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Zusammenfassung

Angesichts des dramatisch zunehmenden Drogen und Schmerzmittelmissbrauchs ist
die Entwicklung und Weiterentwicklung der Haaranalytik als Erganzung zu Blut- und
Urintests eine aktuelle und dringende Aufgabe der forensischen Toxikologie. In
diesem Zusammenhang wurde mit der vorliegenden Arbeit eine
Methodenkombination ~ aus  immunchemischem  Vortest  (enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) und gaschromatographi sch- massenspektrometrischer
(GC/IMS) Bestétigung entwickelt und ihre Leistungsfahigkeit fur die forensisch
toxikologische Untersuchung von Opiaten, Cocain und Cocainmetaboliten in
Haarproben getestet. Weiterhin wurde eine neue Screeningmethode mittels
FlGissigchromatographi e/ Tandem M assenspektrometrie (LC/IMS-MS) zur
Bestimmung von Opioidanalgetika erarbeitet. Alle vorgestellten
Untersuchungsverfahren wurden nach neuestenRichtlinien vaidiert und lieferten sehr
zufrieden stellende Daten hinsichtlich samtlicher relevarter Validierungsparameter.
Die Methoden sind nachweislich empfindlich und robust genug, um auch in der

Routineanalytik Anwendung zu finden und bel Gerichtsverfahren Bestand zu haben

Die Anwendbarkeit der im Rahmen der Arbeit entwickelten und validierten sowie
bereits  bestehender  Methoden  zur  Methadonr,  Cannabinoid-  und
Amphetaminbestimmung konnte anhand der Untersuchung von Haarproben mehrerer
grof3er Probandenkollektive eindrucksvoll belegt werden. Es ist ein Glucksfal, dass
eine Einbindung der vorliegenden Arbeit in diese umfangreichen Studien moglich
war, da die Interpretation der Ergebnisse bei Untersuchungen inkorporierter
Fremdstoffe in Haaren in Ermangelung zuverlassiger Daten in der Vergangenheit ein
grof3es Problem darstellte. Aus diesem Grunde umfasst die vorliegende Arbeit auch

eine statistische Bewertung und kritische Interpretation der erlangten Analysendaten.

Ausgewertet wurden hierbei Haarproben von grofRen Patientenkollektiven aus der
kontrollierten Vergabe von Heroin (n=48) und Methadon (n=41), Haare von Patienten
aus konventionellen Drogenentgiftungsprogrammen (n=51), Haare von im
Zusammenhang mit Opiatabusus V erstorbener (n=24), sowie Haare von Patienten aus

palliativmedizinischer Behandlung (n=31). Erstmals war damit eine umfangreiche



Basis an Daten verflgbar, deren Auswertung zuverléssige Aussagen Uber Dosis
Konzentrationsbeziehungen  zwischen  aufgenommener  Drogenmenge  und

Haarkonzentration ermoglichte.

Korrelationen zwischen aufgenommener Drogendosis und den in Haarproben
nachweisbaren Anaytkonzentrationen konnten sowohl nach kontrollierter
Heroinvergabe (r=0,66) als auch innerhab der Methadonkontrollgruppe (r=0,91)
ermittelt werden. Bei einem konventionellen Drogenentgiftungsprogramm konnte mit
der Haaranalyse eine wesentlich bessere Ubereinstimmung zu den Angaben der
Patienten beziiglich ihrer Konsumgewohnheiten belegt werden, als dies mit Urintests
moglich ist. Im Zusammenhang mit der kontrollierten Heroinvergabe wurde weiterhin
die Wertigkeit von Acetylcodein as Marker fur einen Konsum von Straf3enheroin
untersucht. Die Moglichkeiten und Grenzen der Haaranalytik im Hinblick auf
Therapiemonitoring und Patienten-Compliance wurden am Beispiel der Gabe von

Opioidanalgetika im Rahmen einer palliativmedizinischen Behandlung gezeigt.
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1. Einleitung

1.1. Problemstellung

Wahrend sich die Toxikologie im Allgemeinen mit der Erforschung der
Wirkungsweise von Giften zur Diagnostik und Therapie von Vergifteten befasst, ist
unter forensischer Toxikologie die Vergiftungsehre in ihrer Beziehung zur
Rechtsordnung zu verstehen. Das Gebiet der forensischen Toxikologie umfasst
Untersuchungen zur Toxikokinetik und -dynamik von toxischen Substanzen,
insbesondere von Rauschmitteln. Bel Verdacht auf Intoxikation stellt die Analytik
nach Asservierung des Untersuchungsguts die zentrae Aufgabe der forensischen
Toxikologie dar. Als Untersuchungsmaterialien in einem forensi sch-toxikologischen
Labor dienen in der Regel komplexe biologische Matrices wie Blut, Urin, Speichel,

Gewebe von Organen sowie Haare.

Die Haaranalytik hat sich in den letzten Jahren as wichtige Erganzung zu Blut- und
Urinuntersuchungen zum Nachweis inkorporierter Fremdstoffe etabliert [1]. Von
forensisch-toxikologischem Interesse sind hierbel vor allem hdufig verbreitete illegale
Drogen wie Opiate (Dihydrocodein, Heroin, sowie die Metabolite 6-
Monoacetylmorphin und Morphin, Codein, und Acetylcodein), Cocain (sowie die
Metabolite Benzoylecgonin, Ecgoninmethylester und das bel parallelem
Alkoholkonsum gebildete Cocaethylen), Cannabinoide (D°-Tetrahydrocannabinol,
Cannabidiol, Cannabinol, sowie D’-Tetrahydrocannabinol-Carbonsiure), Methadon
und der Metabolit 2-Ethylidin-1,5-dimethyl-3,3-diphenylpyrrolidin (EDDP), sowie
die Amphetamine und Designeramphetamine (Ecstasy).

Die Matrix Haar stellt ein komplexes Untersuchungsgut dar. Im Gegensatz zu den
flissigen Matrices Blut oder Urin sind die Analyten im Haar fest eingebunden
weiterhin sind Haare auf3eren Faktoren wie Kontaminationen und Umwelteinfliissen
ausgeliefert. Diese Besonderheiten missen bei der Aufarbeitung von Haarproben
berlicksichtigt werden. Der erste wichtige Schritt bei der Probenaufarbeitung ist
demzufolge eine Dekontamination der Haarproben, an die sich der Probenaufschluss
oder die Probenextraktion anschliefd. Je nach Stabilitdt der zu untersuchenden
Analyten wird eine saure (fir Cocain und Metabolite), alkalische (fir Amphetamine)



oder methanolische Extraktion (fir Opiate) durchgeftihrt. Weiterhin erforderlich sind
eine Substanzanreicherung und Reinigung (Cleanup), bevor die Anayten bestimmt
werden kénnen

Als Untersuchungsverfahren in der Haaranlytik werden haufig immunchemische
Analyseverfahren verwendet. Aufgrund der nicht spezifisch auf einen Analyten
reagierenden Antikorper sind diese Tests nur quditativ auswertbar, da es zu
Kreuzreaktionen mit weiteren Analyten kommen kann. Als quantitative Verfahren
werden gaschromatographische oder fllssigchromatographische (Bestétigungs-)
Verfahren mit massenspektrometrischer oder tandem massenspektrometrischer
Detektion eingesetzt.

Ein grundsétzlicher Unterschied zwischen Haaruntersuchungen einerseits und Blut-
sowie Urinuntersuchungen andererseits ist die Tatsache, dass in den Haaren in der
Regel die Muttersubstanz oder lipophile Metaboliten in hoheren Konzentrationen
aufgefunden werden als die (vorzugsweise mit dem Urin ausgeschiedenen)
hydrophileren Endmetaboliten. Dies ist bei der Interpretation von Messwerten bei
forensisch-toxikologischen Fragestellungen zu berticksichtigen und schliefdt einen
direkten Vergleich zwischen gemessenen Haarkonzentrationen und Blut- oder

Urinuntersuchungen aus (Tabelle 1).

Tabelle 1: Unterschiede zwischen Urin-, Blut-, und Haaranalysen und Ubersicht Uber die

Nachweisbarkeitsdauer von Drogen [2].

Parameter Urin Blut Haare

Cocain BE>COC BE > COC COC > BE

Opiate MOR > MAM MOR MAM >MOR > HER
Cannabinoide THC-COOH THC-COOH >THC THC >THC-COOH

Amphetamine/Ecstasy Amphetamine/Ecstasy | Amphetamine/Ecstasy | Amphetamine/Ecstasy

Nachweisbarkeitsdauer | 2-3Tage Stunden Mehrere Monate

Die Haaranalyse ist Blut- und Urintests in vielen Punkten Uberlegen. Sie lasst im
Gegensatz zu letzteren eine Aussage Uber einen Konsum von Medikamenten und
berauschenden Mitteln noch nach mehreren Wochen oder Monaten zu, wéhrend dies
mit Blut- oder Urinuntersuchungen nur fir einige Tage moglich ist. Das

Nachweisfenster zur retrospektiven Einschéatzung der Konsumdauer ist abhangig von




der Haarlange: Bei einer durchschnittlichen Wachstumsrate von 1 cm pro Monat kann
bei entsprechender Haarlange auch das Konsumverhalten {ber einen langeren
Zeitraum durch segmentale Analyse der Haare verfolgt werden. Urin stellt im
Gegensatz zu Haaren ein problematisches Untersuchungsmaterial dar, da er septisch
bzw. infektios sein kann, gekihlt oder fur langere Aufbewahrung gefroren und
oftmals unter Beobachtung gesammelt werden muss. Im Gegensatz dazu kénnen
Haarproben nicht invasiv asserviert und bel Raumtemperatur gelagert werden und
stellen dartber hinaus keine Infektionsgefahr da. Wahrend das im Vergleich zu Blut-
und Urinanalysen grof3e retrospektive Zeitfenster bei der Haararalytik viele Vorteile
bietet ist es von Nachteil, dass de analytischen Anforderungen an den Nachweis
toxikologisch relevanter Substanzen in Haarmatrices grundsétzlich héher sind asin
anderen Ublichen Untersuchungsmaterialien, da nach vergleichbarem Drogenkonsum
Anaytkonzentrationen in Haaren meist erheblich (oft um mehrere Zehnerpotenzen)
geringer sind als in anderen Matrices [2]. Neben der daraus resultierenden Forderung
nach einer hohen Sensitivitét des Analyseverfahrens ist auch die Abgenzung von
strukturahnlichen endogenen Matrixkomponenten mit hohen Selektivitatsanspriichen
der Analytik verbunden. Schliefdlich stellt auch die Problematik der Anreicherung des
inkorporierten Analyten aus den heterogenen Haarproben eine besondere

Herausforderung im Vergleich zur Blut- oder Urinanalytik dar.

1.2.Ziel der Arbeit

Ein Ziel dieser Arbeit besteht in der systematischen Erarbeitung und Entwicklung
neuer Methoden sowie dxr Weiterentwicklung bereits bestehender Methoden zur
forensisch-toxikologischen Drogenanalytik in Haaren Die Methoden sollen unter
besonderer Berlicksichtigung der genannten spezifischen Besonderheiten der
Haarmatrix sowie tkonomischer Gesichtspunkte (Arbeits- und Zeitaufwand, Kosten)
optimiert und weiterhin nach neuesten Erkenntnissen validiert werden. Mithilfe dieser
validierten Methoden wird ein eindeutiger Nachweis von Substanzen maéglich, der bei
Gerichtsverfahren im Gegensatz zu bisherigen nicht validierten Verfahren sicher
Bestand hat. Durch die Haaranalyse kdénnen neben Blut- und Urinuntersuchungen
zusétzliche relevante und gerichtsverwertbare Informationen erhalten werden Die
Anwendbarkeit und Leistungsfahigkeit der Methoden wird an verschieden gestalteten

klinischen Studien belegt, die Ergebnisse der Studien werden kritisch interpretiert.



2. Grundlagen und Stand der Technik

2.1.Grundlagen der Haaranalytik

2.1.1. Aufbau der Haare

Haare werden as trockene , Hautanhangsgebilde” bezeichnet. Sie werden vor der
Geburt angelegt, ein erwachsener Mensch besitzt ca. 5 Millionen dieser Haaranlagen,
davon 1 Million auf dem Kopf und im Gesicht [2]. Das Haar besteht aus frei aus der
Haut herausragenden zylindrischen Strukturen oder Schéften (Durchmesser 15-120
pm), die aus stark zusammengedrangten Zellen bestehen [3]. Das menschliche Haar
wird in Haarfollikeln gebildet, die ca. 4 mm in die Haut hineinragen und funktionell
eng mit der Tagdrise verbunden sind (Abbildung 1). Haare werden durch Zellteilung
im Wachstumsbereich an der Basis des Follikels (Haarpapille) gebildet. Die Zellen
nehmen an Volumen zu und verlangern sich. In der Keratinisierungszone
synthetiseren die Zellen Pigment (Melanin) und beginnen zu verhornen

(,keratinisieren"), so dass langere Fasern (sog. Fibrillen) entstehen.

Haarschaft

Epidermis

Talgdriise

ﬁ_g&‘éﬁ aut) Haarbalgmuskel
T Schweilidriise
Haarfollikel
Subkutis Blutgefalie

Abbildung 1: Schematischer Schnitt durch die Haut mit Haarfollikel, Haarschaft, Talg- und
Schweil3dr iisen (Zeichnung W. Lachenmeier).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus des Haar es (Zeichnung W. Lachenmeier).

In der Aushartungszone sterben die Zellen unter Elimination des Zellkerns und
Wasser ab (Abbildung 2). Das eigentliche Haar besteht aus einer kompakten
Zusammenlagerung der abgestorbenen Zellen. Bevor das Haar die Hautoberflache

erreicht, wird es mit Sebum aus den Talgdrisen benetzt.

Der Schaft besteht aus einer aufleren Kutikula (Schuppenschicht), dem zentralen
Kortex (Faserschicht) und einer inneren Medulla (Mark). Die Kutikula besteht aus
abgeflachten, wie Schuppen dachziegelartig Ubereinander liegenden, verhornten



Zellen und dient dem Schutz der innen liegenden Fasern. Der Cortex besteht aus
langen keratinisierten Zellen, die zu langen Fasern (Fibrillen) von ca. 100 um Lange
angeordnet sind. In diesen kortikalen Zellen befinden sich auch die Pigmente, wie das
Melanin, das die Farbe des Haares bestimmt. In der dritten Schicht, der Medulla, sind
die Zellen weniger dicht gepackt, der Markstrang kann durch Lufteinschliisse

unterbrochen sein (Abbildung 2).

Das Haar ist as stark vernetztes, teil-kristallines polymeres Netzwerk aufzufassen,
das eine Vielzahl von funktionellen Gruppen enthélt (Sauren, Basen, Peptide), die
kleine Molekile binden kdnnen. Menschliches Haar besteht aus 65-95% Protein
(90% Keratin), 15-35% Wasser (in Abhangigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit)
und 1-9% Lipiden. Die Lipide (Sebum) werden von Ta gdrisen produziert.

Als Faustformel gilt, dass Haare 1 cm/Monat wachsen. Es werden jedoch grof3e
individuelle Unterschiede berichtet (0,6-3,36 cm/Monat) [4-6].

Der Haarwachstumszyklus besteht aus 3 Stadien: nach einer langen Wachstumsphase
(Anagenstadium, bis zu 6 Jahre) folgt ein kurzer Ubergangszustand (K atagenstadium,
4-6 Wochen). Danach folgt eine Ruhephase (Telogenstadium), in der das
Haarwachstum vollsténdig aufhért (10 Wochen). Ungeféhr 15% der Haare befinden
sch im Telogenstadium, 85% im Anagenstadium. Dieses unterschiedliche
Wachstumsverhalten muss bel der Interpretation von Haaranalysen berticksichtigt

werden.

2.1.2. Einbau von Drogen in Haare

In den letzten Jahren sind maldgebliche Erkenntnisse Uber die Inkorporation von
Fremdsubstanzen in Haaren erarbeitet worden. Aufgenommene Fremdsubstanzen
gelangen durch Ingestion, Inhalation oder Injektion der Konsumenten Uber die
Haarfollikel umgebenden Blutkapillaren wéahrend der anagenen Phase in die
Haarwurzel und werden bel der Haarentstehung eingelagert. Auch eine direkte

Aufnahme in das keratinisierte Haar Uber den Kontakt mit (drogenhaltigem)



Emulsionsfilm (Schweil3, Sebum) auf der Haaroberflache oder Uber den Kontakt mit

»drogenhaltigen” Stéuben oder Gasen ist moglich [7].

Durch Haarbehandlungen wie Tonen, Bleichen oder Dauerwelle kann es zu einer
Verringerung der Substanzkonzentration in den Haaren kommen. Drel Hauptfaktoren
beeinflussen die Drogenaufnahme und —retention in Haaren: Melaninaffinitét,
Lipophilie und Basizitit der eingenommenen Substanz [8]. Lipophilere
Muttersubstanzen werden oft in hoheren Konzentrationen gefunden als ihre
hydrophileren Metaboliten [7,9], weil Biomembranen eine geringere Durchlassigkeit

flr polare Substanzen aufweisen.

2.2.Relevante Analyten in der Haaranalytik

In zahlreichen Arbeiten werden Opiate in Haaren anaysiert, um einen illegalen
Konsum von Heroin aufzuzeigen und Heroinabusus von Morphine  oder
Codeinkonsum zu unterscheiden [10-19]. Der analytische Nachweis enes
Heroinkonsums, der ein zentrales Thema der vorliegenden Arbeit ist, erfolgt tGber den
charakteristischen Metaboliten 6-Monoacetylmorphin. Zusétzlich von Bedeutung sind
die Muttersubstanz selbst sowie Morphin, bei Konsum von Stral3enheroin sind ferner
Codein und Acetylcodein von Relevanz. Codein und Acetylcodein werden als Marker
fir einen Konsum von Stral3enheroin vorgeschlagen [20]. Codein ist ein natdrlicher
Bestandtell bei der Herstellung von Heroin, welches aus Papaver somniferum L.
durch Acetylierung und Aufreinigung gewonnenwird. Im Hinblick auf morphin oder
codeinhaltige Medikamente oder weitere Quellen von Opioidalkaloiden (z.B. Mohn)
wird bei Patienten, die beispielsweise an Heroinvergabeprojekten teilnehmen, jedoch
angeordnet, keine dieser Medikamente einzunehmen und keine mohnhaltigen
Lebensmittel zu konsumieren. Acetylcodein ist eine durch den Herstellungsprozess
bedingte Verunreinigung von Stral3enheroin und wird daher in der Literatur [20,21]
als der spezifische Marker fur einen Konsum von Stral3enheroin vorgeschlagen, da
pharmazeutisch hergestelltes Heroin diese Komponente nicht enthélt. Der
Acetylcodeingehalt in Strallenheroin liegt zwischen 0,25 und 10,2% [22], das zur

Abgabe in Vergabeprojekten verwendete pharmazeutisch reine Heroin ist



acetylcodeinfrei. Daher lasst die Anwesenheit von Codein und insbesondere von
Acetylcodein in Proben von Teilnehmern an Heroinvergabeprojekten darauf

schlief3en, dass sie ihre verschriebenen Heroindosen mit Stral3enheroin erganzen.

Cocain wird als Hauptinhaltsstoff aus den Bléattern des Coca-Strauchs Erythroxylum
coca durch Extraktion mit angeschlossenen aufwéndigen Reinigungs- und
Falungsschritten gewonnen [2]. Als stabiles Endprodukt erhdt man Cocain
Hydrochlorid. Dieses wird Ublicherweise nasal oder intravents konsumiert, wahrend
die freie Cocain-Base durch Rauchen oder Inhalieren aufgenommen wird. Cone et al.
[23] weisen in Haaren die Muttersubstanz Cocain im Vergleich zu den Metaboliten
Benzoylecgonin und Cocaethylen in 5-10fach hdheren Konzentrationen nach. Cocain
kann in den Haaren bzw. bei der Probenaufarbeitung zu Benzoylecgonin

hydrolisieren, was den Hauptanteil dieses Metaboliten in den Haaren ausmacht [24].

Methadon, ein synthetischer Opioidagonist mit einer dem Morphin &hnlichen
pharmakologischen  Aktivitdt, ist eines der am meisten eingesetzten
Substitutionsmittel bei Opiatabhangigkeit [25]. Eine steigende Methadonsubstitution
fuhrt jedoch zu zahlreichen rechtsmedizinischen Fragestellungen wie beispielsweise
Fahrtauglichkeit nach Methadonkonsum [26]. Weiterhin konnte wiederholt gezeigt
werden, dass die Informationen von Abhangigen in Substitutionsprogrammen

beziiglich ihres bisherigen Drogenkonsums nicht sehr zuverlassig sind [27-29].

Opioid-Analgetika im allgemeinen (Buprenorphin, Codein, Fentanyl, Hydromorphon,
Methadon, Morphin, Oxycodon, Oxymorphon, Piritramid, Tilidin, Tramadol, sowie
die Metaboliten Bisnortilidin, Nortilidin, Norfentanyl und Normorphin) sind von
groRem analytischem Interesse, da diese sogenannten , Schmerzkiller* oft in der
Palliativmedizin verwendet werden In diesen Falen kann die Haaranadyse zum
Therapiemonitoring eingesetzt werden, weil Medikation und stationdre Aufnahme
dieser Patienten haufig wechselt. Die Ergebnisse von Haaranalysen liefern
Informationen Uber das Einnahmeverhalten und eine moglicherweise zusétzliche
Medikation eines Patienten. Die behandelnden Arzte erhalten zudem Informationen
Uber vorherige Therapieansétize, um eine addguate gegenwértige Medikation zu

gewdhrleisten.



Die Vewendung von Opioid-Analgetika kann auch Missbrauch, Sucht oder
Abhangigkeit nach sich ziehen und erlangt in diesem Zusammenhang
rechtsmedizinische Bedeutung. So finden z.B. Fentanyl und Fentanylaraloga auch als
illegae ,Strallendrogen” Verwendung, Buprenorphin, welches haufig von
Drogenabhéngigen as Heroinersatz konsumiert wird, spielt darliber hinaus wie
Methadon bel Verkehrsunféllen mit drogensubstituierten Fahrern eine zunehmende
Rolle.

Die psychotropen Eigenschaften der Cannabisprodukte beruhen auf ihren
Inhaltsstoffen, den Cannabinoiden: der Hauptwirkstoff ist D°-Tetrahydrocannabinol
(THC), weitere Wirkstoffe sind das Cannabidiol (CBD) und das Cannabinol (CBN)
[2]. THC wird nach inhalativer Aufnahme rasch zu Hydroxy-THC verstoffwechselt,
welches weter zu THC-Carbonsdure metabolisiert wird. Der Nachwels von
Cannabinoiden in Haaren <ellt eine Herausforderung an die forensisch
toxikologische Analytik dar. Zum einen ist in Anbetracht der niedrigen Dosierung bel
Cannabiskonsum und einer kurzen Plasmahal bwertszeit des Wirkstoffs THC von sehr
geringen Substanzkonzentrationen in Haaren auszugehen, zum anderen kann es
aufgrund der Konsumart durch entstehenden Cannabisrauch leicht zu (passiven)

K ontaminationen von Haaren kommen.

Amphetamin, seine Derivate und Homologe sind vollsynthetische Produkte, die in
Pulverform sowie in Kapsel- oder Tablettenform vorliegen [2] und oral konsumiert
werden Mit Amphetamin eng verwandt ist das Methamphetamin (MA), das in
Deutschland alerdings nur begrenzt Verbreitung gefunden hat. Neben Amphetamin
sind weitere hergestellte Designerdrogen von Bedeutung. Die grofte Bedeutung
kommt dabel den Methylendioxyamphetaminen zu, die unter dem Sammelbegriff
Ecstasy beschrieben werden (3,4-Methylendioxymethamphetamin (MDMA), 3,4-
Methylendioxyethylamphetamin (MDEA), 3,4-Methylendioxyamphetamin (MDA)).
Von Bedeutung sind ferner die Methylendioxybutanamine 3,4-Methylendioxyphenyl-
2-butanamin  (BDB) und N-Methyl-1-(3,4- methylendioxyphenyl)- 2-butanamin
(MBDB).



2.3.Strukturformeln der Analyten

COOCH,CH,

N COOCHs; COOH : :
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Abbildung 3: Strukturformeln von Cocain und den Metaboliten Benzoylecgonin und

Cocaethylen.
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Abbildung 4: Strukturformeln der Opiate Heroin, 6-Monoacetylmorphin, Morphin,
Acetylcodein und Codein.
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Abbildung 5: Strukturformeln von Methadon und dem M etaboliten EDDP.
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Abbildung 6: Strukturformeln der Amphetamine Amphetamin, MA, MDA, MDMA, MDEA,
BDB und MBDB.
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Abbildung 7: Strukturformeln der Cannabinoide THC, CBD und CBN.
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Abbildung 8: Strukturformeln der Opioide.
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2.4.Stand der Technik der Haaranalytik

Die Untersuchung von Haarproben lasst sich in die folgenden Teilbereiche
untergliedern: Probenvorbereitung, die sich daran anschlief3enden instrumentellen
Anayseverfahren sowie die Qualitétskontrolle und Validierung der angewendeten
Messverfahren Zur Probenvorbereitung zdhit die Dekontamination der Haarproben,
der Probenaufschluss oder -extraktion, die Substanzanreicherung und Reinigung

(Clean-up) sowie die Derivatisierung der Proben[2].

2.4.1. Probenvorbereitung

24.1.1. Dekontamination

Die Dekontamination der Haarproben ist der erste Schritt der Probenvorbereitung.
Die Moglichkeit der externen Kontamination einer Matrix, welche standigen
Umwelteinfllissen ausgesetzt ist und deren grof3er Oberflécheninhalt eine erhebliche
Angriffsflache fur Oberfl&chenadsorption bietet, ist unstrittig. Das ist in besonderem
Mal3e fur Analyten bedeutsam, deren typische Applikationsart eine Verbreitung tber
die Luft wahrscheinlich erscheinen lasst, z.B. Cannabinoide oder Cocain. Bei der
Bewertung von analytischen Befunden im Haar sollten daher grundsétzlich die
Metaboliten wie z.B. THC-Carbonsaure oder Norcocain einbezogen werden [30], da
diese erst durch Biotransformation im Korper entstehen (k6nnen) und exogene
Kontaminationsquellen somit nicht plausi bel sind. K orpereigene
Biotransformationsprodukte sind jedoch oftmals a's Indikatoren fir die Aufnahme der
fraglichen Substanz nicht (in ausreichender Konzentration) verfugbar. Geeignete
Dekontaminationsverfahren snd daher zwingend erforderlich. Diese Waschschritte
(z.B. Petrolether, wassrige Puffer) verfolgen den Zweck, zwischen einer
oberflachlichen Adsorption und einer Inkorporation zu differenzieren [31,32]. Zur
Uberpriifung der Effektivitdt der Dekontamination kénnen die Waschldsungen auf
Drogenfreiheit untersucht und die Haarproben gegebenenfalls einem weiteren

Dekontaminationsschritt unterzogen werden.
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24.1.2. Probenaufschluss und -extraktion

In der Vergangenheit wurden unterschiedliche Probenvorbereitungstechniken zur
Analyse von Haarproben entwickelt, beispielsweise organische
L 6sungsmittelinkubation [13,14,33-40], enzymatische Hydrolyse [41,42] und saure
[43-46] oder  dkalische Hydrolyse [47]. Die  Optimierung  des
Probenaufschlussverfahrens richtet sich ausschliefdlich nach den chemischen
Eigenschaften der Anayten. So kann fur die Untersuchungen von Opiaten und
Cocain beispielsweise die letzte Methode nicht verwendet werden, da in den Proben
unter diesen Bedingungen eine akalische Hydrolyse von Heroin und 6-
Monoacetylmorphin zu Morphin stattfindet [17,48]. Auch fir den Nachweis von
Cocain kommt letztere Methode nicht in Frage, da es zu einer Degradation von
Cocain im alkalischen Milieu kommt, fir Amphetamine und Cannabinoide hingegen
ist die alkalische Hydrolyse die Methode der Wahl. Eine methanolische Extraktion
der Opiate fuhrt zu guten Ergebnissen und ist die einzige Methode, mit der eine
Identifizierung von Heroin in Haaren moglich ist. Cocain wird am besten mittels
saurer oder methanolischer Extraktion aufgearbeitet, da ein Abbau dieses Analytenzu

Benzoylecgonin unter diesen Bedingungen nur in geringem Mal3e stattfindet.

2.4.1.3. Substanzanreicherung und Reinigung

Das wohl dlteste und am weitesten verbreitete Verfahren zur Substanzanreicherung ist
die Flussig-Flussig-Extraktion (liquid-liquid-extraction, LLE) [49]. Hierbel wird die
zu untersuchende Probe mit einem nicht mit Wasser mischbaren Lo&sungsmittel
versetzt und krdftig durchmischt, wodurch die Anayten gemal ihres
Verteilungsgleichgewichts in die organische Phase tUibergehen. Anschlief3end wird die
L 6semittel phase abgetrennt und eingeengt, um eine Aufkonzentrierung der Analyten
zu erreichen. In der forensischen Analytik ist die Flussig-FlUssig-Extraktion weit

verbreitet.

Be der Festphasenextraktion (solid-phase extraction, SPE) findet der
Extraktionsprozess zwischen einer flissigen und einer stationéaren festen Phase statt.

Das Probenvolumen wird hierzu durch eine Kartusche aus Polypropylen geleitet,
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welche mit einem Adsorbens gefillt ist. Die Festphasenextraktion ist in funf Schritte
gegliedert: Konditionierung der Kartusche, Probenaufgabe, Waschen der Kartusche,
Trocknen der Kartusche und Elution der Analyten. Vorteile gegentiber der Flissig-
Flissig-Extraktion sind der geringere LoOsungsmittelverbrauch und Zeitaufwand,
hoéhere Wiederfindungen, reinere Extrakte und die Méglichkeit zur Automatisierung.
Aus diesen Grinden, insbesondere jedoch wegen der reineren Extrakte und des
geringeren Bedarfs an Probenmaterial, wird auch die Festphasenextraktion in der
forensischen Analytik haufig elngesetzt.

Bel der Dampfraum Festphasenmikroextraktion (Headspace solid-phase
microextraction, HS-SPME), die fur flichtige Analyten gut geeignet ist, wird die
Probe in ein Probengefald geflillt, mit einer Aluminiumkappe und einem Septum
verschlossen und inkubiert [3,49]. Dabei stellt sich sukzessive ein Gleichgewicht der
Analyten zwischen Dampfraum und Probe ein. Die Extraktion der Anayten erfolgt
durch Exposition einer SPME-Faser, die mit einem Sorbens beschichtet ist, in den
Dampfraum Uber der Probe. Vortelle diesser Methode gegentiber herkémmlichen
Extraktionsmethoden sind die volle Automatisierbarkeit, Einfachheit und ein geringer

L 6sungsmittel verbrauch.

24.1.4. Derivatisierung

Das Ziel der Derivatiserung be GC/MS Bestimmungen besteht darin, die
chemischen Eigenschaften des Analyten an die Erfordernisse der Analysenmethode
anzupassen [2]. Eine typische Zielsetzung ist die Verringerung der Polaritdt durch
Acylierung, Methylierung oder Silylierung von Hydroxy-, Carboxy-, oder
Aminogruppen zur Verbesserung der chromatographischen Trennung. Als
Derivatisierungsreagenzien haben sich N-Methyl-bis(trifluoracetamid) (MBTFA) fir
Acylierungsreaktionen (geeignet fur Amphetamine und synthetische Designerdrogen)
und N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid (MSTFA) fur Silylierungsreaktionen
(geeignet fur Opiate und Cannabinoide) bewahrt (Abbildung 9). Bel herkémmlichen
GC/MS Verfahren erfolgt ein manueller Derivatisierungsschritt, wahrend dieser bei
HS-SPME GC/MS Methoden automatisiert und direkt nach Extraktion der Analyten

auf der SPM E-Faser erfolgen kann.
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Abbildung 9: Derivatisierungsreaktionen mit MBTFA (geeignet fur Amphetamine und
synthetische Designerdrogen) und mit MSTFA (geeignet fir Opiate und Cannabinoide) [3].
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2.4.2. Instrumentelle Analyseverfahrenfir die Haaranalytik

Die typische Abfolge einer forensisch chemisch-toxikologischen Analyse besteht aus
zwei  Schritten:  einem  Screeningverfahren und einer Bestétigungsanalyse.
Ublicherweise wird €in  immunchemischer Vortest gefolgt von einer
chromatographischen Methode durchgeftihrt. Der erste Schritt erlaubt eine schnelle
Kontrolle einer grof3en Probenzahl, wahrend der zweite Schritt die bendtigte
Spezifitét liefert.

Mehrere Arbeitsgruppen haben Opiate und Cocain mit Radioimmunoassay (RIA)
Methoden in Haaren analysiert, um einen illegaden Konsum dieser Drogen
nachzuweisen [16,50-52]. RIA ist eine gebrauchliche, sensitive und zuverlassige
immunchemische Technik, allerdings schlieft die Verwendung von radioaktiv
markiertem Material die Anwendung dieses Tests aul3erhalb gesicherter Raume aus.
Aus diesem Grund werden vielfach andere Methoden bevorzugt. Eine gute
Alternative sind enzymgebundene, immunchemische Methoden (enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA), die sicher, einfach, billig und sehr empfindlich sind
[53]. Herkdmmliche ELISA-Tests zur Urinuntersuchung, die gute Ergebnisse im
Nachweis hydrophiler Metaboliten erzielen, erreichen jedoch nicht die fur die
Haaranalytik notwendigen Sensitivitdten und Spezifitdten. Im Gegensatz dazu sind
ELISA-Tests zur Speicheluntersuchung aufgrund der Reaktivitdt mit den gleichsam
im Speichel sowie im Haar enthatenen Muttersubstanzen und lipophilen Metaboliten
zur Haaranalytik gut geeignet.

Die Gaschromatographie in Verbindung mit der Massenspektrometrie (GC/MS)
wurde in der Vergangenheit als Referenzmethode der Wahl [14,18,35,38,41,42,44]
zur Bestdtigung der Screeningergebnisse auf Opiate, Cocain, Methadon,
Cannabinoide und Amphetamine verwendet. Weitere in Betracht kommende
Verfahren snd Gas- oder Flussigkeitschromatographie in Verbindung mit der
Tandem-Massenspektrometrie (GC/MS-MS [37,54-56] oder LC/IMS-MS[57,58)), die
zum Nachwels einzelner Substanzklassen eingesetzt werden Im Hinblick auf
steigende Probenaufkommen sowie aus 6konomischen Gesichtspunkten besteht ein
grof3es Interesse an Screening-Methoden, die gleichzeitig auf mehrere Substanzen
und Substanzklassen angewendet werden konnen. Dies wird gegenwartig durch die
empfindliche LC/MS-MS Technik méglich gemacht. Bereits fir die Matrices Blut
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und Urin etabliert [59-62], existieren bisher nur wenige dieser Screening-Methoden
fur die Haaranalytik [63].

24.21. Grundlagen der ELISA Tests

Zum Screening auf Drogen werden vielfach immunchemische Vortests verwendet.
Die in der Haaranalytik bereits eingesetzten Enzymimmunoassays basieren zumeist
auf der kompetitiven ,micro-plate® Immunoassaytechnologie [64-67]. Die
Haarextrakte werden in Kombination mit einem enzymmarkiertem Haptenderivat
(Konjugat) in die Vertiefungen (Wells) der ELISA Platte gegeben. Enthalt ein ELISA
WEell eine positive Haarprobe, so findet eine Konkurrenzreaktion zwischen den
Analyten und dem enzymmarkierten Hapten um die im ELISA Well fixierten
spezifischen Antikorper statt. Die Wells werden nach einer vorgegebenen Zeit
gewaschen, um Uberschiissiges Haptenderivat zu entfernen, danach wird ein Substrat,
welches eine Farbreaktion aud6st, hinzugegeben. Das im Anschluss zugegebene
Stoppreagenz beendet die Farbreaktion. Das Absorptionsvermégen, das in jedem
WEell bel einer bestimmten Wellenldnge photometrisch bestimmt wird, ist umgekehrt
proportional der in den Proben enthaltenen Analytmenge (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Schematische Dar stellung des Ablaufs eines kompetitiven EL | SA-Tests.

ELISA Tests besitzen aus zwei Griinden nur semiquantitativen Charakter und miissen
mit einem weiteren Messverfahren bestétigt werden: Aufgrund des nicht linearen
Bindungsvermdgens der Analyten in hohen und niedrigen Konzentrationsbereichen
sind die Kalibrationskurven bei kompetitiven ELISA Tests ,S'-férmig. Die
unterschiedliche Kreuzreaktivitdt einzelner Analyten bestimmter Analytgruppen, die
durch die Tests mit erfasst werden koénnen (beispielsweise Morphin 100%, 6-
Monoacetylmorphin  65%, Codein > 100% fur den Opiate-ELISA, OraSure
Technologies, Inc.) schlieffen ebenfalls eine quantitative Bestimmung aus. Trotzdem
snd Screeningmethoden schnelle, ginstige und automatisierte Verfahren, die haufig
bei forensisch-toxikologischen Untersuchungen mit grofRem Probenaufkommen
eingesetzt werden. Die Ergebnisse der Tests kénnen aufgrund der unterschiedlich
starken Kreuzreaktivitdten nicht auf einen einzelnen Analyten bezogen angegeben
werden. Sie werden daher als Summe in Aquivalenten des Analyten, mit dem die

Kalibrierung erstellt wurde, aufgefuhrt.
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Zur Bestimmung der ELISA Test-Gite werden die Parameter Sensitivitét und
Spezifitdt herangezogen. Die Sengtivitdt gibt den Anteil der richtig-positiven
Ergebnisse an der Gesamtheit der positiven Ergebnisse an. Sie bezeichnet somit die
Wahrscheinlichkeit, ein positives Ergebnis auch als solches zu erkennen. Die
Spezifitét bezeichnet die Wahrscheinlichkeit, ein negatives Ergebnis auch als solches
zu erkennen. Richtig-positive (RP), richtig-negative (RN), falsch-positive (FP) und
falsch-negative (FN) Ergebnisse werden ermittelt, indem die Immunoassay-
Ergebnisse mit  Referenzwerten  (ermittelt  durch ~ chromatographische
Bestétigungsanalyse, zumeist GC/MYS) verglichen werden. Eine Probe wird als positiv
gewertet, wenn das Analysenergebnis grof3er oder gleich dem spezifizierten Cutoff
Wert (Grenze zwischen positivem und negativem Ergebnis) ist. Die Sensitivitat wird
errechnet als dierichtig-positive Rate, bzw. die Bestétigungsrate chromatographischer
Methoden (RP/(RP+FN)). Die Spezifitét wird errechnet als richtig-negative Rate
(RN/(RN+FP)). Der Positive Predictive Vaue (positiver Vorhersagewert, PPV) ist
definiert als RP/(RP+FP), wahrend der Negative Predictive Value (negativer
Vorhersagewert (NPV) wie folgt errechnet wird: RN/(RN+FN).

2.4.2.2. Grundlagen der GC/MS

In den letzten Jahrzehnten hat sich Kapillar-Gaschromatographie in Verbindung mit
Quadrupol-Massenspektrometrie as Routinemethode in alen Bereichen der
analytischen Chemie verbreitet und wird fiar forensischtoxikologische

Untersuchungen am héufigsten eingesetzt.

Der zumeist derivatisierte Haarextrakt wird bel der Gaschromatographie in den Strom
einer inerten gasférmigen mobilen Phase (Trégergas, z.B. Helium) eingespritzt oder
von einer SPMEFaser desorbiert. Die Probe wird durch eine Kapillarséule
transportiert, in der sich die zu untersuchenden Analyten zwischen mobiler und

stationdrer Phase auftrennen.

In der sog. lonenquelle werden die Analytmolekile mit energiereichen Elektronen
ionisiert (Elektronenionisation, El). Die lonen werden im eektrischen Feld

beschleunigt und im Massenanalysator nach ihrem Masse/Ladungsverhaltnis (m/z)
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aufgetrennt. Die elektrischen Ladungen werden mit einem Elektronenvervielfacher zu
einem mefdbaren Strom verstarkt. Der Massenanalysator besteht beim Quadrupol-
Massenspektrometer aus vier parallelen Staben, an die ein elektromagnetisches Feld,
bestehend aus einem Gleichspannungs- und Wechsel spannungsanteil, angelegt wird.
Dieses bewirkt, dass nur lonen mit einem bestimmten Masse/Ladungsverhaltnis bel
einem gegebenen Gleich-/Wechselspannungsverhéltnis den Analysator passieren
konnen [68].

Als Messmodi kénnen Fullscan oder SIM (Selected ion monitoring) Experimente
verwendet werden. Beim FullscanModus werden alle lonen eines gewdahiten
Bereiches (z.B. m/z 50-550) fortlaufend aufgenommen. Anschlief3end bietet sich die
Moglichkeit der Suche in ener Spektrenbibliothek. Nachteil ist die geringe
Empfindlichkeit des FullscantrModus, so dass er fir Spurenanalysen ungeeignet ist.
Bel SIM-Experimenten werden nur wenige ausgewahlte lonen als Funktion der Zeit
detektiert. Durch die langere Mef3zeit pro lon erniedrigt sich die Nachweisgrenze
gegentber dem FullscanrModus um den Faktor 10-100 [68]. Zur sicheren
Identifizierung der Analyten werden die Retentionszeit und das Intensitétsverhaltnis

zwischen den ausgewahlten SIM-lonen herangezogen.

24.2.3. Grundlagen der LC/IMS-MS

Flissigchromatographie in Verbindung mit TandemMassenspektrometrie konnte
sich in den letzten Jahren ebenfalls als Analysemethode in der analytischen Chemie
etablieren und wird zunehmend fir forensisch-toxikologische Untersuchungen

verwendet.

Hierbei wird die mobile Probenlésung nach flissigchromatographischer Trennung an
einer stétiondren Phase mit Hilfe einer lonenquelle in die Gasphase tberfihrt, wobei
die Analyten ionisiert werden und der aus der LC austretende Eluentenstrom (mobile
Phase und Puffer) verdampft wird. Fir forensisch-toxikologische Zwecke sind zum
einen die Elektrospray-lonisation (ESI) und zum anderen die chemische lonisation
bei Atmosphéarendruck (APCI) gebrauchlich.
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Bel der ESI wird der Analyt in der lonenquelle bei Atmosphérendruck verspriht und
in das Hochvakuum des Massenspektrometers gefuhrt [69]. Die Analytlésung wird
auf eine Elektrode geleitet, dabei entsteht ein Nebel aus hochgeladenen, feinst
verteilten Tropfchen. Der Spruhvorgang wird dabel durch ein Hilfsgas (Stickstoff)
unterstiitzt, so dass ein konstantes Spray erzeugt werden kann. Die Polaritdt der
anliegenden Hochspannung bestimmt hierbei, ob ein Uberschuss positiver oder
negativer Ladung erzeugt wird. Die entstandenen lonen werden durch das anliegende

elektrische Feld in Richtung Masseanalysator beschleunigt.

Bel der APCI fungiert die verdampfte Mobilphase nach lonisation als Reaktandgas
und tauscht Ladungen (Protonen) mit dem Anayten aus. Hierfir wird die Mobilphase
mit Hilfe eines beheizten Verneblers gegen eine Coronaentladungsnadel geleitet. Die
Polaritét der Nadel spannung bestimmt, ob positive oder negative lonisation erfolgt. In
tendenzieller Abgenzung zur ESI ist die Anwendbarkeit auf weniger polare Analyten

und die Akzeptanz hoherer Flussraten der Mobil phase erwdhnenswert.

Die zu TandemMassenspektrometrie eingesetzten Triple-Quadrupol MSMS-
Systeme bestehen aus einer Kombination von zwei Quadrupol-Massenfiltern (Quad
1/Quad 3), zwischen denen sich ein weiteres Quadrupol als Kollisionszelle befindet
(Quad 2). In dieser Zelle werden die im Quad 1 selektierten lonen durch Gasmolekile
(Stickstoff) fragmentiert. Die gebildeten Fragmente (Produktionen) werden in das

zweite Massenfilter Uberfuhrt und getrennt.

Als haupséchlich in der quantitativen Analytik verwendeter Messmodus wird der sehr
empfindliche Multiple Reaction Monitoring (MRM) verwendet. Im Quad 1 werden
lonen selektiert und in der Kollisionszelle fragmentiert. Im Quad 3 wird wiederum
nur ein  bestimmtes Fragmention  selektiert, so dass  spezifische
Fragmentierungsreaktionen detektiert werden, ein Signal tritt daher nur bei dem
speziellen Massenubergang von Quad 1 ® Quad 3 auf. Da die Wahrscheinlichkeit,
dass Stérsubstanzen die gleiche Reaktion eingehen, minimal ist, wird der stérende
Hintergrund erheblich erniedrigt und die Selektivitéat des Nachwei ses erhoht.
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2.4.3. Einfuhrung in die Qualitatskontrolle

Forensisch-toxikologische Untersuchungen von Haarproben zum Nachweis und zur
Bestimmung von Drogen, Medikamenten oder sonstigen chemischen bzw.
korperfremden Stoffen werden insbesondere im Rahmen der Rechtspflege (straf- und
verwaltungsrechtlich relevante Sachverhalte), zusétzlich aber auch bei klinischen
Fragestellungen ausgefuhrt; daher sind hdchste Anforderungen beziiglich der Qualitét
zu stellen [2]. Unter Qualitéatskontrolle versteht man die Gesamtheit  dler
Malnahmen die es erlauben, Aussagen Uber Qualitd und Fehler von
Analyseergebnissen zu treffen.

Bel der Analyse von Haarproben und der Interpretation der Ergebnisse sind im
Vergleich zur Analyse von anderen biologischen Matrices viele Besonderheiten zu
berilicksichtigen Dies ist bedingt durch uneinheitliche Einfllisse wie Heterogenitét der
Matrix, Stabilitét von Analyten und mdgliche Einfllisse der Probenvorbereitung. Zur
Qualitéatskontrolle  von  Haaranalyseverfahren existieren daher  spezielle
Bewertungsrichtlinien und Empfehlungen hinsichtlich der Probennahme, -sicherung,
-kennzeichnung, -transport und -lagerung, der Mindestanforderungen an das Labor
(Personal, Gerdte, Unabhangigkeit, Akkreditierung, Teilnahme an Ringversuchen),
der Dokumentation und Begutachtung sowie Bewertung der Unsicherheit analytischer
Befunde. Diese detaillierten und aktuellen Richtlinien werden von der Food and Drug
Administration (FDA [70]), der European Commission (EC [71]), der Gesellschaft
fur Forensische und Toxikologische Chemie (GTFCh [72]), der World Anti Doping
Agency (WADA [73]), der Society of Hair Testing (SOHT [74]) sowie der Substance
Abuse and Mental Health Services Administration (SAMSHA [75]) zur Verfigung
gestellt.
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2.4.4. Grundlagen einer Validierung

Die Vadidierung von Messmethoden zur Haaranaytik ist im Rahmen der
Qualitdtskontrolle als Beurteilungsgrundlage fir die Bewertung der Gilte der
angewendeten Verfahren unerlasslich. Als Validierung werden der Nachweis und die
Dokumentation der Zuverldssigkeit einer Methode angesehen. Die Validierung eines
Analysenverfahrens besteht im Wesentlichen aus der kritischen Untersuchung der
einzelnen Analysenschritte auf systematische und statistische Fehler mit dem Zidl, fir
ein Anaysenverfahren Aussagen hinsichtlich der Parameter Linearitdt, Nachwels-
und Bestimmungsgrenze, Genauigkeit, Wiederfindung und Stabilitét zu machen Zur
Auswertung und Interpretation von Validierungsdaten hat sich das Programm
VALISTAT® [76] bewshrt, welches sich an den vorgegebenen Richtlinien der
GTFCh orientiert. Die einzelnen Validierungsparameter werden im Folgenden
definiert.

2441. Linearitat

Linearitdt besitzt eine chemisch-analytische Methode, wenn sie innerhalb enes
festgelegten Bereiches Mefdsignale liefert, deren Werte direkt proportional zur

Analytkonzentration in der Probe sind.

24.4.2. Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze ist definiert as kleinster Analytgehalt, der mit ener

vorgegebenen Sicherheit vom Leerwert unterscheidbar ist.

Die Bestimmungsgrenze ist definiert als Konzentration, ab der mit einer bestimmten

Ergebnisunsicherheit quantifiziert werden kann.
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24.4.3. Genauigkeit

Die Genauigkeit ist eine Beschreibung der gesamten (zuféligen und systematischen)
Abweichungen einzelner Werte vom Sollwert. Sie beinhaltet die Parameter
Richtigkeit und Prézision.

Die Richtigkeit ist ein Mal3 fur die Abweichung des Messwertes vom Bezugswert
(Sollwert). Sie reprasentiert die systematischen Fehler des Analyseverfahrens.

Die Prazision ist ein MaR fiir die Ubereinstimmung unabhangiger Analysenergebnisse
untereinander. Es wird nach Art und Wese der Wiederholung zwischen

verschiedenen Arten der Prézision unterschieden (Wiederhol- und Laborprézision).

2444, Wiederfindung

Als Wiederfindung wird das Verhatnis des unter Wiederholbedingungen gemessenen
Mittelwertes zum richtigen Wert des Analyten in der Probe definiert.

2445,  Stabilitét

Die Stahilitét ist definiert as die Stabilitdt eines Analyten in einer Matrix unter
bestimmten Bedingungen (Lagerungsdauer, Temperatur etc.). In der Literatur wird
z.B. das Problem eines Abbaus der Anayten, insbesondere Heroin und Cocain,

wéhrend langer Standzeiten im Autosampler geschildert.
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2.5.Grundlagen von Patienten-Monitoring und Therapie-Compliance

Bel der Haaranalytik auf inkorporierte Fremdstoffe stehen die Feststellung von
Ausmal3 und Dauer eines missbrauchlichen Konsums von Drogen bzw. einer
Exposition gegentiber Fremdstoffen, oder auch der Nachwels einer Abstinenz z.B. zur
Wiedererlangung der Fahrerlaubnis bzw. im Rahmen eines ,Workplace Drug
Testings® (Einstellungsuntersuchung etc) im Vordergrund [2]. Klinische
Fragestellungen bel der Haaranalytik konzentrierten sich in der Vergangenheit
ebenfalls auf die Aufklarung eines Missbrauchs von Substanzen, gleichzeitig bietet
die Haaranalytik jedoch die Moglichkeit eines therapeutischen Drug Monitoring bzw.
einer Compliance-Analyse [77].

Generell ist PatientenrCompliance ein Problem in der therapeutischen Medizin.
Indirekte Methoden zur Bewertung einer Compliance basieren auf Merkmalen wie
Fragebdgen, Selbstangaben oder dem Zahlen von Pillen. Direkte Methoden hingegen
verwenden die analytische Bestimmung der Wirkstoffe in biologischen Matrices wie
Blut, Urin und Haare [78]. Die Mdglictkeit Haaranalytik zum Therapiemonitoring

einzusetzenwurde erst in letzter Zeit erkannt [79-81].

Insbesondere das Monitoring von Patienten hinsichtlich eines Konsums
verschriebener  oder  nicht  verschriebener Drogen im  Verlauf  von
Substitutionsprogrammen liefert wertvolle Informatioren fur Diagnose und Fuhrung
der Patienten und ist daher von grof3er Wichtigkeit. Wiederholt wurde gezeigt, dass
personliche Angaben Uber den eigenen Drogenkonsum nicht sehr aufschlussreich sind
[27-29]: Aufgrund beflrchteter Konsequenzen neigen die meisten Konsumenten
dazu, illegalen Drogenkonsum zu verneinen oder nur geringen Konsum zuzugeben.
Urinanalysen werden in den meisten offiziellen Substitutionsprogrammen
durchgefthrt. Allerdings stellt Urin ein problematisches Untersuchungsmateria dar,
da er septisch bzw. infektios sein kann, gekuhlt oder fur langere Aufbewahrung
gefroren und oftmals unter Beobachtung gesammelt werden muss. Angesichts der
Unsicherheit von Selbstangaben beziglich Drogenkonsum, sind Compliance
Untersuchungen jedoch sehr wichtig, zum einen, um den Fortschritt der einzelnen
Patienten zu kontrollieren, und zum anderen, um die Effektivitét bestimmter Eingriffe

in  kontrollierten  klinischen Tests einzuschédtzen. Die gebrauchlichsten
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Screeningmethoden von Urinproben beruhen auf Immunoassays. Eine Bestétigung
mittels chromatographischer Methoden wird oft nicht durchgefiihrt. Dennoch ist
insbesondere die chromatographische Haaranalyse als vorteilhaft gegenlber
Urinassays anzusehen. Als Grunde hierfir sind die nicht invasive Art der
Probennahme, die niedrigeren Nachweisgrenzen und die besondere Mdglichkeit einer
retrospektiven Analyse Uber einen vergleichbar mit der Urinanalytik langeren

Zeitraum zu nennen.

Fir die Interpretation der Ergebnisse der Haaranalyse, die zur Kléarung forensisch
toxikologischer Fragestellungen und zur Therapie von Drogenkonsumenten hilfreich
sind, ist es von Interesse, die Beziehungen zwischen aufgenommener Dosis und der
daraus resultierenden Drogenkonzentration im Haar zu untersuchen. Bei der
Interpretation von Haaranalysen ist jedoch zu berticksichtigen, dass eine solche
Korrelation nicht immer moglich ist. Als Grinde dafir sind individuell
unterschiedliches Haarwachstum, kosmetische Haarbehandlungen und insbesondere
unkorrekte und oftmals zu niedrige Dosisangaben im Falle eines zugegebenen
Drogenkonsums Drogenabhangiger zu nennen [82]. Neben dem unbekannten
Reinheitsgrad der illegalen Komponenten miissen ebenfalls individuelle Unterschiede
bei der Aufnahme der Drogen aus dem Blut in Haare sowie eine unterschiedlich lange
Expositionsdauer der Haare durch Kontakt mit Sebum und Schweild bei den

verschiedenen Probanden in Betracht gezogen werden.
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3. Experimenteler Tell

3.1.Chemikalien

Folgende Substanzen wurden von Promochem (Wesdl, Deutschland) as
Stammlésungen bezogen (Konzentration 1 mg/ml): DL-Amphetamin (A), DL-
Amphetamin-ds (A-ds), Benzoylecgonin (BE), Benzoylecgoninds (BE-ds),
Buprenorphin (BU), Buprenorphin-d,; (BU-d;), Cannabidiol (CBD), Cannabinol
(CBN), Cocaethylen (CE), Cocaethylendg (CE-dg), Cocain (COC), Cocain-ds (COC-
d3), Codein (COD), Codeind; (COD-d3), DL-2-Ethyl-1,5-dimethyl-3,3-
diphenylpyrrolinium Perchlorat (EDDP Perchlorat), DL-2-Ethyl-1,5-dimethyl-3,3-
diphenylpyrrolinium-ds Perchlorat (EDDP-ds Perchlorat), Fentanyl (FE), Fentanyl-ds
(FE-ds), Heroin (HER), Heroin-dy (HER-dg), Hydromorphon (HM), Hydromorphort
ds (HM-ds), DL-Methadon (MET), DL-Methadon-dy (MET-dg), DL-M ethamphetamin
(MA), DL-Methamphetamin-d;; (MA-d;1), DL-3,4-Methylendioxyamphetamin
(MDA), DL-3,4-Methylendioxyamphetamin-ds (MDA-ds), DL-3,4-Methylendioxy-
ethylamphetamin (MDEA), DL-3,4-Methylendioxyethylamphetamin-ds (MDEA-ds),
DL-3,4-Methylendioxymethamphetamin (MDMA), DL-3,4-
Methylendioxymethamphetamin-ds (MDMA-ds), DL-3,4-Methylendioxyphenyl-2-
butanamin (BDB), DL-N-Methyl-1-(3,4- methylendioxyphenyl)-2-butanamin
(MBDB), DL-1,2-Dideutero-N-trideuteromethyl- 1- (3,4-methyl endi oxyphenyl)- 2-
butanamin (MBDB-ds), 6-Monoacetylmorphin (MAM), 6-Monoacetylmorphin-ds
(MAM-d3), Morphin (MOR), Morphinrds (MOR-d3), Norfentanyl (NFE),
Norfentanyl-ds (NFE-ds), Normorphin (NOMO), Oxycodon (OC), Oxycodon-ds (OC-
ds), Oxymorphon (OXMO), D°-Tetrahydrocannabinol (THC), D°-Tetra
hydrocannabinol-ds (THC-ds3) und Tramadol (TRA).

Acetylcodein (AC), Acetylcodein-ds (AC-ds) und Papaverin (PA) wurden von
Lipomed (Bad Sackingen, Deuschland) erhalten (Konzentration 1 mg/ml).
Bisnortilidin (BNTI), Nortilidin (NTI) und Tilidin (TI), wurden as Feststoff von
Godecke (Freiburg i. B., Deutschland) geliefert, Piritramid (Pl) von Janssen (Neuss,
Deutschland).
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Ferner wurden die nachfolgend genannten Substanzen von Macherey-Nagel (Diren,
Deutschland) bezogen: N-Methyl-bis(trifluoracetamid) (MBTFA) und N-Methyl-N-
trimethyl silyl-trifluoracetamid (MSTFA).

Weitere Chemikalien und Losungsmittel wurden von Merck (Darmstadt,

Deutschland) in analysenreiner Qualitét bezogen.

3.2.Gerateund Materialien

Zum Abdampfen von Losungsmitteln wurde ein TCS-Metallblock-Thermostat Typ
Vapotherm mobil | (Labor Technik Barkey, Leopoldshthe, Deutschland) eingesetzt.
Fur das Schitteln beim Waschvorgang der Haarproben wurde ein Vortex Genie 2
Mixer (Bender & Hobein AG, Zurich, Schweiz) verwendet. Die Zerkleinerung der
Haare erfolgte mit handelsiiblichen Laborscheren. Die Urinscreenings wurden mit
einem Roche Cobas Mira S System von Microgenics (Passau, Deutschland)
durchgefuhrt. Die photometrische Bestimmung erfolgte vollautomatisch mit fertigen
Reagenziensdtzen der Firma Microgenics nach 200 ul Probenzugabe. Weitere
Urinanalysen wurden in den Rhenischen Landeskliniken Bonn mit dem
Immunoassaysystem TDxFLX® von Abbott Laboratories (Wiesbaden, Deutschland)
bestimmt. Die Gerédtekopplungen (GC/MS und LC/MS-MS sind in Kapitel 3.6
aufgefuihrt. Headspace Rollrandflaschen (Vials) 22,5x46 mm, 10 ml Inhalt wurden
von Chromtech (Idstein, Deutschland), die magnetischen Bordelkappen (Loch 8 mm)
mit SiliconSeptum von CS-Chromatographie (Langerwehe, Deutschland) bezogen.
Schraubdeckelgléser, 2 ml Inhalt, die dazugehtrenden Micro-Einsdtze sowie
PTFE/SiliconSepten und Schraubdeckel wurden von Agilent (Waldbronn,
Deutschland) geliefert. Chromabond Drug Festphasenextraktionskartuschen (3 ml,
200 mg) wurden von Macherey-Nagel (Diren, Deutschland) bezogen. Die
Verbrauchsmaterialien zur automatisierten ELISA Bestimmung, sowie die ELISA-
Kits (Cocaine Met Micro-Plate EIA, Ora Fluid und Opiates Micro-Plate EIA Oral
Fluid, Orasure Technologies, Inc.) wurden von BioRad Technologies (Minchen,
Deutschland) erhalten.
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3.3.Haar - und Urinproben und Asservierung

Die Haare wurden von der Riickseite des Kopfes so nahe wie moglich zur Kopfhaut
mit einer Schere abgeschnitten, fixiert, mit Klebestreifen auf einem Blatt Papier
befestigt und am kopfnahen Ende gekennzeichnet. Spezielle Haarbehandlungen wie
beispielsweise  Bleichen, Farben oder Dauerwellenbehandlungen  wurden
dokumentiert. Die Proben wurden bei Raumtemperatur trocken in Briefumschlégen
gelagert, im Rahmen von Obduktionen asservierte Haarproben wurden in
Schraubdeckel glésern gefroren aufbewahrt.

Negative Kontrollproben wurden Mitarbeitern des Instituts fur Rechtsmedizin der
Universitdt Bonn entnommen. Die lokale Ethik-Kommission gab zu den Studien ihre

Zustimmung.

331 ELISA und GC/MS Bestimmung von Opiaten Cocain und

Cocainmetaboliten sowie Urinscreenings

Die Haarproben zur ELISA-Bestimmung und zur GC/MS-Bestimmung von Opiaten
und Cocan wurden Teilnehmern des Bonner  Heroinvergabeprojekts
(Heroinambulanz, Medizinische Poliklinik Bonn) sowie Teillnehmern aus der
Methadonkontrollgruppe jeweils einen Monat vor Vergabebeginn (Zeitpunkt T-1)
und nach einem Jahr (Zeitpunkt T12) anonymisiert entnommen (n=103). Die
Patienten des Heroinvergabeprojekts verabreichten sich selbst unter &rztlich
kontrollierten Bedingungen Heroin-Hydrochlorid intravends (10-1000 mg/Tag, 2 oder
3 Mal taglich), die Patienten des Methadonsubstitutitonsprogramms nahmen
ebenfalls @rztlich kontrolliert, orale Dosen von DL-Methadonl6sung (15-260 mg/Tag)
auf. Es fand eine regelmal3ige Abgabe statt, so dass die Patienten auf diese Weise die
Moglichkeit  hatten, die Substanzen (Heroin bzw. Methadon) ohne
Beschaffungskriminalitét zu erhalten. Damit hatten die Konsumenten in vielen Féllen
die Moglichkeit, trotz ihrer Abhéngigkeit einem geregelten Leben nachzugehen. Als
Eintrittskriterium der Studie wurde unter anderem ein opiatepositives Urinscreening
angesehen. Dies war bel allen untersuchten Proben zum Zeitpunkt T-1 der Fall.

Urinproben der Teilnehmer beider Gruppen wurden zum Zeitpunkt T-1 einmal und
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zum Zeitpunkt T12 an funf aufeinanderfolgenden Tagen asserviert. Die Probanden
wurden als positiv auf einen Analyten (Opiate, Cocain, Methadon, Cannabinoide,
Amphetamine, Benzodiazepine) gewertet, sobald bereits eine der funf Urinproben
positiv getestet wurde. Die Haarproben Verstorbener, deren Tod im Zusammenhang

mit Drogenkonsum stand, wurden im Rahmen einer Obduktion entnommen.

3.3.2. HS-SPME GC/M S Bestimmung von M ethadon

Haarproben, die mit HS-SPME GC/MS auf Methadon untersucht wurden, stammten
ebenfalls aus der Methadonkontrollgruppe. Von 35 Patienten, die gute
Therapiecompliance aufwiesen, wurden Haarproben nach einem Jahr (T12)
Tellnahme am Methadonsubstitutionsprogramm untersucht. Bei 6 Patienten standen
nur Haarproben nach einem halben Jahr (T6) Teillnahme zur Verfligung, da diese
Patienten vorzeitig aus dem Programm ausgetreten sind. Patienten, die , Take- home"
Dosen erhielten, wurden hinsichtlich ihrer Compliance besonders kontrolliert und im

Falle eines Nichteinhaltens aus der Studie ausgeschl ossen.

3.3.3. GC/MS Bestimmung von Opiaten, Cocain, Amphetaminen,
Cannabinoiden und Methadon sowie Urinscreenings

Weitere Haarproben zur GC/MS-Bestimmung von Opiaten, Cocain, Amphetaminen,
Cannabinoiden und Methadon wurden aktiven Drogenkonsumenten (n=51) wahrend
einer Drogenentgiftungsbehandlung unmittelbar nach stationdrer Aufnahme in den
Rheinischen Kliniken Bonn entnommen. Das Kollektiv bestand aus 39 Mannern und
12 Frauven im Alter von 20 bis 53 Jahren (Mittelwert 31,7 Jahre). Schamhaar wurde
von 36 Patienten asserviert. Im Verlauf der Studie wurde das Konsumverhalten der
Patienten erfragt, wobei das Interviewprotokoll diagnostische Kriterien sowie Fragen
zur Intensitét des Drogenkonsums in den letzten Monaten beinhaltete. Urinproben fur
ein begleitendes immunologisches Drogenscreening wurden von allen Patienten am
Tag der Aufnahme durch das klinische Personal der Rheinischen Kliniken Bonn

entnommen und dort im klinischen Labor mittels Standardimmunoassayscreening auf
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die Gegenwart der oben aufgefihrten Drogen und zusétzlich Benzodiazepine
anaysiert. Positive Ergebnisse wurden dort nicht mittels Bestétigungsanalyse
abgesichert. Ein Haartest wurde positiv gewertet, wenn eines der Segmente der
komplett segmentierten Haarproben zu einem positiven Testergebnis fihrte. Dieses
Vorgehen wurde gewahlt, weil die Selbstangaben unterschiedliche Zeitabschnitte

eines vergangenen Drogenkonsums umfassten.

3.34. LC/MSM SBestimmungvon Opioidanalgetika

Das Probandenkollektiv zur Untersuchung auf Opioidanal getika bestand aus an Krebs
erkrarkten Personen, die im Rahmen einer Schmerztherapie tégliche Dosen
verschiedener Opioidkombinationen erhalten haben. Die Haarproben von 31
Patienten (15 Ménner, 16 Frauen, zwischen 39 und 84 Jahren, Mittelwert 58,7 Jahre)
wurden nach stationdrer Aufnahme im Malteser-Krankenhaus in Bonn entnommen,
wobei als Aufnahmegriinde Schmerz oder Ubelkeit bei den Probanden angegeben
wurden. Es wurde jewells die komplette Lange der Haarstréhnen analysiert, um auch
Langzeitinformationen Uber die Opioidbehardlung der Patienten vor der stationdren

Aufnahme im Malteser-Krankenhaus in Bonn zu erhalten.
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3.4.Patienten- und Probandenkollektiv in der Ubersicht

Fir die Interpretation der in Kapitel 5.2 dargestellten Ergebnisse wurden soweit

moglich Haarproben verschiedenster Probandenkollektive herangezogen, wie die
Tabelle 2 in der Ubersicht zeigt.

Tabelle 2: In den einzelnen Kapiteln untersuchte Probandenkollektive, Fallzahlen (n) und

verwendete Segmente.
Probandenk ollektiv n Segmentlange analysiert Kapitel | Seite
Heroinprojekt und 103 lcm
M ethadonver gabe
Verstorbene (Opiat- und | 21 1cm >zl %
Cocainabusus)
Her oinproj ekt 46 lcm
28 | 2cm, komplett segmentiert 522 91
Verstorbene (Opiatabusus) | 24 lcm
Her oinproj ekt 48 lcm 523 99
M ethadonver gabe 35 lcm 524 105
M ethadonver gabe 41 1-3cm
525 108
15 | 1 cm, komplett segmentiert
Entgiftungsprogramm 51 | 3cm, komplett segmentiert 5.2.6 115
Palliativmedizinpatienten 31 kompl ett eingesetzt 5.2.7 118
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3.5. Probenvorbereitung

Zur Vorbereitung der Haarproben wurde ein Verfahren eingesetzt, das in friheren
Untersuchungen [83,84], angelehnt an ein Verfahren von Kauert [36], zum
Ausschluss von externen Kontaminationen optimiert wurde. Die Proben wurden
jeweils 5 min mit Aqua dest., Petrolether und Dichlormethan unter Zuhilfenahme
eines Vortex-Mischers gewaschen und anschlief3end im Trockenschrank bei 55° C
getrocknet. Die Waschl6sungen wurden zur Kontrolle des Dekontaminationsverlaufs
untersucht. Die Proben wurden zunéchst in Segmente aufgeteilt (1-3 cm, je nach
Haarlange und Fragestellung, siehe Tabelle 2), welche im Anschlussin kleine Stlicke

von ungefahr 1 mm geschnittenwurden

3.5.1. Opiate, Cocain

Nach Zugabe vom 4 ml Methanol zu 50 mg zerkleinerten Haaren wurden die Proben
5 Stunden bei 50° C im Ultraschallbad extrahiert. Danach wurden die Probenin zwei
Fraktionen unterteilt (1 ml fir den ELISA Test, 3 ml zur GC/MS Bestimmung) und
nach Zugabe von 50 | jedes deuterierten internen Standards (5pug/ml) zum GC/MS
Aliguot unter einem Stickstoffstrom zur Trockene eingedampft. Proben, bei denen
keine ELISA Bestimmung durchgefthrt wurde, wurden mit 4 ml Methanol extrahiert
und nach Zugabe von 50 pl jedes deuterierten internen Standards (5upg/ml)
eingedampft. Zur ELISA Bestimmung wurde die Fraktion in 250 pl Sorensen
Phosphatpufferlosung (pH 7,4) aufgenommen und direkt mit dem Coda Automated
EIA Analyzer gemessen. Proben, die aul3erhab des Kalibrationsbereiches des ELISA
Tests lagen, wurden mit der oben genannten Pufferlosung 1:10 verdinnt und erneut
analysiert. Fir die Analyse mittels GC/IMS wurde die Fraktion in 2 ml 1 M
Phosphatpuffer (pH 6) aufgenommen worauf sichein SPE Schritt anschloss:

Die SPE Kartuschen wurden nacheinander mit 2 ml Methanol, 2 ml Wasser und 2 ml
Phosphatpuffer (pH 6) konditioniert. Nach der Probenaufgabe wurden die Kartuschen
mit 1 ml Wasser, 1 ml 0,1 M Phosphorsdure (zweimal) und 1 ml Methanol
gewaschen. Die Elution der Analyten erfolgte mittels 2 ml Dichlormethan/2-
Propanol/Ammoniak (80/20/2).
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Die Elutiondésung wurde unter Stickstoff bel 60° C eingedampft und der Extrakt
wurde nach Zugabe von 70 pl MSTFA mit 30pl Pyridin und 100 ul Isooctan fur 15
min bei 90 °C derivatisiert. Ein 1 pl Aliquot wurde in das GC/MS System injiziert.

3.5.2. Amphetamine

10 mg Haare, 1 ml NaOH-L6sung (10 M) und 100 pl interner Standard-Mix (200 ng
der deuterierten Analyte/ml) wurden in ein 10 ml Headspace-Via gegeben und sofort
mit einem SilikonSeptum und einer magnetischen Bordelkappe verschlossen. Die
Haarproben wurden mittels Headspace- Solid-Phase-Microextraction (HS-SPME) mit
Derivatiserung auf der Faser und GC/MS vermessen. Die Derivatisierung erfolgte
mit 25 pl MBTFA fur 2 min bei 50 °C. Die SPMEMethodik ist in Tabelle 3
dargestellt.

3.5.3. Cannabinoide, M ethadon

10 mg Haare, 1 ml NaOH-L 6sung (1 M), 0,5 g N&COs und 100 pl interner Standard-
Mix (200 ng der deuterierten Analyte/ml) wurden in ein 10 ml Headspace-Vial
gegeben und sofort mit einem Silikon-Septum und einer magnetischen Bordelkappe
verschlossen. Die Haarproben  wurden mittels  Headspace- Solid-Phase-
Microextraction (HS-SPME) mit Derivatiserung auf der Faser und GC/MS
vermessen. Die Derivatisierung erfolgte mit 25 pl MSTFA fir 8 min bei 90 °C. Die
SPME-Methodik wird in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3: Methodenparameter SPME.

Amphetamine und

Designerdrogen [3,84]

Cannabinoide, M ethadon
und EDDP [3,83]

Einwaage 10 mg 10 mg

Salzzusatz - 0,59 Na&CO3

(Aussal zeffekt)

Hydrolyse 10 M NaOH 1M NaOH

Equilibrierung Schiitteln fir 5 min bei 50 °C | Schiitteln fur 5 min bel 90 °C

im Agitator (600 U/min, 5s

an, 2 saus)

im Agitator (600 U/min, 5s

an, 2 saus)

Extraktion (Exposition
der SPME Faser)

10 min unter weiterem
Schiitteln (50 °C)

25 min unter weiterem
Schiitteln (90 °C)

Derivatisierung

25 il MBTFA, 2 min (50 °C)

25 pl MSTFA, 8 min (90 °C)

Desor ption

4 min (52 mm Eintauchtiefe)

5 min (52 mm Eintauchtiefe)

3.5.4. Opioidanalgetika

Nach Zugabe von 8 ml Methanol und 40 pl internem Standard (1 pug/ml) zu etwa 50
mg Haarenwurden die Proben im Ultraschallbad 5 Stunden lang bei 50 °C extrahiert.

Danach wurden die Extrakte im Stickstoffstrom zur Trockene eingedampft, in 100 pl

mobiler Phase A (Wasser/Acetonitril

90:10, 5 mM  Ammoniumformiat)

aufgenommen und davon 10 pl Aliquote in das LC/MS/MS System injiziert.
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3.6. Methodenentwicklung

3.6.1. ELISA Test Methodik

Zur Messung der Haarproben wurde ein Coda Automated EIA Analyzer mit der
Software Version Coda 4.0 verwendet.

Die Entwicklung der Assays wurde unterstiitzt von Sachs et a. [85]. Die zum
Nachweis fur Cocain, Cocainmetabolite und Opiate optimalen Cutoff Werte fir die
ELISA Tests waren 5 ng/ml (0,1 ng Cocain-Equivaente/mg Haar) und 2,5 ng/ml
(0,05 ng Morphin-Equivalente/mg Haar) unter Verwendung einer 50 mg Haarprobe.
Die Senstivitdten und Spezifitéten wurden ermittelt, indem Haarproben von 124
Drogenkonsumenten zunéchst mit ELISA analysiert wurden. In einem zweiten Schritt
wurden die Immunoassay- mit GC/MS-Ergebnissen verglichen.

Beide ELISA-Tests hatten eine Sensitivitét von 100%, die Spezifizitét lag bei 66%
fur die Cocain-Equivalente und bel 42% fir die Morphin-Equivalente. Der positive
Vorhersagewert PPV) betrug 83% fur die Cocain-Equivalente und 84% fir die
Morphin-Equivalente. Der negative Vorhersagewert (NPV) war 100% fur beide
Assays (Abbildung 11).

n=124

GC/MS + GC/MS - GC/MS + GC/MS -
ELISA + 7 16 ELISA + 93 18
(62,1%) (12,9%) (75,0%) (14,5%)
0 31 0 13
ELSA= 1 (00w (25,0%) ELISA- (0,0%) (10,5%)
Cocain und Metabolite Opiate
Sensitivitat: 100% Sensitivitat: 100%
Spezifizitat: 66% Spezifizitat: 42%
PPV: 83% PPV: 84%
NPV: 100% NPV: 100%

Abbildung 11: ELISA Sensitivitat und Spezifizitat (Cutoffs: 5 ng/ml fir Cocan und 2,5 ng/ml
fur Opiate).
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Ein aussagekraftiger Haar Immunoassay sollte eine Sensitivitdt und Spezifitdt grofder
als 90% haben, zudem sollten die Cutoffs nicht im Bereich der Nachweisgrenze des
Assays liegen, da es in diesen Falen zu vielen falschpositiven Ergebnissen kommen
kann [53]. Die Tests sowohl fur Cocain als auch fur Opiate ergaben jedoch niedrigere
Spezifitdten. Unter Verwendung von héheren Cutoff Werten (10 und 20 ng/ml fir
Cocain, 5 und 20 ng/ml fir Opiate) stiegen die Spezifitdten zunéchst von 75% auf
79% fur Cocain und von 45% auf 74% fir die Opiate. Die Anzahl der falsch
positiven Proben sank bei hoheren Cutoff Niveaus, alerdings traten falsch-negative
Proben auf (Abbildung 12), die Sensitivitdten bei einem Cutoff von 20 ng/ml lagen
bei 92% fir den Cocain- und bel 85% fiur den Opiate-ELISA. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde als Cutoff Wert 5 ng/mg fur den Cocain- und 2,5 ng/ml fir den
Opiatetest gewahlt: Wegender nicht ausreichenden Spezifitdten beider Tests auch bei
den hohen Cutoff Werten wurde jeweils der niedrigste Cutoff Wert gewahlt, um das
Risko falsch-negativer Proben zu vermeiden, da bel der Anwendung der ELISA
Tests ds Screeningmethoden der Nachweis aler positiven Proben, nicht jedoch
zwingend die Vermeidung falsch-positiver Ergebnisse im Vordergrund steht.

140 ~

120 1

100 ~

80 A

I True positives

n 1 False positives
£0 [ False negatives

1 True negatives

40 7

20 A

5 10 0 25 5 20
Cocain ELISA Opiate ELISA

Cutoff Werte [ng/ml]

Abbildung 12: Vergleichende Ergebnisse zwischen den Cocain- und Opiate ELISA Tests und
GC/MS Analysen bei unterschiedlichen Cutoffs (5-20 ng/ml fir Cocain und 25-20 ng/ml fir

Opiate) fur 124 Haar proben von Drogenkonsumenten.
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Ein weiterer Grund fur die Wahl der niedrigen Cutoff Werte sind die bereits
publizierten Anforderungen an die Qualitétssicherung bel der forensisch
toxikologischen Untersuchung von Haarproben [72,75], wonach die zur Bestétigung
verwendete Methode so empfindlich sein sollte, dass ein Anaytgehalt von 0,2 ng/mg
fur die einzelnen Opiate und Cocain sowie ein Gehat von 0,1 ng/mg fir die
Cocainmetaboliten mit dem ELISA nachgewiesen werden kann. Diese Empfehlung
konnte mit der Senstivitét von 100% bel den niedrigen Cutoffs fir beide ELISA
Tests eingehalten werden.

Im Rahmen der Entwicklung der beiden ELISA Methoden (Bestimmung von Opiaten
und Bestimmung von Cocain und Cocainmetaboliten) wurden neben der Bestimmung
der Cutoff Werte die eingesetzten Probenvolumina (20 pl, 50 pl), Konjugatvolumina
(50 pl, 100 ul) und die Vorinkubationszeiten (15 min, 30 min, 45 min zur
Cocainbestimmung) optimiert. Die Parameter, die die beste Abgrenzung von
Absorptionsvermdgen und Konzentrationswerten zeigten sowie den grofdten
Unterschied in den Absorptionswerten  zwischen  drogenfreiem  Haar
(Negativkontrolle) und dem niedrigsten Kalibrator (Opiateassay: 2,5 ng/ml,
Cocainassay: 5 ng/ml) aufwiesen, wurden zur Anayse verwendet. Zur Bestimmung
der Morphin-Equivaente fir den Opiateassay stellten sich 20 pl Probenlésung und
100 pul Konjugat, zur Bestimmung der Cocain-Equivalente 50 pl Probenldsung und
50 ul Konjugat bel 30 min Vorinkubation al's optimal heraus.

Zu Beginn der Entwicklung wurden fur beide Assays 20 pl Probenvolumen und 100
pl Konjugat eingesetzt. Wahrend der Opiateassay bei diesen Ausgangsbedingungen
schon sehr gute Ergebnisse lieferte (Abbildung 13) und nicht weiter optimiert werden
musste, konnte bei dem Cocainassay unter Verwendung von 100 pl Konjugat keine
Differenzierung zwischen niedrigstem Kalibrator und der Negativkontrolle erzielt
werden (Abbildung 14). Bel Einsatz von 50 pl Konjugat zeigte die Negativkontrolle
eine geringere Absorption als der niedrigste Kalibrator. Der Kurvenverlauf war
jedoch sehr flach, so dass die Kalibrierung nur einen geringen linearen Bereich mit
guter Korrelation zwischen Absorption und Konzentration aufwies (Abbildung 15).
Aus diesem Grund wurde ein Vorinkubationsschritt in die Methode eingefligt, der
eine Vorreaktion der Anayten mit den Antikorpern erméoglicht mit dem Zid, die

nachfolgende Konkurrenzreaktion mit dem Konjugat fir die Analyten zu
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vereinfachen. Es wurden 15, 30 und 45 min Inkubationszeit gewahlt, wobei das beste
Ergebnis bei 30 min erzielt wurde (Abbildungen 16-18). Die Absorptionswerte
zwischen niedrigstem Kalibrator und Negativkontrolle waren hierbel jedoch erneut
nicht signifikant unterschiedlich Das Probenvolumen wurde aus diesem Grunde von
20 pl auf 50 pl erhcht, wobel diese Erh6hung mit niedrigeren Absorptionswerten
einherging, so dass eine Differenzierung zwischen niedrigstem Kalibrator und
Negativkontrolle mdglich war (Abbildung 19). Die einzelnen Absorptionswerte der
zur Methodenentwicklung verwendeten Assays sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

2,0 1
154
\ Absorption 2,5 ng/ml = 1,23
1 Absorption Negativkontrolle = 2,07
c \
S
B 1,04
o)
2]
o)
<
0,5
Morphinequivalente T
o-—-n
0,0 . —— . — .
1 10 100

Konzentration [ng/ml]

Abbildung 13: Opiateassay, K onjugatvolumen 100 ul, Probevolumen 20 pl.
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Abbildung 14: Cocainassay, K onjugatvolumen 100 ul, Probevolumen 20 pl.
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Abbildung 15: Cocainassay, K onjugatvolumen 50 pl, Probevolumen 20 pl.
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Abbildung 16: Cocainassay, K onjugatvolumen 50 pl, Probevolumen 20 pl, Vorinkubation 45min.
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Abbildung 17: Cocainassay, K onjugatvolumen 50 pl, Probevolumen 20 pl, Vorinkubation 30min.
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Abbildung 18: Cocainassay, K onjugatvolumen 50 pl, Probevolumen 20 ul, Vorinkubation 15min.
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Abbildung 19: Cocainassay, K onjugatvolumen 50 pl, Probevolumen 50 pl, Vorinkubation 30min.
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Tabelle4: Absorptionswerte der zur Methodenentwicklung verwendeten Assays.

Konzen- | Opiate- | Cocain- Cocain- Cocain- Cocain- Cocain- Cocain-

tration assay assay assay assay 45 assay 30 assay 15 assay 30

[ng/ml] 100 pl 50 pl min VI min VI min VI min VI,
Konjugat | Konjugat 50 pl Probe

25 1,228

5 1,038 3,010 2,792 1,652 1,745 1,796 1,423

10 - 2,782 2,666 1,648 1,651 1,709 1,255

20 0,243 2,352 2,409 1,331 1,318 1,392 0,961

50 0,141 1,673 1,880 0,932 0,943 0,932 0,617

100 0,075 1,202 1,048 0,751 0,658 0,819 0,470

200 0,046 0,823 0,609 0,430 0,377 0,497 0,252

250 0,042 0,694 0,509 0,375 0,373 0,410 0,191

Zur Bestimmung der MorphinEquivalente wurden sieben Kalibratoren

(Konzentrationen: 2,5, 5, 20, 50, 100, 200 und 250 ng/ml) aus der Morphin
Stammldsung (1 mg/ml, Kapitel 3.1) verdinnt. Zur Verdinnung auf die bendtigten
Konzentrationen wurde SorensenPhosphatpufferlosung (pH 7,4) verwendet, die
Kalibratoren wurden jeden Tag frisch hergestellt. Drei negative und eine positive
Kontrolle wurden fir jeden Lauf verwendet. 20 yl Probe (Standards, Kontrollen oder
Redproben) und 100 pl Konjugat wurden in die Wells der Platte pipettiert. Nach 30
min Inkubation wurde die Platte gewaschen (300 pl Wasser) und 100 pl Substrat
hinzugegeben. Nach weiteren 30 min Inkubationszeit wurden 100 pl Stoppreagenz
zugefugt und die Platte bel einer Wellenlénge von 450 nm gelesen. Die Durchfiihrung
des Assaysist im Einzelnen in Tabelle 5 wiedergegeben.

Die CocainEquivalente wurden wie folgt bestimmt: sieben Kalibratoren
(Konzentrationen: 5, 10, 20, 50, 100, 200 und 250 ng/ml) wurden aus der Cocain
Stammlésung (1 mg/ml, Kapitel 3.1) hergestellt. Drei negative und eine positive
Kontrolle wurden fur jeden Lauf verwendet. 50 pl Probe (Standards, Kontrollen, oder
Reaproben) und das gleiche Volumen an Pufferlésung (pH 7,4) wurden auf die Platte
pipettiert und eine 30 minutige Vorinkubation wurde durchgeftihrt. Danach wurden
50 ul Konjugat zugegeben und weitere 30 min inkubiert. Nach Waschen der Platte

(300 pul Wasser) wurden 100 pl Substrat zugeftihrt und wiederum 30 min inkubiert.
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Danachwurden 100 ul Stoppreagenz pipettiert und die Platte bei 450 nm gelesen. Die
einzelnen Schritte zur Durchfuhrungen beider Assays sind detailliert in Tabelle 5 und
Tabelle 6 dargestellt.

Alle Inkubationsschritte wurden bel Raumtemperatur im Dunkeln durchgefihrt. Die
Ergebnisse der ELISA Tests werden in Cocainr und MorphinEquivaenten
angegeben, da die einzelnen Anayten, die durch die Tests mit erfasst werden,
unterschiedliche Kreuzreaktivitéten aufweisen. Diese sind im Einzelnen: 64% fir
Cocain, 200% fur Cocaethylen, 100% fur Benzoylecgonin, 100% fur Morphin, 65%
fur 6-Monoacetylmorphin, > 100% fir Codein und 43% fir Heroin (nach
Herstellerangabe). Fir weitere Metaboliten wurden keine Kreuzreaktivitaten
aufgefihrt.

Tabelle 5: Programmierungsprotokoll der Coda 4.0 Software zur Bestimmung der Morphin-

Equivalente.

Step Command Parameter 1 Parameter 2 Parameter 3/4/5
1 Dispense Standards | Vol/Chase=20uL/20ul Needle Wash=2000uL/1 | Standard1to7
2 Dispense Standards | Vol/Chase=20uL/20ul Needle Wash=2000uL/1 | Standard 1to7
3 Dispense Controls Vol/Chase=20uL/20ul Needle Wash=1000uL/1 | Control 1to1
4 Dispense Samples Vol/Chase=20uL/20ul Needle Wash=2000uL/1
5 Dispense Reagent Volume=100 pL Reagent Conjugate 1 [std/cal/cnt/blank
6 Shake Plate Time=5 sec.
7 Incubate Plate Ambient temperature Time=30 min
8 Wash Plate Volume=300 uL Soak time=1sec. Cycle=6/Column
9 Dispense Reagent Volume=100 uL Reagent Substrate 2 [std/cal/cnt/blank
10 Incubate Plate Ambient temperature Time=30 min

11 Dispense Reagent Volume=100 uL Reagent Stop Solution 3 | /std/cal/cnt/blank
12 Shake Plate Time=5 sec.

13 Read Plate Measurement=450 nm | Reference=630 nm Dual

14 End of procedure
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Tabelle 6: Programmierungsprotokoll der Coda 4.0 Software zur Bestimmung der Cocain-

Equivalente.

Step Command Parameter 1 Parameter 2 Parameter 3/4/5
1 Dispense Standards | Vol/Chase=50pL/50ul Needle Wash=2000uL/1 | Standard1to7
2 Dispense Controls Vol/Chase=50pL/50ul Needle Wash=1000uL/1 | Control 1to 1
3 Dispense Samples Vol/Chase=50pL/50ul Needle Wash=2000uL/1
4 Dispense Reagent Volume=50 uL Reagent Puffer 4 [std/cal/cnt/blank
5 Incubate Plate Ambient temperature Time=30 min
6 Dispense Reagent Volume=50 uL Reagent Conjugate 1 [std/cal/cnt/blank
7 Shake Plate Time=5 sec.
8 Incubate Plate Ambient temperature Time=30 min
9 Wash Plate Volume=300 pL Soak time=1sec. Cycle=6/Column
10 Dispense Reagent Volume=100 pL Reagent Substrate 2 [std/cal/cnt/blank
11 Incubate Plate Ambient temp erature Time=30 min
12 Dispense Reagent Volume=100 pL Reagent Stop Solution 3 | /std/cal/cnt/blank
13 Shake Plate Time=5 sec.
14 Read Plate Measurement=450 nm | Reference=630 nm Dual
15 End of procedure

3.6.2. GC/MSMethodik

Fur alle Messungen wurde ein System mit folgenden Konfigurationen verwendet: Ein
Agilent 6890 Series plus Gaschromatograph in Verbindung mit einem Agilent 5973
N MSD Massenspektrometer, gesteuert von der Agilent Chemstation Software
G1701CA Version C.00.01 (Chromtech, Idstein, Deutschiand). Das System war mit
einem CTC-CombiPAL-Autosampler, Software (CTC-Cycle Composer 1.5.2)
ausgestattet. Die chromatographische Trennung erfolgte an einer 30 m langen
Kapillarsdule vom Typ HP-5MS mit einem Innendurchmesser von 0,25 mm und einer
Beschichtung von 0,25 um. Als Trégergas diente Helium mit einem Volumenstrom
die im  SplitlesssModus. Die
Temperatureinstellungen fur die Gaschromatographie-Massenspektrometrie sind in

von 1 ml/min, Injektionen  erfolgten

Tabelle 7, die verwendeten GC-Ofenprogramme in Tabelle 8 angegeben.
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Tabelle 7: Temperatureinstellungen des analytischen Systems.

Opiate, Amphetamine,
Cocain/Cocainmetabolite | Cannabinoide, M ethadon
Injektor 280 °C 250 °C
Interface 290 °C 280 °C
lonenquelle 230 °C 230 °C
Quadrupoal 150 °C 150 °C
Tabelle 8: GC-Ofenprogramme.
GC/MS

Opiate, 180 °C fur 1 min

Cocain, 15 °C/min bis 190 °C, gehalten fur 10 min,
Cocainmetabalite 5 °C/min bis 250 °C, gehalten fur 2 min,

30 °C/min bis 290 °C, gehalten fir 2 min

Amphetamine 90 °C fur 1 min,
8 °C/min bis 210 °C, gehalten fur 2 min,
30 °C/min bis 280 °C, gehalten fir 5 min

Cannabinoide, 160 °C fur 1 min,

M ethadon 15 °C/min bis 190 °C, gehalten fur 10 min,
5 °C/min bis 250 °C, gehaten fur 3 min,
13 °C/min bis 300 °C, gehaten fir 3 min

Zur Bestimmung der charakteristischen Massenfragmente wurden zunéchst die
Primarmassenspektren fur jeden Analyten im Full-Scan Modus (m/z 50-550)
aufgenommen. Die Massenspektren fur Opiate, Cocain und Cocainmetabolite sind in
Abbildung 20 dargestellt. Die Spektren der weiteren Anayten sind der Arbeit von

Junker zu entnehmen[49].
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Abbildung 20: Massenspektren der Opiate und Cocain sowie Cocainmetaboliten, die zur

Analytik verwendeten lonenspuren sind in Klammern angegeben.
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Drei charakteristische und intensive lonen wurden im nachsten Schritt fur das
Selected 1on Monitoring (SIM-Modus) ausgewéhlt, die SIM Chromatogramme sind
in den Abbildungen 21-24 fir die jeweiligen Anayten dargestellt:

m/z Opiate, Cocain:

HER (369, 327, 268), HER-dg (378, 334, 272), MAM-TMS (399, 340, 287), MAM-
ds3-TMS (402, 343, 290), MOR-TMS (429, 414, 236), MOR-d3-TMS (432, 417, 239),
COD-TMS (371, 234, 196), COD-ds-TMS (374, 237, 199), AC (229, 341, 282), AC-
ds (232, 344, 285), COC (182, 303, 272), COC-ds (185, 306, 275), BE (240, 361,
346), BE-d; (243, 364, 349), CE (196, 317, 212) und CE-ds (204, 325, 220).

m/z Amphetamine:

A-TFA (140, 91, 118), A-ds-TFA (144, 92, 123), MA-TFA (154, 110, 118), MA-dy-
TFA (160, 113, 126), MDA-TFA (135, 162, 275), MDA-ds-TFA (136, 167, 280),
MDMA-TFA (154, 110, 135), MDMA-ds-TFA (158, 113, 136), MDEA-TFA (168,
140, 303), MDEA-ds-TFA (173, 141, 308), BDB-TFA (135, 176, 289), MBDB-TFA
(168, 176, 303), MBDB-ds-TFA (172, 178, 308).

m/z Cannabinoide, M ethadon:

MET (294, 223, 295), MET-dg (297, 226), EDDP (277, 262, 276), EDDP-d3 (280,
265, 279), CBD-di-TMS @90, 301, 337), CBN-TMS 367, 368, 382), THC-TMS
(371, 303, 386), THC-ds-TMS (374, 389).

Fir die Quantifizierung wurden die Massenspuren der durch Fettdruck
hervorgehobenen  SIM-loren  zur  Flachenberechnung  herangezogen. Die
Identifizierung erfolgte anhand der Retentionszeiten und der im charakteristischen
Peakflachenverhdltnis  vorliegenden Massenspuren  (SIM-Modus).  Fur  die
Flachenberechnung wurde das 0.g. Standardsoftwareprogramm verwendet. Samtliche
Peskintegrationen wurden nachtrdglich  kontrolliert und bei  fehlerhafter
Peakerkennung manuell nachintegriert. Zur Auswertung wurde das Flachenverhdtnis
zwischen Anayten und deuteriertem internem Standard as Funktion der
Konzentration rerangezogen (Kalibrierfunktion). Fir einige Substanzen waren keine
deuterierten Analoga erhdltlich, so dass CBD und CBN mit THC-d; quantifiziert
wurden, MDA-ds wurde fir BDB verwendet.
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Abbildung 21: Extrahierte GC/MS SIM Chromatogramme von Opiaten sowie den deuterierten

Analoga (10 ng/mg).
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Abbildung 22: Extrahierte GC/MS SIM Chromatogramme von Cocain und Cocainmetaboliten
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Abbildung 23: Extrahierte GC/MS SIM Chromatogramme von Amphetaminen
deuterierten Analoga (2 ng/mg).
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Abbildung 24: Extrahierte GC/MS SIM Chromatogramme von Methadon,

Cannabinoiden sowie den deuterierten Analoga(2 ng/mg).
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3.6.3. LC/MSM SMethodik

Fur die Analysen wurde ein LC/IMS-MS System verwendet, welches aus einem 1100
HPLC System (bindre Pumpe, Degasser und Autosampler) von Agilent (Waldbronn,
Deutschland) gekoppelt mit einem Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland)
API 2000 Triple Quadrupol Massenspektrometer bestand. Zur Auswertung wurde die
Software Analyst 1.4 Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die
chromatographische Trennung erfolgte an einer Phenomenex C12 Synergi MAX-RP
Trennsaule (4um, 150 x 2 mm). Mobile Phase A (Wasser/Acetonitril 90:10, 5 mM
Ammoniumformiat) und mobile Phase B (Wasser/Acetonitril 10:90, 5 mM
Ammoniumformiat) wurden in einem Gradientenprogramm mit einem Fluss von 200
pl/min folgendermal3en verwendet: 05 min: 100% A, 5-19 min: auf 0% A, 19-26
min: 0% A, 26-29 min: auf 100% A, 29-35 min: 100% A.

Turbo lon Spray wurde fur die ESI/IMS-MS im Postive lon Mode be einer
Temperatur von 350° C und einer Spannung von 5000 V eingesetzt. Multiple
Reaction Monitoring (MRM) wurde airr Identifizierung benutzt, die resultierenden
LC/IMSMS MRM Chromatogramme sind den Abbildungen 25- 32 zu entnehmen:

BU (4685 ® 55,0; 83,4), COD (300,1 ® 165,0; 114,9), FE (337,1 ® 188,0; 105,0),
HM (286,1 ® 185,0; 156,8), ME (310,1 ® 265,0; 104,8), MO (86,1 ® 151,8;
165,0), OC (316,0 ® 241,0; 255,8), OXMO (301,8 ® 284,0; 226,8), Pl (431,2 ®
97,9; 345,9), Tl (2739 ® 154,8; 77,0), TRA (2639 ® 58,1; 57,0), BNTI (245,9 ®
155,0; 76,9), NTI (2599 ® 154,8; 76,9), NFE (232,9 ® 84,0; 56,0), NOMO (272,1
® 1659; 120,9), BU-d, (4734 ® 59,1), COD-d; (303,1 ® 199,1), FE-ds (342,2 ®
188,1), HM-ds (289,0 ® 184,9), ME-db (319,2 ® 268,1), MO-d3 (289,1 ® 151,9),
OC-d; (319,1 ® 301,0), PA (340,1® 202,0).

Die verwendeten Kollisionsenergien sind im Einzelnen:

BU (75 V), COD (49 V), FE (29 V), HM (41 V), ME (19 V), MO (81 V), OC (39 V),
OXMO (23 V), PI (39 V), TI (25 V), TRA (33 V), BNTI (21 V), NTI (25 V), NFE
(25 V), NOMO (53 V), BU-d4 (75 V), COD-ds (37 V), FE-ds (29 V), HM-ds (43 V),
ME-ds (21 V), MO-d3 (81 V), OC-ds (23 V), PA (35 V).
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Zur Auswertung wurde das Flachenverhdltnis zwischen Anayten und deuteriertem
internen Standard as Funktion der Konzentration herangezogen. Fir einige
Substanzen waren keine deuterierten Analoga erhdltlich, so dass TI, TRA, BNTI und
NTI Uber PA quantifiziert wurden, FEds wurde fur NFE und PI und MO-d3 fur
NOMO und OXMO verwendet.

6000 7 — NOMO: 272,1 --> 165,9
T — MOR-dg: 289,1 --> 151,9
5000 —— MOR: 286,1 --> 151,8
—— OXMO: 301,8 --> 282,0
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Abbildung 25: Extrahiertes LC/MS-MS MRM Chromatogramm von Normorphin (0,1 ng/mg),
Oxymor phon (0,1 ng/mg), Morphin (1 ng/mg) und deuteriertem Morphin (1 ng/mg).
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Abbildung 26: Extrahiertes LC/MS-MS MRM Chromatogramm von Hydromorphon (0,1
ng/mg) und deuteriertem Hydromorphon (1 ng/mg).
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Abbildung 27: Extrahiertes LC/MS-MS MRM Chromatogramm von Codein (1 ng/mg) und
deuteriertem Codein (1 ng/mg).
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Abbildung 28: Extrahiertes LC/MS-MS MRM Chromatogramm von Oxycodon (1 ng/mg) und

deuteriertem Oxycodon (1 ng/mg).
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Abbildung 29: Extrahiertes LC/IMS-MS MRM Chromatogramm von Piritramid (1 ng/mg),
Norfentanyl (0,1 ng/mg), Fentanyl (0,1 ng/mg) und deuteriertem Fentanyl (1 ng/mg).
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Abbildung 30: Extrahiertes LC/IMS-MS MRM Chromatogramm von Tramadol (5 ng/mg),
Bisnortilidin (1 ng/mg), Nortilidin (1 ng/mg), Tilidin (1 ng/mg) und Papaverin (1 ng/mg).
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Abbildung 31: ExtrahiertesLC/MS-MS MRM Chromatogramm von Buprenorphin (0,1 ng/mg)
und deuteriertem Buprenorphin (1 ng/mg).
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Abbildung 32: Extrahiertes LC/IMS-MS MRM Chromatogramm von Methadon (1 ng/mg) und
deuteriertem Methadon (1 ng/mg).
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3.7.Auswertung und Statistik

Zur Auswertung der gewonnenen Daten wurden die Analysenergebnisse
(Flachenwerte) aus der Agilent Chemstation und aus der Applied Biosystems
Anayst 14- Software zu Microsoft Excel (2003) exportiert (Microsoft,
Unterschleif3heim, Deutschland). Alle Daten wurden mit dem Computerprogramm
SPSS (SPSS Inc., Chicago, USA) evaluiert.

Die Korrelationen wurden mit dem Pearson-K orrelationstest auf lineare Abhangigkeit
Uberpruft (WIinSTAT fur Microsoft Excel, Version 2003.1, R.Fitch Software, Staufen,
Deutschland). Eine doatistische Signifikanz wurde unterhalb des 0,05
Wahrscheinlichkeitsniveaus angenommen. Unterschiedliche Fallgruppen wurden

mittels T- und Wilcoxon Tests sowie ANOVA (Analysis of Variance) verglichen.

Die graphische Datenauswertung erfolgte mit dem Softwarepaket Origin 7.5
(OriginLab Corporation, Northampton, USA).

Zur multivariaten Auswertung wurden die quantitativen Daten der ELISA und
GC/MS Anaysen in die Software Unscrambler v9.0 (CAMO Process AS, Oslo,
Norwegen) exportiert. Das Datenset wurde zunéchst vorbereitet, indem eine
Standardisierung durch Multiplikation jedes Elements mit dem Kehrwert der
Standardabwei chung durchgefihrt wurde, um allen Variablen die gleiche Varianz zu
geben. Auf diese Weise werden alle Varianzen der Variablen vergleichbar und der
Einfluss der unterschiedlichen Kreuzreaktivitdten bei den ELISA Tests wurde
aufgehoben. Partial Least Squares (PLS) Regression wurde verwendet, um die
Ergebnisse der GC/MS Analysen und der ELISA Tests zu korrelieren. Zur Ermittlung
der Anzahl der bendtigten Principal Components (PCs) wurde die Technik der Cross-
Validation (Kreuzvalidierung) angewendet. Wahrend der Cross-Validation wird jede
Probe (von n Proben) einmal ausgelassen um die Vorhersagefahigkeit bel der
ausgelassenen Probe zu testen. Diese Prozedur wird n Ma wiederholt, was zu n
Modellen fuhrt und eine Einschézung der durchschnittlichen Vorhersagefahigkeit
dieser n Modelle ermdglicht [86,87].
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4. Allgemeine Erlauterungen zu Ergebnissen und Diskussion

Im Folgenden sind dem Ergebnis- und Diskussionsteil zu Ubersichtszwecken
nochmals knapp die im Rahmen der Anwendbarkeitsprifungen der Methoden zur
Verfiugung gestellten Datenbasen, Untersuchungsmaterialien, Analyten und
Fragestellungen der Teilbereiche beider Kapitel vorangestellt.

Nach Methodenentwicklung und -validierung der ELISA Screenings und der GC/MS
Bestétigungsanaytik zur Opiate- (Heroin, 6-Monoacetylmorphin, Morphin, Codein,
Acetylcodein) und Cocainbestimmung (Cocain, Benzoylecgonin, Cocaethylen)
wurden mt dieser effizienten Methodenkombination grof3e Probenzahlen analysiert
und die Analysenergebnisse miteinander verglichen Hierfir wurden Kopfhaarproben
Verstorbener, deren Tod im Zusammenhang mit Opiat-bzw. Cocainabusus stand
(n=21) sowie Kopfhaarproben von Teilnehmern des Bonner Heroinvergabeprojekts
(n=103) untersucht (Kapitel 5.2.1 und 6.2.1).

Gegenstand der Kapitel 5.2.2 und 6.2.2 war die Uberprifung moglicher Dosis-
Konzentrationsbeziehungen, insbesondere im Hinblick auf variierende Dosen bel den
einzelnen Individuen. Hierfr wurden die proximalen Haarsegmente aller Teillnehmer
des Heroinvergabeprojekts (n=46) mit der GC/MS Methode untersucht. In allen
Falen (n=28), bei denen die Lange der Haarprobe eine segmentale Analyse zulief3
(Lange zwischen 10 und 22 cm), wurden die Proben in Segmente unterteilt, um
Aufschluss Uber das Dosis-Konzentrationsverhdltnis Udber den gesamten

Behandlungszeitraum zu erhalten (T12 Haare).

Weiterhin wurden Differenzierungsmoglichkeiten zwischen érztlich abgegebenem
Heroin und Stral3enheroin erarbeitet, um einen Stral3enheroinbeikonsum zusétzlich zu
abgegebenem Heroin nachweisen zu konnen. Diese Fragestellung ist bel
Heroinvergabeprogrammen von besonderer Relevanz. In diesem Zusammenhang
wurde die Wertigkeit von Acetylcodein as Marker fir einen Kormsum von
Stral3enheroin untersucht.
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Schliefdich wurden die Opiatgehate in den Haaren der Telnehmer des
Heroinvergabeprojekts mit Haaranalysen opiatassoziierter Todesfdlle (n=24) im

Hinblick auf Konzentrationsunterschiede in den beiden Gruppen untersucht.

Mittels Haarproben des Heroinvergabeprojekts (n=48) und des parallel stattfindenden
Methadonsubstituionsprogramms  (n=35) wurde mit der entwickelten GC/MS
Methode im gleichen Analysengang ein moéglicher Cocainbeikonsum detektiert. Der
Nachweis erfolgte anhand der Bestimmung von Cocain und den Metaboliten zum
Zeitpunkt T-1 und T12. Im Mittelpunkt der Kapitel 5.2.3 und 6.2.3 steht die Frage,
inwiefern  die  heroingestiitzte Behandlung zu einer  Anderung  des

Beikonsumverhaltens von Cocain gegenuber M ethadonsubstituierten fuhrt [88].

In den Kapiteln 5.2.4 und 6.2.4 it der weitere Beikonsum der Teilnehmer beider
Vergabeprogramme dargestellt. Zu diesem Zweck wurden qualitative Urinscreenings
auf Amphetamine, Benzodiazepine, Cocain, Opiate, Cannabinoide und Methadon
zum Zeitpunkt T-1 und T12 durchgefihrt.

In den Kapiteln 5.2.5 und 6.2.5 sind die mittels HS-SPME GC/MS bestimmten
Konzentrationen von Methadon und dem Hauptmetabolit EDDP im Kopfhaar von
Patienten (n=41) des vorgestellten M ethadonsubstitutionsprogramms dargestellt. Ziel
dieser Untersuchung war es, Beweise moglicher Dosis-Konzentrationsbeziehungen
von Methadon und EDDP in Haaren zu erbringen. Haarproben von ausreichender
Lange wurden zusdtzlich komplett segmentiert, um die Beziehungen auch

retrospektiv fir den gesamten Behandlungszeitraum aufstellen zu kénnen.

Die Kapitel 5.2.6 und 6.2.6 zeigen die Sammlung von positiven Haarbefunden, um
die Robustheit und Anwendbarkeit der im Rahmen dieser Arbeit erarbeiteten sowie
der bereits im Institut fir Rechtsmedizin Bonn etablierten Methoden aufzuzeigen.
Segmentationsdaten von Kopfhaarproben und Schamhaarkonzentrationen wurden
verglichen und zusétzlich Dosis-Konzentrationsbeziehungen aufgestellt. Des
Weiteren wurden die Mdglichkeiten und Grenzen unterschiedlicher Methoden zur
Drogenanalytik wie Urin- und Haartests aufgezeigt. Urinproben sowie Kopf- und
Schamhaarproben von Drogenkonsumenten, die an einem Entgiftungsprogramm
teilnahmen, wurden mit GC/MS auf Opiate, Cocain und Cocainmetaboliten,
Amphetamine, Methadon und Cannabinoide analysiert. Die Ergebnisse der
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Urinimmunoassays und der mit GC/M S gemessenen Haarkonzentrationen wurden mit
den in einem Interviewprotokoll selbst zugegebenen Konsumdaten der Patienten

verglichen (Patienten Compliance).

Die Bestimmung von Opioid-Analgetika mittels GC/MS [89-91] oder GC/IMS-MS
[54] beschrankte sich bisher auf einzelne Anayten oder Anaytgryopen. Mittels
LC/MS konnte Buprenorphin in Haaren und Korperflussigkeiten nachgewiesen
werden [92,93], LC/IMS-MS wurde zur Bestimmung von einzelnen Anayten in
biologischen Matrices eingesetzt [94-97], jedoch existieren bisher nur wenige
Screening-Methoden zum Nachweis von Opioid-Analgetika in Haaren [63]. Mit der
entwickelten und validieten LC/MS-MS Methode konnten die Opioide
Buprenorphin, Codein, Fentanyl, Hydromorphon, Methadon, Morphin, Oxycodon,
Oxymorphon, Piritramid, Tilidin, Tramadol und ihre Metaboliten Bisnortilidin,
Nortilidin, Norfentanyl und Normorphin erstmals simultan bestimmt werden.
Haarproben von Patienten in palliativmedizinischer Behandlung wurden hinsichtlich
einer Therapie-Compliance und eines Patienten-Monitorings mittels dieser LC/MS-
MS Methode auf Opioidanalgetika untersucht, um die Anwendbarkeit der Methode
zu belegen (Kapitel 5.2.7 und 6.2.7).

Die Tabelle 9 zeigt die bearbeiteten Fragestellungen und die jewells eingesetzten
Methoden im Uberblick.
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Tabelle 9: Ubersicht tiber die Datenbasis, Material, Methoden, Analyten und Fragestellungen

der Teilbereiche der vorliegenden Ar beit.

Datenbasis Material Methoden Analyten Fragestellung Seite
Verstorbene Haare ELISA Opiate 1. Methodenentwicklung 39
GC/MS Cocain 2. Dosis- 91
Konzentrationsbeziehungen
3. Wertigkeit von AC als
Straf3enheroinmarker
Heroin- Haare ELISA Opiate 1. Methodenentwicklung 39
vergabe GC/IMS Cocain 2. Dosis- 91
Proj ekt K onzentrationsbezi ehungen
3. Wertigkeit von AC als
Straf3enheroinmarker
4. Beikonsum Cocain 9
5. Beikonsum weiterer 105
Substanzen
M ethadon- Haare GC/MS Methadon 1. Beikonsum Cocain 9
vergabe Cocain 2. Beikonsum weiterer
Proj ekt Substanzen 105
3. Dosis- 108
K onzentrationsbeziehungen
Entgiftungs- Haare GC/IMS Opiate 1. Anwendbarkeit bereits | 115
programm | Schamhaare Cocain bestehender Methoden
Cannabinoide 2.Vergleich zwischen
Methadon Urintests und
Amphetamine Patientenangaben
(Patienten-Compliance)
3. Dosis-
K onzentrationsbeziehungen
Opioid Haare LC/MSIMS Opioid- 1. Methodenentwicklung 55
analgetika analgetika 2. Therapie-Compliance 118
und Patienten-Monitoring
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5. Ergebnisse

5.1.Ergebnisse der M ethodenvalidierungen

5.1.1. ELISA Test Validierung

Die Prazisionen der ELISA Methodik wurden durch die Analyse dotierter und mit
internem Standard versetzter Haarproben ermittelt: Zwei Qualitatskontrollproben
(Konzentrationen: 0,4 ng/mg fir Cocain-Equivalente und 0,3 ng/mg fur Morphin
Equivdente) wurden vorbereitet und in  Doppelbestimmung an acht
aufeinanderfolgenden Tagen analysiert. Die Konzentrationswerte sind auf eine
Einwaage von 50 mg Haaren bezogen, entsprechend 20 ng/ml fir Cocain- Equivalente
und 15 ng/ml fir Morphin-Equivalente. Die erhaltenen Mel3ergebnisse wurden
verwendet, um die Prézisonen und Genauigkeiten zu ermittein. Die
Wiederholprazision war 11% fur den Cocain- und 3% fur den Opiate-ELISA, die
Laborprazision betrug 12% fir den Cocain und 4% fur den Opiate-ELISA Test. Die
Richtigkeit lag bei 9% fur den Cocain- und 10% fir den Opiate-Test (Tabelle 10).
Die Konzentrationen der Kontrollproben wurden so gewdahlt, dass sie in dem Bereich
der ,S*-formigen Kalibrierkurve lagen, in dem die beste Linearitédt der Kurven
gegeben war (Abbildungen 33 und 34). Weitere Validierungsparameter wurden
aufgrund des semiquantitativen Charakters der ELISA Methodik nicht ermittelt.

Tabelle 10: Validierungsparameter der ELISA Tests.

Validierungsparameter Cocainassay Opiateassay
Wieder hol prézision 11% 3%
Laborprézision 12% 4%
Richtigkeit 9% 10%
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5.1.2. GC/MSValidierung

Die GC/MS Methode zur Bestimmung der Opiate und Cocain wurde vollstandig nach
MalRgabe internationaler Richtlinien mit dem Programm VALISTAT?® zur
statistischen Auswertung [76] validiert. Zur Bestimmung der Selektivitét der Methode
wurden Leerhaarproben (n=6) verschiedener Personen ohne Zugabe von Anayten
oder internem Standard routinemassig aufgearbeitet und anaysiert, um Storpeaks
anstelle der Peaks der internen Standards sowie der Analytpeaks auszuschlief3en. In
diesem Fal wurden keine interferierenden Pesks der Haarmatrix beobachtet.
Peakreinheit und Selektivitét sind damit sichergestellt (Abbildung 35).

Abundance

TIC: OPISSIM.D

55000
50000 COD
45000
40000{ COC
35000
30000:
25000
20000
15000
10000
5000

MOR

9.50 10.0010.5011.0011.5012.0012.5013.0013.5014.0014.5015.0015.5016.00
Time-->

Abbildung 35: GC/MS SIM Chromatogranm einer dotierten Haarprobe (20 ng/mg) im

Vergleich zu einer negativen Haar probe (rote Linie).

Zur Bestimmung der Linearitét wurden dotierte Leerwertproben (n=8) mit aquidistant
Uber den Arbeitsbereich verteilten Konzentrationen hergestellt. Die Proben wurden
sechs Mal aufgearbeitet, analysiert, auf Ausreil3er Uberprift (Grubbs-Test) und die
Mittelwerte gebildet. Anhand der Mittelwerte wurden die Kalibriergeraden auf
Varianzhomogenitat (F-Test) und auf Linearitdt (Mandel-Test) Uberpriift. Fur die
Analyten Acetylcodein, Heroin und Morphin konnte gezeigt werden, dass diese linear
im gesamten Arbeitsbereich (0,5-25 ng/mg) waren. Fur de weiteren Analyten -
Monoacetylmorphin, Codein, Cocain, Benzoylecgonin und Cocaethylen) wurden
zwel Kalibriergeraden (fir einen hohen und einen niedrigen Arbeitsbereich) erstellt.
Die Kalibrierungen wurden im SIM Modus fir das Target-lon (Fettdruck)
durchgefiihrt. In Tabelle 11 und Abbildung 36 und Abbildung 37 sind die
Regressionsgeraden und die dazugehdrigen Korrel ationskoeffizienten dargestellt.
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Zur Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden Leerwertproben

mit internem Standard sowie je einem von zehn unterschiedlich konzentrierten

Kalibratoren im unteren Kalibrationsbereich d.h. in der N&dhe der zu erwartenden

Nachweisgrenze, versetzt. Diese Proben wurden jeweils in Doppelbestimmung

analysiert. Anhand dieser Messwerte wurden die Grenzen mit VALISTAT® mit

mathematischen Algorithmen berechnet. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

beziehen sich auf eine Einwaage von 50 mg Haaren und sind in Tabelle 11

aufgefuhrt.

Tabelle 11: Lineare Regression (m=Steigung, b=Achsenabschnitt, r=Korrelationskoeffizient),

Nachweis (NG)- und Bestimmungsgrenze (BG) und Wiederfindung der Opiate und Cocainsowie

der Cocainmetaboliten.

Linearitat m b r NG BG WF[%]
[ng/mg] [ng/mg] | [ng/mg] | 1ng/mg 10 ng/mg
COD (0575;525 |0,052; 0,051 |-0,010;-0,016 |0,999; 0,999 | 0,02 0,04 80,3 84,7
MOR | 0,525 0,014 0,023 0,992 0,03 011 92,3 95,1
AC 0,525 0,035 0,043 0,992 0,02 0,13 61,8 86,1
HER |0,525 0,049 0,002 0,999 0,04 0,21 78,8 95,3
MAM | 0,510; 5-25 |0,073; 0,081 |-0,001; -0,016 |0,993; 0,993 | 0,02 0,15 90,5 96,5
COC |0,55;2,525 |0,034; 0,030 |-0,007; 0,008 |0,998;0,998| 0,01 0,11 69,5 81,8
BE 0,57,5; 525 |0,035; 0,039 |0,011;-0,009 |0,997;0,997| 0,03 0,26 61,5 91,5
CE 0,510; 525 |0,034; 0,031 |-0,007; 0,008 |0,995;0,996| 0,05 0,21 57,5 97,6
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Abbildung 37: Kalibriergeraden von Cocain sowie den Cocainmetaboliten.

Zusétzlich wurden drei Proben in hoher, mittlerer und niedriger Konzentration (25
ng/mg, 5 ng/mg, 0,5 ng/mg) an acht Tagen jeweils doppelt bestimmt. Aus den
erhaltenen Werten wurde die Wiederholprazision (WP), Laborprazision (LP) und
Richtigkeit (R) ermittelt (Tabelle 12).

Zur Bestimmung der Wiederfindung (WF) wurden sechs dotierte Leerwertproben
jeweils in hoher und niedriger Konzentration extrahiert. Die Wiederfindung wurde
dann anhand dotierter jedoch nicht extrahierter Leerwertproben errechnet (Tabelle
11).
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Tabelle 12: Mittelwerte (MW), Reststandardabweichungen (RSD) Wiederholprézision (WP),

Laborprézision (LP) und Richtigkeit (R) bei den Konzentrationen 0,5 ng/mg, 5 ng/mg und 25

ng/mg der Opiate und Cocain sowie der Cocainmetaboliten.

0,5ng/mg 5ng/mg 25ng/mg
MW | RSD| WP LP R MW RSD | WP LP R MW RSD | WP LP R

(%] | [%] [ [%] | [%] (%] | [%] | [%] | [%] (%] | [%] | [%] [ [%]
coD 0531 | 215| 225 | 225 | 6,16 | 4883 | 1,78 | 134 | 181 | 235 | 25332 | 125 | 054 | 1,28 | 133
MOR 0513 | 821 | 648 831 | 252 5210 | 655 | 411 | 669 | 421 | 24939 | 1,17 | 129 | 1,29 | 0,24
AC 0534 | 636 | 411 649 | 6,78 4981 | 250 | 233 | 252 | 039 | 24924 | 118 | 092 | 120 | 0,30
HER 0488 | 494 568 | 568 | 242 | 5109 | 811 | 253 | 837 | 2,17 | 25190 | 1,00 | 105 | 1,05 | 0,76
MAM 0552 | 544 | 4,03 553 | 1043 | 4,792 | 445 | 437 | 446 | 416 | 24688 | 114 ( 0,78 | 116 | 1,25
cocC 0560 | 3,08 | 3,69 369 (1194 5152 | 237 | 205 | 240 | 305 | 25350 | 1,77 | 0,86 | 1,82 | 140
BE 0516 | 6,77 | 359 694 | 311 4858 | 467 | 328 | 475 | 285 | 24978 | 085 | 062 | 0,86 | 0,09
CE 0539 | 542 | 554 | 554 | 788 | 5008 | 401 | 291 | 408 | 015 | 24,757 | 189 | 096 | 194 | 097

In friheren Studien [15,17] wurde das Problem eines mdglichen Abbaus von Heroin
zu 6-Monoacetylmorphin und letztlich zu Morphin diskutiert. Der Abbau kann
wahrend der Probenvorbereitung auftreten oder wenn lange Standzeiten im
Autosampler nicht vermieden werden kénnen. Um einen moglichen Abbau zu
Uberprifen, wurden dotierte Leerhaarproben (5 ng/mg) nach 0, 1, 3, 12, 18, und 24
Stunden Standzeit im Autosampler bel Raumtemperatur analysiert. Es konnte
innerthalb  von 24 Stunden keine dSatistisch signifikante Abnahme  der
Analytkonzentration festgestellt werden (Abbildung 38).

Weiterhin wurde untersucht, ob ein Abbau von Heroin und 6-Monoacetylmorphin zu
Morphin wéahrend der Probenvorbereitung (insbesondere der Extraktion im
Ultraschallbad) auftritt und ob zudem ein Abbau der deuterierten Analoga stattfindet.
Zu diesem Zweck wurden vier Leerhaarproben einzeln mit jedem zu untersuchenden
Analyten dotiert (Heroin, Heroin-dy, 6-Monoacetylmorphin, 6-Monoacetylmorphin-

ds). Diese Proben wurden doppelt bestimmt, sie wurden wie oben dargestellt
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vorbreitet, eine zweite Messreihe wurde ebenso durchgefihrt, alerdings nicht im
Ultraschallbad extrahiert. Es zeigte sich, dass ein Abbau von Heroin und 6-
Monoacetylmorphin zu Morphin, sowie von Heroin-dg und 6Monoacetylmorphin-ds
zu Morphin-dz zu weniger als 3% stattfand. Die Anwendbarkeit der Methode zur
Opiatanalytik ist somit belegt und wurde zudem durch die erfolgreiche Teillnahme an

Ringversuchen und bel der Routineanalyse von Standardreferenzmaterial unter

Beweis gestellt.
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Abbildung 38: Stabilitdt von Heroin und Heroin-dy (ISTD) in einer Probe wéhren 24 Stunden

Standzeit im Autosampler bei Raumtemper atur.

Die Vdlidierungsergebnisse zur Bestimmung von Amphetaminen, Cannabinoiden und
Methadon wurden im Zusammenhang mit der Entwicklung der entsprechenden HS-
SPME/GC/MS Methoden bereits in friheren Untersuchungen ermittelt und sind in
der Ubersicht in den Tabellen 13 und 14 dargestellt [83,84].
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Tabelle 13: Lineare Regression (r=Korrelationskoeffizient), Nachweis (NG)- und
Bestimmungsgrenze (BG), Wiederholprazision (WP) und Laborpréazision (LP) be den
Konzentrationen 0,5 ng/mg, 2 ng/mg und 40 ng/mg der Amphetamine [84].

Linearitat r NG BG 0,5ng/mg 2ng/mg 40 ng/mg
[ng/mg] [ng/mg] | [ng/mg] | WP [%] LP [%]| WP [%] LP [%]|WP[%] LP[%]
A 0,150 0991 | 001 | 003 | 21 | 99 | 16 | 47 | o9 2.4
MA  |01-50 0908 | 001 | 006 | 68 | 37 | 57 | 33 | 26 2,0
MDA |0,1-50 0998 | 010 | 033 | 132 | 70 | 68 | 27 | 60 7,6
MDMA |0,1-50 0992 | 006 | 020 | 23 | 51 | 35 | 31 | 18 7,0
MDEA |0,1-50 10000 | 004 | 014 | 33 | 96 | 17 | 15 | 18 43
BDB  |0,1-50 00088 | 017 | o054 | 81 | 24 | 62 | 81 | 41 6,7
MBDB |0,1-50 09999 | 010 | 031 | 98 | 111 | 45 | 140 | 29 8,2

Tabelle 14: Lineare Regression (r=Korrelationskoeffizient), Nachweis (NG)- und
Bestimmungsgrenze (BG), Wiederholprazision (WP) und Laborpréazision (LP) bei den
Konzentrationen 0,5 ng/mgund 20 ng/mg der Cannabinoide und Methadon [83].

Linearitat r NG BG 0,5ng/mg 20 ng/mg
[ng/mg] [ng/mg] | [ng/mg] | WP [%] LP [%]| WP[%] LP [%]
CBD |0,120 0999 | 008 | 027 | 72 | 126 | 61 | 99
THC  |0,1-20 0999 | 005 | 027 | 51 | 55 | 19 | 33
CBN |0,120 0908 | 014 | o5t | 68 | 72 | 33 | 67
EDDP |0,05-20 0994 | oo1 | 006 | 24 | 46 | 05 | 18
MET [0,320 0908 | 050 | 234 | 43 | 55 | 09 | 47
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5.1.3. LC/MS/MSValidierung

Die Methode wurde nach internationalen Richtlinien mittels der Software
VALISTAT® komplett vaidiert [76].

Wie oben beschrieben wurden zur Besimmung der Selektivitét der Methode
Leerhaarproben (n=6) verschiedener Personen ohne Zugabe von Anayten oder
internem Standard aufgearbeitet. Die Leerhaarproben wurden untersucht, um
Storpeaks anstelle der Peaks des internen Standard Mixes sowie der Analytpeaks
auszuschlief3en (Abbildung 39).
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Abbildung 39: LC/MS-MS MRM Chromatogramm einer mit Standard und internem Standard
dotierten extrahierten Leerhaarprobe (0,1 ng/mg fur BU, FE, HM, NFE, NOMO, OXMO; 1
ng/mg fir BNTI, COD, MET, MOR, NTI, OC, PI, PA, deuterierte Analoga; 5 ng/mg fir TRA)

im Vergleich zu einer negativen Haar probe (Linien unterhalb der Zeitachse).
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Fur die Kalibrierung wurden Leerhaarproben mit aquidistant verteilten Analyt-
Kalibratoren versetzt. Es wurde jeweils eine Sechsfachbestimmung durchgefihrt,
diese auf AusreiRer geprift (Grubbs-Test) und der Mittelwert gebildet. Unter
Verwendung der Mittelwerte wurden die Kalibriergeraden auf Varianzhomogenitét
(F-Test) und auf Linearitét (Mandel- Test) geprift. Es zeigte sich, dass Linearitét nicht
im gesamten Kalibrierbereich gegeben war (0,01-1,5 ng/mg fir Bisnortilidin, Codein,
Methadon, Morphin, Nortilidin, Oxycodon Piritramid; 0,001-0,15 ng/mg fir
Buprenorphin, Fentanyl, Hydromorphon, Norfentanyl, Normorphin, Oxymorphon;
0,05-7,5 ng/mg fir Tramadol), daher wurden zur Quantifizierung gewichtete
Kalibrationsmodelle verwendet. In Tabelle 15 und Abbildung 40 sind die
Kalibriergeraden und die dazugehorigen Korrelationskoeffizienten dargestellt.

Zur Bestimmung der Nachwels- und Bestimmungsgrenzen wurden Leerhaarproben
mit internem Standard Mix und Analytkalibratoren in Konzentrationen nahe der zu
erwarteten Nachweisgrenzen versetzt. Diese Proben wurden aufgearbeitet und wie
oben beschrieben doppelt analysiert (Tabelle 15).

Zwei Qualitatskontrollproben in hoher und niedriger Konzentration wurden in
Doppelbestimmung Uber einen Zeitraum von acht Tagen untersucht. Mit den
erhaltenen Messwerten wurden die Wiederhol- und Laborprézisonen sowie die
Genauigkeit bestimmt (Tabelle 16).

Zur Ermittlung der Wiederfindung wurden jeweils sechs Proben in hoher und
niedriger Konzentration wie oben beschrieben extrahiert. Die Wiederfindungen
wurden anhand der entsprechenden nicht extrahierten Proben gleicher
Konzentrationen errechnet (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Lineare Regression (m=Steigung, b=Achsenabschnitt, r=Korrelationskoeffizient),
Nachweis (NG)- und Bestimmungsgrenzen (BG) und Wiederfindungen (WF) bei niedrigen (100,

10, 500 pg/mg) und hohen ( 500, 50, 2500 pg/mg) K onzentrationen der Opioidanalgetika.

m b r NG BG WF WF

[pg/mg] | [pg/mg] | 100 pg/mg* | 500 pg/mg*

10 pg/mg? 50 pg/mg?

500 pg/mg® | 2500 pg/mg®
BU? 77,708 | 0,005 | 0,996 1,6 53 74,3 81,2
coD! | 19,353 | 0,689 | 0,997 12,7 50,8 78,6 83,0
HM 2 8503 | 0,010 | 0,998 20 6,6 53,2 74.6
MET! | 2443 | 0,005 | 0,998 8,9 30,0 62,1 88,5
oct 23,167 | 1,329 | 0,997 12,0 42,7 54,1 64,3
OXMO?| 8,039 | -0,008 | 0,998 1,2 4,7 52,6 85,5
Pt 3,864 | -0,054 | 0,999 2.2 91 73,8 81,0
TRAS | 34,093 | 7,640 | 0,993 15,2 57,8 83,8 88,9
FEZ |10,915 | 0,017 | 0,997 0,8 26 57,5 59,6
NFE? | 4,606 | 0,029 | 0,993 0,9 35 64,9 67,2
MOR! | 1537 | 0,015 | 0,995 6,1 21,9 725 74,1
NOMO?| 0,129 | 0,001 | 0,993 3.4 95 54,6 72.4
TI 96,618 | 2,122 | 0,993 2.4 8,7 82,4 89,7
BNTI' | 19572 | 0,160 | 0,998 17,4 59,1 60,6 63,5
NTI' | 95063 | 1,887 | 0,998 93 32,2 63,6 76,2
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Tabelle 16: Mittelwerte (MW), Reststandardabweichungen RSD), Wiederholp&zision WP),

Laborprézision (LP) und Richtigkeit (R) bei niedrigen (100, 10, 500 pg/mg) und hohen (500, 50,

2500 pg/mg) Konzentrationen der Opioidanalgetika.

100 pg/mg?, 10 pg/mg?, 500 pg/mg®

500 pg/mg*, 50 pg/mg?, 2500 pg/mg®

MW |[RSD| WP | LP R MW | RSD | WP | LP R

[%] | [%] | [%] | [%] [%] | [%] | [%] | [%]
BU? 108 | 58 | 67 | 67 | 84 | 501 26 48 | 48 | 1.2
cobp? 1005 | 52 | 61 | 61 | 19 | 5026 | 4,0 39 | 41| 05
HM 2 101 | 92 | 60 | 94 | 46 | 498 4,2 31| 34| 06
MET?! 99 | 36 | 33| 36 | -01 | 4997 | 32 31| 32| -01
oct 1014 | 45 | 46 | 46 | 14 | 5021 | 26 33| 33| 04
OXMO? 99 | 101 | 114 | 114 | -09 | 50,3 54 73| 73 | 07
Pt 1014 | 61 | 48 | 62 | 14 | 5042 | 29 33| 33| 08
TRA3 5008 | 44 | 45 | 45 | 02 | 25009 | 21 34| 34| 01
FE? 103 | 88 | 79 | 89 | 30 | 499 3,7 31| 37 | -01
NFE? 101 | 43 | 98 | 98 | 23 | 503 3,1 31| 35| 09
M OR? 1014 | 45 | 33 | 44 | 14 | 505 33 31| 31| 06
NOMO? | 102 | 112|149 | 149 | 16 | 489 | 1047 | 136 | 136 | -2,0
TIt 1001 | 43 | 50| 49 | 01 | 501 317 | 31| 32 | 03
BNTI? 1009 | 34 | 33| 34 | 09 | 504 27 32 | 32| 07
NTIY 1016 | 51| 31| 52 | 16 | 506 28 31| 31| 1,3
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Abbildung 40: Gewichtete Kalibriergeraden der Opioidanalgetika.
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5.2. Anwendbarkeit der entwickelten M ethoden

5.2.1. Bestimmung von Opiaten Cocain und Cocainmetaboliten in
Haaren mittels Enzymimmunoassay (ELISA) und Bestatigung mit
Gaschromatographie/M assenspektrometrie (GC/M S)

In Tabelle 17 sind die ELISA- und GC/MS Ergebnisse fur Cocain und
Cocainmetaboliten sowie fir Opiate in 124 Haarproben dargestellt. Die mit der
GC/MS erhaltenen Analytkonzentrationen in den Proben lagen zwischen 0,04 und
5,20 ng/mg fur Heroin, zwischen 0,04 und 30,01 ng/mg fur 6-Monoacetylmorphin,
zwischen 0,03 und 11,87 ng/mg fur Morphin, zwischen 0,02 und 1,84 ng/mg fir
Codein, zwischen 0,02 wnd 2,48 ng/mg fur Acetylcodein, zwischen 0,01 wnd 21,37
ng/mg fur Cocain, zwischen 0,03 und 10,51 ng/mg fir Benzoylecgonin und zwischen
0,05 und 1,26 ng/mg fur Cocaethylen Cocain wurde mittels GC/MS in 74,
Cocaethylen in 10 und Benzoylecgonin in 66 der Proben nachgewiesen, Codein
wurde in 25, Morphin in 77, Acetylcodein in 15, Heroin in 13 und 6-
Monoacetylmorphin in 92 der Proben detektiert. Negative Proben waren das Resultat

einer erfolgreichen Entgiftung der Patienten.

Cocain-Equivaente konnten in 93 von 124 Falen mittels ELISA nachgewiesen
werden (Bereich zwischen 0,01 und 21,37 ng/mg), Morphin-Equivaente in 110 von
124 Fallen (Bereich zwischen 0,03 und 28,71 ng/mg).
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Tabelle 17: Haarfarbe und Konzentrationen der Opiate und Cocain sowie der
Cocainmetaboliten in Haaren mittelsELISA und GC/MS.
ELISA GC/IMS ELISA GC/MS
Fall-| Haar- [ng/mg] [ng/mg] [ng/mq] [ng/m(]
zahl | farbe |Cocain-Eq.|COC| CE | BE | Summe|Morphin-Eq.|COD| MO | AC| HE|MAM|Summe
1 braun 1,16 063] 000|045 | 1,08 2,31 0,37 | 3,91 ({0,08/0,00[ 0,89 | 525
2 | schwarz 0,11 0,00 0,00 | 0,06 | 0,06 0,94 0,04 | 0,75 (0,05{0,00( 048 | 1,32
3 | blondg 0,09 006 | 000|005| 011 0,05 0,00 | 0,00 |0,00/0,00( 0,00 | 0,00
4 | schwarz 0,23 0,00| 000|004 | 004 0,80 0,02 | 0,00 [0,00{0,00[ 0,06 | 0,08
5 braun 0,55 0331 000(032| 065 0,80 0,00 | 0,49 (0,00{0,00( 1,11 | 1,60
6 braun 0,19 0,13 0,00 | 000 | 0,13 0,37 0,00 | 0,12 [0,00{0,00[ 0,84 | 0,96
7 | schwarz 1,47 0371014036 | 087 0,45 0,00 | 0,26 {0,00{0,00( 0,13 | 0,39
8 braun 0,07 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,36 0,00 | 0,25 [0,00{0,00[ 0,00 | 0,25
9 | blondg 0,20 0,02] 010|003 | 015 0,08 0,00 | 0,213 [0,00[0,00( 0,04 | 0,17
10 |schwarzg 0,09 0,00 000(032| 032 0,00 0,00 | 0,00 {0,00{0,00{ 0,00 | 0,00
11 | braun 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,03 0,00 | 0,07 {0,001 0,00 0,30 | 0,37
12 | schwarz 22,59 121,37 0,77 | 858 | 30,72 371 0,841 1,85 (0,23(1,55( 10,23 | 14,70
13 rot g 6,33 390000152 | 542 0,35 0,13 0,05 (0,00{0,00( 0,19 | 0,37
14 | schwarz 0,31 048] 0,00 (006 | 054 0,28 0,00 | 0,36 {0,00{0,00[ 0,36 | 0,72
15 |schwarz g 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,08 0,19 | 0,06 {0,00{0,00[ 0,33 | 0,58
16 | schwarz 0,19 0851 0,00 (000 | 085 0,00 0,00 | 0,00 {0,00{0,00{ 0,00 | 0,00
17 | blond 8,19 5,69 | 0,00 |10,51| 16,20 0,06 0,13 | 0,00 {0,00{0,00{ 0,09 | 0,22
18 | braun 8,58 15,45| 0,07 | 0,80 | 16,32 0,00 0,00 | 0,11 {0,00{0,00{ 0,26 | 0,27
19 | braun 0,05 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,38 0,00 [ 0,52 |0,0010,00[ 099 | 151
20 | braun 0,04 0,00 0,00 | 000 | 0,00 11,12 1,84 111,87/ 2,48/5,20| 30,01 | 51,40
21 | braun 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,19 0,00 | 0,03 [{0,00{0,00[ 0,22 | 0,25
22 | braun 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 3,66 0,00 | 0,62 [0,00{0,00[ 2,38 | 3,00
23 | braun 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 2,33 0,00 | 0,56 [0,00{0,00( 1,94 | 2,50
24 | braun 0,31 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,94 0,00 | 0,00 {0,00{0,00{ 0,00 | 0,00
25 | braun 2,11 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,75 0,00 | 0,00 {0,00{0,00{ 0,00 | 0,00
26 | braun 4,24 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,77 0,00 | 0,00 {0,00{0,00{ 0,91 | 091
27 | braun 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 |0,00/0,00( 0,00 | 0,00
28 | braun 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 {0,00{0,00{ 0,00 | 0,00
29 | braun 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 {0,00{0,00[ 0,00 | 0,00
30 | braun 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,55 0,00 | 0,00 {0,00{0,00{ 0,00 | 0,00
31 | braun 0,53 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,64 0,00 | 0,00 {0,00{0,00{ 0,00 | 0,00
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ELISA GC/MS ELISA GC/MS

Fall-| Haar- [ng/mg] [ng/mg] [ng/mq] [ng/mg]

zahl | farbe |Cocain-Eq.|COC| CE | BE | Summe| Morphin-Eq.|COD| MO | AC| HE|MAM|Summe
32 | braun 1,17 0,07 | 0,00|0,03| 010 1,38 0,00 | 0,25 0,00/ 0,00 0,65 | 0,90
33 | blond g 231 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 1,33 0,00 | 0,00 (0,00{0,00( 0,00 | 0,00
34 | blond g 364 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 1,67 0,00 | 0,00 [0,00{0,00( 0,09 | 0,09
35 | schwarz 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 (0,00/0,00f 0,00 | 0,00
36 | schwarz 7,84 148 | 000| 0,72 | 220 2,56 0,00 | 0,00 |0,00{0,00( 0,60 | 0,60
37 | schwarz 18,31 6,32 | 000|358 | 990 5,90 0,00 | 0,97 |0,00[0,00( 4,04 | 5,01
38 | schwarz 31,78 |448|000|125| 573 6,44 0,00 | 1,06 |0,00{0,00( 6,09 | 7,15
39 | schwarz 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,51 0,00 | 0,00 |0,00{0,00( 0,26 | 0,26
40 | schwarz 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 045 0,00 [ 0,00 |0,0010,00( 041 | 041
41 | schwarz 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,97 0,00 | 0,00 [0,00/0,00[ 0,56 | 0,56
42 | braun 411 051| 000|045 | 096 142 0,00 | 0,44 (0,00(0,00( 0,84 | 1,28
43 | braun 3765 |386| 000|091 | 477 3,77 0,00 | 0,39 [0,000,00| 1,25 | 1,64
44 | braun 26,32 289| 000|089 | 378 3,18 0,00 | 0,30 [0,00{0,00( 1,21 | 1,551
45 | braun 24,12 28200009 | 381 2,98 0,00 | 0,25 [0,00{0,00( 1,01 | 1,26
46 | braun 243 0,32| 0,00 0,00 | 0,32 971 0,00 | 0,62 |0,00{0,00( 1,97 | 2,59
47 | braun 3,63 187| 000|045 | 232 18,38 0,00 | 2,44 |054/0,98| 518 | 9,14
48 | braun 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,31 0,00 | 0,00 |0,00/ 0,00 0,00 | 0,00
49 | braun 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 1,01 0,00 | 0,00 (0,00{0,00( 0,00 | 0,00
50 | braun 0,89 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 344 0,00 | 0,00 [0,00{0,00( 0,00 | 0,00
51 | braun 1,38 0554 | 0,00 000 | 054 4,00 0,00 | 1,01 (0,00{0,00( 1,17 | 2,18
52 | braun 4,00 1,441 000|085 | 229 6,86 0,00 | 2,37 |0,00[0,00( 504 | 7,41
53 | blond 24,11 584 000|168 | 752 7,77 0,14 | 1,99 (0,08/0,05( 2,47 | 4,73
54 | blond 31,78 | 795|000]|202| 997 13,94 0,27 | 2,73 |0,24{0,09| 553 | 8,76
55 | blond 41,40 |874| 0,00 (199 | 10,73 13,00 0,29 | 3,25 (0,17|0,13| 9,60 | 13,44
56 | schwarz 11,18 443 000|053 | 4,96 18,29 0,00 [ 3,12 |0,0010,00 8,82 | 11,94
57 | schwarz 3,99 046 0,00 0,00 | 0,46 9,28 0,00 | 0,09 [0,00{0,00( 0,67 | 0,76
58 | schwarz 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,19 0,00 | 0,00 |0,00{0,00( 0,00 | 0,00
59 | braun 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,88 0,00 | 0,00 (0,00/0,00[ 0,00 | 0,00
60 | braun 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,63 0,00 | 0,00 [0,00{0,00( 0,00 | 0,00
61 | braun 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,43 0,00 | 0,23 [0,00{0,00( 0,27 | 0,50
62 | braun 11,03 |059| 000|000 (| 059 1,85 0,00 | 0,00 (0,00{0,00( 0,00 | 0,00
63 | braun 8,30 0,77 | 0,00 | 0,00 | 0,77 142 0,00 | 0,00 |0,00{0,00[ 0,00 | 0,00
64 | braun 22,47 251000000 251 3,32 0,00 [ 0,08 |0,0010,00( 1,73 | 1,81
65 | braun 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 (0,00/0,00f 0,00 | 0,00
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ELISA GC/MS ELISA GC/MS

Fall-| Haar- [ng/mg] [ng/mg] [ng/mq] [ng/mg]

zahl | farbe |Cocain-Eq.|COC| CE | BE | Summe| Morphin-Eq.|COD| MO | AC| HE|MAM|Summe
66 | braun 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 |0,00/0,00( 0,00 | 0,00
67 | braun 7,32 135|000 | 1,24 | 259 12,20 0,66 | 1,42 (0,000,00| 7,16 | 9,24
68 | braun 8,58 167| 000|166 | 333 12,50 042 | 1,43 [0,00[0,00( 14,15| 16,00
69 | braun 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 (0,00/0,00f 0,00 | 0,00
70 | braun 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 [0,00{0,00( 0,00 | 0,00
71 | braun 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 |0,00{0,00( 0,00 | 0,00
72 | braun 2584 |532|000|232| 764 4,95 0,00 | 1,02 |0,00{0,00( 2,07 | 3,09
73 | braun 13,85 1121 000|032 | 144 6,55 0,00 | 0,72 [0,00/0,00| 6,71 | 7,43
74 | braun 17,50 1,431 0,00| 063 | 206 8,08 0,03 [ 0,96 |0,09/0,07( 12,20| 13,35
75 | schwarz 21,73 |386| 000|107 | 493 3,32 0,00 | 0,53 [0,00{0,00( 2,53 | 3,06
76 | schwarz 48,14 |324|000|091| 415 5,38 0,00 | 0,47 |0,00[0,00( 2,34 | 2,81
77 | braun 3893 |444|000|175| 6,19 7,58 0,50 | 1,30 [0,00{0,00( 6,73 | 8,53
78 | braun 4542 | 456|000|165| 621 9,80 0,00 | 1,22 |0,00{0,00( 6,37 | 7,59
79 | braun 0,79 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,46 0,00 | 0,00 (0,00{0,00[ 0,00 | 0,00
80 | braun 0,77 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,39 0,00 | 0,00 |0,00{0,00( 0,00 | 0,00
81 | braun 5,18 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 1,02 0,00 | 0,00 |0,00{0,00( 0,46 | 0,46
82 | braun 8,44 042 (000|000 | 042 1,95 0,00 | 0,00 |0,000,00( 0,87 | 0,87
83 | braun 13,30 146 | 000|031 | 1,77 2,69 0,00 | 0,00 (0,00(0,00[ 1,92 | 1,92
84 | schwarz 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 1,78 0,00 | 0,00 |0,00{0,00( 0,00 | 0,00
85 | braun 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 {0,00/0,00{ 0,00 | 0,00
86 | braun 0,29 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 |0,00{0,00( 0,00 | 0,00
87 | braun 50,25 |085|000|058| 143 1,60 0,00 | 0,47 [0,00{0,00( 0,73 | 1,20
88 | braun 3,69 124| 000|097 | 221 2,78 0,00 | 1,00 [0,00{0,00[ 1,93 | 2,93
89 | schwarz 9,72 4121 015|101 | 5728 4,71 0,23 | 0,87 |0,08/0,00( 653 | 7,71
90 | braun 50,77 398 (000|048 | 446 9,34 0,65 [ 2,08 |0,0010,00[ 553 | 8,26
91 | braun 1553 |[321(000|071| 392 21,19 0,00 | 2,14 [0,02/0,00| 3,14 | 5,30
92 | braun 2963 |584|000|091| 675 28,71 0,00 | 3,31 (0,09(0,11| 6,26 | 9,77
93 | braun 4,62 0,74 0,00 0,16 | 0,90 245 0,00 | 0,78 |0,00{0,00( 1,02 | 1,80
94 | blond g 3,9 0,98| 0,00 011 | 1,09 1,67 0,00 | 0,54 [0,00(0,00( 1,99 | 2,53
95 | blond g 8,50 1,36 | 000|008 | 144 2,00 0,00 | 0,37 |0,00{0,00( 2,73 | 3,10
96 | braun 7,02 236| 000|129 | 3,65 14,86 0,00 | 2,32 |0,00{0,00( 555 | 7,87
97 | braun 10,11 1,00| 000|005 | 105 16,90 0,00 | 2,24 [0,00[0,00| 4,10 | 6,34
98 | braun 0,38 098 000|009 | 1,07 567 0,00 [ 0,11 |0,00/0,00( 047 | 0,58
99 | braun 0,50 0,74 | 0,00 | 0,00 | 0,74 545 0,00 | 0,09 (0,00[0,00( 0,32 | 041
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ELISA GC/MS ELISA GC/MS
Fall-| Haar- [ng/mg] [ng/mg] [ng/mq] [ng/mg]
zahl | farbe |Cocain-Eq.|COC| CE | BE | Summe| Morphin-Eq.|COD| MO | AC| HE|MAM|Summe
100 | braun 3,72 214 (000|079 293 0,42 0,00 | 0,00 |0,0010,00[ 0,78 | 0,78
101 | braun 14,24 192| 000|077 | 269 111 0,00 | 0,00 (0,00{0,00[ 0,93 | 0,93
102 | braun 2659 |626| 000|224 | 850 2,52 0,00 | 0,00 [0,00{0,00( 3,23 | 3,32
103 | braun 0,64 012| 0,06 | 011 | 029 412 0,30 | 0,76 |0,00{0,10( 2,10 | 3,26
104 | braun 110,09 |[8,37| 1,26 | 3,77 | 13,42 10,04 0,10 | 0,40 (0,00{0,00( 1,32 | 1,82
105 | braun 0,60 0,01| 0,00 0,05 | 0,06 0,31 0,02 | 0,17 |0,00{0,00( 0,10 | 0,29
106 | braun 11,93 |069| 000|100 (| 1,69 0,56 0,00 | 0,03 |0,00{0,00( 0,07 | 0,10
107 | braun 0,63 0,18 | 0,05| 0,10 | 0,33 0,77 0,10 | 0,21 |0,00{0,00[ 0,64 | 0,95
108 | braun 0,18 0,03 | 0,00 | 0,00 | 0,03 1,45 0,00 [ 0,23 |0,0010,00f 0,22 | 0,35
109 | schwarz 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 104 0,02 | 0,18 [0,00{0,00( 0,12 | 0,32
110 | schwarz 0,08 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,93 0,00 | 0,29 (0,00/0,00f 0,39 | 0,68
111 | rotg 0,04 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0% 0,00 | 1,54 |0,00{0,00( 0,76 | 2,30
112 | schwarz 11,43 |269|005|165| 0,00 0,12 0,00 | 0,03 [0,00{0,00( 0,04 | 0,07
113 | schwarz 3,80 0,18 | 0,00 019 | 037 0,50 0,00 | 0,26 |0,00{0,00( 0,32 | 0,58
114| grau 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 6,75 042 | 1,46 |0,11|0,23| 2,35 | 4,57
115| grau 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 1,10 0,00 | 0,00 |0,00{0,00( 0,00 | 0,00
116 | schwarz 191 039( 000|062 | 101 0,57 0,00 [ 0,03 |0,0010,00[ 0,21 | 0,24
117 | schwarz 0,57 0,03| 0,00 0,07 | 010 0,05 0,00 | 0,00 (0,00{0,00[ 0,16 | 0,16
118 | blond 1,49 0,13 | 0,00 | 0,08 | 0,21 1,69 0,00 | 2,60 [0,00{0,00( 2,09 | 4,69
119 | braun 7,57 581| 000|297 | 878 1,07 0,16 | 0,39 [0,00{0,00( 043 | 0,98
120 | schwarz 0,82 0,21| 0,00 029 | 050 0,80 0,02 | 0,18 |0,02(0,05( 0,84 | 1,11
121 | schwarz 1,02 048| 0,00 028 | 0,76 0,09 0,00 | 0,03 [0,00{0,00( 0,04 | 0,07
122 | blondg 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,11 0,00 | 0,00 |0,00{0,00( 0,06 | 0,06
123 | braun 1,13 0,28 005|039 | 0,72 0,47 0,00 | 0,05 [0,02(0,04| 0,25 | 0,36
124 | braun 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,63 0,00 [ 0,96 |0,0010,07( 0,88 | 191
Positiv 93 74 | 10 | 66 76 110 2 | 77 [ 15] 13| 92 93
% 894 59,7 8,1 532 613 88,7 202|621 (12,1)10,5 74,2 | 75,00
Mittelwert 11,08 |261| 027|111 | 348 3,76 0,32 | 1,02 |0,28/0,67| 254 | 3,6
+ 1,73 041| 013|021 | 056 0,49 0,08 | 0,18 |0,26(0,40( 043 | 0,65
Median 4,00 1,36 | 009|067 | 157 143 0,19 | 0,52 [0,09(0,20( 0,92 | 1,51
Minimum 0,04 0,01| 0,05| 0,03 | 0,03 0,03 0,02 | 0,03 [0,02(0,04| 0,04 | 0,06
M aximum 110,09 |[21,37| 1,26 |10,51| 30,72 28,71 1,84 (11,87|2,48/5,20| 30,01| 51,40

g gefarbt Eg. Equivaente
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Es wurde Uberprift, ob sich Korrelationen zwischen den ELISA- und GC/MS
Messwerten aufstellen lassen. Bei einem univariaten Ansatz, einen GC/MS Analyten
mit den entsprechenden ELISA Werten zu korrelieren, ergaben sich relativ kleine
Korrelationskoeffizienten (r=0,56 (Cocain), r=0,41 (Benzoylecgonin), r=0,54
(Cocaethylen), r=0,24 (Acetylcodein), r=0,27 (Codein), r=0,20 (Heroin), r=0,59 (6-
Monoacetylmorphin), r=0,59 (Morphin)). Mit multivariater Datenanalyse wurde es
moglich ale GC/MS Analyten simultan mit den ELISA Werten zu korrelieren.

Die multivariate Korrelation zwischen ELISA Daten und den GC/MS
Bestatigungswerten wurde mittels Partial Least Squares (PLS) Regression errechnet
(Abbildung 41). Eine gute Korrelation wurde mittels Cross-Validation fur die
Morphin-Equivalente (r=0,797) aber auch fir die Cocain-Equivalente (r=0,818)

gefunden.
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Abbildung 41: PLS Regression zwischen ELISA COC-Egivalenten (links), ELISA MOR-
Equivalenten (rechts) und GC/MSWerten.
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5.2.2. Opiatkonzentrationen in Haaren von Patienten des Bonner
Her oinver gabeprogramms und wegen Opiatmissbrauchs

Verstor bener

Die ermittelten Konzentrationen im proximalen Segment (1 cm) der Teilnehmer des
Bonner Heroinvergabeprojekts einen Monat vor Vergabebeginn und nach einem Jahr
Teillnahme an diesem Projekt (Zeitpunkt T-1 und Zeitpunkt T12) lagen fur Heroin
zwischen 0,04 und 1,16 ng/mg, flr 6-Monoacetylmorphin zwischen 0,02 und 3,41
ng/mg und fur Morphin zwischen 0,03 und 11,79 ng/mg (Tabelle 18).

Fir keine der untersuchten Drogen ergaben de Messungen statistisch signifikante
Unterschiede in den Mittelwerten der Anaytkonzentrationen zwischen T-1 und T12
Haarproben aller Probanden Bis auf 23 Fdle (25%, 6 T-1, 17 T12) war 6-
Monoacetylmorphin der im Haar detektierte Hauptanalyt. In diesen Fdlen hat
moglicherweise eine Hydrolyse (vor der Probenvorbereitung) stattgefunden. In allen
anderen Félen war Morphin der Analyt, der in den hdchsten Konzentrationen
nachgewiesen wurde. In keinem Fall war Heroin der Hauptanalyt. Zusammenfassend
wurden 30,4% und 39,1% der Proben bei T-1 und T12 positiv auf Heroin getestet.
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Tabelle 18: Durchschnittliche Heroindosis (zum  Zeitpunkt T12), Haarfarbe und
Konzentrationen der Opiate be T-1 und T12 in Haaren von Teilnehmern des
Her oinver gabepr oj ekts.
Fall- MW Haar- HER HER MAM MAM MOR MOR CcoD COoD AC AC
zahl Dosis farbe T-1 T12 T-1 T12 T-1 T12 T-1 T12 T-1 T12
(mg/Tag) (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg) | (ngimg) [ (ng/mg) [ (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg)

1 371,76 schwarz 0,00 0,00 012 0,39 018 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00
2 456,70 rot g 0,00 0,00 0,07 0,76 0,00 154 0,00 0,00 0,00 0,00
3 330,99 schwarz 0,00 0,00 0,04 032 0,00 0,26 0,00 0,00 0,00 0,00
4 670,00 grau 023 0,00 235 023 146 0,00 042 0,00 011 0,00
5 780,00 blond 011 0,00 524 2,09 156 2,60 033 0,00 018 0,00
6 732,25 blond g 0,00 0,00 0,06 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 619,78 braun 0,00 0,07 025 0,88 0,05 096 0,00 0,00 0,00 0,00
8 574,18 schwarz 0,00 011 044 047 037 097 0,02 0,00 0,00 0,00
9 456,88 braun 0,04 0,05 038 062 048 177 0,05 0,00 002 0,02
10 220,00 schwarz 0,05 0,06 0,40 053 0,34 0,550 0,06 0,00 0,02 0,00
11 533,55 braun 005 021 0,33 314 0,04 187 0,00 0,00 0,04 013
12 635,20 schwarz 0,06 0,04 0,68 033 024 169 0,00 0,00 003 0,00
13 43645 braun 011 0,16 0,36 155 050 203 0,18 0,05 002 0,00
14 510,32 braun 0,00 0,00 015 062 0,00 097 0,00 0,00 0,00 0,00
15 508,06 rot g 0,04 0,08 101 357 0,62 2,62 013 017 0,02 0,03
16 585,16 schwarz 0,16 0,06 0,69 149 054 105 0,00 0,00 003 0,00
17 0,007 braun 0,00 0,00 0,20 018 0,00 0,03 011 0,00 0,00 0,00
18 412,90 blond g 0,00 0,00 0,13 031 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
19 57594 braun 116 0,07 3241 424 11,79 2,50 214 0,02 1,78 0,00
20 956,77 braun 0,00 0,04 0,02 2,73 0,00 2,19 0,00 0,00 0,00 0,00
21 12,50 braun 0,00 0,04 043 032 0,16 0,38 0,09 0,00 002 0,02
22 460,63 braun 0,00 0,00 131 026 0,68 0550 0,00 0,00 0,04 0,00
23 615,00 braun 0,00 0,06 0,69 116 0,36 133 012 0,00 002 0,00
24 416,56 blond g 0,00 0,00 015 0,39 0,14 052 0,00 0,00 0,00 0,00
25 0,007 braun 0,00 0,00 132 0,08 039 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
26 496,88 braun 0,00 0,00 123 151 042 101 015 0,00 003 0,00
27 428,75 braun 008 0,00 233 097 065 0,72 022 0,00 0,04 0,00
28 560,32 braun 0,00 0,07 0,74 352 0,19 149 0,00 0,00 0,00 0,00
29 308,75 rot g 0,00 0,00 021 062 0,09 051 0,00 0,00 0,00 0,00
30 70242 schwarz 0,00 0,00 0,80 049 017 042 0,00 0,00 0,00 0,00
31 309,35 braun 0,00 0,00 054 0550 022 031 0,00 0,00 0,00 0,00
32 246,88 blond ¢ 0,00 0,00 0,89 195 032 192 0,00 0,00 0,00 0,00
33 365,81 blond 0,00 0,00 102 121 044 102 0,02 0,00 0,00 0,00
34 469,03 schwarz 0,00 0,00 2,33 162 054 054 012 0,00 003 0,00
35 685,48 braun 0,00 0,07 0,40 254 0,07 147 0,00 0,00 0,00 0,00
36 319,68 braun 0,15 0,05 185 104 0,77 111 007 0,02 005 0,00
37 70594 | schwarz g 0,00 0,06 0,76 2,89 0,16 291 003 0,02 0,00 0,00
38 210,00 braun 0,27 0,00 332 2,70 091 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
39 210,31 braun 0,00 0,06 122 117 0,26 059 0,00 0,00 0,00 0,00
40 402,33 braun 0,00 0,00 2,26 2,09 128 117 0,19 0,00 0,00 0,00
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Fall- MW Haar- HER HER MAM MAM MOR MOR COD COD AC AC
zahl Dosis farbe T-1 T12 T-1 T12 T-1 T12 T1 T12 T-1 T12
(mg/Tag) (ng/mg) | (ng/mg) [ (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg) [ (hg/mg) [ (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg) [ (ng/mg)

41 461,25 blond 0,00 0,00 0,81 1,32 0,48 0,84 0,13 0,00 0,00 0,00
42 580,66 braun 0,00 0,00 2,52 0,43 0,97 0,58 0,09 0,00 0,11 0,00
43 719,35 braun 0,18 0,00 374 1,67 2,34 5,59 0,45 0,02 0,28 0,02
44 53258 | schwarzg 0,00 0,00 0,45 1,44 2,49 8,37 0,22 0,00 0,00 0,00
45 440,00 braun 0,00 0,00 0,10 0,57 0,22 267 0,00 0,00 0,00 0,00
46 0,007 braun 0,00 0,00 2,73 0,17 3,60 0,08 0,20 0,00 0,07 0,00
Positiv 14 18 46 46 40 41 23 6 20 5

% 30,4 39,1 100 100 87 89,1 50 13 435 109

Mittelwert 0,19 0,08 172 1,24 0,91 1,46 0,24 0,05 0,15 0,04

+ 0,08 0,01 0,70 0,16 0,30 0,24 0,09 0,02 0,09 0,02

Median 011 0,06 0,69 0,93 0,41 1,02 0,13 0,02 0,04 0,02
Minimum 0,04 0,04 0,02 0,05 0,04 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02
Maximum 1,16 0,21 3241 4.24 11,79 8,37 214 0,17 1,78 013

g gefarbt

& Patienten wurden im durch die Haarprobe abgedeckten Behandlungszeitraum mit
M ethadon behandelt

Nach kontrollierter Heroingabe ergab die vorliegende Untersuchung eine Korrelation
zwischen der aufgenommenen Dosis und dem Gesamtopiatgehalt in den Haaren zum
Zeitpunkt T12 (r=0,66, p=0,003, Abbildung 42). Bei Betrachtung der Einzelanayten
wurden mit der jeweiligen Plasmahal bwertszeit ansteigende Korrelationskoeffizienten
ermittelt (r=0,42, 0,59 und 0,69, p=0,262, 0,081 und 0,001 fir Heroin, 6-
Monoacetylmorphin und Morphin). Félle, bel denen ein paralleler Beikonsum von
StralRenheroin nicht ausgeschlossen werden konnte (Nachweis von Codein oder
Acetylcodein bei 13% und 10,9% der Patienten, siehe unten) wurden fur die
Erstellung erster Dosis-Konzentrationsbestimmungen zunéchst nicht berticksichtigt.
Letztere zeigten jedoch keine signifikanten Unterschiede zu den mit dem gesamten
Datenmaterial erhaltenen Beziehungen, daher wurde die finale Statistik mit allen
Patientendaten aufgestellt.
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Abbildung 42: Dosis-Konzentrationsbeziechungen  fur  Gesamtopiat-, Heroin-, 6-
Monoacetylmorphin-, und Morphin-Gehalt (Abkurzungen: r=Korrelationskoeffizient,

p=Signifikanz des Pear son-K orrelationstests auf linear e Abh&ngigkeit).

In Abbildung 43 sind beispielhaft zwel segmentale Haaranalysen aus der Gruppe der
Heroinkonsumenten dargestellt. Die Gesemtopiatkonzentrationen in den einzelnen
Segmenten wurden mit der Drogenvergangenheit der Patienten, die unterschiedliche
Heroindosen erhielten, korreliert. Die durchschnittlichen Herointagesdosen wurden
auf ein Haarwachstum von 1 cm pro Monat bezogen. Die Haarléange betrug in beiden
Fdlen 12 cm, kein Acetylcodein oder Codein (Indiz fur einen zusétzlichen

Beikonsum von Stral3enheroin) wurde nachgewiesen.

Das Fehlen einer Korrelation zwischen Heroinaufnahme und den im Haar detektierten
Opiatkonzentrationen, welches in dieser Abbildung dargestellt ist, ist reprasentativ fir
alle untersuchten Félle. Weder fuhrte die kontinuierliche Abgabe ansteigender Dosen
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zu einem kontinuierlichen Anstieg der Analytkonzentration im Haar, noch war es
moglich eine gleich bleibende Konzentration bei ener Uber den gesamten
Behandlungszeitraum gleich bleibenden Dosierung nachzuweisen. Eine mdgliche
Konzentrationsabnahme bei gleich blelbender Dosierung bedingt durch

Witterungseinfllisse oder Auswaschung konnte ebenfalls nicht bestétigt werden.

«
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Segment Nr. 1 2 3 4 5 6 Segment Nr. 1 2 3 4 5 6

[Dosis [mg/Tag] 585,16 550,32 524,83 489,52 450,00 381,29 | [Dosis [mgiTag] 615,00 616,77 659,19 656,67 650,81 649,35

Abbildung 43: Dosis-Konzentrationsbeziehungen (Gesamtopiatkonzentrationen) wahrend des
gesamten Behandlungszeitraums bei ansteigender und gleich bleibender Dosierung zweier

Teilnehmer des Her cinver gabepr oj ekts.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in den Haaren der Teillnehmer Codein und
Aceylcodein in 50% und 43,5% der Félle zum Zeitpunkt T-1 nachgewiesen werden
(etnen Monat bevor das pharmazeutisch reine Heroin vergeben wurde, und bel denen
daher von einem ausschliefdlichen Konsum von Stral3enheroin ausgegangen werden
kann). Nach einem Jahr Laufzeit des Bonner Heroinprojekts (T12) wurde Codein und

Acetylcodein nur noch in 13% bzw. 10,9% der Proben nachgewiesen.

In Abbildung 44 snd Chromatogramme von zwei Haarproben desselben Patienten
zum Zeitpunkt T-1 und T12 dargestellt. Zum Zetpunkt T-1 waren Heroin, 6-
Monoacetylmorphin und Morphin, sowie Codein und Acetylcodein nachweisbar.
Zum Zeitpunkt T12 wurden nur noch Heroin, 6-Monoacetylmorphin und Morphin
detektiert, es wurde also kein zusétzliches Stral3enheroin konsumiert, eine Patienten

Compliance wurde bestétigt.
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Abbildung 44: GC/MS SIM Chromatogramme von zwei Haarproben desselben Patienten
(schwarze Linie: T-1, rote Linie: T12), die zur Quantifizierung verwendeten Massenspuren sind

manuell Gbereinander gelegt worden.

Der Vergleich der mittleren Opiatkonzentrationen in Haaren der Teilnehmer des
Bonner Heroinvergabeprojekts mit den Ergebnissen der Untersuchungen eines
Kollektivs opiatassoziierter Todesfédle zeigte bis auf den Analyten Heroin keine
statistisch signifikanten Unterschiede (Tabelle 19). Heroin wurde alerdings nur in
Haaren zweier Verstorbener (1. Fall: Tod durch Uberdosierung, 2. Fall: Todesursache
unklar) in, verglichen mit den Proben des Heroinprojekts, hohen Konzentrationen
gefunden. Heroinkonzentrationen, éhnlich denen des Heroinprojekts, konnten in den
Haaren der Verstorbenen nicht nachgewiesen werden, die Nachweisrate war zudem

mit 8,3% viel geringer.

Die Nachweisraten von Codein und Acetylcodein in den Haaren der Verstorbenen
(33,3% und 16,7%) lagen in gleichen Bereichen wie die in den Proben des
Heroinvergabeprojekts zum Zeitpunkt T-1 (50% und 13%).
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Tabelle 19: Haarfarbe und Konzentrationen der Opiate in Haaren opiatassoziierter Todesfélle.

Fallzahl Haarfarbe HER MAM MOR COD AC
(ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg)
1 braun 0,00 0,89 3,91 0,37 0,08
2 schwarz 0,00 0,48 0,75 0,04 0,05
3 schwarz 0,00 0,06 0,00 0,02 0,00
4 braun 0,00 11 0,49 0,00 0,00
5 braun 0,00 0,84 0,12 0,00 0,00
6 schwarz 0,00 0,13 0,26 0,00 0,00
7 braun 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00
8 blond g 0,00 0,04 0,13 0,00 0,00
9 braun 0,00 0,30 0,07 0,00 0,00
10 schwarz 155 10,23 1,85 0,84 0,23
11 schwarz 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00
12 rotg 0,00 0,19 0,05 0,13 0,00
13 schwarz 0,00 0,36 0,36 0,00 0,00
14 schwarz 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00
15 schwarz g 0,00 0,33 0,06 0,19 0,00
16 schwarz g 0,00 0,09 0,03 0,00 0,00
17 rotg 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00
18 braun 0,00 0,43 0,00 0,00 0,00
19 blond 0,00 0,09 0,00 0,13 0,00
20 schwarz 0,00 0,05 0,85 0,00 0,00
21 braun 0,00 0,16 0,11 0,00 0,00
22 braun 0,00 0,9 0,52 0,00 0,00
23 braun 5,20 30,01 | 11,87 184 2,48
24 braun 0,00 0,22 0,03 0,00 0,00
Positiv 2 2 19 8 4
% 8,3 91,7 79,2 333 16,7
Mittelwert 338 2,14 1,15 0,45 0,71
+ 1.83 1,40 0,63 0,22 0,59
Median 338 0,26 0,25 0,16 0,16
Minimum 155 0,04 0,03 0,02 0,05
Maximum 5.20 30,01 | 1187 184 2,48

g gefarbt
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Morphin Konzentration [ng/mg]

In Abbildung 45 sind die Beziehungen zwischen den Konzentrationen von Codein
und Acetylcodein mit 6-Monoacetylmorphin und Morphin in den Haaren der
Patienten der Heroinvergabe zum Zeitpunkt T-1 zusammen mit den opiatassoziierten
Todesfallen dargestellt. Die Korrelationskoeffizienten stiegen von r=0,78 auf r=0,82
und r=0,89 und verblieben bei r=0,89 bei einem Vergleich von Acetylcodein mit
Morphin, Codein mit Morphin, Acetylcodein mit 6-Monoacetylmorphin und Codein

mit 6-M onoacetylmorphin.

r=0,81507
p<0,001 .

r=0,78162
p<0,001

Morphin Konzentration [ng/mg]

4
f ° .

10

04 Linear Fit o4 AL SR Linear Fit
95 % Confidence Limit 95% Confidence Limit
T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0:0 ofz of4 o:e o,'a '
Acetylcodein Konzentration [ng/mg] Codein Konzentration [ng/mg]
12 ~ 12 4
r=0,89019 r=0,89433
104 | p<0,0001 * 104 | p<0,0001 .

Monoacetylmorphin Konzentration [ng/mg]

©
1

Monoacetylmorphin Konzentration [ng/mg]

Linear Fit - Linear Fit
0+ 95 % Confidence Limit 01 95 % Confidence Limit
T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Acetylcodein Konzentration [ng/mg] Codein Konzentration [ng/mg]
Abbildung 45: Beziehungen zwischen Codein- und Acetylcodeinkonzentrationen mit 6-
Monoacetylmorphin- und Morphinkonzentrationen in den Haaren der Teillnehmer des
Her oinvergabeprojekts (T-1) und der Verstorbenen (Abklrzungen: r=Korrelationskoeffizient,

p=Signifikanz des Pear son-K orr elationstests auf linear e Abhéngigkeit).

Die hochsten Konzentrationen von 6-Monoacetylmorphin und Morphin in den
Haaren (32,41, 30,01 ng/mg und 11,79, 11,87 ng/mg) wurden zur Auswertung nicht
herangezogen, da diese Datenpunkte ein Uberméliiges Gewicht in der statistischen

Analyse aufwiesen.
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5.2.3. Cocainkonzentrationen in Haaren von Patienten des Bonner
Her oinver gabeprogramms im Vergleich zu der

methadonsubstituierten Kontrollgruppe

Die ermittelten Konzentrationen in den Haaren aller Teilnehmer lagen zwischen 0,01
und 22,80 ng/mg fur die Analyten Cocain, Benzoylecgonin und Cocaethylen zum
Zeitpunkt T-1 sowie zwischen 0,01 und 10,50 ng/mg zum Zeitpunkt T12 (Tabelle 20
und Tabelle 21). Nach einem Jahr Tellnahme zeigten sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede in den Analytkonzentrationen zwischen den Patienten des
Heroinvergabeprogramms im Vergleich zu den methadonsubstituierten Personen. Aus
diesesm Grund kann bel beiden Gruppen von grofenordnungsmaldig gleichen

konsumierten Cocaindosen ausgegangen werden.

Zum Zeitpunkt T-1 wurde bei 64,6% der Teilnehmer des Heroinvergabeprojekts und
bei 71,4% der methadonsubstituierten Personen ein Beikonsum von Cocan
festgestellt (Abbildung 46). Von einem Beikonsum von Cocain wurde ausgegangen,
wenn die Haarproben positiv auf Cocain und/oder Benzoylecgonin getestet waren
Die Inzidenz enes Cocainbeilkonsums verringerte sich  wéhrend des
Behandlungszeitraums auf 45,8% (Heroinvergabeprojekt) und auf 60,0%
(Methadonsubstitution).
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Tabelle 20: Konzentrationen von Cocain sowie den Cocainmetaboliten be T-1 und T12 in

Haaren von Teilnehmern des Heroinver gabepr ojekts.

Fallzahl COC COC BE BE CE CE
T-1 T12 T-1 T12 T-1 T12
(hgmg) | (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg)

1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 2,69 0,18 1,65 0,19 0,05 0,00
4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 2,21 0,13 1,15 0,08 0,18 0,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0,28 0,00 0,39 0,00 0,00 0,00
8 0,20 0,03 0,03 0,03 0,00 0,00
9 0,05 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00
10 0,00 2,22 0,00 0,84 0,00 0,00
11 1,46 1,61 0,91 2,42 0,00 0,18
12 0,05 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00
13 0,25 0,00 0,32 0,00 0,00 0,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15 0,09 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00
16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
17 1,25 0,01 1,53 0,09 0,28 0,00
18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
19 3,55 0,00 2,97 0,00 0,39 0,00
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
21 0,15 0,02 0,04 0,00 0,06 0,00
22 0,00 0,01 0,03 0,00 0,00 0,00
23 0,00 10,50 0,00 3,32 0,00 1,19
24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 3,03 0,00 4,09 0,00 0,00 0,00
26 0,97 0,58 0,50 0,08 0,00 0,00
27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
30 0,00 0,56 0,12 0,48 0,00 0,49
31 0,10 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00
32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
33 0,71 0,00 0,45 0,00 0,00 0,00
34 1,39 4,78 1,53 1,80 0,00 0,00
35 0,35 0,07 0,15 0,00 0,11 0,00
36 0,12 0,13 0,04 0,05 0,12 0,00
37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
38 0,38 1,57 0,15 0,89 0,00 0,07
39 1,86 0,04 1,13 0,14 0,00 0,00
40 0,17 0,50 0,10 0,06 0,07 0,09
41 5,09 2,01 8,26 1,69 0,00 0,00
42 0,04 0,00 0,16 0,00 0,00 0,00
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Fallzahl | COC cocC BE BE CE CE
T-1 T12 T-1 T12 T-1 T12

(ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg)
43 0,08 0,00 0,24 0,00 0,08 0,00
44 012 2,73 0,26 2,14 0,00 0,05
45 0,31 0,00 1,77 0,10 0,00 0,00
46 0,00 0,07 0,06 0,12 0,00 0,00
47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
48 0,60 0,24 3,70 0,25 0,00 0,00

Positiv 28 21 31 19 9 6

% 58,3 43,8 64,6 39,6 18,8 12,5
Mittelwert | 0,98 133 1,03 0,78 0,15 0,35
+ 0,24 0,53 0,31 0,23 0,04 0,18
Median | 0,33 0,24 0,26 0,19 011 0,14
Minimum | 0,04 0,01 0,03 0,03 0,05 0,05
Maximum | 5,09 105 8,26 3,32 0,39 1,19

101




Tabelle 21: Konzentrationen von Cocain sowie den Cocainmetaboliten be T-1 und T12 in

Haaren von Teilnehmern des M ethadonsubstitutionsprogramms.

Fallzahl COC COC BE BE CE CE
T-1 T12 T-1 T12 T-1 T12

(hgmg) | (ng/mg) | (ng/mg) | (hg/mg) | (ng/mg) | (ng/mg)
1 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,12 8,37 0,11 3,77 0,06 1,26
3 0,01 0,69 0,05 1,00 0,00 0,00
4 0,18 0,00 0,10 0,00 0,05 0,00
5 0,39 0,03 0,62 0,07 0,00 0,00
6 581 0,00 2,97 0,00 0,00 0,00
7 0,21 0,48 0,29 0,28 0,00 0,00
8 0,83 2,68 4,55 2,04 0,06 0,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 1,48 0,00 1,99 0,30 0,00 0,00
11 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 0,00 5,39 0,00 0,95 0,00 0,05
13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15 0,47 1,02 0,34 0,00 0,00 0,06
16 1,17 0,25 0,37 0,33 0,00 0,00
17 0,55 1,06 0,35 0,36 0,00 0,00
18 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00
19 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,85 0,23 0,82 0,04 0,00 0,00
21 0,31 0,00 0,17 0,00 0,00 0,00
22 0,70 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00
23 0,42 0,00 0,32 0,00 0,19 0,00
24 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 22,80 0,00 9,19 0,04 0,00 0,00
26 4,69 4,60 2,12 1,38 0,07 0,14
27 0,00 5,12 0,00 4,37 0,00 0,00
28 0,14 0,00 0,23 0,00 0,00 0,00
29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
30 1,21 3,05 0,75 1,59 0,00 0,00
31 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00
32 0,58 0,04 0,73 0,20 0,00 0,00
33 0,44 0,00 0,78 0,00 0,00 0,00
34 0,00 0,02 0,00 0,18 0,00 0,00
35 2,10 0,46 1,93 0,39 0,17 0,00

Positiv 24 19 23 17 6 4

% 68,6 54,3 65,7 48,6 17,1 11,4
Mittelwert 1,90 1,78 1,26 1,02 0,10 0,38
+ 0,95 0,56 0,43 0,31 0,03 0,29
Median 0,51 0,48 0,37 0,36 0,07 0,10
Minimum 0,01 0,02 0,05 0,04 0,05 0,05
Maximum 22,8 8,37 9,19 4,37 0,19 1,26
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Eine signifikante Verminderung des Cocainbelkonsums wurde angenommen, wenn
zwischen T-1 und T12 eine mindestens 30%ige Reduzierung der Analytkonzentration
im Haar nachgewiesen werden konnte. I n der Heroingruppe nahm der Cocaingehalt in
den Haaren bel 45,8% der zundchst (T-1) cocainpositiven Patienten innerhalb des
Behandlungszeitraums um durchschnittlich 90,8% ab, eine analoge Reduktion von
Benzoylecgonin  um 89,8% ergab sich bei 50,0% der Patienten. In der
Methadonkontrollgruppe nahm der Cocaingehat in den Haaren bei 48,6% der
Patienten innerhalb des Behandlungszeitraums um durchschnittlich 89,2% ab, analog
verringerte sich der Benzoylecgoningehat bel 54,3% der Patienten um 80,3%
(Abbildung 46).

Bel 22,9% der analysierten Haare des Heroinvergabeprojekts wurde ein Anstieg des
Cocaingehalts verzeichnet, der Benzoylecgoningehalt stieg in 18,7% der Félle an. Bel
den Teilnehmern der Metadonsubstitution wurde in 37,1% der analysierten Haare ein
hoherer Cocaingehalts verzeichnet, der Benzoylecgoningehalt stieg in 20,0% der
Féle an. Da in mehreren Féllen ein erster Konsum dieser Droge innerhalb der
Therapiedauer erfolgt ist, wird an dieser Stelle von prozentualen Angaben des
Analytanstiegs in Haaren abgesehen.

In 31,3% der analysierten Haare (Heroinvergabe) waren sowohl Cocain as auch
Benzoylecgonin  nach einem Jahr nicht mehr nachweisbar. Be den
methadonsubstituierten Patienten war Cocain in 11,4% der analysierten Haare nicht
mehr nachweisbar, frei von Benzoylecgonin waren 25,7% der Probanden Die
Patienten, in deren Haaren weder Cocain noch Benzoylecgonin detektiert werden

konnte, wurden als frel von Cocainbelkonsum betrachtet.
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Abbildung 46: Inzidenzen

eines Cocainbeikonsums

bei den Telnehmern des

Heroinver gabeprojekts (n=48) im Vergleich zur methadonsubstituierten Kontrollgruppe (n=35)

im Verlauf von einem Jahr.
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5.24. Ergebnisse von Haaranalysen auf Drogen im Vergleich mit
Urintests von Patienten des Bonner Heroinver gabeprogramms und

der methadonsubstituierten Kontrollgruppe

In Tabelle 22 sind die mittels Urinscreening bestimmten Inzidenzen eines
Beikonsums weiterer Substanzen fir die Teilnehmer des Heroinvergabeprojekts und
der methadonsubstituierten Kontrollgruppe aufgefihrt. Zum Zeitpunkt T12 wurden
nur 42 von 48 (87,5%) der Patienten der Heroingryppe positiv auf Opiate getestet,
wobel zwei der opiatenegativen Patienten zu diesem Zeitpunkt nachweidiich mit
Methadon substituiert wurden Der Opiatekonsum der verbleibenden vier Patienten
konnte mittels des Urinscreenings nicht erfasst werden, die jeweiligen Cutoff Werte
der Urintests sind zur Veranschaulichung in Tabelle 23 angegeben Nach einem Jahr
Methadonsubstitution wurde mittels Urinscreening nur bel 26 von 35 Patienten
(74,3%) der Konsum von Methadon nachgewiesen Anhand dieser Ergebnisse zeigte
sich eine deutliche Uberlegenheit der quantitativen Haaranalytik gegeniiber den
Urinscreenings. Die Nachweisraten fur einen Opiatekonsum in der Heroingruppe
(Kapitel 5.2.2) und einen Methadonkonsum in der Methadongruppe (Kapitel 5.2.5)
lagen mittels Haaranalytik jeweils bel 100%. Dartber hinaus konnte mittels
Haaranalytik ein signifikant gréRerer Cocainbeikonsum in beiden Gruppen
nachgewiesen werden (Kapitel 5.2.3, Tabelle 24).

Tabelle 22: Mittels Urinscreening bestimmte Inzidenzen eines Beikonsums weiterer Drogen bei
Teilnehmern des Heroinvergabeprojekts (n=48) im Vergleich zur methadonsubstituierten

Kontrollgruppe (n=35) zum Zeitpunkt T-1 und T12.

Heroinver gabe M ethadonsubstitution
T-1 T12 T-1 T12
n % n % n % n %
Opiate 48 | 1000 42 | 85| 31 | 886 19 | 543
Cocain 14 | 29,2 15 | 31,3 13 | 371 8 22,9
Methadon 20 | 41,7 17 | 354 | 21 | 600 | 26 | 74,3

Cannabinoide 24 | 500 | 33 [ 688 | 24 | 686 | 21 | 60,0
Amphetamine 0 0,0 1 2,1 1 2,8 2 5,7
Benzodiazepine| 29 | 604 | 26 | 542 | 18 | 51,4 | 14 | 40,0
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Tabelle 23:

Cutoff

Werte

die im

M ethadonsubstitutionsprogramm verwendeten Urintests.

Her oinver gabepr oj ekt

und

Opiate

Cocain

Methadon

Cann.

Amph.

Benzod.

Urintest [ng/ml]

300

200

100

25

500

300

Tabelle 24: Nachweisraten eines Cocainbeikonsums mittels Haaranalytik im Vergleich

Urinscreenings.

Her oinver gabe

M ethadonsubstitution

T-1 T12 T-1 T12
Haaranalytik % 64,6 45,8 71,4 60,0
Urinscreening% 29,2 31,3 37,1 22,9

Zum Zeitpunkt T-1 wiesen dle Teilnehmer der Heroinvergabegruppe bis auf sieben
(14,6%) einen Belkonsum von mindestens einer weiteren Substanz neben Heroin

bzw. Opiaten auf, zum Zeitpunkt T12 zeigten nur zwel Teilnehmer (4,2%) keinen

Zu

weiteren Beikonsum. In der Methadongruppe konsumierten alle Probanden bis auf

zwei (5,7%) mindestens eine weitere Substanz neben Heroin zum Zeitpunkt T-1.
Nach einem Jahr konsumierten alle Teilnehmer weitere Drogen zusétzlich zu dem
vergebenen Methadon. Die Anzahl weiterer Substanzen, die zusétzlich konsumiert
wurden, ist in Abbildung 47 dargestellt. Es zeigte sich, dass der Beikonsum weiterer
Substanzen in beiden Gruppen stark ausgepragt ist. Eine signifikante Reduktion der

Anzahl der zusétzlich konsumierten Substanzen nach einem Jahr Therapie war in

beiden Gruppen nicht erkennbar.
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Abbildung 47: Prozentuale Verteilung des zuséatzlichen Beikonsums von keiner, einer oder

mehrerer Substanzen der Teilnehmer der Heroinvergabe (n=48) und der Methadonsubstitution

(n=35).

Die Abbildung zeigt, dass bis zu vier Substanzen gleichzeitig betkonsumiert wurden.

Die Auswertung der Patientendaten ergab keine ausgepragte Praferenz fur eine

bestimmte Rauschmittel kombination.

Aufgrund vielfatiger

K ombinationsmoglichkeiten (n=18) bel vergleichsweise niedrigen Fallzahlen ist die

Aussagekraft der statistischen Auswertung allerdings begrenzt.
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5.2.5. Dosis-Konzentraionsbeziehungen von Methadon und EDDP in
Haaren von Teilnehmern des Bonner

M ethadonsubstitutionsprogramms

Die quantitativen Ergebnisse der Haaranalysen auf Methadon und EDDP fir die
proximaen Segmente von Tellnehmern des Bonner Methadonsubstitutions-
programms (n=41) sind in Tabelle 25 aufgefihrt. In Abbildung 48 ist zudem ein HS-
SPME GC/MS SIM Chromatogramm einer Haarprobe eines Tellnehmers der
Methadonsubstitution dargestellt. Methadon wurde in allen Proben (n=131) in
Konzentrationen zwischen 0,25 und 13,29 ng/mg nachgewiesen (Mittelwert 2,69 +
0,45 ng/mg). EDDP wurde ebenfalls in alen Proben detektiert, die Konzentrationen
lagen zwischen 0,05 und 2,17 ng/mg (Mittelwert 0,43 £ 0,08 ng/mg). In allen Féllen
war Methadon der in den Haaren vorhandene Hauptanalyt und wies eine signifikante
Korrelation zu den EDDP Konzentrationen auf (Abbildung 49).
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Tabelle 25: Durchschnittliche Methadondosis, Haarfarbe und Konzentrationen von Methadon

und EDDP in Haaren (proximale Segmente) von Teilnehmern des Methadonsubstitutions-

programmes.

Fallzahl | MW Dosis | Haar- MET EDDP

(mg/Tag) | farbe | (ng/mg) | (ng/mg)
1 101,7 braun 1,84 0,20
2 40,0 braun 1,46 0,12
3 80,1 braun 4,95 0,15
4 90,0 braun 3,56 0,25
5 41,0 braun 2,24 0,10
6 65,0 braun 3,13 0,32
7 108,7 schwarz 1,30 0,17
8 85,6 schwarz 1,02 0,35
9 118,1 schwarz 1,21 0,13
10 50,8 schwarz 0,52 0,08
11 50,0 braun 0,82 0,08
12 60,1 braun 0,53 0,05
13 130,0 braun 1,94 0,25
14 240,0 schwarz g 13,29 2,12
15 260,9 schwarz g 10,88 2,17
16 150,0 braun 1,10 0,17
17 128,0 schwarz g 5,55 0,80
18 40,6 rot g 2,30 0,34
19 68,3 rot g 2,83 0,20
20 166,9 blond g 6,44 1,37
21 74,4 blond 0,29 0,09
22 100,0 braun 2,85 0,38
23 100,0 braun 2,09 0,52
24 110,1 blond g 1,98 0,36
25 120,0 blond g 0,83 0,34
26 120,0 braun 2,02 0,69
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Fallzahl | MW Dosis Haar- MET EDDP
(mg/Tag) | farbe | (ng/mg) | (ng/mg)
27 200,0 blond 9,27 0,88
28 134,7 blond 0,75 0,09
29 110,0 rot g 0,82 0,17
30 80,0 braun 4,14 0,57
31 90,0 braun 0,85 0,20
32 229 braun 0,38 0,26
33 20,0 braun 0,25 0,11
34 95,0 schwarz 1,42 0,30
35 64,4 schwarz 1,54 0,34
36 90,0 schwarz g 0,88 0,34
37 90,0 schwarz g 0,32 0,12
38 70,0 braun 3,56 0,88
39 70,0 braun 1,05 0,19
40 130,0 braun 5,33 0,92
41 130,0 braun 2,57 0,41
Positiv 41 41
% 100 100
Mittelwert 2,69 0,43
+ 0,45 0,08
Median 1,84 0,26
Minimum 0,25 0,05
Maximum 13,29 2,17
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Abbildung 48: HS-SPME GC/MS SIM Chromatogramm einer authentischen Haarprobe eines

Teilnehmers der Methadonsubstitutionstherapie. Methadon wurde in einer Konzentration von

4,95 ng/mg, EDDP in einer Konzentration von 0,15 ng/mg nachgewiesen.
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Abbildung 49: Beziehung zwischen Methadon- und EDDP-Konzentration in 131 Haar proben

von

Teilnehmern

der  Methadonsubstitution.

(Abklrzungen: r=Korrelationskoeffizient,

p=Signifikanz des Pear son-K orr elationstests auf linear e Abhéngigkeit).
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Das Konzentrationsverhdltnis von Methadon/EDDP betrug 7,5 £ 5,7 in den
proximalen Segmenten und nahm in den distalen Segmenten auf 4,8 + 1,4 ab. Mittels
ANOVA (Analysis of Variance) konnte ein signifikanter Unterschied des

Verhdtnisses zwischen den distalen und den ersten vier proximalen Segmenten, aber

nicht zwischen allen anderen Segmenten, gezeigt werden.

Tabelle 26: Dosis-Konzentrationsbeziehungen und Verhéltnis von Methadon und EDDP in

Haar proben von Teillnehmern des M ethadonsubstitutionsprogramms (41 Haar proben von denen

15 komplett in Abschnitte von 1cm segmentiert wurden).

Methadon EDDP Verhéaltnis
Proben n
r p r M ethadon/EDDP
Proximale 41 0,869 | <0,001 0,880 <0,001 75+57
Segmente’
Segment 1 15 0,913 | <0,001 0,901 <0,001 91+83
Segment 2 15 0,675 0,088 0,713 0,053 8846
Segment 3 15 0,717 0,050 0,551 0,272 93%51
Segment 4 15 0,868 0,001 0,846 0,003 84+46
Segment 5 15 0,793 0,012 0,728 0,042 7,7+43
Segment 6 15 0,608 0,175 0,623 0,153 6,6 + 3,3
Distale 15 0,640 0,129 0,477 0,415 48+ 14
Segmente
Alle 131 0,760 | <0,001 0,738 <0,001 7647
Segmente

" Proximale Segmente aller Patienten beinhalten auch Proben von einer Lange bis zu

3 cm, diese wurden eingesetzt, wenn die Probenmenge zu gering war
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Mittelwert Dosis [mg/Tag]

Eine statistisch signifikante Korrelation zwischen aufgenommener Dosis und
Methadon und EDDP-Konzentrationen in den Haaren der Patienten konnte nur fr
die proximalen und nicht fir die distalen Segmente aufgestellt werden. Die
Korrelationskoeffizienten und Wahrscheinlichkeiten fur eine lineare Beziehung sind
in Tabelle 2 sowohl fur das gesamte Studienkollektiv als auch fur die einzelnen

Haarsegmente aufgefihrt.

Abbildung 50 zeigt die Beziehung zwischen der taglichen oral aufgenommenen Dosis

und der Konzentration in den 131 analysierten Haarsegmenten.

Zwischen Gruppen verschiedener Haarfarbe, sowie zwischen Gruppen geféarbten und
ungeférbten Haars konnten keine signifikanten Unterschiede in Methadon oder

EDDP-K onzentrationen festgestellt werden.
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Abbildung 50: Dosis-Konzentrationsbeziehungen fir Methadon- und EDDP-Gehalt in 131
Haarproben. (Abkurzungen: r=Korrelationskoeffizient, p=Signifikanz des Pearson-

Korrelationstests auf lineare Abhangigkeit).

113



In allen Fallen, bei denen die Haarlange eine segmentale Analyse zulief3, wurden die
Haare am Wurzelende beginnend in 1 cm lange Abschnitte geschnitten. Die
Drogenkonzentrationen in den einzelnen Segmenten wurden mit der im Zeitfenster
des Segmentwachstums aufgenommenen Methadondosis verglichen. Mit dieser
feinsegmentalen Herangehensweise zur Aufstellung von Doss
Konzentrationsbeziehungen konnten Korrelationskoeffizienten bis zu 0,913
(Methadon) und 0,901 (EDDP) in den proximalen 1 cm Segmenten von 15 Patienten,
mit ener hohen signifikanten Wahrscheinlichkeit auf lineare Abhéngigkeit,
aufgestellt werden. Mit Ausnahme der zweiten Segmente wurde eine signifikante
Dosis-Konzentrationsbeziehung bis zu den finften Segmenten beobachtet. In den
folgenden distalen Segmenten konnte aber keine signifikante Korrelation auf dem 5%

Signifikanzlevel nachgewiesen werden.

Die Untersuchung der proximalen Segmente aller Patienten (Haarlénge bis zu 3 cm),
fiuhrte zu ener dgnifikanten  Korrelation mit  etwas  geringeren
Korrelationskoeffizienten von 0,869 (Methadon) und 0,880 (EDDP) as in den
proximalen 1 cm Segmenten In allen 131 analysierten Segmenten betrugen die
Korrelationskoeffizienten 0,760 (Methadon) und 0,738 (EDDP).
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5.2.6. Ergebnisse von Haaranalysen auf Drogen im Vergleich mit

zugegebenem Konsum und Urintests

Die vom Hesdseler angegebenen Cutoff Level des immunologischen
Drogenscreenings der Urinproben sind in Tabelle 27 zur Veranschaulichung
angegeben. In Tabelle 28 sind die Pravalenzraten der missbrauchlich konsumierten
Drogen gemald der toxikologischen Analysen bzw. der Selbstangaben der 47
Probanden aufgefhrt.

Tabelle 27: Cutoff Wertefur dieim Drogenentgiftungsprogramm verwendeten Urintests.

Opiate | Cocain | Methadon | Cannabinoide | Amphetamine

Urintest [ng/ml] | 200 300 250 25 300

Tabelle 28: Vergleich der Pravalenzraten eines Drogenkonsums zwischen Urinscreening und

Haaranalyse (n=47) mit Konsumangaben.

Opiate Cocain | Methadon| Cannabinoide | Amphetamine

n| % | n|%]| n % n % n %
Konsumangabe| 42 | 89 | 18 | 38 | 15 | 32 26 55 1 2
Urinscreening | 33 | 70 | 13 | 28 | 14 | 30 21 45 0 0
Haaranalyse 38 |81 |26 |5 | 23| 49 15 32 1 2

Die Ergebnisse der Kopfhaaruntersuchungen der Drogenkonsumenten sind in Tabelle
29 dargestellt. 6-Monoacetylmorphin wurde in allen opiatpositiven Proben in htheren
Konzentrationen gefunden as Morphin. Eine wie in Kapitel 5.2.2 beschriebene
Hydrolyse von 6-Monoacetylmorphin in 25% der Fale kann somit ausgeschlossen

werden. Die Muttersubstanzen wurden haufiger as ihre Metaboliten nachgewiesen.

Die Schamhaarkonzentrationen der untersuchten Anayten sind in Tabelle 30
aufgefuhrt. Die Drogenkonzentrationen in den Schamhaarproben wiesen hohere oder
gleiche Konzentrationen im Vergleich zu den proximalen oder mittleren
Kopfhaarsegmenten auf. Im  Gegensatz zu den  Ergebnissen  der

Kopfhaaruntersuchungen wurde Morphin in den Schamhaaren in hoheren
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Konzentrationen as 6-Monoacetylmorphin und der Metabolit Benzoylecgonin in

hoheren Konzentrationenals Cocain nachgewiesen.

Tabelle 29: Konzentrationen der Drogen in den K opfhaar segmenten (ng/mg).

Opiate * Methadon Cocain * Cannabinoide |Amph

MAM |MOR|COD| MET [EDDP|COC| BE |THC|CBN|CBD| A

n 54 40 16 45 45 45 | 30 | 20 9 10 2

Min | 0,1 01 | 01 0,1 01 {01({01|01|01]|03]| 03

Max | 41,2 | 168 | 08 | 2116 | 146 [ 353| 75| 23 | 09 | 97 | 05

MW | 34 13 | 03 | 138 17 {381 20| 12| 03| 26| 04

Med | 1,6 08 | 03 2,9 08 (2012|1401 | 13| 04

* Die Anayten Cocaethylen, Heroin und Acetylcodein waren in der Opiate- und
Cocainmethdode nicht enthalten, da sie fur die in diesem Kapitel untersuchten

Fragestellungen nicht von Relevanz waren

Tabelle 30: Konzentrationen der Drogen in Schamhaaren (ng/mg).

Opiate Methadon Cocain Cannabinoide

MAM |[MOR|COD | MET |EDDP|{COC| BE |THC|CBN|CBD

n 24 25 16 12 12 16 | 14 9 5 5

Min| 01 | 01 | 01 0,2 02 | 02)|01|01| 01| 06

Max| 61 | 186 | 1,9 | 448 65 | 85 (142 40 | 04 | 19

MW]| 19 | 31 | 05 6,5 15 | 29 |31| 14 | 02 | 48

Med| 1,7 | 15 | 0,3 0,6 06 | 18 17| 10| 02| 14

In den meisten Féllen zeigten die Ergebnisse der Haarsegmentation einen Anstieg der
Drogenkonzentration von den proximalen zu den distalen Segmenten (Abbildung 51).
Dennoch konnten nach Heroinkonsum unter Beriicksichtigung aller Segmente
signifikante Dosis-K onzentrati onsbeziehungen fir 6-Monoacetylmorphin (r = 0,80; p
< 0,001) und Morphin (r = 0,82; p < 0,001) aufgestellt werden. Fir die weiteren
untersuchten Analyten konnte keine Korrelation zwischen aufgenommener Dosis und

Haarkonzentration der Drogen oder Metaboliten gefunden werden.
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Abbildung 51: Haar segmentationsdaten nach Cocain- und Methadonkonsum.
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5.2.7. Bestimmung von 15 Opioid-Analgetika mittels
Flussigchromatogr aphie/TandemM assenspektrometrie  (LC/MS
MS) und Anwendung auf Haarproben von Patienten in

palliativmedizinischer Behandlung

In Abbildung 52 und Abbildung 53 sind Chromatogramme einer mit Standard und
internem Standard versetzten extrahierten Leerhaarprobe und einer Realprobe
dargestellt. Die in den gesamten Haarproben ermittelten Konzentrationen lagen
zwischen 17,5 und 304,6 pg/mg fur Hydromorphon, zwischen 25,6 und 1274,4 pg/mg
far Morphin, zwischen 13,1 und 1787,4 pg/mg fur Fentanyl, bei 17,8 pg/mg fir
Norfentanyl (nur einmal detektiert), zwischen 40,7 und 180,0 pg/mg fir
Buprenorphin, zwischen 690,2 und 2132,1 pg/mg fur Tilidin, zwischen 43,0 und
814,3 pg/mg fur Nortilidin, zwischen 57,1 und 241,3 pg/mg fur Bisnortilidin,
zwischen 249,6 und 34627,9 pg/mg fur Tramadol und zwischen 43,4 und 10730,5
pg/mg fuir Methadon (Tabelle 31, Abbildung 54). Codein, Piritramid und
Oxymorphon konnten in den Haarproben nicht nachgewiesen werden, diese Opioide
wurden jedoch auch in keinem Fall verabreicht. Normorphin als Metabolit von

Morphin konnte ebenfalls nicht in den Proben nachgewiesen werden.
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Abbildung 52: LC/IMS-MS MRM Chromatogramm einer mit Standard und internem Standard

ver setzten extrahierten L eerhaarprobe.

Intensity, cps

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Time, min

Abbildung 53: LC/MS-MS MRM Chromatogramm einer Realprobe (186,5 pg/mg HM, 151,6
pg/mg MOR, 344,9 pg/mg FE, 11846,1 pg/mg TRA, 2175,6 pg/ng MET).
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Tabelle 31: Haarfarbe, Haarlange und Konzentrationen der Opioide in Haaren von Patienten

nach Gabe von Opioid Analgetika zur Schmer ztherapie.

Fall- | Haar- | Lange Konzentration i m Haar [pg/mg]
zahl | farbe [cm] [ HM [ MOR FE | NFE| BU Tl NTI | BNTI | TRA MET
1 grau 2 0,0 0,0 0,0 00 | 00 | 6996 | 1938 | 1652 | 6903 0,0
2 braun 5 0,0 77,0 60,5 00 | 0,0 | 16122 | 5937 | 241,3 | 11719 0,0
3 braun 5 0,0 0,0 0,0 0,0 | 1800 | 0,0 0,0 0,0 249,6 0,0
4 | schwarz 6 0,0 0,0 0,0 00 | 00 0,0 0,0 0,0 | 98429 0,0
5 | schwarz 5 0,0 | 1304 0,0 00 | 00 0,0 0,0 0,0 | 19654,5 0,0
6 grau 6 784 0,0 5265 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
7 rotg 5 0,0 0,0 4614 | 00 | 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
8 braun 6 0,0 | 1785 0,0 00 | 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
9 grau 4 0,0 | 3888 0,0 00 | 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10 | schwarz 3 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 |21321]|814,3| 1192 | 14996 0,0
11 grau 5 0,0 0,0 0,0 00 | 00 0,0 0,0 0,0 609,3 0,0
12 | schwarz 5 00 | 2379 | 9113 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2339
13 rotg 5 338 0,0 2924 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 612,0 0,0
14 grau 8 3Bl | 1272 0,0 0,0 | 40,7 0,0 0,0 0,0 0,0 1954,5
15 | blondg 5 0,0 0,0 | 13970 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
16 braun 3 304,6 | 4025 | 131 00 | 00 0,0 0,0 0,0 0,0 29737
17 braun 10 0,0 0,0 46,4 00 | 00 0,0 0,0 0,0 | 11679,3 | 13421
18 braun 5 1865 | 1516 | 3449 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 | 11846,1 | 21756
19 | schwarz 7 00 | 2033 | 2045 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 18324
20 | schwarz 2 0,0 | 12744 2295 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 10730,5
21 braun 1 175 0,0 24 00 | 00 0,0 0,0 0,0 0,0 17875
22 grau 5 00 | 1407 | 4084 | 0,0 | 0,0 | 79,4 | 9,7 | 57,1 | 32448 0,0
23 rotg 7 0,0 00 |17874| 178 | 00 | 6902 | 430 | 0,0 0,0 0,0
24 braun 10 0,0 | 2187 0,0 00 | 00 | 7450 | 1079 | 0,0 | 23152 0,0
25 grau 7 0,0 0,0 0,0 00 | 00 0,0 0,0 0,0 3223 0,0
26 grau 10 0,0 0,0 1282 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
27 | schwarz 8 71,6 0,0 | 11814 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
28 | schwarz 9 00 | 1584 | 1590 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 811,6 434
29 | schwarz 8 0,0 25,6 0,0 00 | 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
30 grau 4 0,0 0,0 0,0 00 | 00 00 |28L9| 0,0 0,0 0,0
31 grau 7 0,0 0,0 0,0 00 | 00 0,0 00 | 00 | 346279 0,0
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HM MOR FE NFE | BU Tl NTI | BNTI TRA MET
Positiv 7 14 17 1 2 6 7 4 15 9
% 26 | 452 54,8 3,2 6,5 194 26| 129 48,4 29,0
Mittelwert 1039 | 2654 | 4808 | 17,8 | 1104 | 1111,8 | 3039 | 1457 | 6611,8 | 25637
+ 306 | 824 1278 | 0,0 | 69,7 | 2501 | 1100 | 38,8 | 25117 | 10659
Median 716 | 1684 | 2924 | 17,8 | 110,4 | 768,2 | 193,8 | 142,2 | 1499,6 | 18324
Minimum 175 | 256 131 | 17,8 | 40,7 | 6902 | 430 | 57,1 249,6 434
M aximum 304,6 | 1274,4 | 1787,4 | 17,8 | 180,0 | 2132,1 | 814,3 | 241,3 | 34627,9 | 10730,5
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Abbildung 54: Haarkonzentrationen der Opioide in Boxplotdarstellung.
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6. Diskussion

6.1.Methodenvalidierung

Die im Rahmen der gegenstandlichen Arbeit entwickelten Methoden (Kapitel 3.6)
wurden nach dem neuesten Stand der Wissenschaft sowie aktuellen Standards und
Vorgaben validiert [72]. Mittels der vorgestellten Analysenmethoden wurde eine
eindeuige Identifizierung der vorgestellten Anayten (Opiate, Cocain,
Cocainmetabolite, Amphetamine, Cannabinoide, Methadon und Opioidanalgetika) in
Haarproben moglich. Somit  kdénnen nun mit diesen Methoden sichere,
gerichtsverwertbare Befunde erlangt werden. Dies war in der Vergangenheit bisher
nur bedingt moglich, da viele Publikationen keine Angaben zu Validierungsdaten
enthalten bzw. die gestellten Anforderungen nicht erflllt wurden. Aufgrund der
komplexen Haarmatrix und der damit einhergehenden  vielfétigen
Probenaufarbeitungsmethoden konnen  Untersuchungsergebnisse  verschiedener
Laboratorien nur eingeschrankt miteinander verglichen werden. Dies wird jedoch
moglich, wenn die Richtlinien algemein eingehalten und einheitliche
Analysemethoden verwendet werden. Die Teilnahme an Ringversuchen sowie die
Untersuchung von Standardreferenzmaterial, die bereits mit den erarbeiteten
Analysemethoden (Opiate, Cocain, Cocainmetabolite, Amphetamine) erfolgreich
durchgefuhrt wurden, konnen ebenfals zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse
verschiedener Laboratorien beitragen.
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6.2. Anwendbarkeit der entwickelten M ethoden

6.2.1. Bestimmung von Opiaten, Cocain und Cocainmetaboliten in
Haaren mittels Enzymimmunoassay (ELISA) und Bestatigung mit
Gaschromatogr aphie/M assenspektrometrie (GC/M )

Anhand der Ergebnisse (Kapitel 5.2.1) wurde deutlich, dass die im Rahmen der
Arbeit entwickelten ELISA Tests valide, semiquantitative Screeningmethoden zum
Nachweis von Cocain und Cocainmetaboliten sowie von Opiaten in Haaren
darstellen. Selbstverstandlich zeigte sich im zweiten Schritt beim Vergleich der
Konzentrationen der ELISA-Methoden mit den GC/MS-Methoden (Tabelle 17), dass
sich die Ergebnisse insbesondere bel hohen und niedrigen Konzentrationen (an den
Enden und damit im nicht linearen Bereichen der ,, S*-formigen Kalibrierkurven der
ELISA-Tests) dark unterscheiden. Ein weiterer Grund fUr dn semiquantitativen
Charakter der ELISA-Tests sind die unterschiedlichen Kreuzreaktivitéten der
Einzelanalyten: diese betragen (laut Herstellerangabe) 64% fir Cocain, 200% fir
Cocaethylen, 100% fur Benzoylecgonin, 100% fuar Morphin, 65% fir 6-
Monoacetylmorphin, >100% fir Codein und 43% fir Heroin, ein Wert fir
Acetylcodein war nicht angegeben. Eine mogliche Ursache fir die Abweichungen der
Ergebnisse mit der GC/MS kann auch darin bestehen, dass weitere Metaboliten von
Cocain und Heroin, die von der GC/MS Methode nicht erfasst werden, ebenfalls mit
den Antikorpern der ELISA Platten reagierenkonnen.

Trotz dieser Abweichungen wurde Uberpriift, ob sich Korrelationen zwischen den
ELISA- und GC/IMS-Messwerten aufstellen lassen. Aufgrund der unterschiedlichen
Kreuzreaktivitdten ergaben sich bel einem univariaten Ansatz, die GC/MS Daten
eines Analyten mit den entsprechenden ELISA Werten zu korrelieren, relativ kleine
Korrelationskoeffizienten. Im Gegensatz dazu ist es mit multivariater Datenanalyse
gelungen, die GC/MS Daten aller Analyten smultan mit ihren ELISA Werten zu
korrelieren. Es wurde eine gute Korrelation mittels Cross-Validation fur die Morphin

Equivaente, aber auch fur die Cocain- Equivaente gefunden.

Zur weiteren Interpretation der Beziehungen zwischen den Daten wurde der Loadings

Plot verwendet. Variablen, die nah beieinander liegen, besitzen eine sehr ahnliche

123



Varianz, die dem Grad der Entfernung vom Ursprung der Hauptkomponenten
proportional ist. Liegen die Variablen auf der gleichen Seite des Ursprungs so
kovariieren sie im positiven Sinne, d.h. sie haben eine positive Korrelation [86]. Bei
Betrachtung des PCL/PC2 x-/y-Loading Plot @Abbildung 41) wurde deutlich, dass
eine sehr hohe Korrelation zwischen den ELISA Morphin- Equivaenten und Morphin,
6-Monoacetylmorphin, sowie der Summe aller Opiate besteht. Eine gleichsam hohe
Korrelation findet sich zwischen den ELISA CocainEquivalenten und Cocain,
Benzoylecgonin und dem Gesamtcocain. Die GC/MS Werte von Heroin, Codein und
Acetylcodein unterscheiden sich dagegen von den ELISA Morphin-Equivalerten,
ebenfalls unterscheidet sich Cocaethylen von den ELISA Cocain-Equivalenten. Die
Erklarung fur dieses Phdnomen besteht darin, dass diese Substanzen eine signifikant
niedrigere Inkooperationsrate ins Haar aufweisen [2] und dadurch in niedrigeren

K onzentrationsberei chen nachgewiesen werden.

Zusammenfassung

Anhand der erhaltenen Ergebnisse wurde deutlich, dass die automatisierten ELISA
Tests valide, semiquantitative Screeningmethoden zum Nachweis von Cocain und
Cocainmetaboliten, sowie von Opiaten in Haaren darstellen. Der urspringlich zur
Speichelanalytik verwendete Test wurde so modifiziert, dass die Analyse von
Haarproben moglich wurde. Fir forensisch-toxikologische Zwecke stellt die
vorgestellte Screeningmethode eine ideale Erganzung zu routineméaldig angewendeten
GC/MS Bestimmungen dar, da sie im Gegensatz zu Radioimmunoassays schnell,
preisginstig und sicher ist. Die Anwendbarkeit beider entwickelter Methoden wurde
mittels der Analyse von Realproben belegt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
mithife multivariater Datenanalyse Korrelationen zwischen ELISA- und GC/MS

Datenaufgestellt werden kbnnen
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6.2.2. Opiatkonzentrationen in Haaren von Patienten des Bonner
Her oinver gabepr ogramms und wegen Opiatmissbrauchs
Verstorbener

Die mittels der entwickelten GC/MS Methode erhaltenen Ergebnisse (Kapitel 5.2.2)
zeigten, dass keine statistisch signifikanten Unterschiede in den Mittelwerten der
Opiatkonzentrationen in den Haarproben der Probanden zum Zeitpunkt T-1
verglichen mit den Haarproben zum Zeitpunkt T12 vorlagen: Dosen, die die Patienten
nach einem Jahr Teilnahme am Heroinvergabeprogramm (Zeitpunkt T12) erhielten,
lagen demzufolge in @hnlichen Bereichen wie die Dosen, die die Patienten vor Eintritt
in das Heroinvergabeprojekt (Zeitpunkt T-1) konsumiert haben. Dieses Ergebnis ist
schliissig, da das Heroinprojekt nicht die Entgiftung oder Herunterdosierung der
Patienten zum Ziel hatte, sondern vielmehr der gesundheitlichen Stabilisierung und

psychischen Betreuung der Patienten diente.

Zusammenfassend wurden 30,4% der Proben bei T-1 und 39,1% der Proben bel T12
positiv auf Heroin getestet, ein Ergebnis, welches tendenziell auch von anderen
Autoren mit Nachweisraten von 14% [14], 27% [36], 35% [13] und 50% [98]
beobachtet wurde. In nur einem Artikel wurden 90% der Proben positiv auf Heroin
getestet [82]. In der vorliegenden Arbeit wurde 6-Monoacetylmorphin in allen
Haarproben der Heroinkonsumenten nachgewiesen, Morphin in 87,0% (T-1) bzw.
89,1% (T12) der Fale.

Nach kontrollierter Heroingabe ergab die vorliegende Untersuchung eine Korrelation
zwischen der aufgenommenen Dosis des letzten Monats und dem Gesamtopiatgehalt
in den Haaren zum Zeitpunkt T12 (r=0,66, p=0,003). Bei Betrachtung der
Einzelanalyten wurden mit der jeweiligen Plasmahabwertszeit ansteigende
Korrelationskoeffizienten ermittelt (r=0,42, 0,59 und 0,69, p=0,262, 0,081 und 0,001
fur Heroin, 6-Monoacetylmorphin und Morphin). Im Vergleich mit Ergebnissen von
Kintz et a. [82] (r=0,12, 0,25 und 0,64 fur Heroin, 6-Monoacetylmorphin und
Morphin, bei Haarproben von 20 Teilnehmern eines Heroinvergabeprojekts) wurden
in dieser Arbeit hohere Korrelationskoeffizienten gefunden, es konnte weiterhin
bestédtigt werden, dass Morphin mit der hochsten Plasmahalbwertszeit (Morphin ca.
150 min > 6-Monoacetylmorphin ca. 20 min > Heroin ca. 2 min), den hochsten

K orrel ationskoeffizienten aufwies.
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Das Fehlen schlussiger Resultate bei kompletter Segmentation von Haarproben der
Teilnehmer des Heroinvergabeprojekts erlaubt die Schlussfolgerung, dass die
segmentale Haaranalyse  nicht  zur  Bestimmung  zeitlicher  Dosis
Konzentrationsbeziehungen Uber einen langeren Zeitraum, in diesem Fall ein Jahr,
geeignet ist. Anzeichen von Dosis-Konzentrationsbeziehungen waren nur bel
Morphin feststellbar, weil es eine deutlich léangere Plasmahal bwertszeit in Plasma und
Gewebe as Heroin aufweist und sich in signifikanten Mengen im Haar akkumuliert.
Weitere Parameter wie individuell unterschiedliche Haarwachstumsraten und die
Stabilitét der Drogen im Haar dirfen nicht auf’er Acht gelassen werden:
Beispielsweise konnte der Analyt Heroin in keiner geféarbten Haarprobe
nachgewiesen werden, was as Hinweis auf eine mogliche Hydrolyse des Heroins
wahrend der kosmetischen Behandlung angesehen werden kann. Weiterhin kénnen
die Unterschiede in der Aufnahme der Drogen aus dem Blut ins Haar, sowie
unterschiedlich starke Absonderung von Schwell3 und Sebum der enzelnen
Individuen als Griinde fur die geringe Korrelation zwischen Dosis und Konzentration

angesehen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in den Haaren der Teilnehmer Codein und
Acetylcodein in 50% und 43,5% der Falle bel T-1 nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse stimmen mit ersten Beobachtungen tberein, wonach bei der Analyse von
Haaren opiatassoziierter Todesfélle Codein in 66% und Acetylcodein in 44% der
Féle detektiert wurde [20]. Hingegen konnte in Haaren von Tellnehmern des
Schweizer Heroinvergabeprojekts in Bern weder Codein noch Acetylcodein
nachgewiesen werden [20]. Nach einem Jahr Laufzeit des Bonner Heroinprojekts
(T12) wurde Codein und Acetylcodein nur noch in 13% bzw. 10,9% der Proben
nachgewiesen. In einer @nlichen Studie, bei der die Opiatkonzentrationen in Haaren
von Teilnehmern des Schweizer Heroinvergabeprojekts in Genf bestimmt wurden,
wurde in Ubereinstimmung mit den Ergebnisses dieser Arbeit Codein in 32,6% und
Acetylcodein in 11,6% der Proben detektiert [21]. Die ebenfalls untersuchten Haare
von Stral3enheroinkonsumenten wiesen im Vergleich zu den im Rahmen der Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen bei T-1 extrem hohe Detektionsraten auf: Codein
wurde in 945% und Acetylcodein in 91,8% der Falle nachgewiesen, die
Nachweisgrenze der verwendeten Methode betrug 0,09 ng/mg [21].
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Der Vergleich der Opiatkonzentrationen in Haaren der Teilnehmer des Bonner
Heroinvergabeprojekts mit den Ergebnissen der Untersuchungen eines Kollektivs
opiatassoziierter Todesfédlle zeigte, dass Heroinkonzentrationen, die in ahnlichen
Bereichen wie die des Heroinprojekts lagen, in den Haaren der Verstorbenen nicht
nachgewiesen werden konnten (Tabelle 18 und 19). Die Nachweisrate fir Heroin war
zudem mit 8,3% viel geringer. Als mdgliche Ursache hierfir kann eine Hydrolyse
wahrend der Lagerung der Haare, die wahrend einer Autopsie asserviert werden und

dadurch haufig feucht sind, in Betracht gezogen werden.

Die Nachweisraten von Codein und Acetylcodein (33,3% und 16,7%) waren
vergleichbar mit denen des Heroinvergabeprojekts (50% und 13%) zum Zeitpunkt T-
1. Andere Arbeitsgruppen [99] fanden im Gegensatz zu dieser Arbeit signifikant
niedrigere Morphinkonzentrationen bei Todesfallen infolge von Opiatabusus als bei
aktiven Drogenkonsumenten oder bel seit mehreren Monaten abstinenten
Konsumenten. Daher stellt sich die Frage, ob eine durch Abstinenz verminderte
Toleranz einen Hauptgrund fir derartige Todesfdlle darstellt. Das Risiko einer
Uberdosierung ist bei unregelmaRigem Konsum als hoher einzuschitzen, da die
Konsumentenwegen des nur gelegentlichen Abusus geringe Toleranzlevel aufweisen.
In dieser Studie wurden keine Befunde Uber die 6-

M onoacetyl morphinkonzentrationen aufgefuhrt.

Nach elner anderen Studie [100] liegt der Median der Morphinkonzentrationen in
Haaren gegenwartiger Heroinkonsumenten vier Mal hoher als der an Uberdosierung
Verstorbener. Dies wurde als Zeichen fir einen wesentlich stéarkeren aktuellen
Konsum angesehen. Es wurde zudem vermutet, dass bei den Verstorbenen das Risiko
aufgrund geringerer Toleranz gegeniber Opiaten und eines stérkeren
Alkoholkonsums erhtht war. Die jewelligen Medianwerte fur Morphin, die im
Rahmen dieser Arbeit bestimmt wurden, lagen bei 0,25 ng/mg bel den
opiatassoziierten Todesféllen, im Vergleich zu 0,41 ng/mg bel den Tellnehmern des
Heroinvergabeprogramms. Im Gegensatz zu der dargestellten Morphin
Konzentrationsbeziehung von 1:4 zwischen Verstorbenen und aktiven Konsumenten
[100], wurde in dieser Arbeit nur eine nicht signifikante Anderung (Quotient 1:1,33)
ermittelt. Diese mangelnde Signifikanz wird noch deutlicher, wenn die Mittelwerte

der Morphinkonzentrationen verglichen werden: bei den Verstorbenen wurde ein
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Mittelwert von 1,15 ng/mg im Gegensatz zu 1,46 ng/mg bel den Teilnehmern des
Heroinvergabeprojekts errechnet (Quotient 1:1,26). Die Schlussfolgerung, dass die
Todesfalle nicht die Konsegquenz einer unfallursachlichen Uberdosierung aufgrund
eines Mangels an Toleranz darstellen, liegt daher sehr nahe.

Im Vergleich zu Kronstrand et al. [101], der in 6 von 19 opiatassoziierten Todesféllen
keine Opiate in Haaren nachweisen konnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
entsprechende Opiatabstinenz vor der todlichen Uberdosis nicht beobachtet. Diese
Ergebnisse stellen die Schlussfolgerung von Tagliaro et a. [99] in Frage, wonach eine
plotzliche Wiederaufnahme des Heroinkonsums nach totaler Abstinenz als
ausschlaggebender Faktor eines Tods durch Uberdosierung angesehen werden muss.
Einschrénkend ist aber festzustellen, dass die diskutierten Ergebnisse nur auf der
Opiatebestimmung in Haaren basieren und die Gegebenheiten in anderen Matrices

nicht berticksichtigt wurden.

In der Literatur wurde beschrieben, dass bei einer 6-
M onoacetyl morphinkonzentration von 0,3 ng/mg dazugehdrige
Acetylcodeinkonzentrationen von bis zu 0,2 ng/mg gemessen werden konnten [21]. In
einem Fall stimmte diese Angabe mit den Ergebnissen dieser Arbeit Uberein: bei einer
6-Monoacetylmorphinkonzentration von 0,33 ng/mg konnte Acetylcodein
nachgewiesen werden (a. 0,04 ng/mg), wenngleich diese Konzentration unter der
Bestimmungsgrenze lag. Die niedrigste Acetylcodeinkonzentration oberhalb der
Bestimmungsgrenze betrug 0,18 ng/mg bel einer 6-Monoacetylmorphinkonzentration
von 5,24 ng/mg. Verglichen mit den Untersuchungen von Kintz et a. [20] wurde
Acetylcodein im Rahmen dieser Arbeit in viel geringeren Konzentrationen

nachgewiesen

Die Ergebnisse zeigen, dass Acetylcodein, im Gegensatz zu 6-Monoacetylmorphin,
aufgrund seiner geringen Konzentration und der Abwesenheit in 50-60 % der positiv
auf 6-Monoacetylmorphin getesteten Proben, nicht as geeigneter Heroin-Biomarker
in der Haaranalytik angesehen werden kann. Dennoch ist Acetylcodein en
interessanter Biomarker fur einen Stral3enheroinkonsum im  Rahmen von
Heroinvergabeprojekten.
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Zusammenfassung

Es zeigte sich, dass Dosis-Konzentrationsbeziehungen bel Haaranalysen nach
Heroinabusus aufgestellt werden koénnen und am ehesten die ermittelten
Morphinkonzentrationen mit der aufgenommenen Menge an Heroin korrelieren. Die
Resultate stimmen nicht mit den Beobachtungen von Kintz et al. [82] Uberein, da
diese Arbeitsgruppe nur sehr limitierte Dosis-Konzentrationsbeziehungen im Haar
nach Heroinkonsum aufzeigen konnte. Die Korrelationen sind durch die
Plasmahalbwertszeit der Analyten beeinflusst. Die vorliegende Arbeit zeigt
Ubereinstimmungen zwischen den ermittelten Opiatkonzentrationen, insbesordere
den Morphinkonzentrationen, in den Haaren von Tellnehmern an einem kontrollierten
Heroinvergabeprojekt und deren Verstorbener mit opiatassoziiertem Exitus auf.
Dieser Befund unterstiitzt nicht die von Tagliaro et a. aufgestellte Hypothese, dass
eine verminderte Toleranz as haupttodesurséchlich angesehen werden kann. Zudem
wird bei nicht nachweisbarem Acetylcodein bei der Mehrzahl der Verstorbenen
dessen Eignung als charakteristischer Marker eines vorausgegangenen Konsums von
Stral¥enheroin in Frage gestellt.
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6.2.3. Cocainkonzentrationen in Haaren von Patienten des Bonner
Her oinver gabeprogramms im Vergleich zu der

methadonsubstituierten Kontrollgruppe

Mittels GC/M S wurden die Haarproben der Probanden des Bonner Heroinvergabe-
projekts und der M ethadonkontrollgruppe auf einen Cocainbeikonsum hin untersucht.
Die Analyten Cocain, Benzoylecgonin und Cocaethylen wurden bestimmt. Es wurde
deutlich (Kapitel 5.2.3), dass sowohl innerhalb des Heroinvergabeprojekts als auch
der Methadonsubstitution eine vergleichbar grof3e Teilnehmerzahl einen Beitkonsum
von Cocain praktizierte. In der Heroingruppe fand eine stérker ausgepragte Reduktion
des Belkonsums nach einem Jahr statt als in der Methadongruppe (Heroinvergabe:
von 64,6% auf 45,8%, Methadonvergabe: von 71,4% auf 60,0%). Die von Backmund
aufgestellte  Hypothese  [8§], die diese sé&rkere  Reduktion in
Heroinvergabeprogrammen postuliert, wurde somit bestétigt. Der haufigere Gebrauch
illegaer Drogen wahrend der Methadonsubstitution wurde anhand des Vergleichs
von Methadon und Heroinverschreibungen in der Schweiz mit einem hoheren

Ausmal? an szenennahen Aktivitdten in dieser Gruppe erkléart [102].

Weiterhin  wurde deutlich, dass die Teilnehmer beider Gruppen im Mittel
vergleichbare Cocaindosen konsumierten, da die nachgewiesenen Konzentrationen
von Cocain und Benzoylecgonin in den Haaren der Teilnehmer sich nicht statistisch
signifikant  unterschieden  Signifikante  Abnahmen des Cocain- und
Benzoylecgo ningehalts (Reduktion definitionsgemass > 30%) im Verlauf eines Jahres

waren in beiden Gruppen in gleichen prozentualen Groéf3enordnungen zu beobachten

Der Anstieg des Cocaingehaltsin den Haaren der Kontrollgruppe in 37,1% der Fdle
(im Vergleich: Zunahme in der Heroingruppe 22.9%) ist mdglicherweise darauf
zuriickzufUhren, dass Methadon im Gegensatz zum Heroin den Patienten nicht den
gewlnschten , Kick® vermittelt, und dieser durch den Konsum hoherer Cocaindosen
herbeigefiihrt werden soll. Dies scheint jedoch kein grundsétzliches Problem der
Methadonsubstitution  darzustellen, da die Erhdhung der jewelligen
Cocainkonzentrationin diesen Fallen nicht statistisch signifikant erfolgt ist. Der nach
einem Jahr noch immer deutlich ausgeprégte Beikonsum von Cocain in beiden
Gruppen spricht ebenfalls gegen die Hypothese, dass der fehlende ,Kick® als

Hauptgrund eines Cocainbeikonsums in der M ethadongruppe anzusehen ist.
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Anhand des illegalen Beigebrauchs von Cocain wahrend der Behandlung l&sst sich
also abschliessend keine eindeutige Uberlegenheit eines der beiden Therapieansitze
feststellen. Die Bedeutung des Heroins dirfte vor allem in der gréf3eren Akzeptanz

und damit in der htheren Behandlungsmotivation der Patienten liegen [102].

6.2.4. Ergebnisse von Haaranalysen auf Drogen im Vergleich mit
Urintests von Patienten des Bonner Heroinver gabeprogramms und

der methadonsubstituierten Kontrollgruppe

Urinscreenings werden in den meisten Substitutionsprogrammen routinemal3ig
verwendet, jedoch bietet die Haaranalyse mittels GC/MS gegeniber den Urintests
vidle Vortellee Anhand der ermittelten Opiatekonsumhaufigkeit beider
Vergabegruppen zum  Zeitpunkt T-1  sowie der  Opiate- bzw.
M ethadonkonsumhéaufigkeit zum Zeitpunkt T12 zeigte sich diese Uberlegenheit der
guantitativen Haaranalytik gegentiber den Urinscreenings (Tabelle 22) wie in Kapitel
5.2.4 dargestellt. Die Nachweisraten fir einen Opiatekonsum in der Heroingruppe
und in der Methadongruppe lagen mittels Haaranalytik jeweils bei 100%, wahrend
mittels Urinscreening trotz des regelmallig erfolgten Konsums nicht alle Proben
positiv getestet werden konnten Mittels Haaranalytik wurde zudem ein signifikant
groflkerer Cocainbeikorsum in beiden Gruppen nachgewiesen. Als Erklérung hierfir
kann die geringere Empfindlichkeit der Urinscreenings angesehen werden. Die
Tatsache, dass die Probanden den Cocainbeikonsum einige Tage vor der ihnen
bekanntgegebenen Urinabgabe eingestellt haben kdnnten, ist ein weiterer Grund fur
die geringeren Nachweisraten mittels Urinscreening. Durch die Analyse des
proximalen Haarsegments (1cm) konnte der Cocainbelkonsum des vergangenen
letzten Monats erfasst werden, hingegen ist mittels Urinscreening retrospektiv nur das

Konsumverhalten weniger Tagen nachweisbar.

Anhand des Bekonsums weiterer Substanzen (Cannabinoide, Amphetamine)
wéhrend der Heroinvergabe und Methadonsubstitution 18sst sich, wie in Kapitel 5.2.3
fir Cocain bereits dargestellt, ebenfals keine Uberlegenheit eines der beiden
Therapieansitze feststellen. Der mittels Urinscreening bestimmte Beikonsum dieser

Substanzen war in beiden Gruppen dhnlich stark ausgepragt (Tabelle 22).
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6.2.5. Dosis-Konzentrationsbeziehungen von Methadon und EDDP in

Haaren von Telnehmern des Bonner

M ethadonsubstitutionspr ogramms

In den Haaren von Tellnehmern von Methadonsubstitutionsprogrammen wurde
Methadon und EDDP Ublicherweise nachgewiesen (Tabelle 3). Methadon wurde
hierbel in hoheren Konzentrationen nachgewiesen as der Metabolit. Weitere

Metaboliten wie 2Ethyl-5-methyl-3,3-diphenyl-1-pyrrolin (EMDP) konnten nur in

wenigen Fallen und nur in Spurendetektiert werden [103-105].

Tabelle 32: Methadon-

und EDDP- Konzentrationen in Haarproben aus der Literatur.

Autor n analysierte Konzen Mittelwert Referenz
trationsber eiche (ng/mg) (ng/mg)
Moeller etal. | 91 0-42METH 10,9 METH [41]
0- 2,4EDDP 1,2 EDDP
Wilkinset al. 2 10,1-21,0 METH - [103]
0,5-2,6 EDDP -
Goldberger et al.| 20 0- 15 METH 3,93 METH [104]
0 — Spuren EDDP 0 EDDP
Sporkert und 19 0,36 -11,8 METH - [105]
Pragst 0,19 - 10,9 EDDP i
Marsh et al. 19 0,2- 10,63 METH - [106]
Lucaset al. 8 2,45 - 78,1 METH 23,84 METH [107]
0- 7,76 EDDP 3,21 EDDP
Girod und Staub| 26 0,7 - 43METH 8,2 METH [108]
0- 5EDDP 0,85 EDDP
Patersonetal. | 60 2,6 - 63,2 METH ora 16,0 METH oral [109]
18- 127,5, METH i.v. 41,6 METH i.v.
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Fur die Beziehung von Dosis und Konzentration von Methadon sind in der Literatur
sehr widersprichliche Daten angegeben. Einige Autoren fanden keine Korrelation
zwischen verabreichter Dosis und Drogenkonzentration im Haar [104,108,109],
andere Autoren eine geringe Korrelation [110], weitere Artikel berichten aber auch
von einer signifikanten Korrelation [41,106,107]. Allerdings wurde in letzteren nur
eine geringe Fallzahl untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit (Kapitel 5.2.5) stand im
Vergleich dazu erstmals ein sehr grof3es Kollektiv von Probanden zur Verfligung,
deren Haarproben mittels auomatisierter HS-SPME GC/M S untersucht wurden.

Wie die mit HS-SPME GC/MS erhaltenen Ergebnisse deutlich werden lassen, stellt
die Haaranalyse zur Kontrolle der Compliance in Methadonsubstitutionsprogrammen
eine wertvolle Alternative zu einem konventionellen Urinscreening dar. In
zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass die Selbstangaben von Drogenkonsumenten
haufig nur schlechte Naherungen der wirklich konsumierten Drogenmenge darstellen
[27-29]. In der Literatur sind sehr widerspriichliche Daten in Bezug auf Dosis-
K onzentrationsbeziehungen von Methadon angegeben, auch wenn nur kontrollierte
Methadonsubstitutionsprogramme  betrachtet wurden. Die Tellnehmer des Bonner
M ethadonsubstitutionsprogramms  konsumierten ihre tagliche Methadondosis unter
der Uberwachung von medizinischem Personal, so dass die angegebenen Dosen
fundierte Grofen darstellen. Patienten, die , Take-home* Dosen erhielten, wurden
hinsichtlich ihrer Compliance besonders kontrolliert und im Falle eines
Nichteinhaltens aus der Studie ausgeschlossen. Damit konnte offensichtlich eine
bessere Korrelation zwischen genau dokumentierten Dosierungen und den Daten

einer kompletten segmentalen Haaranalyse fir Methadon und EDDP erreicht werden.

Die gemessenen Konzentrationen stimmten mit denen aus friheren Studien Uberein,
in denen Konzentrationen bis zu 15 ng/mg fir Methadon angegeben wurden
[104,106,111]. In Einzelfallen wurden hthere K onzentrationen bis zu 63,2 ng/mg und
78,1 ng/mg bestimmt [107,109]. Girod und Staub [108] berichteten, dass
Konzentrationen bis zu 43 ng/mg fur Methadon detektiert wurden und EDDP nur in
50% der Falle mit GC/MS nachgewiesen werden konnte. In der vorliegenden Arbeit
konnte EDDP jedoch in alen methadonpositiven Fallen detektiert werden,
offensichtlich wegen der hohen Sensitivtdt der HS-SPME GC/MS Methodik.

Methadon zeigte in dieser Arbeit eine hochsignifikante Korrelation zu dem
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Metaboliten EDDP. Auch in der Gegenwart hoher Methadonkonzentrationen,
verminderte sich die EDDP Konzentration nicht verhaltnisméfdig. Folglich wird die
Kapazitdt von  Haaren, EDDP  einzulagern, nicht ~ durch  hohe
Methadonkonzentrationen verringert, wie von anderen Gruppen postuliert wurde [41].
Fur die Abnahme des Methadon/EDDP Konzentrationsverhéltnisses in den distalen
Segmenten koénnen kosmetische Behandlung sowie weitere externe Faktoren wie

beispielsweise der Einfluss von UV-Strahlung a's Ursachen angesehen werden.

Im Vergleich zu den in der Literatur angegebenen Dosis-Konzentrationsbeziehungen
(Tabelle 33) wurden im Rahmen dieser Arbeit bessere Korrelationen mit héheren
Korrelationskoeffizienten, insbesondere in den proximalen Segmenten ermittelt.
Diese Ergebnisse sind bemerkenswert, weil an anderer Stelle nur eine schwache
Korrelation zwischen der Methadondosis und dem zugehdrigen Plasmalevel gefunden
werden konnte [104,112]. Wie in Kapited 5.2.2 dargestellt, wurde auch eine
Korrelation zwischen aufgenommener Dosis und der Gesamtopiatkonzentration in
den Haaren der Patienten, die &rztlich verschriebenes Heroin erhielten, nachgewiesen.
Mit steigender Plasmahalbwertszeit der einzelnen Analyten konnten steigende
Korrelationskoeffizienten verzeichnet werden. Ahnliche Ergebnisse wurden auch an
anderer Stelle erhalten [82]. Methadon weist im Vergleich zu den Opiaten eine viel
langere Halbwertszeit (24-36 Stunden) in Plasma und Geweben sowie eine starke
Akkumulation auf. Signifikante Dosis-Konzentrationsbeziehungen im Vergleich zu

anderen Substanzen sind offensichtlich darauf zurtickzuf thren.

Welitere Parameter wie individuell unterschiedliches Haarwachstum durfen aber nicht
aulRer Acht gelassen werden. Weiterhin sind auch eine unterschiedliche Aufnahme
des Analyten Methadon aus dem Blut in die Haare sowie individuelle Unterschiede in
der Transpiration as limitierende Faktoren fur Dosis-Konzentrationsbeziehungen zu

berticksichtigen.
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Tabelle 33: Dosis-K onzentr ationsbeziehungen von Methadon in Haar proben aus der Literatur.

Autor n Haar segment Korrelation Methadon | Ref.

Moeller et al. | 5 | Segmente von 2 cm Lange r=0,63 [41]

Goldberger et | 20 Haarabschnitte “nicht signifikant“, p>0,05 |[104]
al.

Marsh et al. | 19 | Haar komplett segmentiert | ,, Beleg fur Dosisbeziehung” |[106]
(2 cm Segmente)

Lucasetal. | 8 komplette Haarstrahne “sgnifikant”, p<0,02 [107]

Girodund | 26| erste3cm,be zuwenig | “keine Relation”, r=0,1022 |[108]
Staub Material fur 50 mg
Einwaage, wurden langere

Segmente verwendet

Paterson et | 60 erste3cm “keine Korrelation”, [109]
al. r’=0,136 (r=0,369)

Potsch et al. | 18 | in4 Wochen individuell | “schwach®, r=0,602 (MET), |[110]
gewachsenes Haarsegment r=0,488 (EDDP)

Goldberger et a. [104], fanden keine Dosis-Konzentrationsbeziehungen fir
Methadon. Der anders lautende Befund der vorliegenden Arbeit ist darauf
zuriickzufthren, dass Haarsegmente und nicht ganze Strdhnen untersucht wurden.
Wie beim Bonner Studiendesign wurden Haarsegmente, die das individuelle
Haarwachstum in vier Wochen reprasentierten, von Potsch et a. untersucht [110].
Allerdings fanden diese Autoren niedrigere Korrelationen von 0,602 (Methadon) und
0,488 (EDDP) in den proximalen Segmenten. Nur fUr Patienten mit Dosen unter 29
mg/kg wurde eine héhere Korrelation von 0,896 fur Methadon festgestellt. Die ora
aufgenommenen Dosen der Bonner Teilnehmer des
M ethadonsubstitutionsprogramms wurden in drei Bereiche aufgeteilt, niedrig (15-70
mg/Tag), mittel (75-110 mg/Tag) und hoch (115-260 mg/Tag). Zwischen diesen
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Gruppen konnten keine Unterschiede in den Korrelationskoeffizienten fur die Dosis-
K onzentrationsbeziehungen oder in den M ethadon/EDDP
Konzentrationsverhdtnissen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse lassen die
Schlussfolgerung zu, dass die Einlagerung von Methadon in die Haare keinen
kapazitétslimitierten Prozess darstellt.

Als Grund fir die geringe Korrelation, diskutierten Potsch et a. [110]
pharmakokinetische Aspekte einer unterschiedlichen individuellen Bindung von
Methadon an Proteine, sowie Methadoreinlagerung durch Schwitzen und weiteren
Beikonsum von Drogen. Insbesondere die Tatsache, dass der missbrauchliche
Konsum weiterer Drogen innerhalb des Probandenkollektivs bis zu 30% betrug,
wurde fur die geringe Korrelation verantwortlich gemacht. Die Studie von Tennant
und Shannon [113], in der dargestellt wurde, dass Cocain die Elimination von
Methadon beschleunigt, unterstiitzt diese These. Bei den Teilnehmern des Bonner
Methadonsubstitutionsprogramms wurde ein deutlich groRerer Cocainbeikonsum
festgestellt (Kapitel 5.2.3). Die in dieser Arbeit eingesetzte Methodenkombination
liefd aber dennoch die Aufstellung von Korrelationen zul.

Im Unterschied zu dieser Arbeit fanden Girod und Staub [108] und Paterson et al.
[109] in ihren Studien aulergewohnlich geringe Korrelationskoeffizienten. Der
Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse konnte bisher nicht abschlief3end geklart
werden. In diesen Studien wurden viele Grinde fur einen Mangel von Dosis-
Konzentrationsbeziehungen postuliert, beispielsweise die Adsorption von anderen
Drogen oder Arznemitteln und der Einfluss der Haarpigmentierung oder das
Geschlecht der Probanden. Geringere Korrelationen fir Frauen wurden auf Bleichen
oder Farbbehandlung der Haare zurlickgefuhrt [109]. Im Rahmen dieser Arbeit
konnten allerdings keine signifikanten Unterschiede in den Methadon oder EDDP-
Konzentrationen zwischen Gruppen unterschiedlicher Haarfarbe, sowie zwischen
Gruppen von farbbehandeltem und unbehandeltem Haar ermittelt werden. Diese
Ergebnisse stimmen mit denen von Potsch et a. Uberein [110], die ebenfalls keine
Unterschiede zwischen Methadon oder EDDP-Konzentrationen durch den Einfluss

von Haarfarbe, Haarbehandlung oder UV -Exposition nachweisen konnten.
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Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Bestimmung von Methadon und
EDDP in Haaren Aufschluss Uber einen vorangegangenen Methadonkonsum gibt. Die
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Konzentration einer Droge im Haar durch
die Plasmahalbwertszeit der Analyten beeinflusst wird. Wegen der breiten Streuung
in der Korrelation zwischen Dosis und Konzentration liefert die Haaranalyse dennoch
nur beschrankt Informatioren Uber Methadonkonsum hinsichtlich einer Patienten

Compliance in Substitutionsprogrammen.
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6.2.6. Ergebnisse von Haaranalysen auf Drogen im Vergleich mit

zugegebenem Konsum und Urintests

Kopf- und Schamhaarproben von Teillnehmern eines Drogenentgiftungsprogramms
wurden mittels GC/MS Methoden auf Drogen untersucht (Kapitel 5.2.6). Von der
Mehrheit der Probanden wurde ein Opiatekonsum zugegeben (89%), gefolgt von
Cannabinoid-  (55%), Cocainr (38%) und Methadonkonsum  (32%).
Amphetaminkonsum war in diesem Studienkollektiv nicht ausgeprégt. Der Vergleich
zwischen zugegebenem Drogenkonsum und dem =zu Beginn der Studie
durchgefuhrten Urinscreening zeigte mit Ausnahme der Opiate nur eine geringe
Ubereinstimmung. Mit Haaranalysen konnte einer groReren Zahl von Probanden ein
Konsum bewiesen werden als mit Urinscreenings. Die gute Ubereinstimmung
zwischen zugegebenem Konsum und den Urinscreenings bei Methadon kann durch
die Tatsache erklart werden, dass diese Patienten an enem offiziellen
Methadonsubstitutionsprogramm  teilgenommen  hatten. Der Vergleich des
zugegebenen Konsums und der Ergebnisse der Haaranalyse fir Methadon zeigt, dass
Methadonkonsum allgemein seltener zugegeben wurde, insbesondere von Probanden,
dieim Vorfeld nicht an Substitutionsprogrammen teilgenommen hatten. Nachdem die
Vorschriften zu den sogenannten , Take-home" Verschreibungen gelockert wurden,
konnte eine Zunahme des auf dem Schwarzmarkt erhaltlichen Methadons beobachtet
werden [26].

Der Vergleich von zugegebenem Konsum und den Ergebnissen der Haaranalysen fir
Cocain l&sst deutlich erkennen, dass der Konsum von Cocain dramatisch untertrieben
wurde. Cocain-Haartests erwiesen sich as hoch sensitive und spezifische Methoden,
um einen vergangenen Cocainkonsum auch bei bereits negativen Urintests zu
identifizieren. Diese Ergebnisse stimmen mit dhnlichen Studien Uberein [27,29,114-
118]. Nach Magura und Kang [116] kann die mangelnde Angabe eines
Cocainkonsums mehreren Faktoren zuschreibbar sein: die Patienten waren
moglicherweise gegenliber den befragenden Arzten misstrauisch oder furchtsam,
Cocainkonsum gilt als gebrandmarkt und ist haufig unregelméfdig, so dass sich die
Patienten selbst nicht als Konsumenten ansehen. Insgesamt wird ein Drogenkonsum,
insbesondere ein Cocainconsum, in unterschiedlichen Konsumentengruppen bei
ausschliefdlicher Betrachtung von Selbstangabe und Urintest leicht Ubersehen
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[114,119-124]. Mittels Haartests wird die Nachweismdglichkeit eines Konsums stark
verbessert, auf diese Weise konnen viele Bestimmungen, beispielsweise die
Untersuchung der Effekte ener pranatalen Cocainaufnahme auf Fotus- und

Kindentwicklung, besser durchgefiihrt werden [125-127)].

Die relativ hohe Anzahl von “paradoxen” Félen mit negativem Haarbefund und
positivem Urinbefund fir Cannabinoide deutet auf eine Problematik bel der
Erfassung von Cannabiskonsumenten mittels Haaranalyse hin. Dieses Phanomen
wurde auch von anderen Gruppen beschrieben [29,128] und kann durch die begrenzte
Sengitivitdt der Methode erklért werden. Der Nachweis eines Cannabiskonsums
mittels Haaranalysen sollte die empfindliche Detektion des THC Metaboliten THC-
Carbonsaure (THC-COOH) im unteren pgmg Bereich zur Absicherung mit
einschlief?en [129,130].

Die Drogenkonzentrationen in den Schamhaarproben wiesen hohere oder gleiche
Konzentrationen im Vergleich zu den proximalen oder mittleren Kopfhaarsegmenten
auf. Diese bekannte Tatsache kann zur Plausibilitdtskontrolle in forensischen
Fragestellungen verwendet werden [131-136]. Aufgrund der Unterschiede im
Wachstumszyklus befindet sich eine gréfliere Anzahl von Schamhaaren in katagener
und telogener Wachstumsphase, daher konnen hohere Drogenkonzentrationen
erwartet werden. Zudem ist zu berlicksichtigen, dass hohe Analytenkonzentrationen
der im Urin ausgeschiedenen Metaboliten das Schamhaar kontaminieren konnen.
Weiterhin - missen  zusdizlich  stettfindende  hydrolytische  Prozesse  in
Schamhaarproben in Betracht gezogen werden. Trotz der Tatsache, dass Schamhaar
wegen der unterschiedlichen Wachstumszyklen kirzer als Kopfhaar ist, reprasentiert
es wahrscheinlich den gleichen Zeitabschnitt wie Kopfhaar [2]. In wenigen Félen
wurden hohere Konzentrationen im distalen Kopfhaarsegment als im Schamhaar
gefunden. In diesen Féllen wurde das Nachweisfenster in der Kopfhaarprobe als
grof3er alsin der Schamhaarprobe betrachtet.

Unter Bertcksichtigung dieser Gegebenheiten kann die Untersuchung von
Schamhaarproben eine Alternative darstellen, wenn Kopfhaarproben nicht zur
Verfigung stehen. Ein langer zuriickliegender Drogenkonsum ist jedoch mittels

Schamhaaranalyse nicht mdglich. Grundsétzlich sollte Korperbehaarung nicht fr
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Eignungstests (z.B. Fahreignungsprifungen) verwendet werden, weil kein direkter
Vergleich mit Kopfhaarergebnissen moglich ist [130].

In den meisten Féllen zeigten die Ergebnisse der Haarsegmentation einen Anstieg der
Drogenkonzentration von den proximalen zu den distalen Segmenten (Abbildung 51).
Unter Bertlicksichtigung des Studienkollektivs kann dieses Phdnomen durch einen
haufigeren Drogenkonsum in der Vergangenheit erklért werden. Dennoch miissen
Diffusion und insbesondere Drogeneinlagerung via Schweil3 und Sebum in die
Betrachtung mit einbezogen werden. Generell beeintréchtigt diese Diffussion in das
Haar nicht die Mdéglichkeit, einen Drogenkonsumenten zu identifizieren. Allerdings
wird die segmentale Regression der im Haar erwarteten Drogenlevel pro Dosiseinheit
erschwert. Drogenkonzentrationen in den distalen Segmenten, die von den

Selbstangaben abweichen, kdnnen so erklart werden.

Daher war es umso erstaunlicher, dass nach Heroinkonsum signifikante Dosis-
Konzentrationsbeziehungen (unter Berlicksichtigung aller Segmente) fur 6-
Monoacetylmorphin (r = 0,80; p < 0,001) und Morphin (r = 0,82; p < 0,001) gefunden
wurden. Wie in Kapitel 5.2.2 bereits gezeigt, stiegen auch hier die
Korrelationskoeffizienten mit Anstieg der Plasmahalbwertszeit. Fir die weiteren
untersuchten Substanzgruppen konnte keine Korrelation zwischen aufgenommener
Dosis und Haarkonzentration der Drogen oder Metaboliten gefunden werden. Eine
Erklarung hierfir sind unkonkrete Patientenangaben sowie der variierende

Reinheitsgrad der Drogen.

Cocainr und Cannabistests sind typische Beispiele, dass die Ergebnisse
unterschiedlicher Bioassays wie Urin- und Haartests nicht vergleichbar sind, da sie
unterschiedliche Zeitfenster reprasentieren. Mittels Haaranalyse ist ein Cocainkonsum
zwel bis sechs Monate nach einer einmaligen intravendsen 25-35 mg Dosis
nachweisbar [137]. Ein positiver Urintest hingegen kann nur zwei bis drei Tage nach
Konsum der Droge erzielt werden. Werden Haar- und Urintests for Cocain
verglichen, konnen unter Betrachtung der Nachweisfenster haarpositive und
urinnegative Ergebnisse ewartet werden. Im Gegensaiz dazu werden die
Cannabinoide sehr langsam via Urin ausgeschieden. Als Konsequenz daraus besitzt
die Urinanalyse ein grof3eres Nachweisfenster fur Cannabinoide als fur Cocain und
Cocainmetaboliten. Weiterhin ist bekannt, dass THC und insbesondere THC-COOH
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eine sehr geringe Inkorporationsrate ins Haar aufweisen. Cocain hat eine 3600 Mal
grof3ere Inkorporationsrate als THC-COOH, der Analyt mit der bisher niedrigsten
untersuchten Inkorporationsrate [138]. Im Gegensatz zu Cocain, weist Haar eine zu

geringe Sensitivitét auf, um ein Detektor fir Cannabinoide darzustellen [29,128].

Zusammenfassung

Zusammenfassend ist festzustellen, dass biologische Matrices (wie Urin und Haar
und fur andere Untersuchungen Speichel, Atem, Blut etc.) sehr niitzlich als objektive
Indikatoren eines Drogenmissbrauchs sind. Dennoch hangt das gewdéhlte
Untersuchungsmaterial von den Umstanden und speziellen analytischen
Fragestellungen ab, da alle Matrices unterschiedliche Begrenzungen zum Nachwels
der Zeitdauer, Haufigkeit und Intensitét eines Drogenkonsums haben. Die
Anwendbarkeit der GC/MS Methoden konnte anhand der Anaysen des grof3en
Probenkollektivs belegt werden.
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6.2.7. Bestimmung von 15 Opioid-Analgetika mittels
Flussigchromatogr aphie/TandemM assenspektrometrie  (LC/MS
MS) und Anwendung auf Haarproben von Patienten in

palliativmedizinischer Behandlung

Haarproben von Patienten in palliativmedizinischer Behandlung wurden mittels der
erarbeiteten LC/MS-MS Methodik auf Opioid-Analgetika analysiert. Die in den
Haarproben detektierten Analytkonzentrationen waren vergleichbar mit den in der
Literatur angegebenen Daten (Kapitel 5.2.7, Tabelle 34). Insbesondere die Morphin-
und Methadonkonzentrationen lagen in &hnlichen GrofRenordnungen wie bei
Opiateabhangigen oder substituierten Patienten: Zwischen O und 1300 pg/mg [35]
und O und 1400 pg/mg [42] fir Morphin (im Vergleich zwischen 25,6 und 1274,4
pg/mg in dieser Arbeit) sowie zwischen 700 und 43000 pg/mg [108] fur Methadon
(im Vergleich zwischen 43,4 und 10730,5 pg/mg in dieser Arbeit). Fentanyl wurde
vermutlich aufgrund hoherer Dosen und langer andauernder Opioidaufnahme bel
Krebspatienten im Gegensatz zu friheren Untersuchungen in  hoheren
Konzentrationen nachgewiesen. Es wurden Konzentrationen von 20 pg/mg [89] und
100 pg/mg [54] angegeben, im Vergleich zu 480,8 pg/mg (Mittelwert) in dieser
Arbeit.
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Tabelle 34: Analysierte Opioidkonzentrationen in Haar proben ausder Literatur.

Autor n Analysierte Konzen Mittelwert Ref.
trationsbereiche [pg/mg] [pg/mg]
Wangetal. | 19 MORO - 1300 189,5 [35]
COD 0- 600 89,5
Hoeld et al. 10 MOR unterhalb BG - 1400 230 [42]
NOMO unterhalb BG -

COD unterhab BG -

Sachset al. 1 FE 100 - [54]
Selavkaet al. 1 FE 20 - [89]
Hadidi et al. 11 TRA 176 - 16300 4410 [91]
Tracqui et al. 6 BU 4- 140 70,3 [92]

Girod & Staub | 26 MET 700 - 43000 8200 [108]

Codein, Piritramid und Oxymorphon konnten in den Haarproben nicht nachgewiesen
werden, diese Opioide wurden jedoch auch in keinem Fall verabreicht. Die Dosen der
kombinierten Opioide, die die Patienten nach Aufnahme in die Klinik erhielten, sowie
die vorhergegangene Therapie sind in Tabelle 35 aufgeftihrt. Leider konnte mangels
Dokumentation bei zehn Patienten (Fallzahl 22-31) die Medikation nicht
nachvollzogen werden In diesen Fallen konnten die drei genannten Analyten
ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Normorphin als Metabolit von Morphin konnte
ebenfalls nicht in den Proben detektiert werden. Ein mdglicher Grund dafUr ist, dass
Morphin hauptséchlich zu Morphin-3-Glucuronid gefolgt von Morphin-6-Glucuronid
metabolisiert wird und nur kleine Mengen zu Normorphin verstoffwechselt werden.

Diese geringen Konzentrationen sind im Haar schwer nachweisbar. Eine weitere
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mogliche Erklarung ist, dass die Einlagerung von Normorphin in Haar fir einen

Nachweis zu gering ist.

Oxycodon wurde in einem Fall verabreicht, konnte aber nicht nachgewiesen werden
(Tabelle 36). In diesem Fall wurde die Haarprobe bereits einen Tag nach der
stationaren Aufnahme des Patienten entnommen, so dass der Anayt noch nicht im
Haar eingelagert werden konnte. In einem weiteren Fall wurde Oxycodon bei cer
Vortherapie verwendet, jedoch konnte der Patient keine konkrete Auskunft Uber
Dosis und Behandlungszeitraum geben.

Tabelle 35: Dosen der kombinierten Opioide (Opioid 1 und 2) und Vortherapie der Patienten in

stationarer palliativmedizinischer Behandlung.

Fall- Opioid 1[mg] Opioid 2[mg] Vortherapie [mg]
zahl [ HM | MOR| FE| TI | Appl [ HM | MOR | FE [ BU| OC | MET | Appl | HM [ MOR| FE| BU| OC| Tl | TRA | Tage
1 12 0 0 0 or 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 60 0 0 iv 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 12 0 0 0 or 0 0 0 0 0 0 0 0 171 0 0 0 ?
4 0 30 0 0 iv 0 0 0 0 0 0 0 0 30 06 O 0 0 0 ?
5 0 120 0 0 or 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 25 0 0 0 or 0 0 0 0 0 0 0 0 241 0 0 0 0 10
7 16 0 0 0 or 0 0 0 0 0 0 0 0 10 241 0 0 0 0 60
8 8 0 0 0 or 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 ?
9 0 0 18] 0 td 0 60 0 0 0 0 iv 0 ? 0 0 0 0 0 120
10 0 0 0 [200( or 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 200 0 365
11 0 0 301 O td 0 45 0 0 0 0 or 0 0 241 0 0 0 0 28
12 0 0 72| 0O td 0 40 0 0 0 0 iv 0 0 36| O 0 0 0 ?
13 32 0 0 0 ? 0 0 0 0 0 0 ? 0 0 ? ? ? ?
14 0 20 0 0 or 0 o177 O 0 td 0 0 24 0O 0 0 ?
15 48 0 0 0 or 0 20 36| O 0 0 oftd| O 20 36| O 0 0 0 ?
16 48 0 0 0 or 0 20 0 0 [ 140 0 or 24 0 0 0 0 0 0 75
17 0 0 241 O Td 0 0 0 0 0 0 0 0 241 0 0 0 0 ?
18 0 0 61| O Td [ 56 100 0 0 0 0 or ? 0 0 0 0 0 0 ?
19 0 0 12| O Td 0 90 0 0 0 0 or 0 0 12| 0 0 0 0 730
20 0 0 12| O Td 0 30 0 0 0 0 iv 0 66 12| 0 0 0 0 25
21 ? 0 0 0 Iv 0 0 0 0 16 or 16 0 06| O 0 0 0 ?

Appl Applikation: or = ora, td = transdermal, iv = intravends

? unbekannt
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Tabelle 36: Haufigkeit der Gabe von Opioid 1 und 2, Vortherapie und Inzidenz des Nachweises

und Nicht-Nachweises der Analyten (n=21).

Opioid | Opioid | Vortherapie nicht nachgewiesen zusatzlich

1 2 (VT) nachgewiesen nachgewiesen,

ohne Angabe
HM 9 1 4 5 5 (+4) 1
MOR 4 8 6 3(+2)/1VT 9(+2) /1 VT 0
FE 7 1 10 2(+1)/1VT 6(+5)/3VT 3
NFE 7 1 10 8(+6) /4 VT 0 0
Tl 1 0 2 VT 1(+1) 2
NTI 1 0 2 VT 1(+1) 2
BNTI 1 0 2 VT 1(+1) 2
BU 0 1 2 0 1(+1)/1VT 0
TRA 0 0 1 0 1VT 9
MET 0 1 0 0 1 7
ocC 0 1 1 1/1VvT 0 0

Die Zahl der doppelten Angaben (Opioid 1 und Vortherapie sowie Opioid 2 und
Vortherapie) ist in den Klammern angegeben.

Die Vortherapie ist getrennt aufgefiihrt, da die Patienten haufig keine schllissigen

Angaben bezuglich der Dosis oder Dauer der Vortherapie machen konnten.

Hydromorphon konnte bei Patienten, die niedrige Dosen erhielten (8-16 mg) nicht
nachgewiesen werden. Dagegen war es mdglich, Dosen zwischen 25 und 56 mg in
den Haarproben, aul3er in einer gebleichten Probe (48 mg), zu detektieren. Ebenfalls
war bel zwei grauen Haarproben Fentanyl nicht zu detektierten. Farben oder andere
Haarbehandlungen, insbesondere Bleichen, koénnen zu einer Abnahme der
Analytkonzentrationen im Haar fihren, so dass diese nicht mehr nachweisbar sind. Es
ist bekannt, dass einige Analyten eine hohe Melaninaffinitat aufweisen. Melaninist in
grauen Haaren nur noch in geringen Mengen enthalten. Weitere Untersuchungen sind
notwendig, um zu Uberprifen, ob Fentanyl durch Bindung an Melanin in Haare
eingelagert wird und ob ene Beziehung 2zwischen Haafarbe und
Fentanylkonzentration besteht. Norfentanyl konnte in diesen Proben nicht

nachgewiesen werden, lediglich die Haarprobe eines Patienten mit unbekannter

145




Opioiddosis war positiv. Im Haar dieses Patienten wurden die héchsten Fentanyl

Konzentrationen aller Proben nachgewiesen.

Tramadol und Methadon wurden nur in Einzelféllen verschrieben (Tabelle 35). Es ist
aufféllig, dass beide Analyten in vielen Fallen zusétzlich, ohne bekannte Medikation,
nachweisbar waren (9 Tramadol, 7 Methadon). Diese Ergebnisse zeigen, dass neben
Hydromorphon, Morphin und Fentanyl, Tramadol und Methadon haufig gegen
Schmerzen eingenommen werden. Es ist anzunehmen dass die Patienten Tramadol
und Methadon vor der stationdren Aufnahme von anderen Arzten erhalten haben,
ohne es dem aktuell behandelnden Arzt anzugeben. Die Annahme liegt daher nahe,
dass die Patienten neben dem behandeinden Arzt noch weitere Quellen fir
Schmerzmittel nutzen. Subjektives Empfinden von Unterdosierung oder beginnende
Abhéngigkeit sind mdgliche Grinde dafir. In viden Fallen wechselt die
Opioidmedikation bei Krebspatienten sehr haufig, so dass die Patienten zudem oft
nicht in der Lage sind, sich an die vergangenen Medikationen in dlen Details zu

erinnern.

Die bel den Patienten (n=21) hauptsachlich eingesetzte Medikation bestand aus
Hydromorphon allein (n=6), Hydromorphon in Kombination mit Morphin (n=2),
Morphin alein (n=3) und Morphin in Kombination mit Fentanyl (n=6). Signifikante
Unterschiede in den Haarkonzentrationen im Vergleich Einzelgabe versus
Kombination waren nicht feststellbar. Angesichts der geringen Fallzahl ist die
Aussagekraft der statistischen Tests allerdings begrenzt.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass Haaranalyse in der Schmerztherapie mit
Opioid-Analgetika zur Uberprifung der Therapie-Compliance herangezogen werden
kann. Daher besteht ein grof3er Bedarf an Screeningmethoden fir Opioid-Analgetika.
Neben dem Nachweis nicht verschriebener Medikamente kdnnen damit aktuelle
Therapien kontrolliert und Nebenwirkungen abgeschétzt werden [139]. Die
Wichtigkeit einer Therapie-Compliance wurde auch von Berndt et d. [77]
unterstrichen und insbesondere die Haaranalyse wegen der damit mdglichen
Langzeitinformationen zum therapeutischen Monitoring als geeignet herausgestellt
[79,140-142]. Es ist jedoch schwierig den Nachweis zu fihren, ob ein Patient seine
Medikation genau wie verschrieben einnimmt, da Voraussetzung dafUr ist, dass eine

Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen aufgenommenem Medikament und der
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gemessenen Haarkonzentration aufgestellt werden kann [143]. Die in diesem Kapitel
vorgestellten Patientenangaben waren in den meisten Féllen sehr vage. Daher konnten
keine  Doss-Konzentrationsbeziehungen  untersucht  werden. Aufgrund
widersprichlicher Ergebnisse in den Beziehungen, individuellen Unterschieden im
Haarwachstum und unterschiedlichen Haarkonzentrationen aufgrund von
Haarbehandlungen, ist die Haaranalyse fur therapeutisches Compliance-Monitoring

als nicht praktikabel anzusehen und sollte nur als , Alles-oder-Nichts*-Compliance-
Test verwendet werden [144-146].

Zusammenfassung

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die entwickelte Methode zum simultanen
Nachweis von 15 Opioiden in Haaren zu zufriedenstellenden Validierungsdaten fihrt.
Die Anwendbarkeit der Methode wurde durch die Analyse von 31 Haarproben von
Patienten in palliativmedizinischer Behandlung unter Beweis gestellt. Es zeigte sich,
dass der Konsum von Tramadol und Methadon haufig nicht angegeben wurde,
Haaranalysen konnen daher auch zum qualitativen Monitoring von Patienten, die

Opioid-Analgetika zur Schmer zbehandlung einnehmen, verwendet werden.
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7. Ausblick

In der gegenstandlichen Arbeit wurden Screeningmethoden zur Bestimmung von
Cocain, Cocainmetaboliten, Opiaten und Opioiden entwickelt und validiert. Immer
grolRere Probenzahlen in der forensisch-toxikologischen Routinetdtigkeit und die
Vidfat der Analyten und Analytgruppen werden auch in der Zukunft neue und
verbesserte Screeningverfahren erforderlich machen Die entwickelten und anhand
klinischer Studien auf Anwendbarkeit getesteten immunchemischen, aber auch die
GC/MS- und LC/MS MS-Methoden, kénnen zur Analyse authentischer Félle im
Routinebetrieb eingesetzt werden. Die Analyseverfahren wurden nach aktuellen
Standards validiert, so dass mit ihnen in Zukunft rechtsverwertbare Befunde erlangt

werden konnen.

Nicht abschlief3end geklarte Fragestellungen waren zum einen die nur eingeschrankte
Verwendbarkeit von Acetylcodein as Stral3enheroinmarker, zum anderen der wenig
sensitive, kritisch zu betrachtende Nachweis von THC in Haarproben Weitere
maogliche Strallenheroinmarker sollten daher zuklnftig im Haar evaluiert, sowie
Nachweismethoden fir den THC-Metaboliten THC-COOH, der eine Korperpassage
von THC sicher beweist, entwickelt werden. Der Nachweis von THC-COOH in
Haaren kann mittels der im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz gekommenen
sengtiven LC/MS-MS Methodik moglich gemacht werden. Welterhin  sollte
untersucht werden, ob es in Zukunft moglich ist, mittels der empfindlichen LC/MS-
MS Technik bereits einmalige Gaben von Drogen oder M edikamenten nachweisen zu
konnen. Die in dieser Arbeit vorgestellte HS-SPME GC/MS-Methodik zeichnete sich
durch Zeitersparnis aufgrund der Automatisierung des Verfahrens aus. Aus diesem
Grund it HS-SPME GC/MS eine wertvolle Alternative zu herkémmlichen
Analysemethoden, die auch zukUnftig fir weitere Analytgruppen Anwendung finden

wird.

Es wurde gezeigt, dass Dosis-Konzentrationsbeziehungen mittels Haaranalytik
aufstellbar sind. Diese erlauben hinsichtlich einer PatientenrCompliance wegen
individueller Unterschiede im Haarwachstum und in der Einlagerung von Drogen ins
Haar sowie Haarbehandlungen bisher nur qualitative Ja/Nein-Aussagen die dennoch

bel einem Patienten-Monitoring von grofem Nutzen sind. Auf weitere Analyten
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ausgeweitete Untersuchungen Uber mdgliche Dosis-Konzentrationsbeziehungen mit
grof3en Probandenkollektiven sind notwendig, die in Zukunft auch quantitative

Aussagen moglich machen koénnten.

Die vorliegende Arbeit stellte anhand der durchgefiihrten klinischen Studien dar, dass
die Haaranalytik wertvolle Informationen hinsichtlich eines zugegebenen
Drogenkonsums liefert. Mittels Haaranalyse konnen, um nur eines der weiteren
Gebiete der Haaranalytik zu nennen, Befunde einer Drogenfreiheit erbracht werden,
die gegenwartig in zunehmendem Male im Rahmen eines ,Workplace Drug
Testings* (Einstellungsuntersuchung etc.) Bedeutung erlangen.

Abschlief3end 18sg sich feststellen, dass Haaruntersuchungen mit Hilfe sensitiver und
valider Methoden in der forensisch-toxikologischen Analytik auch in Zukunft ein
grof3es Entwicklungspotential zur Untersuchung einer Vielzahl von Substanzen sowie

fir ein Patienten-Monitoring und flr Suchttherapien bieten
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