)

100000

= 10000
S
~
(o]
=3
T 1000
<
L
8]
&
- 100
=
>
E|
2 20
[e]
S
5 18
T
'Y
g 14
o
X 12
a
T
S 10
]
= 8
X
a
.6
N
s
S 4
2
0
100000
=
g looeo
()]
=3
T
£ 1000
L
8]
Q.
7
e
S 100
S
Ei
2 4
(@]
2
S 35
‘a
@
¥ 30
£
o
e 2
a
2 2
S
S 15
a
S 10
(]
¥
5
0

—e— DXMinCB DXP in OF |
P3 [ng/mL] P3 [ng/mL]
1 —a— DXPinCB DXMinEB |
1 P3 [ng/mL] P3 [ng/mL] [
1 DXMin OF —#— DXPinEB [
1 P3 [ng/mL] P3 [ng/mL] [
- I I - F
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zeit nach Dextromethorphaneinnahme [Stunden]
] —e— DXMinCB DXPin OF |
A P5 [ng/mL] P5 [ng/mL]
1 —a— DXPinCB DXMinEB [
] P5 [ng/mL] P5 [ng/mL] F
] DXMin OF —#— DXPinEB [
1 P5 [ng/mL] P5 [ng/mL] |
1 /?\\ :
“.g':\ﬁ T M B B e B BN B -
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Zeit nach Dextromethorphaneinnahme [Stunden]

100000

10000

1000

100

20

18

16

14

12

10

Konz. DXM und DXP in der Ausatemluft [pg/Filter]

100000

10000

1000

100

40

35

30

25

20

15

Konz. DXM und DXP in der Ausatemluft [pg/Filter]

10



5 Ergebnisse 140

(e) 100000 — 100000
3 —e— DXMinCB DXP in OF |
P4 [ng/mL] P4 [ng/mL]
—a— DXPinCB DXM in EB
10000 P4 [ng/imL] P4 [ng/mL] ;10000
DXMin OF —#— DXPinEB [
1 P4 [ng/mL] P4 [ng/mL] [
1000 L 1000
100 e L 100

1 20

20 - 18

18 E 16

16

L 14

14 1

12 3

E 10

10

Konz. DXM und DXP in der Ausatemluft [pg/Filter]

Konz. DXM und DXP im Kapillarvollblut und Speichel [ng/mL]

o N~ O

40

Zeit nach Dextromethorphaneinnahme [Stunden]

Abbildung 40: Dextromethorphan in Atemluft, Kapillarvollblut und Speichel; Gruppe B (Lutschpastillen),
(@) Individuum 1 (P1), (b) Individuum 2 (P2), (c) Individuum 3 (P3), (d) Individuum 4 (P4),
(e) Individuum 5 (P5)

Betrachtete man final das Verhaltnis von Kapillarvollblut- und Ausatemluftkonzentration fir
das Dextromethorphan, ergab sich bei Gruppe A schon auf Grund der geringen Positivrate keine
signifikante Korrelation, wahrend sich bei Gruppe B Korrelationen von durchschnittlich 0,99
ergaben, bei einem Signifikanzwert von < 0,001. Immerhin zeigten sich auch hier zum Zeit-
punkt TO verhaltnismaRig hohe Dextromethorphan-Konzentrationen auf den Atemluftfiltern,
obgleich sie nicht dem Surfactant selbst entstammen konnten.

Die Berechnung erfolgte genauso wie beim Diphenhydramin (siehe 6.6.2).
Bei Gruppe B ergaben sich zum Zeitpunkt TO folgende Werte:

Individuum 1: 0,055 pl/Filter, folglich 55 pl/Filter
Individuum 2: 0,017 pl/Filter, folglich 17 pl/Filter
Individuum 3: 0,068 pl/Filter, folglich 68 pl/Filter
Individuum 4: 0,005 pl/Filter, folglich 5 pl/Filter
Individuum 5: 0,649 ul/Filter, folglich 649 pl/Filter
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Berechnete man die Speichelmenge auf dem Filter acht Stunden nach der Medikamentenein-
nahme Gber das Diphenhydramin, welches eine orale Kontamination induzieren sollte, ergaben

sich folgende Speichelkonzentrationen:

Individuum 1: 4,08 pl/Filter, folglich 4080 pl/Filter
Individuum 2: 0,909 pl/Filter, folglich 909 pl/Filter
Individuum 3: 2,91 pl/Filter, folglich 2910 pl/Filter
Individuum 4: 25,63 pl/Filter, folglich 25630 pl/Filter
Individuum 5: 1,717 ul/Filter, folglich 1717 pl/Filter

Auler bei Individuum 1, wurde uber dieselbe Berechnung anhand des Dextromethorphans zum
selben Zeitpunkt durchgefiihrt und es konnten geringere Mengen Speichel auf den Filtern be-
rechnet werden (7 pl/Filter bis 153 pL/Filter). Uber das Verhaltnis der jeweiligen Speichelvo-
lumina lieB sich flr Individuum 1 nun errechnen, dass theoretisch 94 % des Dextromethorphans
auf dem Atemluftfilter zu diesem Zeitpunkt eigentlich aus dem Speichel stammen mussten, bei

Individuum 4 waren es sogar 99,9 %.

Wandte man dasselbe Verfahren auf Gruppe A an, so ergaben sich nach acht Stunden folgende

Speichelmengen auf dem Filter:

Individuum 1: 1,82 pl/Filter folglich 1820 pl/Filter
Individuum 2: 0,120 pl/Filter folglich 120 pl/Filter
Individuum 3: 0,018 pl/Filter folglich 18 pl/Filter
Individuum 4: 1,178 pl/Filter folglich 1178 pl/Filter

Individuum 5: keine Errechnung madglich

Zu dem Zeitpunkt 8 Stunden nach Medikamenteneinnahme war nur bei Individuum 1 und In-
dividuum 3 Dextromethorphan auf den Atemluftfiltern detektierbar. Fir Individuum 1 aus
Gruppe A ergabt sich, ausgehend von der Dextromethorphan-Konzentration, eine Menge von
7 pl Speichel auf dem Atemluftfilter. Demnach entstammen 26% des auf dem Atemluftfilter
detektieren Dextromethorphans dem Speichel und 74 % dem Surfactant. Bei Individuum 3
ergab sich, trotz geringerer theoretischer Speichelmenge auf dem Filter, derselbe prozentuale
Anteil.
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5.6.4 Zusammenfassung

Grundsatzlich war ein Nachweis der in die Studie eingeschlossenen Substanzen in der Atemluft
mit dem SensAbues® System, bezogen auf die Psychopharmakastudie, teilweise moglich, al-

lerdings im Verhéltnis zu Speichel oder Serum sehr unzuverléssig.

Bei den gezielten Studien mit Diphenhydramin und Dextromethorphan Uber die Konzentrati-
onsveranderungen der Substanzen (ber die Zeit, konnte ein geringer Zusammenhang zwischen
der gemessenen Konzentration von Diphenhydramin im Speichel und in der Atemluft festge-
stellt werden allerdings mit einer sehr hohen Streuung. Insbesondere die Betrachtung des
Dextrorphans, also des Metaboliten von Dextromethorphan, und der Gruppe, welche Kapseln
mit dem Arzneistoff einnahm, konnten die entsprechenden Analyten bestenfalls sporadisch in
der Atemluft festgestellt werden. Eine Berechnung der theoretischen Speichelmenge auf den
Filtern war lediglich in dieser Gruppe nur fur zwei Individuen méglich. In den Féllen, in denen
kurz nach Einnahme der Substanz eine orale Kontamination mit Tablettenresten oder Resten
der Lutschpastillen im Mund vorlag, war zu diesem Zeitpunkt auch der Analyt in der Atemluft
nachweisbar. AuBerdem ergaben sich Zusammenhénge zwischen dem Verlauf der Speichel-
konzentration, dem Verlauf der Atemluftkonzentration der Analyten in der Diphenhydramin-

studie und der Gruppe B der Dextromethorphan Studie.
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6 Diskussion

6.1 Speichel als alternative Matrix in der Missbrauchsdiagnosik

6.1.1 Die Nachweisbarkeit von Substanzen im Speichel

OF/SE-Ratio

Die Nachweisbarkeit einer Substanz im Speichel ist von vielen Faktoren abhéngig. Einer der
wichtigsten ist das OF/SE-Ratio. Da die passive Diffusion durch die Zellmembranen hierbei
den Haupttransportweg zwischen Speichel und Blut darstellt, sind Faktoren, die diese Prozesse
beeinflussen, wie die Plasmaproteinbindung, der pKs-Wert und die Lipophilie des Molekails,
von entsprechend grofRer Bedeutung. Die ermittelten OF/SE-Ratios von Pregabalin und Ari-
piprazol unterstreichen den Einfluss von pKs-Wert und Plasmaproteinbindung. Trotz nicht vor-
handener Plasmaproteinbindung lag die beobachtete OF/SE-Ratio von Pregabalin deutlich un-
ter 1. Die pKs-Werte legten nahe, dass es sich beim Pregabalin um ein Zwitterion handelt, wel-
ches nur zu einem geringen Anteil ungeladen im Blut vorliegt und die Zellmembran durchdrin-
gen kann. Das Aripiprazol hingegen legte mit einem pKs-Wert von 7,6 und einer OF/SE-Ratio
< 0,1 den Einfluss der Plasmaproteinbindung nahe, welche beim Aripiprazol bei mindestens 99
% lag, verglichen mit dem Mirtazapin, welches tiber einen ahnlichen pKs-Wert verfligte, dessen
OF/SE-Ratio jedoch etwa 100-fach hoher war. Vergleicht man die OF/SE-Ratios von Duloxetin
und Venlafaxin, welche sich ebenfalls deutlich unterscheiden (> Faktor 10), wird dies ebenfalls
deutlich, da beide Substanzen einen &hnlichen pKs-Wert haben und sich lediglich in der Plas-

maproteinbindung unterscheiden.

Aktive Transportprozesse, wie beispielsweise fur das Tramadol angenommen (Ardakani and
Rouini, 2009), sollten jedoch ebenfalls in die Betrachtung einbezogen werden. Duloxetin und
Promethazin unterscheiden sich kaum in Plasmaproteinbindung, pKs-Wert oder Lipophilie und
wiesen doch eine sehr unterschiedliche OF/SE-Ratio auf, so dass aktive Transportprozesse
durchaus angenommen werden konnten, darauf soll jedoch in Kapitel 6.1.2 genauer eingegan-

gen werden.

Der Einfluss der Lipophilie kann vermutlich bei der Betrachtung der OF/SE-Ratios der unter-
suchten Metaboliten O-Desmethylvenlafaxin und Desmethylcitalopram beobachtet werden,
welche beide bei geringerer Lipophilie auch eine weit geringere OF/SE-Ratio aufweisen als die

Muttersubstanzen.
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In der Literatur wird vermehrt beschrieben, dass Speichel die freie Fraktion des Blutes repré-
sentiert (Stephen et al., 1980; MacKichan et al., 1981; Al Za Abi et al., 2003), dies konnte
jedoch anhand der Ergebnisse dieser Studie nur eingeschrankt beobachtet werden. Kleinere
Schwankungen der Plasmaproteinbindung schienen keinen Einfluss auf die Korrelation zwi-
schen der Speichel- und der Serumkonzentration zu haben, im Gegensatz zur Gesamtserum-
konzentration (Neumann et al., 2018). Dabei sind jedoch die teilweise geringen Analytkonzent-
rationen im Ultrafiltrat zu beriicksichtigen, welche sich mitunter an den Bestimmungsgrenzen
bewegten, und daher eine gréRere Streuung aufweisen kénnen. Beim Venlafaxin, das durch
seine geringe Plasmaproteinbindung entsprechend hohe Konzentrationen im Ultrafiltrat auf-
wies, waren die Variationskoeffizienten beispielsweise vergleichbar zur Gesamtserumkonzent-
ration. Insgesamt lie3en sich jedoch gute Korrelationen zwischen Serum- und Speichelkonzent-
ration feststellen, so dass die Speichelkonzentration durchaus Hinweise auf die Hohe der Se-
rumkonzentration einer Substanz liefern kann. Die ermittelte Plasmaproteinbindung in der Stu-
die deckte sich, auRer im Falle des Venlafaxins, mit den in der Literatur verzeichneten Werten.
Die Plasmaproteinbindung des Venlafaxins ist laut den Messungen dieser Studie etwa doppelt

so hoch wie in der Literatur angegeben ndmlich 56,1 % statt 27 %.

Weitere Faktoren, die die Nachweisbarkeit beeinflussen

Anhand des Beispiels von Pregabalin und Aripiprazol wurde deutlich, dass neben der OF/SE-
Ratio auch Faktoren wie die Halbwertszeit und die Serumkonzentrationen bei der Nachweis-
barkeit einer Substanz eine Rolle spielen kénnen. Trotz einer sehr geringen OF/SE-Ratio sorgte
die lange Halbwertszeit flr eine ausreichend lange Detektierbarkeit des Aripiprazols, genauso
wie die hohen therapeutischen Konzentrationen im Serum beim Pregabalin. Insbesondere bei
der Detektion eines Substanzmissbrauchs sind die Missbrauchskonzentrationen oftmals héher

als bei einer Einnahme aus rein therapeutischen Griinden (Dilling et al., 2000; WHO, 2016a).

Abhéangig davon wie lange der Zeitraum sein soll, den man riickwirkend auf einen Substanz-
konsum Uberprifen mochte, muss die Nachweisgrenze, beziehungsweise die Entscheidungs-
grenze, entsprechend der jeweiligen Substanz angepasst werden, um einerseits eine ausreichend
lange, beziehungsweise eine der Fragestellung angemessen lange, Nachweisbarkeit zu garan-
tieren (Bottcher et al. 2013). Insbesondere bei suchttherapeutischen Fragestellungen, in denen
Substitutionstherapeutika wie Buprenorphin und sein Metabolit, das Norbuprenorphin, oder
auch Opioide wie das Fentanyl, eine Rolle spielen, sind recht empfindliche Methoden gefragt
oder eine entsprechende Probenmenge, die im Zweifelsfall aufkonzentriert werden kann (Bott-
cher et al., 2013).
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Ein Analyt fur den dieses Aufkonzentrieren im Rahmen dieser Arbeit notwendig war, war das
Dextromethorphan.

Nachweisbarkeit von Dextromethorphan und Dextrorphan

Die Konzentrationen von Dextromethorphan und Dextrorphan im Kapillarvollblut nach Ein-
nahme von 30 mg Dextromethorphan-HBr entsprachen in ihrer GréRenordnung etwa den Kon-
zentrationen, die Manap et al. (1999) im Plasma als Cmax ermittelten, ungeachtet des Verhalt-
nisses von Serum- bzw. Plasmakonzentration zur Kapillarvollblutkonzentration. Die ermittel-
ten Speichelkonzentrationen kénnen durch Rodrigues et al. (2008) untermauert werden. Eine
Bestimmung der OF/CB-Ratios fur Dextromethorphan war nur in Gruppe A sinnvoll maéglich,
da die Speichelkonzentrationen in Gruppe B durch die orale Kontamination zu diesem Zwecke
nicht verwendet werden konnten. Die Variationskoeffizienten waren allerdings recht hoch.
Auch firs Dextrorphan, fir das die OF/CB-Ratio in beiden Gruppen bestimmt werden konnte,
ergaben sich hohe Variationskoeffizienten und mittlere OF/CB-Ratios von 0,43 bis 1,97, was
einen sehr weiten Bereich darstellt. Inwiefern die OF/CB-Ratios sich mit den Ratios zu Serum
vergleichen lassen, ist jedoch fragwirdig, da alleine das Verhaltnis von Serum zu Vollblut in
diesem Falle zusatzlichen Einfluss hatte. Im Falls des Kapillarvollbluts wére der Hamatokrit
als Einflussgrolie ebenfalls einzurechnen (Coombes et al.,1984) und zusétzlich die Fillmenge
der Kapillaren, da im Transportgefal3 keine Kontrolle bestand ob die Studienteilnehmer die Ka-
pillarblutentnahme korrekt durchgefuhrt haben. Unabhéngig davon ist ein Nachweis im Kapil-
larblut jedoch sowohl fur das Dextromethorphan als auch seinen aktiven Metaboliten problem-
los moglich.

Nachweisbarkeit von Diphenhydramin

Die Diphenhydramin-Konzentration im Kapillarvollblut sowie die Nachweiszeit entsprachen
in ihren GroRenordnungen etwa den Ergebnissen von Albert et al. (1975) nach einer oralen
Aufnahme von 50 mg Diphenhydramin-HCI. Auch Sharp et al. (1983) fanden ahnliche Plas-
makonzentrationen nach einer einmaligen Einnahme von 50 mg Diphenhydramin-HCI. Aller-
dings wurden hier wesentlich geringere Speichelkonzentrationen festgestellt und eine
OF/Plasma-Ratio von deutlich unter 1, ndmlich etwa 0,3 (Sharp et al., 1983), wéhrend die
OF/CB-Ratio in der vorliegenden Arbeit um einen Faktor 10 hoher lag. Verantwortlich hierfiir
koénnen unter anderem das Speichelsammelsystem und der damit verbundene pH-Wert im
Mund sein. Betrachtet man Plasmaproteinbindung und pKs-Wert der Substanz, erscheint die

im Rahmen dieser Arbeit ermittelte OF/CB-Ratio allerdings sinnvoll.
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Einfluss des Speichelsammelsystems

Aufgrund der aufgefiihrten Ergebnisse wird der Einfluss des Speichelsammelsystems auf die
Nachweisbarkeit einer Substanz im Speichel deutlich. Die Stimulation des Speichelflusses
wurde in der Literatur als mdglicherweise nachteilsbehaftet betrachtet. Dies konnte in der vor-
liegenden Arbeit nicht bestatigt werden, da die Konzentrationsverteilung bei konsekutiver Pro-
benentnahme mit dem Quantisal® und dem Greiner Bio-One Speichelentnahmesystem nicht
zum Nachteil des Greiner Systems war. Ahnliches lieR sich auch bei einer ahnlichen Untersu-
chung mit Cotinin und Cortisol feststellen, in der das Greiner Bio-One Speichelentnahmesys-
tem mit der Salivette® und dem Quantisal®-System bzw. das Cortisol mit der Salivette® vergli-
chen wurde (Boettcher M., Peschel A., 2011). Auch hier erwies sich das Greiner System als
zumindest vergleichbar. Das Greiner Bio-One Speichelentnahmesystem weist im Gegensatz zu
anderen Speichelentnahmesystemen, wie beispielsweise dem Quantisal® Speichelentnahme-
system, durch die genaue Bestimmung des Speichelanteils mitunter eine bessere Korrelation
zwischen Serum und Speichel auf, wie Coucke et al. (2016) in einer Studie mit Codein zeigen
konnten. Bei entsprechend sachgemaler Anwendung sorgt das Greiner Bio-One System dar-
uber hinaus auch fur ein ausreichend grof3es Probenvolumen, was mit anderen Entnahmesyste-
men nicht zwingend sichergestellt werden kann, insbesondere mit an Xerostomie leidenden
Patienten. Patteet et al. (2016) hatten im Rahmen einer ahnlich angelegten Studie, welche mit
Psychopharmaka und dem Quantisal®-Entnahmesystem durchgefiinrt wurde, beispielsweise
Schwierigkeiten ein fir dieses Entnahmesystem ausreichendes Probenvolumen sammeln zu

kdnnen.

6.1.2 Orale Kontamination

Aus den Ergebnissen der hiesigen Studie zur oralen Kontamination ergab sich eine mogliche
Beeinflussung der Substanzkonzentrationen im Speichel von mehreren Stunden. Abhé&ngig vom
Ziel der Konzentrationsbestimmung im Speichel, sollte also sichergestellt werden, dass eine
Medikamenteneinnahme des zu bestimmenden Medikamentes grundsétzlich nach der Proben-
einnahme stattfindet, da die Ergebnisse hier nachhaltig verdndert werden kénnen. Wird die
Konzentrationsbestimmung zum Ausschluss einer Substanzeinnahme durchgefuhrt, sollte der
letzte mogliche Kontakt des Probanden mit einer entsprechenden, missbrauchsrelevanten Sub-
stanz mindestens zwei Stunden zurckliegen, da sich nach dieser Zeit lediglich noch ca. 1 %
der urspriinglichen Substanzkonzentration in der Mundhohle befinden. Sollte ein Patient vor
einer Speichelprobenentnahme also durch einen Kuss oder andere Prozesse oral in Kontakt mit

Korperfllssigkeiten kommen, die eine entsprechend relevante Substanz enthalten, kann nach
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dem Ablauf dieser Zeitspanne davon ausgegangen werden, dass die verbliebene Substanzkon-
zentration unterhalb der Entscheidungsgrenze liegen sollte. Dabei ist zu beachten, dass die in-
duzierte orale Kontamination in dieser Studie extrem hoch war und nicht zu vergleichen ist mit
einer akzidentiellen Kontamination des Speichels mit fremden Kérperflissigkeiten, deren Sub-
stanzkonzentrationen wesentlich geringer sein sollte. Das Trinken von 250 ml Wasser fiihrte
durchschnittlich zu einer Abnahme der Substanzkonzentration von etwa 60 % und kann als
zusétzliche Sicherheitsmalinahme angeboten werden. Auf diese Weise kann gleichzeitig sicher-
gestellt werden, dass keine Flissigkeit im Mund zurlickbehalten wurde, um die Speichelprobe
eventuell zu verdlnnen. Wie aus der Studie zur Vergleichbarkeit der Speichelprobenentnahme-
systeme hervorging, war eine konsekutive Probenentnahme problemlos mdglich und fiihrte
nicht zu verfalschten Ergebnissen, so dass sich sogar eine intensive Mundspulung vermutlich

nicht negativ auf die Ergebnisse auswirken wird.

Es konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass ein gewisser Anteil des Arzneistoffes, trotz
des Ausspuckens der Tablette, Gber die Mundschleimhaut oder auch durch das Verschlucken
des hoch kontaminierten Speichels in die Blutbahn aufgenommen wurde und eine dann erfolgte
Rickverteilung in den Speichel zu einer langeren Nachweiszeit fuhren kénnte. Um dies aus-
schlielen zu kdnnen, hatten zum Zeitpunkt der Speichelprobenentnahme auch Blutproben ent-

nommen werden massen. Dies wird in weiterfihrenden Studien Uberpriift werden massen.

Um eine absichtliche orale Kontamination erkennen zu kénnen, die zur Verschleierung einer
Non-Compliance hervorgerufen wurde, bietet sich die Bestimmung eines Metaboliten zuséatz-

lich zur Muttersubstanz an, sofern moglich.

Aufféllig bei der notwendigen Elimination der Proben bei der Bestimmung der OF/SE-Ratios
war die Tatsache, dass in jeder der Proben beim Tramadol, Citalopram, Escitalopram und
Venlafaxin, die auf Grund einer stark erhéhten Speichelkonzentration des Medikamentes eli-
miniert werden mussten, die Konzentration des gemessenen Metaboliten ebenfalls stark erhéht
war. Normalerweise ware eine starke Abweichung zwischen dem Verhaltnis von Muttersub-
stanz zum Metaboliten zugunsten der Muttersubstanz ein Indikator fir eine orale Kontamina-

tion, tatsachlich konnte diese jedoch in keiner der eliminierten Proben beobachtet werden.

Speichelkonzentrationen von tber 16 pg/ml Venlafaxin im Speichel lagen auch im Konzentra-
tionsbereich der Initialkonzentration bei der Studie zur oralen Kontamination. Orale Kontami-

nation ware hier eine mogliche Erklarung dieses Phdnomens.



6 Diskussion 148

Eine gleichzeitige Konzentrationserhohung des Metaboliten in der entsprechenden Probe
kdnnte hierbei das Ergebnis eines oder des Zusammenspiels mehrerer Faktoren sein. Eine Mdg-
lichkeit ist eventuell ein extrahepatischer Metabolismus in der Mundschleimhaut. Rao berich-
tete im Jahre 1983 Uber einen vorstellbaren, extrahepatischen Metabolismus von oral einge-
nommenen Substanzen im Mundraum. Zhou et al. (1996) fanden in einer Studie zum Metabo-
lismus von Phenytoin im Zahnfleisch Hinweise auf ein aktives Cytochrom P450 System in der
Mundschleimhaut, wenn auch keine Hinweise auf eine CYP 2D6 Aktivitét, die im Falle des
Venlafaxins von Relevanz wére. Vondracek et al. (2000) untersuchten ebenfalls Mundgewebe
auf mRNA von Cytochrom-P450-Enzymen und konnten die Mdglichkeit eines Metabolismus
unterschiedlicher Substanzen im Mundraum aufzeigen. Auch Yang und Raner (2005) konnten
die Expression von CYP Enzymen im Mundraum, namlich in der Zunge, bestétigen, doch auch
sie fanden keine oder nur geringe Hinweise auf einen CYP 2D6 Aktivitat. Dass die hiesige
Beobachtung kein Einzelfall ist, ergibt sich aus einer Studie von Concheiro et al. aus dem Jahr
2011. In dieser Studie konnten kurz nach der Einnahme von Buprenorphin sehr variable und

auch hohe Speichel-Plasma-Ratios fiir Norbuprenorphin nachgewiesen werden.

Bei allen in dieser Arbeit befindlichen Féllen handelte es sich um eine Demethylierung der
jeweiligen Muttersubstanz. Im Falle von Tramadol und Venlafaxin um eine O-Demethylierung,
im Falle des Citaloprams um eine N-Demethylierung. Mdéglicherweise sind noch andere Me-

chanismen als eine Cytochrom P450 Metabolisierung beteiligt.

Ein zweiter Punkt ist der aktive Transport von Substanzen in den Speichel. Es gibt Hinweise
auf einen zumindest anteilsmalig aktiven Transport von beispielsweise Digoxin in den Speichel
(Haeckel und Hanecke, 1996). Bartnicka et al. (2007) fanden dartiber hinaus Hinweise auf einen
Einfluss von P-Glycoproteinen und der Expression des MDR 1 Gens bei dem Ubergang dieser
Substanz in den Speichel. Auch Uematsu et al. berichteten 2001 vom P-Glycoprotein in den
Ausfuhrungsgangen der Speicheldriisen. Das MDR1 Gen unterliegt innerhalb der Bevélkerung
einem gewissen Polymorphismus (Ambudkar et al. 2003; Singh et al. 2012). Es ist folglich
denkbar, dass auch die Sekretion anderer Substanzen durch die Expression oder Uberexpression
von P-Glycoproteinen beeinflusst wurde, und aktiver Transport zumindest teilweise Einfluss
auf die OF/SE-Ratio hat. Mdglicherweise sind durch diesen Umstand auch die Unterschiede im
Verhéltnis von der theoretischen zur praktischen OF/SE-Ratio zu erklaren. Ein mdgliches Bei-
spiel dafur stellen die Substanzen Promethazin und Duloxetin dar. Die theoretisch ermittelten

Ratios waren bei beiden Substanzen bei den entsprechend betrachteten pH-Werten &hnlich
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(0,69 fur das Promethazin und 1 fur das Duloxetin, bei pH-6,4 und nicht stimuliertem Speichel-
fluss), bzw. fir das Promethazin sogar etwas geringer als fur das Duloxetin. Der ermittelte Wert
flir das Duloxetin entsprach jedoch mit etwa 0,6 wesentlich eher diesem theoretischen Wert, als
das Promethazin mit einer OF/SE-Ratio Uber 3. Dartiber hinaus nehmen neben den genetischen
Faktoren auch Arzneistoffe Einfluss auf die Aktivitat des P-Glycoproteins wie beispielsweise
Verapamil, Chinin, aber auch Sertralin, sein Metabolit Desmethylsertralin und Paroxetin
(Weiss et al. 2003). Die Beimedikation der in die Studie zur Ermittlung des OF/SE-Ratios von
Psychopharmaka eingeschlossenen Patienten wurde auf Induktoren und Inhibitoren des P-Gly-
coproteins Uberprift (Linardi & Natalini, 2006; Zagermann-Muncke, 2006). In den Fallen in
denen ein solches Medikament als Beimedikation festgestellt wurde die OF/SE-Ratios der de-
tektierten in die Studie eingeschlossenen Medikamente auf Auffélligkeiten Gberprift, es konn-

ten jedoch keine Auffalligkeiten festgestellt werden.

Da der Einfluss der Speichelsammellésung an den entsprechenden Arealen der Speicheldrisen,
also der Azini und der Ausfiihrgange, nicht bekannt, und der genaue pH-Wert vor diesem Hin-
tergrund nicht ermittelbar ist, kdnnen diese Werte bestenfalls hinweisgebend sein und bedurfen

einer genaueren Uberpriifung, mdaglicherweise in einer weiterfiinrenden Studie.

6.1.3 Der mogliche Einsatz von Speichel als alternative Matrix in der
Missbrauchsdiagnostik

Um Speichel als alternative Matrix in der Missbrauchsdiagnostik einsetzen zu kénnen, sind
abhangig vom Setting drei Punkte wesentlich: Der Ausschluss einer falschen Probenentnahme,

der Ausschluss einer Probenmanipulation und ein entsprechendes Nachweisfenster.

Ausschluss einer falschen Probennahme und von Probenmanipulation

In der Perianalytik erflillen Speichelanteil, Amylase- und ggf. die Cortisol-Konzentration die
Funktion des Kreatinins im Urin. Referenzwerte fur diese Parameter waren problemlos ermit-
telbar. Der Speichelanteil wurde mit einem Referenzbereich von 15 — 75 % ermittelt. Der Mit-
telwert lag geschlechtsunabhéngig bei etwa 45 %. Dies war geringer als bei Raggam et al.
(2008), wo der Mittelwert mit 65 % etwas hoher lag, allerdings wurde hier nur ein Probanden-
kollektiv aus 25 Individuen betrachtet. Weiterhin ist das betrachtete Patientenkollektiv ein an-
deres. Da es sich in der vorliegenden Arbeit um Routineproben handelte, wurden Patienten mit
unbekanntem Gesundheitszustand und weitgehend unbekannter Medikation betrachtet. Der

uberwiegende Anteil dieser Patienten befand sich allerdings in einer Suchtbehandlung und
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wurde mit Medikamenten behandelt. Die eingesetzten Substitutionstherapeutika waren inner-
halb dieses Kollektives hauptsachlich Methadon, Buprenorphin und Substitol, welche unter an-
derem zu einer verminderten Speichelproduktion und Mundtrockenheit fiihren kann (Ventaf-
ridda et al., 1987, De Conno et al., 1996). Dies wirkte sich vermutlich auf den Mittelwert und
den Referenzbereich aus. Dieses Patientenkollektiv war jedoch représentativ fur das Patienten-
kollektiv, welches in der Missbrauchsdiagnostik betrachtet wird, da auch Patienten in der
Schmerzbehandlung oder bei der Behandlung mit Psychopharmaka mit Medikamenten thera-

piert werden, welche Xerostomie auslésen kénnen.

Die a-Amylase war als leicht zu bestimmender Authentizitdtsmarker gut nutzbar. Die geringen
Unterschiede zwischen Mannern und Frauen in der a-Amylase Konzentration waren zwar auf-
fallig fur die a-Amylase als Authentizitatsmarker, jedoch nicht relevant, da es sich nur um einen
Hilfsparameter handelt, der zur Beurteilung des Probenzustandes genutzt wird und nicht, um
pathologische Vorgange zu beurteilen. Die geringste Untergrenze der drei betrachteten Grup-
pen war jene der Frauen mit 16 271 U/I. Eine Festlegung des Referenzbereiches auf > 16 000

U/l ist fir einen Authentizitatsmarker vollkommen ausreichend.

Fur das Cortisol ergaben sich geschlechterspezifische Unterschiede. Die Untergrenze belief
sich bei beiden Geschlechtern auf 0,1 ng/ml, die Obergrenze bei den Ménnern auf 7,4 ng/ml
und bei den Frauen auf 6,5 ng/ml. In der Studie von Aardal und Holm (1995) wurde der Refe-
renzbereich im Speichel auf 1,3 bis 9,8 ng/ml, geschlechts- und tageszeitunabhangig festge-
setzt. Die auch von Aardal und Holm festgestellte zirkadiane Rhythmik des Cortisols wurde in
der vorliegenden Arbeit nicht beachtet. Die im Vergleich geringere Cortisol-Konzentration
konnen wie im Falle des Speichelanteils durch das Probekollektiv bedingt sein. Es gibt Hin-
weise auf eine Inhibition der Cortisol-Produktion unter Opiattherapie (Ballatyne und Mao,
2003; Policola et al., 2014). Auch wenn vermutlich keine Normalverteilung der Cortisol-Werte
vorlag, konnte der Referenzbereich durchaus festgelegt werden, da er, wie im Fall der Amylase,
nicht zur Aufklarung pathologischer Vorgénge, sondern lediglich als Orientierungshilfe zur
Probenbeurteilung diente. Die geschlechterspezifischen Unterschiede wurden insofern in den
Referenzbereich eingerechnet, als dass der kleinste und der groRte Grenzwert fur den Referenz-
bereich genutzt wurden, und nicht die Werte des Gesamtkollektivs. Der Referenzbereich wurde
folglich auf 0,1 ng/mL bis 7,4 ng/ml festgelegt. Bottcher et al. (2010) fiihrten eine &hnliche
Studie mit geringerer Patientenzahl durch, wo unter anderem Patientengruppen mit einer ,,Nor-
mal-Gruppe* verglichen wurden. Dort wurden die 5 % Perzentile und die 95 % Perzentile ge-

waéhlt, doch unter Einbeziehung dieses Faktors verhielten sich die Werte in der vorliegenden
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Studie dhnlich. Auch hier lief3 sich die Erniedrigung des Cortisol-Wertes in der Patientengruppe

beobachten.

Unter Zuhilfenahme dieser Grenzwerte lieRen sich nun grobe Abweichungen vom Entnahme-

prozedere bzw. eine Probenmanipulation feststellen.

Lagerung und Handhabung

Da mit dem Greiner Bio-One Speichelsammelsystem eine Stimulation des Speichelflusses statt-
findet, ist eine ausreichende Speichelproduktion bei xerostomen Patienten garantiert. Darlber
hinaus ist der pH-Wert der im Mund befindlichen Flussigkeit wahrend des Sammelvorgangs
relativ konstant und sauer, was anhand der pH-Wert Messung in den Bechern gezeigt werden
konnte. Damit fungiert dieses saure Speichel/SES-Gemisch als lonenfalle flr basische Substan-
zen und fuhrt zu einer Anreicherung im Speichel/SES-Gemisch. Allerdings ist Gber den Vor-
gang und den Einfluss des Puffergemisches im Mund auf die Speicheldriisen und den dort vor-
herrschenden pH-Wert nichts bekannt. Der saure pH-Wert des Speichel/SES-Gemisches blieb
auch Uber eine mehrwdchige Lagerungsperiode konstant, was der Stabilitat einiger Substanzen
dienlich ist (Cone und Menchen, 1988). Ein Zusammenhang zwischen Speichelanteil und pH-
Wert konnte ebenfalls festgestellt werden. Dieser ergab sich aus dem Verhéltnis Puffer/Spei-
chel. Die Anregung des Speichelflusses fiihrte zu einem erhéhten Hydrogencarbonatanteil im
Speichel und damit zu héheren pH-Werten. Allerdings ergab sich zusatzlich dazu ein Zusam-
menhang zwischen dem im Transferréhrchen enthaltenen Volumen und dem pH-Wert. Dieser
Zusammenhang ergab sich vermutlich durch das Natriumazid, welches im Réhrchen als Bak-
terizid enthalten ist (Greiner Bio-One Speichelsammelsystem, Gebrauchsanleitung, 12/2014
und Herstellerangaben). Lost es sich im wassrigen Milieu, kommt es moglicherweise zu einer
alkalischen Reaktion von Nebenprodukten der Synthese (Strohle und Schweda, 2002), die,
wenn das Volumen im Réhrchen gering ist, die Pufferkapazitét des Citratpuffers ibersteigt. Um
die Bedingungen in A- und B-Probe mdglichst gleich zu halten, und damit eine vergleichbare
Substanzstabilitat im Rohrchen gewahrleisten zu kdnnen, sollte darauf geachtet werden, dass
A- und B-Probe eines Patienten etwa ein vergleichbares Speichel/SES-Gemisch Volumen ent-

halten und die Réhrchen mdoglichst gut gefallt sind.
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Einsatzmoglichkeiten von Speichel in der Missbrauchsdiagnostik

Die gute Korrelation zwischen Serum und Speichel zeigte, dass die Speichelkonzentration zu-
mindest eingeschrankt Rickschlisse auf die Serumkonzentration zulasst. Da die Anwesenheit
einer Substanz im Blut mit seiner Wirksamkeit assoziiert wird, eignet sich Speichel als Matrix
zur Feststellung einer akuten Beeinflussung. Eine orale Kontamination kann in einem solchen
Fall sogar hilfreich sein, da die Konzentration von moglicherweise schwer nachweisbaren Sub-
stanzen erhéht wird. Die akute Beeinflussung, bzw. der nur kurz zurtckliegende Konsum, spielt
im StralRenverkehr eine grolRe Rolle (Toennes et al., 2005). Abhéngig wie lange das Nachweis-
fenster sein soll, sollte man die Cutoffs entsprechend setzen, um zu verhindern, dass ein einma-
liger Konsum zu zwei unterschiedlichen Gelegenheiten detektiert wird und es zur ,,doppelten®
Sanktionierung eines einmaligen Konsums kommt. Der zweite groRRe Bereich, in dem aktuelle
Beeinflussung eine Rolle spielen kann, ist das Therapeutische Drug Monitoring. Der therapeu-
tische Bereich ist jedoch nur ein Orientierungsbereich, abhéngig von den Autoren und der
durchgefuhrten Studien. Allerdings ist die Varianz der Speichelkonzentration im Verhéltnis zur
Serumkonzentration zu hoch, als dass Speichel das Serum zur Spiegelbestimmung im Rahmen
einer Dosisfindung ersetzen kénnte. Der Speichel scheint jedoch zumindest groRes Potenzial
fiir die Compliance-Uberpriifung der Patienten zu haben und konnte die Moglichkeit auf Ori-
entierungsbereiche bezuglich der therapeutischen Serumkonzentration liefern. Bei zweifelhaft
hohen oder niedrigen Ergebnissen auflerhalb des Orientierungsbereichs oder aulergewdhnli-

chen Befunden sollte jedoch nicht auf eine Serum-Spiegelbestimmung verzichtet werden.

Des Weiteren ergaben sich in dieser Arbeit Hinweise auf die Moglichkeit, den metabolischen
Phénotypen aus dem Speichel ermitteln zu kénnen. In der Dextromethorphanstudie wurden die
metabolischen Ratios, sprich Dextromethorphan-Konzentration/Dextrorphan-Konzentration
(DXM/DXP) ermittelt, um Aufschlisse Uber die Enzymaktivitat des CYP 2D6 zu erhalten. In
Gruppe A kristallisierte sich heraus, dass Individuum 3 eine stark erhéhte DXM/DXP-Ratio
aufweist, welche sowohl im Kapillarvollblut als auch im Speichel etwa um den Faktor 1000
hoher war als bei den anderen Individuen der Gruppe. Die gleiche Beobachtung im Speichel
flhrte dazu, dass dieses Individuum als Slow-Metabolizer eingeordnet werden konnte. Ob-
gleich die durch die Kontamination verféalschten Dextromethorphan-Konzentrationen im Spei-
chel die Bestimmung einer zuverlassigen DXM/DXP-Ratio nicht erlaubten, lie sich beim Ver-
gleich der Ratios innerhalb dieser Gruppe feststellen, dass Individuum 5 ebenfalls eine etwa um

den Faktor 1000 erh6hte metabolische Ratio sowohl im Kapillarvollblut als auch im Speichel
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besal3. Um die genauen Grenzwerte zwischen den einzelnen Metabolisierungstypen ermitteln
zu konnen, sind in jedem Fall weitere Studien mit wesentlich mehr Teilnehmern notwendig.
Eine grobe Richtlinie fiir den Speichel und fir das Kapillarvollblut scheinen jedoch eine meta-
bolische Ratio < 1fiir das Kapillarblut und < 1,5 fiir den Speichel bei normalen Metabolisierern
und > 50 bei Slow-Metabolizern zu sein, die zwischen zwei und acht Stunden nach Medika-
menteneinnahme Anwendung findet. Dabei sollte eine Einzelprobe ausreichend sein. Hu et al.
(1998) stellten ebenfalls fest, dass eine Einzeldosis Dextromethorphan und eine Bestimmung
des metabolischen Phénotyps von CYP2D6 aus Speichel eine Alternative zur Bestimmung aus
Sammelurin darstellt, obgleich sie die Bestimmung der metabolischen Ratio im Speichel sechs
Stunden nach der Substanzeinnahme empfahlen.

Unabhangig davon, haufen sich die Empfehlungen, Speichel als alternative Matrix im Thera-
peutischen Drug Monitoring bei unterschiedlichen Substanzklassen in Erwéagung zu ziehen,
Marchei et al. (2010) beschaftigten sich mit der Korrelation von Methylphenidat und Ritalin-
séure in Verbindung mit der Behandlung von Kindern. Auch die Analyse von Immunsuppres-
siva im Speichel zeigte vielversprechende Resultate (Ghareeb und Akhlaghi, 2015), ebenso wie
die von Antiepileptika (Al Za Abi et al., 2003; Maldonado et al., 2008),Betablockern (Dawes
und Kendall, 1978) oder Schmerzmedikamenten (Heltsley et al., 2011; Heltsley et al., 2012;
Conermann et al., 2014). Bei der Behandlung mit Immunsuppressiva und Antiepileptika kann
eine Speichelprobe, nach einem entsprechenden Training, von den Patienten selbst abgenom-
men werden und zur Analyse ins Labor geschickt werden und damit einen eine invasive Blut-
entnahme ersparen. Gleiches gilt fur schwierige Patientengruppen wie Kindern oder psychiat-
rischen Patienten, bietet die Speichelprobenentnahme enorme Vorteile.

Bereiche, in denen dies zur Anwendung kommen kdnnte, sind zum Beispiel die Psychiatrie und
die Schmerztherapie sowie zum Ausschluss eines Beikonsums ist der Speichel eine adaquate
Matrix, der hierbei nicht nur Blutentnahmen, sondern auch speziell in der Drogenanalytik Urin-

proben welche unter Aufsicht abgegeben werden missen ersetzen konnte.

Es gibt mittlerweile viele Beispiele, welche ein Drogen- und Medikamentenscreening im Spei-
chel aufzeigen. Neben den bereits im Text erwéhnten, gibt es noch Vergleiche zwischen Spei-
chel und Vollblut (Langel et al., 2014) oder andere Multitargetanalysen, beispielsweise im Be-
reich der Schmerztherapie (Wood et al., 2005; Heltsley et al., 2011; Heltsley et al., 2012).
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Nachweisfenster

Die unter Umsténden geringeren Nachweiszeitrdume im Speichel werden durch andere Vorteile
wieder relativiert. So ist die Mdglichkeit einer Probenmanipulation bei einer Speichelprobe we-
sentlich geringer als bei der Urinabgabe, und selbst ein Ausspilen des Mundes fiihrt, wie an-
hand des Tests auf die Eignung des Speichelsammelsystems deutlich wurde, nicht zu einer gra-
vierenden Veranderung der Probenkonzentration, so die entsprechende Person eine Substanz
konsumiert hat. Eine unmittelbar auf die erste Probenentnahme folgende zweite Probenent-
nahme ist moglich, so dass selbst bei Problemen (wie dem Herunterschlucken oder Ausspucken
der SES-L6sung) eine zweite Probe genommen werden kann, was beispielsweise beim Urin
nicht moglich ist. Darlber hinaus besteht im Falle einer massenspektrometrischen Methode die
Madglichkeit der Methodenanpassung, so dass kiirzere Nachweiszeiten durch das Absenken des

Cutoffs, also der Entscheidungsgrenze, ausgeglichen werden kénnen.

Insbesondere bei OF/SE-Ratios lber 1 wie z. B. das Diphenhydramin sind die Nachweisfenster
der in dieser Arbeit fur die Studien verwandten Substanzen unproblematisch und erstreckt sich
beim Diphenhydramin wie die Studie zur Diphenhydramin-, Kinetik® zum Teil deutlich Uber
48 Stunden. Der Mittelwert der maximalen Nachweisbarkeit lag fiir Speichel bei 54 Stunden,
im Blut bei etwa 48 Stunden.

Unter den Voraussetzungen einer entsprechenden Anpassung der massenspektrometrischen
Methode kann die Nachweisbarkeit missbrauchsrelevanter Substanzen im Speichel dem Serum

mindestens ebenbirtig, oder sogar tberlegen sein.

6.1.4 Schlussfolgerung

Der Speichel ist, unter Verwendung des in dieser Arbeit genutzten Greiner Bio-One Speiche-
lentnahmesystems, eine echte Alternative zum Urin in der Missbrauchsdiagnostik fir die meis-
ten Substanzen. Durch die Nutzung von Authentizitdtsmarkern und der exakten Ermittlung des
Speichelanteils, also der Verdinnung, kénnen Manipulationsversuche und Fehler in der Pro-
benentnahme relativ gut nachvollzogen werden. Durch die Art der Probenentnahme ist jene
problemlos unter Aufsicht méglich und wird erfahrungsgemar gut von den Patienten akzeptiert.
Die Variabilitat der Matrix im pH-Wert ist gering, was eine Abschatzung der Substanzstabilitat
und damit auch der Nachweisbarkeit vereinfacht.

Allerdings ist die Standardisierung eines Entnahmeverfahrens fur den Speichel auf lange Sicht

notwendig, wie beispielsweise das Sammelprinzip, eine Validation der Wiederfindung
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entsprechender Substanzen, oder die Einigung der Anwendung eines bestimmten Entnahme-
systems flr eine bestimmte Applikation.

Durch die relativ gute Korrelation zum Blut ist Speichel eine bedingte Alternative. Im Gegen-
satz zum Urin lasst sich die Blutkonzentration aus der Speichelkonzentration abschéatzen und

bietet damit die Maoglichkeit, eine akute Beeinflussung des Probanden einzuschétzen.

Im Therapeutischen Drug Monitoring bietet der Speichel die Mdglichkeit einer Compliance-
Uberpriifung des Patienten inklusive einer Abschatzung, ob das verordnete Arzneimittel regel-
méaRig eingenommen wird. Auch in der Uberpriifung des metabolischen Phanotyps bei entspre-
chenden Cytochrom-P450-Enzymen sind weitere Studien tber die Nutzung des Speichels denk-
bar. Abzugrenzen ist in diesem Setting jedoch die Dosiseinstellung. Speichel stellt keine Alter-
native zu Fallen dar, in denen eine Blutspiegelermittlung notwendig ist. In allen Fallen, in denen
Urin eine Alternative zu Haaren ist, kann auch der Speichel eine alternative zu Haaren sein, er
bietet jedoch nicht die Moglichkeit der wirklich langfristig riickwirkenden Ermittlung eines

Substanzkonsums wie die Haare.

6.2 Atemluft als alternative Matrix in der Missbrauchsdiagnostik

6.2.1 Die Nachweisbarkeit von Substanzen in der Atemluft

Nachweisbarkeit auf den Atemluftfiltern

Ein Nachweis von psychoaktiven Substanzen in der Ausatemluft mittels des SensAbues®
Atemluftentnahmesystem scheint prinzipiell méglich zu sein. Von insgesamt 43 Venlafaxin
enthaltenden, gepaarten Proben (Serum, Speichel, Ausatemluft) konnte auf 11 Atemluftfiltern
Venlafaxin nachgewiesen werden, jedoch nur auf einem der 11 Filter zusé&tzlich der aktive Me-
tabolit des Venlafaxins. Lediglich auf einem von 27 mdglichen Atemluftfiltern waren tatsach-
lich Escitalopram und sein Metabolit nachweisbar, und auf einem von 12 méglichen Atemluft-
filtern konnte N-Desmethylcitalopram detektiert werden, jedoch ohne die Anwesenheit der
Muttersubstanz. Keines der anderen Psychopharmaka war auf den Atemluftfiltern oberhalb der
Nachweisgrenze messbar. Verglichen mit anderen Substanzklassen war die Positivrate der
Atemluftfilter, trotz zum Teil hoher Speichel- und Blutkonzentrationen einzelner Psychophar-

maka, sehr gering.

In einer Studie von Beck et al. (2013) mit 47 Drogenkonsumenten (laut eigener Angabe), in der
die Substanzen Amphetamin, Methamphetamin, Morphin, 6-Acetylmorphin, Kokain, Ben-

zoylecgonin, Methadon, Buprenorphin, Diazepam, Oxazepam, Alprazolam und
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Tetrahydrocannabinol (THC) eingeschlossen waren, wurden die Ergebnisse der Atemluftana-
lyse mit zusétzlich entnommenem Serum und Urin bestétigt. Hier konnten fur Methadon und
Amphetamin Positivraten von 100 % der vorhandenen Proben festgestellt werden, teilweise
sogar in Proben, in denen die entsprechende Substanz im Serum nicht nachweisbar war. In
insgesamt 87% der Proben konnte mindestens eine der eingeschlossenen Substanzen nachge-
wiesen werden (Beck et al., 2013). In einer zweiten Studie, in welcher Urin und Atemluftproben
von Gefangnisinsassen analysiert wurden, konnten Amphetamin (n = 18; 13 — 81 000 pg/Filter),
Methamphetamin (n = 4; 21 — 63 pg/Filter), THC (n = 10; 2 — 173 pg/Filter), Methylphenidat
(n = 8; 1 — 556 pg/Filter), Buprenorphin (n = 3; 8 — 42 pg/Filter), 6-Acetylmorphin (n =1; 11
pg/Filter), Kokain (n = 1; 12 pg/Filter), Benzoylecgonin (n = 1; 3 pg/Filter), Diazepam (n = 1;
29 pg/Filter) und Tramadol (n = 1; 226 pg/Filter) in der Atemluft nachgewiesen werden (Beck,
2014). Insbesondere beim Amphetamin sind die hohen Konzentrationen auf den Atemluftfiltern
auffallig. Keine der in der vorliegenden Arbeit betrachteten Psychopharmaka konnte in einer
annahernd hohen Konzentration in den Proben nachgewiesen werden. Betrachtete man die po-
sitiven Psychopharmakaproben genauer, so lie8 sich zumindest fir das Venlafaxin feststellen,
dass in 9 von 11 Proben auch die Speichelkonzentration der zugehdrigen Speichelprobe groier
2 000 ng/ml gemessen wurde und sich damit deutlich im oberen Konzentrationsbereich der
Proben befand. Beim Citalopram, bzw. dem Escitalopram und den Metaboliten, lieR3 sich ein
solcher Zusammenhang nicht feststellen. Vergleichsweise hohe Substanz-Konzentrationen auf
den Atemluftfiltern konnten auch in einer weiteren Studie von Kintz et al. (2016) mit 11 — 1470
po/Filter fur Methadon bestatigt werden. In dieser Studie wurden 18 anndhernd gleichzeitig
gewonnene Urin- und Atemluftproben (SensAbues® System) von Patienten, welche mit Me-
thadon behandelt wurden, auf unterschiedliche Substanzen hin untersucht. Wahrend im Urin
eine Vielzahl von Substanzen nachweisbar war (unter anderem auch Venlafaxin und verschie-
dene andere Psychopharmaka), konnte in der Ausatemluft lediglich Methadon und sein Meta-
bolit EDDP, sowie Nicotin nachgewiesen werden. Weiterhin wurde in der Arbeit von Kintz et
al. (2016), wie auch in einer Arbeit von Beck et al. (2012) von einer mdglichen Kontamination

der Atemluftfilter durch Speichel gesprochen.

Zusammenhang Speichel- und Atemluftkonzentration

Wie stark der Zusammenhang zwischen Speichel- und Atemluftkonzentration tatsachlich ist,
zeigte sich in der fur diese Arbeit durchgefiihrten Studie zur Diphenhydramin-,,Kinetik* mit n
= 8 Teilnehmern, in der eine Tablette Diphenhydramin eingenommen und Gber einen Zeitraum

von 56 Stunden Atemluft-, Speichel- und Kapillarvollblutproben enthommen wurden. In den
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Ergebnissen zeigte sich deutlich ein Zusammenhang zwischen Speichel- und Atemluftkonzent-
ration, wobei diese Korrelationen aber nicht gut reproduzierbar zu sein schienen. Allerdings
lieRen sich hier bei Individuum 1 bis 5 sehr dhnliche Konzentrationsverlaufe von Atemluft- und
Speichelkonzentration, gemessen an der Zeit, beobachten. Dartiber hinaus konnte bei jedem der
8 Studienteilnehmern zum Zeitpunkt TO, also unmittelbar nach der Tabletteneinnahme, Diphen-
hydramin auf den Ausatemluftfiltern nachgewiesen werden. Die Konzentrationen waren nicht
nur sehr interindividuell, sondern dartiber hinaus fand sich zu diesem Zeitpunkt bei Individuen
1 bis 5 auch die maximale Atemluftkonzentration an Diphenhydramin. Zum gleichen Zeitpunkt
wurde auch die Maximalkonzentration Diphenhydramin im Speichel detektiert, wohingegen im
Kapillarvollblut keine Hinweise auf Diphenhydramin zu finden waren. Surfactant soll als Tra-
ger fur nicht flichtige Substanzen dienen (Beck et al., 2012), Daher kann davon ausgegangen
werden, dass eine Substanz, welche sich im Surfactant befindet, nur Gber die Blutbahn in die
tiefen Bereiche der Lunge, in der die Aerosolentstehung stattfindet, gelangen kann. Dies wére
somit die naheliegendste Erklarung der teils recht hohen Diphenhydramin-Konzentrationen un-
mittelbar nach der Substanzeinnahme eine Kontamination der Atemluftfilter mit Speichel. Bei
allen Teilnehmern dieser Studie zeigte sich im weiteren Verlauf, nach einem Abfall der Kon-
zentration (der genauso im Speichel stattfand), mindestens ein zweites Konzentrationsmaxi-

mum in der Atemluft zwischen zwei und acht Stunden.

Bestatigen liel3 sich die Beobachtungen der ersten Studie durch eine zweite Studie mit Dextro-
methorphan als Modellsubstanz. Hier wurden die Studienteilnehmer in zwei Gruppen aufge-
teilt. Wahrend Gruppe A eine Kapsel mit Dextromethorphan erhielt, um die Kontamination des
Mund-Rachenraumes mit Speichel mdglichst gering zu halten, erhielt Gruppe B Lutschpastillen
mit einer vergleichbaren Dextromethorphan-Konzentration. In Gruppe A waren keine, oder nur
vereinzelte, Proben positiv auf Dextromethorphan bzw. Dextrorphan getestet worden. Eine
Ausnahme bildete hier Individuum 3, wobei bei diesem Studienteilnehmer generell sehr viel
hohere Speichel- und Blutkonzentrationen nachgewiesen werden konnten. Bei Individuum 2
konnte unmittelbar nach der Einnahme der Kapsel Dextromethorphan und Dextrorphan auf dem
Atemluftfilter nachgewiesen werden, allerdings konnte die Substanz zum selben Zeitpunkt auch
in niedriger Konzentration im Speichel, nicht jedoch im Kapillarvollblut nachgewiesen werden.
Madglicherweise handelte es sich hier um eine leichte Kontamination der Mundschleimhaut. In
Gruppe B dagegen konnten die Cmax-Werte grundsétzlich unmittelbar nach der Medikamenten-
einnahme mit Werten zwischen 140 und 4 674 pg/Filter gemessen werden, wéhrend Dextror-

phan nur vereinzelt nachweisbar war. Anhand des Konzentrationskurven-Verlaufs Gber die Zeit
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liel} sich der Zusammenhang zwischen Speichel- und Ausatemluftkonzentration hier sehr gut
aufzeigen. Auffallig war der starke Gegensatz der beiden Gruppen. In Gruppe B, in welcher
eine Kontamination des Mundraumes induziert wurde, ergab sich ein ahnlicher Konzentrati-
onskurvenverlauf fir Ausatemluft und Speichel, vergleichbar dem der Diphenhydramin-Ki-
netikstudie, wo ebenfalls eine Kontamination des Mundraumes mit Medikamentenresten der
Tablette stattfand, da es sich um eine nicht Uberzogene Tablette handelte. Das Nachweisfenster
flr Diphenhydramin in der Ausatemluft war mit zwolf bis 36 Stunden verhaltnismaRig lang, im
Speichel konnte in derselben Studie bis zu 56 Stunden Diphenhydramin nachgewiesen werden.
Beim Dextromethorphan richtete sich die Nachweisbarkeit nach der Gruppe, erreichte jedoch
in der Gruppe mit Kontamination des Mundraumes vergleichbare Nachweiszeiten wie in der
Diphenhydramin-Studie, wahrend in Gruppe A ohne Kontamination nur in sehr wenigen Pro-
ben Uberhaupt Dextromethorphan nachgewiesen werden konnte. Lége der Hauptursprung der
Substanzen auf den Atemluftfiltern in den Atemaerosolen, misste sich ein starkerer Zusam-
menhang zwischen dem Konzentrations-Zeit-Verlauf von Diphenhydramin und Dextromethor-

phan von Atemluft- und Blutkonzentration finden.

Ein &hnlicher Versuch, allerdings mit Tramadol als Modellsubstanz, wurde von Mayer et al.
(2015) durchgefuhrt. Hier wurde eine Kapsel mit Tramadol eingenommen und uber einen Zeit-
raum von 48 Stunden immer wieder Atemluft-, Speichel-, und Blutproben entnommen. Eine
Kontamination der Mundschleimhaut schien hier unwahrscheinlich, lieR sich jedoch, da die
erste Probe erst 30 Minuten nach der Medikamenteneinnahme erfolgte, nicht feststellen. Der
Metabolit des Tramadols, das O-Desmethyltramadol war nur in 38 % aller genommenen Atem-
luftproben und nicht langer als 24 Stunden nachweisbar, das Tramadol selbst tiber 48 Stunden,
mit Ausnahme eines Probanden. Die Area Under The Curve (AUC) fiir Tramadol in der Ausa-
temluft korrelierte bei keinem der Patienten mit der AUC des Speichels oder des Blutes. Ob-
gleich die AUC in der vorliegenden Diphenhydramin-Studie nicht bestimmt worden war,
konnte hier zumindest eine Korrelation zwischen Speichel- und Atemluftkonzentration festge-
stellt werden. Bei zwei Studienteilnehmern mussten die Werte zum Zeitpunkt TO und T1, un-
mittelbar nach der Tabletteneinnahme und nach dem Ausspiilen des Mundes, eliminiert werden.
Dabei handelte es sich um jene Individuen, bei denen die Atemluftproben zum Zeitpunkt TO
nur verhéltnismaRig geringe Diphenhydramin-Konzentrationen aufwiesen. Allerdings liel? sich
die Ursache dieser Korrelation nicht feststellen, da eine Korrelation zwischen Atemluft- und
Speichelkonzentration besteht, die Speichel-Konzentration jedoch auch mit der Blutkonzentra-

tion korreliert, und die Abhangigkeitsverhaltnisse nicht eindeutig sind. Eine Korrelation
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zwischen Atemluft und Speichel lie3 sich in Gruppe B der Dextromethorphan-Studie bei allen
finf Teilnehmern bestatigen. Wegen der hohen Bereichsspanne mussen diese Werte mit Vor-
sicht betrachtet werden, sie liefern jedoch zumindest Hinweise auf einen Zusammenhang zwi-

schen Atemluft- und Speichelkonzentration.

Ursprung nicht-fliichtiger Substanzen auf den Atemluftfiltern

Unterstutzt wird die These, dass nicht-flichtige Substanzen auf den Atemluftfiltern ihren Ur-
sprung nicht allein aus dem Surfactant haben, von einer Arbeit von Himes et al. (2013), in
welcher Zigaretten mit einer definierten Menge Tetrahydrocannabinol geraucht, und anschlie-
Rend Atemluftproben mit dem SensAbues® Atemluftsammelsystem genommen wurden. Eine
Probennahme unmittelbar nach dem Cannabiskonsum fand nicht statt, sondern friihestens nach
30 Minuten. Das Nachweisfenster flir THC war auch hier eher gering und betrug, mit Ausnahme
eines Patienten, 30 Minuten bis zwei Stunden, bei chronischen Cannabiskonsumenten. Bei Ge-
legenheitskonsumenten war sogar nur maximal eine Stunde nach dem Konsum THC nachweis-
bar. Obgleich der Rauch natirlich auch die tiefen Ebenen der Lunge erreicht, spricht das kurze
Nachweisfenster doch eher fiir ein Kontaminationsartefakt. Uber einen Zusammenhang zur
Speichelkonzentration werden in dieser Arbeit leider keine Angaben gemacht. In einer Studie
von Ellefsen et al. (2014), in der Kokain intravents gegeben und im Anschluss regelmafig
Atemluftproben abgenommen wurden (10 Minuten bis 22 Stunden), konnte nur auf 2,6 % der
Atemluftfilter innerhalb der ersten 9,5 Stunden Kokain nachgewiesen werden. Die Kokainme-
taboliten Benzoylecgonin und Ecgoninmethylester konnten lediglich auf zwei Filtern (0,76 %)
nachgewiesen werden. Ausgehend von der Vermutung, dass nicht nur Lungenaerosol, sondern
auch Speichel fiir die Positivrate auf den Filtern verantwortlich ist, wurde das Entnahmesystem
bzw. der Filterhalter zusétzlich zum Filter selbst analysiert, was zu einigen zusatzlichen positi-
ven Resultaten flhrte. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass die Analysetechnik, die Beck
et al. (2013) in ihrer oben aufgefiihrten Arbeit nutzten, und bei der die Filter nicht aus den
Filterblomben entfernt werden, sondern im Ganzen auf eine Glasréhre gestellt und mit einer
methanolischen Losung extrahiert wurden, auch Speichelkontamination miterfassten. Bei El-
lefsen et al. (2014) wird davon ausgegangen, dass die Filter selbst die Lungenpartikelfraktion
reprasentieren. Da bei sémtlichen Analysen in der vorliegenden Arbeit die Filter aus den Fil-
terblomben entnommen wurden, konnte zu diesem Schluss allerdings keine Aussage getroffen
werden, da die Filterblomben nicht untersucht wurden. Allerdings passen die Ergebnisse von
Ellefsen et al. (2014) eher zu der hier vorliegenden Studie mit Psychopharmaka, bei der die

Positivrate verhéltnismalig gering war. Gaber et al. (2006) kamen in ihrer Studie zum
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Nachweis von Leukotrien B4 im Atemluftkondensat ebenfalls zu dem Schluss, dass das nach-

gewiesene Leukotrien B4 seinen Hauptursprung in der Speichelkontamination hatte.

Ein weiterer analytischer Faktor in diesem Zusammenhang stellt jedoch auch eine mdégliche

lonensuppression durch Bestandteile des Filters des entsprechenden Entnahmesystems dar.

Prinzipiell scheinen nicht Flichtige Substanzen auf den Atemluftfiltern detektierbar zu sein,
allerdings kann keine Aussage darliber getroffen werden wie hoch der Anteil der aus dem
Surfactant stammenden Substanzen ist und wie hoch der Anteil, der aus dem Speichel stam-
menden Substanzen. Weitere Studien und Vergleiche unterschiedlicher Atemluftsysteme kon-

nen in der Zukunft vielleicht Aufschluss dartber geben.

6.2.2 Theoretische Surfactantmenge auf dem Atemluftfilter

Ein weiterer Punkt, den es genauer zu betrachten galt, stellte zum einen die Héhe der gefunde-
nen Substanzkonzentration auf den Atemluftfiltern und die damit verbundene Menge an
Surfactant auf den Atemluftfiltern dar. Bei dem verwendeten Atemluftsammelsystem wurden
auch in den oben aufgefuhrten Studien immer die Konzentration pg/Filter angegeben. Dies
ergab sich aus der Tatsache, dass sich die genaue Menge an Atemluft, welche durch das System
geleitet wird, nicht ermitteln lasst. Laut den Angaben des Herstellers handelt es sich um unge-
fahr 20 | Atemluft.

Es gibt verschiedene Arbeiten, welche sich mit der Partikelkonzentration in der Ausatemluft
beschéftigen. Almstrand et al. (2009) beschéftigten sich hierbei unter anderem mit der Anzahl
der entstehenden Partikel (GroRenspektrum zwischen 0,3 und 2 um im Durchmesser). In dieser
Arbeit wurde der Einfluss der Atemmechanik auf die Partikelanzahl deutlich aufgezeigt. Tiefes
Ausatmen und Einatmen erzeugte hierbei deutlich hohere Partikelzahlen (durchschnittlich 8
500 Partikel pro I Luft zwischen 0,3 und 2 um Durchmesser) als eine Normalatmung (durch-
schnittlich 230 Partikel pro | Luft zwischen 0,3 und 2 um Durchmesser). Damit scheint die
Substanzkonzentration Uber die Partikelzahlen auf den Atemluftfiltern allein durch die
Atemmechanik manipulierbar zu sein. Aus der dort aufgeschliisselten Verteilung der Partikel-
zahlen auf den Durchmesser der Partikel, ergab sich zum einen, dass nahezu 100 % der Partikel
in der dort betrachteten GroRRenverteilung einen Durchmesser unter 1 um aufwiesen. Aus der
statistischen Aufschlisslung liel sich tber das theoretische VVolumen der Partikel eine unge-
fahre Menge Surfactant errechnen, die auf dem Atemluftfilter verbleiben musste. Nutzt man
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den mittleren Durchmesser der GrolRenklasse und den Mittelwert der Partikelzahlen, so ergabe
sich aus den Partikeln, die sich bei einer Atmung, welche die gesamte Vitalkapazitat ausnutzt,
ein Gesamtvolumen von 12 657 um3, was einem Volumen von 12,7 pl/20 | Luft entspricht. Bei
normaler Atmung betrégt das Volumen sogar nur 2,7 pl/20l Ausatemluft. Aus der Berechnung
der theoretischen Speichelmenge auf den Atemluftfiltern zum Zeitpunkt TO ergaben sich beim
Diphenhydramin Volumina von 1 pl/Filter bis 1 525 pl/Filter. Bei Gruppe B der Dextromethor-

phan-Studie ergaben sich aus demselben Verfahren Mengen von 5 — 649 pl Speichel pro Filter.

Um die Menge Dextromethorphan zu ermitteln, die tatsdchlich aus dem Surfactant stammt,
wurde eine orale Kontamination mit Diphenhydramin hervorgerufen, die theoretische Speichel-
menge auf dem Filter berechnet, und mit der theoretischen Speichelmenge auf dem Filter ver-

glichen, welche sich aus der Dextromethorphan-Konzentration ergabe.

Dabei ergaben sich Volumina von 909 bis 25 630 pl Speichel auf den Filtern, ausgehend vom
Diphenhydramin, wahrend (ber das Dextromethorphan lediglich 7 bis 153 pl ermittelt werden
konnten. Eine Bestimmung uber das Dextrorphan war mangels positiver Proben nicht maéglich.
Bei Gruppe A waren die theoretischen Speichelvolumina, ausgehend vom Diphenhydramin,
wesentlich geringer. Die grofe Differenz zwischen den theoretischen Speichelmengen auf den
Atemluftfiltern, ermittelt aus den Dextromethorphan-Konzentrationen und den Diphenhydra-
min-Konzentrationen, zeigte keine Reproduzierbarkeit, allerdings lagen einige Diphenhydra-
min-Konzentrationen auf den Atemluftfiltern oberhalb des kalibrierten Bereichs (5 000 pg/Fil-
ter). Eine Verdinnung in den Kalibrationsbereich war nicht moglich, was bedeutet, dass diese
Werte nur eine bedingte Aussagekraft besallen und damit auch die theoretischen Speichelkon-
zentrationen, welche aus diesen Werten ermittelt wurden nur ungeféhre Orientierungspunkte
liefern konnten, jedoch keine exakten Konzentrationen. Darlber hinaus konnten keine aussa-
gekréftigen Hinweise auf die Natur einer solchen Kontamination in der Mundhdohle gefunden
werden. Die Verteilung der Substanz im Speichel und im Mundraum spielte wahrscheinlich
eine Rolle, ebenso wie eine maogliche Partikelformation im Mund-Rachenraum. Ebenso wie
Almstrand et al. (2009) und Papineni et al. (1997), berichten auch Wan et al., (2014), dass der
weitaus groRte Anteil der Partikelgréfie im Lungenaerosol im Submikron-Bereich liegt. Insbe-
sondere in der Arbeit von Wan et al. (2014) lieR sich dies gut herausstellen, da hier die Parti-
kelgrélRen und Zahlen von beatmeten Patienten gemessen wurden. Darlber hinaus gelangen
Partikel mit einem Durchmesser von tiber 10 pum nicht mehr in die tiefen Lungenregionen (Yeh

et al., 1976) und werden, so sie in den tiefen Lungenregionen geformt werden, im
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Umkehrschluss nicht aus der Lunge ausgeatmet werden kdnnen, sondern sich auf ihrem Weg

an den Wanden der Atemwege absetzen.

Zu ahnlichen Schliissen kamen Asgharian et al. (2001), wahrend Tena und Clara in ihrem Re-
view von 2012 sogar noch einen Schritt weitergehen und postulieren, dass Partikel zwischen

0,5 und 5 um Durchmesser am optimalsten in die tiefen Lungenregionen vordringen.

Larsson et al. (2012) und Bredberg et al. (2012) berichteten beide iber das VVorhandensein von
Lungenproteinen in der Ausatemluft. Bredberg et al. (2012) flihrte eine genauere Analyse des
Atemluftkondensates durch, fuhrte die a-Amylase, welche ein guter Marker fir eine Speichel-
kontamination wére, jedoch nicht mit auf. Allerdings sind keine Informationen daruber vorhan-
den, ob eine theoretische Bestimmung mdglich wére, zusétzlich wurden die Atemluftproben
auf andere Art und Weise gewonnen. Si et al. (2013) arbeiteten mit Modellen des Laryngopha-
rynx beziglich des Luftstroms und des Verhaltens ausgeatmeter Partikel. Interessanterweise
berichteten sie nicht nur von starken, turbulenten Strdmungen in Mundrachenraum, sondern
auch von der Mdglichkeit einer starken Abscheidung ausgeatmeter Partikel in diesem Bereich.
Rahimi-Goriji et al. (2016) berichten ebenfalls von Turbulenzen zwischen Larynx und Pharynx.
Bei diesen turbulenten Luftstrémen entstehende Partikel knnten bei der Inspiration theoretisch
in die tieferen Atemwege geraten und damit auch einen Substanzeintrag in die Lunge hervor-
rufen, selbst wenn keine direkten Speichelreste auf den Atemluftfiltern nachgewiesen werden
kénnen (Gaber et al., 2006).

Vor diesem Hintergrund kann es durchaus fraglich sein, wie hoch der Anteil des echten unkon-
taminierten Surfactants auf den Atemluftfiltern wirklich war. Im Patent des Herstellers wird
von einer Maschenweite des Filters gesprochen, die Partikel zwischen 0,2 und 0,7 um auffan-
gen kann, allerdings sind hier keine genauen Testdaten vermerkt (Palmskog, Beck, 2012). Ge-
messen an der Tatsache, dass ein guter Anteil der Surfactant-Tropfchen eine GroRRe unterhalb
von 1 um im Durchmesser hat (Almstrand et al., 2010) ist fraglich ob der Filter Teilchen aus

den tiefen Lungenregionen aufhalten kann.

6.2.3 Schlussfolgerung

Die Ausatemluft mit dem SensAbues® System erwies sich nicht als sinnvolle Alternative zu
den bisherigen Matrizes. Trotz Steady State und konstanter Blutkonzentration, waren kaum
Psychopharmaka in der Ausatemluft nachweisbar. Dartiber hinaus war eine Quantifizierung der
Werte nicht sinnvoll. Die Zuverlassigkeit der Matrix scheint, ebenso wie das Nachweisfenster,

geringer im Vergleich zum Speichel oder sogar zum Blut. Dartber hinaus ist ein extrem
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empfindliches Messystem notwendig. Durch die Notwendigkeit der Verwendung des ganzen

Filters ist keine Wiederholung der Probe mdglich, ebenso wenig wie die Entnahme einer echten
B-Probe.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Die Drogen- und Medikamentenanalytik gewinnt im Rahmen der Missbrauchsdiagnostik im-
mer mehr an Bedeutung. Herkdmmlich genutzte Matrizes wie Urin, Haare oder Blut sind je
nach Setting jedoch nachteilsbehaftet. Dies betrifft unter anderem die Probennahme, aber auch
die Probenaufbereitung und die Analytik. Daher werden alternative Probenmatrizes, die jene
Probleme kompensieren kénnen bendtigt. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Betrach-
tung von Speichel und Atemluft als alternative Matrices in der therapeutischen Diagnostik und
insbesondere in der Missbrauchsdiagnostik von Neuro- und Psychopharmaka wie Antidepres-
siva, Neuroleptika sowie Opioiden und Hypnotika. Hierzu wurde ein spezielles Speichelent-
nahmesystem genutzt (Greiner Bio-One Speichelentnahmesystem), welches theoretisch ein ho-
hes MaR an Standardisierbarkeit in der Speichelsammlung bietet und durch die individuelle
Bestimmung des Speichelanteils eine gute Reproduzierbarkeit bei der Konzentrationsbestim-
mung enthaltener Substanzen aufweist. Die Standardisierbarkeit wurde anhand verschiedener
Studien Uberpruft. So wurden anhand von etwa 10.000 Proben aus der taglichen Laborroutine
Referenzbereiche fiir den Speichelanteil in der Probe und die Amylase- und Cortisolkonzentra-
tion welche als Authentizitdtsmarker im Speichel dienen ermittelt. Weiterhin wurde der durch
den Hersteller versprochene saure pH-Wert in der Probe anhand von 500 Proben uberprift und
bestéatigt, so dass in diesem Zusammenhang zusatzliche Empfehlungen zur Probennahme gege-
ben werden kénnen, um die Vergleichbarkeit von A- und B-Probe und die Stabilitat enthaltener
Substanzen zu verbessern. Dartiber hinaus wurde die Reproduzierbarkeit bei wiederholter Pro-
bennahme und die Vergleichbarkeit der gemessenen Substanzkonzentrationen mit einem ande-
ren etablierten Speichelentnahmesystem eines anderen Entnahmeprinzips in einer Studie mit
Diphenhydramin als Modelsubstanz verglichen und bestatigt.

Die Nutzbarkeit von Speichel im Verhaltnis zum Serum im klinischen Setting wurde in zwei
Studien mit gepaarten Proben aus Serum und Speichel aus Psychiatrischen Kliniken untersucht.
Hierbei wurden zundchst die Konzentrationen der Psychopharmaka Aripiprazol, Citalopram,
Escitalopram (keine racemische Trennung bei der Messung moéglich), Duloxetin, Mirtazapin,
Pipamperon, Pregabalin, Promethazin, Quetiapin und Venlafaxin in der ersten Studie, sowie
der Opioid-Analgetika Hydromorphon und Tramadol in der zweiten Studie ermittelt. Aus die-
sen Werten wurde das Konzentrationsverhaltnis aus Serum und Speichel errechnet (OF/SE-
Ratio) mit dem Ziel, eine Aussage uber die Nachweisbarkeit und Nachweisfenster dieser Sub-
stanzen im Speichel treffen zu kdnnen. Weiterhin wurde untersucht ob sich die therapeutischen
Bereiche der Medikamente, die fir Serum bzw. Plasma bekannt sind, auch auf den Speichel zu



7 Zusammenfassung und Ausblick 165

ubertragen lassen um den Patienten damit eine invasive Blutprobenentnahme ersparen zu kon-
nen. Alle Substanzen in die Studie eingeschlossenen Substanzen lieRen sich problemlos im
Speichel nachweisen. Die Streuung der Werte des OF/SE-Ratios lag bei Variationskoeffizien-
ten von 44-54 und einem Durchschnitt von 47 % fiir die Opioid-Analgetika und 18 -70 % und
einem Durchschnitt von 45% fir die Psychopharmaka. Diese breite Streuung der OF/SE-Ratios
l&sst es nicht zu, die Spiegelbestimmung der Medikamente aus dem Blut durch Speichelproben
beispielsweise zur Dosisfindung im Rahmen eines therapeutischen Drug Monitorings zu erset-
zen. Eine Ermittlung der freien Analyt-Konzentration im Serum durch Ultrafiltration fir einige
der untersuchten Substanzen erbrachte keine Verbesserung der Streuung oder Korrelation im
Verhéltnis zur Speichelkonzentration. Auch wenn der Speichel nicht als Ersatz fir Serum in
der Spiegelbestimmung der Psychopharmaka bzw. der beiden Analgetika zum Zweck z.B. einer
Dosisfindung eingesetzt werden sollte, ist er eine gute Alternative bei der Compliance-Uber-
prufung nicht nur in der Psychopharmakatherapie sondern auch in der Schmerztherapie. Die
aus den OF/SE-Ratios ermittelten therapeutischen Bereiche dieser Substanzen im Speichel,
welche aus den therapeutischen Bereichen des Serums abgeleitet wurden, kénnen hier durchaus
als Orientierungshilfe dienen ob eine Therapiecompliance vorliegt. Weiterfiihrende Studien in
diesem Bereich kdnnten diese Orientierungsbereiche verifizieren, seine Limitationen ermitteln,
fur mehr Medikamente zur VVerfugung stellen und damit eine zu diesem Zweck bestimmte Blut-
entnahme in Zukunft ablosen.

Ein beobachtetes Problem bei diesen Studien war die Kontamination der Speichelproben mit
Substanzresten aus einer kirzlich vorangegangenen Medikamenteneinnahme, die sogenannte
orale Kontamination. Diese wurde in einer weiteren Studie mit Diphenhydramin als Modell-
substanz untersucht. Ziel war es, den mdglichen Einfluss auf die Ergebnisse zu ermitteln und
eine Empfehlung zur Vermeidung in der routinierten Probenentnahme zu geben. Notwendig
kann dies bei empfindlichen Entscheidungsgrenzen im Speichel in der Drogenanalytik sein.
Relevant ist diese Latenzzeit bei empfindlichen Cutoffs, in von Patienten konstruierten Settings
(wie etwa dem Kussen einer Person mit einem kirzlich zurtickliegenden Konsum), was zu
,»falsch positiven* Ergebnissen fuhren kann, obwohl keine intentionelle Einnahme der Substanz
stattfand. Auch hierflr konnten aus dieser Studie konkrete Empfehlungen zur Vermeidung ora-
ler Kontamination durch verschiedenartige Griinde abgeleitet werden.

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Dissertation gezeigt werden, dass Speichel als
gute alternative Matrix in der Missbrauchsdiagnostik eignet. Dies gilt sowohl zur Uberpriifung

der Compliance in der therapeutischen Routine wie z.B. in der Psychopharmakotherapie, als
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auch zur Uberpriifung eines moglichen Beikonsums von Drogen in der Suchttherapie und an-
deren Settings.

Zusétzlich zum Speichel wurde auch die Atemluft mit dem SenseAbues System entnommen
auf ihre Eignung als Analysematrix untersucht. Die Nachweisbarkeit unterschiedlicher Psycho-
pharmaka in der Ausatemluft wurde in Zusammenhang mit der Psychopharmakastudie zur Er-
mittlung des OF/SE-Ratios in der Studie Uberpriift, da gleichzeitig auch Atemluftproben mit
dem SenseAbues System entnommen wurden. Allerdings konnte hier nur im Fall des
Venlafaxins, in nur etwa einem Viertel der Proben in denen Blut und Speichel dieses Medika-
ment enthielten auch Venlafaxin auf den Atemluftfiltern nachgewiesen werden, und nur in ei-
nem Fall der Metabolit des Venlafaxins, das O-Desmethylvenlafaxin. Citalopram und Esci-
talopram waren nur in jeweils einem Fall nachweisbar, genauso wie ihr Metabolit das Desme-
thylcitalopram. Andere in die Studie eingeschlossene Substanzen konnten nicht detektiert wer-
den. Daher wurde in einer ,,Kinetik*“-Studie mit Diphenhydramin als Modellsubstanz die Kon-
zentrationsverldaufe des Analyten in der Atemluft parallel zu denen des Speichels und Kapillar-
vollblutes Uber 48 — 56 Stunden ermittelt. Unmittelbar nach der Einnahme der Substanz konnten
sehr hohe Konzentrationen auf den Atemluftfiltern nachgewiesen werden; dies tberrascht, weil
laut Hersteller keine Speicheltropfchen auf das Entnahmesystem gelangen sollten und die Re-
sorption in die Blutbahn noch nicht vollzogen sein dirfte. Auch ansonsten war der Konzentra-
tionsverlauf in der Atemluft groRtenteils vergleichbar mit dem des Speichels. Ein &hnliches
Ergebnis zeigte eine zweite Studie mit Dextromethorphan als Modellsubstanz die nach dem
gleichen Prinzip verlief, in der jedoch zusatzlich zwei verschiedene Darreichungsformen (Kap-
sel und Lutschpastille) verglichen wurden um den Vergleich zwischen oraler Kontamination
(Lutschpastille) und fehlender oraler Kontamination (Kapsel) zu beobachten. Darliber hinaus
wurde der Metabolit des Dextromethorphans, das Dextrorphan ebenfalls mitgemessen. Bei der
Einnahme der Kapsel war kaum ein Nachweis von Dextromethorphan in der Ausatemluft mog-
lich, und auch der Metabolit nur sporadisch nachgewiesen werden konnte. Bei der Einnahme
der Lutschpastillen und einer damit absichtlich herbeigefiihrten oralen Kontamination der
Mundhohle war der Konzentrationsverlauf entsprechend dem des Diphenhydramins in Atem-
luft und Speichel.

Im Vergleich zum Speichel scheint die Ausatemluft als Alternative wohl lediglich in den Set-
tings mit kurzen Nachweiszeitrdumen und hohen Substanzkonzentrationen nutzbar. Denkbar
waéren hier das Workplace Drug Testing, doch ware der Speichel ist hier ebenso nutzbar, repro-

duzierbarer und zuverl&ssiger, da in ihm moglicherweise auch Substanzen mit geringer
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Konzentration erfasst werden kdnnen, wie etwa viele neue Designerdrogen. Andere Atemluft-
entnahmesysteme konnten hier gegebenenfalls bessere Ergebnisse liefern, doch die Ausatem-
luft ist dem Speichel und anderen alternativen Matrizes wie etwa dem Kapillarblut unterlegen,
das in einem Teil der Studien als Alternative zum Serum genutzt wurde da dieses Entnahme-
system zur Eigenanwendung zugelassen ist. Das Kapillarvollblut wurde unter anderem in der
Dextromethorphan-Studie verwendet an der, wie sich herausstellte auch zwei CYP2D6 Slow-
Metabolizer teilnahmen, so dass sich hier sogar beobachten lie3, dass sowohl das Kapillarvoll-
blut als auch der Speichel hilfreiche Matrizes bei einer Phénotypisierung der Enzymaktivitat

darstellen kdnnen, was in weiteren Studien untersucht werden sollte.
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Anhang 2: Material

Anhang 2.1: Loésungsmittel und Chemikalien

e Wasser: UPLC/MS Optigrade, LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland

e Methanol: Roth, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

e Acetonitril: Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

e Ameisensdure: Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

e Ammoniak: Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

e n-Hexan: Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

e Aripiprazol: LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland

e Aripiprazol-Dg: SIGMA ALDERICH, St. Luis, USA

e Citalopram: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland

e Citalopram-De: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland
e N-Desmethylcitalopram: H. Lundbeck A/S, Valby, Danemark

e Dextromethorphan: SIGMA ALDERICH, St. Luis, USA

e Dextrorphan: SIGMA ALDERICH, St. Luis, USA

e Dextromethrorphan-D3: LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland

e Dextrorphan-D3: SIGMA ALDERICH, St. Luis, USA

e Diphenhydramin: LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland

e Diphenhydramin-D3: LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland

e Duloxetin: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland

e Duloxetin-Ds: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland
e Hydromorphon: LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland

e Hydromorphon-Ds: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde,
Deutschland

e Mirtazapin: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland

e Pipamperon: Toronto Research Chemicals, via LGC Standards, Luckenwalde, Deutsch-
land

e Pipamperon-Dio: Toronto Research Chemicals, via LGC Standards, Luckenwalde,
Deutschland

e Pregabalin: Cerilliant Corporation, via LGC Standards , Luckenwalde, Deutschland
e Pregabalin-De: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland
e Promethazin: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland

e Promethazin-Ds: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde, Deutsch-
land
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e Quetiapin: Cerilliant Corporation via LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland

e Quetiapin-Dg: Cerilliant Corporation, via LGC Standards , Luckenwalde, Deutschland
e Tramadol: Cerilliant Corporation, via LGC Standards , Luckenwalde, Deutschland

e Tramadol-C13-D3: LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland

e O-Desmethyltramadol: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde,
Deutschland

e O-Desmethyltramadol-Ds: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde,
Deutschland

e Venlafaxin: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland
e Venlafaxin-De: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland
e O-Desmethylvenlafaxin: LGC Standards, Luckenwalde, Deutschland

e O-Desmethylvenlafaxin-De: Cerilliant Corporation, via LGC Standards, Luckenwalde,
Deutschland

Anhang 2.2: Gerate und Verbrauchsmaterialien

Zentrifugen:
e MiniSpin, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

e Centrifuge 5810R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
e UNIVERSAL 30 F, Hetterich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland

Saugblock:
e Mikrofestphasenextraktionsblock mit Vakuumpumpe, Waters, Milford, USA

Eindampfbldcke:

e Thermoblock mit Stickstoffspinne: Gebr. Liebisch GmbH & Co. KG, Bielefeld,
Deutschland

Waage:
e Prazisionswaage: Kern&Sohn GmbH, Balingen, Deutschland

e Feinwaage: Kern&Sohn GmbH, Balingen, Deutschland

Analysegerate:
e UPLC-MS/MS Systeme: Waters GmbH, Eschborn, Deutschland

e Kilinisch-Chemisches Analysesystem Olympus AU680: Olympus GmbH, Krefeld,
Deutschland

Sonstige Materialien:

e SPE-Leerkartuschen, 1 ml: CS Chromatographieservice GmbH, Langerwehe, Deutsch-
land

e Centrifree Ultrafilter: Merck Millipore, Tullagreen, Irland
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e Amicon Ultra 0,5 ml Ultrafilter: Merck Millipore, Tullagreen, Irland
e pH 4,0-—7,0 Special Indicator: Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
e pH 5,0 —-10,0 Neutralit: Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Anhang 2.3: Reagenzienkits, Kalibratoren und Kontrollen

MassTox® TDM BASIC-Kit A, Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH, Gréfel-
fing/Miinchen, Deutschland

e Mobile Phase 1

e Mobile Phase 2

e Precipitation Reagent

e Extraction Buffer

e Dilution Buffer 1

e Dilution Buffer 2

¢ Rinsing Solution

e Reaktionsgefale, transparent

MassTox ® TDM MasterColumn® Series A, Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH,
Graéfelfing/Minchen, Deutschland

3PLUS 1® Multilevel Plasma Calibrator Set Antidepressants 1 (lyoph.)
MassCheck® Antidepressants 1 Plasma Control, Bi-Level (I + 11)
3PLUS 1® Multilevel Plasma Calibrator Set Neuroleptics 1 (lyoph.)
MassCheck® Neuroleptics 1 Plasma Control, Bi-Level (1 + 1)

Internal Standard Set Antidepressants 1 and Neuroleptics 1
e Internal Standard Mix (lyoph.)

e Reconstitution Buffer
3PLUS 1® Multilevel Plasma Calibrator Set Neuroleptics 2/EXTENDED (lyoph.)
MassCheck® Neuroleptics 2/EXTENDED Plasma Control, Bi-Level (1 + 11)

Internal Standard Set Neuroleptics 2/ EXTENDED
e Internal Standard Mix (lyoph.)

e Reconstitution Buffer
3PLUS 1® Multilevel Plasma Calibrator Set Neuroleptics 2/EXTENDED (lyoph.)
MassCheck® Neuroleptics 2/EXTENDED Plasma Control, Bi-Level (1 + 11)

Internal Standard Set Neuroleptics 2/EXTENDED
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e Internal Standard Mix (lyoph.)
e Reconstitution Buffer

3PLUS 1® Multilevel Plasma Calibrator Set Antiepileptic Drugs (lyoph.)
MassCheck® Antiepileptic Drugs Plasma Control, Bi-Level (1 + 11)
Internal Standard Mix Antiepileptic Drugs

Greiner Bio-One Speichelquantifizierungskit, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
e Greiner Bio-One Speichelkalibrator 1 — 5
e Greiner Bio-One Speichelkontrolle 1 und 2

Beckman Coulter Ireland Inc., Lismeehan, Ireland
e o-Amylase OSR6182
e Urine Calibrator, ODC0025
e CONTROL SERUM 1, ODC0003
e CONTROL SERUM 2, ODC0004
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Abstract (deutsch)

Die Drogen- und Medikamentenanalytik gewinnt im Rahmen der Missbrauchsdiagnostik im-
mer mehr an Bedeutung. Herkdmmlich genutzte Matrizes wie Urin, Haare oder Blut sind je
nach Setting nachteilsbehaftet. Dies betrifft unter anderem die Probennahme, aber auch die
Probenaufbereitung und die Analytik. Daher werden alternative Probenmatrizes, die jene Prob-
leme kompensieren kdénnen benétigt. In dieser Arbeit wurden Speichel und Ausatemluft als
mogliche alternative Matrizes anhand verschiedener Studien untersucht. Die Standardisierbar-
keit der Speichel Probennahme wurde anhand von verschiedenen Faktoren wie dem pH-Wert
in den Proben und Referenzbereichen fur die Autentizitdésmarkersubstanzen Amylase und Cor-
tisol, sowie den Speichelanteil in der Probe ermittelt. Weiterhin wurden in zwei Studien mit
gepaarten Proben aus Serum und Speichel die Konzentrationsverhaltnisse einiger Psychophar-
maka (Aripiprazol, Citalopram, Escitalopram, Duloxetin, Mirtazapin, Pipamperon, Pregabalin,
Promethazin, Quetiapin und Venlafaxin) und Opioid-Analgetika (Tramadol, Hydromorphon)
flr diese Matrizes ermittelt. Ziel war es dabei, herauszufinden ob die therapeutischen Bereiche
der Medikamente auf den Speichel ibertragen werden kénnen. Es zeigte sich, dass die Streuung
fur eine Dosiseinstellung zu groR war, dieses Verfahren jedoch als Compliance-Kontrolle
durchaus Anwendung finden kann. Anhand einer Modellsubstanz (Diphenhydramin), wurde
weiterhin der Einfluss oraler Kontamination durch orale Medikamenteneinnahme ermittelt um
eine Empfehlung zur Vermeidung geben zu kénnen.

In der Studie zur Ermittlung des Konzentrationsverhéltnisses der Psychopharmaka in Blut und
Speichel wurden auch Ausatemluftproben gewonnen. Die in den anderen Matrizes detektierten
Analyten konnten jedoch nur in Bruchteilen in der Ausatemluft nachgewiesen werden. Die
Konzentrationsverlaufe der Modellsubstanzen Diphenhydramin, Dextromethorphan und seines
Metaboliten Dextrophan, wurden in einer Kinetik tber 48 bis 56 Stunden in Ausatemluft, Spei-
chel und Kapillarvollblut beobachtet. Im Falle des Dextromethorphans wurde dartiber hinaus
der Vergleich zwei unterschiedlicher Darreichungsformen (Kapsel und Lutschpastille) ange-
stellt. Dabei hat sich herausgestellt, dass ein erheblicher jedoch nicht genau bestimmbarer An-
teil der Konzentration eines Analyten auf eine Kontamination der Mundhdhle, eventuell durch
Speichel zurlckzufiihren ist. Ausatemluft scheint daher in der Missbrauchsdiagnostik nur in
sehr begrenztem MaRe als Matrix nutzbar zu sein, der Speichel hingegen stellt eine sinnvolle

alternative Matrix dar und ist den herkdmmlichen Matrizes in einigen Settings sogar tiberlegen.
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Abstract (englisch)

Drug analysis is gaining in importance in addiction medicine. Conventional matrices like urine,
hair and blood have a lot of disadvantages in sample collection (i.e. urine sampling under su-
pervision), sample preparation and the analysis itself. Therefore, the determination of alterna-
tive matrices is of increasing interest. In this thesis oral fluid and exhaled breath were investi-
gated in different studies. For oral fluid the possibility of standardisation of the sampling pro-
cedure was evaluated via pH-values in oral fluid samples as well as the reference ranges for the
oral fluid fraction and the markers of authenticity amylase and cortisol was investigated.

In two studies with paired samples of oral fluid and serum the concentration ratios of some
phychopharmaceutical drugs (aripiprazole, citalopram, escitalopram, duloxetine, mirtazapine,
pipamperon, pregabalin, promethazin, quetiapine and venlafaxine) and opioids (tramadol, hy-
dromorphone) were determined. One aim of the study was, to get an idea about the detection
window of these drugs compared to serum, and to find out if the therapeutic ranges in serum
can be transfered to oral fluid. However, the scattering of these ratios was too high for a proper
usage in adjustment of dosage but useful in compliance monitoring. The influence of oral con-
tamination in the sampling procedure was investigated in a study with diphenhydramne as a
model substance, to give recommendations on how to prevent this problem in clinical practice.
Detectablity of psychopharmaceutical drugs in exhaled breath was determined in the same
study with the concentration ratios for oral fluid and serum. Only in a few samples, the in oral
fluid and blood detected drugs could also be detected in exhaled breath.

The concentration profile of the model substances diphenhydramine, dextromethorphan and its
metabolite dextrorphan in exhaled breath, oral fluid and capillary whole blood was investigated
in two Kinetics studys for about 48 to 56 hours. Furthermore, in the dextromethorphan/dextror-
phan study two different pharmaceutical forms were compared (capsules and lozenges). These
two studys have shown that a substential portion of the analyte concentration in exhaled breath
is due to contamination with fluid from the oral cavity. In contrast to oral fluid, exhaled breath
seems to be a less useful matrix exept for very special settings. Oral fluid seems to be a proper
alternative matrix in addiction medicine and comparable settings because it compensates for a

lot of problems of the conventional sample matrices.



