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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Alkoholmissbrauch als gesamtgesellschaftliches Problem

Allein in Deutschland konsumieren etwa 9,5 Millionen Menschen Alkohol in riskanter
Menge. 1,3 Millionen sind alkoholkrank und mehr als 73.000 Menschen sterben jahrlich
in der Bundesrepublik an den Folgen des Alkoholkonsums. Die jahrlichen Kosten fiir die
Volkswirtschaft wurden von der Deutschen Hauptstelle fir Suchtfragen (DHS) auf etwa
26,7 Milliarden geschatzt [1]. Im Jahr 2010 wurden fast 26.000 Kinder, Jugendliche und
junge Erwachsene im Alter zwischen 10 und 20 Jahren mit einer Alkoholvergiftung ins

Krankenhaus eingeliefert [2].

Alkoholkonsum spielt unter Anderem eine Rolle bei Unfdllen im Stralen- und
Luftverkehr, arbeitsrechtlichen Fragestellungen, der Fahreignungsbegutachtung, bei
Sorgerechtsstreitigkeiten, der Indikationsstellung flir eine Lebertransplantation,
Gewaltdelikten, Fragen der Schuldféhigkeit, versicherungsrechtlichen Fragen und,

konsumiert von werdenden Mittern, als Ursache flr prénatale Fehlbildungen [3-8].

Eine akute alkoholische Beeinflussung messtechnisch zu erfassen ist sehr einfach. Es gibt
Atemalkoholmessgeréate, die gerichtsverwertbare Ergebnisse liefern, oder es kann eine
Blutalkoholbestimmung durchgefuhrt werden. Die zuldssigen Verfahren und
Rahmenbedingungen sind in der Blutalkoholrichtlinie dargestellt [9]. Meist werden
entweder zwei gaschromatographische Verfahren oder ein gaschromatographisches
Verfahren in Kombination mit einem enzymatisches Messverfahren unter Verwendung
der Alkoholdehydrogenase (ADH-Verfahren) zur Blutalkoholbestimmung verwendet.
Mit diesen Verfahren kann nur eine akute Alkoholisierung erfasst werden. In vielen
Fallen ist es jedoch notwendig festzustellen, ob ein chronisch erhdhter Alkoholkonsum

vorliegt.

Die verschiedenen Konsumentengruppen lassen sich unter Anderem durch die tiglich
aufgenommene Ethanolmenge abgrenzen. Von sozialem Trinkverhalten ist auszugehen
bei einer tdglichen Aufnahme von weniger als 20 g Ethanol bei Frauen und weniger als
40 g Ethanol bei Mannern [10]. Riskanter Alkoholkonsum ist mit Trinkmengen von 40-
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120 g Ethanol pro Tag verbunden. Bei einer tdglichen Aufnahme von mehr als 120 g

Ethanol ist von Alkoholmissbrauch auszugehen.

1.2 Traditionell verwendete indirekte Alkoholmarker

Seit vielen Jahren werden indirekte Alkoholmarker wie das Desialotransferrin, die
Gammaglutamyltransferase, Transaminasen oder auch das mittlere
Erythrozyteneinzelvolumen zur Detektion von andauerndem Alkoholmissbrauch
verwendet. Diese Marker sind relativ kostenglinstig zu bestimmen, allerdings haben sich
in einer Reihe von Studien nur begrenzte Sensitivitaten gezeigt [11-13]. Da sie alle nicht
direkt aus dem Alkoholstoffwechsel gebildet werden, sondern ihre Freisetzung z.B. auf
alkoholtypischen Organschaden beruht, sind falsch positive Befunde durch z.B.
Infektionen oder anderweitige Schadigungen dieser Organe mdoglich. Die Spezifitéat dieser
Marker ist somit auch eingeschrankt [13]. Die flir die Marker verwendeten
Referenzbereiche sind vielfach noch in der Diskussion, methoden- oder

geschlechtsabhéngig.

1.2.1 Desialotransferrin (CDT)

Das Transferrin ist ein Glykoprotein, welches den Eisentransport im Blut ermdglicht. Es
besteht aus einer 679 Aminosauren umfassenden Polypeptidkette, 2 Bindungsdomanen
fiir 2-wertige Kationen wie Fe?" und einer unterschiedlichen Anzahl an Glykanketten mit
terminalem  Sialinsdurerest. Im  Serum sind Varationen von Asialo- bis

Octasialotransferrin zu beobachten.

Durch exzessiven Alkoholkonsum wird ein erhéhter Anteil an Transferrinen mit
fehlendem oder einer geringen Zahl an Sialinsaureresten gebildet. Ublicherweise werden
unter dem Begriff Desialotransferrin (CDT) Asialo-, Monosialo- und Disialotransferrin
zusammengefasst. Als maogliche Ursachen fir den erhdhten Anteil dieser

sialinsduredefizienten Transferrinformen werden alkoholbedingte Interaktionen mit der
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Sialyltransferase und der Sialidase, sowie ein Eingriff in posttranslationale
Peptidmodifikationen gesehen [14].

Es ist bekannt, dass verschiedene Erkrankungen wie Leberzirrhose, Lebertumoren oder
auch Arzneistoffe zu erhohten CDT-Befunden und damit zu falsch positiven Ergebnissen

bezuglich der Testung auf exzessiven Alkoholkonsum fiihren kdnnen [15].

AuRerdem gibt es eine Reihe verschiedener analytischer Messmethoden. Die Ergebnisse
der unterschiedlichen Methoden sind nur begrenzt vergleichbar. Daher muss immer ein
methodenabhéngiger Referenzbereich bekannt sein, um einen CDT-Befund einordnen zu
kénnen. Etwa 2-3 Wochen nach Abstinenzbeginn fallen die CDT-Werte zurlick in den
Referenzbereich [11].

1.2.2 Gammaglutamyltransferase (GGT)

Die Gammaglutamyltransferase (GGT) kommt membrangebunden in vielen Kdrperzellen
vor. Sie bindet extrazellulares Glutathion an Peptide, um dieses in die Zellen
einzuschleusen, wo es wieder freigesetzt wird. Bei akuten hepatozelluldren Schéaden,
hervorgerufen durch Alkohol oder nicht alkoholinduzierte Erkrankungen, wird die GGT
induziert und letztlich in grolem Malle ins Blut freigesetzt. Eine verminderte GGT-
Freisetzung kann bei fortgeschrittener Leberzirrhose auftreten. Die Bestimmung erfolgt
im Serum [14]. Nach Abstinenzbeginn normalisieren sich die GGT-Befunde meist
innerhalb von etwa 2-3 Wochen [11].

1.2.3 Transaminasen: AST/ALT

Transaminasen sind Enzyme, welche die Ubertragung von Aminogruppen Kkatalysieren.
Diagnostisch sind die Aspartataminotransferase (AST) und die Alaninaminotransferase
(ALT) von besonderer Bedeutung. Gemessen werden die Transaminasen im Serum. lhre
Eignung als Alkoholmarker ist kritisch zu sehen, da die Sensitivitat hier relativ gering ist

[14, 16]. Teilweise wird auch das Serumkonzentrationsverhéltnis von AST zu ALT zur
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Beurteilung herangezogen. Bei Werten unter 1 sind eher akute Leberschaden zu vermuten
wohingegen bei einer durch  Alkoholmissbrauch  verursachten  chronischen
Leberschadigung héufig Werte Uber 2 gefunden werden [17]. Transaminasen werden
jedoch nicht nur aus der Leber freigesetzt, sondern kdnnen z.B. nach Verletzungen oder

Infarkten auch aus anderen Geweben stammen [18].

1.2.4 Mittleres Erythrozyteneinzelvolumen (MCV)

Das mittlere Erythrozyteneinzelvolumen (MCV) in fl errechnet sich als der Quotient aus
Hé&matokrit zu Erythrozytenzahl pro Kubikmillimeter. Der Normalbereich liegt zwischen
80 und 98 fl. Ein kleineres MCV spricht fiir eine mikrozytare Anamie. Werte groRer als
98 fl konnen auf einen Alkoholabusus hindeuten. Der Alkohol wirkt toxisch auf

hamatopoetische Vorlauferzellen und flihrt zur Bildung groRerer Erythrozyten.

Da die Lebensdauer der Erythrozyten bei etwa 120 Tagen liegt, normalisiert sich das
MCYV innerhalb von etwa 1-3 Monaten nach Abstinenzbeginn. Allerdings kénnen auch
beim MCV verschiedene Erkrankungen oder z.B. Blutungen zu erhéhten Werten fiihren,

so dass die Spezifitat als Alkoholmarker begrenzt ist [14, 18].

1.3 Fettsdureethylester

Bereits 1981 beschrieben Lange et al. die Bildung von Fettséureethylestern (FSEE) als
Nebenmetabolite des Ethanols aus dem nichtoxidativen Ethanolabbau [19] (siehe auch
Abbildung 1). Eine ganze Reihe verschiedener Fettsdureethylester, die im Korper
gebildet werden, konnten identifiziert werden. Die Bildung der Fettsaureethylester kann
sowohl spontan erfolgen, als auch katalysiert durch verschiedene kdérpereigene Enzyme
wie Lipoproteinsynthasen, Carboxylesterasen oder sogenannte Fettsdureethylester-
Synthasen [20]. Da die Bildung der Fettsaureethylester vor allem in Organen erfolgt, die
bei erhohtem Alkoholkonsum charakteristische Schéden aufweisen, wird angenommen,
dass sie zytotoxische Wirkung entfalten [21, 22]. Ein Nachweis ist in praktisch allen
Organen, im Haar, im Mekonium sowie in Blut und Urin mdglich [23-27]. Um einen

10
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langerfristigen chronisch exzessiven Alkoholkonsum nachzuweisen, eignen sich jedoch

grundsatzlich nur Mekonium und Haar.

Abbildung 1. Ubersicht zum Ethanolmetabolismus.
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Im Jahr 2000 wurde erstmals von Pragst et al. die Verwendung der Fettsaureethylester als
Alkoholmarker im Haar vorgeschlagen [28]. Praktische Bedeutung haben vor allem
gaschromatographisch-massenspektrometrische (GC/MS) Messmethoden bekommen [3,
8, 23, 29, 30].

Wahrend der Bearbeitung dieses Promotionsthemas, wurde im Juni 2009 von der Society
of Hair Testing (SoHT) als internationale Fachgesellschaft, ein Konsensus zur
Alkoholmarkerbestimmung im Haar verdffentlicht. Es wurden Grenzwerte zur Diagnose
von chronisch  exzessivem  Alkoholkonsum  durch  Fettsdureethylester  und
Ethylglucuronid im Haar festgelegt. Die Fettséureethylester sind demnach als
Summenparameter bestehend aus den Ethylestern der Myristinsaure, der Palmitinsaure,

der Olsaure sowie der Stearinsaure zu bestimmen. Die Grenzwerte wurden auRerdem
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zunachst fiir den proximalen Haarabschnitt 0-3 cm festgelegt, da Kumulations- und
Auswascheffekte eine Abhéngigkeit von Haarlange zu Alkoholmarkerkonzentration
bedingen konnen. Fir die Fettsdureethylester wurde ein Cut-off von 0,50 ng/mg

vorgeschlagen [31].

Da die Datenlage zu Sensitivitat und Spezifitat der Methode begrenzt ist, sowie weiterhin
erheblicher Diskussionsbedarf bezlglich der festgelegten Grenzwerte und ihrer
Datenbasis bestand, wurde eine Revision des Konsensus im Abstand von 2 Jahren
beschlossen. Bei der ersten Revision im Frihjahr 2011 wurden Grenzwerte fur den
proximalen Haarabschnitt 0-6 cm postuliert [32]. Die Datenlage, auf der diese

Grenzwerte basieren, konnte aber in diesen 2 Jahren nicht wesentlich erweitert werden.

1.4 Ethylglucuronid

Beim Ethylglucuronid handelt es sich ebenfalls um einen Nebenmetaboliten des
Ethanols, welcher Uber einen nichtoxidativen Stoffwechselweg gebildet wird (siehe
Abbildungen 1 und 2). Glucuronosyltransferasen konjugieren UDP-Glucuronséure und
Ethanol. Diese Reaktion findet, wie die Veresterung mit Fettsauren, fir unter 0,1 % des
abzubauenden Ethanols statt [33].

Abbildung 2. Struktur von Ethylglucuronid

HoOC
HO Q
HO

H
© CHj3

Ethylglucuronid ist ein sehr hydrophiles und leicht saures Molekil. Daher wird es nur in
relativ geringem Umfang ins Haar eingelagert. Der im Konsensus der Society of Hair

Testing vorgeschlagene Grenzwert zur Detektion von chronisch exzessivem

12
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Alkoholkonsum liegt bei 30 pg/mg im proximalen Haarabschnitt 0-3 cm [32]. Wie bei
den Fettsdureethylestern ist auch hier die Datenlage, die Basis zur Ermittlung des
Grenzwertes, sowie zur Abschatzung von Sensitivitat und Spezifitat war, sehr begrenzt.
[18, 34-41]. Zur Bestimmung kommen vor allem gaschromatographische oder
fliissigchromatographische Methoden mit tandemmassenspektrometrischer Detektion
zum Einsatz [30, 42-48].

Ethylglucuronid wird zudem als Marker zum Erbringen eines Abstinenzbeleges
eingesetzt [49, 50]. Da Konzentrationen ab 7 pg/mg einen dringenden Hinweis auf
Alkoholkonsum darstellen, werden in Deutschland fur verkehrsmedizinische
Begutachtungen nach Vorgabe der Bundesanstalt fir Strallenwesen, alle Konzentrationen
unterhalb dieses Grenzwertes als Beleg zur Untermauerung einer Abstinenzbehauptung
anerkannt [51]. Es ist anzumerken, dass Studien gezeigt haben, dass gelegentlicher
Alkoholkonsum bei Anwendung des 7 pg/mg-Grenzwertes hdufig nicht erfasst wird [52].

1.5 Messtechnik

1.5.1 Headspace-Festphasenmikroextraktion mit anschlieRender
Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Bei der Headspace-Festphasenmikroextraktion handelt es sich um ein Verfahren zur
Aufreinigung von Probenmaterial oder Primarextrakten [53, 54]. Die zu untersuchende
Losung wird in einem geschlossenen Probengefal erhitzt. Dadurch verschiebt sich das
Phasengleichgewicht der zu untersuchenden Analyte in der Regel zugunsten ihres
Gehaltes im Dampfraum. Mittels einer Kantle wird eine Stahlnadel, welche an ihrer
Spitze aus einem mit dem Adsorbens beschichteten Quarz besteht, in den Dampfraum
eingefuhrt. Innerhalo  von etwa 15 bis 30 Minuten stellt sich ein
Konzentrationsgleichgewicht fiir den Analyten zwischen flissiger Phase, Dampfphase
und der Festphase an der Nadel ein. Wurde ein geeignetes Adsorbens ausgewahlt, kommt
es zu einer Kumulation an der Nadel. Im Anschluss wird die Nadel in den Injektor des
Gaschromatographen eingestochen. Dort werden die Analyte bei groRer Hitze schlagartig
desorbiert und der Extrakt wird auf der Kapillarsaule aufgetrennt (siehe Abbildung 3).

13
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Abbildung 3. Prinzip der Dampfraum-Festphasenmikroextraktion.

E_H
Prinzip der Headspace SPME SPME-Fasar %
bei der Haaranalyse Injektionsnadel —
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(30 min) GC-Injector (15 min)

Quelle: Sporkert F, Pragst F. Use of headspace solid-phase microextraction (HS-SPME) in hair analysis for
organic compounds. Forensic Sci. Int. 107 (2000).

Bei der gaschromatographisch-massenspektrometrischen Messung handelt es sich um ein
sehr weit verbreitetes Verfahren in der analytischen Toxikologie. Nach der Trennung auf
der Kapillarsdule erreichen die Analyte das Massenspektrometer. Die Messungen im
Rahmen dieser Arbeit wurden mit einem Quadrupolmassenspektrometer durchgefihrt.
Das gesamte Massenspektrometer steht unter hohem Vakuum, um eine hohe
Messempfindlichkeit zu ermdglichen und Molekilkollisionen zu vermeiden.

14
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Abbildung 4. Funktionsprinzip eines Quadrupolmassenspektrometers.
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Quelle: http://www .vias.org/tmanalytik_germ/hl_ms_quadrupol.html

Zunachst erreichen die Molekile die lonenquelle. Zur Bestimmung der
Fettsdureethylester wurde die ElektronenstoR3ionisation (EI) angewandt. Die Molekile
werden mit Elektronen beschossen, werden in Kationen tberfihrt und fragmentieren.
Durch elektrische Felder und Linsensysteme wird ein fokussierter lonenstrahl gebildet.
Dieser wird in den Quadrupol (Abb. 4), ein System bestehend aus 4 parallelen im
Quadrat angeordneten Elektrodenstaben, gefihrt. Zwischen den Elektroden wird, durch
Anlegen einer Spannung, ein elektrisches Quadrupolfeld ausgebildet. lonen, die in dieses
Feld gelangen, werden auf schraubenférmige Bahnen gezwungen. Je nach angelegter
Spannung werden abhangig von ihrem Masse zu Ladungs-Verhdltnis (m/z) die
Flugbahnen instabil und die lonen prallen gegen die Wandung. Nur lonen mit stabiler
Flugbahn passieren den Quadrupol und erreichen den Detektor. Der Detektor ist ein
Sekundarelektronenvervielfacher. Der hier erzeugte Entladungsstrom wird von der
Software in ein Massenspektrum umgerechnet d.h. als lonenhéaufigkeit aufgetragen gegen
m/z dargestellt. EI-Spektren sind, aufgenommen unter Standardbedingungen, sehr gut
reproduzierbar und stellen einen hohen Beweiswert fur die Anwesenheit des jeweiligen

Stoffes dar, der vergleichbar mit dem eines Fingerabdrucks ist.
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1.5.2 Flussigchromatographie mit tandenmassenspektrometrischer Detektion
(LC/MS/MS)

Ethylglucuronid wurde mittels LC/MS/MS bestimmt. Die Fliissigchromatographie bietet
zwar eine geringere Trennleistung und geringere Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten
als die Gaschromatographie, insgesamt tberwiegen flr viele Anwendungen jedoch die
Vorteile: Die Analysenzeiten sind geringer und Stoffe muissen zur Detektion in der Regel
nicht derivatisiert werden. Verdampfbarkeit und Thermostabilitdt sind keine
Vorraussetzungen fir die Detektion. Tandemmassenspektrometer ermdglichen aulRerdem
eine wesentlich empfindlichere Detektion als einfache Quadrupolmassenspektrometer
(siehe Abbildung 5). Es handelt sich hier um 2 hintereinandergeschaltete Quadrupole.
Die lonistation erfolgte durch Elektrospray, eine sehr schonende lonisation, welche in der

Regel fast ausschliel3lich Molekulionen produziert.

Abbildung 5. Funktionsprinzip eines Tandemmassenspektrometers

l l Quad Mass Filter (Q1) Quad Mass Filter (Q3)

(i _,-40“"“““ \:I | = .
7/ il H”_| N

Lens 1 and 2 Collision Cell Detector

Die Abbildung wurde von der Firma Agilent Technologies (Waldbronn, Deutschland) zur Verflgung
gestellt.

Die Analyte sind zundchst in der mobilen Phase gel6st und werden in der lonenquelle
durch einen Sprayer zerstaubt. Ein Trocknungsgas mit hoher Temperatur sorgt fir eine
schlagartige Verdampfung des Ldsungsmittels. Je nach Messmodus werden die
unkondensierten Kationen oder Anionen durch ein elektrisches Feld eingefangen und in
das Massenspektrometer geleitet. Dort wird der lonenstrahl durch Linsensysteme
fokussiert. Im ersten Quadrupol kdnnen lonen mit einer bestimmten Masse ausgewahlt
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werden, diese werden dann in der Kollisionszelle auf z.B. Stickstoffatome geschossen
und fragmentieren. Mit dem zweiten Quadrupol lassen sich die dabei entstehenden
Tochterionen auftrennen. Man erhdlt somit Produktionenspektren. Da der erste
Quadrupol sehr spezifisch die Molekilionen selektiert, werden Interferenzen durch
koeluierende Stoffe weitgehend vermieden. Dies erhoht die Messempfindlichkeit
drastisch. Haufig wird bei zielgerichteten Untersuchungen nicht das gesamte
Produktionenspektrum zur ldentifizierung genutzt, sondern lediglich Retentionszeit und
einzelne Masseniibergdnge. Das bedeutet, man gibt flir eine bestimmte Retentionszeit ein
Precurserion (hdufig das Molekdlion) vor, zu dem dann prominente Tochterionen (in der
Regel 2 bis 3) detektiert werden. Da hierbei nicht durch den gesamten Massenbereich
gescannt wird und der Untergrund koeluierender Substanzen aus der Matrix fast vollig

beseitigt ist, ist die Empfindlichkeit stark erhoht.

1.6 Zielstellung der Arbeit

Zu Beginn der Arbeit waren bereits Grundlagen zur Alkoholmarkeranalytik in Haaren
und im Mekonium geschaffen [8, 11, 20, 23, 24, 28, 29, 34, 37, 45, 55-67]. Es waren
bereits Methoden zur Quantifizierung von Fettsdureethylestern oder Ethylglucuronid in
Haaren und im Mekonium publiziert. Im Rahmen der Promotion sollte die analytische
Validierung der Fettsdureethylesterbestimmung im Haar und Mekonium abgeschlossen
werden. Es sollte eine umfassende Methodenvalidierung nach den Vorgaben der
zustandigen Fachgesellschaft, der Gesellschaft fiir Forensische und Toxikologische
Chemie (GTFCh), durchgefiihrt werden [68].

Der Fokus der Arbeit sollte jedoch auf der klinischen Validierung der Alkoholmarker im
Haar liegen. Parameter wie Sensitivitit, Spezifitdt und valide Entscheidungsgrenzen
lassen sich bei Biomarkern nur mit groBem Aufwand untersuchen, da eine direkte
experimentelle Ermittlung hdufig nicht méglich ist. Aus ethischen Griinden ist es nicht
vertretbar einer Testgruppe Uber gréfere Zeitrdume gesundheitsschédliche Mengen
Alkohol zuzufihren, nur um die genannten GrofRen zu ermitteln. Dies muss auf

indirektem Wege erfolgen. Dabei wurden zwei verschiedene Ansétze verfolgt: Zum
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Einen wurden Haarproben aus dem Sektionsgut des Instituts fir Rechtsmedizin
untersucht. Mit der staatsanwaltschaftlichen und polizeilichen Ermittlungsakte hat man
haufig vergleichsweise valide Angaben zu Erkrankungen wie Alkoholismus und kann
diese nutzen, um geeignete Grenzwerte abzuschatzen. Es muss jedoch berucksichtigt
werden, dass die Frage einer Ubertragbarkeit der Ergebnisse von postmortalen
Untersuchungen auf die Untersuchung an lebenden Probanden ebenfalls untersucht und
diskutiert werden muss. Zum Anderen sollten Alkoholiker aus der Entzugsklinik und
Normaltrinker aus dem sozialen Umfeld der Forschungsgruppe als Probanden dienen, um
am lebenden Menschen die Leistungsfahigkeit der Alkoholmarker im Haar zu testen, zu

vergleichen und geeignete Grenzwerte vorzuschlagen.

Aullerdem sollte die Anwendung der Haaranalyse auf Alkoholmarker niemals unkritisch
auf neue Betatigungsfelder Ubertragen werden. Daher sollte ermittelt werden ob und wie
gut die Methodik in verschiedenen Bereichen, wie dem Workplace-Drug-Testing, der
postmortalen Forensik, der Fahreignungsbegutachtung und z.B. bei familienrechtlichen
Fragestellungen, eingesetzt werden kann. In diesem Rahmen sollte auch die Frage
untersucht werden, ob die kombinierte Analyse und Interpretation von
Fettsaureethylestern und Ethylglucuronid die Methodenperformance erhéht.

Besonders schwerwiegende Gesundheitsschaden sind bei Alkoholkonsum wéhrend der
Schwangerschaft zu erwarten. Fiir Miitter, Kinder und Arzte ist dies zudem ein sehr
sensibles Thema. Wahrheitsgetreue Auskilnfte ber den Alkoholkonsum kdénnen von
Seiten der Mutter nicht erwartet werden. Dennoch sollten Untersuchungen zur
Anwendbarkeit der Alkoholmarkerbestimmung im Mekonium, dem ersten Stuhl des
Neugeborenen, durchgefiihrt werden. Zur Abschédtzung eines geeigneten Grenzwertes
sollte eine ,,Baselinestudie* durchgefiilhrt werden; d.h. es sollte eine Stichprobe mit
reprasentativem Umfang auf Alkoholmarker im Mekonium untersucht werden, um einen
,Normalwert”“ zu ermitteln. Ausreisser zu hoéheren Konzentrationen kdnnen dann als
Hinweis auf einen Alkoholkonsum im letzten Trimenon der Schwangerschaft gesehen
werden. Zudem sollte eine analytische Validierung der Fettsdureethylesterbestimmung im
Mekonium erfolgen.
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2 Hintergriinde zur Alkoholmarkeranalytik in Haaren und im Mekonium

2.1 Haaranalytik — EinflussgréRen und Hintergrinde

2.1.1 Aufbau des Haars

In der Dermis liegt die Haarwurzel. Sie besteht aus lebenden Zellen, die an die Blutbahn

angeschlossen sind. Die Matrixzellen sind fir den Aufbau des Haares verantwortlich.

Keratinozyten produzieren Keratin und Melanozyten produzieren Pigmente.

Die

gebildeten Hornzellen werden entlang des Haarfollikels aus der Haut herausgeschoben.

Sie bilden den Haarschaft. An jedem Haarfollikel findet sich eine Sebumdriise sowie ein

Muskel (Abbildung 6).

Abbildung 6. Aufbau des Haares.
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Quelle: http://www.lilas-kosmetik.de/pages/enthaarung.php
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Abbildung 7. Bestandteile des Haarschaftes.

Medulla

Quelle: http://ns2.etechdesignstudio.com/tutorials/itemlist/tag/natural%20hair%?20care.html

Das Haar besteht im Wesentlichen aus Mark (Medulla), Cortex und Cuticula. Das Mark
besteht aus teilweise keratinisierten Zellen, die sich aus den Matrixzellen, die die Papille
umgeben, bilden. Der Cortex besteht aus keratinisierten Fasern, die sich spindelférmig
um die Haarachse reihen und fur die ausgepragte Elastizitat der Haare sorgen. Aullen
schliel3t sich die Cuticula an. Es handelt sich um schuppenartige, keratinisierte Zellen, die

das Haar umgeben (siehe Abbildung 7).

Das wesentliche Material, welches am Aufbau der Haare beteiligt ist, ist das Keratin, ein
wasserunlésliches und sehr proteolysestabiles Protein, dass von den Keratinozyten in der

Haarwurzel gebildet wird.
2.1.2 Wachstumszyklus des Haars

Der Wachstumszyklus des Haares gliedert sich in 3 Phasen (siehe Abbildung 8): Das
eigentliche Wachstum findet in der Anagenphase statt. Die Haarwurzel ist aktiv und
produziert Zellen, welche das Haar bilden. In der Katagenphase stirbt die Haarwurzel ab

und das Wachstum wird eingestellt. Das Haar féallt dann jedoch meist nicht sofort aus,
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sondern bleibt bis zu 6 Monate in der Haut verankert. Wahrend dieser Zeit findet kein
Wachstum mehr statt (Telogenphase). Die Wachstumsgeschwindigkeit, die Dauer der
Anagenphase und der Anteil an telogenen Haaren variiert stark je nach Korperregion.
Eine Ubersicht ist in Tabelle 1 dargestellt [69-71].

Tabelle 1. Zusammenfassung der Wachstumszyklen verschiedener Haartypen: Wachstumsrate,
Prozentsatz der anagenen und telogenen Haare sowie die Gesamtdauer der Wachstumszyklen.
Literaturibersicht nach Pianta et al. (2013).

Wachstumsrate Anagenphase Anagenphase Telogenphase Telogenphase Dauer des gesamten

Haartyp Quellen

(cm/Monat) (Monate) (%) (Monate) (%) Haarzyklus (Monate)
Kopfhaar 48-144 2-6 [72]
Kopfhaar 1,05 6-18 85 3-4,25 13 [73,74]
Kopfhaar 0,6-1,5 24-144 80-85 6 10-15 [75]
Kopfhaar 0,84-1,41 48-144 5-20 [76]
Kopfhaar 1,05 24-72 3 [77]
Brusthaar 1,05 4 30 45 70 [73,74]
Brusthaar 0,81 50 4-10 [78]
Achselhaar 0,9 4 30 3 70 [73,74]
Achselhaar 0,87-0,99 50 23-35 [78]
Achselhaar 0,87-1,00 11-18 50 [76]
Achselhaar 0,9 [77]
Armhaar 0,9 3,25 20 3 80 [73, 74]
Armhaar 1-4 60 [76]
Armhaar 60 4-6 [78]
Armhaar 1,5-3 1,75-3,25 [77]
Beinhaar 0,63 4 20 6 80 [73,74]
Beinhaar 0,39-0,75 3-6 [78]
Beinhaar 0,6 4,75-6.5 3,25-8,5 [77]
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Somit kann bei der Entnahme eines Haarbundels davon ausgegangen werden, dass
anteilig solche Haare mit asserviert werden, welche sich bereits in der Katagen- oder
Telogenphase befinden und einen anderen Zeitraum reprasentieren als die anagenen
Haare. Dies ist bei der Begutachtung unbedingt zu beriicksichtigen. Untersuchungen von
Hartwig et al. (2003), Kintz et al. (2008) sowie von Pianta et al. (2013) haben gezeigt,
dass Korperhaar dennoch verwendet werden kann und h&ufig zu vergleichbaren
Ergebnissen fuhrt [63, 71, 79, 80]. Fur die Ethylglucuronidbestimmung sollte jedoch kein
Achsel- oder Schamhaar verwendet werden, da hier vermutlich durch das feuchte Milieu
im Achselbereich bzw. den Eintrag von EtG durch den Urin in das Schamhaar die

Interpretation deutlich erschwert ist [71, 79].

Abbildung 8. Graphische Darstellung des Wachstumszyklus eines Haares in der Reihenfolge
Anagen-, Katagen- und Telogenphase.

Quelle: http://www.haar-ausfall.com/service/haarlexikon/wachstumszyklus/index.jsp

2.1.3 Einlagerungswege ins Haar

Fur eine zeitabhangige Begutachtung ist es vorteilhaft, wenn eine punktuelle Einlagerung
der zu analysierenden Wirkstoffe durch die Haarwurzel in das Haar erfolgt. Dies ist bei
den im Haar nachweisbaren Alkoholmarkern nur zum Teil der Fall [81, 82]. Da es sich
bei Ethylglucuronid um ein sehr hydrophiles und leicht saures Molekil handelt, wurden
relevante Mengen im Schweil3 nachgewiesen [83]. Somit ist auch von einer Einlagerung
von auBen uber den Schweild in das Haar auszugehen. Da der Schweill Uber den
Haarschaft spreitet, kommt es nicht zu einer punktuellen Einlagerung. Es kommt entlang

des Haarschaftes zu einer Einlagerung des Ethylglucuronids. Aufgrund der ausgepragten
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Hydrophilie stehen dem, z.B. durch die Haarpflege bedingte, Auswascheffekte
gegenuber. Dennoch wurde in einem gewissen Rahmen die Madglichkeit eines
zeitaufgeldsten Ethylglucuronidnachweises in segmentierten Haarproben beschrieben
[84]. Der Grad der Pigmentierung des Haares hat keinen relevanten Einfluss auf die

Einlagerung des Ethylglucuronides [85].

Die Fettséureethylester hingegen sind sehr lipophil. Sie kumulieren im Fettgewebe sowie
im Sebum [86, 87]. An jedem Haar liegt eine Sebumdriise an, welche fortwéhrend Sebum
auf den Haarschaft abgibt, welches dort letztlich Uber die gesamte Lange des Haares
spreitet. Daher sind fur die Fettsdureethylester ebenfalls Kumulationseffekte vom
proximalen Haaransatz nach distal zu beobachten [76]. Dem stehen Auswascheffekte
durch die tagliche Haarpflege und den Gebrauch von Haarkosmetika entgegen.
Fettsdureethylester kdnnen Depots im Fettgewebe bilden und somit ist anzunehmen, dass
sie ggf. auch nach Abstinenzbeginn noch einige Zeit freigesetzt und ins Haar eingelagert
werden [36]. Die Einlagerung der Fettsdureethylester ins Haar erfolgt ebenfalls

unabhé&ngig von der Pigmentierung der Haare [88].

Fir beide Marker ist somit eine zeitlich hochaufgeloste Analytik, wie sie z.B. fur viele
Betdubungsmittel im Haar durchgefiihrt wird, nicht oder nur eingeschrankt méglich. Es
muss zumindest eine Haarldngenabhangigkeit zur Festlegung geeigneter Grenzwerte
untersucht werden. Daher hat die Society of Hair Testing auf der Basis der aktuellen
Datenlage fir die Fettsdureethylester und das Ethylglucuronid haarldngenabhédngige

Entscheidungsgrenzen festgelegt [32].

2.1.4 Einfluss von Haarkosmetika

Haarkosmetika kénnen einen wesentlichen Einfluss auf die Stabilitat der Alkoholmarker
im Haar haben. Die SoHT und die European Workplace and Drug Testing Society
(EWDTS) als zustdndige Fachgesellschaften fordern in ihren Richtlinien daher eine
protokollarische Erfassung der vor der Probennahme verwendeten Haarkosmetikprodukte
[32, 89].
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Die Fettsdureethylester neigen aufgrund ihrer Lipophilie weniger dazu durch wassrige
Medien aus den Haaren ausgewaschen zu werden. Sie kdnnen vor allem durch lipophile
Haarkosmetika wie Wachse aus dem Haar extrahiert werden [62]. Aggressive
Haarfarbemittel oder Bleichmittel, sowie sehr basische, z.B. ammoniakhaltige Produkte,
fuhren haufig zu einem chemischen Abbau der Analyte in der Haarmatrix. Das grofite
Problem stellen jedoch alkoholhaltige Haarpflegeprodukte dar. Da die Haare freie
Fettsduren enthalten, kann es bei Kontakt mit Ethanol zu einer spontanen unkatalysierten
Veresterung kommen [36, 90, 91]. Schon nach einmaliger Behandlung mit
alkoholhaltigen Produkten sind falsch positive Fettsdureethylesterbefunde maglich.

Ethylglucuronid ist ein sehr hydrophiles und oxidationsempfindliches Molekdl. Es wird
daher angenommen, dass Auswascheffekte z.B. durch die tagliche Haarwésche bei
diesem Marker relativ stark zum Tragen kommen. AuBerdem hat sich gezeigt, dass
aggressive Kosmetika wie Farbe- oder Bleichmittel, die Peroxide enthalten, zu einem
Abbau des Ethylglucuronides fuhren [36]. Der Kontakt der Haare mit Alkohol flhrt
hingegen nicht zur Bildung von Ethylglucuronid [91]. Allerdings wurden Einzelfélle
beschrieben, in denen Ethylglucuronid durch Haarkosmetika basierend auf

Pflanzenextrakten in das Haar eingetragen wurde [92].

2.2 Mekonium

Als Mekonium oder Kindspech wird der erste Stuhl des Neugeborenen bezeichnet. Es
handelt sich um eine grinbraune, hdufig sehr heterogene zéhe Masse, welche
hauptséchlich aus Schleimhautepithelzellen, (ber verschlucktes Fruchtwasser
aufgenommene Haare, Hautzellen und aus Galle besteht. Das Mekonium wird in der
Regel innerhalb der ersten 72 Stunden nach der Geburt abgegeben. In Abbildung 9 ist

ersichtlich, dass die Bildung etwa in der 23sten Schwangerschaftswoche beginnt [93].
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Abbildung 9. Darstellung der Mekoniumbildung und Akkumulation in der Schwangerschaft.
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Quelle: Burd and Hofer 2008

Die Bildungsrate steigt exponentiell an. Daher werden ungefahr 75 % des Mekoniums in
den letzten 8 Wochen vor der Geburt gebildet. Es ist somit anzunehmen, dass durch die
nachgewiesenen Alkoholmarker vornehmlich dieser Zeitraum représentiert wird. Auch
wenn nicht alle Schwangerschaftsphasen, in denen Alkohol besonders schwere Schéden
hervorrufen kann, abgedeckt werden, lassen sich doch Rickschliisse (ber einen
fortgesetzten Alkoholkonsum der Mutter gewinnen. Ein groRer Vorteil gegeniiber
anderen Matrizes ist die Tatsache, dass das Mekonium nicht invasiv gewonnen wird und
die Probennahme keinerlei Risiko fir das Kind darstellt, sowie keine kosmetische
Beeintréchtigung zu befurchten ist. Auch wenn prinzipiell die Haare je nach L&nge ein
noch groReres Zeitfenster reprasentieren, ist die Haarmenge und -lange bei
Neugeborenen oftmals unzureichend und die Interpretation durch das spezielle Milieu in
der Gebarmutter schwierig. Die Mutter sind haufig nicht bereit, Haare zur Untersuchung
zur Verfugung zu stellen, womit letztlich nur die Untersuchung von Mekonium zur

Bewertung der langerfristigen Alkoholbelastung praktikabel ist.
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Wie dringend objektive Marker fir maternalen Alkoholkonsum wahrend der
Schwangerschaft benétigt werden, zeigen Zahlen aus dem Drogen- und Suchtbericht der
Bundesregierung aus dem Jahr 2011. Es wird geschatzt, dass pro Jahr in Deutschland
etwa 10.000 der Neugeborenen unter gesundheitlichen Beeintrachtigungen durch den
Alkoholkonsum der Mutter wahrend der Schwangerschaft leiden. Eine besonders starke
Auspragung dieser Schadigungen, das Fetale Alkohol Syndrom (FAS), wird bei etwa
4.000 Geburten jahrlich beobachtet [2]. Die Diagnose geringergradiger Schaden ist
schwierig und unterbleibt hdaufig. Auch wenn eine kurative Behandlung der durch den
Alkohol hervorgerufenen Erkrankung des Kindes meist nicht mdglich ist, so kann eine
frihzeitige Diagnose helfen Anspriiche gegeniiber Krankenkassen durchzusetzen und

z.B. im Bildungsbereich friihzeitig eine gezielte zusatzliche Forderung zu erméglichen.

Zu den beobachteten Schadigungen durch den Alkoholkonsum der Mutter wéhrend der
Schwangerschaft zahlen neben neurologischen Schaden, Lernschwachen und anderer
mentaler Erkrankungen, vermindertes Wachstum, Verhaltensauffalligkeiten und

physiognomische Veranderungen z.B. im Gesicht [94].
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3 Ergebnisse

3.1 Manuskript I:
Combined use of fatty acid ethyl esters and ethyl glucuronide in hair for diagnosis
of alcohol abuse: interpretation and advantages.

3.1.1 Zusammenfassung

In dieser Studie wurde die kombinierte Analyse und Interpretation von
Fettsdureethylestern und Ethylglucuronid als Alkoholmarker im Haar untersucht. Die
Haarproben stammten aus verschiedenen  Anwendungsbereichen, wie der
Fahreignungsbegutachtung, dem Workplace-Drug-Testing und von familiengerichtlichen

Féllen, in denen z.B. Sorgerechtsfragen zu kl&ren waren.

Unter Berlicksichtigung der zum Zeitpunkt der Datenerhebung verwendeten Grenzwerte
von 25 pg/mg fur das Ethylglucuronid und 0,50 ng/mg fir die Summenkonzentration der
Fettsdureethylester wurde in 75 % der Falle ein tGbereinstimmendes Ergebnis flr beide
Marker gefunden, wobei es sich um 103 negative und 28 positive Ergebnisse gehandelt
hat. In 30 Fallen wurden positive Ergebnisse fiir die FSEE und negative Ergebnisse fur
das Ethylglucuronid erhalten. AufRerdem wurden in 13 Féllen ein positiver EtG- und ein
negativer FSEE-Befund erhalten. Diese Daten sowie Daten aus der Literatur zeigen, dass
die Zahl der abweichenden Befunde sich reduzieren lielle, wenn man flr ein proximales
Haarsegment von 0-3 cm Lénge die Grenzwerte von 0,50 ng/mg fir FSEE und 30 pg/mg

fur EtG verwenden wirde.

Die pharmakokinetischen Ablaufe und Eigenschaften wurden von der Aufnahme des
Alkohols bis hin zur Einlagerung der Alkoholmarker in das Haar untersucht. Besonderes
Interesse galt dem Zusammenhang zwischen aufgenommener Alkoholmenge und der
Menge an ins Haar inkorporiertem Alkoholmarker. Es wurde gezeigt, dass die
Konzentrationen beider Marker im Besonderen von der Flache unter der Kurve der
Blutalkoholkonzentration aufgetragen gegen die Zeit (AUC(EtOH)) abhéngig sind.
Aufgrund der Tatsache, dass Ethanol in den relevanten Konzentrationsbereichen nach
einer Kinetik nullter Ordnung abgebaut wird, lieR sich nachweisen, dass die AUC(EtOH)

Uberproportional ansteigt bei Tagesalkoholdosen zwischen 60 und 120g. Diese
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Besonderheit des Alkoholabbaus fiihrt dazu, dass gerade bei der Haaranalyse auf
Alkoholmarker die Diskriminierungsleistung zwischen sozialem Trinkverhalten und

Alkoholmissbrauch sehr hoch ist.

Fur die gemeinsame Interpretation von EtG und FSEE wurde ein Bewertungsschema
entwickelt und vorgestellt. Es konnte gezeigt, werden, dass die gemeinsame Auswertung
der beiden Marker die Ergebnissicherheit erhdhen kann, da falsch positive oder falsch
negative Ergebnisse, durch z.B. Messfehler, biologische Variabilitat oder Haarkosmetika

teilweise vermieden werden kdnnen.
3.1.2 Publikation

Pragst F, Rothe M, Moench B, Hastedt M, Herre S, Simmert D.

Combined use of fatty acid ethyl esters and ethyl glucuronide in hair for diagnosis
of alcohol abuse: interpretation and advantages.

Forensic Sci Int. 2010 Mar 20;196(1-3):101-10.
http://dx.doi.org/10.1016/j.forsciint.2009.12.028

3.2 Manuskript I1:
Detecting alcohol abuse: traditional blood alcohol markers compared to ethyl
glucuronide (EtG) and fatty acid ethyl esters (FAEES) measurement in hair.

3.2.1 Zusammenfassung

In dieser Studie wurden an 169 Probanden die Eignung und die Leistungsféahigkeit
sowohl der traditionellen im Blut bestimmten Langzeitalkoholmarker Desialotransferrin
(CDT), Gamma-Glutamyltransferase  (GGT), Aspartataminotransferase  (AST),
Alaninaminotransferase (ALT) und des mittleren Korpuskularvolumens der Erythrozyten
(MCV), als auch der direkten im Haar nachweisbaren Alkoholmarker Ethylglucuronid
(EtG) und den Fettsdureethylestern (FSEE) untersucht. Als Testpersonen wurden
Alkoholkranke in den Entzugskliniken der Charité und im St. Hedwigs Krankenhaus
Berlin rekrutiert sowie Abstinenzler und Normaltrinker aus dem sozialen Umfeld der
Forschungsgruppe untersucht. Es wurden jeweils detaillierte Angaben zu den
Trinkgewohnheiten und maoglichen StorgréRen fur die Untersuchungen, wie

Haarkosmetika, gesammelt.
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Basierend auf diesen Daten wurden die Sensitivitdten und Spezifitdten der einzelnen
Marker berechnet, die Methodenperformances als Flache unter der ,,Receiver Operating
Characteristic” Kurve (ROC curve AUC) sowie die optimalen Cut-off-Werte wurden
ermittelt. Die groRten ROC curve AUCs wurden fur EtG, GGT und CDT mit 0,941,
0,943 und 0,899 berechnet. Das relativ gute Ergebnis fiir die indirekten Marker GGT und
CDT st wahrscheinlich zum Teil auf das Studiendesign zuriickzufihren. Da beide
Marker etwa innerhalb von 2 bis 3 Wochen nach Abstinenzbeginn wieder im
Referenzbereich liegen, wurde ein Abstinenzbeginn von mehr als 2 Wochen vor der
Probennahme als Ausschlusskriterium festgesetzt.

Fur Ethylglucuronid wurde als optimaler Grenzwert zur Unterscheidung von
Normaltrinkern und Alkoholikern eine Konzentration von 28 pg/mg berechnet. Fir die
Fettsdureethylester wurde ein optimaler Cut-off von 0,675 ng/mg errechnet. Diese

Grenzwerte wurden fir den proximalen Haarabschnitt 0-3 cm ermittelt.

Es hat sich zudem gezeigt, dass durch die kombinierte Interpretation von FSEE und EtG
im Haar, die Zahl der falsch positiven und falsch negativen Befunde minimiert werden

kann.

3.2.2 Publikation

Hastedt M, Blchner M, Rothe M, Gapert R, Herre S, Krumbiegel F, Tsokos M, Kienast
T, Heinz A, Hartwig S.

Detecting alcohol abuse: traditional blood alcohol markers compared to ethyl
glucuronide (EtG) and fatty acid ethyl esters (FAEES) measurement in hair.
Forensic Sci Med Pathol. 2013 Dec;9(4):471-7.
http://dx.doi.org/10.1007/s12024-013-9416-8
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3.3 Manuskript I11:
Fatty acid ethyl esters in hair as alcohol markers: estimating a reliable cut-off point
by evaluation of 1,057 autopsy cases.

3.3.1 Zusammenfassung

1057 Sektionsfélle aus den Jahren 2005 bis 2011 wurden ausgewertet und genutzt, um
einen geeigneten Grenzwert fur die Unterscheidung zwischen Normaltrinkern und
Alkoholikern mittels Haaranalyse auf Fettsdureethylester zu berechnen. Damit
beriicksichtigt diese Studie eine deutlich groRere Fallzahl als die zuvor publizierten

Untersuchungen zur Abschétzung eines geeigneten Grenzwertes.

Bei Sektionsféllen steht in der Regel eine Reihe an Daten zur Verfligung, die man bei der
Untersuchung lebender Probanden nur schwer gewinnen kann. So wurden
Sektionsbefunde an inneren Organen, welche durch Alkohol verursacht worden sein
kdnnen, erfasst. Besonderes Interesse galt Schadigungen an der Leber, dem Herzen, der
Bauchspeicheldriise, dem Gehirmn sowie dem Gastrointestinaltrakt. AuRerdem standen
polizeiliche ~ Ermittlungsakten,  welche  grundsétzlich auch  Angaben  zur
Krankenvorgeschichte und somit auch zu einem eventuellen Alkoholismus enthielten, zur

Verfligung.

In einem ersten Schritt wurden alle Félle beziglich der méglicherweise alkoholbedingten
Organschéden ausgewertet. In 80,2 % der untersuchten Falle wurden eine oder mehrere
pathologische Organbefunde erhoben, die mit einem Alkoholmissbrauch in
Zusammenhang stehen kdnnten. Basierend auf der Spezifitat dieser Befunde sowie der
Daten aus der polizeilichen Ermittlungsakte wurde eine Einteilung der Falle in 3 Gruppen
vorgenommen: a) keine Hinweise auf Alkoholmissbrauch (soziales Trinkverhalten wird
angenommen) (n = 168), b) unklarer Konsumstatus (n = 387), ¢) Alkoholmissbrauch (n =
502).

In einem zweiten Schritt wurden basierend auf den Féllen aus der Gruppe mit sozialem
Trinkverhalten und der Gruppe der Alkoholiker Sensitivitdt und Spezifitdt der

Fettsdureethylester als Langzeitalkoholmarker im Haar bestimmt. Anschlieend wurde
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eine Receiver Operating Characteristic (ROC) Analyse zur Abschatzung des optimalen
Cut-off-Wertes flr diese Methode durchgefiihrt.

Die Flache unter der ROC-Kurve, welche die Performance der Methode widerspiegelt,
wurde mit 0,745 berechnet. Dies spricht fir eine nur moderate Leistungsfédhigkeit der
Methode. Zum Einen kann die Untersuchung postmortaler Proben aufgrund unbekannter
Liegezeit bis zur Probennahme und unginstiger Umgebungsbedingungen,
Garungsvorgangen oder auch wegen des schlechten Hygienestatus der Testpersonen
erschwert sein. Am wahrscheinlichsten ist die im Vergleich zu anderen Studien eher
geringe Flache unter der ROC-Kurve darauf zuriickzufuihren, dass in dieser Studie keine
Daten zur haarkosmetischen Behandlung vorlagen und somit nicht berticksichtigt werden
konnten.  Haarkosmetika  konnen  einen  deutlichen  Einfluss auf die
Alkoholmarkerkonzentrationen im Haar haben. Daher wird bei lebenden Probanden die
Verwendung von Haarkosmetika bei der Probennahme erfragt. Insgesamt sollte jedoch
auch die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dass friihere Studien, die in aller Regel
wesentlich kleinere Kollektive zur Berechnung von Sensitivitit und Spezifitat
bertcksichtigt haben, mdglicherweise die Leistungsféhigkeit der Methode (berschétzt
haben.

In dieser Studie konnte Kkein signifikanter Niveauunterschied zwischen den
Konzentrationen in den proximalen Haarsegmenten 0-3 cm und 0-6 cm nachgewiesen
werden. Aufler fur das aufgrund seiner Doppelbindungen oxidationsempfindliche
Ethyloleat, lieRen sich bei trockener und lichtgeschiitzter Lagerung flr die anderen FSEE
hohe Stabilitdten Uber einen Zeitraum von etwa 800 Tagen nachweisen.

Der optimale Cut-off fur die FSEE im Haar zur Unterscheidung zwischen sozialem
Trinkverhalten und chronisch exzessivem Alkoholkonsum liegt bei 1,08 ng/mg mit einer
Sensitivitat von 56 % und einer Spezifitat von 80 %. Die Untersuchungen haben gezeigt,
dass Ethyloleat, -palmitat und -stearat als einzelne Fettsaureethylester fir sich
genommen eine mit dem Summenparameter vergleichbare Leistung als Alkoholmarker

zeigen. Hier wére eine Mdglichkeit zur Vereinfachung der Methode gegeben.
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3.3.2 Publikation

Hastedt M, Bossers L, Krumbiegel F, Herre S, Hartwig S.

Fatty acid ethyl esters in hair as alcohol markers: estimating a reliable cut-off point
by evaluation of 1,057 autopsy cases.

Forensic Sci Med Pathol. 2013 Jun;9(2):184-93.
http://dx.doi.org/10.1007/s12024-013-9425-7

3.4 Manuskript IV:
Practical experiences in application of hair fatty acid ethyl esters and ethyl
glucuronide for detection of chronic alcohol abuse in forensic cases

3.4.1 Zusammenfassung

Die Ergebnisse von 1872 Haarproben, die auf Fettsdureethylester (FSEE) und
Ethylglucuronid (EtG) als Langzeitalkoholmarker untersucht wurden, werden in dieser
Studie dargestelit.

Selbstauskiinfte zum Alkoholkonsum, zur Verwendung von Haarkosmetika, zum
Geschlecht und der Haarlange wurden flr die Auswertungen berticksichtigt. CDT und
GGT Werte standen in 477 bzw. 454 Fallen zum Abgleich zur Verfigung. Nach
Ausschluss unklarer Falle wurde anhand von Féllen mit hochstens maligem
Alkoholkonsum auf der einen Seite und Féllen, in denen ein chronisch exzessiver
Alkoholkonsum anzunehmen ist, auf der anderen Seite, eine ROC Analyse durchgefiihrt.
Fur die Fettsdureethylester wurde der proximale Haarabschnitt 0-6 cm und fir das
Ethylglucuronid der proximale Abschnitt 0-3 cm untersucht. Die Grenzwerte von 1,0
ng/mg fur die FSEEs (0-6 cm) und 30 pg/mg fiur das EtG (0-3 cm), die von der SoHT
2011 im Konsensus fir die Alkoholmarkerbestimmung im Haar vorgeschlagen wurden,
konnten grundsatzlich bestatigt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Verwendung alkoholhaltiger Haarkosmetika, wie
Haarspray, zu einer deutlichen Erhéhung der Fettsdureethylesterkonzentration im Haar
fuhren. Die Ethylglucuronidkonzentration wird hierdurch nicht beeinflusst. Allerdings
lieRBen sich in gefarbtem Haar durchschnittlich um 63 % und nach Bleichung sogar um 80

% verminderte Ethylglucuronidkonzentrationen gegeniiber unbehandeltem Haar
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feststellen. Haargel und —wachs hat insgesamt keinen signifikanten Effekt auf die
Alkoholmarkerkonzentrationen im Haar gezeigt, wobei dies im Einzelfall, je nach

Zusammensetzung des Kosmetikums, anders sein kann.

Bei Alkoholikern, die den Konsum vor der Probennahme eingestellt hatten, konnte
beobachtet werden, dass es teilweise bis zu 10 Monate dauert, bis die
Alkoholmarkerkonzentrationen im Haar wieder im fir Normaltrinker und Abstinenzler

typischen Bereich sind.

Die Untersuchung von Achselhaar und Beinhaar fiihrte bei den Fettsdureethylestern
verglichen mit Kopfhaar zu niedrigeren, die Untersuchung von Brusthaar zu hoheren
Befunden. Die Ethylglucuronidkonzentrationen hingegen waren im Achselhaar niedriger
und im Beinhaar hoher als im Kopfhaar.

Die kombinierte Interpretation von FSEE und EtG-Befunden flihrte zu einer geringeren
Anfalligkeit fir die angesprochenen Fehlerquellen und kann die Ergebnissicherheit

erhohen.

3.4.2 Publikation

Suesse S, Pragst F, Mieczkowski T, Selavka CM, Elian A, Sachs H, Hastedt M, Rothe
M, Campbell J.

Practical experiences in application of hair fatty acid ethyl esters and ethyl
glucuronide for detection of chronic alcohol abuse in forensic cases.

Forensic Sci Int. 2012 May 10;218(1-3):82-91.
http://dx.doi.org/10.1016/j.forsciint.2011.10.006
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3.5 Manuskript V:
Workplace alcohol testing program by combined use of ethyl glucuronide and fatty
acid ethyl esters in hair.

3.5.1 Zusammenfassung

Die Anwendbarkeit und Eignung der Haaranalyse auf Alkoholmarker im Rahmen eines
arbeitsplatzbezogenen Drogentestprogramms  (Workplace Drug Testing) wurde
untersucht. AulRerdem wurde die analytische Validierung der FSEE-Bestimmung im Haar
nach den GTFCh-Richtlinien vorgestelit.

An Arbeitnehmer, die einen Beruf ausiben, in dem Sie die Verantwortung fur
Menschenleben oder wertvolle Guter tragen, wie zum Beispiel Piloten, werden besonders
hohe Anforderungen gestellt. Bereits kleine Fehler konnen schwerwiegende
Konsequenzen nach sich ziehen. Daher kann in einem solchen beruflichen Umfeld
keinesfalls Drogen- oder Alkoholmissbrauch toleriert werden. Andererseits muss eine
angewandte Testmethode in einem solchen Falle dufl3erst zuverldssig sein, da positive
Befunde schwere berufliche Einschnitte fir den Arbeitnehmer bedeuten kénnen und

falsch negative Befunde ggf. zu einer fortgesetzten Gefahrdung Dritter beitragen kénnen.

Die Methode zur Fettsaureethylesterbestimmung im Haar wurde nach den Richtlinien der
GTFCh validiert. Der Arbeitsbereich liegt zwischen 0,05 ng/mg und 5,0 ng/mg fur die
einzelnen Fettsdureethylester. Die Nachweisgrenzen lagen zwischen 4 und 15 pg/mg
Haar und die Bestimmungsgrenzen lagen zwischen 11 und 31 pg/mg. Die Genauigkeit
wurde als 95%-Toleranzintervall berechnet und lag im Rahmen der Vorgaben der
GTFCh.

Bestimmt wurden die FSEEs und das EtG im Haar von 78 Arbeitnehmern aus einem
Berufsfeld mit erhdhtem Gefahrdungspotential. Anlass flr die Untersuchung war in der
Regel die Vermutung, dass ein erhohter Alkoholkonsum vorliegt. In 59 dieser Félle
liegen zudem Daten zu den traditionellen im Blut bestimmten Alkoholmarkern
Aspartataminotransferase (AST), Alaninaminotransferase (ALT),
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Gammaglutamyltransferase (GGT) und dem mittleren Erythrozyteneinzelvolumen
(MCV) (58 Félle) vor.

Untersucht wurde jeweils, sofern vorhanden, der kopfnahe Haarabschnitt 0-3 cm. Zur
Auswertung wurden die Grenzwerte der Society of Hair Testing (2009) zur
Unterscheidung zwischen sozialem und chronisch exzessivem Alkoholkonsum
verwendet. Fur die FSEEs lag der Cut-off bei 0,50 ng/mg und fur das EtG bei 30 pg/mg
Haar. AuRerdem wurde ein stufenweise aufgebautes Bewertungsschema fiir die

kombinierte Bewertung der FSEE- und EtG-Befunde angewandt.

In 50 Féllen (60 %) wurden keine Hinweise auf Alkoholmissbrauch gefunden, schwache
Hinweise wurden in 13 Fallen (17 %) gefunden und deutliche Hinweise auf einen
chronisch exzessiven Alkoholkonsum wurden in 11 Féllen (14 %) erhalten. In 4 Féllen
waren die Befunde so stark abweichend in ihrer Aussage, dass keine sichere
Einschatzung des Alkoholkonsums vorgenommen werden konnte. Die traditionellen
Alkoholmarker konnten die Ergebnisse der Haaranalyse nur teilweise bestitigen. lhre
vergleichsweise geringe Sensitivitdt und Spezifitdt ist bekannt und sie haben

erwartungsgemal’ weniger positive Befunde gezeigt als die Haaranalyse.

Die Haaranalyse auf Alkoholmarker, besonders wenn sowohl die FSEEs als auch das EtG
bestimmt und gemeinsam ausgewertet werden, ist eine sehr gut fir den Einsatz im
Rahmen eines Workplace Drug Testing-Programms geeignete Methode. Da eine gewisse
Fehlerquote bei Biomarkern immer zu erwarten ist, sollte die Haaranalyse aber nur als ein

Teil der diagnostischen Methoden gesehen und nicht isoliert betrachtet werden.

3.5.2 Publikation

Hastedt M, Herre S, Pragst F, Rothe M, Hartwig S.

Workplace alcohol testing program by combined use of ethyl glucuronide and fatty
acid ethyl esters in hair.

Alcohol Alcohol. 2012 Mar-Apr;47(2):127-32.

http://dx.doi.org/10.1093/alcalc/agrl48
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3.6 Manuskript VI:

Quantification of fatty acid ethyl esters (FAEE) and ethyl glucuronide (EtG) in
meconium from newborns for detection of alcohol abuse in a maternal health
evaluation study.

3.6.1 Zusammenfassung

Fettsdureethylester und Ethylglucuronid wurden in 602 Mekoniumproben bestimmt.
Diese ,Baseline“-Studie wurde durchgefihrt um einen Referenzbereich fir die

Alkoholmarkerkonzentrationen im Mekonium abschétzen zu kénnen.

Die Fettsaureethylesterbestimmung im Mekonium erfolgte mittels Dampfraum-
Festphasenmikroextraktion (HS-SPME) und anschliefender GC/MS. Bestimmt wurden,
abweichend von der Haaranalyse, die Fettsaureethylester Ethylpalmitat, -linolenat, -oleat
und —stearat. Das Ethylglucuronid wurde nach fllssig/fliissig-Extraktion mit LC-MS/MS

bestimmt.

Verwendet man fur die FSEE einen Grenzwert von 500 ng/g, um von nattrlichen FSEE-
Gehalten abzugrenzen, so wurden 43 Félle (7 %) positiv getestet. Die
Summenkonzentrationen dieser Félle lagen zwischen 507 und 22.580 ng/g mit einem
Ausreisser von 150.000 ng/g. EtG wurde in 97 Fallen (16 %) nachgewiesen in
Konzentrationen bis 10.200 ng/mg mit einem Ausreisser von 82.000 ng/g.

Eine optimale Ubereinstimmung zwischen beiden Markern wurde erreicht mit einem Cut-
off von 247 ng/g fur EtG und 500 ng/g fir FSEE. 547 Falle wurden demnach negativ auf
beide Marker getestet. In 33 Fallen waren beide Marker positiv und 9 Falle sind positiv
auf FSEE und negativ auf EtG, 7 Félle positiv auf EtG und negativ auf FSEE getestet

worden.

In keinem der 607 Félle hat die Mutter einen erheblichen Alkoholkonsum angegeben und
es wurden bei keinem der Kinder eindeutige klinische Zeichen fiir eine alkoholische

Schadigung gefunden.

Die kombinierte Interpretation der beiden Alkoholmarker erhoht die Ergebnissicherheit
und fuhrt zur Vermeidung von falsch negativen und falsch positiven Befunden.
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3.6.2 Publikation

Bakdash A, Burger P, Goecke TW, Fasching PA, Reulbach U, Bleich S, Hastedt M,
Rothe M, Beckmann MW, Pragst F, Kornhuber J.

Quantification of fatty acid ethyl esters (FAEE) and ethyl glucuronide (EtG) in
meconium from newborns for detection of alcohol abuse in a maternal health
evaluation study.

Anal Bioanal Chem. 2010 Apr;396(7):2469-77.
http://dx.doi.org/10.1007/s00216-010-3474-5

3.7 Manuskript VII:
Fatty acid ethyl esters (FAEES) as markers for alcohol in meconium: method
validation and implementation of a screening program for prenatal drug exposure.

3.7.1 Zusammenfassung

Alkoholkonsum wahrend der Schwangerschaft ist ein schwerwiegendes Problem in
unserer Gesellschaft. Als eine der schwersten Auspragungen fetaler alkoholbedingter
Erkrankungen wird das Fetale Alkohol Syndrom (FAS) angesehen. Die Folgen sind unter
Anderem ein  verlangsamtes Wachstum, retardierte mentale  Entwicklung,

Verhaltensauffalligkeiten wie Hyperaktivitat und Lernschwachen.

Daher besteht grof3er Bedarf an Biomarkern, die die schwierige Diagnose einer solchen
Embryopathie  unterstiitzen konnen. Arzte schrecken haufig vor invasiven
Untersuchungen oder Haarentnahmen zurlck, da vielfach auf Widerstand der Eltern
getroffen wird; sei es aus kosmetischen Grunden oder was gerade in den relevanten
Fallen im Vordergrund stehen dirfte, aufgrund der Tatsache das ein gesellschaftlicher
Druck Mutter veranlasst, ihren Alkoholkonsum nicht zuzugeben. Gerade wenn es um

Sauglinge geht, ist eine nicht invasive Untersuchung zu bevorzugen.

In der vorliegenden Studie wurde eine Methode zur Bestimmung von
Fettsdureethylestern als Alkoholmarker im Mekonium nach den Vorgaben der GTFCh
validiert und auf ein drogenassoziiertes Probandenkollektiv (122 Falle) angewendet. Die
Fettsaureethylesterbestimmung erfolgte im Rahmen eines Drogenscreenings.
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Eine Auswahl von Fettsdureethylestern wurde untersucht: Ethylmyristat, Ethylpalmitat,
Ethyloleat, Ethyllinolat, Ethylstearat und Ethyllinolenat. Gemessen wurde gegen die
deuterierten Standards D5-Ethyloleat, -stearat, -palmitat und -myristat. Fur die
Kalibrierung wurden jeweils 50 mg Mekonium mit den FSEE zu folgenden
Konzentrationen gespiked: 0,05, 0,10, 0,20, 0,50, 1, 2, 5 und 10 ng/mg. Fir jedes Level
erfolgte eine Sechsfachbestimmung. Linearitdt und Varianzenhomogenitdt wurden
bestatigt. Richtigkeit und Prazision wurden untersucht und als 95%-Toleranzintervall
dargestellt. Die Bestimmungs- und Nachweisgrenzen flir die einzelnen
Fettsdureethylester lagen zwischen 0,010 und 0,044 ng/mg bzw. zwischen 0,003 und
0,018 ng/mg.

Von den 122 untersuchten Mekoniumproben aus der drogenassoziierten Population
wurden 89 positiv getestet auf eine oder mehrere der untersuchten Wirkstoffe. In 25
Féllen wurden erhohte FSEE-Konzentrationen gemessen. Als Grenzwert wurde, wie in
der Literatur mehrfach beschrieben, eine FSEE-Konzentration von 0,50 ng/mg
Mekonium angewendet. Alkohol war damit der am dritthdufigsten aufgenommene
Wirkstoff in dieser Probandengruppe. Es konnte gezeigt werden, dass die validierte
Methode gut geeignet ist zum Einsatz in Drogenscreenings in Realproben und dass eine
Untersuchung auf Alkoholmarker gerade bei bekanntem Drogenabusus der Mutter

sinnvoll ist.

3.7.2 Publikation

Hastedt M, Krumbiegel F, Gapert R, Tsokos M, Hartwig S

Fatty acid ethyl esters (FAEES) as markers for alcohol in meconium: method
validation and implementation of a screening program for prenatal drug exposure.
Forensic Sci Med Pathol. 2013 Sep;9(3):287-95.
http://dx.doi.org/10.1007/s12024-012-9385-3
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4 Abgrenzung der Eigenleistung

Die vorliegende Dissertation wurde als kumulative Arbeit eingereicht. Grundlage dieser
Arbeit sind sieben Publikationen. Die folgende Tabelle legt die Eigenleistung des Autors

an den einzelnen Manuskripten dar.

Tab. 1 Eigenanteil an den Manuskripten der vorliegenden kumulativen Dissertation [in %].

Manuskript | Konzeption | Durchfihrung | Datenauswertung | Manuskripterstellung
(Datenerhebung)
I 10 30 10 10
I 50 30 90 90
i 80 40 90 90
v 10 10 10 10
\% 90 60 90 80
VI 10 40 30 10
VII 60 20 30 80

5 Diskussion

5.1 Bedeutung der Ergebnisse und Einschrankungen

Angesichts der zentralen Bedeutung des Alkoholkonsums und —missbrauchs fur viele
gesellschaftliche aber auch individuelle Probleme von Millionen Menschen in unserem
Land, ist die Etablierung von zuverldssigen Langzeitalkoholmarkern ein wichtiges
Anliegen. In der vorliegenden Arbeit wurden Methoden zum Nachweis von
Alkoholmarkern in Haaren und im Mekonium validiert und mittels klinischer Studien

Daten zur Optimierung der Entscheidungsgrenzen dieser Methoden ermittelt.
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Die Methodenvalidierungen erfolgten nach den Richtlinien der GTFCh und haben belegt,
dass die entwickelten Methoden zuverlassig und genau sind. Vor allem die Haaranalyse
auf Alkoholmarker ist mittlerweile gut etabliert bei Fragestellungen wie postmortalem
Nachweis von  Alkoholmissbrauch, familienrechtlichen  Fragestellungen, der
Fahreignungsbegutachtung oder dem Workplace Drug Testing. Mehrere tausend
Haaranalysen auf Alkoholmarker werden jahrlich in Deutschland durchgefihrt.
Fachkreise und Auftraggeber haben erkannt, dass die Leistungsfahigkeit und
Aussagekraft dieser Analytik so hoch ist, dass die hoheren Kosten gegentiber
traditionellen Alkoholmarkern wie CDT und GGT in vielen Fallen gerechtfertigt sind.
Fachgesellschaften und Organisationen wie die Society of Hair Testing, die European
Workplace Drug Testing Society und die Bundesanstalt fiir Straenwesen haben
Richtlinien zur Bestimmung von Ethylglucuronid und/oder Fettséureethylestern im Haar
formuliert und empfehlen diese Methoden fiir verschiedenste Fragestellungen.

Dennoch werden sowohl gerichtlich als auch innerhalb der Fachgesellschaften die zu
verwendenden Grenzwerte diskutiert [95]. Diese Arbeit hat einen Beitrag zu dieser
Diskussion geleistet und es wurden anhand von verschiedenen Studien Daten zur
Optimierung der Grenzwerte gesammelt und ausgewertet. Je nach Studiendesign sind die
Ergebnisse jedoch mit Unsicherheiten behaftet. Da aus ethischen Erwégungen bei
solchen Forschungsarbeiten die Gesundheit von Testpersonen nicht beeintrachtigt werden
darf, konnten zur Ermittlung geeigneter Grenzwerte natirlich keine gesunden
Testpersonen in Referenzgruppen und Untersuchungsgruppen, in denen tiglich in
schadlichem MalRe Alkohol konsumiert werden mdsste, eingeteilt werden. Alle im
Rahmen dieser Arbeit gewonnen Daten wurden auf indirektem Wege ermittelt und

beinhalten entsprechende Unsicherheiten.

Es wurden Alkoholiker in Entzugskliniken fir Untersuchungen gewonnen. Hier besteht
zwar kein wesentliches Interesse an Falschangaben beziiglich des Alkoholkonsums,
jedoch handelt es sich natiirlich um eine Gruppe von Alkoholikern, die sich in der Regel
in einem fortgeschrittenen Stadium der Alkoholkrankheit befindet. Testpersonen die sich
am Ubergang zwischen sozialem Trinkverhalten und Alkoholmissbrauch befinden sind

sicherlich unterreprasentiert. Zudem versuchen viele Alkoholkranke bevor sie sich in den
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Entzug begeben, ihren Alkoholkonsum stetig zu reduzieren. Ein gleichmaRiges

Trinkverhalten in den Monaten vor der Probennahme war haufig nur begrenzt gegeben.

Die Testpersonen der Referenzgruppe hingegen haben zwar freiwillig teilgenommen, es
kann jedoch aufgrund des gesellschaftlichen Druckes angenommen werden, dass gerade
Testpersonen mit erhéhtem sozialem Alkoholkonsum oder bereits schadlichem Konsum,

ihre taglichen Trinkmengen zu niedrig angegeben haben.

Um nicht auf Selbstauskinfte der Testpersonen angewiesen zu sein, wurde zur
Abschéatzung einer geeigneten Entscheidungsgrenze fiir die FSEE ein Kollektiv von ber
1000 Todesféallen untersucht. Hier standen Daten aus der staatsanwaltschaftlichen
Ermittlungsakte und  Krankenberichten zur Verfugung. AuBerdem konnten
alkoholbedingte Organschdden bei der Sektion erfasst werden. Als wesentlicher
Unsicherheitsfaktor wurde bei dieser Studie die unbekannte haarkosmetische Behandlung
eingeschétzt. Bereits bei einfacher Anwendung eines alkoholhaltigen Haarkosmetikums
kann die FSEE-Konzentration im Haar deutlich oberhalb des Grenzwertes flr chronisch
exzessiven Alkoholkonsum liegen. Aggressive Haarkosmetika wie Bleich- und
Farbemittel kénnen zu einer deutlichen Absenkung der Analytkonzentration im Haar
fuhren. Es ist daher in der Praxis unerlasslich, haarkosmetische Behandlungen bei der
Probennahme zu erfragen und zu protokollieren. Ein grundsatzliches Problem ist, dass
eine objektive Einschétzung oder ein analytischer Nachweis solcher Haarkosmetika meist
nicht moglich ist. Ein Abgleich mit Kdrperhaaren kann weitere Informationen liefern,
allerdings ist hier grundsatzlich das vom Kopfhaar abweichende Wachstumsverhalten

(vor allem erhdhter Anteil an telogenem Haar) zu berticksichtigen.

Der derzeit verwendete Grenzwert fur das Ethylglucuronid zur Unterscheidung von
sozialem und chronisch exzessivem Alkoholkonsum wurde bestatigt. Fir die
Fettsdureethylester wére es sinnvoll, die Entscheidungsgrenze anzuheben, um zu viele
falsch positive Befunde zu vermeiden. Derzeit schlagt die Society of Hair Testing cut-
offs fur die FSEE in Haaren von 0,50 ng/mg flr den proximalen Haarabschnitt 0-3 cm
und von 1,0 ng/mg fir den proximalen Haarabschnitt 0-6 cm vor. Die Untersuchungen,
die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrt wurden, legen nahe, dass flir die genannten

Haarabschnitte weder systematische Kumulations- noch Auswascheffekte zu erwarten
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sind oder dass diese sich im Wesentlichen aufheben und dass ein einheitlicher Cut-off
maoglich ware. In einer Studie an lebenden Probanden wurde ein optimierter Cut-off von
0,70 ng/mg und als Ergebnis einer Untersuchung von 1057 Sektionsfallen wurde ein Cut-
off von 1,0 ng/mg vorgeschlagen. In jedem Fall ist eine Anhebung des aktuellen
Grenzwertes empfehlenswert. Weitere Daten zur Optimierung des Cut-offs sollten

gesammelt werden.

Trotz einer Reihe von Parametern, die die Ergebnissicherheit beeinflussen kdnnen,
konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass besonders die Haaranalyse auf
Alkoholmarker den traditionell verwendeten aus dem Blut bestimmten Alkoholmarkern
uberlegen ist. Die Sensitivitat und Spezifitat insbesondere der kombiniert interpretierten
FSEE- und EtG-Befunde ist wesentlich hoher als dies bei den traditionellen Markern wie
CDT, GGT, AST, ALT und MCV der Fall ist. Mit Ausnahme von MCV haben die
traditionellen Marker nach Abstinenzbeginn nur noch ein Zeitfenster von 2-3 Wochen, in
denen Werte oberhalb des Referenzbereichs gemessen werden konnen. Mit der
Haaranalyse werden Zeitfenster von mehreren Monaten vor der Probennahme abgedeckt.
Die traditionellen indirekten Alkoholmarker zeigen zudem nicht unbedingt einen
chronisch erhéhten Konsum an; sie bewegen sich erst aus dem Referenzbereich wenn
nach h&ufig langjahrigem erhéhtem Alkoholkonsum eine Organschédigung, vor allem der
Leber, eintritt. Auch bei anderen Leberschadigungen durch entziindliche Erkrankungen
oder Virushepatiden steigt die Konzentration von CDT, GGT, AST und ALT an.

Fir Mekonium wurde eine validierte Methode fur die FSEE-Bestimmung sowie eine
Basisvalidierung fur die EtG-Bestimmung vorgestellt. In der Laborroutine wird vor allem
die  FSEE-Bestimmung im  Mekonium bei  bekanntem  Drogenkonsum,
Alkoholmissbrauch der Mutter oder Verdacht darauf durchgefuhrt. Zwar wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine Baselinestudie zu den FSEE-Konzentrationen im Mekonium
einer deutschen Population durchgefiihrt, ein sicherer Grenzwert ist jedoch nach wie vor
nicht etabliert. Wie bei den Haaren, so kann auch selbst bei abstinenten Muttern im
Mekonium der Kinder haufig eine geringe FSEE-Konzentration nachgewiesen werden.
Der Alkohol hierfiir knnte z.B. endogen durch den Stoffwechsel produziert werden oder
durch Darmbakterien entstehen. Mit einer Baselinestudie lasst sich ein Referenzbereich

fur physiologische Alkoholmarkerkonzentrationen im Mekonium abschétzen.
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Eine bereits gestartete Studie, in der Mitter nach ihrem Alkoholkonsum wéhrend der
Schwangerschaft befragt werden sollten und zudem Haar- und Mekoniumanalysen auf
Alkoholmarker durchgefihrt werden sollten, sowie Kklinische Parameter wie der
Finnegan-Score erfasst werden sollten, scheiterte an der maRigen Kooperation der
Patientinnen und letztlich auch an den behandelnden Arzten. Nur sehr wenige Miitter
waren bereit diesen nicht invasiven und vollig ungefahrlichen Untersuchungen
zuzustimmen. Die behandelnden Arzte scheuten haufig die Konfrontation mit den Eltern
und die schwierige Frage, wie mit positiven Alkoholmarkerbefunden in solchen Féllen in
der Klinik umgegangen werden sollte. Eine objektive Grundlage fir diese Zuriickhaltung
ist kaum gegeben. Um zum Kindeswohl eine Mekoniumuntersuchung auf Alkoholmarker
zu einer Routineuntersuchung werden zu lassen, bedurfte es wohl mehr politischem
Druck. Die Drogenbeauftragte der Bundesregierung hat in ihrem Jahresbericht 2012 zwar
die Problematik sehr deutlich angesprochen und eine Fokussierung auf das Thema
Alkohol in der Schwangerschaft in Aussicht gestellt, dennoch konnte sich die Methodik
in Deutschland bisher in der Praxis kaum durchsetzen [1]. Wie relevant es gerade bei
Schwangerschaften, die aufgrund eines Substanzmissbrauchs der Mutter zu den
Risikoschwangerschaften gehdoren, ist, dass die Alkoholmarker in das Drogenscreening

aufgenommen werden, hat diese Arbeit gezeigt.

5.2 Ausblick und zuklnftige Fragestellungen

Analytisch ist die Bestimmung von Ethylglucuronid und Fettsdureethylestern im Haar
weitgehend ausgereift. Fur die EtG-Analytik kénnte es sinnvoll sein, durch bessere
Probenaufreinigung  oder empfindlichere  Messtechnik  die  Nachweis- und
Bestimmungsgrenze weiter herabzusetzen. Gerade wenn die Methode zum Erbringen
eines Abstinenzbelegs genutzt werden soll, wirde dies die Aussagesicherheit
moglicherweise erhdhen. Fur die Fettsédureethylesterbestimmung konnte eine
Vereinfachung der Methode Ziel weiterer Forschungsprojekte sein. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden Hinweise dafiir erhalten, dass die Verwendung einzelner FSEE anstatt des

Summenparameters eine vergleichbare Methodenperformance liefert. Die ohnehin schon

43



Diskussion

hohe Robustheit der Methode konnte durch die Verwendung

tandemmassenspektrometrischer Detektoren erhéht werden.

Obwohl im Rahmen dieser Arbeit an groRen Probandenkollektiven Untersuchungen zur
Abschétzung optimaler Entscheidungsgrenzen zwischen sozialem wund chronisch
exzessivem Trinkverhalten durchgeflihrt wurden, waren weitere Studien zur Bestédtigung
dieser Ergebnisse und zur dauerhaften Festlegung geeigneter Grenzwerte hilfreich. Da
zunehmend auf die Verwendung der Haaranalytik zum Erbringen von Abstinenzbelegen
zuruckgegriffen wird, sollten besonders fir das EtG Studien zur Ermittlung eines
optimalen Grenzwertes zur Unterscheidung zwischen Abstinenz und sozialem

Trinkverhalten durchgefuhrt werden.

Ein Vergleich der Methodik zwischen unterschiedlichen Laboren beziglich der Eignung
unterschiedlicher Probennahmemethoden, Lagerbedingungen,
Probenaufarbeitungsverfahren (Mahlung, Ultraschallextraktion, etc.), Messmethoden und
deren Beitrag zur Gesamtmessunsicherheit wiirde die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
erhdhen.

Zur Anwendung der Haaranalyse auf Alkoholmarker bei neuen Fragestellungen sollten
Studien zur Eignung durchgefiihrt werden. Derzeit wird die Methodik zur Uberpriifung
der Compliance von schwerst Leberkranken, die auf eine Lebertransplantation warten,
Uberpruft. Die Leistungsfahigkeit der Methode wird im Vergleich zu den Ergebnissen des
psychologischen Konsils, welches klassischer Weise die Frage, ob es einen fortgesetzten

Alkoholabusus gibt, beantworten soll.

Fir die Bestimmung von Alkoholmarkern im Mekonium wird die grofte
Herausforderung fir die Zukunft die Ermittlung zuverldssiger Entscheidungsgrenzen
sein. Auch die Performance dieser Methodik sowie die tatsachlich abgedeckten

Zeitfenster sind noch weitgehend unklar.
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6 Zusammenfassung

Alkoholmissbrauch und die Folgen daraus, wie schwerste gesundheitliche Schaden,
Unfélle oder Gewalttaten, stellen ein groBes Problem in unserer Gesellschaft dar. Um
dem entgegenwirken zu kénnen, ist es notwendig, Marker zur Verfiigung zu haben, die es

ermdglichen den Alkoholkomsum einer Person objektiv einschdtzen zu kénnen.

Ziel dieser Arbeit war es, Methoden zur Bestimmung von Fettsdureethylestern (FSEES)
und Ethylglucuronid (EtG) zum Nachweis eines chronisch exzessiven Alkoholkonsums
zu validieren. Bei beiden Markern handelt es sich um Nebenmetabolite aus dem
nichtoxidativen  Alkoholstoffwechsel.  Als  Matrizes zum  Nachweis von
Langzeitalkoholmarkern sind Haare und Mekonium geeignet. Insgesamt wurden
Haarproben von 3350 Probanden, sowie Mekoniumproben von 724 verschiedenen Fallen

auf Alkoholmarker untersucht.

Die Messmethoden zum Nachweis der beiden Marker in Haaren und im Mekonium
wurden basierend auf den Vorgaben der Gesellschaft fiir Toxikologische und Forensische
Chemie (GTFCh) validiert. Die Eignung dieser Methoden wurde jeweils an Realproben
gezeigt. Die Fettsaureethylesterbestimmung wurde nach Flussigextraktion der Haare oder
des Mekoniums mit Headspace-Festphasenmikroextraktion (HS-SPME) und
anschlielfender gaschromatographisch-massenspektrometrischer Detektion durchgefiihrt.
Fir die Haaranalyse auf FSEEs wurde Linearitat fur die Arbeitsbereiche von 0,05 ng/mg
bis 0,50 ng/mg und von 0,50 ng/mg bis 5,0 ng/mg (je einzelnem FSEE) gezeigt.
Aufgrund von Sattigungseffekten bei der HS-SPME mussten getrennte Kalibrierungen
fur den niedrigen und den hohen Konzentrationsbereich durchgefiihrt werden. Die
Nachweis- (limit of detection = LOD) und Bestimmungsgrenzen (lower limit of
quantification = LLOQ) wurden fur Ethylmyristat (LOD: 9 pg/mg; LLOQ: 13 pg/mg)
Ethylpalmitat (LOD: 9 pg/mg; LLOQ: 19 pg/mg), Ethyloleat (LOD: 14 pg/mg; LLOQ:
31 pg/mg) und Ethylstearat (LOD: 4 pg/mg; LLOQ: 11 pg/mg) bestimmt.

Fir die Methode zum Nachweis von FSEEs im Mekonium wurde Linearitat flr einen
Arbeitsbereich von 0,05 ng/mg bis 10,0 ng/mg fir die einzelnen FSEEs nachgewiesen.

Nur fir Ethylinolenat lag der Arbeitsbereich zwischen 0,10 ng/mg und 10 ng/mg. Fur
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Ethylmyristat, -palmitat, -linolat und —linolenat war eine Wichtung mit dem Faktor 1/x2
erforderlich, flr Ethyloleat und -stearat wurde die ungewichtete Kalibrierfunktion
verwendet. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden fir Ethylmyristat (LOD: 8
pg/mg; LLOQ: 21 pg/mg) Ethylpalmitat (LOD: 7 pg/mg; LLOQ: 17 pg/mg), Ethyloleat
(LOD: 6 pg/mg; LLOQ: 19 pg/mg), Ethyllinolat (LOD: 18 pg/mg; LLOQ: 36 pg/mg),
Ethyllinolenat (LOD: 13 pg/mg; LLOQ: 44 pg/mg) und Ethylstearat (LOD: 3 pg/mg;
LLOQ: 10 pg/mg) bestimmt.

Die Ethylglucuronidbestimmung erfolgte nach Flussigextraktion der Haare oder des
Mekoniums mittels Fllssigchromatographie und tandemmassenspektrometrischer
Detektion. Fir die Haaranalyse und wurde Linearitat fur einen Arbeitsbereich von 7
pg/mg bis 5000 pg/mg und fur die Methode zur Ethylglucuronidbestimmung im
Mekonium wurde ein linearer Arbeitsbereich von 30 pg/mg bis 80000 pg/mg verwendet.
Zur Wichtung der Kalibirerfunktionen wurde jeweils ein Wichtungsfaktor von 1/x2
verwendet. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze im Haar lag bei 2 pg/mg
beziehungsweise 7 pg/mg. Im Mekonium wurde eine Nachweisgrenze von 10 pg/mg und

eine Bestimmungsgrenze von 30 pg/mg ermittelt.

In einem zweiten Schritt wurde eine klinische Validierung dieser Marker durchgefihrt.
Es sollte untersucht werden bei welchen Cut-off-Werten eine bestmdgliche
Unterscheidung zwischen sozialem und chronisch exzessivem Alkoholkonsum méglich
ist. Die Ermittlung geeigneter Entscheidungsgrenzen fir Biomarker, die einen
pathologischen Prozess oder Befund anzeigen sollen, ist sehr aufwendig. Daten tber den
Referenzbereich, die Korrelation zwischen Alkoholaufnahme und Markerkonzentration
im Haar oder Mekonium, das betrachtete Zeitfenster, Einflussgréfien, die zu einer
fehlerhaften Interpretation des Messergebnisses fiihren konnen, sowie Daten zu
Sensitivitdat und Spezifitdit und damit zur Ermittlung eines geeigneten Grenzwertes,
kénnen nur auf indirektem Wege gewonnen werden. Die gezielte Aufnahme
gesundheitsgefahrdender Alkoholmengen kann Testpersonen nicht zugemutet werden.
Die Daten wurden somit nur von Realfallen (n = 4074) erhoben. Zuverlassige Angaben
zu Trinkgewohnheiten und -mengen, zur Haarkosmetik, zum Gesundheitsstatus
allgemein und zu Basisdaten wie KdrpergroRe, Gewicht, Geschlecht, Haarfarbe etc. sind

erforderlich und wurden einbezogen.
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Fir die Haaranalytik wurden sehr weitgehende Aussagen bezlglich der
Methodenperformance erhalten und es wurden konkrete VVorschlédge zur Optimierung der
Entscheidungsgrenzen gemacht. Die Flachen unter den Receiver-Operating-
Characteristic-Kurven (ROC curve AUCSs) flr die Fettsaureethylesterbestimmung im
Haar lagen je nach Studiendesign bei 0,745, bei 0,828 bzw. bei 0,955. Fir das
Ethylglucuronid haben sich abhéngig vom Studiendesign ROC curve AUCs von 0,941
bzw. 0,954 ergeben. Die optimierten  Entscheidungsgrenzen  fur  die
Fettsdureethylesterbestimmung liegen hdher als derzeit von der Society of Hair Testing
(SoHT) vorgeschlagen. Je nach Fragestellung und je nachdem ob Daten zur Haarkosmetik
vorliegen oder diese ausgeschlossen werden kann, sollte ein Grenzwert zwischen 0,70
ng/mg und 1,0 ng/mg fur Fettsdureethylester (FSEE) im Haar verwendet werden. Die
ermittelten Sensitivitaten lagen zwischen 56 % und 77 % bei Spezifitaten zwischen 80 %
und 96 %.

Fur das Ethylglucuronid (EtG) wurden optimierte Grenzwerte von 28 bzw. 30 pg/mg
errechnet, was dem von der Society of Hair Testing vorgeschlagenen Cut-off (30 pg/mg)
entspricht. Die berechneten Sensitivitaten lagen je nach Studiendesign zwischen 75 %
und 83 % mit Spezifitdten von jeweils 97 %.

Die Untersuchungsergebnisse legen nahe, dass das Ethylglucuronid besser zum Nachweis
eines chronisch exzessiven Alkoholkonsums geeignet ist als die Fettsaureethylester.
Gleichzeitig wurde gezeigt, dass die kombinierte Interpretation beider Marker dazu fihrt,

dass besonders wenig falsch positive und falsch negative Befunde erhalten werden.

Aullerdem wurden FSEE und EtG im Haar mit den traditionell aus dem Blut bestimmten
Alkoholmarkern Desialotransferrin (engl.: Carbohydrate deficient transferrin (CDT)),
Gammaglutamyltransferase (GGT), mittleres Erythrozyteneinzelvolumen (engl.: mean
corpuscular volume (MCV)), Aspartataminotransferase (AST) und
Alaninaminotransferase (ALT) verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Haaranalyse auf direkte Alkoholmarker den Kklassischen Markern und Methoden
Uberlegen ist. Dies liegt an den grofReren Nachweiszeitfenstern und der hoheren
Sensitivitdt und Spezifitdt. Lediglich bei viele Monate andauerndem fortgesetzten

Alkoholabusus, Ausschluss von nicht alkoholbedingten Lebererkrankungen und einem
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maximal 2-3 Wochen zurtickliegenden Abstinenzbeginn, sind CDT und GGT mit ROC
curve AUCs von 0,899 bzw. 0,943 vielfach die wirtschaftlicheren Alternativen mit
vergleichbarer Aussagekraft.

Fur die Anwendung bei besonderen Fragestellungen wie Workplace Drug Testing (n =
78), familienrechtlichen Fragestellungen und bei Todesféllen (n = 1057) wurden Daten

gesammelt und die Eignung der Methodik beschrieben.

Fur die Bestimmung von Ethylglucuronid und Fettsdureethylestern im Mekonium wurde
neben den analytischen Methodenvalidierungen eine Baselinestudie zur Abschatzung des
602)

Alkoholmarkerkonzentrationen im Mekonium bestimmt wurden, um so ,,Normalwerte*

Referenzbereiches durchgefiihrt, in der fiir eine grofe Population (n

zu erhalten. Eine sichere Entscheidungsgrenze konnte so zwar nicht ermittelt werden,
jedoch konnte ein Referenzbereich grob abgegrenzt werden. Fur die Fettsaureethylester
ist ein Cut-off bei 0,50 ng/mg und fiir das Ethylglucuronid von 274 pg/mg als geeignet
abgeschatzt worden.

Insgesamt konnte mit dieser Arbeit bestatigt werden, dass Ethylglucuronid und

Fettsdureethylester als Marker eines chronisch erhéhten Alkoholkonsums geeignet sind.
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7 Summary

Alcohol abuse and its consequences such as severe illnesses, accidents or violence are
major problems in western societies. Therefore, reliable and accurate biomarkers are

required to objectively monitor alcohol consumption.

The aim of this research project was to validate analytical methods for the determination
of fatty acid ethyl esters (FAEES) and ethyl glucuronide (EtG) as long term alcohol abuse
markers. Both markers are minor metabolites which are released during non-oxidative
alcohol metabolism. Hair and meconium were identified as suitable analytical matrices
that provide a large time frame. Hair samples from 3350 test persons and meconium

samples from 724 cases were analyzed in total.

Methods to detect these markers in hair and meconium were validated according to the
guidelines of the German Society of Forensic Toxicologists (GTFCh). The applicability
of these methods was demonstrated in real cases. Liquid extraction from hair or
meconium was performed to determine the FAEEs. This was followed by headspace
solid phase microextraction (HS-SPME) and gaschromatography mass spectrometry.

Linearity was shown for the calibration ranges from 0.05 ng/mg to 0.50 ng/mg (for the
single FAEEs) and from 0.50 ng/mg up to 5.0 ng/mg. A high range and a low range
calibration were applied because the calibration curve was slightly bent due to saturation
effects. The limits of detection (LODs) and the lower limits of quantification (LLOQ)
were estimated for ethyl myristate (LOD: 9 pg/mg; LLOQ: 13 pg/mg), ethyl palmitate
(LOD: 9 pg/mg; LLOQ: 19 pg/mg), ethyl oleate (LOD: 14 pg/mg; LLOQ: 31 pg/mg) and
ethyl stearate (LOD: 4 pg/mg; LLOQ: 11 pg/mg).

The method used to quantify FAEEs in meconium showed linearity for the calibration
range from 0.05 ng/mg to 10.0 ng/mg (for the single FAEES). A calibration range from
0.10 ng/mg to 10.0 ng/mg was applied only to ethyl linolenate. The curves of ethyl
myristate, ethyl palmitate, ethyl linoleate and ethyl linolenate were weighted using a
factor of 1/x2; weighting was not nessecary for ethyl oleate and ethyl stearate. The limits
of detection and the lower limits of quantification were estimated for ethyl myristate
(LOD: 8 pg/mg; LLOQ: 21 pg/mg), ethyl palmitate (LOD: 7 pg/mg; LLOQ: 17 pg/mg),
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ethyl oleate (LOD: 6 pg/mg; LLOQ: 19 pg/mg), ethyl linoleate (LOD: 18 pg/mg; LLOQ:
36 pg/mgq), ethyl linolenate (LOD: 13 pg/mg; LLOQ: 44 pg/mg) and ethyl stearate (LOD:
3 pg/mg; LLOQ: 10 pg/mg).

Following liquid extraction from hair or meconium, ethyl glucuronide was measured
using liquid chromatography tandem mass spectrometry. A linear calibration ranging
from 7 pg/mg up to 5000 pg/mg was applied in the detection of EtG in hair. A linear
calibration curve from 30 pg/mg to 80000 pg/mg was used in order to quantify EtG in
meconium. The calibration functions were weighted with the factor 1/x2. The LOD and
LLOQ in hair were 2 pg/mg and 7 pg/mg, respectively. In meconium, a LOD of 10
pg/mg and a LLOQ of 30 pg/mg were estimated.

In addition to the analytical validation a clinical validation of these markers and their
performances were considered important. Reliable cut-off values for the differentiation
between social drinking and chronic excessive drinking should be investigated. The
estimation of suitable reference ranges and cut-offs for biomarkers, used for the detection
of pathological processes, is difficult. Data on reference ranges, the correlation between
alcohol intake and marker concentration in hair or meconium, the covered time frame,
influence values which may lead to a misinterpretation as well as data on sensitivity and
specificity can only be generated indirectly. Test persons cannot participate in studies
which include the systematic intake of harmful amounts of alcohol. Therefore, the data
was generated from real cases (n = 4074). Reliable information on drinking habits,
drinking amounts, hair cosmetics, the general health status and general parameters such
as body weight, height, gender and hair color were necessarily considered.

Extensive investigations on the hair test for alcohol markers were conducted and detailed
results regarding method performances as well as a suggestion for optimized cut-offs
were obtained. The areas under the Receiver Operating Characteristic curves (ROC curve
AUCS) in the determination of FAEES in hair were, according to the study design, 0.745,
0.828 and 0.955. For ethyl glucuronide in hair, ROC curve AUCs of 0.941 and 0.954
respectively were recorded. The cut-off values for FAEEs optimized according to the
presented data were higher than the actual cut-offs proposed by the Society of Hair

Testing (SoHT). Depending on the population and depending on the availability of data
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on hair cosmetic treatment the cut-off should be raised to a value between 0.70 ng/mg
and 1.00 ng/mg. The sensitivities were estimated between 56 % and 77 % with
specificities between 80 % and 96 %.

The optimized cut-off values for EtG were calculated as 28 pg/mg or 30 pg/mg
respectively, which is in accordance with the proposal of the SOHT. Depending on the
study design the sensitivities were between 75 % and 83 % with a specificity of 97 % in
both cases.

The results of the presented studies indicate that ethyl glucuronide in hair is a better
marker for detecting alcohol abuse when compared to FAEEs in hair. Nevertheless, it
was demonstrated that the combined interpretation of both markers leads to a decreased

number of false-positive and false-negative results.

In addition, hair FAEEs and hair EtG were compared to the traditional alcohol markers
carbohydrate deficient transferring (CDT), gamma-glutamyl transpeptidase (GGT), mean
corpuscular volume of the erythrocytes (MCV), aspartate transaminase (AST) and
alanine transaminase (ALT) which are measured using blood samples. In general, it was
found that the hair analysis was more accurate than the traditional alcohol markers. Main
advantages were the wider time frame that was covered, especially when EtG and FAEEs
are interpreted in combination, a higher sensitivity and specificity was reported.
However, markers such as CDT and GGT may be more cost-effective in some cases.
Their values rose only after long-term alcohol abuse when significant organ damages
became apparent and in most cases receded to their reference range within 2 or 3 weeks

of alcohol abstinence.

The application of hair analysis of alcohol markers for a variety of situations, such as
workplace drug testing, driving ability examination, death cases and family courts was

tested and pitfalls and advantages were described.

Methods for the detection of ethyl glucuronide and fatty acid ethyl esters in meconium
were validated according to forensic guidelines. A baseline study including 602 cases
was undertaken to estimate a reference range for the alcohol marker concentrations and
for this population the alcohol marker concentration in meconium was measured to

estimate a “normal” value. A confident cut-off value could not be obtained, but, as a first
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step, a reference range was roughly estimated. A cut-off of 0.50 ng/mg for FAEEs and
274 pg/mg for EtG was applied.

In conclusion, the results of this work demonstrate and confirm the applicability of ethyl

glucuronide and fatty acid ethyl esters as long-term alcohol abuse markers.
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