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Abstract

In today’s livestock farming and milk production, therapeutic, metaphylactic and prophylactic use
of B-lactams (penicillins, cephalosporins) and aminoglycosides is inevitable. However, improper
use of these antibiotics may lead to residues in milk and edible tissues and can cause human
health hazards as well as technological problems in dairy industry. In general, antibiotics are
unwanted components in food, and it has to be ensured that the consumer is not exposed to
antibiotic residues at potentially harmful concentrations, i.e., above maximum residue limits
(MRLs) according to Council Regulation (EEC) 2377/90. Therefore, efficient analytical methods
are required to identify and to reliably quantify residues of these antibiotics.

In this study, sensitive and selective liquid chromatographic-tandem mass spectrometric (LC-
MS/MS) methods were developed for fifteen -lactams (penicillins, cephalosporins) in bovine
milk, muscle and kidney, for four aminoglycosides in bovine kidney and for the cephalosporin
ceftiofur in bovine milk. Electrospray ionisation (ESI) proved to be suitable for the generation of
positively ([M+H]") and negatively charged ([M-H]) gas phase ions for all compounds studied.
The negative electrospray ionisation mode (ESI (-)) allowed a more sensitive analysis of the
monobasic penicillins and the cephalosporin cefoperazone than the positive mode. All other
compounds were measured with higher sensitivity using the positive electrospray ionisation mode
(ESI (+)).

It was demonstrated that the ESI-mode leading to higher sensitivity was predictable by the
Henderson-Hasselbalch equation considering the substance specific pKs and the pH of the
eluent used for the chromatography. Collision induced dissociation (CID) with argon was used for
fragmentation of the pseudomolecular ions to achieve the required selectivity for substance
specific identification.

By using the LC-MS/MS technique, it was possible to reduce the complexity of the required clean-
up procedures to a minimum of what is necessary with less selective methods.

The fifteen R-lactams were extracted from the food samples with acetonitrile/water and cleaned-
up by a single reversed-phase solid phase extraction (SPE) step. Ceftiofur-related residues,
bound to milk proteins, were liberated using dithioerythritol, then derivatized with iodacetamide
and cleaned-up by a single reversed-phase SPE step. With the aminoglycosides it was sufficient
to apply a simple ultrafiltration step for clean-up prior to the LC-MS/MS analysis.

A polar deactivated phenylether HPLC column was applicable for the chromatographic separation
of all R-lactams in the reversed-phase mode as well as for the chromatographic separation of the
highly polar aminoglycosides in the hydrophilic interaction liquid chromatographic mode (HILIC).

Adverse effects on the ESI caused by co-eluting endogenous matrix components were
investigated. Considerable signal suppression or enhancement effects could be observed for
most of the compounds studied. The results demonstrated that these matrix effects depend highly
on the type of matrix.

The methods for the 3-lactam antibiotics were validated closely to the EU requirements laid down
in Commission Decision 2002/657/EC. Incurred R-lactam and aminoglycoside residues in 24
samples from official food control, tested positive with a class-specific receptor test (Charm II-
test), were identified and quantitatively analyzed using the developed LC-MS/MS methods.
Benzylpenicillin and dihydrostreptomycine were the most prevalent residues. Furthermore, a cow
suffering from postpartum metritis was treated with Excenel® RTU, containing ceftiofur
hydrochloride as active component for 3 days. All milk samples obtained during medication were
analyzed quantitatively.

CID-fragmentation studies were carried out on ceftiofur and desfuroylceftiofur using a triple
quadrupole and an ion-trap mass spectrometer to allow the postulation of fragmentation
pathways for these compounds.



Dank

Die vorliegende Arbeit entstand in der Zeit von Oktober 2000 bis Dezember 2003 im
Bereich Pharmakologisch Wirksame Stoffe (PWS) am Chemischen und Veterinar-

untersuchungsamt (CVUA) Karlsruhe.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. M. Petz fur die wissenschaftliche

Betreuung der Arbeit und die stete Ansprechbarkeit bei allen Fragen und Problemen.

Dem Teamleiter des Fachbereiches PWS, Herrn Dr. E. Zittlau, mdchte ich ebenfalls
fur die wissenschaftliche Betreuung vor Ort und die Hilfe bei allen organisatorischen

sowie veterinarmedizinischen Fragen danken.

Ein besonderes Dankeschon geht an alle Mitarbeiter des Fachbereiches PWS, die
durch ihre Hilfsbereitschaft und das stets gute Arbeitsklima fur das Gelingen der
Arbeit wesentlich beigetragen haben.

Insbesondere danke ich: Frau E. Stickel, Frau S. Eichhorn, Frau T. Ulrich und Frau
R. Oberuber fur die Unterstiutzung im Labor und Einweisung in die Geratebedienung

sowie Herrn Dr. P. Steliopoulos fur die zahlreichen fachlichen Diskussionen.

Fur die Finanzierung dieser Arbeit Uber das Forschungsprojekt ,Entwicklung von
Multimethoden fur Aminoglycosid-, Makrolid-, und f3-Lactamantibiotika-Ruckstanden
in Lebensmitteln unter Einsatz der LC-MS* (AZ.: 5403.01/8402.43) mochte ich mich
beim Land Baden-Wiurttemberg bedanken.

SchlieBlich mochte ich Herrn G. Cacciatore und Frau C. Hiepler fur die groRe
Hilfsbereitschaft bei kleineren und groReren Problemen aller Art sowie dem
gesamten Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr. M. Petz fur die gute Zusammenarbeit

danken.



Inhaltsverzeichnis

1 THEORETISCHER TEIL ....... oo rree s s s e s s s s e mms s e s s s e s e mma s e e s 1
I I =1 =Y 10T 3T 1
1.2 Untersuchte Antibiotika ...........cccooiiiimmiiicccrr s 3
1.2.1 3-Lactame (Penicilline und CephaloSporing)..........coiiiiiiiiiiiiiiee e 3
1.2.1.1 Struktur und WirkungsSmecChaniSmUS ... 4
1.2.1.2 Klassifizierung der Penicilline und Cephalosporine (Indikation) ...........ccccccoiiieenen. 7
1.2.2 AMINOGIYCOSIAR ... 13
1.2.2.1 Struktur, Klassifizierung und Wirkungsmechanismus...................eevvieveeiiiiiieeiinnennnnn. 13
1.2.2.2 Aminoglycoside (INdIKation)..............uuuurimiiiiiiiii e 14

1.3 Festgesetzte Hochstmengen fiir pharmakologisch wirksame Stoffe (PWS) in
der Europaischen UNion ... s s s s 16
1.4 Theoretische Aspekte der LC-MS-TechnikK.........ccoiiiemmcceiiiiiiiireeeeccseee e 18
1.4.1 lonisationsverfahren unter Atmospharendruck ...........cccooovieiiiiiii e, 18
1.4.2 Wahl der lonisationstechnik (ESI vs. APCI)......ooiiiiie e 20
1.4.3 Mechanistische Aspekte der Elektrosprayionisation (ESI).........cccccceevviiiiiiiiiieeeeeieiiee, 21
1.4.3.1 Erzeugung von geladenen TrOpfCheN............uuuiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeeeeeeees 21
1.4.3.2 Verkleinerung der geladenen Tropfchen ... 23
1.4.3.3 Bildung von freien Gasphasenionen............ccuuiiiiiiee et 24
1.4.3.4 Linearitat, SignalSUPPIESSION .........uuuuuuiuuiiieiiiiiiieiiiieiinneeneenneeeeeeenaeeneeeeeeeneeeneenneennennes 26
1.4.3.5 Protonen-Transferreaktionen..............cooiiiiiiii e 29

1.5 Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS).........cccoommmrmmmncciinnnerrenreessssse e 30
1.6 Anforderungen der EU an die Analytik von pharmakologisch wirksamen
Substanzen mittels LC-MS/MS .........ooo it 31
1.7 LC-MS-Analytik der B-Lactame und Aminoglycoside..........ccccmmmmuuciiiiiiiinnnnes 33
L A T = o7 2= o = R 33
1.7.2 AMINOGIYCOSIAR ... 36
IR A = £ =Y T ] T 37
2. ERGEBNISSE UND DISKUSSION .........ooiiiiiircrrceeccss e s s resmsssss s s e e e e 39
2.1 Apparativer Aufbau des verwendeten LC-MS/MS-Systems............ccceeeeeeeeee 39

2.2 LC-MS/MS-Multimethodenentwicklung fiir die quantitative Bestimmung von
15 B-Lactamen (Penicilline und Cephalosporine) in Milch, Muskel und Niere von

] 3T =T o 40
2.2.1 Optimierung der chromatographischen Trennung (HPLC) .........cccooiiiiiiiiiiiiiiiae 40
2.2.1.1 Entwicklung der Reversed-Phase Chromatographie..........ccccoocoiiieiiiiiiiiiiie, 42
2.2.2 Optimierung des ESI-Triple-Quadrupol-Gerates. .........oooouuiiiiireeeesieciiiee e 46
2.2.2.1 Einfluss der Oberflachenaktivitdt von Cephapirin und Desacetyl-Cephapirin auf ihre
Signalintensitat und ihre Kapillartemperaturoptima ..., 50
2.2.2.2 Wahl des Elektrospraymodus (/=) .....oocuueiieiiiiiee ittt 52
2.2.2.2.1 Doppelladung von Cefquinome ..o 56
2.2.2.2.2 Chemisches Rauschen in Abhangigkeit des gewahlten Elektrospraymodus.....57

2.2.2.2.3 Vergleich mit bereits publizierten LC-MS-Verfahren............cccccccceviiiiiiennennn. 58



2.2.3 Optimierung der Tandem-MS-Bedingungen (MS/MS).........ccccoveiiiiiiiieniee e 61
2.2.4 Uberpriifung der Messstabilitat des LC-MS/MS-SyStemS..........cccooveeeeeieeceeieeeeeeeeeeeenes 63
2.2.5 Einfluss des Ameisensauregehaltes auf die Effizienz der ESI...........ccccvvvvvvviiiiiiiiiininnn, 65
2.2.6 Optimierung der Extraktion/Aufreinigung fiir die Matrices Rindermuskel, Rinderniere und
1o o PO PPPPUPPPPPPPPP 68
2.2.6.1 Wahl der Extraktions- und Deproteinierungsbedingungen ...........ccccccevvvvvivieiveennnen. 68
2.2.6.2 Aufreinigung (Clean-up) der Acetonitril-Extrakte ...........cccocoiiiii e, 70
2.2.6.2.1 Wahl des Aufreinigungsverfanrens........ ..o 71
2.2.6.2.2 Test einer Anionenaustauscher SPE-Kartusche ............coccoeeeiiiiiiiiiiiiiieenenn, 72
2.2.6.2.3 Acetonitril- und Fettentfernung fiir die weitere Aufreinigung mittels Reversed-
PRASE SPE ...t e e e e e e e e e e e e e ee e e e e nrarnreeaaaeaaas 73
2.2.6.2.4 Vergleich unterschiedlicher Reversed-Phase Sorbentien fur die SPE .............. 74
2.2.7 Auswirkungen der Matrixkoextraktive auf die Elektrosprayionisation ..............c.cccccceee. 77
2.2.7.1 Kompensation der Matrixeffekte am Beispiel von Cefquinome und Cephalonium in
Rindernierenextrakt mittels des Standardadditionsverfahrens ............cccccconiiicninnnne 81
2.2.8 Umwandlung von Cephapirin zu Desacetyl-Cephapirin in Gewebehomogenaten........... 84
2.2.9 Typische Wiederfindungen und Untersuchung der Verluststellen ...............ccccccooeenne 87

2.2.10 Effizienz der wassrigen Aufarbeitung bei der Analyse von Amoxicillin in Rindermuskel 91
2.2.11 Loésen moglicher Wirkstoff-Matrix-Bindungen durch Einsatz einer Endopeptidase

18] o111 ET g o= T4 £ o =T ) SRR SOPRPRR 92
2.3 LC-MS/MS-Methodenentwicklung fiir die quantitative Bestimmung von
Ceftiofurriickstanden in Rohmilch mittels LC-MS/MS..............mmmmmmmnnnnnnnnnnnnes 96

2.3.1 Chromatographische Trennung (HPLC) ..o 98

2.3.2 Optimierung des ESI-Triple-Quadrupol-Systems und des Elektrospray-Modus (+/-) ...... 99

2.3.3 Optimierung der Tandem-MS-Bedingungen (MS/MS).........cooiiiiiiiiii e 100

2.3.3.1 Postulierung des Fragmentierungsmechanismus von Ceftiofur und Desfuroylceftiofur
ACEEAIMIA ..ottt e e e e e e e e e e raee 102

2.3.4 Optimierung der Extraktion/Aufreinigung ............eeiiiiii i 107

2.3.5 Auswirkungen der Matrixkoextraktive auf die Elektrosprayionisation ...............c.cccc...... 109

2.3.6 Vergleich von LC-MS/MS- und Screening-Ergebnissen fiir die Bestimmung von

Ceftiofurrickstanden in Milch von einer mit Ceftiofur behandelten Kuh .................c.coccoc. 110

2.3.6.1 LC-MS/MS-ErgEbNISSE .....cceeiieiieeieee ettt e e e e e e e e e e e neneeeeeeas 111
2.3.6.2 Charm 11-Test ErgebniSSe.........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiieeiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesneesnnnnes 112

24 LC-MS/MS-Methodenentwicklung fur die Bestimmung von Vvier
Aminoglycosiden in Rinderniere.........ccccccooimireciiiimeeecssirrress e e e s smsssnens 114
2.4.1 Optimierung der chromatographischen Trennung (HPLC) mittels Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography (HILIC)..........eeeiiiee e e e e e 115
2.4.1.1 Effekt des Acetonitrilgehaltes in der mobilen Phase auf die Retention................... 116

2.4.2 Optimierung des ESI-Triple-Quadrupol-Systems und des Elektrospray-Modus (+/-) ....119

2.4.3 Linearitat der MESSUNG ... ..uueiiiiia ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e anneeees 120

2.4.4 Optimierung der Extraktion/Aufreinigung fur die Matrix Rinderniere............ccccccooceeee 122

2.4.4 1 Wahl der Extraktions- und Deproteinierungsbedingungen .........ccccccccvvvvvvviiennnennn.n. 122
2.4.4.1.1 Extraktion und Deproteinierung mittels Ultrafiltration (UF).............cccccoocceee. 122

2.4.5 Auswirkungen der Matrixkoextraktive auf die Elektrosprayionisation ..............ccccccco...... 123

2.4.6 Wiederfindungen und Untersuchung der Verluststellen..............ccccccoiiiiiiiiiiieninnnnnnn. 125
2.5 Methodenvalidierung...........ccoccii s 127

2.5.1 WiIiederhOlDarkEit SDR ......ccieeiiieeeeeeeee e et e e e e e e e e e enaanan 127

2.5.2 Laborinterne Reproduzierbarkeit SDyiR ... .veveverrrmmrmmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiireenerneeeneeeneeenees 128

P T N O O R O 1 S 128

P R T 1 1o | = PSSR 130

2.5.5 Quantifizierung und massenspektrometrische Bestatigung............ooccvvieeeiiiiinniiiiieennn. 130

2.5.6 Stabilitdt des LC-MS/MS-Systems (Linearitat)...........cccceeiiiiiieiiiiiiei e 137

2.5.7 Stabilitat der R-Lactame in LOSUNG ........uuuuuuuiueiiiiiiiiiiii e 139

2.5.7.1 Dimerisierung von Ampicillin in wassriger LOSUNG..........ccccevvieiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeen, 141



2.6 Untersuchung von Charm II-Test positiven Proben mit den entwickelten LC-

MS/MS-Bestatigungsverfahren............oooiiiiiiiiiieeiieisssssss e 143
3. EXPERIMENTELLER TEIL.......o s rr e s s s s s s e s s s s e e s 146
3.1 Experimenteller Teil zu Kapitel 2.2.............cmmiecirrrrrre e 146
B Tt I B 7= 4 1= 1= o USSP 146

B Tt 2 I o 1= U o = o 147
3.1.3 Gerate /HIlFSMIEL ......oooieee e 148
3.1.4 Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) mit MS/MS-Detektion .............ccccceeee... 149
3.1.4.1 LC-MS/MS-SYSIEIM ...ttt e e e e e e e e e e e e neeas 149
3.1.4.2 MS/MS-Parameter. ........oooi oot e e 150
3.1.5 Probenaufarbeitung flr die Matrices Milch, Muskel und Niere von Rindern .................. 151
3.1.5.1 Extraktion und Deproteinierung mit Acetonitril.............cccovvviiiiiiiieeee 151
3.1.5.2 Acetonitril- und Fettentfernung, pH-Einstellung .............coovveviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 152
3.1.5.3 SPE-AUFT@INIGUNG ...ttt ettt e e e e et e e e e e e e e e enneeeeeas 152
3.1.6 Durchflihrung der Endopeptidasebehandlung fiir die Matrix Rinderniere. ...................... 153
3.1.7 Quantitative AUSWEITUNG ......coiiiiiiiiiiii e e e 153
3.1.7.1 Quantitative Auswertung Uber das Standardadditions-Verfahren........................... 154

3.2 Experimenteller Teil zu Kapitel 2.3..........co e e 155
3.2.1 ChemIKAlEN ...t a e e e 155

B I W o U g o =Y o PR PER P 155
3.2.3 Gerate /HIlFSMIEL ..o e e e e e e e e s e nnnneee s 157
3.2.4 Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) mit MS/MS-Detektion ............cccccvvveeeee 157
3.2.4.1 LC-MS/MS-SYSIEIME.....eeiiiieei ettt et e e e e e e 157
3.2.4.2 MS/MS PaArameter........coeiiii it e e st ee e e e s e et e e e e e e e e e e e e e e e e s e e annnnaeeees 158
3.2.5 ProbenaufarDeitUNg ... ... 159
3.2.5.1 Durchflihrung der EXtraktion..............oouviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 159
3.2.5.2 Derivatisierung und Deproteinierung ...........cooeeviiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 159
3.2.5.3 SPE AUFTEINIGUNG ..coeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee ettt e eeeeee e eeeeeeeeesaesseesssnsnnsnnnnnes 159
3.2.6 Quantitative AUSWEITUNG ......ccoiii e e e e e e e e s 160
3.3 Experimenteller Teil zu Kapitel 2.4.............oor e 160
3.3.1 ChemMIKAIEN ...t 160
R 0 W o 0 [ o =Y o RPN 161
3.3.3 Gerate /HIlFSMIEL ..o e e e e e e s 162
3.3.4 Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) mit MS/MS-Detektion ............ccccvvvneenee 162
3.3.4.1 LC-MS/MS-SYSIEIM ... ..ttt et e et e e et e e e e et e e e anneeeeeenneeas 162
3.3.4.2 MS/MS-Parameter . ........oooii i a e 163
3.3.5 ProbenaufarDeitUNg ... 163
3.3.5.1 Extraktion und Deproteinierung mittels Ultrafiltration (UF)..........cccovvvvviiviiiiiininnnnn. 164
3.3.6 Quantitative AUSWEITUNG ......cooiii e e et e e e e e e e enneeeeeeeas 164
4. ZUSAMMENFASSUNG ...t r e e e rsmmss s s e s s e s s s s e e s e e e nmmn s 166
5. ABKURZUNGSVERZEICHNIS ........cooieireieieeesae s sse e ssssssssssssssssnsssssssssssssssnns 170
6. LITERATURVERZEICHNIS .......... e s s s e s s e e s nmmss s s s e e e e e 173

LEBENSLAUF ...ttt s s s ann s 183



1 Theoretischer Teil

1.1 Einleitung

In der modernen Massentierhaltung ist die therapeutische, metaphylaktische oder
prophylaktische Anwendung von Antiinfektiva fur die Gesunderhaltung der
Nutztierbestande und fur das Erzielen einer guten Rentabilitat des

landwirtschaftlichen Betriebes unverzichtbar.

In der Europaischen Union wurden 1997 in der Tiermedizin insgesamt 3494 t
Antiinfektiva (Antibiotika u. Chemotherapeutika) therapeutisch eingesetzt [1]. Anteilig
entfielen dabei 2294 t auf die Tetracycline (65,7%), 424 t auf die Makrolide (12,1%),
322 t auf die Penicilline (9,2%), 154 t auf die Aminoglycoside (4,4%), 75 t auf die
Sulfonamide (2,2%), 43 t auf die Fluorchinolone (1,2%) und 182 t mit einem Anteil

von 5,2% auf andere Therapeutika (z.B. Cephalosporine).

Zum Schutz des Verbrauchers und zur Vermeidung von technologischen Problemen
bei der Herstellung von Lebensmitteln tierischer Herkunft ist die Anwendung von
pharmakologisch wirksamen Stoffen in der EU streng geregelt. Inre Anwendung ist
bei lebensmittelliefernden Tieren nur dann zulassig, wenn eine arzneimittelrechtliche
Zulassung vorliegt. Im Rahmen der Zulassungen sind unter anderem
Dosierungsempfehlungen, Wartezeiten und Héchstmengen (MRL, maximum residue
limit) gemaf der VO (EWG) 2377/90 festzulegen.

Trotz dieser konkreten Vorgaben kommt es, infolge falscher Dosierung, falscher
Verabreichung oder der Nichtbeachtung von Wartezeiten, zu Hdchst-
mengenuberschreitungen. Die gesamtwirtschaftlichen Verluste durch hemmstoff-
haltige Milch liegen alleine in Deutschland bei schatzungsweise uber 100 Mio. Euro
jahrlich [2].

Insbesondere hohe Rickstandsgehalte von Penicillinen in Lebensmitteln kdnnen flr
einen Teil der Verbraucher (7-10%), die bereits aufgrund friherer Medikation
penicillinsensibel sind, zu allergischen Reaktionen fuhren. In der Literatur sind
einzelne Falle von Personen beschrieben, die nach dem Konsum von Milch oder
einem fleischhaltigen Fertiggericht, welche nachweislich Penicillinrickstande
enthielten, massive allergische Reaktionen zeigten [3]. Ein ahnlicher Fall ist flr das

Aminoglycosidantibiotikum Streptomycin dokumentiert [4].



Um den Verbraucher vor Risiken zu schuitzen, werden auf europaischer und
nationaler Ebene in relativ grokem Umfang Ruickstandskontrollen bei Lebensmitteln
tierischen Ursprungs durchgefuhrt. Am  Schlachthof mussen nach der
Fleischhygiene-Verordnung (FLHV) 0,5% aller gewerblich geschlachteten Tiere und
2% aller Kalber auf Rlckstande untersucht werden. In konkreten Verdachtsfallen
werden zusatzlich Verdachtsproben entnommen und untersucht.

Auf Basis der Europaischen Gesetzgebung muss jedes EU-Land im Rahmen eines
jahrlich zu erfullenden Nationalen Ruckstandskontrollplanes (NRKP) eine bestimmte
Probenzahl von Tieren und tierischen Erzeugnissen auf Rulckstande bestimmter
Stoffe in Erzeuger- und Schlachtbetrieben untersuchen. Um eine lickenlose
Kontrolle vom Stall bis zum Verbraucher zu gewahrleisten, werden zusatzlich Proben
im Futtermittel und in der Lebensmitteliberwachung im Handel genommen und auf
pharmakologisch wirksame Ruckstande untersucht.

Damit der Verbraucherschutz durch die amtliche Lebensmitteliberwachung
sichergestellt werden kann, muissen die Laboratorien Uber routinefahige und
validierte Methoden zur Untersuchung auf pharmakologisch wirksame Ruckstande
verfugen. Am effizientesten sind Multimethoden, die eine mdglichst einfache
Probenaufarbeitung bendtigen und die Untersuchung auf mehrere Stoffe
ermoglichen.

In der modernen instrumentellen Analytik setzte sich in den vergangenen Jahren die
Kopplung der Hochleistungsflussigchromatographie an einen Massenspektrometer
(LC-MS), insbesondere fur die Analytik von hochpolaren pharmakologisch wirksamen
Stoffen, immer starker durch. In dieser Dissertation wurden analytische LC-MS/MS-
Multimethoden fur die in der VO (EWG) 2377/90 aufgefuhrten hoch- bis mittelpolaren
Antiinfektiva (Penicilline, Cephalosporine, Aminoglycoside) unter Einsatz der
Elektrosprayionisation (ESI) entwickelt. Von Interesse waren dabei unter anderem
die  Auswirkungen von  koeluierenden  Matrixkoextraktiven  sowie  von
unterschiedlichen Additivkonzentrationen im Eluenten auf die ESI der zu
analysierenden Substanzen. Ferner wurde in dieser Arbeit fur die Bestimmung von
Ceftiofurrickstanden in Milch eine LC-MS/MS-Methode entwickelt, bei welcher
aufgrund ihrer hohen Selektivitat im Gegensatz zu einer bereits publizierten HPLC-
UV-Methode auf einen Groldteil der Probenaufarbeitungsschritte verzichtet werden
konnte. Die Postulierung eines plausiblen Fragmentierungsmechanismus fur zwei

Cephalosporine war ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit.



1.2 Untersuchte Antibiotika
1.2.1 R-Lactame (Penicilline und Cephalosporine)

Die Ara des Penicillins begann 1928 mit der Beobachtung von Alexander Fleming,
dass eine Schimmelpilzkolonie von Penicillium notatum gegenlber Staphylokokken
antimikrobielle Wirkung zeigte. Die von diesem Pilz gebildete chemische Verbindung
wurde von Fleming Penicillin genannt [5]. 10 Jahre spater begann die systematische
Forschung durch die Oxford-Gruppe um Florey, Chain und Abraham [6] und die
Isolation von Penicillin G (Benzyl-Penicillin). Die allgemeine Markteinfihrung fand

1946 nach dem Ende des Zweiten Weltkrieges statt.

Eine vergleichbare Entdeckung wie Fleming machte 1945 Giuseppe Brotzu mit
einem aus einer Seewasserprobe isolierten Pilz (Cephalosporium acremonium). Aus
diesem Pilz hergestellte Extrakte zeigten antimikrobielle Wirkung gegen gram-
positive und gram-negative Bakterien. Die klinische Wirksamkeit der Extrakte
Uberprifte Brotzu an Patienten mit unterschiedlichsten Infektionen durch direkte
Injektion der Pilzextrakte. Spatere Arbeiten an der Oxford Universitat zeigten, dass
der Pilz drei Antibiotika produzierte: Cephalosporin N, Cephalosporin P und
Cephalosporin  C. Der Wunsch nach einem Antibiotikum mit erweitertem
Wirksamkeitsspektrum auf gram-negative Keime, gegenuber dem des Penicillins,
das sich nur auf die gram-positiven beschrankte, fuhrte zur Entwicklung der

Cephalosporin-Klasse [7].

Alle heute verwendeten Penicilline und Cephalosporine sind aufgrund der besseren
pharmakologischen und pharmakokinetischen Eigenschaften semisynthetische

Verbindungen. Lediglich das naturliche Penicillin G findet noch breite Anwendung.



1.2.1.1 Struktur und Wirkungsmechanismus

Penicilline und Cephalosporine besitzen strukturell sowie funktionell sehr grolle

Ahnlichkeit. Abb. 1 zeigt den Penicillin- und den Cephalosporingrundkorper.

Penicillin R
Grundkoérper :
0]
Fleming 1928 S
g HN__‘/ CHs;
/ — N CHs
(0]
COOH
Cephalosporin R1
Grundkorper o :
Brotzu 1945 S
HN |
/ N /
o R
COOH

Abb. 1: Penicillin- und Cephalosporingrundkérper

Alle Vertreter der R-Lactame besitzen als Gemeinsamkeit einen [3-Lactamring, der
bei den Penicillinen mit einem funfgliedrigen Thiazolidinring unter Bildung von 6-APS
(6-Aminopenicillansaure) und bei den Cephalosporinen mit einem sechsgliedrigen
Dihydrothiazinring unter Bildung von 7-ACS (7-Aminocephalosporansaure)
kondensiert ist.

Der bakterizide Effekt bei beiden Substanzklassen beruht auf einer Hemmung der
Biosynthese von Murein, welches als Grundstruktur der bakteriellen Zellwand eine
entscheidende Rolle spielt. Fur die Wirkung der R-Lactame ist es notwendig, dass
sich die Bakterien im Wachstum (Proliferation) befinden. Bakterien, die sich nicht im
Wachstum befinden, sind in diesem Zustand penicillin-unempfindlich [8]. Angriffsziele
(Targets) der R-Lactame sind die chromosomal kodierten Penicillin-bindenden
Proteine (PBPs) [9].



Bei den PBPs handelt es sich um verschiedene Enzyme (Transpeptidase,
Transglycolase, Carboxypeptidase), die in die Zytoplasmamembran der
Bakterienzelle integriert sind und als Enzyme terminale oder modifizierende Schritte
der Mureinsynthese katalysieren [10]. Die PBPs gehoéren zur Superfamilie der
Penicilloyl-serin-transferasen [11].

Alle  Bakterien  enthalten  verschiedene PBPs mit unterschiedlichen
Molekulargewichten und Funktionen. Im gram-positiven Staphylococcus aureus
kommen 4 PBPs und im gram-negativen Escherichia coli dagegen 7 PBPs vor [10].
Eine schematische Darstellung der von den PBPs katalysierten Reaktionen bei der

Mureinsynthese ist in Abb. 2 dargestellit.

MurNAc =——=> GlcNAc MurNAc GlcNAc MurNAc
|
I L—-Ala
|
D-Glu Trans-
Transglykolase peptidase

|
L—Lys—Gly —Gly — Gly - Gly - Gly ﬁ == D=Ala
|

Carngyv —_— D—lAIa DflAIa
peptiease D= Ala—>> L=Lys—Gly....
D—lGIu
LJAIa
GlcNAc MurNAc GlcNAC Mur‘NAc GlcNAC

Abb. 2: Transpeptidase: Quervernetzung der linearen Polysaccharidketten liber ein
terminales Glycin mit dem vorletzten D-Alanin benachbarter Zuckerketten.
Carboxypeptidase: Abspaltung eines D-Alanin. Transglycolase: 1-4 Verkniipfung von

N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsaure [10].

Die Quervernetzung der noch wasserloslichen linearen Polysaccharidketten stellt den
letzten Schritt der Mureinsynthese dar und wird durch die Einwirkung der
Transpeptidase katalysiert (s. Abb. 2). Es findet dabei eine Verknupfung zwischen
einem terminalen Glycin der Interpeptidkette und dem vorletzten D-Alaninrest der
Pentapeptideinheit statt. Die notwendige Energie liefert hierzu die Abspaltung des
terminalen D-Alanins [10]. Allgemein katalysiert die Transpeptidase den
Doppeltransfer eines R-L-aminoacyl(aa)-D-alanyl-Restes von R-L-aa-D-alanyl-D-

alanin, dem Carbonyldonor (D), zum aktiven Serinrest des Enzyms (E) unter Bildung



eines Serinesters (R-L-aa-D-alanyl) Acylenzyms (E-D) und von diesem zum
exogenen Akzeptor (HY). Der Carbonyldonor wird dabei transpeptidiert [11]. P1 (D-
Alanin) ist die Abgangsgruppe des Enzym-acylierungsschrittes; K ist die
Dissoziationskonstante, EeD ist der Michaelis-Komplex, P2 ist der transpeptidierte
Carbonyldonor und k.2 und k.3 sind die Geschwindigkeitskonstanten erster Ordnung.

Die Reaktion ist in Gleichung 1 dargestellt.

K ki, |
E+D E*D Ty~ E-D 7/~ E+P2 (I
Pl HY

R-Lactamantibiotika verhindern diese Transpeptidierung (Quervernetzung) und somit
die Mureinsynthese. Der Grund liegt in der strukturellen Ahnlichkeit zwischen den R-
Lactamen und der D-Alanyl-D-alanin Endgruppe (Carbonyldonor), wie sich aus Abb.

3 erkennen lasst.

H Penicillin

Labile Bindung

Alanyl-alanin-Endgruppe

Abb. 3: Strukturvergleich der Penicilline mit der Struktur der D-Alanyl-D-alanin-

Endgruppe des Mureinvorlaufers [12]

R-Lactamantibiotika stellen sogenannte Analoge des naturlich vorkommenden
Peptidoglycansubstrats dar, welche in die Transpeptidierungsreaktion eintreten,

jedoch aufgrund ihrer hochaktiven CO-N-Bindung im Betalactamring (labile Bindung)



kovalent an das aktive Zentrum (Serin-rest) der Transpeptidase, unter Bildung eines
langlebigen Acyl(penicilloyl)-Enzyms (E-D’), binden. Diese Bindung ist nicht absolut
inert, jedoch betragt die Regenerationszeit ca. 5.000 bis 10.000 Minuten (sehr kleiner
ki3 Wert), was letztlich einer irreversiblen Hemmung gleichkommt. Als Konsequenz
findet lediglich der erste Schritt des Transferzyklus unter Bildung eines
Acyl(penicilloyl)-Enzyms statt. P reprasentiert das 3-Lactam. Diese Reaktion wird

durch Gleichung 2 dargestellit.

K Ko ki3

*

E+D =—— E°*D > E-D —> E+P (2

1.2.1.2 Klassifizierung der Penicilline und Cephalosporine (Indikation)

Bei den heute fur die Veterinarmedizin zugelassenen Penicillinen handelt es sich, bis
auf das Benzylpenicillin (Pen G), dessen Gewinnung aus wirtschaftlichen Grinden
auch heute noch rein biologisch erfolgt, um semisynthetische Verbindungen. lhre
Synthese geht von der 6-Aminopenicillansaure (6-APS) aus, indem der Rest R
entsprechend chemisch modifiziert wird (s. Abb. 1).

Die semisynthetischen Penicilline werden in Abhangigkeit ihrer Penicillinaseresistenz

und ihres Wirkungsspektrums in penicillinasefeste Antistaphylokokkenpenicilline,

Aminopenicilline mit erweitertem Wirkungsspektrum und Breitspektrumpenicilline
weiter unterteilt [8, 13, 14].
Das Wirkungsspektrum des naturlichen Pen G ist von allen Penicillinen das

schmalste und erstreckt sich Uberwiegend auf gram-positive Bakterien und einige
wenige gram-negative Kokken. Durch die Einflhrung einer NH2-Gruppe in die dem
Benzolring benachbarte CH,-Gruppe des Pen G stand zu Beginn der sechziger
Jahre das erste Aminopenicillin (Ampicillin) zur Verfigung. Aminopenicilline sind
besonders gegen gram-negative Keime wirksam.

Das frihe Auftreten von R-Lactamase bildenden Staphylokokken fuhrte in der Mitte
der sechziger Jahre zur Entwicklung penicillinasefester Penicilline, den sogenannten
Isoxazolylpenicillinen. Die chemische Modifizierung des Restes R durch sperrige
Seitenketten ermdglichte es, nach dem Prinzip der sterischen Hinderung den [3-
Lactamring vor einer enzymatischen Spaltung zu schitzen.

Zur Klasse der Breitbandpenicilline gehoren die seit langerer Zeit entwickelten

Acylaminopenicilline und die Carboxypenicilline. Die Vertreter dieser Klasse zeichnen



sich durch ein weiteres Wirkungsspektrum gegen gram-negative Keime,
insbesondere gegen sogenannte Problemkeime wie Pseudomonas aeruginosa, aus
[10]. Momentan sind jedoch keine Penicilline dieser Klasse fur die Veterinarmedizin
zugelassen. In Tab. 1 ist eine Zusammenfassung aller in dieser Arbeit untersuchten
und in der EU fir die Veterinarmedizin zugelassenen Penicilline mit ihrer

Klassifizierung und den Indikationen dargestellt.

Tab. 1: Strukturen der in dieser Arbeit untersuchten Penicilline und ihre Indikation

Substanz Struktur Klasse* Indikation
(Verabreichung)
Penicillin G 7 1 Akute Infektionen
Hp H S 5
(Pen G) QC " - (parenterale Verab-
N . g
S o reichung), Mastitis
C= . w . .
o ° (intramammaére Injektion)
Penicillin V i 1 Akute Infektionen
Hp H S N
(Pen V) QO_C ¥ - (parenterale Verab-
N . . ! .
p o reichung). Nicht fiir die
o Behandlung von Rindern
HO
zugelassen.
Oxacillin 7\ |‘|’ 2 Mastitis (intramammaére
i S, CHy
(Oxa) < L > >\ N | Injektion)
CHj N CHs
o ¢
/o
HO'
Cloxacillin “ 2 Mastitis (intramammare
o
(Clox) / \ [ | s o Injektion)
o ¢
/o
HO'
Dicloxacillin “ 2 Mastitis (intramammare
o
(Diclox) / \ [ s o Injektion)
—C L H K
ci o s
an
HO




Fortsetzung Tab. 1

Nafcillin 2 Mastitis (intramammare
(Naf) O o Injektion)
ansn
\
(o}

S, CHs
CHj
OC;Hs
C§O
HO
Amoxicillin i 3 Akute Infektionen
Ho EJJ_NH S, CHs
(Amox) | (parenterale Verab-
. o " o reichung), Mastitis
/o (intramammaére Injektion)

Ampicillin Q 3 Akute Infektionen
P EJJ_NH S CHs
(Amp) | \%< (parenterale Verab-
N N

reichung), Mastitis

C—— . . . .
v (intramammare Injektion)

* 1 (natlrliche Penicilline), 2 (penicillinasefeste Penicilline), 3 (Aminopenicilline)

Im Gegensatz zu den Penicillinen sind alle heute in der Veterinarmedizin

eingesetzten Cephalosporine semisynthetische Verbindungen, die sich vom naturlich

vorkommenden Cephalosporin C

Cephalosporin C
)NHZWH\ ableiten. Durch eine entsprechende
HoOC H_‘y/s chemische Modifizierung der Reste
y ama s O\H/C**s R1 und R; des Cephalosporingrund-
(o]
CooH o korpers (s. Abb. 1) ist die Her-

stellung einer Vielzahl von Verbindungen mit unterschiedlichen Eigenschaften
moglich. Eine erhohte Affinitat zu den PBPs wird z.B. durch Modifizierung des Restes
R1 erzielt, wohingegen die Modifizierung des Restes R, Uberwiegend die
pharmakokinetischen Eigenschaften der Cephalosporine beeinflusst.

Klinisch werden die Cephalosporine auf Basis ihres relativen in vitro
Aktivitivatsspektrums, ihrer strukturellen Ahnlichkeiten und ihrer MarkteinfUhrung in
vier verschiedene Klassen eingeteilt: Cephalosporine der ersten (Narrow-Spectrum),
zweiten (Expanded-Spectrum), dritten (Broad-Spectrum) und vierten (Extended-
Spectrum) Generation.

Die Cephalosporine der ersten Generation, die in den 60-iger und 70-iger Jahren

eingefuhrt wurden, sind im allgemeinen gegen gram-positive Bakterien wirksam. Ihr
Wirkungsspektrum gegen gram-negative Bakterien war jedoch sehr begrenzt. Ende

der 70-iger Jahre standen die Cephalosporine der zweiten Generation zur
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Verfligung, die eine bessere [R-Lactamaseresistenz und ein Dbreiteres
Wirkungsspektrum gegenuber den gram-negativen Bakterien besitzen als die
Cephalosporine der ersten Generation. Zu Beginn der 80-iger Jahre wurden die

Cephalosporine der dritten Generation in den Markt eingefuhrt, die sich durch eine

gute Wirksamkeit gegen gram-negative Bakterien auszeichnen. Allerdings ist ihre
Wirksamkeit gegen gram-positive Bakterien im Vergleich zu den Cephalosporinen
der ersten und zweiten Generation verringert. Charakteristische Strukturmerkmale
dieser Cephalosporinklasse sind die Oxyimino-Gruppe (s. Abb. 4), welche flir die
gute R-Lactamaseresistenz verantwortlich ist und der Aminothiazolyl-Ring (s. Abb. 5).

Zusammen bilden sie die Aminothiazolyl-methoxy-imino-Gruppe als Rest Ry,

L —~1.
- N R

Abb. 4: Oxyimino-Struktur Abb. 5: Aminothiazolyl-Struktur

Cephalosporine der vierten Generation stellen die neuesten Vertreter dieser Klasse

dar. Sie besitzen eine Aminothiazolyl-methoxy-imino-Gruppe als Rest R sowie eine
quaternare Aminogruppe mit permanent positiver Ladung als Rest R,. Letztere ist fur
das erweiterte Wirkungsspektrum, speziell gegen gram-negative Bakterien, im

Vergleich zu den Cephalosporinen der dritten Generation, verantwortlich [15, 16].

AbschlieBend lasst sich in Bezug auf die verschiedenen Cephalosporin-
Generationen zusammenfassend feststellen, dass zwar mit jeder neuen Generation
die Eigenschaften hinsichtlich der Wirksamkeit gegenluber gram-negativen Keimen
und der Resistenz gegenuber R-Lactamasen verbessert wurden, dies jedoch zu
Lasten der Wirksamkeit gegenlber gram-positiven Bakterien ging.

In Tab. 2 ist eine Zusammenfassung aller in dieser Arbeit untersuchten und in der EU
far die Veterinarmedizin zugelassenen Cephalosporine mit ihrer
Generationszugehdrigkeit und den Indikationen dargestellt.

Die beiden Cephalosporine Cefquinome und Ceftiofur wurden speziell fir die
Anwendung in der Veterinarmedizin entwickelt, wohingegen alle anderen

Cephalosporine ihren Ursprung in der Humanmedizin haben.
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Tab. 2: Strukturen der in dieser Arbeit untersuchten Cephalosporine (inkl. Metabolit)

und ihre Indikation

Substanz Struktur Gene- Indikation
ration (Verabreichung)
Cephalexin HN 0 s e 1 Akute Infektionen
(Cphalex) CH% / (parenterale Verab-
NH: N
//0/"” reichung), Mastitis
o ° (intramammare Injektion)
Cephapirin pHe 1 Mastitis (intramammare
(Ceph) - °/< Injektion), Endometritis
o
N S O S
\ / \ intrauterine Injektion
H,C: /
HN N C¢O
/
8 HO
Desacetyl- — OH 1 Metabolit von Cephapirin
Cephapirin "\ / SH\C {O i )
(Dceph) HN N =0
/
o HO
Cefazolin /“_'i\ 1 Mastitis (intramammaére
(Cfzn) N Injektion)
[ s
HchN s s CHs
N / ﬁ/ \< 7/
o 2 N—N
[¢]
OH
(0]
Cephalonium _ N 1 Mastitis (intramammare
(Cephal) si /> —~ NH, Injektion), Infektion der
HoC N ° \® 7 Augen, z.B. Conjunctivitis
2 N
\U)/ %Q\/ (Augensalbe)
o) C—0
O/ o
Cefoperazon Hscﬁ 3 Mastitis (intramammare
(Cefo) N

ojj Injektion)
N

HN N




Fortsetzung Tab. 2
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Ceftiofur HeN s
(Ceft) \NE%

Akute Infektionen
(parenterale Verab-

reichung)

J/
o
Desfuroyl- “2“\’/3
Ceftiofur J\}
(DFC) y.
o //C\C\/
ch/ HN

Metabolit von Ceftiofur

Cefquinome
(Cefqu)

Akute Infektionen
(parenterale Verab-
reichung), Mastitis

(intramammare Injektion)
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1.2.2 Aminoglycoside

Das erste Aminoglycosid, welches nach dem Benzylpenicillin breite therapeutische
Anwendung fand, war das Streptomycin. Es wurde aus Streptomyces griseus isoliert
und 1944 erstmals von Schatz, Bugie und Waksmann beschrieben [zitiert in: 8, 17].
Aminoglycoside werden biologisch von  Streptomyces-Arten  sowie von
Micromonospora-Arten gebildet. Entsprechend ihrer Herkunft werden sie mit dem
Suffix —-mycin (fir Streptomyces—Arten) oder mit dem Suffix —-micin fur

(Micromonospora-Arten) bezeichnet.

1.2.2.1 Struktur, Klassifizierung und Wirkungsmechanismus

Die Aminoglycoside sind eine grofe Klasse von bakterizid wirkenden Verbindungen,
die dadurch charakterisiert sind, dass zwei oder mehrere Aminozucker glykosidisch
an eine Aminocyclitolkomponente (aminosubstituiertes Hydroxycyclohexan), dem
sogenannten Aglycon, gebunden sind. Aufgrund der unterschiedlichen Aglycone
konnen die Aminoglycoside chemisch in zwei Hauptgruppen klassifiziert werden:
Diejenigen, die ein 2-Deoxystreptamin als Aglycon enthalten und diejenigen, die ein

Streptidin enthalten. Die Aglykone sind in Abb. 6 u. 7 dargestellt.

HO
® 1o 5 4 HO OH

OH H H

HO N N
NH
H,N > NH, HZN\< o ?/ i

1 3 NH HN
Abb. 6: 2-Deoxystreptamin Abb. 7: Streptidin

Zu den Streptidin-Verbindungen gehdren Streptomycin und das semi-synthetische
Dihydrostreptomycin, das aus Streptomycin durch katalytische Hydrierung hergestellt
wird. Die 2-Deoxystreptamine konnen abhangig von der Substitution des Cyclitols
weiter unterteilt werden. Die wichtigsten Unterklassen sind die 4,5-disubstituierten 2-
Deoxystreptamine (Neomycin, Paromomycin) und die 4,6-disubstituierten 2-
Deoxystreptamine (Gentamicin, Kanamycin, Tobramycin). Eine weitere Unterklasse,
zu welcher Apramycin gehort, besitzt nur einen Substituenten, der an 2-
Deoxystreptamin glykosidisch an Position 4 gebunden ist.

Die Substanz Spectinomycin wird ebenfalls zu den Aminoglycosiden gezahlt, obwohl

sie streng genommen wegen des Fehlens von Aminozuckern und glykosidischen




14

CH Bindungen kein Aminoglycosid ist. Das
3
/ Aglykon von Spectinomycin ist das N,N-
HN
o OH Dimethyl-2-epi-streptamin (s. Abb. 8).
H OH Die zur Herstellung der Aminoglycoside
H C/ OH verwendeten Organismen produzieren
3

haufig eine Vielzahl von strukturell

Abb. 8: N,N-Dimethyl-2-epi-streptamin

ahnlichen Verbindungen, weshalb die

therapeutischen Produkte wie zum Beispiel Gentamicin Mischungen sein kdnnen.
Gentamicin ist ein Komplex von 5 Substanzen (Gentamicin C4, C1a, Co, Ca2a, C2p) [18,
19, 17].

Die Aminoglycoside sind aufgrund ihrer Amino- und Hydroxylfunktionen hochpolare,
sehr gut wasserlosliche Verbindungen, die unter physiologischen Bedingungen bei
pks-Werten zwischen 7 und 8,8 Uberwiegend positiv geladen vorliegen [20]. Sie
besitzen Breitbandwirkung gegen einige gram-positive und viele gram-negative
Bakterien. Aminoglycoside sind nicht gegen anaerobe Keime wirksam [17].

Die bakterizide Wirkung basiert auf der Bindung an die bakterielle RNA mit der Folge,
dass die genetische Information falsch gelesen wird (,misreading®). Es wird dabei
angenommen, dass die Falschibersetzung des genetischen Codes wahrend der
Translation von integralen Membranproteinen zur Bildung von abnormalen Proteinen
fuhrt, welche die Barriereeigenschaften der Bakterienmembran beeintrachtigen.

Die positive Ladung der Verbindungen ist primar fir das Bindungsvermogen an die
RNA und deren Wirksamkeit verantwortlich. Angriffsziele der Aminoglycoside sind die
ribosomale RNA (rRNA) der 30 S-Untereinheit, welche fur die Bindung der Transfer-
RNA (tRNA) verantwortlich ist [21].

1.2.2.2 Aminoglycoside (Indikation)

Streptomycin, Dihydrostreptomycin, Gentamicin und Neomycin sind die am meisten
bei  nahrungsmittelliefernden  Tieren  eingesetzten = Aminoglycoside  [18].
Aminoglycoside werden aus dem Magen-Darmtrakt schlecht resorbiert, dartber
hinaus ist ihre Gewebegéangigkeit bis auf die Niere sehr gering. Ublicherweise
werden die Aminoglycoside deshalb parenteral, haufig in Kombination mit einem R3-
Lactam verabreicht. Durch eine solche Kombination ist es mdglich, Infektionen, die

durch gram-positive Keime oder gram-negativen Keime verursacht wurden, zu
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bekampfen. Die Anwendungsgebiete der Aminoglycoside sind vor allem die

Behandlung der bakteriellen Enteritis und der Mastitis [17].

Aminoglycoside besitzen die Eigenschaft, sich sehr stark in der Niere, speziell im
Cortex, anzureichern [22]. Z.B. zeigte die Analyse des Gentamicingehaltes beim
Menschen, dass die Konzentration in der Niere um den Faktor 161 Uber der des
Muskelgewebes lag [23]. Fur Dihydrostreptomycin lag das gemessene Verhaltnis in
Rinderniere zur Rindermuskulatur bei 150:1 [19].

Aufgrund dieser starken Bindung sind in der Regel sehr lange Wartezeiten von bis zu
4 Wochen fur Dihydrostreptomycin und 7 Wochen flir Gentamicin vorgeschrieben.

In Tab. 3 ist eine Zusammenfassung aller in dieser Arbeit untersuchten und in der EU

fur die Veterindrmedizin zugelassenen Aminoglycoside dargestellt.

Tab. 3: Strukturen der in dieser Arbeit untersuchten Aminoglycoside und ihre

Indikation

Substanz Struktur Indikation

(Verabreichung)

Spectinomycin Akute Infektionen

OH

H H H

H : ! :
(Spec) e 0 O .--Me (parenterale Verabreichung)
3
HO o
H OH
NH (0]
H3C/

Streptomycin “i” Akute Infektionen
(Str) il i M7 | (parenterale Verabreichung),
R i N Mastitis (intramammare Injektion)
H OH
M OH
O H
H
CHO H
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Fortsetzung Tab. 3

Dihydro- N Akute Infektionen
streptomycin n“ A B (parenterale Verabreichung),
(Dhs) “ZN_C_N”}<)H NG Mastitis (intramammare Injektion)
H OH
H OH
0] H

T

Gentamicin C1 Akute Infektionen

(Gent) (parenterale Verabreichung),

Mastitis (intramammare Injektion)

1.3 Festgesetzte Hochstmengen fur pharmakologisch wirksame Stoffe (PWS) in
der Europaischen Union

In der Verordnung EWG/2377/90 sind in den Anhangen | und lll fur die in der EU

zugelassenen PWS, getrennt nach Tierarten und Matrices, konkrete Hochstmengen

Uber MRL-Werte festgesetzt worden. Anhang Il enthalt ein Verzeichnis der PWS, fur
die keine Héchstmengen erforderlich sind.

In Anhang IV sind die PWS zusammengestellt, fur die keine unbedenklichen
Hochstmengen festgelegt werden konnten. Die Anwendung dieser Stoffe ist in der
EU daher bei allen lebensmittelliefernden Tieren verboten.

Tierische Lebensmittel, die PWS in Konzentrationen enthalten, welche oberhalb des
MRL liegen, sind entsprechend § 15 LMBG (Lebensmittel- und Bedarfsgegenstande-
gesetz) als nicht verkehrsfahig zu beurteilen. VerstoRe haben strafrechtliche

Konsequenzen fur den Inverkehrbringer.
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In der Tab. 4 sind die aktuell gultigen MRL-Werte flr die in dieser Arbeit untersuchten
Antiinfektiva (Penicilline, Cephalosporine, Aminoglycoside) flr die verschiedenen

Matrices beim Rind aufgefuhrt.

Tab. 4: Festgesetzte Hochstmengen fiir Penicillin-, Cephalosporin- und Amino-

glycosidriickstande fiir die verschiedenen Matrices beim Rind (MRL-Werte in ug/kg)

Substanz Marker-Riickstand Milch Muskel Niere
Amoxicillin Muttersubstanz 4 50 50
Ampicillin Muttersubstanz 4 50 50
Pen G Muttersubstanz 4 50 50
Cloxacillin Muttersubstanz 30 300 300
Dicloxacillin Muttersubstanz 30 300 300
Nafcillin Muttersubstanz 30 300 300
Oxacillin Muttersubstanz 30 300 300
Pen V Muttersubstanz () () ()
Cephalexin Muttersubstanz 100 200 1000
Cephalonium Muttersubstanz 20 (*) )
Cephapirin Summe von Cephapirin und 60 50 100
Desacetyl-Cephapirin
Cefazolin Muttersubstanz 50 (*) @)
Cefoperazon Muttersubstanz 50 (") (™)
Cefquinome Muttersubstanz 20 50 200
Milch
Ceftiofur Summe aller den 100
R-Lactamring enthaltenden und
als Desfuroylceftiofur ge-
messenen Rickstande
Niere

Streptomycin Muttersubstanz 1000

Dihydrostreptomycin Muttersubstanz 1000

Spectinomycin Muttersubstanz 5000

Gentamicin Summe aus Gentamicin C1, 750

C1a, C2, C2a

(*) Fir diese Substanzen sind keine MRL-Werte in den Geweben festgesetzt (Anhang II, VO
(EWG) 2377/90) , (**) Pen V ist nur fur die Anwendung bei Schweinen zugelassen
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1.4 Theoretische Aspekte der LC-MS-Technik

Die Kopplung der Flissigchromatographie an ein Massenspektrometer (LC-MS)
ermdglicht die Analytik eines sehr groRen Spektrums von Verbindungen, die
hinsichtlich ihres Molekulargewichtes, ihrer lonisierbarkeit und Polaritat sehr
unterschiedlich sein kénnen. Prinzipiell sind alle Verbindungen, welche mittels HPLC
getrennt werden koénnen, fir die LC-MS-Technik geeignet. Hierzu zahlen
insbesondere Verbindungen mit hohem Molekulargewicht (> 250 Da), ionische
Verbindungen, ionisierbare Verbindungen sowie polare, nicht ionische (thermolabile)
Verbindungen. Ein  groRer Vorteil der LC-MS gegenuber anderen
massenspektrometrischen Verfahren wie z.B. der GC-MS besteht darin, dass die zu
analysierenden Verbindungen ohne vorherige Derivatisierung analysierbar sind.

Es wird geschatzt, dass lediglich 20 % der bis heute bekannten organischen
Verbindungen ohne vorherige Derivatisierung mittels GC-MS, jedoch 80 % dieser
mittels LC-MS, detektierbar sind. Dieses Verhaltnis macht die universelle
Einsetzbarkeit der LC-MS-Technik sowie deren Vorteile deutlich [24].

Besonders in den Bereichen der Entwicklung und der Ruckstandsanalytik von
pharmazeutischen Wirkstoffen und der Umweltanalytik, welche als Schwerpunkt die
Analytik von polaren, nicht fir die GC geeigneten Verbindungen haben, findet die
LC-MS heutzutage breite Anwendung [25].

1.4.1 lonisationsverfahren unter Atmospharendruck

Die lonenquellen bei Massenspektrometern befinden sich normalerweise innerhalb
des Gerates wund somit im Hochvakuumbereich. GC-MS-Gerate mit
ElektronenstoRionisation (El) oder Chemischer lonisation (Cl) stellen hier klassische
Vertreter dar, die heutzutage in der Routineanalytik breite Anwendung finden [26]. Im
Gegensatz zur lonisation im Hochvakuum kommt fur die Kopplung der
Flassigchromatographie an ein Massenspektrometer (LC-MS) jedoch ausschlief3lich
die lonisation bei Atmospharendruck (APl) zum Einsatz. Die heute kommerziell
erwerblichen LC-MS-Gerate verfligen dabei entweder Uber die Elektrosprayionisation
(ESI) oder Uber die Chemische lonisation bei Atmospharendruck (APCI). Die
Photoionisation bei Atmospharendruck (APPI) stellt den neuesten Vertreter dieser
Klasse dar, dessen Anwendung erstmals im Jahr 2000 beschrieben wurde [27]. Bis

zum jetzigen Zeitpunkt ist der Einsatz der APPI in der Routineanalytik unbedeutend.
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Bei der ESI handelt es sich um eine lonisierungstechnik, welche es ermdglicht,
solvatisierte lonen (organische, anorganische Verbindungen) in die Gasphase zu
Uberfuhren und sie damit einer massenspektrometrischen Detektion zuganglich zu
machen. Es ist fir diesen Prozess essentiell, dass die Substanzen in Losung als
lonen vorliegen. Beim Transport von lonen in die Gasphase handelt es sich um einen
endergonischen Desolvatisierungsprozess. Um z.B. 1 mol Na'-lonen aus einer
wassrigen Losung in die Gasphase zu transportieren, wird ein hoher Energiebetrag
von 98.2 kcal bendtigt.

Die ESI ermdglicht diese stark endergonischen lonisationsprozesse im Unterschied
zu anderen lonisationsmethoden, wie z.B. dem Fast Atom Bombardment (FAB), sehr
schonend. Es kommt =zur intensiven Bildung von Gasphasenionen ohne
anschlielfende Fragmentierung [28]. Neben der massenspektrometrischen Detektion
von niedermolekularen Verbindungen ermdglicht die ESI auch die Detektion von
hochmolekularen Verbindungen, insbesondere von Proteinen, mit einem
Molekulargewicht von bis zu 10° Da. Dies ist deshalb mdglich, da die ESI in der Lage
ist, mehrfach geladene Molekulionen zu bilden, die dadurch ein kleines
Masse/Ladungs-Verhaltnis (m/z) aufweisen und somit im Messbereich von modernen
Quadrupol-Massenspektrometern (bis m/z 4000) liegen.

Im Gegensatz zur ESI findet die lonisierung bei der APCI nicht zwingend in der
flussigen Phase, sondern in der Gasphase durch chemische lonisation statt. Die
solvatisierten Verbindungen werden dabei mittels eines Stickstoffstromes in eine
beheizte Kammer (Vaporizer) bei ca. 400°C gespruht, in der es zur Verdampfung des
Lésungsmittels und der Analyten kommt. Es ist dabei von grofer Wichtigkeit, dass
die zu ionisierenden Verbindungen mdglichst nichtionisch in Losung vorliegen und
relativ thermostabil sind [29]. Im Anschluss an den Verdampfungsprozess stromt die
gebildete Dampfphase in Richtung einer Gasentladungsnadel (corona discharge
needle), an der durch das Anlegen einer sehr hohen Spannung zwischen 2-5 kV ein
Plasma von positiv geladenen Reagentionen erzeugt wird.

Bei den gebildeten Reagentionen handelt es sich abhangig vom gewahlten
Lésungsmittel um z.B. CH30H;"(H20)n(CH30H)m, (Methanol),
CH3CNH(H20),(CH3CN), (Acetonitril) oder H;O*(H20), (Wasser). Die Reagentionen
gehen mit den Analyten Gasphasenmolekulreaktionen ein, indem abhangig von der
Gasphasenbasizitat der zu ionisierenden Verbindungen Protonen auf diese

Ubertragen werden [30]. Hierdurch kommt es letztlich zur Bildung von protonierten
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Gasphasenionen. Diese lonisationstechnik ist fur Verbindungen mit einem
Molekulargewicht von bis zu 1500 Da geeignet, da die APCI im Gegensatz zur ESI
nicht in der Lage ist, mehrfach geladene Molekulionen zu erzeugen [24, 26].

1.4.2 Wahl der lonisationstechnik (ESI vs. APCI)

FUr die Analytik von niedermolekularen Verbindungen (< 1500 Da) mittels LC-MS
stehen die oben beschriebenen lonisierungstechniken (ESI, APCI) zur Wahl. Da der
lonisierungsmechanismus bei den beiden Techniken sehr unterschiedlich ist, muss
abhangig von den chemisch-physikalischen Eigenschaften der zu ionisierenden
Substanzen eine richtige lonisierungstechnik gewahlt werden. Nur so kann eine
optimale lonisierung erreicht werden. Untersuchungen an einer grof3en Anzahl von
Modellsubstanzen zeigten, dass die Anwendungsbereiche der ESI und der APCI
eindeutig abgrenzbar sind [29].

Die ESI ist besonders gut fur ionische und polare Verbindungen geeignet, die saure
sowie basische Eigenschaften in Losung besitzen. Die APCI ist dagegen flr
mittelpolare und unpolare Verbindungen geeignet, jedoch nicht fir ionische. Unter
anderem zeigte die Modellsubstanz Natriumdodecylsulfat, welche aufgrund ihrer
Sulfatgruppe permanent negativ geladen ist, im negativen ESI-Modus eine hohe
Empfindlichkeit, jedoch kein Signal im negativen APCI-Modus.

Fur polare und mittelpolare Verbindungen gibt es zwischen der ESI und APCI einen
signifikanten  Uberschneidungsbereich, in welchem die Anwendung beider
lonisierungstechniken maglich ist.

R-Lactame (Penicilline, Cephalosporine) sowie die Aminoglycoside sind hoch- bis
mittelpolare, ionische, thermolabile Verbindungen, deren Ilonisierung unter
Berucksichtigung der oben beschriebenen Punkte am besten mittels der ESI erzielt
werden kann.

Bereits in der Literatur beschriebene Vergleiche der ESI und APCI fur die lonisation
von R-Lactamen [31, 32, 33] und Aminoglycosiden [34] bestatigten, dass die ESI
gegenuber der APCI geeigneter ist.

Aufgrund der hier vorgestellten Abwagungen zwischen der ESI und der APCI werden
alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen an [-Lactamen und
Aminoglycosiden mittels LC-MS unter Verwendung der Elektrosprayionisation (ESI)
durchgefuhrt.
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1.4.3 Mechanistische Aspekte der Elektrosprayionisation (ESI)

Die Elektrosprayionisation wurde zu Beginn bis Mitte der 80-iger Jahre von John
Fenn und seiner Arbeitsgruppe als massenspektrometrische lonisationstechnik
entwickelt [35]. Durch Tom Covey wurde die ESI weiterentwickelt, indem der
lonisierungsprozel® durch die Verwendung eines Vernebelungs-Gases (N2), dem so
genannten Sheatgas, unterstitzt wurde. Diese Technik wird als lonspray (ISP)
bezeichnet [36]. Die gegenwartig verwendeten Elektrosprayinterfacetypen arbeiten
grundsatzlich alle mit einer Stickstoffgasunterstitzung. Dadurch werden hohe
Flussraten von bis zu 1 ml/min toleriert, wohingegen bei der klassischen
Elektrosprayionisation ohne Stickstoffunterstitzung das Maximum bei ca. 10 ul/min
liegt. Ein weiterer Vorteil des lonsprays liegt in der weniger aufwendigen
Positionierung der Elektrospraynadel und der damit erzielten héheren Robustheit
[36]. Trotz dieser Unterschiede wird heute im allgemeinen der Begriff
Elektrosprayionisierung (ESI) fur beide Techniken verwendet, da die Bezeichnung
lonspray (ISP) rechtlich geschutzt ist. In den Abschnitten 1.4.3.1 — 1.4.3.5 werden die
mechanistischen Aspekte der ESI naher beschrieben [28, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45].

1.4.3.1 Erzeugung von geladenen Tropfchen

Durch das Anlegen einer sehr hohen Spannung an die Kapillar-Spitze
(Nadelspannung) von 2-5 kV wird ein sehr hohes elektrisches Feld (E. ) von ca. 10°
V/m erzeugt. Dieses Feld ist von der angelegten Spannung (V.), dem Kapillarradius
(rc), dem Abstand (d) der Kapillare zur gegenuberliegenden Elektrode abhangig und
kann mit Gleichung (3) berechnet werden. Das Potential der Kapillare ist im positiven
Elektrospraymodus (ESI (+)) positiv und im negativen Elektrospraymodus (ESI (-))
negativ. Die weitere Beschreibung des Mechanismus bezieht sich ausschlie3lich auf
den positiven Modus. Der schematische Ablauf der Elektrosprayionisation ist in Abb.

9 dargestellt.

Ec=2V./rcIn (4d/ 1) (3)
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Abb 9: Schematische Darstellung des klassischen Elektrosprayprozesses im positiven

ESI-Modus (ohne Sheatgasunterstiitzung)

An der Spitze der Kapillare kommt es in Lésung durch eine elektrophoretische
Ladungstrennung zur Anreicherung von positiven lonen an der Flussigkeits-
oberflache und somit zur Bildung einer Uberschussladung (electrophoretic charging).
Unter gunstigen Bedingungen kénnen ca. 50 % der negativen lonen entfernt werden.
Die Effizienz dieser Ladungstrennung (Entfernung der negativen lonen) bestimmt die
GroRe des Elektrospray-Stromflusses | (ESI current).

Erzeugt wird dieser durch Redox-Reaktionen (Oxidation) an der Kapillar-Spitze, um
den Verlust der positiven Uberschussladung zu kompensieren und um damit den
Ladungsfluss Uber die Gasphase aufrechtzuerhalten. Aus diesem Grund wird die
Elektrosprayquelle als eine Art spezielle Elektrolysezelle beschrieben (electrolysis
cell of a special kind).

Im weiteren Verlauf bildet sich durch die AbstoRung der positiv geladenen lonen und
dem Zug durch das hohe elektrische Feld ein Flissigkeitskegel (Taylor Cone) aus,
der sich entlang des elektrischen Feldes bewegt. Ab einem ausreichend hohen
elektrischen Feld wird dieser Flussigkeitskegel instabil und es bildet sich ein
Flussigkeitsstreifen mit einem Durchmesser von wenigen Mikrometern aus, dessen
Oberflache mit positiv geladenen lonen angereichert ist. Dieser Flussigkeitsstreifen
wird im weiteren Verlauf instabil und bricht anschlielend in kleine Tropfchen auf. Die
fur diesen Prozess notwendige Kapillarspannung (Von) ist stark von der
Oberflachenspannung des Losungsmittels (y) abhangig und kann nach folgender

Gleichung berechnet werden:
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Von=2x10° (yro)"In (4d/ ;)  (4)

Je kleiner die gebildeten Tropfchen sind, desto groRer wird das Verhaltnis von
Tropfchenoberflache zum Tropfchenvolumen. Ein grof3es Verhaltnis begunstigt die
Uberflhrung der in Lésung vorliegenden lonen in die Gasphase [46].

Am effektivsten werden kleine Tropfchen bei kleinen Flussraten sowie unter
Verwendung von organischen Losungsmitteln mit niedriger Dichte und
Oberflachenspannung erzeugt.

Der Radius der gebildeten Tropfchen steht mit der Dichte (p), der Flussrate (Vf) und

der Oberflachenspannung (y) des Losungsmittels in folgender Beziehung (5):

R o (p Vf2 '}’)1/3 (5)

1.4.3.2 Verkleinerung der geladenen Tropfchen

Die primar bei der Elektrosprayionisation gebildeten Tropfchen besitzen einen Radius
von 1,5 um und eine Ladung (Q) von 10"* Coulomb. Dies entspricht einer Anzahl
von ca. 50000 Einzelladungen (N). Durch die stattfindende L&ésungsmittel-
verdampfung, welche durch die Zufuhr von Warme beschleunigt werden kann,
verringert sich der Radius dieser Tropfchen so lange, bis die elektrostatischen
Coulomb-Abstollungskrafte zwischen den gleichgeladenen lonen groRRer sind als die
kohasiven Krafte des Losungsmittels.

Es kommt schlieBlich zur Spaltung der Ausgangstropfchen (Parent droplets) durch
eine sogenannte Coulombexplosion in kleinere Tropfchen (Offspring droplets). Die
notwendige Ladung (Qg) fur einen solchen Prozess ist von der Oberflachenspannung
des Losungsmittels (y) und dem Tropfchenradius (Rgr) abhangig und kann nach der
Rayleigh-Gleichung (6) berechnet werden. gy ist die Dielektrizitatskonstante bei

Vakuum.

Qr*=64 1’ g9y RR® (6)

Von jedem Ausgangstropfchen werden durch ungleichmalige Spaltung (uneven

fission) ca. 20 gleich grole kleinere Tropfchen (Offspring droplets) gebildet, deren
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Radius ungefahr 1/10 des Ausgangstropfchens ist. Diese besitzen ca. 2 % der Masse

aber 15 % der Ladung des Ausgangstropfchens.

1.4.3.3 Bildung von freien Gasphasenionen

FUr die Beschreibung der Bildung von Gasphasenionen existieren zwei verschiedene
Modelle, das Charged-residue-model (CRM) und das lon-evaporation-model (IEM).
Das erste Modell basiert auf der Bildung von extrem kleinen Trépfchen mit einem
Radius von ca. 1 nm, die nur noch 1 lon enthalten. Die vollstandige Verdampfung
eines solchen Tropfens fuhrt letztlich zur Bildung eines nackten Gasphasenions.

Das zweite Modell geht dagegen davon aus, dass bei einem Trépfchenradius von ca.
10-20 nm lonen direkt von der Tropfchenoberflache in die Gasphase emittiert
werden. Aufgrund weiterfuhrender Untersuchungen von Gamero-Castano et al. [47,
48] konnte gezeigt werden, dass die Bildung von Gasphasenionen fur kleine
Molekule auf Basis des IEM Mechanismus und die Bildung von Gasphasenionen fur
grolRe Molekile (z.B. Proteine) auf Basis des CRM Mechanismus am
wahrscheinlichsten ist [49].

Im folgenden wird ausschlie3lich das IEM-Modell naher beschrieben, da es sich in
dieser Arbeit um die Bestimmung von pharmakologisch wirksamen Substanzen mit
niedrigen Molekulargewichten handelt, flr die nach jetzigem Kenntnisstand das IEM-

Modell am wahrscheinlichsten ist.

Iribarne und Thomson entwickelten eine Gleichung auf Basis des aktivierten
Komplexes. Die Geschwindigkeitskonstante (k) flr die Emittierung der lonen von den

Trépfchen in die Gasphase kann nach folgender Gleichung berechnet werden:

ki=(kxt)/hexp(-AG*/RxT) (7)

Dabei ist k die Boltzmann-Konstante, t die Zeit, T die absolute Temperatur des
Tropfens, R die Gaskonstante, h die Plancksche Konstante und AG* die freie
Aktivierungs-Enthalpie.

AG? stellt die Energiebarriere fiir die Uberfiihrung der lonen in die Gasphase dar.
Diese Energiebarriere setzt sich dabei aus den Anziehungskraften zwischen dem lon
und der polarisierbaren Oberflache, die mit der Distanz schnell abnehmen und aus

den Uber eine groRere Distanz wirkenden Coulomb-AbstoRungskraften zwischen
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dem lon und den gleichnamigen Ladungen auf der Tropfchenoberflache, zusammen.

AG* wird durch folgende Gleichung beschrieben:

AG* = - AGY, + AG* (E) (8)

AG%, ist die freie Solvationsenthalpie der lonen, AG* (E) reprasentiert die
AbstoRungskrafte gleichgeladener lonen auf der Tropfchenoberflache. AG* (E) ist
eine Funktion des elektrischen Feldes (E), das senkrecht zur Oberflache der
geladenen Tropfchen steht. Da die elektrischen Ladungen symmetrisch Uber den
gesamten Tropfen verteilt sind, kann (E) Uber das Coulombsche Gesetz durch

folgende Gleichung hergeleitet werden. R ist der Radius des Tropfchens.
E=Q/4negR? (9)

Unter Betrachtung der beiden Gleichungen (8, 9) kann man erkennen, dass die
Geschwindigkeitskonstante (k;) aus Gleichung (7) durch eine Vergrolierung der
Ladung (Q) zunimmt, eine Erhdéhung des Tropfchenradius (R) jedoch eine Abnahme

verursacht.

Ausserdem hangt AG* direkt von den individuellen Eigenschaften der lonen ab. Es
werden nicht die nackten lonen in die Gasphase emittiert, sondern Losungsmittel-
lonen-Cluster M*(SL)m, da diese Cluster aufgrund eines niedrigeren AG%, eine viel
niedrigere freie Aktivierungsenthalpie AG* benétigen. Z.B. sind fiir den Transfer von
nackten Na*-lonen in die Gasphase 98 kcal/mol notwendig (wassrige Losung),
wahrend sich dieser Energiebetrag fiir Na'(H20); Loésungsmittel-Cluster auf 56
kcal/mol verringert. Unter Berucksichtigung des Radius (r) der Losungsmittel-lonen-
Cluster und der Oberflachenspannung des Ldsungsmittels kann durch Gleichung
(10) die freie Losungsenthalpie von Lésungsmittel-lonen-Cluster M*(SL),, berechnet

werden. e ist die Elementarladung.

-AG%y =4 nyrP+e?/4me2r (10)
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Anhand dieser Gleichung kann man erkennen, dass kleine Ldsungsmittel-lonen-
Cluster M*(SL)n, in  Verbindung mit einem L&sungsmittel niedriger
Oberflachenspannung, niedrige freie Solvationsenthalpien besitzen. Daraus resultiert
unter Betrachtung von Gleichung (8) eine niedrigere freie Aktivierungsenthalpie AG*,

was zu einer hoheren Uberfihrungseffizienz der lonen in die Gasphase flhrt.

1.4.3.4 Linearitat, Signalsuppression

Bei der ESI werden Trépfchen mit einer Uberschussladung [Q] an der Oberfliche
gebildet. Die erzeugte Uberschussladung ist eine Konstante mit einem Wert von ca.
10° mol/l. [Q] setzt sich aus der Summe aller geladenen lonen auf der
Tropfchenoberflache zusammen. Fur den Fall eines einzelnen Analyten A" und eines

Elektrolyten E* (Puffer) lasst sich [Q] nach folgender Gleichung beschreiben:

[A']s = Konzentration des Analyten A" auf der
[Ql=[A"]ls+[E']s (11) Trépfchenoberflache
[E']s = Konzentration des Elektrolyten E* auf der

Trépfchenoberflache

Die Gleichung lasst erkennen, dass es unter den lonen zur Konkurrenz um die
begrenzte Uberschussladung an der Tropfchenoberfliche kommt, wenn die
Gesamtionenkonzentration im Tropfchen [Q] Uberschritten wird. Unter der Annahme,
dass der gemessene Response des Analyten A" proportional zu seiner
Konzentration auf der Tropfchenoberflaiche [A']s ist, wurde folgende Gleichung

entwickelt:

KaCa

Signal, —p.f_aba
9Nl K,C, +K.C,

[Q] (12)

Dabei sind Ko und Kg die Gleichgewichtskonstanten fur die Verteilung der lonen
zwischen der auleren Oberflache und dem Inneren des Tropfchens. Der Faktor P
stellt die Effizienz des Massenspektrometers dar, die gebildeten Gasphasenionen
aufzunehmen, f gibt die Uberfiihrungseffizienz der lonen in die Gasphase an. Ca und
Ce sind die Konzentrationen des Analyten sowie des Elektrolyten. Diese Gleichung

besitzt jedoch ihre Giiltigkeit nur fiir Analytkonzentrationen > 10° mol/l.
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Eine Funktion, mit der es mdglich ist, einen groleren Konzentrationsbereich zu

beschreiben, besitzt folgende Form:

+12 KA_ _ + K_A_ K_A K_A=
[A ]S(K— 1) [A ]{[Q](K 1J+CAK +CE]+CA[Q]K 0 (13)

E E E E

Mittels dieser Gleichung kann die Response-Funktion eines einfach geladenen lons
bei  unterschiedlichen  Analyt-Konzentrationen Ca in  Kombination  mit
unterschiedlichen Elektrolytgehalten Cg sowie unterschiedlichen Ka/Kg — Verhalt-
nissen (K) bei konstantem [Q] berechnet werden. Die Ergebnisse sind in den beiden
Abb. 10 u. 11 dargestellt.

4.00

5.00 e R RTTEE L aeeerm e —
< B i L S
= 6.00 T = —
s =1 -7
= = T
N 7.00 —
=4 -
(=] =" -
< - —--—K=o001]|
$ 8o —-—-K=0.10
S co----K=1.0
3 —-——- K=10 ||
T 900 K=100 |
£
o
= 10.00
o
1

11.00

12.00

9.00 8.00 7.00 6.00 5.00 4.00 3.00
-log analytische Konzentration

Abb. 10: Response Funktion fur einen einfach geladenen Analyten und einen einfach
geladenen Elektrolyten (Puffer). [Q] = 10° mol/l, Ce = 10”° mol/l und Ka/Ke = 0,01 — 100

(entnommen aus [42]).

Abb.10 zeigt, dass bei sehr kleinen Analytkonzentrationen (10° M — 10® M) alle
lonen Teil der Uberschussladung an der Trépfchenoberflache sind, unabhangig von
dem Verhaltnis Ka/Ke. In diesem Fall werden alle Analytionen in die Gasphase
Uberflhrt.

Dieser Bereich entspricht der hdchsten Messempfindlichkeit. Die Auswirkungen

unterschiedlicher Verhaltnisse von Ka zu Ke kann man an der Krummung der Kurve
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zwischen dem niedrigsten  Konzentrationsbereich und dem  hdéchsten
Konzentrationsbereich ,Sattigungsregion® erkennen.

FUr niedrige Ka/Ke-Werte ist der Effekt am starksten ausgepragt, wahrend fur Ka/Kg-
Werte groRer als 1 die Oberflachenkonzentration solange gleich der analytischen

Konzentration ist, bis der Wert von [Q] erreicht wird.
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Abb. 11: Response Funktion fur einen einfach geladenen Analyten und einen einfach
geladenen Elektrolyten (Puffer). [Q] = 10”° mol/l, Cc = 10° mol/l und Ka/Ke = 0,01 — 100

(entnommen aus [42]).

Der Effekt, welcher durch eine Erhdhung der Elektrolytkonzentration verursacht wird,
ist in Abb. 11 dargestellt. Wenn die Konzentration des Elektrolyten Uber den
minimalen Wert von [Q] (10° mol/l) erhéht wird, fiihrt dies zu einer starken
Unterdrickung der Empfindlichkeit (Signalsuppression) bei allen gemessenen
Konzentrationen und Ka/Ke-Werten. Bedeutend ist dabei, dass diese
Signalsuppression  bei  niedrigen  Ka/Kg-Werten infolge  der  niedrigen
Oberflachenaktivitdt des Analyten am starksten und bei den hohen Ka/Kg-Werten

wegen der hohen Oberflachenaktivitat des Analyten am niedrigsten ausgepragt ist.

Diese Signalsuppression hat flr die praktische Anwendung der LC-MS-Technik

grolRe Bedeutung. Prinzipiell sollten HPLC-Eluenten mit niedrigen Puffergehalten

verwendet werden, um eine maximale Messempfindlichkeit zu erzielen.



29

Dariiber hinaus konnen niedermolekulare, koeluierende Matrixkoextraktive mit hohen

K-Werten (hohe Oberflachenaktivitat) ebenfalls zu den oben beschriebenen

Signalsuppression fihren®. Diese sogenannten Matrixeffekte auf Seiten der ESI
fuhren zwangslaufig zu Quantifizierungsfehlern, wenn die zu messenden Substanzen
in biologischen Matrices mittels extern erstellter Kalibriergeraden quantifiziert
werden. Deshalb ist es bei der Methodenentwicklung von grof3ter Wichtigkeit,
mogliche Matrixeffekte zu identifizieren und Losungswege fur deren Kompensation

zu finden.

1.4.3.5 Protonen-Transferreaktionen

Im Anschluss an die Gasphasenionisation des Analyten kann es zwischen diesem
und anderen Verbindungen (LOsungsmittel, koeluierende Matrixkoextraktive) in
Abhangigkeit von den jeweiligen Gasphasenbasizitaten zu Protonentransfer-
reaktionen kommen. Diese fuhren zu einer Veranderung des urspringlichen
Ladungszustandes des Analyten.

Hierzu wurden von lkonomou et al. [37] Untersuchungen an zwei basischen
Modellsubstanzen durchgefuhrt. 4-Methoxyanilin wurde mittels ESI zum [4-
Methoxyanilin+H]" ionisiert, wahrend gleichzeitig Tripropylamin in die Gasphase des
ESl-Interface zugegeben wurde. Es zeigte sich, dass Tripropylamin, das eine hdhere
Gasphasenbasizitat (226 kcal/mol) als 4-Methoxyanilin (206 kcal/mol) besitzt, in der
Lage war, Protonen von [4-Methoxyanilin+H]" zu abstrahieren. Als Konsequenz
wurde das Signal von [4-Methoxyanilin+H]" unterdriickt, wahrend die Bildung von
[Tripropylamin+H]" stark zunahm. Vergleichbare Ergebnisse wurden von Amad et al.
[50] erhalten, die den Einfluss verschiedener Losungsmittel (Wasser, Methanol) auf
den Analytresponse von 2,2,2-Trifluorethanol untersuchten.

In der analytischen Praxis kbnnen niedermolekulare koeluierende Matrixkoextraktive,
im Gegensatz zu den oben beschriebenen Signalsuppressionen, in Abhangigkeit
ihrer relativen Gasphasenbasizitaten aufgrund von Protonentransferreaktionen
Signalerh6hungen oder Signalsuppressionen verursachen.

Analog zu den unter 1.4.3.4 beschriebenen Signalsuppressionseffekten ist es
deshalb notwendig, diese Effekte bei der Methodenentwicklung zu identifizieren und

Losungswege fur deren Kompensation zu finden.

2 Beispiel: (n-pentyl),N* (Pen,N*) ist in der Lage, die lonisierung von (ethyl),N* (Et,;N*) zu unterdriicken.
Der Grund liegt in der deutlich héheren Oberflachenaktivitat von (Pen,N*) im Vergleich zu (Et,N*) [40].
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1.5 Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)

Die Tandem-Massenspektrometrie ermdglicht im Vergleich zur einfachen
Massenspektrometrie (Single MS) eine hochselektive und sensitive Detektion von
Verbindungen in komplexen Matrices.

Als Gerate kommen hierzu entweder Triple-Quadrupol Massenspektrometer (Triple-
Quad, QQQ) oder lon-Trap (IT) Massenspektrometer zum Einsatz, die in der Regel
an ein chromatographisches Trennsystem (HPLC, GC) gekoppelt sind [51, 52]. Das
MS/MS Prinzip ist in Abb. 12 fur einen Triple-Quadrupol Massenspektrometer, der an

eine HPLC gekoppelt ist, schematisch dargestellt. Die lonisation erfolgt mittels ESI.

ESI Parent Quad  Collision Cell Daughter Quad
@ o
HPLC A%, BT, C .,.W“""/E]E ®e o | B
> > — ’ﬁ“*’ ﬁ"?” Fragmention
Eluent Gasphasenionen | | © o 0
mm.-C‘N .

Abb. 12: Schematische Darstellung des MS/MS Prinzips fiir einen Triple-Quadrupol

Massenspektrometer

Nach der chromatographischen Trennung und der ESI werden aus dem
Vielkomponentengemisch von Gasphasenionen die lonen der zu messenden
Verbindungen mithilfe des ersten Quadrupols Q1 (Parent Quad) selektiert und Gber
eine mit Kollisionsgas (z.B. Argon) geflllte Zwischenzone, die sogenannte
Kollisionszelle Q2 (Collision Cell), in den zweiten Quadrupol Q3 (Daughter Quad)
geleitet und analysiert. Die Kollisionszelle ermdglicht die gezielte Fragmentierung der
im Quadrupol Q1 ausgewahlten lonen durch StoRaktivierung (Collision Induced
Dissociation, CID) zu Tochterionen (Daughter ions). Die fir den Zusammenstol3
notwendige kinetische Energie kann durch die an die Kollisionszelle angelegte
Offset-Spannung gesteuert werden. Niedrige Spannungen fuhren zu einer weniger
starken Fragmentierung und umgekehrt.

Die beiden Quadrupole Q1 und Q3 kdnnen dabei auf drei verschiedene Weisen

Spektren aufnehmen:
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1. Product ion scan: Das Q1 wird auf eine bestimmte Parent Masse my, fixiert und

das Q3 misst den Massenbereich von 1 bis m,. Das auf diese Weise
registrierte Fragmentierungsmuster von m, ermaoglicht die ldentifizierung von
mp.

2. Precursor ion scan: Mit dem Q1 wird der gesamte Massenbereich registriert,

wahrend das Q3 auf eine konstante Masse eingestellt ist. Dies ermoglicht die
Identifizierung identischer Strukturen aus allen m, Massen (diese Technik ist
nicht auf lon-Trap Systemen mdglich).

3. Neutral loss: Das Q1 registriert die Analytmassen um Am versetzt zu Q3.

Hierdurch wird die Abspaltung von Neutralteilchen der Masse Am ermittelt.

Die hochste Sensitivitat und Selektivitat wird bei Triple Quadrupol sowie lon-Trap

Systemen im nicht scannenden multiple reaction monitoring (MRM) Modus erzielt.

Dieser Modus kann als ein zweidimensionales Gegenstick zum selected ion
monitoring (SIM) bei Mono Quadrupol Massenspektrometern aufgefasst werden.
Beim MRM wird das Q1 auf eine bestimmte Parent Masse m, fixiert und das Q3
registriert nur einzelne diagnostische Fragmentionen. Der MRM Modus ist das
geeignete Verfahren, um Zielanalyten aus komplexen Matrices zu identifizieren und

zu quantifizieren [53].

1.6 Anforderungen der EU an die Analytik von pharmakologisch wirksamen
Substanzen mittels LC-MS/MS

FUr die Analytik von pharmakologisch wirksamen Rlckstanden in Proben, die geman
der Richtlinie 96/23EG von lebensmittelliefernden Tieren genommen werden, wurden
EU-weit geltende Anforderungen in der Kommissionsentscheidung 2002/657/EC
gesetzlich festgelegt. Der Geltungsbereich erstreckt sich auf akkreditierte, amtliche
Kontrolllaboratorien. Es gilt dabei ein Kriterienansatz, der Leistungsmerkmale und
Kriterien vorgibt, die von der verwendeten Methode erfiillt werden mussen. Die vier
wichtigsten Anforderungen an die Validierung von LC-MS/MS-Methoden sind

folgende:

1. Fir die massenspektrometrische Bestatigung von Stoffen in Gruppe B von
Anhang | der Richtlinie 96/23/EG (zugelassene Substanzen) mussen

mindestens 3 ldentifizierungspunkte (IP’s) erzielt werden. Unter Verwendung
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des MRM Modus kénnen fur die Parentmasse, die in Q1 fixiert wird, ein Punkt
und fur jedes weitere in Q3 gemessene diagnostische Fragmention jeweils 1,5
Punkte gerechnet werden. Dabei muss mindestens ein Fragmentionen-
intensitatsverhaltnis gemessen  werden, welches eine  zuldssige
Hochsttoleranz, die von der relativen Intensitat abhangt, nicht Gberschreitet.

. Die Mindestretentionszeit eines Analyten muss mindestens das Zweifache der
Retentionszeit des Totvolumens sein. Ferner muss die Retentionszeit des
Analyten in Matrix mit einer Toleranz von £ 2,5 % der des Kalibrierstandards
entsprechen.

. Eine Validierung ist nach unterschiedlichen Verfahrensweisen mdglich. Sie
kann mittels konventioneller oder mittels alternativer Validierungsverfahren
durchgefuhrt werden. In dieser Arbeit wurde die konventionelle
Vorgehensweise gewahlt. Nach den Vorgaben der Kommissionsentscheidung
2002/657/EG (MRL Substanzen) mussen hiernach flr quantitative Methoden
die Wiederholbarkeit SDg, die laborinterne Reproduzierbarkeit SDr und die
Wiederfindung WDF fir folgende Konzentrationen bestimmt werden: 0.5, 1.0
und 1.5 x MRL (n=6 je Konzentrationsniveau). In Abhangigkeit der Analyt-
Konzentration sind die zu erreichenden prozentualen Richtigkeiten (trueness)
und Prazisionen (Variationskoeffizienten %) vorgeschrieben.

. In der Kommissionsentscheidung 2002/657/EG sind die Nachweisgrenzen und
Bestimmungsgrenzen fur die Beurteilung der Leistungsfahigkeit einer Methode
nicht mehr malgeblich. Die Beurteilung der Proben findet Uber die
Entscheidungsgrenze (CCa) und das Nachweisvermogen (CCp) statt. Der
CCa-Wert stellt bei erlaubten Substanzen den Grenzwert dar, bei dem mit
95%iger Wahrscheinlichkeit falsch positive Befunde ausgeschlossen werden
konnen. Der CCB-Wert dient dem Ausschluss falsch negativer Befunde mit
einer Wahrscheinlichkeit von 95%. Bei verbotenen Substanzen betragt der a-
Fehler 1 %, der B-Fehler 5%.

Analysenergebnissen, die gleich oder Uber dem CCa-Wert liegen, ist die
Probe zu beanstanden. Der CCo- und CCpB-Wert werden durch das

Kalibrierkurvenverfahren in Analogie zur ISO 11843 bestimmt.
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1.7 LC-MS-Analytik der B-Lactame und Aminoglycoside

Neben mikrobiellen Verfahren (Hemmstofftest), mikrobiellen Rezeptortests (Charm II-
Test), Enzym Immunoassays (ELISA), dlinnschichtchromatographischen Methoden
(DC), kapillarelektrophoretischen Methoden (CE), flussig-chromatographischen
Methoden (HPLC) sowie gaschromatographischen Methoden (GC) fur die B-Lactame
und die Aminoglycoside, auf welche hier nicht naher eingegangen werden soll, sind
in den letzten Jahren eine ganze Reihe von LC-MS-Methoden flir diese Substanzen

publiziert worden. Diese Arbeiten werden im folgenden naher beschrieben.

1.7.1 R-Lactame

Seit 1989 wurden insgesamt 25 Arbeiten zur Analytik von BR-Lactamen publiziert.
Siebzehn von diesen Verfahren wurden fur Milch, sieben fur tierische Gewebe und
eine fur Milch und Gewebe entwickelt. Als lonisationsverfahren hat sich allgemein die
ESI durchgesetzt. Lediglich in alteren Publikationen wurde noch die
Thermosprayionisation beschrieben.

Bei den neueren Publikationen ist ein deutlicher Trend in Richtung der Gerate mit
MS/MS Moglichkeiten (Triple-Quad, IT) zu erkennen. Dartber hinaus wurde das
erfasste Substanzspektrum im Laufe der Zeit auf bis zu 11 R-Lactame in Milch und
12 3-Lactame in Gewebe erweitert. Fur das Cephalosporin Ceftiofur wurden bis jetzt
ausschlieBlich LC-MS/MS-Methoden fiur die Muttersubstanz publiziert. Die fur die
Uberwachung der Hochstmengen relevanten Metabolite wurden jedoch nicht
berucksichtigt.

Fur die chromatographische Trennung der R-Lactame kamen ausschlief3lich
Reversed-Phase HPLC-Saulen zum Einsatz. Die Arbeiten zur LC-MS-Bestimmung

von R-Lactamen sind in den Tabellen 5, 6, 7 als Ubersicht zusammengefasst.

Tab. 5: Ausgewahlte LC-MS-Verfahren zur Rickstandsanalytik von B-Lactamen in
Milch

Literatur Technik R-Lactam Extraktion/ Leistungsfahig-

(Jahr) Aufreinigung keit (*)

[54] Single-MS/ Pen G Ultrafiltration 100 ppb
(1989) TSP (10000 Da)

[55] Single-MS/ Ceph, Dceph Ultrafiltration 100 ppb (Ceph),
(1991) TSP (10000 Da) 500 ppb (Dceph)

[56] Single-MS/ Amp, Amox, Clox Ultrafiltration 100 ppb (Clox),
(1991) TSP (10000 Da) 200 ppb (Amox, Amp)
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[57] Single-MS/ Ceft, DFC Ultrafiltration 50 ppb (Ceft)
(1993) TSP (10000 Da)
[58] Single-MS/ Pen G, Amox, Amp, Ultrafiltration 100 ppb
(1993) ESI Clox, Ceph (10000 Da)
[59] Single-MS/ Pen G Extraktion mit 5 ppb
(1994) TSP Natrium-Wolframat,
SPE (C18)
[60] Single-MS/ Pen G, Amox, Amp, Ultrafiltration 20-30 ppb (Amox,
(1994) US-ESI Ceph, Clox, Ceft (10000 Da) Amp), 10 ppb (Pen G,
Ceph, Clox, Ceft)
[61] Single-MS/ Pen G, Amox, Amp, Ultrafiltration Keine Angabe
(1994) ESI Clox, Ceph, Ceft (10000 Da)
[62] lon-Trap-MS/ Ceft Ultrafiltration 10 ppb (Ceft)
(1998) ESI (10000 Da)
[63] lon-Trap-MS/ | Pen G, Amox, Amp, ACN-Extraktion, 5 ppb (Pen G), 10 ppb
(1998) ESI Clox, Ceph, Cfzn, SPE (C18 und (Amox, Amp, Clox,
Ceft Polymerphase) Ceph,Cfzn, Ceft)
[64] lon-Trap-MS/ Ceft ACN-Extraktion 2 ppb (Ceft)
(1999) ESI
[31] lon-Trap-MS/ Ceph, Dceph ACN-Extraktion, 1 ppb (Ceph)
(2000) ESI SPE (C18) (Bestimmungsgrenze)
[65] Triple-Quad-MS/ | Pen G, Amox, Amp, ACN-Extraktion 1,5 ppb (Oxa),
(2000) ESI Cephalex, Ceph, 2,5 ppb (Naf),
Cfzn, Ceft, Oxa, 3 ppb (Pen G, Clox,
Clox, Diclox, Naf Diclox, Ceft),
4 ppb (Amp),
10 ppb (Cephalex),
12 ppb (Cfzn),
15 ppb (Ceph),
25 ppb (Amox)
[66, 67] Triple-Quad-MS/ | Pen G, Amox, Amp, Phosphatpuffer- | 0,4 ppb (Amox, Oxa),
(2001) ESI Oxa, Clox, Cephal Extraktion 0,5 ppb( Amp, Pen G),
SPE (C18) 1 ppb (Clox)
[68] Single-MS/ Pen G, Amox, Amp, SPE (Graphit- 0,4 ppb (Cephalex),
(2001) ESI Cephalex, Ceph, phase) 0,5 ppb (Ampi, Pen G),
Ceft, Oxa, Clox, 0,6 ppb (Ceph, Clox),
Diclox, Naf 0,7 ppb (Amox, Oxa),
1 ppb (Ceft),
2 ppb (Naf),
3 ppb (Diclox),
(Bestimmungsgrenze)
[32] lon-Trap-MS/ Pen G, PenV, ACN-Extraktion, |0,2 ppb (Amp),
(2002) ESI Amox, Amp, Ceft, SPE 0,4 ppb (Ceft),
Ceph, Clox (Polymerphase) | 0,8 ppb (Ceph),

1 ppb (Amox, Pen G),
2 ppb (Clox, PenV),

(*) die Leistungsfahigkeit entspricht der angegebenen Nachweisgrenze. Abweichungen

hiervon sind in der Tabelle direkt gekennzeichnet
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Tab. 6: Ausgewahlte LC-MS-Verfahren zur Rickstandsanalytik von B-Lactamen in

tierischen Geweben

Literatur Technik R-Lactam Extraktion/ Leistungsfahig-
(Jahr) Aufreinigung keit (*)
[69] Single-MS/ Oxa, Clox, Diclox Extraktion mit THF |40 ppb (Oxa)
(1994) Partikel-Beam und Ethylacetat | 50 ppb (Clox, Diclox)
[70] Single-MS/ Amp Extraktion mit 50 ppb
(1996) ESI Ammoniumacetat- | (Bestimmungsgrenze)
puffer, SPE (C18)
[71] Single-MS/ Pen G, Pen V, Clox, Extraktion mit 25 ppb (Pen G)
(1998) ESI Diclox Trichloressigsaure, |20 ppb (Pen V)
SPE 40ppb (Clox)
(Polymerphase) |60 ppb (Diclox)
(Bestimmungsgrenze)
[72] Triple-Quad-MS/ Amox Extraktion mit 1,2 ppb
(2000) ESI Trichloressigsaure, | (Bestimmungsgrenze)
Derivatisierung mit
Formaldehyd
[73] Triple-Quad-MS/ | Pen G, Pen V, Oxa, Extraktion mit 50 ppb (alle R-Lactame)
(2001) ESI Clox, Diclox, Naf | Natrium-Wolframat,
SPE (C18), SPE
(Anionenaus-
tauscher)
[74] Triple-Quad-MS/ Amox, Extraktion mit 2,3 -12,0 ppb (Amox)
(2002) ESI Amox-Metabolite Trichloressigsaure
SPE
(Polymerphase)
[33] lon-Trap-MS/ | Amox, Amp, Pen G, ACN-Extraktion, 10 ppb (Ceph, Amp,
(2003) ESI Pen V, Oxa, Clox, SPE (C 18) Cefzn, Pen G, Oxa,

Diclox, Naf, Ceph,
Dceph, Cfzn,
DFC-cysteindisulfid
(DCCD)

Clox, Naf)

10-50 ppb (Dceph)
50-100 ppb (Amox)
100-500 ppb (Diclox)
500 ppb (DCCD)

(*) die Leistungsfahigkeit entspricht der angegebenen Nachweisgrenze. Abweichungen

hiervon sind in der Tabelle direkt gekennzeichnet

Tab. 7: Ausgewahlte LC-MS-Verfahren zur Rickstandsanalytik von B-Lactamen in

tierischen Geweben und Milch

Autor Technik R-Lactam Extraktion/ Leistungsfahig-
(Jahr) Aufreinigung keit (*)

[75] Single-MS/ Pen G, Pen V, Oxa, | Fallung der Proteine | Milch:
(1994) ESI Clox, Diclox, Naf mit ACN. Extraktion |2 ppb (Pen G, Oxa)

mit Dichlormethan.

5 ppb (Pen V, Clox)
10 ppb (Diclox)

Gewebe:

25 ppb (Pen G, Oxa)
50 ppb (Pen V, Clox)
100 ppb (Diclox)

(*) die Leistungsfahigkeit entspricht der angegebenen Nachweisgrenze.
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1.7.2 Aminoglycoside

FUr die Analytik von Aminoglycosiden wurden deutlich weniger LC-MS-Verfahren
beschrieben als fir die R-Lactame. Insgesamt wurden seit 1992 vier Verfahren fur
tierische Gewebe und zwei fur Milch beschrieben. Alle Verfahren verwenden als
lonisierungstechnik, analog zu den R-Lactam-Verfahren, die ESI. In Bezug auf die
Verfahren die

charakteristisch, die jedoch fur die Effizienz der ESI als unvorteilhaft zu bewerten ist.

Chromatographie ist fur alle lonenpaarchromatographie
Die Arbeiten zur LC-MS-Bestimmung von Aminoglycosiden sind in den Tabellen 8 u.

9 als Ubersicht zusammengefasst.

Tab. 8: Ausgewahlte LC-MS-Verfahren zur Riickstandsanalytik von Aminoglycosiden
in Milch

Autor Technik Aminoglycosid Extraktion/ Leistungsfahig-
(Jahr) Aufreinigung keit (*)

[76] lon-Trap-MS/ Spec SPE (C 18, 50-100 ppb
(1998) ESI lonenpaar)

[77] lon-Trap-MS/ Gent ,Neomycin Extraktion mit 30 ppb
(2000) ESI Salzsaure, (Bestimmungsgrenze)

SPE (Kationenaus-
tauscher, CBA)

(*) die Leistungsfahigkeit entspricht der angegebenen Nachweisgrenze. Abweichungen
hiervon sind in der Tabelle direkt gekennzeichnet

Tab. 9: Ausgewahlte LC-MS-Verfahren zur Riickstandsanalytik von Aminoglycosiden

in tierischen Geweben

Autor Technik Aminoglycosid Extraktion/ Leistungsfahig-
(Jahr) Aufreinigung keit (*)
[78] Triple-Quad-MS/ Spec, Str, Dhs, MSPD 20 ppm
(1992) ESI Hygromycin (Cyanopropyl)
[34] Triple-Quad-MS/ | Spec, Neomycin, MSPD 30 ppb (Gent)
(1994) ESI Str, Dhs, Gent, (Cyanopropyl) 60 ppb (Neomycin)
Tobramycin 100 ppb (Dhs)
130 ppb (Str)
340 ppb Hygromycin)
520 ppb (Spec)
[79] Triple-Quad-MS/ Spec Extraktion mit 50 ppb
(1998) APCI Trichloressigsaure,
SPE (Kationenaus-
tauscher, CBA)
[80] lon-Trap-MS/ Gent Extraktion mit 0,5-2,5 ppb
(2000) ESI Trichloressigsaure,
SPE (Kationenaus-
tauscher, CBA)

(*) die Leistungsfahigkeit entspricht der angegebenen Nachweisgrenze.
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1.8 Zielsetzung

In der VO (EWG) 2377/90 sind fUr insgesamt 17 [3-Lactame (acht Penicilline und
neun Cephalosporine) sowie sieben Aminoglycoside Ho6chstmengen (MRL’s)
festgesetzt. Damit durch die amtliche LebensmittelUberwachung oder Handels-
laboratorien eine sichere Uberwachung fiir diese hohe Anzahl von Wirkstoffen
gewahrleistet werden kann, mussen diese Uber validierte, leistungsfahige analytische
Methoden verfligen.

Es war deshalb das Ziel dieser Arbeit fur die genannten Antiinfektiva effiziente LC-
MS/MS-Multimethoden zu entwickeln, die in der Lage sind, ein moglichst grol3es
Spektrum dieser Wirkstoffe simultan erfassen zu kdénnen. Aus Grinden der
Wirtschaftlichkeit sollten fur diese Methoden ausschlieRlich einfache und schnell
durchfuhrbare Probenaufarbeitungen zum Einsatz kommen.

Die Gruppe der [3-Lactame (Penicilline, Cephalosporine) sollten zusammen in einer
einzigen LC-MS/MS-Multimethode gemessen werden. Lediglich das Cephalosporin
Ceftiofur kann aufgrund seiner besonderen pharmakologischen Eigenschaften, wie
der vollstandigen Metabolisierung sowie der kovalenten Bindung der aus dieser
Verbindung gebildeten Metabolite an Proteine und den daraus resultierenden
besonderen Anforderungen an die Probenvorbereitung, nicht in eine Multimethode
fur R-Lactame integriert werden. FUr diese Verbindung ist es deshalb notwendig, eine
spezielle LC-MS/MS-Monomethode zu entwickeln ist.

Fur die Analytik der Aminoglycoside war es neben der Entwicklung einer einfachen
Probenaufarbeitung von hoher Relevanz, ein neuartiges chromatographisches
Verfahren fur die hochpolaren polykationischen Aminoglycoside unter Einsatz der
»Hydrophilic Interaction Liquid Chromatographie“ HILIC zu entwickeln, das im
Gegensatz zu allen bisher publizierten LC-MS-Verfahren auf den Einsatz der fur die
Elektrosprayionisation  problematischen  flichtigen fluorierten  Carbonsauren
verzichtet.

Obwohl es mit der LC-MS/MS-Technik aufgrund der hochselektiven MS/MS-
Detektion moglich ist, Verbindungen selbst bei Anwesenheit groler Mengen an
Matrixkoextraktiven ohne stérende Interferenzen zu messen, kdnnen jedoch diese fur
den Analytiker ,ungesehenen” Matrixkoextraktive die lonisation der Verbindungen
stark beeinflussen. Diese als Matrixeffekte bezeichneten Auswirkungen auf die ESI
(Signalschwachungen, Signalerhohungen), die zu gro3en Quantifizierungsfehlern

fuhren kdnnen, sollten bei der Methodenentwicklung genau untersucht werden.
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Die Validitat der entwickelten Methoden sollte den gesetzlich festgelegten Vorgaben
der Kommissionsentscheidung 2002/657/EC  entsprechen, die  konkrete
Leistungsmerkmale und Leistungskriterien vorgibt.

Die Praxistauglichkeit der entwickelten LC-MS/MS-Methoden sollte an authentischen,
im Charm Il-Test flr R-Lactame und Aminoglycoside positiven Proben mit
gewachsenen RiUckstanden angewendet werden. Dabei war zu prifen, ob die
positiven Screening-Befunde bestatigt werden konnen.

Ein weiteres Ziel sollte es sein, die zu entwickelnde LC-MS/MS-Monomethode fur
Ceftiofurrickstdande an Milchproben zu Uberprifen, die von einer mit
Ceftiofurhydrochlorid (Excenel® RTU) behandelten Kuh stammen. Diese LC-MS/MS-
Ergebnisse sollten mit bereits publizierten Ergebnissen aus einer Studie zum

Ausscheidungsverhalten von Ceftiofur in Milch auf ihre Plausibilitat geprift werden.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1 Apparativer Aufbau des verwendeten LC-MS/MS-Systems

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Messsystem handelt es sich um ein Triple-
Quadrupol Massenspektrometer (TSQ 7000) der Firma Thermo Finnigan mit
Tandem-MS-Mdoglichkeit (MS/MS), das direkt mit dem HPLC-System (Agilent 1100)
der Firma Agilent Technologies verbunden ist. Mit diesem Messsystem ist es
mdglich, die in dieser Arbeit zu untersuchenden Antiinfektiva zu quantifizieren und
zugleich massenspektrometrisch nach den Anforderungen der EU zu bestatigen. Alle
in diesem Versuchsaufbau gezeigten Gerate werden einheitlich mittels eines
Computers durch die Gerate-Software Xcalibur (Thermo Finnigan) zentral gesteuert.
Der schematische Aufbau des verwendeten LC-MS/MS-Systems ist in Abb.13

dargestellt.

s Erste Zweite Dritte Vakuum-Stufe
ESI
Interface Tube
Lens
Spriih l
Kammer

HPLC-Saule

Eluenten ' % ¢
| ol Turbo Turbo
| Pumpe| Pumpe 1 PuMp 2
|
HPLC Abfall Beheizte  Skimmer Elektronen
Pumpe Schaltung Kapillare Multiplier

Abb. 13: Schematischer Aufbau des LC-MS/MS-Systems

Mittels des HPLC-Systems werden die zu analysierenden Verbindungen auf Narrow-
Bore Saulen mit 2 mm Innendurchmesser chromatographiert und der Eluent direkt in
das ESl-Interface des Massenspektrometers geleitet. Diese Einleitung ist
zeitgesteuert durch die Abfall Schaltung (Divert valve) mdoglich, um die
Verschmutzung des Massenspektrometers zu minimieren.

Die Uberfiihrung der in der Sprilhkammer erzeugten Gasphasenmolekiilionen in die
erste Vakuumstufe, mit einem Druck von ca. 1 Torr, findet durch eine beheizte

Kapillare mit einem Innendurchmesser von 0,46 mm statt. Diese Kapillare ist bis zu
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400°C beheizbar, um den starken AbkUhlungseffekt des in das Vakuum
expandierenden Gasgemisches aus Losungsmitteln und Stickstoff zu kompensieren.
Ohne eine Heizung wurde es zur Bildung von lonen-Losungsmittelclustern kommen,
die so gro sein koénnen, dass sie aullerhalb des Massenbereiches des
Massenspektrometers fallen [26].

Im Anschluss daran wird der erzeugte lonenstrahl (lon beam) durch die Tube Lens
fokussiert und durch den Skimmer in die zweite Vakuumstufe Uberfuhrt. Die weitere
lonenstrahlfihrung und Fokussierung in den Bereich des Hochvakuums (Dritte
Vakuumstufe, 10° Torr) wird durch das nicht scannende Quadrupol QO (lon Guide)
realisiert. In diesem Bereich kann entweder die einfache Massenanalyse (Single MS)
oder die Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) durchgefuhrt werden (s. 1.5). Die
Intensitatsmessung (lon Counting) findet durch den Elektronenmultiplier im

Anschluss an die Massenspektrometrie statt.

2.2 LC-MS/MS-Multimethodenentwicklung fur die quantitative Bestimmung von
15 B-Lactamen (Penicilline und Cephalosporine) in Milch, Muskel und Niere von
Rindern

2.2.1 Optimierung der chromatographischen Trennung (HPLC)

Bei der HPLC-MS-Kopplung missen hinsichtlich der verwendeten Eluenten
besondere Anforderungen berucksichtigt werden. Die Verwendung nichtflichtiger
Puffer oder lonenpaarreagentien, wie sie bei den klassischen HPLC-Verfahren
Ublicherweise fur die Trennung der R-Lactame verwendet werden, ist nicht moglich
[81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89,90 ,91 ,92 ,93].

Diese nichtfluchtigen Substanzen, wie z.B. Orthophosphat oder Natrium-
dodecylsulfat, wirden an der Kapillare des Massenspektrometers auskristallisieren
und diese verstopfen. Es mussen deshalb flichtige Zusatze (z.B. Ameisensaure,
Essigsaure) verwendet werden, die zum einen eine gute Chromatographie und zum
anderen eine bestmogliche lonisierung der zu messenden R-Lactame ermoglichen.
Grundsatzlich sollte bei der LC-MS-Methodenentwicklung unter Verwendung der ESI
bertcksichtigt werden, dass im allgemeinen die beste lonisierungseffizienz bei sehr
kleinen Additiv- oder Pufferkonzentrationen im HPLC-Eluenten erzielt wird (s.

1.4.3.4). Als Faustregel gilt, dass diese < 10 mM sein sollten [94].
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Obwohl es sich bei Massenspektrometern prinzipiell um massenfluss-sensitive
Detektoren handelt, ist die ESI dadurch gekennzeichnet, dass das erzeugte Signal

konzentrationsabhangig ist und die hochste lonisierungseffizienz bei kleinen

Flussraten erreicht wird [46].

Diese Konzentrationsabhangigkeit hat letztlich fur die Wahl der HPLC-Saule, mit der
die R-Lactame chromatographiert werden, eine entscheidende Bedeutung. Um eine
hohe Peakkonzentration und Messempfindlichkeit zu erreichen, ist die Verwendung
von Narrow-bore Saulen mit kleinen Innendurchmessern (2 mm) im Gegensatz zu
den klassischen Normal-bore Saulen mit einem Innendurchmesser von 4,6 mm
vorteilhaft. Durch die Verwendung einer Narrow-bore Saule anstatt einer Normal-
bore Saule kann eine deutlich hohere Peakkonzentration um ca. den Faktor 5

erreicht werden.

Das Ziel der hier zu entwickelnden LC-MS/MS-Multimethode war es, insgesamt 15 3-
Lactame (Penicilline und Cephalosporine) in einem chromatographischen Lauf
massenspektrometrisch zu bestatigen und zu quantifizieren. Um dabei das
Identifizierungspunkte-Konzept der EU erfullen zu kdnnen, mussen insgesamt 30
Massenspuren (2 fur jede Substanz) im MRM-Modus gemessen werden. Dies ist mit
ausreichender Empfindlichkeit jedoch nur dann mdoglich, wenn dem
Massenspektrometer fur jede Massenspur eine ausreichend lange Messzeit (Dwell
time) zur Verfugung steht.

Ausreichend lange Messzeiten kdnnen z.B. dadurch erreicht werden, indem einzelne
R-Lactame oder Gruppen von R-Lactamen =zeitlich versetzt in verschiedenen
Zeitsegmenten gemessen werden.

Dies stellt jedoch erhdhte Anforderungen an die chromatographische Trennung. Fur
die Verwendung von Zeitsegmenten ist es notwendig, dass die R-Lactame durch eine
geeignete Chromatographie mit hoher Trennleistung ausreichend getrennt und
reproduzierbar voneinander eluieren.

Die universell einsetzbare Reversed-Phase Chromatographie (Umkehrphasen-
Chromatographie) wird als geeignetstes chromatographisches Verfahren fir die
Trennung der 15 R-Lactame, die sich hinsichtlich ihrer Polaritdt und ihres

Ladungszustandes stark unterscheiden, angesehen.
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2.2.1.1 Entwicklung der Reversed-Phase Chromatographie

Zunachst sollte unter Berucksichtigung aller oben genannten Punkte eine optimale
Trennung von zunachst 13 R-Lactamen (Amox, Amp, Cephalex, Ceph, Cephal,
Cefqu, Cfzn, Pen G, Pen V, Oxa, Clox, Diclox, Naf) erreicht werden. Die R-Lactame
(Dceph, Cefo) wurden im Laufe der weiteren Methodenetablierung integriert.
Insgesamt wurden zwei verschiedene HPLC-Saulen getestet, deren stationare
Phasen sich hinsichtlich der Polaritat und Phasenchemie deutlich unterscheiden.

Bei der ersten Phase handelte es sich um eine hydrophil desaktivierte
Phenyletherphase, deren Retentionsmechanismus auf hydrophoben
Wechselwirkungen sowie auf n-n-Wechselwirkungen (elektronischen Wechsel-
wirkungen) zwischen den Phenylgruppen und den Analyten basiert.

Die zweite Phase ist im Gegensatz zur ersten eine vdllig unpolare alkylgebundene C-
12-Phase, bei  welcher auller einer hydrophoben Retention mit
Methylgruppenselektivitat keine speziellen Wechselwirkungen vorhanden sind. Beide
verwendeten HPLC-Saulen waren Narrow-bore Saulen mit einem Innendurchmesser
von 2 mm, die bei einem niedrigen Fluf} von 0,2 ml/min gefahren werden.

Eine optimale Trennung der R-Lactame konnte flr beide HPLC-Phasen bei einer
Saulentemperatur von 37°C und dem in Tab. 10 dargestellten Gradientenprogramm

erreicht werden.

Tab. 10: Entwickeltes Gradientenprogramm fiir die hydrophil desaktivierte

Phenyletherphase und die C-12 Phase

Zeiten (min) Flussrate Eluent A (%) Eluent B (%)
(ml/min)
0-3 0,2 100 0
3-22 0,2 10 90
22 -37 0,2 10 90
37 —-52 0,2 100 0
(Aquilibrieren)

Als Eluent A wurde HPLC-Wasser mit einer niedrigen Ameisensaurekonzentration
von 0,005 % (v/v, 1,3 mM) und reines Methanol als Eluent B verwendet. Diese
minimale Ameisensaurekonzentration war notwendig, um eine ausreichende
Retention flr die amphoteren Penicilline (Amox, Amp) mit gleichzeitig geringer
Peakbreite zu erreichen. Der pH-Wert von Eluent A betrug 3,4. Das organische
Losungsmittel Acetonitrii musste als Eluent vermieden werden, da sich in

Vorversuchen zeigte, dass dieses LoOsungsmittel sehr starke Addukte mit den
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protonierten Molekllionen der amphoteren Penicilline Amoxicillin und Ampicillin
bildete. DarlUber hinaus besitzt Acetonitril sehr starke n-Eigenschaften, die zu einer
unerwunschten Unterbrechung der elektronischen Wechselwirkungen zwischen den

Analyten und den Phenylgruppen der Phenyletherphase fuhren wirden.

Um die beiden getesteten HPLC-Phasen bezuglich ihrer Retentionseigenschaften fur
jedes der 13 R-Lactame vergleichen zu kénnen, wurde aus den Chromatogrammen

der Retentionsfaktor k nach folgender Formel berechnet:

t, —t, (14) k = Retentionsfaktor
to tr = Retentionszeit der Komponente (min)

to = Durchflusszeit Streptomycin = Totzeit (min)

Der Retentionsfaktor ist ein Maf3 dafur, um wieviel Ianger sich die Probenmolekule an
oder in der stationaren Phase aufhalten als eine nicht-retardierte Verbindung wie z.B.
Streptomycin.

Die fur die -Lactame erhaltenen Retentionsfaktoren unter Verwendung der beiden
HPLC-Phasen sind in Abb. 14 grafisch dargestellt.

—o— Phenylether-Phase / Unpolare Selektivitat /
——C-12 Phase
13
X
- / Polare Selektivitat
S 11
x
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1’4 5 /
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Abb. 14: Erzielte Retentionsfaktoren fiir die beiden getesteten HPLC-Phasen.
Signifikante polare Selektivitat der Phenyletherphase fiir die R-Lactame Ampicillin,
Cephalexin, Cephapirin, Cephalonium, Cefquinome und Cefazolin. Signifikante
unpolare Selektivitit der C-12 Phase fiir die B-Lactame Pen G, Pen V, Oxacillin,

Cloxacillin, Dicloxacillin und Nafcillin.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die hydrophil desaktivierte Phenyletherphase im
Vergleich zur unpolaren alkylgebundenen C-12-Phase flr die Trennung von Amp,
Cephalex, Ceph, Cephal und Cefqu besser geeignet ist. Die Phenyletherphase
besitzt fur diese R-Lactame hohere und sich starker unterscheidende

Retentionsfaktoren und damit eine bessere Trennleistung.

Die hoheren Retentionsfaktoren lassen auf die dominierenden m-n-
Wechselwirkungen, welche zusatzlich zu den rein hydrophoben Wechselwirkungen
zwischen den Phenylgruppen und den R-Lactamen vorhanden sind, zurtckfuhren.
Vergleichbare Beobachtungen, die sich ebenfalls mit t-n-Wechselwirkungen erklaren
lassen, wurden z.B. fur die Chromatographie von Anti-Epileptika und Cephalexin auf

Phenylphasen beschrieben [95, 96].

Die getestete Phenyletherphase besitzt somit im Gegensatz zur C-12 Phase eine

zusatzliche polare Selektivitat. Besonders deutlich sind die n-n-Wechselwirkungen
bei Cefquinome und Cefazolin ausgepragt, die beide aufgrund der aromatischen
Reste R1 und R2 (s. Abb. 1 u. Tab. 2) sehr n-elektronenreich sind. Die Retentionszeit

ist auf der Phenyletherphase um ca. 5 Minuten im Vergleich zur C-12 Phase langer.

Ein umgekehrtes Verhalten zeigten vor allem die monobasischen Penicilline (Pen G,
Pen V, Oxa, Clox, Diclox, Naf). Diese wurden auf der unpolaren C-12-Phase deutlich

starker retardiert (unpolare Selektivitat) als auf der weniger unpolaren

Phenyletherphase. Jedoch verbesserte sich die Auflésung zwischen den
monobasischen Penicillinen nicht deutlich. Vielmehr flihrt die starkere Retention zu

einer ungunstigen Verlangerung des chromatographischen Laufes um ca. 6 Minuten.

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse mit den beiden getesteten HPLC-Phasen wurde
die hydrophil desaktivierte Phenyletherphase fur die weitere Methodenentwicklung

verwendet.

Ein typisches (MRM)-Chromatogramm aller 15 [3-Lactame unter Verwendung dieser
HPLC-Phase ist in Abb. 15 dargestellt.



45

100

Zeitsegment: 1 -~

Relative Abundance
n
T
A

=
[
1
—_
w

= w o

=l

_——
w0

4 10 15 20 25 30
Tirme (mimn)

Abb. 15: Multiple reaction monitoring (MRM)-Chromatogramm von 15 B-Lactamen (50
ng/ml, 20 pul Injektionsvolumen): Amoxicillin (1), Desacetyl-Cephapirin (2), Ampicillin
(3), Cephalexin (4), Cephapirin (5), Cephalonium (6), Cefquinome (7), Cefazolin (8),
Cefoperazon (9), Penicillin G (10), Penicillin V (11), Oxacillin (12), Cloxacillin , Nafcillin
(13,14), Dicloxacillin (15)

Durch die entwickelte chromatographische Trennung war es mdoglich, 15 in der
Multimethode erfasste R-Lactame in sechs verschiedenen Zeitsegmenten zu messen

(s.3.1.4.2).

Im Zeitsegment 1 (0 - 15 min) wird Amoxicillin, im Zeitsegment 2 (15,0 — 20,2 min)

werden Desacetyl-Cephapirin und Ampicillin, im Zeitsegment 3 (20,2 — 22,2 min)

werden Cephalexin, Cephapirin und Cephalonium, im Zeitsegment 4 (22,2 — 25,0

min) werden Cefquinome und Cefazolin, im Zeitsegment 5 (25,0 — 28,0 min) werden

Cefoperzone und Pen G, im Zeitsegment 6 (28,0 — 32,0 min) werden Pen V,

Oxacillin, Cloxacillin, Nafcillin und Dicloxacillin gemessen.

Die Verwendung der sechs Zeitsegmente ermdglichte ausreichend lange Messzeiten

(dwell time) des Massenspektrometers flr jede zu messende Massenspur, wodurch
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erstmals eine hochempfindliche Quantifizierung und zugleich massen-
spektrometrische Bestatigung von 15 R-Lactamen, Uber jeweils zwei diagnostische
Fragmentionen, in einem chromatographischen Lauf moglich wurde.

Die Nachteile einer nicht ausreichenden chromatographischen Trennung auf die
Messempfindlichkeit wurden bei einer von Daeseleire et al. [65] publizierten LC-
MS/MS-Multimethode fiur die Analytik von 11 R-Lactamen in Milch deutlich. Fir das
Messen von unbekannten Proben mussten die Probenextrakte, im Gegensatz zu der
hier entwickelten Multimethode, zweimal injiziert werden. Die erste Injektion diente
dabei dem Screening auf alle 11 in der Methode erfassten 3-Lactame, in dem nur ein
diagnostisches Fragmention im SRM Modus gemessen wurde.

Erst durch die zweite Injektion war es moglich, das bei der ersten Injektion ermittelte
R-Lactam ausreichend empfindlich zu quantifizieren und im MRM Modus Uber

mehrere diagnostische Fragmentionen zu bestatigen.

2.2.2 Optimierung des ESI-Triple-Quadrupol-Gerates

Der entscheidende Schritt bei der Entwicklung von LC-MS/MS-Methoden unter
Verwendung der ESI besteht darin, Molekilionen (Precursor ions) der zu
analysierenden Substanzen zu erzeugen, die in der Kollisionszelle des
Massenspektrometers zu diagnostischen Tochterionen (Daughter ions) fragmentiert
werden (s. 2.2.3).

Hierzu verfugt das System Uber eine Reihe von variablen Parametern, mit denen der
Elektrosprayprozess und die anschlieBende Uberfihrung der erzeugten
Gasphasenmolekilionen in das Massenspektrometer direkt beeinflusst werden kann.
Es ist deshalb notwendig, diese Parameter zu optimieren, um eine maximale
Empfindlichkeit der Messung fur jedes [3-Lactam zu erzielen.

FUr die Durchfihrung dieser Untersuchungen wurden Lésungen der einzelnen (-
Lactame mit einer Konzentration von 10 pg/ml mittels Spritzenpumpe dem HPLC-
Eluenten zudosiert. Der Fluss der Spritzenpumpe betrug 3 pl/min bei einem HPLC-
Fluss von 0,2 ml/min mit der Eluentenzusammensetzung von 50 % Eluent A und
50% Eluent B. Unter Berlcksichtigung des Verdunnungseffektes, der durch den
HPLC-Fluss verursacht wird, betragt die Konzentration der R-Lactame, die in das
ESl-Interface tberfiihrt werden, ca. 107 mol/l.

Diese Konzentration ist fur die Elektrosprayionisation optimal, da die

onisierungseffizienz bei Konzentrationen ~ mol/l maximal ist und ein linearer
| ff bei K trat < 10° mol/l | ist und |
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Zusammenhang zwischen dem gemessenen Signal und der Konzentration besteht
(s. 1.4.3.4). Die Erzeugung von Molekilionen und deren Uberfiilhrung in das

Massenspektrometer ist durch folgende variable Parameter beeinflussbar:

1.) Kapillartemperatur
2.) Spannung der Elektrospraynadel
3.) Sheatgasdruck, Auxiliarygasdruck

4.) Linsenspannungen im Massenspektrometer

Als Ausgangsbedingung flr die Optimierungen wurde die Kapillartemperatur des
Massenspektrometers auf 200°C, die Nadelspannung auf 5 kV, der Sheatgasdruck
auf 70 psi (1 psi = 6894,76 Pa) und der Auxiliarygasdruck auf O psi gesetzt. Die
Optimierungen wurden bei dem fur die Substanzen geeignetsten ESI-Modus (+/-)
durchgefuhrt (s. 2.2.3).

FuUr die Optimierung der Kapillartemperatur wurde diese von 200°C in 10°C Schritten,
wenn notig bis zur maximalen Temperatur von 400°C erhoht und dabei das
Molekulionensignal der einzelnen 3-Lactame gemessen.

Nach Abschluss der Kapillartemperaturoptimierung fand die Optimierung des
Sheatgas- und Auxiliarygasdruckes flur jedes [-Lactam bei der zuvor ermittelten
optimalen Kapillartemperatur statt. Dazu wurde der Sheatgasdruck von 30 psi bis
zum maximal einstellbaren Druck von 100 psi erhoht.

Nach der Ermittlung des optimalen Wertes wurde zusatzlich das Auxiliarygas
zugeschaltet, dessen Aufgabe es ist, den erzeugten Elektrospray in Richtung der
Kapillare zu fokussieren. Zuletzt wurde die Spannung der Elektrospraynadel im
Bereich von 2 — 7 kV optimiert.

Bezuglich der Linsenspannungen des Massenspektrometers zeigte sich, dass die
bereits bei der Geratekalibrierung ermittelten Grundeinstellungen optimale
Ergebnisse liefern und dass deshalb keine zusatzliche Optimierung der

Linsenspannungen notwendig war.

Eine  Zusammenfassung aller ermittelten  Optimierungsdaten  fur die
Kapillartemperatur, den Sheatgasdruck und der Nadelspannung sind in den Abb. 16,
17 u. 18 dargestellt.
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Opt. Kapillartemp. (°C)

Opt. Sheatgasdruck (psi)

* gewahlter Wert

Opt. Nadelspannung (kV)

* gewahlter Wert

Abb. 18: Optimale Spannungen der Elektrospraynadel fiir die einzelnen B-Lactame
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Wie sich aus Abb. 16 erkennen lasst, lagen die optimalen Kapillartemperaturen fir
die in der Methode erfassten R-Lactame zwischen 310°C und 340°C. Nur Desacetyl-
Cephapirin und Cephapirin bendtigen deutlich hdhere Temperaturen von 400°C
sowie 370°C. Die optimalen Sheatgasdrucke lagen zwischen 60 und 90 psi und die
optimalen Nadelspannungen zwischen 4,5 und 6 kV.

Das Auxiliarygas zeigte bei der Uberwiegenden Anzahl der R-Lactame keinen
positiven Einfluss, weshalb auf dessen Einsatz verzichtet wurde. Ein geringer Effekt
des Auxiliarygases war zu erwarten, da dieses in der Regel erst bei hdheren HPLC-

Flussraten bendtigt wird.

Bei der Optimierung der Nadelspannung musste besonders im negativen ESI-Modus
darauf geachtet werden, dass es zu keinen Gasentladungen (corona discharge)
kommt, was einen instabilen Elektrospray zur Folge hat und die Elektrosprayeffizienz
stark verringert. Bei den Versuchen zeigte sich, dass im negativen ESI-Modus diese
Gasentladungen bei ca. 55 kV durch einen deutlich steigenden
Elektrospraystromfluss langsam begannen und bei 7 kV zu einem vdlligen
Zusammenbruch dessen fuhrten. Der gemessene Stromfluss betrug bei 5 kV ca. 0,7
pA, wobei dieser bei 7 kV auf Uber 100 pA anstieg. Im positiven ESI-Modus fand ein
ahnlich hoher Anstieg zwar selbst bei 7 kV nicht statt, jedoch war auch hier ein
Anstieg des Elektrospraystromflusses von ca. 1,7 pA auf ca. 20 uA zu beobachten.
Prinzipiell ware es flr das Erzielen einer maximalen Messempfindlichkeit optimal,
wenn jedes einzelne R-Lactam bei seinem Optimum gemessen wiuirde. Dies ist
jedoch nicht madglich, da zum einen die zentrale Steuerungssoftware (Xcalibur) des
LC-MS/MS-Systems nur jeweils einen festen Wert fur die Kapillartemperatur, die
Nadelspannung und den Sheatgasdruck =zuldsst und zum anderen eine
Kapillartemperaturanderung wahrend des chromatographischen Laufes zu trage
reagieren warde.

Es war deshalb notwendig, einen Kompromiss bezuglich der Kapillartemperatur, der
Nadelspannung und des Sheatgasdruckes zu finden. Dies war prinzipiell problemlos
moglich, da die ermittelten Optimierungswerte zwischen den einzelnen R-Lactamen
nicht sehr unterschiedlich waren.

Es wurden deshalb fur die LC-MS/MS-Multimethode folgende gemeinsame Werte
festgelegt: Kapillartemperatur 330°C, Sheatgasdruck 70 psi, Nadelspannung 5 kV.
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2.2.21 Einfluss der Oberflachenaktivitit von Cephapirin und Desacetyl-
Cephapirin auf ihre Signalintensitat und ihre Kapillartemperaturoptima

Desacetyl-Cephapirin und Cephapirin sind strukturell identische Cephalosporine, bis
auf den Unterschied, dass Cephapirin zusatzlich tUber eine Acetylgruppe im Rest R2
verfugt (s. Abb. 1 u. Tab. 2). Das Fehlen der Acetylgruppe bei Desacetyl-Cephapirin
fuhrt zu einer Erhohung der Polaritat im Vergleich zu Cephapirin. Erkennbar wird dies
vor allem durch eine deutlich kirzere Retentionszeit bei der Reversed-Phase
Chromatographie (s. 2.2.1.1).

Eine genaue Beschreibung der Hydrophobizitat von Verbindungen kann durch den
Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient P erfolgen. Dieser beschreibt die Verteilung
einer Substanz zwischen einem Zwei-Phasen-System aus n-Octanol und Wasser. Er
wird aus dem Quotienten der Gleichgewichtskonzentrationen der Substanz in
wassergesattigtem n-Octanol und in n-Octanol gesattigtem Wasser ermittelt.

Gewohnlich wird dieser Wert als log P angegeben und nach folgender Gleichung

berechnet:
[XJoct = Konzentration der Substanz in der Octanol-
Phase
IogP:Iog[X]—OCt (15)
[X]aq [X]ay = Konzentration der Substanz in der Wasser-
Phase

Die genauen log P-Werte sind fir Desacetyl-Cephapirin und Cephapirin in der
Literatur beschrieben [97]. Desacetyl-Cephapirin ist ohne die Acetylgruppe mit einem
Octanol/Wasser Verteilungskoeffizient (log P-Wert) von —1,23 deutlich polarer als
Cephapirin, welches einen log P-Wert von — 0,42 besitzt. Ferner lassen die log P-
Werte der beiden Cephalosporine Rickschlisse auf ihre Oberflachenaktivitat zu.
Desacetyl-Cephapirin ist wegen des negativeren log P-Wertes weniger oberflachen-
aktiv als das unpolarere Cephapirin.

Bei den durchgefuhrten Optimierungen des Triple-Quadrupol Massenspektrometers
zeigte sich, dass Desacetyl-Cephapirin aufgrund der niedrigeren Signalintensitat bei
allen Kapillartemperaturen weniger effizient ionisiert wird als Cephapirin. Dartber
hinaus konnte die maximale Signalintensitat fir Desacetyl-Cephapirin im Gegensatz
zu Cephapirin nicht innerhalb des maximal einstellbaren Kapillartemperaturbereichs

von 400°C erreicht werden.
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Die Transmissionseffizienz des Massenspektrometers wurde dabei fur beide (m/z)
Verhaltnisse als konstant angesehen, da die Massendifferenz der beiden
Verbindungen klein ist. Die Signalintensitat in Abhangigkeit der Kapillartemperatur ist
in Abb. 19 dargestellt.
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Abb. 19: Vergleich der erreichbaren Signalintensitidten von Cephapirin und Desacetyl-

Cephapirin in Abhédngigkeit von der Kapillartemperatur.

Eine plausible Erklarung fur das Signalintensitatsverhalten der beiden Verbindungen
I&sst sich auf Basis des IEM-Modells (s. 1.4.3.3 u. 1.4.3.4) herleiten. Nach diesem
Modell werden lonen mit einer hohen Oberflachenaktivitdt und niedriger
Solvationsenergie (-AG%,) im Vergleich zu lonen mit niedriger Oberflichenaktivitét
und hoher Solvationsenergie (-AG%c) mit einer deutlich héheren Effizienz in die

Gasphase uberfuhrt.

Bezuglich der Kapillartemperatur zeigte sich, dass der beobachtete Signal-
intensitatsunterschied, welcher durch die unterschiedlichen Oberflachenaktivitaten
verursacht wird, dadurch verringert werden kann, indem der
Desolvatisierungsprozess (Losungsmittelverdampfung) durch eine hoéhere Kapillar-
temperatur beschleunigt wird [42]. Ein beschleunigter Desolvatisierungsprozess
begiinstigt den Elektrosprayprozess und damit insgesamt die Uberfihrungseffizienz

von lonen in die Gasphase.
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Bei den strukturanalogen Verbindungen Cephapirin und Desacetyl-Cephapirin lasst
sich zusammenfassend feststellen, dass unterschiedliche Oberflachenaktivitaten der
R-Lactame einen starken Einfluss auf die Messempfindlichkeit haben. Diese Effekte
konnen in gewissem Umfang durch eine Erhdohung der Kapillartemperatur

kompensiert werden.

2.2.2.2 Wahl des Elektrospraymodus (+/-)

Um einen bestmoglichen Zusammenhang zwischen dem zu messenden R-Lactam
und seinem Molekulargewicht zu erhalten, ist die Erzeugung von protonierten
und/oder deprotonierten Quasimolekulionen entscheidend. Im Fall der Protonierung
liegt die gemessene Masse um eine Einheit Uber der des Molekulargewichtes. Die
Produktion von Quasimolekulionen setzt bei der ESI voraus, dass die lonisierung
primar in der flissigen Phase (HPLC-Eluent) stattfinden muss.

Mit Kenntnis der individuellen pKs-Werte der zu messenden Verbindungen und unter
Anwendung der Henderson-Hasselbalch-Gleichung ist es madglich, diesen
Ladungszustand bei einem bestimmten pH-Wert in Losung zu berechnen und den
geeigneten ESI-Modus vorherzusagen [98]. Die fur die untersuchten R-Lactame
berechneten Daten finden sich in Tabelle 11.

Es muss jedoch bericksichtigt werden, dass es sich bei allen R-Lactamen um
polyprotische Verbindungen handelt, welche die Fahigkeit besitzen, Protonen
anzulagern oder abzugeben. Die wunter Punkt 1.4.3.5 beschriebenen
Protonentransferreaktionen in der Gasphase sind deshalb bei allen -
Lactamantibiotika nicht auszuschlieBen, weshalb die auf Basis der pKs-Werte

berechneten Vorhersagen als Naherungen zu betrachten sind.

Bei den monobasischen Penicillinen (Pen G, Pen V, Oxa, Clox, Diclox, Naf) handelt
es sich aufgrund des 6-Aminopenicillansaure-Grundkorpers um saure Verbindungen
mit einer freien Carboxylgruppe, wahrend die amphoteren Aminopenicilline (Amox,
Amp) neben der Saurefunktion am Grundkorper eine basische Aminofunktion im
Rest R (s. Abb. 1 u. Tab. 1) tragen.

Die Cephalosporine besitzen ebenfalls wie die Penicilline aufgrund ihres 7-
Aminocephalosporansauregrundkoérpers eine saure Carboxylgruppe. Jedoch handelt

es sich bei den meisten Cephalosporinen nicht um monobasische Verbindungen,
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sondern Uberwiegend um amphotere. Folgende Cephalosporine sind aufgrund ihrer
basischen Gruppen in den Resten R4 (s. Abb.1 u. Tab. 2) amphoter:

Cephalexin mit einer Aminobenzylgruppe analog zum amphoteren Ampicillin,
Cephapirin  mit einer Pyridinylgruppe, Cefazolin mit einer Tetrazolylgruppe,
Cefquinome und Ceftiofur mit einer Aminothiazolylgruppe.

Cefquinome sowie Cephalonium sind dartber hinaus aufgrund ihrer Reste R, mit
permanent positiver Ladung am Ringstickstoffatom sogenannte innere Salze.

Cefoperazon und Cephalonium besitzen keine signifikant basischen Reste.

Tab. 11: Berechneter Ladungszustand der B-Lactame in Losung bei pH 3,4 und der

daraus abgeleitete optimale ESI-Modus (+/-).

R-Lactam pPKs1 pPKs: Ladungs- Optimaler
(-R12NH*) | (-€CO0O)) zustand in ESI-Modus (+/-)
Lésung
Monobasische Penicilline - 2,6 —2,8% | 84 % negativ (-)
Amoxicillin 7,42 2,42 9 % positiv (+)
Ampicillin 7,22 2,7° 16 % positiv (+)
Cephalexin 7,3° 5,3 99 % positiv (+)
Cephapirin 5,4° 2,2° 6 % positiv (+)
Desacetyl-Cephapirin 5,4° 2,2° 6 % positiv (+)
Cefazolin 4,9° 2,5° 8 % positiv (+)
Cefoperazon - 2,5° 89 % negativ (<)
Cephalonium - 3,2 38 % positiv (+)
Cefquinome 5,49 2,9" 77 % positiv, (+)
23 % 2 fach
positiv
Ceftiofur, 5,49 2,5° 10 % positiv (+)
Desfuroylceftiofuracetamid

3 Literatur pKs-Werte [99], ® Literatur pKs-Werte [100], © Literatur pKs-Werte [101], @ Literatur

pKs-Werte [102], ® pKs-Wert von Cefazolin (ibernommen, "

ibernommen [103], ¢ pKs-Wert berechnet [104], ™ Literatur pK-Wert [105]

pKs-Wert von Cefaloridin

Unter Berucksichtigung der individuellen pKs-Werte wurde der erwartete
Ladungszustand beim pH-Wert des verwendeten Eluenten A (pH 3,41) fur jedes R-

Lactam unter Verwendung der Henderson-Hasselbalch-Gleichung (16) berechnet.
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c(A7)

H=pK, +lo
pPH =P, gc(HA)

(16)

Die auf Basis der Henderson-Hasselbalch-Gleichung berechneten Ergebnisse sind in
Tab. 11 dargestellt.

Auf Basis der in Tab. 11 berechneten Werte sollten alle monobasischen Penicilline
sowie Cefoperazon mit maximaler Empfindlichkeit als deprotonierte Molekulionen im
negativen ESI-Modus gemessen werden konnen. Ein umgekehrtes Verhalten ist fur
alle anderen R-Lactame zu erwarten, da diese nach den durchgeflhrten

Berechnungen positiv geladen in Losung vorliegen.

In Abb. 20 sind die experimentell erhaltenen Werte grafisch dargestelit.
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Abb. 20: Experimentell ermittelte relative Signalintensititen (%) in Abhangigkeit des
Elektrospraymodus.

Die experimentell ermittelten Werte stimmen dabei gut mit den rechnerisch
vorhergesagten Elektrospray-Modi (+/-) Uberein.
Lediglich das monobasische Nafcillin zeigte im positiven ESI-Modus eine hohere

Empfindlichkeit als im negativen ESI-Modus. Dieses Verhalten lasst sich auf Basis
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des pKs-Wertes der Carboxylgruppe von Nafcillin nicht erklaren, zumal alle anderen
monobasischen Penicilline diesem folgten.

Vielmehr ist eine Erklarung in der Seitenkette von Nafcillin zu suchen. Nafcillin
verfugt Uber eine 2-Ethoxy-1-naphthalinyl-carbonyl-amino-Seitenkette, die eine
Carbonylgruppe in direkter Nachbarschaft zum aromatischen Naphthalinringsystem
beinhaltet.

Wird diese Carbonylgruppe protoniert, so ist eine sehr gute Resonanzstabilisierung
der positiven Ladung mit insgesamt 9 mesomeren Grenzstrukturen maoglich, wie sich
dies aus Abb. 21. erkennen lasst. Durch die Moglichkeit der sehr guten
Resonanzstabilisierung besitzt der Carbonylsauerstoff von Nafcillin im Vergleich zu
allen anderen untersuchten monobasischen Penicilinen eine deutlich hohere
Basizitat, d.h. die Eigenschaft, ein Proton anzulagern. Es ist davon auszugehen,
dass diese Protonierung am wahrscheinlichsten in der Gasphase stattfindet, da der
pKs-Wert der Carbonylgruppe in Lésung sehr klein sein dirfte und deshalb eine

Protonierung in Lésung kaum stattfindet.

+
O OH O OH O OH O OH O OH
H R H R H R — 8 - — 8
/ - / n - / N - N—-R N—-R

OCzHs OCzHs OCzHs OCyHs +OCQH5

O OH Q OH O OH . OH
H H H — H
— N—R & N—R & N—R & N—R

0C,Hs OCyHs OCyHs OCoHs

Abb. 21: Mogliche mesomere Grenzstrukturen von Nafcillin bei einer Protonierung des

Carbonylsauerstoffatoms

Eine hohe Protonenaffinitat wurde in der Literatur ebenfalls fir das monobasische
Penicillin Methicillin beschrieben, das uber eine Dimethoxybenzoylgruppe im Rest R
verfugt. Analog zum Nafcillin besitzt dieser Rest R eine Carbonylgruppe in direkter

Nachbarschaft zum aromatischen Benzolringsystem [97].
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Cefquinome besitzt aufgrund der inneren Salzstruktur als einziges R-Lactam die

Fahigkeit, doppelt positiv geladen in Losung vorzukommen. Beide Formen sind in

Abb. 22 u. 23 dargestellt.
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Nach den mit der Henderson-Hasselbalch-Gleichung durchgeflhrten Berechnungen

sollte Cefquinome zu 77 % einfach positiv und zu 23 % doppelt positiv geladen in

Losung vorliegen.

Um diese Vorhersage experimentell zu priafen, wurde ein

Massenspektrum uber einen erweiterten Massenbereich aufgezeichnet, welches die

Masse des doppelt geladenen Molekilions einschloss (s. Abb. 24).

T+ c ESlms= [ 228.87-550.00]
- 265.0

E [M+2H]2+

m @ o
oo !
Lol

M @ @ =~ =~ @
oo oo W o
Lol

Relative Abundance
=M
oo
lunl

MWW
= =
1l

(3]
=]
plinlinl

2730

N
[~
111
t
~
=
o

3151
301 _3z3.4

” |||II|J 1. .'I.. "

251.0

" |.|,|.| I.1||.lJ||.I.

i

Lol lositgdat s .||I|

[=]

53937

[M-+H]+

4181 53032

250 300 250

400

S00

Abb. 24: ESI-Massenspektrum von Cefquinome im positiven ESI-Modus
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Das Massenspektrums zeigt, dass entsprechend der Vorhersage einfach und doppelt
positiv geladene Molekilionen auftreten. Jedoch stimmen die relativen Intensitaten
nicht mit den berechneten Uberein.

Diese Beobachtung ist wahrscheinlich auf die unterschiedliche Transmissions-
effizienz des Massenspektrometers zurtickzufuhren.

Quadrupol-Massenspektrometer besitzen in der Regel fur niedrige (m/z) eine deutlich

hohere Transmissionseffizienz als fur grof3e (m/z).

2.2.2.2.2 Chemisches Rauschen in Abhangigkeit des gewéahlten Elektrospraymodus

Bei der Entwicklung von massenspektrometrischen Methoden ist es von grofer
Bedeutung, eine mdglichst hohe Selektivitat der Messung zu erreichen. In der Praxis
bedeutet dies, dass sich das Masse/Ladungsverhatnis (m/z) der zu analysierenden
Substanzen vom chemisch erzeugten Rauschen durch ein  hohes
Signal/Rauschverhaltnis (S/N-Verhaltnis) unterscheiden sollte.

Dabei hat die Wahl des ESI-Modus auf das S/N-Verhaltnis einen grof3en Einfluss. Im
allgemeinen erzeugt der negative ESI-Modus ein deutlich niedrigeres chemisches

Rauschen als der positive ESI-Modus, was in Vorversuchen bestatigt werden konnte.

Grundsatzlich sollte deshalb der negative ESI-Modus im Vergleich zum positiven
ESI-Modus die bessere Wahl sein, um die bei der ESI erzeugten Quasimolekilionen
mit einem hohen S/N-Verhaltnis zu messen.

Um dies zu prufen wurden die monobasischen Penicilline (Pen G, Pen V, Oxa, Clox,
Diclox, Naf) naher untersucht, da diese sowohl im negativen als auch im positiven
ESI-Modus Quasimolekilionen erzeugen.

Es wurde hierzu ein Mix dieser Verbindungen in das LC-MS-System injiziert und das
S/N-Verhaltnis fur die gemessenen Quasimolekullionen in beiden ESI-Modi (+/-)
bestimmt (s. Abb. 25).
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Abb. 25: Darstellung der gemessenen log S/N-Verhiltnisse fiir die Molekiilionen der

monobasischen Penicilline in Abhangigkeit des gewahlten ESI-Modus

Aus den Ergebnissen wird deutlich, dass mit dem negativen ESI-Modus neben der
moderat héheren Signalintensitat (s. Abb. 20) ein extrem besseres S/N-Verhaltnis fur
die zu messenden monobasischen R-Lactame erzielt werden kann. Der negative
ESI-Modus ist deshalb der geeignetster Elektrospray Modus fur die monobasischen

Penicilline.

2.2.2.2.3 Vergleich mit bereits publizierten LC-MS-Verfahren

Bei den LC-MS-Methoden, die wahrend der letzten Jahre publiziert wurden, zeigt
sich eine grolRe Diskrepanz bezuglich der verwendeten Elektrospray-Modi (+/-) fur
die Messung der monobasischen Penicilline. Am haufigsten wurde der positive
Modus verwendet [58, 60, 61, 31, 65, 66, 67, 68, 33], seltener der negative [71, 73,
75, 106].

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zeigten jedoch deutlich, dass unter den in
dieser Methodik verwendeten Eluentenbedingungen der negative Modus fir alle
monobasischen Penicilline und Cefoperazon der empfindlichste ist und das beste
S/N-Verhaltnis liefert (s. Abb. 20 u. 25).

Auch stimmten die experimentellen Ergebnisse mit den theoretischen, nach der

Henderson-Hasselbalch Gleichung berechneten, sehr gut tberein.
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Uberwiegend werden bei allen publizierten LC-MS-Methoden saure HPLC-Eluenten
verwendet, die sich jedoch vor allem von dem in dieser Methode verwendeten
Eluenten durch eine 20-fach hohere Ameisensaurekonzentrationen von 0,1 % und
dem dadurch von 3,4 auf 2,8 erniedrigten pH-Wert unterscheiden [58, 60, 63, 65, 66,
67, 33].

Um die hier entwickelte Methodik mit den Methodiken der Publikationen hinsichtlich
der erreichbaren Messempfindlichkeit in beiden Elektrospray-Modi (+/-) besser
vergleichen zu konnen, wurde eine Vergleichsmessung von Penicilin G als
Modellsubstanz unter Verwendung eines Eluenten mit 0,005% und 0,1%
Ameisensaure durchgefihrt.

Die fur beide Elektrospray-Modi (+/-) erzielten absoluten Signalintensitaten sowie

deren relative Signalintensitat (%) sind in Abb. 26 dargestellt.
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Abb. 26: Erreichte relative Signalintensitiaten und absolute Signalintensitaten fur die
gemessenen Molekiilionen von Penicillin G unter Verwendung eines Eluenten mit zwei
unterschiedlichen Ameisensaurekonzentrationen (0,005% und 0,1% (v/v)). Die

Messungen wurden in beiden ESI-Modi (+/-) durchgefiihrt.

Eine ahnliche Untersuchung wurde von Riediker et al. [67] fur die R-Lactame
Amoxicillin, Ampicillin, Penicillin G, Oxacillin, Cloxacillin durchgefuhrt, in dem fir
diese Verbindungen die Signalintensitaten bei einer Ameisensaurekonzentration von
0,03% und 0,1% miteinander verglichen wurden. Jedoch wurde im Gegensatz zu der

hier durchgeflihrten Untersuchung nur der positive ESI-Modus bericksichtigt.
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Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zeigten, dass eine 20-fach hdhere
Ameisensaurekonzentration im Eluenten und eine damit verbundene Senkung des
pH-Wertes um 0,6 pH-Einheiten keinen bedeutenden Einfluss auf die relativen
Signalintensitaten der im negativen und positiven ESI-Modus erzeugten
Molekulionen hatte. Durch die niedrigere Ameisensaurekonzentration wurde fir den
negativen ESI-Modus eine ca. dreifach so hohe, beim positiven ESI-Modus eine ca.
vierfach so hohe Signalintensitat erzielt. Dabei zeigte der direkte Vergleich beider
ESI-Modi (+/-), dass die Signalintensitat fur den negativen ESI-Modus, im Vergleich
zum positiven ESI-Modus, ca. doppelt so hoch war.

Prinzipiell ware zu erwarten gewesen, dass die Senkung des pH-Wertes zu einer
erkennbaren Erhohung des Signals im positiven ESI-Modus relativ zum negativen
ESI-Modus fuhrt, da sich bei pH 2,8 das Konzentrationsverhaltnis von deprotoniertem
Penicillin G (negativ geladene Carboxylgruppe) zu protoniertem Penicillin G (neutrale

Carboxylgruppe) um ca. den Faktor 4 verkleinert.

Letztlich ist es schwierig, eine plausible Erklarung dafur zu finden, weshalb in einigen
Publikationen der positive Modus fur die monobasischen Penicilline der
empfindlichste war.

Insbesondere die von Riediker et al. [67] erhaltenen Ergebnisse, wonach flr
Penicillin G bei einer Ameisensaurekonzentration von 0,1% die hochste
Messempfindlichkeit im positiven ESI-Modus erzielt wurde, stehen in deutlichem
Gegensatz zu den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse.

Moglicherweise  sind ein  anderes Design des  ESI-Interface  oder
Protonentransferreaktionen in der Gasphase, welche bei dem in dieser Arbeit

verwendeten LC-MS-System nicht auftraten, die Ursache.

Weitergehende Untersuchungen, die sich mit dem Einfluss unterschiedlicher
Ameisensaurekonzentrationen auf die Messempfindlichkeit aller in der Multimethode

erfassten R-Lactame befassten, sind unter Punkt 2.2.5 beschrieben.
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2.2.3 Optimierung der Tandem-MS-Bedingungen (MS/MS)

Bei den durchgeflhrten Untersuchungen zeigte sich, dass die ESI fur alle [3-Lactame,
abhangig von der Wahl des ESI-Modus (+/-), zur intensiven Bildung von protonierten
(IM+H]") oder deprotonierten ([M-H]") Quasimolekiilionen flihrt. Eine nennenswerte
Fragmentierung findet dabei nicht statt (s. Abb. 27).

Aufgrund dieser weitgehend ausbleibenden Fragmentierung besteht zwar ein guter
Zusammenhang zwischen dem Molekulargewicht der entsprechenden -Lactame,
jedoch lassen sich daraus keine strukturellen Informationen ableiten, die unter
anderem fur eine eindeutige Bestatigung der Substanz nach dem EU-
Identifizierungskonzept notwendig sind (s. 1.6).

Die strukturellen Informationen kénnen jedoch durch eine gezielte Fragmentierung
der Quasimolekulionen in der Kollisionszelle des Triple-Quadrupol Massen-
spektrometers zu diagnostischen Fragmentionen erhalten werden. Das Ausmal} der
Fragmentierung lasst sich dabei durch die an die Kollisionszelle angelegten Offset-

Spannung steuern (s. 1.5).

Fur die Erfullung des EU-Identifizierungspunktekonzeptes mussen unter
Berucksichtigung folgender Grunde fur jedes R-Lactam mindestens 2 diagnostische

Fragmentionen im MRM Modus gemessen werden:

1.) Durch das Messen von 2 diagnostischen Fragmentionen lasst sich das
relative Intensitatsverhaltnis der lonen zueinander ermitteln. Dieses Verhaltnis

darf nur in vorgegebenen Grenzen schwanken.

2.) Insgesamt werden durch diese Vorgehensweise 4 |IP’s erhalten (1 Punkt fur
das Vorlauferion und 2 x 1,5 Punkte fur die beiden diagnostischen
Fragmentionen). Dabei wird die geforderte Mindestpunktzahl von 3 IP’s, fur
Substanzen mit Hoéchstmengenfestsetzung gemaly Richtlinie 96/23/EC

(Gruppe B), sogar Ubererfullt.
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Abb. 27: (A) Massenspektrum von Oxacillin im negativen ESI-Modus. Intensives Quasi-
molekilion [M-H]" mit (m/z) 400,1 ohne nennenswerte Fragmentierung. (B) CID-
Massenspektrum von Oxacillin. Insgesamt werden zwei diagnostische Fragmentionen
mit (m/z) 356,0 und (m/z) 258,8 erzeugt.

Um eine maximale Messempfindlichkeit im MRM-Modus zu erreichen, wurde die
Offset-Spannung fur jedes einzelne R-Lactam so gewahlt, dass nahezu alle
Quasimolekulionen (Vorlauferionen) in der Kollisionszelle fragmentiert werden. Dabei
durfte die Spannung nicht zu hoch gewahlt werden, um eine Erniedrigung der
Messempfindlichkeit infolge der Bildung von zu vielen kleinen, wenig intensiven

Fragmentionen zu vermeiden.

Das MS-sowie das CID-Massenspektrum ist fur Oxacillin in Abb. 27 beispielhaft
dargestellt. Eine komplette Zusammenfassung der verwendeten diagnostischen
Fragmentionen fur alle 3-Lactame sowie die zeitgesteuerten MS/MS-Parameter sind

im Experimentellen Teil unter Punkt 3.1.4.2 aufgefuhrt.



63

Aus dem CID-Massenspektrum von Oxacillin lasst sich erkennen, dass zwei
intensive diagnostische Fragmentionen erzeugt werden. Die Quantifizierung erfolgt

dabei Uber das intensivste diagnostische Fragmention (Quantifier lon) und die

Bestatigung (ldentifizierung) Uber das zweitintensivste diagnostische Fragmention

(Qualifier lon) durch den Vergleich der relativen Peakflachen.

2.2.4 Uberpriifung der Messstabilitit des LC-MS/MS-Systems

Im Anschluss an die durchgefuhrten Optimierungen war es notwendig zu Uberprufen,
ob diese erfolgreich waren und zu einer akzeptablen Messstabilitat fuhren. Dazu
wurde ein Mix aller 15 R-Lactame mehrfach in das LC-MS/MS-System injiziert und
die Peakflachen der diagnostischen Fragmentionen (Quantifier-, Qualifierion) nach
der chromatographischen Trennung bestimmt. In Tab. 12 sind die
Variationskoeffizienten der Peakflachen (Quantifier lon) flr eine Serie von funf

Injektionen mit einer Konzentration von 50 ng/ml dargestellt.

Tab. 12: Berechnete Variationskoeffizienten aus den gemessenen Peakflichen der

Quantifier-lonen (n=5)

R-Lactam CV (%)
Amoxicillin 248 (%) | 2,8(*)
Ampicillin 1,6
Cephalexin 2,1
Cephapirin 29
Desacetycephapirin 1,2
Cephalonium 2,2
Cefquinome 2,9
Cefazolin 1,7
Cefoperazon 46
Peniciilin G 1,4
Penicillin V 4,0
Oxacillin 3,7
Clocacillin 1,0
Dicloxacillin 3,9
Nafcillin 0,9

(*) CV (%) unter Einbeziehung aller Messwerte
(**) CV (%) nachdem die Werte der ersten 3 Injektionen verworfen wurden

Es zeigte sich, dass die Prazision fur nahezu alle R-Lactame, mit einem CV (%)
kleiner 5 %, als sehr gut zu bewerten ist. Lediglich Amoxicillin zeigte mit einem CV
(%) von 24,8 % eine ungewoOhnlich schlechte Prazision. In Abb. 28 sind die
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gemessenen Peakflachen von Amoxicillin als Funktion der aufeinanderfolgenden

Injektionen dargestellt.
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Abb. 28: Relative Peakflachen von Amoxicillin in Abhédngigkeit der durchgefiihrten

Injektionen

Bei genauer Betrachtung der gemessenen Peakflachen ist zu erkennen, dass diese
nicht normal verteilt sind, sondern dass ein deutlicher Trend der Messwerte vorliegt.
Die gemessenen Peakflachen der ersten drei Injektionen sind signifikant hoher als
die darauffolgenden.

Ein Stabilitatsproblem der Amoxicillin-Messlésung konnte sicher ausgeschlossen
werden, da eine frisch hergestellte Losung, welche im Anschluss an die ersten 10
Injektionen gemessen wurde, keinen erneuten Trend zeigte.

Das aufgetretene Messproblem fur Amoxicillin ist somit als ein rein
geratetechnisches Problem auf Seiten des Massenspektrometers zu bewerten. Ein
ahnliches Phanomen wurde in der Literatur bei der LC-MS-Bestimmung von
Aminoglycosiden beschrieben [77]. Aufgrund dieser Beobachtungen war es letztlich

unumganglich, bei jeder Probenserie die ersten 3 Injektionen zu verwerfen.
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Unter den entwickelten Eluentenbedingungen, mit einer fur die Chromatographie
minimal notwendigen Ameisensaurekonzentration von 0,005 % (v/v), konnte eine
gute und stabile Chromatographie aller in der Multimethode erfassten R-Lactame
erzielt werden.

Dariber hinaus war es von Interesse, inwieweit hohere Ameisensaure-
konzentrationen im Eluenten A die Elektrosprayeffizienz (Messempfindlichkeit) der
einzelnen R-Lactame beeinflussen. Um den Einfluss hoherer Saurekonzentrationen
zu bestimmen, wurden drei verschiedene Eluenten A mit 0,005 % (v/v, pH 3.41),
0,025% (v/v, pH 3,11) und 0,1 % (v/iv._pH 2,80) Ameisensaure fur die

Chromatographie verwendet. Als Messlésung wurde ein Mix aller 15 (-

Lactamantibiotika mit einer Konzentration von 50 ng/ml verwendet. Von dieser
Messlosung wurden 20 ul in das System injiziert und die erhaltenen Peakflachen

gemessen.

Zu Auswertungszwecken wurde fur jede getestete Ameisensaurekonzentration des
Eluenten A der Standard insgesamt drei mal injiziert und daraus der Mittelwert der
Peakflachen berechnet. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 29 als relative
Intensitat zum jeweils hochsten Messwert in Prozent dargestellt.

Aus den Ergebnissen lasst sich erkennen, dass die niedrigste
Ameisensaurekonzentration im Eluenten A von 0,005 % (v/v) fur nahezu alle
untersuchten R-Lactame die grofte Messempfindlichkeit ermdéglicht. Eine Ausnahme
stellt Cefazolin dar, das mit hochster Empfindlichkeit bei einem Ameisensauregehalt
von 0,1 % (v/v) gemessen werden kann. Die Messempfindlichkeit der Substanz
Cephalonium war bei allen drei Ameisensaurekonzentrationen nahezu konstant. Bei
den monobasischen Penicillinen (Pen G, Pen V, Oxa, Clox, Diclox, Naf) fuhrt eine
Erhdhung des Ameisensauregehaltes auf 0,1 % (v/v) zu einem hohen
Empfindlichkeitsverlust von ca. 50%. Bei den amphoteren Aminopenicillinen (Amox,
Amp) lag dieser bei ca. 35 %. Die Cephalosporine (Dcephap, Cephap, Cefqu)
zeigten einen Empfindlichkeitsverlust von ca. 40%, wahrend Cephalex und Cefo mit
ca. 25 % den niedrigsten Verlust aufwiesen.

Prinzipiell ware zumindest fir die amphoteren Penicilline, bei einer Senkung des pH-
Wertes um 0,6 pH Einheiten (hochste Ameisensaurekonzentration), eine deutliche
Erhéhung der Sensitivitat infolge der hoheren positiven Ladung (berechnet Uber die

Henderson-Hasselbalch-Gleichung) um ca. den Faktor 2,8 zu erwarten gewesen.
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Z.B. liegt  Ampicillin bei einem pH-Wert  von 3,4 (niedrigste
Ameisensaurekonzentration) zu 16% und bei einem pH-Wert von 2,8 (hdchste

Ameisensaurekonzentration) zu 43 % positiv geladen in Losung vor.

Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die relative Elektrospray-Sensitivitat
vom pH-Wert des Eluenten unabhangig ist. Vielmehr fihrt die hdhere
Ameisensaurekonzentration und die damit verbundene ErhOhung des

Elektrolytgehaltes zu einer Signalunterdrickung.

Das hier beobachtete Phanomen wurde in der Literatur bereits mehrfach beschrieben
und als ,Wrong-way round-lonisation“ bezeichnet [107, 108, 109]. Erklarbar ist dieses
Phanomen durch eine beim Elektrosprayprozess stattfindende Senkung des pH-
Wertes (positiver ESI-Modus) oder eine Erhdhung des pH-Wertes (negativer ESI-
Modus) des Eluenten aufgrund stattfindender Redoxreaktionen an der
Elektrospraynadel [45, 110, 111].

Ferner konnte von Gatlin et al. gezeigt werden, dass sich innerhalb der beim
Elektrosprayprozess erzeugten Mikrotropfchen ein inhomogener pH-Gradient
ausbildet. Dieser inhomogene pH-Gradient fihrt zu einer Acidifizierung oder
Alkalisierung der aulleren Tropfchenoberflache mit einer Schichtdicke von 5 bis 27
nm [112].

AbschlielRend lasst sich feststellen, dass die hier fur die -Lactame erhaltenen
Ergebnisse die Theorie des IEM-Modells (s. 1.4.3.3 u. 1.4.3.4) bestatigen. Demnach
wird eine maximale Messempfindlichkeit nur bei sehr niedrigen Additiv-

konzentrationen erzielt.
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2.2.6 Optimierung der Extraktion/Aufreinigung fir die Matrices Rindermuskel,
Rinderniere und Milch

Bei allen bisher fur die Ruckstandsanalytik von R-Lactamantibiotikartickstanden
publizierten Verfahren wurden abhangig von der Probenmatrix sehr unterschiedliche
Extraktions- und Aufreinigungsverfahren eingesetzt.

Um eine groRtmaogliche Vereinfachung der Probenaufarbeitung zu erreichen, war es
deshalb das Ziel der zu entwickelnden LC-MS/MS-Multimethode, ein nahezu
einheitliches Extraktions- und Aufreinigungsverfahren flr die Matrices Rindermuskel,
Rinderniere und Milch zu entwickeln.

Im allgemeinen setzt sich ein solches Verfahren aus zwei Hauptarbeitsschritten
zusammen, die generell fuar physikalisch-chemische  Analysenverfahren
charakteristisch sind [113]:

1.) Extraktion der R-Lactame aus dem Probenmaterial und deren Abtrennung von
Proteinen (Makromolekulen),

2.) Aufreinigung der gewonnenen Extrakte.

Jeder dieser einzelnen Schritte ist im Rahmen der Methodenentwicklung zu
optimieren, um eine moglichst quantitative Extraktion der Wirkstoffe und deren
Abtrennung von Matrixbestandteilen zu erzielen. Nur wenn diese Schritte
ausreichend zuverlassig und robust sind, kénnen die [3-Lactame mit der LC-MS/MS-
Messtechnik unter Einhaltung der EU Qualitdtsanforderungen (s. 1.6) prazise

quantifiziert werden.

2.2.6.1 Wahl der Extraktions- und Deproteinierungsbedingungen

Die Extraktion und Deproteinierung kann durch eine ganze Reihe unterschiedlicher
Verfahren erreicht werden. Zum einen ist die Extraktion und Deproteinierung mittels
Acetonitril, als organischem Losungsmittel, das in der Literatur am haufigsten
beschriebene Verfahren [63, 64, 31, 65, 32, 33, 75, 82, 83, 84, 85, 87, 93, 114, 115,
116, 117, , 118, 119].

Neben Acetonitril wurden als Losungsmittel auch Ethanol [120], Methanol [121] und
Aceton [122, 123] verwendet. Verfahren, bei denen auf die Deproteinierung durch

den Einsatz von organischen Ldsungsmitteln vollstandig oder zum groten Teil
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verzichtet wurde, verwendeten entweder Natrium-Wolframat/Schwefelsaure fur die
Extraktion und Deproteinierung [73, 86, 88, 92, 124, 125, 126, 127, 128, 129] oder
direkt die Ultrafiltration nach vorheriger Zugabe eines organischen Losungsmittels
[54, 55, 56, 57, 58, 60, 61, 62, 170]. Die Extraktion und Deproteinierung mit
Trichloressigsaure wurde flir die saurestabilen Penicilline beschrieben [71, 72, 74,
130, 131, 132, 133, 134].

Ein weniger haufig verwendetes Verfahren fur die Extraktion stellt die MSPD-Technik
(matrix-solid-phase-dispersion) dar. Hierbei werden Gewebeproben direkt mit C-18
modifiziertem Silikamaterial verrieben, in eine Leersaule gefullt und mit einem

organischen Losungsmittel eluiert [135, 136].

Die Durchfihrung der Extraktion und Deproteinierung mit Acetonitril stellt jedoch
unter Berucksichtigung der nachfolgend beschriebenen Punkte das geeignetste
Verfahren fur die zu entwickelnde LC-MS/MS-Multimethode dar:

1.) Acetonitril besitzt neben den sehr guten Deproteinierungseigenschaften die
Fahigkeit als ,drug releasing solvent® zu wirken, indem es adsorptive
Bindungen zwischen den R-Lactamen und den Proteinen 16st [54, 89, 170].
Diese Eigenschaft ist besonders flr die Extraktion der unpolaren
Isoxazolypenicilline wichtig, da diese eine besonders starke Proteinbindung
aufweisen;

2.) Gegenuber anderen organischen Losungsmitteln besitzt Acetonitril
hervorragende  Deproteinierungseigenschaften, deren Wirksamkeit in
folgender Reihenfolge abnimmt: Acetonitril > Aceton > Ethanol > Methanol
[137]. Ferner ist Methanol als Extraktionsldsungsmittel weit weniger geeignet,
da es einen schnellen Abbau der Penicilline unter Bildung von Penicillin-
Methylestern verursacht [138];

3.) Die Natriumwolframat/Schwefelsaurefallung wurde aufgrund der geringeren
Extraktionseffizienz im Vergleich zu Acetonitril [87] und die Saureextraktion
mit z.B. Trichloressigsaure wegen der Saurelabilitdt von Penicillin G als
ebenfalls weniger geeignet betrachtet;

4.) Die an sich schnell durchzufuhrende Ultrafiltration ist auf die Matrix Milch

beschrankt;
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5.) Auf die Verwendung der MSPD wurde verzichtet, da in der Regel mit diesem
Extraktionsverfahren nur eine unscharfe und unvollstandige Elution der

Penicilline aus der MSPD-Saule zu erreichen ist [139].

Die mittels der Acetonitril-Extraktion (s. 3.1.5.1) primar erhaltenen Probenextrakte
waren klar und frei von Geweberesten, was auf die sehr guten Deproteinierungs-
eigenschaften von Acetonitril zurickzufuhren ist. Abhangig von der Probenmatrix
waren die Extrakte unterschiedlich stark gefarbt. Die Extrakte von Niere und Milch
zeigten eine gelbliche Farbe, die Muskelextrakte waren farblos.

Wahrend der gesamten Probenaufarbeitung wurde moglichst auf Glasgefalie
verzichtet, um Adsorptionsverluste zu vermeiden [140, 126]. Aus diesem Grund
wurden alle Extraktionsschritte in Polypropylengefallen durchgefuhrt. Die
verwendeten Glaskolbchen, in denen die Acetonitrilentfernung stattfand, wurden

zuvor mit einer 10 % DCMS in Toluol silyliert.

2.2.6.2 Aufreinigung (Clean-up) der Acetonitril-Extrakte

Wegen der hohen Spezifitdt des LC-MS/MS-Systems wurde in Vorversuchen gepruft,
ob die primar erhaltenen Acetonitrilextrakte nach der Losungsmittelentfernung direkt
ohne weitere Aufreinigungsschritte gemessen werden kdnnen.

Diese an sich zeitsparende Vorgehensweise, bei dem in das LC-MS-System nahezu
unaufgereinigte Extrakte injiziert werden, wird in der Literatur haufig als ,dilute and
shoot“ bezeichnet [53].

Die Ergebnisse aus Vorversuchen mit der Matrix Rinderniere zeigten, dass prinzipiell
die Injektion solcher minimal aufgereinigter Extrakte und das Messen der darin
enthaltenen R-Lactame moglich ist. Jedoch fuhrte der hohe Gehalt an
Matrixkoextraktiven in der Messldosung, besonders fur das hochpolare Amoxicillin, zu
chromatographischen Problemen mit vollig verzerrten Peaks (s. Abb. 30) und zu
Signalunterdrickungen. Ferner waren die Extrakte, insbesondere die Nierenextrakte,
nicht stabil. Selbst nach vorheriger Filtrierung bildeten sich nach einer Standzeit von
ca. 2 Stunden erneut Trubungen und Niederschlage, was letztlich deren Injektion
unmaglich machte.

Die Ergebnisse aus den durchgefuhrten Vorversuchen zeigten, dass es
unumganglich ist, die primar erhaltenen Acetonitrilextrakte weiter aufzureinigen, um

eine selektive und robuste Chromatographie zu erreichen.



71

RT. 0.00- 20,00
100 1066
a0 (A)
a0
To
&0
S0
40
30
(B)
T T T T

Relative Abundance

20
10
o

E
1

10.79

a0
=0
70
&0
s0
40
30
z0
10

O — T T T T 1 T T T [ T T T T T—% L L — — T
[n] 2 4 5] =2 10 12 14 16 12 20
Tirme {mind

Abb. 30: Einfluss eines unaufgereinigten Nierenextraktes auf die Chromatographie
von Amoxicillin. (A) Mittels SPE aufgereinigter Nierenextrakt. (B) Unaufgereinigter

Nierenextrakt. Die dotierte Konzentration betrug 50 ng/kg.

2.2.6.2.1 Wahl des Aufreinigungsverfahrens

Die Festphasenextraktion (SPE) stellt das meist beschriebene Verfahren in der
Literatur dar, um die primar erhaltenen Probenextrakte aufzureinigen und
aufzukonzentrieren. Dabei kamen Uberwiegend Reversed-Phase (Umkehrphasen)
[63, 31, 66, 67, 32, 70, 71, 74, 33, 87, 88, 90, 92, 117, 122, 125, 126, 127, 128, 129,
134, 141, 142, 143, 144] und weniger haufig Kationenaustauscher [124] sowie
Graphitphasen [68] zum Einsatz. Vereinzelt wurden Umkehrphasen- sowie
lonenautausch-Aufreinigungsschritte miteinander kombiniert, um die Selektivitat der
Aufreinigung zu erhdhen [73, 86].

Die Flussig/Flussig-Verteilung zwischen wassrigen Puffern und organischen
Losungsmitteln [69, 75, 93] sowie die HPLC-Fraktionierung [82, 83, 84, 92, 114, 115,

118, 119] wurden ebenfalls beschrieben.

Die in der Multimethode zu erfassenden [3-Lactamantibiotika stellen eine Klasse von
Verbindungen dar, die sich hinsichtlich ihrer Polaritat (log P-Wert) und ihres
Ladungszustandes in Losung (monobasisch, amphoter) sehr stark unterscheiden.
Das amphotere Amoxicillin stellt das polarste und das monobasische Dicloxacillin

das unpolarste zu messende R-Lactam dar.
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Aufgrund dieser grol’en Diversitat innerhalb der Gruppe der R-Lactame wurde die
Aufreinigung der Probenextrakte an einer Reversed-Phase SPE-Kartusche, unter
Berucksichtigung der nachfolgend beschriebenen Punkte, als am geeignetsten

betrachtet:

1.) Die FlUssig/Flussig-Verteilung, die bei einem sauren pH-Wert durchgeflihrt
werden muss, ist nur fur die monobasischen Penicilline mit neutralen
Seitenketten, jedoch nicht fur die amphoteren Penicilline anwendbar. Daruber
hinaus ist bei dieser Vorgehensweise der saure pH-Wert als kritisch fur die
Stabilitat des saurelabilen Penicillins G zu betrachten.

2.) Eine Aufreinigung mittels eines Kationenaustauschers besitzt wie die
Flussig/Flussig-Verteilung den Nachteil, ausschlielllich fur eine begrenzte
Anzahl von 3-Lactamen (amphotere 3-Lactame) anwendbar zu sein.

3.) Obwohl die Verwendung eines Anionenaustauschers fur die Aufreinigung
aller R-Lactame geeignet sein sollte, zeigten die unter 2.2.6.2.2 hierzu
durchgefuhrten Untersuchungen, dass dieser fur die amphoteren 3-Lactame

weniger geeignet ist als fur die monobasischen.

2.2.6.2.2 Test einer Anionenaustauscher SPE-Kartusche

Alle R-Lactame besitzen als Gemeinsamkeit eine saure Carboxylgruppe, weshalb
ihre Aufreinigung an einer Anionenaustauscher SPE-Kartusche theoretisch moglich
sein sollte. Bis jetzt wurde der Einsatz eines Anionenaustauschers fur die
Probenaufreinigung in der Literatur ausschliel3lich flir die monobasischen Penicilline
beschrieben [73, 145].

In dieser Arbeit sollte in Vorversuchen die Eignung einer Anionenaustauscher SPE-
Kartusche, sowohl fur die Aufreinigung von amphoteren 3-Lactamen als auch von
monobasischen 3-Lactamen, untersucht werden. Als Modellsubstanzen dienten die
amphoteren R-Lactame (Ampicillin, Cephalexin) und monobasischen R-Lactame (Pen
V und Oxacillin).

Um eine maximale Retention aller 3-Lactame auf dem Anionenaustauscher zu
gewahrleisten, erfolgte die Aufgabe bei einem pH-Wert von 9,5 (zwei pH-Einheiten
oberhalb des pK—Wertes der Aminogruppe der amphoteren 3-Lactame). Es kann so
sichergestellt werden, dass alle BR-Lactame vollstandig negativ geladen in der

Aufgabeldsung vorliegen.
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Nach der Aufgabe des Standardmixes (200 ng je R-Lactam) erfolgte die Elution der
vier -Lactame mit 4 ml eines 0,1 M Citratpuffers (pH 7). In Tab. 13 sind die
erhaltenen Wiederfindungen dargestellt.

Tab. 13: Erhaltene Wiederfindungen an einer Anionenaustauscher SPE-Kartusche

(n=3). Die aufgegebene Substanzmenge betrug absolut 100 ng je B-Lactam

R-Lactam Ampicillin Cephalexin Penicillin V Oxacillin

Wiederfindung (%) 39 30 83 88

Prinzipiell ware aufgrund des pH-Wertes der Aufgabelésung von 9,5 eine gleich gute
Wiederfindung aller R-Lactame mit der Anionenaustauscher SPE-Kartusche zu
erwarten gewesen.

Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass die Wiederfindungen fur die monobasischen 13-
Lactame mit 83 % fur Pen V und 88 % fur Oxacillin deutlich Uber denen der
amphoteren liegen. Moglicherweise lassen sich die niedrigeren Wiederfindungen fur
Ampicillin und Cephalexin durch sekundare Wechselwirkungen zu den Restsilanol-
gruppen des Silikagels erklaren.

Ahnliche Beobachtungen wurden bei einem Test von silikabasierenden Reversed-
Phase SPE-Kartuschen fur die Aufreinigung der amphoteren 3-Lactame unter Punkt
2.2.6.2.4 gemacht.

Die Verwendung des Anionenaustauschers ist somit nicht gleichermal3en gut fur die
Aufreinigung der monobasischen und der amphoteren [3-Lactame geeignet. Daruber
hinaus sollte bei der Verwendung von lonenaustauschern generell berlcksichtigt
werden, dass die Retention der R-Lactame sehr stark vom Salzgehalt der
Aufgabelosung abhangt [67]. Hohe Natriumchloridgehalte, wie sie nach der
Acetonitrilentfernung (s. 2.2.6.2.3) im wassrigen Extrakt vorhanden sind, waren fur
den Anionenautauscher nicht tolerierbar, da diese eine sofortige Elution der

Verbindungen verursachen wurde.

2.2.6.2.3 Acetonitril- und Fettentfernung fir die weitere Aufreinigung mittels

Reversed-Phase SPE

Die direkte Aufgabe der primar erhaltenen Acetonitrilextrakte auf Reversed-Phase

SPE-Kartuschen ist nicht mdglich, da der hohe Lésungsmittelgehalt eine Retention



74

der R-Lactame auf dem Sorbens vollstandig verhindern wirde. Das Acetonitril muss
deshalb vor der Aufgabe entfernt werden.

In Vorversuchen zeigte sich, dass die Entfernung grofRerer Acetonitriimengen (> 10
ml) am effektivsten und schnellsten mittels eines Rotationsverdampfers erreicht
werden konnte. Andere getestete Moglichkeiten zur Losungsmittelentfernung, wie die
Verwendung einer Vakuumzentrifuge oder eines Heating-Moduls, waren aufgrund
der langsamen Losungsmittelentfernung ungeeignet.

Wahrend der Acetonitrilentfernung aus den primaren Probenextrakten mittels des
Rotationsverdampfers trat im Gegensatz zu reinem Acetonitril ein starkes Schaumen
auf. Es war so unmoglich, eine konstante und schnelle Lésungsmittelentfernung zu
erreichen.

Durch Zugabe einer gesattigten Kochsalzlosung (ca. 20 %) wurde dieses Schaumen
verhindert und eine scharfe Phasentrennung in eine untere wassrige Phase und in
eine obere Acetonitriphase stellte sich ein. Dies ermdglichte eine schnelle
Acetonitrilentfernung.

Durch die Zugabe der Kochsalzlosung wurde zusatzlich verhindert, dass die Extrakte
bis zur Trockne einengen, was bei den R-Lactamen zu hohen Substanzverlusten
fuhrt [140]. Die Dauer der Acetonitrilentfernung betrug ca. 15 Minuten je Probe. Unter
Verwendung von zwei Rotationsverdampfern konnten 12 Proben innerhalb von 90
Minuten abrotiert werden.

Die nach der Acetonitrilentfernung erhaltenen Extrakte von Muskulatur und Niere
waren zum Teil noch relativ trib und enthielten feste Fettpartikel. Um ein Verstopfen
der SPE-Kartuschen zu vermeiden, mussten die Schwebstoffe und Fettpartikel
entfernt werden. Dies gelang am effizientesten durch Versetzen der Extrakte mit
einem definierten Volumen Phosphatpuffer und nachfolgendem Zentrifugieren. Es
bildete sich dabei eine obere Fettphase aus, welche leicht entfernt werden konnte (s.
3.1.5.2).

2.2.6.2.4 Vergleich unterschiedlicher Reversed-Phase Sorbentien fir die SPE

Fir die Durchfuhrung der Reversed-Phasen SPE stehen eine ganze Reihe
unterschiedlicher, kommerziell erhaltlicher Sorbentien zur Verfigung. Diese basieren
entweder auf Polymerharzbasis oder auf oberflachenmodifizierter Kieselgelbasis. Bei
den Polymerphasen handelt es sich entweder um Polymere aus Styrol und

Divinylbenzol oder um Polymere aus N-Vinylpyrrolidon und Divinylbenzol. Letztere
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besitzen neben den rein hydrophoben Eigenschaften auch hydrophile Eigenschaften
und dadurch eine gute Benetzbarkeit mit Wasser.

Diese Wasserbenetzbarkeit soll unter anderem zu einer verbesserten Extraktion von
hochpolaren Verbindungen aus wassrigen Losungen beitragen [146]. Daruber hinaus
besitzen Polymerphasen eine sehr hohe Bindungskapazitat von ca. 30 %, die ca. 10
mal hoher ist als bei silikabasierenden Sorbentien [147]. Ein weiterer Vorteil der
Polymersorbentien ist das Fehlen von aktiven Oberflachen (Restsilanolgruppen), die
mit den Analyten sekundare Wechselwirkungen eingehen kdnnen.

Insgesamt wurden drei verschiedene SPE-Kartuschen miteinander verglichen, um
die am besten geeignete, in Bezug auf die erreichbaren Wiederfindungen, auswahlen
zu konnen. Die eine Kartusche enthielt 60 mg Polymerharz (Waters Oasis HLB),
synthetisiert aus den beiden Monomeren N-Vinylpyrrolidon und Divinylbenzol, die
beiden anderen Kartuschen (Waters tc-18, Macherey&Nagel Chromabond C18-ec)
enthielten 500 mg eines C-18 oberflachenmodifizierten Kieselgels.

Die Kartuschen wurden getestet, indem ein Mix aller flr die Methode relevanten R3-
Lactame mit einer Absolutmenge von 150 ng je R-Lactam aufgegeben wurde. Es war
dabei wichtig, die B-Lactame bei einem pH-Wert von 8,5 (0,05 M Phosphatpuffer)
aufzugeben, da nur unter diesen leicht alkalischen Bedingungen eine maximale

Retention des amphoteren Amoxicillins zu erreichen ist [88].

Nach der Aufgabe des Substanzmixes und einem Waschschritt mit 1 ml Wasser
wurden die R-Lactame mit 3 ml einer Mischung aus 50 % Wasser und 50 %
Acetonitril (v/v) eluiert (s. 3.1.5.3).

Dieses Eluat konnte aufgrund des hohen Acetonitriigehaltes und der daraus
resultierenden hohen Elutionskraft nicht direkt zur HPLC eingesetzt werden. Das im
Eluat enthaltene Acetonitril (1,5 ml) wurde deshalb mittels eines Stickstoffstromes am
Heating-Modul bei 40°C entfernt. Nach der Einstellung eines Endvolumens von 2 ml

mit Wasser wurden 20 ul in das LC-MS/MS-System injiziert.
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Tab. 14: Erzielte Wiederfindungen fiir die drei getesteten Reversed-Phase SPE-
Kartuschen (n=2)

R-Lactam Oasis HLB | Waters tc-18 | Chromabond C-18-ec
(WDF %) (WDF%) (WDF %)

Amoxicillin 102 73 9
Ampicillin 105 76 36
Cephalexin 106 103 58
Cephapirin 104 106 79
Cephalonium 105 104 61
Cefquinome 91 79 52
Cefazolin 97 108 61
Cefoperazon 101 100 97
Pen G 103 92 86
PenV 107 103 84
Oxacillin 110 106 88
Cloxacillin 104 104 77
Dicloxacillin 106 104 58
Nafcillin 107 107 76

Die Ergebnisse in Tab. 14 zeigen, dass die SPE-Kartusche mit Polymerharz im
Vergleich zu den beiden silikabasierenden SPE-Kartuschen eine vollstandige
Wiederfindung fur alle untersuchten R-Lactame ermdglicht. Besonders auffallig war
bei den silikabasierenden SPE-Kartuschen die niedrige Wiederfindung fur Amoxicillin
und Ampicillin.

Eine Erklarung kann neben der geringeren Retention, wegen der hohen Hydrophilie
dieser Substanzen, in sekundaren Wechselwirkungen mit den Restsilanolgruppen
des Silikagels gefunden werden.

Es ist allgemein bekannt, dass besonders Aminogruppen enthaltende Verbindungen,
wozu auch die amphoteren R-Lactame Amoxicillin und Ampicillin zahlen, stark an
aktive Oberflachen adsorbiert werden [148]. Dabei sind diese Effekte um so
ausgepragter, je unvollstandiger das C-18 Material bei der Herstellung desaktiviert
(endcapped) wurde. Die Annahme der Adsorption ist vor allem deshalb am
wahrscheinlichsten, da im Effluat der C-18 SPE-Kartuschen keine [-Lactame
nachweisbar waren.

Da die SPE-Kartusche mit Polymerharz im Vergleich zu den beiden
silikabasierenden SPE-Kartuschen fur die Extraktion der [3-Lactame am besten
geeignet ist, wurde diese zur weiteren Aufreinigung der Extrakte nach dem

Acetonitrilentfernungsschritt (s. 2.2.7.2.3) verwendet.
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2.2.7 Auswirkungen der Matrixkoextraktive auf die Elektrosprayionisation

ESI-LC-MS/MS-Instrumente  besitzen aufgrund der Tandem—MS-Moglichkeit
gegentber den konventionellen HPLC-UV/DAD-Instrumenten eine sehr hohe
Selektivitat. Matrixkoextraktive, die in den Probenextrakten von komplexen Matrices
haufig in groRen Mengen vorkommen, sind bei der MS/MS-Detektion im Gegensatz
zur UV/DAD-Detektion flr den Analytiker nicht direkt sichtbar.

Jedoch kénnen diese ,ungesehenen® Matrixkoextraktive die ESI stark beeinflussen,
was dazu fuhren kann, dass die gemessenen Peakflachen der Substanzen in Matrix
stark von den gemessenen Peakflachen der reinen wassrigen Standards, in denen
keine Matrixkoextraktive enthalten sind, abweichen. Es treten dabei entweder

Signalerhéhungen ,signal enhancement effects oder Signalunterdriickungen ,signal

suppression effects” auf. Das Auftreten dieser sogenannten Matrixeffekte wurde

bereits vielfach in der Literatur bei der Analyse von Substanzen in komplexen
Matrices beschrieben [149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160,
161, 162, 163, 51].

Es ist deshalb bei der hier durchzufihrenden Methodenentwicklung unumganglich,
diese moglichen Matrixeffekte zu untersuchen, zu identifizieren und diese bei deren
Auftreten zu bertcksichtigen. Ohne eine Berucksichtigung dieser Matrixeffekte wirde
es zwangslaufig zu gro3en Quantifizierungsfehlern und zu einer nicht abschatzbaren
Messunsicherheit kommen, wenn lediglich Uber externe Kalibriergeraden der reinen

Standards quantifiziert werden wurde.

Eine Madglichkeit, diese Matrixeffekte zu identifizieren, besteht darin, die fertigen
Blind-Probenextrakte nachtraglich mit den R-Lactamen zu dotieren und die
Wiederfindungen mittels externer Kalibriergeraden zu bestimmen. Eine
Wiederfindung, die sich von 100 % unterscheidet, kann somit direkt auf die
Matrixkoextraktive zurtckgefuihrt werden, die sich nicht in der Standardlésung
befinden. Fur die Durchfliihrung dieser Untersuchung wurden finf Rohmilchproben
von funf verschiedenen Milchkuhen und funf Rindermuskel- und Rindernierenproben
von zwei Kalbern, zwei Farsen und einer Kuh aufgearbeitet und die erhaltenen
Extrakte nachtraglich ,post extraction“ mit einem Mix aller 15 R-Lactame an deren
jeweiligem MRL dotiert. Zusatzlich wurden sechs handelsubliche H-Milchproben
untersucht, um zu prufen, ob die industriell hergestellte H-Milch andere Matrixeffekte

verursacht als unbehandelte Rohmilch. Die R-Lactame, fur die aktuell keine MRL
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Werte in Rindermuskel und Rinderniere festegelegt sind, wurden mit jeweils 50 ng/ml
dotiert. Penicillin V wurde in Milch mit 10 ng/ml zudotiert. Die Auswirkungen der
Matrixkoextraktive auf die ESI der R-Lactame sind in Tab. 15 dargestellt.

Tab. 15: Einfluss der Matrixkoextraktive auf die ESI der R-Lactame in den
verschiedenen Matrices in % (jeweils 5 Proben unterschiedlicher Herkunft). Negative

Werte entsprechen einer Signalunterdriickung, positive Werte entsprechen einer

Signalerhéhung.

R-Lactam Matrixeffekt | Matrixeffekt Matrixeffekt Matrixeffekt
Rohmilch H-Milch Rindermuskel Rinderniere
(%) (%) (%) (%)
Amoxicillin (*) - 56 (*) - 20,8
Ampicillin -9.8 -25 -5,6 -18,8
Cephalexin -8,0 -21 -5,0 -11
Cephapirin -3 -22 -6,6 -10,8
Desacetyl-Cephapirin - 10,8 **) -8,8 - 16,6
Cephalonium + 36,0 + 22 +28,4 + 28,6
Cefquinome + 28,2 (*) +14 .4 +100,4
Cefazolin + 18,8 - 58 + 18,6 + 8,8
Cefoperazon ) -43 @) -33,4
Pen G +19,4 - 47 + 10,2 -11,8
Pen V +24.8 -21 + 16,2 -13,0
Oxacillin + 30,6 -11 W) W)
Cloxacillin + 25,6 (") @) )
Dicloxacillin +314 +17 (*) -19,8
Nafcillin + 22,8 +10 -12,0 (*)

(*) n. s. = nicht signifikant, t-test (95%), (**) wurde nicht bestimmt

In den Abb. 31 bis 34 sind die Auswirkungen der Matrixeffekte grafisch dargestellt.
Die abgebildeten Fehlerbalken entsprechen der einfachen Standardabweichung aus

den Werten der gemessenen Einzelproben (n=5).
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Abb. 31: Einfluss der Matrixkoextraktive auf die ESI der B-Lactame im Extrakt von 5

Rohmilchproben unterschiedlicher Herkunft
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Abb. 32: Einfluss der Matrixkoextraktive auf die ESI der R-Lactame im Extrakt von 5 H-

Milchproben unterschiedlicher Hersteller
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Abb. 33: Einfluss der Matrixkoextraktive auf die ES| der R-Lactame im Extrakt von 5

Rindermuskelproben unterschiedlicher Herkunft
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Abb. 34: Einfluss der Matrixkoextraktive auf die ESI der B-Lactame im Extrakt von 5

Rindernierenproben unterschiedlicher Herkunft

Die Untersuchungen zeigten, dass signifikante Signalunterdrickungen sowie
signifikante Signalerhdhungen fur die R-Lactame in allen untersuchten Matrices
(Milch, H-Milch, Rinderniere, Rindermuskel) zu beobachten waren.

Diese Effekte waren dabei sehr stark von der untersuchten Matrix abhangig.
Nierenextrakte und H-Milchextrakte beeinflussten die lonisation der R-Lactame am
starksten, die Effekte bei Rohmilch- und Rindermuskelextrakten waren jedoch
weniger stark ausgepragt.

Die mechanistischen Aspekte, die hinter diesen Matrixeffekten stehen, wurden im
Theoretischen Teil unter (1.4.3.4 u. 1.4.3.5) beschrieben.

Wie sich aus den in den Abb. 30 - 34 dargestellten Standardabweichungen erkennen
I&sst, schwanken die Matrixeffekte zwischen den verschiedenen Proben einer Matrix
nicht stark. Die Werte sind normalverteilt und besitzen eine kleine
Standardabweichung.

Es war deshalb mdglich, Matrixeffektfaktoren fur die [3-Lactame zu berechnen,

welche signifikant beeinflusst (t-Test, 95%) sind. Diese Faktoren wurden spater bei

der Methodenvalidierung (siehe 2.5), die mittels externer Kalibriergeraden

durchgefuhrt wurde, zusammen mit den Wiederfindungsfaktoren zur Korrektur der
Ergebnisse verwendet.

Es war jedoch nicht mdglich, einen Matrixeffektfaktor fur Cefquinome in Rinderniere
zu berechnen, da Cefquinome als einziges [3-Lactam in den verschiedenen Proben
stark schwankende, nicht normalverteilte Signalerhdhungseffekte zeigte. Die
einzelnen Wiederfindungen waren: Kalb 1 (135 %), Kalb 2 (128 %), Kuh (296 %),
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Farse 1 (123 %) und Farse 2 (320 %). Die mdgliche Kompensation dieser Effekte

wird unter 2.2.7.1 beschrieben.

2.2.71 Kompensation der Matrixeffekte am Beispiel von Cefquinome und
Cephalonium in Rindernierenextrakt mittels des Standardadditionsverfahrens

Die typische Vorgehensweise, Matrixeffekte oder eine unvollstandige Wiederfindung
bei bioanalytischen Methoden zu kompensieren, ist die Verwendung eines
geeigneten internen Standards. Fir Methoden mit konventionellen Detektoren, wie
z.B. dem UV/DAD-Detektor, besitzt der interne Standard vor allem die Aufgabe,
Variabilitdten bei der Probenaufarbeitung (Analytverluste) zu kompensieren. Jedoch
muss der interne Standard bei LC-MS/MS-Methoden mit ESI zusatzlich Variabilitaten
auf Seiten der lonisation kompensieren koénnen, die durch koeluierende
Matrixkoextraktive verursacht werden.

Fur LC-MS/MS-Methoden mit ESI kommen ausschlieB3lich stabilisotopenmarkierte-
oder strukturell sehr ahnliche Verbindungen, die mit dem Analyten zeitgleich eluieren
(Koelution), als interne Standards fur die Kompensation in Frage [149, 150, 160].

Die gleichen Anforderungen bezlglich der Wahl des Internen Standards gelten auch
fur andere massenspektrometrische Verfahren wie z.B. bei der GC/MS. Von Preu et
al. [164] konnte gezeigt werden, dass eine richtige und prazise Quantifizierung von
Penicillin G mittels GC/MS erst durch die Verwendung des von Schldsser et al. [165]
synthetisierten '*C, Penicillin G, als Interner Standard, gelang. Dagegen war die

Verwendung von Penicillin V als Interner Standard ungeeignet.

Die oben durchgefuhrten Matrixeffekt-Untersuchungen zeigten, dass jedes [3-Lactam
individuell und unterschiedlich stark durch Matrixeffekte beeinflusst wurde. Fur eine
Kompensation dieser Matrixeffekte ware deshalb fur jedes einzelne R-Lactam ein
Interner Standard notwendig. Optimal ware der Einsatz von stabilisotopenmarkierten
R-Lactam Standards. Diese Moglichkeit ist jedoch kaum realisierbar, da diese
Standards zum jetzigen Zeitpunkt kommerziell nicht erhaltlich sind und deren
Synthese zu aufwendig und zu teuer ware.

Eine weitere auch in der Literatur beschriebene Methode  zur
Matrixeffektkompensation ist die kontinuierliche Zugabe eines strukturanalogen

Internen Standards zum HPLC-Effluent mittels einer Spritzenpumpe [151]. Dieser
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Ansatz wurde jedoch nicht verfolgt, da fur die praktische Umsetzung eine weitere

HPLC-Pumpe bendtigt worden ware.

Bei nahezu allen bisher publizierten LC-MS-Verfahren fur die Analytik von R-
Lactamen wurden Matrixeffekte beobachtet. Eine gezielte Untersuchung dieser
Matrixeffekte, insbesondere die Identifizierung von variablen Matrixeffekten in
Abhangigkeit der Probenherkunft, wurde in diesen Arbeiten jedoch nicht beschrieben
oder untersucht. Generell wurden bei allen Verfahren Matrixkalibriergeraden fur die
Quantifizierung verwendet, um eine Kompensation dieser Matrixeffekte zu erreichen.
Diese Vorgehensweise ist jedoch nur dann anwendbar, wenn sichergestellt werden
kann, dass die Matrixeffekte fur die zu analysierende Verbindung durch die
Probenmatrix, wie auch durch die fur die Matrixkalibrierung verwendeten analytfreien
Matrix, identisch sind.

Fur die Substanz Cefquinome war diese Vorraussetzung in Rindernierenextrakt nicht
gegeben (s. 2.2.7), da dieses Cephalosporin in allen finf untersuchten
Rindernierenextrakten stark schwankende Signalerhdhungen zeigte. Unter diesen
Bedingungen ist sowohl die Quantifizierung Uber externe Standardkalibriergeraden,
als auch die Quantifizierung Uber Matrixkalibriergeraden, die in den Publikationen

verwendete Quantifizierungsmethode, ungeeignet.

Ein Quantifizierungsverfahren, mit dem gleichzeitig Matrixeffekte kompensiert werden
kénnen, stellt das Standardadditionsverfahren dar. Bei diesem einfach
durchzufihrenden Verfahren werden keine stabilisotopenmarkierten- oder
strukturanalogen Substanzen benétigt. Vielmehr wird die zu messende Substanz
selbst als Leitsubstanz verwendet.

Im folgenden wird die Tauglichkeit dieses Verfahrens zur Quantifizierung von
Cefquinome und Cephalonium in Rindernierenextrakt und die Eignung zur
Matrixeffektkompensation beschrieben. Die Vorgehensweise ist unter Punkt 3.1.7.1

beschrieben.

Die erhaltenen Wiederfindungen beider Quantifizierungsverfahren (Externe
Quantifizierung, Standardadditionsmethode) sind fur Cefquinome und Cephalonium
in den Abb. 35 u. 36 grafisch dargestellt.
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Abb. 35: Ermittelte Cefquinomegehalte |Abb. 36: Ermittelte Cephaloniumgehalte
(200 ng/ml dotiert) von 5 untersch.|[(50 ng/ml dotiert) von 5 untersch.
Blindnierenextrakten, unter Verwendung |Blindnierenextrakten, unter Verwendung
von zwei unterschiedlichen Quanti-|von 2zwei unterschiedlichen Quanti-

fizierungsverfahren fizierungsverfahren

Durch die Quantifizierung der Gehalte von Cefquinome und Cephalonium in den 5
verschiedenen Rindernierenextrakten mittels des Standardadditionsverfahrens
konnten die durch die koeluierenden Matrixkoextraktive verursachten
Signalerh6hungen auf Seiten der ESI und die schlechte Prazision nahezu vollstandig
kompensiert werden.

Das Standardadditionsverfahren stellt somit das geeignete Quantifizierungsverfahren
fur die in der LC-MS/MS-Methode erfassten R-Lactame dar. Prinzipiell ist das
Standardadditionsverfahren unverzichtbar, wenn es darum geht, R-Lactame in
unbekannten, komplexen Matrices mittels ESI-LC-MS/MS genau und préazise zu
quantifizieren.

Aus diesem Grund wurden die typischen Wiederfindungen, welche zur Berechnung
der Wiederfindungsfaktoren verwendet werden (s. 2.2.9), unter Einsatz dieser

Quantifizierungsmethode ermittelt.
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2.2.8 Umwandlung von Cephapirin zu Desacetyl-Cephapirin in Gewebe-
homogenaten

Untersuchungen zum Ausscheidungsverhalten von Cephapirin bei medikamentierten
Tieren zeigten, dass dieses Cephalosporin nach parenteraler Verabreichung partiell
zum mikrobiell aktiven Desacetyl-Cephapirin und Essigsaure metabolisiert wird [166].
Aufgrund dieser Metabolisierung wurde fur Cephapirin in der Verordnung (EWG)
2377/90 ein MRL fir die Summe aus Cephapirin und Desacetyl-Cephapirin
festgesetzt. Die stattfindende Metabolisierung ist in Abb. 37 dargestellt.

Cephapirin Desacetyl-Cephapirin
Y Y
— —

S S
/ / + HSC
H,C. H,C.
/V/o Esterase /v/o OH
»

S S
Jn @ - T .

C. o] C.
- \O HO/ \O

Abb. 37: Metabolisierung von Cephapirin zu Desacetyl-Cephapirin und Essigsaure.

Bei den in dieser Arbeit durchgefuhrten Wiederfindungsexperimenten in
Rindermuskel- und Rindernierenhomogenat zeigte sich, dass Cephapirin nach dem
Zudotieren zu den Gewebehomogenaten und einer Einwirkzeit von 10 Minuten nicht
mehr detektiert werden konnte. Fur Milch war ein analoges Verhalten nicht zu
beobachten. Aufgrund der Verfugbarkeit eines zertifizierten Desacetyl-Cephapirin-
Standards und der Mdglichkeit mit der entwickelten LC-MS/MS-Multimethode sowohl
Cephapirin als auch Desacetyl-Cephapirin in einer Methode messen zu kénnen, war
es moglich, Desacetyl-Cephapirin als Metabolit in den dotierten Gewebe-

homogenaten massenspektrometrisch zu bestatigen und zu quantifizieren.

Ein LC-MS/MS-Chromatogramm von einem dotierten Rindernierenhomogenat am

MRL ist in Abb. 38 dargestellt. Aus diesem Chromatogramm lasst sich anhand der
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Massenspuren A (Desacetyl-Cephapirin) und B (Cephapirin) die vollstandige

Metabolisierung von Cephapirin zu Desacetyl-Cephapirin erkennen.
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Abb. 38: LC-MS/MS-Chromatogramm eines mit Cephapirin dotierten Rindernieren-
homogenates (100 pg/kg). (A) Massenspur fir Desacetyl-Cephapirin. (B) Massenspur
fir Cephapirin (nur noch Grundrauschen zur Retentionszeit von Cephapirin

vorhanden). Volilstiandige Metabolisierung von Cephapirin.

Vergleichbare  Beobachtungen zur Metabolisierung von  Cephapirin  in
Gewebehomogenaten wurden in der Literatur beschrieben. Jedoch war bei diesen
Arbeiten zum einen eine prazise Quantifizierung von Desacetyl-Cephapirin, aufgrund
der Nichtverfligbarkeit eines zertifizierten Standards [167] und zum anderen aufgrund

der ungenugenden Messstabilitat des LC-MS-Systems [33], nicht moglich.

Mit der hier entwickelten LC-MS/MS-Multimethode konnte Desacetyl-Cephapirin Uber
den gesamten zu untersuchenden Konzentrationsbereich (0.5, 1.0 und 1.5 x MRL)
genau und mit hoher Prazision quantifiziert werden. Es wurden dabei lineare
Wiederfindungsgeraden erhalten. Zwei Wiederfindungsgeraden fur Rindermuskel-
und Rindernierenhomogenat, welche bei der Methodenvalidierung an einem der drei
Validierungstage (s. 2.5) erhalten wurden, sind in den Abb. 39 u. 40 beispielhaft

dargestellt.
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Abb. 39: Ermittelte Wiederfindungsgerade | Abb. 40: Ermittelte Wiederfindungsgerade
fiir Desacetyl-Cephapirin in Rindermuskel- | fiir Desacetyl-Cephapirin in Rindernieren-

homogenat (n =4) homogenat (n =4)

Aufgrund der quantitativen Metabolisierung von Cephapirin kann eine Validierung flr
die Muttersubstanz in Rinderniere und Rindermuskel nicht durchgeflhrt werden.
Ebenso kann die Uberwachung des festgesetzten MRL hier nur (iber den Mataboliten

Desacetyl-Cephapirin stattfinden.

Obwohl eine vergleichbare Metabolisierung in dotierter Milch nicht stattfand, muss
jedoch berucksichtigt werden, dass Cephapirin nach einer intramammaren
Applikation teilweise zu Desacetyl-Cephapirin im Euter des Tieres metabolisiert wird
[167].

Fur die Matrix Milch ist deshalb eine Validierung fir beide Substanzen zwingend

notwendig, um den MRL sicher Uberwachen zu konnen.




87

2.2.9 Typische Wiederfindungen und Untersuchung der Verluststellen

Bei dem beschriebenen Verfahren zur Probenaufarbeitung lagen die typischen
Wiederfindungen einiger 3-Lactame in den untersuchten Matrices zum Teil deutlich
unter 100 %. Die typischen Wiederfindungen sind dabei die Wiederfindungen des
Gesamtverfahrens, welche wahrend der Methodenetablierung mittels des
Standardadditionsverfahrens ermittelt wurden (s. Tab. 16).

Anmerkung: Die Wiederfindungen von Desacetyl-Cephapirin konnten aufgrund der
spaten Verfugbarkeit des Standards nicht wahrend der Methodenetablierung mittels
des Standardadditionsverfahrens ermittelt werden. Die in der Tab. 16 aufgefuhrten
typischen Wiederfindungen fur Desacetyl-Cephapirin entsprechen den mittleren
Wiederfindungen der drei Serien, welche bei der Methodenvalidierung unter Punkt
2.5 fur drei Konzentrationsniveaus (0,5 x MRL, 1 x MRL, 1,5 x MRL) erhalten wurden.

Tab. 16: Typische Wiederfindungen fiir die in der Methode erfassten B-Lactame an

ihrem jeweiligen MRL

R-Lactam Typische WDF (%) | Typische WDF (%) | Typische WDF (%)
Milch Muskel Niere

MW n MW n MW n
Amoxicillin 57 4 65 4 46 4
Ampicillin 81 9 88 5 78 9
Cephalexin 83 9 81 6 75 9
Cephapirin 100 9 (™) - (™) -
Desacetyl-Cephapirin 84 36 82 36 87 36
Cephalonium 96 8 96 6 88 7
Cefquinome 93 8 98 6 86 9
Cefazolin 85 8 99 4 87 9
Cefoperazon 96 8 111 4 85 5
Pen G 95 8 99 6 85 9
Pen V 102 7 99 4 75 9
Oxacillin 115 8 104 4 88 9
Cloxacillin 114 8 94 4 90 9
Dicloxacillin 112 8 94 4 76 9
Nafcillin 114 7 101 4 86 9

(*) Cephapirin wird in Rindermuskel und Rinderniere vollstdndig zu Desacetyl-Cephapirin
metabolisiert (s. 2.2.9).

Um die Verluststellen besser eingrenzen und charakterisieren zu kdnnen, wurden die
Substanzen an den drei kritischen Aufarbeitungsschritten zudotiert und die Wieder-
findungen durch Doppelbestimmungen, mittels des Standardadditionsverfahrens,

ermittelt:
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Schritt 1: Extraktion,Deproteinierung
Schritt 2: Acetonitril-Entfernung
Schritt 3: SPE-Aufreinigung

Die auftretenden Verluste lassen sich bei Schritt 1 durch eine Proteinbindung,
Verluste bei Schritt 2 durch einen Abbau beim Abrotieren und Verluste bei Schritt 3
durch eine verringerte Retention der Substanzen auf der SPE-Kartusche infolge von
Matrixkoextraktiven im Extrakt, erklaren.

Die Ergebnisse der Verluststellenbestimmung sind in der Tab. 17 fur die signifikant
von Verlusten betroffenen R-Lactame dargestellt. Eine Verluststellenbestimmung

wurde fur Desacetyl-Cephapirin nicht vorgenommen.

Tab. 17: Signifikante Verluste in Prozent an den drei kritischen Aufarbeitungsschritten

(n=2)
Substanz Verlust durch Verlust durch Verlust an der SPE-
(Matrix) Proteinbindung ACN-Entfernung Kartusche
(Schritt 1) (Schritt 2) (Schritt 3)
Amoxicillin
Milch 26 (*) 28
Muskel 26 (*) 12
Niere 26 () 24
Ampicillin
Milch 18 (™) @)
Muskel 11 (™) ™
Niere 17 (*) (*)
Cephalexin
Milch 21 (*) (*)
Muskel 22 (™) @)
Niere 11 (™) @)

(*) nicht signifikant

Bei den durchgefuhrten Verluststellenbestimmungen in Milch, Rindermuskel und
Rinderniere zeigte sich, dass Substanzverluste bei Schritt 1 aufgrund einer
Proteinbindung, ausschlie3lich flr die polaren [3-Lactame (Amoxicillin, Ampicillin,
Cephalexin), zu beobachten waren. Fur die ubrigen B-Lactame konnten bei dieser
Untersuchung, die mittels einer Doppelbestimmung durchgefuhrt wurde, bei keinem
der Aufarbeitungsschritte Substanzverluste werden.

signifikante festgestellt

Amoxicillin, welches das polarste in der Multimethode erfasste [R-Lactam

reprasentiert, zeigte als einziges R-Lactam zusatzlich zur Proteinbindung weitere
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Verluste von 28 % fur Milch, 12 % far Muskel und 24 % fir Rinderniere an der SPE-
Kartusche (Schritt 3).

Diese Verluste lassen sich am plausibelsten damit erklaren, dass eine quantitative
Adsorption von Amoxicilin an das Sorbens durch die hohen Gehalte an
Matrixkoextraktiven behindert wird, zumal der reine Standard eine vollstandige
Wiederfindung zeigte.

Substanzverluste durch den Acetonitril-Entfernungsschritt (Schritt 2) konnten selbst
fur Penicillin G, welches das labilste aller in der Methode erfassten R-Lactame
reprasentiert, nicht beobachtet werden. Dies ist ein Beleg daflr, dass dieser Schritt,
welcher mittels des Rotationsverdampfers durchgeflihrt wird, als sehr schonend zu

bezeichnen ist, obwohl er bei 37°C durchgefuhrt wird und ca. 15 Minuten dauert.

Prinzipiell erwies sich die Extraktion mit Acetonitril als besonders geeignet. Zum
einen wurden klare und gut deproteinierte Probenextrakte erhalten, zum anderen
zeigte das Losungsmittel hervorragende Extraktionseigenschaften. Insbesondere die
mittelpolaren, monobasischen [-Lactame (Pen G, Pen V, Oxacillin, Cloxacillin,
Dicloxacillin, Nafcillin) konnten in den dotierten Matrices Milch, Rindermuskel und
Rinderniere nahezu vollstandig wiedergefunden werden. Eine Protein-Analytbindung
kann somit ausgeschlossen werden.

Detaillierte Untersuchungen, wie sich die Wiederfindungen der monobasischen (-
Lactame in dotiertem Rindermuskel durch eine Acetonitril-Extraktion im Vergleich zu

einer wassrigen Extraktion verbessern lassen, wurden bis jetzt nicht publiziert.

Die Vorteile der Acetonitril-Extraktion gegenuber einer wassrigen Extraktion werden
jedoch deutlich, wenn man die von Verdon et al. [141] mittels einer
Phosphatpufferextraktion und die von Sorensen et al. [88] mittels einer
Natriumwolframat/Schwefelsaure Extraktion erhaltenen Wiedererfindungen fiir Pen
G, Pen V, Oxacillin, Cloxacillin, Nafcilin, Dicloxacillin in Rindermuskel mit denen in
dieser Arbeit erhaltenen vergleicht.

Die Wiederfindungsdaten in Abhangigkeit des gewahlten Extraktionsverfahrens sind

grafisch in Abb. 41 dargestellt.
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Abb. 41: Erzielte Wiederfindungen der monobasischen R-Lactame in dotiertem

Rindermuskel in Abhangigkeit des Extraktionsverfahrens

Bezuglich der Wiederfindungen lasst sich bei den beiden wassrigen Aufarbeitungen
erkennen, dass diese einen Trend zeigen, welcher von der Polaritat der
monobasischen [R-Lactame abhangt. Mit zunehmender Hydrophobitat der
Verbindungen (Pen G < Pen V < Oxacillin < Cloxacillin < Nafcillin < Dicloxacillin) ist
eine Abnahme der Wiederfindung zu erkennen, welche auf groRer werdende

adsorptiven Bindungen an die Proteine zurtckzufihren ist.

Durch die in Abb. 41 dargestellten Wiederfindungen der monobasischen R-Lactame
in Rindermuskel konnte gezeigt werden, dass mit der Acetonitril-Extraktion
gegenuber den rein wassrigen Extraktionen (Schwefelsaure/Natriumwolframat-
Extraktion, Phosphatpuffer-Extraktion) eine nahezu vollstandige Wiederfindung
dieser 3-Lactame erreicht werden kann.

Diese Ergebnisse bestatigen die Fahigkeit von Acetonitril als ,drug-releasing solvent”
zu wirken, in dem es in der Lage ist, adsorptive Bindungen zwischen den Analyten
und den Proteinen zu unterbrechen.

Analoge Beobachtungen wurden bereits fur die Matrix Milch beschrieben [170, 168].
Acetonitril ist als Extraktionslosungsmittel in der Lage, diese hydrophoben

Wechselwirkungen zu unterbrechen.
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2.2.10 Effizienz der wassrigen Aufarbeitung bei der Analyse von Amoxicillin in
Rindermuskel

Obwohl zur Extraktion der R-Lactame das als ,drug-releasing solvent® wirkende
Lésungsmittel Acetonitril verwendet wurde, zeigte sich insbesondere fir das polare
Amoxicillin in allen untersuchten Matrices eine starke Proteinbindung von 26 %. Fur
die mittelpolareren R-Lactame trat unter den gleichen Extraktionsbedingungen keine

signifikante Proteinbindung auf.
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Abb.  42: Erzielte = Wiederfindungen von  Amoxicillin aus  dotiertem
Rindermuskelhomogenat (50 pg/kg) nach wassriger und nach Acetonitril-Extraktion

(Die Auswertungen erfolgten liber das Standardadditionsverfahren).

Maoglicherweise ist Acetonitril flr die Extraktion der polaren R-Lactame weniger gut
geeignet als z.B. ein rein wassriger Extraktionspuffer, obwohl Acetonitril
insbesondere fur die monobasischen R-Lactame sehr gute Extraktionseigenschaften
besitzt (s. 2.2.9).

Um diese Annahme zu uberprifen, wurden 4 Rindermuskelhomogenate mit
Amoxicillin am MRL dotiert und eine wassrige Extraktion mit Phosphatpuffer (0,005
M, pH 8,5) durchgeflhrt. Die erhaltenen Wiederfindungen sind in Abb. 42 grafisch
dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass mit der wassrigen Extraktion im Gegensatz zur
Acetonitril-Extraktion die Wiederfindung von 65 % auf 92 % deutlich erhoht werden

konnte.
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Die Phosphatpuffer-Extraktion ermdglichte somit im Vergleich zur Acetonitril-
Extraktion eine nahezu vollstandige Wiederfindung von Amoxicillin.

Mit groBer Wahrscheinlichkeit liegt der Grund darin, dass der rein wassrige
Phosphatpuffer, aufgrund seiner im Vergleich zu Acetonitril hohen Polaritat, fir das
polare Amoxicillin das geeignetere Losungsmittel ist.

Obwohl diese Untersuchung zwar ausschlieBlich fir Amoxicillin in Rindermuskel
durchgefuhrt wurde, ist es jedoch sehr wahrscheinlich, dass ahnliche Ergebnisse fur
die anderen polaren R-Lactame (Amoxicillin, Ampicillin, Cephalexin, Desacetyl-

Cephapirin, Cephapirin) zu erwarten gewesen waren.

Letztlich lassen die erhaltenen Ergebnisse den Schluss zu, dass Acetonitril nicht fur
alle in der LC-MS/MS-Multimethode erfassten R-Lactame gleichermalien gut als
Extraktionslosungsmittel geeignet ist.

Prinzipiell ist jedoch die Acetonitril-Extraktion der rein wassrigen Extraktion
vorzuziehen, da Acetonitrii im Gegensatz zum Phosphatpuffer sehr gute
Deproteinierungseigenschaften besitzt und im Gegensatz zur Phosphatpuffer-

Extraktion sehr klare primare Probenextrakte erhalten werden.

2.211 Losen moglicher Wirkstoff-Matrix-Bindungen durch Einsatz einer
Endopeptidase (Subtilisin carlsberg)

Eine Vielzahl von pharmakologisch wirksamen Verbindungen besitzen die
Eigenschaft, sich sehr stark an die Proteine der zu untersuchenden Probenmatrix zu
binden. Diese Bindungen beruhen entweder auf hydrophoben Wechselwirkungen
oder auf ionischen Wechselwirkungen. Hohe Proteinbindungen wurden z.B. fur die
Benzodiazepine in Leber [169] und flir die Isoxazolypenicilline [170] sowie Penicillin
G in Milch beobachtet.

Aufgrund der mdglichen Proteinbindungen sollte es bei der Entwicklung von
Extraktionsverfahren immer das Ziel sein, ein geeignetes Extraktionsverfahren zu
verwenden, mit dem eine maximale Ausbeute von sowohl freien als auch von
proteingebundenen  Ruckstanden erzielt werden kann. Die bisherigen
Untersuchungen haben an dotiertem Probenmaterial gezeigt, dass das organische
Lésungsmittel Acetonitril hervorragend fir die Extraktion der monobasischen R3-

Lactame geeignet ist, indem es als ,drug-releasing solvent wirkt (s. 2.2.9).
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Eine weitere Moglichkeit, die Ausbeute von proteingebundenen Rickstanden zu
verbessern, stellt die gezielte Hydrolyse der Probenmatrix mit unspezifischen
Proteasen dar [171, 172].

Bis jetzt wurde der Einsatz des unselektiven proteolytischen Enzyms (Subtilisin
Carlsberg, Endopeptidase), welches alle Peptidbindungen in der Proteinkette spaltet,
fur die Extraktion von Penicillinrtickstanden lediglich fir die Matrix Milch beschrieben
[170]. Jedoch zeigte sich bei diesen Untersuchungen, dass keine verwertbaren
Ergebnisse erhalten werden konnten. Durch die Verwendung der Endopeptidase
wurden zu viele Matrixbestandteile freigesetzt, welche die Detektion der
Isoxazolylpenicilline (Oxacillin, Cloxacillin, Dicloxacillin) mittels elektrochemischer
Detektion unmoglich machten.

Das Ziel der im folgenden beschriebenen Untersuchungen sollte es sein, die
Tauglichkeit der Endopeptidase in Bezug auf die erreichbare Ausbeute von Penicillin
G Ruckstanden in Rinderniere, unter Verwendung der hochselektiven LC-MS/MS-
Technik, zu prufen. Weiter sollten die Ausbeuten mit der Acetonitril-Extraktion
verglichen werden.

Um maglichst realistische Bedingungen fur diese Untersuchung zu haben, wurde
kein Blank-Material verwendet, welches mit dem Analyten dotiert wird, sondern
gewachsenes Untersuchungsmaterial. Der Grund liegt darin, dass Analyten, die eine
Bindung an Proteine oder Matrixbestandteile eingehen konnen, in dotiertem
Probenmaterial eventuell einen anderen Bindungsstatus als in gewachsenem

Material aufweisen.

Pen G konnte mittels der LC-MS/MS-Multimethode in allen Extrakten selektiv und
storungsfrei gemessen werden. Die Auswertung fand sowohl mittels einer externen
Kalibriergeraden sowie mit der Standardadditionsmethode statt, um maogliche
Matrixeffekte auf Seiten der ESI ausschlie®en zu kdnnen. Nur so ist es moglich,
untereinander vergleichbare quantitative Ergebnisse zu erhalten. Die Ergebnisse
sind in den Tab. 18 u. 19 und in der Abb. 43 dargestellt.
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Tab. 18: Erhaltene Ausbeuten von Pen G unter Verwendung der Endopeptidase

Subtilisin Carlsberg (n=6)

Matrixeffekt Ausbeute Ausbeute CV (%) CV (%)
(externe (Standard- (externe (Standardaddition)
Auswertung) addition) Auswertung)
-19 (%) 44 nglkg 54 ug/kg 24 20

Tab. 19: Erhaltene Ausbeuten von Pen G unter Verwendung der Acetonitrilextraktion

(n=6)
Matrixeffekt Ausbeutet Ausbeute CV (%) CV (%)
(externe (Standard- (externe (Standardaddition)
Auswertung) addition) Auswertung)
- 30 (%) 62 ng/kg 89 ug/kg 9 7

Ein Vergleich der unterschiedlichen Aufarbeitungstechniken zeigte, dass die
Extraktion mit Acetonitril das geeignete Extraktionsverfahren flr die Bestimmung von
gewachsenen Pen G-Rickstanden ist. Die Verwendung der Endopeptidase
erbrachte im Gegensatz zur Extraktion mit Acetonitril nicht die erwartete hohere
Ausbeute, obwohl der Probenextrakt nach der Endopeptidasebehandlung keinerlei
sichtbares Gewebe mehr enthielt (dunkelgrine Farbe, leicht trib) und deshalb eine
optimale Freisetzung der gewachsenen Pen G-Rlckstande zu erwarten gewesen

ware.
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Abb. 43: Vergleich der erhaltenen Ausbeuten von Pen G nach Acetonitrilextraktion

und Aufschluss mit der Endopeptidase (Subtilisin Carlsberg)
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Allerdings muss die Ergebnisbetrachtung kritisch erfolgen, da der reine Pen G-
Standard unter den  Extraktionsbedingungen mit der Endopeptidase
(Hitzeeinwirkung, Alkalieinwirkung), um 20 % abbaute.

Maglicherweise ist dieser Abbau in Gegenwart von Matrix zwar geringer, jedoch ist
es sehr wahrscheinlich, dass dieser Abbau zu einer niedrigeren Ausbeute im

Vergleich zur Acetonitrilextraktion beitragt.

Interessant war die Beobachtung, dass die Matrixeffekte abhangig vom
Extraktionsverfahren unterschiedlich ausfielen. Die Acetonitrilextrakte verursachten
eine Signalunterdrickung von 30 % im Vergleich zu 19 % bei den
Endopeptidaseextrakten. Diese Unterschiede veranschaulichen nochmals deutlich
die Notwendigkeit, ein geeignetes Quantifizierungsverfahren zu verwenden.

Letztlich kann bei ESI-LC-MS/MS-Methoden eine Quantifizierung unter gleichzeitiger
Kompensation von Matrixeffekten, ohne die Verflgbarkeit eines geeigneten internen
Standards, nur mittels des Standardadditionsverfahrens erreicht werden. Die
Auswertung mittels externer Kalibriergeraden fuhrt zu einer nicht abschatzbaren

Messunsicherheit.
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2.3 LC-MS/MS-Methodenentwicklung fiir die quantitative Bestimmung von
Ceftiofurriickstanden in Rohmilch mittels LC-MS/MS

Ceftiofur wird nach parenteraler Verabreichung an Rinder, Schweine, Schafe und
Ratten mit einer Plasmahalbwertszeit von weniger als 10 Minuten schnell zu dem
antimikrobiell aktiven Desfuroylceftiofur (DFC) metabolisiert. Die weitere
Metabolisierung fuhrt zur Bildung von Desfuroylceftiofur-Glutathion-Disulfid (DFC-
glut), Desfuroylceftiofur-Cystein-Disulfid (DFC-cystein), 3,3-Desfuroylceftiofur-Disulfid
(DFC-Dimer) und Desfuroylceftiofur-Protein [173, 174, 175, 176, 177 ,178]. Eine
Ubersicht dieser Metabolisierung ist in der Abb. 44 dargestellt.
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Abb. 44: Metabolisierung von Ceftiofur in Rindern, Schweinen, Schafen und Ratten
[175]. Cefox wird ausschlieBlich in Ratten gebildet.
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Die Verabreichung von Ceftiofur an Rinder erfolgt im Abstand von 24 h durch
subkutane Injektion mit einer Dosierung von 1 mg/kg Korpergewicht an 3 bis 5
aufeinanderfolgenden Tagen. Die intramammare Verabreichung ist fur Ceftiofur nicht
zulassig. Werden in der Milch Rickstande der Muttersubstanz gefunden, ist von

einer illegalen Anwendung auszugehen.

Die Besonderheit dieses Antiobiotikums besteht darin, dass fur Milch keine
Wartezeiten einzuhalten sind. Untersuchungen zum Ausscheidungsverhalten von
Ceftiofur bei milchgebenden Kihen zeigten, dass 0,1 % der verabreichten Dosis in
die Milch Ubergehen. Dabei war der Hauptruckstand proteingebundenes

Desfuroylceftiofur [15].

Aufgrund der intensiven Metabolisierung von Ceftiofur wurde in der Verordnung
(EWG) 2377/90 ein MRL von 100 pg/kg als Summe aller den R-Lactamring
enthaltenden und als Desfuroylceftiofur gemessenen Rickstande festgesetzt.

Fir eine genaue Quantifizierung aller Ceftiofurrickstdnde mit intaktem R-Lactamring
mussen deshalb zuerst folgende chemische Umsetzungen durchgefuhrt werden
[179]:

1.) Reduktive Freisetzung des konjugierten Desfuroylceftiofurs mittels
Dithioerythritol (DTE).

2.) Alkylierung der freien Thiol-Gruppe mittels lodacetamid zum Schutz vor
erneuter Oxidation (s. Abb. 45).
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Konjugiertes Desfuroylceftiofur Desfuroylceftiofur (DFC) Desfuroylceftiofur Acetamid (DCA)

Abb. 45: Freisetzung von Desfuroylceftiofur mit DTE und Stabilisierung durch

Alkylierung mittels lodacetamid.
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Gegentuber einer Vielzahl von publizierten HPLC-UV-Methoden, die in der Lage sind,
die Summe aller Ceftiofurriickstande in tierischen Geweben, Plasma [179, 180, 181]
und Milch [173, 182] zu bestimmen, wurden bisher ausschliellich LC-MS/MS-
Methoden zum Nachweis der Muttersubstanz [57, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 68, 32] in
Milch beschrieben. Es ist deshalb mit diesen LC-MS/MS-Methoden nicht mdoglich,
den gesetzlichen MRL zu Uberwachen, da die Muttersubstanz nur bei einer illegalen,
d.h intramammaren Anwendung in der Milch vorkommt. Ziel war es deshalb, eine LC-
MS/MS-Bestatigungsmethode zu entwickeln, die es ermdglicht, die Summe aller
Ceftiofurrickstande uber das Desfuroylceftiofur-Acetamid Derivat in Milch zu
quantifizieren und zu bestatigen. Gegentber den publizierten HPLC-UV-Methoden,
die eine auRerst material- und zeitaufwendige Probenaufarbeitung mit 3 SPE-
Aufreinigungsschritten bendtigen, sollte die Probenaufarbeitung der LC-MS/MS-
Methode stark vereinfacht werden. Die Freisetzungs- und Derivatisierungsschritte
werden entsprechend einer publizierten HPLC-UV-Methode durchgefuhrt [179].

2.3.1 Chromatographische Trennung (HPLC)

Es wurden dieselben chromatographischen Bedingungen wie fur die [-Lactam
Multimethode verwendet (s. 2.2.1.1). Ein typisches (MRM) Chromatogramm von
DCA, entsprechend einer Konzentration von 100 ng/ml Desfuroylceftiofur, bezogen

auf die freie Saure und einem Injektionsvolumen von 25 pl, ist in Abb. 46 dargestellt.
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Abb. 46: Multiple reaction monitoring (MRM) Chromatogramm von DCA (entsprechend
100 ng/ml Desfuroylceftiofur): (A) Quantifier lonen Chromatogramm, (B) Qualifier

lonen Chromatogramm.



99

2.3.2 Optimierung des ESI-Triple-Quadrupol-Systems und des Elektrospray-
Modus (+/-)

Zur Optimierung des ESI-Triple-Quadrupol-Gerates auf die Zielsubstanz DCA war es
notwendig, die bereits unter Punkt 2.2.2 beschriebenen variablen Parameter zu
optimieren.

DCA ist als Standardsubstanz kommerziell nicht erhaltlich, weshalb diese
Verbindung zuerst synthetisiert werden musste, indem Ceftiofur mit DTE reduktiv zu
Desfuroylceftiofur und anschlieRend mittels lodacetamid zu Desfuroylceftiofur-
acetamid umgesetzt wurde (s. Abb. 45). Die Herstellung fand analog zu Punkt 3.2.5
statt. Die Endkonzentration der Standardlosung betrug dabei 10 pg/mi
(Desfuroylceftiofur).

Diese Standardlosung wurde zunachst mittels der Spritzenpumpe dem HPLC-
Eluenten zudosiert. Jedoch zeigte das gemessene Massenspektrum im positiven
ESI-Modus ein sehr starkes Rauschen, was mit groRer Wahrscheinlichkeit auf die

nicht gentigende Aufreinigung der hergestellten Standardlésung zurtckzufuhren war.

Durch dieses Rauschen war es sehr schwierig, das Signal des Quasimolekulions
[M+H]" mit (m/z) 487 fur die Optimierungsdurchfiihrung zu messen. Eine
storungsfreie Detektion des Molekulionensignals konnte jedoch durch eine
vorausgehende Chromatographie erreicht werden. Letztlich war es unumganglich, far

jeden Optimierungsschritt eine einzelne Injektion durchzuflhren.

Eine Zusammenfassung der erhaltenen Optimierungswerte fur DCA ist in Tab. 20

dargestellt.

Tab. 20: Optimierungswerte fiir das ESI-Triple-Quadrupol-System.

Kapillar- Nadelspannung | Sheatgasdruck
Temperatur (°C) (kV) (psi)
360 5 70

Analog zur Muttersubstanz Ceftiofur zeigte sich auch fur DCA, dass der positive
Elektrospraymodus der empfindlichste und geeignetste Modus ist. Das relative

Intensitatsverhaltnis in Prozent ist flr beide Modi (+/-) in Abb. 47 dargestellt.



100

100 -

80 -

60 -

EESI +
BESI -

40 -

rel. Signalintensitat (%)

20 -

DCA

Abb. 47: Experimentell ermittelte relative Signalintensititen (%) fiur DCA in
Abhangigkeit des Elektrospraymodus.
2.3.3 Optimierung der Tandem-MS-Bedingungen (MS/MS)

Ceftiofur und DCA sind strukturanaloge Verbindungen, die sich lediglich in ihren

unterschiedlichen Resten R unterscheiden (s. Abb. 48).
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Abb. 48: Strukturformeln fur Ceftiofur und Desfuroylceftiofur Acetamid (DCA)

Bei der Optimierung des MRM zeigte sich, dass beide Verbindungen identische CID-
Massenspektren erzeugen (siehe Abb. 49 u. 50).
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Abb. 49: CID-Massenspektrum von Ceftiofur
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Die intensivsten bei dem Kollisionsprozel® erzeugten Tochterionen besitzen folgende
Massen (m/z): 396, 368, 349, 324, 285, 277, 241, 227, 210, 209, 197, 184, 183, 182,
167, 166, 156, 139, 126, 112. Die Ergebnisse belegen somit eindeutig, dass der
Fragmentierungsmechanismus nicht durch die unterschiedlichen Reste R der beiden
Verbindungen beeinflusst wird. Aufgrund dieser Ergebnisse mussen bereits
publizierte Fragmentierungsmechanismen fur Ceftiofur in Frage gestellt werden, da

diese falschlicherweise den Rest R mit einbeziehen [60, 63, 64].
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2.3.3.1 Postulierung des Fragmentierungsmechanismus von Ceftiofur und
Desfuroylceftiofur Acetamid

Prinzipiell zeigen Penicilline sowie Cephalosporine aufgrund ihres gemeinsamen [3-

Lactamgrundkorpers eine  klassenspezifische  Fragmentierung.  Besonders

charakteristisch ist die Spaltung entlang des 3-Lactamringes.

Bei diesem Mechanismus handelt es sich um eine 2+2 Cycloreversion [183]. Diese
Fragmentierung tritt unter anderem primar bei allen energiereichen
lonisierungsverfahren mittels El, Cl, DCI, FAB oder TSP auf. Bei der sehr milden ESI
kann diese Fragmentierung jedoch erst durch eine kollisionsinduzierte
Fragmentierung (CID) der Quasimolekulionen oder durch Bestrahlung dieser mit
energiereichem Licht (Infrared multiphoton dissociation, IRMPD) erzeugt werden.

Neben der klassenspezifischen Fragmentierung findet die molekulspezifische

Fragmentierung statt, welche in der Regel sehr komplex ist und stark von den

Substituenten des R-Lactamringes abhangt.

Fur Ceftiofur und Desfuroylceftiofur Acetamid gibt es bisher in der Literatur keine
vollstandige Aufklarung des in dieser Arbeit beobachteten CID-Fragmentierungs-
mechanismus. Es war deshalb das Ziel fur einen Groldteil der erhaltenen
Tochterionen von Ceftiofur und DCA einen plausiblen Fragmentierungsmechanismus

zu postulieren.

Um dabei genauere Strukturinformationen uber die beim MS/MS-Prozess erzeugten
Tochterionen zu erhalten und um die Fragmentierungswege besser entschllsseln zu
konnen, war es notwendig, diese Tochterionen weiter zu fragmentieren.

Unter Verwendung der In-Source-CID in Verbindung mit der CID war es maoglich,
MS/MS/MS (MS®) Spektren mit dem verwendeten Triple-Quadrupol Massen-
spektrometer zu erhalten. Dartber hinaus wurde ein lon-Trap Massenspektrometer
zur Erstellung vom MS/MS/MS/MS (MS*) Spektren eingesetzt.

Die vorgeschlagenen Fragmentierungsmechanismen sind in den Abb. 51 bis 56

dargestellt.
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Abb. 53: Vorgeschlagene Fragmentierung von (m/z) 396 zu (m/z) 324, 184, 167, 156,
139, 126

In Abb. 51 ist die Abspaltung der unterschiedlichen Reste R aus den protonierten
Molekulionen unter Bildung von (m/z) 396 dargestellt. Im Anschluss daran findet die
klassenspezifische R-Lactamspaltung (2+2 Cycloreversion) unter Bildung von (m/z)
241 statt. Weitere Tochterionen dieser Fragmentierung von (m/z) 241, MS*-
Spektrum, sind (m/z) 209 (Verlust von Methanol) und 197 (Verlust von CO3). Aus
(m/z) 197, MS*-Spektrum, geht vermutlich unter Abspaltung eines Methoxy-Radikals
(m/z) 166 hervor (s. Abb. 52).
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Abb. 54: Vorgeschlagene Fragmentierung von (m/z) 396 zu (m/z) 227, 210, 182, 183

Neben der klassenspezifischen [-Lactamspaltung ist in Abb. 53 die molekul-
spezifische Fragmentierung von (m/z) 396, MS3-Spektrum, unter Bildung der
Tochterionen (m/z) 324 (Verlust von CO aus dem R-Lactamring), (m/z) 184 (Verlust
des Thiazinringes), (m/z) 156 (Verlust von CO), (m/z) 126 (Verlust von Formaldehyd),
dargestellt. Das Fragmention (m/z) 184 zerfallt dabei weiter unter Verlust von NH3
und CO zu (m/z) 167 und (m/z) 139. Das Fragmention (m/z) 227 geht ebenfalls aus
(m/z) 396 hervor (s. Abb. 54). Durch die weitere Fragmentierung von (m/z) 227
konnte die Bildung von (m/z) 210 (Verlust von NH3) und (m/z) 183 (Verlust von CO5)
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aus diesem lon bestatigt werden. Unter Verlust von CO entsteht aus (m/z) 210 das
lon (m/z) 182.
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Abb. 55: Vorgeschlagene Fragmentierung von (m/z) 324 zu (m/z) 277
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Abb. 56: Vorgeschlagene Bildung von (m/z) 285 aus den protonierten Molekiilionen
(m/z) 524, 487. Fragmentierung von (m/z) 285 zu (m/z) 257, 184, 156
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In Abb. 55 ist ein weiterer Fragmentierungsweg von (m/z) 324 dargestellt. Dabei
zeigte sich, dass, wahrscheinlich nach einer primaren Cyclisierung und der
Abspaltung von Methoxyamin, (m/z) 277 hervorgeht.

In Abb. 56 ist die Entstehung von (m/z) 285, 257 aus den protonierten Molekulionen
von Ceftiofur und DCA beschrieben. Dieser Mechanismus wurde bereits fur Isobutan

Cl Spektren von Penicillinmethylestern postuliert [183].

2.3.4 Optimierung der Extraktion/Aufreinigung

Bei den konventionellen HPLC-UV-Verfahren sind aufgrund der unselektiven UV-
Detektion insgesamt drei zeit- und materialintensive SPE-Aufreinigungsschritte
notwendig, um DCA storungsfrei detektieren zu koénnen [179]. Das komplette
Analysenschema, welches sich in sechs Schritte unterteilen Iasst, ist in Abb. 57 als
Ubersicht aufgefiinrt.

1. Extraktion

Freisetzung von konjugiertem Desfuroylceftiofur mit DTE.

2. Stabilisierung

Stabilisierung von Desfuroylceftiofur durch Alkylierung mittels lodacetamid, unter

Bildung von Desfuroylceftiofur Acetamid (DCA)

3. C-18 Clean-up

Extraktion von DCA unter Verwendung einer C-18 Reversed-Phase SPE Kartusche.

4. Anionenaustauscher Clean-up

Extraktion von DCA unter Verwendung einer SAX (strong anion exchanger)

Anionenaustauscher SPE Kartusche.

5. Kationenaustauscher Clean-up

Extraktion von DCA unter Verwendung einer SCX (strong cation exchanger)

Kationenaustauscher SPE Kartusche.

6. HPLC-UV-Messung
Quantifizierung von DCA nach chromatographischer Trennung mittels UV-Detektion
bei 266 nm

Abb. 57: Analysenschema zur Probenaufarbeitung von Milch mittels der
konventionellen HPLC-UV-Methode [179]




108

Insbesondere die beiden lonenaustauscherschritte sind flr die analytische Praxis als
ungunstig zu beurteilen, da diese zum einen die Dauer der Probenaufarbeitung
erhohen und zum anderen zusatzliche Fehlerquellen darstellen. Es war deshalb das
Ziel dieser Arbeit, unter Verwendung der hochselektiven LC-MS/MS-Technik eine
Probenaufarbeitung zu entwickeln, bei welcher die beiden lonenaustauscherschritte

nicht benotigt werden.

Entsprechend der von Beconi-Barker et al. publizierten HPLV-UV-Methode [179]
erfolgte die Extraktion mit DTE und die anschlieRende Stabilisierung des freien
Desfuroylceftiofurs mittels lodacetamid. Das genaue Analysenschema der
entwickelten LC-MS/MS-Methode ist unter Punkt 3.2.5 beschrieben.

FUr die Probenaufreinigung wurde die bereits bei der R-Lactam-Multimethode
verwendete SPE-Kartusche (Waters Oasis HLB) mit dem Polymerharzsorbent
verwendet, da diese besonders fur die Extraktion der amphoteren R-Lactame
geeignet ist, wozu auch Desfuroylceftiofur Acetamid gehoért. Die Herstellung des
analytischen Standards fand parallel zum beschriebenen Analysenschema statt, da

dieser kommerziell nicht erweblich ist.

Durch den Einsatz der hochselektiven LC-MS/MS-Technik war es moglich,
gegenuber der unselektiveren HPLC-UV-Technik, auf zwei der insgesamt drei SPE-
Aufreinigungsschritte zu verzichten (s. Abb. 58). Insgesamt konnte dadurch der
Zeitaufwand fur die Probenaufarbeitung sowie die anfallenden Materialkosten fir die

SPE-Kartuschen deutlich minimiert werden.

HPLC-UV-Methode nach [179] Entwickelte LC-MS/MS-Methode
1. Extraktion mit Dithioerythritol (DTE) 1. Extraktion mit Dithioerythritol (DTE)
2. Stabilisierung mit lodacetamid 2. Stabilisierung mit lodacetamid
3. C-18 SPE-clean-up 3. Polymerphasen SPE-clean-up

4. Anionenaustauscher SPE-clean-up

5. Kationenaustauscher SPE-clean-up

6. HPLC-UV-Messung 4. LC-MS/MS-Messung

Abb. 58: Gegeniiberstellung der bendétigten Probenaufarbeitungsschritte der HPLC-
UV-Methode nach Beconi-Barker et al. [179] und der in dieser Arbeit entwickelten LC-
MS/MS-Methode
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Ein LC-MS/MS-Chromatogramm einer dotierten Milch am halben MRL (entsprechend
50 pg/kg Desfuroylceftiofur) ist in Abb. 59 dargestellt. Trotz der stark reduzierten

Probenaufreinigung war es mdglich, Desfuroylceftiofur Acetamid (DCA) stérungsfrei

ZU messen.
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Abb. 59: LC-MS/MS-Chromatogramm einer dotierten Milchprobe am halben MRL
(entsprechend 50 ug/kg Desfuroylceftiofur)

2.3.5 Auswirkungen der Matrixkoextraktive auf die Elektrosprayionisation

Um mogliche Matrixeffekte aufgrund von koeluierenden Matrixkoextraktiven
identifizieren zu kdnnen, wurden Milchblindextrakte von 5 unterschiedlichen
Milchkiihen  mit  Desfuroylceftiofur ~ Acetamid (entsprechend 100 ug/kg
Desfuroylceftiofur) dotiert.

Alle 5 untersuchten Blindrohmilchextrakte zeigten keine signifikanten
Signalsuppressions- oder Signalerhohungseffekte auf Seiten der ESI. Der
berechnete Mittelwert betrug 97% bei einer Standardabweichung von +4,4% und
einem Variationskoeffizient von 5%. Die Wiederfindungen sind in Abb. 60 fur jede

einzelne Milchprobe dargestellt.
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Abb. 60: Einfluss der Matrixkoextraktive auf die ESI von Desfuroylceftiofur Acetamid

in 5 verschiedenen Rohmilchextrakten.

Es war deshalb nicht wie bei der LC-MS/MS-Multimethode fiir die R-Lactame

notwendig, Matrixeffektfaktoren fiir eine Korrektur zu verwenden.

2.3.6 Vergleich von LC-MS/MS- und Screening-Ergebnissen fir die
Bestimmung von Ceftiofurriickstianden in Milch von einer mit Ceftiofur
behandelten Kuh

Um die Praxistauglichkeit der entwickelten LC-MS/MS-Methode zu uberprufen,
wurden Rohmilchproben von einer mit Ceftiofurhydrochlorid (Excenel® RTU)
behandelten und an postpartaler Metritis erkrankten Kuh untersucht.

Hierzu wurde eine laktierende Kuh mit 650 kg Gewicht flir 3 Tage im Abstand von 24
h nach Herstellerangaben mit 1 mg Ceftiofur je kg Kérpergewicht behandelt. Das Tier
bekam jeweils morgens nach dem ersten Melken eine subkutane Injektion. Am

Abend des gleichen Tages wurde die Milch fur die Untersuchung entnommen.

Diese Milch wurde mit der entwickelten LC-MS/MS-Methode sowie mit einem schnell
durchzufuhrenden Screening-Test (kompetitiver Rezeptor-Bindungs-Test: Charm |II-
Test) untersucht. Dabei sollten die Ergebnisse aus beiden Verfahren miteinander

verglichen werden. Die Ergebnisse werden im folgenden beschrieben.
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2.3.6.1 LC-MS/MS-Ergebnisse

In allen wahrend der Behandlung genommenen und untersuchten Milchproben
konnten mit der entwickelten LC-MS/MS-Methode, unter Einhaltung der EU
Leistungsanforderungen, Ceftiofurrickstande bestatigt und quantifiziert werden. Das
relative Peakflachenverhaltnis von Quantifier zu Qualifier der gemessenen Proben
entsprach exakt dem des analytischen Standards. Eine Zusammenfassung der
gemessenen Gehalte sowie ein LC-MS/MS-Chromatogramm der Milch am dritten

Behandlungstag ist in der Tab. 21 und in der Abb. 61 dargestellt.

Tab. 21: Gemessene Desfuroylceftiofur Konzentrationen in der Milch einer
behandelten Kuh

Behandlungstag | Gemessene Desfuroylceftiofur | Relatives Peakflachenverhiltnis
Konzentration (ug/kg) (%)
Proben Analytischer
Standard
0 n.d. - 35
1 6.8 34
2 21.8 35
3 21.2 35

n.d. = nicht nachweisbar

Die hochsten Desfuroylceftiofurgehalte konnten am zweiten und dritten
Behandlungstag gemessen werden. Diese lagen bei ca. 20 pug/kg und um ca. den
Faktor 5 deutlich unter dem MRL von 100 pg/kg.
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Abb. 61: LC-MS/MS-Chromatogramm einer Milchprobe am dritten Behandlungstag.
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AbschlieRend wurden die gemessenen Gehalte mit einer bereits publizierten Studie
zum Ausscheidungsverhalten von Ceftiofur in Milch [182] auf ihre Plausibilitat gepruft.
Bei dieser Publikation wurde milchgebenden Kihen die 2,2-fache der in der EU
zugelassenen Dosis (2,2 mg Ceftiofur je Kg Korpergewicht) verabreicht und die
Gesamtceftiofurrlickstande, berechnet als Desfuroylceftiofur, mittels einer nicht naher
beschriebenen HPLC-UV-Methode bestimmt.

Die quantifizierten Gehalte lagen im Mittel zwischen 57 ug/kg und 89 ng/kg. Da
zwischen der verabreichten Dosis und den Ruckstanden eine annahernde
Proportionalitat besteht, kdonnen diese Werte nach der Division mit dem Faktor 2,2
direkt mit den in dieser Arbeit erhaltenen Werte verglichen werden [182]. Nach der

Korrektur dieser Werte lagen die Gehalte somit zwischen 25,9 ng/kg und 40,5 ng/kg.

Diese Werte korrelieren sehr gut mit den mittels der LC-MS/MS-Methode
quantifizierten Gehalten von ca. 20 ug/kg in der Milch des zweiten und dritten

Behandlungstages.

2.3.6.2 Charm lI-Test Ergebnisse

Alle mittels der LC-MS/MS-Methode untersuchten Milchproben wurden mit dem
Charm II-Test (BR-Lactam Test for Maximum Residue Limits (MRL), Sequential Assay)
nachuntersucht.

Im ersten Schritt des Charm Il-Tests wird der Matrixblindwert durch das Messen der
Zahlimpulse (cpm = counts per minute) von 6 Milchproben ermittelt. Entsprechend
der Herstellerangabe wird aus diesen Einzelwerten der Mittelwert gebildet und
daraus abzlglich 20 % der Kontrollpunkt errechnet.

Der Kontrollpunkt stellt die Entscheidungsgrenze fur die Anwesenheit von -Lactam
Ruckstanden dar. Eine Probe gilt als positiv, wenn die gemessenen Zahlimpulse
gleich oder kleiner als der Kontrollpunkt sind. Fir die Matrixblindwerte und die 4
wahrend der Medikamentierung genommenen Milchproben wurden folgende
Zahlimpulse ermittelt (Tab. 22).



Tab. 22: Zahlimpulse fiir die sechs Matrixblindwerte sowie

Milchproben.

Blindproben Zahlimpulse (cpm) | Kontrollpunkt (CP)
Milchblindwert 1 1327 MW = 1231
Milchblindwert 2 1263 20% MW = 246
Milchblindwert 3 1150 —
Milchblindwert 4 1135 CP =1231-246
Milchblindwert 5 1250 _
Milchblindwert 6 1262 CP =985

Gewachsene Zahlimpulse (cpm) Ergebnis

Milchproben (n=2)

Behandlungstag 0 1049 negativ (> CP)
Behandlungstag 1 908 positiv (< CP)
Behandlungstag 2 800 positiv (< CP)
Behandlungstag 3 780 positiv (< CP)
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fur die gewachsenen

Die erhaltenen Charm |l-Testergebnisse stimmen mit den quantitativen LC-MS/MS-
Ergebnissen vollstandig Uberein. Es wurden mit dem Screening-Test fur die
gewachsenen Milchproben weder falsch positive noch falsch negative Ergebnisse
erhalten.

Ferner besitzt der Charm II-Test fur gewachsene Ceftiofurriickstande eine sehr hohe
Empfindlichkeit. Obwohl die vom Hersteller angegebene Nachweisgrenze des Tests
40 ng/kg betragt, konnte mit diesem eine Desfuroylceftiofurkonzentration von 6,8

ng/kg (s. 2.3.6.1) in der Milch des ersten Behandlungstages nachgewiesen werden.

Die Tatsache, dass der Charm Il-Test fur alle Milchproben positive Ergebnisse
lieferte, die teilweise um den Faktor 15 unterhalb des MRL lagen, verdeutlicht die
Notwendigkeit, eine prazise und richtige Quantifizierung von Desfuroylceftiofur-
ruckstanden mittels einer leistungsfahigen physikalisch-chemischen Methode
durchzufthren.

Nur so kénnen mdglicherweise falsche Interpretationen der Screening-Ergebnisse

vermieden werden.
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24 LC-MS/MS-Methodenentwicklung fiir die Bestimmung von vier
Aminoglycosiden in Rinderniere

Aminoglycoside sind hochpolare, polykationische Verbindungen, die auf unpolaren
Reversed-Phase HPLC-Saulen nicht retardiert werden. Die lonenpaar-
chromatographie (IP) ist deshalb das in der Literatur am haufigsten beschriebene
Verfahren, um eine Retention und Chromatographie der Aminoglycoside zu
erreichen.

Bei den konventionellen HPLC-Verfahren werden dabei nichtflichtige
Alkansulfonsauren als Gegenionen eingesetzt (Pentan-, Hexan- und Heptan- und
Octansulfonate) [20], wahrend bei den LC-MS-Verfahren fllichtige fluorierte
Carbonsauren (Pentafluorpropionsaure, Heptafluorbuttersaure) verwendet werden
[76, 77, 78, 34, 80]. Die Verwendung der flichtigen lonenpaarreagentien ermoglicht
zwar bei den LC-MS-Verfahren eine Chromatographie der Aminoglycoside, jedoch
fuhrt dieser Einsatz zu einer Verringerung der Sensitivitat [78, 184].

Ursachlich fur diesen Sensitivitatsverlust sind starke lonenpaarwechselwirkungen
zwischen den protonierten Analyten und den negativ geladenen fluorierten
Carbonsauren in der Gasphase, wodurch es letztlich zu einer Ladungsneutralisierung
kommt [185]. Daruber hinaus fuhrt die lonenpaarbindung in Losung vermutlich zu
einer schlechteren elektrophoretischen Ladungstrennung an der Elektrospraynadel
[186].

Weitere Probleme, die mit dem Einsatz von lonenpaarreagentien verbunden sind,
stellen  Verschleppungen dar. In  Vorversuchen zeigte sich, dass
Heptafluorbuttersaure mehrere Tage nach der letzten Verwendung im
Massenspektrometer detektiert werden konnte und dass die Empfindlichkeit des LC-

MS-Systems bei nachfolgenden Messungen stark verringert war.

Aufgrund der oben beschriebenen Probleme sollte es das Ziel sein, eine
chromatographische Trennung der zu messenden Aminoglycoside (Spectinomycin,
Strepto-, Dihydrostreptomycin und Gentamicin C1) ohne die Verwendung von

lonenpaarreagentien zu entwickeln.
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241 Optimierung der chromatographischen Trennung (HPLC) mittels
Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography (HILIC)

Als Alternative zur lonenpaarchromatographie wurde die Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography (HILIC) flr die Chromatographie der Aminoglycoside als am
besten geeignet angesehen. HILIC stellt ein chromatographisches Verfahren dar,
welches zum ersten Mal von Alpert [187] fur die Trennung von Proteinen, Peptiden,
Aminosauren, Oligonucleotiden und Kohlenhydraten naher beschrieben wurde und
mittlerweile eine breite Anwendung fiur die Trennung von hochpolaren Verbindungen
hat [188, 189, 190, 191, 192].

Im Gegensatz zur Umkehrphasen-Chromatographie ist bei der HILIC der organische
Anteil in der mobilen Phase das Lésungsmittel mit der geringsten und der wassrige
Anteil das Lésungsmittel mit der starksten Elutionskraft. Ublicherweise wird bei der
HILIC eine Gradientenelution verwendet, die mit einem hohen organischen
Losungsmittelanteil mit ca. 80 % Acetonitril beginnt und bei einem hohen wassrigen
Ldsungsmittelanteil endet. Dabei eluieren die weniger polaren Verbindungen zuerst
und die polarsten Verbindungen zuletzt.

Wegen dieser Elutionsreihenfolge wird diese Art der Chromatographie auch als
.Reversed Reverse-Phase” Chromatographie bezeichnet. Fur die HILIC werden
hydrophile Packungsmaterialien verwendet, an deren Oberflache sich eine mit
Wasser angereicherte immobilisierte Schicht ausbildet. Zwischen dieser polaren
Phase und der (unpolaren) mobilen Phase findet die Verteilung der zu

chromatographierenden Verbindungen statt [187].

Die HILIC wurde fur die Trennung von Aminoglycosid-Standards bis jetzt nur einmal
an einer mit Poly(2-hydroxyethyl-aspartamid)-modifizierten Silikaphase
(Polyhydroxyethyl A) beschrieben [193]. Die Chromatographie war jedoch aufgrund
des Auftretens von Doppelpeaks unzureichend. Zur Unterdrickung dieser
Doppelpeaks war eine sehr hohe Pufferkonzentration im Eluenten von bis zu 200 mM
(Ammoniumacetat) notwendig, die in dieser Grof3enordnung jedoch problematisch fur
die ESl ist.

Es sollte deshalb in dieser Arbeit die Mdglichkeit untersucht werden, eine HILIC mit

kommerziell erhaltlichen HPLC-Phasen zu entwickeln, die analog zur [-Lactam
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Multimethode mit minimalen Additivkonzentrationen in der mobilen Phase

auskommen.

2.4.1.1 Effekt des Acetonitrilgehaltes in der mobilen Phase auf die Retention

Insgesamt wurden drei verschiedene kommerziell erhaltliche HPLC-Phasen getestet,
welche fur die HILIC theoretisch geeignet sind. Es handelte sich dabei um die bereits
fur die B-Lactam Multimethode verwendete hydrophil desaktivierte ,polar endcapped*
Phenyletherphase sowie um eine Nitril- und Aminophase.

In Vorversuchen zeigte sich, dass ausschlieBlich mit der Phenyletherphase eine gute
Chromatographie der Aminoglycoside zu erzielen war. Die Nitril- sowie die
Aminophase zeigten ein extrem ausgepragtes Tailing flr diese basischen
Substanzen. Wahrscheinlich ist dieses Tailing auf sekundare Wechselwirkungen
zwischen den Restsilanolgruppen der HPLC-Phase zuruckzufuhren. Alle weiteren

Untersuchungen wurden deshalb mit der Phenyletherphase durchgefuhrt.

Fir die zu entwickelnde HILIC wurde als Eluent HPLC-Wasser, dem eine minimale
Konzentration von 0,005% (v/v) Ameisensaure zugesetzt wurde (Eluent A) und
Acetonitril (Eluent B), verwendet.

Unter isokratischen Bedingungen konnte ab einer Acetonitrilkonzentration von ca.
40% eine signifikante Retentionssteigerung der Aminoglycoside erreicht werden. In
Ubereinstimmung mit der Theorie von HILIC nahm die Retention mit steigendem

Acetonitrilgehalt weiter zu.

Die ermittelten Retentionsfaktoren in Abhangigkeit des Acetonitrilgehaltes (%) sind

fur die 4 untersuchten Aminoglycoside in Abb. 62 grafisch dargestellt.
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Abb. 62: Abhédngigkeit des Retentionsfaktors k fur die untersuchten Aminoglycoside

vom Acetonitrilgehalt (%) in der mobilen Phase.

Durch die ermittelten Retentionsfaktoren war es mdglich, die Aminoglycoside nach
ihrer Polaritat einzuteilen. Spectinomycin ist aufgrund der niedrigeren k-Faktoren bei
hohen Acetonitrilkonzentrationen im Vergleich zu Gentamicin, Strepto- und

Dihydrostreptomycin, deutlich unpolarer.

Unter isokratischen Eluentenbedingungen (50% Eluent A und Eluent B) war die
Basisbreite der Substanzpeaks sehr hoch (ca. 3 Minuten). Um eine Chromatographie
der Substanzen mit einer geringen Basisbreite zu erreichen, war es notwendig, eine

Gradientenelution durchzufthren.

Eine optimale Trennung der Aminoglycoside wurde bei einer Saulentemperatur von

37°C und dem in Tab. 23 dargestellten Gradientenprogramm erreicht.

Tab. 23: Entwickeltes Gradientenprogramm fiir die Chromatographie der

Aminoglycoside.

Zeiten (min) Flussrate Eluent A (%) Eluent B (%)
(ml/min)
0-5 0,25 20 80
5-10 0,25 80 20
10 - 20 0,25 80 20
20-30 0,25 20 80
(Aquilibrieren)
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Ein typisches Chromatogramm aller 4 Aminoglycoside unter Verwendung der

hydrophil desaktivierten Phenyletherphase ist in Abb. 63 dargestellt.
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Abb. 63: Multiple Reaction Monitoring (MRM) Chromatogramm von 4 Aminoglycosiden
(1000 ng/ml, 10 pl Injektionsvolumen).

Aus der Abbildung lasst sich erkennen, dass alle Aminoglycoside ohne das Auftreten
eines nennenswerten Tailings chromatographiert werden konnten. Es war jedoch
nicht moglich, Strepto- und Dihydrostreptomycin voneinander zu trennen. Ebenso
konnten die einzelnen Gentamicinkomponenten nicht getrennt werden.

Aufgrund der massenspektrometrischen Selektivitat stellt dies jedoch in Bezug auf

die Quantifizierung kein Problem dar.
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2.4.2 Optimierung des ESI-Triple-Quadrupol-Systems und des Elektrospray-
Modus (+/-)

Zur Optimierung des ESI-Triple-Quadrupol-Gerates auf die zu messenden
Aminoglycoside war es notwendig, die bereits unter Punkt 2.2.2 beschriebenen
variablen Parameter zu optimieren. Eine Zusammenfassung der erhaltenen

Optimierungswerte ist in Tab. 24 dargestellt.

Tab. 24: Optimierungswerte fiir das ESI-Triple-Quadrupol-System.

Substanz Kapillar- Nadelspannung | Sheatgasdruck
Temperatur (°C) (kV) (psi)
Spec 380 5 70
Str 390 5 70
Dhs 390 5 70
Gent C1 360 5 70

Bis auf die Kapillartemperaturen besitzen alle Aminoglycoside identische
Optimierungswerte. Da die individuelle Anpassung der Kapillartemperatur fur jedes
Aminoglycosid wahrend des chromatographischen Laufes zu trage ware, war es
notwendig, fur die LC-MS/MS-Methode als Kompromiss eine gemeinsame
Temperatur zu verwenden. Prinzipiell sollte sich die Wahl der Kapillartemperatur an
dem Aminoglycosid orientieren, das die geringste Messempfindlichkeit zeigt, d.h.
dem Gentamicin C1. Jedoch war die hautsachliche Zielrichtung eine LC-MS/MS-
Methode zu entwickeln, die in der Lage ist, gewachsene Dhs- sowie Str-Rickstande

zu messen. Die Kapillartemperatur wurde deshalb auf 390°C festgesetzt.

Unter den verwendeten sauren Eluentenbedingungen liegen die untersuchten
Aminoglycoside vollstandig protoniert in Ldosung vor. Alle Aminoglycoside waren
deshalb mit maximaler Empfindlichkeit im positiven ESI-Modus als protonierte
Spezies messbar. Obwohl bei den Verbindungen wegen ihrer polybasischen
Eigenschaften eine Mehrfachprotonierung theoretisch moglich ist, konnte dies in
dieser Arbeit im Gegensatz zu anderen Publikationen nicht beobachtet werden. Es
kam zur intensiven Bildung von einfach protonierten Quasimolekulionen.

Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Aminoglycosiden konnte Spectinomycin
ausschlieRlich als ein protoniertes Wasser-Adduktion [M+H,O+H]" gemessen

werden, da Spectinomycin in wassriger Losung als Keto-Hydrat vorliegt [34, 76].
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2.4.3 Linearitat der Messung

Im Anschluss an die Optimierungen wurde die Linearitdt der Messung mit
Kalibrierldsungen Uberprift. Die Kalibrierungen wurden fir 20, 50, 100, 150 und 200
ng/ml durchgefuhrt.

‘ @ Spec B Str A Dhs ® Gent
600000,00 -

500000,00 -
400000,00 +

300000,00 -

Peakflache

200000,00 -

100000,00 -

++

T T 1

0 50 100 150 200
(ng/ml)

0,00

Abb. 64: Ermittelte Ausgleichsgeraden fiir Spectinomycin, Streptomycin, Dihydro-
streptomycin und Gentamicin C1 (20, 50, 150, 200 ng/ml). Lineare Anpassung fiur SPC

und quadratische Anpassung fiir Str, Dhs und Gent.

Die gemessenen Peakflachen (Quantifier-lon) in Abhangigkeit der Konzentration
sowie die dazugehdrigen Kalibrierfunktionen (Ausgleichsgeraden) sind fur Spec, Str,
Dhs und Gent in Abb. 64 dargestellt.

Aus der Abbildung kann man erkennen, dass nur flr Spectinomycin eine
Proportionalitat zwischen der gemessenen Peakflache und der Konzentration
vorhanden ist. Alle anderen Aminoglycoside zeigen einen quadratischen
Zusammenhang. Dieser Zusammenhang wurde mit dem F-Test nach Mandel
bestatigt.

Fur die Ermittlung der Ausgleichsgeraden war es deshalb notwendig, fur Spec eine
lineare Regression und fur Str, Dhs und Gent eine quadratische Anpassung
durchzufilhren. Die ermittelten Kalibrierfunktionen und das BestimmtheitsmaR R?

sind flr alle Aminoglycoside in Tab. 25 aufgeflihrt.
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Tab. 25: Optimale Regressionsmodelle fiir die zu messenden Aminoglycoside

Substanz | Regressionsmodell Kalibrierfunktion R?
Spec linear y =2912,4x - 1748,8 0,9999
Str quadratisch y =5,5763x2 + 367,54x - 175,14 0,9996
Dhs quadratisch y =12,01x2 + 609,09x + 966,32 1,0000
Gent C1 quadratisch y =1,0986x2 + 32,821x + 546,4 0,9992

Die Ergebnisse der Linearitatsuntersuchungen lassen erkennen, dass bei den
polaren Aminoglycosiden eine quadratische Anpassung notwendig ist. Das
unpolarere Spec zeigt dagegen einen linearen Verlauf. Da durch Flow-Injection-
Versuche adsorptive Effekte z.B. an der HPLC-Saule und dem Injektor des
Autosamplers ausgeschlossen werden konnten, ist die Ursache dafur mit grofer

Wahrscheinlichkeit auf Seiten der ES| oder dem Elektrospray-Interface zu suchen.

600000 y = 1188,5x + 6659,2

500000 - R® = 0,9997

400000

300000 -

Peakflache

200000 -

100000 -

0

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
(ng/ml)

Abb. 65: Ermittelte Ausgleichsgeraden fiir Gentamicin C1 (20, 50, 100, 500 ng/ml) unter
Verwendung eines anderen LC-MS/MS-Systems (Finnigan TSQ Quantum)

Durch weitergehende Untersuchungen an einem anderen LC-MS/MS-System
(Finnigan TSQ Quantum), konnte am Beispiel von Gentamicin C1 gezeigt werden,
dass ein linearer Zusammenhang zwischen der Konzentration und der Peakflache zu
erreichen war (s. Abb. 65).

Im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit benutzten LC-MS/MS-System besitzt dieses
Gerat ein anderes Elektrospray-Interface. Es handelt sich dabei um ein orthogonales
Interface, welches nicht direkt auf die beheizte Kapillare spriht. Vermutlich hat

dieses andere Design einen positiven Einfluss auf den Elektrosprayprozess.
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2.4.4 Optimierung der Extraktion/Aufreinigung fiir die Matrix Rinderniere

Die Bestimmung von Aminoglycosiden in tierischen Geweben, insbesondere in der
Niere, ist aulerst schwierig. Nur wenige LC-MS-Verfahren wurden deshalb fir
tierische Matrices publiziert. Infolge der hohen Bindungseigenschaften der
Aminoglycoside an Glasgerate und an die Gewebematrix ist generell mit Problemen
in Bezug auf die erreichbare Extraktionsausbeute und Prazision zu rechnen [19].

Die Madglichkeit der Entwicklung einer schnellen und mdglichst einfachen
Probenaufarbeitung in Verbindung mit der LC-MS/MS-Messtechnik soll in dieser

Arbeit naher untersucht werden.

2.4.4.1 Wahl der Extraktions- und Deproteinierungsbedingungen

Wegen der sehr hohen Hydrophilie der Aminoglycoside und der damit verbundenen
UnlGslichkeit in organischen Losungsmitteln wird die Extraktion in der Regel mit
sauren oder alkalischen Puffern durchgefuhrt [79, 80, 194, 195, 196, 197].
Trichloressigsdure oder Perchlorsaure werden dabei fur die Acidifizierung und
Natronlauge fur die Alkalisierung verwendet. Die hohen oder niedrigen pH-Werte der
Puffer sind deshalb notwendig, um die aufgrund von ionischen Wechselwirkungen
(Bindung an negativ geladene Phospholipidmembranen) proteingebundenen
Aminoglycoside aus dem Nierengewebe freizusetzen.

Die nachfolgende Extraktaufreinigung findet mit Kationenaustauscher SPE-
Kartuschen statt. Schwache Kationenaustauscher (WCX) werden dabei bevorzugt
verwendet, da die Retention der polykationischen Aminoglycoside auf starken
Kationenaustauschern (SCX) zu hoch ist und somit eine quantitative Elution der
Aminoglycoside erschwert wird [18].

Prinzipiell stellt der Kationenaustauschschritt den kritischsten Schritt bei der
Probenaufarbeitung dar, da die erreichbaren Wiederfindungen stark vom Hersteller

der Materialien und den verwendeten Chargen abhangen [196].

2.4.4.1.1 Extraktion und Deproteinierung mittels Ultrafiltration (UF)

Um den Kationenaustauscherschritt zu umgehen und dadurch die Gefahr von
Analytverlusten bei der Probenaufarbeitung moglichst klein zu halten, sollte in dieser
Arbeit die Mdglichkeit untersucht werden, die mittels einer wassrigen Extraktion

erhaltenen  Probenextrakte lediglich durch einen einfach und schnell
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durchzufihrenden  Ultrafiltrationsschritt ~ (Deproteinierung) aufzureinigen. Die
Ultrafiltration stellt einen druckabhangigen Prozess dar, bei dem niedermolekulare,
geloste Stoffe, von Makromolekilen an einer semipermeablen Membran mit einem
bestimmten Molekulargewichts cut-off abgetrennt werden. Bis jetzt wurde eine
analoge Vorgehensweise fur die Probenaufarbeitung von Nierenextrakten noch nicht
beschrieben.

Die wassrige Extraktion fand bei einem alkalischen pH-Wert von 8,5 statt, um die
Proteinbindung der Aminoglycoside an das Nierengewebe zu minimieren [197]. Da
die zu untersuchenden Aminoglycoside eine sehr starke Bindung an Glasoberflachen
zeigten, war es fur die gesamte Probenaufarbeitung zwingend notwendig, auf
Glasgefale zu verzichten. Um dies zu realisieren, wurden fur die Extraktion
Polypropylenzentrifugenrohrchen verwendet. Ferner wurden gezielt
Ultrafiltrationseinheiten mit einem Plastikgehduse und einer Polyethersulfon-
Plastikmembran verwendet. Diese Membran mit einem cut-off von 100 kDa besitzt
sehr geringe Adsorptionseigenschaften, weshalb die Mdglichkeit einer adsorptiven
Bindung der Aminoglycoside an die Membran sehr niedrig sein sollte.

Durch das entwickelte Ultrafiltrationsverfahren (s. 3.3.5) wurden klare Extrakte
erhalten, die direkt in das LC-MS/MS-System injiziert werden konnten. Obwohl
insgesamt 500 ul Nierenextrakt zur Ultrafiltration eingesetzt wurden, lag die
Filtratausbeute (Zentrifugation bei 3000g fur 30 min) bei ca. 50 ul, da die Membran
schnell verstopfte.

Jedoch war diese Filtratmenge bei einem Injektionsvolumen von 10 ul ausreichend.

2.4.5 Auswirkungen der Matrixkoextraktive auf die Elektrosprayionisation

Um mogliche Matrixeffekte aufgrund von koeluierenden Matrixkoextraktiven
identifizieren zu konnen, wurden 3 Nierenblindextrakte von 3 unterschiedlichen
Rindern mit Spec, Str und Dhs (entsprechend 1000 ug/kg) dotiert. Die Effekte fur
Gent wurden mit einer Doppelbestimmung ermittelt. In Abb. 66 sind die

Wiederfindungen fur jedes einzelne Aminoglycosid dargestellt.
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Abb. 66: Einfluss der Matrixkoextraktive auf die ESI von Spec, Str, Dhs und Gent C1 in

Nierenblindextrakten

Alle untersuchten Blindnierenextrakte zeigten signifikante Signalsuppressionseffekte
auf Seiten der ESI. Der berechnete Mittelwert betrug fur Spec 75% mit einer
Standardabweichung von +2,4%, fur Str 54% mit einer Standardabweichung von
+0,6%, fur Dhs 59% mit einer Standardabweichung von +1,0% und fir Gent 86% mit
einer Standardabweichung von +0,7%. Wie sich aus den Standardabweichungen
erkennen lasst, schwanken die Matrixeffekte zwischen den verschiedenen Proben
nicht stark.

Es war deshalb mdglich, Matrixeffektfaktoren zu berechnen. Diese Faktoren wurden
bei (siehe 2.4.6),
Kalibriergeraden durchgeflhrt wurden, verwendet. Eine Zusammenfassung der
Matrixeffekte ist in Tab. 26 dargestellt.

den Wiederfindungsbestimmungen die mittels externer

Tab. 26: Einfluss der Matrixkoextraktive auf die ESI der Aminoglycoside fur die Matrix

Rinderniere in Prozent (n=3, Nieren unterschiedlicher Herkunft).

Aminoglycosid Matrixeffekt CV (%)
Rinderniere (%)
Spec - 25 ,
Str - 46 1,1
Dhs -41 :
Gent C1 -14 0,8
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2.4.6 Wiederfindungen und Untersuchung der Verluststellen

Bei dem beschriebenen Verfahren zur Probenaufarbeitung lagen die
Wiederfindungen aller Aminoglycoside in Rinderniere deutlich unter 100 %. Die in
Tab. 27 dargestellten Wiederfindungen sind die Wiederfindungen des
Gesamtverfahrens, welche unter Verwendung der Matrixeffektfaktoren erhalten

wurden. Alle Aminoglycoside wurden mit einer Konzentration von 1000 ug/kg dotiert

Tab. 27: Wiederfindungen fiir die in der Methode erfassten Aminoglycoside in
Rinderniere mit einer dotierten Konzentration von 1000 png/kg (liber

Matrixeffektfaktoren korrigierte Werte)

Aminoglycosid WDF (%)
(n=4)
MW CV (%)
Spec 67 4
Str 30 5
Dhs 37 6
Gent C1 4 29

Aus den hier durchgefuhrten Wiederfindungsversuchen wird die Problematik in
Bezug auf die erreichbaren Wiederfindungen bei der Analytik der Aminoglycoside
deutlich.

Die mit dieser Methode erzielten Wiederfindungen sind bis auf Spectinomycin sehr
niedrig. Gentamicin erleidet bei der Aufarbeitung einen nahezu vollstandigen Verlust.
Prinzipiell sind jedoch die erzielten Prazisionen bis auf Gentamicin ausreichend hoch,
weshalb eine Quantifizierung mit Wiederfindungsfaktoren flr Spectinomycin sowie

Strepto- und Dihydrostreptomycin moglich ist.

Aufgrund der sehr einfachen Probenaufarbeitung, die aus lediglich einem
Ultrafiltrationsschritt besteht, kdnnen die Ursachen fiur eine unvollstandige
Wiederfindung entweder eine Bindung der Aminoglycoside an die Nierenproteine
oder eine unspezifische Bindung an die Ultrafiltrationsmembran oder beides sein.

Um die unspezifische Bindung an die UF-Membran zu untersuchen, wurden wassrige
Standardldsungen der Aminoglycoside (200 ng/ml) ultrafiltriert und die Gehalte im
Filtrat gemessen. Es zeigte sich, dass die Verbindungen an die verwendete UF-

Membran sehr stark gebunden werden. Spectinomycin bindet mit 24% am
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geringsten, Strepto- und Dihydrostreptomycin sowie Gentamicin mit je 48% am

starksten unspezifisch.

Unter der Annahme, dass bei der Ultrafiltration mit Matrix durch diese keine
signifikante Desaktivierung der Membran stattfindet, wurde die Verteilung der
jeweiligen Aminoglycoside in freie, protein- und membrangebundene anteilig
berechnet (s. Abb. 67).

\ OFrei B Proteingebunden O Membranagebunden

100 -
90 -
80 -
70
60 -
50 -
40 ~
30 -
20 +
10 ~

Verteilung (%)

Spectinomycin Streptomycin Dihydrostreptomycin ~ Gentamicin C1

Abb. 67: Verteilung der jeweiligen Aminoglycoside in freie, proteingebundene und

membrangebundene.

In Bezug auf die Proteinbindung lasst sich erkennen, dass diese von der Polaritat der
Aminoglycoside abhangt. Das weniger polare Spectinomycin bindet zu 10%, das
polarere Streptomycin zu 23% und Dihydrostreptomycin zu 15%. Gentamicin, das

polarste in dieser Methode erfasste Aminoglycosid, bindet am starksten mit 48%.
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2.5 Methodenvalidierung

Das Inverkehrbringen von tierischen Lebensmitteln, die PWS in Konzentrationen
oberhalb des gesetzlich festgesetzten MRL enthalten, kann fir den Inverkehrbringer
zu erheblichen strafrechtlichen Konsequenzen fuhren.

Es ist deshalb von hoher Wichtigkeit, dass fur die zuverlassige Ermittlung der
Ruckstandsgehalte geeignete Prifmethoden verwendet werden. Diese Eignung ist
im Rahmen einer Methodenvalidierung zu verifizieren und zu dokumentieren.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war es deshalb, die entwickelte LC-MS/MS-
Multimethode fur 15 R-Lactame in Milch, Muskulatur und Niere von Rindern sowie die
LC-MS/MS-Monomethode fur Ceftiofurrickstande in Milch zu validieren. Eine
vollstdndige Validierung der LC-MS/MS-Methode fir Aminoglycoside wurde zum
jetzigen Zeitpunkt, aufgrund der Problematik mit der unspezifischen Bindung an die
Ultrafiltrationsmembran, noch nicht durchgefuhrt.

FUr die Validierung sollten die EU-weit geltenden Anforderungen (s. 1.6) im Sinne der
Kommissionsentscheidung 2002/657/EG umgesetzt werden. Entsprechend der
Entscheidung kann die Validierung entweder nach dem konventionellen
Validierungsansatz oder nach alternativen Validierungsmodellen erfolgen. In dieser
Arbeit sollte die Validierung nach dem herkdmmlichen Validierungsansatz
durchgefuhrt werden.

Im folgenden wird das Vorgehen bei der Bestimmung aller relevanten

Validierungsparameter (s. 2.5.1 — 2.5.5) beschrieben.

2.5.1 Wiederholbarkeit SDgr

FUr die Bestimmung der Wiederholbarkeit wurden drei Serien bei verschiedenen
Matrixbedingungen (unterschiedliche Tiere) mit jeweils vier Paralleluntersuchungen
an drei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefuhrt. Die Wiederholbarkeit wurde fur

die drei relevanten Konzentrationsniveaus (0,5 x MRL, 1 x MRL, 1,5 MRL) ermittelt,

indem analytfreies Probenmaterial zuvor entsprechend dotiert wurde. Die
Substanzen Pen V, Cephalonium, Cefazolin und Cefoperazon, flir die momentan
kein MRL in den Geweben des Rindes festgesetzt ist, wurden mit 25, 50 und 75
ng/kg dotiert. Pen V fur das ebenfalls kein MRL in Milch festgesetzt ist, wurde mit 2,
4 und 6 pg/kg dotiert. Innerhalb einer Serie wurden Wiederholbedingungen
eingehalten, d.h. identisches Probenmaterial. Die Berechnung der Wiederholbarkeit

erfolgte durch die Anwendung einfaktorieller Varianzanalyse unter Verwendung der
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Messwerte aller drei Serien pro Konzentrationsniveau. Hinsichtlich der Anzahl an
Paralleluntersuchungen ist zu bemerken, dass entsprechend der Kommissions-
entscheidung mindestens sechs notwendig sind. Es war jedoch aus
Durchfuhrbarkeitsgrinden nicht mdglich, mehr als vier Paralleluntersuchungen je
Konzentrationsniveau durchzufiihren. Bezuglich der Paralleluntersuchungen gilt das

Gleiche fur die laborinterne Reproduzierbarkeit (s. 2.5.2).

2.5.2 Laborinterne Reproduzierbarkeit SDr

Die Bestimmung der laborinternen Reproduzierbarkeit muss unter Reproduzier-
barkeitsbedingungen erfolgen, d. h. die Serien sind mit unterschiedlichem
Probenmaterial (verschiedene Tiere), wenn moglich mit unterschiedlichem Personal
und an unterschiedlichen Tagen, durchzufuhren.

Es wurden drei Serien mit jeweils vier Paralleluntersuchungen pro
Konzentrationsniveau vorgenommen. Zwischen den Serien wurden die genannten
Reproduzierbarkeitsbedingungen eingehalten. Es war jedoch nicht moglich, diese mit
unterschiedlichem Personal durchzufihren. Die Berechnung der laborinternen
Reproduzierbarkeit erfolgte durch die Anwendung einfaktorieller Varianzanalyse

unter Verwendung der Messwerte aller drei Serien pro Konzentrationsniveau.

Die Entscheidung 2002/657/EG stellt exakte Anforderungen an die Prazision von
quantitativen Methoden. Der Variationskoeffizient in Prozent CV (%) sollte bei
Arbeiten unter Wiederholbedingungen typischerweise zwischen der Halfte und zwei
Dritteln des Uber der Horwitz-Gleichung berechneten Variationskoeffizienten liegen.
Bei Analysen unter laborinternen Reproduzierbarkeitsbedingungen darf der
laborinterne Variationskoeffizient nicht groRer als der Reproduzierbarkeits-CV (%)

sein.

2.5.3 CCa, CCP

Die Bestimmung des CCa sowie des CCB erfolgte nach dem
Kalibrierkurvenverfahren in Analogie zur ISO 11843. Es wurden dabei die erhaltenen
Wiederfindungsgeraden aus den drei Serien mit den drei relevanten
Konzentrationsniveaus (0,5 x MRL, 1 x MRL, 1,5 MRL) inklusive dem Nullniveau

verwendet.
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Bei Substanzen mit festgesetztem MRL entspricht der CCa dem MRL-Wert zuzuglich
der 1,64-fachen Standardabweichung der laborinternen Reproduzierbarkeit. Der CCa.
wurde aus jeder Wiederfindungsgeraden pro Serie berechnet und aus den
Einzelwerten der Mittelwert gebildet.

Der CCpB entspricht sowohl bei Substanzen mit festgelegtem MRL sowie bei
verbotenen Substanzen dem CCa zuzuglich der 1,64-fachen Standardabweichung
der laborinternen Reproduzierbarkeit am CCa. Im allgemeinen ist es nicht notwendig,
den SDyir am CCa zu bestimmen. Es ist ausreichend, den ermittelten SD,,r am MRL
zu verwenden. Die grafische Auswertung des CCa und des CCP nach dem
Kalibrierkurvenverfahren ist in Abb. 68 u. 69 fur Ampicillin in Milch beispielhaft
dargestellt. Die abgebildete Wiederfindungsgerade (0 x MRL, 0,5 x MRL, 1 x MRL,

1,5 MRL) entstammt der Serie zwei bei der Validierung.

5 -
MRL + 1,64 SDWIR /
4 _

w
I

Konzentration, gefunden
(ng/kg)
N

0 2 4 CCalpha=4,6 uglkg °
Konzentration, dotiert (ug/kg)

Abb. 68: Ermittlung des CCa am Beispiel von Ampicillin in Milch. Die verwendete
Kalibrierfunktion entspricht der Wiederfindungsgeraden der zweiten Validierungs-

Serie. Der MRL von Ampicillin ist in Milch 4 nug/kg.

c 5 CCapha + 1,64 SDwWIR

% ) /

c

S 4 -

3

g3

2%

§32-

€

§ 1

(=

o

! 0 T T 1
0 2 4 CCbeta =5,3 ug’kg 6

Konzentration, dotiert (ug/kg)

Abb. 69: Ermittlung des CCp am Beispiel von Ampicillin in Milch. Die verwendete
Kalibrierfunktion entspricht der Wiederfindungsgeraden der zweiten Validierungs-

Serie.
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2.5.4 Richtigkeit

Da in der Regel keine zertifizierten Referenzmaterialien zur Verfigung stehen, wird

- . die Richtigkeit bei quantitativen
Tab. 28: Mindestwerte der Richtigkeit von

quantitativen Methoden Bestatigungsverfahren aus den

bei der Validierung berechneten

Massenanteil Bereich
<1 glkg 50 % bis + 20 % Wiederfindungen abgeleitet. Die
> 1 nug/kg bis 10 nug/kg - 30 % bis + 10 % wiederfindungskorrigierten Daten
2 10 pglkg ~20 % bis + 10 % sind nur dann akzeptabel, wenn

sie innerhalb der Bereiche in Tab. 28 liegen.

Die Validierung der R-Lactam-Multimethode fand in dieser Arbeit unter Verwendung
von extern erstellten Standard-Kalibriergeraden statt. Da bei der Methoden-
etablierung sowohl signifikante Substanzverluste (t-Test 95%) sowie signifikante
Matrixeffekte (t-Test 95%) beobachtet werden konnten, war es fur die Berechnung
der Gehalte und der Richtigkeit (s. 3.1.7) zwingend notwendig, diese zu korrigieren.

Dabei basierte die Ermittlung der Wiederfindungsfaktoren auf den typischen
Wiederfindungen des Gesamtverfahrens (s. 2.2.9). Auf Basis der Matrixeffekt-

untersuchungen wurden die Matrixfaktoren ermittelt (s. 2.2.7).

Fur die Validierung der LC-MS/MS-Methode fur Ceftiofurriickstande in Milch war die
Verwendung von Korrekturfaktoren aufgrund der ausreichend hohen Wiederfindung
(> 80 %) und dem Fehlen von Matrixeffekten auf Seiten der ESI nicht nétig.

2.5.5 Quantifizierung und massenspektrometrische Bestatigung

Damit eine  Quantifizierung der Substanzen und gleichzeitig eine
massenspektrometrische Bestatigung dieser unter Einhaltung des
Identifizierungspunktekonzeptes (s. 1.6) durchgefihrt werden konnte, wurden
Quantifier-Kalibriergeraden Uber die Peakflache des Quantifier-lons sowie Qualifier-
Kalibriergeraden Uber die Peakflache des Qualifier-lons fir alle relevanten
Verbindungen erstellt.

Durch diese Vorgehensweise ist es mdglich, eine Quantifizierung Uber die Quantifier-
Kalibriergerade sowie eine massenspektrometrische Bestatigung Uber die Qualifier-

Kalibriergerade durch den Vergleich der relativen Peakflachen (relative Intensitaten
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der lonen) durchzufihren. Insgesamt werden somit 4 Identifizierungspunkte erreicht
(s.2.2.3).

Eine

typische

Quantifier- und  Qualifier-Kalibriergerade, die bei der

Methodenvalidierung von Amoxicillin in Milch verwendet wurde, ist in Abb. 70

beispielhaft dargestellt.

Peakflache

500000 -

400000 -

300000 -

200000 -

100000 -

Quantifier-Kalibriergerade Qualifier-Kalibriergerade
y =10197x + 3350,1 y =4090,7x + 596,46
R? =1 R? =1

(m/z) 349,0 -> (m/z) 346,0

(m/z) 349,0 -> (m/z) 207,9

5 10 15 20 25 30 35 40
(ng/ml)

Abb. 70: Quantifier- Qualifierkalibriergerade, welche fur die Quantifizierung von

Amoxicillin in Milch verwendet wurde. Fiinf Konzentrationen: 2, 4, 5, 10, 20, 40 ng/ml

Bei der LC-MS/MS-Methodenvalidierung ist zu beachten, dass die relativen

Tab. 29: Zulassige Hochsttoleranzen fiir
relative lonenintensititen (LC-MS/MS) lons, welches das Basision mit 100

lonenintensitaten des Quantifier-

(% des Basispeaks) | Schwankungen (%) || lon nur in bestimmten Grenzen

> 50 +20 schwanken darf (s. Tab. 29).
>20-50 +25

>10-20 + 30

<10 +50 In den Tab. 30 - 33 sind die bei der

Validierung erhaltenen  Richtig-

keiten und Prazisionen fur die entwickelte LC-MS/MS-Multimethode fur 15 R-Lactame
sowie der LC-MS/MS-Monomethode fur Ceftiofurrickstande in Milch, aufgefuhrt.
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Bei der Validierung der LC-MS/MS-Multimethode fur 15 [-Lactame lagen die
ermittelten  Richtigkeiten, unter Verwendung der Matrixfaktoren und der
Wiederfindungsfaktoren, zwischen 76 — 116 % fur Milch, 81 — 111 % fur Muskel und
71 % - 110 % fur Niere.

Allerdings fallt bei genauer Betrachtung der erhaltenen Richtigkeiten auf, dass die
Mindestwerte der Richtigkeit (70 — 110% fur Gehalte > 1 pg/kg bis 10 ng/kg und 80 —
110% fur Gehalte > 10 ng/kg) am besten fur das niedrigste Dotierungsniveau erzielt
werden.

Insbesondere bei der Validierung der monobasischen Penicilline sowie Cefoperazon
in Milch und Rinderniere lagen die Richtigkeiten beim hochsten Dotierungsniveau
(1,5 facher MRL) teilweise um ca. 20% niedriger als beim niedrigsten
Dotierungsniveau (0,5 facher MRL). Unter Punkt 2.5.6 wurden weitergehende
Untersuchungen flur die Matrix Rinderniere durchgefiihrt, um die Ursache fir diese
Nichtlinearitat zu identifizieren.

Die erhaltenen Prazisionen, ausgedruckt als Variationskoeffizienten der laborinternen
Reproduzierbarkeit CVyr (%), entsprachen, mit Ausnahme von Cefoperazon und
Cephalonium fur das hochste Dotierungsniveau sowie Dicloxacillin und Nafcillin fur
das niedrigste Konzentrationsniveau in Rinderniere, den Anforderungen der

Kommissionsentscheidung (s. 2.5.2).

Bei der Validierung der LC-MS/MS-Monomethode flr Ceftiofur lagen die ermittelten
Richtigkeiten zwischen 87 und 95%. Die Variationskoeffizienten der laborinternen
Reproduzierbarkeit CVyr (%) mit 3,7% beim 0,5 fachen MRL, mit 3,4% beim MRL
und mit 3,9% beim doppelten MRL, unterschritten die maximal zuldssigen Werte

deutlich, was die sehr hohe Prazision dieser Methode verdeutlicht.

Die zulassigen Hochsttoleranzen fur die relativen lonenintensitaten wurden in allen
Fallen bei der Validierung eingehalten. Ebenso lagen die gemessenen
Retentionszeiten der Substanzen in  Matrix innerhalb der zulassigen

Schwankungsbreite von + 2,5 %.
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2.5.6 Stabilitat des LC-MS/MS-Systems (Linearitat)

Bei genauer Betrachtung der in den Tab. 30 - 32 dargestellten Validerungsdaten
kann man erkennen, dass insbesondere fur die Matrix Rinderniere die Richtigkeit bei
der hochsten Dotierungskonzentration, fur einige 3-Lactame, deutlich niedriger ist als
bei der niedrigsten Dotierungskonzentration. Von diesem Phanomen sind die
monobasischen Penicilline sowie Cefoperazon am starksten betroffen.

Im folgenden werden die moglichen Ursachen am Beispiel von Pen G naher
diskutiert. In Abb. 72 sind fur Pen G zwei bei der Methodenvalidierung erhaltene
Wiederfindungsgeraden grafisch dargestellt. Aus diesen lasst sich erkennen, dass
die Wiederfindungsgerade flr die Serie 1 (dotierte Rinderniere 1) linear ist, jedoch

nicht fur die Serie 2 (dotierte Kalbsniere 1).
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Abb. 72: Wiederfindungsgerade von Pen G fiir die Serie 1 (Rinderniere 1) und die Serie
2 (Kalbsniere 1)

Insgesamt sind vier Ursachen flr das nichtlineare Verhalten theoretisch denkbar. Ein
Stabilitatsproblem des LC-MS/MS-Systems (Ursache 1) kann jedoch ausgeschlossen
werden, da die Peakflachen der externen Standards bei der Validierung vor und nach
einer gemessenen Probenserie identisch waren.

Ferner ist ein Abbau der Substanzen in den Probenextrakten (Ursache 2) sowie eine
niedrigere Extraktionseffizienz bei héheren Dotierungskonzentrationen (Ursache 3)
unwahrscheinlich, da die Wiederfindungsgerade von Pen G fur die Serie 2 einen

linearen Verlauf zeigte.
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Am wahrscheinlichsten sind Signalunterdrickungen (Ursache 4) flr das Linearitats-
problem verantwortlich, die mit der Anzahl der durchgefihrten Probeninjektionen
zusammenhangen.

Ahnliche Beobachtungen wurden von Lagerwerf et al. fir die Bestimmung von
Acyloguanosin in menschlichem Plasma beschrieben [184]. In dieser Publikation
konnte nach der Injektion von ca. 9 Plasmaproben ein plétzlicher Abfall der
Messempfindlichkeit beobachtet werden. Als Erklarung fur den plotzlichen
Sensitivitatsverlust wurde die Anreicherung von niedermolekularen
Matrixkoextraktiven auf der HPLC-Saule mit steigender Probeninjektionszahl
vorgeschlagen. Nach der Sattigung der HPLC-Saule kommt es letztlich zu einem
kontinuierlichen ,Bluten dieser Matrixkoextraktive von der HPLC-Saule, mit den

Folgen einer Signalunterdrickung auf Seiten der ESI.

Um zu priufen, ob die von Lagerwerf et al. gemachten Beobachtungen auch als
Erklarung fur die hier gemachten Sensitivitatsverluste herangezogen werden kénnen,
wurden sechs monobasische Penicilline als Modellsubstanzen (Pen V, Pen G, Oxa,
Clox, Diclox, Naf) zu einem fertigen Blindnierenextrakt von Kalb 1, mit einer
Konzentration von 50 ug/kg, zudotiert.

Dieser Extrakt wurde insgesamt 14 mal injiziert (Dauer von 12 Stunden) und fir jede
Injektion die Peakflache gemessen. Die Ergebnisse sind in Abb. 73 fir Nafcillin

beispielhaft dargestellt.
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Abb. 73: Ermittelte Peakflichen von Nafcillin in Abhangigkeit der Anzahl der

Injektionen (Kalbsniere 1)
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Am Verlauf der Peakflachen kann man erkennen, dass eine nahezu konstante
Sensitivitat des LC-MS/MS-Systems nur fur die ersten funf Injektionen gewahrleistet
war. Zwischen der sechsten und neunten Injektion nahm die Sensitivitat nahezu
linear ab. Im Anschluss daran war, zwischen der neunten und 14 Injektion, die
Sensitivitat erneut konstant.

Insgesamt verringerte sich die Sensitivitat fir Nafcillin zwischen der ersten und der
letzten Injektion um 31 %. Alle anderen untersuchten monobasischen Penicilline
zeigten einen nahezu identischen Sensitivitatsverlust (Pen G 35%, Pen V 34%, Oxa
33%, Clox 26%, Diclox 35%). Aufgrund der Tatsache, dass sowohl die stabilen als
auch das unstabile Pen G einen identischen Sensitivitatsverlust zeigen, kann ein

Abbau als Grund fur den Sensitivitatsverlust sicher ausgeschlossen werden.

Abschliel3end lasst sich sagen, dass die von Lagerwerf et al. geschilderten Probleme
bezlglich eines Sensitivitdtsverlustes, die mit der Anzahl der Probeninjektionen
zusammenhangen, auch in dieser Dissertation bei der Validierung der R-Lactam
Multimethode beobachtet wurde.

FUr die analytische Praxis hat dies Folgen. Letztlich sollten in einer Sequenz nicht
mehr als funf Proben gemessen werden, um Quantifizierungsfehler ausschlie3en zu
konnen. Ferner sollten zusatzlich zwischen den Proben Kontrollproben gemessen

werden, mit denen auftretende Signalunterdrickungen identifiziert werden konnen.

2.5.7 Stabilitat der R-Lactame in Losung

Die Quantifizierung von pharmakologisch wirksamen Verbindungen findet Uber
Kalibriergeraden der entsprechenden Standardsubstanzen statt. Hierzu werden die
zuvor hergestellten Stammlosungen verdunnt und gemessen. Aus Grunden der
Praktikabilitat werden diese unter geeigneten Bedingungen gelagert und erst bei
Bedarf verwendet. Wahrend der Zeit des Lagerns ist jedoch sicherzustellen, dass die
Substanzen in Losung stabil sind und kein Abbau stattfindet.

Ein Abbau wurde zwangslaufig zu falschen Ergebnissen fuhren. Bei der
Methodenvalidierung ist es deshalb wichtig, die Lagerstabilitdt der hergestellten
Stammldsungen zu prufen. Um die Haltbarkeit der wassrigen R-Lactam-

Stammldsungen zu Uberprifen, wurden drei Serien von diesen untersucht:
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Serie 1: Wassrige Losungen der B-Lactame mit der Konzentration 1 mg/mi
(Cephalonium geldst in Wasser/Acetonitril (1:1, v/v)). Diese Loésungen wurden

an dem Tag, an welchem der Stabilitatstest stattfand, frisch hergestellt;

Tab. 34: Erhaltene Stabilitatsdaten aus den Lagerversuchen

R-Lactam Serie 1 | Serie 2 | Serie 3
(%) (%) (%)
Amoxicillin 100 92 94
Ampicillin 100 23 18
Cephalexin 100 96 99
Cephapirin 100 98 97
Cephalonium 100 112 108
Cefquinome 100 112 112
Cefazolin 100 100 93
Cefoperazon 100 110 108
Pen G 100 100 101
Pen V 100 104 102
Oxacillin 100 99 102
Cloxacillin 100 95 98
Dicloxacillin 100 97 100
Nafcillin 100 98 98
Ceftiofur 100 - 108

Serie 2: Wassrige Losungen der -Lactame mit der Konzentration 1 mg/ml.

Diese Losungen wurden funf Monate bei —24°C gelagert;

Serie 3: Wassrige Losungen der R-Lactame mit der Konzentration 1 mg/ml.
Diese Losungen wurden finf Monate bei — 24°C gelagert und ca. 12 mal

aufgetaut, um aus ihnen Verdinnungen herzustellen.

Die erhaltenen Stabilitatswerte (s. Tab. 34) lieRen bei allen R-Lactamen, bis auf das
Ampicillin, keinen nennenswerten Abbau wahrend des Lagerns bei —24°C erkennen.
Auch das

Verdunnungen hatte keinen Einfluss auf die Stabilitat. Um eine Erklarung fur die

12-fache Auftauen und Wiedereingefrieren zum Herstellen von

schlechte Lagerstabilitat von Ampicillin zu erhalten, wurden weitergehende, unter

Punkt. 2.5.7.1 beschriebene, Untersuchungen durchgeflhrt.
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2.5.7.1 Dimerisierung von Ampicillin in wassriger Losung

Um eine Erklarung fur diese schlechte Lagerstabilitat zu erhalten, wurden die ESI-
Massenspektren einer frisch hergestellten Ampicillin-Stammlésung mit einer bereits 5
Monate bei — 24°C gelagerten Stammlosung verglichen. Hierzu wurden die beiden
Losungen (10 pg/ml) mittels einer Spritzenpumpe zum LC-Flul} zugegeben und die
Massenspektren Uber einen Massenbereich von 100 bis 1000 m/z im positiven
Elektrospraymodus aufgenommen. Durch den Vergleich der beiden Massenspektren
sollte es moglich sein, eventuell entstandene Abbauprodukte erkennen zu kdnnen.

Die beiden Massenspektren sind in den Abb. 74 u. 75 dargestellt.
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Abb. 74: Massenspektrum einer frisch hergestellten wassrigen Ampicillin Losung (1
mg/ml, freie Saure)
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Abb. 75: Massenspektrum einer iber 5 Monate, bei — 24°C, gelagerten wassrigen

Ampicillin Lésung (1 mg/ml, freie Saure)
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Aus dem Massenspektrum der gelagerten Ampicillin-Stammlésung im Vergleich zur
frisch hergestellten Losung lasst sich erkennen, dass zwei intensive Peaks mit den
Massen 699.2 und 721.3 auftreten. Diese Peaks entsprechen hinsichtlich der

Massen dem Ampicillin-Dimer [2M+H]" sowie dem Ampicillin-Dimer-Natriumaddukt.
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Abb. 76: Mechanismus der Dimerisierung von Ampicillin in wassriger Losung.

Es ist bekannt, dass Ampicillin unter wassrigen Bedingungen leicht zur Dimerisierung
neigt [198]. Dimeres Ampicillin kommt unter anderem als Verunreinigung in
Ampicillin-Praparaten vor, dessen Gehalt unter anderem zur Qualitatsbestimmung
herangezogen wird. Die Bildung des Ampicillin-Dimers aus zwei Ampicillin-
Monomeren ist in Abb. 76 dargestellt.

Aufgrund der gemessenen Massenspektren konnte die Dimerisierung von Ampicillin
als Ursache fur die schlechte Lagerstabilitat eindeutig identifiziert werden. Obwohl
eine solche Dimerisierung bei Amoxicillin chemisch ebenso madglich ist, konnte ein
vergleichbarer Abbau der Amoxicillin-Stammlosung durch Dimerisierung nicht
festgestellt werden.

Es muss dabei allerdings berucksichtigt werden, dass zur Herstellung der Amoxicillin-
Stammldsung kein Natriumsalz verwendet wurde, sondern die freie Saure.
Moglicherweise findet dadurch eine Erniedrigung des pH-Wertes der wassrigen
Losung statt, weshalb die Aminogruppen von Amoxicillin vollstandig protoniert

vorliegen.
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Hierdurch wird deren Nukleophilie erniedrigt und ein Angriff des Carbonyl-
Kohlenstoffes im R-Lactamring verhindert. Eine Untersuchung der Lagerstabilitat in
Abhangigkeit des pH-Wertes wurde in dieser Untersuchung jedoch nicht
durchgefuhrt. Aufgrund dieser Ergebnisse ist es unumganglich, wassrige Ampicillin-

Stammldsungen vor jeder Analyse frisch herzustellen.

2.6 Untersuchung von Charm II-Test positiven Proben mit den entwickelten LC-
MS/MS-Bestatigungsverfahren

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war es, die Praxistauglichkeit der entwickelten LC-
MS/MS-Methoden an realen Proben mit gewachsenen Rulckstanden zu testen. Auf
Basis der dabei erhaltenen quantitativen Ergebnisse sollte es mdglich sein,
Erkenntnisse in Bezug auf die aktuelle Ruckstandssituation von R-Lactamen sowie
Aminoglycosiden zu erhalten.

Insgesamt standen fur diese Untersuchung 24 Proben, die im Rahmen der amtlichen
Lebensmitteluberwachung am CVUA Karlsruhe untersucht wurden, zur Verfugung.
Diese Proben wurden zuvor mittels des Charm lI-Test positiv auf -Lactame oder
Aminoglycoside (Streptomycin, Dihydrostreptomycin, Gentamicin) getestet.

Eine Ubersicht der massenspekirometrisch bestatigten Rickstande in 12
Rindernierenproben, 10 Milchproben, einem Rindermuskel sowie einem Schafmuskel

sind in der Abb. 77 grafisch dargestellt.
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Abb. 77: Verteilung der massenspektrometrisch bestatigten Riickstande in den mittels

Charm lI-Test positiv getesteten Matrices.
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Von den insgesamt 12 im Screening-Test positiven Rindernieren enthielten sieben
Pen G, drei Dhs, eine Gent und eine Pen G in Kombination mit Dhs. Wie bei den
Rindernierenproben stellt Pen G mit sieben Positivbefunden bei insgesamt 10
untersuchten Milchproben den am haufigsten gefundenen R-Lactam-Ruckstand dar.
Die restlichen drei Milchproben enthielten Clox, Amox und das Cephalosporin
Cefquinome. In einem Rindermuskel konnte Amox bestatigt werden. Fur eine
Schafmuskulaturprobe wurde die LC-MS/MS-Multimethode fur f3-Lactame pilotartig
angewendet. In dieser Probe konnte eine Kombination von Amox und Pen G
bestatigt werden. Die quantitativen Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tab. 35

zusammengefasst.

Tab. 35: Quantitative LC-MS/MS-Ergebnisse fiir die Proben, welche zuvor mittels des

Charm lI-Test positiv getestet wurden.

Bestatigte Verbindung | Gefundene Konzentration (ug/kg)

Rindernierenprobe

1 Pen G 34

2 Pen G 40

3 Pen G 59

4 Pen G 1200

5 Pen G 490

6 Pen G 55

7 Pen G 112

8 Pen G / Dhs 4279130

9 Dhs 21310

10 Dhs 7180

11 Dhs 4900

12 Gent *

Milchprobe

1 Pen G 536

2 Pen G 3,2

3 Pen G 5,7

4 Pen G 16,4

5 Pen G 22,7

6 Pen G 6,6

7 Pen G 22,6

8 Amox 1,3

9 Clox 5,0

10 Cefqu 272
Rindermuskelprobe

1 Amox | 38
Schafmuskelprobe

1 Amox / Pen G | 60/ 10

(*) aufgrund der sehr niedrigen Wiederfindungen und der geringen Prazision wurde auf die
quantitative Bestimmung von Gentamicin verzichtet
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Bei insgesamt funf Rindernierenproben und sieben Milchproben sowie einer
Schafmuskulaturprobe lagen die R-Lactam-Konzentrationen oberhalb der fir die
Substanzen festgesetzten MRLs (> des ermittelten CCa.).

Extreme Hochstmengenuberschreitungen lagen jedoch lediglich in zwei
Rindernierenproben mit 1200 pg/kg Pen G (24 facher MRL) und 490 nug/kg Pen G
(ca. 10 facher MRL) sowie in zwei Milchproben mit 536 ug/kg Pen G (134 facher
MRL) und 272 ug/kg Cefquinome (ca. 14 facher MRL) vor.

In allen vier Rindernierenproben, welche Dhs-Ruckstande enthielten, konnten sehr
hohe Rulckstandsgehalte gemessen werden, die zwischen 4900 ug/kg und 21310
ug/kg lagen. Der an sich relativ hohe MRL von 1000 pg/kg wird von allen Proben
deutlich Uberschritten.

Der Grund fir diese hohen Rickstandsgehalte liegt vor allem in der Fahigkeit der
Aminoglycoside begrindet, sich sehr stark im Nierengewebe anzureichern. Ferner ist
davon auszugehen, dass die Wartezeiten vor der Schlachtung der Tiere, die bei Dhs
Medikamenten bis zu 4 Wochen betragen, mit grof3er Wahrscheinlichkeit nicht
ordnungsgemal eingehalten wurden.

Fur die Nichteinhaltung der Wartezeiten sprechen unter anderem bereits ermittelte
Rickstandsgehalte, die in Studien zum Ausscheidungsverhalten von Dhs in Rindern
ermittelt wurden [199]. Die Rinder, welche in dieser Studie 10 mg Dhs je kg
Kdrpergewicht durch intramuskulare Injektion an drei aufeinanderfolgenden Tagen
erhielten, wiesen im Mittel zwei Tage nach der letzten Verabreichung einen
Ruckstandsgehalt von 6608 ug/kg Dhs in der Niere auf.

Dieser Wert korreliert sehr gut mit den in den 4 Rindernieren gemessenen
Ruckstandsgehalten und bestatigt die Annahme, dass diese Tiere erst kurz nach der
letzten Medikation ohne Einhaltung der geforderten Wartezeiten geschlachtet

wurden.
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3. Experimenteller Teil

3.1 Experimenteller Teil zu Kapitel 2.2
3.1.1 Chemikalien

Reinstwasser (Reinstwasseranlage Milli-Q-Gradient, Fa. Millipore)
Methanol (Lichrosolv, Fa. Merck)

Acetonitril (Lichrosolv, Fa. Merck)

Dichlordimethylsilan (Fa. Macherey-Nagel)

Toluol (Lichrosolv, Fa. Merck)

Ameisensaure (pro analysi, Fa. Merck)
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (Fa. Roth)
Natriumchlorid (Fa. Fluka)

Natriumhydroxid (pro analysi, Fa. Merck)

Subtilisin Carlsberg (Fa. Sigma)

Standardsubstanzen:

Amoxicillin Hydrat (Fa. Sigma)

Ampicillin, Natrium-Salz (Fa. Sigma)

Cephalexin Hydrat (Fa. Sigma)

Cephapirin, Natrium-Salz (Fa. Sigma)

Desacetyl-Cephapirin (von der Fa. Intervet zur Verfigung gestellt)
Cefquinome Sulfat (von der Fa. Intervet zur Verfligung gestellt)
Cefazolin, Natrium-Salz (Fa. Sigma)

Cephalonium (Fa. Promochem)

Cefoperazon, Natrium-Salz (Fa. Sigma)

Ceftiofur, Natrium-Salz (von der Fa. Pharmacia Animal Health zur Verfligung gestellt)
Penicillin G, Natrium-Salz (Fa. Fluka)

Penicillin V, Kalium-Salz (Fa. Riedel-de Haen)

Oxacillin, Natrium-Salz Monohydrat (Fa. Sigma)

Cloxacillin, Natrium-Salz Monohydrat (Fa. Sigma)

Dicloxacillin, Natrium-Salz Monohydrat (Fa. Sigma)

Nafcillin, Natrium-Salz (Fa. ICN-Pharmaceuticals)
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3.1.2 Losungen

Natronlauge, c = 5 mol/l

20 g Natriumhydroxid in 100 ml Wasser I6sen

Natronlauge, ¢ = 0,2 mol/l

1 ml Natronlauge auf 25 ml mit Wasser verdiinnen

Gesiéttigte Natriumchlorid-Losung

Unter Ruhren werden zu 1000 ml Wasser so viel Natriumchlorid zugefugt, bis diese

gesattigt ist und keine weitere Losung mehr stattfindet.

Phosphatpuffer-Lésung (pH 8,5), ¢ = 0,05 mol/l (50 mM)
6,9 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat in ca. 850 ml Wasser 16sen und mit 5

M Natriumhydroxid-Losung auf pH 8,5 einstellen. Mit Wasser auf 1000 ml auffallen.

Elutionslosung fiir die Reversed-Phase SPE-Kartusche (Waters Oasis HLB, 60 mg

Polymersorbens)

Wasser wird mit Acetonitril im Verhaltnis 1:1 (v/v) gemischt

HPLC-Eluent A (wassrige mobile Phase)

0,005 % (v/v) wassrige Ameisensaure. 50 ul Ameisensdure in 1000 ml Wasser

verdinnen.

HPLC-Eluent B (organische mobile Phase)
Methanol

Stammldsungen

Von jeder Standardsubstanz wird unter Berlcksichtigung des Wassergehaltes und
der Reinheit (Analysenzertifikat des Herstellers) soviel in einen 20 ml Messkolben
eingewogen, dass nach dem Auffullen bis zur Eichmarke die LOsung eine
Konzentration von 1 mg/ml, bezogen auf die freie Saure, besitzt. Alle Substanzen
werden bis auf Cephalonium (Wasser/Acetonitril, 1:1, v/v) in Wasser geldst. Die

eingefrorenen Stammlésungen (-24°C) sind mindestens sechs Monate stabil.
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Lediglich Ampicillin baut aufgrund einer Dimerisierung (s. 2.5.7.1) sehr schnell ab.

Ampicillin Stammlésungen sind bei jeder Messung frisch herzustellen.

Arbeitsstandard-Losungen

Geeignete Arbeitsstandard-Losungen flir die Dotierungen der Matrices sowie zur
Erstellung der Standard-Kalibriergeraden werden durch eine entsprechende

Verdunnung der Stammldsungen mit Wasser taglich frisch hergestellt.

3.1.3 Gerate /Hilfsmittel

Alle Glasgerate werden mit Dimethyldichlorsilan (DMCS) in Toluol silyliert:

Hierzu werden diese mit einer Lésung aus 10 ml DMCS in 100 ml Toluol gefullt und
nach einer Standzeit von 30 Min. nacheinander mit Toluol, Methanol und Wasser

gespult.

-50 ml Spitzkolbchen

-HPLC-Vials aus Polypropylen, 1 ml (Fa. Agilent)

-Reversed-Phase SPE-Kartusche, Oasis HLB, 60 mg Polymerharzsorbens (Fa.
Waters). Die SPE-Kartusche nacheinander mit 2 ml Methanol, 2 ml Wasser und 2 ml
50 mM Phosphatpuffer (pH 8,5) konditionieren.

-Variable Kolbenhubpipetten in verschiedenen GroRRen, Finnpipette (Fa. Thermo Life
Sciences)

-Graduierte Polypropylen-Zentrifugenréhrchen mit Schraubdeckel, 50 ml (Fa. Roth)
-Graduierte Polypropylen-Zentrifugenréhrchen mit Schraubdeckel, 15 ml (Fa. Roth)
-Klhlzentrifuge, Variofuge RF Inert (Fa. Heraeus)

-Homogenisierstab, T25 basic (Fa. IKA Labortechnik)

-Messermuhle, Grindomix GM 200 (Fa. Retsch)

-Schuttelwasserbad, SW 20 (Fa. Julabo)

-Reagenzglasschiittler, REAX top (Fa. Heidolph)

-Festphasen-Extraktionseinheit, mit Ublichem Zubehor

-Heizblock mit Abblasvorrichtung, Reacti-Therm Heating Module (Fa. Pierce)
-Rotationsverdampfer, Laborota 4000 mit Rotavac control fir die Druckkontrolle (Fa.
Heidolph)



3.1.4 Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) mit MS/MS-Detektion

3.1.4.1 LC-MS/MS-System

HPLC:

Binare Pumpe, Vakuum Entgaser, Autosampler, 1100 Series (Fa. Agilent)

Massenspektrometer:
Triple-Quadrupol-Gerat, TSQ 7000 (Fa. Thermo Finnigan)

Spritzenpumpe:

Syringe Pump Series 11 (Fa. Harvard Apparatus)

HPLC-Saule 1 (verwendet fur die Multimethode)
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Hydrophil desaktivierte Phenyletherphase, Synergie Polar RP 250 X 2 mm, 4 um

Saule (Fa. Phenomenex)

HPLC-Saule 2 (verwendete Vergleichssaule zur HPLC-Saule 1, s. 2.2.1)

Unpolare alkylgebundene C-12-Phase, Synergie Max RP 250 X 2 mm, 4 um Saule

(Fa. Phenomenex)

Chromatographische Bedingungen:

Bei Verwendung der angegebenen Trennsaule und der angegebenen Elutionsmittel
(HPLC-Eluent A, HPLC-Eluent B) hat sich eine Saulentemperatur von 37°C und

folgendes Gradientenprogramm als geeignet erwiesen.

Gradientenprogramm:

Zeiten (min) Flussrate (ml/min) Eluent A (%) | Eluent B (%)
0-3 0,2 100 0
3-22 0,2 10 90
22 - 37 0,2 10 90
37 -52 0,2 100 0

(Aquilibrieren)

Interface: Elektrosprayionisation (ESI)

Nadelspannung: 5 kV

Sheatgasdruck: 70 psi (483 kPa)

Auxiliarygas: Wurde nicht verwendet
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Kapillartemperatur: 330°C

Kollisionsgasdruck (Argon): 2,5 mT

MS-Modus: Multiple reaction monitoring (MRM), entsprechend der unter 3.1.4.2
aufgefUhrten Parameter

Injektionsvolumen: 20 p

3.1.4.2 MS/MS-Parameter

In Tab. 36 ist eine Zusammenfassung Uber die in sechs Zeitsegmente unterteilten
MS/MS Parameter, ESI-Modus (+/-), in Q1 fixiertes Vorlauferion, Offset-Spannung
(V) fur Q2, gemessene Quantifier- u. Qualifierionen, Messzeit des Q2 fur jedes
Produktion, dargestellt.

Die Reihenfolge der [3-Lactame in der Tabelle entspricht ihrer Elutionsreihenfolge bei

der chromatographischen Trennung.

Tab. 36: Zusammenfassung der in den sechs unterschiedlichen Zeitsegmenten

verwendeten MS/MS-Parameter.

R-Lactam ESI | Vorlaufer | Offset- Quantifier/ Zeit- Messzeit
(+/-) ion Spannung Qualifier-lon Segmente | Produkt-lon
(m/z) (V) (min) (ms)
(% rel. Intensitat)
Amoxicillin + 366.2 15 349.0 (100) / 207.9 (41) 0-15 1000
Desacetyl- + 382.2 26 225.9 (100)/ 151.9 (62) | 15.0-20.2 300
Cephapirin
Ampicillin + 350.2 22 106.0 (100) / 192.0 (98)
Cephalexin + 348.1 16 157.9 (100) / 174.1 (53) | 20.2-22.2 150
Cephapirin + 4241 23 292.0 (100) / 151.9 (44)
Cephalonium| + 459.2 17 336.9 (100) / 152.0 (32)
Cefquinome + 529.2 21 133.9 (100) / 324.0 (42) | 22.2-25.0 250
Cefazolin + 4551 16 322.9 (100) / 155.9 (22)
Cefo- - 644.2 14 527.9 (100)/ 187.9 (36) | 25.0 —28.0 250
perazone
Penicillin G - 333.0 14 191.8 (100) / 289.0 (14)
Penicillin V - 349.1 14 208.0 (100) / 305.0 (18) | 28.0-32.0 120
Oxacillin - 400.1 14 258.8 (100) / 356.0 (37)

Cloxacillin - 4341 15 292.9 (100) / 389.9 (35)

(
Dicloxacillin | - 4681 15 326.7 (100)/ 424.0 (31)
Nafcillin - 4132 15 272.0 (100) / 369.0 (20)
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Um das Massenspektrometer vor Verschmutzungen zu schitzen, wird wahrend der
ersten 9,5 Minuten, zwischen 12,5 und 15,5 Minuten sowie ab 32 Minuten, fir die
Zeit des Aquilibrierens, der HPLC-Fluss mittels der Abfallschaltung nicht in das ESI-

Interface geleitet.

3.1.5 Probenaufarbeitung fiir die Matrices Milch, Muskel und Niere von Rindern

Vorbereitende Schritte:

Gewebe: Rindermuskel und Rinderniere mit einem Messer grob zerteilen und in einer
Messermuhle fein zerhacken. Davon jeweils genau 4 g in ein 50 ml
Polypropylenzentrifugenrohrchen einwiegen und bis zur Analyse bei -25°C
einfrieren. Fur die Analyse (s. 3.1.5.1) werden die Gewebeproben aus dem
Gefrierschrank entnommen und in einem Wasserbad bei 25°C aufgetaut. Nach dem
Auftauen evtl. dotieren.

Milch: 30 g evtl. dotierte Rohmilch fur 10 Min. bei 1500 g und 10°C zentrifugieren.
Die obere Rahmschicht mit einem Spatel entfernen und genau 10 g der entfetteten

Milch (S. 3.1.5.1) in ein graduiertes Polypropylenzentrifugenréhrchen einwiegen.

Zum Dotieren der Gewebe- und der Milchproben am halben MRL, am MRL sowie
dem 1,5 fachen MRL diesen 100, 200 sowie 300 ul einer entsprechend
konzentrierten Arbeitsstandard-Losung zudotieren. Nach dem Dotieren die Proben
mittels eines Reagenzglasschittlers mischen und bei Raumtemperatur fir 10

Minuten stehen lassen.

3.1.5.1 Extraktion und Deproteinierung mit Acetonitril

Zu den Gewebeproben 2 ml Wasser und so viel Acetonitril zugeben, bis ein
Endvolumen von 20 ml erreicht wird. Bei der Milch wird das Endvolumen mit
Acetonitril auf 30 ml eingestellt.

Die Gewebeproben mit einem Homogenisierstab fur 60 Sekunden homogenisieren,
die Milchproben fir 15 Sekunden intensiv mittels eines Reagenzglasschittlers
mischen und die ausgefallten Proteine durch Zentrifugation bei 1500 g und 25°C

abtrennen.
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3.1.5.2 Acetonitril- und Fettentfernung, pH-Einstellung

15 ml des klaren Uberstandes (entsprechend 3 g Gewebe oder 5 g Milch) in ein
silyliertes 50 ml Glaskoélbchen uberfiihren und mit 4 ml gesattigter Natriumchlorid-
Losung versetzen. Nach mehrmaligem Umschwenken, das Acetonitril mittels eines
Rotationsverdampfers bei 37°C entfernen (Startvakuum 280 mbar, Endvakuum 80
mbar). Der Vorgang ist beendet, wenn die obere organische Phase nicht mehr
sichtbar ist. AnschlieRend kurz entliften und das Endvakuum nochmals anlegen.
Anmerkung: Es ist wichtig, das Vakuum zwei mal anzulegen, da nur so eine

vollstandige Acetonitrilentfernung erreicht werden kann.

Gewebe:

Die nach der Acetonitrilentfernung erhaltenen Extrakte von Muskulatur und Niere in
einem graduierten Polypropylenzentrifugenrohrchen mit Phosphatpuffer (50 mM) auf
genau 30 ml verdunnen und nach dem Mischen (Reagenzglasschuttler) bei 3500 g
fur 30 Min. bei 25°C zentrifugieren. Die entstandene obere Fettphase sowie grolere
Partikel mit einer Pasteurpipette, die an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen ist,
absaugen. Genau 20 ml des Endextraktes mit Natronlauge (0,2 M) auf pH 8,5

einstellen.

Milch:

Die nach der Acetonitrilentfernung erhaltenen Extrakte von Milch mit 15 ml
Phosphatpuffer (50 mM) verdinnen, in ein graduiertes Polypropylen-
zentrifugenréhrchen Uberfihren und den pH-Wert auf 8,5 einstellen. Fur Milch ist

keine Fettentfernung notwendig.

3.1.5.3 SPE-Aufreinigung

Die unter Punkt 3.1.5.2 erhaltenen wassrigen Probenextrakte mit einem Fluss von
0,5 ml/min in die SPE-Kartusche einsaugen. Anschlielend die SPE-Kartusche
nacheinander mit 3 ml 50 mM Phosphatpuffer (pH 8,5) und 1 ml Wasser waschen.
Nach kurzem Trockensaugen fur 15 Sek. die R-Lactame mit 3 ml Elutionslosung fur
die Reversed-Phase SPE-Kartusche in ein graduiertes 15 ml Polypropylen-
zentrifugenréhrchen eluieren. Das Acetonitrii  mittels eines Heizblocks mit
Abblasvorrichtung bei 45°C unter einem Stickstoffstrom entfernen. Das Endvolumen

mit Wasser auf genau 2 ml einstellen. Nach dem Mischen am Reagenzglasschuttler
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bei 3500 g fur 15 Minuten bei 10°C zentrifugieren, 500 ul des Probenextraktes in ein
HPLC-Vial abfullen und 20 pl in das LC-MS/MS-System injizieren.

3.1.6 Durchfiihrung der Endopeptidasebehandlung fiir die Matrix Rinderniere

Genau 3 g Nierenhomogenat in ein graduiertes 50 ml Polypropylenzentrifugen-
rohrchen einwiegen. So viel 50 mM Phosphatpuffer (pH 8,5) zugeben, bis ein
Endvolumen von 20 ml erreicht wird. Mit einem Homogenisierstab fur 60 Sekunden
homogenisieren. AnschlieBend 10 mg Subtilisin Carlsberg einrGhren. Das
Zentrifugenrohrchen fur 2 Stunden in ein 55°C heildes Schittelwasserbad stellen und
anschlieRend bei 3500 g fur 15 Minuten bei 25°C zentrifugieren. 10 ml des
Uberstandes nach dem unter 3.1.5.3 beschriebenen SPE-Verfahren aufreinigen und

aufkonzentrieren.

3.1.7 Quantitative Auswertung

Die Quantifizierung der R-Lactame erfolgt Uber extern erstellte Standard-
Kalibriergeraden mit mindestens 4 Kalibrierpunkten. Hierzu werden flir jedes R-
Lactam die Peakflachen der Quantifier-lonen gegen die Konzentrationen (ng/ml) der
Standard-Losungen, in dem fur die Quantifizierung bendtigten Konzentrations-
bereich, aufgetragen. Die Kalibrierfunktion wird durch lineare Regression ermittelt.

Aus der ermittelten Kalibrierfunktion (y = m e x +b) wird unter Berucksichtigung der
Wiederfindung (Wiederfindungsfaktoren) und der Matrixeffekte (Matrixfaktoren) der
Gehalt (ug/kg) in der Probe berechnet. Bei den Milchproben ist eine

Aufkonzentrierung um den Faktor 2,5 zu berlcksichtigen.

Gewebe:

c=Y ; a. (Matrixfaktor) e (Wiederfindungsfaktor)

C-= by _285 ¢ (Matrixfaktor) e (Wiederfindungsfaktor)
L4 )

C = Gehalt des betreffenden R-Lactams in pg/kg, a = Achsenabschnitt der
Kalibriergeraden, b = Steigung der Kalibriergeraden, Y = Gemessene Peakflache der

untersuchten Probe.
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3.1.7.1 Quantitative Auswertung uber das Standardadditions-Verfahren

Zur Durchfuhrung die fertigen Probenextrakte (2 ml) in zwei Aliquote mit je 475 pl
(Aliquot 1 und Aliquot 2) unterteilen. Aliquot 1 mit 25 ul Wasser und Aliquot 2 mit 25
ul der entsprechenden Standardlosung dotieren. Die resultierende Substanz-
konzentration in Aliquot 2 sollte dabei doppelt so hoch sein wie in Aliquot 1. Beide
Proben messen und die erhaltenen Peakflachen gegen die zudotierte Konzentration
auftragen. Nach der Extrapolation der experimentellen 2 Punktgeraden durch die
Konzentrationsachse (negative x-Achse) und der Korrektur des Verdinnungseffektes

von § %, lasst sich der von Matrixeffekten korrigierte Gehalt bestimmen.

Beispielrechnung fiur die Bestimmung von Ampicillin in Milch, die am MRL (4uag/kq)

dotiert wurde:

Peakfldche y = 4659,00x + 34921,00
120000 - /'
| Aliquot 2
80000 (dotiert mit

Analysenergebnis 20 ng/ml Ampicillin)

7,5 ng/ml
40000 -
Aliguot 1 (undotiert)
a)
‘4 \4 p O 5 10 15 20

aufdotierte Konzentration fiir Aliquot 2 (ng/ml)

Abb. 78: Ermittlung der Ampicillinkonzentration mittels des beschriebenen

Standardadditions-Verfahrens

Die erhaltene Aufstockfunktion lautet: y = 4659,00ex + 34921,00. Die
Aufstockfunktion wird nach x aufgelost und der erhaltene Wert (- 7,5 ng/ml)
positiviert. Nach der Bertcksichtigung des Verdlinnungseffektes von 5 % und des
Aufkonzentrierungsfaktors von 2,5 (nur fir die Aufarbeitung von Milch) errechnet sich

die Konzentration in der analysierte Milchprobe zu 3,15 ug/kg.
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3.2 Experimenteller Teil zu Kapitel 2.3
3.2.1 Chemikalien

Reinstwasser (Reinstwasseranlage Milli-Q-Gradient, Fa. Millipore)
Methanol (Lichrosolv, Fa. Merck)

Acetonitril (Lichrosolv, Fa. Merck)

Ameisensaure (pro analysi, Fa. Merck)

Dithioerythritol (DTE) (Fa. Sigma)

lodacetamid (Fa. Sigma)

Borsaure (Fa. Roth)

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (Fa. Roth)

Kaliumchlorid (Fa. Fluka)

Natriumhydroxid (pro analysi, Fa. Merck)

o-Phosphorsaure 85 % (pro analysi, Fa. Merck)

Standardsubstanzen:

Ceftiofur, Natrium-Salz (von der Fa. Pharmacia Animal Health zur Verfligung gestellt)

3.2.2 Lésungen

Natronlauge, ¢ =5 mol/l

20 g Natriumhydroxid in 100 ml Wasser |0sen

0-Phosphorsaurelosung (5%, w/v)

5,9 ml o-Phosphorsaure (85%) in 100 Wasser verdunnen

Boratpuffer-Losung (pH 9), 0,2 mol/l

12,4 g Borsaure und 3,7 g Kaliumchlorid in ca. 850 ml Wasser l6sen, mit 5 M

Natriumhydroxid-Losung auf pH 9 einstellen. Mit Wasser auf 1000 ml auffallen.
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Phosphatpuffer-Lésung (pH 7), ¢ = 0,025 mol/l (25 mM)
3,5 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat in ca. 850 ml Wasser 16sen und mit 5

M Natriumhydroxid-Losung auf pH 8,5 einstellen. Mit Wasser auf 1000 ml auffullen.

Extraktions-Losung: DTE (0,4 %, w/v) in Boratpuffer

0,4 g Dithioerythritol in 100 ml Boratpuffer I6sen.

Derivatisierungs-L6sung: lodacetamid (14 %, w/v) in Phosphatpuffer

7 g lodacetamid in 50 ml 25 mM Phoaphatpuffer (pH 7) I6sen.

Elutionslosung fir die Reversed-Phase SPE-Kartusche (Waters Oasis HLB, 60 mg

Polymersorbens)

Wasser wird mit Acetonitril im Verhaltnis 1:1 (v/v) gemischt

HPLC-Eluent A (wassrige mobile Phase)

0,005 % (v/v) wassrige Ameisensaure. 50 ul Ameisensdure in 1000 ml Wasser

verdinnen.

HPLC-Eluent B (organische mobile Phase)
Methanol

Stammldsungen

Von der Standardsubstanz wird unter Bericksichtigung des Wassergehaltes und der
Reinheit (Analysenzertifikat des Herstellers) soviel in einen 20 ml Messkolben
eingewogen, dass nach dem Auffullen bis zur Eichmarke die Losung eine
Konzentration von 1 mg/ml Desfuroylceftiofur, bezogen auf die freie Saure, besitzt.
Die Substanz wird in Wasser geldst. Die bei —24°C eingefrorene Stammldsung ist

mindestens sechs Monate stabil.

Arbeitsstandard-Losungen

Geeignete Arbeitsstandard-Losungen fir die Dotierungen der Milch sowie zur
Erstellung der Standard-Kalibriergeraden werden durch eine entsprechende

Verdinnung der Stammldsungen mit Wasser taglich frisch hergestellt.
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3.2.3 Gerate /Hilfsmittel

-HPLC-Vials aus Polypropylen, 1ml (Fa. Agilent)

-Reversed-Phase SPE-Kartusche, Oasis HLB, 60 mg Polymerharzsorbens (Fa.
Waters). Die SPE-Kartusche nacheinander mit 2 ml Methanol und 3 ml Wasser
konditionieren.

-Festphasen-Extraktionseinheit, mit Ublichen Zubehdr

-Variable Kolbenhubpipetten in verschiedenen GroRen, Finnpipette (Fa. Thermo Life
Sciences)

-Graduierte Polypropylen-Zentrifugenréhrchen mit Schraubdeckel, 50 ml (Fa. Roth)
-Graduierte Polypropylen-Zentrifugenréhrchen mit Schraubdeckel, 15 ml (Fa. Roth)
-Klhlzentrifuge, Variofuge RF Inert (Fa. Heraeus)

-Schuttelwasserbad, SW 20 (Fa. Julabo)

-Reagenzglasschuttler, REAX top (Fa. Heidolph)

-Heizblock mit Abblasvorrichtung, Reacti-Therm Heating Module (Fa. Pierce)

3.2.4 Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) mit MS/MS-Detektion
3.2.4.1 LC-MS/MS-Systeme

System 1: Fir die quantitative Bestimmung der Ceftiofurriickstande wird dasselbe
LC-MS/MS-System, wie unter Punkt 3.1.4.1 beschrieben, verwendet. Die

chromatographischen Bedingungen sind ebenfalls analog.

System 2: Fir die Postulierung des Fragmentierungsmechanismus von Ceftiofur und
Desfuroylceftiofur-Acetamid war es notwendig, MS/MS/MS/MS (MS*) Spektren zu
erzeugen. Die Fragmentierungsexperimente wurden mit dem unten beschriebenen
lon-Trap Massenspektrometer (Seite 155) durchgefuhrt, indem mittels der
Spritzenpumpe eine wassrige Ceftiofur-Lésung (10 ug/ml) dem HPLC-Eluenten (0,2

ml/min) zudosiert wurde.

HPLC:
Niederdruck-Pumpe, Vakuum Entgaser, Autosampler, SpectraSYSTEM P2000 (Fa.

Thermo Separation Products)
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Massenspektrometer:

lon-Trap-Gerat, LCQ (Fa. Thermo Finnigan)

HPLC-Eluent
50 % Eluent A und 50 % Eluent B

Spritzenpumpe:
In das LC-MS-System integrierte Spritzenpumpe

3.2.4.2 MS/MS Parameter

In Tab. 37 ist eine Zusammenfassung der Uber ein Zeitsegment unterteilten MS/MS
Parameter, ESI-Modus (+/-), in Q1 fixiertes Vorlauferion, Offset-Spannung (V) fur Q2,
gemessene Quantifier- u. Qualifierionen und Messzeit des Q2 fur jedes Produktion,

dargestellt.

Tab. 37: Zusammenfassung der verwendeten MS/MS Parameter

R-Lactam ESI | Vorlaufer | Offset- Quantifier/ Zeit- Messzeit
(+/-) ion Spannung Qualifier-lon Segmente | Produkt-lon
(m/z) (V) (min) (ms)
(% rel. Intensitéat)
DCA + 487.0 28 241.0 (100) / 210.1 (35) 20-25 400

Um das Massenspektrometer vor Verschmutzungen zu schutzen, wird wahrend der
ersten 22 Minuten sowie ab 25 Minuten, flr die Zeit des Aquilibrierens, der HPLC-

Fluss mittels der Abfallschaltung nicht in das ESI-Interface geleitet.
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3.2.5 Probenaufarbeitung

Vorbereitende Schritte:
30 g evtl. dotierte Rohmilch flir 10 Min. bei 1500 g und 10°C zentrifugieren. Die obere
Rahmschicht mit einem Spatel entfernen und genau 2 g der entfetteten Milch in ein

graduiertes Polypropylenzentrifugenrohrchen einwiegen.

Zum Dotieren der Milchproben am halben MRL, am MRL sowie dem doppelten MRL
diesen 75, 150 sowie 300 pl einer entsprechend konzentrierten Arbeitsstandard-
Losung zudotieren. Nach dem Dotieren die Proben mittels eines
Reagenzglasschuttlers mischen und bei Raumtemperatur fur 10 Minuten stehen

lassen.

3.2.5.1 Durchfuhrung der Extraktion

Zu den 2 g Milch 15 ml Extraktions-Losung zugeben. Nach dem Mischen
(Reagenzglasschuttler) fur 15 Sek. den Ansatz fur 15 Min. in ein 50°C heilles
Schuttelwasserbad stellen.

Anmerkung: Der Kalibrierstandard (1000 ng Desfuroylceftiofur absolut) wird simultan

zu den Proben aufgearbeitet.

3.2.5.2 Derivatisierung und Deproteinierung

Im Anschluss an die Extraktion 3 ml Derivatisierungs-Lésung ohne vorherige
AbklUhlung zugeben. Nach dem Mischen (Reagenzglasschuttler) fur 15 Sek. und
einer Reaktionszeit von 30 Min. im Dunkeln, den pH-Wert mit o-Phosphorsaure-
Losung (5 %, w/v) auf 3,5 erniedrigen. Dies dient zum Ausfallen der Caseine
(Deproteinierung). Nach dem Mischen fur 15 Sek. und dem Zentrifugieren bei 3000 g
fir 15 Min. bei 10°C den klaren, wassrigen Uberstand in ein neues 50 ml

Polypropylen-Zentrifugenréhrchen tberfihren.

3.2.5.3 SPE Aufreinigung

Den unter Punkt 3.2.5.2 erhaltenen Probenextrakt mit einem Fluss von 1 ml/min in
die SPE-Kartusche einsaugen. Anschlielend die SPE-Kartusche nacheinander mit 2
ml und 1 ml Wasser waschen. Nach kurzem Trockensaugen fur 15 Sek. das

Desfuroylceftiofur-Acetamid Derivat mit 3 ml Elutionslésung flr die Reversed-Phase
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SPE-Kartusche in ein graduiertes 15 ml Polypropylenzentrifugenréhrchen eluieren.
Das Acetonitril mittels eines Heizblocks mit Abblasvorrichtung bei 45°C unter einem
Stickstoffstrom entfernen. Das Endvolumen mit Wasser auf genau 2 ml einstellen.
Nach dem Mischen am Reagenzglasschuttler bei 3500 g fur 15 Minuten bei 10°C
zentrifugieren, 500 ul des Probenextraktes in ein HPLC-Vial abfullen und 20 pl in das
LC-MS/MS-System injizieren.

Anmerkung: Der Kalibrierstandard (500 ng/ml) wird flr die Erstellung der

Kalibriergeraden entsprechend mit Wasser verdunnt.

3.2.6 Quantitative Auswertung

Die Quantifizierung von Desfuroylceftiofur erfolgt Uber extern erstellte Standard-
Kalibriergeraden mit mindestens 4 Kalibrierpunkten. Hierzu werden die Peakflachen
des Quantifier-lons von Desfuroylceftiofur-Acetamid gegen die Konzentrationen
(ng/ml) von Desfuroylceftiofur (bezogen auf die freie Saure), in dem fur die
Quantifizierung bendtigten Konzentrationsbereich, aufgetragen. Die Kalibrierfunktion
wird durch lineare Regression ermittelt.

Aus der ermittelten Kalibrierfunktion (y = m e x +b) wird der Gehalt (ug/kg) in der

Probe berechnet.

c-Y-2
b

C = Gehalt von Desfuroylceftiofur in ug/kg, a = Achsenabschnitt der Kalibriergeraden,
b = Steigung der Kalibriergeraden, Y = Gemessene Peakflache der untersuchten
Probe

3.3 Experimenteller Teil zu Kapitel 2.4
3.3.1 Chemikalien

Reinstwasser (Reinstwasseranlage Milli-Q-Gradient, Fa. Millipore)
Acetonitril (Lichrosolv, Fa. Merck)

Ameisensaure (pro analysi, Fa. Merck)
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (Fa. Roth)
Natriumhydroxid (pro analysi, Fa. Merck)
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Standardsubstanzen:

Spectinomycin Dihydrochlorid Pentahydrat (Fa. Riedel de Haen)
Streptomycin Sulfat (Fa. Riedel de Haen)
Dihydrostreptomycin Sulfat (Fa. Sigma)

Gentamicin Sulfat (Fa. Sigma)

3.3.2 Lésungen

Natronlauge, ¢ =5 mol/l

20 g Natriumhydroxid in 100 ml Wasser I0sen

Natronlauge, ¢ = 0,2 mol/l

1 ml Natronlauge auf 25 ml mit Wasser verdinnen

HPLC-Eluent A (wassrige mobile Phase)

0,005 % (v/v) wassrige Ameisensaure. 50 ul Ameisensaure in 1000 ml Wasser

verdinnen.

HPLC-Eluent B (organische mobile Phase)

Acetonitril

Stammldsungen

Von jeder Standardsubstanz wird unter BerlUcksichtigung des Wassergehaltes und
der Reinheit (Analysenzertifikat des Herstellers) soviel in einen 20 ml Messkolben
eingewogen, dass nach dem Auffillen bis zur Eichmarke die Ldsung eine
Konzentration von 1 mg/ml bezogen auf die freie Base besitzt. Alle Substanzen
werden in Wasser gelost. Die bei —24°C eingefrorenen Stammlosungen sind

mindestens sechs Monate stabil.

Arbeitsstandard-Losungen

Geeignete Arbeitsstandard-Losungen fur die Dotierungen der Matrices sowie zur
Erstellung der Standard-Kalibriergeraden werden durch eine entsprechende

Verdunnung der Stammlésungen mit Wasser taglich frisch hergestellt.
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3.3.3 Gerate /Hilfsmittel

-HPLC-Vials aus Polypropylen, 500 ul (Fa. A-Z Analytik-Zubehor)

-Variable Kolbenhubpipetten in verschiedenen Groen, Finnpipette (Fa. Thermo Life
Sciences)

-Ultrafiltrationseinheit, Vivaspin 0,5 ml Concentrator, Polyethersulfonmembran 100
kDa (Fa. Viva Science)

-Graduierte Polypropylen-Zentrifugenréhrchen mit Schraubdeckel, 50 ml (Fa. Roth)
-Homogenisierstab, T25 basic (Fa. IKA Labortechnik)

-Messermuhle, Grindomix GM 200 (Fa. Retsch)

-Kuhlzentrifuge, Variofuge RF Inert (Fa. Heraeus)

-Reagenzglasschuttler, REAX top (Fa. Heidolph)

3.3.4 Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) mit MS/MS-Detektion
3.3.4.1 LC-MS/MS-System

Fur die quantitative Bestimmung der Aminoglycoside wird dasselbe LC-MS/MS-
System, wie unter Punkt 3.1.4.1 beschrieben, verwendet. Anderungen hiervon sind
nachfolgend aufgefuhrt:

Chromatographische Bedingungen:

Bei Verwendung der angegebenen Trennsaule und den

Elutionsmitteln (HPLC-Eluent A, HPLC-Eluent B) hat sich eine Saulentemperatur von

angegebenen

37°C und folgendes Gradientenprogramm als geeignet erwiesen.

Gradientenprogramm:

Zeiten (min) Flussrate (ml/min) Eluent A (%) | Eluent B (%)
0-5 0,25 20 80
5-10 0,25 80 20
10 - 20 0,25 80 20
20-30 0,25 20 80
(Aquilibrieren)

Kapillartemperatur: 390°C

MS-Modus: Multiple reaction monitoring (MRM), entsprechend

aufgeflhrten Parameter

Injektionsvolumen: 10 u

der unter 3.1.4.2
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3.3.4.2 MS/MS-Parameter

In Tab. 38 ist eine Zusammenfassung der Uber ein Zeitsegment unterteilten MS/MS
Parameter, ESI-Modus, in Q1 fixiertes Vorlauferion, Offset-Spannung (V) fir Q2,
gemessene Quantifier- u. Qualifierionen und Messzeit des Q2 fur jedes Produktion,

dargestellt.

Tab. 38: Zusammenfassung der verwendeten MS/MS-Parameter

Amino- | ESI | Vorlaufer | Offset- Quantifier/ Zeit-Segmente | Messzeit
glycosid | (+/-) lon Spannung Qualifier-lon (min) Produkt-lon
(m/z) V) (ms)
(% rel. Intensitat)
Spec + 351,1 28 333,0 (100) / 207,0 (49) 14 -18 150
Str + 582,4 28 263,1(100) / 246,1 (37)
Dhs + 584,3 37 263,1(100) / 246,1 (32)
Gent C1 + 478,4 20 322,2 (100) / 156,9 (42)

Um das Massenspektrometer vor Verschmutzungen zu schutzen, wird wahrend der
ersten 14 Minuten sowie ab 18 Minuten, flr die Zeit des Aquilibrierens, der HPLC-

Fluss mittels der Abfallschaltung nicht in das ESI-Interface geleitet.

3.3.5 Probenaufarbeitung

Vorbereitende Schritte:

Rinderniere mit einem Messer grob zerteilen und in einer Messermihle fein
zerhacken. Davon jeweils genau 2 g in ein 50 ml Polypropylenzentrifugenréhrchen
einwiegen und bis zur Analyse bei —25°C einfrieren. Fur die Analyse (s. 3.3.5.1)
werden die Gewebeproben aus dem Gefrierschrank genommen und in einem

Wasserbad (25°C) aufgetaut. Nach dem Auftauen evtl. dotieren.

Zum Dotieren der Rindernierenproben mit einem Gehalt von 1000 ug/kg diesen 100
pl einer entsprechend konzentrierten Arbeitsstandard-Losung zudotieren. Nach dem
Dotieren die Proben mittels eines Reagenzglasschittlers mischen und bei

Raumtemperatur fir 10 Minuten stehen lassen.
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3.3.5.1 Extraktion und Deproteinierung mittels Ultrafiltration (UF)

Zu den Proben 8,3 ml Wasser und 300 ul Natronlauge (0,2 M) zugeben. Mit dem
Homogenisierstab (Ultra-Turrax) fur 60 Sek. homogenisieren und nach der
Zentrifugation bei 3500 g fur 20 Min. bei 25°C ein Volumen von 500 pl in die
Ultrafiltrationseinheit pipettieren. Die Ultrafiltrationseinheiten bei 4000 g fir 30 Min.
bei 25°C zentrifugieren und 50 ul des Probenextraktes in ein Polypropylen-Vial (500
ul) abfullen. 10 ul des klaren Ultrafiltrates in das LC-MS/MS-System injizieren.

3.3.6 Quantitative Auswertung

Die Quantifizierung der Aminoglycoside erfolgt Uber extern erstellte Standard-
Kalibriergeraden mit mindestens 4 Kalibrierpunkten. Hierzu werden fur jedes R-
Lactam die Peakflachen der Quantifier-lonen gegen die Konzentrationen (ng/ml) der
Standard-Ldsungen, in dem fur die Quantifizierung bendtigten Konzentrations-
bereich, aufgetragen. Die Kalibrierfunktion wird flr Spectinomycin durch lineare
Regression und fur Streptomycin, Dihydrostreptomycin und Gentamicin durch
quadratische Regression ermittelt.

Aus der ermittelten Kalibrierfunktion (y = m e x +b) fiir Spectinomycin und (y= ax® +
bx + c¢) fur Streptomycin, Dihydrostreptomycin und Gentamicin wird unter
Berucksichtigung der Verdinnung (Faktor 5) der Gehalt (ug/kg) in der Probe

berechnet.

Spectinomycin:

C = Gehalt von Spectinomycin in ug/kg, a = Achsenabschnitt der Kalibriergeraden, b
= Steigung der Kalibriergeraden, Y = Gemessene Peakflache der untersuchten
Probe

Streptomycin, Dihydrostreptomycin und Gentamicin:

Die Berechnung des Gehaltes von Streptomycin, Dihydrostreptomycin und
Gentamicin erfolgt unter Berucksichtigung der Verdunnung (Faktor 5), aufgrund der

quadratischen Kalibriergeraden, mit der Auswertungs-Software LCquan. Prinzipiell ist
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es auch mdoglich, die quadratische Regressionsfunktion manuell mit der grof3en

Lésungsformel, ,Mitternachtsgleichung“ zu 16sen:

Quadratische Gleichung:

ax’+bx+c=0

Mitternachtsformel:

_ —bt+b®-4ac

X, =
1,2 2a
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4. Zusammenfassung

Die Gruppe der [-Lactame (Penicilline und Cephalosporine) sowie die
Aminoglycoside werden in der Veterinarmedizin zur Behandlung von bakteriellen
Infektionen in groBRem Umfang als Antiinfektiva eingesetzt. Bezogen auf den
Jahresverbrauch in der EU liegen die -Lactame mit 322 t vor den Aminoglycosiden
mit 154 t. Zum Schutz des Verbrauchers und zur Vermeidung von technologischen
Problemen bei der Herstellung von Lebensmitteln tierischer Herkunft wurden in der
VO (EWG) 2377/90 fur 17 R-Lactame und sieben Aminoglycoside EU-weit geltende
Hochstmengen (MRL’s) festgesetzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiur einen Grofdteil dieser ionischen, hoch- bis
mittelpolaren, nichtfllichtigen und thermolabilen Antiinfektiva quantitative LC-MS/MS-
Analysenmethoden unter Einsatz eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers
entwickelt. Dabei handelt es sich um eine Multimethode fur 15 3-Lactame in Milch,
Muskel und Niere von Rindern, um eine Multimethode flir 4 Aminoglycoside in
Rinderniere und um eine Monomethode fiir das Cephalosporin Ceftiofur in Milch.

Die Elektrosprayionisation (ESI) erwies sich dabei als geeignete lonisierungstechnik,
um die hoch- bis mittelpolaren Verbindungen in Abhangigkeit des optimalen ESI-
Modus als protonierte ([M+H]") oder deprotonierte ([M-H]") Quasimolekilionen in die
Gasphase zu Uberfuhren. Dabei war fur das Erreichen einer maximalen Sensitivitat
die Wahl des optimalen ESI-Modus entscheidend. Die Moglichkeit, diesen Modus
unter Berlcksichtigung der substanzspezifischen pKs-Werte sowie des pH-Wertes
des zur Chromatographie verwendeten Eluenten mit Hilfe der Henderson-

Hasselbalch Gleichung vorherzusagen, wurde fur die R-Lactame beschrieben.

Durch die hochselektive MS/MS Detektion war es fur alle entwickelten LC-MS/MS-
Methoden mdglich, den Aufwand fir die Probenaufarbeitung gegentber anderen,
weniger selektiven Analysenverfahren, auf ein nétiges Mindestmal} zu beschranken.
Bei der entwickelten LC-MS/MS-Multimethode fur die quantitative Bestimmung von
15 R-Lactamen in Milch, Muskel und Niere von Rindern erfolgte die
Probenaufarbeitung flr alle Matrices mit einem einheitlichen und einfach
durchfihrbaren Extraktions- und Aufreinigungsverfahren. Die Extraktion und
Deproteinierung wurde beim naturlichen pH-Wert der Proben, mit dem als ,drug

releasing solvent” wirkenden Ldsungsmittel Acetonitril, durchgefuhrt. Die weitere
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Extraktaufreinigung fand nach der Ldsungsmittelentfernung mit einem einfach
durchzufihrenden Reversed-Phase SPE-Aufreinigungsschritt an einer Polymerharz-
phase statt. Ein im Rahmen der Methodenetablierung durchgefuhrter Vergleich
unterschiedlicher Reversed-Phase Sorbentien fur die SPE der R-Lactame zeigte,
dass die SPE-Kartusche mit dem Polymerharzsorbens gegenuber den SPE-
Kartuschen mit C-18 oberflachenmodifiziertem Kieselgel, insbesondere fir die
Extraktion der amphoteren -Lactame, am geeignetsten waren.

Auf Basis eines beschriebenen Extraktions- und Derivatisierungsverfahrens wurde
erstmals eine LC-MS/MS-Methode fur die quantitative Bestimmung von
Ceftiofurriickstanden in Milch entwickelt. Aufgrund der hohen Selektivitat des LC-
MS/MS-Systems war es mdglich, im Gegensatz zu den konventionellen HPLC-UV-
Verfahren, auf zwei von insgesamt drei zeit- und materialintensiven SPE-
Aufreinigungsschritten, zu verzichten.

Die einfachste Probenaufarbeitung wurde fir die Bestimmung von vier Amino-
glycosiden in Rinderniere realisiert, indem die wassrigen Probenextrakte lediglich

mittels eines Ultrafiltrationsschrittes aufgereinigt, d.h. deproteiniert wurden.

Als HPLC-Saule wurde fir alle entwickelten Methoden eine polar desaktivierte
Phenyletherphase verwendet. Diese Phase erwies sich sowohl fur die Reversed-
Phase Chromatographie der R-Lactame als auch fur die Hydrophilic-Interaction-
Liquid Chromatographie (HILIC) der Aminoglycoside als universell einsetzbar. Durch
die HILIC der Aminoglycoside war es maoglich, auf flichtige fluorierte Carbonsauren
im Eluenten zu verzichten, die bekanntermalien zu starken Signalunterdriickungen

bei der ESI und zu Verschmutzungen des Massenspektrometers fuhren.

Die Erzeugung von Gasphasenionen mittels ESI wird durch eine Vielzahl von
Faktoren beeinflusst. Am Beispiel der R-Lactame konnte gezeigt werden, dass
steigende Ameisensaurekonzentrationen im Eluenten die Messempfindlichkeit im
allgemeinen verringerten. Koeluierende, niedermolekulare Matrix-Koextraktive, die im
Gegensatz zu den Standardlésungen in den fertigen Messlésungen der
Probenextrakte vorhanden waren, fuhrten fur die meisten der zu analysierenden
Verbindungen entweder zu Signalunterdriickungen oder Signalerhéhungen auf
Seiten der ESI. Diese als Matrixeffekte bezeichneten Phanomene hingen dabei stark

von der untersuchten Probenmatrix ab. Letztlich erwies sich das



168

Standardadditionsverfahren, im Gegensatz zur Auswertung Uber externe Kalibrier-
geraden, als geeignet, um die durch Matrixeffekte beeinflussten Verbindungen mit

ausreichend hoher Richtigkeit und Prazision zu quantifizieren.

Sowohl die LC-MS/MS-Multimethode fur 15 R-Lactame als auch die Monomethode
fur Ceftiofurrickstande wurden auf Basis der EU-weit geltenden Leistungsmerkmale
und Leistungskriterien im Sinne der Kommissionsentscheidung 2002/657/EG
validiert. Als Leistungsmerkmale wurden die Wiederholbarkeit, die laborinterne
Reproduzierbarkeit sowie die Entscheidungsgrenze und das Nachweisvermdgen
bestimmt. Aufgrund der Tandem-MS-Moglichkeit (MS/MS) des Massenspektrometers
war es moglich, alle Verbindungen unzweifelhaft, entsprechend dem
Identifizierungspunktekonzept, zu bestatigen, indem die mit der ESI erzeugten
Molekulionen in der Kollisionszelle fragmentiert und fur jedes Molekulion zwei
diagnostische Fragmentionen detektiert wurden.

Im Rahmen der Methodenvalidierung wurde die Lagerstabilitat der wassrigen R3-
Lactam-Stammldsungen Uberprift. Dabei zeigte sich, dass das amphotere Ampicillin
als einzige Standardverbindung, selbst unter Tiefklihlbedingungen bei —24°C, rasch
abbaute. Als Abbauprodukt konnte das Ampicillin-Dimer massenspektrometrisch
bestatigt werden. Aufgrund der schlechten Lagerstabilitat war es deshalb
unumganglich, wassrige Ampicillin-Stammldsungen vor jeder Analyse frisch

herzustellen.

Die Praxistauglichkeit der entwickelten LC-MS/MS-Methoden wurde an insgesamt 24
authentischen Proben, die im Rahmen der amtlichen Lebensmitteliberwachung am
CVUA Karlsruhe mittels des Charm |IlI-Tests positiv auf R-Lactame oder
Aminoglycoside getestet wurden, Uberpruft. Dabei war Penicillin G unter den 20 -
Lactam-positiven Proben der am haufigste identifizierte Rulckstand. Extreme
Hochstmengenuberschreitungen wurden bei den R-Lactam-Rickstanden in zwei
Rindernierenproben mit 1200 pg/kg Pen G (24 facher MRL) und 490 ug/kg Pen G
(ca. 10 facher MRL) sowie in zwei Milchproben mit 536 ug/kg Pen G (134 facher
MRL) und 272 ug/kg Cefquinome (ca. 14 facher MRL) festgestellt. In allen vier
nachuntersuchten Rindernierenproben, welche Dihydrostreptomycin-Ruckstande
enthielten, lagen die Rlckstandsgehalte mit 4900, 7180, 9130 und 21310 pg/kg
deutlich Uber dem an sich relativ hohen MRL von 1000 ug/kg.
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In einer Studie wurden Milchproben einer an postpartaler Metritis erkrankten und mit
dem Cephalosporin Ceftiofurhydrochlorid (Excenel® RTU) behandelten Kuh (1 mg je
kg Korpergewicht im Abstand von 24 h), mittels der entwickelten LC-MS/MS-
Monomethode fiir Ceftiofurriickstande, untersucht. Eine Wartezeit ist fir Milch nicht
festgesetzt, d.h. die Milch bleibt wahrend der Behandlung verkehrsfahig. In allen
Milchproben, die wahrend der drei Behandlungstage untersucht wurden, konnten
Desfuroylceftiofurrickstande bestatigt werden. Die hoéchsten quantifizierten Gehalte
lagen bei ca. 20 ug/kg und damit um den Faktor 5 deutlich unterhalb des MRL von
100 ug/kg. AbschlieRend wurden die so erhaltenen Ergebnisse mit denen aus einer
bereits publizierten Studie zum Ausscheidungsverhalten von Ceftiofur in Milch, nach
einer Dosierung von 2,2 mg je kg Korpergewicht im Abstand von 24 h, verglichen.

Dabei zeigte sich eine gute Korrelation der Messwerte.

Bei der Entwicklung der LC-MS/MS-Monomethode flur Ceftiofurrickstande in Milch
zeigte sich, dass die CID-Massenspektren von Ceftiofur und Desfuroylceftiofur
Acetamid (DCA), Uber das die Quantifizierung erfolgt, identisch waren. Da sich die
strukturanalogen Verbindungen in nur einem Substituenten des Cephalosporin-
grundkorpers unterscheiden, war dies ein Beweis dafur, dass die Fragmentierung
nicht durch diesen beeinflusst wird. Bereits publizierte Fragmentierungs-
mechanismen fur Ceftiofur, die den Substituenten mit einbezogen, missen deshalb
in Frage gestellt werden.

Deshalb wurde in dieser Arbeit unter Verwendung eines Triple-Quadrupol- sowie
eines lon-Trap Massenspektrometers, fur die intensivsten der beim Kollisionsprozess
gebildeten Fragmentionen von Ceftiofur, ein plausibler Fragmentierungs-

mechanismus postuliert.



5. Abkilirzungsverzeichnis

Amox
Amp
APCI
API
APPI
ca.
CCa
CCB
CE
Cfzn
Cefo
Cefqu
Ceft
Cephal
Cephalex
Cephap
Cl

CID
Clox
CRM
CVv

Da

DC
DCCD
DCMS
DFC
DCI
Deceph
Dhs
Diclox
El

ESI

et al.

Amoxicillin

Ampicillin

Atmospheric Pressure Chemical lonization
Atmospheric Pressure lonization
Atmospheric Pressure Photo lonization
circa

Entscheidungsgrenze
Nachweisvermogen
Kapillarelektrophorese
Cefazolin

Cefoperazon

Cefquinome

Ceftiofur

Cephalonium

Cephalexin

Cephapirin

Chemische lonisation

Collision Induced Dissociation
Cloxacillin

Charged Residue Model
Coefficient of Variation, Variationskoeffizient
Dalton
Dunnschichtchromatographie
DFC-cysteindisulfid
Dichlordimethylsilan
Desfuroylceftiofur

Direkte Chemische lonisation
Desacetyl-Cephapirin
Dihydrostreptomycin
Dicloxacillin
Elektronenstol3-lonisation
Elektrospray-lonisation

et alii
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EU
FAB
FLHV
FOA
GC
GC-MS
Gent

h

HILIC
HPLC
HPLC-UV
IEM
IRMPD
ISP

IT

kg
LC-MS
LC-MS/MS
LMBG
mg
MRL
MRM
MSPD
MW
Naf

Ng
NRKP
Oxa
PBP
Pen G
Pen V
PWS
RNA
m-RNA

Europaische Union

Fast Atom Bombardment
Fleischhygiene-Verordnung

Ameisensaure (formic acid)
Gaschromatographie/Gaschromatograph
Gaschromatographie-Massenspektrometrie
Gentamicin C1

Stunde

Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography
Hochleistungsfllissigchromatographie
Hochleistungsflissigchromatographie-Ultraviolett Detektion
lon Evaporation Model

Infrared Multiphoton Dissociation

lon Spray

lon Trap

Kilogramm
Flassigchromatographie/Massenspektrometrie
Flassigchromatographie/Tandem Massenspektrometrie
Lebensmittel- und Bedarfsgegenstandegesetz
Milligramm

Maximum Residue Limit (Hochstmenge)
Multiple Reaction Monitoring

Matrix Solid Phase Dispersion
Molekulargewicht

Nafcillin

Nanogramm

Nationaler Ruckstandskontrollplan

Oxacillin

Penicillin Binding Protein

Penicillin G

Penicillin V

Pharmakologisch wirksame Stoffe
Ribonucleinsaure

Messenger-RNA
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tRNA
rRNA

SDr
SDuwir
SIM
SL
SPE
Spec
SRM
Str

TSP
UF
us

ng
WDF

Transfer-RNA

Ribosomale RNA
Svedberg-Einheiten
Wiederholbarkeit

Laborinterne Reproduzierbarkeit
Single lon Monitoring
Losungsmittel

Solid Phase Extraction (Fesphasenextraktion)
Spectinomycin

Single Reaction Monitoring
Streptomycin

Tonne

Thermospray

Ultrafiltration

Ultraschall

Mikrogramm

Wiederfindung
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