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1. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Methadon ist ein zentral wirksames Analgetikum, das strukturell der Klasse der
Diphenylpropylamine zuzuordnen ist (Roth 2000). Stereoselektiv bindet es mit
hoher Affinitat an spezifische u-Opioidrezeptoren, welche vor allem im Zentral-
nervensystem und im Intestinaltrakt lokalisiert sind (Kristensen et al. 1994, Pert
und Snyder 1973).

Der Morphinagonist Methadon zahlt zu den weltweit am haufigsten einge-
setzten synthetischen Opioiden und hat bei der Behandlung von Patienten mit
chronischem Schmerzleiden sowie bei der Heroinsubstitutionsbehandlung von
Drogenabhangigen eine groRe Bedeutung erlangt (Kristensen und Angelo
1992, 1994, 1996, Risak et al. 1996, Schmidt et al. 1992 ).

Die chemische Verbindung besitzt ein chirales Kohlenstoffatom und existiert
folglich in zwei optisch aktiven, enantiomeren Formen (Schulz und Schmoldt
1997). Diese unterscheiden sich besonders hinsichtlich ihrer Rezeptor-
affinitaten (Kintz et al. 1997, 1998). In vitro hat das linksdrehende Levo-
methadon eine 10-fach hohere Affinitat zum p-Opioidrezeptor als sein rechts-
drehendes Gegenstlick Dextromethadon (Kreek et al. 1995, Kristensen et
al.1992, 1994, 1996).

Des weiteren wird uns eine langere Plasmaeliminationshalbwertszeit des Levo-
methadons beschrieben (Nakamura et al. 1982) und die beiden Enantiomeren
gehen unterschiedlich starke Bindungen an die Plasmaproteine ein. Dies
beeinflusst erheblich deren Ausscheidung Uber die Niere (Boulton und Devane
2000, Bowdle et al. 1997, Eap et el. 1990, 1996, 2000, Foster et al. 1999,
2000, Garrido et al. 2000).

Beobachtungen am Menschen kdnnen sowohl die therapeutischen Eigen-
schaften wie auch die Nebenwirkungen eindeutig dem Levoenantiomer
zuweisen, welches eine 50-fach héhere analgetische Potenz gegenliber dem
inaktiven Dextroenantiomer aufweist (Scott et al. 1948).

Allerdings induziert auch das therapeutisch nicht wirksame Dextromethadon in
hohen Dosen verabreicht morphinahnliche subjektive Effekte und schafft so
einen milden Grad physischer Abhangigkeit (Chizh et al. 2000, Fraser und
Isbell 1962).



Bislang nicht eindeutig geklart werden konnte jedoch die Frage, ob dies allein
Ergebnis der pharmakodynamischen Unterschiede zwischen den beiden
Opioidisomeren ist, oder ob die stereoselektive pharmakokinetische Disposition
ebenfalls eine Rolle spielt (Kreek et al. 1993, Misra et al. 1973).

In Deutschland ist seit Januar 1994 neben dem reinen Levomethadon auch das
international Ubliche Racemat, eine Mischung aus der pharmakologisch
wirksamen Levoform und der praktisch unwirksamen Dextroform, zur
Substitutionsbehandlung von Drogenabhangigen zugelassen. Mit dem Inkraft-
treten der zehnten Verordnung zur Anderung des Betiubungsmittelgesetzes
wurden die Richtlinien zur Methadonsubstitutionsbehandlung im Februar 1998
entscheidend gelockert. Die Mindestfrist fur die beaufsichtigungspflichtige
Methadoneinnahme wurde verkurzt und die Hochstmenge der ,take home*
Dosis deutlich erhéht (BtMAndV, BtMG, BtMVV). Der synthetische Opioid-
agonist Methadon weil3t jedoch diverse hdchst gefahrliche Eigenschaften auf,
deren Berucksichtigung eine sehr sorgfaltige Anwendung erfordert: nach einer
ausgedehnten Biotransformation in der Leber werden die Hauptmetaboliten
ebenso wie das unveranderte Medikament Uber die Niere und die Galle
ausgeschieden. Innerhalb der ersten 24 Stunden werden zwischen 20% und
60% der peroral verabreichten Methadondosis eliminiert. Nach einer
Demethylierung am Stickstoffatom tritt durch intramolekulare Kondensation
eine Zyklisierung zu Pyrrolidinen und Pyrrolinen ein. 43% der aufgenommen
Menge werden zu 2-ethyliden-1,5-dimethyl-3,3-diphenyl-pyrrolidin (EDDP)
verstoffwechselt. EDDP besitzt ebenso wie Methadon ein chirales Zentrum, hat
jedoch keine opiataktiven Eigenschaften (Lanz und Thormann 1996, Leavitt et
al. 2000).

Interindividuelle Abweichungen in der Bioverfugbarkeit des Medikamentes
sowie der stereoselektive Metabolismus erschweren die Aufstellung genauer
Dosierungsschemata. Aus diesem Grund wird von verschiedenen Seiten ein
gutes Monitoring insbesondere bei der Verwendung des Racemats gefordert
(Beck et al. 1991, Eap et al. 1990, 1996, 2000, Kristensen et al. 1992, 1994,
1996).

Wahrend der Dextro-/Levo-Methadonerhaltungstherapie finden interindi-
viduelle Anpassungsvorgange in der Methadonpharmakokinetik und im Ver-

haltnis der einzelnen Enantiomeren zueinander statt (Beck al. 1991). Diese
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lassen sich moglicherweise durch eine verstarkte Stickstoffdemethylierung
beider Isomeren in der Leber erklaren (Bouer et al. 1999, Foster et al. 1999).
Wechselwirkungen mit enzyminduzierenden Medikamenten wie beispielsweise
Phenobarbital oder Rifampicin im Sinne einer Aktivitatserhdhung des meta-
bolisierenden Enzymsystems sind ebenso ein zentraler Diskussionspunkt wie
die geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Metabolisierung (de Vos et al.
1995).

Neue Untersuchungsergebnisse bei Patienten in der Langzeittherapie be-
schreiben daruber hinaus das Phanomen einer Selbstinduktion des Methadon-
metabolismus bei individuell differenter Enzymexpression (Wolff et al. 2000).
Die Eliminationshalbwertszeit des Racemates variiert von 19 bis 75 Stunden.
Die angegebene Bioverfugbarkeit unterliegt einer Spannbreite von 36% bis
106%. Aus den oben genannten Grinden ist das Risiko einer Kumulation und
damit das verzogerte Auftreten toxischer Wirkungen insbesondere bei einem
Beigebrauch anderer Pharmaka nicht abschatzbar (de Vos et al. 1995).

Es ist somit unabdingbar, die beiden Enantiomeren in biologischen Flussig-
keiten wie Serumproben, Blut oder Urin getrennt zu bestimmen, um sich der
Frage einer Dosis-Wirkungs-Beziehung gerade auch im Hinblick auf genauere
Dosierungsplane in der Substitutionstherapie nahern zu kénnen.

Diverse Untersuchungsmethoden erweisen sich als geeignet sowohl man-
gelnde und unvollstdndige Compliance der Patienten als auch ein Therapie-
versagen aufgrund von Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Arzneien
und Suchtstoffen aufzudecken (Baumann 1996, Mahler et al. 1998). Bei
Leichen konnen diese im Speziellen zur Aufklarung der Todesursache mit
beitragen.

Bislang publizierten stereoselektiven Analysen fur die Bestimmung der beiden
Methadonenantiomeren aus Speichel- und Haarproben (Kintz et al. 1997)
sowie aus dem Serum von Lebenden (Schmoldt et al. 1997), mangelte es
entweder an Sensitivitat (Beck et al. 1991) oder sie waren finanziell zu auf-
wendig, da die Lebensdauer der chiralen Alpha-1-Glykoprotein-Saule zu kurz
war (Schmidt et al. 1992).

Unsere Zielsetzung bestand darin, den qualitativen Nachweis von Methadon
und dessen Metaboliten 2-ethyliden-1,5-dimethyl-3,3-diphenyl-pyrrolidin

(EDDP) sowie die gleichzeitige quantitative Bestimmung von Methadon in
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Serum und Vollblut zu ermoéglichen. Zum stereoselektiven Nachweis an einer
chiralen Saule mit davor geschalteter Cyanosaule wurde eine kurzlich
beschriebene Methode (Kristensen et al. 1994) von uns abgewandelt und

insbesondere zur Untersuchung von Leichenblut verbessert.

2. MATERIAL UND METHODE

2.1. Untersuchungsmaterial

2.1.1. Probenmaterial

Mit der weiter unten beschriebenen Methode untersuchten wir 199 Blutproben.
Diese setzten sich zusammen aus Serumproben von 93 lebenden Personen
aus dem Jahre 1999 sowie 106 Leichenblutproben aus den Jahren 1997 bis
1999. Alle Blutentnahmen bei Lebenden waren von der Polizei in Fallen
veranlasst worden, bei denen der Verdacht einer Straftat bestand. Die Leichen-
blutentnahmen erfolgten samtlich im Rahmen gerichtsmedizinischer Sektionen.
In beiden Fallen verwendeten wir Proben von mannlichen und weiblichen
Personen. Im Vorfeld waren keinerlei Ausschlul3kriterien wie das Alter oder der
Beigebrauch bestimmter Arzneien und Suchtstoffe vorgegeben. Zunachst
erfolgte die routinemallige quantitative Bestimmung der Gesamtmethadon-
konzentration ohne chirale Auftrennung mittels Hochdruckflissigkeits-
chromatographie/Diodenarraydetektor oder  Gaschromatographie/Massen-

spektrometrie.

2.1.2. Gerate

Zur Probenbestimmung benutzen wir:
® eine Zentrifuge (Heraeus Medifuge 200),
e einen Ruttler (Heildolph REAX 2000),

e einen Rotavapor (Buchl RE 111, Schweiz),



® einen Heizblock mit Abdampfaufsatz (ReactiTherm Ill Heating Modul und
ReactiVap lll, Pierce, Rockford, USA),

e eine HPLC-DAD Beckmann M 114 Pumpe (Beckmann Instruments, San
Remo, USA),

e einen Merck Hitachi L-7200 Probengeber (Merck Hitachi, Darmstadt,
Deutschland),

e ceinen Hewlett Packard Diodenarraydetektor Series 1100 (Hewlett Packard,
Waldbronn, Deutschland),

e einen Waters Saulenofen Col. Htr. Mod. TCM (Waters GmbH, Eschborn),

e ceine HPLC-UV Merck Hitachi L-7110 Pumpe (Merck Hitachi, Darmstadt,
Deutschland),

e ceinen Merck Hitachi L-7200 Probengeber (Merck Hitachi, Darmstadt,
Deutschland),

e ceinen Beckmann 160 Absorbance Detektor mit Zinklampe 214 nm
(Beckmann Instruments, San Remo, USA),

e ceinen Merck Hitachi D-2500 Chromato-Integrator (Merck Hitachi, Darmstadt,
Deutschland).

2.1.3. Hilfsmittel

Als Hilfmittel dienten uns Reagenzglaser und Mel3kélbchen mit einem Volumen
von jeweils 10 ml. Sowohl die Rundbodenglaser als auch die Spitzbodenglaser
und der Glashohlstopfen bestanden aus Duran-Glas mit Schliff N 14. Als
Pipetten wurden Gilson Pipetman 100 pl und 1000 ul variabel sowie Gilson
Microman M 10, Gilson Distriman und Glaspipetten mit einem Volumen von
2,5 ml benutzt. Zusatzlich setzen wir als Probengeberflaschchen Mikroproben-
flaschchen aus PP 300 pl, 11 mm, Bauch gerippt (Chromatographiehandel
Mdaller Art.-Nr. 610270) mit Bordelkappen N 11 TB/aA (Butylgummi rot/PTFE)
11 mm (Chromatographiehandel Muller Art.-Nr. 611002) ein.



2.1.4. Kaufliche Chemikalien

Zur Durchfihrung der Analysen verwendeten wir:

Acetonitril (Fischer Scientific, Far UV HPLC, A/0627),
Chlorbutan (Fisons, HPLC, C/4756),

Ethylenglykol (Merk, pro analysi, 9621),
Methylclonazepam (Hoffmann la Roche, Reinsubstanz),
Wasser (Braun Melsungen, Aqua ad injectabilia),
Methanol (Merck, prepsolv, UN 1230),
Kaliumdihydrogensulfat (Merck, pro analysi, 4873),
Ortho-Phosphorsaure 85% (Merck, pro analysi, 1.005739),
Kaliumhydroxid (Merck, pro analysi 5033),

N, N-Dimethyloctylamin (Fluca, purum, 40995).

2.1.5. Lésungen und Kalibratoren

Als Phosphatpuffer benutzen wir folgende zwei Versionen:

® Zur Herstellung des Phosphatpuffers 0,02 M (pH 2,0) wird 3,0 g KH;PO, in
2,0 | Aqua ad injectabilia gelost, mit Ortho-Phosphorsaure auf einen pH-Wert
von 2,0 eingestellt und anschlieBend durch ein saurefestes Filterpapier
filtriert.

® Zur Herstellung des Phosphatpuffers 0,01 M (pH 5,0) wird 1,36 g KH.PO4 in
1,0 I Aqua ad injectabilia gel6st, mit 1-normaler Kalilauge auf einen pH-Wert

von 5,0 eingestellt und anschlie3end durch saurefestes Filterpapier filtriert.

Beide Puffer kdnnen im Kuhischrank bis zu sechs Monate aufbewahrt werden.
Zur Herstellung der Stammldsung in einer Konzentration von 1 g/l werden
10 mg der zu untersuchenden Substanz in einem Melkdlbchen in 10 ml
Methanol gelést und anschlieBend in ein Aufbewahrungsglas mit Teflon-
schraubdeckel uberfuhrt.

Zur Herstellung der Stammlésungen in Konzentrationen von 10 mg/l und
1 mg/l werden jeweils 100 pl beziehungsweise 10 pl der Stammldsungen

(Konzentration 1 g/l) in einem Mel3kdlbchen mit Methanol auf 10 ml aufgefullt
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und anschlieBend in ein Aufbewahrungsgefald mit Teflonschraubdeckel
uberfuhrt.

Unsere Stammldsungen bleiben im Kihlschrank bis zu zwei Jahre haltbar. Von
den Einzelsubstanzen Levomethadon, Dextro-/Levomethadon, Methylclonaze-
pam (ISTD) bereiten wir die Stammlésungen in Konzentration von 1 g/l und
100 mg/l zu.

Zur Gewinnung der Kalibrationsproben spicken wir leeres Kalberserum mit

bekannten Mengen an racemischem Dextro-/Levomethadon.

2.2. Methode

2.2.1. Prinzip

Zum stereoselektiven Nachweis von Dextro- und Levomethadon werden die
Substanzen durch flissig-flissig Extraktion mit 1-Chlorbutan von der bio-
logischen Matrix getrennt, die organische Phase eingeengt und der Extrakt
hochdruckflussigkeitschromatographisch im sauren Milieu bei einem pH-Wert
von 5,0 auf einer chiralen Trennsaule mit Cyanovorsaule analysiert. Die
Identifikation erfolgt durch einen UV-Festwellendetektor mit einer Zinklampe bei
einer Wellenlange von 214 nm.

Das Anwendungsgebiet umfasst sowohl die qualitative als auch die quantitative
Bestimmung von Methadon und dessen Metaboliten 2-ethyliden-1,5-dimethyl-
3,3-diphenyl-pyrrolidin (EDDP), sowie im besonderen den stereoselektiven
Nachweis von Dextro- und Levomethadon aus Serum und Blut. Dabei wird 1 ml

Probenmaterial eingesetzt.

2.2.2. Extraktion

1 ml Blut, die verwendete Menge kann bei zu wenig vorhandenem
Probenmaterial gegebenenfalls auch verringert werden, wird in einem
Reagenzglas mit Schliff mit 5 ml 1-Chlorbutan eine Minute mechanisch ge-
schattelt (Heildolph-Ruttler). Das Gemisch wird drei Minuten bei 5000 Rpm
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zentrifugiert und die obere Phase mdglichst quantitativ mit Hilfe einer Glas-
Pasteurpipette abgetrennt.

Den Uberstand gibt man zusammen mit 30 pl Ethylenglykol in ein Spitzglas mit
Schliff und engt bei 50° C am Rotavapor beziehungsweise im Heizblock unter
Luft- oder Stickstoffstrom bis auf das Ethylenglykol ein. Der Rickstand wird in
70 pl eines Acetonitril-Wassergemisches (50/50) aufgenommen, nochmals kurz
geruttelt und in ein Probenglas uberfluhrt.

Die jeweils bendtigten Kalibratoren und Kontrollen werden in der gleichen Art
und Weise aufgearbeitet. Alle diese Vorgange finden bei einer normalen

Umgebungstemperatur von 20 °C bis 22 °C statt.

2.2.3. Hochdruckflussigkeitschromatographie-Methode

Der in den Probengebergefallen befindliche Extrakt wird auf einer
Saulenkombination bestehend aus einer Cyanovorsaule Nucleosil 100-5 CN ET
40 x 4 mm (Machery. Nagel, Diren) und einer daran direkt angeschlossener
chiraler Alpha-1-Glykoprotein-Saule 100 x 4 mm, 5 pym (ict Handels-GmbH, Bad

Homburg) getrennt.

Die mobile Phase besteht aus einem Gemisch von Acetonitril, 0,01 molarem
Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 5,0 sowie Dimethyloctylamin
(15/85/0,05 v/v/v). Die Fluldrate betragt 0,8 ml/min, die Einspritzmenge 30 pul.
Die Spullésung fur die Nadeln der automatischen Probengeber besteht aus
einem Methanol-Wasser-Gemisch in einem den Eluenten entsprechenden
Verhaltnis.

Fir den stereoselektiven Nachweis von Dextro- und Levomethadon wird das
Chromatogramm 30 Minuten lang bei einer UV-Festwellenlange von 214 nm
aufgezeichnet. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines Chromato-Integrators
D 2500 (Merck Hitachi, Darmstadt, Deutschland).

Die ungefahren Retentionszeiten betragen:

e |Levomethadon 15 Minuten,

e Dextromethadon 18 Minuten,

® Levo-2-ethyliden-1,5-dimethyl-3,3-diphenyl-pyrrolidin 12,5 Minuten

e Dextro-2-ethyliden-1,5-dimethyl-3,3-diphenyl-pyrrolidin 13,5 Minuten
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2.2.4. Bestimmung des Gesamtmethadons

Unter Zugabe eines internen Standards eignet sich diese Methode prinzipiell
ebenso zum direkten quantitativen Nachweis von Levo- und Dextromethadon.
In der Praxis erweist es sich jedoch als gunstiger, zuerst das Gesamtmethadon
gesondert mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie/Diodenarraydetektor
beziehungsweise Gaschromatographie/Massenspektrometrie zu bestimmen
und danach mit der vorgestellten Methode nur das prozentuale Verhaltnis von
Levo- und Dextromethadon zu ermitteln.

Eine vorausgehende quantitative Bestimmung des Gesamtmethadons auf einer
Ublichen Reverse-Phase Hochdruckflissigkeitschromatographie kann vor der
Extraktion leicht in den Ablauf eingebaut werden: dabei wird ein geeigneter
Standard wie beispielsweise Methylclonazepam zugegeben, die Extraktion
dann in der unter 2.2.2 dargestellten Art durchgeflhrt und der Ethylenglykol-
Extrakt zunachst in das Autosamplerglaschen der klassischen Reverse-Phase
Hochdruckflissigkeitschromatographie gegeben. Dabei kann das Gesamt-
methadon neben Benzodiazepinen und anderen Arzneistoffen quantifiziert
werden. Der Rulckstand im Autosamplerglaschen wird nun, gegebenenfalls
unter Zugabe einer geringen Menge eines Acetonitril-\Wassergemisches in
einem Verhaltnis 50 zu 50, mittels der beschriebenen stereoselektiven Methode
aufgetrennt.

2.2.5. Robustheit der Methode

Besonders hervorzuheben ist die Robustheit der Methode, welche sich
uneingeschrankt auch zur Untersuchung der schwierigen Matrix Leichenblut
eignet. Sogar bei Faulnis der Blutproben wurden zufriedenstellende Ergebnisse
erzielt. Keiner der typischen Beigebrauchsstoffe wie exemplarisch Benzo-
diazepine, Opiate, Cocain, Cannabis, trizyklische Antidepressiva oder Anti-
epileptika eluiert zu einer ahnlichen Retentionszeit wie die beiden Methadon-
isomeren. Sofern Dextro- und Levo-2-ethyliden-1,5-dimethyl-3,3-diphenyl-
pyrrolidin (D-EDDP, L-EDDP) Uber der Bestimmungsgrenze liegen, kdnnen sie

mit dieser Methode ebenfalls erfasst werden.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Typisches Chromatogramm

t in min o

I\
J1
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; _&' 12.69 Leve-EDDP

13.89 Dextro-EDDP

15 f . = 14 .94 Levomethadon
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- e
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Abbildung 1: typisches Chromatogramm einer aufbereiteten Blutprobe eines
Patienten unter Methadontherapie. Man sieht eine deutliche Auftrennung in
Levo- und Dextromethadon, sowie in die Metaboliten Levo- und Dextro-2-
ethyliden-1,5-dimethyl-3,3-diphenyl-pyrrolidin (D-EDDP, L-EDDP).

3.2. Bestimmungsgrenze und Prazision

Die Grenze fur die sichere quantitative Bestimmung lag bei 0,02 mg/I Dextro-
beziehungsweise Levomethadon.

Die Abweichung innerhalb der einzelnen Proben wurde bestimmt, indem 1 ml
Kalberserum mit einer definierten Menge an racemischem Methadon versetzt
wurde.

Bei zehn aufeinanderfolgenden Analysen von Leerseren, die mit einer relativ
geringen Konzentration von 0,03 mg/l gespickt waren, wurden folgende
Mittelwerte + Standardabweichung flr den prozentualen Anteil von Levo-

methadon am Enantiomerengemisch erhalten:
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e bei Bestimmung Uber die Peakflache: 50,17 + 3,68% und
® bei Bestimmung Uber die Peakhdhe: 49,44 + 3,62%

Die Bestimmung der Prazision zeigte vergleichbare Ergebnisse bei der
Auswertung uber die Hohe ebenso wie Uber die Flache. Wegen der maoglichen
Uberlappung von Levomethadon mit Dextro-2-ethyliden-1,5-dimethyl-3,3-
diphenyl-pyrrolidin (Dextro-EDDP) war beim Auftreten von 2-ethyliden-1,5-
dimethyl-3,3-diphenyl-pyrrolidin-Peaks die Auswertung uber die Hohe der
Auswertung Uber die Flache vorzuziehen.

Fiar die Leichenblutproben wurde die bivariate Verteilung von Levomethadon
sowohl Uber die Hohe als auch Uber die Flache berechnet und in einem
Scatterdiagramm veranschaulicht.

Der Korrelationskoeffizient lag gemittelt bei 0,9925.
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Levomethadon Ober die Flache in Prozent berechnet

Abbildung 2: Verteilung von Levomethadon uber die Hohe und Uber die Flache
fur die Racematfalle berechnet.
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3.3. Verwendbarkeit der gewonnenen Analysen

Wir fuhrten bei insgesamt 256 Blutproben routinemaflig eine quantitative
Bestimmung der Gesamtmethadonkonzentration durch, von denen wir 199
verwenden konnten. Bei den Lebenden fanden von 133 gemessenen Proben
93 Eingang in die statistische Auswertung, was 69,9% entspricht. Fur die
verbleibenden 40 Blutproben ergab die Analyse mittels Hochdruckflussigkeits-
chromatographie/Diodenarraydetektor beziehungsweise Gaschromatographie/
Massenspektrometrie vorab kein Nachweis von Methadon, so dass sich hier die
Frage einer chiralen Auftrennung nicht stellte.

Bei den Leichen lielRen sich von 113 erhaltenen Werten 106 benutzen. Hier lag
die prozentuale Ausbeute bei 93,8%. Lediglich sieben Leichenblutproben
zeigten bei der flissig-flissig Extraktion mit 1-Chlorbutan eine nicht naher
untersuchte Fallungsreaktion, die eine quantitative Separation der organischen
Phase auch nach suffizienter Zentrifugation unmaoglich machte.

Wie bereits weiter oben beschrieben wurden 10 Kontrollproben aufbereitet, die

alle der Prazisionsverifizierung dienten.
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3.4. Prozentualer Anteil an Levomethadon in den Blutproben bei

Lebenden
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Abbildung 3: graphische Verteilung des prozentualen Anteils an Levomethadon
bei den Blutproben der Lebenden mit steigenden Levomethadon-

konzentrationen.

Aus den Messungen und den Auswertungen, dargestellt in den Abbildungen 3
und 4, geht hervor, dass bei alleiniger Aufnahme von Racemat das mittlere
Verhaltnis von Levomethadon zu Dextromethadon etwa bei 50% lag und sich
mit steigenden Levomethadonkonzentrationen nicht veranderte. Dieselben
Verhaltnisse lagen im unteren Konzentrationsbereich bei dem Leichenblut-
kollektiv vor. Bei Verstorbenen mit hoheren Konzentrationen an Levomethadon
(Uber 1,0 mg/l) konnte ein Levo-/Dextromethadon-Verhaltnis von uber 50%
festgestellt werden (siehe Abbildung 4).

Bei unserer Analyse haben sich folgende Einzelfalle deutlich von der Gesamt-

heit abgehoben: bei den Lebenden existierten zwei Blutproben mit einem
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Levomethadonanteil von 92,0% beziehungsweise 92,2%, bei denen sich ein
sicher nachweisbarer Anteil an Dextromethadon zeigte.

Bei den Leichenblutanalysen fand sich funf von 106 Fallen nachweislich ein
Levomethadonanteil von Uber 80% mit einem deutlichen Dextro-

methadonanteil.

3.5. Prozentualer Anteil an Levomethadon in den Blutproben bei

Verstorbenen
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Abbildung 4: graphische Verteilung des prozentualen Anteils an Levomethadon
bei den Blutproben der Verstorbenen mit steigenden Levomethadon-
konzentrationen.

Bei den Lebenden wurde nur in einem der 93 untersuchten Falle die
Levomethadonkonzentration von 0,3 mg/l im Serum Uberschritten, wohingegen
nahezu die Halfte der analysierten Proben von den Verstorbenen deutlich Gber

dieser Konzentration lag.
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In den Abbildungen 3 und 4 sind die Gruppen mit Racemataufnahme und
reiner Levomethadonaufnahme jeweils deutlich unterschieden. Die Mittelwerte
und Streuungen der Levomethadongehalte im Blut unterschieden sich bei
diesen beiden Gruppen nicht signifikant.

Bei den Lebenden errechnete sich der Mittelwert fur Levomethadon auf
49,67%, bei einer Standardabweichung von 10,25.

Bei den Verstorbenen ergab sich ein Mittelwert fur Levomethadon von 54,43%,
bei einer Standardabweichung von 10,41. In beiden Kollektiven zeigte sich
nach der Racemataufnahme eine individuelle Schwankung des Levo-/
Dextromethadon Verhaltnisses von 25/75 bis 75/25.

3.6. Verteilung der Methadongruppen im Zeitraum von 1997 bis 1999 in

den Blutproben bei Lebenden und Verstorbenen

Bezogen auf die Leichenblutproben aus den Jahren 1997 bis 1999 ergab sich
eine Versorgung ausschlieBlich mit Levomethadon von 39,6%, bei den
Lebenden betrug dieser Anteil nur 18,3%. Allerdings standen von Lebenden
nur Proben aus dem Jahre 1999 zur Verfigung. In diesem Kollektiv lag die
Anzahl der rein mit Levomethadon substituierten Personen bei 17 und
unterschied sich nur geringfugig von der Anzahl der 1999 unter Levomethadon
Verstorbenen, die bei acht lag.
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Tabelle 1: Verteilung von Levomethadon, Mischung und Racemat in den

Blutproben bei Lebenden und Verstorbenen.

Lebende Verstorbene Gesamt
Fallzahl 93 106 199
Levomethadon 17 (18,3%) 42 (39,6%) 59 (29,6%)
Mischung 2 (2,2%) 5(4,7%) 7 (3,5%)
Racemat 74 (79,6%) 59 (55,7%) 133 (66,8%)

Tabelle 2: Verteilung von Levomethadon, Mischung und Racemat in den

Blutproben in den Leichenblutproben aus den Jahren 1997 bis 1999.

1997 1998 1999 Gesamt
Fallzahl 15 57 34 106
Levomethadon 12 (80,0%) 22 (38,6%) 8 (23,5%) 42 (39,6%)
Mischung 0(0,0%) 2(35%) 3(88%) 5(4,7%)
Racemat 3(20,0%) 33 (57,9%) 23 (67,6%) 59 (55,7%)

Bei den Methadon-assoziierten Todesfallen sank der Anteil der Levo-
methadonsubstituierten von 1997 bis 1999 kontinuierlich von 80,0% auf 23,5%
ab. Gleichzeitig nahm der Anteil der mit Racemat Substituierten entsprechend
von 20,0% auf 67,6% zu.
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3.7. Univariate Statistiken

Tabelle 3: Gesamtmethadonkonzentration

chromatographie/Massenspektrometrie

Verstorbenen.

Fallzahl

Gesamtmethadon

Median
Mittelwert + Standard-

abweichung
Maximalwert

Levomethadon

Median
Mittelwert + Standard-

abweichung
Maximalwert

L/D-Verhaltnis bei

Racemataufnahme

Alleinige Versorgung

Nachweis einer parallelen

Versorgung mit Levometha-

don und DL-Methadon

Lebende

93

0,16 mg/l Serum
0,18 £ 0,025 mg/I

1,06 mg/I

0,086 mg/l Serum
0,097 + 0,075 mg/l

0,45 mg/l

49,7% + 10,3 %
(28,7% - 78,4%)

1999: 17 von 93
(18,3%)
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(mgll)
in Blutproben von Lebenden und

bestimmt mittels Gas-

Verstorbene

106

0,46 mg/l Blut
0,57 + 0,56 mg/|

3,44 mgll

0,29 mg/l Blut
0,39 + 0,39 mg/l

2,38 mg/l

54,4% + 10,4%
(24,8% - 77,7%)

1997: 12 von 15
(80,0%)

1998 22 von 57
(38,6%)

1999: 8 von 34 (23,5%)

5



4. DISKUSSION

Die Entwicklung stabiler chiraler Hochdruckflissigkeitschromatographiesaulen
in den letzten Jahren (ChromTech User’s Guide 1998) konnte die komplizierten
Gaschromatographie Verfahren (Kristensen und Angelo 1992) zum
analytischen Nachweis der enantiomeren Formen von Methadon und dessen
Metaboliten verdrangen (Angelo et al. 1999, Beck et al. 1991, Kristensen et al.
1994, Rudaz und Veuthy 1999, Rudaz et al. 1999, Schmidt et al. 1994,
Schmoldt et al. 1997).

Das heute verwendete chirale Trennmaterial basiert auf einem an Silicagel
gebunden Alpha-1-Glycoprotein und kann daher sehr universell zur Separation
von Dextro- und Levomethadon eingesetzt werden (ChromTech User's Guide
1998).

In der forensischen Praxis hat sich der Vorschlag von Kristensen et al.
(1994,1996), vor die chirale Trennsaule eine kurze analytische Cyano-Saule zu
schalten, unter anderem auch deshalb bestens bewahrt, weil die analytische
Cyano-Vorsaule die Lebensdauer der chiralen Alpha-1-Glykoprotein-Saule ver-
langert.

In einer Studie zum Beikonsum zu Methadon an unserem Institut wurde ein
erheblicher Beigebrauch folgender Arzneien und Suchtstoffe nachgewiesen:
Heroin 43%, Dihydrocodein 39%, Cannabis 61%, Cocain 29%, Amphetamine
6%, Barbiturate 10%, Benzodiazepine 81%, trizyklische Antidepressiva 9%,
sowie Ethanol 50%. Ferner werden in letzter Zeit zusatzlich vermehrt
Antiepileptika wie zum Beispiel Carbamazepin oder Clonazepam verordnet
(Roider et al. 1996).

Dieser hohe Grad an Medikamentenbeikonsum der Methadonsubstituierten
Personen erforderte eine Saulenkombination, die es ermdglichte, die beiden
Methadonenantiomeren voneinander zu trennen, ohne dass es jedoch zu einer
Uberlagerung der Methadonpeaks insbesondere mit oben dargestellten
Substanzen aus dem Beikonsum kam.

Unsere Methode lieferte in allen 199 forensischen Fallen ein eindeutiges

Ergebnis, da alle in der Praxis vorkommenden Beigebrauchsstoffe in der

-21 -



Hochdruckflussigkeitschromatographie deutlich andere Retentionszeiten auf-
wiesen als die beiden zu bestimmenden Methadonenantiomeren.

Die Trennleistung der chiralen Saule war nicht so hoch, wie man das heute von
optimalem Reverse-Phase Material gewohnt ist, weshalb uns das Vorschalten
einer analytischen Cyano-Saule sowie das gelegentliche Durchspulen der
Saulenkombination mit einem Gemisch aus Acetonitrii und Wasser im
Verhaltnis 50 zu 50 empfehlenswert erschien.

Nach unseren Erfahrungen war auch bei der Anwesenheit mehrerer
Beigebrauchsstoffe und/oder schwieriger Matrix — in unserem Fall Leichenblut —
ein einfacher UV-Festwellendetektor von 214 nm zu einer sicheren
Bestimmung des Enantiomerenverhaltnisses vollig ausreichend.

Der zyklische Hauptmetabolit des Methadons 2-ethyliden-1,5-dimethyl-3,3-
diphenyl-pyrrolidin  (EDDP) weist ebenfalls noch ein asymmetrisches
Kohlenstoffatom auf und besitzt damit ein Chiralitdtszentrum (Angelo et al.
1999, Kintz et al. 1998, Olsen et al. 1977). Daher erscheinen im Hochdrucks-
flissigkeitschromatogramm nach chiraler Trennung zwei getrennte EDDP-
Peaks, einer fir Levo-EDDP und einer fur Dextro-EDDP. Die EDDP-Peaks
liegen allerdings nur bei hohen Methadonkonzentrationen oberhalb der
Bestimmungsgrenze.

In der Regel fanden wir EDDP-Konzentrationen, die unter 5% derer des
Methadons lagen. In unseren Chromatogrammen zeigten sich die EDDP-Peaks
zeitlich immer vor denen der Methadonenantiomeren. Eine Uberlappung der
Peaks von Levomethadon und Dextro-EDDP ist denkbar. Dextro-EDDP
beeinflusst jedoch die Quantifizierung des prozentualen Levomethadonanteils,
insbesondere bei der Auswertung Uber die Peakhdhe, nicht, da die Konzen-
trationsunterschiede zwischen den beiden Substanzen zu grof} sind.

Andere Untersuchungen konnten kurzlich aufzeigen, dass die vorwiegend in
der alteren Literatur gemessenen hoheren EDDP-Konzentrationen wohl eher
auf eine artifizielle thermische Umwandlung des Methadons im heilRen Ein-
spritzblock bei der Gaschromatographie/Massenspektrometrie Analyse zurick-
zufuhren waren (Galloway und Bellet 1999).

Statistisch betrachtet fuhrte die Auswertung des prozentualen Levomethadon-
anteils Uber die Peakhdhe oder Uber die Peakflache zu vergleichbaren

Ergebnissen (siehe dazu auch Abbildung 2). Wegen der oben angesprochenen
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moglichen Verfalschung der Levomethadonwerte durch das Auftreten stérender
Dextro-EDDP-Peaks ist die Auswertung Uber die Héhe zu favorisieren.

FUr den Metaboliten EDDP konnte bislang keine eigene analgetische Aktivitat
nachgewiesen werden. Es ware jedoch voreilig, jegliche psychopharmakolo-
gische Potenz ausschliellen zu wollen (Kreek et al. 1995). Das kontinuierliche
Auftreten von EDDP-Peaks bei Patienten unter Langzeit-Methadonsubstitution
und die enge strukturelle chemische Verwandtschaft zu Methadon lassen
weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet sinnvoll erscheinen.

Die von uns vorgestellte Methode erwies sich als sehr unempfindlich
gegenuber Storfaktoren und ist ohne jede Einschrankung zur Analyse von
Leichenblut geeignet. Die Trennungen einschlieBlich der beschriebenen
Vorversuche und Kalibrierungen zur Optimierung der Methode konnten an
einem Saulenpaar durchgefihrt werden.

Unter Verwendung eines geeigneten internen Standards ist eine direkte
Quantifizierung von Dextro- und Levomethadon auf der chiralen Saulenkom-
bination mdglich (Kristensen et al. 1994). Allerdings bewahrte sich in der
forensischen Praxis die Zweiteilung der Analyse mit vorangestellter Quantifizie-
rung des Gesamtmethadons auf einer Reverse-Phase Hochdruckflissigkeits-
chromatographie. Anschlie3end erst erachten wir die stereoselektive Trennung
auf der chiralen Saule als sinnvoll, da in nahezu allen Fallen ein Beikonsum von
Benzodiazepinen oder Antidepressiva erwartet werden kann (Roider et al.
1996). Diese Substanzen kdénnen dann bereits im Vorfeld zusammen mit dem
Gesamtmethadon mittels einer klassischen Reverse-Phase Hochdruckflussig-
keitschromatographie getrennt und quantifiziert werden.

In der Vergangenheit wurden bereits zahlreiche Untersuchungen zum besseren
Verstandnis der Pharmakokinetik des Methadons durchgefuhrt, wobei viele
Fragen ungeklart blieben und kein gemeinsamer Konsens hinsichtlich einer
sicheren kontrollierten Methadontherapie gefunden werden konnte (Beck et al.
1991, Kristensen et al. 1994, Schmidt et al. 1994, Schmoldt et al. 1997).

Daher bestehen noch immer groRe Unsicherheiten bei der Dosierung des
Substitutionsmittels und die Todesféalle unter Methadontherapie sind in den
letzten Jahren mit Zunahme der methadonsubstituierten Personen erwartungs-
gemal stark angestiegen. Nachdem es sich meist um Vergiftungen aus einer
Kombination mehrerer Arzneien und Suchtmittel handelt (Roider et al. 1996), ist

schwer abzuschéatzen, inwieweit Methadon den Tod ursachlich herbeifuhrt.
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Unser Bestreben lag darin, eine unkomplizierte stereoselektive Bestimmung
von Dextro- und Levomethadon im Blut zu etablieren, um Wirkungen und
Nebenwirkung von Methadon besser beurteilen zu konnen.

Schulz und Schmoldt (1997) gaben als Obergrenze des therapeutischen
Bereiches eine Levomethadonkonzentration von 0,3 mg/l im Serum an, was
unsere Analysen belegen konnten. Bei Lebenden wurde lediglich in einem Fall
eine hohere Levomethadonkonzentration festgestellt (siehe Abbildung 3),
wohingegen in 52 von 106 Todesfallen mit positivem Methadonnachweis diese
therapeutisch tolerierbare Konzentration von 0,3 mg/l deutlich Gberschritten
wurde (siehe Abbildung 4). Die genauen Ursachen fiir die Uberdosierung in den
konkreten Einzelfallen sind uns nicht bekannt, jedoch sind folgende Ursachen
denkbar:

von dem in Deutschland mittlerweile zur Substitution zugelassenen Racemat ist
bekannt, dass nur die Levo-Form fur die therapeutischen Wirkungen
verantwortlich ist (Kintz et al. 1997, 1998, Risak et al. 1996, Scott et al. 1948).
Doch auch der Metabolismus der beiden Enantiomeren verlauft definitiv
unterschiedlich (Boulton und Devane 2000, Eap et al. 1990,1996, 2000, Foster
et al.1999,2000, Garrido et al. 2000, Nakamura et al. 1982).

Methadon wird in der Leber von den bis zu funf Isoformen des Enzyms p 450
nicht stereospezifisch verstoffwechselt. Der variable Abbau des synthetischen
Opioids liegt in einer unterschiedlichen Enzymexpression und Enzymaktivitat
begrindet (Leavitt et al. 2000). So wirde sich erklaren lassen, weshalb
Patienten zwar die identische Dosis Dextro-Levomethadon oral verabreicht
bekommen, aber dennoch nicht die gleichen Blutkonzentrationen der aktiven
Levo-Form aufweisen.

Eap et al. (1990, 1996) beschaftigte die Frage, ob der Therapieerfolg in einen
direkten Zusammenhang mit der Methadonkonzentration im Patientenblut zu
bringen sei. Seine Untersuchungen veranschaulichten, dass sich ein Therapie-
erfolg nur bei Vorhandensein von Levomethadon, beziehungsweise in hoheren
Konzentrationen ebenso beim Racemat einstellt. Erhielten die Patienten das
Racemat, sprachen 19% nicht darauf an. Verabreichte man das wirksame
Levomethadon alleine, kam es zu einer Versagerquote von 9%. Dieses
Ergebnis unterstreicht die Bedeutung einer individuellen Methadonbehandlung.
Eine Studie von Risack et al. (1996) an Krebspatienten kam zu dem Ergebnis,

dass die Plasmakonzentration von Levomethadon weder zur analgetischen

-24 -



Wirkung noch zu den Nebenwirkungen in einem direkten Verhaltnis steht. Dies
belegte auch eine Untersuchung von Torrens et al. (1998).

Wolff und Mitarbeiter (2000) diskutierten eine mogliche Selbstinduktion des
Methadonmetabolismus und eine geringere Ausscheidung des Methadons zu
Beginn einer Substitutionsbehandlung.

Ob die stereoselektive Ausscheidung von Levomethadon doppelt so hoch ist,
wie die von Dextromethadon, weil es zwischen den Enantiomeren zu
Interaktionen kommt, konnte die Arbeitsgruppe um Bowdle et al. (1997) nicht
beweisen.

Um also die Dosierung individuell an die jeweiligen Ausscheidungsvorgange im
Korper angleichen zu kdnnen, sollten die Konzentrationsspiegel der wirksamen
Komponente in regelmalligen Abstanden stereoselektiv bestimmt werden, um
eine Entzugssymptomatik mit verstarktem Beigebrauch toxischer Substanzen
oder andererseits eine toxische Uberdosierung verhindern zu kénnen.

Aus unseren, in den Abbildungen dargestellten Untersuchungen, ergab sich fir
Probanden mit alleiniger Aufnahme von Racemat bei den Lebenden ein
mittleres Verhaltnis Levo-/Dextromethadon von 50%, das auch bei einer
steigenden Levomethadonkonzentration konstant blieb (siehe Abbildung 3). Bei
Leichen lagen im unteren Konzentrationsbereich ahnliche Verhaltnisse vor.
Interessanterweise zeigte sich bei hohen Konzentrationen an Levomethadon
(Uber 1,0 mg/l) bei Verstorbenen regelmalig ein Verhaltnis Levo-/Dextro-
methadon von deutlich Uber 50% (siehe Abbildung 4).

Bei der Verordnung von racemischem Methadon ist nachweislich der individuell
unterschiedliche Metabolismus von Methadon und die daraus resultierende
Gefahr einer schleichenden Kumulation des wirksamen Levomethadonanteils
im Blut zu bertcksichtigen.

Rudaz und Mitarbeiter (1999) fordern aus diesen Grunden eine stereoselektive
Bestimmung der Methadonkonzentrationen im Patientenblut den ersten Tagen
der Neueinstellung, um abzuschatzen, ob die gemessenen Wirkspiegel im
therapeutisch gewlnschten Bereich liegen. Zwar konnte in ihrer Untersuchung
eine Korrelation der verabreichten Methadondosis mit der wirksamen Levo-
methadonkonzentration im Blut heraus gearbeitet werden, jedoch unter dem
Vorbehalt interindividueller Unterschiede. Die stereoselektive Analyse zeigte bei
mehr als 50% der Personen ein nicht racemisches Verhaltnis der einzelnen
Enantiomeren. 25% der Untersuchten verstoffwechselten bevorzugt Levo-
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methadon. Unter Berucksichtigung dieser Ergebnisse waren schwere
Intoxikationserscheinungen bis hin zum Tode mdglicherweise zu vermeiden.
Uber den zellularen Wirkmechanismus der Opioide ist bekannt, dass nach
der Besetzung der Opioidrezeptoren durch agonistische Opioide die Kaliumper-
meabilitat der prasynaptischen Nervenendigung G-Protein-vermittelt erhoht
wird. Gleichzeitig wird die Kalziumpermeabilitat aufgrund einer verminderten
Zahl an Kalziumrezeptoren herabgesetzt (Yang et al. 2000), so dass eine
Membrandepolarisation deutlich erschwert wird. Somit sinkt die Neigung zur
Feisetzung von Transmittersubstanz an der Synapse, was konsekutiv die
Erregungs-ubertragung beeinflusst und die afferente Impulsleitung im
Ruckenmark bremst.
Liu et al. (1999) erortern die unterschiedlichen funktionellen opiat-induzierten
Anpassungsvorgange der G-Proteine als einen nicht unwesentlichen Mechanis-
mus in der Ausbildung einer Opiattoleranz und Abhangigkeit. Die Studie an
Neuroblastomzellen zeigt wie es nach einer chronischen Behandlung mit
Methadon zu einer verstarkten Reduktion der Bindung der GTP-Untereinheit
an G-Proteine kommt. Methadon desensibilisiert demzufolge den Delta-
Opioidrezeptor durch eine Entkopplung der G-Proteine vom Opioidrezeptor.
Des weiteren sollte erwahnt werden, dass diejenigen Neuroblastomzellen,
welche mit Methadon vorbehandelt wurden, spater nicht mehr auf Heroin
ansprachen, das bedeutet Heroin zeigte an diesen Zellen keine pharma-
kologische Aktivitat mehr (Liu et al. 1999).
Um die Opiodrezeptorbindung bei Patienten unter Langzeit-Methadonsub-
stitution darzustellen, fihrten Kling und Mitarbeiter (2000) PET-Untersuchungen
durch, die sich mit der Bindungskapazitat der p-Opioidrezeptoren in sechs
verschiedenen Gehirnregionen befassten. In ausgewahlten Zentren, die fur die
Entstehung einer Abhangigkeit verantwortlich gemacht werden, waren
zwischen 20%- 30% mehr Rezeptoren dauerhaft mit Methadon besetzt als bei
einer normalen Kontrollgruppe, wobei die Zahl der besetzten Rezeptoren mit
der Methadonkonzentration im Serum korrelierte.
Die groRe Spannbreite der individuellen Plasmahalbwertszeit der Stereo-
isomeren des Methadons betreffend wurden in den letzten Jahren einige neue
Erkenntnisse publiziert.

-26 -



Zunachst ist die Absorption des synthetischen Opioids an biologischen
Membranen definitiv ein passiver Diffusionsvorgang und somit nicht
stereoselektiv (Schmidt et al. 1992, 1994).

De Vos und Mitarbeiter (1995) negieren den gro3en Einfluss des Urin-pH-
Wertes auf die gesteigerte Ausscheidung des Medikamentes und dessen
Metaboliten Uber die Niere. Vielmehr wird heute die unterschiedliche
Plasmaproteinbindung  der beiden Enantiomeren fur Differenzen in der
Pharmakokinetik verantwortlich gemacht.

Die Arbeitsgruppe um Kristensen et al. (1992, 1994, 1996) beschreibt flr das
inaktive Dextromethadon eine deutlich starkere Bindung an Plasmaproteine.
Somit kann sich das aktive Levomethadon besser im Koérper — speziell in
Gehirn, Leber und Lunge — verteilen und wird konsequenterweise vermehrt
renal eliminiert. Diese Ergebnisse bestatigen die Versuche von Boulton et al.
(2000) sowie von Foster et al. (1999, 2000). Die Bindung von Methadon an die
Erythrozyten im Blut wird dagegen fur nicht stereoselektiv befunden (Kristensen
et al. 1992, 1994, 1996).

Die Plasmakonzentration des Levomethadons ist niedriger als die des
Dextromethadons. Auch der Metabolismus zu Levo-EDDP ist geringer als der
zu Dextro-EDDP. Dies bedeutet eine Mehrausscheidung von Levomethadon
und Dextro-EDDP der Patienten Uber die Niere. Foster et al. (1999, 2000)
bewiesen damit die stereoselektive Pharmakokinetik der ungebundenen
Methadonfraktion im Blutplasma.

Einen nicht zu vernachlassigenden Faktor in der Methadonkinetik halt die
Arbeitsgruppe um de Vos (1995) fest. Der Metabolismus von Methadon kann
durch die gleichzeitige Einnahme enzyminduzierender Medikamente wie
beispielsweise Isoniacid, Rifampicin oder auch Azidothymidin erheblich be-
schleunigt werden, so dass in einem konkreten Fall die Plasmahalbwertszeit
auf 13 Stunden herabgesetzt war.

Die in der gleichen Studie beschriebene unterschiedliche Elimination des
Substitutionsmittels bei mannlichen und weiblichen Personen ist unabhangig
von Parametern wie Gewicht, Komedikation und Verteilungsvolumen.

Ob man sich hinsichtlich der Verteilung des Medikamentes im Korper mit dem
Ein- oder Zwei-Kompartmentmodell anfreunden soll, bleibt umstritten (de Vos
et al. 1995, Wolff et al. 2000).
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Als erwiesen angesehen werden kann aber in jedem Fall die Tatsache, dass
der Plasmaspiegel im Verlauf einer Langzeitbehandlung mit Methadon
abnimmt.

Betrachtet man alle diskutierten Ergebnisse, kristallisiert sich keine eindeutige
Richtlinie im Umgang mit der racemischen Darreichungsform des Methadons
zur Substitutionsbehandlung Drogenabhangiger heraus. Die Uberein-
stimmenden Informationen, die man aus den besprochenen Untersuchungen
hinsichtlich der komplexen Pharmakokinetik der Methadonenantiomeren
definitiv ableiten kann, erfordern aber mit Sicherheit eine stereoselektive
Analyse des wirksamen Anteils an Levomethadon. Nur so kann in der Zukunft
eine Optimierung der Dosierung des Medikamentes erfolgen und einer
moglichen Kumulation mit letalem Ausgang entgegengewirkt werden.
Winschenswert ware darlber hinaus eine Reduktion der oft nicht minder
toxischen Beigebrauchsstoffe, was durch einen gut eingestellten Wirkspiegel
des Methadons im Blut zu erreichen sein sollte.

Mit unserer Arbeit haben wir eine robuste, einfache stereoselektive Methode
zur chiralen Separation der beiden Methadonenantiomeren und deren
Metaboliten eingeflihrt, die zur Routineuntersuchung in Methadonprogrammen

eingesetzt werden kann und sollte.

5. ZUSAMMENFASSUNG

In Deutschland wird Methadon sowohl als Racemat (Dextro-Levomethadon) als
auch in der allein wirksamen Form (Levomethadon) als Substitutionsmittel
angewandt. Die Wirkung und der Metabolismus von Methadon sind
stereoselektiv. Wenn man sich daher insbesondere aus forensischer Sicht der
Frage einer Dosis-Wirkungs-Beziehung von Methadon nahern will, ist eine
stereoselektive Analytik Voraussetzung.

Eine Hochdruckflussigkeitschromatographie-Methode wurde hierfur ins-
besondere zur routinemafligen Anwendung an Leichenblutproben optimiert:
nach flussig-flissig Extraktion mit 1-Chlorbutan wurde der Extrakt auf einer

Saulenkombination aus 4 cm Cyano- und 10 cm chiraler Alpha-1-Glykoprotein-
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Phase mit Acetonitril, 0,01 molarem Phosphatpuffer bei einem pH-Wert von 5,0
Dimethyloctylamin (15/85/0,05) aufgetrennt.

Die Methadon-Enantiomeren eluieren Basislinien-getrennt bei 15 min (Levo-
Form) beziehungsweise 18 min (Dextro-Form). Die beiden Metaboliten Levo-
und Dextro-EDDP und typische Beigebrauchsstoffe wie beispielsweise Heroin,
Kokain, Benzodiazepine, trizyklische Antidepressiva, Antiepileptika stéren nicht.
Mit dieser Methode wurde das Verhaltnis von Levo- und Dextromethadon in 93
Serumproben von lebenden Probanden und 106 Leichenblutproben bestimmt
und aus der mit anderen Methoden wie Gaschromatographie/
Massenspektrometrie  beziehungsweise @ Reverse  Phase  Hochdruck-
flissigkeitschromatographie ermittelten Gesamtmethadonkonzentration die
Levomethadonkonzentration berechnet.

In etwa der Halfte der Todesfalle lag die Levomethadonkonzentration Uber
0,3 mgl/l, ein Wert, der bei den Lebenden nur in einem Fall Gberschritten wurde.
Bei Racemataufnahme lag das Verhaltnis von Levo- und Dextromethadon im
Blut bei Lebenden ebenso bei Leichen etwa zwischen 25/75 und 75/25, im
Mittel bei 50/50. In Proben aus 1999 wurden in circa 20% der Falle sowohl bei
lebenden als auch bei verstorbenen Drogenabhangigen ausschliellich
Levomethadon gefunden. In einigen Fallen war auffallend, dass offensichtlich
eine gemischte Versorgung mit Levomethadon plus Racemat erfolgt ist. Anlass
zu Bedenken geben Todesfalle mit hohen Levomethadonkonzentrationen
(> 1 mg/l), bei denen das Levo-/Dextro-Racematverhaltnis ausnahmslos
deutlich Gber 50/50 lag. Dies kdnnte als Hinweis darauf gewertet werden, dass
in diesen Fallen eine besonders langsame Metabolisierung von Levomethadon
zu einer todlichen Kumulation des wirksamen Levomethadonanteils gefuhrt hat.
Unsere Falle zeigen die Notwendigkeit einer stereoselektiven Quantifizierung
von Levomethadon sowohl zum therapeutischen drug monitoring als auch zur

forensischen Diagnostik.
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