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Zusammenfassung 

Arzneimittel sind in der heutigen Zeit essenziell für die Gesunderhaltung von Mensch 

und Tier. So werden in der Nutztierhaltung große Mengen Antibiotika nicht nur zur 

Therapie sondern auch zur Prophylaxe und Metaphylaxe eingesetzt. Der Eintrag dieser 

Tierarzneimittel sowie das Vorkommen und Verhalten in der Umwelt wurde in den 

letzten Jahren intensiv untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Bereiche des 

Eintrags näher untersucht. In Gärtests konnte gezeigt werden, dass Sulfadiazin während 

der anaeroben Fermentation metabolisiert werden kann. Dafür wurden in Gärtests 

(5 L Fermenter; 2 Konzentrationen) sieben Sulfonamide und Trimethoprim auf ihr 

Abbauverhalten überprüft. Mittels HPLC-MS wurden die Gärtestproben, die im 

wöchentlichen Abstand entnommen wurden, auf die dotierten Substanzen untersucht. So 

wurde festgestellt, dass Sulfadiazin, Sulfamerazin, Sulfamethoxazol und Sulfadimethoxin 

durch den Fermentationsprozess eliminiert wurden. Für Sulfadiazin konnte mit struktur-

aufklärenden Methoden (MS3 und HPLC-ESI-TOF-MS) der Metabolit 4-OH-Sulfadiazin 

identifiziert werden. Durch einen mikrobiologischen Hemmstofftest wurde eine um über 

90 % reduzierte antimikrobiologische Wirkung des Metaboliten nachgewiesen. Es konnte 

damit gezeigt werden, dass durch anaerobe Fermentation ein Abbau von Arzneimitteln 

möglich ist und bei, noch zu überprüfender, Übertragbarkeit auf Biogasanlagen der 

Eintrag von Tierarzneimitteln in die Umwelt möglicherweise reduziert werden könnte. 

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde ein neuer Eintragsweg von Tierarznei-

mitteln untersucht. In der Veterinärmedizin kommt bei an Krebs erkrankten Tieren die in 

der Humanmedizin seit langem etablierte antineoplastische Chemotherapie immer 

häufiger zum Einsatz. Um mögliche Eintragswege der hier eingesetzten Zytostatika 

näher charakterisieren zu können, wurden Methoden für die Analyse von Zytostatika 

(Vincristin, Vinblastin, Cyclophosphamid, Melphalan, Chlorambucil und Doxorubicin) 

in Hunde-Urin, -Serum, -Speichel und -Haare entwickelt und validiert. Zunächst wurden 

für vier der untersuchten Substanzen für die Matrices Hunde-Urin und Hunde-Serum 

Flüssig-Flüssig-Extraktionen als Probenvorbereitung entwickelt. Um das Substanz-

spektrum und das Matrixspektrum im Zuge eines Projektes zu erweitern, wurde die 

Methodik erfolgreich auf eine Festphasenextraktion umgestellt. Die Messung erfolgte 

mittels HPLC-MS. 
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Es wurden insgesamt 358 Urinproben untersucht, die zu verschiedenen Zeitpunkten nach 

Applikation der Chemotherapeutika genommen wurden. Die untersuchten Zytostatika 

wiesen im Urin ein sehr unterschiedliches Ausscheidungsverhalten auf. So konnte 

Cyclophosphamid in Hunde-Urin nur bis Tag 1 nachgewiesen werden. Melphalan wies 

ein ähnliches Verhalten auf und Chlorambucil wurde in keiner der analysierten Urin-

proben detektiert. Im Gegensatz dazu wurde Doxorubicin bis zu 21 Tage nach Applika-

tion nachgewiesen. Vincristin und Vinblastin ließen sich bis zu sieben Tage (im 

Einzelfall auch bis 14 Tage) nach Applikation in Urin nachweisen. Für Doxorubicin 

konnten dabei die höchsten Konzentrationen (3,6 mg/L)  ermittelt werden. 

In Hunde-Serum konnten in Proben direkt nach der Applikation, wie erwartet, z. T. sehr 

hohe Konzentrationen für die untersuchten Zytostatika ermittelt werden. Für die 

Risikobewertung sind jedoch Proben eine Woche nach der Applikation von größerem 

Interesse, weil zu diesem Zeitpunkt (vor der nächsten Chemotherapie) eine Blutentnahme 

durch das Veterinärmedizinischen Personals stattfindet. Von 122 untersuchten Serum-

proben konnte nur in einer Probe 7 Tage nach der Chemotherapie Vinblastin nachge-

wiesen werden. In zwei Proben 1-2 Tage nach der oralen Applikation wurde 

Cyclophosphamid detektiert. 

In Hunde-Speichel konnte nur Cyclophosphamid in sieben von 83 insgesamt 

untersuchten Proben nachgewiesen werden. Die höchste ermittelte Konzentration betrug 

7,7 µg/kg und wurde in einer Probe unmittelbar nach der Applikation von 

Cyclophosphamid detektiert. An Tag 1 nach Verabreichung der Chemotherapie konnten 

in drei von fünf Proben Cyclophosphamidkonzentrationen im Bereich der Nachweis-

grenze (2,5 µg/kg) ermittelt werden. Für Melphalan und Chlorambucil konnte jeweils nur 

eine Speichelprobe gewonnen und untersucht werden. In beiden Proben konnte das 

entsprechende Zytostatikum nicht nachgewiesen werden. Es wurde keine Probe von 

Hunden untersucht, die Vinblastin erhalten haben. 

Für die Matrix Hunde-Haar musste zunächst eine Methode entwickelt werden, um 

Positivkontrollen herzustellen. Durch Inkubation für mindestens drei Tage mit einer 

methanolischen Standardlösung bei 40 °C und anschließender Waschprozedur wurden 

Zytostatika enthaltende Haarproben erstellt. Die Probenaufarbeitung unterschied sich von 

den anderen Matrices indem vor der Festphasenextraktion ein enzymatischer Aufschluss 

mit Pronase E und Proteinase K über Nacht erfolgte. 
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In elf von 98 untersuchten Hunde-Haar-Proben konnten Zytostatika nachgewiesen wer-

den. So wurde in drei Proben Cyclophosphamid im Bereich der Nachweisgrenze detek-

tiert. In drei der Vincristinpositivbefunde wurden Konzentrationen im Bereich der 

Bestimmungsgrenze ermittelt. Die fünf weiteren Konzentrationen lagen im Bereich der 

Nachweisgrenze. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass wahrscheinlich von Urin das größte 

Gefährdungspotenzial ausgeht. Hier wurden zum einen fünf von sechs der untersuchten 

Zytostatika in z. T. sehr großen Konzentrationen ermittelt, zum anderen ist das Konta-

minationsrisiko dieser Matrix schwer zu beherrschen. Im Gegensatz dazu ist das Gefähr-

dungspotenzial bei Hunde-Serum vor allem auf das veterinärmedizinische Personal 

beschränkt. In Hunde-Haar und Hunde-Speichel wurden nur sehr niedrige Konzen-

trationen und auch nur in einer geringen Anzahl von Proben detektiert. Doch sollte laut 

IARC (International Agency for Research on Cancer) jedweder Kontakt mit diesen 

toxikologisch hochrelevanten Substanzen vermieden werden. So sollte auch ein gewisses 

Kontaminationsrisiko durch Hunde-Speichel und -Haare nicht ausgeschlossen werden.  

Mithilfe der HPLC-MS konnten so in der vorliegenden Arbeit der Eintrag von einer 

toxikologisch hochrelevanten Substanzklasse in das nähere Umfeld sowie der Abbau von 

Sulfadiazin aufgedeckt werden damit wichtige Beiträge zur Umweltproblematik von 

Tierarzneimitteln geliefert werden. 

Schlagworte: Tierarzneimittel, Expositionsmöglichkeiten, HPLC-MS 
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Summary 

In human and in veterinary medicine pharmaceuticals are essential in the treatment and 

prevention of diseases. Large amounts of antibiotics are used in livestock farming for the 

treatment of infections as well as for prophylactic and metaphylactic purposes. During 

the last years the occurrence and fate of veterinary pharmaceuticals as well as the 

entrance routes into the environment have extensively been studied. In the present work a 

closer look was taken on two areas of this complex issue. On the one hand, it could be 

shown that in anaerobic fermentation tests sulfadiazine can be biodegraded. In 5 L 

fermentors seven sulfonamides and trimethoprim were tested for biodegradability. 

Weekly drawn samples from the fermentors were analyzed by HPLC-MS, and an 

elimination of sulfadiazine, sulfamerazine, sulfamethoxazole and sulfadimethoxin could 

be shown. Using MS3 and HPLC-ESI-TOF-MS 4-OH-sulfadiazine, a metabolite of 

sulfadiazine, could be identified. Furthermore, an antimicrobial inhibition test showed a 

reduced antimicrobial activity for this metabolite. Thus, it could be shown that a 

biodegradation via anaerobic fermentation is principally possible. Further experiments 

will have to show whether this observation can be transferred to biogas plants and 

thereby reduce the entrance of veterinary drugs into the environment. 

In the second part of the present study a new entrance route was investigated. Dogs 

suffering from cancer nowadays receive, as often is the case in humans, chemotherapy. 

To characterize entrance routes resulting from the application of cytostatics in veterinary 

medicine methods to determine six cytotoxic drugs (vincristine, vinblastine, 

cyclophosphamide, melphalan, chlorambucil and doxorubicin) in dog urine, serum, 

saliva and hair were developed and validated. In a first step two liquid-liquid-extraction 

methods for urine and serum were developed. These methods were further optimized by 

including two more substances and by changing from a liquid-liquid-extraction to a solid 

phase extraction (SPE) sample preparation method. Analyses were carried out with High 

Performance liquid chromatography coupled to a mass spectrometer (HPLC-MS). 

Analysis of 358 urine samples obtained at different time points following application 

revealed a heterogeneous pattern of excretion of the substances under investigation. 

Whereas cyclophosphamide could only be detected directly after application and in 

minute amounts on day 1 vincristine and vinblastine could be detected until day 7 – in 

individual cases even until day 14. Melphalan showed a similar pattern of excretion as 
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cyclophosphamide. Doxorubicin was detected in urine until day 21 and at concentrations 

of up to 3.6 mg/L. 

In dog serum samples taken directly after application, as expected, quite high 

concentrations could be detected. Concerning risk assessment samples taken one week 

after application are of great interest. At this time point blood samples were collected by 

the hospital staff. In one out of 122 serum samples (day 7) vinblastine was detected. 

Cyclophosphamide could be detected in two samples 1-2 days after oral application of 

this substance. 

With the SPE method it also was possible to analyze saliva samples. In this case only 

cyclophosphamide could be detected in 83 investigated samples. Concentrations within 

the range of the limit of detection (LOD) (2.5 µg/kg) were determined in three out of five 

samples on day 1 after cyclophosphamide application, the highest measured value in a 

sample taken immediately after chemotherapy being 7.7 µg/kg. For melphalan and 

chlorambucil in each case only one sample could be obtained, and no residues were 

detected. No sample could be obtained for vinblastine analysis. 

For the matrix dog hair, first of all a method had to be developed to produce positive 

control sample material. By incubating hair for at least three days with a methanolic 

standard solution at 40 °C sample material could be generated. For the sample 

preparation of hair samples prior to the SPE an enzymatic digestion with pronase E and 

proteinase K over night was carried out. 

In eleven out of 98 analyzed hair samples cyctotoxic drugs were detected. Cyclophos-

phamide was found in three samples within the range of the LOD. In three out of eight 

vincristine-positive samples the concentration was in the range of the limit of 

quantification (LOQ); in the other five samples vincristine concentrations were within 

the range of the LOD. 

It can be concluded that urine probably is the matrix exhibiting the highest exposure 

levels towards cytostatic agents and the most relevant one regarding human health risk. 

On the one hand, five out of the six cytotoxic drugs analyzed in the present study could 

be detected in urine. On the other hand, the risk of contamination from this matrix is hard 

to handle. In contrast, the risk of contamination resulting from serum is constricted to 

hospital staff. In dog saliva and hair only minute amounts were detected in a very limited 

number of samples. According to the International Agency for Research on Cancer 



  Summary   
 

 

(IARC) any contact with these toxicologically relevant substances should be avoided. 

Thus, a certain risk derived from the contact with dog saliva and hair containing 

cytotoxic drugs cannot be denied. 

By making use of HPLC-MS the present study contributed to further elucidate entrance 

routes of veterinary drugs into the environment. 

Keywords: Veterinary pharmaceuticals, ways of exposition, HPLC-MS 
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1 Einleitung 
Arzneimittel sind zur Gesunderhaltung von Mensch und Tier in der heutigen Zeit von 

großer Bedeutung. In der Veterinärmedizin, speziell in der Nutztierhaltung, sind Anti-

biotika die am häufigsten eingesetzten Arzneimittel. Ein Großteil dieser Substanzen 

werden jedoch unmetabolisiert ausgeschieden und gelangen über Gülle auf landwirt-

schaftliche Nutzflächen. Im Boden können sie möglicherweise zur Resistenzentwicklung 

von Bakterien beitragen oder in Pflanzen und das Grundwasser gelangen.  

Biogasanlagen stellen eine Möglichkeit der Gewinnung von erneuerbaren Energien dar 

und finden in der Landwirtschaft eine zunehmende Verbreitung. In ihnen wird neben 

anderen organischen Abfällen auch Gülle anaerob fermentiert. Dieser Prozess kann durch 

Antibiotika in hohen Konzentrationen gestört werden. Inwieweit im Gegensatz dazu die 

anaerobe Fermentation jedoch Einfluss auf niedrige Antibiotikakonzentrationen haben 

kann, wurde bisher nur in wenigen Fällen untersucht.   

Durch die Anwendung von Chemotherapien in der Kleintiermedizin entsteht ein neuer 

potenzieller Eintragsweg von in der Veterinärmedizin verwendeten Arzneimitteln in die 

Umwelt. Aufgrund verbesserter Ernährung und medizinischer Versorgung werden Tiere 

heute, so wie der Mensch, immer älter und erkranken dadurch auch häufiger an ähnlichen 

altersbedingten Krankheiten wie z. B. Krebs. So werden in der Kleintierpraxis heute 

Zytostatika, die selbst z. T. mutagen, teratogen und karzinogen sind, eingesetzt und 

stellen im engen Umfeld von Haustieren möglicherweise ein hohes Kontaminations-

potenzial dar. Vorsichtsmaßnahmen im Umgang mit diesen Arzneimitteln werden derzeit 

aus der Humanmedizin abgeleitet.  

Zur Untersuchung von vielen Pharmazeutika in biologischen Matrices ist in den letzten 

Jahren die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie gekoppelt mit der Massenspektro-

metrie (HPLC-MS) als Methode der Wahl immer mehr in den Vordergrund gerückt. Für 

die Aufklärung möglicher Eintragswege von Arzneimitteln in die Umwelt steht damit 

eine selektive und sensitive Methode zur Verfügung. 
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2 Stand der Literatur 

2.1 Verbrauchsmengen von Human‐ und Tierarzneimitteln 

Antibiotika werden sowohl in der Human- als auch in der Tiermedizin in großen Mengen 

eingesetzt. Jedoch sind nur wenige exakte Daten über Verbrauche dieser Arzneimittel-

gruppen erhältlich. Während in der Humanmedizin etwa 30 % (ca. 400 t/Jahr in 

Deutschland) aller verschriebenen Arzneimittel Antibiotika sind (Kümmerer 2004a)1, 

sind sie in der Veterinärmedizin die am häufigsten verwendeten Pharmazeutika, da sie in 

großen Mengen zu therapeutischen Zwecken sowie zur Methaphylaxe und Prophylaxe 

v. a. in der Nutztierhaltung (ca. 80 %) eingesetzt werden (Boxall et al. 2003a; Kümmerer 

2004a; Kemper 2008; Kools et al. 2008). Die FEDESA (European Federation of Animal 

Health) hat für 1997 und 1999 Verkaufsdaten für Antibiotika (Human- und 

Veteriärmedizin) ermittelt. Danach lag der Gesamtverbrauch an Antibiotika in EU und 

Schweiz in diesen Jahren bei ca. 13.000 t (FEDESA 1998; Schmerold und Ungemach 

2007). Hiervon lag der Anteil der in der Veterinärmedizin verwendet wurde bei ca. 28 % 

(3494 t). Etwa 13 % (1599 t) der Antibiotika wurden als so genannte Leistungsförderer 

eingesetzt. Seit 2006 ist die Verwendung antibiotischer Leistungsförderer in der EU 

komplett untersagt.  

Innerhalb der Gruppe der Antibiotika wiederum werden in der Veterinärmedizin 

Tetracycline, Sulfonamide und Beta-Lactam-Antibiotika mengenmäßig am meisten 

eingesetzt (Tolls 2001; Sarmah et al. 2006). In der Humanmedizin werden dagegen vor 

allem Beta-Lactam-Antibiotika (Penicilline ca. 50 % und Cephalosporine ca. 20 %), 

gefolgt von den Sulfonamiden (ca. 14 %) und Makroliden (ca. 10 %), verschrieben 

(Kümmerer und Henninger 2003). 

In 2002 hat Ungemach eine Berechnung zur durchschnittlichen Behandlungsdauer von 

Mensch und Tier mit Antibiotika durchgeführt. Basierend auf den EU-Verbrauchszahlen 

für 1997, den Bevölkerungs- bzw. Tierzahlen der verschiedenen Nutztierarten und den 

durchschnittlichen Dosierungen (342 mg bzw. 54 mg Antibiotika/kg Körpermasse/Jahr 

für Mensch bzw. Nutztier), ergibt sich ein 6,3-fach höherer Verbrauch an Antibiotika für 

                                                 

1  Freiverkäufliche Analgetika und Antiphlogistika sind nicht mit einbezogen. 
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den Menschen als für Nutztiere. Auch die Umrechnung auf standardisierte Tagesdosen 

weist auf einen erhöhten Einsatz von Antibiotika und auch eine längere 

Behandlungsdauer in der Humanmedizin hin (34-68 Tage/Jahr beim Mensch; 2,7-

5,4 Tage/Jahr beim Nutztier) (Ungemach 2002).  

Im Gegensatz zu den Antibiotika spielen Zytostatika in Bezug auf die Verbrauchs-

mengen sowohl in der Human- als auch in der Veterinärmedizin eine untergeordnetere 

Rolle. Allerdings sind sie aus toxikologischer Sicht bedeutsam. Die International Agency 

for Research on Cancer (IARC) hat u. a. Zytostatika anhand ihrer Karzinogenität klassifi-

ziert und in verschiedene Gruppen eingeteilt (Tab. 2-1) (IARC 1975, 1976, 1981, 1987).  

 

Tab. 2-1.  Einteilung der Karzinogene der IARC.  

Gruppe 1 Substanz/Gemisch wirkt krebserregend im Menschen (z. B. Cyclophosphamid) 

Gruppe 2A Substanz wirkt wahrscheinlich krebserregend im Menschen (z. B. Doxorubicin, 
Acrylamid) 

Gruppe 2B Substanz wirkt möglicherweise krebserregend im Menschen (z. B. Chloroform, 
Acetaldehyd) 

Gruppe 3 Substanz ist nicht klassifizierbar hinsichtlich der Karzinogenität im Menschen  
(z. B. Vincristin, Vinblastin) 

Gruppe 4 Substanz ist nicht krebserregend (z. B. Caprolactam) 

 

Methotrexat ist mit 22 t (58 %) das mit Abstand am häufigsten eingesetzte Zytostatikum 

in der Humanmedizin. Es folgen Hydroxycarbamid, Capecitabin und Fluorouracil. 

Cyclophosphamid, welches in der Veterinärmedizin am meisten eingesetzt wird, liegt mit 

0,6 t auf Rang 7 der in der Humanmedizin eingesetzten Zytostatika. Es konnte ein 

jährlicher Gesamtverbrauch von rund 38 t für Zytostatika im humanmedizinischen 

Bereich berechnet werden. 79 % dieses Verbrauchs werden in niedergelassenen Praxen 

verabreicht (Kümmerer et al. 2008).  

In der Veterinärmedizin werden Zytostatika im Gegensatz zu Antibiotika vor allem bei 

Haustieren eingesetzt. In einer Umfrage, die 2003/2004 in Großbritannien durchgeführt 

wurde, wurden niedergelassene Tierärzte über den Einsatz von Zytostatika befragt. 

70,8 % der Praxen, die den Fragebogen zurück geschickt hatten, gaben an, im 

angegebenen Untersuchungszeitraum Zytostatika eingesetzt zu haben. Im Durchschnitt 
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wurde alle drei Monate eine Chemotherapie durchgeführt, wobei die am meisten 

verwendeten Arzneimittel Vincristin und Cyclophosphamid waren. Außerdem wurde in 

dieser Studie ermittelt, dass es umso wahrscheinlicher ist, dass Chemotherapien 

durchgeführt werden, je mehr praktizierende Tierärzte in einer Praxis angestellt sind 

(Cave et al. 2007). Absolute jährliche Verbrauchsmengen lassen sich aus diesen Angaben 

allerdings nicht ermitteln. Es sei jedoch erwähnt, dass in der Veterinärmedizin niedrigere 

Dosierungen eingesetzt werden als in der Humanmedizin und damit auch die 

Verbrauchsmengen geringer sind.  

2.2 Vorkommen/Eintrag von Arzneimitteln in die Umwelt 

2.2.1 Allgemeines 

Viele Arzneimittel, die sowohl in der Human- als auch in der Veterinärmedizin verab-

reicht werden, verlassen den Körper zum Teil (10-90 %) ohne metabolisiert worden zu 

sein (Langhammer 1989; Kümmerer und Henninger 2003; Kümmerer 2008). In der 

Humanmedizin gelangen diese Arzneimittel mit den Exkrementen/Ausscheidungen 

hauptsächlich über die Toiletten in die Kläranlagen. Wenn sie hier nicht eliminiert 

werden, gelangen sie weiter in die verschiedenen Wasserkompartimente wie Ober-

flächenwasser, Grundwasser oder sogar in das Trinkwasser (Monteiro und Boxall 2010) 

(Abb. 2-1).  

In der Veterinärmedizin eingesetzte Arzneimittel werden jedoch prinzipiell auf anderen 

Wegen in die Umwelt eingetragen. Wie in Kapitel 2.1 beschrieben, werden in der 

Veterinärmedizin Antibiotika vor allem in der Nutztierhaltung eingesetzt. Diese gelangen 

nach der Körperpassage in die Gülle, die wiederum auf landwirtschaftliche Nutzflächen 

ausgebracht wird oder auch in Biogasanlagen Verwendung findet. Hier können jedoch 

bereits metabolisierte (und dadurch eigentlich eliminierte) Substanzen in die Ausgangs-

substanz umgewandelt werden. Dies wurde für die Gruppe der Sulfonamide und ihre N-

Acetyl-Metaboliten beschrieben (Berger et al. 1986; Langhammer 1989). Von den 

landwirtschaftlichen Nutzflächen können die Arzneimittel entweder ins Grundwasser 

oder bei Starkregenereignissen auch ins Oberflächenwasser gelangen. In jüngster Zeit 

wurde auch die Verlagerung in Pflanzen beschrieben. 
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Abb. 2-1.  Expositionsmöglichkeiten der Umwelt und des Menschen mit Arzneimittelrückständen 
aus Veterinär- und Humanmedizin. Die Mengenverhältnisse werden durch die Breite der 
Rechtecke symbolisiert.  

 

Ein weiterer, lokal beschränkter, Expositionsweg ergibt sich für Landwirte, die über die 

Atemluft durch Stallstäube Antibiotika aufnehmen können (Hamscher et al. 2003b).  

Für in der Veterinärmedizin eingesetzte Zytostatika sind Expositionswege bislang nicht 

näher beschrieben.  

Im Folgenden soll auf Studien aus dem Bereich der Human- und Veterinärmedizin 

eingegangen werden, in denen Expositionskonzentrationen und -wege in verschiedenen 

Umwelt-Kompartimenten beschrieben werden.  

2.2.2 Wasserkompartimente  

Einen umfassenden Überblick über das Vorkommen von Antibiotika in der aquatischen 

Umwelt gibt Kümmerer in einem Review von 2009 (Kümmerer 2009a). Zu den 

Wasserkompartimenten zählen Oberflächenwasser, Grundwasser und Trinkwasser, aber 

auch Krankenhausabwässer und Vorfluter von Kläranlagen. In diesen Kompartimenten 
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werden vor allem die Antibiotikagruppen der Makrolide und Sulfonamide ermittelt. 

Tetracyline und Penicilline werden in vergleichsweise geringen Mengen nachgewiesen, 

obwohl vor allem Penicilline in der Humanmedizin viel eingesetzt werden (Hirsch et al. 

1999; Kümmerer und Henninger 2003; Monteiro und Boxall 2010). Es ist 

wahrscheinlich, dass diese Substanzen durch eine Spaltung des Beta-Lactamrings leicht 

inaktiviert werden. 

Krankenhausabwasser ist erwartungsgemäß das Wasserkompartiment, in dem bisher die 

höchsten Antibiotikakonzentrationen mit bis zu 35 µg/L (Summe von Penicillinen, 

Makroliden, Sulfonamiden, Fluorchinolonen und Tetracyclinen) ermittelt wurden (Färber 

2002). Um diese hohen Konzentrationen zu reduzieren, werden Krankenhausabwässer 

z. T. stark verdünnt (> 100-fach) bevor sie die kommunalen Abwässer erreichen (Radka 

und Kümmerer 2006). Dennoch werden in kommunalen Kläranlagen immer noch  

Konzentrationen von bis zu 6 µg/L Erythromycin-H2O detektiert (Hirsch et al. 1999). In 

Oberflächenwasser wurden immerhin noch bis zu 1,9 µg/L (Median 0,15 µg/L) Sulfa-

methoxazol gemessen (Kolpin et al. 2002). Die am häufigsten nachgewiesenen Substan-

zen in diesem Kompartiment sind Erythromycin, Clarithromycin und Roxithromycin.  

Im Grundwasser haben Sacher et al. (2001) und Hirsch et al. (1999) noch Konzentratio-

nen von mehreren 0,1 µg/L (0,47 µg/L für Sulfamethoxazol und zwischen 0,24 und 

0,87 µg/L Erythromycin, Clarithromycin, Roxithromycin) feststellen können und führen 

dies auf einen direkten Einfluss von Abwasser humanen Ursprungs zurück. In zwei 

Grundwasserproben, die in der Nähe von landwirtschaftlichen Nutzflächen genommen 

wurden, konnte Sulfamethazin in Konzentrationen < 20 ng/L detektiert werden. Auch 

Hamscher et al. (2005) konnten eine Verlagerung von Sulfamethazin aus Ackerböden in 

das Grundwasser beobachten. Sogar in Trinkwasser konnten Spuren verschiedener 

Antibiotika (Erythromycin, Tylosin, Roxithromycin, Sulfamethoxazol) im Bereich 

< 5 ng/L ermittelt werden (Ye et al. 2007). 

Da der jährliche Verbrauch an Zytostatika im Vergleich zu Antibiotika wesentlich 

geringer ausfällt (vgl. Kapitel 2.1), sind auch die eingetragenen Mengen in Wasser-

kompartimente entsprechend geringer. Heute werden Chemotherapien größtenteils 

ambulant durchgeführt. Somit hat in den letzen Jahrzehnten eine Verlagerung des 

Eintrags der Zytostatika von Krankenhausabwässern in kommunale Abwässer 

stattgefunden (Eitel et al. 2000; Kümmerer und Schuster 2008). 
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Zytostatika wurden in Krankenhausabwässern in Konzentrationen bis zu 0,15 µg/L 

gefunden (Steger-Hartmann et al. 1996; Kümmerer et al. 1997). In Oberflächenwässern 

wurden Konzentrationen im niedrigen ng/L-Bereich detektiert (Buerge et al. 2006). 

Bisher konnten Zytostatika im Trinkwasser nicht detektiert werden.  

Ein weiterer möglicher Eintragsweg von Arzneimitteln in Wasser- oder Umwelt-

kompartimente ergibt sich durch die Entsorgung nicht verbrauchter Arzneimittel. So wird 

ein beträchtlicher Anteil von Arzneimitteln über den Hausmüll oder über die Kana-

lisation (Toilette) entsorgt und kann dadurch in Wasserkompartimente gelangen. In 

Deutschland werden ca. 33 %; in GB 11,5 % und in den USA 35,4 % der Arzneimittel 

über diesen Weg entsorgt (Bound und Voulvoulis 2005; Kümmerer 2009b). In den USA 

wird sogar für einige Medikamente explizit die Empfehlung gegeben, diese über die 

Kanalisation zu entsorgen (Daughton und Ruhoy 2009; Kümmerer 2009b). In einer 

Umfrage in Kuwait gab immerhin die Hälfte der Befragten an, aufgrund von 

Medikationsumstellung nicht verwendete Medikamente zu Hause zu verwahren. Drei-

viertel gaben des weiteren an, diese dann über den Hausmüll zu entsorgen (Abahussain et 

al. 2006). Die Entsorgung über den Hausmüll kann dann über Mülldeponien wiederum 

Einträge ins Oberflächen- oder Grundwasser verursachen.  

2.2.3 Gülle, Boden, Staub 

Gülle 

Als Gülle bezeichnet man Wirtschaftsdünger, der vor allem aus Urin und Kot von 

Rindern oder Schweinen aus der Nutztierhaltung besteht. Während Zytostatika hier keine 

Rolle spielen, können in Gülle zum Teil sehr hohe Konzentrationen von Antibiotika 

vorkommen. Engels (2004) hat 344 Schweinegülleproben hinsichtlich des Gehalts an 

Antibiotika untersucht. In 76,5 % der Proben wurde mindestens ein Antibiotikum 

nachgewiesen und in immerhin 42,8 % wurde mehr als ein Antibiotikum nachgewiesen. 

Einzelne Gülleproben enthielten Konzentrationen bis zu 235 mg/kg Sulfadiazin und 

167 mg/kg Sulfamethazin. Chlortetracyclin wurde in einer einzelnen Probe in einer 

Konzentration von 331 mg/kg gefunden. Die Medianwerte der Positivbefunde lagen 

jedoch weit unter diesen Werten bei 3,5 mg/kg für Sulfadiazin (102 Positivbefunde), bei 

4,0 mg/kg für Sulfamethazin (182 Positivbefunde) und bei 3,4 mg/kg für Chlortetracyclin 

(44 Positivbefunde). 
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Hamscher et al. konnten in acht von elf untersuchten Schweine-/Rindergülleproben 

Tetracyclin und Chlortetracyclin in Konzentrationen zwischen 0,08-45,3 mg/kg und bis 

zu 2,9 mg/kg Sulfadiazin bzw. Sulfamethazin nachweisen. Auch konnten bis zu vier 

Substanzen gleichzeitig detektiert werden (Höper et al. 2002; Hamscher et al. 2003a). In 

Untersuchungen von Winckler und Grafe (2001) wurden in 24 % der untersuchten 

Schweinegülleproben Positivbefunde ermittelt.  

Andere Antibiotika werden in deutlich geringeren Mengen nachgewiesen (Hamscher 

2008). So werden Tylosin, Salinomycin und Tiamulin selten und nur im unteren µg/kg-

Bereich nachgewiesen.  

Christian et al. (2003) haben eine experimentell ermittelte Sulfamethazinkonzentration in 

Schweinegülle auf Plausibilität überprüft. Demnach ist, unter der Annahme, dass kein 

Abbau stattfindet, bei einer täglichen Behandlung nur eines Tieres mit Sulfamethazin 

(nach Dosierempfehlung) schon mit einer Konzentration von 1 mg/kg in der Gülle eines 

aus 100 Tieren bestehenden Bestandes zu rechnen. Bei einer Bestandsbehandlung lassen 

sich somit auch die oben in verschiedenen Studien ermittelten Konzentrationen erklären 

(30-100 mg/kg). 

Boden 

Über Gülle als Wirtschaftsdünger gelangen Antibiotika auf landwirtschaftliche Nutz-

flächen. Die ersten, die diesen Eintragsweg in die Umwelt in langfristigen Feldstudien 

nachgewiesen haben, waren Hamscher et al. (2000). Es wurde gezeigt, dass Tetracycline 

nicht nur in großen Mengen eingetragen werden, sondern auch in der Umwelt 

persistieren (Hamscher et al. 2002; Hamscher et al. 2005). Die beiden schwerpunktmäßig 

beschriebenen Substanzklassen (Sulfonamide und Tetracycline) können sich hierbei sehr 

unterschiedlich verhalten. Während Sulfachloropyridazin rasch in eine Bodentiefe von 

30 cm verlagert wird, ist Oxytetracyclin vorwiegend in den oberen 10 cm nachzuweisen 

(Blackwell et al. 2007). Erste Untersuchungen in 2000 konnten in 4 von 12 Böden 

Tetracyclin und in 2 von 12 Chlortetracyclin mit Konzentrationen deutlich über 10 µg/kg 

nachweisen. Auch hier konnte bereits gezeigt werden, dass Tetracycline nicht in die 

unteren Bodenschichten vordringen (Hamscher et al. 2000). In einer Folgestudie wurden 

Proben einer Boden-Dauerbeobachtungsfläche mehrfach beprobt und über zwei Jahre 

Durchschnittskonzentrationen für Tetracyclin von über 150 µg/kg Boden ermittelt. 

Während Tetracycline jedoch nicht in tiefere Bodenschichten vordringen und in der 
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Ackerkrume (ca. 0-30 cm) verbleiben, wurde in dieser Studie ebenfalls gezeigt, dass 

Sulfamethazin aus dem Boden bis in das Grundwasser verlagert wird (vgl. Kapitel 2.2.2) 

(Hamscher et al. 2005). Weitere Untersuchungen der Boden-Dauerbeobachtungsflächen 

(bis November 2007) zeigten für Tetracyclin und Chlortetracyclin eine Pseudopersistenz. 

D. h. die in den Sommer- und Wintermonaten abgebauten oder eliminierten Stoffe 

können durch den erneuten Eintrag von antibiotikahaltiger Gülle im Frühjahr kompen-

siert werden (Hamscher 2008).  

Auch Klärschlamm darf nach der Klärschlammverordnung von 1992 unter bestimmten 

Voraussetzungen auf landwirtschaftliche Nutzflächen ausgebracht werden und trägt 

somit möglicherweise zu einer Bodenbelastung durch Antibiotika oder Zytostatika bei. 

Die Klärschlammverordnung sieht bisher allerdings nur eine Untersuchung auf Schwer-

metalle, polychlorierte Biphenyle und polychlorierte Dibenzodioxine/Dibenzofurane vor 

(Klärschlammverordnung 1992). Während der Abwasserbehandlung können jedoch auch 

Arzneimittel an Klärschlammpartikel adsorbieren. Somit wäre der Eintrag von 

Zytostatika in Böden möglich. Dies ist allerdings bislang noch nicht experimentell 

bestätigt worden. In einer Neufassung der Klärschlammverordnung sollen insbesondere 

Grenzwerte für perfluorierte Chemikalien eingeführt werden und eine Anpassung 

bestehender Grenzwerte an aktuelle wissenschaftliche Erkenntnisse erfolgen  

(Klärschlammverordnung - Entwurf der Neufassung 2010). 

Staub 

In Stäuben enthaltene unerwünschte Stoffe spielen in der Veterinärmedizin ebenfalls eine 

nicht zu vernachlässigende Rolle. Im Rahmen der Fütterung sowie durch getrocknete 

Güllereste entstehen in landwirtschaftlichen Betrieben große Mengen an Staub. So 

können durch den Einsatz von Fütterungsarzneimitteln z. B. auch Antibiotika in Stäube 

gelangen. In einer retrospektiven Studie (1981-2000) von Hamscher et al. (2003b) 

wurden in 18 der 20 jährlich im selben Stall genommenen Staubproben bis zu fünf 

verschiedene Antibiotika nachgewiesen. Unter anderem wurden hier verschiedene 

Tetracycline und Sulfamethazin detektiert. In drei Proben (bis 1992) konnte auch 

Chloramphenicol, welches aufgrund seines genotoxischen Potenzials 1994 von der EU 

verboten wurde, nachgewiesen werden. Somit hat nicht nur der Staub an sich einen 

möglichen Einfluss auf die Gesundheit des landwirtschaftlichen Personals sondern auch 

die darin enthaltenen unerwünschten bioaktiven Stoffe (Cambra-Lopez et al. 2010). 
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2.2.4 Pflanzen 

In den letzten Jahren wurde der Weg von Antibiotika in ein weiteres Umweltkomparti-

ment beschrieben. Antibiotika, die über Gülle in die Böden gelangen, kommen so mit 

Pflanzen in Kontakt. Dabei besteht die Möglichkeit der Aufnahme dieser Stoffe über die 

Wurzeln in das Pflanzengewebe. Bisherige Studien konnten allerdings nur sehr geringe 

Konzentrationen in den Pflanzen nachweisen. So wurden geringe Mengen Florfenicol (5 

und 15 µg/kg) und Trimethoprim (5,3 und 6 µg/kg) in Karotten und Kopfsalat detektiert, 

und in Karotten zusätzlich Enrofloxacin (2,8 µg/kg) (Boxall et al. 2006). Untersuchungen 

von Mais, Kartoffeln und Salat ergaben Konzentrationen von 8-100 µg/kg für 

Sulfamethazin (Dolliver et al. 2007) und 2-17 µg/kg Chlortetracyclin (Kumar et al. 

2005). Grote et al. (2009) konnten in Hydrokulturen einen Übergang von verschiedenen 

Antibiotika in die Pflanzen beobachten, jedoch war in Feldproben nur der qualitative 

Nachweis von Tetracylin, einem Didesmethyl-Derivat von Oxytetracyclin und Cipro-

floxacin möglich.   

Die in Pflanzen ermittelten Konzentrationen lagen deutlich unter den für Tierarzneimittel 

in tierischen Lebensmitteln festgelegten ADI-Werten (ADI – acceptable daily intake). 

Eine toxikologische Relevanz wäre z. B. bei Substanzen mit niedrigen ADI-Werten 

gegeben oder wenn eine kumulative Aufnahme über mehrere Wege gleichzeitig 

stattfinden würde. Für Sulfamethazin wurde ein ADI-Wert von 0,05 mg/kg KG 

festgesetzt (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives 1995). Ein 

durchschnittlicher Erwachsener nimmt täglich ca. 0,6 kg pflanzliche Lebensmittel zu sich 

(WHO 2003). Damit ergibt sich für die von Dolliver et al. (2007) ermittelten Konzen-

trationen eine maximale Ausschöpfung des ADI-Wertes von 2 % für eine Person mit 

60 kg KG für Sulfamethazin. Möglicherweise spielen jedoch gerade diese subtherapeu-

tischen Konzentrationen in der Entwicklung von Antibiotika-Resistenzen eine wichtige 

Rolle (Kümmerer 2004b).  

2.2.5 Antibiotika in Biogasanlagen 

In Biogasanlagen wird in einem anaeroben Fermentationsprozess organischer Abfall 

unter Entstehung von Biogas (u. a. Methan) vergoren. Methan wird wiederum in 

Blockheizkraftwerken zur Energiegewinnung verbrannt und dient somit einer nachhal-

tigen Energieerzeugung (Ahrens und Weiland 2007). Neben anderen organischen Ab-
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fällen wird auch Gülle als Substrat in Biogasanlagen eingesetzt. Der Anteil von Gülle im 

Substratgemisch kann bis zu 30 % betragen. Über Gülle können auch Antibiotika in 

Biogasanlagen gelangen und im Reaktor einen negativen Einfluss auf den von anaeroben 

Bakterien geleiteten Fermentationsprozess haben. Verschiedene Arbeitsgruppen haben 

bereits Untersuchungen durchgeführt, wie der Fermentationsprozess durch Antibiotika 

beeinflusst wird. Eine kleine Literaturübersicht ist in Tab. 2-2 gegeben.  

 

Tab. 2-2.  Zusammenstellung von Studien über die Wirkung verschiedener Antibiotika auf die 
anaerobe Fermentation. 

Autor Substanz Konzentration Hemmung 

Poels et al. 
(1984) a) 

Chlortetracyclin 
Tylosin 
Erythromycin 
Chlorampheinicol  
Virginiamycin 
Bactracin 

 

3,3 mg/L; 16,7 mg/L; 33,3 mg/L 

1,7 mg/L; 8,3 mg/L; 16,7 mg/L 

0,4 mg/L; 2,0 mg/L; 4,0 mg/L 

16,7 mg/L; 83,3 mg/L; 166,6 mg/L 

1,7 mg/L; 8,3 mg/L; 16,7 mg/L 

3,3 mg/L; 16,7 mg/L; 33,3 mg/L 

-  

- 

- 

- 

+++b) 

+++b) 

Lallai et al. 
(2002) 

Thiamphenicol 

 

80 mg/L 

60 mg/L 

+++ 

+++ 

Amoxicillin 

 

60 mg/L 

120 mg/L 

++ 

++ 

Oxytetracyclin 125 mg/L 

250 mg/L 

- 

- 

Massé et al. 
(2000) 

Carbadox c) 

Tylosin 

Penicillin 

Tetracyclin 

Sulfamethazin 

Lyncomycin 

55 mg/kg 

110 mg/kg 

16 mg/kg 

550 mg/kg 

110 mg/kg 

220 mg/kg 

Dosierung in Fütterungsversuchen 
mit Schweinen 

- 

- 

+d) 

+d) 

- 

- 
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Tab. 2-2.  Fortsetzung. 

Autor Substanz Konzentration Hemmung 

Sanz et al. 
(1996) 

Rifampicin > 250 mg/L 50 % 

Ampicillin  

Novobiocin 

Penicillin 

jeweils 

10 mg/L 

500 mg/L 

 

20 % 

- 

Chlortetracyclin 5 mg/L 

40 mg/L 

152 mg/L 

20 % 

50 % 

80 % 

Doxycyclin 8 mg/L 

100 mg/L 

20 % 

45 % 

Tylosin 25 mg/L 

> 250 mg/L 

35 % 

45 % 

Erythromycin 250 mg/L - 

Chloramphenicol 25 mg/L 

50 mg/L 

90 % 

100 % 

Aminoglycoside e) bis 250 mg/L  + 

 

Stone et 
al.(2009) 

Chlortetracyclin 

Tylosin 

27,0 mg/L, (11,6 mg/L) f) 

ca. 35 mg/L g)  

ca. 28 % 

- 

 

Loftin et al. 
(2005) 

Sulfathiazol 

Sulfamethazin 

Sulfadimethoxin 

Lincomycin 

Tylosin 

Chlortetracyclin 

Oxytetracyclin 

Tetracyclin 

25 mg/L 

 

14/13 % h) 

31/- % 

-/44 % 

30/33 % 

27/29 % 

42/46 % 

-/- 

54/47 % 

    
a halbkontinuierliche Fütterung des Fermenters mit Substrat; b Hemmung nur bei höchster 
Konzentration; c in EU verboten; d nicht kritisch für den Biogasprozess; e als Gruppe 
zusammengefasst - Es wurden folgende Substanzen untersucht: Gentamicin, Hygromycin B, 
Kanamycin, Neomycin, Spectinomycin, Streptomycin; f Am Ende des Experiments – 82 Tage; 
g komplett abgebaut nach 109 Tagen; h Es wurden zwei Güllelagunen untersucht (A/B) 
- : keine Hemmung; +, ++ und +++: leichte, mittlere und starke Hemmung der anaeroben 
Fermentation. 

 

Poels et al. (1984) konnten feststellen, dass Virginiamycin und Bacitracin lediglich in der 

höchsten Konzentration (16,7 mg/L bzw. 33,3 mg/L) einen Effekt auf die Methangas-
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enstehung haben. Eine große Anzahl Antibiotika wurde von Massé et al. (2000) und 

Lallai et al. (2002) untersucht. Sie konnten zeigen, dass Tetracyclin und Penicillin nur 

leichte Effekte auf den Biogasprozess aufweisen und Oxytetracyclin (bis 250 mg/L), 

Tylosin, Sulfamethazin, Lincomycin und Carbadox keinen Einfluss auf den Fermen-

tationsprozess haben. 

Sanz et al. (1996) konnten eine z. T. sehr starke Hemmung der Gasbildung durch 

Antibiotika feststellen. So führte Chloramphenicol schon in recht niedrigen Konzentra-

tionen (50 mg/L) zu einem kompletten Erliegen des anaeroben Fermentationsprozesses. 

Im Gegensatz zu Poels et al. konnten sie jedoch auch eine starke Hemmung der Gas-

bildung durch Chlortetracyclin beobachten. Loftin et al. (2005) bestätigten in Unter-

suchungen in Güllelagunen, dass verschiedene Antibiotika die Methanproduktion 

hemmen können. Stone et al. (2009) konnten in einer aktuellen Arbeit für Chlortetra-

cyclin eine Hemmung der Methanproduktion zeigen. Zudem braucht der Fermentations-

prozess unter Chlortetracyclin-Einfluss eine längere Zeit, um sich zu stabilisieren. 

Tylosin, unter gleichen Bedingungen untersucht, hatte keinen Einfluss auf die Methan-

/CO2-Produktion. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Untersuchungen im Labormaßstab 

unterschiedliche und teilweise widersprüchliche Einflüsse für verschiedene Antibiotika 

auf anaerobe Fermentationsprozesse zeigen. Dies könnte zum Teil auf die stark 

variierenden Testorganismen zurückzuführen sein. Die meisten Antibiotika haben 

jedoch, in Konzentrationen, die auch in realen Gülleproben gefunden werden, keinen 

Einfluss auf die Methanproduktion oder es kann zu einer gewissen Anpassung der 

Bakterien an das Substrat kommen (Sanz et al. 1996). 

2.2.6 Berufliche Exposition 

Bakterienzellen und die Wirkorte von Antibiotika in ihnen unterscheiden sich deutlich 

von Säugerzellen. Daher sind Antibiotika für den Menschen in der Regel toxikologisch 

unbedenklich. Zytostatika hingegen wirken generell zytotoxisch auf alle Zellen und der 

Kontakt mit kleinsten Mengen sollte nach Angaben der IARC (1975, 1976, 1981, 1987) 

vermieden werden. Bei der Vorbereitung und Verabreichung dieser Arzneimittel lässt 

sich trotz moderner Ablufttechniken und sonstiger Schutzmaßnahmen ein Kontakt mit 

diesen toxikologisch relevanten Substanzen nicht vollständig vermeiden.    



14  Stand der Literatur 
 

 

Im Jahr 1979 haben Falck et al. (1979) erstmals Urin von Krankenschwestern im bak-

teriellen Fluktuationstest auf Mutagenität untersucht. Dieses Verfahren diente als ein 

nicht selektiver Nachweis für das Vorhandensein von Zytostatika und die meisten Proben 

wiesen positive Testergebnisse auf. Allerdings zeigte der Urin von Patienten unter 

Chemotherapie eine signifikant höhere Mutagenität als der des Pflegepersonals. In der 

Humanmedizin sind seitdem zahlreiche Studien zur beruflichen Exposition mit 

Zytostatika veröffentlicht worden (Turci et al. 2003; Mason et al. 2005; Connor 2006; 

Sorsa et al. 2006; Tuerk et al. 2006; Yoshida et al. 2006; Hedmer et al. 2008). Sehr 

ausführlich wurden die Kontaminationsmöglichkeiten des Krankenhauspersonals über 

die Haut von Fransmann et al. (2005) untersucht. Dabei wurde die dermale Exposition 

über die Hände als wichtigster Weg identifiziert. Die verschiedenen Kontaminationswege 

für Pharmazeutisch Technisch Angestellte, Krankenschwestern in der Onkologie und 

Reinigungspersonal werden in der Arbeit schematisch dargestellt. Der stärkste Kontakt 

erfolgt beim Waschen der Patienten und dem Wechsel der Bettwäsche, da hier in der 

Regel keine Handschuhe getragen werden. Das Tragen von Handschuhen (sowohl Nitril 

als auch Latex; teilweise zweilagig) beim Waschen von Patienten verringert die 

Kontamination der Haut unter den Handschuhen um den Faktor vier und beim Wechsel 

der Bettwäsche nur um den Faktor 1,6. Die Ursache hierfür wurde jedoch nicht geklärt. 

Untersuchungen zur Durchlässigkeit verschiedener Handschuhmaterialien (Nitril, Latex, 

PVC, Polyurethan und Neopren) zeigten eine geringe Permeation für Zytostatika (Slevin 

et al. 1984; Connor 1999). Bei einer unmittelbar festgestellten Kontamination wird 

empfohlen, die Handschuhe sofort zu wechseln.  

Die Ergebnisse von Fransman et al. werden indirekt durch den analytischen Nachweis 

von Zytostatika im Urin von Krankenschwestern von Pethran et al. (2003) bestätigt. So 

wurden bis zu 0,2 µg/L des Zytostatikums Epirubicin und 1,9 µg/L Ifosfamid im Urin der 

Krankenschwestern nachgewiesen.  

In einer Studie von Meijster et al. (2006) wurden auch Bereiche außerhalb des Kranken-

hauses untersucht. So haben Mitarbeiter von mobilen Pflegediensten, die Patienten nach 

der Chemotherapie zu Hause weiterversorgen, ein vergleichbares Risiko mit Zytostatika 

in Kontakt zu kommen wie Krankenschwestern von Onkologiestationen. Des Weiteren 

kommen Mitarbeiter aus Wäschereien, in denen Krankenhausbettwäsche gereinigt wird, 
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in Kontakt mit Zytostatika. Hier ist die Inhalation der Wirkstoffe wahrscheinlich der 

primäre Kontaminationsweg. 

Für den Bereich der Veterinärmedizin gibt es bisher nur wenige Studien. Sessink et al. 

(1993a) haben in einer Studie an Tierpflegern, die Cyclophosphamid an Labortiere 

verabreichten, kleine Mengen (0,7 µg/9-12 h) in deren Urin detektiert. Auch in 

Veterinärkliniken konnte an den Handschuhen von Tierärzten, die Infusionslösungen 

vorbereitet hatten, das Zytostatikum Carboplatin nachgewiesen werden. Mittels Wisch-

proben an der Oberfläche des Bodens, der Türklinke, des Behandlungstisches und der 

Sicherheitswerkbank (Laminar flow cabinet) konnte eine Kontamination dieser Bereiche 

eindeutig festgestellt werden (Meijster et al. 2006).  

2.2.7 Eintrag von Zytostatika in das häusliche Umfeld 

Viele Patienten verlassen heute die Krankenhäuser nach der Behandlung früher als noch 

vor einigen Jahren. Auch Chemotherapien können mittlerweile ambulant verabreicht 

werden und nach wenigen Stunden ist der Patient dann wieder in der häuslichen 

Umgebung. Das bedeutet aber auch, dass über die Ausscheidungen (Urin und Fäzes) der 

Patienten Zytostatika in das häusliche Umfeld gelangen. Diese Ausscheidungen werden 

jedoch zum größten Teil über das Abwassersystem entsorgt und gelangen so in die 

Kläranlagen. Zytostatika können ebenfalls über Schweiß oder auf andere Wege des 

dermalen Kontakts übertragen werden (Daughton und Ruhoy 2009). Wie bereits erwähnt, 

können bei der heimischen Pflege so Mitarbeiter von Pflegediensten oder auch Ange-

hörige mit Zytostatika in Berührung zu kommen.   

Ein besonderer Weg des Eintrags von Zytostatika in die häusliche Umgebung wird von 

Erjavec et al. (2001) beschrieben. Betroffene waren in diesem Fall allerdings Haustiere. 

Eine Frau, die sich einer Chemotherapie unterzog, fütterte ihre Katze und ihren Hund 

u. a. mit vorgekautem Fleisch und Füllungen von Schokoladenpralinen bei denen vorher 

durch Lutschen die Schokoladenhülle entfernt wurde. Beide Tiere verloren daraufhin ihre 

Haare, welche nach Beendigung der beschriebenen Fütterungsweise wieder nach-

wuchsen. 

Über den Eintrag von Zytostatika in die häusliche Umgebung durch Tiere, die eine 

Chemotherapie erhalten haben, sind bisher keine Studien bekannt. In der Regel verlassen 
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die Besitzer jedoch die tierärztliche Praxis mit ihren Tieren kurz nach der Behandlung. 

Insofern bestehen hierin Parallelen zur ambulanten Behandlung in der Humanmedizin. 

2.3 Abbaubarkeit von Arzneimitteln 

Über die oben beschriebenen Wege gelangen Arzneimittel in die Umwelt und man kann 

mittlerweile von einer ubiquitären Verbreitung dieser „emerging contaminants“ im 

Wasserkreislauf und in Böden ausgehen (Boxall et al. 2003b). In diesen Kompartimenten 

können Substanzen eleminiert2 werden, indem sie z. B. an organische oder anorganische 

Bestandteile sorbieren und entweder gar nicht oder nur mittels geeigneter Extraktions-

methoden analysiert werden können. Dies konnte bereits für einige Veterinärantibiotika, 

wie z. B. Tetracycline und Sulfonamide, die nach der Gülledüngung in Ackerböden 

gelangen, gezeigt werden. Tetracyline können an Huminstoffe und andere Bodenpartikel 

binden oder mit 2- und 3-wertigen Ionen (wie z. B. Calcium und Eisen) Komplexe 

bilden. Des Weiteren besteht die Möglichkeit, dass Arzneimittel zumindest teilweise oder 

vollständig biologisch umgewandelt bzw. abgebaut werden. Unter Umständen können 

Mikroorganismen organische Substanzen wie Antibiotika u. a. zur Energiegewinnung 

und als Wachstumsbausteine verwenden. So konnten Dantas et al. (2008) zeigen, dass 

Bakterienisolate aus elf verschiedenen Böden in der Lage sind, mit Antibiotika als 

einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Es wurden 18 Antibiotika getestet, die das 

Wachstum von mindestens vier der isolierten Bodenbakterien fördern. Sechs Antibiotika 

konnten sogar das Wachstum aller untersuchten Bodenbakterienspezies fördern.  

Die physikochemischen Eigenschaften und das Verhalten von Arzneimitteln in defi-

nierten Testsystemen können wichtige Hinweise zu einer Abschätzung eines möglichen 

Risikos für die Umwelt liefern. Kümmerer et al. haben das Verhalten bzw. die Abbau-

barkeit vieler Antibiotika und Zytostatika in verschiedenen Testsystemen wie z. B. dem 

Closed Bottle Test (CBT) untersucht. Nach OECD Richtlinien steht dieser Test an erster 

Stelle zur Überprüfung der biologischen Abbaubarkeit von organischen Substanzen. Er 

stellt im weitesten Sinne die Situation in einer Kläranlage nach, deren Schlamm auch als 

                                                 

2  Die Begriffe Elimination, Abbau und Metabolit werden in der Literatur zum Teil sehr unterschiedlich 
verwendet. Von einer Elimination spricht man, wenn der Analyt nicht mehr detektiert werden kann; der 
Begriff Abbau wird verwendet, wenn ein Abbauprodukt nachgewiesen werden kann; und ein Metabolit 
entsteht, wenn eine Substanz durch einen biologischen Prozess transformiert wird (Längin et al. 2008). 
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Inoculum für den Testansatz verwendet werden kann. Über zwanzig untersuchte 

Antibiotika aus den verschiedenen Antibiotika-Klassen zeigen in diesen Testsystemen 

keine Abbaubarkeit. Nur Penicillin G lässt sich innerhalb von 28 Tagen bis zu einem 

Grad von 27 % abbauen sind (Kümmerer et al. 1996; Kümmerer et al. 1997; Steger-

Hartmann et al. 1997; Al-Ahmad et al. 1999; Kümmerer et al. 2000; Al-Ahmad und 

Kümmerer 2001; Alexy et al. 2004). Auch Halling-Sørensen et al. stellten fest, dass die 

meisten der von ihnen untersuchten Antibiotika schwer abbaubar sind (Halling-Sørensen 

et al. 2000; Ingerslev und Halling-Sørensen 2000, 2001). 

Vergleichbare Aussagen konnten nach der Durchführung ähnlicher Tests auch für 

Zytostatika gemacht werden (Kümmerer et al. 1997; Steger-Hartmann et al. 1997). 

In Oberflächenwässern ist auch ein abiotischer Abbau via Hydrolyse oder auf photo-

oxidativem Weg möglich. Aufgrund ihrer chemischen Strukturen und der häufigsten 

Applikationsart (oral) ist jedoch bei den meisten Pharmazeutika davon auszugehen, dass 

sie gar nicht oder zumindest nur geringfügig hydrolisierbar sind. Dies wurde in einer 

Studie von Lam et al. (2004), in der vergleichende Untersuchungen mit acht verschie-

denen Arzneimitteln unter Lichtausschluss, unter Lichteinfluss und jeweils steril und 

unsteril durchgeführt wurden, bestätigt. Dabei konnte ein mikrobieller oder hydroly-

tischer Abbau ausgeschlossen werden. Nur Versuche unter Lichteinfluss zeigten einen 

Abbau der Testsubstanzen. Eine Ausnahme in dieser Hinsicht bildet jedoch das 

Penicillin. Via Hydrolyse kann es zu einer irreversiblen Spaltung des Beta-Laktam-

Ringes kommen, was auch zu einer Aufhebung seiner antimikrobiellen Wirkung führt 

(Hirsch et al. 1999).  

Photodegradation durch Sonnenlicht in Seen oder sonstigen oberflächennahen Gewässern 

ist hingegen ein Weg, über den viele Arzneimittel-Klassen (Analgetika, Antiphlogistika, 

Antibiotika) möglicherweise abbaubar sind. In einer Studie aus der Schweiz konnte 1998 

zunächst gezeigt werden, dass Diclofenacrückstände in einem See eliminiert wurden. Die 

Autoren schlossen auf einen photooxidativen Abbau und konnten unter Laborbedingun-

gen auch einige Abbauprodukte nachweisen. Diese Abbauprodukte konnten jedoch unter 

den natürlichen Bedingungen im See nicht verifiziert werden (Buser et al. 1998). 

Allerdings können auch viele andere Parameter in der aquatischen Umwelt, wie 

Salzgehalt oder pH-Wert, den Abbau beeinflussen und wurden bereits in einigen Studien 

untersucht. So können z. B. Nitrationen die Photodegradation von Diclofenac, Sulfame-
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thoxazol, Carbamazepin, und Clofibrinsäure beschleunigen (Andreozzi et al. 2003). Ein 

basischer pH-Wert erhöhte den Photoabbau von Amoxicillin leicht (Boreen et al. 2003; 

Andreozzi et al. 2004; Monteiro und Boxall 2010).  

Im Trinkwasser werden verschiedene technische Methoden angewandt, um einen Abbau 

bzw. eine Elimination herbeizuführen. Hierzu zählen verschiedene Filtriertechniken, 

Flockung und Oxidationsprozesse wie die Ozonierung. Jedoch ist bei der ausschließ-

lichen Anwendung von Flockung und Sandfiltration keine komplette Elimination von 

eingetragenen Pharmazeutika zu erwarten. Da es aber bisher keine rechtlichen Vorgaben 

oder Höchstmengenregelungen zu Arzneimitteln in Trinkwasser gibt, sind Wasserwerke 

(noch) nicht zu weitergehenden Maßnahmen verpflichtet. In Deutschland und einigen 

anderen europäischen Ländern sind allerdings viele Wasserwerke bereits mit GAC 

(granular activated carbon), einem speziellen Filtrationsverfahren, ausgestattet, wodurch 

eine Kontamination des Trinkwassers mit Arzneimitteln weitestgehend verhindert 

werden kann (Heberer und Ternes 2006).  

In Böden spielten Sorption und die damit verbundene geringere Mobilität der Substanzen 

eine große Rolle bei der Elimination. Viele Stoffe stehen damit einem photooxidativem 

Abbau nicht mehr zur Verfügung (Halling-Sørensen et al. 2002; Thiele-Bruhn 2003). 

Auch in dieser Matrix spielen Bedingungen wie Bodenbeschaffenheit, Temperatur und 

Feuchtigkeit eine große Rolle. In den meisten Studien wird auch die Wechselwirkung 

von Gülle bzw. Klärschlamm mit den Arzneimitteln berücksichtigt, da über diese 

Trägermedien die Arzneimittel vorrangig in die Böden gelangen. 

Neuere Arbeiten deuten auf gebundene Rückstände oder eine so genannte Sequestrierung 

von Arzneimitteln in Böden hin. Dabei werden organische Substanzen in Bodenbestand-

teile eingebaut oder eingeschlossen und können nur unter bestimmten, teilweise 

drastischen Bedingungen wieder freigesetzt werden. Kreuzig und Höltge (2005) gehen 

im Falle des Sulfadiazins von gebundenen Rückständen aus, da bei C14-Studien keine 

Mineralisierungsprodukte gefunden werden konnten. Eine Extraktion des Sulfadiazins 

u. a. mit Methanol/HCl oder Ethylacetat, war nicht möglich.  

Mit wesentlich drastischeren Extraktionsmethoden (100 bar, 200 °C) gelang es jedoch 

Stoob et al. (2006) die Effektivität der Extraktion von Sulfonamiden (Sulfadiazin, Sulfa-

thiazol, Sulfamethazin, Sulfadimethoxin) um den Faktor zwei bis sechs zu erhöhen. Vor 

allem die Erhöhung der Temperatur konnte die Extraktion verbessern. Dieser Effekt war 
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jedoch für Sulfamethoxazol nur minimal ausgeprägt. Da die Alterung der Böden bei der 

Sorption oder Sequestrierung eine große Rolle spielt, schlagen die Autoren vor, 

definierte Feldproben (Referenzboden) für Extraktionsversuche zu wählen. Förster et al. 

(2008) konnten mit ebenfalls sehr drastischen Extraktionsbedigungen (ASE – accelerated 

solvent extraction; 1000 MPa; 200 °C) in den Boden dotiertes Sulfadiazin nahezu quan-

titativ (ca. 80 %) wieder herauszulösen. In derselben Arbeit wurde im Vergleich eine 

Extraktion mittels Mikrowelle untersucht. Mit dieser Methode war es auch möglich, 

größere Probenmengen einzusetzen. Allerdings kann die Extraktionstemperatur nicht 

höher als 150 °C gewählt werden, da aufgrund der eingesetzten Teflongefäße der 

entstehende Druck zu hoch wäre. Mit der Mikrowellenextraktion konnte in acht Tagen 

gealterten Böden bis zu 70 % Sulfadiazin wieder gefunden werden. Nach 218 Tagen 

Alterung konnten immerhin noch bis zu 45 % des dotierten Sulfadiazins wieder gefunden 

werden. 

Diese Arbeiten unterstützten die Hypothese einer Sequestrierung des Sulfadiazins. 

Aufgrund seiner Extrahierbarkeit aus der Bodenmatrix kann somit nicht von einer 

kovalenten Bindung des Sulfadiazins z. B. an eine funktionelle Gruppe der Huminstoffe 

ausgegangen werden.  

In Kapitel 2.2.5 wurde beschrieben, dass Antibiotika einen Effekt auf den anaeroben 

Gärprozess haben können. Mögliche Einflüsse der anaerobern Fermentation auf 

Antibiotika hingegen wurden bisher kaum untersucht. Für das Antibiotikum Oxytetra-

cyclin konnte gezeigt werden, dass es bei der anaeroben Fermentation innerhalb von 64 

Tagen bis zu 60 % eliminiert wird. Jedoch konnte in dieser Arbeit nicht geklärt werden, 

ob es sich um einen Abbau handelt oder lediglich eine Sorption an organische Matrix-

bestandteile stattgefunden hat (Arikan et al. 2006). In einer anderen Arbeit konnte bei 

Untersuchungen zum Einfluss von Tylosin und Chlortetracyclin auf die anaerobe Fer-

mentation eine Elimination von Tylosin innerhalb von 109 Tagen gezeigt werden. Die 

Konzentration von Chlortetracyclin halbierte sich hingegen innerhalb von 82 Tagen (von 

27,0 mg/L auf 11,6 mg/L) und blieb danach relativ konstant bis zum Ende der Unter-

suchungen (225 Tage). Abbauprodukte wurden auch in diesen Untersuchungen nicht 

beschrieben (Stone et al. 2009).  
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2.4 Effekt von Arzneimitteln auf die Umwelt 

Einmal in die Umwelt gelangt, können Arzneimittel hier eine Wirkung auf Lebewesen 

entfalten, die einerseits den Wirkungsmustern in der Human- oder Tiermedizin ent-

sprechen (z. B. Wirkungen von Antibiotika auf Mikroorganismen) oder es treten uner-

wartete Wirkungen („Nebenwirkungen“) mit zum Teil fatalen Auswirkungen auf die 

betroffenen Lebewesen auf. 

Wie in Kapitel 2.2.2 und 2.2.3 beschrieben, können Antibiotika über Abwasser (Human-

medizin) oder Gülle (Veterinärmedizin) in verschiedene Umweltkompartimente gelan-

gen. Diese bieten eine Lebensgrundlage für eine große Anzahl an Mikroorganismen, die 

u. a. für den Abbau von organischen Stoffen verantwortlich sind. Somit sind sie 

essenziell für den Kohlenstoff-, Stickstoff-, Schwefel- und Phosphorkreislauf. Die im 

Boden auch vorkommenden Antibiotika bakteriellen oder fungalen Ursprungs sind für 

das Gleichgewicht der Bakterienpopulation von großer Bedeutung. Im Gegensatz zu 

diesen sind die meisten heute in der Humantherapie eingesetzten Antibiotika synthetisch 

oder semi-synthetisch hergestellt und damit viel stabiler und in der Regel nicht von 

Bakterien abbaubar (Kümmerer 2004b).  

Therapeutisch eingesetzt, wirken Antibiotika bakteriostatisch oder auch bakterizid. Aber 

im Gegensatz zur Anwendung von Antibiotika in der Therapie, in der in der Regel nur 

ein bis zwei Antibiotika eingesetzt werden, wirkt auf die Bakterien in der Umwelt ein 

„Cocktail“ aus eingetragenen Substanzen. Die Konzentrationen der einzelnen Substanzen 

in den Umweltkompartimenten liegen jedoch einige Größenordnungen niedriger als in 

der therapeutischen Anwendung (Kümmerer 2004b). Im Boden oder Wasser kann dieser 

Cocktail verschiedene Auswirkungen haben. Diese sind in einem Review von Ding und 

He (2010) zusammengefasst. So kann es zu einer Veränderung der Zusammensetzung 

der Mikroorganismenpopulation, zur Resistenzentwicklung oder zu einer Beeinflussung 

der ökologischen Funktion der Böden kommen.  

Von besonderem und aktuellem Interesse ist die Resistenzproblematik. Antibiotikaresis-

tenzen stellen ein enormes Problem dar, weil sie die Wirksamkeit von klinisch 

eingesetzten Antibiotika herabsetzen. Beispiele für schon vorhandene resistente Keime in 

der Humanmedizin sind der Methicillin-resistente Staphylococos aureus (MRSA) und 

der Vancomycin-resistente enterococci (VRE). Inwieweit ein Transfer von Resistenz-

genen von Bodenbakterien oder veterinärmedizinisch relevanten Bakterien auf Keime in 
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der Humanmedizin erfolgen kann, und ob resistente Keime aus der Veterinärmedizin 

somit einen Effekt auf den Menschen haben, konnte bisher allerdings nicht abschließend 

geklärt werden.  

Zwei weitere und besonders gravierende Beispiele für die Effekte von Arzneimitteln in 

der Umwelt sind in den letzten Jahren publiziert worden.  

Zum einen haben Studien u. a. aus Großbritannien gezeigt, dass Ethylestradiol, das in 

oralen Kontrazeptiva enthalten ist und über die Kanalisation letztendlich in die Vorfluter 

von Kläranlagen gelangt, zu einer „Feminisierung“ von Fischen in diesem Umwelt-

kompartiment führen kann (Nash et al. 2004; Sumpter 2007). Auch das zweite Beispiel 

in diesem Zusammenhang zeigt, dass ein eigentlich für die Humanmedizin entwickeltes 

Schmerzmittel, Diclofenac, nach einer in Indien üblichen tiermedizinischen Anwendung 

zur Behandlung der hier heiligen Kühe, verheerende Auswirkungen in der Umwelt haben 

kann. In Indien sind mittlerweile verschiedene Geierarten sogar vom Aussterben bedroht, 

da sie über Vieh-Kadaver Diclofenac aufnehmen, welches für sie selbst in letaler Weise 

nephrotoxisch sein kann (Swan et al. 2006; Sumpter 2007).   

2.5 Chemische Eigenschaften und Wirkungen von Sulfonamiden 
und Zytostatika 

2.5.1 Sulfonamide 

Sulfonamide stellen eine Gruppe von antibiotisch wirksamen Substanzen dar und 

gehören zu den Derivaten der aromatischen Sulfonsäuren. Sie waren die ersten Breit-

bandantibiotika, die industriell hergestellt wurden und sind daher auch unter der 

Bezeichnung „Chemotherapeutika“ klassifiziert. Alle Sulfonamide zeichnen sich durch 

eine gemeinsame Grundstruktur aus, die dem Sulfanilamid gleicht und am 

Amidstickstoff (N1) durch verschiedene heterocyclische Reste (R) substituiert wird 

(Abb. 2-2).  

 

Abb. 2-2.  Grundgerüst der Sulfonamide – Durch die Variation des heterocyclischen Restes (R) 
kann die Wirkung gezielt beeinflusst werden.  
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Sulfonamide wirken bakteriostatisch als Antimetaboliten, indem sie die Synthese der 

Folsäure, einem wichtigen Baustein in der bakteriellen DNA-, RNA- und Eiweiß-

synthese, hemmen. Sie verdrängen die p-Aminobenzoesäure, die für Bakterien zum 

Aufbau der Dihydrofolsäure essenziell ist.  

Während in der Humanmedizin vor allem Sulfamethoxazol eingesetzt wird, finden in der 

Veterinärmedizin hauptsächlich Sulfamethazin und Sulfadiazin Anwendung. In der 

Regel werden Sulfonamide in Kombination mit Diamino-benzylpyrimidinen, hier vor 

allem Trimethoprim, eingesetzt (Verhältnis 1:5). In Abb. 2-3 sind die in der vorliegenden 

Arbeit untersuchten sieben Sulfonamide und Trimethoprim abgebildet (Mutschler et al. 

2001; Kroker et al. 2002). 

 

Abb. 2-3.  Strukturformeln der Sulfonamide, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, 
und Trimethoprim. In Klammern ist die Abkürzung und das Molekulargewicht (MW) 
angegeben. 
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2.5.2 Vinca‐Alkaloide 

Vincristin und Vinblastin gehören zur Gruppe der Vincaalkaloide und kommen natürlich 

in Immergrün (Catharanthus roseus) vor. Sie gehören der Gruppe der Mitosehemmstoffe 

an und wirken durch die spezifische Bindung an Mikrotubuli. So verhindern sie die 

Bildung der mitotischen Spindel und die Trennung der Chromosomenpaare während der 

Zellteilung (M-Phase). Auf diese Weise führen sie zum Zelltod der Tochterzellen. 

Zusätzlich hemmen sie die DNA-Polymerase und inhibieren so die DNA-Biosynthese.  

Chemisch zählen sie zu den dimeren Indol-Alkaloiden und bestehen aus einem 

Catharanthin- und einem Vindolin-Anteil, die in 3’- bzw. 10-Stellung miteinander 

verknüpft sind. Sie unterscheiden sich nur durch die Substituierung am N1-Stickstoff-

atom. Vinblastin besitzt einen Formyl- und Vincristin einen Methylrest (Römpp 2010). 

Trotz ihrer sehr ähnlichen Struktur unterscheiden sie sich deutlich in ihrem 

Wirkungsspektrum sowie in ihrer Pharmakokinetik und Toxizität. So ist Vincristin 

vorwiegend neurotoxisch, während Vinblastin das Knochenmark schädigt.  

 

 

Abb. 2-4.  Strukturformeln der Vincaalkaloide. In Klammern ist die Abkürzung und das 
Molekulargewicht (MW) angegeben. 

 

Hinsichtlich ihrer Karzinogenität beim Menschen ordnet die IARC die Vincaalkaloide 

aufgrund der nicht ausreichenden Datenlage in Gruppe 3 ein, d. h. als nicht klassifizier-

bar hinsichtlich ihrer Karzinogenität beim Menschen. Darüber hinaus konnte für Vinbla-

stin und Vincristin im Tierversuch eine teratogene Wirkung nachgewiesen werden 

(IARC 1987). 
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2.5.3 Doxorubicin 

Doxorubicin zählt zu den zytostatisch wirkenden Antibiotika. Es gehört in chemischer 

Hinsicht zu der Gruppe der Anthracycline, die aus einem tetracylischen Grundgerüst 

(Abb. 2-5), das an verschiedenen Positionen variiert sein kann, bestehen. Doxorubicin 

zeigt damit Strukturhomologie zu der Gruppe der Tetracycline, was sich z. B. in einem 

ähnlichen Extraktionsverhalten zeigt. Sowohl bei Doxorubicin als auch bei Tetracyclinen 

kann es daher bei der Probenvorbereitung u. a. zur Sorption an aktiven Oberflächen, z. B. 

in Glasgefäßen, kommen (De Jong et al. 1993; Hamscher et al. 2002).  

 

Abb. 2-5.  Strukturformel von Doxorubicin. In Klammern ist die Abkürzung und das Molekular-
gewicht (MW) angegeben. 

 

Doxorubicin weist eine starke zytotoxische Wirkung auf, die ihre stärkste Ausprägung in 

der S-Phase des Zellzyklus zeigt. Diese Wirkung beruht auf mehreren Mechanismen wie 

der Interkalation in die DNA (Hemmung der Nucleinsäuresynthese), der Induktion von 

Strangbrüchen (Hemmung der Topoisomerase II), der Biotransformation zu freien 

Radikalen (Hervorrufung von Doppelstrangbrüchen) und der Bindung an Bestandteile 

der Zellmembran (Erhöhung der Membranfluidität) (Mutschler et al. 2001). Aufgrund 

dieser Eigenschaften wirkt Doxorubicin selber mutagen und karzinogen und wird von der 

IARC in Gruppe 2A, als wahrscheinlich karzinogen, eingestuft. Diese Einstufung besagt, 

dass es nicht genug Nachweise für eine Karzinogenität beim Menschen wohl aber beim 

Tier gibt (IARC 1987). 
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2.5.4 Stickstoff‐Lost‐Verbindungen 

Cyclophosphamid, Melphalan und Chlorambucil gehören zur Gruppe der alkylierenden 

Zytostatika – im Besonderen zu den Stickstoff-Lost-Derivaten. Diese leiten sich von dem 

aus dem ersten Weltkrieg bekannten Kampfgas Stickstoff-Lost ab. Die cyclischen 

Substituenten am N-Atom bei den heute in der Chemotherapie eingesetzten Substanzen 

führen zu stabileren Verbindungen (Abb. 2-6). 

 

Abb. 2-6.  Strukturformeln der Alkylantien. Zum Vergleich ist die Struktur der Ausgangssubstanz 
Stickstoff-Lost ebenfalls dargestellt. In Klammern sind die Abkürzung und das 
Molekulargewicht (MW) angegeben. 

 

Ihre Wirkung beruht vor allem auf der Alkylierung von Nucleinsäuren, wodurch 

Zellteilungsvorgänge empfindlich gestört werden können. Der Hauptvertreter dieser 

Substanzgruppe ist das Cyclophosphamid. Es ist eines der am häufigsten eingesetzten 

Chemotherapeutika weltweit. Cyclophosphamid selber ist ein Pro-Pharmakon. Der 

eigentliche Wirkstoff Phosphorsäureamid-Lost ist ein Metabolit, der erst durch die 

Biotransformation von Cyclophosphamid in der Leber entsteht und in der Lage ist, DNA 

zu alkylieren (Mutschler et al. 2001; Nohl 2002).  

Cyclophosphamid, Melphalan und Chlorambucil wurden bezüglich ihrer Kanzerogenität 

von der IARC in Gruppe 1 eingestuft. Für diese Substanzen ist eine karzinogene 

Wirkung beim Menschen durch ausreichende Studien belegt (IARC 1975, 1987).
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2.6 Analytik  von  Antibiotika  und  Zytostatika  in  biologischen 
Matrices 

2.6.1 Antibiotika in Gülle (Fermenterinhalt) 

Antibiotika werden vor allem im Rahmen der amtlichen Lebensmittelüberwachung in 

tierischen Lebensmitteln analytisch bestimmt. Wenn kranke Tiere behandelt werden und 

z. B. die vorgeschriebenen Wartezeiten nicht eingehalten werden, kann es zu 

Rückständen oberhalb der Grenzwerte in Fleisch oder Milch kommen. Vielfach werden 

zunächst Schnelltests wie z. B. ein mikrobiologischer Hemmstofftest für Milch 

eingesetzt. Diese können zwar in gewissem Maße zwischen den verschiedenen 

Antibiotika-Klassen unterscheiden, allerdings ist der eindeutige Nachweis eines 

einzelnen Wirkstoffes sowie die Bestimmung der exakten Konzentration im Lebensmittel 

nicht möglich. Als eine Bestätigungsmethode, die auch den amtlichen Anforderungen im 

Sinne einer „gerichtsfesten“ Analyse entspricht, wird daher vor allem die HPLC-MS 

verwendet (Di Corcia und Nazzari 2002; Companyo et al. 2009). 

Tiere, die mit Antibiotika behandelt werden, scheiden diese zum großen Teil nicht 

metabolisiert wieder aus. Die Exkremente von Schweinen oder Rindern stellen somit ein 

wichtiges Vehikel für den Eintrag von Antibiotika in die Umwelt dar (vgl. Kapitel 2.2.3).  

Die qualitative und quantitative Analyse von Antibiotikarückständen in Gülle ist 

aufgrund der sehr komplexen Probenmatrix nur durch eine adäquate Probenvorbereitung 

möglich. Diaz-Cruz und Barcelo (2007) fassen verschiedene geeignete Verfahren für die 

Aufarbeitung von Umweltprobenmaterial zusammen. Aufgrund der vielen auch festen 

Bestandteile in Gülle bietet sich hier vor allem die Flüssig-Flüssig-Extraktion an (Haller 

et al. 2002; Hamscher et al. 2002). Um die Extraktionsausbeuten zu erhöhen und die 

Aufarbeitungszeit weiter zu reduzieren, wird heute auch die Pressurized Liquid 

Extraction (PLE, Druckextraktionssystem) eingesetzt (Jacobsen und Halling-Sorensen 

2006).  

Schon seit einigen Jahren werden Sulfonamide mittels HPLC-MS bestimmt (Diaz-Cruz 

und Barcelo 2007). Bis heute ist sie die Methode der Wahl für eine sensitive und 

selektive Bestimmung dieser Antibiotika-Klasse (Garcia-Galan et al. 2010).  
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2.6.2 Zytostatika in Urin, Serum, Speichel und Haaren 

Für die Analytik von Zytostatika in Matrices wie Hunde-Urin, -Serum, -Speichel oder 

-Haar gibt es bisher keine umfassenden Studien. In nur einer Studie von Mazuel et al. 

(2003) wurde Doxorubicin in Hunde-Plasma untersucht. Es wurde eine HPLC-MS/MS-

Methode entwickelt und validiert, um Plasmaproben von Hunden und Ratten, denen ein 

Doxorubicin-Peptidkonjugat intravenös verabreicht wurde, auf Doxorubicin und Leucin-

Doxorubicin (den aktiven Metaboliten des Peptidkonjugats) zu untersuchen.  

In der Humanmedizin wurden einige Studien zur beruflichen Exposition von Kranken-

hauspersonal mit Zytostatika durchgeführt und hierfür auch entsprechende Methoden 

entwickelt. Sottani et al. (z. B. 2008) haben die Exposition von Krankenhauspersonal in 

mehreren Arbeiten untersucht und dabei vor allem auf Cyclophosphamid, als am 

häufigsten eingesetztes Zytostatikum, in der Matrix Urin fokussiert. Zur Messung wurde 

hauptsächlich HPLC-MS eingesetzt. Einige Arbeiten setzten zur Messung von 

Cyclophosphamid auch Gaschromatographie ein, allerdings muss die Substanz im 

Rahmen der Probenvorbereitung derivatisiert werden (Sessink et al. 1993b; Steger-

Hartmann et al. 1996; Kalhorn et al. 1999; Sannolo et al. 1999). In der Regel kommen als 

Probenvorbereitungsmethoden Flüssig-Flüssig-Extraktions- oder Festphasenextraktions-

verfahren zum Einsatz. In den letzten Jahren wurden auch zunehmend Studien 

veröffentlicht, die verschiedene Zytostatika mithilfe von Multimethoden untersuchen. 

Da unter anderem die Ernährung einen großen Einfluss auf die Zusammensetzung von 

Urin und Serum hat, ist die Analytik von Zytostatika in Human-Matrices allerdings nicht 

ohne weiteres auf die Veterinärmedizin übertragbar. 

Haare 

In den letzten Jahren hat die Möglichkeit der Analyse von Drogen in Haaren immer mehr 

an Bedeutung gewonnen und stellt mittlerweile eine wichtige Alternative zu den her-

kömmlichen Methoden in Urin und Serum/Plasma dar. Da viele pharmakologisch aktive 

Substanzen in Urin und Serum in der Regel nur über einen kurzen Zeitraum nachweisbar 

sind, stellt das Haar ein wichtiges Kompartiment dar, um gegebenenfalls auch einen 

länger zurückliegenden Missbrauch nachzuweisen. Darüber hinaus ist auch die 

Probenahme wesentlich unproblematischer (Thieme et al. 2000; Musshoff und Madea 

2007). 
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Haare können allerdings nicht wie Urin, Serum oder Speichel über Festphasenextraktion 

oder Flüssig-Flüssig-Extraktion aufgearbeitet werden, da Arzneimittel in einer beson-

deren Art und Weise in die Haarstruktur integriert werden. 

Auch in der Veterinärmedizin wurden einige Studien zur Verwendung der Haaranalyse 

bei der Feststellung von Dopingmitteln (z. B. Pferde) durchgeführt, oder auch zum 

Nachweis verbotener Substanzen – wie z. B. Clenbuterol – in der Nutztierhaltung 

(Gaillard und Pepin 1999; Nakahara 1999; Gratacos-Cubarsi et al. 2006; Gratacos-

Cubarsi et al. 2007). 

In der Haaranalytik muss die Probenvorbereitung ebenfalls besondere Beachtung finden. 

Gerade in der Drogenanalytik können auch äußere Kontaminationen der Haare eine Rolle 

spielen und müssen durch vorherige Waschprozeduren ausgeschlossen werden. Das 

Waschen wird mit organischen Lösungsmitteln, Detergentien und wässrigen Puffern vor 

der eigentlichen Extraktion durchgeführt (Nakahara 1999). Dabei besteht allerdings die 

Gefahr, dass bereits bei diesem Schritt ein gewisser Anteil der Substanzen aus dem Haar 

extrahiert wird. 

Das eigentliche Extraktionsverfahren beinhaltet in der Regel eine längere Inkubation der 

Haare in einem geeigneten Extraktionsmittel. Hierzu können ein alkalischer, enzyma-

tischer oder saurer Aufschluss eingesetzt werden. In seltenen Fällen werden auch orga-

nische Lösungsmittel verwendet. Beim alkalischen Aufschluss kann es auch zur vollstän-

digen Hydrolyse der Haare kommen (Flanagan et al. 2007). Allerdings kann es dabei 

auch zur Hydrolyse der Analyten kommen (z. B. Kokain).  

Um die Extrakte weiter aufzureinigen folgt in der Regel eine Flüssig-Flüssig-Extraktion 

mit organischen Lösungsmitteln und/oder eine Festphasenextraktion.  

Speichel 

Die Entnahme von Speichel ist eine weitere, nicht invasive Möglichkeit zur Probenge-

winnung, um z. B. einen eventuellen Drogenmissbrauch festzustellen oder DNA zu 

gewinnen. Im Gegensatz zu Urin kann die Gewinnung des Probenmaterials jedoch besser 

beaufsichtigt werden und ist somit weniger anfällig für Täuschungen (Flanagan et al. 

2007). Allerdings sind die Probenvolumina im Vergleich zu Urin oder Serum deutlich 

geringer. Durch HPLC-MS und die damit verbundenen niedrigen Nachweisgrenzen 

wurde es möglich, Drogen und andere Substanzen in diesen geringen Volumina sehr 
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empfindlich nachzuweisen. (Drummer 2006; Langman 2007; Mullangi et al. 2009). Auch 

Hormone können so in geringen Konzentrationen in Speichel untersucht werden (Groschl 

2008). 

Besondere Aufmerksamkeit kommt der Probennahme auch in der Speichelanalytik zu. Es 

muss sichergestellt sein, dass keine Rückstände durch die orale Einnahme des 

Medikaments mehr vorhanden sind. Zur Probennahme wird dem Patienten eine speziell 

gefertigte Watte- oder Polyesterrolle zum Kauen in den Mund gegeben. Anschließend 

wird diese in ein spezielles Kunststoffröhrchen gegeben und abzentrifugiert (Flanagan et 

al. 2007). 

Die Speichelsammlung bei Hunden stellt eine besondere Herausforderung dar. Es besteht 

die Gefahr, dass das Probenmaterial vom Tier verschluckt wird oder dass der 

Probenehmer gebissen wird. Auch mit einer Reduktion des Speichelflusses in dieser für 

den Hund ungewohnten Situation muss gerechnet werden. Eine aktuelle Arbeit 

beschreibt die Probennahme beim Hund zur Untersuchung von Cortisol. Hier wird eine 

Watterolle mithilfe einer Klammer für zwei Minuten im Maul des Hundes gehalten. Eine 

offene Dose Hundefutter, vor dem Hund platziert, soll dessen Speichelfluss anregen 

(Wenger-Riggenbach et al. 2010). 

Es gibt nur wenige Arbeiten zur Bestimmung von Zytostatika in Speichel. Doxorubicin 

wurde u. a. von Maudens et al. (2009) in Humanspeichel analysiert. Die Studie wurde 

durchgeführt, um eine möglich Korrelation der Arzneimittelgehalte in Plasma und 

Speichel zu ermitteln und die Patienten therapeutisch zu überwachen. Es zeigte sich 

jedoch, dass eine Abschätzung der Plasmakonzentration auf Basis der Speichelkonzen-

tration nicht möglich ist.  

2.7 HPLC‐MS 

2.7.1 Allgemeines 

In der HPLC-MS wird die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie mit der Massen-

spektrometrie als universellem und empfindlichem Detektionsverfahren gekoppelt. Diese 

Kopplung erwies sich als nicht unproblematisch, da das HPLC-Fließmittel vollständig 

entfernt und die Analyten gleichzeitig in ionisierte Teilchen überführt werden müssen 

bevor sie in den Vakuumbereich des Massenspektrometers geleitet werden können. Mit 
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der Entwicklung von APCI- (Atmospheric Pressure Chemical Ionisation) und ESI-

Interfaces (Electrospray-Ionisation) Ende der 1980er Jahre gelang es, das Fließmittel 

unter Atmosphärendruck effizient zu verdampfen und dabei auch den Analyten zu 

ionisieren. Mittlerweile hat die HPLC-MS unzählige Anwendungen gefunden, da diese 

Methode den sensitiven und selektiven Nachweis zahlreicher nichtflüchtiger Analyten 

mit geringer bis hoher Polarität in einem großen Massenbereich erlaubt (Ardrey 2003; 

Antignac et al. 2005; Rubio und Perez-Bendito 2009).  

2.7.2 HPLC 

Die dem Massenspektrometer in der Kopplung vorgeschaltete Hochleistungsflüssigkeits-

chromatographie (HPLC) dient der Auftrennung des injizierten Analytgemisches. In der 

modernen HPLC stehen hierfür verschiedene Säulenmaterialien zur Verfügung. Normal-

phasen und Umkehrphasen (engl. Reversed-Phase) sind die am häufigsten eingesetzten 

Phasen (Schwedt und Vogt 2010). In der Regel werden, sowohl in der Normal- als auch 

in der Umkehrphasen-Chromatographie, so genannte chemisch gebundene Phasen 

eingesetzt. Etwa zwei Drittel der heutigen flüssigkeitschromatographischen Trenn-

probleme lassen sich mit der Umkehrphasen-Chromatographie lösen (Schwedt 2008). So 

werden auch für die Analytik von Pharmazeutika in Umweltproben vorwiegend Umkehr-

phasen eingesetzt (Petrovic et al. 2005). Diese Phasen werden durch chemische 

Modifikation der Silanolgruppen von Kieselgel mit langkettigen Alkylsilanliganden 

(z. B. C18) hergestellt und weisen daher sehr unpolare Eigenschaften auf. Als 

organischer Anteil der mobilen Phasen kommen in der Umkehrphasen-Chromatographie 

polare Lösungsmittel wie z. B. Methanol und Acetonitril zum Einsatz. Häufig werden 

diese in Gradientensystemen in Kombination mit wässrigen Puffersystemen verwendet. 

In der Kopplung mit der MS ist der Einsatz der Puffersubstanzen jedoch limitiert. Es 

können nur leicht flüchtige Komponenten wie z. B. Ammoniumacetat verwendet werden. 

Phosphathaltige Puffersysteme, die z. B. in der HPLC mit UV-Detektion als Fließmittel 

eingesetzt werden, können somit nicht auf HPLC-MS-Methoden übertragen werden.  

2.7.3 Ionisation 

Der Prozess der Ionisation des Analyten in der Elektrospraytechnik (ESI) ist hoch-

komplex und bisher noch nicht vollständig verstanden. Durch eine Metallnadel gelangt 
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der Flüssigkeitsstrom von der HPLC in die Elektrospray-Quelle. Beim Austritt aus der 

Metallnadel entstehen durch einen Stickstoffstrom und eine angelegte Hochspannung (3-

5 kV) zwischen Nadel und Kapillare kleine Flüssigkeitstropfen. In diesen Tropfen 

befinden sich die Ionen der Analyten aber auch etwaige Matrixbestandteile. Auf dem 

folgenden Weg dieser Tropfen durch die Kapillare verdampft nach und nach das 

Lösungsmittel wodurch es aufgrund der entstehenden Ladungsabstoßungen zu Coulomb-

Explosionen (Abb. 2-7) kommt. So werden die Tropfen immer kleiner bis schließlich 

kein Lösungsmittel mehr vorhanden ist und alle Analytionen in die Gasphase 

übergegangen sind. Die Ionen gelangen durch eine weitere elektrische Fokussierung 

schließlich in den Vakuumbereich des Analysators (z. B. Ionenfalle) und können dort 

analysiert werden (Ardrey 2003).  

 

Abb. 2-7.  Coulomb-Explosion in der Elektrospray-Ionisation (ESI) im Positiv-Modus. Durch Ver-
dampfung des Lösungsmittels verdichten sich die positiven Ladungen an der Tropfen-
oberfläche und es kommt zu Coulomb-Explosionen bei denen kleinere Tropfen bzw. 
einzelne Ionen (als + dargestellt) in der Gasphase entstehen. 

 

Durch Matrixbestandteile, die ebenfalls in der Probenlösung enthalten sein können, kann 

es zu Störungen der Ionisation kommen, die sich als Signalunterdrückungen oder 

-verstärkungen bemerkbar machen. Die Matrixbestandteile konkurrieren dabei in den 

Tropfen mit den Analytionen um die Tropfenoberfläche, um in die Gasphase 

überzugehen. Dadurch gelangen auch Matrixbestandteile in die Falle, in der jedoch nur 

eine begrenzte Anzahl an Ionen aufgenommen werden kann, und reduzieren den Anteil 

der Analytionen in der Falle (McLuckey et al. 1994). Die Signale eines Analyten in der 

Probe und in einem matrixfreien Standard können sich somit signifikant unterscheiden 

(Stüber und Reemtsma 2004). Letztendlich können Matrixeffekte sogar dazu führen, dass 

Analyten nicht detektiert werden, weil ihr Signal vollständig unterdrückt wird (Antignac 

et al. 2005). 
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Es gibt verschiedene Ansätze, diese Matrixeffekte zu minimieren. Zum einen kann der 

Anteil an Matrixbestandteilen durch eine bessere Probenvorbereitung reduziert werden. 

Des Weiteren kann das Injektionsvolumen reduziert werden, was allerdings in der Regel 

auch mit einer Verringerung der Sensitivität verbunden ist. Die Verwendung eines 

isotopenmarkierten Standards gilt heute in der Analytik von Pharmazeutika in biolo-

gischen Matrices als die beste Methode, um Matrixeffekte in der LC-MS zumindest zu 

kompensieren. Dies setzt allerdings eine ausreichende und nicht durch Matrixeffekte 

gestörte Ionisierung sowohl des Analyten als auch des internen Standards voraus. 

Außerdem sind interne Standards sehr teuer und auch nicht für alle Analyten erhältlich 

(Stüber und Reemtsma 2004). Liang et al. (2003) konnten sogar nachgewiesen, dass 

Analyt und isotopenmarkierter Standard zu einer gegenseitigen Unterdrückung ihrer 

Signale führen können.  

2.7.4 Ionenanalyse 

In der Massenspektrometrie gibt es sehr unterschiedliche Verfahren zur Ionenanalyse. 

Zur Zeit sind Geräte, die auf der Triple-Quadrupol- oder Ionenfallen-Technologie 

beruhen, die am häufigsten eingesetzten Messsysteme (Rubio und Perez-Bendito 2009). 

Ionenfallen-Massenspektrometer werden insbesondere in der Umweltanalytik vielfältig 

eingesetzt (Rubio und Perez-Bendito 2009). So ist die Strukturaufklärung unbekannter 

Substanzen (z. B. Metaboliten) auch im Spurenbereich möglich. Bei Basislinientrennung 

der Analyten ist ebenfalls eine Quantifizierung in niedrigen Konzentrationsbereichen 

(µg/kg-Bereich) möglich. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Ionenfallen-Massen-

spektrometer (Abb. 2-8) eingesetzt, weshalb im Folgenden auf diese Technik näher 

eingegangen wird. 

Im Gegensatz zu einem Triple-Quadrupol-System werden in Ionenfallen die von der 

Quelle (ESI oder APCI) gelieferten Ionen diskontinuierlich isoliert und weiter 

verarbeitet. Über eine elektronische Steuerung am Ioneneinlass wird die Anzahl der 

eingelassenen Ionen optimiert. In der Ionenfalle, die aus einer Ringelektrode und 

weiteren Elektroden besteht, werden die Ionen gefangen und bewegen sich in einem 

elektrischen Feld auf einer stabilen (Kreis-)Bahn. Durch systematische Änderungen der 

angelegten elektrischen Spannungen an der Ringelektrode werden die Ionen sukzessive 
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aus der Falle zum Detektor geleitet. Durch dieses System besteht die Möglichkeit, 

komplette Massenspektren aufzuzeichnen (Full scan modus).  

 

Abb. 2-8.  Ionenfalle. Nach dem Einlass in die Ionenfalle (Aufsicht) bewegen sich die Ionen auf einer 
stabilen Bahn bis eine bestimmte Spannung an der Ringelektrode angelegt wird. Durch 
diese Spannung werden Ionen eines bestimmten m/z-Verhältnisses auf ihrer Bahn 
unstabil und werden durch die Austrittslinse zum Detektor geleitet. Eine systematische 
Variierung der Spannung führt zu kompletten Massenspektren.  

 

Aufgrund der Besonderheit der Ionenfalle ist es auch möglich, Ionen einer bestimmten 

Masse in der Falle zu sammeln. Dieses sind aufgrund der „weichen“ Ionisationsmethode, 

ESI, in der Regel Molekülionen und werden auch Vorläuferionen genannt. Mittels 

zusätzlicher Energie aus den Verschlusselektroden kommt es zu Kollisionen zwischen 

den Ionen und mit, in die Falle koninuierlich eingeleiteten, Heliumatomen (Creaser und 

Stygall 1998). Diese Kollisionen führen zu so genannten Tochterionen (oder 

Fragmentionen). Diese Tochterionen werden wie oben beschrieben sukzessive aus der 

Falle an den Detektor geleitet, ihre Intensitäten registriert und daraus ein MS/MS-

Spektrum generiert. Auch MS/MS-Tochterionen einer bestimmten Masse können 

wiederum isoliert werden und zu so genannten Enkeltochterionen fragmentiert werden. 

Dies führt zu MS3-Spektren. So sind theoretisch MS10-Spektren darstellbar. Allerdings 
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werden in der Praxis meistens MS/MS und in seltenen Fällen auch MS3-Verfahren 

eingesetzt.  

Aufgrund der diskontinuierlichen Abarbeitung des Ionenstroms sind die Datenpunkte des 

Analyten nicht gleichmäßig über einen Peak verteilt. Anstieg und Abfall eines Peaks sind 

durch wenige Datenpunkte gekennzeichnet, die Spitze eines Peaks durch mehr 

Datenpunkte, was hinsichtlich der Quantifizierung einen prinzipiellen Nachteil der 

Ionenfallen-Technologie darstellt. Allerdings liefern Ionenfallen für jeden Datenpunkt 

ein komplettes MS/MS-Spektrum nahezu ohne Sensitivitätsverluste. Dies ist insbeson-

dere für die Absicherung von Rückstandsbefunden ein großer Vorteil. Hierdurch kann im 

Vergleich zum Triple-Quadrupol-System auch eine höhere Selektivität erreicht werden, 

da in diesen Geräten in der Regel nur zwei Massenübergänge detektiert werden. Bei der 

Beschränkung auf nur einen Massenübergang (Selected Reaction Monitoring - SRM) 

kann mit einem Triple-Quadrupol-Gerät im Vergleich zu einer Ionenfalle daher um ca. 

ein bis zwei Größenordnungen sensitiver detektiert werden (ThermoQuest 2000).  
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3 Forschungsbedarf 
In den letzten Jahren wurden bereits viele Eintragswege von Human- und  Tierarznei-

mitteln in die Umwelt und auch eine mögliche Exposition des Menschen durch 

Arzneimittelrückstände aus verschiedenen Umweltkompartimenten aufgezeigt. Hierzu 

kamen neben selektiven Probenvorbereitungsverfahren auch leistungsfähige HPLC-MS-

Methoden zum Einsatz. 

Im Bereich der Tierarzneimittel wurde in jüngster Zeit auch das Eliminationsverhalten 

von Antibiotika in Gülle und Boden untersucht. Bisher ist jedoch wenig darüber bekannt, 

ob und wie die Substanzen sorbiert oder auch abgebaut werden können. Daraus ergab 

sich folgender Forschungsbedarf für die vorliegende Arbeit: 

• Da Gülle in Biogasanlagen als Substrat eingesetzt wird, sollten geeignete 

analytische Verfahren zur Bestimmung von Sulfonamiden in Gärsubstrat 

entwickelt werden. Mit diesen Methoden sollte dann die Elimination von Sulfon-

amiden während der anaeroben Fermentation untersucht werden.  

 

Neben diesen Untersuchungen stellte sich durch die Zunahme von Chemotherapien in 

der Veterinärmedizin die Frage, wo die eingesetzten Zytostatika nach der Therapie 

verbleiben. In diesem Zusammenhang sollten folgende Fragestellungen bearbeitet 

werden:  

• Durch Chemotherapien in der Veterinärmedizin kann eine toxikologisch 

hochrelevante Substanzklasse in Tierarztpraxen und das häusliche Umfeld der 

Patientenbesitzer gelangen. Bisherige Leitlinien für den Umgang mit Hunden in 

der Chemotherapie sind vor allem aus humanmedizinischen Studien abgeleitet. 

Für Hunde-Urin und -Serum gibt es bisher keine geeigneten analytischen 

Methoden, um veterinärmedizinische Chemotherapeutika zu erfassen und damit 

einen ersten Beitrag zur Bewertung eines Risikos durch ihre Verwendung zu 

leisten. Insofern sollte im Rahmen dieser Arbeit eine HPLC-MS-Multimethode 

entwickelt werden, die die Bestimmung der wichtigsten Zytostatika der 

Veterinärmedzin gewährleistet. Die Methode sollte dann zur Untersuchung von 

Urin- und Serumproben von Chemotherapie-Patienten der Kleintierklinik der 

Tierärztlichen Hochschule Hannover eingesetzt werden.  
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Darüber hinaus sind bei Haustieren möglicherweise noch zwei weitere Matrices von 

Bedeutung. 

• Zum einen ist für den Hund die Schnauze eine Möglichkeit, um sich mit seiner 

Umgebung auszutauschen. So kann es möglicherweise leicht zum Kontakt mit 

Hundespeichel für den Besitzer kommen (z. B. durch Lecken). Insofern stellt 

Speichel eine weitere potenzielle Kontaminationsmöglichkeit mit Zytostatika dar. 

Daher erschien es sinnvoll, auch eine Methode zur Untersuchung von Speichel-

proben zu entwickeln und damit Proben von Chemotherapie-Patienten zu 

untersuchen. 

• Hunde wechseln – mit Ausnahme weniger Rassen – zweimal im Jahr das Fell. 

Wie bereits aus der Drogenanalytik bekannt ist, sind Haare eine Matrix, in der 

man auch lange Zeit nach der Einnahme von illegalen Substanzen einen Miss-

brauch nachweisen kann. Die Analytik von Haarproben unterscheidet sich – 

insbesondere hinsichtlich der Bereitstellung von Referenzproben und der Proben-

vorbereitung – jedoch deutlich von der Analytik in anderen Matrices. Es sollte 

daher eine geeignete Methodik entwickelt werden, um Proben von Chemo-

therapie-Patienten untersuchen zu können.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse der Publikationen 

4.1.1 Elimination  von  Sulfonamiden  während  der  anaeroben  Fermen‐
tation (Biogasanlage) 

(siehe Publikation 1: Degradation and Elimination of Various Sulfonamides during 

Anaerobic Fermentation: A Promising Step on the Way to Sustainable Pharmacy?) 

 

Ein wesentlicher Teil der Arbeit bestand in der Entwicklung eines HPLC-MS-Verfahrens 

zur Bestimmung von Sulfonamiden und Trimethoprim in Fermenterinhalten von Biogas-

analagen. Der Fermenterinhalt stellt eine komplexe Matrix dar, die aus sehr unter-

schiedlichen Komponenten zusammengesetzt sein kann. Neben anderen organischen 

Abfällen kann der Anteil an Gülle bis zu 30 % betragen. Mit dieser können dann z. B. 

Antibiotika aus der Behandlung von Nutzieren in die Fermenter gelangen.  

Im Rahmen eines Projekts „Entwicklung eines mikrobiellen Schnelltests zur Identifi-

zierung von Hemmstoffen bei anaeroben Gärprozessen“ sollte unter anderem der Ein-

fluss von Antibiotika auf den Biogasprozess untersucht werden. Hier wurde festgestellt, 

dass Sulfonamide den Prozess erst ab relativ hohen Konzentrationen stören (ca. 

750 mg/kg Sulfadiazin; 150 mg/kg Sulfamethazin). Jedoch ergaben sich in den ersten 

Fermentationsversuchen Hinweise darauf, dass sich Sulfadiazin nahezu vollständig 

eliminieren bzw. abbauen lässt. Daraufhin wurde in der in Publikation 1 veröffentlichten 

Studie der Einfluss der anaeroben Fermentation auf fünf weitere Sulfonamide und 

Trimethoprim in Fermentern im Labormaßstab untersucht. In zwei 5-L-Fermentern 

wurden 2 bzw. 10 mg von jedem Sulfonamid in Kombination mit Trimethoprim 

(Verhältnis 1:5 zur Gesamtmasse der Sulfonamide) für vier Wochen fermentiert. In 

500 mL Kolben wurden ergänzende Kontroll-Experimente durchgeführt. Aufgrund der 

kleineren Ansatzgröße wurden Proben nur vor und nach der Gärung entnommen. 

Nach einer einfachen aber effizienten Probenvorbereitung mittels Flüssig-Flüssig-

Extraktion wurde die HPLC-MS zur Messung der wöchentlich gezogenen Proben einge-

setzt, um das Eliminiationsverhalten der verschiedenen Sulfonamide zu verfolgen.  
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Bei jedem Gärtest wurde parallel zu den eigentlich zu testenden Substanzen ein Gärtest 

als Blindwert durchgeführt. In diesem Gärtest wurde Gülle von nicht mit Sulfonamiden 

behandelten Tieren eingesetzt. Dieses Gärsubstrat wurde auch als Leermatrix für Vali-

dierungszwecke verwendet. 

Für die Analyse der Sulfonamide konnte auf eine im Labor etablierte Methode zurückge-

griffen werden (Hamscher et al. 2005) und diese für die Matrix Fermentersubstrat sowie 

für Trimethoprim, als weiteren Analyten, angepasst werden. Für Trimethoprim konnte 

zwar der gleiche Gradient in der HPLC verwendet werden, allerdings musste aufgrund 

der Koelution mit Sulfathiazol und Sulfamerazin eine 2. HPLC-Trennung durchgeführt 

werden. 

Für Wiederfindungsversuche wurde Fermenterinhalt aus den Gärtestblindwerten 

zunächst mit Standardlösung dotiert und eine Flüssig-Flüssig-Extraktion mit Ethylacetat 

bei einem pH Wert von 4,7 durchgeführt. Es zeigte sich, dass ein erhöhter pH-Wert im 

alkalischen Bereich günstiger für die Extraktion von Trimethoprim ist. Allerdings 

verschlechtern sich die Wiederfindungsraten für die Sulfonamide je höher der pH-Wert 

gewählt wurde. Somit wurde ein mittlerer pH-Wert von 5,0 gewählt, der zwar zu 

niedrigen Wiederfindungsraten (26,6 %) für Trimethoprim führt, aber die Wiederfin-

dungsraten für die Sulfonamide noch nicht reduziert. Da die Variationskoeffizienten des 

Gesamtverfahrens < 20 % lagen, konnte die niedrige Wiederfindung für Trimethoprim 

akzeptiert werden.  

Mit der so entwickelten Methode war es letztendlich möglich, die Konzentrationen der 

untersuchten Sulfonamide während des Verlaufs der Fermentation in relativ kleinen 

Probenmengen (1 g) zu verfolgen. Dies war wichtig, um die unter anaeroben Bedingung 

stattfindende Fermentation zu den Probennahmezeitpunkten an Tag 7, 14, 21 und 28 

nicht zu stören.  

Beide großen Fermentatoren ergaben sehr ähnliche Ergebnisse (2 mg und 10 mg) 

(Abb. 4-1 und Abb. 4-2). So konnte gezeigt werden, dass durch den Prozess der 

anaeroben Fermentation mit Gülle eine Elimination von vier der sieben Sulfonamide 

möglich ist. Sulfadiazin und Sulfamerazin sind zwar nach einer Woche noch > 50 % im 

Gärsubstrat vorhanden; nach zwei Wochen sind jedoch nur noch minimale Konzen-

trationen zu detektieren. Sulfamethoxazol hingegen ist schon zum großen Teil direkt 
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nach Dotierung eliminiert. Sulfadimethoxin zeigt eine starke (> 70%) Elimination schon 

innerhalb der ersten Woche.  

 

Abb. 4-1.  Elimination der Sulfonamide im 5 L Fermentor – Anfangskonzentration 2 mg/kg Gülle. 
SDZ = Sulfadiazin, 4-OH-SDZ = 4-OH-Sulfadiazin,STZ = Sulfathiazol, 
SMR = Sulfamerazin, SMZ = Sulfamethazin, SMPD = Sulfamethoxypyridazin, 
SMX=Sulfamethoxazol, SDM = Sulfadimethoxin, TMP = Trimethoprim. 

 

 

Abb. 4-2.  Elimination der Sulfonamide im 5 L Fermentor – Anfangskonzentration 10 mg/kg Gülle. 
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Im Gegensatz dazu werden Sulfathiazol, Sulfamethazin und Sulfamethoxypyridazin nur 

geringfügig eliminiert. Diese Elimination findet zum größten Teil schon direkt nach der 

Dotierung des Gärsubstrats mit den Sulfonamiden statt. Die Konzentrationen von 

Sulfathiazol und Sulfamethazin bleiben über die gesamte Fermentation relativ stabil; die 

Konzentration von Sulfamethoxypyridazin pendelt sich auf etwa einem Viertel der 

Ausgangskonzentration ein. In Tab. 4-1 ist die relative Elimination der sieben 

Sulfonamide in Bezug auf ihre Anfangskonzentration über einen Zeitraum von 34 Tagen 

angegeben. Hier sind auch die Werte der zusätzlich durchgeführten Blindwerte, bei 

denen nur Proben am Anfang und am Ende genommen werden konnten, mit einbezogen.  

 

Tab. 4-1.  Elimination der sieben Sulfonamide und Trimethoprim und Zunahme des Sulfadiazin-
Metaboliten bei anaerober Fermentation – angegeben in Prozent der Anfangskonzen-
tration. Mittelwerte aus zwei/fünfa Versuchsansätzen (10 und 2 mg/kg Sulfonamid). 
(entnommen aus Publikation 1). 

��SDZ SDZ 
SDZ-
MB STZ SMR SMZ SMDP SMX SDM TMP 

Start 100,0a 8,0a 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a 

Tag 8 77,0 25,9 93,3 64,1 76,2 62,6 1,3 29,1 1,1 

Tag 14 2,9 89,1 90,6 0,9 72,6 51,9 1,5 12,5 0,1 

Tag 21 0,6 87,8 76,9 0,1 63,0 39,5 0,2 3,4 0,0 

Tag 28 0,6 94,2 79,9 0,1 63,7 35,2 0,4 1,6 0,0 

Tag 34 0,1a 100,0a 103,3a 0,0a 100,0a 27,7a 0,1a 0,4a 0,0a 

 

Für Sulfadiazin konnte ein Metabolit charakterisiert und identifiziert werden. Mithilfe 

der HPLC wurde die Substanz isoliert und die antimikrobielle Aktivität mit einem 

mikrobiologischen Hemmstofftest (Brillantschwarz-Reduktionstest) geprüft. Der 

Metabolit weist im Vergleich zur Muttersubstanz eine um ca. 90 % reduzierte antimikro-

bielle Aktivität auf. Somit kann in diesem Fall zumindest von einem beginnenden Abbau 

der Muttersubstanz gesprochen werden. Mit verschiedenen strukturaufklärenden Ver-

fahren, wie MS3 und TOF-Massenspektrometrie wurde der Metabolit als 4-OH-Sulfadia-

zin identifiziert. 

Bei den übrigen untersuchten Sulfonamiden sowie Trimethoprim kann hingegen bisher 

nur von einer Elimination gesprochen werden, da wahrscheinlich starke Sorptions-

prozesse dazu führen, dass die Analyten mit herkömmlichen Extraktionsverfahren nicht 
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mehr nachgewiesen werden können und trotz gezielter Suche bisher keine weiteren 

Metaboliten identifiziert wurden.  

Die anaerobe Fermentation stellt somit ein Verfahren dar, mit dem das in der 

Veterinärmedizin häufig eingesetzte Sulfadiazin zumindest teilweise abgebaut werden 

kann.  

4.1.2 Zytostatika‐Rückstände in Hunde‐Urin 

(siehe Publikation 2: Determination of Drug Residues in Urine of Dogs Receiving Anti-

Cancer Chemotherapy by Liquid Chromatography–Electrospray Ionization-Tandem 

Mass Spectrometry: Is There An Environmental or Occupational Risk? und 

Publikation 3: Cytotoxic Drug Residues in Urine of Dogs Receiving Anticancer Chemo-

therapy) 

 

Spielen in der Nutztierhaltung in erster Linie Antibiotika eine große Rolle, so sind in der 

Kleintiermedizin fast alle Arzneimittelbereiche, die auch in der Humanmedizin zum 

Einsatz kommen, vertreten. Denn vor allem Katzen und Hunde nehmen in der heutigen 

Zeit immer mehr den Status eines Familienmitglieds ein, dem die bestmögliche Versor-

gung zukommen soll.  

In der vorliegenden Studie sollte daher das Eintragsverhalten von Zytostatika in die 

Umwelt bzw. in die nähere (häusliche) Umgebung, einer im Vergleich zu Antibiotika 

toxikologisch wesentlich relevanteren Arzneimittelgruppe untersucht werden.  

Eine Möglichkeit, wie Zytostatika durch Tiere in das unmittelbare Umfeld des Besitzers 

gelangen können, ist über den Urin. Um die Zytostatikagehalte in Hunde-Urin zu 

analysieren wurde zunächst eine Flüssig-Flüssig-Extraktion mit Ethylacetat getestet. Es 

wurden Puffer mit verschiedenen pH-Werten, vor allem im alkalischen Bereich, und 

verschiedene Extraktionsmittel geprüft. Ziel war es, in Anlehnung an die Entscheidung 

der Kommission (Europäische Kommission 2002), Wiederfindungen im Bereich 

zwischen 70 -100 % mit Variationskoeffizienten < 20 % zu erzielen.  

Die besten Ergebnisse konnten mit Dichlormethan als Extraktionsmittel bei einem pH-

Wert von 9,5 (1 M Na2HPO4) erzielt werden. Für die Ermittlung der Messparameter zur 

Analyse mit dem HPLC-MS System wurden die zu untersuchenden Zytostatika über eine 
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Spritzenpumpe direkt in das Massenspektrometer injiziert. So konnten wichtige MS/MS-

Parameter, u. a. die Isolierungsweite sowie die Kollisions-Energie in der Ionenfalle 

ermittelt und optimiert werden. Mit einer In-Matrix-Kalibrierung wurden dann im Zuge 

der Methodenvalidierung verschiedene Parameter wie z. B. die Linearität ermittelt. Alle 

Validierungsdaten sind in Publikation 2 gelistet.  

Im Zuge der Studie wurden mit der so entwickelten Methode Proben von Hunden, die an 

Tumoren erkrankt sind, untersucht. Die Hunde erhielten innerhalb eines zyklischen 

Protokolls die Substanzen Cyclophosphamid, Vincristin und Doxorubicin im wöchent-

lichen Wechsel bzw. Vinblastin wöchentlich. Anschließend wurden Proben in der Regel 

direkt nach der Infusion (1-2 Stunden), an Tag 1, Tag 2 und Tag 3 entnommen. Die 

Proben wurden meistens von den Patientenbesitzern genommen, da die Hunde nur zur 

Infusion in der Klinik anwesend waren. Die Lagerung erfolgte zunächst bei -20 °C und 

später im Labor bei -80 °C bis zur Analyse. Da eine Multimethode für alle vier zu 

untersuchenden Substanzen entwickelt wurde, konnten so auch Zeitpunkte bis zu 21 

Tage nach Behandlung (also vor der nächsten Infusion derselben Substanz) ohne eine 

zusätzliche Probenaufarbeitung untersucht werden. 

In den Proben konnten zum Teil sehr unterschiedliche Konzentrationen für die einzelnen 

Zytostatika nachgewiesen werden. Zum einen war natürlich der Zeitpunkt der 

Probennahme, auf Grund der verschiedenen Pharmakokinetik der einzelnen Substanzen, 

hierfür verantwortlich. Zum anderen werden sie in unterschiedlichen mehrere 10er 

Potenzen umfassenden Dosierungen eingesetzt (200 mg CPP/m2 BSA (body surface area 

– Körperoberfläche), 30 mg DXR/m2 BSA, 0,7 mg VIC/m2 BSA). Vinblastin wurde in 

einem getrennten Protokoll verabreicht mit anschließender oraler Gabe von Cyclo-

phosphamid.  

Insgesamt wurden 318 Urinproben analysiert. Diese führten zu 666 Messungen, da jede 

Probe für drei verschiedene Zeitpunkte nach Applikation einer der drei Substanzen steht. 

Es konnte hiermit ein sehr unterschiedliches Ausscheidungsverhalten der untersuchten 

Zytostatika beobachtet werden. So konnten direkt nach der Infusion bis zu 2,6 mg/L 

Cyclophosphamid und 3,6 mg/L Doxorubicin im Urin ermittelt werden. Jedoch wurde 

Cyclophosphamid schon an Tag 1 nur noch in Spuren (< 8µg/L) detektiert. Vincristin 

und Vinblastin zeigen ein ähnliches Verhalten. Sie können bis zu sieben Tage – in 

Einzelfällen sogar bis zu 14 Tagen – in Hunde-Urin nachgewiesen werden. Die 
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Höchstkonzentrationen lagen hier bei 0,15 mg/L Vincristin und 0,3 mg/L Vinblastin. 

Doxorubicin kann sogar bis zu 21 Tage nach Applikation im Urin nachgewiesen werden. 

So konnten bis zu 40,5 µg/L nach 14 Tagen und Werte zwischen Bestimmungs- und 

Nachweisgrenze (BG: 1,0 µg/L; NWG: 0,5 µg/L) bis zu Tag 21 nach der Chemotherapie 

ermittelt werden.  

4.1.3 Zytostatika‐Rückstände in Hunde‐Serum 

(siehe Publikation 4: Drug Residues in Serum of Dogs Receiving Anticancer Chemo-

therapy) 

 

Rückstände in Serum spielen im Gegensatz zu Hunde-Urin in der häuslichen Umgebung 

in der Regel keine Rolle, allerdings ist das berufliche Umfeld von Laborpersonal und 

Tierärzten in diesem Zusammenhang von Relevanz. In der Humanmedizin wurden schon 

einige Studien zur beruflichen Exposition von Krankenhauspersonal durchgeführt 

(vgl. Kapitel 2.2.6). In der hier durchgeführten Studie wurde vor allem Hunde-Serum 

untersucht, das eine Woche nach der letzten Applikation von Zytostatika entnommen 

wurde. Die Hunde werden im Zuge der Chemotherapie in der Regel wöchentlich in der 

Klinik vorgestellt und erhalten, nach Feststellung der Therapierbarkeit, die nächste 

Dosierung. Dafür wird vorher eine Blutprobe entnommen und diese auf verschiedene 

Parameter untersucht. Bei der Blutentnahme durch den Tierarzt und die Bearbeitung im 

Labor kann es unter dem Gesichtspunkt der beruflichen Kontamination zu einem Kontakt 

mit den Zytostatika kommen.  

Die unmittelbare Übertragung der Urin-Methodik auf die Serumuntersuchungen war 

nicht möglich. Es zeigte sich, dass nur mit Ethylacetat anstelle von Dichlormethan als 

Extraktionsmittel für Serum reproduzierbarere Ergebnisse in den Wiederfindungsraten 

erzielt werden können. Die übrigen Extraktionsschritte waren identisch zur Urin-

Methode. Auch die Messmethode mittels HPLC-MS wurde übernommen.  

Insgesamt wurden 81 Serumproben sieben Tage nach Behandlung genommen und diese 

auf die vier Zytostatika untersucht. In lediglich einer Probe konnte Vinblastin nachge-

wiesen werden (7 µg/L) und in 2 Proben Cyclophosphamid (7 und 9 µg/L). Die Proben, 

in denen Cyclophosphamid gefunden wurde, stammten von Hunden, die neben Vinbla-
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stin jeden zweiten Tag vom Besitzer mit Cyclophosphamid oral behandelt wurden. Somit 

entsprach in diesen Fällen der Probennahmezeitpunkt 1-2 Tage nach der Behandlung.  

Es wurden auch einige Proben direkt nach der Infusion untersucht, um die Methodik 

auch im oberen Konzentrationsbereich einzusetzen. Erwartungsgemäß konnten hier zum 

Teil sehr hohe Konzentrationen ermittelt werden – für Cyclophosphamid bis zu 

2,8 mg/L. Die Mediankonzentrationen lagen bei 37 µg/L für Vinblastin, 13 µg/L für 

Vincristin, 2,5 mg/L für Cyclophosphamid und 0,4 mg/L für Doxorubicin. 
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4.2 Methodenentwicklung  zur Analyse  von  Zytostatika  in Hun‐
de‐Urin und ‐Serum mittels Festphasenextraktion 

4.2.1 Allgemeines 

Da im Rahmen des DFG-Pojektes „Drug residue analysis in dogs receiving chemo-

therapy: Investigation into potential hazards of anti-cancer treatment in veterinary 

medicine“ zum einen das Spektrum der Substanzen erweitert wurde und zum anderen 

auch weitere Matrices untersucht werden sollten, musste die Methodik aus den 

vorherigen Studien (Publikation 2 und 3) angepasst werden. Bei ersten Versuchen, in 

denen die Substanzen Chlorambucil und Melphalan mit eingebunden wurden, stellte sich 

heraus, dass Melphalan in der Flüssig-Flüssig-Extraktion, die bei einem pH-Wert von 9,5 

durchgeführt wird, möglicherweise hydrolysiert. Sehr niedrige und darüber hinaus 

hochvariable Wiederfindungsraten deuten ebenfalls auf einen Abbau der Substanz hin. 

Im Folgenden wird die Vorgehensweise bei der Methodenweiterentwicklung hinsichtlich 

Probenvorbereitung und Messmethodik, näher erläutert. Um das generelle Verhalten der 

Zytostatika in einer Festphasenextraktion zu testen, wurden dabei zunächst eine Einfach-

bestimmung mit zwei Kartuschen – Oasis HLB und BakerbondTM SDB – durchgeführt 

(Abb. 4-4). In den darauf folgenden Optimierungsversuchen für die Festphasenextraktion 

wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt und in den Abbildungen der 

Mittelwert dargestellt (Abb. 4-5 und Abb. 4-6). Die Variationen lagen dabei bis auf 

wenige Ausnahmen unter 20 %. 

4.2.2 Probenvorbereitung 

Um die bisherige Flüssig-Flüssig-Extraktion zu ersetzen und um Matrixeffekte in der 

HPLC-MS zu minimieren wurde eine Festphasenextraktion (SPE) entwickelt (siehe Abb. 

4-3). In der Methodenentwicklung wurden neben der Suche nach einer geeigneten Phase 

vor allem die Waschschritte und die Elutionsschritte, wie im Folgenden dargestellt, 

optimiert. Die Probenvorbereitung für die Matrices Hunde-Urin und -Serum sind in M5 

und M6 (Kapitel 8) dargestellt. Dabei erfolgte im Anschluss an die Festphasenextraktion 

eine Verdampfung der Elutionsmittel bis zur Trockne und eine Wiederaufnahme in 

einem geeigneten Lösungsmittel. In M10 und M12 sind die Messung mit der HPLC-MS 

und die quantitative Auswertung beschrieben.  
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Abb. 4-3.  Generelles Schema einer Festphasenextraktion (SPE). 

 

Wahl der Phase 

Viele Festphasen werden heute auf Polymerbasis hergestellt und folgende wurden 

getestet: BakerbondTM SDB (Mallinckrodt Baker, Griesheim), Oasis HLB (Waters 

GmbH, Eschborn), Bond Elut Plexa und Bond Elut PPL (Varian Deutschland GmbH, 

Darmstadt). Neben den neu zu bearbeitenden Substanzen, Chlorambucil und Melphalan, 

sollten noch zwei interne Standards zur Überwachung der Extraktion in die Methodik 

eingearbeitet werden.  

In ersten Tests wurde das Verhalten aller Zytostatika und der internen Standards auf zwei 

der Phasen (Oasis HLB und BakerbondTM SDB) untersucht und wie sie mit verschie-

denen, steigenden Konzentrationen von Methanol eluiert werden können. Hierfür wurde 

eine Konzentration von 500 µg/L gewählt, die im mittleren Konzentrationsbereich liegt. 

In Abb. 4-4 ist die Elution der verschiedenen Substanzen in Prozent der absolut dotierten 

Menge dargestellt. Nicht abgebildet sind die Werte für 10 %iges und 25 %iges Methanol, 

da keine der untersuchten Substanzen in diesen Elutions-/Waschlösungen detektiert 

werden konnte. Die acht Substanzen (Zytostatika + interne Standards) wiesen ein 

unterschiedliches Elutionsverhalten auf den beiden Phasen auf. Auf der Oasis HLB-

Kartusche ließen sich mit 50 %igem Methanol bereits fünf Substanzen eluieren. Von der 

BakerbondTM SDB-Kartusche wurde bei dieser Konzentration jedoch nur Chlorambucil 

teilweise eluiert und auch mit 100 %igem Methanol ließen sich einige Substanzen nicht 

eluieren. Doxorubicin lässt sich von den BakerbondTM SDB-Kartuschen weder mit 

100 % Methanol noch mit 100 % Acetonitril eluieren. Erst mit angesäuertem Methanol 

konnten geringe Mengen Doxorubicin von der Festphase gelöst werden.  

 

Konditionierung  
und 

Equilibrierung
Probenaufgabe

Wasch‐/ und 
Trockenschritte

Elution
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Abb. 4-4.  Elutionsverhalten der untersuchten Zytostatika auf zwei verschiedenen Kartuschen 
(Oasis HLB und BakerbondTM SDB) und mit verschiedenen Elutionsmitteln. Es wurde 
Leerurin in einer Konzentration von 500 µg/L dotiert. 

 

Da das Elutionsverhalten für die Oasis HLB-Kartusche besser war, wurde diese in 

weiteren Versuchen mit den beiden Varian-Kartuschen (Bond Elut PPL und Bond Elut 

Plexa) verglichen. Jedoch konnten mit den Bond Elut PPL Kartuschen nur Wieder-

findungsraten von ca. 30 % für die Vinca-Alkaloide erreicht werden. Aus diesem Grund 

wurde sie für die weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. 

In einem direkten Vergleich der Oasis HLB und der Bond Elut Plexa-Kartusche 

(Abb. 4-5) wurden für alle Substanzen in zwei Konzentrationen bessere Wiederfindungs-

raten für die Bond Elut Plexa Kartuschen ermittelt, sodass diese Kartusche letztendlich 

für die weiteren Arbeiten verwendet wurde.  
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Abb. 4-5.  Vergleich der Oasis HLB SPE-Kartuschen mit Bond Elut Plexa SPE-Kartuschen mit 
jeweils zwei Konzentrationen der Analyten (angegeben in ng auf der Säule).  

 

Optimierung Waschschritt 

In der Festphasenextraktion dient der Waschschritt dazu, unerwünschte Matrixbestand-

teile von der SPE-Kartusche zu spülen während die Analyten auf dieser verbleiben. Eine 

Optimierung dieses Schrittes der Festphasenextraktion ist somit essenziell für die 

Reduktion von Matrixbestandteilen und damit verbundener Matrixeffekte bei der 

Messung mittels HPLC-MS (vgl. Kapitel 2.7).  

Bei der hier entwickelten Methode erwies sich PBS-Puffer, mit dem die Probe ebenfalls 

verdünnt wurde, als geeignet für einen ersten Waschschritt. Anschließend an einen 

Trockungsschritt wurde noch ein zusätzlicher Waschschritt mit 35 %igem Methanol 

(65 g Wasser und 28 g Methanol) eingefügt um weitere Matrixbestandteile von der 

Kartusche zu waschen. Zwar wurde mit diesem auch bereits ein Teil von Cyclophos-

phamid und Ifosfamid eluiert, dies erfolgte jedoch reproduzierbar. 
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Optimierung Elution 

Im Elutionsschritt werden die Analyten im Idealfall quantitativ von den SPE-Kartuschen 

desorbiert und für die weitere Verarbeitung aufgefangen. Es wurden sowohl verschie-

dene Elutionsmittel (100 %iges Methanol, 50 %/50 %-Gemisch aus Methanol und Aceto-

nitril) als auch eine Elution in mehreren Schritten (Methanol gefolgt von Acetonitril, 

Methanol gefolgt von essigsaurem Methanol, Acetonitril gefolgt von essigsaurem 

Methanol) getestet. Die Ergebnisse sind in Abb. 4-6 dargestellt. Die Lösungsmittelmenge 

betrug jeweils 5 mL.  

 

 

Abb. 4-6.  Vergleich verschiedener Elutionsmittel. 

 

Da Doxorubicin eine ähnliche Struktur wie Tetracycline aufweist, wurde auch hier ein 

saures Elutionsmittel getestet. Es zeigte sich, dass essigsaures Methanol in Kombination 

mit Methanol auch für die übrigen Substanzen die höchsten Elutionsraten erzielt.  

4.2.3 Messmethoden HPLC‐MS 

Da die HPLC-MS-Methoden für die unterschiedlichen Matrices identisch waren, soll hier 

in zusammenfassender Form darauf eingegangen werden. Für die Publikationen 2 und 3 

wurde bereits eine Messmethode entwickelt. Hierfür mussten auf der einen Seite die 

Trennung an der HPLC optimiert werden und zum anderen geeignete Parameter für die 
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Messung am Massenspektrometer ermittelt werden. Um mit einer Ionenfalle sensitiv 

messen zu können, ist in der Chromatographie eine Basislinientrennung der zu 

untersuchenden Substanzen notwendig. Für die Substanzen Vincristin, Vinblastin, 

Cyclophosphamid und Doxorubicin gelang dies mit einem 0,5 %ige-Ameisen-

säure/Methanol-Gradienten (Abb. 4-7) und die Proben des zyklischen Chemotherapie-

modells ließen sich in einer HPLC-Trennung untersuchen. Zunächst wurde versucht, 

Melphalan, Chlorambucil, Colchicin und Ifosfamid in die bestehende HPLC-Methodik 

zu integrieren. D. h. es wurden dieselbe Trennsäule (Hypersil Gold, 150 x 4,6 mm, 5 µm; 

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland), die gleichen Eluenten 

(0,5 %ige-Ameisensäure/Methanol), der gleiche Gradient und das gleiche Injektions-

volumen gewählt. 

 

 

Abb. 4-7.  Chromatogramme (A) und Spektren für Vincristin, Vinblastin, Cyclophosphamid und 
Doxorubicin in einer dotierten Hunde-Urin-Probe (50 µg/L ≙ 2 ng on column), Flüssig-
Flüssig-Extraktion; entsprechende MS/MS-Spektren der vier Substanzen in der Urin-
probe (B); und MS/MS-Spektren einer Standardlösung (250 µg/L ≙ 2ng on column) 
(entnommen aus Publikation 2). 

 

Eine Basislinientrennung für alle acht Substanzen gelang nicht, da Vinblastin und 

Ifosfamid sowie Doxorubicin und Melphalan koeluierten. So wurden die Analyten in 

zwei Gruppen aufgeteilt, in denen jeweils einer der beiden internen Standards mit 

gemessen wird. Der HPLC-Gradient war für beide Trennungen identisch mit einer 

leichten Modifikation im Vergleich zu den Publikationen 2 und 3; es wurde der 
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organische Anteil schneller erhöht. Die Messmethode ist in Kapitel 8 als Methode M10 

beschrieben. 

Die Parameter für die massenspektrometrische Messung wurden über eine direkte 

Infusion der Analyten mittels Spritzenpumpe in das Massenspektrometer ermittelt. Die 

optimierten Parameter sind ebenfalls in M10 (Kapitel 8) dargestellt. Auf zwei Spezial-

fälle bei der Messung soll im Folgenden näher eingegangen werden. 

Messung von Vincristin und Vinblastin 

Vincristin und Vinblastin werden mithilfe der zweifach geladenen Molekülionen 

analysiert, da diese Ionen deutlich stärkere Signale im Massenspektrometer zeigen als die 

einfach geladenen Spezies. Mit verschiedenen Zusammensetzungen des Aufnahme-

lösungsmittels wurde versucht, das Gleichgewicht zwischen einfach- und zweifach-

geladenen Molekülionen in eine Richtung zu verschieben. Der Zusatz von Ammonium-

acetat (10 mM) zu Methanol führte zu leicht höheren Signalen der zweifachgeladenen 

Ionen verbunden mit einer etwas geringeren Variation. Daher wurde dieser Zusatz auch 

in der ursprünglichen Messmethode verwendet (Publikationen 2 und 3).  

In der weiterentwickelten Methode wurde wieder reines Methanol eingesetzt, da keine 

Vorteile eines Ammoniumacetat-Zusatzes bei der Aufnahme der Eluate aus der Festpha-

senextraktion festgestellt wurden.  

Messung von Melphalan 

In der Matrix Hunde-Urin kam es zur Koelution von Matrixbestandteilen, die eine iden-

tische Masse aufweisen wie Melphalan. Da bei der Fragmentierung von Melphalan nur 

ein MS/MS-Fragment entsteht (m/z 288, - 17 amu) und die resultierende Massendiffe-

renz auch bei der Störsubstanz entsteht, war eine Identifizierung und Quantifizierung 

über dieses Fragmention nicht möglich. In Abb. 4-8 sind vergleichend die Chromato-

gramme und Spektren der Spuren von Leerurin und einem Standard dargestellt. Chroma-

tographisch war keine bessere Trennung zu erzielen. Da Melphalan zwei Chloratome 

besitzt, ist ein Isotopenpeak mit ca. 64 % Intensität bei m/z M + 2 vorhanden (m/z 307). 

Daher wurde versucht, über diese höhere Molekülmasse eine zuverlässige Melphalan-

Bestimmung zu erreichen. Aber auch diese Methode war letztendlich durch eine 

Molekülmasse, die in das Isolierungsfenster des Isotopenpeaks von Melphalan streut, 

nicht hinreichend selektiv (Abb. 4-9).  
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Abb. 4-8.  Melphalan – Standard vs. Leerurin. Chromatogramm der Ionenspur m/z 288 eines 2 ng 
(on column) Melphalanstandards (A); eines Leerurins (B); entsprechende MS/MS Spek-
tren für Standard (C) und Leerurin (D); NL: absolute Intensität; MA: Signalstärke.  

 

 

Abb. 4-9.  Melphalan – Standard vs. Leerurin (M + 2 = m/z 307; Chlorisotop). Chromatogramm der 
Ionenspur m/z 290 eines 4 ng (on column) Melphalanstandards (A); eines Leerurins (B); 
entsprechende MS/MS Spektren für Standard (C) und Leerurin (D); NL: absolute Inten-
sität; MA: Signalstärke. 
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Mirkou et al. (2009) erhielten mit einem Triple Quadrupol Massenspektrometer ein 

m/z 246-Fragment im MS/MS-Modus und konnten es zur Quantifizierung heranziehen. 

Dadurch wurde eine Bestimmungsgrenze von 1 µg/L erreicht. Eine reproduzierbare 

Quantifizierung von Melphalan wurde mit dem in dieser Arbeit verwendeten HPLC-MS 

System erst durch die weitere Fragmentierung des MS/MS-Ions (m/z 288) in ein MS3-Ion 

(m/z 246) möglich. Vergleicht man die Intensitäten der Signale des MS/MS-Fragments 

(m/z 290) des fragmentierten Isotopenpeaks (m/z 307) mit dem MS3-Fragment (m/z 246) 

des Molekülions von Melphalan (m/z 305), so ergibt sich ein Intensitätsverlust von ca. 

25 % (Abb. 4-10). Dadurch wurden zwar im Vergleich zu den anderen untersuchten 

Substanzen schlechtere Nachweisgrenzen erzielt, aber ein hochselektiver quantitativer 

Nachweis des Melphalans war somit möglich.  

 

 

Abb. 4-10.  Melphalan – MS/MS vs. MS3. Chromatogramme der m/z 290-Ionenspur des Chlor-
isotops (A) im Vergleich zur m/z 246-MS3-Ionenspur des Hauptisotops (m/z 305) (B) 
eines 4 ng (on column) Melphalanstandards; MS/MS-Spektrum Melphalan (Chlor-
isotop m/z 307) (C); MS3-Spektrum Melphalan (Hauptisotop) (D); das Signal des MS3-
Ions ist nur 25 % geringer als das des Chlorisotops; NL: absolute Intensität; MA: 
Signalstärke. 
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4.2.4 Analyse von Proben – Melphalan und Chlorambucil in Hunde‐Serum 
und ‐Urin 

Serum 

Es wurden 16 Proben von Hunden, die Chlorambucil verabreicht bekommen haben, 

untersucht. Die Probennahme erfolgte an Tag 1 nach der Applikation. In vier Proben 

wurde Chlorambucil im Bereich der Nachweisgrenze gefunden. Die Retentionszeiten von 

Standard und Probe stimmen sehr gut überein. Die drei Hauptfragmente werden 

eindeutig gefunden (Abb. 4-11).  

 

Abb. 4-11.  Nachweis von Chlorambucil in Hunde-Serum. Chromatogramm eines 2 ng (on column) 
Chlorambucilstandards (A); Chromatogramm Chlorambucil in Serumprobe (reale 
Probe) (B); Spektren Standard (C) und Serumprobe (D); übereinstimmende MS/MS-
Ionen sind rot eingekreist; die drei Hauptfragmente werden eindeutig gefunden; NL: 
absolute Intensität; MA: Signalstärke. 

 

Des Weiteren wurden 25 Proben von Hunden, die Melphalan erhalten hatten, analysiert. 

In lediglich einer Serumprobe deutet das Spektrum auf Spuren von Melphalan im 

Bereich der Nachweisgrenze hin. Die Probe wurde an Tag 1 nach Applikation ent-

nommen.  
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Urin 

Es wurden 21 Urinproben von Hunden untersucht, die direkt nach und an Tag 1 bis Tag 4 

nach der Applikation von Chlorambucil genommen wurden. In keiner der Proben konnte 

Chlorambucil nachgewiesen werden.  

Für Melphalan konnten 19 Proben in Urin untersucht werden. Dies waren zum größten 

Teil Proben direkt nach (n=6) und an Tag 1 (n=11) nach der Applikation. Jeweils eine 

Probe wurde vor und eine 2 Tage nach der Applikation gezogen. In allen Proben direkt 

nach Applikation konnte Melphalan in Konzentrationen zwischen 9,8 und 371,1 µg/L 

detektiert werden. 

4.3 Analytik von Zytostatika in Hunde‐Haaren 

4.3.1 Methodik 

Herstellung geeigneter Positivkontrollen 

Eine Methodenentwicklung für die Matrix Haare konnte nicht wie bei den anderen 

Matrices erfolgen, denn durch eine Dotierung mit Standardsubstanzen kann eine Real-

probe, in die die Analyten „eingebaut“ sind, nicht ohne weiteres nachgestellt werden 

(Barroso et al. 2008). Der erste Schritt bestand also darin, geeignetes Probenmaterial für 

Positivkontrollen herzustellen mit dem anschließend verschiedene Extraktionsverfahren 

getestet werden konnten.  

Um Haare mit eingelagerten Zytostatika herzustellen (dotierte Haarproben), wurden 

Hundehaare (50 mg) von einem Hund, der nie in Berührung mit diesen Substanzen 

gekommen ist, verwendet. Hiermit wurde zunächst eine Dotierung/Einlagerung der 

Analyten in das Haar über eine Inkubation mit verschiedenen Lösungsmitteln getestet. So 

wurde zunächst die Stabilität der Zytostatika in Wasser als Inkubationslösung überprüft. 

Allerdings waren die Zytostatika bei 40 °C nicht stabil oder wurden eliminiert. Gleiche 

Tests mit methanolischen Lösungen zeigten diesen Effekt nicht.  

Auch die Überprüfung der methanolischen Lösung zu verschiedenen Zeitpunkten der 

Inkubation von Haaren zeigten eine Elimination der Substanzen, die im Rahmen dieser 

Arbeit jedoch nicht weiter geklärt werden konnte. Insbesondere Melphalan und 

Chlorambucil waren schon nach kurzer Zeit nicht mehr detektierbar. Jedoch konnten 
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unabhängig von Dotierung und Extraktionsverfahren in den so hergestellten Proben nach 

Aufarbeitung Vincristin, Vinblastin und Cyclophosphamid detektiert werden. So konnten 

mit Vincristin und Cyclophosphamid zumindest zwei der im vorwiegend verwendeten 

Chemotherapieregime eingesetzten Substanzen detektiert werden.   

Letztendlich konnten Haar-Positivkontrollen wie in M7 (Kapitel 8) ausführlich beschrie-

ben hergestellt werden. Die so erhaltenen Proben wurden für die Methodenentwicklung 

sowie die anschließenden Versuche als Positivkontrollen verwendet.  

Extraktion von Zytostatika aus Haaren 

Nachdem mit der oben beschriebenen Methode Proben hergestellt werden konnten, 

wurde im nächsten Schritt das Extraktionsverfahren optimiert.  

Die in die Haarmatrix eingewachsenen Zytostatika bzw. durch das oben beschriebene 

Verfahren eindiffundierten Zytostatika müssen durch geeignete Lösungsmittel aus der 

Matrix extrahiert werden. Hier bieten sich prinzipiell verschiedene organische und 

anorganische Lösungsmittel an, jedoch erwiesen sich Ethylacetat, Salzsäure (0,1 M) und 

Natronlauge (0,1 M) als ungeeignet. Eine 1 M Natronlauge führte zwar zu einer 

kompletten Auflösung der Haarstruktur, aber auch zu einer Hydrolyse der Analyten. 

Methanol sowie ein Gemisch aus Methanol und Salzsäure zeigten zwar messbare 

Extraktionsraten, die sich allerdings nicht reproduzieren ließen. 

Die besten Resultate wurden mit einem enzymatischen Aufschluss der Haare erzielt. 

Hierfür wurden die Haare mit Pronase E und Proteinase K versetzt und über Nacht bei 

40 °C inkubiert. Anschließend wurde diese Lösung verdünnt und analog der 

Urinmethode mittels Festphasenextraktion für die HPLC-MS-Messung aufgearbeitet.  

Die Probenvorbereitung für die Matrix Haare ist in M8 (Kapitel 8) ausführlich darge-

stellt. 

4.3.2 Analyse von Proben – Hunde‐Haare  

Es wurden insgesamt 98 Haar-Proben untersucht. In elf Proben konnten Spuren von 

Cyclophosphamid (n=3) oder Vincristin (n=8) detektiert werden. In drei Vincristinproben 

lagen die gefundenen Konzentrationen im Bereich der Bestimmungsgrenze von 2,5 µg/L. 

Alle anderen ermittelten Konzentrationen, sowohl von Cyclophosphamid als auch von 

Vincristin, lagen unterhalb der Bestimmungsgrenze. In Abb. 4-12 ist der Nachweis von 
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Cyclophosphamid in einer Haarprobe im Vergleich zu einer Standardlösung, einer 

Positiv- und einer Negativkontrolle dargestellt. Retentionszeit und drei (m/z 106, 142 

und 233) der vier MS/MS-Ionen, die für Cyclophosphamid spezifisch sind, stimmen 

überein. In diesem Fall wurde auf den internen Standard Ifosfamid, der eine ähnliche 

Retentionszeit sowie die gleiche Masse wie Cyclophosphamid und das gleiche 

Hauptfragement (m/z 233) aufweist, in der Negativkontrolle verzichtet. Es wurden keine 

Proben von Hunden untersucht, die in der Chemotherapie Vinblastin erhalten hatten.  

 

 

Abb. 4-12.  Cyclophosphamid in Hunde-Haar im Bereich der Nachweisgrenze. Vergleich der Spek-
tren und Retentionszeiten; Chromatogramm (A) und Spektrum (B) einer Haarprobe 
eines Hundes, der eine Chemotherapie erhalten hat; Chromatogramm und Spektrum 
eines Cyclophosphamidstandards (B+F); einer Negativ-Kontrolle (C+G); einer Positv-
Kontrolle (D+H); übereinstimmende MS/MS-Ionen sind rot eingekreist. NL: absolute 
Intensität; MA: Signalstärke.  
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4.4 Analytik von Zytostatika in Hunde‐Speichel 

4.4.1 Methodik 

Hunde-Speichel für die Methodenentwicklung ist limitiert, da es sehr schwierig ist, 

diesen in größeren Mengen zu gewinnen. Insgesamt konnten nur ca. 15 mL Leerspeichel 

für Validierungszwecke gewonnen werden. Aufgrund der zähflüssigen Konsistenz von 

Speichel wurde dieser eingewogen. Als Basis wurde die Methode für Hunde-Urin mittels 

SPE gewählt, die Probenmenge betrug 0,5 g. Die Aufnahme des eingedampften Eluates 

der SPE erfolgte in 100 µL Methanol.  

4.4.2 Analyse von Proben – Hunde‐Speichel  

Es wurden insgesamt 83 Speichelproben analysiert. Diese stammten vornehmlich von 

einem Hund, bei dem es möglich war, während der gesamten Chemotherapie (Protokoll – 

Vincristin, Cyclophosphamid, Doxorubicin) Proben zu nehmen. Vincristin und 

Doxorubicin konnten in keiner der Proben nachgewiesen werden. In sechs Proben wurde 

Cyclophosphamid detektiert. Hierbei handelte es sich um Proben, die entweder am Tag 

der Chemotherapie oder einen Tag später gewonnen wurden. Die höchste ermittelte 

Konzentration betrug 7,7 µg/kg. Für die Proben am Tag der Chemotherapie ergab sich 

ein Mittelwert von 4,0 µg/kg (Abb. 4-13). 
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Abb. 4-13. Cyclophosphamidgehalte in Speichelproben. Angegeben sind die Zeitpunkte nach der 
Applikation. Für die Proben direkt nach der Applikation sind der Mittelwert und die 
Spannweite der Messwerte markiert. Für Konzentrationen < BG und > NWG wird der 
Wert der halben Bestimmungsgrenze (0,5 x BG = 1,25 µg/kg) angegeben. 
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Darüber hinaus wurden Proben von zwei weiteren Patienten untersucht, von denen ein 

Patient Melphalan (Probe an Tag 1 nach Infusion) und der andere Chlorambucil (Probe 

direkt nach Infusion) erhalten hatte. Beide Substanzen konnten im Speichel nicht 

nachgewiesen werden.  

Die quantitative Auswertung ist in M12 beschrieben.  

4.5 Validierung 

4.5.1 Allgemeines Vorgehen 

Mit der Validierung einer Methode soll nachgewiesen werden, dass sie für den ihr 

zugeordneten Zweck geeignet ist und zuverlässige Ergebnisse liefert. Zu den wichtigsten 

Validierungsparametern zählen: Präzision, Richtigkeit, Robustheit, Linearität, Selek-

tivität, Wiederfindung, Nachweisvermögen und, vor allem in der HPLC-ESI-MS/MS, die 

Untersuchung von Matrixeffekten.  

Linearität, Wiederfindung 

Um den Zusammenhang zwischen Messwert und Substanzmenge darzustellen und damit 

Analysenergebnisse zu berechnen wird in der instrumentellen Analytik die Kalibrierung 

eingesetzt. Im Zuge der vorherigen Untersuchungen mittels Flüssig-Flüssig-Extraktions-

methode (Publikation 2) wurde die Linearität von Standardlösungen (M11) zu Vincristin, 

Vinblastin, Cyclophosphamid und Doxorubicin bereits untersucht. Für die neu 

integrierten Substanzen (und wiederholend auch für die bereits überprüften) wurde die 

Linearität mit sieben Standards von 0,05 ng – 50 ng (on column) überprüft. Für alle sechs 

Substanzen konnte ein Bestimmtheitsmaß von > 0,997 ermittelt werden.  

Für die weiteren Untersuchungen wurden für jede Matrix In-Matrix-Kalibrierungen 

durchgeführt. Dafür wurde eine Leermatrix mit einer definierten Standardmenge (Multi-

standard) in verschiedenen Konzentrationen dotiert, nach 10 min Equilibrierzeit mit der 

entsprechenden Methode aufgearbeitet und mit der HPLC-MS analysiert. Die Signale 

wurden direkt mit denen von methanolischen Standardlösungen gleicher Konzentration 

verglichen und so Wiederfindungsraten bestimmt. Hier steht die Wiederfindung somit für 
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eine „Overall-Process-Efficiency“ (Niessen et al. 2006), in der alle signalverstärkenden 

oder –unterdrückenden Effekte berücksichtigt werden. 

Nachweisgrenzen/Bestimmungsgrenzen 

Die Nachweisgrenzen wurden bestimmt, indem eine Leermatrix in mehreren Konzen-

trationen unterhalb der Bestimmungsgrenze dotiert wurde und die Spektren mit denen 

von Standardlösungen in der gleichen Konzentration verglichen wurden. Über Misch-

standards, in denen die einzelnen Analyten in verschiedenen Konzentrationen enthalten 

waren, wurden die unterschiedlichen Bestimmungs- bzw. Nachweisgrenzen berück-

sichtigt. Die jeweilige Substanz galt als nachgewiesen, wenn die relativen Signal-Inten-

sitäten von mindestens zwei Fragmentionen innerhalb eines definierten Toleranz-

bereiches lagen (Europäische Kommission 2002). Da die Nachweisempfindlichkeit des 

Gerätes arbeitstäglich aufgrund von verschiedensten Einflussfaktoren variieren kann, 

wurde auf Basis der Spektren in Einzelfällen auch eine niedrigere Konzentration als 

nachgewiesen gewertet (Signal-Rausch-Verhältnis > 5). 

Als Bestimmungsgrenze wurde die kleinste Konzentration der Linearitätsuntersuchungen 

bestimmt, in der in den Wiederfindungsversuchen in einer Dreifachbestimmung die 

Variationen < 20 % waren und auch die Spektren in Standard und dotierter Probe gut 

übereinstimmten.  

Matrixeffekte 

HPLC-MS ist mittlerweile eine in vielen Disziplinen etablierte Messmethodik in der 

Spurenanalytik. Jedoch kann es insbesondere in der am meisten verwendeten Ionisie-

rungstechnik, ESI, zu Matrixeffekten wie Signalsuppression und –verstärkung kommen.  

Aus diesem Grund sind Untersuchungen zu Matrixeffekten ein unerlässlicher Validie-

rungsparameter. Es gibt verschiedene Methoden, um Matrixeffekte zu analysieren. In der 

vorliegenden Arbeit wurden Matrixeffekte untersucht, indem Leermatrix aufgearbeitet 

wurde und diese anschließend mit Standardlösung dotiert wurde. Diese Lösung wurde 

dann im Vergleich zu in Methanol angesetzten Standards unter identischen HPLC-MS-

Bedingungen analysiert. Aus den erhaltenen Signalflächen kann dann ein relativer 

Matrixeffekt berechnet werden. Da für die Kalibrierung in dieser Arbeit jedoch die 

Wiederfindungen über den gesamten zu untersuchenden Bereich bestimmt wurden und 

deren Linearität auch nachgewiesen werden konnte, kann davon ausgegangen werden, 



  Ergebnisse   61 
 

  

dass zum einen möglicherweise vorhandene Matrixeffekte ebenfalls linear sind und zum 

anderen diese mit den Berechnungen der Analytkonzentrationen in Proben unter Einbe-

ziehung der Wiederfindungsraten bereits berücksichtigt werden.  

Interne Standards 

Im Zuge der Übertragung der Methodik auf die Festphasenextraktion wurden ebenfalls 

zwei interne Standards eingeführt. Es wurde Ifosfamid für den Bereich der Alkylantien 

ausgewählt sowie Colchicin für die Alkaloide (VIC und VIB) und Doxorubicin. Beide 

Standards weisen ähnliche Eigenschaften und Molekülmassen auf wie die jeweils zu 

untersuchenden Substanzgruppen und werden mit diesen in einer HPLC-Trennung 

zusammen analysiert (M10). Die beiden internen Standards dienten dabei nicht der 

Quantifizierung, sondern der Überprüfung der Extraktionsausbeuten. 

Im Zuge der Validierung wurde Vincristin mit beiden Messmethoden analysiert, da das 

HPLC-Verfahren in beiden Methoden eine Basislinientrennung des Vincristins von allen 

anderen Substanzen ermöglicht. Im Folgenden sind daher in der Regel die Daten für 

beide Messungen angegeben und mit Teil 1 und Teil 2 gekennzeichnet. 

4.5.2 Urin 

In Tab. 4-2 sind die ermittelten Validierungsdaten für Hunde-Urin dargestellt. Die 

Nachweisgrenze von Melphalan ist deutlich höher als die der übrigen Substanzen. 

Aufgrund des verwendeten Mischstandards und der gewählten Konzentration für die 

übrigen Analyten wurden für Melphalan zwischen 12,5 µg/L und 25,0 µg/L keine 

weitere Konzentrationen getestet. 
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Tab. 4-2.  Validierungsdaten Urin. 

 VIC VIB CPP MPA CAB DXR 

Linearitätsbereich 
(µg/L) 

1-1000 1-1000 1-1000 25-1000 5-1000 5-1000 

R2 0,9983 0,9995 0,9999 0,9995 0,9994 0,9990 

NWG (µg/L) 0,5 0,25 1,0 25,0 2,5 1,0 

BG (µg/L) 1,0 1,0 1,0 25,0 5,0 5,0 

Richtigkeit (%) a) 73,4 69,7 78,8 102,8 84,2 83,7 

Präzision (%) b) 1,4 – 9,4 1,1 – 7,1 2,2 – 14,7 1,1 – 25 2,9 – 17,6 2,2 – 26,0 

Matrixeffekte -31 % -38% -8% 34% -5% -14% 
a angegeben als Overall process efficiency (WDF); b angegeben als Variationskoeffizient 

4.5.3 Serum 

In Tab. 4-3 sind die Validierungsparameter für Hunde-Serum angegeben. Im Zuge der 

Untersuchung zur Nachweisgrenze für Melphalan ergaben die Intensitäten der MS3-

Ionen für eine Konzentration von 6,25 µg/L die Übereinstimmung zweier Ionen, für 

12,5 µg/L allerdings nur für ein Ion. Deshalb wird eine Nachweisgrenze von 25 µg/L 

angegeben.  

 

Tab. 4-3.  Validierungsparameter Serum. 

 VIC VIB CPP MPA CAB DXR 

Linearitätsbereich 
(µg/L) 5-1000 1-1000 5-1000 25-1000 5-1000 5-1000 

R2 0,9922 0,9951 0,9971 0,9971 0,9931 0,9967 

NWG (µg/L) 0,5 5,0 1,0 25,0 2,5 5,0 

BG (µg/L) 5,0 1,0 5,0 25,0 5,0 5,0 

Richtigkeit (%)a) 84,4 76,6 86,6 89,7 87,3 70,3 

Präzision (%)b) 1,4 – 17,0 1,0 – 13,1 3,1 – 14,3 2,1 – 19,4 2,5 – 19,1 1,2 – 15,6 

Matrixeffekte -12,2 -21,6 -10,6 -5,9 -1,4 -12,3 
a angegeben als Overall process efficiency (WDF); b angegeben als Variationskoeffizient 
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4.5.4 Haare 

Für die Matrix Haare konnte aufgrund der oben beschriebenen Problematik (vgl. 

Kapitel 4.3.1) keine umfassende Validierung vorgenommen werden. Der Nachweis 

erfolgte über den Vergleich des Spektrums mit dem eines Standards sowie im Vergleich 

zu einer Negativ- und einer Positivkontrolle. Aus den Ergebnissen wurden entsprechende 

Nachweisgrenzen für Vincristin und Cyclophosphamid abgeschätzt (Tab. 4-4). 

Wiederfindungen im eigentlichen Sinne konnten somit nicht ermittelt werden. Die 

Konzentrationen wurden daher unmittelbar auf das Standardsignal bezogen berechnet. 

 

Tab. 4-4.  Nachweis- und Bestimmungsgrenzen – Haare. Die Werte wurden anhand der Spektren-
vergleiche von Standard und Probe geschätzt.  

 NWG 

µg/kg 

BG 

µg/kg 

VIC 1,0 2,5 

VIB 1,0 2,5 

CPP 2,0 5,0 
Doxorubicin konnte weder in Proben 
noch in den Positivkontrollen 
detektiert werden. 
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4.5.5 Speichel 

Für Speichel stand nur eine begrenzte Menge an Leermatrix zur Verfügung. Aus diesem 

Grund konnte die Methodik nicht in größerem Umfang an die Matrix angepasst werden. 

Es wurde die Methodik für Hunde-Urin übernommen und eine Validierung im unteren 

Konzentrationsbereich (bis 25 µg/L) durchgeführt. In Tab. 4-5 sind die Validierungs-

parameter für Hunde-Speichel angegeben. Die Wiederfindungsraten (Overall process 

efficiency) sind generell etwas niedriger als für die Matrix Serum und Urin.  

 

Tab. 4-5.  Validierungsparameter Speichel. 

 VIC VIB CPP MPA CAB DXR 

Linearitätsbereich 
(µg/L) 2,5-25 2,5-25 2,5-25 2,5-25 2,5-25 2,5-25 

R2 0,9958 0,9992 0,9883 0,9965 0,9907 0,9009 

NWG (µg/kg) 1,0 1,0 1,0 2,5 2,5 2,5 

Richtigkeit (%)a) 63,2 48,4 68,4 71,5 63,3 61,3 

Präzision (%)b) 5,5 - 22,9 5,7 – 18,5 12,4 – 31,0 17,1 – 44,6 13,4 – 26,9 12,9 – 37,2 
a angegeben als Overall process efficiency (WDF); b angegeben als Variationskoeffizient 
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5 Diskussion 
Mit den vorliegenden Arbeiten konnten wichtige Beiträge für zwei neue Bereiche der 

Umweltproblematik von Tierarzneimitteln geliefert werden: Rückstände von Zytostatika 

aus der veterinärmedizischen Chemotherapie sowie ein möglicher Abbau/Elimniation 

von Sulfonamiden in der anaeroben Fermentation (Abb. 5-1). Die hierbei entwickelten 

analytischen Methoden sind unerlässlich, um auf der einen Seite neue Wege der 

Exposition des Menschen mit Tierarzneimitteln zu erkennen und auf der anderen Seite 

Möglichkeiten zu finden, um den Eintrag von Tierarzneimitteln in die Umwelt zu 

reduzieren.  

 

 

Abb. 5-1.  Mögliche Expositionswege von Arzneimitteln zum Menschen – Einordnung der eigenen 
Arbeiten.   

 

5.1 Elimination von Sulfonamiden während der anaeroben Fer‐
mentation  

Für die Untersuchungen des Eliminationsverhaltens von Sulfonamiden während der an-

aeroben Fermentation wurde eine neue HPLC-MS-Methode zur Bestimmung von 

Sulfonamiden in Gärsubstrat entwickelt (Publikation 1). Mit dieser konnten Proben aus 

Fermentationsversuchen gezielt auf den Abbau von Sulfonamiden während der 

anaeroben Fermentation untersucht werden. Hierbei zeigte sich, dass einige Sulfonamide 

Tiermedizin

Arzneimitteleinsatz

Nutztiere Haustiere

Humanmedizin

Gülle
Bis zu 260 mg/kg

Direkte 
Umgebung

Kläranlage

Exposition Mensch

Landwirt-
schaftliche 
Nutzflächen

(bis zu 0,5 mg/kg)

Aquakultur

Pflanzen
(~10-50 µg/kg)

(Stall-)Stäube
Aus FM u. getr. Gülle

(~mg/kg)

Exkremente, 
Speichel, Haare

??

AntibiotikaAntibiotika Antidiabetika

Trinkwasser
(~10 ng/L)

Oberflächenwasser
(µg/L)

Grundwasser
(~0,1 µg/L)

Klärschlamm
Fermenter

Rückstände von 
Zytostatika in Hunde-

Urin, Serum, 
Speichel, Haare

Abbau von 
Sulfonamiden



66  Diskussion 
 

 

(Sulfadiazin, Sulfamerazin, Sulfamethoxazol, Sulfadimethoxin) nach 34-tägiger Gärung 

effizient eliminiert werden können. Für Sulfadiazin konnte 4-OH-Sulfadiazin als Abbau-

produkt identifiziert werden, das weniger als 10 % der mikrobiologischen Aktivität der 

Muttersubstanz aufweist. Obwohl der Gärprozess unter anaeroben Bedingungen abläuft, 

wurde überraschenderweise ein hydroxyliertes Produkt gebildet. Eine ähnliche Abbau-

reaktion durch Bakterien wurde von Chakraborty und Coates (2005) für Benzol beschrie-

ben. Als Abbau-/Zwischenprodukt identifizierten sie Phenol. 

In der intensiven Nutztierhaltung ist der Einsatz für Antibiotika zur Erhaltung der 

Gesundheit der Tiere essenziell (Kemper 2008). Daher werden über die Wirtschafts-

dünger auch in der Zukunft Arzneistoffe in die Umwelt gelangen. In Biogasanlagen, in 

denen eine anaerobe Fermentation stattfindet, wird bis zu 30 % Gülle als Substrat 

eingesetzt. Wie am Beispiel des Sulfadiazins gezeigt wurde, können Pharmazeutika 

mittels anaerober Fermentation zumindest soweit metabolisiert werden, dass die 

antimikrobiologische Wirkung drastisch vermindert wird. Innerhalb der Gruppe der 

Sulfonamide sind Sulfadiazin und Sulfamethazin die in der Veterinärmedizin am 

häufigsten eingesetzten Sulfonamide. Sulfamethazin konnte im Gegensatz zu Sulfadiazin 

weder deutlich eliminiert noch abgebaut werden. Aus den hier ermittelten Ergebnissen 

könnte Tierärzten daher die Empfehlung gegeben werden, anstelle von Sulfamethazin 

bevorzugt Sulfadiazin einzusetzen. Der Landwirt sollte die Gülle dann vor dem 

Aufbringen auf landwirtschaftliche Nutzflächen durch eine Biogasanlage leiten. Somit 

könnte zumindest der Eintrag eines biologisch aktiven Tierarzneimittels in die Umwelt 

reduziert werden (Abb. 5-1). Für die anderen in dieser Arbeit untersuchten Sulfonamide, 

die ein Eliminationsverhalten aufwiesen, konnten jedoch keine Abbauprodukte nachge-

wiesen werden.  

5.2 Zytostatika in Hunde‐Urin und ‐Serum 

Im zweiten Teil der Arbeit wurden HPLC-MS-Methoden zum Nachweis verschiedener 

Zytostatika, die u. a. in der Chemotherapie von Hunden eingesetzt werden, entwickelt. 

Mit diesen Verfahren sollten auch mögliche Expositionswege des Menschen mit dieser 

toxikologisch hochrelevanten Substanzgruppe identifiziert werden. 
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Die zunächst entwickelten Methoden (Publikationen 2–4) wurden verwendet, um Vin-

cristin, Vinblastin, Cyclophosphamid und Doxorubicin in Urin- und Serumproben von 

Patienten aus der Kleintierklinik zu untersuchen.  

Im Urin konnte ein sehr unterschiedliches Ausscheidungsverhalten der vier untersuchten 

Substanzen festgestellt werden. Vincristin und Vinblastin sind in der Regel bis zu sieben 

und in einzelnen Proben noch bis zu 14 Tage nach der Gabe nachweisbar. Während 

Doxorubicin noch bis zu 21 Tage nach der Applikation nachweisbar ist, findet man 

Cyclophosphamid nur noch in wenigen Proben an Tag 1 nach der Gabe. Die ausgeschie-

denen Mengen liegen teilweise im mg/L-Bereich. So wurde Doxorubicin in einer Probe 

in einer Konzentration von 3,6 mg/L gemessen.  

Da keine weiteren Untersuchungen zum direkten Risiko des Zytostatika enthaltenden 

Urins für die umgebenden Mensch durchgeführt wurden, soll hier ein Vergleich der 

ermittelten Konzentrationen mit den Dosierungen in der Humanmedizin durchgeführt 

werden. Dabei sollen die Tagesdosierungen in mg für das Wirkpotenzial der einzelnen 

Zytostatika stehen. So beträgt eine typische Tagesdosis für Doxorubicin in der 

Humanmedizin für eine 80 kg wiegende Person ca. 0,8 mg3 (Mutschler et al. 2001) Unter 

der Annahme, dass eine Person einen Milliliter Hunde-Urin aufnimmt (oral oder i. v.), 

würde sie somit das 0,005-fache einer Tagesdosis für Doxorubicin in der Humantherapie 

aufnehmen. Für Vincristin (3 mg4 Tagesdosis) ergibt sich aus den ermittelten Werten und 

Humandosierungen ein Faktor von 0,00005 der Tagesdosis und für Cyclophosphamid 

(200 mg5 Tagesdosis) ein Faktor von 0,000013 der Tagesdosis. Diese Faktoren lassen das 

Risiko für die Menschen im Umfeld der Tiere sehr gering erscheinen zumal eine orale 

Aufnahme von 1 mL Urin sehr unwahrscheinlich ist. Dennoch kann eine dermale 

Aufnahme, z. B. beim Entfernen von Urin, nicht ausgeschlossen werden und laut IARC 

sollte jede Exposition mit diesen mutagenen, teratogenen und zum Teil kanzerogenen 

Substanzen vermieden werden. Im Vergleich der untersuchten Zytostatika untereinander 

scheint von Doxorubicin das größte Risiko auszugehen. Inwieweit tatsächlich ein Risiko 

von den gemessenen Zytostatika-Konzentrationen ausgeht, muss jedoch z. B. in Muta-

                                                 

3  10-15 µg/kg KG i. v. 
4  1,4 mg/m2 Körperoberfläche Berechnung für eine 80 kg schwere und 175 cm große Person. Körperober-

fläche (m2) = (Gewicht (kg) x Größe (cm) / 3600)0,5 (Mosteller 1987) 
5  200-300 mg täglich i. v. oder per oral 
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genitätsassays geklärt werden. Insofern sollten die Hundebesitzer zukünftig darauf 

hingewiesen werden, dass sie beim Aufwischen von Hunde-Urin Handschuhe anziehen 

müssen. 

Im Gegensatz zu Urin kommt mit Serum nur das Klinikpersonal in Kontakt. In der Regel 

erfolgt im wöchentlichen Zyklus der Chemotherapie, also unmittelbar vor der nächsten 

Infusion eine Blut-/Serumentnahme. In den hier untersuchten Serumproben (n=81) 

waren, im Unterschied zur Matrix Urin, jedoch keine der vier untersuchten Substanzen 

nachweisbar. Nur in Proben direkt nach Applikation (5 min) der Chemotherapie (n=33) 

wurden z. T. sehr hohe Konzentrationen ermittelt (2,8 mg/L). In zwei Proben konnte an 

Tag 1-2 Cyclophosphamid nachgewiesen werden (7 bzw. 9 µg/L). Für das Klinik-

personal besteht somit insbesondere beim An- und Ablegen der Infusionslösungen und -

schläuche ein Kontaminationsrisiko, nicht jedoch bei Blutabnahmen mehrere Tage nach 

einer Chemotherapie. 

5.3 Weiterentwicklung der Urin und Serummethodik 

Wie in Kapitel 4.2 beschrieben, wurde die Methodik von Flüssig-Flüssig-Extraktion auf 

Festphasenextraktion umgestellt. Zum einen war es dadurch möglich, Melphalan zu 

bestimmen und zum anderen konnte so eine grundlegende Methode für weitere Matrices 

geschaffen werden. Die prinzipielle Aussage, dass eine SPE-Methodik höhere Wiederfin-

dungsraten ermöglicht (Novakova und Vlckova 2009) konnte in der vorliegenden Arbeit 

jedoch nicht bestätigt werden. So wurden in der neuen Methodik größere Matrixeffekte 

ermittelt als in der Flüssig-Flüssig-Extraktion (vgl. Publikation 2). Dies bedeutet, dass 

immer noch relativ viele Matrixbestandteile in den mittels SPE erhaltenen Extrakten 

enthalten sind.   

Mittels SPE konnten acht Substanzen (6 Wirkstoffe, 2 interne Standards) in einer Pro-

benvorbereitung aufgearbeitet werden. Die Messung musste nach zwei HPLC-Tren-

nungen erfolgen, um eine Basislinientrennung zu erhalten und damit für alle Substanzen 

die nötige Sensitivität zu erreichen. Aufgrund koeluierender Matrixbestandteile musste 

für die Bestimmung von Melphalan die Messung im MS3-Modus durchgeführt werden. 

Somit ist die Nachweisgrenze im Vergleich zu den anderen untersuchten Substanzen 

relativ hoch und liegt bei 25 µg/L.  
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Für alle Analyten konnten sowohl in Urin als auch in Serum Wiederfindungsraten von 

> 70 % und Variationskoeffizienten bis auf Doxorubicin und Melphalan in Urin von 

< 20 % erreicht werden.  

Mit der neuen Methodik war es möglich, Proben von Hunden, die mit Melphalan und 

Chlorambucil behandelt wurden, zu analysieren. Da nur wenige Patienten diese Therapie 

erhalten, war das Probenaufkommen nicht sehr groß. In vier von 16 Serumproben 

wurden Konzentrationen im Bereich der Nachweisgrenze von Chlorambucil ermittelt. 

Melphalan konnte in einer von 25 Serumproben ebenfalls im Bereich der Nachweis-

grenze detektiert werden. 

In keiner der untersuchten Urinproben konnte Chlorambucil nachgewiesen werden. 

Melphalan wurde in sechs von 19 untersuchten Proben mit einer Konzentration von bis 

zu 0,37 mg/L nachgewiesen. Bei einer Richtdosis von 10 mg/Tag ist dies das ca. 

0,000037-fache einer Tagesdosis für den Menschen. Dieser Faktor liegt zwischen dem 

für Vincristin und Cyclophosphamid, die weiter vorne beschrieben wurden. Insofern 

wäre das Expositionsrisiko der Menschen in der Umgebung von mit Chlorambucil und 

Melphalan behandelten Hunden ähnlich zu bewerten wie für Vincristin und Cyclophos-

phamid.  

5.4 Zytostatika in Hunde‐Haar 
Für die Matrix Haare bestand die größte Schwierigkeit darin, Referenzproben herzu-

stellen. Eine Dotierung von eingewogenen Haaren mit Standardlösungen simuliert nur 

die Situation von Substanzen an der Haaroberfläche. So wurde angenommen, dass Sub-

stanzen die mit der in Anlehnung an Barroso et al. (2008) erstellten Methode detektiert 

wurden, sich innerhalb der Haarstruktur befanden. D. h., dass mit der erarbeiteten 

Methodik basierend auf einem enzymatischen Aufschluss die Struktur der Haare 

aufgebrochen und die Substanzen für die weitere Probenvorbereitung freigesetzt wurden.  

Mit der in dieser Arbeit entwickelten Methode wurden 98 Haarproben untersucht, wovon 

in acht Proben Vincristin und in drei Proben Cyclophosphamid nachgewiesen werden 

konnte. Für drei der positiven Vincristinproben wurde eine Konzentration im Bereich der 

Bestimmungsgrenze (2,5 µg/kg) ermittelt.  
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Da es weder in der Veterinärmedizin noch in der Humanmedizin Untersuchungen zu 

Zytostatika in Haaren gibt, soll hier ein Vergleich mit der Kokainanalytik in humanen 

Haarproben vorgenommen werden. Da Vincristin wie Kokain zur Gruppe der Alkaloide 

gehört, soll hier ein ähnliches Verteilungsverhalten für beide Substanzen im Körper 

angenommen werden. Die in dieser Arbeit für Vincristin in Hunde-Haar ermittelten 

Werte liegen allerdings weit unter den Konzentrationen, die für Kokain in humanen 

Haarproben ermittelt werden können. So wurde in einem von der Society of Hair Testing 

2004 durchgeführten Ringversuch ein Medianwert von 2 ng/mg – also 1000-fach mehr 

als in den hier untersuchten Hundehaaren – bestimmt (Pragst und Balikova 2006). Bei 

der intranasalen Aufnahme, welches der effektivste Weg für die Kokainaufnahme ist, 

werden im Durchschnitt 30 mg aufgenommen. Aufgrund der relativ kurzen Halbwerts-

zeit wird die Aufnahme in der Regel wiederholt, so dass Gesamtdosen von ca. 150 mg 

erreicht werden. Diese werden bei Abhängigkeit jedoch immer höher, da mit jeder 

Einnahme ein gewisser Gewöhnungseffekt eintritt (Verebey und Gold 1988). Im 

Vergleich dazu sind die Dosierungen für Vincristin beim Hund mit 0,7 mg/m2 Körper-

oberfläche (ca. 0,7 mg wöchentlich für einen 30 kg schweren Hund (Labrador)) sehr 

niedrig und könnten somit eine Erklärung für die sehr niedrigen Konzentrationen in den 

Haaren sein (Nolte und Nolte 2000).  

Cyclophosphamid wird im Gegensatz zu Vincristin in Dosierungen bis zu 200 mg/m2 

eingesetzt, konnte aber in noch geringeren Konzentrationen als Vincristin detektiert 

werden. Dies liegt sehr wahrscheinlich an der schnellen Metabolisierung von Cyclophos-

phamid und geht einher mit den Untersuchungen in Urin, in dem Cyclophosphamid nur 

bis Tag 1 nachweisbar war. Generell neigen eher basische Substanzen zur Diffusion ins 

Haar (Pragst und Balikova 2006). Doxorubicin (pKs = 8,2) müsste demnach am besten 

von denen in dieser Arbeit untersuchten Chemotherapeutika (pKs-Werte: VIC = 5,0; 

VIB = 7,4; CPP = 2,8; MPA = 2,5; CAB = 5,8) in das Haar übergehen. Allerdings zeigt 

Doxorubicin aufgrund seiner chemischen Struktur, die der der Tetracycline sehr ähnlich 

ist, wahrscheinlich ebenfalls Komplexbildung mit 2- und 3-wertigen Ionen und gelangt 

daher trotz einer 40-fach höheren Dosierung als Vincristin nicht in das Haar. 

Ein weiterer Grund für die niedrigen Konzentrationen bzw. die Nicht-Nachweisbarkeit 

von Zytostatika in Hunde-Haar kann das Haarwachstum sein. Während beim Menschen 

das Haar mehr oder weniger kontinuierlich wächst, wechselt der Hund in der Regel 



  Diskussion   71 
 

  

zweimal im Jahr sein Fell (zum Winter und zum Sommer). Durch diesen Wechsel und 

den damit verbundenen vorherigen Wachstumsstopp findet in dieser Zeit, die Wochen bis 

Monate dauern kann, keine Nährstoffaufnahme und somit wahrscheinlich auch keine 

Aufnahme von Fremdstoffen statt (Gunaratnam und Wilkinson 1983). Da eine 

Chemotherapie in der Regel zeitlich begrenzt für drei Monate durchgeführt wird, ist auch 

der Zeitraum, in dem eine Aufnahme der Chemotherapeutika erfolgt, sehr begrenzt. 

Ein dritter Aspekt führt zu Studien in der Humanmedizin, die ergeben haben, dass ein 

Teil der Fremdstoffe von außen über den Schweiß in die Haare gelangt (Henderson 

1993). Hunde schwitzen jedoch nicht wie der Mensch über Schweißdrüsen in der Haut, 

sondern Hecheln überschüssige Wärme über die Zunge ab (Aoki und Wada 1951; Jessen 

2000). Eine Aufnahme der Substanzen in die Haare über den Schweiß ist somit beim 

Hund unwahrscheinlich. 

Insofern könnten vor allem die hier ausgeführten Spezies-Unterschiede und die 

eingenommenen Mengen eine Erklärung dafür sein, dass nur geringe Konzentrationen 

der untersuchten Zytostatika in Hunde-Haaren nachgewiesen werden konnten. Aufgrund 

der niedrigen ermittelten Konzentrationen ist das Risiko, das von der Aufnahme von 

Hunde-Haar ausgeht, im Vergleich zu Urin somit als deutlich geringer zu bewerten.  

5.5 Zytostatika in Hunde‐Speichel 
Eine wichtige Matrix für Untersuchungen auf Zytostatika stellte Hunde-Speichel dar, da 

hier auch die Möglichkeit einer nicht invasiven Probennahme besteht. Jedoch konnten in 

der Praxis keine großen Mengen Speichel von Hunden gewonnen werden, weshalb eine 

Probenmenge von 0,5 g gewählt wurde. Damit war es möglich, trotz der geringen Menge 

Leermatrix eine Validierung durchzuführen. Da auf die zuvor entwickelte SPE-Methodik 

zurückgegriffen werden konnte, waren, ohne große Optimierungsschritte Wiederfin-

dungsraten von ca. 70 % möglich.  

Bisher wurden auch in der Humanmedizin nur vereinzelte Studien zur Analytik von 

Zytostatika in Speichel durchgeführt. Am Beispiel des Doxorubicins wurde das 

Verhältnis Plasma- zu Speichelkonzentration untersucht (Maudens et al. 2009). Es wurde 

eine Wiederfindungsrate von 70,4 % bei einer Konzentration von 5 ng/mL für Doxo-

rubicin erzielt, die etwas höher liegt als die in dieser Arbeit ermittelte. In derselben 

Arbeit wurde auch Epirubicin, ein Hydroxy-Derivat des Doxorubicins, in Patienten-
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speichel untersucht. Für Epirubicin wurden ca. vier Stunden nach der Infusion Maximal-

werte von ca. 80 ng/mL ermittelt. Im Vergleich zur Veterinärmedizin sind die einge-

setzten Dosierungen in der Humanmedizin allerdings um das 3-5-fache höher. So wurde 

Epirubicin in der beschriebenen Studie in einer Dosis von 100 mg/m2 Körperoberfläche 

eingesetzt und die empfohlene Dosierung in der Veterinärmedizin beträgt nur 30 mg/m2 

(Simon 2000). Jedoch wurde in keiner der hier untersuchten Speichelproben (n=4), die 

am Tag der Infusion von Doxorubicin genommen wurden, Doxorubicin nachgewiesen 

(NWG = 2,5 µg/kg). Somit kann im Falle des Doxorubicins gefolgert werden, dass 

Studien aus der Humanmedizin nicht unmittelbar auf die Veterinärmedizin übertragen 

werden können. Möglicherweise sind eine unterschiedliche Nahrungszusammensetzung, 

die niedrigeren Dosierungen oder sich unterscheidende Verteilungsvorgänge im Körper 

für diese abweichenden Ergebnisse verantwortlich.  

Cyclophosphamid konnte, im Gegensatz zu Doxorubicin, in der vorliegenden Arbeit in 

sechs Speichelproben detektiert werden. In allen vier Proben, die am Tag der Infusion 

gezogen wurden, konnte der Analyt in Konzentrationen bis zu 7,7 µg/kg ermittelt 

werden. Allerdings wird Cyclophosphamid in viel höheren Dosierungen als Doxorubicin 

eingesetzt – nämlich 200 mg/m2 Körperoberfläche. Des Weiteren besteht ein Zusammen-

hang des Gehaltes im Speichel mit dem Gehalt der verfügbaren Substanz im Plasma. Von 

den in dieser Arbeit am intensivsten untersuchten Substanzen weist Cyclophosphamid 

mit 50 % die geringste Plasmaproteinbindung auf. Doxorubicin und Vincristin weisen 

beide eine Bindung an Blutbestandteile von ca. 75 % auf (Kümmerer et al. 2008). Somit 

wäre dies eine mögliche Erklärung für den Nachweis von Cyclophosphamid in Speichel.  

5.6 Zusammenfassende Diskussion 

In Abb. 5-1 sind mögliche Expositionswege des Menschen mit Arzneimitteln aus der 

Human- und Veterinärmedizin dargestellt. Viele dieser Wege sind in den letzten Jahren 

bereits gut charakterisiert worden. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei neue Bereiche 

näher untersucht. Zum einen konnte anhand des Sulfadiazins gezeigt werden, dass der 

anaerobe Fermentationsprozess zu einem Abbau antimikrobiologisch aktiver Substanzen 

beitragen kann. Unter der Annahme, dass der anaerobe Fermentationsprozess aus den 

hier eingesetzten 5 L Fermentern auf eine Biogasanlage übertragbar ist, könnte somit 

eine Möglichkeit gegeben sein, einen Eintragsweg zu unterbrechen. Das hieße, es könnte 
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möglicherweise durch Biogasanlagen der Eintrag von Antibiotika aus der Nutztierhal-

tung in die Umwelt reduziert werden und möglicherweise auch das Risiko der Resistenz-

entstehung reduziert werden.   

Zum anderen konnte ein neuer Expositionsweg für in der Veterinärmedizin verwendete 

Pharmazeutiker beschrieben werden. Zytostatika können über Ausscheidungen von 

Hunden, die eine Chemotherapie erhalten, in das nähere Umfeld der Besitzer gelangen. 

Speziell über Urin kann über einen längeren Zeitraum als bisher angenommen eine 

Exposition erfolgen. Bisherige Leitlinien für den Umgang mit Zytostatika in der 

Veterinärmedizin Veterinärmedizin wurden aus humanmedizinischen Untersuchungen 

abgeleitet (ECVIMCA 2007). So wird für Doxorubicin eine Ausscheidungszeit im Urin 

von sieben Tagen angegeben. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit – Exkretion von 

DXR im Hunde-Urin bis zu 21 Tage – zeigen, dass dieser Zeitraum für veterinär-

medizinische Chemotherapien verlängert werden muss. Im Gegensatz dazu kann für 

Serum, welches insbesondere im Bereich der beruflichen Exposition eine Rolle spielt, 

kein Risiko festgestellt werden. Eine Woche nach der Infusion von Chemotherapeutika, 

dem relevanten Zeitpunkt für Blut-/Serumentnahme zwecks Kontrolluntersuchungen, 

wurden keine Rückstände detektiert.  

Die in Hunde-Haaren und -Speichel nachgewiesenen Konzentrationen sind sehr gering 

(< 10 µg/L bzw. < 10 µg/kg). Diese Matrices spielen gerade in der Tiermedizin eine 

größere Rolle als in der Humanmedizin. Wechseln die Tiere ihr Fell, so gelangen Haare 

in die häusliche Umgebung und können z. B. von Personen im Umfeld aufgenommen 

werden. Des Weiteren spielt der Kontakt von Speichel bei Hunden eine große Rolle, da 

die Schnauze für sie den hauptsächlichen Weg der Kontaktaufnahme mit der Umwelt 

darstellt. Im Vergleich zu den ermittelten Konzentrationen in Urin sind sie jedoch um 

mindestens einen Faktor 100 niedriger. Da nach der IARC jedweder Kontakt mit diesen 

toxikologisch relevanten Substanzen vermieden werden soll, können auch diese geringen 

Konzentrationen nicht vernachlässigt werden. So muss ein enger Kontakt mit den Tieren 

während einer Chemotherapie vermieden werden. Insbesondere sollte der Kontakt 

zwischen Kleinkindern und mit Zytostatika behandelten Tieren ausgeschlossen werden.  

Letztendlich ist festzustellen, dass wahrscheinlich von Urin aufgrund des schwer zu 

beherrschenden Kontaminationsrisikos verbunden mit den darin enthaltenen höheren 
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Konzentrationen das größte Gefährdungspotenzial von allen untersuchten Matrices für 

den Menschen ausgeht.  

Die Substanz von der wahrscheinlich das größte Risiko für das Umfeld, in dem sich der 

Hund nach der Chemotherapie aufhält, ausgeht, ist Doxorubicin, da für diese Substanz 

sowohl die höchsten Konzentrationen (3,6 mg/L) als auch die längste Ausscheidungszeit 

(21 Tage) ermittelt werden konnten. Somit ist nach der Applikation von Doxorubicin im 

Vergleich zu den anderen hier untersuchten Zytostatika die größte Vorsicht geboten.  

Für die Bestimmung von Zytostatika und Antibiotika in den dargestellten biologischen 

Matrices war die Entwicklung sensitiver und selektiver analytischer Methoden erforder-

lich. Diese konnten erfolgreich entwickelt und validiert werden. Messungen von Real-

proben zeigen, dass die Analyten auch in niedrigen Konzentrationsbereichen nachge-

wiesen und quantifiziert werden konnten.  
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6 Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich Sulfadiazin mithilfe der 

anaeroben Fermentation mikrobiologisch nahezu inaktivieren und partiell abbauen lässt. 

Sulfonamide werden heute in der Nutztierhaltung immer noch sehr häufig eingesetzt. In 

den in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Fermentationstests wurden neben Sulfa-

diazin noch Sulfamerazin, Sulfamethoxazol, und Sulfadimethoxin nahezu vollständig 

eliminiert. Weitere Untersuchungen müssen zeigen, inwieweit auch für diese Substanzen 

Abbauprodukte identifiziert werden können und ob diese ebenfalls zu einer Reduzierung 

der antimikrobiellen Aktivität der eingetragenen Antibiotika führen.  

Für den Bereich der Zytostatika, die zunehmend in der Kleintiermedizin eingesetzt 

werden, konnte in der vorliegenden Arbeit der Eintrag in die klinische und häusliche 

Umgebung durch Urin, Haare und Speichel bereits umfassend charakterisiert werden. 

Weitere Untersuchungen, z. B. an Haarproben, die von geschorenen bzw. gekämmten 

Hunden stammen, könnten zeigen, ob ein Unterschied zwischen wachsenden und nicht 

mehr wachsenden Haaren besteht. 

Auch die Entwicklung einer Methode zur Aufarbeitung von Hunde-Fäzes wäre ein 

wichtiger neuer Ansatz. Da die untersuchten Zytostatika teilweise auch biliär ausge-

schieden werden, stellt Hunde-Kot eine weitere Möglichkeit des Eintrags von hoch-

toxischen Substanzen in das nähere Umfeld behandelter Hunde dar. 
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Degradation and Elimination of Various Sulfonamides 
during Anaerobic Fermentation: A Promising Step on the 

Way to Sustainable Pharmacy? 
 

Environmental Science and Technology, 2009, 43 (7), 2569-2574 
 

http://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/es802042d 
 

Abstract 

Antibiotics, most notably sulfonamides and tetracyclines, are frequently used veterinary 

pharmaceuticals in animal husbandry. A new field of application for animal manure is in 

biogas plants for generating environmentally friendly energy. As a result, antibiotics 

contained in manure may still reach the environment as fermentation residues are also 

used on agricultural fields as fertilizers. Therefore, in fermentation tests seven 

sulfonamides and trimethoprim were investigated regarding their elimination behavior 

during a five-week fermentation process. Sulfadiazine, sulfamerazine, sulfamethoxazole, 

sulfadimethoxine, and trimethoprim were nearly completely eliminated while 

sulfathiazole, sulfamethazine, and sulfamethoxypyridazine showed persistence. For 

sulfadiazine it was possible by means of mass spectrometry to identify and partly 

quantify a metabolite, emerging from a hydroxylation at the pyrimidine ring, 4-OH-

sulfadiazine. Furthermore, a microbial inhibition test showed a substantial reduction in 

the antimicrobial activity of the metabolite compared to the parent compound. Thus,the 

fermentation process may be an efficient way to reduce the load of selected veterinary 

antibiotics finding their way into the environment Degradable drugs such as sulfadiazine 

may therefore, at least in the aspect of residual antibiotic activity of metabolites, be 

considered as environmentally friendly drugs. 
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7.2 Publikation 2 
Gerd Hamscher, Siegrun A.I. Mohring, Anna Knobloch, Nina Eberle, Heinz Nau, Ingo 

Nolte, and Daniela Simon 

Determination of Drug Residues in Urine ofDogs Receiving 
Anti-Cancer Chemotherapy byLiquid Chromatography–
Electrospray Ionization-Tandem Mass Spectrometry: Is 

There An Environmentalor Occupational Risk? 
 

Journal of Analytical Toxicology, 2010, 34(3), 142-148 
 

http://www.jatox.com/index.php/Articles/Determination-of-Drug-Residues-in-Urine-of-
Dogs-Receiving-Anti-Cancer-Chemotherapy-by-Liquid-

Chromatography%E2%80%93Electrospray-Ionization-Tandem-Mass-Spectrometry-Is-
There-An-Environmental-or-Occupational-Risk.html 

 
Abstract 

Cytotoxic drugs, previously used only in human medicine, are increasingly utilized for 

cancer treatment in veterinary practice. We developed and validated a liquid 

chromatography (LC)–electrospray ionization-tandem mass spectrometry method to 

determine vincristine, vinblastine, cyclophosphamide, and doxorubicin in canine urine. 

Sample pretreatment consisted of liquid–liquid extraction, and LC separation was carried 

out on an RP C18 column employing a 0.5% formic acid/methanol gradient system. The 

analytes were detected in positive ion mode using the MS–MS scan mode. The mean 

recoveries in six different urine samples were between 64.2% and 86.9%. Limits of 

quantitation were 0.5 µg/L for vincristine and vinblastine, 1 µg/L for cyclophosphamide, 

and 5 µg/L for doxorubicin; limits of detection were approximately 0.25 µg/L for 

vincristine, vinblastine, and cyclophosphamide and 0.5 µg/L for doxorubicin. It could be 

demonstrated that all investigated drugs are found in urine of dogs undergoing 

chemotherapy. In samples from day 1 after chemotherapy, as much as 63 µg/L 

vincristine, 111 µg/L vinblastine, and 762 µg/L doxorubicin could be detected. 

Cyclophosphamide showed only minor concentrations on day 1, but up to 2583 µg/L 

could be found directly after chemotherapy. These initial data show that there might be a 

potential contamination risk when administering cytotoxics in veterinary medicine.
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7.3 Publikation 3 
Anna Knobloch, Siegrun A.I. Mohring, Nina Eberle, Ingo Nolte, Gerd Hamscher,  

and Daniela Simon 

Cytotoxic Drug Residues in Urine of Dogs Receiving 
Anticancer Chemotherapy 

 
Journal Veterinary Internal Medicine, 2010, 24(2), 384–390 

 
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1939-1676.2009.0453.x/abstract 

 
Abstract 

Background: The presence of cytotoxic drug residues in urine of dogs may represent an 
exposure risk for pet owners and other people as well as a potential environmental 
contaminant. However, studies on cytotoxic drug residues in excretions of clinical 
patients are lacking in veterinary oncology. 

Hypothesis: Variable concentrations of cytotoxic residues are present in urine samples, 
depending on sampling time and substance. 

Animals: Client-owned dogs with lymphoma or mast cell tumors treated with standard 
chemotherapy protocols. 

Methods: Urine samples were collected before, directly after, and on days after admini-
stration of chemotherapy. Measurement of vincristine, vinblastine, cyclophosphamide, 
and doxorubicin residues in canine urine was performed by a quantitative liquid 
chromatography tandem mass spectrometry (LC/MS/MS) method. 

Results: Median cyclophosphamide residue concentration was 398.2 mu g/L directly 
after treatment (d0) and was below the level of detection on days 1-3 (d1, d2, d3). 
Median vincristine residue concentration was 53.8 mu g/L directly after treatment and 
was 20.2, 11.4, and 6.6 mu g/L on days 1, 2, and 3. Median vinblastine residues were 
144.9 (d0), 70.8 (d1), 35.6 (d2), and 18.7 mu g/L (d3) with low concentrations detectable 
for 7 days after treatment. Median urine doxorubicin concentrations were 354.0 (d0), 
165.6 (d1), 156.9 (d2), and 158.2 mu g/L (d3). Low concentrations of doxorubicin were 
measurable up to 21 days after administration. 

Conclusions and Clinical Importance:Variable concentrations of chemotherapeutics 
were measured in urine samples, depending on sampling time point and drug. Findings 
may inform current chemoprotection guidelines and help minimize exposure risks.
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7.4 Publikation 4 
Anna Knobloch, Siegrun A.I. Mohring, Nina Eberle, Ingo Nolte, Gerd Hamscher,  

and Daniela Simon 

Drug Residues in Serum of Dogs Receiving  
Anticancer Chemotherapy 

 
Journal Veterinary Internal Medicine, 2010, 24(2), 379-383 

 
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1939-1676.2009.0469.x/abstract 

 
Abstract 

Background: The presence of drug residues in blood samples can represent an 
occupational hazard. However, studies on cytotoxic drug residues in serum of dogs are 
lacking in veterinary oncology. 

Objective: To evaluate possible occupational hazards associated with handling of blood 
samples from dogs receiving oncolytic drugs 7 days after treatment. 

Animals: Twenty-seven client-owned dogs treated for lymphoma or mast cell tumors 
with vincristine, vinblastine, cyclophosphamide, or doxorubicin. 

Methods: Prospective, observational study. Serum samples were either taken 7 days 
after administration of vincristine, cyclophosphamide, doxorubicin (lymphoma), and 
vinblastine (mast cell tumor), or 1-2 days after the last concurrent oral administration of 
cyclophosphamide (mast cell tumor). Additionally, serum was collected within 5 minutes 
of treatment. Measurement of drug residues in serum was performed by liquid 
chromatography tandem mass spectrometry (LC/MS/MS). 

Results: In 33 samples collected within 5 minute of treatment, the median serum 
concentrations were vincristine: 37 mu g/L (range: 11-87 mu g/L), vinblastine: 13 mu 
g/L (range: 13-35 mu g/L), cyclophosphamide: 2,484 mu g/L (range: 1,209-2,778 mu 
g/L), doxorubicin: 404 mu g/L (range: 234-528 mu g/L). In 81 serum samples collected 7 
days after treatment vinblastine (7 mu g/L) was detected in 1 sample, and 
cyclophosphamide (7 and 9 mu g/L) in 2 samples collected 1-2 days after oral 
administration of cyclophosphamide. Medications were not detected in any of the other 
samples. 

Conclusions and Clinical Importance: Handling of blood samples from dogs receiving 
oncolytic chemotherapy 7 days after treatment with vincristine, vinblastine, 
cyclophosphamide, and doxorubicin should not present a health hazard. 
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8 Experimentelles 

M1 Analyse von Sulfonamiden in Gärsubstrat 

Die Probenvorbereitung wird mit Ethylacetat in einer Flüssigextraktion durchgeführt. Die 

Messung erfolgt mittels HPLC-MS. Eine genaue Beschreibung der Methodik ist in 

Publikation 1 beschrieben. 

M2 Probenvorbereitung Urin (Flüssig-Flüssig-Extraktion) 

Die Flüssigextraktion erfolgt mit Dichlormethan. Die Messung wurd erfolgt mittels 

HPLC-MS. Die genaue Methodik ist in Publikation 2 beschrieben.   

M3 Probenvorbereitung Serum (Flüssig-Flüssig-Extraktion) 

Die Flüssigextraktion erfolgt mit Ethylacetat. Die HPLC-MS-Analyse ist identisch zur 

Urin-Methode M2. Die genaue Methodik ist in Publikation 4 beschrieben.   

M4 Reinigung von Glasgeräten 

Geräte 

Spülmaschine: Mielabor G7783 (mit Reinstwasserspülanlage), Miele, Gütersloh, 
Deutschland 

Ofen: Bosch, HBA 70B5 mit Pyrolysefunktion 

Chemikalien 

Reiniger für 
Laborspülmaschinen: 

 
RBS Solid Konzentrat, Carl Roth GmbH & Co. 

Arbeitsvorschrift 

Die zu reinigenden Glasgeräte werden bei ca. 85 °C in der Spülmaschine unter 

Verwendung des Reinigers gespült. Anschließend werden die Geräte im Pyrolyseofen für 

mindestens 1,5 Stunden bei ca. 500 °C ausgeheizt. 
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M5 Probenvorbereitung Urin (Festphasenextraktion) 

Geräte 

Pipetten: Eppendorf Reference® Variabel, verschiedene 
Volumenbereiche, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

SPE-Kammer: Baker spe-12G, 7018-94 

Rotationsverdampfer: Laborota-4002 digital, Heidolph Instruments, Schwabach, 
Deutschland 

Multipette: Multipette® Plus, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Chemikalien 

Methanol HPLC Gradient Grade, Mallinckrodt Baker, 8402 

Reinstwasser R > 18 MΩ 

NaCl zur Analyse, Merck, 1.06404 

KCl zur Analyse, Merck, 1.04936 

Na2HPO4 x 2 H2O zur Analyse, Merck, 1.06580 

EDTA Ultrarein, Sigma, E-1644 

KH2PO4 zur Analyse, Merck, 1.04873 

Interne Standard-Lösung 2 µg/mL Colchicin und Ifosfamid 

Verbrauchsmaterial 

SPE-Kartuschen: Bond Elut Plexa, 200 mg, 6 mL, Varian 12109206 

Probenfläschchen: 1,5 mL, klar, Schraubkappe, MasCom Analysengeräte Service 
GmbH, Bremen, 1000.10 

Mikroeinsätze: 225 µL für Probenfläschchen, G30, CS Chromatographie 
Service, Langerwehe, Deutschland, 300405 

Reaktionsgefäße: Safe-Lock Reaktionsgefäße 1,5 mL und 2 mL, Eppendorf, 
Hamburg, Deutschland 

Pipettenaufsätze 
Multipette: 

Combitips plus, 0,5 mL und 50 mL, Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 
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Bechergläser: 50 mL, Duran Group, Schott 

Arbeitsvorschrift 

Es werden zunächst folgende Lösungsmittel hergestellt:  

PBS (pH 7):  NaCl 8,0 g 

 KCl 0,2 g 

 Na2HPO4 x 2 H2O 0,77 g 

 KH2PO4 0,2 g 

 Reinstwasser ad 1 L 

35 %iges Methanol: Methanol 277 g 

 Reinstwasser 650 g 

Essigsaures Methanol: Methanol wird mit Essigsäure auf einen  

pH-Wert von 2,5 eingestellt 

 

 

Alle Glasgeräte werden vor der Verwendung nach M4 gereinigt und im Pyrolyseofen 

ausgeheizt. Die Spitzkolben zum Auffangen der Eluenten werden zusätzlich mit metha-

nolischer EDTA-Lösung gespült. 

Die Kartuschen für die Festphasenextraktion werden zunächst mit 5 mL Methanol, 5 mL 

Reinstwasser und 5 mL PBS konditioniert bzw. equilibriert. 1 mL einer Urinprobe wird 

mit 25 µL internem Standard versetzt. Anschließend wird die Probe mit 4 mL PBS 

verdünnt und auf die SPE-Kartuschen aufgegeben. Es folgt ein Waschschritt mit PBS , 

gefolgt von einem 5-minütigen Trockenschritt. Mit genau 5 mL (Multipette) 35 %igem 

Methanol wird die Kartusche erneut gewaschen. Anschließend erfolgt die Elution in 

Spitzkolben mit 5 mL Methanol gefolgt von 5 mL essigsaurem Methanol. 

Die aufgefangenen Eluenten werden am Rotationsverdampfer verdampft und die 

Rückstände in 200 µL Methanol mithilfe von Ultraschall aufgenommen. Um Matrix-

bestandteile, die noch mit übertragen wurden abzutrennen wurde die Probe zentrifugiert 

und der Überstand in ein Vial zur Messung überführt. Die so aufgearbeiteten Proben 

werden mittels HPLC-MS (M10) analysiert. 
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M6 Probenvorbereitung Serum (Festphasenextraktion) 

Arbeitsvorschrift 

Die Aufarbeitung erfolgt analog zur Methode, die für die Urinproben verwendet wird 

(M5), nur dass der pH-Wert des Puffers (PBS) mit Phosphorsäure auf 5 eingestellt wird. 

Der Trockenschritt erfolg für 10 min nach dem Waschschritt mit 35 %igem Methanol. 

M7 Herstellung Haar Positivkontrollen 

Geräte 

Probenkonzentrator Dri-Block®, DB-3, Techne®, Staffordshire, UK 

 

Chemikalien 

Methanol HPLC Gradient Grade, Mallinckrodt, 8402 

Mischstandardlösung Vincristin, Vinblastin, Cyclophosphamid, 
Doxorubicin, Melphalan und Chlorambucil 
jeweils 20 µg/mL  

Reinstwasser R > 18 MΩ 

Essigsäureethylester HPLC grade, Aldrich, 27,052-0 

 

Verbrauchsmaterial 

Zentrifugenröhrchen 15 mL, PP, Greiner GmbH, 188271 

 

Arbeitsvorschrift 

Es werden 50 mg Haare in ein verschließbares Kunststoffzentrifugenröhrchen einge-

wogen. Diese werden mit 2 mL Methanol benetzt und es werden 25 µL der Misch-

standardlösung hinzu gegeben. Die Flüssigkeit wird kurz gevortext und anschließend für 

mindestens 3 Tage verschlossen im Probenkonzentrator bei 40 °C inkubiert. 
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Nach der Inkubation werden die Haarproben kurz erneut gevortext und anschließend 

zentrifugiert (5 min, 3000 g). Die Inkubationslösung wird abgenommen und 2,5 mL 

Methanol zugegeben, für 1 min gevortext und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wird 

zwei weitere Male wiederholt mit Methanol und Ethylacetat. Alle Überstände bis auf 

Ethylacetat werden verworfen. Das Ethylacetat wird im, mit methanolischer EDTA-

Lösung vorgespülten Spitzkolben, gesammelt, eingedampft und etwaige Rückstände in 

200 µL Methanol aufgenommen. Diese werden mittels M10 analysiert. Wenn noch 

Rückstände detektierbar sind, wird der letzte Waschschritt wiederholt. 

M8 Probenvorbereitung Haare 

Geräte 

Probenkonzentrator Dri-Block®, DB-3, Techne®, Staffordshire, UK 

Chemikalien 

Proteinase K Sigma, P8044, Proteinase K von Tritirachium album - 
3.0-15.0 unit/mg Feststoff 

Pronase E Sigma, P8811, Protease von Streptomyces griseus - 
≥3.5 units/mg Feststoff 

TRIS 0,1 M, auf pH 7,2 eingestellt, Roth, 4855.2 

Verbrauchsmaterial 

Zentrifugenröhrchen 15 mL, PP, Greiner GmbH, 188271 

 

Arbeitsvorschrift 

Es wird eine Lösung mit zwei Enzymen vorbereitet: 

Enzymgemisch: Proteinase K 4 mg/mL 

 Pronase E 0,8 mg/mL 

  in TRIS als eine Lösung angesetzt 
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Es werden 100 mg Haare in ein Kunststoffzentrifugenröhrchen eingewogen. Vor der 

Aufarbeitung der Proben werden die Haarproben mit 2 x 2,5 mL Ethylacetat gewaschen, 

die Überstände gesammelt, eingedampft, etwaige Rückstände in 200 µL Methanol 

aufgenommen und mittels HPLC-MS auf sich auf der Haaroberfläche befindenden 

Zytostatika zu untersuchen. Die gewaschenen Haare werden mithilfe des Proben-

konzentrators und Stickstoff getrocknet.  

Die getrockneten Haarproben werden mit 2,5 mL des Enzymgemischs versetzt und über 

Nacht im Probenkonzentrator bei ca. 40 °C inkubiert. Die Probe wird zentrifugiert 

(5 min; 3000 g) der Überstand abgenommen, mit 25 µL internem Standard (vgl. M5) 

versetzt und mit 3 mL PBS (pH 7) verdünnt. Diese Probelösung wird nach der Methode 

für Urin (M5) mittels Festphasenextraktion weiter aufgearbeitet. Die Messung erfolgt 

nach Methode M10.  

M9 Probenvorbereitung Speichel 

Die Aufarbeitung von Speichel wird analog zur Methode für die Urinproben 

durchgeführt. Es wird jedoch von einer Probenmenge von 500 mg ausgegangen und die 

Rückstände anschließend in 100 µL Methanol aufgenommen. Dadurch ergibt sich 

dieselbe Aufkonzentration von 1:5 wie in den Methoden für Urin und Serumproben. Die 

Probe wird aufgrund der zähflüssigen Konsistenz eingewogen. 

M10 Analyse der Zytostatika mittels HPLC-MS 

Geräte 

HPLC: Thermo Separation Products, San Jose, USA 

Autosampler: AS3000 mit integriertem Säulenofen 20 µL Probenschleife, 
250 µL Probenspritze; 

Temperatur: 10 °C 

Pumpe: P4000 

Entgaser: Vacuum Membran Degasser,  

Diodenarraydetektor: UV6000LP, Detektrozelle: 50 mm, 10 µL 

Controller: SN4000 
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Massenspektrometer: LCQ Ion Trap Massenspektrometer mit Elektrospray 
Ionisation-Interface (ESI), Finnigan MAT, Bremen, 
Deutschland 

Druckluftkompressor: MGK-N421/90, Mahle, Stuttgart, Deutschland 

Stickstoff-Generator: Ecoinert 2 ESP, DWT-GmbH, Gelsenkirchen, Deutschland 

Auswertung: XcaliburTM, Thermo Electron Corporation, Egelsbach, 
Deutschland 

Chemikalien 

Ameisensäure 98-100 % AppliChem, A0748; Riedel-de-Haen 33015 

Ammoniumacetat zur Analyse, Merck, 1.01116 

Methanol HPLC Gradient Grade, JT Baker, 8402 

Reinstwasser R > 18 MΩ 

Helium 5.0 Linde AG 

Autosampler-Spüllösung Methanol/10 mM Oxalsäure (90/10; ν/ν) 

Verbrauchsmaterial 

Trennsäule: 150 x 4,6 mm, 5 µm Partikel, Hypersil Gold, Thermo Fisher 
Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland  

 

Arbeitsvorschrift 

Für die HPLC werden die Eluenten wie folgt vorbereitet:  

Eluent A: Reinstwasser 2.500 g 

 Ameisensäure 12,5 mL 

 5 M CH3COONH4  0,5 mL 

 

Eluent B: Methanol  
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Geräteeinstellungen (HPLC): 

Ofentemperatur: Ofen wird nicht temperiert, Raumkühlung auf 23 °C 

Injektion:  Push-loop Injektion, 8 µL 

Spülung des Autosamplers mit 3 mL Spüllösung  

Fluss: 1 mL/min; Split 1:10 vor Einlass in MS 

 

 

 

Tab. 8-1.  HPLC-Gradient – Zytostatika. 

Zeit Methanol AS 

min % % 

0,0 0 100 

1,0 60 40 

10,0 90 10 

12,0 90 10 

14,5 99 1 

18,0 99 1 

19,0 0 100 

28,0 0 100 
 

Geräteeinstellungen (Massenspektrometer): 

Ionisierungsquelle ESI im positiven Modus 

Temperatur der 
Kapillare 

 
150 °C 

Sheathgas (N2) 100 Einheiten 

Dämpfungsgas: Helium 5.0 

Spannung an der 
ESI-Nadel 

 
+ 5 kV 

 

Die Detektion der Zytostatika erfolgt in zwei HPLC-Läufen (CY1 und CY2) mit dem 

gleichen Gradienten. Nur die Einteilung der Scan-Segmente wird geändert.  
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Tab. 8-2.  Parameter Massenspektrometer – Zytostatika. 

 
Substanz 

t [M+H]+ IW CE 
Fragmentionena) 

min m/z  % 

CY1 

Vincristin 10,5 413,5b) 1,5 25,0 362,5; 383,4; 392,4 

Ifosfamid (IS) 10,9 261,1 1,0 28,0 182,1;200,1; 214,1; 233,0 

Cyclophosphamid 11,3 261,1 1,0 28,0 106,1; 140,1; 233,0  

Melphalan 11,9 305,1  
 288,1 

0,8 
1,0 

24,0 
30,0 246,1c) 

Chlorambucil 14,3 304,2 1,0 31,0 224,1; 241,1; 286,1 

CY2 

Vincristin 10,5 413,5b) 1,5 25,0 362,5; 383,4; 392,4 

Vinblastin 10,9 406,5b) 1,5 24,0 376,4; 397,4 

Doxorubicin 12,1 543,9 3,0 22,0 397,1; 414,5 

Colchicin (IS) 11,6 400,2 1,0 35,0 
282,0; 309,0; 310,0; 313,0; 
326,0; 340,0; 341,0; 358,0; 
368,0; 382,0 

a nur Ionen über die Quantifiziert wird; b [M+2H]2+, c MS3-Fragmention; t = Retentionszeit, IW = Isolierungsweite, CE = 
Kollisionsentergie 
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M11 Erstellung der Standardlösungen 

Chemikalien 

Tab. 8-3.  Standardsubstanzen. 

 Substanz CAS-
Nummer 

Hersteller Bestellnummer 

Zy
to

st
at

ik
a 

Chlorambucil 305-03-3 Fluka 23125 

Colchicin 64-86-8 Sigma C9754 

Cyclophosphamid 6055-19-2 Sigma C0768 

Doxorubicin 25316-40-9 Sigma D1515 

Ifosfamid 3778-73-2 Sigma I4909 

Melphalan 148-82-3 Sigma M2011 

Vinblastin 143-67-9 Sigma V1377 

Vincirstin 2068-78-2 Sigma V8879 

A
nt

ib
io

tik
a 

Sulfadiazin 68-35-9 Sigma 35033 

Sulfadimethoxin 122-11-2 Sigma 46794 

Sulfamerazin 127-79-7 Sigma 46826 

Sulfamethazin 57-68-1 Sigma 46802 

Sulfamethoxazol 723-46-6 Sigma 46850 

Sulfamethoxypyridazin 80-35-3 Sigma 46858 

Sulfathiazol 72-14-0 Sigma 46902 

Trimethoprim 738-70-5 Sigma 46984 

 

Verbrauchsmaterial 

Reaktionsgefäße: Safe-Lock Reaktionsgefäße 2 mL, Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 
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Arbeitsvorschrift 

Für alle Standardsubstanzen werden Stammlösungen mit einer Massenkonzentration von 

1 mg Reinsubstanz/mL Methanol angesetzt. Es werden Reinheitsgrad und das Vorliegen 

von Salzen als Korrekturfaktor eingerechnet. Als Zwischenverdünnung wird aus diesen 

Lösungen eine Mischstandardlösung mit einer Konzentration von 10 µg/L für jedes 

Zytostatikum durch eine Verdünnung 1:100 hergestellt. Aus dieser Lösung werden für 

die Standardlösungen für die massenspektrometrischen Messungen tagesaktuell 

verdünnt. Alle Lösungen werden bei -20 °C gelagert. 

M12 Auswertung 

Die Quantifizierung der Zytostatika in realen Proben erfolgte mittels einer vorher 

erstellen In-Matrix-Kalibrierung. Dabei wurden Wiederfindungen über einen breiten 

Konzentrationsbereich ermittelt. Für die Berechnung der Konzentration in realen Proben 

wird die Peakfläche des Analyten mit der eines frisch hergestellten Referenzstandards 

(M11) verglichen. Die Konzentration des Referenzstandards wird so gewählt, dass sie 

nach Möglichkeit im Bereich des Analyten liegt. Sind die gemessenen Signale der Ana-

lyten zu hoch, also die Konzentration zu hoch, wird die Probe verdünnt und erneut 

analysiert. Die Berechnung der Konzentrationen erfolgt nach der folgenden Gleichung 1. 

Für die Matrix Haare wird eine Wiederfindung von 100 % angenommen. 

E
WDFV

V
m

A
A

c
Inj

Aufn
Std

Std

x
x ⋅⋅⋅⋅=

100  [µg/L bzw. µg/kg] (1) 

mit: cx - Konzentration des Analyten [µg/L] 

 Ax - Peakflächeneinheiten des Analyten 

 AStd - Peakflächeneinheiten des Referenzstandards 

 mStd - Masse des injizierten Standards [ng] 

 VAufn - Volumen in das die Probe am Ende der Aufarbeitung aufgenommen wird [µL] 

 VInj - injiziertes Volumen der Probelösung [µL] 

 WDF - Wiederfindungsrate (Overall Process Efficiency) [%] 

 E - Einwaage [g] oder eingesetztes Probenvolumen [mL] 
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