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1 Einleitung

1.1 Drogen- und Arzneimittelmissbrauch in Deutschland

Laut Drogen- und Suchtbericht aus dem Jahr 2016 [1] sind ca. 2,3 Mio. Menschen in
Deutschland medikamentenabhéngig, wobei Schmerz-, Beruhigungs- und Schlafmittel im
Vordergrund stehen. Neben einer tatsachlichen Abhédngigkeit nehmen weitere ca. 4,6 Mio.
Menschen Arzneimittel missbrauchlich ein. Das bedeutet, dass die Arzneimittel fir eine
andere Indikation, in einer anderen Dosierung oder fiir einen langeren Zeitraum
eingenommen werden, als therapeutisch indiziert. Insgesamt haben 61,9% aller der
Erwachsenen (18 - 64 jahrig) angegeben, dass sie im Jahr 2012 Schmerzmittel
eingenommen haben. Antidepressiva nahmen 6,2% ein und Neuroleptika wurden von 1,4%
der Bevolkerung konsumiert. Der Anteil der Frauen bei dem Arzneimittelkonsum ist dabei
deutlich hoher als der Anteil der Manner.

Erfahrungen mit illegalen Rauschmitteln haben 25% der deutschen Bevolkerung schon
einmal gemacht. Wie in Abbildung 1 ersichtlich, ist die Anzahl der Drogentoten in
Deutschland seit dem Jahr 2009 mit 1331 bis 2012 kontinuierlich gefallen. Im Jahr 2013
stieg die Anzahl der Drogentoten von 944 auf 1001. Im Jahr 2014 ist die Zahl der
Drogentote auf 1032 und im Jahr 2015 in Berlin wiederum um knapp 19% gestiegen.
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Abbildung 1: Anzahl der Drogentoten in Deutschland nach [1]
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Dabei wurde die Aufnahme von Opiaten bei rund 1/3 der Drogentoten, haufig auch in
Kombination mit anderen Rauschmitteln, als todesurséchlich eingestuft.

In Deutschland sind 319.000 Menschen von Cannabis, Cocain und/oder Amphetaminen
abhangig. Manner konsumieren dabei deutlich mehr und/oder haufiger illegale Rauschmittel
als Frauen. Die Zahl der erstaufféalligen Konsumenten sogenannter harter Drogen stieg im
Jahr 2015 auf 20.890 und somit um 3,8% zum Vorjahr an.

Die Zahlen des Drogen- und Suchtberichtes verdeutlichen die Problematik des weit
verbreiteten Konsums von illegalen Rauschmitteln und des Missbrauchs von Arzneimitteln
in Deutschland. Der Konsum eines illegalen Rauschmittels hat nicht nur einen Einfluss auf
die betreffende Person, sondern zwangslaufig auch auf Personen im Umfeld des
Konsumenten. Nimmt eine Person unter dem Einfluss von Rauschmitteln aktiv am
StraBenverkehr teil, kann dies neben der Gefahr fur andere Verkehrsteilnehmer auch zu
einem Entzug des Fihrerscheins wegen mangelnder Fahreignung fuhren. Der
Rauschmittelkonsum von Eltern hat unter Umstanden einen enormen Einfluss auf das Wohl
des Kindes. Weiterhin spielt der Missbrauch von Rauschmitteln eine Rolle bei
arbeitsrechtlichen  Fragestellungen,  Sorgerechts-Streitigkeiten und  Kldrung von
Schuldfahigkeit.

1.2 Bedeutung der Haaranalytik bei toxikologischen Fragestellungen

Im Rahmen einer forensisch toxikologischen Untersuchung von Todesféllen dienen
verschiedene Asservate dazu, sowohl die Beeinflussung des/der Betroffenen durch Alkohol,
Drogen oder Arzneimittel abzuschatzen bzw. eine Intoxikation ausschlielen zu kdnnen [2].
Um eine akute Beeinflussung oder Intoxikation nachweisen zu kénnen, werden vorrangig
Blut- und Urinproben untersucht. Aufgenommene Substanzen kénnen in der Regel im Blut
lediglich einige Stunden und im Urin wenige Tage nach dem Eintritt des Todes
nachgewiesen werden [3].

Anhand der Konzentration der entsprechenden Substanzen im Blut kann eingeschatzt
werden, ob in einem Fall eine Intoxikation vorlag oder nicht. Durch die Gewdhnung an
bestimmte Substanzen wie u.a. Opiate oder Alkohol, kdnnen sehr hohe Blutkonzentrationen
von gewohnten Personen uberlebt werden, die man in einer gutachterlichen Stellungnahme
normalerweise schon als letal-komatds einschatzen muss. Eine differenzierte
Betrachtungsweise kann mit der Einschatzung einer Substanzgew6hnung durchgefiihrt
werden. Die Einschatzung einer Gewodhnung wird im Rahmen der Leichentoxikologie

hauptsachlich mittels Haaranalyse durchgefiihrt [2, 3]. Die Abschatzung einer mdglichen
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Gewohnung spielt so zum Beispiel bei Heroin- und Alkoholintoxikationen eine wichtige
Rolle. Hierbei kommt es im Rahmen der Abhéangigkeit im Laufe der Zeit zu einem
zunehmenden Substanzkonsum. Aufgrund einer Toleranzentwicklung kénnen sehr hohe
Blutkonzentrationen der jeweiligen Substanz noch Uberlebt werden, welche bei einer nicht
gewdhnten Person bereits todesurséchlich sein kénnen.

Bei einer langen Liegezeit eines Leichnams kommt es haufig vor, dass Blut und Urin flr
eine toxikologische Untersuchung nicht mehr zur Verfligung stehen. Neben der Analyse von
Organen, welche lediglich Hinweise auf eine subakute Beeinflussung geben kénnen, kann
die Untersuchung der Haare einen Aufschluss tber das Konsumverhalten in den letzten
Monaten vor dem Todeseintritt geben.

Mit Hilfe der Haaranalyse ist es moglich, ein deutlich groReres Nachweisfenster als mit der
Blut- oder Urinanalyse abzudecken. Je nach Haarldnge kann eine Substanzaufnahme,
welche Monate zuriickliegt, noch nachgewiesen werden. Bei der Untersuchung einer
Haarprobe macht man es sich somit zu Nutze, dass aufgenommene Substanzen in das Haar
eingelagert werden. Je hdufiger eine Substanzaufnahme in einer bestimmten Zeitspanne
erfolgt, desto gréRer ist die eingelagerte Substanzmenge im Haar. Eine zeitlich
zuriickliegende wiederholte Substanzaufnahme oder chronische Substanzaufnahme mit der
Folge einer Gewdhnung kann mit Hilfe der Haaranalyse belegt werden [2, 4-7].

Die Untersuchung von Haarproben spielt auch eine sehr wichtige Rolle bei lebenden
Personen. Im Rahmen der Fahreignungsbegutachtung kann man mittels der Haaranalyse
eine Abstinenzbehauptung belegen mit dem Ziel der Fihrerscheinwiedererlangung [8-10].
Aber auch bei anderen Fragestellungen wie u.a. bei Sorgerechtsstreitigkeiten im Rahmen
eines Gerichtsverfahrens kann ein Abstinenzbeleg mit Hilfe der Haaranalyse von grofer
Bedeutung sein [11]. Die Haaranalyse kann auch bei Kklinisch toxikologischen
Fragestellungen ein wichtiges Hilfsmittel darstellen. Unter anderem werden Haaranalysen
als Abstinenzkontrolle in der Transplantationsmedizin, vorrangig bei Lebertransplantationen
wo eine Alkoholabstinenz essentiell ist, oder als Beleg einer regelméRigen
Substanzaufnahme bei einem Therapeutischen Drug Monitoring z.B. zur Kontrolle einer
regelmaBigen Aufnahme von Psychopharmaka im Rahmen einer Behandlung von

psychischen Erkrankungen eingesetzt [12].
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1.3 Abschatzung der Geféahrdung des Kindeswohls mittels Haaranalyse

Durch den Missbrauch oder die Abhéngigkeit der Eltern von Drogen, Alkohol oder
Arzneimitteln, kann das Kindeswohl auf unterschiedliche Weise geféhrdet sein. Durch den
Konsum von Rauschmitteln wahrend der Schwangerschaft kann das ungeborene Kind schon
im Mutterleib geschéadigt werden [13-17].

Ein erhohter Alkoholkonsum vor der Geburt des Kindes kann zu Fehlentwicklungen,
welche unter den Begriff "Fetal Alcohol Spectrum Disorder (FASD)" zusammengefasst
werden, flhren. Drogenkonsum wahrend der Schwangerschaft erhoht deutlich das Risiko
fur das Auftreten des plétzlichen Kindstodes (sudden infant death syndrome - SIDS) [18,
19].

Wenn haufiger und regelmaRiger Rauschmittelkonsum der Eltern im Umfeld des Kindes
stattfindet, besteht die Mdoglichkeit, dass dies zu Vernachlassigung, Misshandlungen,
fehlender Erziehung, Fehlerndhrung, Armut und sozialer Verwahrlosung des Kindes fihrt
und dass das Kind in direkten Kontakt kommt und damit verbunden ist eine mdogliche,
unbeabsichtigte Aufnahme von Rauschmitteln. Es besteht die Gefahr einer Intoxikation mit
diesen Substanzen. Zur Abschatzung einer Kindeswohlgefahrdung, kann die Haaranalyse
der Eltern und Kinder ein Hilfsmittel sein [20]. Haufig geben die Eltern einen Umgang oder
Missbrauch mit illegalen Rauschmitteln nicht zu, da sie Angst vor den Konsequenzen
haben. Mit Hilfe der Haaranalyse, als retrospektive Analysentechnik, kann somit ein
Konsum von Drogen der Eltern aufgedeckt und ebenfalls mit der Kinderhaarprobe dessen
Umgang mit Drogen abgeschéatzt werden [21-24].

Die Abklarung, ob eine Gefahrdung des Kindeswohles besteht, kann auch im Rahmen eines
Sorgerechtsstreits relevant sein, bei dem eine Haaranalyse der Eltern richterlich angeordnet

werden kann.

1.4 Notwendigkeit einer alternativen Matrix fir den retrospektiven
Substanznachweis

Die Untersuchung von Haaren bietet sehr viele Méglichkeiten und hat ihre grofiten Vorteile
in dem enormen Nachweisfenster gegeniiber den Matrices Blut, Urin, Speichel und der nicht
invasiven Probengewinnung. Ein Nachweis einer chronischen oder langer zurlckliegenden
Aufnahme von korperfremden Substanzen ist je nach Haarlange ber Monate bis Jahre

mdoglich [2]. Damit wird nicht nur die Mdglichkeit gegeben, Gewohnungen an Substanzen
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nachzuweisen, sondern auch Abstinenzbehauptungen zu unterstiitzen oder ein
therapeutisches Drug Monitoring durchzufiihren. Im Gegensatz zur Matrix Haar kénnen
Blut, Speichel, Schweilf und Urin nur ein kurzes Nachweisfenster von einigen Stunden bis
wenigen Tagen abdecken und stellen immer nur Momentaufnahmen dar. Eine
kontinuierliche Kontrolle Uber eine therapeutische Substanzaufnahme oder Uber ein
Abstinenzverhalten kann nur mittels der Haaranalytik gewahrleistet werden bzw. durch
haufig frequentierte Blut- bzw. Urinanalysen.

Bei Personen mit sehr kurzen Haaren oder wenig Behaarung (haufig bei Ménnern, alteren
Personen, Babys oder bei krankheitsbedingten Ursachen), kdnnen gegebenenfalls nur kurze
Zeitraume mittels Haaranalyse betrachtet werden. Als Folge der Haarprobenentnahme kann
eine kosmetische Beeintrachtigung bei sehr kurzen oder sehr wenigen Haaren nicht
vermieden werden, da mindestens 200 mg Haare (zwei bleistiftstarke Strdhnen) fir die
Analyse bendtigt werden. AuBerdem kann die Haarkosmetik einen groRen Einfluss auf die
Analytkonzentration im Haar haben. Unter anderem kann die Anwendung von
alkoholhaltigen Kosmetika (Haarschaum, Gel, Wachs) zu falsch positiven Ergebnissen fir
Fettsaureethylester als Alkoholmarker filhren [25]. Weiterhin kann haufiges Waschen der
Haare die Analytkonzentration im Haar herabsenken. Auch das Bleichen, Farben oder
Tonen der Haare kann einen sehr groRen Einfluss auf die Analytkonzentration haben [26].
Bei Brandleichen oder Leichen in einem weit fortgeschrittenen Faulniszustand, stehen unter
Umstéanden keine Haare mehr fir eine Analyse zur Verfligung.

Daher ist es notwendig, alternative Matrices flir einen retrospektiven Substanznachweis fur
den Fall zu etablieren, dass keine Haare oder nur kosmetisch behandelte Haare fiir eine

Untersuchung zur Verfligung stehen [27].

1.5 Verwendete Messtechniken

1.5.1 Flussigchromatographie mit Triple — Quadrupol — Massenspektrometer

Der quantitative Nachweis der Substanzen in Haar- und Nagelproben erfolgte im Rahmen
dieser Arbeit mittels LC-QQQ-MS (Flissigchromatographie mit Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer). Bei dieser Methode handelt es sich um eine Messtechnik mit sehr
hoher Empfindlichkeit, meist groRem linearem Bereich fiir die Quantifizierung und guter
Massenaufldsung. Die chromatographische Trennung erfolgte auf einer Umkehrphasen
Séule (Reversed Phase) C18. Der Vorteil der Flissigchromatographie liegt darin, dass

Eigenschaften wie Thermostabilitdt und Verdampfbarkeit der Analyten im Gegensatz zur

10
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Gaschromatographie keine Rolle spielen. Bei der Flussigchromatographie ist die
Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten und die Trennleistung jedoch in der Regel

schlechter als bei der Gaschromatographie.

l l Quad Mass Filter (Q1) Ouad Mass Filter (03)

([ — ovtoror 1\ [l | i | .
T 7/ il | | CR] BT

Lens 1 and 2 Collision Cell Detector

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines Triple Quadrupol Massenspektrometer
(Die Abbildung wurde von der Firma Agilent Technologies (Waldbronn, Deutschland) zur Verfligung gestellt.)

Nach der chromatographischen Trennung des Analytgemisches werden die Analyten zur
lonenquelle transportiert. Hier werden mittels Elektrospray-lonisation (ESI) schonend
hauptsachlich Molekilionen der Analyten gebildet. Ein GroRteil des Losemittels wird durch
hohe Temperaturen in der Quelle verdampft und durch die sogenannten
Coulombexplosionen entstehen aus den Analyten, die sich zuvor in mehrfach geladene
Mikrotropfchen befanden, Analytionen. Danach gelangen die entstandenen Analytionen
mittels eines elektrischen Feldes durch eine Transferkapillare in das Massenspektrometer.
Durch drei hintereinander ~ geschaltete Quadrupole kdnnen in der
Tandemmassenspektrometrie Analyten im Femtogramm Bereich nachgewiesen werden. Der
erste Quadrupol (Q1) kann als Massenfilter dienen (siehe Abbildung 2), der zweite
Quadrupol ist die sogenannte Kollisionszelle. In der Kollisionszelle treffen die
Vorlauferionen auf ein inertes Gas (z.B. Stickstoff oder Argon) und fragmentieren durch
einen Aufprall mit den neutralen Molekilen. Der dritte Quadrupol (Q3) kann die zuvor
entstandenen Fragmente bzw. Produktionen (Product-lons) aus der Kollisionszelle
selektieren. Durch das Ein- und Ausschalten der verschiedenen Quadrupole ergeben sich
u.a. folgende Messmodi, welche bei unterschiedlichen Fragstellungen eingesetzt werden
kénnen: (1) Im Full-Scan-Modus gelangen alle Analyten in einem bestimmten
Massenbereich m/z zum Detektor. In diesem Modus ist die Messempfindlichkeit sehr
gering, da keine Einschrankung der detektierten Analyten stattfindet. Daher wird dieser
Messmodus h&ufig im Rahmen der Messmethodenentwicklung verwendet, indem eine
Einzelsubstanz in Losung unter der Umgehung der S&ule, direkt in das Massenspektrometer
gelangt und ein Precursor-lon bzw. Vorldauferion fur die Einzelsubstanz festgelegt werden

kann. (2) Der Product-lon-Scan dient dazu, alle Fragmente des zuvor festgelegten

11
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Precursor-lon (Vorlauferion) aufzunehmen. Somit dient der Q1 als Massenfilter und in der
Kollisionszelle werden die zuvor festgelegten Vorldauferionen fragmentiert. Der Q3 dient in
diesem Modus jedoch nicht als Massenfilter und lasst alle entstandenen Produktionen zum
Detektor. Die Fragmentierung des Vorlauferions in bestimmte Produktionen (Product-lons)
stellt einen sogenannten Massenlbergang dar. Die bei der Fragmentierung auftretenden
Ubergédnge eines Vorlauferions zu einem Produktion (Product-lon) werden als
Massenibergange bezeichnet. In diesem Messmodus konnen die besten und stérksten
Masseniubergange fur eine Substanz ausgewéhlt werden. (3) Bei dem Multiple-Reaction-
Monitoring (MRM) handelt es sich um eine zweifache Massenselektion, da sowohl der Q1
als auch der Q3 als Massenfilter fungieren. In dieser Messmethode erreicht man eine sehr
hohe Messempfindlichkeit, da nur zuvor ausgewéhlte Masseniibergange detektiert werden.
Je mehr Analyte in einer Messmethode erfasst werden sollen und je mehr Masseniibergénge
in einem Dbestimmten Zeitfenster aufgenommen werden, desto geringer wird die
Messempfindlichkeit.

Der intensivste Masseniibergang wird in der Regel fiir die Quantifizierung und der zweit-
und gegeben falls drittstarkste Masseniibergang als sogenannter "Qualifier" genutzt. Um
eine Substanz valide identifizieren zu konnen, miissen beide Ubergange in einem

bestimmten Verhéltnis und zu einer zuvor ermittelten Retentionszeit auftreten.

1.5.2 Flussigchromatographie mit Quadrupol — Time — Of — Flight —
Massenspektrometer

Die Flussigchromatographie mit Quadrupol-Time-Of-Flight-Massenspektrometer (LC-
QTOF-MS) wird vorzugsweise fur den qualitativen Nachweis von Substanzen eingesetzt.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das LC-QTOF-MS flr die gleichzeitige qualitative und
guantitative Analyse von NSARs in Haarproben von Todesfallen verwendet. Die Bildung
der Molekilionen erfolgt mit Hilfe der schonenden ESI (vgl. 1.5.1). Die entstandenen
Molekiilionen gelangen uiber eine Glaskapillare vom Atmosphdarendruck aus der lonenquelle
in das Hochvakuum, welches im Massenspektrometer herrscht. Beim LC-QTOF-MS
(Abbildung 3) dient der Quadrupol (Q1) als Massenfilter. Hier kann vor der Messung ein
bestimmter Massenbereich definiert werden. Alle lonen, die eine kleinere oder grdRere
Masse aufweisen, werden nicht weiter zur Kollisionszelle geleitet. In der Kollisionszelle
(Hexapol), welche mit einem inerten Gas gefullt ist, entstehen durch den Aufprall der
Analytionen auf neutrale Molekile spezifische Fragmente. In dieser Arbeit wurde als

Kollisionsgas Stickstoff verwendet.
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines Quadrupol-Time-Of-Flight
Massenspektrometer
(Die Abbildung wurde von der Firma Agilent L(ae(;?:l(l)tlggies (Waldbronn, Deutschland) zur Verfiigung
Im TOF-Analysator findet dann schlussendlich die Trennung der Fragmentionen aufgrund
ihrer unterschiedlichen Fluggeschwindigkeiten statt. Alle lonen besitzen annéhernd die
gleiche kinetische Energie, jedoch benétigen sie aufgrund des unterschiedlichen Masse zu
Ladungs-Verhaltnisses (m/z) unterschiedlich lang um zum Reflektor am hdchsten Punkt im
Flugturm zu gelangen und von dort aus den Detektor zu erreichen. Kleine und leichtere
lonen bendtigen eine kiirzere Zeit um zum Detektor zu gelangen als groere und schwerere
lonen. Durch den doppelten Flugweg, einmal zum hochsten Punkt im Flugturm und dann
nach der Reflexion zum Detektor am tiefsten Punkt des Flugturms, werden minimale
Unterschiede der Kkinetischen Energie der einzelnen lonen ausgeglichen und die
Massenauflésung wird erhoht. Fir die durchgefiihrten Messungen wurden zwei Messmodi
verwendet. Wahrend des MS-Modus ist der Q1 auf Durchlass gestellt und in der
Kollisionszelle werden keine Fragmente gebildet. Es gelangen alle Molekilionen aus der
Quelle direkt in den Flugturm. Bei einem MS/MS-Experiment l&sst der erste Quadrupol nur
bestimmte lonen in einem bestimmten Massenbereich hindurch. In der Kollisionszelle
werden diese lonen substanzspezifisch fragmentiert, so dass ein bestimmtes Spektrum von
Fragmenten bzw. Produktionen entsteht. Fir den qualitativen Nachweis wurde im Auto-
MS/MS Modus gemessen. In diesem Modus werden also datenabhangige hochaufgeldste
Full-Scan-Spektren aufgenommen, wobei das Gerdt immer zwischen MS- und MS/MS-
Modus wechselt. In diesem Modus werden Datenfiles mit spezifischen
Produktionenspektren aufgenommen. Diese kdnnen zur Identifizierung mit den Spektren der
im Hause erstellten Bibliothek verglichen werden [28, 29]. Die Identifizierung von
Substanzen erfolgt zusatzlich mittels der Retentionszeit, welche in der Bibliothek
verzeichnet ist. Durch die hdhere Messempfindlichkeit im MS-Modus, wird dieser fur die

Quantifizierung verwendet. Hier werden keine Produktionenspektren aufgenommen,
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sondern lediglich das Vorlauferion mit der akkuraten Masse und die Retentionszeit fir die

Identifizierung verwendet.

1.6 Methodenvalidierung nach den Richtlinien der Gesellschaft fur
Toxikologische und Forensische Chemie

Die durchgefuhrten Methodenvalidierungen erfolgten alle nach den Richtlinien der
Gesellschaft flir Toxikologische und Forensische Chemie (GTFCh) [30]. Die
Methodenvalidierung dient dazu, einen Nachweis und eine Dokumentation der
Zuverlassigkeit der Methode zu erbringen. Somit ist sie die Grundvoraussetzung fiir
Qualitat und Vergleichbarkeit. Die mit einer validierten Methode gewonnenen
Analysenergebnisse sind im Streitfall nur schwer anfechtbar, was vor allem im Rahmen
einer toxikologischen Untersuchung unerlasslich ist. Nach den Richtlinien der GTFCh
werden folgende Parameter einer Nachweismethode Gberprift: Selektivitdt der
Messmethode, Linearitdt des Kalibrierbereiches, Genauigkeit, Stabilitdt, Analytische
Grenzen, sowie Matrixeffekte und Wiederfindung. Fir die Selektivitdt werden sechs
Leerproben ohne internen Standard vermessen sowie zwei Zero-Proben (Leermatrix mit
Zusatz von internem Standard). Mit diesen Messungen soll ausgeschlossen werden, dass
Signale zu den entsprechenden Retentionszeiten zu sehen sind, um falsch positive
Ergebnisse zu vermeiden. Die Kalibrierproben (Leermatrix plus Analyte) werden 6-fach
vermessen und mittels Grubbs-Test (Signifikanzniveau: 95%) wird auf AusreilRer getestet.
Die Varianzhomogenitat wird mittels F-Test zwischen der hdchsten und niedrigsten
Konzentration oder mittels Cochran-Test (ber alle Konzentrationen (Vorgabe Signifikanz:
99%) bestimmt. Bei gegebener VVarianzhomogenitét kann die lineare Regression verwendet
werden. Ist diese nicht gegeben, kann alternativ ein gewichtetes Kalibrationsmodell
verwendet werden (z.B. 1/x, 1/x?). Fir die Genauigkeit werden zwei homogene Pools
hergestellt (niedrig und hohe Konzentration). An mindestens 5 verschiedenen Tagen werden
die beiden Pools doppelt vermessen. Es wird auf Wiederholprdzision (an der
Bestimmungsgrenze ist eine relative Standardabweichung (RSD) von 20% erlaubt, sonst
15%) und Laborprazision (an der Bestimmungsgrenze 20% RSD, sonst 15%) getestet.
Weiterhin wird das gemeinsame Akzeptanzintervall als Kombination von Bias und
Prézision (95% pB-Toleranzintervall) tGberprift. Die Stabilitdt der Analyte wird mittels 6
Qualitatskontrollen (QCs) bei einer niedrigen und hohen Konzentration innerhalb der
Routinebearbeitungszeiten untersucht. Es werden nur die absoluten Peakflachen verwendet

ohne die Beriicksichtigung des internen Standards. Die Abweichungen der absoluten
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Peakflachen zwischen den Priftagen dirfen maximal 25% betragen. Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen werden mit 5 verschiedenen Kalibratoren nach DIN 32645 bestimmt
[31]. Bei der Bestimmungsgrenze darf der akzeptierte Bias bei = 20% liegen sowie die
Prézisionsdaten mit einer RSD < 20% bei einer Signifikanz von 99%. Die Matrixeffekte
und die Wiederfindung werden mit Hilfe einer Reinsubstanzldsung, aufgestockten
Matrixproben (Analytenzugabe  vor Extraktionsschritt) und  aufgestockten
Leermatrixextrakten (Analytenzugabe nach Extraktionsschritt) bei zwei unterschiedlichen
Konzentrationen ermittelt. Die Matrixeffekte durfen zwischen 75 — 125% liegen und die

Wiederfindung muss mehr als 50% betragen.

1.7 Zielstellung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit hat sich mit dem retrospektiven Nachweis einer chronischen oder
mehrfachen zeitlich zuriickliegenden Substanzaufnahme beschéftigt. In der Routine werden
fir diesen Nachweis die Haare herangezogen. Es sollten sowohl neue Fragestellung mit
einem retrospektiven Nachweis von Substanzaufnahmen beantwortet, als auch eine
alternative Matrix fiir Haare untersucht und gepruft werden.

Im Detail war es also das Ziel der Arbeit einerseits die Haaranalytik zu nutzen, um auf eine
Korrelation zwischen einer Langzeitaufnahme von nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR)
und dem Auftreten von gastrointestinalen Lasionen anhand von Todesfdllen aus dem
Sektionsgut des Instituts zu priifen. Andererseits sollten FuB- und Fingernagel als alternative

Matrix fur die retrospektive Analysentechnik getestet werden.

Die Haaranalytik wird seit vielen Jahren sehr intensiv erforscht. Durch die Mdglichkeit der
kontinuierlichen Kontrolle einer Substanzaufnahme, wie zum Beispiel von Arzneimitteln,
illegalen Rauschmitteln oder von Alkohol, kénnen verschiedene Untersuchungen angestellt
werden. Es besteht die Mdglichkeit, eine langer zurlckliegende eventuell chronische
Arzneimitteleinnahme aufzudecken und diese mit organischen Befunden der Obduktion in
Korrelation zu setzen. Wie sich in einer Studie zuvor gezeigt hat, konnte mit Hilfe der
Blutergebnisse, welche nur einen Uberblick tiber aufgenommene Substanzen in den letzten
Stunden vor dem Eintritt des Todes geben konnen, keine signifikante Korrelation zwischen
gastrointestinalen L&sionen und der Aufnahme von NSAR gefunden werden. Es sollte nun
untersucht werden, ob ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Langzeiteinnahme

von NSAR und gastrointestinalen Lasionen mittels Haaranalyse gezeigt werden kann. Zu
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Beginn der Arbeit stand bereits eine validierte Methode fiir den Nachweis von NSAR in
Haaren zur Verflgung. Eine groBe Anzahl von Haarproben aus dem Sektionsgut des

Instituts fir Rechtsmedizin sollte aufgearbeitet, gemessen und ausgewertet werden.

Fir den Nachweis des Umgangs bzw. Konsums von Rauschmitteln wurden 2011 bis 2014
Haarproben wvon Eltern und Kindern untersucht, um eine Kindeswohlgefahrdung
einschatzen zu konnen. Es sollte dabei getestet werden, ob Kinder in Kontakt mit
Rauschmitteln kommen und eine Gefahr des Kindeswohles durch die Umgebung des
Kindes besteht. Die Haarproben sollten in bestimmten Abstdnden untersucht werden, um
eine Entwicklung des Konsumverhalten der Eltern darstellen zu kdnnen und im besten Falle
die Mitarbeit der Eltern zu belegen und ihnen damit das Sorgerecht fir ihre Kinder zu

lassen.

Zusétzlich wurde an Konsummarkern in Haaren geforscht, welche es ermdglichen,
zwischen verschiedenen Konsumformen von Cocain zu unterscheiden. Hierbei handelte es
sich um die Konsumformen des traditionellen Kauens von Cocablattern und dem illegalen
Konsum von Cocapaste. Der quantitative Nachweis der Cocaalkaloide sollte einen
Aufschluss dariiber bringen, wie sich die Konzentrationen der Cocaalkaloide in den
einzelnen Herstellungsschritten dndern. Die Untersuchung der einzelnen Zwischenprodukte
bei der Herstellung der Cocapaste sollte zeigen, bei welchen Herstellungsschritten die
potentiellen Konsummarker verloren gehen und in welchen Konzentrationen sie in der

Cocapaste noch nachweisbar sind.

Weiterhin war es Ziel der Arbeit, eine alternative Matrix zu Haaren fiir einen retrospektiven
Nachweis einer Substanzaufnahme zu testen. Es sollten zunédchst mehrere Haar- und
Nagelproben von Todesfallen mit einer ungerichteten Suchanalyse untersucht und die
qualitativen Ergebnisse der beiden Matrices miteinander verglichen werden. Da sich in
dieser Studie zeigte, dass die Ergebnisse der Haar- und der Nagelanalyse vergleichbar
waren, stellte sich die Aufgabe, eine sensitive Quantifizierungsmethode zu entwickeln und
nach den Richtlinien der GTFCh zu validieren. Ziel war es hierbei Methoden fur den
gerichteten Nachweis von verschiedenen illegalen Rauschmitteln und Psychopharmaka fir
gemahlene Haar- und Nagelproben zu etablieren. Fir die Anwendung der Methoden an
Realproben standen Haar- und Nagelproben aus dem Sektionsgut des Instituts fir
Rechtsmedizin zur Verfligung. Mittels Substanzkonzentrationen in Haaren und Négeln,
sowie die Segmentierung dieser beiden, sollten weitere Hinweise auf die Einlagerungswege

der Substanzen in die Nagelmatrix gefunden werden.
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2 Hintergrunde zur Haar- und Nagelanalyse

2.1 Haare als Untersuchungsmatrix

2.1.1 Anatomie und Physiologie des Haares

Haare befinden sich fast Uberall an unserem Korper und dienen hauptsachlich zum Schutz
der Haut und zur Temperaturkontrolle. Oberhalb der Haut befindet sich der Haarschaft,
welcher aus keratinisierten Zellen besteht. Der Haarschaft l&sst sich in drei Schichten
einteilen: Medulla, Cortex und Cuticula (Abbildung 4). Die Medulla bildet den Markkanal
und ist aus unregelméRig angeordneten Zellen aufgebaut. Der Cortex bildet die Schicht um
den Markkanal und besteht hauptséchlich aus langs angeordneten Fasern und macht den
Groliteil des Haarschaftes aus. Die &uBerste Schicht wird auch als Schuppenschicht
(Cuticula) bezeichnet und besteht aus den verhornten und abgestorbenen Zellen [32].

Medulla

Cortex

Cuticula

Abbildung 4: Aufbau des Haarschaftes
Quelle: http://thumbs.dreamstime.com/x/diagramm-eines-balgs-einem-querschnitt-von-s-
35012099.jpg; letzter Zugriff: 17.06.2016

In der Dermis befindet sich die Haarwurzel, welche aus lebenden Zellen besteht und mit
dem Blutkreislauf verbunden ist. In der Papille befinden sich die teilungsaktiven
Matrixzellen, die durch die Blutbahn mit wichtigen N&hrstoffen versorgt werden. Durch die
stdndige Teilung der Matrixzellen schieben sich die neu gebildeten verhornten Zellen nach

oben, bis sie schliellich aus der Haut herausgeschoben werden.
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Die neu gebildeten Zellen bestehen hauptséchlich aus Keratin und Melanin, welche durch
die Keratinozyten und Melanozyten produziert werden. Bei der Substanz Melanin handelt es
sich um ein schwarzes, braunes oder rétliches Pigment, das sowohl die Haare, als auch die
Haut und Augen farbt. Das wasserunldsliche Faserprotein Keratin bildet die Grundsubstanz
fir Haare und Négel beim Menschen. Die Biegsamkeit und Festigkeit wird hauptséchlich

durch die Anzahl der Disulfidbriicken zwischen den Polypeptid-Ketten bestimmt.

ruhender
Bereich

-

Fibroblast ~

Haarbalg- wulst- B
muskel region

| auRere Schicht
der Haarwurzel

—-— -— -—

Bereich
zyklischen
Wachstums
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—~ -

—

Haar-
i - papille

Abbildung 5: Aufbau des Haares in seiner physiologischen Umgebung
Quelle: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/94/Anatomy_of_the_skin_de.jpg; letzter Zugriff:
17.06.2016

Jedes einzelne Haar besitzt an der Wulstregion einen Haarbalgmuskel, der fur das
Aufstellen der Haare verantwortlich ist und eine Talgdrise, welche das Sebum bildet
(Abbildung 5). Durch das Sebum werden nicht nur die verhornten Zellen geschmeidig
gehalten, sondern die Sebumschicht dient ebenfalls als Schutz vor Krankheitserregern und

anderen Umwelteinflissen [33, 34].
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2.1.2 Wachstumszyklen der Haare

Haare haben insgesamt drei Wachstumsstadien. Eingeteilt werden diese Stadien in die
Anagen-, Katagen-, und Telogenphase (Abbildung 6). Wahrend der Anagenphase befindet
sich das Haar im Wachstum. Die Haarpapille wird mit Nahrstoffen tber die Blutbahn
versorgt und Melanin und Keratin werden produziert. Danach folgt die Katagenphase, in der
keine Zellteilung mehr stattfindet. In dieser Zeit wird das zuvor entstandene Haar von der
Haarwurzel abgetrennt. Nach der Katagenphase folgt die Telogenphase, welche auch als
Ruhephase bezeichnet wird. In dieser Phase ist das Haar nicht mehr mit der Wurzel und
somit auch nicht mehr mit der Blutbahn verbunden [35, 36]. Etwa 5 — 20% der Kopfhaare
befinden sich in diesem Zustand, der bis zu 6 Monate andauern kann, bevor das Haar
ausfallt. Je nach Kdrperregion kann die Lange der Phasen sehr unterschiedlich sein und der
Anteil der telogenen Haare kann Uber 50% betragen. Bei Haaren aus der Kopfregion geht
man von einer Wachstumsgeschwindigkeit von 0,8 bis 1,2 cm pro Monat aus [2]. Beinhaare
wachsen zum Beispiel deutlich langsamer, mit einer mittleren Wachstumsrate von 0,6 cm
pro Monat. Dieses liegt daran, dass sich die Haare aus der Beinregion deutlich kirzer in der
Anagenphase und langer in der Telogenphase befinden. Es muss also im Hinblick auf das
mogliche Nachweisfenster differenziert werden, aus welcher Korperregion die Haare fir

eine Untersuchung stammen.

Anagenphase Katagenphase Telogenphase

Abbildung 6: Wachstumszyklen des Haares
Quelle: http://www.haar-ausfall.com/service/haarlexikon/wachstumszyklus/index.jsp; letzter Zugriff: 17.06.2016

Die zu untersuchende Haarstrdhne enthalt je nach Entstehungsort bis zu 5 — 20% telogene
Haare, also Haare, die 6 Monate im Wachstumsstillstand waren [37]. Diese Haare

reprasentieren somit einen anderen Zeitraum als die Haare, welche sich zur Zeit der
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Probengewinnung in der Anagenphase befanden. Bei der Untersuchung einer 6 cm langen
Kopfhaarstrahne werden somit nicht nur die letzten 6 Monate sondern maximal bis zu 12
Monate vor der Probenentnahme betrachtet. Werden die Haare jedoch bis auf Hauththe
herunter rasiert und ausschlieBlich die nachgewachsenen Haare fir die Analyse

herangezogen, dann kann der Anteil der telogenen Haare gegen 0% gehen [2, 37].

2.1.3 Einlagerungswege in das Haar

Im folgenden Abschnitt werden unterschiedliche Einlagerungswege in die Haarmatrix
betrachtet und das Problem der &uferen Kontamination erldutert. Die meisten basischen
Drogen und Arzneimittel gelangen vermutlich durch passive Diffusion aus dem Blut und
den umliegenden Geweben in die Haarwurzel [34]. Die gemessene Konzentration einer
Substanz in Haaren und die damit abgeschdtzte Konsumh&ufigkeit ist von der chemischen
Struktur und den pharmakokinetischen Eigenschaften des Analyten abhéngig. Das Pigment
Melanin kann in vier unterschiedlichen Formen vorkommen. In dunklen Haaren ist
hauptséchlich Eumelanin und Oxyeumelanin vorhanden, wobei in roten und blonden
Haaren  Ph&omelanin  und  Oxyphdomelanin  dominieren.  Die  gemessenen
Analytkonzentrationen in dunklen Haaren sind hoher als in blonden oder weilRen Haaren
[38]. Die Haarfarbe hat also einen wesentlichen Einfluss auf die Analytkonzentration, da die
Art und Menge des Melanins bei verschiedenen Haarfarben variieren. Vor allem basische
Substanzen wie Cocain, Amphetamine oder Opiate, haben eine héhere Einlagerungsrate in
dunkle Haare. Es wird angenommen, dass die basischen Substanzen durch die sauren
Bedingungen in den Melanozyten (pH 3 — 6) protoniert werden und somit eine
Ruckdiffusion deutlich erschwert wird. Saure und neutrale Substanzen werden aus diesem
Grund nicht in dem MaRe ins Haar eingelagert [34]. Nach der Aufnahme von Substanzen
zirkulieren diese im Blutkreislauf und werden in die Wurzel der Haare, welche sich im
Anagenstadium befinden, eingelagert [34]. Eine punktuelle Einlagerung ins Haar nach der
Substanzaufnahme ist daher flr basische Substanzen anzunehmen und das Haar kann als
eine Art Zeitschreiber fungieren. Durch die Segmentierung einer Haarstrdhne in z.B. 1 cm
lange Abschnitte wére es somit mdglich, dass kurze Konsumphasen und Abstinenzphasen
differenziert werden kénnten [39-41].

Eine grofle Herausforderung stellt ein zeitaufgeldster Nachweis von Cannabinoiden im Haar
dar. Der Analyt delta-9-Tetrahydrocannbinol (THC) wird fast ausschlielich (ber den

Rauch in das Haar eingelagert und nicht von innen aus dem Koérper. Dadurch kann keine
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punktuelle Einlagerung durch das Blut in die Haarwurzel stattfinden, da der Rauch der
Cannabisprodukte (darunter fallen Haschisch oder Marihuana) sowohl auf die kopffernen
als auch kopfnahen Haare gelangen kann. Der Metabolit 11-nor-9-carboxy-THC (THC-
COOH) wird vermutlich Uber das Sebum in das Haar eingelagert, so dass nach Konsum
auch nur die kopfnahen Haare der Metabolit zu finden sein sollte. Eine punktuelle
Einlagerung ist jedoch ebenfalls unwahrscheinlich, da das Sebum auf dem Haar spreitet
[42]. Als Konsummarker hat sich der THC Metabolit bisher nicht durchgesetzt, da die
meisten Routinelabors keine Messgerdte mit ausreichender Messempfindlichkeit besitzen,
welche fir die niedrigen Konzentrationen zwingend erforderlich sind [2, 43-46].

Analog besteht die Gefahr einer dufleren Kontamination der Haare durch Stdube (z.B. von
Cocainpulver, pulvrige Amphetaminzubreitungen), kontaminierte Hande mit Stauben, durch
Schweil3 oder durch kontaminierte Oberflachen [47, 48]. Durch geeignete Metaboliten kann
eine Kdrperpassage bei einigen Substanzen mittels der Haaranalyse sicher belegt werden.
Wenn eine Substanziibertragung tber den Schweill z.B. bei engem Kontakt mit einem
Konsumenten stattfindet, kénnen jedoch unter Umstidnden auch Metabolite in den Haaren
des Nicht-Konsumenten nachgewiesen werden. Weiterhin gibt es fur Amphetamin bisher
keine etablierten Metabolite, die eine Korperpassage belegen kénnten. Fir den Analyten
Cocain kann der Nachweis des Metaboliten Benzoylecgonin nicht zwangsldufig als Beweis
fiir einen Konsum gewertet werden, da die Hydrolyse von Cocain zu Benzoylecgonin auch
aullerhalb des Korpers stattfinden kann. Eine Differenzierung zwischen Umgang oder
Konsum kann mit dem Nachweis von Benzoylecgonin in Haaren also nicht erfolgen [48-
50]. Der Nachweis von Norcocain in Haaren ist meist erst nach einem intensiven und
regelmaRigen Cocainkonsum mdglich, belegt aber mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit
die Koérperpassage. Als weiterer Cocainmetabolit kann Cocaethylen herangezogen werden,
jedoch entsteht Cocaethylen nur, wenn Cocain gleichzeitig mit Alkohol konsumiert wird
[51-53].

Ein Heroinkonsum wiederum kann gut durch den Nachweis der Stoffwechselprodukte 6-
Monoacetylmorphin (6-MAM) und Morphin mittels Haaranalyse belegt werden. Wird
jedoch Morphin allein im Haar nachgewiesen, dann sollte von einer Aufnahme von
Morphin, zum Beispiel als Schmerzmittel, ausgegangen werden [54].

Um eine bessere Abgrenzung zwischen Konsum und Umgang zu belegen, kdnnen die
Konzentrationsverhaltnisse des Metaboliten zur Muttersubstanz herangezogen werden. Es
sind viele  Untersuchungen  diesbeziiglich  gemacht worden, um  valide
Konzentrationsverhaltnisse zu etablieren, die eine bessere Unterscheidung zwischen

Konsum und Umgang mit illegalen Rauschmitteln erlauben [55-58].
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Bei einigen Analyten wie zum Beispiel THC oder Amphetamin besteht somit das Problem,
dass zwischen Umgang und Konsum mittels der Haaranalyse nicht mit Sicherheit
unterschieden werden kann. Es muss jedoch angemerkt werden, dass in vielen Fallen der
Nachweis eines bloRen Umgangs mit illegalen Rauschmitteln, wie zum Beispiel bei der
Kindeswohlgefahrdung, ausreichend ist, um weitere Malinahmen einzuleiten mit dem Ziel,
dass das Kind in Zukunft keinen Umgang mehr mit illegalen Betaubungsmitteln hat. In
vielen anderen Fallen sollte das Ziel sein, dass die Person ihre Lebensgewohnheiten andert
und nicht mehr selbst illegale Rauschmittel aufnimmt, sich aber auch nicht mehr in dem
gewohnten Umfeld aufhalt, in dem konsumiert wird.

Eine Konsumhaufigkeit kann mit Hilfe der Analytkonzentrationen in Haaren abgeschétzt
werden. Die Haufigkeit wird auf der Grundlage von einer sehr grofen Anzahl von
Haarproben eingeschatzt [59]. In dieser Studie wurden Analytkonzentrationen in mehreren
1000 Haarproben von verschiedenen Konsumentengruppen untersucht und in verschiedene
Perzentile eingeordnet. Diese Werte durfen jedoch nur als Richtwerte angesehen werden, da
die eingelagerte Substanzmenge von den intraindividuellen und interindividuellen Faktoren
abhéngt [2]. Weiterhin muss bei solchen Untersuchungen immer in Betracht gezogen
werden, dass nicht sichergestellt werden kann, dass man leichte, mittelstarke und starke

Konsumenten zu gleichen Anteilen in die Studie mit eingeschlossen hat.

2.1.4 Einfluss auf die Analytkonzentration in Haaren durch die Haarkosmetik

Beim Bleichen der Haare wird Wasserstoffperoxid meist in Kombination im Ammoniak
verwendet. Auch beim Féarben der Haaren (von dunkel nach hell) werden Peroxide
eingesetzt. Bei einer Behandlung der Haare mit Wasserstoffperoxid erzielt man den gréiten
Substanzverlust, da die Haarstruktur durch das Bleichen enorm geschédigt wird und die
Analyte chemisch abgebaut werden. Durch das Aufbrechen der Haarstruktur, vorrangig
durch den Einsatz von Ammoniak, kann bei h&ufigem Waschen der Haare die
Analytkonzentration durch Auswascheffekte deutlich erniedrigt werden [60, 61].

Es ist daher zwingend notwendig, die Haarkosmetik bei der Probenentnahme im Detail zu
dokumentieren [62]. Bei aggressiver Haarkosmetik kann je nach Fragestellung auf
Korperhaare ausgewichen werden, sofern diese in einem ausreichenden Malie vorhanden

sind.
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2.2 Der Nagel als Untersuchungsmatrix

2.2.1 Physiologie und Anatomie des Nagels

Nagel werden als Hautanhangsgebilde bezeichnet. An jedem Finger, wie auch an jedem Zeh
befindet sich ein Nagel. Er dient hauptséchlich als Schutz und unterstiitzt das Gefuhl in den
Finger- bzw. FuBspitzen. Der Nagel besteht aus keratinisierten verhornten Zellen, welche
die Nagelplatte formen. Die farblose Nagelplatte ist der sichtbare Teil des Nagels und ist mit
dem Nagelbett verbunden. Im Nagelbett befinden sich die Blutbahnen, die dem Nagel die
leicht rétliche Farbe geben. Das Nagelbett reicht von der Lunula bis hin zum Hyponychium,

das den Ubergang zwischen Nagelbett zur normalen Epidermis bildet (Abbildung 7 [63]).

Nagelplatte Cuticula

Lunula

Germinale Matrix in

Freier Nagelrand der Nagelwurzel

Hyponychium
Nagelbett

Abbildung 7: Aufbau des Nagels

Am Ende des Nagels befindet sich der freie Nagelrand, der nicht mehr in Kontakt mit dem
Nagelbett steht und aus diesem Grund weiBlich ist. Ebenfalls weiRllich erscheint die Lunula,
der Teil des Nagels, welcher sich nah an der Wurzel befindet.

Der Nagel wird in der Nagelwurzel durch die Zellen der germinalen Matrix gebildet [64].
Die Nagelwurzel befindet sich wie die Haarwurzel unter der Haut und ist nicht sichtbar.
Dort werden standig neue Zellen produziert, welche durch den Zusatz von Keratin
verhornen. Die neu gebildeten Zellen schieben die alten Zellen sowohl nach vorne als auch
nach oben durch die Cuticula (Nagelhaut). Es findet somit nicht nur ein Wachstum in die
Lange, sondern auch in die Hohe statt. Je langer die Nagelwurzel ist, desto mehr Zellen

kénnen produziert werden und desto dicker wird die Nagelplatte [27, 64].
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2.2.2 Wachstum der Néagel

Die Wachstumsgeschwindigkeit der N&gel an den Fingern und den Zehen ist
unterschiedlich. Die Fingernagel wachsen im Durchschnitt 0,1 mm pro Tag und somit
zwischen 1,9 — 4,4 mm pro Monat. Bis der komplette Fingernagel ersetzt wird, dauert es
ungefédhr 6 Monate. FuBnéagel wachsen ca. 1/3 langsamer als Fingerndgel und es dauert es
zwischen 12 und 18 Monaten bis zum kompletten Ersatz [64]. Das Wachstum ist von
individuellen Faktoren, wie Geschlecht, Alter und Gesundheitszustand abhéngig. Studien
konnten belegen, dass die Nagel an unterschiedlichen Fingern bzw. Zehen in ihrer
Wachstumsrate variieren. Ebenfalls wurde festgestellt, dass Néagel bei Kalte langsamer
wachsen als bei Warme. Man geht davon aus, dass 80% des Nagels durch die germinale
Matrix gebildet werden und ca. 20% wahrend der Zeit, in der sich der Nagel durch die Haut
schiebt und sich mit dem Nagelbett verbindet [27, 64].

2.2.3 Mogliche Einlagerungswege in den Nagel

Die Einlagerung von Substanzen in den Nagel ist bisher nur in Ansétzen geklart [27]. Es
wird jedoch vermutet, dass es drei mogliche Einlagerungswege gibt: Uber die Blutbahnen,
wahrend der Nagel in der germinalen Matrix gebildet wird und wéhrend der Nagel in
Kontakt mit dem gut durchbluteten Nagelbett steht oder durch den Schweil3, der sich
vorrangig unter dem freien Nagelrand sammelt. Es besteht zusétzlich die Gefahr der auBReren
Kontamination, welche bei den Fingernageln hoher ist, als bei Haaren. Beim
Rauschmittelkonsum kann eine auflere Kontamination der Fingerndgel nicht vermieden
werden, da die Hande zwangsldufig in den Kontakt mit pulvrigen Zubereitungen, Tabletten,
Tabakerzeugnissen oder flissigen Zubereitungen kommen. Die Fundgel sind dieser
Kontamination nicht in dem Male ausgesetzt, jedoch ist die Schweillproduktion héher [65-
67].
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2.3 Vergleichende Beobachtungen der beiden Matrices Haar und Nagel

Da das AusmaR der Speicherung in den Haaren von der Pigmentierung abhangig ist, hat die
Haarfarbe einen groRen Einfluss auf die Analytkonzentration im Haar [38]. Der Vorteil der
Nagelanalyse besteht darin, dass in den Nageln kein oder nur sehr wenig Melanin zu finden
ist [64]. Allerdings haben bei dunkelhdutigen Menschen auch die Né&gel einen hoéheren
Melaninanteil. Durch aggressive Haarkosmetik wie Bleichen oder Farben der Haare kann
die Analytkonzentration deutlich herabgesenkt werden [60]. Diese Einflussnahme ist bei
Né&geln kaum gegeben. Somit ist der Proband bei der Analyse der Né&gel nicht in seiner
Haarkosmetik eingeschrankt. Es missen jedoch Auswascheffekte der Analyte aus der
Nagelmatrix durch haufiges Handewaschen sowie die Anwendung von Nagellack und
Nagellackentferner als Einflussgréen auf die Analytkonzentration im Nagel in Betracht
gezogen und kritisch bewertet werden [27]. Bei der Probenentnahme von z.B. FuBnégeln ist
eine kosmetische Beeinflussung vernachlassigbar. Bei sehr kurzen, feinen Haaren muss eine
hohere Anzahl an Haaren enthommen werden, um auf ca. 200 mg Haarmaterial fur die
Analyse zu kommen. Dadurch kann die kosmetische Beeintrachtigung hier deutlich gréRer
sein, als bei Personen mit langen, dichten Haaren, wo eine unaufféllige Probenentnahme
unterhalb des Deckhaares méglich ist. Auerdem gibt es Menschen, die krankheitsbedingt
z.B. durch Alopezie, keine Haare an ihrem Koérper aufweisen. Die Untersuchung der Nagel
kann in diesem Fall eine niitzliche Alternative sein.

Die Substanzeinlagerung ins Haar wird seit vielen Jahren intensiv erforscht und ist zu einem
groBen Teil aufgeklart [2]. Weiterhin konnten Studien dazu beitragen, dass die gemessene
Analytkonzentration in Haaren Hinweise auf das Konsumverhalten geben kann und man
grob eine Abschdtzung (ber einen seltenen, regelméRigen oder haufigen Konsum
vornehmen kann [59]. Dieses ist mittels Nagelanalyse aufgrund der fehlenden Datenbasis
noch nicht moglich. Weiterhin ist je nach Analyt teilweise ein zeitaufgeloster Nachweis von
Substanzen in Haaren durchfiihrbar [39-41]. Eine Substanzeinlagerung uber den Schweil in
den Nagel macht einen zeitaufgeldsten Nachweis schwierig. Daher bedarf es weiterer
Forschungsarbeit, um die Einlagerungswege und mdglichen Nachweisfenster in Négeln

besser zu verstehen.

26



Ergebnisse

27



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Manuskript I:
Hair analysis in the detection of long-term use of non-steroidal anti-
inflammatory drugs and its relation to gastrointestinal hemorrhage: an

examination of 268 hair and blood samples from autopsy cases.

3.1.1 Zusammenfassung

Der Einsatz von nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) als Analgetika, Antirheumatika,
Antiphlogistika und Antipyretika ist weltweit verbreitet. Im Jahr 2011 wurden 915
Millionen Definied Daily Doses bzw. angenommene mittlere Tagesdosen (DDD) von
NSAR in Deutschland verschrieben. Zusatzlich sind viele NSAR in geringer Dosierung, wie
zum Beispiel Ibuprofen mit bis zu 400 mg, ohne Rezept erhaltlich. In Deutschland sind
NSAR  apothekenpflichtig bzw. ab  einer  bestimmten  Dosierung auch
verschreibungspflichtig. Man kann jedoch unter anderem in den USA viele NSAR frei im
Handel (z.B. im Supermarkt) in sehr groBen Mengen zu einem sehr geringen Preis erhalten.
Aufgrund dieser leichten Verfugbarkeit von nicht verschreibungspflichtigen NSAR steigt
die Gefahr einer, vom Arzt nicht kontrollierten, regelmaBigen und langen Anwendung,
welche wiederum das Risiko fir das Auftreten von unerwiinschten Nebenwirkungen
erhdhen kann. Als Nebenwirkungen sind u.a. Magenblutungen beschrieben. Ziel dieser
Arbeit war es, zu bestatigen, dass die Langzeiteinnahme von NSAR und anderen
Arzneimitteln, wie u.a. Serotonin-Wiederaufnahmehemmer, Thrombozyten-
aggregationshemmer die Gefahr von gastrointestinalen Lasionen erhéht. Die weiteren
Arzneimittel wurden ausgewahlt, da diese auch in der Diskussion stehen gastrointestinale
Lasionen zu  begunstigen.  Weiterhin  wurden die  Proben auf mehrere
Protonenpumpenhemmer untersucht, da diese héaufig in Kombination mit NSARs
verschrieben werden. Mit Hilfe von Sektionsbefunden und Informationen zu der
bestehenden Medikation aus der Ermittlungsakte, wurden im Vorfeld Falle ausgewahlt, wo

die Einnahme von NSAR gesichert ist.
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In dieser retrospektiven Untersuchung wurden Haar- und Blutproben von insgesamt 268
Todesféllen untersucht. In der Fallgruppe befanden sich 132 Todesfalle, bei denen wahrend
der Obduktion gastrointestinale L&sionen, wie unter anderem Lé&sionen der Speiserohre,
Lasionen der Magenschleimhaut und Lasionen im unteren Verdauungstrakt festgestellt
worden sind. Als Kontrollgruppe (n = 136) wurden Todesfalle ausgewahlt, bei denen
wéhrend der Obduktion keine Hinweise auf gastrointestinale L&sionen gefunden wurden.
Untersucht wurden die Haarproben mit einer Methode, die nach den aktuellen Richtlinien
der GTFCh validiert wurde. Die Haare wurden nach dem Kleinschneiden mittels Schere flr
2 x 18 Stunden in einem Puffer extrahiert und die Extrakte mittels LC-QTOF-MS im MS-
Modus gemessen. Die chromatographische Trennung erfolgte mittels FlieBmittelgradienten
auf einer Umkehrphasenséule. Fir die Substanzen Citalopram, Clopidogrel, Diclofenac,
Fluoxetin, Lansoprazol, Omeprazol, Pantoprazol, Paroxetin, Piroxicam, Sertralin,
Ticlopidin, Tirofiban und Trapidil lag der lineare Kalibrationsbereich zwischen 0,05 — 2,5
ng/mg Haar und fir die restlichen Analyten zwischen 0,1 — 100 ng/mg Haar.

Die Blutproben wurden mit einer basisvalidierten Screeningmethode mittels HPLC-
Diodenarraydetector (DAD) untersucht. Die erhaltenen Extrakte der Blutproben wurden
nach Proteinfallung mittels HPLC-DAD vermessen. Die Ergebnisse der Blutanalyse dienten
dazu einen Uberblick dariiber zu bekommen, welche Arzneimittel aktuell und zeitnah zum
Todeseintritt von der entsprechenden Person eingenommen wurden. Im Gegensatz dazu ist
es mittels einer 6 cm langen Haarstrahne mdglich, Hinweise auf eine Arzneimitteleinnahme
der letzten 6 bis 12 Monaten zu bekommen. Mit Hilfe der Blutanalysen wurden 23% der
Proben in der Fallgruppe und 18% der Proben in der Kontrollgruppe positiv auf mindestens
1 NSAR getestet. Anhand der Blutproben konnte somit kein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Gruppen gezeigt werden. Mittels Haaranalyse konnte jedoch ein
signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und Fallgruppe ermittelt werden, da in der
Fallgruppe 67% der Haarproben auf mindestens 1 NSAR und lediglich 38% der Haarproben
in der Kontrollgruppe positiv auf mindestens 1 NSAR getestet wurden (Abbildung 8). Es
muss jedoch angemerkt werden, dass die Haarproben mit positivem Nachweis aus der
Kontrollgruppe auch aufgrund einer seltenen und kurzen NSAR-Aufnahme in den letzten 6

Monaten zuriickgefuhrt werden kénnen.
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Abbildung 8: Ergebnisse der Haar- und Blutanalysen

Die Analytkonzentrationen in den positiv getesteten Haarproben lag bei 94 % (ber einen
Grenzwert von 2 ng/mg und 64% der positiven Haarproben iber einen Grenzwert von 10
ng/mg. Bei Konzentrationen tber 2 ng/mg kann eine mehrmalige Substanzaufnahme
vermutet werde und bei Gber 10 ng/mg ist von einer regelmaRigen Substanzaufnahme
auszugehen. Die am haufigsten nachgewiesenen Analyten waren Salicylsaure (n = 42),
Diclofenac (n = 18) und Ibuprofen (n = 13) in den Haarproben der Fallgruppe. Falle, bei
denen Salicylsdure in den Haaren nachgewiesen wurde, zeigten bei der Obduktion eine
gleichmaRige Verteilung der gastrointestinalen Lasionen im Magen-Darm-Trakt. Der obere
gastrointestinale Trakt war bei Fallen mit positiven Diclofenac und Ibuprofen Befund am
haufigsten von gastrointestinalen Ldsionen betroffenen. Insgesamt umfasste die Studie 50
Falle, bei denen gastrointestinale Blutungen als todesurséchlich eingestuft wurden. In 8
Fallen wurde lbuprofen in den Haaren nachgewiesen, in 19 Féllen Salicylsaure und in 5
Fallen wurde in den Haaren Diclofenac nachgewiesen, bei denen die gastrointestinalen
Blutungen als todesurséchlich eingestuft wurden. Einen deutlichen Unterschied zwischen
der Fall- und Kontrollgruppe konnte vor allem mit Hilfe des Nachweises von Diclofenac
zeigen. Dieser Analyt wurde insgesamt in beiden Gruppen 23-mal in Haaren nachgewiesen.
Davon gehorten 18 Haarproben der Fallgruppe an und nur lediglich 5 Haarproben der
Kontrollgruppe. Die Analyten Salicylsdure und Diclofenac wurden insgesamt 78 bzw. 28-
mal in den Haaren der beiden Gruppen nachgewiesen. Ein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontroll- und Fallgruppe mit dem Nachweis der beiden Analyten konnte nicht

gezeigt werden.
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Anhand dieser Studie konnte gezeigt werden, dass eine Langzeiteinnahme von NSAR die
Gefahr des Auftretens von gastrointestinalen Lasionen signifikant erhoht. Die Haaranalyse
machte es mdglich, eine zurlckliegende Aufnahme von NSAR vor dem Eintritt des Todes

zu ermitteln und in einen Zusammenhang mit den Obduktionsergebnissen zu bringen.

3.1.2 Publikation

Krumbiegel F, Hastedt M, Eichberg S, Correns N, Gapert R, Hartwig S, Herre S, Tsokos M

Hair analysis in the detection of long-term use of non-steroidal anti-inflammatory drugs and its
relation to gastrointestinal hemorrhage: an examination of 268 hair and blood samples from
autopsy cases.

Forensic Sci Med Pathol. 2014 Mar;10(1):28. doi: 10.1007/s1202@13-95076. Epub 2013 Nov
13.
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3.2 Manuskript I1:

Behaviour of hygrine and cuscohygrine in illicit cocaine production establishes

their use as markers for chewing coca leaves in contrast with cocaine abuse.

3.2.1 Zusammenfassung

Der traditionelle Konsum von Bestandteilen der Cocapflanze (Erythroxylum cocajn Form
des Kauens der Cocablatter oder als Teezubereitung, gehort fiir viele Menschen
hauptsachlich in Stidamerika, zum Alltag und ist gesellschaftlich akzeptiert. Der Konsum
von Cocain als Rauschmittel ist jedoch auch in diesen Regionen illegal. Daher ist es
zwingend notwendig differenzieren zu konnen, ob eine Person traditionell und legal
Cocablatter gekaut oder das Rauschmittel Cocain als illegale pulvrige Zubereitung
konsumiert hat. Ziel dieser Untersuchung war es, geeignete Marker zur Differenzierung der

Konsumform zu finden.

Getrocknete Cocablatter

(frisch) 5 g
(A)
+ 10 ml Hzo
+ 50 ml Kerosin > Extrahierte Cocablatter werden verworfen (B)

2 Stunden rithren, dekantieren

v

Extraktion in Kerosin

+2 ml H,S0, (1% in H,0) | 5 Kerosinwird verworfen
Schiitteln, wéssrige Phase abtrennen (C)

v

Re-Extraktion in wéassriger
H,SO,
Ausféllen mit NH; (25 % in H,0), filtern . il wird ;
und Trocknung des Riickstandes an der Wassriger Anteil wird verworfen
Luft
Cocapaste
(D)

Abbildung 9: Herstellung der Cocapaste
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Im Vorfeld wurden mehrere Haarproben von Cocakauern aus Argentinien und
Cocainkonsumenten aus Deutschland mittels LC-QTOF-MS, LC-QQQ-MS und GC-MS
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Substanzen Hygrin und Cuscohygrin nur in
den Proben der Cocakauer nachgewiesen werden konnten und somit diese beiden
Substanzen sich als Marker fur die Differenzierung zwischen Cocakauern und
Cocainkonsumenten eignen. Es galt somit nun zu kléren, bei welchen Herstellungsschritten
der illegalen Cocainherstellung die Alkaloide Hygrin und Cuscohygrin verloren gehen
(Abbildung 9). Im Folgenden wurden (A) frische Cocabléatter aus Argentinien, (B) Extrakte
von Cocablattern, welche zuvor mit Wasser, Kerosin und Calciumcarbonat behandelt
wurden, (C) der wéssrige Extrakt nachdem Schwefelséure hinzugegeben wurde und (D) die
gewonnene Cocapaste selbst auf Cocain, Ecgoninmethylester, Cinnamoylcocain, Hygrin
und Cuscohygrin mittels LC-MS/MS und analysiert.

Die chromatographische Trennung fand auf einer HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography) Séule statt, welche aus hochreinem, volistdndig pordsem Kieselgel
besteht. Der Vorteil einer HILIC S&ule ist unter anderem der, dass eine Trennung von
polaren Substanzen maoglich ist.

<j\/ﬁ\ <j\)0H\
N CHj N = CHs
/ . /
HoC Hygrin HaC
SO VLERSY Y
N N N X N
/ \ / \
HaC CH, HaC CHs

Cuscohygrin

Abbildung 10: Strukturformeln von Hygrin (oben) und Cuscohygrin (unten)

Es konnte gezeigt werden, dass die Analyten Hygrin und Cuscohygrin nur in sehr geringen
Anteilen mit Kerosin extrahiert werden. Bei Kerosin handelt es sich um eine lipophile und
unpolare Flussigkeit. Die Substanzen Hygrin und Cuscohygrin sind im Verhdltnis zu
Kerosin hydrophiler, was durch die Stickstoffatome und der Ketogruppe (Keto-Enol-
Tautomerie) begriindet ist (Abbildung 10). Daher haben Hygrin und Cuscohygrin eine
schlechte Loslichkeit in Kerosin. Im letzten Herstellungsschritt wird durch eine basische

Fallung die Cocapaste erhalten, in der die beiden Alkaloide Hygrin und Cuscohygrin nicht

33



Ergebnisse

mehr nachweisbar sind. Die Gehalte an Cocain, Cinnamoylecocain, und Ecgoninmethylester
in den frischen Cocablattern bis hin zur Cocapaste nimmt sehr deutlich zu. Der Anteil an
Hygrin und Cuscohygrin nimmt deutlich ab, so dass nur noch in Spuren in der Cocapaste

nachweisbar sind.

Anhand dieser Untersuchungen kann belegt werden, dass eine Unterscheidung zwischen
legalen Cocakauen und illegalem Cocainkonsum anhand der beiden Marker Hygrin und
Cuscohygrin sinnvoll und zukiinftig ein wichtiger Bestandteil in der Haaranalytik und ggf.

auch in anderen Matrices wie Urin sein sollte.

3.2.2 Publikation

Rubio NC, Thurmann D, Krumbiegel F, Pragst F

Behaviour of hygrine and cuscohydrine in illicit cocaine production establishes their use as
markers for chewing coca leaves in contrast with cocaine abuse.

Drug Test Anal. 2016 Mar 22. doi: 10.1002/dta. 1972. [Epub ahead of print]
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3.3 Manuskript I11:
Hair Analysis as a Diagnostic and Forensic Tool in a Social Support System for
Families with Underage Children and Drug Abusing Parents: Four Year

Experience.

3.3.1 Zusammenfassung

Im Rahmen einer Kooperation mit dem Senat fur Soziales, Kinder, Jugend und Frauen der
Hansestadt Bremen wurden zwischen 2011 und 2014 insgesamt 982 Haarproben auf
klassische Betdubungsmittel untersucht. Davon waren 388 Haarproben von Kindern im
Alter zwischen 1 — 14 Jahren, 22 Proben von Jugendlichen (zwischen 15 — 17 Jahren) und
572 Haarproben von Eltern oder verantwortlichen Bezugspersonen. Die Teilnehmer dieser
Studie waren dem Jugendamt oder anderen sozialen Einrichtungen im Vorfeld durch
Umgang oder Konsum von Drogen bekannt. Im Vordergrund der Untersuchungen stand es
eine mogliche Gefdhrdung des Kindeswohls mittels der Haaranalyse auf Drogen
einschatzen zu konnen. Hierbei sollte untersucht werden, ob sich die Kinder in einem
Umfeld aufhalten, in dem regelmdRig Drogen wie u.a. Methadon, Opiate, Cocain,

Amphetamin, Ecstasy, Benzodiazepine oder Cannabisprodukte konsumiert werden.

Zu Beginn der Studie wurden lediglich die Haarproben der Eltern untersucht. In dem Fall,
dass die Haarproben positiv auf illegale Betdubungsmittel, Substitutionsmittel und/oder
Benzodiazepine getestet wurden, wurden dann ebenfalls die Haarproben der im Haushalt
lebenden Kinder analysiert. Weiterhin wurden in regelmaRigen Abstdnden (nach 6 oder 12
Monaten) erneut Haarproben der zuvor positiv getesteten Eltern untersucht, um eine

Verénderung des Umganges mit Drogen abschatzen zu kénnen.

Die Haarproben wurden mittels LC-QTOF-MS, LC-QQQ-MS und GC-MS auf Drogen und
deren Metabolite untersucht. Es konnten 31 unterschiedliche Betdubungsmittel in den
Haarproben nachgewiesen werden. Insgesamt konnten in 296 Haarproben der
minderjahrigen Kinder mindestens 1 illegales Betaubungsmittel und/oder 1 Benzodiazepin
nachgewiesen werden (Tabelle 1). Am hdufigsten wurden die Analyten Cocain und THC in
den Haarproben der Kinder nachgewiesen. In den Haarproben der Erwachsenen (Eltern oder
verantwortliche Bezugsperson) wurden ebenfalls am hdufigsten Cocain und THC

nachgewiesen.
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Tabelle 1: Haufigkeitsverteilung der positiv getesteten Haarproben von Kindern und Erwachsenen

Positiv getestete Haarproben  Positiv getestete Haarproben

Analyt
der Kinder [%0] der Erwachsenen [%]

6-MAM 19,6 13,1
Amphetamin 4,7 7,8
Benzodiazepine 41 6,9
Cocain 50,0 43,5
MDMA 1,7 4,9
MDE - 0,7
Methadon 14,5 12,6
Methamphetamin - 0,2
THC 37,5 43,5

Die Haufigkeitsverteilung ist bei Eltern und Kinder annahernd vergleichbar. In den
Haarproben der Eltern wurden additiv noch MDE und Methamphetamin in wenigen Fallen
nachgewiesen.

Weiterhin wurde eine Auswertung der positiven Haarproben fir die Jahre 2011, 2012, 2013
und 2014 durchgefiihrt, wovon im Folgenden die Maximalkonzentrationen der positiven
Proben auf den jeweiligen Analyten pro Jahr dargestellt werden. Im Jahr 2011 wurden
Methadon (24,6%) und Heroin (27,9%) am hdaufigsten in den Kinderhaarproben im
Begutachtungszeitraum nachgewiesen. Im Jahr 2012 wurde der Ecstasywirkstoff MDMA
mit 2,5% am haufigsten in den vier Jahren nachgewiesen. Die Analyten Cocain (56,4%) und
THC (48,7%) wurden im Jahr 2013 am h&ufigsten im Vergleich zu den anderen Jahren
nachgewiesen. Die maximale Anzahl der positiv getesteten Kinderhaarproben auf
Amphetamin (7,0%) und Benzodiazepine (5,2%) war im Jahr 2014. Ebenfalls wurden gar
keine Drogen in den Kinderhaarproben am haufigsten im Jahr 2014 detektiert.

Ein GroRteil der Kinder, welche im selben Haushalt leben wie Drogenkonsumenten, wurde
auch positiv auf diese Drogen getestet. Haufig zeigten die Kinder das gleiche Muster der
verschiedenen Drogen wie die dazugehdrigen Eltern. Die Analytkonzentrationen in den
Kinderhaarproben waren oft deutlich geringer, als die Analytkonzentration in den
Erwachsenenhaarproben. Bei einigen Analyten wie u.a. Cocain, Amphetamin und THC ist
es bei einer geringen Analytkonzentration nicht mdglich, zwischen Umgang und Konsum zu
unterscheiden. Bei Cocain werden bestimmte Stoffwechselprodukte, welche eine
Kdorperpassage belegen, erst bei Konzentrationen ab ca. 2 ng/mg im Haar nachgewiesen.
Der Nachweis von THC oberhalb der Entscheidungsgrenze von 0,02 ng/mg Haar ist kein

sicherer Beleg fiir eine Aufnahme von Cannabisprodukten, da die Einlagerung von THC
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und THC-Saure A hauptséchlich tber den Rauch bzw. lber kontaminierte Finger durch das
Rollen eines Joints von aulen basiert, ohne dass eine tatsachliche Inkorporation
stattgefunden haben muss [43]. Es steht in der Diskussion, ob der Metabolit 11-nor-9-
carboxy-THC (THC-COOH) als Beleg fiir eine Kdrperpassage ausreicht, obwohl dieser
Analyt vermutlich iiber das Sebum in das Haar gelangt, so dass eine Ubertragung Gber das

Sebum eines Konsumenten auf Kinderhaar moglich ist [43].

Anhand der Studie wurde ebenfalls deutlich, dass die jlingeren Kinder in einer Familie
haufig hohere Analytkonzentrationen in ihren Haarproben aufwiesen. Hier ist darauf
hinzuweisen, dass jiungere Kinder in einem viel engeren Kontakt mit den Eltern stehen und
auch eine Substanziibertragung Uber kontaminierte Hande oder (ber den Schweil’ der Eltern
moglich ist.

Diese Studie konnte zeigen, dass die Haaranalytik eine sehr effiziente Methode ist, um einen
Umgang mit Drogen in dem Umfeld von minderjahrigen Kindern abschétzen zu kénnen.
Die Haaranalyse hat den enormen Vorteil eines sehr grolen zeitlichen Nachweisfensters
gegeniuber des von Blutanalysen, welche als invasive Probenentnahme zusatzlich als sehr
unangenehm von den Betroffenen empfunden wird. Aufgrund der hoch empfindlichen
Messtechnik war es mdglich, auch Ultraspuren der Analyten in den Haarproben

nachzuweisen und damit auch einen seltenen Konsum der Eltern belegen zu kénnen.

3.3.2 Publikation
Pragst F, Hastedt M, Krumbiegel F, Herre S

Hair Analysis as a Diagnostic and Forensic Tool in a Social Support System for Families with
Underage Children and Drug Abusing Parents: Four Year Experience.
Arab Journal of Forensic Science and Forensic Medicine 2015, Volume 1 Issue (133.30
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3.4 Manuskript 1V:
Nails are a potential alternative matrix to hair for drug analysis in general
unknown screenings by liquid-chromatography quadrupole time-of-flight mass

spectrometry.

3.4.1 Zusammenfassung

Im Rahmen einer forensisch toxikologischen Untersuchung bei Todesfallen werden
vorrangig Blut, Urin, Mageninhalt, Organe und in speziellen Fragestellungen auch Haare
analysiert. Mittels Blutanalyse kénnen Aussagen uber eine akute Beeinflussung bis hin zu
einer letalen Intoxikation getroffenen werden. In der forensischen Toxikologie spielen der
chronische Substanzgebrauch und die Gewohnung eine wichtige zusétzliche Rolle. Bei
einigen Todesfallen kann eine Untersuchung der Haare einen Hinweis auf eine mdégliche
Gewohnung an bestimmte Substanzen, wie zum Beispiel Heroin, geben. Mit Hilfe der
zusétzlichen Haaranalyse ist meist eine bessere und individuellere Einschédtzung der
Substanzkonzentrationen im Blut mdglich und kann hinsichtlich einer mdglichen
Heroinintoxikation eine sehr entscheidende Rolle spielen.

Es ist jedoch mdglich, dass Personen zu Lebzeiten wenig und eine nur sehr sparliche
Behaarung aufweisen oder dass im Rahmen des Faulnisprozesses die Haare nicht mehr fir
die forensisch toxikologische Untersuchung zur Verfugung stehen. Auch bei
Brandgeschehen ist es haufig der Fall, dass der Leichnam keine Haare mehr aufweist. Fir
diese Félle ist eine alternative Matrix notwendig, um den Langzeitgebrauch von Substanzen
nachweisen zu koénnen. Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob sich N&gel als
alternative Matrix eignen, wenn keine Haare fur eine Untersuchung zur Verfligung stehen.
In dieser Studie wurden Haar- und Nagelproben von insgesamt 70 Todesféllen im Rahmen
einer qualitativen ungerichteten Suchanalyse (general unknown screening, GUS) mittels
hochauflésender Massenspektrometrie (LC-QTOF-MS) untersucht. Ausgewéhlt wurden
Todesfalle von Personen, welche laut Ermittlungsakte der Polizei in der Vergangenheit
Drogen- und/oder Medikamentenmissbrauch betrieben haben. Zum Vergleich wurden Haare
und Né&gel als Untersuchungsmaterial verwendet und die Ergebnisse verglichen. Die
Aufarbeitung der Haar- und Nagelproben erfolgte gleichermalien: Zerkleinerung der Proben
mittels Kugelmiihle und 2-tdtige Extraktion.

In den Haar- und Nagelproben konnten insgesamt 89 verschiedene Analyte mittels GUS
nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass sich die Ergebnisse der Haaranalyse nur in ca.

10% der Félle grundsatzlich von den Ergebnissen der Nagelanalyse unterschieden. In den
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meisten Fallen basierten die Unterschiede vor allem im Metabolitenmuster. Es muss
angemerkt werden, dass teilweise unterschiedliche Zeitfenster mittels Haaruntersuchung
und der Nageluntersuchung abgedeckt werden konnten. Es stand nicht in jedem Fall ein
kompletter Nagel zur Verfligung, so dass vielmals nur der Nagelrand herangezogen werden
konnte, welcher vor ca. 3 — 5 Monaten aus dem Nagelbett herausgewachsen ist [64]. Die
Untersuchung einer 6 cm langen Haarstrahne reprasentiert jedoch mindestens die letzten 6

Monate vor dem Todeseintritt.

Eine starke Korrelation zwischen der Haar- und Nageluntersuchung konnte gezeigt und in
einen plausiblen Zusammenhang mit der Vorgeschichte gebracht werden. Anhand der
Ergebnisse kann somit davon ausgegangen werden, dass sich die Substanzen sowohl in die
Haare als auch in die Négel gleichermalen einlagern.

3.4.2 Publikation

Krumbiegel F, Hastedt M, Tsokos M

Nails are a potential alternative matrix to hair for drug analysis in general unknown screenings
by liquid-chromatography quadrupol time-of-flight mass spectrometry.

Forensic Sci Med Pathol. 2014 Dec;10(4):45963. doi: 10.1007/s1202@14-9588x. Epub 2014 Jul
19.
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3.5 Manuskript V:

The use of nails as an alternative matrix for the long-term detection of previous
drug intake: validation of sensitive UHPLC-MS/MS methods for the
guantification of 76 substances and comparison of analytical results for drugs

in nail and hair samples.

3.5.1 Zusammenfassung

Die Notwendigkeit eine alternative Untersuchungsmatrix fir Haare zu etablieren wurde
bereits in der Zusammenfassung 3.4.2 zu dem Manuskript 1V "Nails are a potential
alternative matrix to hair for drug analysis in general unknown screenings by liquid-

chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry™ detailliert beschrieben.

Ziel dieser Arbeit war es, quantitative Messmethoden fiir insgesamt 76 unterschiedliche
Substanzen, hauptsachlich fiir illegale Betdubungsmittel und Psychopharmaka, mit einer
hoch sensitiven Nachweistechnik (LC-QQQ-MS) nach den Richtlinien der GTFCh zu
validieren. Weiterhin sollten Haare und Nagel von Todesfallen segmentiert und die
gemessenen Substanzkonzentrationen in den Matrices verglichen werden.

Insgesamt wurden zwei Nachweismethoden fiir die illegalen Betdubungsmittel und andere
toxikologisch relevanten Wirkstoffe, sowie fiir Psychopharmaka am LC-QQQ-MS
erfolgreich fur die Matrices Nagel und Haar validiert. Mittels dieser Methoden kénnen 76
Substanzen mit einer hohen Empfindlichkeit nachgewiesen werden.

Es wurden Haar- und Nagelproben von 7 Todesféllen mit Hilfe der validierten Methoden
untersucht. Die Segmentierung der Haar- und Nagelproben konnte verdeutlichen, dass die
Substanzkonzentrationen in Haaren und Nd&geln in den einzelnen Segmenten nicht
vergleichbar sind. Vor allem im Nagelrand konnten in einigen Féallen deutlich hoéhere
Konzentrationen als in den anderen Segmenten nachgewiesen werden. Eine Einlagerung der
Substanzen (iber den Schwei oder durch &uRere Kontamination sind mdgliche
Erklarungsansétze. Eine Substanzeinlagerung wéhrend der Bildung des Nagels in der
germinalen Matrix muss ebenfalls als ein wichtiger Einlagerungsweg angesehen werden.
Unterschiedliche Substanzkonzentrationen konnten in den einzelnen Nagelsegmenten
nachgewiesen werden, was fir eine punktuelle Einlagerung nach einer Substanzaufnahme
wéhrend der Bildung des Nagels spricht. In Fall 1 konnte in einem Nagelsegment der
primére  Heroinmetabolit  6-Monoactylmorphin  (6-MAM) und der sekundére
Heroinmetabolit Morphin nachgewiesen werden. Im Nagelrand konnte eine deutlich

geringere Konzentration (ca. 10%) der beiden Substanzen nachgewiesen werden. Dies
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spricht fur eine Substanzeinlagerung wahrend der Nagelbildung. Im zweiten Fall konnten
im Nagelrand deutlich hoherer Konzentrationen von 6-MAM, Codein und Morphin
nachgewiesen werden als in den restlichen Nagelsegmenten. Durch den Nachweis dieser
Substanzen im Urin des Verstorbenen, ist eine zeitnahe Heroinaufnahme zum
Todeszeitpunkt anzunehmen. Hier erscheint eine Einlagerung Uber den Schweil3 und
teilweise durch &ufere Kontamination der Heroinzubereitung als wahrscheinlichster
Erklarungsansatz flir die hohen Substanzkonzentrationen im Nagelrand.

Weiterhin  wurden  Konzentrationsverhaltnisse von Metaboliten zur jeweiligen
Muttersubstanz bestimmt. Far MDA/MDMA, 2-Ethylidin-1,5-dimethyl-3,3-
diphenylpyrrolidin  (EDDP)/Methadon und Nortilidin/Bisnortilidin  konnten in 5
verschiedenen Féllen anndhernd gleiche Konzentrationsverhéltnisse im Haar und im Nagel
bestimmt werden, was fir eine vergleichbare Substanzeinlagerung, vermutlich tiber das Blut
wahrend der Bildung der jeweiligen Matrix, spricht. Fir den Analyten Methadon und seinen
Metaboliten EDDP wurden in einem Fall deutlich andere Konzentrationsverhaltnisse
zwischen Nagel und Haaren nachgewiesen. Im Rahmen einer Substitutionsbehandlung mit
Methadon kommt es als Nebenwirkung h&ufig zu starkem Schwitzen der Patienten. Da das
Ausmal des Schwitzens individuell sein kann, ist eine unterschiedliche Einlagerungsrate
des Methadons und EDDP aus dem Schweil in den Nagel denkbar. Eine vermehrte
Substanzeinlagerung durch den Schweill ware eine Erklarung fir die nicht vergleichbaren
Konzentrationsverhdltnisse. Weiterhin kann eine hohere Substanzkonzentration im
Nagelrand durch eine externe Kontamination begriindet sein.

Unterschiedliche Konzentrationsverhaltnisse von anderen Analyten kénnen u.a. durch die
Hydrolyse einiger Substanzen wie z.B. 6-MAM oder Cocain durch die Probenaufarbeitung
erklart werden. Im Fall 5 konnten die Substanzkonzentrationen in gemahlenen Haaren und
klein geschnittenen Haaren verglichen werden. Die Konzentration von 6-MAM in den
geschnittenen Haaren war deutlich hoher als in der gemahlenen Haarprobe. Anhand dieser
Ergebnisse ist es wahrscheinlich, dass durch das Mahlen der Proben ein Substanzverlust

einhergehen kann.

Anhand der Studie war es moglich zu zeigen, dass in den Segmenten der Haare und Nagel
keine vergleichbaren Substanzkonzentrationen in den beiden Matrices gemessen wurden. Es
ist jedoch wahrscheinlich, dass die Substanzeinlagerungswege in Haaren und Né&geln
vergleichbar sind, da ahnliche Konzentrationsverhaltnisse fur einige Substanzen ermittelt
werden konnten. Die Substanzeinlagerung in Haare basiert vermutlich auf einer lonisierung
der Analyte in dem sauren Milieu der Melanozyten nach einer passiven Diffusion der

Substanzen aus dem Blut. Die lonisierung der Substanzen verhindert eine Ruckdiffusion
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und eine Akkumulation der Substanzen im Haar wahrend der Anagenphase findet statt [2].
Da in den Né&geln so gut wie kein Melanin vorhanden ist, stellt sich die Frage wie eine

Akkumulation der Substanzen im Nagel stattfinden kann.

3.5.2 Publikation
Krumbiegel F, Hastedt M, Westendorf L, Methling M, Niebel A, Parr MK, Tsokos M

The use of nails as an alternative matrix for the long-term detection of previous drug intake: validation of
sensitive UHPLC-MS/MS methods for the quantification of 76 substances and comparison of analytical
results for drugs in nail and hair samples.

Forensic Sci Med Pathol. 2016Manuskript am 13.07.2016vom Editor akzeptiert.doi:
10.1007/s1202016-9801-1.
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Abgrenzung der Eigenleistung

4 Abgrenzung der Eigenleistung

Im Folgenden sollen die Eigenleistungen des Autors an den einzelnen Publikationen, welche

die Grundlage fiir diese kumulative Arbeit sind, im Detail dargestellt werden.

Tabelle 2: Darstellung der Eigenleistung an den Manuskripten fiir die kumulative Arbeit in %.

) ) Durchfiihrung )
Manuskript Konzeption Datenauswertung Manuskripterstellung
(Datenerhebung)
| 20 80 90 90
1 30 50 70 20
11 10 50 80 20
v 20 20 90 90
V 90 50 70 90
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5 Diskussion

5.1 Bedeutung der Ergebnisse und Einschrankungen

Die Zahlen des Drogen- und Suchtberichtes 2016 bestatigen die Problematik des
weitverbreiteten illegalen Rauschmittelkonsums und des Arzneimittelmissbrauchs [1].
Wenn das Konsumverhalten einen Einfluss auf die eigenen Kinder, auf den Stralenverkehr
oder das Begehen von Straftaten hat, dann ist es notwendig, diese Suchtproblematik
aufzudecken. Im Rahmen der Fahreignungsbegutachtung sind Haaranalysen fur den Beleg
einer Abstinenzbehauptung géangig [8, 10]. Die Analyse von Haaren auf illegale
Betdubungsmittel und ausgewahlte Arzneimittel mittels LC-MS/MS hat sich im Rahmen der
Fahreignungsbegutachtung und bei der Abschétzung einer Gefahrdung des Kindeswohls in
der Routine etabliert [28]. Weiterhin kann die Haaranalyse als retrospektive
Analysentechnik Daten fir das Auftreten von unerwiinschten Nebenwirkungen durch die

Langzeiteinnahme von Arzneimitteln liefern.

Diese Arbeit hat einen Beitrag dazu geleistet, einzuschdtzen, inwieweit die
Langzeiteinnahme von NSAR einen Einfluss auf das Auftreten von gastrointestinalen
Lasionen hat. Die Korrelation aus Obduktionsergebnissen und Ergebnissen der Haaranalytik
auf der Basis einer grol’en Anzahl von Todesfallen (n = 268) ist bisher in der Literatur nicht
beschrieben. Als todesurséchliche eingestufte gastrointestinale L&sionen, welche aufgrund
einer nachgewiesenen Langzeiteinnahme von NSAR entstanden sein kdnnten, sind somit in
der Literatur sehr selten zu finden. Der Nachweis einer Langzeiteinnahme von NSAR wurde
in diesen Fallen nur anhand von Patientendaten erfasst werden [68-72]. Der Vorteil der
vorgelegten Studie mit Todesfallen ist es, das man wahrend der Sektion im Gegensatz zur
Untersuchung beim lebenden Probanden, einzelne Organe im Detail betrachten und
praparieren kann. Dadurch ist das Erkennen von kleinsten Blutungen durch die Sektion
maoglich. In dieser Studie lagen die ermittelten NSAR Konzentration in den Haaren bei 94%
der positiv getesteten Proben tber 2 ng/mg und 64% uber 10 ng/mg. Da NSAR eine
heterogene Gruppe von Substanzen ist mit sehr verschiedenen chemischen Eigenschaften,
konnen diese beiden Grenzwerte nur als Richtwerte angesehen werden. Es gibt damit nur
Hinweise, dass bei einer Konzentration > 2 ng/mg eine mehrfache Substanz-aufnahme und
bei > 10 ng/mg eine hdufige Substanzaufnahme stattgefunden hat. Es fehlen hier weitere
Daten aus anderen Studien, in denen eine chronische Einnahme von NSAR mittels
Haaranalyse belegt ist. Anhand des untersuchten Kollektivs konnte festgestellt werden, dass

bei Féllen, bei denen Salicylséure in der Haarprobe nachgewiesen wurden, keine aufféllige

48



Diskussion

Verteilung der gastrointestinalen Lasionen im Magen-Darm-Trakt aufwiesen. Die Lasionen
waren gleichmaRig in ihrer Haufigkeit Uber den gesamten Magen-Darm-Trakt verteilt. In
anderen Studien wurde bei lebenden Probanden nach der Aufhahme wvon Aspirin
(Acetylsalicylsdure, nachgewiesen als Salicylsdure) gezeigt, dass sich die La&sionen eher auf
den oberen Magen-Darm-Trakt konzentrieren [73, 74].

Weiterhin sollte in der Studie Uberpriift werden, ob die gleichzeitige Aufnahme von
Protonenpumpeninhibitoren (PPI) das Risiko fiir das Auftreten von gastrointestinalen
Lasionen verringern kann [75, 76]. Es konnten jedoch nur in 3 Haarproben PPls
nachgewiesen werden. Eine nicht seltene Aufnahme von PPIs konnte jedoch mit Hilfe der
Blutproben nachgewiesen, da in 16 Blutproben mindestens ein PPI detektiert wurde. In der
Literatur ist nur eine Studie bekannt, in der Uber mehrere Wochen einem Pferd Omeprazol
verabreicht worden ist, jedoch diese Substanz nicht den in Pferdehaaren nachgewiesen
werden konnten [77]. Flr den seltenen Nachweis von PPIs in den Haarproben in der
vorliegenden Studie kann eine schlechte Einlagerungsrate als Erklarungsansatz
herangezogen werden. Magliche Einflussfaktoren auf die Einlagerungsrate ins Haar kdnnen
die Molekdilgroie, Plasma-Eiweil3-Bindung und der pKa-Wert der Substanzen sein [2, 34].

Mit Hilfe der Konsummarker Cuscohygrin und Hygrin soll eine Differenzierung zwischen
dem traditionellen Kauen von Cocablattern und der illegale Konsum der Cocapaste mdglich
gemacht werden. In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass Cuscohygrin und Hygrin
nicht in illegalen Cocainzubereitungen nachgewiesen werden konnten und ebenso nicht in
Urinproben von Konsumenten des illegalen Rauschmittels [78, 79]. Nachgewiesen werden
konnten die beiden Pyrrolidin-Alkaloide jedoch zuvor schon in Cocablattern [80]. Mittels
einer vorherigen Untersuchung von Haarproben von Cocainkonsumenten und Cocakauern,
wurden Hygrin und Cuscohygrin als geeignete Marker auch fir die Untersuchung von
Haarproben, zur Unterscheidung zwischen Cocakauern und Cocainkonsumenten,
identifiziert [81]. In der aktuellen Studie sollte nachgewiesen werden, wann diese beiden
Marker bei der illegalen Cocainherstellung verloren gehen.

Es wurden fir die Studie nur Pflanzenmaterialien aus dem Norden von Argentinien
untersucht. Die Verteilung der einzelnen Analyte kann in Pflanzen aus anderen Regionen
verschieden sein. Die Herstellung der Cocapaste aus der Pflanze wurde im Labor
durchgefuhrt und représentiert daher nicht exakt die Bedingungen bei der illegalen
Cocainherstellung. Die vorliegende Studie konnte weitere Informationen dartiber geben,
wann Cuscohygrin und Hygrin in den einzelnen Herstellungsschritten der Cocapaste nahezu

verloren gehen.
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In einer Kooperation mit dem Senat fiir Soziales, Kinder, Jugend und Frauen der Hansestadt
Bremen, die seit dem Jahr 2011 und dem Institut fiir Rechtsmedizin der Charité besteht,
konnten anhand von knapp 1000 Haarproben von Eltern und deren Kindern gezeigt werden,
dass die Haaranalyse als empfindliche und objektive Technik fiir die Abschatzung einer
Geféhrdung des Kindeswohls sehr wertvoll ist. Die Studie zeigt, dass eine Selbstauskunft
der Eltern meist unverlasslich ist und erst durch die Haaranalyse ein Umgang oder Konsum
von Rauschmitteln aufgedeckt wurde. Es zeigt sich, dass die nachgewiesenen Substanzen in
den Haarproben der Eltern und Kinder haufig ein dhnliches Muster aufweisen. Die hierbei
gemessenen Substanzkonzentrationen in den Kinderhaaren waren jedoch h&ufig deutlich
niedriger als bei den Eltern. Externe Kontaminationen spielen im Rahmen der Analyse von
Kinderhaarproben eine groRe Rolle [22, 23]. Dadurch ist es in nur in wenigen Fallen
moglich, eine tatséchliche Substanzaufnahme mittels Haaranalyse zu belegen. Durch die
Anonymisierung der Haarproben ist den Mitarbeitern des Instituts fur Rechtsmedizin der
Charité nicht bekannt, welche Haarproben zu einer gemeinsamen Familie gehdren.
Lediglich die Nummerierung l&sst auf das Geburtsdatum schlielen und die
Buchstabenkombination kann Hinweise auf die Familienzugehdrigkeit geben.

Es miissen weitere Untersuchungen fiir magliche Ubertragungswege zwischen Mutter und
Kind wie zum Beispiel eine Substanziibertragung Uber den Schweil’ in das Kinderhaar
durchgefuhrt werden, um eine sichere Differenzierung zwischen Umgang und Konsum zu
ermdglichen. In Studien konnte gezeigt werden, dass die aufgenommenen Substanzen auch
mit dem Schweill ausgeschieden werden [82-84]. Es ist jedoch noch nicht geklart, in
welchem Male eine Substanziibertragung Uber den Schweil bei einem engen Kontakt
zwischen Mutter und Kind geschieht. Anhand eines Falles in der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, die Konzentrationen von Cocain und THC in den Haaren des
jungeren Kindes (Cocain mit einer Konzentration von 0,27 ng/mg; THC-Konzentration von
1,36 ng/mg) deutlich hoéher waren als bei dem d&lteren Geschwisterkind
(Cocainkonzentration von 0,08 ng/mg; THC-Konzentration von 0,39 ng/mg). Hier kann
angenommen werden, dass das jiungere Kind in einem engeren korperlichen Kontakt zu der
Mutter stand und somit auch ein groRerer Anteil der Drogen, welche die Mutter konsumiert
hat, Ubertragen werden konnten [22, 59]. Die Aufklarung zur Einlagerung von
Cannabinoiden in Haaren spielt ebenfalls eine wichtige Rolle [43, 49, 82, 85]. Der Beleg
einer Korperpassage durch die Haaranalyse vor allem bei Kinderhaarproben stellt eine grofle
Herausforderung dar, da selbst der zusétzliche Nachweis von Stoffwechselprodukten nicht
zwangsléaufig eine eigene Korperpassage belegt, sondern eine Substanzlbertragung tber den

Schweil der Mutter auf das Kinderhaar nicht ausgeschlossen werden kann [86].
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Die Eignung der Finger- und Fullnégel als alternative Matrix zu Haaren als retrospektive
Analysentechnik wurde untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass mittels ungerichteter
Suchanalyse insgesamt 89 verschiedene Analyte in den beiden Matrices qualitativ
nachgewiesen wurden. Es konnte eine gute Ubereinstimmung der qualitativen Ergebnisse
zwischen Haaren und Né&gel gezeigt werden. Als kritisch sind die unterschiedlichen
Zeitfenster anzumerken, welche durch Nagelrdnder, sprich der élteste Teil des Nagels und
der proximale Haarabschnitt wie z.B. 0 — 6 cm, welcher den neusten Anteil des Haares
reprasentiert, untersucht wurden [64]. Die gute Ubereinstimmung der Ergebnisse lasst sich
dadurch erklaren, dass in vielen der untersuchten Félle ein chronischer Substanzkonsum
anzunehmen ist und deshalb die exakt passenden Zeitfenster zwischen Haaren und Né&geln
vernachlassigbar sind, da eine Substanzaufnahme durchgéangig stattgefunden hat.

Die Einlagerungswege in den Nagel sind nicht hinreichend aufgeklart. Es wurde publiziert,
dass nach einer Einmalaufnahme von Zolpidem bereits nach wenigen Tagen im
Fingernagelclipping Zolpidem nachweisbar war [66, 67]. Eine vorherige Einnahme von
Zolpidem war nicht der Fall, so dass der Nachweis von Zolpidem im Fingernagelrand nur
von dieser Einnahme stammen kann. Die Zolpidemkonzentrationen in den Haaren der
Probanden waren durchgehend hoher als im untersuchten Nagelrand. Der Nachweis von
Einzelsubstanzen in Négeln konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden [66, 67, 87-
93]. Ein Multi-Analyt-Screening in Négeln und Haaren wurde bisher nicht verdffentlicht.
Mit der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass viele verschiedene Analyte in

Haaren und ebenso in Nageln nachgewiesen werden kann.

Aufbauend auf diese Untersuchungen wurden Methoden zur Quantifizierung der haufigsten
Analyten entwickelt und eine Segmentierung der Haar- und Nagelproben durchgefihrt.
Mittels LC-QQQ-MS wurden erfolgreich sehr empfindliche Nachweismethoden fir
insgesamt 76 Analyte in den beiden Matrices Haar und Nagel nach den Richtlinien der
GTFCh validiert. Es wurden insgesamt 7 Untersuchungen von Todesfallen im Detail
vergffentlicht. Anhand der Analysen konnte gezeigt werden, dass die ermittelten
Konzentrationen in Haaren und Né&geln schwer zu vergleichen sind. Das konnte auch in
anderen Studien gezeigt werden, wo Konzentrationen von einzelnen Analyten in Haaren
und Nagelrandern verglichen wurden [91, 94, 95]. Hier zeigten sich jedoch sehr
unterschiedliche Ergebnisse, so dass man nicht abschlieBend schlussfolgern kann, ob in
Haaren oder Nageln die Substanzkonzentrationen héher sind.

Da man in der vorliegenden Arbeit die Konzentrationen in den Haar- und Nagelsegmenten
nicht miteinander vergleichen konnte, wurden Konzentrationsverhéltnisse fur bestimmte

Analyte und deren Metabolite herangezogen, um weitere Hinweise auf Einlagerungswege
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zu erlangen. Madry et al. wiesen in Nagelrdndern und Haarsegmenten annahernd gleiche
Konzentrationsverhaltnisse von MDA zu MDMA nach [87]. Dieses wurde in der
vorliegenden Arbeit bestatigt. Die Untersuchung zeigte weiterhin, dass auch fur andere
Analyte gleiche Konzentrationsverhaltnisse zwischen Haaren und Nageln ermittelt werden
konnten. Das untermauert die Annahme, dass die Einlagerung der Substanzen in Haaren und
Né&geln &hnlich zu sein scheint.

Es zeigte sich, dass bei der Segmentierung des Nagels ein Substanznachweis in einzelnen
Segmenten moglich war, welcher in den restlichen Nagel- und Haarsegmenten nicht
detektierbar war. Dieses kann als Hinweis einer phasenweisen Einlagerung bei der Bildung
des Nagels gewertet werden. Bisher wurden keine anderen Studien verdffentlicht, die ganze
Nagelproben segmentiert haben und die Konzentrationen zwischen den einzelnen
Nagelsegmenten und zwischen den Négeln und Haaren miteinander verglichen haben. Es
muss jedoch angemerkt werden, dass in der vorliegenden Arbeit kein Vergleich der
Substanzkonzentrationen in Finger- und Fuln&gel mdglich war, da nicht zu jedem Fall ein
Finger- und Fuflnagel zur Verfligung standen. Engelhart et al. konnten zeigen, dass die
Konzentrationen zwischen FuB- und Fingerndgeln unterschiedlich sein kdnnen [93].

Es wurde deutlich, dass das Mahlen der Haarproben mit einer ungekihlten Kugelmihle
einen Einfluss auf die gemessene Analytkonzentration haben kann. Der Vergleich der
Substanzkonzentrationen in den kleingeschnittenen Haaren wie in der Routine verwendet
und den gemahlenen Haaren aus der Studie zeigt, dass vorrangig bei den Analyten 6-MAM,
Cocain und Benzoylecgonin ein Verlust durch das Mahlen entsteht. Es konnte auch in
anderen Arbeiten gezeigt werden, dass ein Konzentrationsverlust der Analyten durch das
Mahlen beobachtet wurde [2]. Eine Mdglichkeit kénnte die Anwendung von gekihlten
Kugelmilhlen sein oder man konnte zukunftig gefrorene Proben verwenden [65]. Ein
Vergleich der Extraktionsausbeute von kleingeschnittenen Nageln und gemahlenen Négeln
ist bisher nicht veréffentlich worden. Da aber sowohl die N&gel als auch die Haare fiir die
Studie gemahlen wurden, war ein sinnvoller Vergleich der Konzentrationsverhaltnisse der
Analyte méglich. Man kann annehmen, dass der Analytverlust durch das Mahlen der Matrix
fur Nagel und Haare vergleichbar ist. Weiterhin ware es auch moglich, die Proben durch die
Zugabe von Basen oder Sauren aufzul@sen und zu testen ob dadurch der Analytverlust
vermieden werden kann. Basische Hydrolyse der Haarmatrix hat sich vor allem fir
Amphetamine bewehrt [34]. Andere Analyten sind jedoch zu instabil und der Verlust der
Analyten ist zu erwarten. Bei einer enzymatischen Hydrolyse, sollen auch instabile Analyte

nicht verloren gehen, jedoch sind diese enzymatischen Aufarbeitungen sehr teuer [34].
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5.2 Ausblick und zukinftige Fragstellungen

Um den Einfluss einer gleichzeitigen Aufnahme von PPIs und NSAR zu Uberpriifen, wére
eine optimierte Nachweismethode mit einer hoheren Empfindlichkeit fur PPIs erforderlich.
Somit ware es moglich zu Uberpriifen, ob eine regelmaRige NSAR Einnahme mit PPIs das
Risiko fir das Auftreten von gastrointestinalen L&sionen vermindert [75]. Weiterhin wére
eine Untersuchung von niedrigdosierten Einnahmen von Acetylsalicylsédure (ASS) als
Thromboseprophylaxe und ihre Korrelation zur Entstehung von gastrointestinaler L&sion
sehr interessant [71]. Anhand von Obduktionsergebnissen kdnnte (berprift werden, ob die
Langzeiteinnahme von Acetylsalicylséure (nachgewiesen als Salicylsaure) todesurséchliche
Blutungen begiinstigt oder welche Lokalisationen der gastrointestinalen L&sionen durch die
Einnahme von niedrigdosierten ASS h&ufig auftreten.

Konsummarker werden auch zukinftig eine zentrale Rolle in der Haaranalyse spielen. Zum
einen sollte bei der Einschatzung der Kindeswohlgefahrdung durch Rauschmittel im Umfeld
des Kindes verlasslich differenziert werden, ob das Kind selbst in Kontakt mit den
Rauschmitteln kommt oder der Nachweis der Substanzen durch eine Kontamination der
Haare durch den Schweil? der Eltern kommt. Fir wichtige Analyte wie Cocain und THC
missen zukiunftig Marker etabliert werden, die eine Korperpassage mit den géngigen
Messmethoden mit einer hinreichenden Sicherheit belegen kénnen. Zum anderen zum
Beispiel bei der Differenzierung der Cocakauer und der Cocainkonsumenten, welche in
ersten Ansatzen bereits durchgefiihrt wurden. In dieser Arbeit wurden jedoch Haarproben
von bekannten Konsumenten aus Deutschland mit Haarproben von bekannten Cocakauern
aus Argentinien miteinander verglichen [81]. Eine Untersuchung der Haarproben von
Cocakauern und Konsumenten aus verschiedenen Regionen in Siidamerika muss
durchgefuhrt werden, um die beiden Konsummarker Cuscohygrin und Hygrin zu etablieren.
Fur den Einsatz von Né&geln als alternative Matrix zu Haaren sollten mehr Realproben
untersucht werden. Das Mahlen der Proben sollte dahingehend optimiert werden, dass der
Analytverlust so gering wie mdglich gehalten wird. Das Risiko der externen Kontamination

sollte genauer untersucht und abgeklart werden.
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6 Zusammenfassung

Der Genuss von illegalen Rauschmitteln in unserer Gesellschaft ist weit verbreitet. Der
Konsum von Rauschmitteln kann nicht nur Auswirkungen auf die Konsumenten selbst
haben, sondern er kann auch eine Gefédhrdung von anderen Personen darstellen. Geféhrdet
sind zum Beispiel andere Verkehrsteilnehmer oder die eigenen Kinder. Weiterhin ist der
Einsatz von Schmerzmitteln, vor allem als frei verkdufliche Arzneimittel, weit verbreitet
und birgt aufgrund von auftretenden Nebenwirkungen etliche Gefahren.

Mit Hilfe der Haaranalyse koénnen Abstinenzbelegungen im Rahmen der
Fahreignungsbegutachtung oder bei Sorgerechtsstreitigkeiten riickwirkend belegt werden.
Ein retrospektiver Nachweis Uber die regelméRige Aufnahme von Arzneimitteln, wie zum
Beispiel im Rahmen des Drug Monitoring ist ebenfalls mit Hilfe der Haaranalyse mdglich.
Im Rahmen einer forensisch toxikologischen Untersuchung kann mit der Analyse der Haare

die Gewohnung an toxikologisch relevante Substanzen abgeschéatzt werden.

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der Haaranalyse mehre Fragestellungen zu bearbeiten.
Dabei sollte eine Langzeiteinnahme von nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR)
nachgewiesen und anhand von Todesfallen untersucht werden, ob die Langzeiteinnahme
von NSAR mit dem Auftreten von gastrointestinalen L&sionen Kkorreliert. Eine weitere
Aufgabe war, ob mit der Haaranalyse auf illegale Rauschmittel die Abschatzung einer
Kindeswohlgefahrdung getroffen werden kann. Weiterhin sollte berprift werden, ob die
Konsummarker Cuscohygrin und Hygrin fur die Unterscheidung von Cocakauen und
illegalem Cocainkonsum geeignet sind.

Die Untersuchung, ob Nagel als alternative Matrix zu Haaren war die letzte Fragestellung
fiir den Fall, dass fiir einige Untersuchungen keine Haare flr einen retrospektiven Nachweis

einer Substanzaufnahme zur Verfiigung stehen.

Fur den Nachweis von NSAR wurde eine Nachweismethode nach den Richtlinien der
Gesellschaft fiir Forensische und Toxikologische Chemie (GTFCh) mittels LC-Time of
Flight-MS (LC-QTOF-MS) erfolgreich validiert. Der Fallgruppe (n = 132) wurden
Todesfélle zugeordnet, die gastrointestinale Lasionen aufwiesen und der Kontrollgruppe (n
= 136) Todesfalle, bei denen keine gastrointestinalen L&sionen wéhrend der Obduktion
festgestellt werden konnten. Weiterhin wurden die zugehérigen Blutproben mittels HPLC-
DAD auf NSAR untersucht. Die Ergebnisse der Blutanalyse konnten keinen signifikanten

Unterschied zwischen der Fall- und Kontrollgruppe zeigen. Mit Hilfe der Haaranalyse
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konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der Fall- und Kontrollgruppe mit dem
Nachweis von NSAR gezeigt werden. In der Fallgruppe wurden 67% der Haarproben
positiv auf mindestens ein NSAR getestet und im Gegensatz dazu, wurden in der
Kontrollgruppe nur 38% der Haarproben positiv auf mindestens ein NSAR getestet. ES
konnte weiterhin gezeigt werden, dass bei tédlichen gastrointestinalen Blutungen der Analyt
Ibuprofen mit 62% am haufigsten nachgewiesen werden konnte. Protonenpumpenhemmer
konnten nur in 3 Haarproben nachgewiesen werden, wobei in 19% der Blutproben
mindestens ein Protonenpumpenhemmer nachgewiesen werden konnte. Hier dient als
Erklarungsansatz, dass offenbar die Protonenpumpenhemmer schlecht in das Haar
eingelagert werden [77]. Anhand des Studienkollektives konnte gezeigt werden, dass eine
signifikante Korrelation zwischen der Langzeiteinnahme von NSAR und dem Auftreten von
gastrointestinalen L&sionen besteht.

Die naturlichen Cocaalkaloide Cuscohygrin und Hygrin kommen in den Blattern der
Cocapflanze vor, sind jedoch nicht in illegalen Cocainzubereitungen nachweisbar. Aus
diesem Grund eignen sich die beiden Pryrrolidin-Alkaloide als Konsummarker, um
zwischen dem traditionellen und legalen Kauen der Cocablatter in Slidamerika und den
Cocainkonsumenten zu unterscheiden. In der Arbeit wurden die Blatter der Cocapflanze und
verschiedene Zwischenprodukte bei der Herstellung der Cocapaste auf Cocaalkaloide mit
Hilfe einer basisvalidierten Methode untersucht. Es sollte die Frage geklart werden, bei
welchen Herstellungsschritten die Cocaalkaloide Cuscohygrin und Hygrin verloren gehen
und sich die Konzentrationen der anderen Cocaalkaloide wie Cocain, Cinnamoylcocain,
Tropacocain und Methylecgonin erhthen. Da Cuscohygrin und Hygrin nur in einem sehr
geringen MaRe mittels Kerosin aus den Cocablattern extrahiert werden und ebenfalls nicht
unter sauren Bedingungen ausfallen, sind die beiden Alkaloide vielversprechende Marker
fiir die Unterscheidung zwischen dem legalen Cocakauen in Stidamerika und dem illegalen

Cocainkonsum.

Zwischen 2011 und 2014 wurden insgesamt 388 Haarproben von Kindern und 594
Haarproben von Eltern und verantwortlichen Bezugspersonen gesammelt. Die Haarproben
wurden auf die gangigen Betdubungsmittel wie Cocain, Methadon, Opiate, Amphetamine,
Ecstasywirkstoffe, Cannabinoide sowie Benzodiazepine mittels LC-MS/MS und GC-MS
untersucht. Wenn Haarproben der Erwachsenen positiv auf die oben genannten
Betdubungsmittel getestet wurden, dann fand ebenfalls eine Haaranalyse der Kinder statt.
Haaranalysen in verschiedenen zeitlichen Abstdnden (meist nach 6 und 12 Monaten) sollte

zeigen, ob die Erwachsenen den Konsum von Rauschmitteln einstellen und die Kinder
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keinen Umgang mehr mit illegalen Rauschmitteln haben. Es konnte in dieser Studie gezeigt
werden, dass in den Kinderhaaren ein gleiches Analytenmuster wie bei den im gleichen
Haushalt lebenden Erwachsenen nachgewiesen werden konnten. In den Kinderhaarproben
(n = 296) aus den Jahren 2011-2014 konnten verschiedene illegale Betdubungsmittel wie
u.a. Methadon, Heroinmetabolite, Cocain und THC nachgewiesen werden. Im Gegensatz
dazu wurden in 80 Kinderhaarproben keine illegalen Betdubungsmittel nachgewiesen.
Anhand der Studie konnte gezeigt werden, dass Kinderhaare eine empfindliche Methode flr
den Nachweis eines Betaubungsmittelumganges ist. Dieser Aspekt kann bei der

Einschatzung einer Kindeswohlgefahrdung eine wichtige Rolle spielen.

Fir den retrospektiven Nachweis einer zurlckliegenden Substanzaufnahme, sollte eine
potentielle alternative Matrix zu Haaren gefunden werden. Es wurden 70 Haar- und
Nagelproben von Todesféllen mittels ungerichteter Suchanalyse untersucht. Die Messungen
wurden mittels LC-QTOF-MS durchgefiihrt. Fir den quantitativen Nachweis von 76
toxikologisch relevanten Substanzen in Ndgeln und Haaren wurden zwei empfindliche und
schnelle Methoden nach den Richtlinien der GTFCh mittels LC-QQQ-MS validiert.

Die Proben wurden mittels einer Kugelmiihle gemahlen und fur 2 x 18 Stunden extrahiert.
Fur die beiden Studien wurden Falle ausgewéhlt, in deren Vorgeschichte ein
Drogenmissbrauch, eine Polymedikation oder eine psychische Vorerkrankung mit
entsprechender Medikation ermittelt werden konnte.

Insgesamt wurden 89 unterschiedliche toxikologisch relevante Substanzen mittels LC-
QTOF-MS nachgewiesen. Haufig wurden die Analyte Metoprolol, Paracetamol und
Metoclopramid in den Haar- und Nagelproben nachgewiesen.

In der zweiten Studie wurden Haar- und Nagelproben von 7 Todesfallen untersucht und die
Analytkonzentrationen bestimmt. In 5 Féllen konnten die N&gel und Haarproben
segmentiert werden und in 2 Fallen konnten nur Nagelclippings fir die Untersuchung
herangezogen werden. Anhand der Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
ermittelten Analytkonzentrationen in den Haar- und Nagelproben nicht miteinander
vergleichbar sind. Daraufhin wurden Konzentrationsverhaltnisse von Substanzen und ihren
Metaboliten bestimmt. Ahnliche Konzentrationsverhaltnisse zwischen Haaren und Nageln
wurden fir MDA/MDMA, EDDP/Methadon und Bisnortilidin/Nortilidin ermittelt. Anhand
von gleichen Konzentrationsverhéltnissen kann eine &hnliche Substanzeinlagerung in
Haaren und N&geln vermutet werden. Durch das Mahlen der Proben wahrend der
Probenvorbereitung, konnte ein Analytverlust anhand eines Falles gezeigt werden. In
diesem Fall wurden die Haare wie in der Routine auch dblich nur in Kleine Stickchen

geschnitten (ca. 1-2 mm groR) bzw. im Rahmen der Studie gemahlen. Besonders bei dem
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priméaren Heroinmetaboliten 6-Monoacetylmorphin (6-MAM) konnte ein deutlicher
Konzentrationsverlust durch das Mahlen der Haarprobe gezeigt werden. Eine alternative
Probenaufarbeitung fir die Matrix Nagel sollte somit Teil zukinftiger Forschungsarbeiten
sein.

Im Rahmen der beiden Studien konnte sowohl gezeigt werden, dass Nagel als potenzielle
alternative Matrix zu Haaren in Frage kommen und die qualitativen Ergebnisse der beiden
Matrices sehr gut vergleichbar sind. Weiterhin zeigte sich anhand von Realféllen, dass sich
fir einige Substanzen und deren Metabolite &hnliche Konzentrationsverhaltnisse
nachweisen lieRen, die ein Hinweis flr eine &hnliche Einlagerung in die beiden Matrices
sein konnen. Haupteinlagerungswege in den Nagel scheinen wéhrend der Bildung des
Nagels in der germinalen Matrix, tber den Schweil3 und aufgrund externer Kontamination

Zu sein.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Haaranalytik fur verschiedene Fragestellungen
erfolgreich eingesetzt werden kann. Ein retrospektiver Nachweis einer Substanzaufnahme
konnte ebenfalls fir FuB- und Fingerndgel gezeigt werden und Nagel koénnen auf der
Grundlage der Ergebnisse als alternative Matrix genutzt werden, wenn keine Haare fur eine

Analyse zur Verfiigung stehen.
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7 Summary

According to the present Drug Report of Germany, it is apparent, that the addiction to illicit
drugs and pharmaceuticals is a major problem in western society. Drug abuse was not only
result in consequences for the person themselves; there could also be other people affected.
Their own children or traffic participants are at risk of drug users. Furthermore, pain killers
that are commonly used and easily available over the counter add to an increased risk of

side effects.

Hair analysis has become a routine technique for the retrospective detection of contact to
illicit drugs in driving ability examination or for example in the context of a custody case.
Hair analysis has been proven to be particularly suitable for these tasks due to the long time
window of drug detection for up to 6 month. The detection of prior drug intake could also
be helpful for therapeutic drug monitoring. Hair samples are often analyzed as part of a
postmortem investigation, as their analysis could reveal further information to blood
analysis about potential drug addiction.

The aim of this research project was to use hair analysis in different fields of application.
The first study investigated the correlation between chronic use of non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) and gastrointestinal lesions by analyzing blood and hair
samples from postmortem cases. In addition, hair analysis was used for the retrospective
detection of illicit drugs in hair samples from parents/caregivers and children.

Furthermore, markers of coca chewing are desired for the discrimination between chewing
of coca leaves and abuse of cocaine. The two natural coca alkaloids hygrine and
cuscohygrine were tested and it could be shown, that they might be suitable markers for this
task. By analyzing material of different steps of cocaine production, it was investigated in
which steps the two alkaloids are separated from cocaine.

A further research project was done to verify the usefulness of nails as an alternative
technique to hair analysis. This alternative technique may be used for toxicological

investigations in cases where no hair is available.

Method validation was performed according to the guidelines of the German Society of
Toxicological and Forensic Chemistry (GTFCh) for the detection of NSAID by the use of
LC-quadrupole time of flight-MS (LC-QTOF-MS). Corpses with gastrointestinal lesions
were selected for the case group (n = 132) and those without any lesions were placed into

the control group (n = 136). Blood samples from all cases were analyzed by HPLC-DAD.
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No significant discrimination between case and control group could be achieved by the
blood analysis. In contrast, the hair analysis showed a significant difference between the
case and the control group. Out of the case group 76% were tested positive for one or more
NSAIDs while only 38% of the hair samples from the control group included one or more
NSAIDs. Results from blood analysis indicated that most of the deceased with
gastrointestinal lesions, which were discovered by autopsy, did not consume NSAIDs near
to the time of death. In contrast, hair analysis showed the influence of long-term use of
NSAIDs on gastrointestinal lesions in hair samples from postmortem cases. Proton pump
inhibitors were rarely detected in hair samples. Rare incorporation into hair may be the
reason for this.

For the discrimination between traditional chewing of coca leaves and illegal cocaine use
two potential markers were established. The aim of this study was to clarify in which steps
of the illegal cocaine production hygrine and cuscohygrine are lost. Analyses of the coca
leaves, different extraction steps and cocapaste were done by LC-triple quadrupole-MS
(LC-QQQ-MS). It could be shown, that hygrine and cuscohygrine are lost in the first steps
of the illegal cocaine production due to poor extraction with kerosene. In addition to this,
the concentration changes of cocaine, cinnamolycocaine, tropacocaine and ecgonine
methylester were also estimated by analyzing the different extraction steps of the cocaine
production. Based on these results, hygrine and cuscohygrine fulfill the conditions as

markers for coca chewing.

Between 2011 and 2014 hair samples from parents/caregivers and children were collected
for the detection of the use or ambulatory with illicit drugs. In summary, 388 hair samples
from children and 594 hair samples from parents/caregivers were analyzed by GC-MS and
LC-MS/MS. Hair samples from children were only tested in case of positive hair samples
from the parents/caregivers. The hair samples were for cocaine, methadone, opiates,
amphetamines, ecstasy, cannabinoids and benzodiazepines. Cannabinoids were analyzed by
GC-MS and all the other drugs by LC-MS/MS. To clarify the cooperation from the
parents/caregivers, a follow-up hair tests were done after 6 or 12 month. This study could
estimate, that the hair samples of the children often showed a similar or the same drug
profile as their parents. Hair analysis of children is a sensitive indicator of the handling of
drugs in their environment and to estimate the best interests of the child.

Between 2011-2014 hair samples from children (n = 296) were tested positive for different

illicit drugs, e.g. methadone, heroin, cocaine and delta-9-tetrahydrocannabinol (THC).
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The hair testing of the children revealed no drugs in 80 hair samples. Finally, hair analysis
was proven to be a very efficient working instrument for the estimation of the best interests
of the child.

The usefulness of nails as an alternative technique to hair was tested in two further projects.
In the first study, 70 hair and nail samples from postmortem cases were analyzed by LC-
QTOF-MS. In the second study hair and nail segments from corpses were analyzed by LC-
QQQ-MS after method validation according to the GTFCh guidelines.

The extraction of hair and nail samples was done for 2 x 18 hours. Deceased with a
promising case history, e.g. known drug addiction were selected for this work. The samples
were measured in auto MS/MS mode for the qualitative screening by LC-QTOF-MS after
the extraction steps. In summary, 89 substances were detected by the general unknown
screening. Most frequently detected substances were metoprolol, acetaminophen and
metoclopramide in hair and nail samples in the first study.

In the second study, nail and hair samples from 7 corpses were segmented and the
concentration of drugs were determined by LC-QQQ-MS. Based on the results of this work,
concentrations of drugs are not comparable in hair and nail segments. Due to this,
concentration ratios of selected analytes and their metabolites were calculated. Similar
concentration ratios for MDA/MDMA, EDDP/methadone and bisnortilidine/nortilidine
were estimated. Similar concentration ratios may indicate equal incorporation ways into hair
and nail matrix. By milling hair and nail samples, concentration loss could be explained. In
addition, analyte losses could be observed due to sample preparation. Routinely, hair
samples are only cut into small pieces before extraction. Case 5 showed increased
concentration of 6-MAM in milled hair sample in contrast to the hair sample, which further

research is needed concerning nail sample preparation.

Nail analysis was confirmed as a useful retrospective technique for the detection of previous
drug intake. The analyses of nail and hair samples showed strong correlation to the case
history and the drug incorporation in hair and nail samples seem to be comparable. The
qualitative results from the general unknown screening showed only slight differences
between hair and nail analysis. Based on the findings from the second study, main
mechanisms of drug incorporation into nails may be via blood during the formation of the

nail plate by the germinal matrix, via sweat and by external contamination.

In conclusion, the results of this research work could show the usefulness of hair analysis

for different fields of application. Furthermore, nails could be proven to incorporate
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substances similar to hair and therefore be used as an alternative technique in the

retrospective detection of drug intake in cases where no hair is available.
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