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1. Einleitung

1.1 Stationare Entgiftungsbehandlung Opioidabhangiger

Polytoxikomane Patienten, die sich einer stationaren substitutionsgestutzten
oder vollstandigen Entgiftungstherapie unterziehen, werden regelmallig hin-
sichtlich ihrer Compliance zur Einnahme des Substitutionsmittels und zum
Ausschluss des Beigebrauchs verbotener Substanzen Uberwacht. Dies ist Be-
standteil des Therapievertrages, dem jeder Patient vor Beginn der stationaren

Behandlung durch seine Unterschrift zustimmt.

1.1.1 Richtlinien zur Durchfiihrung der substitutionsgestiitzten Behand-

lung Opioidabhangiger

Die Richtlinien der substitutionsgestutzten Behandlung wurden 2017 durch die
Bundesarztekammer und durch den Gemeinsamen Bundesausschuss im De-
zember 2018 zu Lasten der GKV nach § 12 Abs. 1 Sozialgesetzbuch V in Kraft
gesetzt. Die gesetzliche Grundlage ist im §5 des BtMVV ,Substitution, Ver-
schreiben von Substitutionsmitteln® geregelt. Wie in dem Artikel ,Substitutions-
Richtlinie der Bundesarztekammer: ,Basis fur eine bessere Versorgung“ von
Kunstmann et al. im deutschen Arzteblatt von 2019 wurde angefiihrt, dass den
Opioidabhangigen der Zugang zur Substitution erleichtert sowie weitere ehe-
malige formale Hirden abgebaut wurden. Nach dieser Neuregelung durfen
niedergelassene Arzte auch ohne suchtspezifische Qualifikation bis zu zehn
Patienten substituieren, vor der Novellierung waren es maximal drei Patienten,
die jedoch einmal im Quartal bei Substitutionsarzten vorstellig werden missen
(§ 5 Abs. 3 Satz 2 BtMVV). An Substitutionsmittel darf ausschlief3lich ein zur
Substitution zugelassenes Arzneimittel verordnet werden, welches kein Dia-
morphin enthalt [...] (§ 5 Abs. 6 BtMVV). Dies sind Levomethadon, Methadon,
Buprenorphin, retardiertes Morphin sowie in begrindeten Ausnahmefallen Co-
dein und Dihydrocodein (§ 5 Abs. 6 BtMVV). Die Substitution mit Diamorphin,
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welche seit 2009 in Deutschland zugelassen ist, obliegt schweren Opiatabhan-
gigen, deren Kriterien in § 5a Absatz 1 Satz 2 Nummer 2 bis 4 BtMVV festge-

legt sind, und einer suchtspezifischen Facharztbehandlung vorbehalten ist.

1.1.4 Therapieziele der substitutionsgestiitzen Behandlung

Die Opioidabhangigkeit stellt eine schwere chronische Krankheit dar (RL der
BAK Kap. 1). Sie bendtigt daher oft einer langjéhrige, zum Teil eine lebens-
lange, Behandlung, bei der korperliche, psychische und soziale Aspekte
gleichermal3en zu berlcksichtigen sind. Die substitutionsgestltzte Behand-
lung hat sich als Therapieverfahren etabliert und stellt fir ein gro3en Anteil der
opioidabhéngigen Patienten die Therapie der ersten Wahl dar (RL der BAK
Kap.1). GemalR dem Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte/Sub-
stitutionsregister im Bericht zum Substitutionsregister Januar 2021 befanden
sich am 01.07.2020 81.300 Patienten in Substitutionsbehandlung von ge-
schatzten 166.000 Opioidabhangigen bei einem gleichzeitigen leichten An-
stieg der Patientenanzahl und abnehmender Anzahl von substituierenden Arz-
ten. Wahrend friher die Substitution eher als Zwischenschritt bei Opiatabhan-
gigkeit angesehen wurde, konnte in der PREMOS Studie von 2011 von Witt-
chen et al. festgestellt werden, dass eine langfristige Opiatabstinenz bei <4 %
erzielt werden konnte. Daher haben sich im Verlauf der Jahre die Ziele der
substitutionsgesttlitzten Behandlung verandert, welche im § 5 Abs. 2 BtMVV
sowie arztlich in der RL der BAK in Kap 1. definiert wurden. Die unmittelbare
und erstrangige Anforderung an eine Substitution besteht zunachst in der Si-
cherstellung des Uberlebens, welches standig durch das Risiko einer Uberdo-
sierung/Mischintoxikation oder durch Zusatzstoffe in den Drogen gefahrdet ist
(www.drugcom.de/news/kaum-heroin-in-heroin vom 20.04.2018). Durch die
Substitution kommt es bei einem grof3en Teil der Patienten zu einer allmahli-
chen Verbesserung und Stabilisierung des korperlichen und psychischen Ge-
sundheitszustandes. Dies ist oft mit einer allgemeinen Reduktion/Abstinenz

von unerlaubten Opiaten bzw. eines Beikonsums diverser anderer Substanzen
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wie Benzodiazepinen verbunden. Zeitgleich kann eine Behandlung somati-
scher und psychischer Begleiterkrankungen erfolgen. Insgesamt sollte die
substitutionsgestutzte Therapie zu einer Verbesserung der gesundheitsbezo-
genen Lebensqualitat und einer Reduktion der Straffalligkeit fihren sowie letz-
ten Endes Teilhabe am Leben in der Gesellschaft und am Arbeitsleben ermég-
lichen (§ 5 Abs. 2 BtMVV und in der RL der BAK in Kap. 1). Die Therapieziele
werden gemal dem aktuellen psychischen, physischen und sozialen Stand
des jeweiligen Patienten mit dem substituierenden Arzt definiert (BAK-RL Kap.
3.2). Diese Ziele kdnnen im Verlauf patientenorientiert angepasst werden
(BAK-RL Kap. 4).

1.1.3 Durchfiihrung der substitutionsgestiitzen Behandlung einschlie-

lich der Kontrollen von Beikonsum

Nach nachgewiesener Opiatabhangigkeit unter anderem durch einen positi-
ven Opiatbefund im Urin beginnt die Substitutionseinstellungsphase mit der
taglichen Einnahme des Substituts entweder unter Sicht in der Arztpraxis oder
in der Apotheke (BAK-RL Kap. 4 und BAS Kap. 1.1.3). Initial ist ein Beikonsum
diverser anderer Substanzen sowie Alkohol nicht unublich. Dies muss thema-
tisiert und dokumentiert werden (BAS Kap. 4.4.4). Erst im Verlauf bei stabiler
Substitution sollte dieser Beikonsum rucklaufig sein. Dies wird einerseits durch
den klinischen Eindruck als auch durch regelmafige unangekindigte Urinkon-
trollen Uberpruft (BAS Kap. 4.4.4). Bei einer nachgewiesenen bzw. sichtbaren
Anzeichen einer Intoxikation des Patienten entscheidet der behandelnde Arzt,
ob er das Substitut in angepasster Dosierung verabreicht oder ob von einer
Verabreichung vollstandig abzusehen ist (BAK-RL Kap. 4). Bei langer andau-
erndem Konsum von psychotropen Substanzen sollte zunachst die Ursache
geklart und nach Mdglichkeiten beseitigt werden. Grinde fur einen fortgefuhr-
ten Beikonsum konnen dabei psychosoziale Belastungsfaktoren mit psychi-
scher Dekompensation darstellen, aber auch eine insuffiziente Substitution so-
wie eine Umstellung auf ein anderes Substitutionsmittel sollten in Betracht ge-
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zogen werden. Gleichzeitig kann auch eine neuhinzugekommene Substanz-
abhangigkeit vorliegen. Daher sollte eine enge Zusammenarbeit mit den an
der Behandlung bzw. Betreuung beteiligten Berufsgruppen erfolgen. Zudem
konnen eine psychiatrische und gegebenenfalls eine psychotherapeutische
Mitbehandlung den Therapierfolg verbessern (BAK-RL Kap 3.4). Falls die am-
bulanten Moglichkeiten zur Beendigung eines Beikonsums nicht ausreichend
waren, sollte eine stationare Beikonsum-Entgiftungsbehandlung stattfinden.
Ein Abbruch der Substitution sollte nur als ultima ratio in Erwagung gezogen
werden, da dies flr die Patienten eine teils lebensgefahrliche Situation darstel-
len kann (BAK-RL, Kap. 4.2.).

Bei stabil eingestellten Patienten kann im Verlauf eine sogenannte Take-
home-Verordnung ausgestellt werden, bei der bis zu einer Woche das Substi-
tut eigenstandig vom Patienten eingenommen wird. In Zeiten von Urlaub bzw.
in Zeiten von Corona kénnen die zeitlichen Abstande dieser Verordnung aus-
gedehnt werden. Auch eine psychosoziale und gegebenenfalls psychothera-
peutische Behandlung sollte an den gegenwartigen Erfordernissen angepasst
werden (RL der Bundesarztekammer zur Durchfiihrung der substitutionsge-

stutzten Behandlung Opioidabhangiger vom 02.10.2017).

1.1.4. Motive zum Benzodiazepinbeigebrauch

Die Benzodiazepineinnahme von substituierten Patienten ist ein haufiges und
teilweise auch gefahrliches Problem. Das Thema wird unter anderem in der
Stellungnahme ,Substitutionsbehandlung Opiatabhangiger hinsichtlich der
Problematik der zusatzlichen Einnahme von Benzodiazepinen von der Bayri-

schen Akademie flr Gesundheits- und Suchtfragen® behandelt.

Das Sterberisiko ist bei einem Konsum von Benzodiazepinen - trotz derer brei-
ter therapeutischer Toleranz - in Kombination mit Substitutionsmitteln dennoch
erhoht (BAS 4. Version). Es liegen hierfur speziell fur die Vereinigten Staaten
Studien zu dem gleichzeitigen Konsum von Opioiden und Benzodiazepinen

vor, die nicht selten todlich verlaufen.
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Gemal der Studie ,Polydrug abuse: A review of opioid and benzodiazepine
combination us Drug Alcohol Depend“ der Autoren Jones et al. konnten aus
der Befragung mit betroffenen Patienten und in der Diskussion mit substituie-
renden Arzten einige Hauptmotive zum Benzodiazepin-Beikonsum ermittelt
werden wie Erzielung eines verstarkten Rausches, als Selbstmedikation bei
psychischen Belastungen sowie Dampfung von Entzugssymptomen bei unzu-
reichenden Opiatdosierung. In Folge dessen kann sich eine eigenstandige

Benzodiazepin Abhangigkeit entwickeln.

Auch in der amerikanischen Studie ,Benzodiazepine Use and Misuse Among
Patients in a Methadone Program®“ der Autoren Chen et al. wurde der Miss-
brauch von Benzodiazepinen bei Patienten im Methadonprogramm unter-
sucht. Dabei stellten sie einen deutlich erhohten Benzodiazepin-Beikonsum
von Methadon-Substituierten fest. Eine mogliche Erklarung wurde mit einer
erhdhten psychischen Instabilitat wie Angststérungen oder depressiven Symp-
tomen vor dem Drogenkonsum in Zusammenhang gebracht. In den ,aktuellen
S3-Leitlinien, Medikamentenbezogene Stérungen, Version 1.1“ fand sich in
der Studie von Martens et al. bei ca. 20 bis 25 % in einem Patientenkollektiv,
die entweder opioidhaltige Medikamente erhielten oder in einer Substitutions-
behandlung waren, eine zeitgleiche Benzodiazepineinnahme statt. Ebenso
wies die narrative Ubersichtsarbeit von Jones et al. auf den gleichzeitigen

Missbrauch bzw. Abhangigkeit von Opioiden und Benzodiazepinen hin.

1.1.5. Benzodiazepine zur Entgiftungsbehandlung

Bei chronischer Benzodiazepin-Einnahme ist ein abruptes Absetzten kontra-
indiziert aufgrund der Risiken wie Entzugskrampfanfalle oder des lebensbe-
drohlichen Entzugsdelirs (Benkert O, Hippius H. Kompendium der Psychiatri-
schen Pharmakotherapie. 9. Aufl.). Dieses Phanomen grindet auf der soge-
nannten ,Down-Regulation” der Rezeptoren, d.h. es stehen weniger Rezepto-
ren zur Verfugung, mit konsekutiver Wirkabschwachung, die immer héhere

Dosen erfordern, um die gleiche Wirkung zu erzielen. In der Analyse von Lader
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et al. zeigten sich keine schweren Entzugssyndrome bei kurzwirksamen Ben-
zodiazepinen im Vergleich zu langwirksamen Benzodiazepinen. Daher wird
eher im ambulanten Rahmen der Einsatz langwirksamer Benzodiazepine
empfohlen. In der stationaren Entgiftungsbehandlung des Klinikums Stuttgart
ist eine Benzodiazepin-Freiheit bei Entlassung dringend notwendig aufgrund
von nachfolgenden Therapien wie etwa einer nahtlosen Anbindung an eine
suchtspezifische Rehabilitationsbehandlung sowie die WeiterfUhrung einer
ambulanten Substitutionsbehandlung. Daher wird das kurzwirksame Benzodi-

azepin Oxazepam verwendet aufgrund der kirzeren Halbwertszeit.

1.2. Benzodiazepine

1.2.1. Substanzen

Benzodiazepine sind sich in der chemischen Struktur ahnlich und umfassen
eine Vielzahl von Medikamenten. Benzodiazepine werden Uberwiegend oral
aufgenommen, in unterschiedlicher Geschwindigkeit resorbiert, in der Leber
teilweise zu aktiven Metaboliten umgewandelt und Uber die Niere als Glukur-
onide ausgeschieden (Benkert O., Hippius H. Kompendium der Psychiatri-

schen Pharmakotherapie. 9. Aufl.).

Benzodiazepine sind polycyclische organische Verbindungen, die aus einem
Benzol- und einem Diazepinring bestehen. Sie zahlen zu den psychotropen
Substanzen. Alle Benzodiazepine binden an die GABA-Rezeptoren, die zu
den wichtigsten inhibitorischen Rezeptoren im Zentralnervensystem gehodren
und unter anderem fir die sedierenden und angstlésenden Effekte verantwort-
lich sind (Benkert O., Hippius H. Kompendium der Psychiatrischen Pharmako-
therapie. 9. Aufl.).

Die erste Verbindung aus dieser Gruppe, die zum Einsatz kam, war Chlordia-

zepoxid. Es wurde 1957 entwickelt und 1960 unter dem Handelsnamen Lib-

rium auf den Markt gebracht, wie unter www. drug.com aufgefthrt. Diazepam
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war als zweites Benzodiazepin ab 1963 unter dem Handelsnamen Valium
durch Hoffmann-La Roche erhaltlich. In dem Artikel ,Geburtstag eines Klassi-
kers, 55 Jahre Valium® der Autorin Weber-Fina unter ,DAZ-online“ wurde Va-
lium damals als das Medikament zur Entspannung, zur Angstlosung und als
Einschlafhilfe angepriesen, insbesondere ohne die gravierenden Nebenwir-
kungen wie unter den Barbituraten bekannt. 1977 wurde Diazepam in die Liste
der unentbehrlichen Arzneimittel der Weltgesundheitsorganisation aufgenom-
men. In Deutschland war Diazepam noch 2005 das am haufigsten verordnetes
Benzodiazepin wie im Artikel ,Vom Wundermittel zur Risikomedikation® in der

Pharmazeutische Zeitung angegeben.

Es gibt mehrere Untergruppen von GABA-Rezeptoren. Vor allem die GABAa-
Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle im Gehirn und Riuckenmark. Dem GA-
BAa-Rezeptor kommt in den Basalganglien, die auch fur die Bewegungsab-

laufe verantwortlich sind, im Kleinhirn, welches unter anderem zustandig ist fur
Gleichgewicht und Motorik sowie im Thalamus, welcher an der Schlafarchitek-
tur beteiligt ist eine kontrollierende Funktion zu. Auch im Rickenmark befinden
sich GABA-Rezeptoren auf Motorneuronen, die an der Reflex-Verschaltung
ebenso wie an der Koordination von Bewegungsablaufen beteiligt sind. Diese
Hirnregionen/Hirnzentren sind ihrerseits untereinander eng vernetzt und be-
einflussen sich gegenseitig. Bei einer vermehrten inhibitorischen-GABA-
Rezeptor-Bindung kommt es allgemein zu einer motorischen Verlangsamung
mit verminderter Reaktion, Koordinationsstérungen sowie Somnolenz

(www.wikipedia.org/wiki/GABA-Rezeptor)

Eine betrachtliche Anzahl von Substanzen, die stimulierend auf den GABAa-
Rezeptor wirken, sind suchtausldésend. Dies gilt vor allem flr die gro3en Sub-
stanzklassen der Benzodiazepine, der Barbiturate sowie auch fur Alkohol. Als
ein wichtiger Teil des Gehirns spielt das ventrale Tegmentum als Teil des lim-
bischen Systems mit dem Neurotransmitter Dopamin eine wichtige Rolle bei
der Entstehung und Aufrechterhaltung einer Suchterkrankung (www.wikipe-
dia.org/wiki/GABA-Rezeptor).
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Zudem unterliegen GABA-Rezeptoren einer pharmakologischen Toleranz.
Das bedeutet, dass bei Gabe von Medikamenten, die den Rezeptor beeinflus-
sen, mit der Zeit eine immer gro3ere Dosis bendtigt wird, um den gleichen
Effekt zu erzielen. Dies ist auf die sogenannte ,Down-Regulation® der GABA-
Rezeptoren zuriickzufiihren mit dem konsekutiven relativen Uberwiegen von

exzitatorischen Rezeptoren.

1.2.2. Metabolismus der gangigsten Benzodiazepine

CYP3A4
Diazepam CYP2C19

Nordiazepam CYP3A4

CYP3A4
Oxazepam

CYP2C19

CYP3A4

Bromazepam

uonepiuocINyn|o

3-OH-
Bromazepam

CYP1A2 CYP2D6

Abbildung 1: Metabolismus der wichtigsten Benzodiazepine

(Benkert O., Hippius H. Kompendium der Psychiatrischen Pharmakotherapie.
9. Aufl.)

e Diazepam (Handelsname Valium ®) wird hauptsachlich Gber CYP2C19 und
uber CYP3A4 in die beiden aktiven Metaboliten Nordiazepam und Tema-
zepam metabolisiert.

e Temazepam (Handelsname Planum ®) wird Gber CYP2C19 und (ber
CYP3A4 zum Oxazepam metabolisiert.

¢ Nordiazepam (nicht mehr in Deutschland im Handel erhaltlich) wird Gber
CYP3A4 zu Oxazepam abgebaut.

19


https://de.wikipedia.org/wiki/Toleranz_(Medizin)

Oxazepam (Handelsname Adumbran ®) erfolgt der Metabolismus tber
UGT durch direkte Glukuronidierung und wird anschlie3end als wasserlos-
liches Glukuronid mit dem Harn ausgeschieden.

Bromazepam (Handelsname Lexotanil ®) wird tiber CYP2D6 und CYP1A2
hydroxyliert und anschliel3end uber verschiedene UGT s mit dem Harn aus
geschieden zu werden.

Lorazepam (Handelsname Tavor ®) wird direkt Gber UGT zum wasser-
I6slichen Glukuronid metabolisiert, welches mit dem Harn ausgeschieden
wird.

Alprazolam (Handelsname Xanax ®) wird iber CYP3A5 und CYP3A6 zum
Glukuronid metabolisiert und mit dem Harn ausgeschieden.

Flunitrazepam (Handelsname Rohypnol @, seit dem 01.11.2011 Btm-pflich-
tig): wird tber CYP3A4 und CYP2C19 in die Metaboliten Desmethylflunitra-

zepam und 3-Hydroxyflunitrazepam umgewandelt und Uber verschiedene

UGT s ausgeschieden.

1.2.3. Pharmakodynamik

Die pharmakodynamischen Wirkungen (Kompendium der Psychiatrischen
Pharmakotherapie, 9. Auflage, Seite 380):

anxiolytisch

hypnotisch (Unterdrickung von Tiefschlafanteilen und von REM-Schlaf)
muskelrelaxierend

antikonvulsiv (hohe Dosen notwendig)

amnestisch

1.2.4. Pharmakokinetik

Gemal Benkert/Hippius werden alle Benzodiazepine durch die lipophile Struk-

tur nach oraler Aufnahme relativ rasch resorbiert.

20



1.2.4.1. Einteilung der Benzodiazepine nach Resorptionsgeschwindig-

keit gemaR Benkert/Hippius:

Schnelle Resorption:
e Diazepam hat bei oraler Gabe einen Wirkungseintritt von 30 - 90 min. HWZ
24 — 48 h.

e Flunitrazepam hat bei oraler Gabe den schnellsten Wirkeintritt aller Ben-

zodiazepine mit einer oralen Verfugbarkeit von 75 - 80%. Der maximale
Wirkungseintritt erfolgt nach 30-90 Minuten. Die HWZ betragt 10 - 30 h.

e Temazepam hat eine orale Bioverfugbarkeit von 90-100% und einem max-
imalen Wirkungseintritt von ca. 1 h. Die Halbwertszeit liegt bei 5 - 13 h.

Relativ schnelle Resorption:

e Lorazepam wird sehr rasch und fast vollstandig resorbiert mit einem max-
imalen Plasmaspiegel von 1 - 2 h und einer HWZ von 12 - 16 h.

e Bromazepam wird relativ schnell resorbiert mit einer oralen Bioverfligbar-
keit von 60 % und einem maximalen Plasmaspiegel von ca. 2 h. Die Halb-
wertszeit liegt bei 15 - 28 h.

Relativ langsame Resorption:

e Oxazepam wird relativ langsam resorbiert mit einer oralen Bioverfugbar-
keit von 80 - 90% und einem maximalen Wirkungseintritt von 1 - 3 h. Die
Halbwertszeit liegt bei 4 - 15 h.

1.2.4.2. Einteilung der Benzodiazepine nach Eliminationshalbwertzeiten

gemaR Benkert/Hippius:

Langwirksame Benzodiazepine mit seinen langwirksamen Metaboliten

dadurch bedingt Kumulationsgefahr in der Leber sind beispielsweise:

e Diazepam mit einer HWZ von 24 - 48 h mit seinem beiden
aktiven Metaboliten

e Nordiazepam mit einer HWZ von 36 - 200 h sowie

e Temazepam mit einer HWZ von 5 - 13 h als mittellangwirksamer
Metabolit
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Mittellangwirksame Benzodiazepine sind beispielsweise

e Bromazepam mit einer HWZ von 15 - 28 h sowie
e Oxazepam mit einer HWZ von 4 - 15 h

Kurzwirksame Benzodiazepine (kein aktiver Metabolit oder langsame

Wirkungsabschwachung wie

e Midazolam mit einer HWZ von 1 -5 h

1.2.5. Abhangigkeit und Entzug

Gemal dem ,Leitfaden fiur die arztliche Praxis, Medikamente — schadlicher
Gebrauch und Abhangigkeit®, herausgegeben von der Bundesarztekammer
und in der Zusammenarbeit mit der Arzneimittelkommission der deutschen
Arzteschaft von 2007 sind wie in Kapitel 2 beschrieben

Zeichen der Abhangigkeit:

¢ Konzentrations- Auffassungs- und Merkfahigkeitsstérungen

Eingeschrankte emotionale Resonanz

e Schnelle Erschopfbarkeit mit vermindertem Antrieb und Leistungsfahigkeit

e Vernachlassigung von Interessen mit intensiver gedanklicher Beschafti-
gung zur Beschaffung des Medikamentes

e Gestorter Tag-Nachtrhythmus

e Craving®, Verlangen des Suchtmittels mit stetiger Dosissteigerung

e Beschaffung tber ,Arztehopping“ oder tiber den Schwarzmarkt

Typische Entzugssymptome:

e Schlafstérungen

e Angst

e Innere Unruhe/Nervositat

e Deutliche Stimmungsschwankungen mit vornehmlich
e depressiv-gereizten Affekt

e Muskelziehen und Muskelschmerzen

e Tremor

e Kopfschmerzen
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e Ubelkeit/Appetitverlust

e Uberempfindlichkeit gegen alle Wahrnehmungsarten wie
Beruhrung, Geruch, Sehen/Licht, Horen, Schmecken

e Unterempfindlichkeit gegen Wahrnehmungen, die jedoch
seltener auftreten

e Schwitzen

e Verschwommenes Sehen

e Psychosen (selten < 10%)

e Epileptische Anfalle (< 5%)

Um Entzugssymptome zu vermeiden, dirfen Benzodiazepine nie schlagartig
abgesetzt werden wegen der Gefahr von Entzugskrampfanfallen sowie dem
seltenen jedoch lebensbedrohlichen Entzugsdelir!

Bei langerdauerndem Benzodiazepinkonsum und bei polytoxikomen Patienten
wird ein stationarer Entzug Uber mindestens vier Wochen empfohlen (S3 Leit-
linien Medikamentenbezogene Stérungen Kap. 3.2.5.2). Aufgrund der postu-
lierten vollstandigen Benzodiazepinfreiheit bei Entlassung wurde Oxazepam
mit seiner mittleren HWZ in der Suchtklinik des ZSG Stuttgart eingesetzt. Dies
verhindert zum einen kumulativen Effekt und zum anderen kann eine geziel-
tere Steuerbarkeit wahrend des Entzuges erzielt werden. Im Gegensatz dazu
werden im ambulanten Rahmen bei einem ausreichend complianten Patien-
tenklientel eher langwirksame Benzodiazepine wie beispielsweise Diazepam

eingesetzt (S3 Leitlinien Medikamentenbezogene Stérungen Kap. 3.2.5.2).

1.3. Entgiftungstherapie mit einer kontrollierten Oxazepamgabe

Nach Abgabe der Eingangsurine unter Sicht wird die oxazepamgesttitzte Ent-
giftung in der Suchtklinik des ZSG Stuttgart eingeleitet. Diese erfolgt initial
durch eine engmaschige Uberwachung der benzodiazepinassoziierten Ent-
zugssymptome mit maximal zwei- bis vierstindigen Oxazepamgaben von 15-

30 mg. Nach einigen Tagen wird die Gesamtmenge von Oxazepam ermittelt
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und den Patienten in vier Einzeldosierungen pro Tag arztlich verordnet. Ge-
mal eines definierten Oxazapamreduktionsschemas wird sukzessive

Oxazepam langsam ausgeschlichen.

1.4. Urinkontrollen

Urin:

Die Vorteile von Urin sind eine schnelle, nicht invasive Gewinnung sowie eine
langere Nachweisbarkeit von Substanzen und deren Metabolite als beispiels-
weise bei Blutproben. Zudem haben auf den Urin Alter, Geschlecht, Kérper-
gewicht, Korpergrof3e sowie die Nahrung relativ wenig Einfluss. Einen gewis-
sen Nachteil in der Urindiagnostik bieten tageszeitliche Konzentrations-
schwankungen, die mit dem zusatzlich bestimmten Urinkreatininwert partiell

ausgleichen werden konnen.

Kreatinin ist eine harnpflichtige Substanz, die relativ konstant mit einer Rate
von 1-1,5 g pro 24 Stunden ausgeschieden wird. Kreatininwerte unter 30 mg/d|
weisen auf einen stark verdinnten Urin hin und die Urinproben werden von
der Diagnostik ausgeschlossen (www. psychiatrietogo.de/2017/06/06/drogen-

screening-und-kreatinin)

1.4.1. Imnmunoassays

Als Drogen- oder Medikamenten-Screeningverfahren basieren Immunoassays
auf einer Reaktion mit der zu nachweisenden Substanz bzw. Substanzgruppe
als sogenanntes Antigen mit einem im Test vorhandenen Antikorper. Um diese
Reaktion sichtbar zu machen, kdnnen verschiedene Verfahren zum Einsatz
kommen wie der Radioimmunoassay mit einem radioaktiven Marker, mit einer
fluoreszierenden Substanz als Marker oder mit Teststreifen auf immunchemi-
scher Basis oder, wie in der vorliegenden Arbeit, mit einem Enzym-Immuno-
assay, bei dem eine enzymatische Reaktion als Marker dient. Bei allen Immu-

noassays kommt es aufgrund der limitierenden Menge des Antikdrpers, der
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mit den Benzodiazepin-Antigenen reagiert, zu einer Sattigungskurve trotz
eventuell hdherer Benzodiazepin-Konzentrationen in der Probe (Dimension

Vista System).

1.4.1.1. Gruppentest

Der immunologische Suchtest fir Benzodiazepine ist ein Gruppentest, bei
dem sich die Antikdrper gegen die Grundstruktur der Benzodiazepine richtet.
Er weist daher groRere Gruppen von Substanzen nach mit ahnlicher Grund-
struktur und ist daher nicht spezifisch. Er deckt somit ein breiteres Spektrum
von moglichen Substanzen ab. Gleichzeitig wird mit dem sogenannten Cut-
off-Wert ein festgesetzter Konzentrationswert definiert, der vom Hersteller ab-
hangig ist, ab welcher Konzentration ein positives Ergebnis angezeigt wird. In
der vorliegenden Arbeit wurde versucht Uber zeitlichen Verlaufsmessungen
eine semiquantitative Benzodiazepin-Bestimmung (Trendbeurteilung) abzulei-
ten. Dies ist bedingt moglich, in dem ein Quotient zwischen dem Signal des
Immunoassays und dem Urinkreatinin berechnet wird verbunden mit Messun-
gen Uber Kalibratoren, die eine genau definierte Benzodiazepin-Konzentratio-
nen in aufsteigenden Konzentrationen aufweisen, welche das Labor bestimmt.
Es werden so durch die Kalibratoren-Konzentrationen Standardkurven erstellt.
Dadurch kann man bedingt Riuckschlusse auf die vorhandenen Konzentratio-
nen der anderen Benzodiazepine ziehen innerhalb der zu bestimmenden un-
teren sowie oberen Bestimmungsgrenze. Aufgrund der relativ gréfieren Grup-
pensubstanzerfassung ist der Immunoassay anfallig hinsichtlich falsch positi-
ver als auch falsch negativer Ergebnissen wie auch in der Studie der Autoren
Moeller et al. ,Clinical Interpretation of Urine Drug Tests: What Clinicians Need
to Know About Urine Drug Screens” dargelegt werden konnte. Falsch positive
Werte kdnnen entstehen, wenn eine andere Substanz mit dem Antikdrper re-
agiert, der nicht in die Gruppe der Benzodiazepine gehort. Fur jeden Test exis-
tieren Herstellerhinweise fur genau definierte Substanzen mit deren Konzent-

rationsangaben, die falschlicherweise zu einem positiven Ergebnis auf Ben-
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zodiazepine fuhren kénnen. Dies wird auch als sogenannte Kreuzreaktion be-
zeichnet. Zu falsch positiven Ergebnissen kdnnen auch unspezifische Bindun-
gen und Matrixeffekte fuhren. Eine ausfuhrliche Darstellung findet sich ,Assay-
optimierung: Storeffekte bei Immunoassays erkennen und vermeiden®, Labor-
welt, 2005 — Vol. 6 der Autoren Rauch et al.. Falsch negative Ergebnisse erhalt
man auch, wenn die Konzentration der zu nachweisenden Substanz unterhalb
des herstellerdefinierten Cut-off-Wertes liegt. Zudem weisen Immunoassays
in der Regel die freien/nicht-konjugierten Formen der Benzodiazepine nach.
Benzodiazepine, die unmittelbar als Glukuronid-Konjugaten ausgeschieden
werden, wie zum Beispiel Alprazolam und Lorazepam werden daher oft nicht

erfasst, was ebenfalls zu falsch negativen Ergebnissen fuhren kann.

1.4.1.2. Einzelsubstanzen

Unter Kreuzreaktivitat versteht man die Bindung eines Antikorpers an zwei
unterschiedliche Antigene, die eine identische oder sehr ahnliche Bindungs-
stelle aufweisen, an die der Antikdrper binden kann wie unter https://de.wi-
kipedia.org/wiki/Kreuzreaktivit beschrieben. Unter den verschiedenen Ben-
zodiazepinen hat Diazepam mit 70 ng/ml eine der héchsten Affinitat sich an
den Antikdrper zu binden. Das heif3t eine Konzentration von mindestens 70
ng/ml zeigt ein positives Ergebnis an. Lorazepam hat eine viel geringere Affi-
nitat und zeigt erst bei mindestens 700 ng/ml ein positives Ergebnis an, da
Lorazepam ohne Abbauprodukte direkt zu einem Glukuronid-Konjugat meta-
bolisiert wird und im Harn ausgeschieden wird. In der Vergleichsstudie von
Peske et al. ,An Evaluation of the Diagnostic Accuracy of Liquid Chromato-
graphy-Tandem Mass Spectrometry Versus Immunoassay Drug Testing in
Pain Patients®, zeigten sich bei 28% negativen Ergebnissen auf Benzodiaze-
pine im Immunoassay positive Ergebnisse in der LC-MS/MS. Es wurde in
dieser Studie nicht untersucht, um welche Benzodiazepine es sich dabei

handelte.
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1.4.1.3. Fliissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS)

1.4.1.3.1. lonenfalle (Toxtyper)

Dieses Verfahren beinhaltet die Fllssigchromatografie (LC) zur Auftrennung
der einzelnen Substanzen mit anschlieRender massenspektrometrischer De-
tektion mittels lonenfalle (ITMS). Das Screening auf Drogen mit diesem Sys-
tem basiert auf der LC-MS n-lonenfallentechnologie und der MS n-Bibliothe-
kensuche. Es besteht aus einem Dionex TM Ultimate 3000 UHPLC (Theramo-
Fisher Scientific, TF, Dreieich, Deutschland) gekoppelt an eine lonenfalle (Bru-
ker, Bremen, Deutschland). Die Auswertung der MS-Spektren beruht auf dem
Abgleich mit Referenzspektren, die in Bibliotheken vorliegen, die entweder
vom Hersteller mitgeliefert werden, zum Beispiel ,DOAL“ = Drugs of Abuse
Library oder im Handel erhaltlich sind, wie beispielsweise MWW-Methode =
Maurer/Wissenbach/Weber. Dieses Verfahren liefert qualitative Substanz-
Nachweise, die zunachst unter der Verwendung der ,MWW-Methode“ auf-
grund der umfassenderen Bibliothek durchgefiihrt werden. Die ,DOAL-
Methode” ist flr ein gezieltes Screening der ,MWW-Methode“ Uberlegen. Zu-
dem ist das Drogenscreening mit dem Toxtyper einfacher in der Durchfiihrung,
kostengunstiger und zeitersparend im Gegensatz mit der Quadrupol-LC-MS-
Methode, die jedoch semiquantitative Ergebnisse liefert. Eine ausfuhrliche
Darstellung finden sich in der Studie ,Detection of drugs of abuse in urine using
the Bruker Toxtyper TM: Experiences in a routine clinical laboratory setting”
der Autoren Ott et al..

1.4.1.3.2. Triple-Quadrupol

Dies ist ein analytisches Verfahren, welches ebenfalls aus zwei nacheinander
geschalteten Verfahren besteht. Zunachst werden in der Hochdruck-Flussig-
keitschromatografie verschiedenen Substanzen getrennt. Danach erfolgt eine
Messung mit einem Quadrupol-Massenspektrometer, auch Tandem-Massen-

spektrometer genannt. Das Gerat besteht aus drei Quadrupolen. Der erste und
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dritte Quadrupol sind Analysatoren, der zweite Quadrupol ist eine Stosszelle,
in der eine Fragmentierung der Molekile stattfindet. Zunachst werden die Mo-
leklle ionisiert und im ersten Quadrupol entsprechend ihres Masse-zu-La-
dung-Verhaltnisses (m/z) getrennt. Anschlielfend werden diese lonen in der
StoRkammer fragmentiert. Die fragmentierten lonen werden im dritten Quadru-
pol detektiert. Die Auswertung erfolgt hierbei Uber die Flache des Massensig-
nals der Einzelsubstanzen durch eine spezielle Software und stellt somit ein
semiquantitatives Verfahren dar, da das Messsignal nicht auf einen Kalibrator

bezogen wird.

2. Fragestellung

Die parallele Untersuchung von Urinen mittels Immunoassay und LC-MS sollte
dazu dienen, um zu klaren, ob sich die Compliance der Patienten bei einer
oxazepamgestutzten Entgiftungstherapie in Urinproben mit einem immunche-
mischen Benzodiazepingruppentest wegen der zu erwartenden Kreuzreaktivi-
taten verfolgen lasst. Darlber hinaus sollte mit einem LC-MS-Screening-
Verfahren der Beikonsum anderer Benzodiazepine und Substanzen vor der

Therapie geprift werden.

3. Patienten und Methoden

1.2 Patientenkollektiv

Untersucht wurde ein Kollektiv von insgesamt 33 Patienten im Alter zwischen
22 und 51 Jahren, die im Klinikum Stuttgart im Jahr 2015 Gber einen Zeitraum
von anderthalb Jahren stationar zur Entgiftung behandelt wurden. Davon wa-

ren 27 mannlich, entspricht 82%, und sechs weiblich, entspricht 18%. Alle hat-

ten die Diagnose einer Polytoxikomanie.
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1.3 Therapieregime

Es erfolgte nach Erhalt der Eingangsurine die oxazepamgestitzte Benzodia-
zepinentgiftung gemal des standardisierten Alkoholentzugssymptombogens
(AESB), Alkoholentzugsskala gemals CIWA-Ar (Clinical Institute Withdrawal
Assessment for Alcohol), Stuppaeck et al., welcher die folgenden Symptome

mit ihrer Schwere in einem Punktesystem berucksichtigt:

e Blutdruck
e Ruhepuls
e Tremor

e Schwitzen

e Ubelkeit/Erbrechen/Durchfall

e Angstlichkeit/Nervositat

e Psychomotorische Unruhe

e Orientierung

e Trugwahrnehmungen/Halluzinationen

e Krampfanfalle

Die Symptomatik wurde alle zwei bis vier Stunden Uber maximal drei Tage
abgefragt, dokumentiert und je nach Punktzahl der Symptomatik wurden 15 —
30 mg Oxazepam verordnet. Nach diesem Zeitraum konnte die Summe der
notwendigen Oxazepamdosis als Festmedikation ermittelt werden. Die maxi-
mal verordnete Tagesdosis bestand aus 4 x 30 mg taglich. AnschlieRend

wurde Oxazepam langsam in Schritten von 15 mg pro Tag ausgeschlichen.

3.3. Probensammlung
Urinproben wurden fur die Routineliberwachung der oxazepamgestitzten Ent-

giftung im Zentrallabor der Klinikums Stuttgart taggleich untersucht. Die Pro-

ben wurden fur 14 Tage bei 4°C archiviert fur eventuelle Kontroll- und Nach-
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untersuchungen. Die Urinkontrollen wurden jeweils vor Einleitung der medika-
mentdsen Therapie morgens von den Patienten unter Sichtkontrolle abgege-
ben. Insgesamt wurden von den 33 Patienten 143 Urinproben untersucht. Die
Proben wurden nicht fur wissenschaftliche Fragestellungen gesammelt, son-
dern ausschlielich zur Therapiekontrolle. Die Patienten waren alle Uber die
Urinkontrollen informiert und haben diesen im Behandlungsvertrag zuge-
stimmt.

Die Ethikkommission der Universitat Tubingen hat der Untersuchung mit dem
Zeichen 536/2017B0O2 zugestimmt.

3.4. Messmethoden

3.4.1. Immunchemischer Gruppentest

Die immunchemischen Untersuchungen wurden mit dem Dimension Vista
System von Siemens (Eschborn, Deutschland) und einem Syva Emit (Enzyme

multiple immunoassay technique)-Test durchgeflhrt.

Dieser immunologische Test ist fur die in vitro qualitative und semiquantitative
Benzodiazepinbestimmung geeignet. Er bietet lediglich ein vorlaufiges Ergeb-
nis und sollte vor allem bei positivem Ergebnis durch alternative Verfahren wie
Gas-/Flussigkeitschromatografie Massenspektrometrie bestatigt werden. Bei
den Urinproben wurde eine enzymatische Hydrolyse mittels Beta-Glukuro-
nidase vor der Reaktion mit dem Antikdrper durchgefuhrt, um die Empfindlich-

keit der Methode zu steigern.

Der verwendete Syva Emit |l Plus Benzodiazepine Assay ist ein homogenes
Enzym-Immunoassay-Verfahren, der zur Analyse spezifischer Verbindungen
im menschlichen Urin verwendet wird. Dieser Assay basiert auf der Konkur-
renz zwischen der Substanz in der Urinprobe und der mit dem Enzym Glucose-

6-Phosphat-Dehydrognenase (G-6-P-DH) markierten Substanz um die Anti-
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korper-Bindungsstelle. Die Enzymaktivitat nimmt bei der Bindung an den Anti-
korper ab, so dass die Substanz-Konzentration in der Urinprobe anhand der
Enzymaktivitat gemessen werden kann. Das aktive Enzym (G-6-P-DH) wan-
delt das Coenzym Nicotin-Adenin-Dinukleotid (NAD) in NADH um, was zu ei-
ner Absorptionsanderung fuhrt, welche spektrometrisch gemessen wird. Das
Enzym G-6-P-DH in der Probe interagiert nicht, da das Coenzym NAD nur mit
dem im Assay verwendeten Enzym des Milchsaure-Bakteriums, Leuconostoc

mesenteroides, reagiert.

Testdurchfuhrung:

Urinprobe: 4 pl

Reagenz 1 (AK, NAD+ und Glukose-6-Phosphat): 98 pl

Reagenz 2 (Glukose-6-Dehydrognease-Konjugat): 42 pl

Temperatur: 37 °C

Reaktionszeit: 5,3 min

Wellenlange: 340 und 600 nm

Kalibrierung: Der Test ist auf Lormetazepam kalibriert und ergibt ein semi-
quantitatives Messergebnis fur alle anderen Benzodiazepine, die kreuzreagie-
ren. Es werden folgende Konzentrationen verwendet.

e 0 ng/ml Lormetazepam

e 100 ng/ml Lormetazepam

e 200 ng/ml Lormetazepam als Cut-off-Wert

e 300 ng/ml Lormetazepam

e 1000 ng/ml Lormetazepam

Ergebnisse:

Ein positives oder negatives Ergebnis flr Benzodiazepine wird in Verhaltnis
gesetzt zum Cut-off-Wert (hier 200 ng/ml). Ein positives Ergebnis wird so in-
terpretiert, dass es wahrscheinlich Benzodiazepine enthalt. Ein negatives Er-
gebnis weist daraufhin, dass in der Probe entweder keine Benzodiazepine ent-
halten sind, Benzodiazepine nicht mit dem Antikorper reagieren oder die Kon-
zentrationen der Benzodiazepine unter dem Cut-off-Wert liegen.
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Analytische Spezifitat:
Verschiedene Benzodiazepin-Verbindungen und deren Metabolite wurden in
dem Test auf Kreuzreaktivitat getestet. Die nachstehend aufgelisteten Kon-

zentrationen sind die niedrigsten Konzentrationen, die positive Ergebnisse er-

zielen:

e Diazepam 70 ng/ml
e Oxazepam 250 ng/ml
e Temazepam 140 ng/ml
e Nordiazepam 110 ng/ml
e Lorazepam 600 ng/ml
e Bromazepam 630 ng/ml
e Alprazolam 65 ng/ml
e Flunitrazepam 140 ng/ml
e Clonazepam 380 ng/ml

3.4.2. Qualitative Analyse von Medikamenten und Drogen im Urin mittels
Flissigchromatographie und massenspektrometrischer Detektion mit ei-

ner Toxtyper lonenfalle

Testprinzip: Nach erfolgter Vorbereitung der Proben mittels einer Acetonitril-
Prazipitation werden die Analyten flissigchromatografisch aufgetrennt und
mittels lonenfallen-Massenspektrometrie detektiert. Die Identifikation findet
durch Vergleich mit den Referenzspektren in elektronischen Bibliotheken statt.
Bei den Urinproben wurde eine enzymatische Hydrolyse mittels Beta-Glukur-
onidase vor der Extraktion durchgefuhrt, um die Empfindlichkeit der Methode

zu steigern.
Interpretation: Ein positives Ergebnis entspricht die Nachweisbarkeit des je-

weiligen Analyten in der Probe ohne spezifische Cut-offs. Es ist zu berlcksich-

tigen, dass es sich bei der Methode um eine Screening-Methode handelt, die
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als solche einen Kompromiss zwischen Nachweisempfindlichkeit einerseits
und der Erfassung maoglichst vieler Arznei- und Suchtstoffe sowie deren Meta-
bolite (hier zusatzliche Substanzen in den Eingangsurinen) anderseits dar-

stellt.

Messsystem: ITMS: amaZon speed Toxtyper
LC: Dionex Ultimate 3000 UHPLC
Messbereich: 70-800 m/z

Reagenzien:

e Mobile Phase A (2 L): 252,2 mg Ammoniumformiat + 1978 ml Wasser +
2 ml konzentrierte Ameisensaure + 20 ml Acetonitril

e Mobile Phase B (2,5 L): 27,5 ml Acetonitril + 25 ml Ammoniumformiatl6-
sung + 2,5ml konzentrierte Ameisensaure

¢ 0,1 mol/L Phosphatpuffer pH5

e Beta-Glukuronidase Arbeitsldsung

e Interner Standard (IS, 100 ng/ml Diazepam-D5)

e Blank Probe (99%A/ 1%B): 49,5 mL Mobile Phase A + 0,5 mL Phase B

e Toxtyper QC-Probe

e Stocklésung 1 (Benzoylecgonin, Methadon und Sufentanil, Amphetamin,
Acetylcodein, Nordiazepam und Diazepam)

e Stockldsung 2: (Pregabalin, Tmg/mL)

Kalibration:

e Pregabalin: Kalibrator 1 (0,5 mg/L) und Kalibrator 2 (10 mg/L)

e Interne Qualitatskontrolle

Positiv-Kontrollen, taglich: Tabelle 1: Endkonzentrationen der Positivkontrollen
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Analyt Konzentration [ug/l]
Amphetamin 250,00
Benzoylecgonin 50,00

Acetylcodein 40,00

Methadon 6,25

Sufentanil 20,00
Nordiazepam 200,00

Diazepam 100,00

Pregabalin 1500

Fur den Nachweis von Cannabis im Urin wurde Liquichek ™ Urine Toxicology
Control, Level C3, (Hersteller BioRad) als positiv Kontrolle benutzt.

Negativkontrolle: Taglich (Negativurin selbst ,hergestellt”)

Analytik:

Patientenurine und Kontrollen unterliegen vor der Extraktion einem Hydrolyse-
schritt. Dieser erfolgte durch Zugabe von jeweils 100 ul Patientenurin, Kontrol-
len sowie Pregabalin-Kalibratoren mit 10 pl einer Beta-Glukuronidase-Ldsung.
Danach erfolgt die Urin Extraktion mit jeweils 100 ul der hydrolisierten Probe
sowie 100 pl der Kontrollen mit jeweils 125 pl der Internen Standard-Losung
mit anschlieRender Zentrifugation. 200 ul der Uberstande der Gemische wur-
den mit 800 ul der Mobilen Phase A in HPLC-Vials ohne Inlay gegeben und

nach ausreichender Mischung zur Injektion verwendet.

LC-ITMS:

Mobile Phase: Mobile Phase A und B
Flow: 0,5 mL/min
Injektionsvolumen: 25 ul

Massenbereich: 70— 800 m/z

Die Analyten wurden flissigchromatografisch aufgetrennt und mittels lonen-
fallen-Massenspektrometrie (Auto MSn (MS2 bzw. MS3) detektiert.
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Die Interpretation der aufgezeichneten Massenspektren basiert auf dem Grad
der Ubereinstimmungen mit den entsprechenden Referenzspektren, die in der
jeweiligen Bibliothek hinterlegt sind. Die erste Auswertung der Massenspek-
tren erfolgte Uber die Referenzspektren- Bibliothek von ,MWW*, Maurer/Wis-
senbach/Weber, welche im Handel erhaltlich ist. Bei Unstimmigkeiten zwi-
schen dem Ergebnis des immunchemischen Screenings und der Auswertung
mit der MWW-Bibliothek erfolgt eine zweite Auswertung mit der ,DOA-
Bibliothek®, Drugs Of Abuse (Library), welche vom Hersteller bezogen wird.
Die Nachweisgrenzen wurden im Labor ermittelt und sind in Tabelle 2 darge-
stellt:

Tabelle 2: Nachweisgrenzen

Analyt: MWW [ug/L] DOA [ug/L]
Pregabalin 500 200
Amphetamin 200 50
Benzoylecnin 5 5
Acetylcodein 10 5
Buprenorphin 100 5
Methadon 5 5
Sufentanil 5 5
Nordiazepam 50 5
THC-COOH 10

3.4.3. Semiquantitative Analyse von Benzodiazepinen im Urin mittels
Triple-Quadrupol-Massenspektrometrie

Messsystem: Waters H-Class UPLC/Micromass TQD oder XEVO TQD

Testprinzip: Nach erfolgter Vorbereitung der Proben mittels Acetonitril-Prazi-
pitation der Proteine und Zentrifugation werden die Analyten im wassrigen
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Uberstand chromatografisch aufgetrennt und nach Messung ihrer Massen-

Ubergangssignale Uber die Signalflache quantifiziert. Es kommen vier deute-

rierte interne Standards zum Einsatz. Folgende Massenubergange wurden be-

nutzt (Ubergang Nr. 1 ist der Quantifier, Nr. 2 ist der Qualifier):

Tabelle 3: Messung der Analyten gemal ihrer Massenubergangssignale:

Midazolam 1

326,10 = 291,05 m/z

Midazolam 2

326,10 - 249,06 m/z

1-OH-Midazolam 1

342,17 - 203,05 m/z

1-OH-Midazolam 2

342,17 - 168,02 m/z

Diazepam1

285,07 - 193,07 m/z

Diazepam 2

285,07 - 154,07 m/z

Nordiazepam 1

271,09 - 140,03 m/z

Nordiazepam 2

271,09 - 165,06 m/z

Oxazepam 1

287,09 - 241,05 m/z

Oxazepam 2

287,09 - 104,09 m/z

Temazepam 1

301,07 - 255,09 m/z

Temazepam 2

301,07 > 177,08 m/z

Clobazam 1

301,07 - 259,06 m/z

Clobazam 2

301,07 - 224,02 m/z

Norclobazam 1

287,04 > 209,99 m/z

Norclobazam 2

287,04 > 245,03 m/z

Bromazepam 1

316,10 > 182,06 m/z

Bromazepam 2

316,10 = 209,04 m/z

Flurazepam 1

388,16 > 315,07 m/z

Flurazepam 2

388,16 > 100,12 m/z

Nitrazepam 1

282,14 > 236,10 m/z

Nitrazepam 2

282,14 > 180,07 m/z

Flunitrazepam 1

314,14 > 268,11 m/z

Flunitrazepam 2

314,14 > 239,12 m/z

7-Amino-Flunitrazepam 1

284,14 226,33 m/z

7-Amino-Flunitrazepam 2

284,14 - 135,08 m/z

Clonazepam 1

315,98 - 270,13 m/z

Clonazepam 2

315,98 2 214,17 m/z

Lorazepam 1

320,97 > 275,13 m/z

Lorazepam 2

320,97 - 229,17 m/z
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Midazolam-Da4

330,17 295,11 m/z

Diazepam-Ds

290,10 - 198,05 m/z

Flunitrazepam-D~

321,04 - 275,20 m/z

Clobazepam-Ds

306,10 = 229,11 m/z

Nordiazepam-Ds

276,00 > 140,14 m/z

Tabelle 4. Messbereiche der jeweiligen Benzodiazepine:

Midazolam 5-1300 ugl/l
1-OH-Midazolam 8 — 2000 g/l
Diazepam 12 — 3000 pg/l
Nordiazepam 8 — 1900 g/l
Oxazepam 13 — 3200 pg/l
Temazepam 6 — 1500 ug/l
Clobazapam 5-1100 ugl/l
Bromazepam 2- 450 ug/l
Lorazepam 2 —500 pugl/l
Clonazepam 0,7 — 160 ug/l
Flunitrazepam 0,2 — 36 ug/l
Nitrazepam 0,8— 200 ug/l
Reagenzien:

e Midazolam-D4 Stammldsung

e Flunitrazepam-D7 Stammldsung
e Diazepam-Ds Stammlésung

¢ Nordiazepam-Ds-Stammldsung
¢ Clobazam-Ds Stammlésung

e Fentanyl-Ds Stammlésung

¢ Interner-Standard-Mix bestehend aus den Stammlésungen
e Kaliumdihydrogenphosphat 1 M
e 0,1 M Phosphatpuffer mit 5 pH
¢ Beta-Glukoronidase-Losung

e Mobile Phase A

e Mobile Phase B
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Kalibration:

entfallt, da es sich hier um eine qualitative Methode handelt.

Interne Qualitatskontrolle:

Kontrolle negativ: Urin eines Probanden, der keine Benzodiazepine ent-
halt.

Kontrolle positiv: Es wurde die Benzodiazepine HR Level || Serum Kon-

trolle (vom Hersteller Chromsystems) als Kontrollmaterial benutzt.

Durchfiihrung der Analytik:

Probenaufbereitung:

Enzymatische Hydrolyse: 500 ul Patientenurin werden mit 50 pl Beta-Glukur-
onidase-L6sung gemischt und 20 min. bei 60 Grad inkubiert.

50 pl hydrolysierte Probe oder Kontrolle (Hydrolyse war nicht notwendig) + 125
Ml Interner Standard-Mix werden 30 Sek. mit einem Vortexmischer gemischt
und danach 5 min bei 14000 U/min zentrifugiert. Davon werden 100 pl Uber-
stand in Flaschchen ohne Inlay pipettiert und mit 1 ml Phasenmix A/B (A 85%,
B15%) versetzt, gemischt und 30 pl injiziert.

HPL-Chromatographie:

Mobile Phase mit Psychopharmaka Phase A und B

e Als Trennsaule kam MZ-Aqua Perfect-C18-Saule (MZ-Analysentechnik,
Mainz) zum Einsatz

e Der Flow betrug 0,6 ml/min

e Die Temperatur lag bei 45°C

e Das Injektionsvolumina waren 20 pl (Hirntod-MS-Methode) und 30 pl

(Benzodiazepine Methode)

Massenspektrometrie:

e Die lonisierung erfolgte mittels Elektrospray

e Die Auswertung der Messignale erfolgt mit der TargetLynx-Software (Wa-
ters)

38



3.4.4. Kreatininbestimmung und Quotient zum Signal der Benzodiazepin-

methoden

Das Urinkreatinin wurde enzymatisch mit dem Vista Clinical Chemistry Analy-
zer (Siemens Healthcare) bestimmt. Das Signal im Immunoassay wurde
durch den jeweiligen Urin-Kreatininwert in der Probe dividiert, um Diurese-
schwankungen zu kompensieren. Das gleiche Vorgehen erfolgte mit den Sig-
nalen aus dem LC-MS-Verfahren. Verdinnte Urinproben mit einem Kreatinin-

wert < 30 mg/ wurden nicht in die Auswertung aufgenommen.

3.5. Darstellung der Daten und statistische Auswertung

Die Daten wurden uberwiegend deskriptiv ausgewertet. Untersucht wurde eine
Ubereinstimmung zwischen dem Immunoassay als Screening Methode und
dem LC-MS/MS-Verfahren, Tandem-MS-Verfahren, als Bestatigungsverfah-
ren zur Trendbeurteilung der Compliance wahrend einer qualifizierten oxa-
zepamgestitzten Benzodiazepin-Entgiftungsbehandlung. So wurden insge-
samt 143 Urinproben gleichzeitig mit dem Immunoassay-Verfahren als auch
mit dem LC-MS-Verfahren taggleich eines jeden Patienten untersucht. Fur das
semiquantitative LC-MS-Verfahren wurden sowohl das Summensignal aller
Benzodiazepine in der Probe als auch das Signal der einzelnen Benzodiaze-
pine ausgewertet. Die Ergebnisse werden als Mittelwerte fir das Gesamtkol-
lektiv und fur jeden Patienten individuell grafisch im Zeitverlauf dargestellt. Das
semiquantitative Signal aus beiden Methoden ist immer auf das Kreatinin in
den Urinproben normalisiert. Die Messzeitpunkte im Verlauf der einzelnen Pa-
tienten variierten. In einer weiteren Untersuchung wurde der Quotient der Sig-
nalhéhe Gesamt-LC-MS (Signal aller Benzodiazepine) zu der Signalhdhe des
Immunoassays mit dem Quotienten der Signalhdhe der spezifischen Oxa-
zepam-LC-MS und der Signalhdhe des Immunoassays verglichen. Dies dient
der Darstellung der Kreuzreaktivitat im Immunoassay, da die beiden Quotien-
ten bei alleinigem Vorliegen von Oxazepam in der Probe identisch sein mis-

sen.
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Dartber hinaus wurden die Mediane der Signale im Immunoassay und der
kumulierten LC-MS Signale, dies entspricht aller Benzodiazepin-Signale, die
in dem LC-MS-Verfahren qualitativ detektiert wurden, sowie der Oxazepam-
LC-MS-Signale gegenubergestellt. Gruppen wurden flr gepaarte Stichproben
mit dem Wilcoxon-Test verglichen. Das Signifikanzniveau zur Ablehnung der

Nullhypothese wurde auf 0,05 festgelegt.

Eine Methodenvergleich zwischen dem Immunoassay und der LC-MS wurde
mit den semiquantitativen Daten und dem Passing & Bablok-Verfahren durch-
gefuhrt. Das Verfahren nach Passing & Bablok ist ein lineares Regressions-
verfahren ohne besondere Voraussetzungen bezuglich der Verteilung der
Stichproben und der Messfehler. Das Passing & Bablok-Verfahren sollte nur
auf Variablen angewendet werden, die eine lineare Beziehung haben und

hoch miteinander korrelieren.

Es wurde aulRerdem der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman errech-
net. Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (rs) ist das Mal} des Zu-
sammenhanges zwischen zwei qualitativen Variablen. Dieser kann Werte zwi-
schen -1 und +1 einnehmen. Liegt der Wert bei 0 besteht keinerlei Zusammen-
hang.

Interpretation des Korrelationskoeffizienten:

0,0 <rs < 0,2 - kein bis geringer Zusammenhang

0,2 <rs < 0,5 > schwacher bis maRiger Zusammenhang

0,5 <rs < 0,8 > deutlicher Zusammenhang

0,8 <rs < 1,0 = hoher bis perfekter Zusammenhang
Cave: Einheitliche Richtlinien zur Bewertung des Rangkorrelationskoeffizien-

ten nach Spearman (rs) gibt es in der Literatur nicht. Die obige Einteilung ist

als flielRend zu bewerten und eher den Sachbezug einbeziehend.
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Alle statistischen Auswertungen wurden mit der Software MedCalc (Oostende,
Belgien) vorgenommen. Gruppenvergleiche wurde mit dem Mann-Whitney-U-
Test durchgefuhrt, ein p-Wert < 0,05 galt als signifikant.

4. Ergebnisse

4.1. Darstellung des polytoxikomanes Patientenkollektiv

4.1.1. Somatische Komorbiditaten

Eine Hepatitis C war bei 24 Patienten, entspricht 72%, bekannt. Kein Patient
erhielt zum damaligen Zeitpunkt eine spezifische Hepatitis C Behandlung.
Zwei Patienten waren Trager des HIV, entspricht 6%. Einer davon war mit ei-

ner antiretroviralen Medikation eingestellt (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Somatische Erkrankungen

Patient Alter Geschlecht Diagnose Somatische Erkrankung

P1 131 M Polytoxikomanie Hepatitis C

P2 30 M Polytoxikomanie Hepatitis C

P3 30 w Polytoxikomanie Hepatitis C

P4 25 M Polytoxikomanie Hepatitis C

P5 38 M Polytoxikomanie Hepatitis C

P6 26 M Polytoxikomanie keine bekannt

P7 24 M Polytoxikomanie Arterielle Hypertonie
P8 36 M Polytoxikomanie Hepatitis C

P9 29 w Polytoxikomanie Hepatitis C

P10 22 M Polytoxikomanie nicht bekannt

P11 24 M Polytoxikomanie nicht bekannt

P12 38 M Polytoxikomanie Hepatitis C

P13 47 M Polytoxikomanie Hepatitis C

P14 39 w Polytoxikomanie Hepatitis C

P15 35 M Polytoxikomanie nicht bekannt

P16 46 M Polytoxikomanie Hepatitis C

P17 31 M Polytoxikomanie Hepatitis C

P18 24 M Polytoxikomanie nicht bekannt

P19 37 M Polytoxikomanie Hepatitis C
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P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P29
P30
P31
P32
P33

38
32
45
43
44
43
29
39
28
41
55
40
34
32

S sz =z=z=zs=zz=z=zzzx

Polytoxikomanie
Polytoxikomanie
Polytoxikomanie
Polytoxikomanie
Polytoxikomanie
Polytoxikomanie
Polytoxikomanie

Polytoxikomanie
Polytoxikomanie

Polytoxikomanie
Polytoxikomanie
Polytoxikomanie
Polytoxikomanie

Polytoxikomanie

Hepatitis C
Hepatitis C
Hepatitis C/HIV
Hepatitis C
Hepatitis C
Hepatitis C
Hepatitis C
nicht bekannt
Hepatitis C
Hepatitis C/HIV
Hepatitis C
Hepatitis C
Hepatitis C

nicht bekannt

4.1.2. Laborparameter

16 Patienten, entspricht 48%, zeigten im Routine-Aufnahmelabor erhéhte Le-
berwerte, entweder Erhéhung der GGT und/oder der GPT (ALT). Bei zwolf

Patienten davon war eine Hepatitis C bekannt. Ein Patient, P 5, zeigte einen

leicht erhdhten Kreatininwert von 1,4 mg/dl sowie eine leicht erniedrigte GFR

von 57 ml/min im Aufnahmelabor, beide Parameter haben keinen Einfluss auf

den Metabolismus und Ausscheidung von Benzodiazepinen. Bei zwei Patien-

ten erfolgten keinerlei Laboruntersuchungen. Bei zwei weiteren Patienten wur-

den keine Kreatininwerte bestimmt. (Tabelle 7).

Tabelle 6: Leber- und Nierenwerte im Eingangslabor

Patient ALT (<45U/1) GGT (<55 U/l) Kreatinin (0,6-
1,2 mg/dl)

P1 148 92 0,8

P2 27 42 0,7

P3 46 28 0,7

P4 67 42 1

P5 30 12 1,4

P6 27 78 0,9

P7 53 16 1,1
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P8 23 23 1

P9 31 14 0,7
P10 49 38 0,9

P11 37 31 1,1

P12 73 22 0,7
P13 19 31 0,8
P14 19 29 0,7
P15 17 50 0,8
P16 120 228 0,7
P17 65 54 kein Wert
P18 27 41 0,9
P19 40 34 0,8
P20 376 112 0,8

P21 202 43 0,7
P22 kein Wert kein Wert kein Wert
P23 98 62 1

P24 70 39 0,9
P25 38 32 kein Wert
P26 253 148 0,9
P27 30 40 0,7
P28 23 52 0,8
P29 kein Wert kein Wert kein Wert
P30 49 55 1

P31 121 1094 0,9
P32 106 113 0,7
P33 120 68 0,7

4.1.3. Psychiatrische Komorbiditaten

Bei zwdlf Patienten (36%) bestand zusatzlich eine vordiagnostizierte psychiat-
rische Komorbiditat. Davon war die rezidivierend depressive Stdérung bei acht
Patienten (66%) die haufigste vordiagnostizierte Komorbiditat, gefolgt von den
Diagnosen einer emotional instabilen Personlichkeit vom Borderline-Typ bei
zwei Patienten. Eine Panikstorung lag bei einem Patienten vor. Eine Paniksto-
rung sowie ADHS und eine paranoid-halluzinatorische Psychose waren bei

jeweils einem Patienten vorhanden. Bei zwei Patienten lagen psychiatrische
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Doppeldiagnosen vor, namlich eine rezidivierend depressive Stérung sowie

ADHS und eine rezidivierend depressive Stérung und Panikstérung.

Vier Patienten mit einer vordiagnostizierten depressiven Storung wurden je-

weils von ihren Substitutionsarzten mit einer antidepressiven Medikation be-

stehend aus Mirtazapin und Citalopram vorbehandelt. Ein Patient erhielt auf-

grund der paranoid-halluzinatorische Psychose das Antipsychotikum Olan-

zapin (siehe Tabelle 8).

Tabelle 7: Psychiatrische Komorbiditaten

Patient
P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9
P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25

Psychiatrische Komorbiditat/-en und Vormedikation

nicht bekannt

Rezidivierend depressive Stérung, ADHS; keine Medikation
nicht bekannt

nicht bekannt

nicht bekannt

Paranoid-halluzinatorische Psychose; Olanzapin

nicht bekannt. Arterielle Hypertonie, Ramipril

Rezidivierend depressive Stérung

Emotional instabile Persdnlichkeit vom Borderline-Typ
nicht bekannt

nicht bekannt

nicht bekannt

Rezidivierend depressive Stérung; keine Medikation
Emotional instabile Personlichkeit vom Borderline-Typ; Mirtazapir
nicht bekannt

nicht bekannt

Rezidivierend depressive Stérung und Panikstérung
nicht bekannt

nicht bekannt

nicht bekannt

Rezidivierend depressive Stérung; Citalopram
Rezidivierend depressive Stoérung;

Nicht bekannt

nicht bekannt

nicht bekannt
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P26 Nicht bekannt

P27 Rezidivierend depressive Stérung; Mirtazapin
P28 nicht bekannt

P29 Angst und Depression, gemischt

P30 nicht bekannt

P31 nicht bekannt

P32 nicht bekannt

P33 Rezidivierend depressive Stérung; Citalopram

4.2. Zeitpunkte der Probensammlung und Anzahl der Patienten

Bei allen 33 Patienten erfolgte eine initiale Urinsammlung zur Benzodiazepin-
Messung mit dem Immunoassay und dem LC-MS-Verfahren fir Benzodiaze-
pine sowie fur das Drogenscreening mit dem Toxtyper. Bei allen 33 Patienten
konnte eine zweite Urinsammlung und Messung durchgefuhrt werden. Bei 27
Patienten konnte eine dritte Urinsammlung und Messung durchgefihrt wer-
den. Bei 19 Patienten konnte eine vierte Urinsammlung und Messung erfolgen,
bei 13 Patienten erfolgte eine funfte Urinsammlung und Messung, bei sechs
Patienten eine sechste Urinsammlung und Messung, bei vier Patienten, nam-
lich bei P 8, P 15, P 27 und P 31, eine siebte Urinsammlung und Messung, bei
zwei Patienten, bei P15 sowie P 31, eine achte Urinsammlung und Messung
und bei P 31 eine neunte Urinsammlung und Messung. Die Abstande zwi-
schen den Urinsammlungen variierten jedoch stark bei den individuellen Pati-
enten. So fand z.B. eine dritte Messung, bei einem Patienten am fiinften Tag
statt, bei einem anderen Patienten fand die dritte Messung jedoch erst am 18.
Tag statt (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Anzahl und Zeitpunkte der Urinsammlung, Anzahl der Patienten

und durchgeflihrte Messungen zu den jeweiligen Zeitpunkten

4.3. Zusatzliche Substanzen in den Eingangsurinen

25 Patienten, entspricht 76%, befanden sich in ambulanter Substitution und
wurden Uber den Substitutionsarzt stationar eingewiesen. 20 Patienten hatten
in den Eingangsurinen positive Befunde auf Methadon, davon befanden sich
18 Patienten in Substitution. Bei zehn Patienten fand sich Buprenorphin, da-
von befanden sich sieben Patienten in Substitutionsbehandlung. Bei 22 Pati-
enten fand sich Pregabalin, davon befanden sich 18 Patienten in Substitution.
In diesem substituierten Patientenkollektiv war Pregabalin die zweit haufigste
Beikonsumsubstanz nach den Benzodiazepinen. Sogenanntes ,Strassenhe-
roin“, welches aus Diacetylmorphin, 6-Acetylcodein und deren Abbauprodukte
wie 6-Acetylmorphin, Morphin sowie Codein und den Begleitsubstanzen wie
unter anderen Noscapin und Mekonin besteht, fanden sich bei neun Patienten,
davon waren acht Patienten substituiert. Bei weiteren acht Patienten zeigten
sich positive Befunde auf Cannabis, davon befanden sich sechs Patienten in
Substitutionsbehandlung. Bei sieben Patienten fanden sich Kokain/Ampheta-

mine, davon waren sechs Patienten subsituiert. Bei drei Patienten zeigten sich
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positive Ethanolwerte im Urin, alle drei befanden sich Substitution (siehe Ta-

belle 9).

Tabelle 9: Zusatzliche Substanzen OHNE Benzodiazepine in den Eingangsu-

rinen mit ambulant arztlich verordneter Medikation

Patient
P1
P2
P3
P4
P5
P6

P7
P8
P9
P10

P11
P12

P13
P14
P15

P16
P17
P18
P19
P20
P21

P22
P23
P24
P25

Zusatzliche Substanzen im Aufnahme Drogenurinscreening
Methadon, Codein, 6-Acetmorphin, Morphin, Pregabalin (substituiert)
Methadon, Cannabis, Ethanol 1,54 g/l (substituiert)

Methadon, Promethazin, Pregabalin (nicht substituiert)

Methadon, Morphin, Promethazin, Pregabalin (substituiert)
Buprenorphin, Pregabalin, Promethazin (nicht substituiert)
Methadon, Amphetamine, MDMA, MDA, Cannabis, Olanzapin
(nicht substituiert)

Ramipril (nicht substituiert)

Methadon, Buprenorphin, Cannabis, Mirtazapin (substituiert)
Methadon, Pregabalin (substituiert)

Methadon, Codein, Morphin, Amphetamin, MDMA, Kokain,
Pregabalin (substituiert)

Buprenorphin, Pregabalin (nicht substituiert)

Buprenorphin, Pregabalin, Codein, 6-Acetmorphin, Morphin, Mekonin
(substituiert)

Methadon, Kokain, Amphetamin, Pregabalin (substituiert)
Methadon, Codein, Morphin, Mirtazapin (substituiert)

Methadon, Codein, Morphin, Pregabalin, Cannabis, Ethanol 1,37 g/l
(substituiert)

Buprenorphin, Cannabis, Pregabalin (substituiert)

Opiate, Pregabalin (nicht substituiert)

Methadon (substituiert)

Opiate, Pregabalin, Cannabis (nicht substituiert)

Codein, 6-Acetmorphin, Morphin, Mekonin, Noscapin (nicht substituiert)
Methadon, Codein, 6-Acetmorphin, Morphin, Pregabalin, Kokain,
Citalopram (substituiert)

Buprenorphin, Pregabalin, Kokain, Cannabis (substituiert)
Methadon, Doxepin, Pregabalin (substituiert)

Buprenorphin, Pregabalin, Kokain (substituiert)

Methadon (substituiert)
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P26 Methadon, 6-Acetmorhin, Morphin, Kokain, Meth-Amphetamin, MDMA,
Mirtazapin, Citalopram (subsituiert)

P27 Methadon, Mirtazapin (substituiert)

P28 Methadon, Morphin, Mekonin, Pregabalin (substituiert)

P29 Methadon, Cannabis, Pregabalin (substituiert)

P30 Buprenorphin, Trimipramin, Pregabalin (substituiert)

P31 Buprenorphin, Pregabalin, Ethanol 0,74 g/l (substituiert)

P32 Buprenorphin, Pregabalin (substituiert)

P33 Methadon, Pregabalin, Escitalopram (substituiert)

4.4. Benzodiazepin-Beigebrauch im Eingangsscreening

Im folgenden Diagramm (Abbildung 3) sind die einzelnen Benzodiazepine in
den Eingangsurinen bei den jeweiligen Patienten dargestellt. So fanden sich
bei 32 Patienten in den Eingangsurinen mit der LC-MS-Messung ein positiver
Befund auf Oxazepam, bei 29 Patienten ein positiver Befund auf Diazepam,
bei 24 Patienten ein positives Ergebnis auf Nordiazepam, bei 31 Patienten
zeigten sich positive Werte auf Temazepam, bei jeweils zwei Patienten posi-
tive Werte auf Alprazolam sowie Bromazepam. Lorazepam liel3 sich bei sechs
Patienten nachweisen und auf Flunitrazepam wurde ein Patient positiv getes-
tet. Zu diesem Zeitpunkt war noch kein Patient im Rahmen des Programms

therapiert.
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Abbildung 3. Die einzelnen Benzodiazepine gemessen mit dem LC-MS-

Anzahl der Patienten

Verfahren in den Eingangsurinen im Gesamt-Patienten-Kollektiv

4.5. Verlauf der Signalstarken im Immunoassay liber den Beobach-

tungszeitraum im gesamten Patientenkollektiv

In Abbildung 4 werden die Mittelwerte der Signalstarken im Immunoassay der
Patienten bezogen auf die jeweilige Anzahl der Patienten und den Urinkrea-
tininwert im Verlauf dargestellt. Die Signalstarken waren bis zur dritten Mes-
sung stabil aufgrund der zu diesem Zeitpunkt schon begonnenen externen Zu-
fuhr von Oxazepam sowie dem Metabolismus einiger Benzodiazepine. Da-
nach findet bis zur finften Messung ein kontinuierlicher Abfall statt. Ab der
funften bis zur siebten Messung zeigen sich nur leichte Signalschwankungen
mit einem leichten Anstieg in der achten Messung, um bis zur neunten Mes-
sung deutlich abzusinken. Hierbei ist zu beachten, dass die Anzahl der Pati-
enten, die eine Urinprobe abgegeben hatten mit der Anzahl der Messungen
abnahm. Bei der neunten Messung handelt es sich nur um die Probe eines

Patienten.
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Abbildung 4. Mittelwerte Signalstarken im Benzodiazepin-Gruppentest zu den

einzelnen Untersuchungszeitpunkten (Messignal auf Kreatinin normalisiert)

4.6. Semiquantitativer Verlauf der Mittelwerte der LC-MS-Signale aller
Benzodiazepine liber den Beobachtungszeitraum im gesamten Patien-

tenkollektiv

In Abbildung 5 sind die Mittelwerte der Signalstarke der gesamten Benzodia-
zepine gemessen mit dem LC-MS-Verfahren dargestellt. Bis zur dritten Mes-
sung ist die Gesamt-Signalstarke fast unverandert, da sowohl ein kontinuierli-
cher Abbau der Benzodiazepine als auch die Oxazepam-Zufuhr von aufllen
erfolgt. Ab der vierten Messung erfolgt ein kontinuierlicher Abfall wegen der
Metabolisierung und Ausscheidung der urspringlich vorhandenen Benzodia-
zepine und der kontinuierlichen Abdosierung wahrend der oxazepamgestutz-
ten Entgiftung. In der siebten und achten Messung erscheint ein massiver An-
stieg aufgrund einer zusatzlichen Einnahme von Diazepam, Temazepam, Clo-
nazepam sowie Lorazepam von P 15, der sich wegen des geringen Patienten-
Kollektives von vier bzw. zwei Patienten deutlich bemerkbar macht.

Im Vergleich zu den Immunoassaydaten fallt der Signaleinbruch bei der funf-
ten auf die sechste Messung sowie der erwahnte deutliche Signalanstieg von
der siebten auf die achte Messung auf, der so im Immunoassay nicht zu sehen
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ist. Dies zeigt, dass der Immunoassay, wie zu erwarten, durch die Kreuzreak-
tion zu anderen Benzodiazepinen ein Mischsignal ergibt. Auch das LC-MS-
Signal war ein Mischsignal, aber im Unterschied zum Immunoassay gibt es

hier keine Kreuzreaktionen.
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Abbildung 5. Mittelwerte Signalstarke mit der LC-MS zu den einzelnen Unter-

suchungszeitpunkten (Signale auf Kreatinin normalisiert)

4.7. Vergleich Mediane der Signale im Immunoassay und der LC-MS

Wenn man die Mediane der Messungen Uber den Beobachtungszeitraum ver-
gleicht, fallt wieder auf, dass es besonders in der Anfangsphase der Entgif-
tungsbehandlung deutliche Unterschiede gibt. Im Immunoassay unterschie-
den sich die Mediane in den ersten zwei Messungen nicht statistisch unter-

schiedlich, zur dritten Messung fallt das Signal signifikant ab (Abbildung 6).
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Abbildung 6. Median (25.-75. Perzentile) der Signalstarke des Immunoassays
zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten (Signale auf Kreatinin normali-

siert; *p<0,05 vs. Messung 4,5,6; IA=Immunoassay)

Bei der LC-MS steigt das Signal im Median von der ersten bis zur dritten Mes-
sung an (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Median (25.-75. Perzentile) der Signalstarke aller Benzodiaze-
pine mit der LC-MS zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten (Signale auf

Kreatinin normalisiert, *p<0,05 vs. Messung 4,5,6)

Wie in Abbildung 7 zu sehen, ist das LC-MS Gesamtsignal hauptsachlich auf
den dominierenden Effekt von Oxazepam zurlckzuflhren, da sich der Verlauf
der Oxazepam Mediane mit den Medianen LC-MS Gesamtsignal deckt. Dies
zeigt wiederum, dass mit dem Immunoassay die Verhaltnisse nicht korrekt er-

fasst werden.
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Abbildung 8. Median (25.-75. Perzentile) der Oxazepam Signalstarke mit der
LC-MS zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten (Signale auf Kreatinin

normalisiert, *p<0,05 vs. Messung 4,5,6)

Die Einnahme von Oxazepam von einem Patienten in der Phase der Abdosie-
rung ist in allen Verlaufsbeobachtungen zu sehen, der Riickgang des Signals
aber deutlich schneller mit der LC-MS. Die kumulierten Signale in der LC-MS
liegen erwartungsgemaf hoher als die Signale nur mit Oxazepam, da bei allen
Patienten noch andere Benzodiazepine als Oxazepam im Urin zu finden wa-

ren.
4.8. Semiquantitativer Verlauf der Einzelbenzodiazepine liber den Be-
obachtungszeitraum gemessen mit der LC-MS-Methode im gesamten
Kollektiv

4.8.1. Semiquantitativer Verlauf der Oxazepam-Signalstarke liber den Be-

obachtungszeitraum
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In der Abbildung 9 ist der Mittelwert des Oxazepamsignals in der LC-MS pro
Patienten dargestellt. In der initialen Urinuntersuchung vor Einleitung der oxa-
zepamgestutzten Entgiftung fand sich schon bei 32 Patienten Oxazepam. Bis
zur dritten Messung fand ein allmahlicher Anstieg von Oxazepam statt auf-
grund der oxazepamgestutzten Entgiftung sowie durch den fortschreitenden
korpereigenen Abbau von Diazepam zu Nordiazepam und Temazepam, die
im Eingangsscreening bei der Mehrzahl der Patienten gefunden wurden. Die
anschlieRende sukzessive Reduktion der Oxazepamdosis ging dann mit ei-
nem kontinuierlichen Abfall der Oxazepam-Signalstarke einher. Aufgrund der
externen Diazepam-Einnahme von P 15 zeigt sich ein Anstieg von der sechs-
ten zur siebten Messung, der in der achten Messung seinen Hochstwert er-
reicht (Abbildung 9), da Oxazepam uber Nordiazepam und Temazepam aus

Diazepam gebildet wird.
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Abbildung 9. Mittelwerte des Oxazepamsignals in der LC-MS zu den einzelnen

Untersuchungszeitpunkten (Signale auf Kreatinin normalisiert)

55



4.8.2. Semiquantitativer Verlauf der Diazepam-Signalstarke liber den Be-

obachtungszeitraum

In der Eingangsurin-Untersuchung fand sich bei 29 Patienten Diazepam. Die
Diazepamsignale waren gemessen in der LC-MS sehr niedrig im Gegensatz
zu den anderen Benzodiazepinen. Dies konnte an der langer zeitlich zuruck-
liegenden externen Einnahme von Diazepam mit einer HWZ von 24 — 48 h und
seinen aktiven Metaboliten Nordiazepam mit einer HWZ von 36 — 200 h sowie
Temazepam mit einer HWZ von 5 — 13 h liegen. Im Verlauf kommt es zu einem
sukzessiven Abfall von Diazepam bis zur sechsten Messung. Aufgrund der
externen Zufuhr von Diazepam von P 15 kommt es zu einem signifikanten An-
stieg in der siebten Messung gefolgt von einem Abfall in der achten Messung.
In der neunten Messung war das initial nachgewiesene Diazepam bei P 31

nicht mehr nachweisbar (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Mittelwert des Diazepamsignals in der LC-MS zu den einzelnen

Untersuchungszeitpunkten (Signale auf Kreatinin normalisiert)
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4.8.3. Semiquantitativer Verlauf der Nordiazepam-Signalstarke liber den

Beobachtungszeitraum

In der Eingangsurin-Untersuchung fand sich bei 25 Patienten Nordiazepam.
Da dieses in Deutschland nicht mehr im Handel erhaltlich ist, ist der Nachweis
hdchstwahrscheinlich auf die externe orale Diazepameinnahme als sein akti-
ver Metabolit Nordiazepam zurlckzufuhren. Dies erscheint auch bezogen auf
die relativ geringen Signalstarken in der Nordiazepam-LC-MS trotz einer sehr
langen Halbwertszeit von 36 — 200 h im Gegensatz zu den 20-fachen Signal-
starken in der Temazepam-LC-MS plausibel, dass Nordiazepam als Abbau-
produkt des Diazepams zu werten ist und nicht als Einzelsubstanz eingenom-
men wurde. Es zeigen sich bis zur finften Messung nur leicht schwankende
Werte zwischen 28 und 41 Signalstarke, was auf den Metabolismus des Dia-
zepams und der langen HWZ zurlckgefluhrt werden kann. In der sechsten
Messung zeigt sich ein deutlicher Abfall der Nordiazepam-Signalstarke zur
funften Messung. In der siebten Messung erreicht die Signalstarke einen Ho6-
hepunkt, der auf die externe Benzodiazepin-Einnahme von P 15 schliel3en
l&sst. Im Verlauf kommt es bis zur neunten Messung zu einem erneuten all-
mahlichen Abfall der Signalstarke. Bis auf P 15 zeigen sich kontinuierlich lang-
sam abfallende Nordiazepam-Werte in den Verlaufsmessungen. Insbeson-
dere bei P 31 zeigt sich auch in der neunten Messung eine signifikante Nordi-
azepam-Signalhdhe, die am ehesten auf die lange HWZ und die gleichzeitige

Leberfunktionsstérung von P 31 zurlckzuflhren ist. (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Mittelwerte der Signalstarke in der Nordiazepam-LC-MS zu den

einzelnen Untersuchungszeitpunkten (Signale auf Kreatinin normalisiert)

4.8.4. Semiquantitativer Verlauf der Temazepam-Signalstarke tuber den

Beobachtungszeitraum

In der initialen Urinuntersuchung fanden sich bei 30 Patienten positive Be-
funde auf Temazepam. Insgesamt zeigt Temazepam von allen untersuchten
Benzodiazepinen die héchsten Signale in der LC-MS, was einerseits auf die
Verflgbarkeit als Einzelsubstanz anderseits als aktiver Metabolit von Dia-
zepam zu werten ist. In der zweiten Messung zeigte sich bei gleichbleibender
Patientenanzahl insgesamt ein deutlicher Abfall in der Signalhdhe, was am
ehesten auf die mittellange Halbwertszeit von 5 — 13 nachvollziehbar er-
scheint. In der dritten und vierten Messung bzw. finften und sechsten Mes-
sung verbleiben die Signalhéhen auf einem fallenden und niedrigen Signalho-
hen-Niveau. Aufgrund des externen Benzodiazepin Beikonsums unter ande-
rem von Diazepam und wahrscheinlich Temazepam von P 15 kam es in der
siebten Messung zu einem Héhepunkt in der Signalhéhe, um anschliefend in
der achten Messung rasch wieder abzufallen. Auch in der neunten Messung

zeigte sich bei P 31 bei gleichzeitigem kontinuierlichem Abfall eine Signalhdhe
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fur Temazepam mit der LC-MS am ehesten bedingt durch die bestehende Le-
berfunktionsstérung und Speicherung von Diazepam und Temazepam im Fett-
gewebe (Abbildung 12).
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Abbildung 12. Mittelwerte der Signalstarke in der Temazepam-LC-MS zu den

einzelnen Untersuchungszeitpunkten (Signale auf Kreatinin normalisiert)

4.8.5. Semiquantitativer Verlauf der Lorazepam-Signalstarke tber den

Beobachtungszeitraum

In den Eingangsurinen fanden sich bei funf Patienten positive Werte fir Lo-
razepam. Im Verlauf kommt es bis zur vierten Messung zu einem raschen Ab-
fall der Lorazepam-Signalhdhe. Bei zuvor negativen Lorazepam-Werten
kommt es in der siebten Messung ausschlieRlich bei P 15 zu einem deutlichen
Anstieg der Signalhdhe, was auf die externe Lorazepam-Einnahme schliel3en
lasst (Abbildung 13).
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Abbildung 13. Mittelwerte des Signalstarke in der Lorazepam-LC-MS zu den

einzelnen Untersuchungszeitpunkten (Signale auf Kreatinin normalisiert)

4.8.6. Semiquantitativer Verlauf der Alprazolam-Signalstarke uiber den

Beobachtungszeitraum

Im Eingangsurin fanden sich bei zwei Patienten, namlich bei P 8 und P 33,
positive Befunde auf Alprazolam. Bei P 8 war in der zweiten Messung noch
ein geringes Signal in der LC-MS nachweisbar, dies entsprach dem achten
Tag. Bei P 33 zeigte sich in der vierten Messung eine geringe Signalstarke,
diese Messung fand ebenfalls am achten Tag nach Aufnahme statt (Abbildung
14).
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Abbildung 14. Mittelwerte der Signalstarke in der Alprazolam-LC-MS zu den

einzelnen Untersuchungszeitpunkten (Signale auf Kreatinin normalisiert)

4.8.7. Semiquantitativer Verlauf der Bromazepam-Signalstarke liber den

Beobachtungszeitraum

Bei zwei Patienten zeigten sich im Eingangsurin positive Befunde auf Broma-
zepam. Es fand sich ein deutlicher Abfall zur zweiten Messung, dies entspricht

dem dritten bzw. vierten Tag nach Aufnahme (Abbildung 15).
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Abbildung 15. Mittelwerte der Signalstarke in der Bromazepam-LC-MS zu den

einzelnen Untersuchungszeitpunkten (Signale auf Kreatinin normalisiert)
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4.8.8. Semiquantitativer Verlauf der Flunitrazepam -Signalstarke uber

den Beobachtungszeitraum

Bei einem Patienten gab es ein positiver Befund auf Flunitrazepam. Im Verlauf
zeigt sich ein deutlicher kontinuierlicher Abfall bis zur dritten Messung, welche

dem achten Tag nach Aufnahme entspricht.
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Abbildung 16. Mittelwerte der Signalstarke in der Flunitrazepam-LC-MS zu den

einzelnen Untersuchungszeitpunkten (Signale auf Kreatinin normalisiert)

Zusammenfassend kann man festhalten, dass mit Ausnahme von P 15 bei
allen mit dem Beginn der Oxazepamentgiftung kein Beikonsum anderer Ben-

zodiazepine stattfand. Mit der LC-MS war dies gut zu verfolgen.

4.9. Vergleich der Benzodiazepinmessung mit dem Immunoassay und

der LC-MS unter Oxazepamentgiftung
4.9.1. Vergleich der Mittelwerte aus beiden Methoden
Wie aus den oben gezeigten Ergebnissen zu erwarten, liel3 sich der Verlauf
der Benzodiazepine im Urin unter der Oxazepamentgiftung mit der LC-MS we-

sentlich genauer verfolgen als mit dem immunologischen Gruppentest (Abbil-

dung 4). Das wird besonders deutlich nach dem funften Messzeitpunkt ab dem
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P 15 andere Benzodiazepine als Oxazepam eingenommen hatte (Abbildung
5).

Die Signalhdhe sowohl im Immunoassay als auch in der LC-MS-Messung va-
riieren bis zur dritten Messung kaum. Danach kommt es bis zur flinften Mes-
sung sowohl im Immunoassay als auch in der LC-MS-Messung zu einer Ab-
nahme, die grafisch in der LC-MS-Darstellung steiler verlauft. Wahrend in der
LC-MS die Signalhdhe bis zur sechsten Messung ihren bisherigen Tiefpunkt
erreicht hat, zeigt die Grafik im Immunoassay einen leichten Anstieg. Dies geht
auf P 27 zurlck, da bei diesem ein fast unveranderter Signal-Wert im Immu-
noassay in der funften auf die sechste Messung vorliegt bei gleichzeitiger Ab-
nahme der Signalwerte der Ubrigen sechs Patienten. Zu diskutieren ist hier am
ehesten eine Kreuzreaktivitat mit anderen Substanzen. Die grafische ,Verzer-
rung“ spiegelt auch den Bezug auf die vorliegende geringe Patientenanzahl
wider, die auf diesen sogenannten ,Ausreil’er sehr empfindlich reagiert. Wah-
rend die Signalstarke im Immunoassay auf die siebte Messung fast unveran-
dert bleibt, kommt es in der Benzodiazepin-LC-MS zu einem zehnfachen An-
stieg des Signals, welche sich bis zur achten Messung nochmals verdoppelt
hat. Dies ist auf die externe Zufuhr von Benzodiazepinen von P 15 zurlickzu-
fuhren. In der achten Messung kommt es im Immunoassay zu einem leichten
Anstieg bedingt durch die Zunahme durch die externe Zufuhr von Benzodia-
zepinen und des koérpereigenen Abbaus zu Oxazepam. Hier zeigt sich die
deutlich héhere Sensitivitat der LC-MS-Messung. Der Immunoassay ,hinkt* ei-
nerseits der LC-MS-Messung hinterher, anderseits spiegelt wahrscheinlich
auch die geringere Kreuzreaktivitat des Oxazepams im Immunoassay, wel-
ches in der achten Messung ihren Hohepunkt erreicht hat durch den korper-
eignen Abbau der eingenommenen Benzodiazepine, dieses Ergebnis wider.
Bis zur neunten Messung zeigt sich in beiden Verfahren ein signifikanter Ab-
fall.

4.9.2. Vergleich der Immunoassaysignale mit der Oxazepam-LC-MS bei

allen Patienten uiber den Beobachtungszeitraum

63



Wenn man die Signale aller Messungen fir jeden Patienten kumuliert darstellt
und den Immunoassay (Abbildung 17), mit der Oxazepam-LC-MS vergleicht
(Abbildung 18), sieht man auf den ersten Blick, dass sich das Muster markant
unterscheidet und es wird deutlich, dass sich die Oxazepamkonzentration

nicht zuverlassig mit dem Immunoassays erfassen lasst.
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Abbildung 17: Kumulierte Signalstarken im Immunoassay je Patient Uber alle

Messungen
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Abbildung 18: Kumulierte Signalstarken in der Oxazepam-LC-MS je Patient

uber alle Messungen

4.9.3. Vergleich des Quotienten Gesamt-LC-MS/Immunoassay zu Quoti-

ent Oxazepam-LC-MS/Immunoassay

In einer weiteren Untersuchung wurde der Quotient der Signalhdhe Gesamt-
LC-MS zu der Signalhdéhe des Immunoassays zum Quotienten der Signalhéhe
der Oxazepam-LC-MS und der Signalhdhe des Immunoassays verglichen
(Abbildung 19). Im Idealfall waren die Quotienten innerhalb aller Messreihen
der Verlaufsuntersuchungen annahrend gleich, wenn die Patienten aus-
schliellich Oxazepam eingenommen hatten. Dies ist aber nicht der Fall. Vor
allem zu Beginn der Verlaufsbeobachtung ist der Quotient Gesamtsignal LC-
MS/Immunoassay hoher als der Quotient Oxazepam LC-MS/Immunoassay,
was auf die Anwesenheit der anderen Benzodiazepine hinweist, die im Immu-

noassay kreuzreagieren. Im Verlauf gleichen sich der Faktor Gesamt-LC-MS
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und Oxazepam-LC-MS zu Immunoassay an, weil allmahlich die Gbrigen Ben-
zodiazepine abgebaut werden und Uberwiegend nur noch Oxazepam im Urin

nachweisbar ist.
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Abbildung 19: Vergleich des Quotienten Gesamt-LC-MS/Immunoassay zu
Quotient Oxazepam-LC-MS/Immunoassay (Kumulierte Signale auf Kreatinin

korrigiert)

4.9.4. Methodenvergleich Immunoassay gegen LC-MS nach Passing &
Bablok

Um zu prifen, inwieweit ein summiertes Signal aller Benzodiazepine in der
LC-MS mit dem Summensignal im immunologischen Gruppentest korreliert,
wurde ein Methodenvergleich durchgefihrt. In Abbildung 19 ist der Vergleich
zwischen dem Immunoassaysignal und dem kumulierten LC-MS-Signal aller
Messungen (n=143) in einer Regressionsanalyse nach Passing & Bablok dar-
gestellt. Die Korrelation der beiden Methoden wurde nach Spearman ausge-

rechnet.
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Abbildung 20: Korrelation Signal Immunoassay zu Gesamt-LC-MS-Signal.
Y=3,7 + 0,11, r=0,7 (Signale auf Kreatinin bezogen)

Es zeigt sich eine Korrelation von 0,70. Dies kann gemaf Nachtigall & Wirtz
als moderat angesehen werden. Das Signal im Immunoassay betrug im Me-

dian nur 12% (95% CI 9,0%-17,0%) des LC-MS-Summensignals

Wenn man das Immunoassaysignal aller Messungen (n=143) mit dem LC-MS-

Signal nur fur Oxazepam vergleicht (Abbildung 21), verschlechtert sich die
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Korrelation (Spearman-Korrelationskoeffizient ergab einen Wert von 0,67)
kaum, was auch zu erwarten war, weil die meisten Messungen unter Oxa-
zepamentgiftung stattgefunden haben und nur wenige Patienten andere Ben-
zodiazepine unter der Therapie eingenommen hatten sowie die ursprunglich
im Eingangsurin gefunden Benzodiazepine Uber den Zeitverlauf ausgeschie-
den wurden. Damit traten im Immunoassay nur wenige Kreuzreaktionen auf,

die das Signal beeinflussten.
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Abbildung 21: Korrelation Signal Immunoassay zu Oxazepam LC-MS-Signal.
Y=4,4 + 0,15, r=0,7. (Signale auf Kreatinin bezogen)
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4.10. Vergleich Signal Immunoassay versus LC-MS fiir Oxazepam bei

ausgewahlten Individuen

Im Folgenden werden das Signal im Immunoassay und die Messung der ein-
zelnen Benzodiazepine mittels LC-MS bei individuellen Patienten verglichen.
Es werden immer beide Methoden zuerst in einer Abbildung logarithmisch dar-
gestellt, dann die Signale in beiden Methoden getrennt und am Ende die bei-
den Quotienten Gesamt-LC-MS/Immunoassay und Quotient Oxazepam-LC-

MS/Immunoassay, wie oben fiur das Gesamtkollektiv, gegentbergestellt.

4.10.1. Patient 1

In den folgenden Abbildungen sind die Signale im Immunoassay und in der
LC-MS fir P 1 verglichen, bei dem ausschlie3lich Oxazepam im Eingangsurin
vorhanden war.

In Abbildung 22 sind grafisch die Signalstarken des Immunoassays und der
Oxazepam-LC-MS dargestellt. Beide Kurven verlaufen nahezu parallel, was
auch zu erwarten ist, da keine kreuzreagierenden Benzodiazepine vorhanden
sind, die das Signal im Immunoassay beeinflussen kdnnen. Die Signalstarken
sind auf der Y-Achse, wie oben erwahnt, logarithmisch aufgetragen, um beide

Kurven in einer Graphik zu prasentieren.
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Abbildung 22: Vergleich Signale Immunoassay mit Signalen Oxazepam LC-
MS bei Patient 1.
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Abbildung 23: Signalstarke Oxazepam LC-MS bei P 1.
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Abbildung 24: Signalstarke im Immunoassay bei P 1.

Im Rahmen der oxazepamgestutzten Entgiftung zeigt sich ein ca. 10-facher
Unterschied in den Signalstarken, wobei das Signal mit der LC-MS das hohere

ist.

Der Quotient des Signals LC-MS/Immunoassay lag bei den drei Messzeitpunk-
ten zwischen 17 bei der ersten Messung und 27 bei der zweiten Messung (Ab-
bildung 25), was bestatigt, dass es keinen linearen Zusammenhang zwischen

den Signalen der beiden Methoden gibt.
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Abbildung 25: Quotient Signal LC-MS/Immunoassay bei P 1. Blauer Balken

Quotient zu Gesamtbenzodiazepinen, roter Balken Quotient zu Oxazepam

4.10.2. Patient 27

Im Urin von Patient 27 wurden im Eingangsscreening Diazepam, Nordia-
zepam, Temazepam und Oxazepam gefunden. Wahrend das Signal im Immu-
noassay Uber den gesamten Beobachtungszeitraum hoch bleibt, kann mit der
LC-MS-Methode gezeigt werden, dass Diazepam, Nordiazepam und Tema-
zepam abgebaut werden, wahrend logischerweise im Rahmen der oxa-
zepamgestutzten Entgiftung Oxazepam anfanglich ansteigt und dann mit der
Abdosierung entsprechend abfallt (Abbildung 26). Dies zeigt die Schwachen
eines immunologischen Gruppentestes, mit dem nicht entschieden werden
kann, welche Benzodiazepine fir das Signal im Assay verantwortlich sind. Das
schnellere Abfallen von Diazepam als Nordiazepam und Temazepam ist auf
den Metabolismus der Benzodiazepine und mdglicherweise auf die Freiset-

zung lipophiler Benzodiazepine aus der Leber zurickzufuhren.
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Abbildung 26: Vergleich Signale Immunoassay (IA) mit Signalen der LC-MS

bei Patient 27

Durch die 6xazepamgestUtzten Entgiftungsbehandlung und den korpereige-

nen Abbau der Ubrigen Benzodiazepine beginnt die Oxazepam-Kurve mit ei-

ner initialen Signalstarke-Wert von 282 in der LC-MS, steigt bis zur dritten

Messung mit seinem hdchsten Wert von 7475 steil an und fallt bis zur vorletz-

ten Messung kontinuierlich ab. Von der sechsten bis zur letzten Messung ver-

zeichnet Oxazepam fast eine Verdreifachung seines Wertes, namlich von 430

auf 1400 (Abbildung 27). Dies wird im Rahmen einer physiologischen Schwan-

kung sowohl durch die hohen Oxazepamgaben wahrend des stationaren Auf-

enthaltes als auch durch den Benzodiazepin-Metabolismus interpretiert.
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Abbildung 27: Signalstarke in der Oxazepam-LC-MS von Patient 27

Die Signalstarke der Immunoassaykurve (Abbildung 28) beginnt mit einem
Wert von 425 und steigt bis zu seinem Gipfel in der dritten Messung auf einen
Wert von 1752 weniger steil verglichen mit der Kurve in der Oxazepam-LC-MS
(Abbildung 31). Ebenfalls weniger steil verlauft die sukzessive Abnahme der
Immunoassay-Kurve bis zur finften Messung. Zu diskutieren ware hierfur die
geringere Kreuzreaktivitdt von Oxazepam. Trotz Abnahme sowohl des Oxa-
zepams als auch der Ubrigen Benzodiazepine kommt es kaum zu einer Sig-
nalstarke-Abnahme im Immunoassay von der funften auf die sechste Mes-
sung. Hierfur ist wahrscheinlich eine Kreuzreaktivitat mit anderen Substanzen
in der Urinprobe verantwortlich. Im Gegensatz dazu kommt es zu einem Abfall
der Signalstarke um fast die Halfte von der sechsten auf die siebte Messung,
wahrend die Signalstarke in der Oxazepam-LC-MS auf das Dreifache ansteigt.
Der leichte Anstieg in der Signalstarke der Temazepam-Kurve kann dies nicht
erklaren, da die Signalstarke insgesamt sehr niedrig ist und zudem eine Ver-
doppelung zu verzeichnen ist. Insgesamt |Iasst sich der Verlauf der Oxazepam-
entgiftung mit dem Immunoassay nicht detailliert verfolgen durch das Misch-
signal. Im Gegensatz zu P 1, bei dem das LC-MS-Signal ca. zehnfach hoher

als das Immunoassaysignal war, liegt dieses Verhaltnis bei Patienten 27 bei
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ca. einem Faktor zwei, da der Immunoassay ein Gruppensignal der im Urin

vorhandenen Benzodiazepine darstellt.
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Abbildung 28: Signale im Immunoassay von Patient 27

In Abbildung 31 sind wieder die Quotienten der LC-MS-Messungen zum Im-
munoassay gezeigt. Der blaue Balken gibt den Quotienten der Signalstarke in
der Gesamt-Benzodiazepine-LC-MS zur Signalstarke im Immunoassay wie-
der. Der rote Balken beschreibt den Quotienten Signalstarke in der Oxa-
zepam-LC-MS zur Signalstarke im Immunoassay. Zu beachten sind in diesem
Diagramm die geringen Schwankungen der Faktoren Uber alle Messreihen
hinweg. Diese lagen beim Quotienten Gesamt-LC-MS zu Immunoassay zwi-
schen 0,6 und 4,5, bzw. beim Quotienten Oxazepam-LC-MS zu Immunoassay
zwischen 0,6 und 4,3. Auch stellt sich initial ein Uberwiegen der tibrigen Ben-
zodiazepine gegenuber Oxazepam dar, die im Immunoassay kreuzreagieren.
Im Verlauf gleichen sich die Quotienten an aufgrund des Abbaus der Ubrigen
Benzodiazepine und dem Uberwiegen von Oxazepam (Abbildung 28).
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Abbildung 29: Quotient Signal LC-MS/Immunoassay bei P 27. Blauer Balken

Quotient zu Gesamtbenzodiazepinen, roter Balken Quotient zu Oxazepam

4.10.3. Patient 15

In Abbildung 32 ist der Verlauf der Benzodiazepinmessungen bei Patient 15
gezeigt. Bei der Untersuchung des Eingangsurins fanden sich Oxazepam,
Temazepam, Nordiazepam sowie Diazepam. Auch hier lag die initiale Signal-
starke im Immunoassay ca. zehnmal niedriger als die Signalstarke aller Ben-
zodiazepine gemessen mit der LC-MS. Die Signalstarken von Nordiazepam
und Diazepam konnten in der dritten Messung, die des Temazepams in der
funften Messung nicht mehr nachgewiesen werden. Bei zuvor ausschlieflich
Signalstarken in der Oxazepam-LC-MS zeigten sich in der siebten Messung
deutliche Signalausschlage in der LC-MS auf Temazepam, Nordiazepam, Lo-
razepam, Diazepam und Clonazepam, was auf einen zusatzlichen externen
Benzodiazepin-Konsum hinweist. Wie schon bei anderen Patienten gesehen
folgt der Immunoassay gegen Ende der Therapie allmahlich dem Oxazepam-

verlauf.

76



10000,00

1000,00 >\
—#— Diazepam
\//\ Nordiazepam
100,00 -,
Oxazepam
: === Temazepam
—@— Lorazepam

10,00

Kreatinin

Clonazepam

— A

1,00 M ‘
1\1 3 \g( 5 6 7 8

0,10

Signale der einezelnen Benzodiazepine in der LC-MS/g

Abbildung 30: Vergleich Signale Immunoassay (IA) mit Signalen der LC-MS
bei Patient 15.

Wenn man die Oxazepamsignale in der LC-MS verfolgt, steigen diese ab der
zweiten Messung steil an mit einem Maximalwert in der dritten Messung (Ab-
bildung 30). Danach findet zunéchst eine Abnahme bis zur vierten Messung
im Rahmen der Oxazepam-Entgiftungsbehandlung bzw. durch kdpereigenen
Abbau der Ubrigen Benzodiazepine statt. Von der vierten auf die flinfte Mes-
sung zeigen sich fast unveranderte Werte in der Signalstarke in der Oxa-
zepam-LC-MS. Anschlieliend kommt es zu einem deutlichen Anstieg der Sig-
nalstarke mit einem Wert von 55. In der sechsten Messung findet sich fast ein
elffach erhdhter Wert in der Oxazepam-Signalstarke ohne eine vorherige ex-
terne Oxazepamgabe, die zwei Tage zuvor beendet worden war. Durch Kennt-
nis der einzelnen Benzodiazepine in Abbildung 32 ist der Signalstarke-Anstieg
in der Oxazepam-LC-MS am ehesten durch den kdpereigenen Abbau der ex-
ternen Benzodiazepin-Einnahme zwischen der sechsten und siebten Messung

dies entspricht dem 16. und 20. Tag nach stationarer Aufnahme, zu erklaren.
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Abbildung 31: Oxazepam im Urin von Patient 15. Signale in der LC-MS

Es ergibt sich ein ahnlicher Kurvenverlauf in der Signalstarke im Immunoassay
(Abbildung 32) wie in der Oxazepam-LC-MS, jedoch ist die initiale Signalstarke
im Immunoassay ca. sechsmal geringer als in der LC-MS (Abbildung 31). So
zeigt der Kurvenanstieg eine Verdoppelung der Signalstarke bis zur zweiten
Messung und eine weitere Verdreifachung bis zu ihrem Hohepunkt in der drit-
ten Messung. Es folgt, wie in der Oxazepam-LC-MS, ein steiler Abfall bis zur
vierten Messung. Im Gegensatz zur Signalstarke in der Oxazepam-LC-MS, die
auf einem Plateau verbleibt von der vierten auf die flinfte Messung, zeigt sich
in der Signalstarke des Immunoassays ein weiterer Abfall, um in der sechsten
Messung ihren Tiefpunkt in der Signalstarke zu erreichen. Das fehlende Pla-
teau kann als unzureichende Spezifitat/Kreuzreaktivitdt von Oxazepam inter-

pretiert werden. AnschlieRend verlaufen die beiden Kurven im Immunoassay
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und in der Oxazepam-LC-MS parallel, wobei die Kurve in der Oxazepam-LC-
MS steiler verlauft als im Immunoassay, was auf die insgesamt unzureichende

Erfassung aller Benzodiazepine zu erklaren ist.

400,00

350,00

300,00

250,00

200,00

Signale im 1A/g Kreatinin

150,00

100,00

50,00

0,00
1.Tag 4.Tag 7.Tag 10. Tag 13.Tag 16. Tag 20. Tag 28.Tag

Oxazepamgabe: 0 mg 75mg 150mg 120mg 75mg 30 mg

Abbildung 32: Benzodiazepine im Urin von Patient 15. Signale im Immunoas-

say

Wie auch bei den vorherigen Diagrammen der anderen Patienten ergibt der
Quotient aus der Signalstarke der Gesamt-LC-MS und der Signalstarke des
Immunoassay im Vergleich zum Quotienten aus Oxazepam-LC-MS initial ei-
nen héheren Faktor, hier zehn versus flnf, aufgrund der Misch-Benzodiaze-
pine vor der oxazepamgestutzten Entgiftung (Abbildung 33). Von der zweiten
bis zur sechsten Messung finden sich gleiche Faktoren in einer Messreihe,
was auf einen raschen Abbau der zuvor eingenommenen Benzodiazepine und
der gleichzeitigen Einnahme von Oxazepam zurickzuflhren ist. In der siebten
Messung dominiert der Faktor bestehend aus dem Quotienten der Signal-

starke der Gesamt-LC-MS zur Signalstarke im Immunoassay aufgrund der ex-
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ternen Einnahme von anderen Benzodiazepinen, aber auch durch die er-
schopfbare Konzentrationserfassung des Immunoassays, der in einer Satti-
gungskurve endet. In der achten Messung sind die Ubrigen Benzodiazepine
fast vollstandig zu Oxazepam abgebaut worden, so dass beide Faktoren sich

fast vollstandig angenahert haben.
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Abbildung 33: Quotient Signal LC-MS/Immunoassay bei P15. Blauer Balken

Quotient zu Gesamtbenzodiazepinen, roter Balken Quotient zu Oxazepam

4.10.4. Patient 31

P 31 war der einzige Patient, bei dem neunmal im Verlauf gemessen werden
konnte. Die letzte Urinsammlung fand 36 Tage nach der Aufnahme statt. Zu-
dem zeigte sich in der Laboruntersuchung eine deutlich erhéhte GGT von
1094 U/l bei bekannter Hepatitis C und zusatzlicher Alkoholabhangigkeit mit
einer Ethanol-Konzentration von 0,74 g/l in der Urin-Eingangsuntersuchung.

Im Eingangsurin waren bereits positive Werte in der LC-MS fur Nordiazepam-
LC-MS, Temazepam, sowie Diazepam zu verzeichnen (Abbildung 34). Die
Signalstarken der Diazepam-LC-MS zeigten schwankende, jedoch insgesamt
fallenden Werten bis zur achten Messung, entspricht 29. Tag post Aufnahme.
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Die initiale Signalstarke in der Nordiazepam-LC-MS verdreifachte sich bis zur
dritten Messung sogar, um anschlie3end allmahlich bis zur neunten Messung
allmahlich abzufallen bei weiterhin vorhandenem positivem Nachweis in der
LC-MS. Die Signalstarke in der Temazepam-LC-MS steigt sogar bis zur dritten
Messung auf das Vierzigfache an, geht bis zur funften Messung in ein Plateau
Uber, um danach mit leichten Schwankungen bis zur neunten Messung deut-
lich abzusinken bei weiter vorhandener Nachweisbarkeit in der LC-MS.

Die prolongierten positive Nachweisbarkeiten dieser drei Benzodiazepine in
der LC-MS kdénnen am ehesten im Rahmen einer deutlich eingeschrankten
Leberfunktion mit konsekutivem sehr langsamem kdrpereigenem Abbau sowie
einer Benzodiazepin-Speicherung in der Leber bei langjahriger Polytoxikoma-

nie mit ihren somatischen Folgeerscheinungen interpretiert werden.

10000,00

1000,00 -

—fi— Diazepam

Nordiazepam
100,00

Kreatinin

Oxazepam
=== Temazepam

——|A

10,00 4

Signale im IA/g Kreatinin
Signale der einezelnen Benzodiazepine in der LC-MS/g

1,00

Abbildung 34: Vergleich Signale Immunoassay (IA) mit Signalen der LC-MS
bei Patient 31

Oxazepam ist anfangs mit der LC-MS nicht nachweisbar, steigt bis zur zweiten

Messung steil an und verbleibt auf einem Plateau bis zur dritten Messung. An-

schlieRend kommt es bis zur sechsten zu einem steilen Kurvenabfall. Dieser
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Kurvenverlauf in der Oxazepam-LC-MS entspricht Uberwiegend der oxa-
zepamgestutzten Entgiftung, die bis zum 15. Tag post Aufnahme abgeschlos-
sen war. Anschliellend zeigt sich ein kontinuierlicher Abfall mit leichten
Schwankungen bis zu letzter Messung, welcher am ehesten auf die massive
Leberfunktionsstérung mit konsekutivem sehr langsamem Metabolismus der

weiterhin vorhandenen ubrigen Benzodiazepine verbunden erscheint.
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Abbildung 35: Oxazepam im Urin von Patient 31. Signale in der LC-MS.

Die initiale Signalstarke im Immunoassay steigt bis zur zweiten Messung steil
an und erreicht ihren Héhepunkt in der dritten Messung (Abbildung 36). Mal}-
geblich daran beteiligt ist die externe Gabe von Oxazepam sowie der Metabo-
lismus der Ubrigen Benzodiazepine zu Oxazepam. Danach fallt die Signal-
starke bis zur sechsten Messung steil ab und zeigt bis zur neunten Messung
einen tendenziellen Abfall.
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Abbildung 36: Benzodiazepine im Urin von Patient 31. Signale im Immunoas-

say

In dieser Darstellung ist aus dem Vergleich der Quotienten Gesamtbenzodia-
zepine LC-MS/Immunoassay zu Oxazepam-LC-MS/Immunoassay (Abbildung
37) ersichtlich, dass im Immunoassay Uber den gesamten Zeitverlauf mehrere
Benzodiazepine zusatzlich zu Oxazepam reagierten. Die Quotienten der Ge-
samt-LC-MS zu Immunoassay als auch die Quotienten der Oxazepam-LC-MS
zu Immunoassay zeigten innerhalb der Messungen mittelgradige Schwankun-
gen, namlich von 0,5 bis 9 bzw. von 0,5 bis 6. Die Quotienten aus Oxazepam-
LC-MS zu Immunoassay zeigen durchgehend kleinere Werte im Vergleich zu
den Quotienten Gesamt-LC-MS zu Immunoassay, was das Vorhandensein

der anderen Benzodiazepine in jeder Messung widerspiegelt
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Abbildung 37. Quotient Signal LC-MS/Immunoassay bei P 31. Blauer Balken

Quotient zu Gesamtbenzodiazepinen, roter Balken Quotient zu Oxazepam
5. Diskussion
5.1. Patientenkollektiv

Es wurden zwischen 2015 bis 2017 im Klinikum Stuttgart auf der Drogenent-
giftungs- und Motivationsstation bei einem Patientenkollektiv von 33 Patienten
143 Urinproben zur Verlaufsbeurteilung der Compliance wahrend der oxa-

zepamgestutzten Entgiftungsbehandlung untersucht.

Das Ausgangspatientenkollektiv bestand aus 33 Patienten im Alter von 22 bis
51 Jahren, alle mit der Diagnose einer Polytoxikomanie. Davon befanden sich
25 Patienten in ambulanter Substitution und wurden tUber den Substitutionsarzt
stationar eingewiesen. Ein Kklinisch-chemisches Routine-Aufnahmelabor
konnte bei 30 Patienten durchgefuhrt werden. Bei 18 Patienten zeigten er-
hdhte Leberwerte. Eine psychiatrische Komorbiditat bestand bei zwolIf Patien-
ten. Davon waren funf Patienten mit einer psychiatrischen Medikation vorbe-
handelt.
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In den Aufnahme-Urinbefunden fanden sich bei 32 Patienten positive Werte
auf Oxazepam, bei 31 Patienten positive Werte auf Temazepam, bei 29 Pati-
enten positive Werte auf Diazepam sowie bei 24 Patienten positive Werte auf
Nordiazepam. Bei sechs Patienten fanden sich Lorazepam, bei jeweils zwei
Patienten Bromazepam und Alprazolam sowie bei einem Patienten Flunitra-

zepam.

5.1.2. Zusatzliche Substanzen in Eingangsdrogenurinen

Es erfolgte hinsichtlich der einzelnen Medikamenten- und Drogensubstanzen
in den Aufnahme-Urinkontrollen eine qualitative Analyse mittels LC-ITMS. 20
Patienten waren positiv auf Methadon und zehn Patienten positiv auf Bupren-
orphin getestet worden. Bei 22 Patienten fand sich Pregabalin und sogenann-
tes ,Strassenheroin® fand sich bei neun Patienten. Bei acht Patienten zeigten
sich positive Befunde auf Cannabis. Bei sieben Patienten fanden sich Ko-

kain/Amphetamine. Bei drei Patienten zeigten sich auffallige Ethanolwerte.

Der hohe Anteil der Patienten, der Pregabalin missbraucht, deckt sich mit der
Literatur in der online-Meldung vom 13. September 2016 der Kassenarztlichen
Vereinigung Bremen ,Lyrica wird immer haufiger gedealt: Verordnungen sorg-
faltig abwagen® unter er www.kvhb.de/sites/default/files/landesrundschreiben-
september-2016.pdf. Dies belegt, dass die Patienten zu Recht in das oxa-

zepamgestutzte Entgiftungsprogramm aufgenommen worden waren.

5.1.3. Uberpriifung der Compliance wihrend der Oxazepamentgiftung

Um die Oxazepamentgiftung zu verfolgen, werden haufig Urinkontrollen ein-
gesetzt. Dabei besteht der Wunsch nach (semi-)quantitativer Messwertangabe
der Benzodiazepine gemessen mit dem Immunoassay beziehungsweise zu-
mindest nach Erganzung qualitativer Befunde durch den Hinweis, ob der ak-
tuelle Benzodiazepinwert im Vergleich zum vorangehenden angestiegen oder
abgefallen ist, insbesondere des Oxazepams (Trendbeurteilung). Dies ist be-
dingt moglich, in dem ein Quotient zwischen dem Signal des Immunoassays
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und dem Urinkreatinin berechnet wird. Der Urin-Kreatininwert gibt als Bezugs-
grolle den Konzentrierungsgrad einer Urinprobe wieder. Fir Messungen wer-
den haufig immunologische Verfahren eingesetzt, deren Vorteile die schnelle
Befundruckfuhrung bei geringen Kosten sind. Fir ein Drogenscreening sollten
immunologische Drogentests bei einem positiven Ergebnis wegen der Mog-
lichkeit falsch positiver Ergebnisse nach derzeitigem Stand einem Bestati-
gungstest mit einem chromatographischen Verfahren, unterzogen werden ge-

mafd den Empfehlungen der Hersteller fur Immunoassays.

Oxazepam wurde als Entgiftungsmedikation verwendet, da es kein eigenes
Abbauprodukt hat und die Ausscheidung fast ausschlie3lich renal erfolgt. Zu-
dem erfolgen Resorption, Metabolismus und Elimination durch direkte Glukur-
onidierung, weshalb Leberschaden keinen signifikanten Einfluss auf die Phar-
makokinetik haben. Ebenfalls von Vorteil ist die relativ kurze Halbwertszeit, da
die meisten Patienten durch den Substitutionsarzt zur Beikonsum-Entgiftung
von Benzodiazepinen eingewiesen worden waren bzw. eine Entwohnungsthe-
rapie anstand, musste die Entlassung benzodiazepinfrei erfolgen. Auch hier
hat Oxazepam deutliche Vorteile gegenlber langwirkenden Benzodiazepinen,
die zum Teil in aktive Metabolite verstoffwechselt werden. Eine ambulante
Benzodiazepin-Entgiftung war aufgrund der langjahrigen Polytoxikomanie bei

den untersuchten Patienten nicht indiziert.

Auch in dem von mir untersuchten Kollektiv wurde ein Immunoassay flir Ben-
zodiazepine eingesetzt, der einen Gruppentest darstellte. Dieser verwendet
einen spezifischen Antikorper, der die meisten Benzodiazepine und ihre Me-
taboliten erkennen kann. Daher ist er eher zum Screening geeignet als fur ei-
nen Nachweis einzelner Substanzen. Das Hauptproblem sind unterschiedlich
starke Kreuzreaktivitaten des im Test verwendeten AntikGrpers zu den ver-
schiedenen Benzodiazepinen und ein quantitatives Signal, das aber nicht als
solches betrachtet werden darf. Nur mit Lormetazepam, auf das der Immuno-
assay kalibriert ist, lasst sich in Abwesenheit anderer kreuzreagierender Sub-
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stanzen theoretisch eine quantitative Aussage treffen. Zudem weisen Immu-
noassays in der Regel die freien/nicht-konjugierten Formen der Benzodiaze-
pine nach. Benzodiazepine, die unmittelbar als Glukuronid-Konjugate ausge-
schieden werden, wie z.B. Alprazolam und Lorazepam werden daher oft nicht
erfasst, was zu falsch negativen Ergebnissen fiihren kann. In der vorliegenden
Studie wurden daher auch die Urinproben einer enzymatischen Hydrolyse mit-
tels Beta-Glukuronidase vor der Analytik unterzogen, um so die Empfindlich-
keit der Methode zu steigern. Dennoch kamen zwei Studien, ,Limitations of
EMIT Benzodiazepine Immunoassay for Monitoring Compliance of Patients
With Benzodiazepine Therapy Even After Hydrolyzing Glucuronide Metaboli-
tes in Urine to Increase Cross-Reactivity: Comparison of Immunoassay Re-
sults With LC-MS/MS Value® und ,KIMS, CEDIA, and HS-CEDIA Immunoas-
says Are Inadequately Sensitive for Detection of Benzodiazepines in Urine
from Patients Treated for Chronic Pain“ zu dem Schluss, dass es trotz vorhe-
riger Hydrolyse von Glukuronid-Metaboliten mit Beta-Glukuronidase in den Im-
munoassays-Analyseverfahren zu falsch negativen Ergebnissen kam, die mit-
tels Flussigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie  Uberprift
worden waren. Dies, so schlussfolgerten die Autoren, weist daraufhin, dass
trotz Hydrolyse der Proben diese Benzodiazepine dennoch oft eine geringe
Kreuzreaktivitat aufweisen. Ebenso falsch negative Ergebnisse bei der Ben-
zodiazepin-Bestimmung mittels Immunoassay, die durch LC-MS erkannt wur-
den, finden sich in der Studie ,An Evaluation of the diagnostic accuracy of li-
quid chromatography-tandem mass spectrometry versus immunoassay drug
testing in pain patients®. Ursachen fur diese falsch negativen Ergebnisse konn-
ten in der Spezifitat der Antikdrper und dem Grad der Kreuzreaktivitat liegen,
aber auch an dem verwendeten Cut-off-Wert. Die Einstellung des Cut-off-Wer-
tes hangt von der Fragestellung ab. Mochte man nur ganz hohe Konzentratio-
nen von Drogen und deren Metabolite nachweisen z.B. bei der Fragestellung
einer Vergiftung oder falsch positive Ergebnisse vermeiden wie zum Beispiel
beim ,Workplace-Testing“, dann fallt die Wahl auf einen hohen Cut-off. Soll

der Nachweis sehr empfindlich erfolgen, dann wird ein niedriger Cut-off ge-
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wahlt mit der Konsequenz, dass es zu mehr falsch positiven Ergebnissen kom-
men kann (Kdlpmann 2004; Pfaffli et al. 2013). Weiter zur Bewertung des Dro-
genscreenings zu beachten sind auch unter anderem individuelle Einflussfak-
toren wie Metabolisierung (Leber- und Nierenfunktion), Fettgewebe, chroni-
sche Einnahme versus sporadische Einnahme aufgefiihrt. Aber auch externe,
wie beispielsweise bestimmte Substanzeinnahmen, und interne Manipulatio-
nen wie zum Beispiel exzessive Flussigkeitsaufnahme kdnnen die Ergebnisse
verfalschen wie in dem Artikel ,Urinschnelltests (Immunoassays) auf Drogen
und Medikamente“ Pfaffli et al. beschrieben. Des Weiteren ist die Metabolisie-
rung diverser Benzodiazepine zu ihrerseits aktiven Metaboliten zu beachten.
FiUr eine gewisse Trendbeurteilung im Sinne von steigenden oder fallenden
Benzodiazepin-Konzentrationen mussen zwei Voraussetzungen erfullt sein.
Erstens kann eine ungefahre Schatzung der Benzodiazepinkonzentration
durch Standardkurven mit einem Kalibrator wie oben erwahnt, ermittelt wer-
den. Zweitens muss der jeweilige Urinkreatininwert als Bezugsgrofie zur Be-
stimmung des Konzentrierungsgrades der Urinprobe vorliegen wie in dem Ar-
tikel ,Immunchemische Tests im Urin zur Verlaufsbeurteilung von Drogenabu-
sus“ der Autoren Degel et al. ausfiihrlich dargestellt. Auch ist darauf hinzuwei-
sen, dass es im Immunoassay aufgrund der limitierenden durch die markierten
Antikdrper gegen die Benzodiazepinbindungsstellen im Test zu einer Satti-
gungskurve kommt und weitere vorhandene Substanzen nicht mehr nachge-
wiesen werden kénnen. Zudem finden sich in den Herstellerlisten mehrere
Substanzen, die entweder ein falsch positives oder ein falsch negatives Er-
gebnis erbringen kdnnen. Aufgrund dieser Storanfalligkeiten des Immunoas-
says mussen Bestatigungstests wie in der vorliegenden Studie mit der LC-MS
uberprift werden. Die LC-MS ist ein chromatographisches Verfahren, in dem
Substanzen fllissigchromatografisch aufgetrennt und nach Messung ihrer
Massenubergangssignale ausgewertet werden. Parallel dazu werden herstel-
lerabhangige Positivkontrollen mit genau definierten Messbereichen verwen-

det. So erhalt man eine qualitative Bestimmung der Benzodiazepine.
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In der vorliegenden Untersuchung wurde auch die Massenspektrometrie als
qualitatives Verfahren eingesetzt, da die Methode nicht auf einzelne Benzodi-
azepine kalibriert war. Eine gewisse semiquantitative Aussage kann man uber
die Flache des Massensignals in der Massenspektrometrie erzielen, welches
durch eine spezifische Software, hier TargetLynx-Software, ausgewertet wird.
Dieses Verfahren ist sowohl spezifischer als auch sensitiver als der Immuno-
assay. So kann man hier sowohl die einzelnen Benzodiazepine aufgrund der
Kenntnis ihrer spezifischen Retentionszeiten und Massen differenzieren als
auch geringere Benzodiazepin-Konzentrationen erfassen. Bei einem direkten
Vergleich war die Signalintensitat mit diesem Verfahren stets héher als im Im-

munoassay.

Sowohl die Auswertungen der einzelnen Patienten als auch die tber das Ge-
samt-Patientenkollektiv zeigen, dass bis zur dritten Messung (5. — 18. Tag post
Aufnahme) die Signalstarken in der Gesamt-Benzodiazepin-LC-MS- und in der
Immunoassay-Messung entweder leicht ansteigen oder sich auf einem hohen
Niveau halten. Dies ist einerseits bedingt durch den Metabolismus einiger Ben-
zodiazepine in aktive Metaboliten und andererseits durch die Zufuhr von Oxa-
zepam als Entgiftungsmedikation. Ab der vierten Messung (8. — 18. Tag post
Aufnahme) kommt es zu einem Rickgang der Signalstarken in beiden Metho-
den. In der Oxazepam-LC-MS-Messung kommt es insgesamt zu einem An-
stieg bis zur dritten Messung durch die oxazepamgestutzte Entgiftung, was
sich in der Signalstarke des Immunoassays bis dahin nicht widerspiegelt auf-
grund der noch vorhandenen anderen Benzodiazepine bzw. deren aktiver Me-
taboliten, die im Assay kreuzreagieren. Das heil3t, dass eine Trendbeurteilung
hinsichtlich Anstieges oder Abfall des vorangegangenen Benzodiazepinwertes
mit dem Immunoassay-Verfahren bis zur dritten Messung kaum aussagekraf-
tig ist. Diese Beobachtung deckt sich mit der Studie ,Immunchemische Tests
im Urin zur Verlaufsbeurteilung von Drogenabusus®, in der die Autoren Degel
et al. darauf hinweisen, dass sich das Messsignal im Immunoassay aus der
Summe der Einzelsignale von Muttersubstanz und ihrer Metaboliten zusam-

mensetzt und daher eine Trendbeurteilung zu diesem Zeitpunkt nicht moglich
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ist. Wie in der vorliegenden Studie gezeigt, kann eine gewisse Trendbeurtei-
lung nur dann erfolgen, wenn die anderen Benzodiazepine langsam abgebaut
werden und Uberwiegend Oxazepam vorliegt und zugleich sukzessive redu-
ziert wird. Bei den meisten Teilnehmern der Studie war eine Trendbeurteilung
ab der vierten Messung moglich, da die Ubrigen Benzodiazepine langsam ab-

gebaut wurden und zeitgleich eine Reduktion des Oxazepams stattfand.

In einer weiteren Auswertung wurden die Quotienten der Signalhdhen der Ge-
samt-Benzodiazepine-LC-MS und der Signalhéhen des Immunoassays in Be-
zug auf den Quotienten der Signalhéhe der Gesamt-Oxazepam-LC-MS und
der Signalhdhe des Immunoassays fur jeden einzelnen Patienten und Ver-
laufskontrolle verglichen. In jeder ersten Messreihe ist der Faktor Gesamt-LC-
MS zu Immunoassay immer héher als der Faktor Oxazepam-LC-MS zu Immu-
noassay, wenn ein Vorhandensein von anderen Benzodiazepinen vorliegt. Im
Verlauf gleichen sich die Quotienten Gesamt-LC-MS und Oxazepam-LC-MS
zu Immunoassay innerhalb einer Messreihe an, was darauf hindeutet, dass
allmahlich die Gbrigen Benzodiazepine abgebaut werden und nur noch Oxa-

zepam im Urin nachweisbar ist.

5.2. Bedeutung der Compliancekontrolle

Wichtig ist zu gewahrleisten, dass die Patienten die ihnen verordneten Medi-
kamente, hier Oxazepam, regular einnehmen, um einen Missbrauch bzw. ei-
nen zusatzlichen Beikonsum zu erkennen. Ein Beikonsum findet vor allem
meist dann statt, wenn das Substitut langsam ausgeschlichen wird, bzw. unter
Substanzfreiheit. Die Studie der Autorin Basinska-Szafransk ,Metabolic diver-
sity as a reason for unsuccessful detoxification from benzodiazepines: the ra-
tionale from serum BZD concentration monitoring” kommt unter anderem zu
dem Schluss, dass Ruckfalle/Abbruchraten eng korrelieren mit den gegen
Ende der Entgiftung bzw. vorhandenen niedrigen Konzentrationen von Ben-

zodiazepinen im Serum. In dieser Phase kommt es aufgrund der Entzugs-
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symptomen oft kombiniert mit einer Exazerbation einer vorstehenden psychi-
atrischer Komorbiditat wie Angststérungen oder depressiven Stérungen, die
zu Abbruch bzw. Ruckfall fihren. Der Beikonsum von P 15 bestatigt diese Da-
tenlage eines Ruckfalles wahrend der letzten Entgiftungsphase. Er konsu-
mierte in der oxazepamfreien Phase Diazepam, Temazepam, Clonazepam
und Lorazepam. Hinsichtlich einer Trendbeurteilung im Immunoassay ist die
Phase der Reduktions- bzw. der substanzfreien Phase am aussagekraftigsten,
da durch die Reduktion von Oxazepam und den meist vollstandigen Abbau der
Ubrigen Benzodiazepine eine (semi-)quantitative Trendbeurteilung durch den
Immunoassay erfolgen kann. Dennoch sollte stets ein Bestatigungstest durch

die LC-MS oder ein ahnliches Bestatigungsverfahren erfolgen.

5.3. Bewertung der Ergebnisse

Anhand eines Patientenkollektiv von 33 Personen mit insgesamt 143 Urinpro-
ben wurde eine (semi-)quantitative Trendbeurteilung hinsichtlich der Verlaufs-
kontrolle von Benzodiazepinen, insbesondere des Oxazepam als Entgiftungs-
medikation, gemessen mit dem Immunoassay als Gruppentest und mit der LC-
MS jeweils bezogen auf den jeweiligen Urinkreatinin-Wert untersucht. Bei je-
der Messung wurde die jeweilige Signalstarke dividiert durch den jeweiligen
Urin-Kreatininwert. Das Patientenkollektiv nahm im Verlauf durch Entlassun-
gen bzw. Abbruche der Patienten stetig ab. Die Eingangsurine wurden initial
auch mit dem Toxtyper auf andere vorhandene Substanzen qualitativ unter-
sucht. Im LC-MS-Verfahren wurden die einzelnen Benzodiazepine flussigchro-
matografisch aufgetrennt und anschlieffend massenspektrometrisch Uber eine
Hersteller-Software bestimmt. Uber die Flache der Massensignale der einzel-
nen Benzodiazepine wurde die Signalstarke als (semi-)quantitative Auswer-
tung fur einen jeden Patienten ermittelt. Gleichzeitig wurde mit dem Immuno-
assay-Verfahren bezogen auf den jeweiligen Urinkreatininwert ebenfalls die
Signalstarke als Summe aller vorhandener Benzodiazepine ermittelt. Beide
Signalstarken wurden jeweils in einem gemeinsamen Diagramm fir jeden Pa-

tienten dargestelit.
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Bei einem direkten Vergleich der beiden Methoden zeigte sich eine moderate
Korrelation der Ergebnisse, aber die Hohe der Signale war in keinster Weise
vergleichbar. Der Unterschied zwischen den Messignalen lag im Mittel bei ei-
ner 10er Potenz.

In der Arbeit sind exemplarisch vier Patienten dargestellt, bei denen die Urin-
proben mit dem Immunoassay und der LC-MS-Methode parallel gemessen
wurden. P 1 stellt den Idealfall dar, da er im Eingangsurin ausschlie3lich Oxa-
zepam aufweist und wahrend der Oxazepamentgiftung parallele Anstiegs- und
abfallende Kurven im Immunoassay und in der LC-MS aufzeigt (Abbildungen
22 -24). Bei P 27 zeigt sich eine stagnierende Signalstarke im Immunoassay
von der funften auf die sechste Messung bei gleichzeitigem deutlichem Abfall
von Temazepam, Nordiazepam und Oxazepam in der LC-MS (Abbildungen 26
— 28). Dies kann sein bedingt durch eine Kreuzreaktivitat einer benzodiazepin-
ahnlichen Substanz. Im Gegensatz dazu stellt sich ebenfalls bei P 27 in der
sechsten Messung ein Signalabfall im Immunoassay bei gleichzeitigem plau-
siblem Anstieg von Oxazepam in der LC-MS wahrend der oxazepamgestutzte
Entgiftungsbehandlung dar (Abbildungen 26 — 28). Der Urinkreatininwert lag
zu diesem Messzeitpunkt bei 158 mg/dl, so dass ein Verdlinnungsfaktor aus-
geschlossen werden kann. Bei P 15 zeigen sich in der siebten Messung bei
zuvor ausschlieB3lich Signalstarken in der Oxazepam-LC-MS deutliche Signal-
ausschlage in der LC-MS auf Temazepam, Nordiazepam, Lorazepam, Dia-
zepam und Clonazepam, was auf einen zusatzlichen externen Benzodiazepin-
Konsum hinweist (Abbildung 30-32). Die Signalstarken im Immunoassay wei-
sen in derselben Messung einen moderaten Anstieg auf, jedoch insgesamt auf
das Siebenfache des vorherigen Signals. Erst in der darauffolgenden achten
Messung mit negativen Werten von Diazepam, Nordiazepam, Temazepam,
Lorazepam und Clonazepam in der LC-MS mit gleichzeitigem Anstieg in der
Oxazepam-LC-MS verlaufen die deutlich ansteigenden Kurven des Immuno-
assays und der Oxazepam-LC-MS fast parallel. Dies kann durch eine unzu-
reichende Kreuzreaktivitat vor allem von Clonazepam und Lorazepam wie in

den Immunoassays beschrieben, zurlickzuflihren sein bei gleichzeitiger einige
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Tage zuruckliegende Einnahme der Ubrigen Benzodiazepine, so dass eine ge-
ringere Konzentration im Urin vorlag mit konsekutiver Limitation durch den
Cut-off-Wert. P 31 war der einzige Patient bei dem neun Messungen Uber ei-
nen Zeitraum von 36 Tage moglich waren. Er zeigt bis zur dritten Messung
ansteigende Signalstarken im Immunoassay mit anschlieRenden langsamen,
teils leicht schwankenden, jedoch stetigen Abnahmen in der Signalstarke im
Immunoassay sowie zeitgleich in der LC-MS (Abbildungen 34 — 36). Dieser
protrahierte Benzodiazepinentgiftungsverlauf weist auf eine langjahrige Poly-
toxikomanie mit konsekutiven somatischen Folgeerscheinungen wie deutlich
erhdohten Leberwerten in der Eingangsuntersuchung als Hinweis auf eine
schon eingetretene Leberfunktionsstorung bei bekannter Hepatitis C hin. Die
Nierenwerte lagen im Normbereich, so dass der protrahierte Behandlungsver-

lauf auf die Leberfunktionsstérung zurtickzufihren ist.

Uber den Beobachtungszeitraum unterlagen die Signalstarken der Verlaufe in
der LC-MS unter Einschluss aller Benzodiazepine und im Immunoassay so-
wohl bei den einzelnen Patienten als auch bezogen auf das Gesamt-Kollektiv
nur leichten Schwankungen bis zur dritten Messung, die bereits unter der Oxa-
zepam Entgiftungstherapie stattfand. Durch differenzierte Analyse der einzel-
nen Benzodiazepine mit der LC-MS konnte gezeigt werden, dass sich im Im-
munoassay ein Summensignal aus dem substituierten Oxazepam und der Me-
tabolisierung der Ubrigen Benzodiazepine, die im Eingangsscreening nachge-
wiesen worden waren, zu Oxazepam ergibt. Daher erscheint eine Trendbeur-
teilung im Immunoassay innerhalb dieses Beobachtungszeitraumes nicht
sinnvoll. Erst danach kann eine gewisse (semi-)quantitative Trendbeurteilung
im Immunoassay in den Urin-Verlaufskontrollen erfolgen, da die meisten akti-
ven Metaboliten ausgeschieden sind und Oxazepam mit der relativ kurzen
Halbwertszeit ebenfalls sich in Abnahme befindet. Am aussagekraftigsten er-
scheinen Trendbeurteilungen, wenn Oxazepam Uber mindestens 24 Stunden
nicht mehr gegeben worden ist aufgrund der relativ kurzen HWZ von vier bis
15 Stunden.
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Kritisch zu diskutieren in dieser Studie ist die deutliche zeitliche Spannbreite
innerhalb der einzelnen Messungen als auch die zeitliche Uberlappung mit der
nachsten Messreihe. So erstreckt sich beispielsweise die dritte Messung vom
funften bis 18. Tag und die vierte Messung uber den achten bis 18. Tag nach
Aufnahme. Aufgrund der Limitation durch die begrenzten markierten Antikor-
per im Immunoassay kann insgesamt eine tendenzielle Konzentrationsbestim-
mung bei sehr hohen Benzodiazepinen nicht erfolgen. Auch durch die herstel-
lerabhangigen Cut-off-Werte ist eine Trendbeurteilung deutlich eingeschrank-
ter mdglich als in der LC-MS-Messung, da hier auch sehr geringe Mengen von
Benzodiazepinen erfasst werden und dadurch die Konzentrationen einer Urin-
probe signifikanter bestimmt werden kdnnen. Daher zeigen eine Abnahme
bzw. Zunahme von Benzodiazepin-Konzentrationen weniger Unterschiede in
der Signalstarke im Immunoassay als in der LC-MS. Zudem bestimmt auch
die Kreuzreaktivitat der einzelnen Benzodiazepine wie auch Substanzen mit

ahnlicher Benzodiazepingrundstruktur die Signalstarke.

In einer weiteren Untersuchung wurde eine Korrelation zwischen dem Quoti-
enten der Signalhdhe Gesamt-Benzodiazepine-LC-MS und der Signalhdhe
des Immunoassays in Bezug auf den Quotienten der Signalhdhe der Gesamt-
Oxazepam-LC-MS und der Signalhdhe des Immunoassays fur jeden einzel-
nen Patienten und in Bezug auf das Gesamtkollektiv ermittelt. Bei fast allen
Patienten ist bis zur dritten bzw. vierten Messung der Faktor Gesamt-LC-MS
zu Immunoassay zu Faktor Oxazepam-LC-MS zu Immunoassay in jeder
Messreihe hoher, was auf die Anwesenheit der anderen Benzodiazepine hin-
weist. Erst im Verlauf gleichen sich die Faktoren Gesamt-LC-MS und Oxa-
zepam-LC-MS zu Immunoassay an, was darauf hindeutet, dass allmahlich die
ubrigen Benzodiazepine abgebaut werden und nur noch Oxazepam im Urin
nachweisbar ist. Es zeigen sich innerhalb der einzelnen Messreihen eines Pa-
tienten meist erhebliche Schwankungen des Faktors Gesamt-LC-MS zu Im-
munoassay bzw. Oxazepam-LC-MS zu Immunoassay. Im Idealfall waren die
Quotienten innerhalb aller Messreihen der Verlaufsuntersuchungen annah-

rend gleich, so dass auf die Signalhéhe in der LC-MS auf die Signalhdhe im
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Immunoassay geschlossen werden konnte. Dies ist nicht der Fall, da auch hier
eine exakte Vergleichbarkeit der beiden Verfahren aufgrund des unspezifi-
schen Gruppentest des Immunoassay mit seiner limitierten Aussagefahigkeit
sowohl in den unteren Bereichen durch den Cut-off-Wert als auch im oberen
Bereich durch die Sattigung deutlich eingeschrankt ist.

Eine Korrelationsanalyse der Ergebnisse beider Methoden bei den Messver-
fahren erfolgte zudem gemal mit dem ,Statistik-Programm ,MedCalc®, indem
die Summe der Benzodiazepine im Immunoassay (bezogen auf den jeweiligen
Urin-Kreatininwert) zur Summe aller Benzodiazepine (ebenfalls bezogen auf
den jeweiligen Urin-Kreatininwert) in Zusammenhang gestellt wurde. Insbe-
sondere wurde auch der Spearman-Korrelationskoeffizient als Mal} fur die
Starke eines Zusammenhanges zwischen zwei Grolen, in diesem Fall zwi-
schen den beiden Nachweisverfahren. Hierbei zeigte sich ein Spearman-Ko-
effizient von 0,7, was gemal} Nachtigall & Wirtz als moderat angesehen wer-
den kann. Ein Spearman-Korrelation von 0,67 wurde als Signalstarke der
Summe aller Benzodiazepine (bezogen auf den jeweiligen Urin-Kreatininwert)
im Immunoassay zur Signalstarke der Summe aller gemessener Oxazepam-
werte in der LC-MS (bezogen auf den jeweiligen Urin-Kreatininwert) ermittelt.
Auch diese Berechnungen bestatigen, dass bei den untersuchten 143 Urin-
proben die initial vorhandenen Benzodiazepine im Verlauf abgebaut wurden
und durch den Metabolismus einiger Benzodiazepine zu Oxazepam sowie

durch externe Zufuhr von Oxazepam ein Uberwiegen von Oxazepam vorlag.

Limitationen der Untersuchungq:

Wie bereits oben erwahnt, fanden nicht alle Messungen nach der Eingangsu-
untersuchung im gleichen Zeitfenster statt, was einen Einfluss auf die Signale
im Immunoassay hatte, wenn Benzodiazepine konsumiert worden waren, die
metabolisiert werden. Leider stand zur Zeit der Untersuchungen keine kalib-
rierte LC-MS-Methode selektiv flr einzelne Benzodiazepine zur Verfligung,
weshalb auch die LC-MS-Ergebnisse nur als semiquantitativ zu betrachten
sind. Die semiquantitative Auswertung tber Signale bzw. Benzodiazepinaqui-
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valente im Immunoassay und Uber die Flachen in der LC-MS-Methode, er-
schwerten eine quantitative statistische Auswertung. Diese ist daher eher de-
skriptiv. Auch waren die Daten der Ergebnisse mit beiden Methoden nicht nor-
mal verteilt, was sich in der gro3en Diskrepanz zwischen den Mittelwerten und
den Medianen zeigt. Ein weiterer Einflussfaktor sind die unterschiedlichen
Gruppengrof3en zu den jeweiligen Messzeitpunkten. Die letzten vier Messun-
gen reprasentieren weniger als zehn Patienten, die letzte Messung nur noch

einen.

6. Ausblick

In Anbetracht der mdglichen falsch positiven und falsch negativen Ergebnisse
einer Messung der Benzodiazepine mit einem immunologischen Gruppentests
im Urin zur Verlaufskontrolle einer oxazepamgestitzten Entgiftungstherapie
sollte auf die Verwendung eines solchen Verfahren verzichtet werden und bes-
ser gezielt der selektiven Messung einzelner Benzodiazepine mit einer chro-
matografischen Methode der Vorzug gegeben werden. Dabei setzt sich immer
die Flussigchromatographie mit einer massenspektrometrischen Detektion
durch, die zunehmend auch Einzug in medizinische Routinelaboratorien halt

und nicht mehr nur forensischen Speziallaboratorien vorbehalten ist.

Vor dem Hintergrund, dass positive Ergebnisse eines immunologischen Tests
chromatografisch sowieso bestatigt werden sollten, halten sich die Kosten im
Rahmen, wenn man direkt chromatographische Verfahren einsetzt und auf Im-

munoassays verzichtet.

7. Zusammenfassung

In einem polytoxikomanen Kollektiv von 33 Patienten wurde wahrend einer
stationaren oxazepamgestitzten Entgiftungsbehandlung gepriift, ob sich der
Therapieverlauf im Urin durch einen immunologischen Gruppentests verfolgen
lasst. Dazu wurden insgesamt 143 Urinproben mit einem immunologischen

Benzodiazepingruppentest (EMIT) und mit einer spezifischen, aber semiquan-
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titativen LC-MS-Methode verfolgt. Die LC-MS-Methode konnte einzelne Ben-
zodiazepine selektiv nachweisen und Uber die Flachen der Signale semiquan-
titativ ausgewertet werden. Alle Signale waren auf das Urinkreatinin bezogen,
um Diureseschwankungen zu relativieren. Zudem erfolgte in der Eingangsun-
tersuchung ein Drogenscreening im Urin mit dem Toxtyperinstrument, mit dem

sich >3000 Substanzen und deren Metabolite qualitativ nachweisen lassen.

Es fand sich Uberwiegend in den Eingangsurinen Diazepam mit seinen aktiven
Metaboliten Nordiazepam, Temazepam und Oxazepam, jedoch auch bei einer

geringerer Patientenanzahl Lorazepam und Clonazepam.

Es bestatigte sich die Vermutung, dass mit dem immunologischen Benzodia-
zepingruppentest keine semiquantitative Verlaufsbeobachtung der Oxazepa-
mentgiftung mdglich war, solange andere Benzodiazepine im Urin mit der LC-
MS-Methode nachweisbar waren. In der Phase, in der alle nicht therapeutisch
verabreichten Benzodiazepine ausgeschieden waren, liel3 sich mit dem Immu-
noassay der nicht erlaubte Beigebrauch von Oxazepam und anderen Benzodi-
azepinen erkennen. Die weitere Verlaufsbeobachtung war allerdings er-
schwert, wenn z.B. Diazepam konsumiert wurde, welches zu Nordiazepam,
Temazepam und Oxazepam verstoffwechselt wird. Ein direkter Methodenver-
gleich zeigte eine schwache Korrelation zwischen dem Immunoassay und der

LC-MS-Analytik bei nicht vergleichbaren Signalstarken.

Aufgrund meiner Beobachtungen kann nicht empfohlen werden, die oxa-
zepamgestitzte Entgiftungstherapie mit einem immunologischen Gruppentest
fir Benzodiazepine zu verfolgen, was aber im Moment so noch haufig prakti-

ziert wird.
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9. Anhang des untersuchten Patientenkollektives:
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