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1. Einfihrung

Im Rahmen von forensischen Untersuchungen werden zur Klarung der Frage, ob
Drogenmissbrauch oder andere toxische Substanzen eine Rolle gespielt haben,
menschliche post-mortem Gewebeproben erfolgreich via Festphasenextraktion (Solid
Phase Extraction — SPE) analysiert.

In der folgenden Applikationsnote ist ein neues automatisiertes Verfahren, die sogenannte
bidirektionale SPE (BD-SPE), beschrieben. Dieses besondere Verfahren wird durchgefiihrt,
wenn entweder Matrices untersucht werden, die aufgrund ihres hohen Fett- und
Proteingehalts schwierig zu bearbeiten sind, wie beispielsweise Gehirn, oder
Kreuzkontamination aufgrund der Einmaligkeit der extrahierten Probe ausgeschlossen
werden muss.

Kurz zusammengefasst werden bei dem Verfahren handelsubliche 3 mL SPE Kartuschen
eingesetzt, die die Standard-Schritte des Konditionierens, Waschens, Trocknens und
Eluierens durchlaufen. Der kritische Schritt des Ladens, bei dem die Matrix normalerweise
mit dem Robotiksystem in Berlihrung kommt, wird jedoch in umgekehrter Richtung
durchgefiihrt. Das heif3t, dass die homogenisierte und gepufferte Probe, z. B. Hirngewebe,
nicht von oben auf die Kartusche geladen wird, sondern tber die Luer-Spitze in das
Sorbens gesaugt wird. Da die aufgesaugte Probe danach in ,normaler” Richtung
abgegeben wird, kommt sie zu keinem Zeitpunkt mit dem Robotiksystem in Beriihrung.
Daruber hinaus durchlduft die Probe das Sorbens zweimal. Aus diesem Grund ist das
Verfahren bidirektionale SPE genannt worden.
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2. Methodenentwicklung

2.1 Reagentien und Materialien

e 0,05 M Phosphatpuffer pH 7.4 p.a.

e Wasser p.a.

e 0,1 N Essigsaure p.a.

e Ethylacetat (Merck, Darmstadt, Deutschland)

¢ Isopropanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

e Triethylamin (Merck, Darmstadt, Deutschland)

e Ethylacetat/Isopropanol (3/1, v/v)

e Ethylacetat/Isopropanol/Triethylamin (75/25/3, v/v/v)
e MSTFA (MACHEREY-NAGEL, Diren, Deutschland)

e Evolute CX-50 Kartuschen (50 mg, Biotage, Uppsala, Schweden)

e Standards in einer von der Arbeitsgruppe zur Extraktion der GTFCh (Gesellschaft fiir
Toxikologische und Forensische Chemie) empfohlenen Zusammensetzung.
Alle Standards in Methanol in einer Konzentration von 1 mg/mL. Fur niedrig
konzentrierte Kontrollproben wurden 50 ng/g Gewebe fiir basische, und 500 ng/g
fur neutrale/saure Substanzen vor der Extraktion zur Probe hinzugefiigt; fur
hochkonzentrierte Kontrollproben waren die Level 10 mal héher.

0 Benzoylecgonin (Lipomed, Arlesheim, Schweiz)
Amphetamin (Lipomed, Arlesheim, Schweiz)
Kokain (Lipomed, Arlesheim, Schweiz)

Codein (Lipomed, Arlesheim, Schweiz)
Diazepam (Lipomed, Arlesheim, Schweiz)
Morphin (Lipomed, Arlesheim, Schweiz)
Doxepin (Lipomed, Arlesheim, Schweiz)
Metoprolol (Lipomed, Arlesheim, Schweiz)
Methadon (Lipomed, Arlesheim, Schweiz)
Phenobarbital (Lipomed, Arlesheim, Schweiz)

Ibuprofen (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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2.2 Probenvorbereitung

2 g Gehirn wurden griindlich homogenisiert, z. B. in einem IKA 15 mL Gefal3 (IKA, BMT-
20-S Mischgefa mit 6 Edelstahlkugeln) mit einem Turrax Tube Drive (IKA, Staufen,
Deutschland). Zu 0,5 g der homogenisierten Probe wurden 5,5 mL Phosphatpuffer

pH 7.4 hinzugefligt. Dann wurde die Probe fiir 5 Min. im Ultraschallbad behandelt und
bei 600 x g fur 20 Min. zentrifugiert.

0,1 mL der Standard Testmischung in Methanol wurde zu den 0,5 mL Phosphatpuffer
pH 7.4 hinzugefiligt, um jegliche Prazipitation zu verhindern. Dieses Gemisch wurde
danach zu der Probe hinzugefligt und bei hochster Geschwindigkeit fiir 1 Min.
vermischt.

2.3 Gerate
2.3.1 Das Robotiksystem FREESTYLE

Das FREESTYLE-System ist ein vollautomatisches Probenvorbereitungssystem und
wird in nahezu allen Bereichen eingesetzt, die eine intensive Probenvorbereitung
erfordern. Dies gilt fiir Nahrungs- und Futtermittelproben, fir Umwelt- und
pharmazeutische Proben, beim Drogenscreening und ebenso fiir forensische und
toxikologische Proben.

Das System basiert auf der FREESTYLE BASIC Plattform, die abhangig von dem
gewunschten Einsatzzweck mit unterschiedlichen Modulen ausgestattet werden
kann — fir diese Applikation mit dem FREESTYLE SPE Modul.

Die Racks fiir die Probengefal3e und Vials werden in die Kammleiste des
Robotiksystems eingehangt. Die Position der Racks ist nicht vorgegeben, aber im
Fall der BD-SPE werden die Proben neben leere Vials in ein und dasselbe Rack
gestellt.

Alle Module des FREESTYLE Systems werden Uber eine einfach zu bedienende
Software mit einer Benutzeroberflache gesteuert. Um die bidirektionale SPE nutzen
zu konnen, wird ein Software Update benétigt.
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SPE Modul - Robotik Arm Einhangen der Racks
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2.3.2 Bidirektionale SPE (BD-SPE) mit FREESTYLE SPE

Die unten aufgefiihrten Komponenten werden fiir die automatisierte Durchfiihrung
der BD-SPE mit dem FREESTYLE SPE benétigt. Die gepufferten, gespikten und
homogenisierten Proben werden in ein 10 mL Vial Gberfiihrt. Das System wird mit

3 mL Kartuschen, leeren 10 mL Vials sowie leeren Vials fiir die Eluate ausgestattet.

1. FREESTYLE BASIC Produktnr. 12663-12

2. FREESTYLE SPE Produktnr. 12668

3. Rack fiir Losemittelversorgung Produktnr. 13156

4. Rack fur bis zu 18 SPE-Saulen Produktnr. 13946-AD

5. Greifring fir Standard 3 mL Saule Produktnr. 14892

6. Kappen fiir 3 mL Saulenformat Produktnr. 14862

7. Trager fir Racks (100 mm) Produktnr. 11915 (2 x bendtigt)
8. Probenrack fiir 30 Reagenzréhrchen Produktnr. 12117 (2 x benotigt)

75 x12mm

9. Probenrack flir 18 x 10 mL-Vials Produktnr. 14711 (2 x benotigt)
10. Rollrandflasche, flacher Boden, 10 mL Produktnr. V0010

11. Software upgrade Produktnr. 14773

Die 5 mL 75 x 12 mm ReagenzgefalBe kdnnen liber jeden ortlichen Lieferanten
bestellt werden.

Nach der Bearbeitung werden die Eluate mit einem Vakuum-Konzentrator (Christ
Alpha RVC, Osterrode am Harz, Deutschland) bis zur Trockene evaporiert. Der
verbleibende Riickstand wird in 50 pL Ethylacetat wieder geldst und via GC-MS
gemessen. Nach der ersten Messung wird die Probe nochmals evaporiert und mit
50 pL MSTFA (20 Min. bei 80 °C) fiir einen zweiten GC-MS-Lauf derivatisiert.

2.3.3 Beschreibung der bidirektionalen SPE (BD-SPE)

Der Robotikarm des FREESTYLE Systems nimmt die SPE Kartusche und bewegt sie
Uber das Probengefal. Die SPE Kartusche taucht mit der Luer Spitze in die Probe
und saugt diese von unten nach oben auf, wodurch sie das Sorbens passiert. Der
Robotikarm bewegt danach die Kartusche zu dem leeren Vial auf der Plattform, das
neben dem Probengefald platziert ist. Dort wird die Probe von oben nach unten
durch das Sorbens wieder abgegeben. Die Probe steht flir weitere Analysen zur
Verfligung.

Der beschriebene Vorgang kann fiir einen quantitativen Transfer bis zu drei Mal
wiederholt werden.
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BD-SPE: Die Probe wird von unten nach
oben durch das Sorbens aufgesaugt
und in entgegengesetzter Richtung
wieder abgegeben.

Standard Elutionsschritt

Der Robotikarm stellt die
benutzten Kartuschen zurtick
in das Rack.
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2.3.4 Software Protokoll

Die folgende Einstellung der Software kann ausgewahlt werden, um die Proben auf
dem FREESTYLE System mit dem Verfahren der BD-SPE zu bearbeiten. Die Methode
ist bereits definiert und in der FREESTYLE Software gespeichert. Sie kann bei Bedarf
abgeandert und unter neuem Namen abgespeichert werden.

FIREE - STYILE"

ALHMCMAAT P i T e PROSENYORBERETTLNG |

LCTech FreeStyle - Bericht zu Methoden: SPE

Datum: 08.06.2016 Zeit 10:20:20

Name: method_evolute_7.spe SPE Saulentyp:  LCTech_micoi
Venangerungs- spize nen
WerartetungIgechwindghet Standard (organische LM)
SpOintensnat Stanaardselizybus
Bel Lacen und Waschen Maxmaidruck demachen nen
Schitt Konditionieren Existyp Kongitonieren Schriz - 1D: 695
& voumen: 4 mi Ansaug Geschandgret 15 mimin Abgabe Geschaindgtet: § mimin Port: 8 (phozprate tutter)
Wiederhoungen: 2
Wareze nach Dosierung: 10 sec. Warteze nach Sciver S sec Angate In ADfal
SChiftt Trocknen Basiztyp: Trocknen - Trocknung mE definieriem Luftvolumen Scheiz - 1D: 642
G Ltvoiumen: 20 mi Ansaug Gescharndghet 100 mumin Adbgabe Gescharmdagiet 70 mumin Abgabe: In Abfall
Schitt Ladgen Basistyp: Laden - Transter Proben-Alquot der Soitze SPE-Saule Schetz - 10: 670
& vowmen: s mi Ans3ug GechaTagEET § mimin Abgabe Gescnamagier 1 mimin
Glas Ty Type 1@00 Wareze® nach Doslerung: 60 sec. Warteze? nach Scivet 150 sec.
Angate In Glaser Gasarzaht 1
Gas Te: Tipe1@10
chne Nachzplen
Schntt Waschen Basistyp: Waschen Sche - ID: 671
& voumen: 9.5 mi Anzaug Geschandgret 20 mumin ADgabe Geichardgiet § murin Port 1 (Wassen)
Wiederhoungen: 0
Waneze® nach Dosierung: 0 sec. Warteze® nach Schvit 0 sec.
Trecxnungzzes 50 min Abgabe In A
Schitt Trocknen Baziztyp: Treciren - Trecinung mE definieriem Luftvaumen Schez - ID: 683
€ Lumvoumen: 10m Ansaug Geschandageet 100 mumn Adbgabe Geichamagiet 50 mumin Abgabe: In Abtall
Schritt Waschen Bazistyp: Waschen Schrz - ID: 672
£ voumen 15 m Anzaug Geschamdgret 15 mumin Abgabe Geschandghel § mimin Port: 10 (1 M Acetc acid)
Wiederhoungen: 0
Wanezez nach Doslerung: 0 sec. Warteze nach Scivtt © sec
Trocknungszet: 50 min Abgabe: n Anfal
Schitt Trocknen Bazistyp: Trocknen - Tro o mE Qber cefrs Zeit Schrez - 1D 684
€ Trooinungzzet me Stcesid 120 zec Abgabe: In Glaser Gasarzaht 1
Gas T Tyive1Q8
Schitt Eluleren Basistyo: Buieren Schriz - ID: 673
© voumen: 3mi Ansaug Geschaindghet 10 mimin Abgate Geschandagiet 0.5 mumin Port 7 (EAW 21)
Wiedernoungen: 0
Wareze2 nach Dosierung: 0 sec. Warteze? nach Schvet 40 sec.
Trocxnungszez: O min Abgate: In Glaser Gasarzaht 1
Gaz Ty Type1 Q8
Schitt Trocknen Basistyp: Trocknen - Trocknung me definierem Luftvolumen Schre - 10: 685
& Lsvoumen: 20 m Anzaug Geschandageet 100 mumn Abgabe Geschandgier 50 mumn Azgabe: vertieite an Ortung Stele
Schatt Eluleren Baziztyp: Eweren Scrvz - 1D: 674
G voumen: 3 mi Ansaug Geschwindghet 10 mimin Abgate Geschandghet 0.5 mimin Port 3 (EASITEA)
Wiecernoungen: 0
‘Wareze® nach Dosierung: 0 sec. Warteze® nach Sciver 0 sec
Trecxnungszet: O min Angabe: in Glazer Gasarzaht 1
Gas Tye: Tipe1Q8
& Luavoumen: 20 mi Anzaug Geschanageet 100 mimn Angate Gezchandagiet 50 mimn ADgabe: vertielbe an Ortund Stele
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2.3.5 GC-MS Messung

Die Proben wurden an einem Agilent 6890 mit einem 5973net massenselektiven
Detektor (Agilent, Santa Clara, CA, USA) gemessen.

Ein Autosampler ALS 7683 kam ebenso wie eine Zebron ZB-5MSi Kapillarsaule
(15m x0.25 mm ID, 0.25 pum; Phenomenex, Torrance, CA, USA) zum Einsatz.

Injektor Temperatur 280°C
Injektionsmodus 1 yL, getrennt
Tragergas Helium mit 1.6 mL/min
Initiale Temperatur 100 °C; fir 2 Min.
Saulenofen Erhitzen mit 25 °C/min bis 200 °C
Erhitzen 20 °C/min bis 300 °C; fur 7 Min.
Transferleitung Temperatur 300°C
MS Analyse El Scan Modus

3. Ergebnisse

Mit diesem Verfahren konnten fiir ein breites Spektrum von Analyten akzeptable
Wiederfindungen erzielt werden (durchschnittlich zwischen 28-75%; n=6). Dariiber hinaus
war die Wiederholgenauigkeit (1,4-7,6 % RSD; n=8) und die Reproduzierbarkeit (3,6-18,3%
RSD; n=8) fiir die komplexe Matrix Gehirn sehr gut. Damit sind verlassliche Ergebnisse fiir
diese kritische Anwendung sichergestellt.

4 Zusammenfassung

Das vorgestellte BD-SPE Verfahren hat den Nachweis erbracht, fiir forensische
Untersuchungen geeignet zu sein - sogar flir sehr schwierige Matrices wie beispielsweise
Gehirn.

Die Methodik kann bei sauren, neutralen und basischen Substanzen, die fir forensische
Routineuntersuchungen relevant sind, eingesetzt werden.

Durch das einzigartige Verfahren der BD-SPE ist jede Art der Kreuzkontamination explizit
ausgeschlossen, da die Probe nur in die Extraktionskartusche, aber zu keinem Zeitpunkt
mit dem System in Berihrung kommt.

Die Wiederfindungen sind fiir eine Routine Screening Methode ausreichend hoch und
zeigen eine exzellente Wiederholgenauigkeit und Reproduzierbarkeit, womit das
Verfahren als sehr robust eingestuft werden kann.

Da die Probe nicht in den Abfall abgegeben wird, sondern in ein zweites Vial, steht sie fiir
weitere Untersuchungen zur Verfligung.
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