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1 Einleitung

Amphetamin und die davon abgeleiteten Derivate Metamphetamin,
MDA, MDMA und MDEA werden unter dem Begrifft der
Phenylethylamine subsummiert!'l. In der Medizin wird das Amphetamin
aktuell nur noch zur Therapie der Narkolepsie und des
Aufmerksamkeitsdefizitsyndroms (ADHS) eingesetzt, allerdings im Fall
von ADHS nur dann, wenn das Methylphenidat (ebenfalls ein
Amphetamin-Derivat) oder etwa Atomoxetin zuvor eine unzureichende
Wirkung aufwiesenl?l. Die psychotropen Wirkungen und das groBe
Missbrauchspotential der Amphetamine sind bestens bekannt. Hierbel
werden die beiden klassischen Psychostimulanzien Amphetamin und
Methamphetamin  (,Crystal Meth*) von den halluzinogenen
Dimethoxyamphetaminen (,Ecstasy“-Designerdrogen) MDA, MDMA und
MDEA aufgrund ihrer Wirkauspragung unterschiedenl®l. Im sogenannten
Drogen-Screening wird Ublicherweise zunachst immunologisch die
Anwesenheit der Grundstruktur der Amphetamine nachgewiesen, bevor
mittels chromatographischen und / oder massenspektrometrischen
Verfahren die spezifische Substanz analytisch bestatigt und quantifiziert
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Abb. 1: Struktur der Amphetamine und abgeleiteter Derivate MDEA
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2 Patienten/Methoden

Es wurde die MassTox-Series A Diagnostik inklusive der dazugehdrigen
analytischen Saule und dem Laufmittelsystem der Chromsystems
GmbH, Grafelfing verwendet (siehe Arbeitsvorschrift). Bei der
modifizierten Aufarbeitung wurden 20 ul Interner Standard-Mix zu je 20
ul Probe gegeben (Tab. 1), 1:20 mit einem Gemisch der Ver-
dinnungspuffer 1 und 2 (1:1 v/v) der MassTox Serie A verdunnt und
direkt in das Chromatographie-System injiziert.

Tabelle 1: Fur die Diagnostik verwendete Massentubergange, AB Sciex APl 5500 Triple
Quad™, ESI-Positivmodus

w MRM 1 MRM 2 IS (Ds-Derivat)
FNGTREE N 136 — 119 136 — 90.9 141.1 — 93
Methamphetamin  FIVERXel 150 — 119 155 — 92

[TV D 180.1 — 163 180.1 — 105 185.2 — 168.1
[T U ©08 — 163 208 — 105 213.2 > 77.1
I 194 — 105 194 — 133 199.2 — 165.1

Tabelle 2: Systemeinstellungen fur die HPLC, Agilent 1260 Infinity

72181111 Mobile Phase A Mobile Phase B MM ml/min
% %
(90) (1 O) Injektionsvolumen R
90 10 . .
90 10 Methodenlange 5 min

3 Ergebnisse

Die Bestimmungen der Wiederholgenauigkeiten in Serie (VK < 5%) und
an verschiedenen Tagen (VK < 10%) ergaben akzeptable Werte. Die
Methode wurde im Fall von Amphetamin und Metamphetamin flr jeweils
15 Urinproben mit einer etablierten GC-MS Methode verglichen. Es
wurde eine Korrelation von r2 = 0,97 (Amphetamin) und r? = 0,94
(Metamphetamin) erzielt. Die hohe Leistungsfahigkeit konnte inzwischen
bel Messungen von Ringversuchsproben bestatigt werden.
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Abb. 2: Chromatogramm eines Amphetamin-
Kalibrators

Tabelle 3: LLOD und LLOQ
Ermittlung anhand von Kalibrationsreihen mit
aufgestockten Matrixproben

(no/l) (ng/l)
Amphetamin 1.5 3.0
Methamphetami 0.7 1.5
2.1 3.8
0.9 1.8 ”%ﬁgﬁﬁgggmgggﬁﬁggxgggxg
1 1 213 Abb. 3: Amphetamin (aufgestockte Matrix-

probe), ¢ = 50 ug/l, 136.0/119.0 Da

Tabelle 4: Matrixeffekte

Funf Reinsubstanzlésungen (Kontrollproben) wurden mit zwei Konzentrationsleveln der Analyten
aufgearbeitet (n = 5). Analog wurden 20 aufgestockte Matrixproben mit zwei Analyt-
Konzentrationen bestimmt. Die Angabe des Matrixeffektes erfolgte als Verhaltnis der Peakflachen
der aufgestockten Matrixproben zu denen der Kontrollproben

Matrixeffekt in % (Konzentration in ug/l)
MRM 1 MRM 2

Amphetamin 99.4 +12.1 (50) 99.7 +12.1 (150)

Methamphetamin 101 £12.7 (50) 101 £ 9.9 (150)
100 £ 12.5 (50) 100 £ 11.5 (150)
101 £15.4 (50) 101 £ 8.1 (150)
106 £ 17.5 (50) 106 = 11.6(150)

Tabelle 5: Linearitat und Varianzhomogenitat im relevanten Bereich

Linearitdt (Mandel-F-Test) und Varianzhomogenitiat (Cochran-Test) wurden fur jeden Analyten
anhand von Kalibrationsreihen (20, 30, 60, 120, 200, 400, 700 und 1000 ug/l) geprift. Die Proben
jedes Konzentrationslevels wurden mehrfach aufgearbeitet (n = 6)

Linearitat und Varianzhomogenitat
MRM 1 MRM 2
‘Amphetamin 20 — 1000 pg/ 20 — 1000 pg/
Methamphetamin 30 — 1000 ug/ 20 — 1000 ug/
MDA 20 — 1000 pg/ 20 — 1000 pg/
MDEA 30 — 1000 pg/ 20 — 1000 pg/
MDMA 20 — 1000 pg/ 20 — 1000 pug/

4 Schlussfolgerung

Die vorgestellte, schnelle und robuste LC-MS/MS-Methode erweitert die
MassTox Series A-Diagnostik der Chromsystems GmbH um die
Bestimmung von Amphetaminen im Urin und kann aufgrund der Ver-
gleichbarkeit der erzielten Ergebnisse mit der Referenzmethode als
Bestatigungsanalyse zum Nachweis der genannten psychotropen
Substanzen eingesetzt werden. Eine weitere Erganzung der Methodik um
die Wirkstoftklasse der Benzodiazepine ist geplant.
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