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Einleitung

1 Einleitung

Schlafstérungen gehdren zu den haufigsten geklagten Beschwerden.
Epidemiologischen Untersuchungen zufolge betragt die Insomnie-Pravalenz in
Deutschland 15% bis 35% (Weyerer und Dilling 1991; Hohagen et al. 1993;
Simen et al. 1995), d.h. etwa jeder dritte Erwachsene leidet gelegentlich unter
Ein- und/oder Durchschlafstérungen (Backhaus et al. 1996). Aufgrund der
hohen Pravalenz von Schlafstdrungen in Deutschland ist der Einsatz von
Medikamenten zur Therapie der Insomnie hoch.

Schlafmittel spielen zusatzlich eine nicht unerhebliche Rolle hinsichtlich
Medikamentenmissbrauches bis hin zur Intoxikation. Nach Ludewig (1999)
traten in der BRD im Jahre 1994 ca. 50.000 Vergiftungen mit Arzneimitteln,
vorwiegend bedingt durch Schlafmittel, auf. Kbppel schatzte 1995, dass in
Deutschland jahrlich etwa 4.000 Menschen an den Folgen einer Vergiftung
durch Schlafmittel versterben (Képpel 1995), und entsprechend der Daten von
Hoffmeister unternehmen jahrlich ca. 15.000 Menschen in der BRD einen
Suizidversuch vorwiegend durch Einnahme von Schlafmitteln (Hoffmeister et al.
1991).

Im Rahmen der notfallmedizinischen Versorgung machen Vergiftungsnotfalle
etwa 3-5% aller Gesamteinsatze aus, wobei schlafférdernde Mittel zu ca. 35%
am Intoxikationsgeschehen beteiligt sind, meistens aufgrund einer suizidalen
oder parasuizidalen Handlung. Die Schatzung 3-5% erscheint zu niedrig. Eine
Uberpriifung der Notfall-Einweisungen in die Hamburger Krankenhéuser UKE,
AK-Altona, Wandsbek und Harburg ergab einen Anteil von Intoxikationen von
9,8% im Jahr 1985. Er lag damit héher als der der Herzinfarkte (7,3%) (Kaliner
1995).

Benzodiazepine nehmen hier eine Spitzenstellung ein, dicht gefolgt von stark
sedierend wirkenden H4-Antihistaminika und den neueren Hypno-Sedativa
Zolpidem und Zopiclon (Albrecht 1997).

Folgend dargestellt sind die verschiedenen Konzentrationsbereiche fur einige
Benzodiazepine, die in dieser Untersuchung vorkommen, hinsichtlich

therapeutischer, toxischer und letaler Plasmakonzentration:
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Tabelle 1: Therapeutische/toxische/letale Plasmakonzentrationen

fiir Benzodiazepine
therapeutische toxische letale
Wirkstoff Konzentration (ug/ml) Konzentration (ug/ml) | Konzentration (ug/ml)
Alprazolam 0,005 - 0,05 (- 0,08) 0,1-04 k.A.
Bromazepam (0,05-)0,08 -0,2 0,3-04 (1-)2
Clobazam 01-04 k.A. k.A.
Diazepam 0,2-2(-2,5) 3-5 k.A.
Lorazepam (0,02 -) 0,08 — 0,25 0,3-05 k.A.
Midazolam 0,04 — 0,1 (-0,25) 1-15 k.A.

k.A. = keine Angabe
Quelle: M. Schulz, A. Schmoldt (2003)

Die klassischen verschreibungspflichtigen Hypnotika (zum groiten Teil

Benzodiazepine) werden immer haufiger von Praparaten der neuen Generation

wie den Benzodiazepinagonisten abgeldst. Dabei werden besonders die

Z-Drugs Zopiclon und Zolpidem als Kurzzeittherapeutika bei Schlafstérungen

eingesetzt. Diese beiden Substanzen scheinen Uber ein glnstigeres

Nutzen/Risiko-Verhaltnis zu verfligen als die klassischen Benzodiazepine.

Tabelle 2: Therapeutische/toxische/letale Plasmakonzentrationen

fiir Zopiclon und Zolpidem

therapeutische toxische letale

Konzentration (ug/ml) Konzentration (ug/ml) | Konzentration (ug/ml)
Zopiclon <0,1 0,15 0,6-1,8
Zolpidem 0,08 - 0,15 (-0,2) 0,5 2-4

Von Zopiclon wie von Zolpidem ist inzwischen eine Vielzahl von Praparaten auf

dem deutschen Markt (s. Rote Liste, 14 Zopiclon-, 17 Zolpidem-Praparate,

Stand Dezember 2007). Sie haben hinsichtlich der Verschreibungshaufigkeit bei

Schlafstérungen erstmals im Jahre 2004 die Benzodiazepine als Schlafmittel

Uberholt. Insgesamt wurden die Verordnungen von Hypnotika und Sedativa seit

1992 von 463 Mio. definierten Tagesdosen (sog. ,defined daily doses” DDD) auf
143 Mio. DDD im Jahre 2004 reduziert (Lohse und Muller-Oerlinghausen

2006).
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Trotz dieses seit 1992 zu beobachtenden starken Verordnungsrickgangs von
Schlafmitteln um fast 70% (betroffen waren alle Gruppen von Hypnotika) blieb
die Zahl der Verordnungen der Benzodiazepin-Analoga Zopiclon und Zolpidem
stabil. Laut Arzneiverordnungsreport 2005 betrugen die DDD im Jahre 2004 bei
Zolpidem insgesamt 32,7 Mio., bei Zopiclon insgesamt 35,4 Mio. Im Vergleich
dazu wurden insgesamt 58,7 Mio. DDD mittel- und langwirksame
Benzodiazepinhypnotika und 7,2 Mio. kurzwirksame Benzodiazepine verordnet
(Lohse und Muller-Oerlinghausen 2006).

Die Benzodiazepin-ahnlichen Hypnotika Zolpidem und Zopiclon wurden somit
mit insgesamt 68,1 Mio. DDD um mehr als 2 Mio. definierte Tageseinzeldosen

haufiger verschrieben als die klassischen Benzodiazepine.

Zopiclon und Zolpidem gehdren zur Gruppe der selektiven Benzodiazepin-
Rezeptoragonisten, die chemisch nicht mit den Benzodiazepinen verwandt sind.
Mit einer sehr kurzen Halbwertszeit von zwei bis drei Stunden (Zolpidem) und
drei bis sechs Stunden (Zopiclon) wirken sie als Kurzzeit-Hypnotika. Es besteht
daher die Gefahr einer ,Entzugsschlaflosigkeit’ (Hoffmann 2005). Wie
Benzodiazepin-Derivate haben sie aufgrund der bevorzugt zentralen
Wirkungsweise sedativ-hypnotische Eigenschaften, weniger ausgepragt wirken
sie auch anxiolytisch, antikonvulsiv und muskelrelaxierend (Keup 1998).
Wahrend die Benzodiazepine aber in der Regel an alle a-Untereinheiten des
Gamma-Aminobuttersaure-A (GABAa)-Rezeptors binden, bevorzugen Zopiclon
wie auch Zolpidem die a4-Untereinheit des GABAa-Rezeptors und haben gar
keine oder nur geringe Affinitat zu Rezeptoren mit anderen a-Untereinheiten
(Graham 1996). Diese Selektivitat ist bei Zolpidem am ausgepragtesten. Durch
diese Bindung verstarken beide Substanzen im ZNS die GABAerge

Neurotransmission.

Zopiclon, ein Cyclopyrolon-Derivat -1-(6-(5-Chlor-2-pyridyl)-6,7-dihydro-7-oxo-
5H-pyrrolo (3,4-b) pyrazin-5-yl 4-methylpiperazin-1-carboxylat) (Abb. 1), ist das
einzige therapeutisch eingesetzte Hypnotikum aus der Klasse der

Cyclopyrolone (Goa und Heel 1986). Es wirkt v.a. auf die GABAa-Rezeptoren



Einleitung

im zerebralen Cortex, Cerebellum und Hippocampus, jedoch nicht auf die
peripheren Rezeptorkomplexe. Es verhalt sich wie ein typischer Agonist, indem
es die inhibitorische Wirkung der Gamma—Aminobuttersaure verstarkt
(Eichmann und Kunz 2007). Durch den Benzodiazepin-Rezeptor-Antagonisten
Flumazenil kann Zopiclon aus seiner Bindung verdrangt werden (Piot et al.
1990).

Abb. 1: Strukturformel Zopiclon

Zopiclon wird nach oraler Gabe, (im Allgemeinen 7,5 mg als therapeutische
Dosis), schnell resorbiert, die maximale Plasmakonzentration wird bereits nach
einer Stunde erreicht und liegt bei 0,02 bis 0,08 ug/ml (Kennel et al. 1990). Die
Bioverfugbarkeit betragt 80%, und die Plasmaproteinbindung ist mit 45%
gering, wodurch das Interaktionspotential mit anderen Wirkstoffen in dieser
Hinsicht als niedrig anzusetzen ist. Die Substanz wird rasch ins Zentrale
Nervensystem (ZNS) aufgenommen. Die Metabolisierung erfolgt Gber eine
Oxidation und Demethylierung der Muttersubstanz, die Metabolite spielen bei
der Wirksamkeit und Wirkdauer von Zopiclon keine Rolle. Die
Eliminationshalbwertszeit liegt bei etwa finf Stunden, wodurch eine
Verlangerung der Gesamtschlafzeit und Reduktion der nachtlichen
Aufwachphasen erzielt werden kann, so dass Durchschlafstérungen behoben

werden kdénnen. Eine Beeintrachtigung der Tagesbefindlichkeit tritt in der Regel



Einleitung

nicht auf. Im Gegensatz zu den meisten Benzodiazepinen fuhrt Zopiclon zu
keiner relevanten Beeintrachtigung der Schlafarchitektur (das ist das
Wechselspiel der unterschiedlichen Schlafphasen). Als haufigste unerwinschte
Nebenwirkung tritt bei etwa 4% der Patienten ein unangenehmer metallischer
Geschmack auf, der auf die Ausscheidung des Wirkstoffes im Speichel
zuruckzufuhren ist (Lupke 2005).

Bei dem Hypnotikum Zolpidem (2-(4-Methyl-phenyl)-N,N,6-
trimethylimidazol(1,2-a)-pyridin-acetamid) (Abb. 2) handelt es sich um ein
Imidazopyridin-Derivat. Im Gegensatz zu den Benzodiazepinen wirkt Zolpidem
nur sedativ-hypnotisch und kaum anxiolytisch, muskelrelaxierend und
antikonvulsiv (Langtry und Benfield 1990).

Zolpidem wirkt durch hochselektive Bindung am zentralen Omega-1-(BZ;-)
Rezeptor, der eine Komponente des makromolekularen Benzodiazepin-GABA-
A-Rezeptorkomplexes bildet (Reinbold 1998). Mit den Omega-2-(BZ,-)
Rezeptoren des Ruckenmarks interagiert Zolpidem nicht, mit den peripheren
Omega-3-(BZ,-) Rezeptoren nur wenig (lItier et al. 1996). Auch hier wirkt

Flumazenil antagonistisch.
=N
<N / CH3
H.C

Abb. 2: Strukturformel Zolpidem

Nach oraler Gabe (Einzeldosis 10 mg Zolpidemtartrat, entsprechend 8,03 mg

Zolpidem pro Filmtablette) wird Zolpidem rasch resorbiert und flhrt innerhalb

10
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einer halben bis zwei Stunden zu maximalen Plasmakonzentrationen. Die
therapeutische Serumkonzentration liegt bei 0,06-0,2 ug/ml, der toxische bei
>0,2-0,5 pg/ml. Eine Serumkonzentration von 2-4 ug/ml gilt als komatds-fatal
und potentiell letal. Zolpidem ist eher fur Ein- als fur Durchschlafstérungen
geeignet, da die Eliminationshalbwertszeit mit ca. zweieinhalb Stunden kurz ist
und die Wirkdauer etwa sechs Stunden betragt.

Es besitzt eine Bioverfugbarkeit von 70%. Die Plasmaproteinbindung liegt bei
92%. Auch hier spielen aktive Metabolite fur die Wirksamkeit keine relevante
Rolle (Wyss et al. 1996; Salva und Costa 1995). Als unerwlnschte
Nebenwirkung wurde in seltenen Fallen das Auftreten von anterograden
Amnesien und psychotischen Zustanden beobachtet, wobei Zolpidem im

Allgemeinen als gut vertraglich gilt (Hajak et al. 2005).

In zahlreichen Untersuchungen wie auch in der praktisch arztlichen Erfahrung
konnte fur Zolpidem und Zopiclon eine den Benzodiazepin-Hypnotika
vergleichbare Wirksamkeit bei geringeren Nebenwirkungen dargestellt werden
(Keup 1998). lhre relativ kurzen Eliminationshalbwertszeiten qualifizieren sie
eher als Einschlafmittel denn als Durchschlafmittel, da sie praktisch keine
Wirkungen mehr am nachsten Morgen aufweisen (fehlender hang over). Ein
anfanglich angenommenes fehlendes Abhangigkeitspotential wurde inzwischen
widerlegt, denn in verschiedenen Publikationen wurden Toleranzentstehung
und Entzugssymptome nach Zolpidem-Einnahme beschrieben (Gdder et al.
2001; Soyka et al. 2000).

Auch in Tierversuchen mit Mausen konnte nach einer Zopiclon-Therapie tUber
21 Tage in einzelnen Fallen eine Abhangigkeit nachgewiesen werden

(Piot et al. 1990).

Im Vergleich mit den Benzodiazepinen wird jedoch ein geringeres Missbrauchs-
und Abhangigkeitspotenzial angenommen (Ruther und Parnham 1998; Hajak et
al. 2003), zumal es sich bei den bisher berichteten Fallen um Einzelfalle handelt
(Soyka et al. 2000).

Eine Analyse der bisher weltweit publizierten Falle von Missbrauch und

Abhangigkeit kommt zu dem Schluss, dass ein Risiko im Wesentlichen nur bei

11
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Patienten mit bekannten Abhangigkeiten sowie bei psychiatrischen Patienten
besteht (Hajak et al. 2003), weshalb vor allem davor gewarnt wird, diese
Substanzen bei Benzodiazepinabhangigen zu verordnen (Keup 2004).

FUr die Einschatzung des Abhangigkeitsrisikos scheinen auch Faktoren wie
Alter, Geschlecht und Alkoholmissbrauch neben der Dosierung und Dauer der

Anwendung relevant zu sein (Goder et al 2001).

Auch wenn bei den so genannten Z-Drugs Zolpidem und Zopiclon im Rahmen
von Monointoxikationen ein Koma mit Atemdepression offenbar nur nach
Einnahme von extrem hohen Dosen auftritt, sind allerdings Mischintoxikationen,
insbesondere in Kombination mit Ethanol, beztglich ihrer Gberadditiven
Wirkungen ebenso gefahrlich wie bei Benzodiazepin-Mischintoxikationen zu
bewerten (Kretschmar 2001).

Grundsatzlich kann aber davon ausgegangen werden, dass bei der breiten
Anwendung Zopiclon und Zolpidem relativ sicher sind (Hajak et al. 2003).

Trotz dieser deutlich gunstigeren Konstellation hat die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) das Missbrauchs- und Abhangigkeitsrisiko
von Zolpidem demjenigen von Benzodiazepinen gleichgestellt und Zolpidem in
die Liste IV im Sinne der Wiener Konvention (die Konvention Uber psychotrope
Substanzen ist ein Abkommen der Vereinten Nationen zur Kontrolle dieser

Substanzen) eingeordnet (Lohse und Miller-Oerlinghausen 2006).

Intoxikationen mit Zolpidem und Zopiclon scheinen in jungster Zeit allerdings
haufiger vorzukommen als bisher angenommen. Der Giftnotruf Berlin berichtet
fur das Jahr 2005 Uber 484 Intoxikationsfalle mit Benzodiazepinen in ganz
Deutschland, im Vergleich dazu wurden 110 Intoxikationsfalle mit Zolpidem und
158 mit Zopiclon erfasst, was ca. 50% der Intoxikationen mit Benzodiazepinen
entspricht. Eine Ungenauigkeit in der angegebenen Anzahl besteht darin, dass
nur die gemeldeten Intoxikationen bertcksichtigt werden, die mdglicherweise
nur einen Teil der tatsachlichen Intoxikationen in Deutschland darstellt
(Intensivstationen mit Erfahrungen mit dieser Art von Intoxikationen melden

solche Falle im Allgemeinen nicht).

12
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Das Giftinformationszentrum Nord (GI1Z Nord) in Géttingen berichtet fur diesen
Zeitraum Uber insgesamt 143 Vergiftungen mit diesen Substanzen, die von den
Bundeslandern Niedersachsen, Hamburg, Bremen und Schleswig-Holstein
gemeldet wurden. Es handelte es sich um 79 Intoxikationen mit Zopiclon und 64
mit Zolpidem (siehe Tab. 3).

Tabelle 3: Anzahl der Monointoxikationen von Zopiclon und Zolpidem
anhand der Daten des GIZ Nord (2005)

Gewichtung Zopiclon Zolpidem Gesamtergebnis
symptomlos 8 4 12

leicht 60 53 113

mittel 1 3 4

schwer 1 0 1

nicht beurteilbar 9 4 13
Gesamtsumme 79 64 143

Quelle: Giftinformationszentrum (GlZ) Nord,Géttingen 2006

Im Vergleich dazu wurden dem GIZ Nord fur das Jahr 2005 insgesamt 930
Missbrauche mit Benzodiazepinen genannt (von insgesamt 30.000 Anfragen
bzgl. Vergiftungen bzw. Verdacht auf Vergiftungen fir alle Substanzgruppen,
die Intoxikationen verursachen kénnen). Dabei konnten Benzodiazepine in 560
Fallen als Hauptnoxe und in 250 Fallen als einzige Noxe verzeichnet werden.
Von den 930 Gesamtnennungen wurden zum Beratungszeitpunkt 144 als
symptomlos, 613 als leicht, 72 als mittelschwer und 18 als schwer gewichtet.
Die restlichen 83 Falle wurden entweder nicht dokumentiert oder waren nicht
beurteilbar (s. Tab. 4). In keinem der gemeldeten Falle wurde jedoch ein

tédlicher Ausgang verzeichnet.

13
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Tabelle 4: Anzahl der Intoxikationen von Benzodiazepinen anhand der
Daten des GIZ Nord (2005)

Gewichtung Benzodiazepine
Symptomlos 144

Leicht 613

Mittel 72

Schwer 18

nicht beurteilbar 83
Gesamtsumme 930

Quelle: Giftinformationszentrum (GIZ) Nord,Géttingen 2007

Flhrende Symptome der Intoxikation mit Z-Drugs sind die verschiedenen
Grade der Bewusstseinsstorungen (von Somnolenz bis Koma), wobei die

Erweckbarkeit noch lange erhalten bleibt.

Nach Aufnahme von hohen Dosen bei noch fehlender Symptomatik eignet sich
als Ersttherapie die Verabreichung von Aktivkohle, sofern kein Aspirationsrisiko
vorliegt. Die spezifische Antidottherapie wird mit Flumazenil (einem
Benzodiazepin-Antagonisten) in der Dosierung von 0,3-2,0 mg (intravenos
appliziert) durchgeflhrt.

Erst der Nachweis der Substanz in Untersuchungsmaterialien wie Blut,
Erbrochenem, Mageninhalt, Urin, Getranken oder ggf. Resten von Tabletten
ermdglicht in vielen Fallen, die (Vergiftungs-)Symptome zu erklaren und
adaquat zu behandeln.

In diesem Rahmen kommt den toxikologischen Laboratorien der Rechtsmedizin
eine besondere Bedeutung hinsichtlich der Diagnose und Therapie zu. Fir die
Analytik muss ein differenziertes, standig neuen Anforderungen angepasstes
Methodenspektrum erarbeitet und optimiert werden, das beweissichere
Analysen liefert. Neben dem qualitativen Wirkstoffnachweis gewinnen auch die
prazisen quantitativen Konzentrationsbestimmungen zunehmend an

Bedeutung, auch hinsichtlich der Sensitivitat und Genauigkeit.

14
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2 Fragestellung

Wie in der Einleitung ausfuhrlich dargestellt, ist durch die EinfUhrung der
Hypno-Sedativa Zolpidem im November 1991 als Stilnox® bzw. 1992 als
Bikalm® und Zopiclon 1992 als Ximovan® in Deutschland die bisher
uberwiegend mit Benzodiazepinen erfolgte Behandlung von Schlafstérungen
und Schlaflosigkeit verandert und erganzt worden. Hieraus ergab sich die
Frage:

Welchen Stellenwert haben Zolpidem und Zopiclon in der klinischen

Toxikologie?

Erfahrungen in der Praxis der klinischen Toxikologie der Rechtsmedizin in
Hamburg gaben allerdings bisher nur selten einen Hinweis auf eine Intoxikation
mit den sog. Z-Drugs. Allerdings liegen hierzu keine lickenlosen Daten
aufgrund analytischer Untersuchungen vor. In der Toxikologie werden
eingesandte Notfallproben bei Verdacht auf eine Intoxikation oder eine
Beeinflussung durch Fremdsubstanzen zunachst mit immunologischen
Testverfahren auf die haufigsten illegalen Drogen und Medikamentengruppen
.gescreent‘. Gegebenenfalls folgen dann weitere Untersuchungen mittels gas-
und/oder flissigchromatographischer Methoden in Kombination mit
verschiedenen Detektoren. Da Zopiclon und Zolpidem keine Benzodiazepin-
Struktur besitzen, werden sie im immunologischen Screeningtest nicht erfasst
und kénnten in der Vergangenheit moglicherweise in manchen Fallen
,<ubersehen® worden sein, etwa dann, wenn andere toxikologische Befunde die
klinische Symptomatik des Patienten bereits ausreichend erklarten oder andere
klinische Befunde im Vordergrund standen und seitens der Klinik auf eine
weiterfuhrende Untersuchung verzichtet wurde. Ein spezieller Immunoassay flr
diese Substanzen ist bisher nicht im Handel. Zolpidem kann bisher zuverlassig
nur in der GC-MS-Suchanalyse erfasst und Zopiclon nur bei gezielter
Fragestellung mittels HPLC/UV-Detektion analysiert werden. Beide Methoden

setzen allerdings eine aufwendige Aufarbeitung der Proben voraus.
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Fir eine erste Prufung der Datenlage zur Intoxikationshaufigkeit mit diesen sog.
Z-Drugs sollte daher zunachst eine neue LC-MS-(Screening)Methode zum
sicheren Nachweis von entsprechenden Konzentrationen von Zolpidem und
Zopiclon etabliert und validiert werden. In einem nachsten Schritt sollte eine
entsprechende Anzahl der oben erwahnten Notfallproben aus einer
reprasentativen Gruppe von Notfallen nachtraglich auf das Vorhandensein von
Zolpidem und Zopiclon untersucht werden. Diese Notfallproben entstammten
einerseits aus dem Tagdienst, wurden aber auch aul3erhalb der Dienstzeit
eingesendet. Dabei wurden auch die Einsendungen beziglich Kinder und
Bewusstseinsstérungen bericksichtigt.

Letztendlich sollte aufgrund der Uberpriften Daten der Notfallanalysen von Juni
2005 bis Marz 2006 entschieden werden, ob die Etablierung eines
eigenstandigen immunologischen Assays als routinemalflige Untersuchung flr
diese Substanzgruppe sinnvoll ist, und ob zusatzlich zum immunologischen
Vortest ein grundsatzliches LC-MS-Screening auf Zopiclon und Zolpidem
eingeflhrt werden muss.

(Intoxikationen mit dem , 3. Z%, dem Zaleplon, sind im Institut fir Rechtsmedizin
bisher nicht nachgewiesen worden. Laut Arzneiverordnungs-Report 2005
betrugen die DDD (defined daily doses) im Jahre 2004 bei Zaleplon insgesamt
nur 0,4 Mio. (im Vergleich dazu lagen die DDD von Zolpidem bei 32,7 Mio. und
von Zopiclon bei 35,4 Mio. fur den gleichen Zeitraum) (Lohse und Mdller-
Oerlinghausen 2006). Zaleplon wurde daher aufgrund der geringen
Verschreibungshaufigkeit und der fehlenden Datenlage im Institut fur

Rechtsmedizin in der vorliegenden Untersuchung nicht berlcksichtigt).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Humanes Untersuchungsmaterial

3.1.1.1 Humanserum

Die untersuchten Proben entstammen dem Untersuchungsgut des Instituts fur
Rechtsmedizin aus Notfalleinsendungen des Universitatklinikums Hamburg-
Eppendorf und anderer Hamburger Krankenhauser aus dem Zeitraum
17.06.2005 bis 22.03.2006. Diese Notfallproben wurden aus einer
reprasentativen Gruppe von Notfallen (bei Verdacht auf Intoxikation oder
Beeinflussung durch Fremdsubstanzen) ausgewahlt und entstammten
einerseits aus dem Tagdienst, wurden aber auch aulerhalb der Dienstzeit
eingesendet. Dabei wurden auch die Einsendungen beziglich Kinder und

Bewusstseinsstorungen bericksichtigt.

3.1.1.2 Leerserum

Das Leerserum entstammt der Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf. Es handelte sich um Seren von Blutspendern, die vor der
Verwendung auf das Vorhandensein toxikologisch oder analytisch relevanter

Fremdsubstanzen getestet worden waren.

3.1.1.3 Chemikalien

Zopiclon (Ch.-B.: T603, Rhéne-Poulenc Rorer, Frankreich)

Zolpidem (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Fentanyl-D5, 100 ug/ml Stammlésung (Promochem, Wesel, Deutschland)
1-Chlorbutan (Merck-Schuchardt, Darmstadt, Deutschland)
Ameisensaure (Merck p.a., Darmstadt, Deutschland)

Na,COs3 (Merck, Darmstadt, Deutschland)

n-Butylacetat (Merck p.a., Darmstadt, Deutschland)
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KoHPO,4 (Merck, Darmstadt, Deutschland) (gesattigt)
Tetrachlorobiphenyl (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
Acetonitril (UltraGradient HPLC Grade) (J.T. Baker, Deventer, Holland)
Ethanol (J.T. Baker p.a., Deventer, Holland)

H2O (destilliert) p.a.

3.1.2 Herstellung der Stammiloésungen

3.1.2.1 Stammlosung Zopiclon

Zopiclon wird in einer Konzentration von 1 mg/ml in Acetonitril angesetzt, eine
Arbeitsldsung (1 pg/ml) wird durch 1:1000-Verdlinnung mit Acetonitril

hergestellt. Die Losungen werden im Gefrierschrank bei -20°C gelagert.

3.1.2.2 Stammlosung Zolpidem

Zolpidem wird in einer Konzentration von 1 mg/ml in Ethanol angesetzt, eine
Arbeitsldsung (1 ug/ml) wird durch 1:1000-Verdlinnung mit Ethanol hergestellt.

Die Lésungen werden im Kuhlschrank bei +4°C gelagert.
3.1.2.3 Stammlosung Interner Standard (I.S.) Fentanyl-D5 fiir
Zopiclon/Zolpidem

Fentanyl D5 wird in der Konzentration 100 ug/ml in Methanol kauflich erworben.
Die Arbeitslésung mit einer Konzentration von 1 ug/ml wird durch 1:100-

Verdinnung mit Ethanol hergestellt. Beide Losungen werden bei +4°C gelagert.

3.1.2.4 Stammlosung I.S. fiir Benzodiazepine (3,4-3°,4°
Tetrachlorobiphenyl)

3,4-3,4° Tetrachlorobiphenyl wird in einer Arbeitslosung in einer Konzentration von 1

ng/ml in Toluol angesetzt und bei +4°C gelagert.
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3.1.3 Herstellung weiterer Losungen

ECD-Puffer:

Natriumcarbonatpuffer 1 mol/L

10,5 g Na,COs3 (wasserfrei) in 100 ml destilliertem Wasser [6sen
pH-Wert: 11,4

Alkalischer Phosphatpuffer:
(1 Teil gesattigte KzHPO4-L6sung + 3 Teile H20)

Eluent C:

20% Acetonitril, 80% Wasser, 0,1% Ameisensaure

Die Haltbarkeit der Losungen ist auf 2 Jahre festgesetzt worden.

3.1.4 Gerate

Vortex Mixer "Vortex Genie 2" (Scientific Industries, New York, USA)
Schuttler, Eppendorf Mixer 5432 (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Zentrifuge, Eppendorf Centrifuge 5415D (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

N2-Evaporator mit Metallblock-Thermostat VLM 2.0 (VLM GmbH, Bielefeld,
Deutschland)

Pipetten (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Gaschromatograph mit Elektronen-Capture-Detektor, Hewlett Packard 5890,
Serie Il (Hewlett Packard, Avondale, Pennsylvania, USA)

LC-MS, Thermo Finnigan LCQ Duo mit ESI-Interface (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, Massachusetts, USA)
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3.1.5 Verbrauchsmaterial

Pipettenspitzen 10, 100, 1000 ul (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Reaktionsgefalle 1,5 ml (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Reaktionsgefalle 2 ml (Sarstedt AG & Co., NUmbrecht, Deutschland)
Autosampler-Gefalde (z.B. Varian Inc., Palo Alto, California, USA)

3.1.6 Software

Valistat® 1.0 Software (Arvecon GmbH, Walldorf, Deutschland)

3.2 Methoden

3.2.1. Serumproben

3.2.1.1 Untersuchungsablauf

Es wurden 172 Serumproben von Patienten, die bereits im Rahmen der Notfall-
Diagnostik im Institut fir Rechtsmedizin des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf mit der Anforderung , Toxikologisches Screening“ von Juni 2005 bis
Marz 2006 eingesandt und untersucht worden waren, nachuntersucht. Die
Patienten waren aufgrund einer Intoxikations-Verdachtsdiagnose und/oder einer
klinischen Symptomatik auffallig geworden.

Die Routine-Untersuchungen im Rahmen der toxikologischen Notfalldiagnostik

werden i.d.R. wie in folgendem Schema dargestellt durchgefuhrt:
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PROBE

' ' '

General unknown
Immunologisches Screening mittels ggf.

Screening GC-MS,Erfassung LC-M
weiterer Analyten

Benzodiazepine Tricyclische
positiv Antidepressiva
positiv
\ 4
GC-ECD GOMS
(Identifizierung und ol GC NPD
Quantifizierung) Identifizierung > Quantifizierung

Abbildung 3: Untersuchungsablauf fiir Notfallproben

GC = Gaschromatographie; ECD = Electron Capture Detection; GC-MS = Gaschromatographische
Massenspektrometrie; LC-MS = Flissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie (,Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry®); GC NPD = Gaschromatographie mit Stickstoff-Phosphor-
selektivem Detektor

Die zu untersuchenden Blutproben der eingewiesenen Notfallpatienten werden
zunachst bei fehlender Angabe der Anamnese einem immunologischem
Screening unterzogen. Fallt dieses negativ aus, wird mit dem anfordernden
Arzt / der anfordernden Arztin geklért, ob in einer ungerichteten Suchanalyse
(sog. ,General unknown Screening“) mittels GC-MS die Suche nach
unbekannten, im immunologischen Screening nicht erfassten Analyten
fortgesetzt werden soll. Sind in dem immunologischem Screening
Benzodiazepine nachweisbar, werden diese mittels Gaschromatographie und
ECD bestatigt. Kénnen Tricyclische Antidepressiva im Vortest nachgewiesen
werden, so folgt die weitere Bestimmung per GC-MS und GC NPD. Um weitere

Analyten zu erfassen, fur die keine immunologischen Tests auf dem Markt sind,
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wird ein ,General unknown Screening“ mittels GC-MS und ggf. LC-MS
durchgefuhrt. Fur die Z-Drugs existiert bislang kein eigener Immunoassay.
In dieser Arbeit wurden alle 172 Serumproben mit der neu etablierten LC-MS-

Methode zum Nachweis von Zopiclon und Zolpidem retrospektiv untersucht.

3.2.1.2 Grundprinzip der LC-MS

Die LC-MS (Liquid Chromatography Mass Spectrometry) stellt eine Kopplung
der Flussigkeitschromatographie mit der Massenspektromie dar. Zuerst erfolgt
eine chromatographische Auftrennung der Analyten in der Probe mittels
Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie. Die lonisation der Analytmolekile
erfolgt bei Atmospharendruck (Atmospheric Pressure Chemical lonization
APCI) oder per Elektrospray-lonisation (ESI). Fur die vorliegenden
Untersuchungen wurde die Elektrospray-lonisation (ESI) verwendet. Dabei wird
an eine Kapillare, die das HPLC-Eluat ins Interface fuhrt, eine Hochspannung
angelegt. Diese sorgt gleichzeitig fiir die Uberfiihrung des Eluates in die
Gasphase und fir die lonisation der Analyten.

Der ESI Prozess lauft in vier Schritten ab. Zunachst erfolgt die Dispersion der
Probenlésung mit Bildung elektrisch geladener Tropfchen. Durch
kontinuierliches Verdampfen des Losungsmittels nimmt die Oberflachenladung
der Tropfchen zu. Der wiederholte und spontane Zerfall dieser Tropfchen in
Mikrotropfchen erfolgt aufgrund hoher Ladungsdichte (sog. ,,Coulomb-
Explosionen®). Danach werden die lonen von dem unter Atmospharendruck
stehenden lonisationsbereich in den Vakuumbereich des Massenspektrometers
transportiert und desolvatisiert (Pfuhl 2005).

3.2.2 Validierung: Leistungsfahigkeit der LC-MS-Methode

3.2.2.1 Selektivitat

Die Selektivitat ist die Fahigkeit einer Methode, verschiedene nebeneinander zu
bestimmende Analyten ohne gegenseitige Stérungen oder Stérungen durch
andere endogene oder exogene Substanzen (Metaboliten, Verunreinigungen,

Abbauprodukte, Matrix) zu erfassen und sie somit eindeutig zu identifizieren.
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3.2.2.2 Linearitat

Die Linearitat einer analytischen Methode ist ihre Fahigkeit, innerhalb eines
gegebenen Bereiches Testergebnisse zu liefern, die direkt proportional zur

Konzentration (Menge) des Analyten in der Probe sind.

3.2.2.3 Genauigkeit

Unter Genauigkeit wird der Abstand eines einzelnen Wertes vom Sollwert
verstanden, hervorgerufen durch systematische und zufallige Fehler.

An acht verschiedenen Tagen wurden je zwei Proben pro Konzentration
aufgearbeitet (QC1, QC2). Es wurden folgende Parameter bestimmt: Richtigkeit

und Prazision (Wiederholprazision und Laborprazision).

Richtigkeit: Unter Richtigkeit wird der Abstand des Mittelwertes vom Sollwert
verstanden. Das Ausmal’ wird gewohnlich in Form eines systematischen

Fehlers (Bias) (in Prozent) ausgedruckt.

Prazision: Prazision ist der Grad der Streuung der einzelnen Werte um den
Mittelwert. Das Mal} fur die Prazision wird gewdhnlich in Form der ,Imprazision®
ausgedrickt und als eine Standardabweichung der Messergebnisse berechnet.
Hohere Imprazision wird durch eine hdhere Standardabweichung ausgedrtckt.
Die Wiederholprazision (= Intraday-Prazision) ist als Prazision unter
Bedingungen, bei denen unabhangige Messergebnisse mittels derselben
Methode mit identischem Probenmaterial im selben Labor von derselben
Person mit derselben Geratschaft innerhalb kurzer Zeitintervalle (z.B. innerhalb
eines Tages) erhalten werden, zu verstehen.

Die Laborprazision (= Interday-Prazision) ist als Prazision bei der Bestimmung
derselben Probe innerhalb eines Labors bei bewusster Anderung eines
Parameters (z.B. Person, Geratschaft oder Zeit) definiert. Die
tagesverschiedene Laborprazision, bei der der Zeitfaktor ,Tag“ zwischen den
Bestimmungen variiert, ist die gangigste Variante der Laborprazision.

Die Richtigkeit wurde fur eine Konzentration im unteren (QC1) und eine im

oberen (QC2) Bereich der Kalibrationskurve bestimmt. Es wurde eine relative
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Standardabweichung (RSD) von maximal £20% im niedrigen und £15% im

hohen Konzentrationsbereich gefordert.

3.2.2.4 Stabilitat

Die chemische Stabilitat eines Analyten in einer gegebenen Matrix wird unter
bestimmten Bedingungen fiur gegebene Zeitintervalle (z.B. unter
Lagerungsbedingungen) definiert.

Eine aufgearbeitete QC2-Probe wurde an funf aufeinander folgenden Tagen
unter identischen Untersuchungsbedingungen gemessen. Zwischen den

Messungen wurde sie bei Kihlschranktemperatur (+4°C.) gelagert.

3.2.2.5 Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (NG oder Limit of Detection, LOD) stellt den kleinsten
Analytgehalt dar, der mit einer vorgegebenen Sicherheit (99%) vom Leerwert
unterscheidbar ist. Besitzt eine Probe genau diesen Gehalt des Analyten, so
wird in 50% aller Falle der konkrete Messwert kleiner sein als die
Nachweisgrenze.

Die Bestimmungsgrenze (BG oder Limit of Quantification, LOQ) ist der kleinste
Gehalt, der mit einer vorgegebenen relativen Ergebnisunsicherheit (33%,
Signifikanz: 99%) bestimmt werden kann. Diese Grenzen wurden in dieser
Studie basierend auf der DIN 32645 berechnet.

3.2.2.6 Wiederfindungsrate

Die absolute Wiederfindung ist definiert als kompletter Transfer des Analyten
aus der Matrix in die zu vermessende Lésung. Sie wird bestimmt aus einem
Verhaltnis der Signale einer gleich zugesetzten Menge des Analyten bzw.
Standards zu einer biologischen Probe und einer nicht extrahierten
Originallésung (= 100%) (Peters et al. 2004).
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3.2.2.7 Extraktion von Zopiclon und Zolpidem aus dem Serum

e 250 ul Serum werden in ein 2 ml-Reaktionsgefaly gegeben

e Zugabe von 20 pl der Arbeitsldsung des internen Standards (1.S.) Fentanyl-
D5 (1 pg/ml) (Endkonzentration: 20 ng / 250 ul Serum)

e Zugabe von 250 pl alkalischem Phosphatpuffer

* 5 min schitteln

e Zugabe von 1000 ul 1-Chlorbutan

* 5 min schitteln

* 5 min zentrifugieren bei 14.000 rpm

« Uberstand in 1,5 ml-ReagiergefaR tberfiihren

* unter Stickstoff bei 40°C einengen

* mit 250 ul Eluent C aufnehmen

* 2 min sorgfaltig schitteln

* 10 min zentrifugieren bei 14.000 rpm

* je 100 pl Extrakt in ein GC-Proben-Gefald mit Insert Gberflhren und

verschlielRen.

3.2.2.8 Kalibration

Fir die Validierung der Methode wurden sechs Kalibrationskurven an sechs
verschiedenen Tagen zur Bestimmung der Linearitat und der analytischen
Grenzen aufgearbeitet und vermessen. Aulderdem wurden an acht
verschiedenen Tagen jeweils zwei Qualitatskontrollen in zwei verschiedenen

Konzentrationen aufgearbeitet (QC1 und QC2).

FUr die Erstellung der Kalibrationskurven und der Qualitatskontrollen wurden
homogene Serum-Pools jeweils mit Zopiclon und Zolpidem dotiert. Diese
wurden anschlieliend zu einzelnen Proben a 250 pl aliquotiert und bis zur
Aufarbeitung bei —20°C gelagert.

Die fUr die jeweiligen Analyten verwendeten Konzentrationen sind in den

folgenden Tabellen aufgefuhrt:
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Tabelle 5: Kalibrationskurve fiir Zopiclon

Kalib.0  [Kalib. 1 |Kalib. 2 |Kalib. 3 |Kalib. 4 |Kalib. 5 |Kalib. 6 |[QC1 Qc2
(Hg/ml) 0 0,01 |0,05 |01 0,15 |0,2 0,25 0,025 |0,2

Kalib.= Kalibrator
QC = Qualitatskontrolle

Tabelle 6: Kalibrationskurve fiir Zolpidem

Kalib. 0  [Kalib. 1 [Kalib. 2 [Kalib. 3 | Kalib. 4 [Kalib. 5 | QC1 QC2
(Hg/mi) 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,2 0,5
Kalib.= Kalibrator

QC = Qualitatskontrolle

3.2.2.9 Bestimmung der Selektivitat

Leerproben:
Es wurden zehn Serumproben von verschiedenen Probanden ohne Zusatz von
Zolpidem, Zopiclon und I.S. gemaf Vorschrift aufgearbeitet und mittels LC-MS

gemessen.

3.2.2.10 Bestimmung der Wiederfindung

1. Matrixproben: Es wurden je vier QC1- und je vier QC2-Proben ohne 1.S.
extrahiert. Der interne Standard Fentanyl-D5 (5 ng) wurde erst nach dem
Einengen des Extraktes und nach Aufnahme in den Eluenten hinzugegeben.

2. Lésungsmittelproben: Es wurden je vier Proben angesetzt, die entsprechend
der QC1-Proben die Konzentrationen 0,0065 ug Zopiclon und 0,050 ug
Zolpidem sowie 5 ng Fentanyl-D5, bzw. entsprechend QC2: 0,050 ug Zopiclon,
0,125 g Zolpidem und 5 ng internen Standard enthielten.

Nach Analyse mittels LC-MS wurden die Peakflachen des IS und des Analyten

ermittelt und die Wiederfindungsrate nach Extraktion bestimmt.
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3.2.2.11 Extraktionsmethode zur Bestimmung von Benzodiazepinen im
Serum mittels GC-ECD (Electron Capture Detector)

* 500 ul Serum in 2 ml-Reagiergefald vorlegen

e Zugabe von 20 ng des I.S. (Tetrachlorobiphenyl)

e Zugabe von 500 pl ,,ECD-Puffer®

* 2 min schitteln

e Zugabe von 500 pl Butylacetat

* 5 min schitteln

* 3 min zentrifugieren bei 14.000 rpm

 Uberfiihrung des Uberstandes (je 100 pl ) in GC-Réhrchen mit Einsatz.

3.2.2.12 LC-MS Methode

HPLC:

-Saule: Waters Symmetry RP18, 150x2,1 mm, 3 um
-Eluent: 20% Acetonitril, 80% Wasser, 0,1% Ameisensaure
-isokratische Elution bei 0,2 ml/min

MS:

-ESI + 4KV, heated capillary: 150°C, capillary voltage: 5V, tube lens 0V,
sheath gas 45 arbitrary units, run time 20 min.

Segment 1: 4,4 min: Full scan ms/ms parent ion: m/z 389, collision energy 30%
Segment 2: 7,6 min : Full scan ms/ms parent ion m/z 308, collision energy 50%
Segment 3: 8 min : Full scan ms/ms parent ion m/z 342, collision energy 50%

Tune file: zopiclon-tune.LCQtune

Methode: zopiclon_zolpidemsegm.meth

Validierung mittels Valistat® 1.0 Software (Arvecon GmbH, Walldorf,
Deutschland)
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung einer LC-MS-Methode zur Analytik von
Zolpidem und Zopiclon im Serum

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete LC-MS-Methode zur Bestimmung
von Zolpidem und Zopiclon in Humanserum wurde im Toxikologischen Labor
des Institutes fur Rechtsmedizin entwickelt. Sie wurde gemaf der Richtlinien
der Gesellschaft fir Toxikologische und Forensische Chemie (GTFCh) zur
Qualitatssicherung bei forensisch-toxikologischen Untersuchungen validiert. Da
es sich vor allem um Fragestellungen im Rahmen der Notfall-Analytik handelt,
sollte die Methode schnell, empfindlich und gerichtsverwertbar sein. Ein
weiteres Ziel war es, mit nur einer Methode beide Substanzen nachweisen zu

kbnnen.

4.1.1 Validierung: Leistungsfahigkeit der LC-MS-Methode

41.1.1 Selektivitat

Bei keiner der untersuchten Proben traten Interferenzen beim Nachweis bzw.

der Bestimmung der Analyten Zopiclon und Zolpidem auf.

4.1.1.2 Linearitait

Die Bestimmungsmethode erwies sich fur Zopiclon als linear im
Kalibrationsbereich von 0,01 bis 0,25 pg/ml und als linear fur Zolpidem im
Kalibrationsbereich von 0,1 bis 0,5 pg/ml (s. Valistat-Protokoll fir Zolpidem und
fir Zopiclon im Anhang). Der Korrelationskoeffizient r? lag fiir Zopiclon bei
0,999, fur Zolpidem ebenfalls bei 0,999.

Bei der Testung auf Ausrei3er mittels Grubbs-Test (Signifikanzniveau: 95%)

konnten keine Ausreiler festgestellt werden.
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41.1.3 Genauigkeit

Im Detail konnte fur Zolpidem fur die niedrige Konzentration hinsichtlich
Wiederhol- und Laborprazision eine RSD von im Mittel 7,14% erzielt werden, fur
die hohe Konzentration eine RSD von im Mittel 9,69%. Fur Zopiclon betrug die
RSD bei niedriger Konzentration im Mittel 16,6% und bei hoher Konzentration
im Mittel 11,74%.

41.1.4 Stabilitat

Die nachgewiesenen Konzentrationen lagen innerhalb einer
Schwankungsbreite von 10% und damit innerhalb der erforderlichen Grenzen
(x15%).

41.1.5 Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Fur Zolpidem lief3 sich eine Bestimmungsgrenze von 0,1 ug/ml bei einer
Signifikanz von 99% ermitteln, die Nachweisgrenze wurde mit 0,03 pg/ml
bestimmt. Bei Zopiclon lag die Bestimmungsgrenze mit 0,04 pg/ml bei einer
Signifikanz von 99%. Die Nachweisgrenze konnte mit 0,01 pyg/ml bestimmt

werden.

41.1.6 Wiederfindungsrate

Bei Zolpidem lag die Wiederfindungsrate fur die niedrige Konzentration

(0,2 pg/ml) bei 50,0%. Fur die hohe Konzentration (1,0 ug/ml) wurde die
Wiederfindungsrate bei 67,5% gemessen. Fur Zopiclon lieR® sich fur die niedrige
Konzentration (0,025 pg/ml) eine Wiederfindungsrate von 68,1% messen. Fur
die hohe Konzentration (0,5 pg/ml) lag die Wiederfindungsrate bei 57,4%.

Gefordert sind hier Wiederfindungsraten von mindestens 50%.

29



Ergebnisse

4.1.2 Ergebnis der Validierung

Als Ergebnis der Validierung lasst sich feststellen, dass alle ermittelten
Validierungsparameter wie Spezifitat, Linearitat, Prazision, Richtigkeit und
Stabilitat innerhalb der vorgegebenen Grenzen lagen. Damit erflllt die in dieser
Arbeit verwendete LC-MS-Methode zum Nachweis von Zolpidem und Zopiclon
die gultigen Anforderungen an die Durchfihrung von Analysen gemal} den
Richtlinien der GTFCh zur Qualitatssicherung bei forensisch-toxikologischen

Untersuchungen.

4.1.3 Valistat-Protokoll

Die Validierung ist zusammenfassend in dem ,Valistat-Protokoll*
zusammengefasst und wurde in das Qualitats-Handbuch des Labors integriert.

Das ,Valistat-Protokoll“ ist im Anhang angefugt (s. Anhang S. Ill ff.).

4.2 Ergebnisse der Untersuchung auf Zolpidem und Zopiclon

4.2.1 Haufigkeit der Untersuchungen auf Zopiclon/Zolpidem
aufgrund der Anamnese

Von den insgesamt 172 untersuchten Proben war bei elf Fallen anamnestisch
eine vorherige Einnahme von Zopiclon und bei vier eine solche von Zolpidem
bekannt. In vier Fallen (einmal auf Zolpidem, dreimal auf Zopiclon) wurden
Verlaufsuntersuchungen angefordert. Damit hatten anamnestisch ermittelt drei
Patienten Zolpidem und acht Patienten Zopiclon eingenommen (s. Tab. 7, 8
und Abb. 4). Hierbei ist grundsatzlich zu beachten, dass die Anamnesen von
den Arzten bzw. Schwestern ganz individuell und nach verschiedenen
Malistaben auf dem Anforderungsschein festgehalten werden. Gerade beim
(nachtlichen) Verdacht auf Alkohol-Intoxikation wird in der Regel noch nach
Nicht-Alkohol-Ursachen gefragt, da dann nicht der Instituts-Nachtdienst sondern

ein Toxikologe zur Untersuchung erscheinen muss.
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157

Abbildung 4: Anzahl der Zopiclon- und Zolpidem-Einnahme bekannt

durch Anamnese

Blauer Abschnitt = Zopiclon-Einnahme (n = 8); griner Abschnitt = Zolpidem-Einnahme (n = 3); gelber
Abschnitt = Verlaufskontrolle Zopiclon (n = 3); roter Abschnitt = Verlaufskontrolle Zolpidem (n = 1);

hellgelber Abschnitt = nicht-Zopiclon bzw. —Zolpidem-Einnahme (n = 157)

4.2.2 Zopiclon-/Zolpidem-Nachweis bei der toxikologischen
Erstuntersuchung

Bei der chemisch toxikologischen Untersuchung der Blutproben auf Zolpidem
und Zopiclon wurden bei der notfallmafligen Erstuntersuchung der insgesamt
168 Notfall-Patienten (die Untersuchung beinhaltete insgesamt 172 Falle, von
denen vier Verlaufskontrollen waren) in vier Fallen Zolpidem und acht Fallen
Zopiclon gefunden (s. Tab. 7, 8 und Abb. 5). Nicht in allen Fallen wurden die
Proben vollstandig analysiert, z.B. dann nicht, wenn die bereits erhobenen und
mitgeteilten Befunde oder andere klinische Untersuchungen die Symptome des
Patienten hinreichend erklarten und die Klinik auf weitere Analysen (auf

Rucksprache) verzichtete.
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156

Abbildung 5: Haufigkeit des Nachweises von Zopiclon und Zolpidem

anhand der toxikologischen Erstuntersuchung

Blauer Abschnitt = Zopiclon-Einnahme (n = 8); griner Abschnitt = Zolpidem-Einnahme (n = 4); gelber
Abschnitt = Verlaufskontrolle Zopiclon (n = 4); roter Abschnitt = Verlaufskontrolle Zolpidem (n = 0);

hellgelber Abschnitt = nicht-Zopiclon bzw. —Zolpidem-Einnahme (n = 156)

4.2.3 Zopiclon-/Zolpidem-Nachweis bei der retrospektiven LC-MS-
Analyse

Bei der vollstandigen Nachuntersuchung aller Proben mit der neu etablierten
LC-MS-Methode wurden in drei weiteren Blutproben (Fall 17, 18, 19) zusatzlich
Zolpidem nachgewiesen (s. Tab. 7, 8 und Abb. 6), die vorher weder
anamnestisch angegeben noch durch die erste toxikologische Untersuchung
detekiert wurden, weil die Klinik nach der Durchsage vorlaufiger Ergebnisse auf
weitere Untersuchungen verzichtete (weil die Befunde der z.B.
immunologischen Untersuchungen die Symptomatik bereits hinreichend

erklarten).
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153

Abbildung 6: Anzahl des Nachweises von Zopiclon und Zolpidem anhand

der retrospektiven LC-MS

Blauer Abschnitt = Zopiclon-Einnahme (n = 8); griiner Abschnitt = Zolpidem-Einnahme (n = 7); gelber
Abschnitt = Verlaufskontrolle Zopiclon (n = 4); roter Abschnitt = Verlaufskontrolle Zolpidem (n = 0);

hellgelber Abschnitt = nicht-Zopiclon bzw. —Zolpidem-Einnahme (n = 153)

Bei der quantitativen Analyse zeigte sich, dass als noch therapeutisch geltende
Konzentrationen (< 0,2 pg/ml Zolpidem, < 0,1 pyg/ml Zopiclon) nur in je zwei
Fallen der Zolpidemaufnahme (Fall 1 und 17) und Zopiclonaufnahme (Fall 6
und 16) vorkamen. Bei zwei Zolpidem-Intoxikationen (Fall 4 und 18) und einer
Zopiclon-Intoxikation (Fall 9) wurden Uber zehnfach Ubertherapeutische

Serumkonzentrationen gemessen (Tab. 7).
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Tabelle 7: Genaue Auflistung der Zopiclon- und Zolpidem-Félle mit

zusaétzlichem Nachweis anderer Fremdstoffe und klinischen Angaben

Fall

Probe

Alter
(Jahre)

Sex

Zolpidem
(ng/ml)
Erstunter-
suchung

Zolpidem
(ng/ml)
Nachunter-
suchung

Zopiclon
(ng/ml)
Erstunter-
suchung

Zopiclon
(ng/ml)
Nachunter-
suchung

Alkohol
(%eo)

Zusétzlicher
Nachweis
anderer
Fremdstoffe
(pg/ml)

Klinische
Angaben

31

21

0,3

Promethazin
0.7)

Promethazin-
Intoxikation in
suizidaler
Absicht

17

36

62

nicht
untersucht

1,90

Zustand nach
Fahrradsturz

53

40

1,3

Benzodiazepine
Psychopharmaka
nnb

Alkohol-
Intoxikation und
fragliche andere
Medikamenten-
intoxikation bei
chronischer
Depression

95

87

0,37

0,23

Medikamenten-
spiegel-
Bestimmung
Zolpidem

18

134

85

nicht
untersucht

2,47

Clobazam (0,3)

Unklare
Intoxikation, ev.
Benzodiazepine

16

143

56

<0,001

Verdacht auf
Intoxikation

152

83

0,004

bestatigt

Diazepam/Nor-
dazepam (0.07),
Carbamazepin
(11,6)

Verdacht auf
unkontrollierte
Tablettenein-
nahme bei
Depression

10

155

57

bestatigt

Olanzapin (0,03)

Mischintoxika-
tion in suizidaler
Absicht

1

156

57

0,21

bestatigt

Verlaufskontrol-
le Zopiclon von
Proben-Nr. 155

12

157

51

0,26

bestatigt

Diazepam (2,5)
Lorazepam (1,4)
Nordazepam
(0,47)

Intoxikation

19

158

74

nicht
untersucht

0,61

Hydromorphon
(0,08)

Verdacht auf
Intoxikation

13

161

57

0,2

bestatigt

Trimipramin (0,3)

Mischintoxika-
tion

162

43

7.9

bestatigt

Mirtazapin (0,02)

Zopiclon-
Intoxikation und
fragliche andere
Medikamenten-
einnahme

14

163

43

0,3

bestatigt

Verlaufskontrol-
le Zopiclon von
Proben-Nr. 162

15

164

85

0,66

Verdacht auf
Benzodiazepin-
Intoxikation

165

85

0,09

bestatigt

Benzodiazepine

Verlaufskontrol-
le Zopiclon von
Proben-Nr. 164

166

39

0,6

04

Benzodiazepine

Verdacht auf
Intoxikation mit
Zopiclon und
Alkohol

167

39

Benzodiazepine

Verlaufskontrol-
le Zopiclon von
Proben-Nr. 166

168

66

Benzodiazepine

Zolpidem-
Intoxikation
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Obgleich nach bisherigen klinischen Erfahrungen selbst hochgradige
Uberdosierungen intensivmedizinisch relativ gut beherrschbar sind, ist bei
Vorliegen von Mischintoxikationen mit anderen zentralwirksamen Arzneimitteln

oder Alkohol mit z.T. sehr schweren Intoxikationen zu rechnen.

Zusammengefasst lasst sich die Anzahl der detektierten Zopiclon- und

Zolpidem-Falle wie folgt darstellen:

Tabelle 8: Anzahl der Zopiclon- und Zolpidem-Fille

anamnestisch bekannt in Erstuntersuchung in LC-MS-
detektiert Nachuntersuchung
detektiert
Zolpidem | 3 (+ 1 Verlaufskontrolle) 4 7
Zopiclon 8 (+ 3 Verlaufskontrollen) 8 (+ 4 Verlaufskontrollen) 8 (+ 4 Verlaufskontrollen)
gesamt 15 16 19

4.2.4 Untersuchung auf weitere Substanzen

Die Untersuchung auf weitere Substanzen ergab, dass nur in drei Fallen reine
Monointoxikationen mit den Z-Drugs vorlagen (Tab. 7). Die Analyse auf
zusatzliche, fur die Intoxikationen mitverantwortliche Substanzen zeigt die
Abb. 7:
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Abbildung 7: Zusatzliche, fiir die Intoxikationen mit Z-Drugs

mitverantwortliche Substanzen

Blauer Abschnitt = fir die Intoxikationen mitverantwortliche Substanzen

Die bei weitem haufigste Kombination stellten die Benzodiazepine dar. Im Fall 6
und 12 hatten die gemessenen Konzentrationen der zusatzlichen Arzneimittel
per se bereits eine Intoxikation hervorgerufen (Tab. 7). Hauptursache fir die

Intoxikationen waren die Z-Drugs.

4.2.5 Quantifizierung von Zolpidem und Zopiclon

Die Werte der Serumkonzentrationen von Zopiclon ergaben eine Spannbreite
von 0,004 bis 7,9 pg/ml. Werte Uber 0,2 pg/ml liegen im toxischen, tber 0,6
pg/ml im wohl komatés-letalen Konzentrationsbereich. Die Falle 5, 7, 11, 14
waren Analysen des Konzentrationszeit-Verlaufs einer schon bekannten
Intoxikation (Tab. 7).

Die in der retrospektiven Untersuchung entdeckten drei weiteren positiven

Zolpidem-Proben ergaben folgende quantitative Ergebnisse:
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Tabelle 9: Serumkonzentrationen der positiven Zolpidemfille in der

retrospektiven Untersuchung mittels LC-MS

Untersuchung
mittels LC-MS
Fall-Nr. (ng/ml)
17 0,03
18 2,47
19 0,61

Ein exemplarischer Vergleich bei funf Proben nach den Ublichen Methoden der

routinemanigen Erstuntersuchung ergab folgende quantitative Werte in

toxikologischer Erstuntersuchung und nachfolgender Analytik mittels LC-MS:

Tabelle 10: Vergleich der gemessenen Serumkonzentrationen bei der

Erstuntersuchung (GC-TSD) und der Nachuntersuchung (LC-MS)

Toxikologische |LC-MS- Diskrepanz der Diskrepanz
Erstunter- Nachunter- | quantitativen in %
suchung suchung Werte
Fall-Nr. Wirkstoff | (ug/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 Zolpidem 0,3 0,15 0,15 50
2 Zolpidem 1,3 0,93 0,37 29
7 Zopiclon 0,13 0,09 0,04 31
8 Zopiclon 0,6 0,4 0,2 33
15 Zopiclon 0,87 0,66 0,21 24

Bei den in Tabelle 10 mittels LC-MS exemplarisch nachuntersuchten Proben

wurden im Vergleich zur toxikologischen Erstuntersuchung geringere

quantitative Werte ermittelt. In den funf Vergleichs-Proben lag die Diskrepanz
zwischen 24 und 50%.
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4.2.6 Patientenkollektiv bezogen auf Zolpidem-/Zopiclon-Einnahme

4.2.6.1 Zopiclon-Einnahme

Tabelle 11: Auflistung der Zopiclon-Einnahme hinsichtlich
Geschlechterverteilung, Alter, Indikation und Einnahme sonstiger
Wirkstoffe

Zopiclon m w
Anzahl (n) 3+2VK 5+2VK
Alter (Jahre) 57-85 39-57
Indikation

Intoxikation allgemein
Medikamenten-Intoxikation

Alkohol + Medikamenten-Intoxikation
Suizidversuch + Mischintoxikation
Verlaufskontrolle

Mischintoxikation

OIN[= O |N O
=S INDIO|= =N

Kombination mit:

Benzodiazepinen + Alkohol
Benzodiazepinen

Benzodiazepinen + Sonstige Medikamente
Psychopharmaka

Sonstigen Medikamenten

VK = Verlaufskontrolle; m = mannlich; w = weiblich

o~ OIN|O
OoOINO|=n|=

Bei den insgesamt acht positiven Zopiclon-Fallen handelte es sich insgesamt
sechsmal um Intoxikationen (Tabelle 7, 8 und 11): Es waren insgesamt zwei
mannliche Patienten intoxikiert, und zweimal wurde eine Verlaufskontrolle
durchgefuhrt (Serumkonzentration: 0,21 ug/ml, 0,51 pg/ml (in Kombination mit
0,03 pug/ml Olanzapin) und 0,66 ug/ml). Bei den Frauen wurden funf
Intoxikationen mit folgenden Zopiclon-Serumkonzentration nachgewiesen: 0,2
pg/ml (in Kombination mit 0,3 pg/ml Trimipramin), 0,26 ug/ml (in Verbindung mit
2,5 pug/ml Diazepam, 1,4 yg/ml Lorazepam und 0,47 ug/ml Nordazepam),
0,6ug/ml (in Kombination mit immunologisch nachgewiesenen Benzodiazepinen
und Alkohol 0,5%o), 0,93 pg/ml und 7,9 pg/ml (d.h. im potentiell komatds-letalen
Bereich und kombiniert mit 0,02 ug/ml Mirtazapin).

In einem Fall wurde eine Verlaufskontrolle durchgefthrt (0,3 pg/ml), womit

insgesamt vier Frauen mit Zopiclon intoxikiert waren.
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4.2.6.2 Zolpidem-Einnahme

Tabelle 12: Auflistung der Zolpidem-Einnahme hinsichtlich
Geschlechterverteilung, Alter, Indikation und Einnahme weiterer
Wirkstoffe

Zolpidem m w
Anzahl 3 4
Alter 40-85 |21-87
Indikation

Intoxikation allgemein 1 1
Medikamenten-Intoxikation 0 1
Trauma 1 0
Alkohol + Medikamenten-Intoxikation 1 0
Suizidversuch + Medikamenten-Intoxikation 0 1
Medikamenten-Konzentration-Bestimmung 0 1
Kombination mit

Alkohol 1 0
Benzodiazepinen 1 1
Benzodiazepinen + Psychopharmaka 1 0
Psychopharmaka 0 1
Sonstigen Medikamenten 0 1

m = mannlich, w = weiblich

Bei den insgesamt sieben Zolpidemfallen (Tab. 12) handelte es sich finfmal um
Intoxikationen. Drei Frauen waren intoxikiert, eine im komatos-letalen Bereich
(3,53 pg/ml, kombiniert mit immunologisch bestimmten Benzodiazepinen) und
zwei im toxischen Bereich (einmal 0,23 pug/ml und einmal 0,61 pg/ml, kombiniert
mit sonstigen Medikamenten, d.h. in diesem Fall 0,08 pg/ml Hydromorphon).
Zwei Manner waren ebenfalls intoxikiert, einer im komatds-letalen (2,47 ug/ml)
und einer im toxischen (0,93 ug/ml) Bereich (Einstufung nach Schulz und
Schmoldt 2003) (s. auch Tabelle 7 und 8).
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4.2.7 Benzodiazepine in Kombination mit Zolpidem-/Zopiclon-
Einnahme

Zolpidem wurde in drei Fallen gemeinsam mit Benzodiazepinen eingenommen.
Hierbei handelte es sich einmal um Clobazam (0,3 pg/ml) und einmal um
immunologisch nachgewiesene, nicht naher bestimmte Benzodiazepine. In
einem Fall wurden nicht naher bestimmte Benzodiazepine mit immunologisch
nachgewiesenen, nicht naher bestimmten Psychopharmaka kombiniert

(s. Tab. 7 und 12).

Bei Zopiclon konnte in drei Fallen eine mit Benzodiazepinen kombinierte
Einnahme festgestellt werden. In einem Fall handelte es sich um Diazepam
(0,07 pg/ml, kombiniert mit dem Antiepileptikum Carmbamazepin in einer
toxischen Konzentration von 11,6 pg/ml), in dem anderen Fall konnten
Diazepam (2,5 pg/ml) und sein Metabolit Nordazepam (0,47 ug/ml) plus
Lorazepam (1,4 ug/ml) detektiert werden. Einmal wurde Zopiclon in
Kombination mit immunologisch bestimmten Benzodiazepinen in Kombination
mit Alkohol (0,5%.) nachgewiesen (s. Tab. 7 und 11).
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4.3 Patientenkollektiv

4.3.1 Soziodemographische Angaben zu Alter und Geschlecht des
untersuchten Patientenkollektivs

Das hier untersuchte Patientenkollektiv setzte sich aus 77 (45%) Mannern und
88 (51%) Frauen zusammen. Bei sieben (4%) Proben waren keine weiteren

Angaben zur Person vorhanden (s. Abb. 8).

4%

45%

51%

Abbildung 8: Geschlechtsverteilung des untersuchten Patientenkollektivs

in Prozent

Roter Abschnitt = weiblich; blauer Abschnitt = mannlich; gelber Abschnitt = nicht bekannt

Die Altersverteilung bezog sich auf eine Altersspanne von 13 bis 88 Jahre (bei
den Mannern 19 bis 85 Jahre, bei den Frauen 13 bis 88 Jahre), der Mittelwert
aller Patienten betrug 41,5 Jahre, der Median 39 Jahre (s. Tab. 13).

In der Aufschlisselung der Altersklassen in Bezug auf das Geschlecht zeigte

sich die folgende Verteilung:
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Tabelle 13: Altersverteilung des untersuchten Patientenkollektivs

Alter (Jahre) | mannlich | weiblich gesamt
Mittelwert 44,6 39,1 41,5
Median 40,0 37,0 39

Die Geschlechter-getrennte Darstellung zeigt, dass Frauen in der Altersgruppe
der 10- bis 20-jahrigen mit 18 Fallen von allen (10%) Uberproportional hoch
vertreten sind. Bei den Mannern ist dies in der Altersklasse 31 bis 40 Jahre der
Fall (s. Abb. 9).

40-

35+

30+

254

Anzahl (n) 20

10-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 n.b.
Alter (Jahre)

Abbildung 9: Altersverteilung im untersuchten Patientenkollektiv

(Anzahl = n), nach Altersgruppen (in Jahren) und Geschlecht geordnet

Rote Saulen = weiblich; blaue Saulen = mannlich; gelbe Saulen = gesamt (n)
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In der Altersverteilung der intoxikierten Patienten fallt auf, dass die
Intoxikationen mit Zopiclon und Zolpidem vornehmlich bei alteren Patienten
auftraten (s. Abb. 10).

20
Hm
15 - Bw
M Zopiclon m
Zopiclon w
10 7 Zolpidem m
Zolpidem w
§ I. k.
o u

10-20 21 30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 n.b.

Abbildung 10: Altersverteilung der Zopiclon- und Zolpidemintoxikationen
(Anzahl = n), nach Altersgruppen (in Jahren) und Geschlecht geordnet

Rot = weiblich; blau = mannlich; gelb = Zolpidemintoxikation bei den Frauen; griin =
Zopiclonintoxikationen bei den Méanner; orange = Zopiclonintoxikationen bei den Frauen; turkis =

Zolpidemintoxikationen bei den Mannern)

4.3.2 Angaben zur Anforderung der Untersuchungen

Bei der Anforderung zur Untersuchung wurden die in Tabelle 14
zusammengestellten Diagnosen bzw. Fragestellungen teils erweitert mit
anamnestischen Angaben (wie z.B. Trauma) angegeben. Etwa ein Drittel betraf
Verdachtsdiagnosen flr Intoxikationen. Dabei handelte es sich um solche mit
Medikamenten, um Mischintoxikationen (z.B. mit Alkohol in Verbindung mit

Benzodiazepinen) und nicht naher beschriebene Intoxikationen.
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Tabelle 14: Zusammenstellung der Verdachtsdiagnosen mit

anamnestischen Angaben bezogen auf die Anforderungen zur

Untersuchung von Serumproben beim Tox-Screening

Fragestellung / Verdacht auf / Anteil in %
anamnestische Angaben Anzahl (n) | davon von allen
Intoxikation allgemein 22 12,8
Medikamenten-Intoxikation gesamt 27 15,7

*nnb 15

* Barbiturate 2

» Benzodiazepine 4

* Antidepressiva 3

* Neuroleptika 1

 Zopiclon 1

» Zolpidem 1
Trauma allgemein 10 5,8
Alkohol 14 8,1
Alkohol + Medikamente 8 4,6
Suizidversuch 24 14,0
Bewusstseinsstérung 36 21,0
Psychose 4 2,3
Medikamentenkonzentration-Bestimmung,
Verlaufskontrolle, Screening 12 7,0
illegale Drogen 1 0,6
keine Diagnose 2 1,2
Mischintoxikationen 12 7,0
Summe 172 100

nnb = nicht naher bekannt

4.3.3 In der Notfallanalytik bestatigte Verdachtsdiagnosen

Nach erfolgter toxikologischer Untersuchung lieRen sich bei den insgesamt 172
Verdachtsdiagnosen 95 Intoxikationen nachweisen. In diesen 95 Fallen lag die
Konzentration der eingenommenen Wirkstoffe, die zu einer Intoxikation gefuhrt
hatten, oberhalb des therapeutischen Bereiches und innerhalb des toxischen
Bereiches (Angaben zu Konzentrationen gemalf Schulz und Schmoldt 2003).
Neben den Wirkstoffen in toxischer Konzentration wurden in den meisten Fallen

auch zusatzlich andere Substanzen nachgewiesen, deren Konzentrationen sich

jedoch im therapeutischen Bereich befanden (s. Tab. 15).

44




Ergebnisse

Tabelle 15: Nachgewiesene fiir die Intoxikationen verantwortliche

Substanzen
Intoxikation Anzahl
(toxische Konzentration) gesamt (n) | Frauen Manner n.b.
Alkohol (= 0,8%0. BAK) gesamt 55 26 26 3
* Alkohol (= 0,8%0 BAK) allein |19 8 10 1

¢ Alkohol (= 0,8%0 BAK) +
andere Wirkstoffe in nicht

toxischer Konzentration 27 13 12 2
Alkohol (=0,8%0 BAK) +
Psychopharmaka 5 3 2
Benzodiazepine +
Alkohol (= 0,8%0 BAK) 4 2 2
Benzodiazepine allein 2 1 1
Benzodiazepine + Psychopharmaka 2 1 1
Benzodiazepine + Sonstige
Medikamente 2 0 2
Psychopharmaka 12 9 3
Sonstige Medikamente
(incl. Zolpidem und Zopiclon) 22 12 10
Summe 95

BAK = Blutalkoholkonzentration (%o)

In insgesamt 55 Fallen wurde eine Alkoholintoxikation (BAK =0,8%o)
nachgewiesen. Dabei waren zehn Manner, acht Frauen und eine weitere
Person ohne Geschlechtsangabe mit Alkohol als Einzelsubstanz intoxikiert. In
neun Fallen wurde Alkohol (BAK = 0,8%0) kombiniert mit anderen Substanzen in
toxischer Dosis eingenommen (in finf Fallen in Kombination mit
Psychopharmaka und in vier Fallen in Kombination mit Benzodiazepinen).

27 Personen hatten zusatzlich zum Alkohol andere Wirkstoffe in
therapeutischen Dosen eingenommen. Eine alleinige Intoxikation mit
Benzodiazepinen kam zweimal vor. Psychopharmaka flhrten in 12 Fallen zu
einer Intoxikation, sonstige Medikamente (inklusive Zopiclon und Zolpidem) in
22 Fallen (s. Tab. 15). Eine ausfluhrliche Darstellung aller untersuchten
Substanzen in toxischer und nicht-toxischer Konzentration ist in Tabelle 26 im
Anhang (s. S. I) zu finden.

Die folgende Tabelle zeigt die Aufschllsselung der ,sonstigen Intoxikationen®

nach Wirkstoffgruppen.
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Tabelle 16: Aufschliisselung der ,,sonstigen Intoxikationen“ nach

Wirkstoffgruppen und Konzentrationsangaben

Proben-Nr. | Alter | Sex Substanz in | Wirkstoffgruppe
(Jahre) toxischer
Konzentration
(ng/ml) oder (%o)
83 88 n.b. Hydroxycin 0,13 | Antihistaminikum
Opioid-
130 44 m Tramadol 1,3 Analgetikum
Nicht-Opioid-
Analgetikum
Metamizol 99,8 und Opioid-
7 24 w Tramadol 4,33 Analgetikum
44 m Codein 0,73 Antitussivum
Carbamazepin
66 17 w 44,0 Antikonvulsivum
Carbamazepin
152 83 m 11,6 Antikonvulsivum
Olanzapin 3,1 Neuroleptikum
112 21 m Alkohol 1,8 Alkohol
146 30 w Quetiapin 1,8 Neuroleptikum
Tetracyclisches
144 42 w Mirtazapin 2,11 Antidepressivum
Antidepressivum
Venlafaxin 1,03 (SNRI)
82 39 w Alkohol 1,9 Alkohol
Tetracyclisches
41 48 m Mirtazapin 2,0 Antidepressivum
Tricycl.
149 51 w Amitriptylin 0,56 | Antidepressivum
Tricycl.
Amitryptilin 0,8 Antidepressivum
40 33 w Alkohol 1,3 Alkohol
Tricycl.
59 22 w Amitriptylin 0,81 | Antidepressivum
Antidepressivum
170 28 w Citalopram 0,5 (SSRI)
Levomepromazin
0,8 Neuroleptikum
132 27 m Alkohol 0,9 Alkohol
Tricycl.
70 23 w Doxepin 0,76 Antidepressivum
Tricycl.
71 23 w Doxepin 0,78 Antidepressivum
Tricycl.
44 34 m Doxepin 0,87 Antidepressivum
105 26 w Doxylamin 1,0 Antihistaminikum
Antidepressivum
Fluoxetin 1,67 (SSRI)
65 22 w Alkohol 1,7 Alkohol
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16 38 Haloperidol 0,17 Neuroleptikum
4 66 Prothipendyl 1,4 Neuroleptikum
Amisulpirid 6,6
Chlorprothixen Neuroleptikum
55 37 0,44 Neuroleptikum
79 35 Clomethiazol 2,2 Hypnotikum
Diphenhydramin
57 19 2,15 Antihistaminikum
Substitutions-
Methadon 0,65 medikament
111 27 Ecstasy 0,32 lllegale Droge
Substitutions-
Methadon 0,68 medikament
19 63 Opiate 0,68 Drogen / Opiate
81 39 Opiate 0,2 Opiate
Opiate 1,075 Opiate
120 44 Diazepam 2,6 Benzodiazepine
Benzodiazepine
Diazepam 2,6 Tetracycl.
145 42 Mirtazapin 2,11 Antidepressivum
Nordazepam/Dia
zepam 2,4 Benzodiazepine
23 48 Mirtazepin 2,0 Neuroleptikum
Benzodiazepine
>3,0 Benzodiazepine
53 40 Zolpidem 1,3 Zolpidem
Bromazepam 2,6 | Benzodiazepine
159 44 Alkohol 1,90 Alkohol
Diazepam/Norda
32 61 zepam 2,1 Benzodiazepine
Benzodiazepine
0,44 Benzodiazepine
39 35 Alkohol 4,0 Alkohol
Diazepam 2,5
141 38 Lorazepam 0,47 | Benzodiazepine
Bromazepam 0,4 | Benzodiazepine
106 63 Alkohol 3,7 Alkohol
Bromazepam 0,9 | Benzodiazepine
135 24 Alkohol 1,7 Alkohol

Die fur die Intoxikationen nachgewiesenen Substanzen wurden von beiden
Geschlechtern in etwa zu gleichen Anteilen eingenommen. Eine Ausnahme
stellen die Psychopharmaka dar, deren Einnahme bei den Frauen haufiger als

bei den Mannern vorkam (Abb. 11).
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Art der Intoxikation

Abbildung 11: Nachgewiesene fiir die Intoxikationen verantwortliche

Substanzen, bezogen auf das Geschlecht

Rote Saulen = Frauen; blaue Saulen = Manner; A = Alkohol; B = Benzodiazepine; M = sonstige

Medikamente; P = Psychopharmaka

Die folgende Tabelle zeigt eine Darstellung der Intoxikationen mit ,sonstigen

Medikamenten®, aufgeschlisselt nach Zopiclon- und Zolpidem-Intoxikationen.

Tabelle 17: Aufschliisselung der Intoxikationen mit ,,sonstigen

Medikamenten“ nach Intoxikation mit Zopiclon und Zolpidem

Intoxikation | Anzahl mit Nachweis von Anzahl | Frauen | Manner
(toxische gesamt (n)
Konzentration) (n)
Zopiclon 6
allein 1 1
+ Psychopharmaka 3 2 1
+ Alkohol
+ Benzodiazepine 1 1
+ Benzodiazepine 1 1
Zolpidem 5
allein 1 1
+ Sonstige Medikamente 1 1
+ Benzodiazepine 2 1 1
+ Benzodiazepine
+ Psychopharmaka 1 1
Summe 11
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4.3.4 Geschlechts- und Altersverteilung der untersuchten Patienten
in Bezug auf die Verdachtsdiagnosen

In Bezug auf die Geschlechtsverteilung verhielt sich die fur die Notfall-Analytik
gestellte Indikation der einweisenden Arzte/Arztinnen wie folgt (Abb. 12 und
Tab. 18):
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Abbildung 12: Aufstellung der Anzahl der fiir die Notfall-Analytik gestellte
Indikation in Bezug auf die Geschlechtsverteilung im untersuchten

Patientenkollektiv

Oberer Saulenteil (lila) = Frauen; unterer Saulenteil (hellblau) = Manner

Bei den insgesamt 88 weiblichen Patienten wurde in elf Fallen ein Notfall-
Screening aufgrund einer nicht naher eingegrenzten Intoxikation durchgefihrt,
in 15 Fallen war eine fragliche vorher erfolgte Medikamenten-Intoxikation die
Grundlage fur die Fragestellung. Bei 20 Patientinnen war eine

Bewusstseinsstorung diagnostiziert, allein sechsmal in der Altersgruppe von 10-
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20 Jahren. Hier war auch der alleinige Konsum von Alkohol mit drei Fallen am
haufigsten vertreten. 17 Patientinnen hatten — anamnestisch erfasst - einen
Suizidversuch mit Medikamenten unternommen, von denen neun in der Gruppe
der 21-30jahrigen zu finden waren. Bei den 81-90jahrigen imponierte die
Medikamenten-Intoxikation mit drei Fallen. Zu Mischintoxikationen kam es in

sieben Fallen. Sie betrafen fast alle Altersgruppen (s. Abb. 12 und Tab. 18).

Tabelle 18: Anzahl der fiir die Notfall-Analytik gestellte Indikation in Bezug

auf die Altersverteilung bei den weiblichen Patienten

Indikation / Alter

(Jahre) 10-20 |21-30 |31-40 |41-50 |51-60 |61-70 |71-80 |81-90 |n gesamt
Intoxikation allg. 3 2 1 3 1 1 11
Medikamenten-

Intoxikation gesamt 3 3 3 1 1 1 3 15
Trauma allgemein 1
Alkohol 3 3
Alkohol + Medikamente 1 1 2 4
Suizidversuch 2 9 2 1 17
Bewusstseinsstérung 6 3 2 1 4 2 20
Psychose 1 1 2
Medikamentenkonzen-

tration-Bestimmung,

Verlaufskontrolle 3 1 1 1 1 7
illegale Drogen 1 1
keine Diagnose 0
Mischintoxikationen 1 1 1 1 1 2 7

Bei den 77 mannlichen Patienten war der alleinige Konsum von Alkohol
auffallig. In zehn Fallen wurde die Indikation einer Alkoholvergiftung gestellt, die
sich auf die Altersgruppen 21-70 verteilte. Bewusstseinsstérungen kamen
insgesamt sechzehnmal vor, allein bei den 31-40jahrigen in funf Fallen. Finfmal
wurden Mischintoxikationen als Fragestellung angegeben, in finf Fallen wurde
ein Trauma (nach Alkohol-Missbrauch) gemeldet. EIf nicht naher beschriebene
Intoxikationen und elf Intoxikationen mit Medikamenten wurden angegeben

(s. Abb. 12 und Tab. 19).
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Tabelle 19: Anzahl der fiir die Notfall-Analytik gestellte Indikation in Bezug

auf die Altersverteilung bei den ménnlichen Patienten

Indikation / Alter

(Jahre) 10-20 |21-30 |31-40 |41-50 |51-60 |61-70 |71-80 |81-90 |n gesamt
Intoxikation allgemein 2 5 1 1 11
Medikamenten-

Intoxikation gesamt 1 2 2 11
Trauma allgemein 3 5
Alkohol 3 3 1 2 10
Alkohol + Medikamente 1 2 1 4
Suizidversuch 1 1 1 1 5
Bewusstseinsstérung 3 5 3 16
Psychose 1 1 2
Medikamentenkonzentra-

tion-Bestimmung,

Verlaufskontrolle 3 1 5
illegale Drogen 0
keine Diagnose 1 1 3
Mischintoxikationen 2 1 2 5

4.3.5 Aufschlusselung nach angegebenen und
indikationsverursachenden Medikamenten

Bei dem Patientenkollektiv wurden als (Dauer-) Medikation eine Vielzahl von

Therapeutika angegeben, die jedoch nicht immer Ursache der Intoxikationen

waren.

Es wurde berlcksichtigt, ob jeweils nur die festgestellte Substanz als

Einzelsubstanz oder in Kombination mit weiteren Therapeutika nachgewiesen

werden konnte. Die anamnestischen Angaben waren in den meisten Fallen

nicht eindeutig auswertbar. Im Rahmen der toxikologischen Erstuntersuchung

wurden folgende Wirkstoffe nachgewiesen:
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Tabelle 20: Aufstellung der nachgewiesenen Psychopharmaka

Mono- in Kombination mit
Psychopharmaka gesamt therapie anderen Wirkstoffen

Amitriptylin
Chlorprothixen
Citalopram

Clozapin

Doxepin

Fluoxetin

Haloperidol
Levomepromazin
Mirtazapin

Olanzapin
Pipamperon
Promazin/ Promethazin
Promethazin
Prothipendyl
Quetiapin

TCA* immunologisch
positiv

Trimipramin
Venlafaxin

Summe 52 34
*TCA = Tricyclische Antidepressiva
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Bei den Psychopharmaka konnten Amitriptylin, Doxepin und Tricyclische
Antidepressiva haufiger als andere Psychopharmaka detektiert werden
(s. Tab. 20).

Bei den sonstigen Substanzen wurden Cannabis und Opiate am haufigsten
nachgewiesen. Auch Zopiclon wurde in elf Fallen, Zolpidem in insgesamt vier
Fallen analysiert.

Tabelle 21 gibt einen detaillierten Uberblick der bei dem untersuchten

Patientenkollektiv gemessenen Substanzen.
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Tabelle 21: Aufstellung der nachgewiesenen sonstigen Substanzen

in Kombination mit
Sonstige Substanzen |gesamt Monotherapie |anderen Wirkstoffen

Amphetamine
Barbiturate
Cannabis 1
Carbamazepin
Clomethiazol
Diphenhydramin
Doxylamin
Ecstasy
Hydroxyzin
Ibuprofen

Kokain
Lokal-Anasthetika
Metamizol
Methadon
Metoprolol
Morphin

Opiate 1
Paracetamol
Propofol
Salicylate
Tramadol
Zolpidem
Zopiclon
Summe 101
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In insgesamt 57 Fallen wurden Benzodiazepine nachgewiesen, entweder allein
oder in Kombination mit anderen Wirkstoffen (n=46) (Psychopharmaka,
sonstige Arzneimittel, Alkohol) (s. Tab. 22 und 23).
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Tabelle 22: Aufstellung der nachgewiesenen Benzodiazepine

in Kombination mit
Benzodiazepine gesamt Monotherapie |anderen Wirkstoffen
Alprazolam 3 1 2
Bromazepam 4 0 4
Clobazam 2 1 1
Diazepam (incl. seiner
Metaboliten
Nordazepam,
Oxazepam und
Temazepam) 19 3 16
Lorazepam 8 1 7
Midazolam 2 0 2
Benzodiazepine n.d. 19 5 14
Summe
Benzodiazepine 57 1 46

n.d. = nicht differenziert

Die analysierten Benzodiazepine wurden keiner pharmakologischen Klasse

zugeordnet, da sie sowohl als Psychopharmaka als auch als Hypnotiva und

Substitutionsdrogen eingesetzt werden.

Tabelle 23: Auflistung der Benzodiazepin-Einnahme als Mono- oder

Kombinationseinnahme mit anderen Wirkstoffen (Psychopharmaka,

Alkohol und/oder sonstigen Medikamenten)

Manner Frauen n.b.
Benzodiazepine |allein 6 4
+ Psychopharmaka 5
+ Sonstige Medikamente 8 4
+ Alkohol 4 6
+ Psychopharmaka
+ Sonstige Medikamente 3
+ Psychopharmaka
+ Sonstige Medikamente
+ Alkohol
1 4
+ Psychopharmaka
+ Alkohol 2 2
+ Sonstige Medikamente
+ Alkohol
3 3
Summe 27 28
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Die Aufschlusselung nach Benzodiazepin-Einzelsubstanzen ergab, bezogen auf
das Geschlecht und Alter, bei den Mannern eine Haufung in den jlingeren bis
mittleren Altersgruppen mit 20 von 27 Fallen zwischen 21 und 60 Jahren

(s. Abb. 13). Es wurden hauptsachlich Diazepam und seine Metaboliten
nachgewiesen. In elf Fallen wurde nur immunologisch die Wirkstoffgruppe der
Benzodiazepine nachgewiesen und auf eine weitere Differenzierung

weisungsgemal verzichtet.
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10-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90
Alter (Jahre)

Abbildung 13: Angabe der Benzodiazepin-Einnahme in Bezug auf Alter
und Geschlecht

Lila Saule = Frauen; hellblaue Saule = Manner

Bei den Frauen zeigte sich hinsichtlich der Benzodiazepin-Einnahme in Bezug
auf das Alter eine Haufung in den jangeren Altersgruppen (19 von 28 Falle bei
den 10 bis 40jahrigen, s. Abb. 13). Auch hier wurden am haufigsten Diazepam
und seine Metaboliten nachgewiesen. In acht Fallen war nur ein
immunologischer Nachweis der Wirkstoffgruppe der Benzodiazepine erfolgt.
Bei 17 Proben, bei denen in der toxikologischen Erstuntersuchung im
Immunoassay lediglich Benzodiazepine als Wirkstoffgruppe nachgewiesen

wurden, da keine weitere Analytik angefordert war, erfolgte retrospektiv eine
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zusatzliche Analytik mittels GC-ECD, um die Einzelsubstanzen zu bestimmen
(Tab. 24).

Tabelle 24: Nachtragliche Bestimmung der Benzodiazepin-
Einzelsubstanzen aus der Benzodiazepin-Wirkstoffgruppe mittels GC-ECD

(zusétzlich iiber das Screening hinaus)

Benzodiazepin Haufigkeit
Bromazepam 1
Diazepam 3
Diazepam und Oxazepam 1
Diazepam und

Nordazepam 3
Lorazepam 1
Midazolam 1
Nordazepam 1
keine Identifizierung 6

4.3.6 Angaben zum Alkohol-Konsum

In dem vorliegenden Patientenkollektiv hatten 41,6% der Manner (n=32) und
37,5% der Frauen (n=33) Alkohol konsumiert (s. Tab. 25). Es wurde eine
Blutalkoholkonzentration von im Mittel 2,0%. erfasst, wobei die

Blutalkoholkonzentrationen zwischen 0,3%o0 und 4,6%o. lagen.

Tabelle 25: Aufschliisselung des Patientenkollektivs mit Alkoholkonsum

Alkohol ja Alkohol nein | gesamt

Manner insgesamt 32 45 77
Anteil (%) Manner 41,6 58,4 100,0
Anteil (%) von allen 18,6 26,2 448
Frauen insgesamt 33 55 88
Anteil (%) Frauen 37,5 62,5 100,0
Anteil (%) von allen 19,2 32,0 51,2
unbekannt (n) 4 3 7
Anteil (%) von

unbekannt 571 42,9 100,0
Anteil (%) von allen 2,3 1,7 4,0
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Intoxikiert mit Alkohol (von einer Alkoholintoxikation wird ab 0,8%o
ausgegangen) waren 55 Personen, davon 26 Frauen und 26 Manner, bei drei

Personen war das Geschlecht nicht angegeben (s. Tabelle 15).

41,6%

Abbildung 14: Anteil der Alkohol-konsumierenden gegeniiber den nicht-

Alkohol-konsumierenden Méannern im Patientenkollektiv in Prozent

Dunkelblauer Abschnitt = nicht-Alkohol-konsumierende Manner (58,4%); hellblauer Abschnitt = Alkohol-
konsumierende Manner (41,6%)

41,6% aller Manner im Patientenkollektiv hatten Alkohol konsumiert, 58,4%
nicht. Bei den Frauen zeigte sich ein Alkoholkonsum bei 37,5% aller
Patientinnen (Abb. 14 und 15).
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62,5%

Abbildung 15: Anteil der Alkohol-konsumierenden gegeniiber den nicht-

Alkohol-konsumierenden Frauen im Patientenkollektiv in Prozent

Gelber Abschnitt = nicht-Alkohol-konsumierende Frauen (62,5%); roter Abschnitt = Alkohol-
konsumierende Frauen (37,5%)

Bei den Alkohol konsumierenden Mannern lag der Altersmedian bei 34 Jahren
und der Median der nicht Alkohol konsumierenden Manner bei 45 Jahren. Die
Frauen mit Alkoholkonsum wiesen einen Median von 38 Jahren auf, die Frauen

ohne Alkoholkonsum einen Altersmedian von 37 Jahren.
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5 Diskussion

5.1 Analysemethoden zum Nachweis von Zolpidem und
Zopiclon

In der Literatur werden einige Methoden zur Bestimmung von Zopiclon und
Zolpidem beschrieben. Von den klassischen analytischen Verfahren in der
Notfallanalytik stehen dabei die High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) Methode mit UV-Detektion oder fluorimetrischer Detektion im
Vordergrund (Ascalone et al. 1992; Durol und Greenblatt 1997; Ptacek et al.
1997; Ring und Bostick 2000; Wang et al. 1999; Nirogi et al. 2006 a,b). Von
Nirogi et al. (2006 a,b) wird eine entsprechend der Vorschriften der FDA (,Food
and Drug Association“: Amerikanische Zulassungsstelle fur Nahrungsmittel und
Medikamente) validierte HPLC-Methode mit fluorimetrischer Detektion
beschrieben (FDA 2001), die den quantitativen Nachweis von Zolpidem in einer
Konzentrationsbreite von 1,8 ng/ml bis 288 ng/ml im Plasma mit einer hohen
Sensitivitat und Spezifitat ermdglicht und sich insbesondere fir die
Untersuchung von grof3en Probenserien eignet. Der Nachweis von Zopiclon
und Zolpidem mittels Kapillar-Gaschromatographie gekoppelt an einen ECD
(electron capture detector) ist ebenfalls versucht worden. Diese Methode erwies
sich jedoch meist als nicht linear und bendtigt lange Analysezeiten. Die
Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) ist bei Zopiclon nicht
anwendbar, da die Substanz thermolabil ist. In ihrer Untersuchung konnten
Boniface et al. (1992) zeigen, dass Zopiclon in Blutproben unter GC-
Bedingungen zerfallt. Zolpidem hingegen kann auch mittels GC-MS analysiert
werden.

Seit nunmehr etwa funf bis sechs Jahren hat die LC-MS (Liquid
Chromatography Mass Spectrometry) fir die Analytik von Wirkstoffen in
biologischen Matrices Eingang in die Routine gefunden und inzwischen eine
fuhrende Rolle in der Bioanalytik erlangt. Wesentliche Vorteile dieser Methode

sind:
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- die Anforderungen an die Extrakte bezlglich Reinheit sind deutlich
geringer als z.B. in der GC-MS (Pfuhl 2006),

- meist ist keine Derivatisierung nétig,

- die quantitativen Bestimmungen vieler Analyten kénnen sensitiver,
selektiver und mit einer meist einfacheren Probenvorbereitung
durchgefuhrt werden als mit den bisher genutzten Methoden,

- es besteht die Moéglichkeit eines hoheren Probendurchsatzes aufgrund
kurzer Analysenzeiten.

Die LC-MS stellt eine Kopplung der Flussigkeitschromatographie mit der
Massenspektrometrie dar. Die lonisation der Analytmolekule findet bei
Atmospharendruck als chemische lonisation (ACPI) oder als Elektrospray-
lonisation (ESI) statt. Sie ermdglicht daher die Analytik eines sehr grolden
Spektrums von Verbindungen, die hinsichtlich ihnres Molekulargewichtes, ihrer
lonisierbarkeit und Polaritat sehr unterschiedlich sind. Prinzipiell sind alle
Verbindungen, welche mittels HPLC getrennt werden kdnnen, fir die LC-MS-
Technik geeignet. Hierzu zahlen auch Verbindungen mit hohem
Molekulargewicht (> 250 Dalton), ionische Verbindungen, ionisierbare
Verbindungen sowie polare, nicht ionische (thermolabile) Verbindungen, zu
denen z.B. auch Zopiclon gehort. Die Analyse erfolgt unter
Umgebungstemperatur, daher erlaubt die LC-MS die lonisation der grof3en
Mehrzahl medizinisch relevanter Analyten ohne thermische Belastung und ohne
vorherige Derivatisierung. Es wird geschatzt, dass lediglich 20% der bis heute
bekannten organischen Verbindungen ohne vorherige Derivatisierung mittels
GC-MS, jedoch 80% dieser Substanzen mittels LC-MS detektierbar sind
(Willoughby et al. 1998).

Allerdings ist die LC-MS aufgrund des synergetischen Effektes von
lonisierungstyp, Probenvorbereitung und Art der Korperflissigkeit (Urin,
Speichel oder Plasma) anfalliger fir Matrixeffekte als andere
Analysenmethoden (Dams et al. 2003). Matrixeffekte werden als Interferenzen
von Matrixbestandteilen definiert, die nicht mit dem Analyten selbst
zusammenhangen (FDA 2001). Dies beinhaltet lonen-Enhancement wie

lonensuppression (teilweise Unterdriickung der lonisation) gleichermalen
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(Xu et al. 2005). lonensuppression in der LC-MS kann auftreten, wenn eine
coeluierende Fremdsubstanz die lonisierung des oder der Analyten in der
lonenquelle unterdrickt. Veranderungen der Tropfcheneigenschaften in
Gegenwart hoher konzentrierter, weniger fluchtiger Substanzen (Sulfate,
Phosphate, mitgefallter Analyt, leicht ionische Stérkomponenten) verursachen
die meisten lonensuppressionen bei der Bestimmung aus biologischen Matrices
im ESI-Modus, welcher hoher ist als z.B. im APCI-Modus.
Eine lonensuppression kann

- zu einer schlechten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

- zur unkorrekten ldentifizierung der Analyten und

- zur negativen Beeinflussung der Konzentrationsbestimmung der

Analyten fihren (Pfuhl 2006).

Maurer (2004) stellte ebenfalls fest, dass bei Untersuchungen mit der ESI-
Methode durch lonensuppression relevante toxische Substanzen Ubersehen
werden kdénnen, und auch nach Erkenntnissen von Kratzsch et al. (2004) kann
lonensuppression im ESI-Modus zu falsch-negativen Ergebnissen flhren. Bei
der Ursachensuche flr die lonensuppression gelangen Weaver und Riley
(2006) der Nachweis einer deutlichen Beeinflussung durch das gleichzeitige
Vorhandensein von Polyethylenglycol 400, das nicht nur haufig in den
Untersuchungsproben sondern auch in den Probengefalen vorhanden ist.
Mdller et al. (2005) beschrieben lonensuppression bei der LC-MS im ESI-
Modus durch gleichzeitig eluierende Matrixinterferenzen. In seinen
Untersuchungen zur Bedeutung des Matrixeffektes konnte Heller (2007)
darstellen, dass eine lonensuppression nur dann zu erwarten ist, wenn die
Menge der koinjizierten Matrix eine bestimmte Konzentration Gberschreitet und
dass unterhalb einer solchen Konzentration keine signifikante
Ergebnisbeeinflussung zu erwarten ist. Bezogen auf die Analyten Zopiclon und
Zolpidem fanden Kintz et al. (2005) in einer Untersuchung zur Detektion von
Hypnotika aus humanem Speichel mittels LC-MS/MS heraus, dass
lonensuppression bei allen 17 untersuchten Substanzen vorkam und, aulder bei

Zopiclon, sich geringer als 10% darstellte.
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Bhatt et al. (2006) etablierten und validierten eine LC-MS-Methode zum
Nachweis der Z-Substanzen aus menschlichem Untersuchungsmaterial.
Wesentliche Parameter dabei waren:

- die Herstellung von Standards von Zolpidem und Escitalopram mit
medikamentenfreiem Humanplasma, gespiked mit drei verschiedenen
Analyten-Konzentrationen (7.5, 90 und 210 ng/ml) und deren paralleler
Einsatz bei jedem Probendurchlauf,

- die Uberpriifung der Stabilitdt der Standards nach Aufbewahrung bei
Zimmertemperatur, bei Kihlschranktemperatur und nach Einfrieren bei
—70° C sowie Lagerzeiten von 60 Tagen bei konstanter
Probenvorbereitung.

Mit dieser standardisierten Methode konnten die Autoren eine hohe Sensitivitat,
Selektivitat und Wiederfindungsrate von Zolpidem in menschlichem
Untersuchungsmaterial erreichen.

Von Stanke et al. (1996) wird auf die Notwendigkeiten von internen Standards
hingewiesen und konstatiert, dass aufgrund der verschiedenen
Retentionszeiten fur Zopiclon und Zolpidem besser zwei verschiedene interne
Standards eingesetzt werden sollten (die Autoren benutzten hierfur in ihren
Untersuchungen Clonazepam und Alpidem). Diese Ergebnisse bezogen sich
auf die gleichzeitige Bestimmung von Zopiclon und Zolpidem aus humanem
Plasma mittels Gaschromatografie und Stickstoff-Phosphor-Detektor (NPD).

In unseren Untersuchungen wurde die neu etablierte Methode zum Nachweis
der beiden Analyten Zopiclon und Zolpidem mittels LC-MS im ESI-Modus
eingesetzt, um anhand der Nachuntersuchung von bereits mit anderen
Analysemethoden untersuchten Notfallproben das Vorhandensein von Zopiclon
und Zolpidem einerseits zu bestatigen und andererseits Proben, die bisher nicht
auf diese Analyten untersucht worden waren, auf deren Vorhandensein zu
uberprifen.

Wahrend in der Erstuntersuchung zwdlf von 172 Proben positiv fur Zopiclon und
vier von 172 Proben positiv fir Zolpidem getestet wurden, ergab die
Nachuntersuchung mit der LC-MS-Methode ebenfalls zwdlf von 172 Proben

positiv fur Zopiclon und jedoch sieben von 172 Proben positiv fur Zolpidem, d.h.
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die Sensitivitat konnte fur Zolpidem um 42,8% gesteigert werden. Letzteres
konnte darin eine Erklarung finden, dass in der toxikologischen
Erstuntersuchung aufgrund eines eingeschrankten Untersuchungsauftrages nur
zum Teil die Untersuchungen mit GC/MS und teilweise weniger selektiv nur mit
GC-NPD-Verfahren durchgeflhrt werden mussten. Fur Zopiclon blieb die
Sensitivitat hingegen unverandert.

Auffallig ist allerdings, dass die ermittelten quantitativen Werte in der
Nachuntersuchung mittels LC-MS von den Werten in der toxikologischen
Erstuntersuchung zum Teil deutlich abweichen (s. Tab. 10 im Ergebnisteil).

Zur Erklarung der Diskrepanz dieser Werte lassen sich eine Reihe von
Aspekten heranziehen: Ein Storfaktor konnte in der fehlenden Stabilitat der
beiden Hypnotika in Losungen begriindet liegen. Nirogi et al. (2006 a,b)
konnten allerdings fur Zopiclon und Zolpidem eine Stabilitat in menschlichem
Plasma nach Lagerung Uber sechs Monate bei 4°C, bei —50°C Uber mindestens
30 Tage und auch bei 24 Stunden Aufbewahrung bei Zimmertemperatur im
Autosampler belegen, so dass von einer ausreichenden Stabilitat ausgegangen
werden kdnnte. Die in dieser Studie festgestellte Prazision betrug fur Zolpidem
zwischen 93,7% und 103,3% abhangig von der Lagerungsdauer und — art der
Probe. Bei Zopiclon lagen die Prazisionswerte entsprechend bei 92,4% und
108,8%.

Diese Stabilitat scheint fir Zopiclon jedoch nach Galloway et al. in nucleophilen
Ldsungsmitteln nicht vorhanden zu sein (Galloway et al. 1999). Ein mégliches
Stabilitatsproblem Uber langere Zeit ist jedoch in der Notfall-Analytik zu
vernachlassigen, da die Proben zeitnah nach Gewinnung analysiert werden.
Allerdings spielt der Aspekt der Probenstabilitat flr forensische Belange eine
wesentliche Rolle.

Ein weiterer Faktor ist die Wiederfindungsrate. Der Nachweis und die
Quantifizierung von Zopiclon sind problematisch, da es ein hdheres
Molekulargewicht als die meisten anderen gebrauchlichen Medikamente besitzt
und die therapeutischen Serumkonzentrationen im niedrigen Bereich liegen.
Ein anderer Punkt betrifft die Interferenz mit anderen Substanzen, z.B.

Desmethylmetaboliten oder weiteren Analyten, die dann, wenn sie nicht
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hinreichend abgetrennt werden, Einfluss auf die Signalintensitat nehmen
kénnen und somit eine korrekte Quantifizierung der Analyten Zopiclon und
Zolpidem beeinflussen konnten.
Eine weitere Erklarungsmdglichkeit kdnnte mit dem Vorliegen einer
lonensuppression begriindet werden. Zum Ausschluss und zur Einflussnahme
dieses Storfaktors sind eine Reihe von Malinahmen im Testablauf erforderlich,
wie beispielsweise

— Einbringung maoglichst deuterierter interner Standards,

— Optimierung der Aufbereitungsmethode (z.B. Festphasenextraktion)

— Wechsel der lonisationsquelle (APCI anstelle von ESI)

— Anderung der FlieRmittelzusammensetzung und

— Anderung des pH-Wertes.

Die Ergebnisse und Diskussionspunkte legen nahe, dass trotz der Euphorie, mit
der in den letzten Jahren die LC-MS-Methode in die Routineuntersuchungen
zur einfachen qualitativen und quantitativen Analyse von Pharmazeutika in
Humanplasma eingefihrt worden ist, sich Uber die Zeit und Erfahrung hinweg
doch eine Reihe von system- und substanzbedingten Problemen aufgetan
haben, die zumindest die haufig postulierte Vereinfachung der Analytik durch
diese Methode infrage stellen.

Mit dem Ziel, Kosten zu reduzieren, wird immer haufiger in den Kliniken nur ein
immunologisches Screening angefordert, mit dem viele der haufig vertretenen
Substanzen (Neuroleptika, Tramadol, Z-Drugs) nicht erfasst werden kdénnen.
Bezuglich des Nachweises von Zopiclon und Zolpidem aus Notfallproben
mittels LC-MS muss auch unter dem Aspekt des derzeitig geringen
Vorkommens dieser Substanzen kritisch hinterfragt werden, ob der Einsatz
dieser Methode als Screeningmethode auch bezlglich einer Nutzen/Kosten-
Relation (die Anschaffungskosten eines LC-MS-Gerates liegen ca. viermal so
hoch wie flir ein GC/MS-Gerat) sinnvoll erscheint, und ob ein eigenstandiger
immunologischer Assay fur diese Substanzen wirklich notwendig ist. Die hohen
Intoxikationszahlen hingegen zeigen, dass auf eine weiterfuhrende und

umfangreiche Analytik nicht verzichtet werden sollte (Immunoassays sind von
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den Kosten her glinstig und von den Analysezeiten her auch sehr kurz.) Es
kann daher angenommen werden, dass der Einsatz weiterfUhrender Methoden,
z.B. die der Massenspektrometrie, flr erganzende und forensisch relevante

Fragestellungen erforderlich ist.

5.2 Missbrauch und Intoxikation mit Zolpidem und Zopiclon

Zolpidem und Zopiclon gehdren mittlerweile zu den am haufigsten
verschriebenen Praparaten bei Ein- und Durchschlafstérungen. Sie haben laut
Arzneiverordnungs-Report 2005 inzwischen die klassischen Benzodiazepine
uberholt (Lohse und Mduller-Oerlinghausen 2006). Trotzdem schatzt die
Deutsche Hauptstelle fur Suchtfragen (DHS) die Zahl der von
Benzodiazepinderivaten abhangigen Menschen auf 1,0-1,1 Millionen bei einer
angenommenen Gesamtzahl der Medikamentenabhangigen in Deutschland von
1,3-1,4 Millionen (Quelle: www.dhs.de, Stand Februar 2007). Explizite Zahlen
fur Zolpidem und Zopiclon liegen nicht vor.

Der Giftnotruf Berlin berichtet fur das Jahr 2005 Uber 484 Intoxikationsfalle mit
Benzodiazepinen bundesweit, im Vergleich dazu wurden 110 Intoxikationsfalle
mit Zolpidem und 158 mit Zopiclon erfasst, das macht nahezu nur die Halfte der
Intoxikationen mit Benzodiazepinen aus. Das Giftinformationszentrum Nord in
Gottingen hat fur das Jahr 2005 18 schwere, 72 mittlere und 613 als leicht
gewertete Intoxikationen mit Benzodiazepinen dokumentiert. Insgesamt belief
sich die Gesamtmissbrauchshaufigkeit auf 930 dokumentierte Falle. Im gleichen
Zeitraum fielen 143 Vergiftungen mit Zopiclon und Zolpidem auf. Hierbei
handelte es sich um 79 Intoxikationen mit Zopiclon und 64 mit Zolpidem. Eine

detaillierte Angabe Uber die Schwere der Intoxikationen ist nicht dokumentiert.

Ein mdgliches Missbrauchsverhalten mit den Benzodiazepinagonisten Zolpidem
und Zopiclon wird bislang in der Literatur kontrovers diskutiert. Laut ,Zweiter
Essener Erklarung® von 1994 zur Therapie der Opiatabhangigkeit gelten

Zolpidem und Zopiclon nach dem damaligen Stand des Wissens als nicht
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suchterzeugend (Gastpar und Résinger 1996). Hoffmann (2005) hingegen
schatzt die Abhangigkeitsgefahr von Zolpidem und Zopiclon nicht geringer als
bei Benzodiazepinen ein. Reith et al. (2003) haben in ihrer Publikation
dokumentiert, dass von den 200 Vergiftungsfallen mit Todesfolge in
Neuseeland im Jahre 2001 in 39 Fallen Hypnosedativa, darunter Zopiclon in
zwolf Fallen, als Ursache fur die Vergiftungen nachgewiesen wurden. Damit
stand Zopiclon an sechster Stelle der verantwortlichen Substanzen fir Tod
nach Vergiftung. Auf der Basis eines Zopiclon-Anteils von 42% aller 1998
verschriebenen Schlafmittel in Norwegen stellten Bramness et al. (1999)
aufgrund von Kontrolluntersuchungen bei norwegischen Autofahrern einen
deutlich erhdhten Anteil von Zopiclon-positiven Proben fest. Bei 60% von 101
Proben, die einem quantitativen Test auf Zopiclon unterzogen wurden, konnten
héhere Konzentrationen nachgewiesen werden als nach Einnahme von
therapeutischen Dosen. Die Autoren schlossen aus diesen Ergebnissen auf ein
hohes Missbrauchsverhalten in der norwegischen Bevdlkerung. Keup (1998)
hingegen konstatierte, dass Missbrauch und Abhangigkeit von Zolpidem und
Zopiclon zwar vorkommen, die Toxizitat und das Missbrauchspotential jedoch
geringer seien als bei den Benzodiazepin-Hypnotika. Zu erklaren sei dies mit
der moglicherweise unterschiedlichen Rezeptor-Bindungskapazitat der ,Z-
Substanzen®. Goder et al. (2001) bestatigten aufgrund epidemiologischer und
polysomnographischer Studien, in denen Schlafverhalten umfangreich
untersucht wurde, dass fur Zolpidem ein, im Vergleich zu Benzodiazepinen
jedoch niedrigeres Abhangigkeitsrisiko bestehe. Die Autoren begriinden dies
mit Erkenntnissen aufgrund neuerer molekularbiologischer
Untersuchungsergebnisse: Zolpidem hat im Vergleich zu Benzodiazepinen in
therapeutischer Dosis eine fast ausschlieRliche Affinitat flr die mit der
Schlafférderung assoziierte as-Untereinheit des GABAa-Rezeptors und in
héheren Dosen eine zusatzliche niedrigere Affinitat fir die mit Anxiolyse
assoziierten a-Untereinheiten 2, 3 und 5. Tierexperimentell fihrte die
chronische Zolpidem-Zufuhr im Gehirn von Ratten zur Verminderung der mRNA
der GABAa- ai-Rezeptoruntereinheit, nicht jedoch zu Effekten auf die mRNA-

Mengen anderer Rezeptoruntereinheiten, die bei Benzodiazepinen ebenfalls
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verandert sind. Ebenso haben tierexperimentelle Studien mit Ratten gezeigt,
dass auch Alter, Geschlecht und Alkoholkonsum einen Einfluss auf die
Expression der Rezeptoruntereinheiten in einzelnen Hirnregionen haben, was
neben Dauer und Dosis der Anwendung relevant fur das Abhangigkeitsrisiko
sein kdnnte (Goder et al. 2001).

Wyss (1996) stellte fest, dass akute Monointoxikationen mit Zolpidem bis zu
einer Dosis von 0,6 g relativ harmlos verliefen (als therapeutische Dosis werden
0,01-0,02 g empfohlen). In seiner Untersuchung kam es meist nur zu leichten
Bewusstseinsstorungen (Somnolenz). Damit war die akute Toxizitat von
Zolpidem bei Uberdosierung deutlich geringer als diejenige der kurzwirksamen
Benzodiazepine und machte im Allgemeinen keine spezielle
TherapiemalRnahme erforderlich. Hingegen flhrten bei
Kombinationsintoxikationen mit anderen am Zentralnervensystem wirksamen
Medikamenten (beispielsweise Benzodiazepine, Antihistaminika, Neuroleptika
und Antidepressiva) oder Alkohol bereits relativ niedrige Zolpidemdosen von
0,1-0,15 g zu einem komatdsen Zustand, der aber mit Flumazenil antagonisiert
werden konnte.

Das Risiko einer schweren Vergiftung mit Koma scheint nach akuter
Uberdosierung mit Zolpidem bedeutend kleiner zu sein als bei vergleichbaren
Dosen mit den Benzodiazepinen Triazolam und Midazolam. Zolpidem kann
daher bezuglich seiner akuten Toxizitat nicht den kurzwirksamen
Benzodiazepinen gleichgesetzt werden. Zu dem Ergebnis, dass eine akute
Mono-Intoxikation mit Zolpidem im Allgemeinen als eher harmlos einzustufen
ist, kommt ebenfalls eine Studie des ,Paris Poison Centers, in der 344 Falle mit
Zolpidem-Einnahmen zwischen 0,01 und 1,4 g analysiert wurden. Zu
schwerwiegenden Vergiftungen kam es lediglich nach Einnahme von Zolpidem
in Verbindung mit Alkohol und psychotropen Drogen (Garnier et al. 1994).

In einer anderen Untersuchung wurde dargestellt, dass Zolpidem bei
gleichzeitiger Einnahme die Halbwertszeit von Chlorpromazin (einem mittelstark
wirkenden Neuroleptikum) signifikant verlangert, auch wurde ein Todesfall nach
einer Uberdosierung mit Zolpidem in Kombination mit dem Phenothiazinderivat

Acepromazin beschrieben (Tracqui et al. 1993). Mannaert et al. (1996)
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dokumentierten einen Fall, bei dem ein 31jahriger Mann nach massiver
Einnahme von Zopiclon in der Badewanne ertrunken war. Bramness et al.
(2001) beschrieben den Fall einer 72 Jahre alten norwegischen Patientin mit
respiratorischer Insuffizienz aufgrund eines kleinzelligen Bronchial-Karzinoms,
die nach Einnahme von wahrscheinlich 0,2-0,35 g Zopiclon (= 25 bis 50
Tabletten Zopiclon a 7,5 mg) verstarb. In der nachfolgenden (post mortem)
Untersuchung des Blutes wurden aul3er Zopiclon in einer Konzentration von 1,9
pg/ml keine anderen Wirkstoffe nachgewiesen.

In einer weiteren Untersuchung von Mannaert et al. (1996) wurde dargestellt,
dass die kombinierte Einnahme von Zopiclon und dem Benzodiazepin
Diazepam (allerdings in einer therapeutischen Dosis) zu einer

schwerwiegenden Sedation geflihrt hatte.

Bei unseren eigenen Untersuchungen wurden 172 Serumproben von Patienten,
bei denen routinemaRig ein toxikologisches Screening durchgefuhrt worden
war, mittels der neu etablierten LC-MS-Methode auf das Vorhandensein von
Zolpidem und Zopiclon nachuntersucht. In insgesamt zwdlf Fallen konnte
Zopiclon durch die LC-MS-Methode nachgewiesen und entsprechend der
Ergebnisse der Vorversuche bestatigt werden. Dabei ergab sich das folgende
Bild: Zwei Proben lagen im potentiell komatds-letalen, sechs Proben im
toxischen und vier Proben im therapeutischen Konzentrations-Bereich. Zu
beachten ist, dass es hierbei insgesamt vier Verlaufskontrollen durchgefuhrt
wurden, was die Anzahl der Zopiclon-Einnahmen auf acht und die Anzahl der
Zopiclon-Intoxikationen auf sechs reduziert. Die Zopiclon-Einnahme war
anamnestisch in elf Fallen bekannt. Bei acht von zwolf Proben lag die
Einnahme zusatzlicher Wirkstoffe vor.

Fur Zolpidem zeigte sich bei den 172 Serumproben in sieben Fallen ein
positiver Nachweis, von denen vier anamnestisch bekannt waren und
insgesamt auch vier in der ersten toxikologischen Untersuchung mittels GC/MS
detektiert wurden. Bei den sieben fur Zolpidem positiven Proben lagen zwei im
potentiell komatds-letalen, drei im potentiell toxischen und zwei im

therapeutischen Konzentrations-Bereich. Bei sechs von sieben Proben war
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gleichzeitig eine Kombination mit anderen Wirkstoffen nachgewiesen worden.
Ob dies jedoch eine Auswirkung auf das Koma bzw. die Intoxikation hatte, kann
aufgrund der vorliegenden Daten nicht sicher beurteilt werden. Zu den hier
vorgestellten 19 positiv detektierten Zopiclon- und Zolpidem-Fallen gab es keine
Angaben zu Somnolenz, Koma oder der Notwendigkeit einer antagonisierenden
Flumazenil-Gabe. Nur einmal wurde Alkohol in Verbindung mit Zopiclon
konsumiert. Dabei wurde eine Blutalkoholkonzentration von 0,50%o festgestellt.
Zolpidem wurde ebenfalls nur in einem Fall gemeinsam mit Alkohol
eingenommen. Die Blutalkoholkonzentration betrug 1,90%.. Eine haufige
Kombination der Z-Drugs mit Alkohol und/oder psychotropen Drogen konnte in

unserer Untersuchung nicht nachgewiesen werden.

Missbrauchliche Anwendung bis zur Abhangigkeit von Sedativa und Hypnotika
treten aulRer bei Kindern in allen Lebensaltern auf, wobei die zweite
Lebenshalfte, zumindest in deutschsprachigen Landern, GUberwiegt (Kraus u.
Augustin 2001; Maffli 2001). Auffallig ist, dass der Missbrauch von Sedativa und
Hypnotika vor allem bei Frauen beschrieben wird, die etwa zwei Drittel der
Betroffenen ausmachen (Poser und Poser 1996; Kraus und Augustin 2001;
Maffli 2001). In den eigenen Untersuchungen konnten diese Zahlen in Bezug
auf Benzodiazepine nicht bestatigt werden. Hier fanden sich fur ein
Patientenkollektiv aus insgesamt 51% Frauen und 45% Mannern eine
Intoxikation mit Benzodiazepinen und deren Derivaten eine gleichmalRige
Geschlechterverteilung von w:m = 51%:49% (28 Frauen und 27 Manner). Bei
zwei Personen war das Geschlecht in den soziodemographischen Angaben
nicht erwahnt (s. Abb. 11 und 13).

Kretzschmar (2001) konstatierte, dass der Altersgipfel bei Intoxikationen mit
Arzneimitteln zwischen dem zweiten und dem dritten Lebensjahrzehnt liege. In
den hier durchgeflhrten Untersuchungen wird dies in etwa bestatigt. Bei den
Mannern kamen Intoxikationen mit Arzneimitteln am haufigsten in den
Altersgruppen zwischen 21 und 50 Jahren vor (s. Tabelle 19). Bei den Frauen
dominierten die Arzneimittelvergiftungen bei den 10 — 40jahrigen (s. Tabelle
18).
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Die genauere Aufschlisselung nach Einnahme von Benzodiazepin-
Einzelsubstanzen, bezogen auf das Geschlecht und Alter, zeigt bei den
Mannern ebenfalls eine Haufung in den jungeren bis mittleren Altersgruppen
(zwischen 21 und 60 Jahren) mit 20 von 27 Fallen (74,1%). Es wurden
hauptsachlich Diazepam und seine Metabolite nachgewiesen. Bei den Frauen
zeigt sich hinsichtlich der Benzodiazepin-Einnahme in Bezug auf das Alter eine
Haufung in den jungeren Altersgruppen (bei den 10 bis 40jahrigen) in 19 von 28
Fallen (67,9%). Auch hier wurden am haufigsten Diazepam und seine
Metabolite nachgewiesen (s. Abb. 13 und Tabelle 23). Dies unterstitzt daher
nicht die Ergebnisse von Kraus und Augustin, denn im Gegensatz hierzu fielen
in unseren Untersuchungen eher Personen in der ersten Lebenshalfte mit einer
missbrauchlichen Anwendung von Hypnotika auf.

In dem bereits 0.g. Case-Report des Paris Poison Center Uber akute Zolpidem-
Vergiftungen wurden 344 Falle analysiert. 70 Prozent der mit Zolpidem
Intoxikierten waren Frauen zwischen 30 und 40 Jahren (Garnier et al. 1994).

In unseren Untersuchungen gelang der Nachweis von Zolpidem bei vier
Frauen, die zwischen 21 und 87 Jahren alt waren. Das macht insgesamt 57%
der mit Zolpidem-Intoxikierten in unserer Untersuchung aus. Unter
Berucksichtigung der niedrigen Fallzahlen in der vorliegenden Studie belauft
sich das Frauen-Manner-Verhaltnis in Bezug auf die Zolpidem-Intoxikation auf
ca. 1:1.

Ein Nachweis von Zopiclon aus den insgesamt 172 untersuchten Notfallproben
konnte bei dem weiblichen Patientenkollektiv sieben Mal erbracht werden. Funf
Frauen im Alter zwischen 39 und 57 Jahren hatten Zopiclon eingenommen,
zweimal wurden Verlaufskontrollen durchgefihrt. Bei den mannlichen Patienten
zeigte sich in funf Fallen eine Einnahme von Zopiclon (hierbei wurden zweimal
Verlaufskontrollen durchgefiihrt). Die mannlichen Patienten waren zwischen 57
und 85 Jahre alt. Bei drei Mannern wurde Zolpidem nachgewiesen. Sie waren
zwischen 40 und 85 Jahre alt (s. Tab. 11 und 12). Insgesamt konnte also eine
haufigere Intoxikation bei Frauen als bei Mannern bestatigt werden, obwohl dies
anhand der kleinen Fallzahlen in unserer Untersuchung nicht sehr

aussagekraftig ist.
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Trotz der geringen Zahl deutet die Verteilung darauf hin, dass Zolpidem und
Zopiclon generell keinen Eingang etwa in die Drogenszene gefunden haben
und im hiesigen Einzugsgebiet keine erhebliche Bedeutung flur
Arzneimittelabhangigkeit besteht.

Die Rolle der Z-Drugs spielt im Vergleich zu anderen zentral wirksamen
Substanzen fur Intoxikationen gegenwartig offenbar nur eine untergeordnete
Rolle. Die Abbildung 16 zeigt die Fallzahlen der durch andere Substanzgruppen
hervorgerufenen Intoxikationen, die Tabelle 16 im Ergebnisteil eine genaue
Auflistung der Wirkstoffe:
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Abbildung 16: Zolpidem- / Zopiclon-Intoxikationen in Relation zu

Intoxikationen mit anderen Arzneimitteln oder Alkohol

Bei den in unserer Untersuchung bestatigten Intoxikationen ist ein hoher Anteil
an Alkoholvergiftungen auffallig: Insgesamt 55 Personen waren mit Alkohol
(BAK 20,8%o0) intoxikiert (je 26 Frauen und Manner, bei drei Personen war das

Geschlecht nicht angegeben), womit dies den Hauptteil der insgesamt 95
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Intoxikationen ausmacht (siehe Tab. 15). Jedoch wurde Alkohol nur in zwei
Fallen mit Z-Drugs kombiniert, jeweils einmal mit Zopiclon und einmal mit

Zolpidem.

Im Vergleich der Benzodiazepine zu den Z-Drugs in unserer Untersuchung
zeigen sich folgende Ergebnisse: Hinsichtlich der Z-Drugs wurden in dem
vorliegenden Patientenkollektiv in 19 Fallen Zopiclon oder Zolpidem
nachgewiesen. Abzuglich vier Verlaufskontrollen, die durchgefihrt wurden,
hatten insgesamt 15 Patienten Zopiclon oder Zolpidem eingenommen. In
insgesamt elf Fallen konnte eine Intoxikation festgestellt werden, sechs
Patienten waren mit Zopiclon und funf Patienten mit Zolpidem intoxikiert
(s. Tab. 7). Hingegen konnte in insgesamt 57 Fallen eine Einnahme von
Benzodiazepinen nachgewiesen werden, bei zehn Patienten lagen die

Konzentrationen der Benzodiazepine im toxischen Bereich (s. Tab. 15).

Im Vergleich zu Zopiclon und Zolpidem wurden die Benzodiazepine dreimal
haufiger nachgewiesen (9% vs. 33%), die Anzahl der tatsachlichen
Intoxikationen lag jedoch bei den Z-Drugs hdher als bei den Benzodiazepinen
(11 vs. 10 Falle). Die Frage, warum Z-Drugs entgegen der Literatur in unseren
Untersuchungen weitaus weniger nachgewiesen wurden als die
Benzodiazepine, lasst folgende mdgliche Hypothesen zu:

Eine Mdglichkeit ware, dass Z-Drugs in Hamburg und seinem Umland weniger
verschrieben werden als Benzodiazepine. Weiterhin kdnnten die bei einer
Intoxikation auftretenden und vorherrschenden Symptome bei den Z-Drugs
weniger schwerwiegend sein als bei den Benzodiazepinen, so dass mit
Zolpidem und/oder Zopiclon Intoxikierte weniger haufig als Notfall in einem

Krankenhaus vorstellig werden.

In unseren Untersuchungen fallt auf, dass sowohl bei Intoxikationen mit
Benzodiazepinen als auch mit den Z-Drugs eine kombinierte Einnahme mit
anderen Wirkstoffen wesentlich haufiger nachgewiesen werden konnte als eine

Mono-Intoxikation mit den jeweiligen Einzelsubstanzen: Bei den Benzodiazepin-
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Einnahmen wurden insgesamt 82% (n = 46) in Kombination mit anderen
Substanzen nachgewiesen und nur 18% (n =11) als singularer Nachweis

(s. Tabelle 22 und 23). Bei Zolpidem verhielt es sich ahnlich: Von insgesamt
sieben Einnahmen wurden 86% (n = 6) mit anderen Substanzen kombiniert, in
den Ubrigen 14% (n = 1) allein eingenommen (s. Tabelle 12). Auch bei den acht
Zopiclon-Einnahmen wurden mehr kombinierte Einnahmen (58%, n =7) als die
Einzelsubstanz (42%, n = 5) nachgewiesen (s. Tabelle 11). Deshalb sollte bei
dem Verdacht auf eine oder dem Nachweis einer Mischintoxikation auch immer
an eine Mitwirkung der Z-Drugs oder von Benzodiazepinen gedacht werden,
besonders da Mischintoxikationen laut Kretschmar (2001) bezuglich ihrer
uberadditiven Wirkung aulRerst kritisch zu bewerten seien.

Zolpidem und Zopiclon spielen aufgrund unserer Ergebnisse eine durchaus zu
beachtende Rolle als Ursache von Intoxikationen, die denen der
Benzodiazepine gleichgesetzt werden muss. Obwohl die Anwendungshaufigkeit
der Z-Drugs in der Literatur hdher als die der Benzodiazepine angegeben wird,
konnte eine haufige Einnahme dieser Substanzen als Hinweis fur eine
potentielle Missbrauchsgefahr durch diese Studie nicht belegt werden. Trotz der
scheinbar geringeren Einnahme der Z-Drugs ist deren Intoxikationshaufigkeit
jedoch gleichzusetzen mit der der Benzodiazepine.

Die Frage, warum der Nachweis von Z-Drugs auch in unseren Untersuchungen
also nicht in der Haufigkeit gelingt wie die Anwendungshaufigkeiten es

vermuten lassen, ist nicht abschlieend durch diese Studie zu beantworten.
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5.3 Schlussfolgerungen

Die publizierten hohen Verordnungszahlen von Zolpidem und Zopiclon lassen
ebenso wie bei den Benzodiazepinen vergleichbare hohe Missbrauchs- bzw.
Intoxikationszahlen erwarten. Die derzeitigen Screening-Methoden ermdglichen
allerdings nicht in jedem Fall den Nachweis der sogenannten Z-Drugs.

In unseren Untersuchungen mit ausfuhrlichen Testmethoden mittels LC-MS, die
auch den Nachweis von Z-Drugs erbringen, konnte dies nicht bestatigt werden.
In dem von uns untersuchten Kollektiv von 172 Notfall-Patientenproben konnten
nur in 15 Fallen Zopiclon oder Zolpidem, aul3erdem bei vier zusatzlichen
Verlaufskontrollen, nachgewiesen werden, welches einer deutlichen
Unterreprasentierung einer Intoxikation bei hohen Verordnungszahlen
entsprechen wirde.

Allerdings waren die Konzentrationen in elf der 15 Falle einer Intoxikation
entsprechend. Damit spielen Intoxikationen mit den Z-Drugs eine durchaus zu
beachtende Rolle. Z-Drugs werden seltener nachgewiesen, verursachen jedoch
dann fast immer eine Intoxikation.

Im Vergleich dazu waren in diesem Probenkollektiv zehn Patienten mit
Benzodiazepinen intoxikiert, aber in insgesamt 57 Fallen konnte eine Einnahme
von Benzodiazepinen nachgewiesen werden. Obwohl Benzodiazepine laut
Literatur seltener als die Z-Drugs verschrieben werden, scheinen sie immer
noch vermehrt eingenommen zu werden, was der haufige Nachweis in den
Proben bestatigt.

Die Frage, ob die beiden Benzodiazepin-Agonisten Zopiclon und Zolpidem in
Hamburg und Umgebung wenig verordnet werden oder ob aufgrund geringerer
Toxizitat im Notfall-Patientengut diese Substanzen weniger haufig vorkommen,

lasst sich aufgrund des vorliegenden Datenmaterials nicht beantworten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass bei dem Verdacht einer Intoxikation als Ursache
fur eine unklare Bewusstseinslage auf eine umfangreichere Analytik, Gber ein
reines Screening mittels Immunoassay hinaus, nicht verzichtet werden sollte.

Weitere Untersuchungen und Trendbeobachtungen zur Haufigkeit einer
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Einnahme der Z-Drugs mussen zeigen, ob zukiinftig die Etablierung eines

eigenstandigen immunologischen Assays zum routinemafigen Screening fur
Zopiclon und Zolpidem in der Notfallanalytik sinnvoll ist, um schon im Vorfeld
entscheiden zu kénnen, ob im vorliegenden Fall eine gezielte Analyse mittels

LC-MS vonnoéten ist.
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6 Zusammenfassung

Die Hypno-Sedativa Zolpidem und Zopiclon haben in den letzten Jahren die
Benzodiazepine als Spitzenreiter in der Behandlung von Schlafstérungen in
Deutschland abgeldst. In der Praxis der klinischen Toxikologie der
Rechtsmedizin in Hamburg gibt es bisher nur wenige Hinweise auf Missbrauch
und Intoxikationen mit den sog. Z-Drugs. Allerdings liegen keine lickenlosen
Daten aufgrund analytischer Untersuchungen vor. Notfallproben werden bei
Verdacht auf eine Intoxikation zunachst mit immunologischen Testverfahren auf
die haufigsten illegalen Drogen und Medikamentengruppen untersucht.
Zopiclon und Zolpidem werden damit allerdings nicht erfasst. Daher wurde eine
LC-MS-Methode zum Nachweis von Zolpidem und Zopiclon etabliert und
validiert. In 172 Notfall-Serumproben, die mittels LC-MS nachuntersucht
wurden, konnten in acht Fallen Zopiclon, in sieben Fallen Zolpidem sowie in 57
Fallen Benzodiazepine nachgewiesen werden. Auffallig ist, dass trotz der
geringeren Nachweiszahlen der Z-Drugs die Anzahl der Intoxikationen (elf
Intoxikationen bei 15 Nachweisen) bei Zopiclon und Zolpidem héher ist als bei
den Benzodiazepinen (zehn Intoxikationen bei 57 Nachweisen). Z-Drugs
spielen somit eine durchaus zu beachtende Rolle als Ursache von
Intoxikationen: Die Wahrscheinlichkeit einer Vergiftung ist sehr hoch, wenn
diese Substanzen erst einmal nachgewiesen worden sind.

Ihre Bedeutung ist aber zu diskutieren, da sie in unseren Untersuchungen
seltener als erwartet detektiert wurden.

Trendbeobachtungen bzgl. der Haufigkeit werden helfen zu entscheiden, ob die
Etablierung eines eigenstandigen immunologischen Assays als routinemaliige
Untersuchung fur diese Substanzgruppe sinnvoll ware. Damit kdnnte schon im
Vorfeld untersucht werden, ob eine weiterfuhrende Analytik mittels LC-MS

vonnoOten ware, um eine wahrscheinliche Intoxikation nicht zu Gbersehen.
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bzgl.

bzw.

ca.
d.h.
DDD
DHS
DIN
ECD
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et al.
FDA
GABAA
GC NPD

GC
GC-MS
ggf.
GlIZ
GmbH
GTFCh

Alkohol

Abbildung

Aktiengesellschaft

Allgemeines Krankenhaus

Atmospheric Pressure Chemical lonization
Benzodiazepine

Blutalkoholkonzentration
Bestimmungsgrenze

Bundesrepublik Deutschland
Beispielsweise

bezlglich

beziehungsweise

Celsius

circa

das heil3t

Defined daily doses

Deutsche Hauptstelle flr Suchtfragen
Deutsche Industrienorm

Electron Capture Detection
Elektroenzephalogramm
Elektrospray-lonisation

et alii

Food and Drug Association
Gamma-Aminobuttersdaure (Gammma-Amino-Butter-Acid)
Gaschromatographie mit Stickstoff-Phosphor-selektivem
Detektor

Gaschromatographie
Gaschromatographische Massenspektrometrie
gegebenenfalls

Giftinformationszentrum

Gesellschaft mit beschrankter Haftung

Gesellschaft fiir Toxikologische und Forensische Chemie
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HPLC High Performance Liquid Chromatography

i.d.R. in der Regel

I.S. interner Standard

k.A. keine Angabe

I Liter

LC-MS FlUssigkeitschromatographie-Massenspektrometrie (,Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry®)

LOD Limit of detection

LOQ Limit of quantification

m mannlich

M Sonstige Medikamente

mg Milligramm

min Minuten

Mio. Millionen

ml Milliliter

MS Massenspektrometrie

n Anzahl (numerus)

n.b. nicht bekannt

n.d. nicht differenziert

NG Nachweisgrenze

ng Nanogramm

nnb nicht ndher bekannt

0.g. oben genannte

P Psychopharmaka

pp pages

pH potentia Hydrogenii

QC Qualitatskontrolle (quality control)

rpm rounds per minute

RSD relative Standardabweichung

S. Seite

S. siehe

sog. sogenannte

Tab. Tabelle

TCA Tricyclische Antidepressiva

u.a. unter anderem
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UKE Universitats-Klinikum-Eppendorf

USA Vereinigte Staaten von Amerika (United States of America)
uv Ultraviolett

v.a. vor allem

VK Verlaufskontrolle

w weiblich

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil

Z-Drugs Zolpidem und Zopiclon

Mg Mikrogramm
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Anhang

11 Anhang

11.1 Weitere Tabelle

Tabelle 26: Ausfiihrliche Darstellung der nachgewiesenen fiir die
Intoxikationen verantwortlichen Substanzen in Verbindung mit Substanzen

in nicht toxischer (d.h. therapeutischer) Konzentration

Intoxikation mit Nachweis von Anzahl
(toxische (in nicht toxischer Anzahl | gesamt
Konzentration) Konzentration) (n) (n) Frauen |Manner |n.b.
Alkohol (= 0,8%o
BAK) allein 19 46 8 10 1
+ Benzodiazepine 6 2 2 2
+ Psychopharmaka 5 5
+ Sonstige
Medikamente 7 2 5
+ Benzodiazepine
+ Neuroleptika 2 1 1
+ Benzodiazepine
+ Sonstige
Medikamente 3 3
+ Psychopharmaka
+ Sonstige
Medikamente 1 1
+ Benzodiazepine
+ Psychopharmaka
+ Sonstige
Medikamente 3 3
Alkohol (=0,8%o
BAK) +
Psychopharmaka | allein 5
+ Sonstige
Medikamente 3 1 2
+ Benzodiazepine 1 1
+ Benzodiazepine
+ Sonstige
Medikamente 1 1
Benzodiazepine allein 1 2 1
+ Psychopharmaka
+ Sonstige
Medikamente
+ Alkohol 1 1
Benzodiazepine +
Psychopharmaka | allein 2 2|1 1
Benzodiazepine +
Sonstige allein
Medikamente 1 2 1
+ Psychopharmaka 1 1
Benzodiazepine
+ Alkohol
(= 0,8%0 BAK) allein 3 4|2 1




Anhang

+ Psychopharmaka
+ Sonstige
Medikamente

Psychopharmaka

allein

12

+ Benzodiazepine

+ Benzodiazepine
+ Alkohol

+ Sonstige
Medikamente
+ Alkohol

Sonstige
Medikamente
(incl. Zolpidem
und Zopiclon)

allein

22

+ Psychopharmaka

+ Benzodiazepine

+ Benzodiazepine
+ Psychopharmaka

+ Psychopharmaka
+ Alkohol

+ Benzodiazepine
+ Alkohol

+ Benzodiazepine
+ Psychopharmaka
+ Alkohol

Summe
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Anhang

11.2 Valistat-Protokolle

11.2.1 Validierungsprotokoll zur Bestimmung von Zopiclon mittels LC-

MS:

Validierungsprotokoll

Seite: 1von 6 Institution: Institut fur Rechismedizin Universitatsklinkum Hamburg-Eppendarf
Giiltig ab: 07.08.06 Methode: LC/MS

Titel Bestimmung von Zopiclon mittels LC/MS

ID-Code MET/ARZ/32

Angaben zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode
(ggf. Nr. der SOP)

Bestimmung von Zopiclon im Blut mittels LC/MS nach flussig/flussig-Extraktion

Anwendungsgebiet Fragestellungen im Bereich der klinischen und forensischen Toxikologie
Arbeitsbereich 0,01-0,25 pg/ml
Analyt Zopiclon

Weitere bestimmbare Analyte

Zolpidem

Verantwortlichkeiten

Leiter der Validierung

Drrer. nat. H. Andresen

Beteiligte Mitarbeiter

Levke Sonntag, Alexander Maller

Bearbeitungszeitraum

12.10.0

.04.06

Methode giiltig erkldrt am

07.08.2006

Methode ungiiltig erkldrt am

Zusammenfassung und Bewertung

Zehnerpotenz tubersteigt

Die Methode erwies sich als linear, prazise und richtig. Aufgrund von Valistat-Programm-bedingten
Prablemen ist die Varianzhomogenitat rein rechnerisch nicht gegeben, da der Arbeitsbereich eine

Inhaltsverzeichnis

1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell
A Target

A1 Profung auf Varianzhomogenitat (F-Test)

C. Hohe Konzentration (QC3)

C 1. Wiederholprazision
G2 Laborprézision
C3.

A2 Prufung auf Linearitdt (Mandel-Test) 2.3, Richtigkeit
B Qualifier 3. Grenzwerte
1 Prufung auf Varianzhomogenitat (F-Test) 3.1, Bestimmung der Nachweisgrenze (schwaches lon)

mom

2 Prufung auf Linearitat (Mandel-Test)

2. Genauigkeit
A Niedrige Konzentration (QC1)
A1, Wiederhclprazision
A2, Laborprazisicn
A3 Richtigkeit

B Mittlere Kanzentration (QC2)
1. Wiederhalprazision

2. Laborprazision

3. Richtigkeit

m mm

3.2. Bestimmung der Bestimmungsgrenze (intensives lon)

B

. Wiederfindungsrate (bei Losungsmittelkalibrationen)

4.1, Bestimmung der Wiederfindungsfunktion

4.2, Linearitatsprufung der Wiederfindungsfunktion
4.3, Varianzhomogenitatsprafung der Wiederfindungsfunktion

o

. Wiederfindung

51, Bestimmung der Wi

derfindung fir niederige Konzentration

5.1. Bestimmung der Wiederfindung fur hohe Konzentration

Formular: 1.0

Valistat - Protokoll

III

Druckdatum: 20.04.2009 - 21:26
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Validierungsprotokoll

Seite:

2vond

Institution:

Institut fur Rechismedizin Universitatsklinkum Hamburg-Eppendorf

Giiltig ab:

07.08.08

Methode:

LC/MS

1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell

A. Target

Konzentration

(TR RN L R NE XN

10
Mittelwert
SD

Varianz
Werte

‘ Messsignal: 389

Messgrésse: arearatio

Einheit: pg/ml

Leerwert

Grubbs-Test auf Straggler (Signifikanz: 35%)

Extremwert
Priifwert
Tabellenwert
Straggler?
Grubbs-Test auf Au

Tabellenwert
Ausreiler?

B. Qualifier

Konzentration

WO~ D G W =

10

Mittelwert
SD
Varianz
Werte

Grubbs-Test auf Str;
Extremwert

0457 1,015
0,059 0,271
0,004 0,073
5 B
0,000 0540 3,18
1403 1573
1822 1872 822
nein nein
sreifter (Signifikanz:
[ 1944 [ 1749 1044 ] 944 | 1749 944 [ I
\ | nein nein | nein \ nein nein | \

F-Test auf Varianzhomegenitét (Signifikanz: &

Kalibrator 1 und 6

Priifwert Priifwert Voraussetzungen nicht erfullt |
Tabellenwert Hinweis ich einschranken
Homogen? st Regression |
‘ Messsignal: 389 Messgrosse: arearatio Einheit: pg/mi
Leerwert 2 3 4 5 6 7 8 9
0.00 0.01 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

aggler (Signifikanz: 95%)

Priifwert

Tabellenwert

Straggler?

Grubbs-Test auf Ausreifer (Signifikanz: 9

Tabellenwert |

Ausreifier? | [ | \ [ \
F-Test auf Varianzhomogenitit (Signifikanz: 99%) Mandel-Test auf Linearitat (Signifikanz: 99%)
Kalibrator 1 und 6
Priifwert Priifwert
Tabellenwert Hinweis
Homogen?
Formular: 1.0 Valistat - Protokoll Druckdatum: 20.04.2009 - 21:26
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Validierungsprotokoll

Seite: 3von b

Institution:

Institut fur Rechtsmedizin Universitatsklinkum Hamburg-Eppendorf

Giiltig ab: 07.08.06

Methode:

LC/MS

2. Genauigkeit

A. Niedrige Konzentration (QC-1):

0,025 pg/ml

Tag 1 Tag 3 Tag 4 Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1 0,026 0,012 0,025 [ 27 )
2 0,022 0,023 0,028 0.030
3
4
5
6
7
8
9
10
1
Mittelwert 0,018 0,027 0,030
Bias, % -30,00 6,00 18,00
sb 0,008 0,002 ( ] 0,001
RSD, % 4445 8,00 524 744 240
n Wiederholprazision Richtigkeit
MW (ges.) sD [ 0003 ] sD Abw.
sD RSD, % RSD, % Bias, %
RSD, %
B. Mittlere Konzentration (QC-2): 0,00 pg/ml
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag § Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
1
2
3
4
5
[
7
8
9
10
1
Mittelwert
Bias, %
sSD
RSD, %
Kenndaten Wiederholprazision Laborprazision Richtigkeit
MW (ges.) sD 8D Abw.
sD RSD, % RSD, % Bias, %
RSD, %
C. Hohe Konzentration (QC-3): 0,20 pg/ml
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 9 Tag 10
1 0,230 0,220 0,180 )
2 0,180 0,200
3
4
5
[
7
8
9
10
1
Mittelwert 0,205 0,210 0,185 5
Bias, % 2,50 - 2,50
sD 0,021 0,014 0,007 21 0,007
RSD, % 1035 673 382 1035 1597 383
Kenndaten Wiederholprazision Laborprazision Richtigkeit
MW (ges.) 0,208 [ Abw,
sD 0,024 Bias, %
RSD, % 11,74

Formular: 1.0

Valistat - Protokoll

Druckdatum: 20.04.2009 - 21:26




Anhang

Validierungsprotokoll

dyon

Saite:

Inafitution:

Imstiut S Fechtsmedon Unversitatskinium Sambura-Egperdod

o
w0l

Giiltig ab:

WMathaods

LCM5

3. Grenzwerte [DIN 32643)

Falibrater

Target
288,000000

Chaalifier

amarain

sl e L R ==

=]

Wertezaars
Messungen
Sagnitianz
wier

Ausrsissar-F-Test
Falarator Kr
Frifwert

Kritizcher Wert 35%
we?
Eritmcher Wart 39%
Amsreiler?

[

Lineariils-Mands: Tast
Frifwert
Fritcher-Wem
Lizear?

Grennwara
&lgha-Fealer
Ergebmisunsicherhsit
Wachweizgrenze
Erfaszumgsgrenze
E=stimmun EIranae

=

Target
359,000000

Qualfier

Qualifier

.00 3,00
2,50 5 zp ]
200 2,00
= 50 /’/ = = 4
= P =
LERY oo
0,00 * — — — — - 0,00 T T T T T
U N R N R L et 2.0 000 00E  ©iD 0f5 020 02 030
A x
Lineare Funkfionen und Vertrauensbereiche
flxj=a*x+b flxj=atx+b
HES 0238 + a=
b= 0z = b=
varirauansbersich arirauanabarsch
P b [T 3 ™ =
3 s - 0,140 - Bam=

Formular- 1.0

Valsat - Prowoso

VI

DCruckdatum: 20.04 2009 - 21:28
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Validierungsprotokoll

Saite: Svond Inatitution:  Imstnul Sr Recatsmedzn Umverstatskiniodm sambura-Eepardod
Giiltig ab: 07 050 Mathods LTS
4. Losemittelkalibration
Signifikanz: a0
Halibraio (I'E P § oa
Kzna. I=farmation -
ugl arearalc wE
0.E1

Myt I Mabm

3
: 0,00 220 0.4 JE0 0,83 1.00
é Mimzsenrs In Lesamits
4
10
1
12
v
h
‘Wederndungsfunktion ¥ =3, " ¥, + b,
5 = T [—
AusreiBar-F-Teat [ %) Linearilitz-Mandal-Teat | %) varianzenhomogenitais-F-Tesl (%)
#alibratar v ] Friffwert Fizst-50 Lisemite [
Prifaert Kritncher-Ken Rest-20 Matrix 1020
Eritizche-Wer Lizear auswerizar? Tl Prifwer
Ausreer? [ zuwerng Were Fritischer-Bier:
dormogen?
1.0
0.8
5 0.8
i
£ 0.
i 0.5
g o
: S
k a2
= 0.2
0.0
0,00 2,10 020 030 0,40 050 0,70 3,80 =} o
M In Lasemitte

Formular 1.0

Valstat - Prowso

VII

Cruck

il

m: 20,04 2000 - 2128
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Validierungsprotokoll

Seite: Byvon § Inafitution:  Imsizut Sir Rechismedon Unverstatskinium Sambura-Epperdod

Gilltig ab: 07 D80 Mathads LCS

3. Wiederfindung

Konzsrdration: . Kerzantraton: 03 gim
(nigerig) {rzh)

Liigemital Malrix Liezsm el Malbrix

iz HiE T BT

=

o
i
1

|
A

S
=

L U

I~
=

Witizlwer: (IZF, TINE Witz hwert BE T BITE
=1 T T 50 T T
Wararz 1 ¥ 1D ‘farianz T LD
Arzahl der Wese [ E finzatl der Werte ) E
Wizdedindung. % B406 Wizdzrindurg, % HE

0% 32,18 a0 6.a3

Formular 1.0 Walisiat - Protoin Druckdatum; 20.04 2009 - 21:28
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11.2.2 Validierungsprotokoll zur Bestimmung von Zolpidem mittels LC-
MS:

Validierungsprotokoll

Seite: 1von 6 Institution: Institut fur Rechtsmedizin Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Giiltig ab: 01.06.06 Methode: LC/IMS

Titel Bestimmung von Zolpidem mittels LC/MS

ID-Code MET/ARZ/32

Angaben zur Methode

Kurzbezeichnung der Methode
(ggf. Nr. der SOP)

Bestimmung von Zolpidem im Blut mittels LC/MS nach flussig/flussig-Extraktion

Anwendungsgebiet Fragestellungen im Bereich der klinischen und forensischen Toxikologie
Arbeitsbereich 0.1-05pgml
Analyt Zalpidem

Zopiclon
Weitere bestimmbare Analyte

Verantwortlichkeiten

Leiter der Validierung

Dr. rer. nat. Hilke Andresen

Beteiligte Mitarbeiter

Levke Sonntag, Alexander Muller

Bearbeitungszeitraum

12.10.05-06.04.08

Methode giiltig erklart am 010606

Methode ungiiltig erklédrt am

Zusammenfassung und Bewertung

Die Methode erwies sich als linear, prazise und richtig

Inhaltsverzeichnis

1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodell
A Target
A1 Prufung auf Varianzhomogenitét (F-Test)
A2 Prufung auf Lineartat (Mandel-Test)

B Qualifier
B.1  Prufung auf Vananzhomogenitat (F-Test)
B2 Prufung auf Linearitat (Mandel-Test)

2. Genauigkeit
A Niedrige Konzentration (QC1)
A1, Wiederhalprazision
A2 Laborprazision
A3, Richtigkeit

B Mittlere Konzentration (QC2)
1. Wiederholprazision

2. Laborprazision

3 Richtigkeit

m m

3.

P

o

C Hohe Konzentration (QC3)
C.1  Wiederholprazision
C2 Laborprézision
C.3.  Richtigkeit

Grenzwerte
3.1. Bestimmung der Nachweisgrenze (schwaches lon)
32 Bestimmung der Bestimmungsgrenze (intensives lon)

. Wiederfindungsrate (bei Lésungsmittelkalibrationen)

4.1 Bestimmung der Wiederfindungsfunktion
4.2. Lineantatsprufung der Wiederfindungsfunktion
4.3. Varnianzhomogenitatsprufung der Wiederfindungsfunktion

. Wiederfindung

51

51

Formular: 1.0

Valistat - Protokoll
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Validierungsprotokoll

Seita: 2yon 8 Instituticn: nstiut flr Rachismadizia Universititsklinkum Hamburg-Eepengorf

Gultig ab: 01.06.06 Methads: LCME

1. Arbeitsbereich und Kalibrationsmodel

A Target | Mzassignal: 35 MessQréass: areatati Einhait Lgimi
Legrwart g 7 a 4
Kaonzaniration
1 [
2 b6
3 H
4 3
5 6
& 6
]
]
10
Wilzahwert ]
30 0817
varianz 0.840
Werta B [
Grubbs-Test 2uf Sdragoier (Sigrifiearz: 55%)
Exfremwert 000 L5978
Priifwert 1184
Tabellerwert [H] 182
Biragger? niein
Grubba-Test auf Ausrsiller (Sigrifisarz: 59%)
Tabellemweri [ Fn I (] [ = g i iE I I I
Ausrsigsr? | | e [ nsin | rein | nein | e | | | |
F-Test auf Varianzhomogendtat | Sigificarz: 35%) Manos-Test aut Linearildt (5 onfian: 95%)
Faaralor 1 und 6
Fritfwsrl Priifwert
Tabstemwart Tabellamwert
Homagsn? » Lingar? =
B. Qualifier | Meassignall 308 Massrisss. arearatio Einheit Lgiml
Leerwar S 3 4 2 & T é 9
Kaonzaniration
1
2
3
5
&
8
]
10
Mittarwert
3D
varianz
Werta
Grubbe-Teat auf Siragoeer (Signifinarz: 35%)
Exframwsrt
Priifwert
Tabellamwert
Biragger?
Grubbe-Teat auf Auarsiter (Significarz: 35%)
Tabellgrmwert [ I I I I I I I I I
susrsiter? [ | | | | | | | | |
F-Teat auf Varianzhomogenitat (Sigrifanz; 93%) Mandel-Taat auf Linaaritdt [Signifcanz: 9%%)]
Faoralor 1 und 6
Pritfwart — Prifwsrt -
Tabstenwart = Hirwais -
Homagan? - -
Fommular: 1.0 Valstat - Protoko Druckdaturn: 20.04.2008 - 21:24
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Validierungsprotokoll

Saita: 3von

Institution:

nstiut fir Reckismedizm Universithtsklinkum Hamburg-Ecpendorf

Gltig ao: 01080

Methods: LTS

2. Genavigkeit
A. Niedrige Konzentration (QC-1):

020 pgm

Tagl Tagd Tagd Tag 5 Tag Tag 7 Tag® Tag 1
1 0213 0,275 [ 0250 0,230 (S
2 0223 0,250 0215 [ 022 [
3
5
&
B
]
10
1
Mittateert
Eias, %
2D
RsD, %
MV [ges)
ab
RS0, %
B. Mittlers Konzentration (QC-2): 0,00 pgm
Tag 1 TagZ Tag3 Tagd Tag § Tagb Tag 7 Tag Tag % Tag il
1
2
3
5
]
]
]
10
1
Mitiarwert
Bias, %
2D
RsD, %
Fenndaten ‘Wisdarhalprazision Laborprazision Richbigksit
M [ge=) SD 0 Bz,
i RED.% F3D. % Bias. %
RS0 %
C. Hohe Konzentration ((C-3): 0,50 pgm
Tagl Tag 3 Tagd Tag 5 Tag & Tag 7 Tag 2 Tag 10
1 0,500 A8 AR [ 0450 [
2 0450 0,500 0,500 0422 048 0200
3
5
&
]
]
10
1
Wilzahwert £482 4% T 0457 i
Bias, % - 0 800
&0 000 000
RsD, % 217 S
Lakargrazision Fichbgkait
MW {ge=) o[ o] Bpw. [ 00T ]
50 R30.% Bias,% [ 33 |
RS0 %
Forrnular: 1.0 Valstat - Protoko Druckdaturmn: 20.04.2000 - 21:24
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Validierungsprotokoll

Seita: 4 yon & Inatitution:  Instout fur Rechismedizia Universitatskliekum Hamburg-Eependorf
Gultig ab: 01.06.06 Methads: LS
3. Grenzwerte (DN 32845)
#alibrator Targe: Qualifier Cualidier
308,0000C0
=l maaraic Ausraisser-F-Tesl
1 0 Falibrator K. 3 3
2 [ Friffaert 3520
3 1] Ertischer Wer: 45% ]
i ] Straggler? i
5 [i] Foritischer Wer 95% FENNT]
] [] Ausreiber? nzin
B Linearitits-Mangel-Teat
3 Friffaert 000 000
10 Eritiseher-iert 3110 0,120
Lirizar? 5 L
Wierepaane [ g
Kezsungen 5 5 Grenzwerta
Signifisarz 2,00 3500 % Alpha-Fehler
k-dier 300 300 Ergebnizunsicherheit
Nachesisgrenze
Edzzmrgsgrenzs
Bestimmungsgrenze 1063 (NaRemng)
Eestimmungsgrenze 0062 (emmaf]
Targst cualifisr
0,00 20,00
18,00 18,00 -
16,00 4 15,00 4
14,00 14,00 4 -0
12,00 4 12,00 r
a— ~ p— &
= 10,00 x 10,00
&,00 4 300 4 o
5,00 1 500 4 .
4,00 - 400 4 ra
2,00 7 0] 49—
0,00 T r T T T 3.00 T T T T
oo 0.0 0.20 020 3,41 0,20 3,60 0.00 1,90 020 020 040 050 0LED
¥ X
Lineare Funktionen und Yertravensbereiche
flii=a uth fleg=a*uth
as a= 35674 + 2 M0
o= = 1,175 b= 0073 + 0,708
VerTauanabaraich Wertrauanabarsizh
FI b= =T A= 0 b= 078
T 3 Bae= -0 Bage = REE bpp=  DEE
Femnular: 1.0 Valstat - Protoko Cruckdaturn: 20.04. 2000 - 21:24
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Validierungsprotokoll

Seita: Svon @ Inatitution:  Instiut fir Rechismedizin Universithtsklinkum Hamburg-Eependorf

Gultig ab: 01.06.06 Methods: LCiME

4. Lisemittelkalibration

Signifianz: 000
Kaliteasor LK x, Matrin x_ 1.00
Konz. nformation _" -
pgml arearato ¥ =
1 250
z P oo
= # -
4 : a0
o 0.00
: 0,30 020 0,40 0,50 220 oo
: Messwert 0 Lisemite
I
z
swese mit Waltxcalibrabion
arie mit mtslzsibesfion
\inderiindungsfuntion X, =3, * ¥, + b,
Ausraigsr-F-Tast | %) Linearitzta-Manoe-Teal | %) varianzanhomoaznitats-F-Tast (%)
albrator Nr i -20 Lisemitte 0000
Prifwert Fest-50 Natric 0000
Entischer-Wert Fehler Frifwert
Bugreilar? | zuwenig Wiete Frrischerflzn
demogen?
1.0
os
» 04
= 07
£ 0.8
_}_ 05
i 04
= 0.2
o 0.2
0,1
0,0
3,00 0,10 0,20 0.30 0.40 0,50 0.0 0,7a 3.50 0,90 1.00
®,, Messwer In Lasemizl
Fommular: 1.0 Valstat - Protoko Druckdaturn: 20.04.2008 - 21:24
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Validierungsprotokoll

Seita: Bvon Inatitution:  Instiut fir Reckismedizin Universithiskliekumn Hamburg-Ecpendord
Gultig ab: 01.06.0 Methods: LTS

3. Wiederfindung

Konzentration: 0,20 il Konzentration: 1,00 pgiml
[migdrig) |rach)
Lisemittal Lasemitiel Madrix
] 1 EEH
B 1
H= 3
G 4
5
7
3
L]
10
Mimshaert g 2T Mimshaert
0 HIT] T 0
Waranz T ] Waranz
frzzhl der Werts Z Z frzzhl der Werts ) Z
Wizderfindung % 002 Wizderfindung % 7
20, % am 20, % 3,62
Fommular: 1.0 Valstat - Protoko Druckdaturn: 20.04.2008 - 21:24
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Anhang

11.3 Chromatogramme

11.3.1 Exemplarisches Chromatogramm einer Zopiclon-Messung
mittels LC-MS

IT.0,00-8,00 SM: 5B

Relative Abundance

RT:1,22
AA 33081412

RT:5,05
AA 15519745

—
-~ @@ o 9O O o
o O ;o O ;m O

= = R M W W = ot @ m
o m o ;o o ;oo ;oo ;Moo Mmoo oo
o b b b b b b b b e L by e b b L b b D b

RT:0,53
AN B2G9T4

Time {min)

XV

ML 8,26E5

miz=
341,700-342,700
F:+cESIFullms |
200,00-750,00]
MS 1CIS Prohe 161
L 7,71ES

miz=
307,700-308,700
F:+ ¢ ESIFullms |
MS 1CIS Prohe 161
L. 4,25E6

Imiz=
388,700-3868,700
F:+ ¢ ESIFullms |

MS 1CIS Prohe 161



Anhang

11.3.2 Exemplarisches Chromatogramm einer Zolpidem-Messung

mittels LC-MS

RT: 0,00-14,00 SM: 58

ML 7,07EG
TIC F: +c ESIFull

—
L T . e A NN = = S S (Y o [ e |
h O h O O O Ch o h o »;m O

Relative Abundance

= = kR L LD e
o o o ;o o Oh O

o

RT: 4,35
Al 5368937

RT: 11,50
AR 20744425

ms2 389,00@30,00
105,00-400,00] MS
Ekendg2_33

ML 7,01E6

miz=
234,763-235763F. +
c ESIFullms2
308,00¢@50,00 [
50,00-400,00] MS
ICIS EKendg2_33
NL: 1,56E6

miz=
187,500-188,500F: +
¢ ESIFull ms2
342,00@50,00 [
90,00-400,00] MS

o
o
[

Time {min)
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Anhang

11.4 Poster

11.4.1 Poster anlasslich der 16. Fruhjahrstagung (Nord) der Deutschen
Gesellschaft fur Rechtsmedizin, Hamburg, 11. — 12.05.2007

Die Bedeutung der neueren Hypno-Sedativa Zopiclon und Zolpidem im klinisch-
toxikologischen Untersuchungsgut unter besonderer Berlicksichtigung der klassischen

Benzodiazepine
L. Sonntag, A. Muller, A. Schmoldt, H. Andresen

Einleitung
Die Hypno-Sedativa Zolpidem und Zopiclon wurden 2005 aliein in der BRD mn uber 2
Millionen definierten T: haufiger i als die i
und haben diese als Spitzenreiter in der von 5 in Dy
abgeldst (Abb. f und 2).
1n der Praxis der Klini: Toxil ie der izin in g gibl es hxsher nur
wenige Hinweise auf eine gleichzeitige Zunahme von Mi und/oder i
mit den sog “Z-Drugs”. Alierdings lagen bisher keine Rickenlosen Daten auf der Basis
vor, da bei Verdacht auf eine Intoxikation
Zunachsl mll immunolegischen Tes(verfahren auf die hdufigsten illegalen Drogen UNG sy 1und2: Seispiek fur Zotxem- und
als iing* -~ Methode untersucht und Zopiclon und i
damit nicht erfasst werden. Fir den Nachweis dieser und weiterer Substanzen sind
aufweﬂdlge:e Ana]ysemethoden (z.B. HPLC, GC/VS) erforderlich, die im Nofdienst bei
nicht bei allen Proben b, 35 LS, Themo,
werden. Finnigan 1.CQ Duo
st
Methoden
Mit einer im Institut far izin, Hamburg, i und validi LC-MS- (i
Methode (s. Abbifdung 3} wurden 172 Notfali-: Sefumproben dle im Zeitraum Juni 2005 b;s Médrz 2006 emgesandl worden waren, auf das Vorhandensein von
Zulpldern und Zopiclon Die i und Patienten waren undloder einer
ik (unklare auﬂalhg In der Studie wurden Anamnese und klinische Symplomatik der Patientinnen und
Patienten, F der einwei; i und Arzte sowie im Rahmen der ik erfolgte
Ergebnisse Tab. 1: Charakteristika dor Notfaliproben mit Tab. 2: Charaktertstika der Notialiproben mit
In insgesamt 57 der 172 untersuchlen Proben konnlen positivem Zopiclon-Nachwefs positivern Zolpidem-Nachwels
Benzodiazepine nachgewiesen werden (33%). Eine i Fopicion, To I~ Topwen o v
mit Benzodiazepinen fag dabei in 10 Fallen vor, Zopicion wurde A | N Arzaty
in lediglich 12 Proben (7%) detektiert, Hier handelte es sich in 6 Rxer |5r2s [e7 Axer %085 |2787
Fallen um Intoxikationen und in 4 Féllen um Frages 2 L3
Ein Nachweis von Zolpidem fand sich in 7 der il 172 2 f r
Proben  {(4%), von denen in 5 Proben eine loXische  [aonair chaton Aot + #aton
von Zolpidem i werden konnte (s. Abb.4). Surid + Mche [Szd 2
In Tabelle 1 und 2 wurde das Pallemenkoﬂekuv bzgl. der Sueid 2 toxkaton L__ 2 il
Fragestellung und  der l"“'“"“"m : ;
charakterisiert. acrirssaton i oo
Trwursa/Urzsd Traoma/Untal 1 J
L!LM"‘ Nactrevels in Kombiration mit:
R o |1 Aacapel
Abb, 4 : Rachweis von Zopicion, Zolpidem und Bonzodiazapinen in 172 [
Notfailserumproben Anobol B 1 + At
DBerzodiarepinen + Sontige Meddamente |0 0 Meddamente
— 5o v
Prrchophamaiar I E
Sonstige Mediamente 0 o Sonstige Modkaments
Diskussion

Mit dem Ziel, Kosten zu reduzieren, wird immer hdufiger in den Kliniken nur ein
i i mit dem viele der h&ufig vertretenen Substanzen
(Neuroleptika, Tramadol, .Z-Drugs"} nicht erfasst werden kdnnen,
Bei der Nachuntersuchung mit der LC-MS-Methode konnten zusdtziich zur
Erstuntersuchung 3 Proben positiv fiir Zofpidem gefunden und damit eine hohere Spezifitat
erreicht werden. Diese Proben waren in der Erstuntersuchung lediglich mit
i i worden (s. Abb.S5). Im Vergleich zu Zopicion und
wurden die i ine dreimal haufiger nachgewiesen (11% vs. 33%), die
Anzahi der tatsdchlichen intoxikationen lag jedoch bei den Z-Drugs” hoher als bei den
Benzodiazepinen (11 vs. 10 Félle).

Schlussfolgerung
Zolpidern upd  Zopiclon  scheinen  durch - ihre  hohe
Anwendungsh#ufigkeit als Ursache far Intoxikalionen eine Abb.5: Anzahl der positiven Zopiclor-, Zolpids
mindestens ebenso groRe Rolle wie die Benzodlazepme zu spueten Al i
Deshalb sind ,.2-Drugs* als Grund fir
beachten. Eine h&ufige Einnahme dieser Substanzen als Hlnwels
fiir eine potentielle Missbrauchsgefahr konnle durch diese Studie
nicht belegt werden. Diese Ergebnisse zeigen jedoch, dass bei dem
Verdacht einer Inloxkation als Ursache fir eine unklare
i auf eine grei Analytik nicht vemch(el
werden solite. Weiterflihrende Tt zur t
werden heffen zu entscheiden, ob die Etablierung eines
eigenstiindigen immunologischen Essays zum routineméaBigen
ing fr diese ppe sinnvolt ware.
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11.5 Eidesstattliche Versicherung

EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG:

Ich versichere ausdriicklich, dass ich die Arbeit selbstandig und ohne fremde Hilfe
verfasst, andere als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt und
die aus den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen einzeln nach
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