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1 Einleitung und Problemstellung

1.1 Einleitung

Seit vielen Jahrhunderten nutzen Menschen psychotrope Substanzen zur Berauschung.
Griinde flir den Gebrauch von Rauschmitteln sind vielseitig. Von grofer Bedeutung ist
die Sehnsucht der Menschen nach Euphorie und die wenigstens voriibergehende Flucht
vor Sorgen und Problemen des Alltags. Insbesondere bei jungen Menschen spielt beim

Drogenkonsum auch der Wunsch, erwachsen zu wirken sowie die grofBere Akzeptanz in
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Abbildung 1

Anzahl der LSD-Konsumenten (durchgezogene Linie) im Zeitraum von 1992-1997 (gestrichelte Gerade
entspricht der dazugehorigen Trendlinie)
(Quelle: Landeskriminalamt Wiesbaden)

Gruppen Gleichaltriger und letztendlich schlicht die Neugier auf das Unbekannte eine
Rolle (Wanke, 1989). Die Drogen werden unterschieden in legale und illegale Drogen.
Zu den legalen Drogen gehoren Alkohol, Nikotin, Koffein und Medikamente. Bei den
Medikamenten sind die Grenzen zwischen Legalitit und Illegalitét teilweise flieBend, da
z.B. Betdubungsmittel sowohl zurecht verordnet werden konnen als auch der
unrechtméfBige Mi3brauch dieser Substanzen moglich ist. Zu den illegalen Drogen zéhlt
man Ecstasy, Kokain, Crack, Cannabis (eine Ausnahme stellt das Dronabinol dar, eine

stereoisomere Form des Delta-9-tetrahydrocannabinols, welches in den USA gegen

1



Erbrechen unter Zytostatikatherapie und bei AIDS-Patienten mit starkem
Gewichtsverlust eingesetzt wird und mit diesen Indikationen auch in Deutschland
neuerdings verordnungsfihig ist (Schiitz, 1999)), Designerdrogen, Opium, Heroin, LSD
und andere. Der Abusus beginnt in der Regel mit Zigaretten und Alkohol, dann folgen
Haschisch und Marihuana, schlieBlich Kokain , Halluzinogene und Opiate (Young et
al., 1999). Drogen wie Marihuana, Haschisch, Heroin und LSD haben primér
halluzinogene und betdubende Wirkungen, wéhrend andere Substanzen wie
Amphetamine, Kokain und Ecstasy als “Muntermacher” gelten. Bei den in dieser Arbeit
behandelten Substanzen ist der Ethylalkohol ein Beispiel fiir eine legale Rauschdroge,
LSD ein Beispiel fiir eine illegale Droge. Der Gebrauch von legalen oder illegalen
Drogen gehdrt nach wie vor zu einem der grofiten sozialmedizinischen Probleme
(Meier, 1985). In unserer Gesellschaft ist Alkohol sehr weit verbreitet. Er ist eine sozial
akzeptierte Genufldroge und wird von vielen Menschen regelmifig konsumiert. Das
Abhingigkeitspotential ist betrdchtlich, doch wird aus bislang ungeklirten Griinden nur
ein Teil der Menschen, die regelmdfig Alkohol zu sich nehmen, auch tatsdchlich
abhédngig. Offensichtlich spielen verschiedene soziale, psychologische, aber auch
korperliche Faktoren bei der Entwicklung einer Alkoholsucht zusammen. Wahrend der
Alkoholkonsum sich momentan auf einem gleichbleibenden Level eingependelt hat, ist
beziiglich des LSD-Konsums in den letzten Jahren laut dem Jahrbuch Sucht 1998 ein
erneuter Anstieg zu verzeichnen. Auch in Miinchen und GrofBbritannien durch
Befragung von Personen erhobene Daten bestitigen dieses Ergebnis (Webb, Ashton und
Kamali, 1996; Schuster et al., 1998). Desweiteren stiitzen Angaben {iber die Pravalenz
des LSD-Gebrauchs von 4% in Briissel sowie Daten des Landeskriminalamtes
Wiesbaden (vergleiche Abbildung 1) diese Aussage (Verstracte und Van de Velde,
1999).

Von Bedeutung ist auch die Tatsache, da3 der LSD-Konsum, aber auch der regelmaBige
Alkoholkonsum am hédufigsten im Alter von 18-21 Jahren erfolgt. In diesem Alter
erhalten die meisten jungen Menschen die Erlaubnis, ein Kraftfahrzeug zu fiihren. Hier
kommen demnach gleich zwei Gefahrenmomente zusammen, einerseits mangelnde
Fahrpraxis, andererseits die zusétzliche Gefdhrdung beim Fiihren eines Kraftfahrzeugs

unter dem Einflu3 von Rauschdrogen.
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Abbildung 2

Altersverteilung der LSD-Konsumenten im Zeitraum von 1995-1997
(Quelle: Landeskriminalamt Wiesbaden)

Héufig werden auch mehrere Rauschmittel kombiniert eingesetzt, dieses kann unter
anderem bei Suchtkranken mit der Absicht einer Wirkungsverstirkung erfolgen.
Besonders problematisch sind Drogen, die starke euphorische Rdusche verursachen und
zu einer raschen Gewdhnung flihren, da sie ein hohes psychisches und physisches
Abhingigkeitspotential besitzen und leicht zur Sucht fithren koénnen. Ein weiteres
Problem des Drogenabusus stellt die Intoxikation durch beabsichtigte oder
unbeabsichtigte Beibringung einer Uberdosis des Rauschmittels dar. Eine Besonderheit,
die unter anderem durch iiberhdhte Dosierungen im Rahmen von LSD-Konsum
auftreten kann ist die Moglichkeit des Vorkommens besonders bedrohlicher
Halluzinationen, dem sogenannten Horror-Trip oder von realititsverkennenden
Halluzinationen (z.B. der irrtlimlichen Annahme, fliegen zu kénnen). In der Literatur
sind einige Félle beschrieben, bei denen die intoxikierten Personen unter dem Einfluf3
der Droge Gewaltverbrechen veriibten, schwere Unfille erlitten oder sich suizidierten
(Williams, 1969; Ungerleider, 1970; Reich und Hepps, 1972; Klamt, 1973; Klepfisz und
Racy, 1973; Trott, 1992). Da es sich bei LSD um eine farblose, geruchlose und



geschmacklose Substanz handelt, ist hier auch an die Moglichkeit der unbemerkten
Beibringung durch Dritte zu denken (Schneider, 1983).

Starker Alkohol- oder Drogenrausch vertragen sich nicht mit der komplizierten
Handhabung technischer Errungenschaften, z.B. von Autos, Maschinen etc. Aus diesem
Grund ist beispielsweise das Fiihren eines Kraftfahrzeuges unter dem Einflu von
Alkohol und anderer Rauschdrogen strafbar. Die eingenommenen Rauschmittel miissen
mit geeigneten Nachweismethoden bestimmt werden. Im Falle von unter dem Einflul3
von Rauschmitteln veriibten Delikten miissen diese so prézise sein, dal3 sie forensischen
Beweisanspriichen geniligen. AuBerdem miissen sie eine groe Empfindlichkeit
aufweisen und mit moglichst geringem zeitlichen und technischen Aufwand
durchfiihrbar sein, um die Untersuchung grofler Anzahlen von Proben zu ermdglichen.
Bei Intoxikationen ist hdufig aufgrund der moglicherweise lebensbedrohlichen Situation
und der Notwendigkeit der Verabreichung eines geeigneten Antidots eine schnelle
Identifikation der Substanz vonndten, was unter Umstdnden grofle Schwierigkeiten
bereiten kann. Screeninganalysen dienen hierbei als Suchkonzepte. Drogen- und
Alkoholscreening gehoren also nicht nur in die forensische Toxikologie sondern
eigentlich in jedes Notfallabor. Die Suche nach Optimierungsmoglichkeiten der
Nachweismethoden fiir Alkohol und andere Drogen ist stindig im FluB, so daf
regelméfBig neue Testverfahren auf dem Markt erscheinen, die auf ihre Qualitdt

iiberpriift werden miissen.

1.2 Problemstellung
In der vorliegenden Arbeit wurden der CEDIA® DAU LSD und der Ethyl Alcohol

Assay von Boehringer Mannheim hinsichtlich ihrer Brauchbarkeit in der forensischen
Toxikologie tberpriift und mit anderen Verfahren sowie Daten aus der Literatur
verglichen. Hierbei wurden die Untersuchungen zur Intrapridzision und Interprizision
sowie zur Spezifitit der Methoden durchgefiihrt. AuBlerdem wurden die Dauer der
Kalibrationsstabilitdt der Reagenzien fiir die Tests festgestellt. Schlielich wurden noch
die Einfliisse unterschiedlicher Lagerungsbedingungen auf die Stabilitdt von LSD in
LSD-haltigen Urinproben untersucht.

Bei den verschiedenen Analysenmethoden kénnen unterschiedliche Probleme auftreten.



In dieser Arbeit von Bedeutung waren:

* Die Erfassung des Analyten in komplexer biologischer Matrix

* Der Analyse vorangehender erheblicher Metabolismus des Analyten

* Das Vorhandensein duf8erst geringer Mengen des Analyten
In der vorliegenden Arbeit wurden Daten aus der Literatur durch eigene Daten ergénzt,
miteinander verglichen und im Zusammenhang kritisch bewertet. So konnten Aussagen
iiber die Anwendbarkeit, Praktikabilitdt und VerldBlichkeit sowie die Empfindlichkeit

der verschiedenen Verfahren getroffen werden.



2 Gemeinsamer Material- und Methodenteil

2.1 Material

2.1.1 Probenmaterial und- lagerung

Als Probenmaterial dienten Humanurin und Humanserum. Der Urin wurde, wenn nicht
anders angegeben, unter Lichtabschluf3 und bei 4° C (im Kiihlschrank) aufbewahrt.
Die Lagerung des Humanserums zur Bestimmung von Ethanol erfolgte in mit

Gummistopfen verschlossenen Gléschen ebenfalls im Kiihlschrank.

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Die im experimentellen Teil verwendeten Chemikalien wiesen, wenn nicht anders
angegeben, pro-analysi Qualitét auf. Sie wurden von den Firmen Merck, Sigma-Aldrich
und Riedel de Haen bezogen. Die verwendeten Reinsubstanzen zur Bestimmung der
Kreuzreaktivititen verschiedener Medikamente mit dem CEDIA® DAU LSD-Test von
Boehringer Mannheim wurden der Referenzsammlung des Instituts entnommen. LSD
und Nor-LSD wurde von Promochem bezogen. Die Testkits zur LSD- und
Ethanolbestimmung auf dem BM Hitachi 902 sowie Zubehor stellte uns Boehringer
Mannheim freundlicherweise zu wissenschaftlichen Zwecken zur Verfiigung. Die
Testkits fiir den EMIT® ETS® Plus Ethyl Alcohol Assay wurden von Syva Co./Behring

bezogen.



2.1.3 Gerate

2.1.3.1 GC/MS

1. GC-System: HP 5890 II mit kontinuierlich heizbarem Ofen von Hewlett Packard,

gekoppelt mit
MS-System: HP 5971A oder Hewlett Packard, Quadrupol-Gerit, Aufnahme-Bereich:
10-650 amu

2. GC-System: Perkin Elmer mit kontinuierlich heizbarem Ofen, gekoppelt mit

Headspace-Injector HS 101 von Perkin Elmer, dem Integrator PE Nelson von Perkin
Elmer sowie einem FID-Detektor

Software: HP-ChemStation, Version C.03.02; Massenspektrenbibliothek MS Drug
Library, Rev. A.00.00 (Pfleger/Maurer/Weber)

GC-Sédule: HP-Ultra 1-Kapillarsdule (Dimethylsilicon, 12 m x 0,2 mm 1.D., 0,33 um
Filmdicke) von Hewlett Packard, 10 % Carbowax 1500 (60—80 mesh Carbopack, 2 m x
1/8 inch)

GC-Spritze: 10 pl von Hewlett Packard oder Analyt

2.1.3.2 BM Hitachi 902

Geritekomponenten: Mehrfachanalysensystem mit integrierter Eingabeeinheit und

Thermodrucker

Photometer: Konkav-Spektralgitterphotometer

Lichtquelle: Halogenlampe

Einheit: ng/ml (semiquantitativ), AE/ min

Wellenléngenbereich: 340-800 nm +/- 2 nm (nicht kontinuierlich)
Mefbereich: 0,0000-2500 Extinktionseinheiten

MeBtemperatur: 37°C +/- 1°C

Probenvolumen: 70 ul/ Test
Empfindlichkeit: 0,00005 Extinktionseinheiten

2.1.3.3 Cobas Mira

Geritekomponenten: Mehrfachanalysensystem mit integrierter Eingabeeinheit und

Thermodrucker
Einheit: ng/ml (semiquantitativ), AE/ min

Wellenlénge: 340 nm



MeBtemperatur: 37°C

Probenvolumen: 50-100 pl/ Test

2.2 Methoden

2.2.1 Probenvorbereitung

Triibe Seren und Urine wurden vor der Analyse abzentrifugiert, ansonsten erfolgte eine
weitergehende Probenvorbereitung (Extraktion) lediglich fiir die GC/MS-Analysen
bzw. in Form einer instrumentellen Probenvorbereitung bei der Headspace-GC (zehn-
miniitige Gleichgewichtseinstellung bei Thermostatisierung der Probe in einem

Wasserbad von 80°C).

2.2.1.1 Extraktionsverfahren

Fiir die GC/MS-Analysen wurden die Urinproben wie folgt vorbereitet:

2 ml Urin werden mit NaOH auf einen pH von 9 gebracht und dann zwei mal mit Di-
chlormethan/Isopropanol 9:1 extrahiert. Das Extrakt wird bei 50°C unter Stickstoff
abgedampft, dann mit 50 pl Essigsdureanhydrid und 20 pl Pyridin fiir 30 Minuten bei
100°C inkubiert. Nach erneutem Abdampfen unter Stickstoff wird das Extrakt in 50 pl

Essigsdureethylester rekonstituiert und aufgespritzt.

2.2.2 Gaschromatographie

Die Gaschromatographie kann zur Trennung von Substanzgemischen, die verdampfbar
sind, verwendet werden. Manche Substanzen eignen sich erst nach einer Derivatisierung
zur Chromatographie. Die vielfiltigen Anwendungsmoglichkeiten und die hohe
Empfindlichkeit haben die Gaschromatographie zu dem heutzutage am haufigsten
eingesetzten Nachweisverfahren in der forensischen Toxikologie gemacht. Grundlage
des gaschromatographischen Trennungsvorgangs ist die FEinstellung eines
Gleichgewichts der zu trennenden Komponenten zwischen der stationdren
Fliissigkeitsphase und der mobilen Gasphase. Dazu wird das Substanzgemisch zu einem
bestimmten Zeitpunkt in die mobile Phase gegeben. Wihrend das Substanzgemisch die
Trennsdule durchlduft, treten intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den
Komponenten des Gemischs und der stationdren Phase auf, wobei diese
Wechselwirkungen fiir die einzelnen Komponenten unterschiedlich sind. Auf diese
Weise resultieren unterschiedliche Retentionszeiten fiir unterschiedliche Substanzen, die

umso lénger sind, je groBer ihre Affinitdt zur stationdren Phase und umso kiirzer, je
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geringer die Affinitdt zur stationdren Phase ist. Substanzen mit geringer Affinitét
eluieren schnell mit scharfen Peaks, wahrend Stoffe mit hoher Affinitdt erst spit mit
breiten Peaks eluieren. Diese GesetzméBigkeiten bieten Schwierigkeiten, wenn im
Substanzgemisch sowohl schnell als auch langsam eluierende Stoffe enthalten sind. Die
Konsequenz wire, dal zunéchst einige scharfe Peaks zu Beginn des Chromatogramms
eluieren wiirden, dann kdmen einige Zeit liberhaupt keine Peaks, und zum Schluf3
wiirden dann wieder einige breite Peaks auftauchen. Das wére ungiinstig, besonders in
Bezug auf die MeBzeit und die Empfindlichkeit der Detektion. In der
Gaschromatographie konnen daher druck- temperatur- oder fluBprogrammierte
Verfahren verwendet werden, um ein solches Chromatogramm zusammenzuschieben.
Am héaufigsten wird eine stetige Erhohung der Arbeitstemperatur eingesetzt
(Hiibschmann, 1996; Schomburg, 1987). Die Aussagekraft gaschromatographischer
Daten bei der Auswertung hdngt wesentlich von dem verwendeten Detektor ab.
Unspezifische Detektoren zeigen Substanzen zwar sehr empfindlich an, weisen aber
Nachteile beim spezifischen Nachweis einer bestimmten Substanz auf. Massenselektive
Detektoren konnen dagegen Substanzen auch in geringen Konzentrationen meist
eindeutig identifizieren, dazu muf} sich der Untersucher jedoch bereits vorher fiir eine
bestimmte Substanzgruppe entscheiden. Eine hohe Spezifitit kann hierbei nur erreicht
werden, wenn in Kauf genommen wird, daB3 andere, ebenfalls im Untersuchungsgut
enthaltene Substanzen nicht detektiert werden (zum Beispiel beim Selected Ion
Monitoring; vergleiche Kapitel 2.2.4). Zur sicheren Identifikation muf3 allerdings
aulerdem die Retentionszeit der jeweiligen Substanz beriicksichtigt werden. Eine
Vergleichbarkeit der Retentionszeiten verschiedener Laboratorien kann in einem
gewissen Rahmen mit der Bestimmung der Retentionsindices nach Kovats erreicht

werden.



2.2.2.1 Aufbau eines Gaschromatographen

Ein  Gaschromatograph  besteht aus einer {iiber ein Ventil geregelten
Tragergasversorgung, einem Injektor mit Verdampfungssystem zur Probenaufgabe,
einer durch einen Ofen kontinuierlich heizbaren Trennsdule, einem Detektor und einer

Signalverarbeitungseinrichtung.

I Tragergas

Informations-
verarbeitung

Abbildung 3

Schematischer Aufbau eines Gaschromatographen (D = Detektor)

2.2.2.2 Saulenmaterial

Die Trennséule ist das Kernstliick des Gaschromatographen. Die duflere Hiille besteht
aus einem Glas oder Metallrohr. Dieses Rohr ist im Inneren mit der jeweiligen
stationdren Phase beschichtet. Grundsitzlich sind Sdulen verschiedenen Materials,
verschiedener Grofle und Form einsetzbar. Heutzutage hdufig verwendete Saulen sind
Fused Silica Sdulen. Hierbei handelt es sich um lange, gewundene Kapillarsdulen aus
amorph geschmolzenem Siliciumdioxid, die aufgrund ihres geringen Durchmessers
wenig Platz bendtigen und eine wesentlich bessere Trennleistung als herkdmmliche

Sdulen erbringen (Hiibschmann, 1996).
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2.2.2.3 Detektoren

In der Gaschromatographie werden hauptsichlich massenselektive Detektoren (Vgl.
Kap. 2.2.4) , Elektroneneinfangs- , Thermoionisations- und Flammenionisations-
detektoren eingesetzt.

Bei dem in dieser Arbeit zur Bestimmung von Ethanol in Serum verwendeten
Flammenionisationsdetektor werden die Substanzen in einer Wasserstofflamme
verbrannt und dabei teilweise ionisiert. Solange lediglich Wasserstoff verbrannt wird,
finden nur Radikalbildungen statt, die ohne Ionenbildung einhergehen.
Kohlenstoffhaltige Verbindungen werden pyrolysiert und die entstehenden Radikale mit
Sauerstoff und OH-Radikalen oxidiert.

Pyrolyse-Produkte: CH5°, CH,°, CH®, C°

Angeregte Radikale:O,*, OH*

Ionisierung:

CH,°+0OH* -~ CH,0" +e~
CH®°+OH* -, CH,0" +e~
CH°+0,* — CHO; +e
C°+OH* - CHO" +e”

Positive Ionen werden an der negativen Diise neutralisiert und der korrespondierende
Elektronenstrom wird registriert. Angezeigt werden nur Stoffe mit mindestens einer
C-H oder C-C-Bindung. Die Vorteile eines Flammenionisationsdetektors sind seine
hohe Dynamik und Empfindlichkeit, er findet einen breiten Einsatz bei organischen
Verbindungen, ist aber bei der Detektion von Spuren in komplexer Matrix sowie bei
hochchlorierten oder —bromierten Wasserstoffen nicht so gut geeignet (Hiibschmann,

1996).

2.2.3 Headspace-Methode

Die Headspace-Methode eignet sich zur Analyse von fliichtigen Stoffen aus
Fliissigkeiten oder Feststoffen. Ihr Vorteil liegt in einer besseren Empfindlichkeit der
MeBmethode und in der, durch den Wegtfall der organischen Matrix bedingten
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Schonung der Séule. Sie hat sich daher insbesondere bei der gaschromatischen
Ethanolbestimmung etabliert.

Bei dieser Methode wird die unbehandelte Probe in ein mit einem Gummiseptum
verschlossenes Glasfldschchen gegeben und bis zur Gleichgewichtseinstellung in einem
Wasserbad thermostatisiert. Hierbei ist die Konzentration des Stoffes in der Gasphase
cg abhidngig von der Konzentration des Stoffes in der Probe cs und dem

Verteilungskoeffizienten k.

Ist die Gleichgewichtseinstellung abgeschlossen, wird ein definierter Anteil der
Headspace auf die Sédule gegeben.
Im Chromatogramm ist die Peakfliche A proportional zur Konzentration des Stoffes in

der Gasphase cg, es gilt also:

1

A Llcg :E

L€,

Da vom Gleichgewicht der Massen ausgegangen werden kann, ist es moglich, auf die

Konzentration der Substanz in der urspriinglichen Probe riickzuschlielen.

Werden die Mengen M durch das jeweilige Produkt aus Konzentration ¢ und Volumen

V ersetzt, ergibt sich:

Durch die Verwendung der ersten Gleichung kann die Unbekannte cg durch k [cg

cO:cGﬂ/— +—=

S
VO

<

w
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ersetzt werden.

Fiir die Ausgangskonzentration ergibt sich mit Vy=Vy :

— G
S

Da die Peakfliche A proportional zur Konzentration des Stoffes in der Gasphase cg ist,

gilt:
c, DAk + B)

Dabei beschreibt [3 den Fiillgrad des Behéltnisses V/Vs und wird als Phasenverhiltnis
bezeichnet. Aus diesen Ausfiihrungen 148t sich leicht ableiten, daBl die ermittelte
Peakfliche vom  Verteilungskoeffizienten, dem Phasenverhidltnis und dem
Probenvolumen abhéngig ist. Je groler allerdings der Verteilungskoeffizient ist, d.h., je
weniger fliichtig der Stoff ist, desto weniger Einflu hat das Probenvolumen auf die

ermittelte Peakflache (Hiibschmann, 1996).

2.2.4 Massenspektrometrie

Bei der Massenspektrometrie wird ein Substanzgemisch zundchst chromatographisch
aufgetrennt und nachfolgend massenselektiv detektiert. Der massenselektive Detektor
besteht aus einer Ionenquelle, einem Analysator und einem Auffianger. Die lonenquelle
entspricht einem im Hochvakuum befindlichen Bereich; an ihr werden die aus der
Trennsdule des Gaschromatographen kommenden Molekiile ionisiert. Der Analysator
trennt die eintreffenden Ionen nach ihrem Verhiltnis Masse zu Ladung (m/z) auf und
der Auffanger registriert schlieBlich die Ionen. Die Detektion erfolgt heutzutage mit
Elektronenmultipliern. Die erhaltenen Daten werden auf einen Computer iibertragen
und mit geeigneter Software ausgewertet. Die Summe aller auf den Mutiplier
gelangenden Ionen konnen als Totalionenstrom (TIC) aufgezeichnet werden, aus dem
auch das Gaschromatogramm rekonstruiert werden kann. Bei der Massenspektrometrie
konnen unterschiedliche MeBtechniken angewendet werden. Eine Mdglichkeit ist die
Detektion der vollstdndigen Spektren (Full Scan). Dabei wird in einem vorgegebenen

Massenbereich fiir jede Masse die lonenintensitdt aufgezeichnet und gegen das m/z-
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Verhiltnis der Ionen aufgetragen. Hierbei ergibt sich das jeweilige Chromatogramm.
Die Identifikation der enthaltenen Substanzen erfolgt durch einen Vergleich der
gefundenen Massenspektren mit einer Referenzbibliothek unter Beriicksichtigung der
Retentionszeit und dem Retentionsindex der gesuchten Substanz. Will man lediglich auf
eine bestimmte Substanz untersuchen, deren Massenspektrum bereits bekannt ist, bietet
sich die Detektion mit dem Selected Ion Monitoring (SIM) an. Der Ionenstrom wird bei
diesem Detektionsmodus nur nach bestimmten charakteristischen Massen durchsucht.
Dadurch, dafl die gesamte MeBzeit nun zum Aufzeichnen weniger Massen zur
Verfligung steht, wird die Nachweisempfindlichkeit deutlich erh6ht. Der Unterschied
massenselektiver Detektoren zu unspezifischeren Detektoren ist, dal die Substanzen
meist eindeutig identifiziert werden konnen. Bei der Tandem-Massenspektrometrie
werden in der Regel mit weichen Ionisationstechniken GC-Peaks ionisiert. Aus dem
entstandenen Gemisch wird ein Vorldufer-lon durch eine erste massenselektive
Auftrennung selektiert und dieses in einem weiteren Arbeitsschritt zu Tochter-lonen
fragmentiert. Nach einer erneuten massenspektroskopischen Auftrennung wird das
Tochter-Ionen-Spektrum schlieBlich detektiert. Die Tandem-Massenspektrometrie wird
eingesetzt, wenn aufgrund einer komplexen Probenmatrix das chemische Rauschen die
Erfassung einer Substanz unmdglich macht und gleichzeitig eine Quantifizierung mit

hochster Empfindlichkeit notwendig ist (Hiibschmann, 1996).

2.2.4.1 lonisationstechniken

Die in dieser Arbeit zur Anwendung gekommene Ilonisationstechnik ist die weit
verbreitete Technik der ElektronenstoBionisation (electron impact). Die Molekiile
werden hierbei mit von einem glilhenden Heizdraht ausgesandten Elektronenstrahl
(Ionisierungsenergie: 70 eV) beschossen. Es entstehen positive Molekiil-lonen und freie
Elektronen. Durch die verdnderte Ladung kommt es zu Konformationsdanderungen, die
Umlagerungen und Fragmentierungen des Molekiils bewirken. Diese Prozesse liefern
fiir bestimmte Substanzen charakteristische Fragmente. Weitere lonisationstechniken
sind Chemische Ionisation, Feldionisation, Funkenionisation, Thermische Ionisation,
Laser Mikroprobe Resonanz Ionisation, lonisation durch induktiv gekoppeltes Plasma,
Thermospray  lonisation, Particle =~ Beam  Ionisation, Oberfldchenionisation,
Feldresorption, Fast Atom Bombardment, Plasma Desorption und Laser Desorption

(Hiibschmann, 1996).
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2.2.4.2 Trenntechniken

Die Auftrennung beginnt mit der Beschleunigung der gebildeten Ionen auf eine
Ausgangsgeschwindigkeit durch das Anlegen einer Spannung und Biindelung zu einem
Ionenstrahl mit Hilfe elektrostatischer Felder. Der Trennvorgang der bewegten,
geladenen Teilchen kann auf verschiedene Weise erfolgen. In dieser Arbeit wurde die
Quadrupol-Massenspektrometrie angewendet. Bei diesem Verfahren wird der
Ionenstrahl durch vier abgerundete, konzentrisch angeordnete Stabelektroden geleitet.
Durch das innerhalb der Elektroden herrschende Hochfrequenzfeld werden die
Molekiilfragmente zum Schwingen gebracht. Nur lonenfragmente einer bestimmten
Masse konnen bei der jeweiligen angelegten Gleich- und Wechselspannung die
Elektroden passieren und in den Auffinger gelangen, die iibrigen lonenfragmente
werden aus dem System eliminiert. Durch Anderung der Werte fiir Gleich- und
Wechselspannung kdnnen die Fragmente also nach ihren Massen aufgetrennt werden.

Weitere  Gerdte-Typen  mit  unterschiedlichen = Trenntechniken sind  das
Flugzeitmassenspektrometer,  das Sektorfeldgerdt, = das  Fourier-Transform-

Massenspektrometer und der Ion-Trap-Detektor (Hiibschmann, 1996).

2.2.5 ADH-Methode

Die ADH-Methode beruht auf einer enzymatischen Reaktion:
Ethanol + NAD" (I,  Acetaldehyd + NADH +H *

Das gebildete NADH+H" fiihrt zu einer Extinktionséinderung bei 340 nm, welche der in

der Probe enthaltenen Ethanolkonzentration proportional ist.

2.2.6 CEDIA® DAU LSD

CEDIA bedeutet Cloned Enzyme Donor Immunoassay. Der Test beruht auf der
Anwendung der rekombinanten DNA-Technik, mittels der [3-Galaktosidase in zwei
inaktive Enzymfragmente gespalten wird. An eines der beiden Fragmente ist LSD
konjugiert. Dieses konkurriert mit dem moglicherweise in der Probe enthaltenem LSD
um Bindungsstellen an Antikdrpern. Ist LSD in der Probe enthalten, so bindet es die
Antikorper, worauthin die beiden Enzymfragmente spontan zum aktiven Enzym

rekombinieren. Das aktive Enzym spaltet ein Substrat und bewirkt hierdurch eine
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Farbanderung, was im Test durch eine spektralphotometrische Messung erfaf3t wird.
Dabei ist die Menge des gespaltenen Substrats der LSD-Menge in der Probe
proportional. Befindet sich jedoch kein LSD in der Probe, so wird eine Rekombination
der Enzymfragmente durch Bindung der Antikorper an das mit dem Enzymfragment
konjugierte LSD sterisch verhindert, so dal} kein aktives Enzym entsteht und daher
keine Umsetzung des Substrats erfolgt (Henderson, 1986).

2.2.7 EMIT°DAU LSD

Bei dem EMIT®- Prinzip (Enzyme Multiplied Inmunoassay Technique) wird die Probe
mit Konjugat gemischt. Enthélt die Probe LSD, so konkurriert dieses mit dem Konjugat
um den nun zugesetzten AntikOrper. Die Bindung des Antikorpers an das Konjugat
verhindert dessen enzymatische Aktivitdt, so da3 bei Zugabe des Substrats kaum eine
Umsetzung unter Bildung von NADH+H" stattfindet. Befindet sich allerdings LSD in
der Probe so bindet es, abhdngig von seiner Konzentration eine bestimmte Menge der
Antikorper. Das freie, enzymatisch aktive Konjugat setzt nun eine entsprechende Menge
Substrat um, wobei NADH+H" gebildet wird, dessen Konzentration photometrisch
bestimmt wird und proportional zu der LSD-Menge in der Probe ist

(Informationsbroschiire der Syva Co./Behring).

2.3 Statistik

2.3.1 Mittelwert und Standardabweichung

Zur Darstellung der Ergebnisse wird der Mittelwert +/- Standardabweichung
angegeben, wann immer im Text vom ,,Durchschnitt” oder dem ,,Mittel* die Rede ist,
ist der arithmetische Mittelwert gemeint, andere LokalisationsmaBle werden nicht
verwendet.

Als weitere KenngroBBen dienen Wertmaxima und —minima.

2.3.2 Variationskoeffizient

Zur Beschreibung des Meffehlers bei der Ermittlung der Prézisionsdaten findet auer
der Standardabweichung der Variationskoeffizient als weiteres Streuungsmal
Verwendung. Der Variationskoeffizient gibt an, wieviel % vom arithmetischen Mittel
die Standardabweichung betrdagt und hat den Vorteil dall er von der gewéahlten Einheit

unabhingig ist.

16



2.3.3 Korrelationskoeffizient

Der Korrelationskoeffizient ist ein Mall fiir die Enge des linearen statistischen
Zusammenhangs zweier Merkmale. In dieser Arbeit wird er zur Veranschaulichung der
Ubereinstimmung beim Vergleich verschiedener Systeme zur Bestimmung von Ethanol

in Korperfliissigkeiten verwendet.

2.3.4 Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen

Die statistische Auswertung der Experimente zur Lagerung von LSD erfolgte mit dem
Wilcoxon-Test fiir Paardifferenzen (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). Bei diesem
Rangsummentest handelt es sich um einen parameterfreien Test, das heift es werden
keine normalverteilten MeBwerte vorrausgesetzt. Um einen Anhalt dafiir zu bekommen,
wie die MeBwerte des CEDIA® DAU LSD verteilt sein konnten, wurden die Mef3werte
einer Mefreihe (n= 24) in sieben gleich groe Gruppen (MeBwertbereiche) aufgeteilt
und die Anzahl der in die verschiedenen Gruppen gehorenden MeBwerte ermittelt.

Dabei zeigte sich, daB3 die Verteilungsfunktion die Kriterien fiir eine Normalverteilung
* Eingipfligkeit
* Symmetrie

* Asymptotische Anndherung an die X-Achse
nicht erfiillt (vergleiche Abbildung 4).

Eine gleichartig gewonnene Darstellung der MeBwerte (n=35) der enzymatischen ADH-
Methode zeigt anndhernd eine Gaussche Normalverteilung (vergleiche Abbildung 5).
Hieraus 148t sich ableiten, daBl die unterschiedlichen Verteilungsfunktionen
moglicherweise durch die verschiedenen Bestimmungsmethoden bedingt werden

(Enzymatische Methode versus Immunoassay).

Weitere in dieser Arbeit nicht praktisch angewendete Verfahren werden jeweils im

theoretischen Teil beschrieben.

17



12 -

10 -

Anzahl MeRwerte
()]

3 2 2 B 6
< (% (% < (% (% (7
S S A O S AR S AT S O

Abbildung 4

Linksschiefe
MelBwerten.

Verteilungsfunktion von mit der

CEDIA®

/\

DAU LSD-Methode gewonnenen

18



Anzahl MeRwerte

0 ,—l T T

[ ]

N v > B \2) ©
< < < < < <
5 & & < & < & 5 &

Abbildung 5

Annidhernde Normalverteilung von mit der ADH-Methode gewonnenen Mewerten

A

<
®‘°QQ

19



3 Vergleichende Untersuchung zur Validitat neuer Verfahren

der Ethanolbestimmung in Korperflissigkeiten

3.1 Theoretische Grundlagen

3.1.1 Geschichtlicher Rickblick

Ethanol als Therapeutikum sowie Rausch- und GenuBmittel war bereits —wie aus alten
Schriftstiicken tberliefert ist- in friiheren Kulturen bekannt. Zu dieser Zeit war die
Gewinnung nur durch Girung aus Honigwasser, Getreide oder Fruchtsdften moglich,
wiahrend im 11. Jahrhundert die Herstellung eines potenteren Rauschmittels durch
Destillation moglich wurde. Das Zeitalter der Industrialisierung bewirkte eine
Entwurzelung bestimmter Bevolkerungsschichten, die sich aufgrund der Landflucht
nicht mehr traditionell erndhren konnte Die gleichzeitige Einfiihrung der Kartoffel nach
Europa fiihrte bei diesem Teil der Bevélkerung zu Problemen. Uberall entstanden
Kartoffelbrennereien, die den Bauern einen erwiinschten Nebenverdienst einbrachten.
Der dadurch billig gewordene Schnaps galt als wesentliches Grundnahrungsmittel und
wurde dementsprechend zugefiihrt. Der Alkoholkonsum wurde bis in das spéte 18.
Jahrhundert nicht als gesundheitsschidlich angesehen. Erst 1819 wurde der Begriff der
Trunksucht geschaffen und die Problematik des Alkoholismus erkannt. (Keller, 1979;
Stettler, 1990).

Liebig nahm bereits an, daB Alkohol im Korper iiber Aldehyd, Lactat, Oxalat und
Formiat zu Kohlensdure metabolisiert wiirde. Die Elimination von Ethanol durch
Metabolisation wurde aber fiir unwahrscheinlich gehalten, als man fand, dafl Ethanol
unverandert {iber Urin und Atemluft ausgeschieden wurde (Jacobsen, 1952).

Um 1870 begann die erste moderne Periode der Alkoholforschung; Wissenschaftler
unterschiedlicher Nationalitit wiesen unabhéngig voneinander nach, daf3 die mit dem
Urin und der Atemluft ausgeschiedene Alkoholmenge nur einem Bruchteil der
zugefiihrten Alkoholmenge entsprach. Die wichtigste Erkenntnis bis 1900 war, dal3
Alkohol einen energiereichen Nahrstoff fiir den Menschen darstellte. 1922 etablierte
Widmark seine bis heute noch angewendete, quantitative Methode zur Bestimmung von

Ethanol: das Widmark-Verfahren (Mallach, 1987).
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3.1.2 Pharmakokinetik

3.1.2.1 Allgemeines

Das Verstindnis der Pharmakokinetik des Ethanols ist wichtig, wenn es um
Riickrechnungen von Blutalkoholkonzentrationen geht. Der Konzentrationsverlauf des
Ethanols im Blut wird durch Invasion, FlieBgleichgewicht und Elimination bestimmt.
Invasion und Elimination laufen zeitweise gleichzeitig ab, so dafl das Absinken der
Alkoholblutspiegelkurve zu Beginn als ein Uberwiegen der Elimination gegeniiber der
Invasion (nicht unbedingt als reiner Eliminationsprozel3) gedeutet werden kann. Der
Verlauf der Blutalkoholkurve wird von der Alkoholkonzentration des jeweiligen
Getrinks, der Aufnahmefrequenz und gleichzeitiger Nahrungsaufnahme beeinfluf3t
(Schiitz, 1983). GroBere Blutverluste, schwere korperliche Arbeit, Erbrechen und
malige Hyper- oder Hypothermie haben dagegen keinen Einflul auf den Verlauf der
BAK (Ditt, 1961; Ditt, 1963; Krauland et al., 1965; Mallach, 1987).

3.1.2.2 Resorption

Fiir die Resorption des Ethylalkohols stehen keinerlei spezielle Transportmechanismen
zur Verfligung. Die Aufnahme erfolgt per Diffusionem und beginnt praktisch bereits in
der Mundhohle. Sie setzt sich im gesamten Gastrointestinaltrakt fort, der grof3te Anteil
wird jedoch im Diinndarm resorbiert (Crabb et al.,, 1987). Die maximale
Blutalkoholkonzentration hingt von der Alkoholmenge und der Geschwindigkeit, mit
der sie zugefiihrt wird sowie von Nahrungszufuhr und anatomischen Besonderheiten
(z.B. Magenresektion, Stenosen im Bereich des Gastrointestinaltrakts, Stérungen in der
Peristaltik) ab (Ditt, 1963; Etzler et al., 1968; Brettel et al., 1977; Schellmann et al.,
1979; Shultz et al., 1980). Ein Teil der aufgenommenen Alkoholmenge erscheint nicht
im Blut. Der Verlust kann bis zu 36,8% betragen (Achinger und Mallach, 1973, Brettel
et al., 1977; Schmidt und Oehmichen, 1984)) Mit Bestimmtheit kann man sagen, dal3
dieses Resorptionsdefizit umso grofler ausfillt, je langsamer die Resorption vonstatten

geht.
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Zur Erklarung der Ursachen gibt es mehrere theoretische Ansitze:
* Adsorption des Ethanols an Nahrungsbestandteile/Darmwand
* First-Pass-Metabolismus
® Chemische Veridnderung, (Veresterung/Glucuronidierung)
* Abbau durch ADH im Magen (Ammon et al., 1996)

* Gleichzeitige Verabreichung bestimmter Medikamente

3.1.2.3 Verteilung

Der resorbierte Alkohol verteilt sich unterschiedlich gut in den verschiedenen Geweben:
in der ersten Phase der Verteilung sind die hochsten Konzentrationen in den am
stiarksten vaskularisierten Geweben zu finden. In der zweiten Phase verteilt sich der
Alkohol entsprechend seinen hydrophilen Eigenschaften (Crabb et al., 1987).

Aus diesen Gegebenheiten ist leicht abzuleiten, dall sich bei Personen mit erhohtem
relativen Anteil an Fettgewebe (z.B. alte Menschen, Frauen) ein hdherer Anteil des
Alkohols in das vaskulire Kompartiment verteilt und daher hdhere
Blutalkoholkonzentrationen resultieren. Die oben angefiihrten GesetzméBigkeiten
werden durch das Verhiltnis der Alkoholkonzentration im gesamten Organismus zu der
Alkoholkonzentration im Blut beschrieben. Dieser Verteilungsfaktor ,,r liegt im
allgemeinen fiir Frauen etwa bei 0,6 , fiir Ménner bei 0,7 und spiegelt die anatomischen
Unterschiede des minnlichen und weiblichen Geschlechts wieder (Freudenberg und
Mallach, 1966). Bei rascher Anflutung des Alkohols im Blut kann es durch das
plotzliche Abdiffundieren in die Gewebe zu einem kurzfristigen, starken Abfall der
Blutalkoholkonzentration- dem sogenannten Diffusionssturz- kommen (Mallach et al.,

1987).

3.1.2.4 Metabolisierung

Ethanol wird in der Leber iiber Acetaldehyd zu Acetat oxidiert und nach der
Aktivierung zu Acetyl-CoA in den intermedidren Stoffwechsel eingeschleust. Dort
erfolgt der Abbau zu H,O sowie CO,, welches liber die Lunge eliminiert wird. Der
Alkoholabbau erfolgt praktisch linear, d.h., es wird in einer bestimmten Zeit immer nur
eine konstante, von der Blutalkoholkonzentration unabhingige Menge abgebaut. Man
kann bei mittleren Blutalkoholkonzentrationen ndherungsweise von einer Reaktion

nullter Ordnung sprechen, da es aufgrund der nur begrenzt zur Verfiigung stehenden
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NADH-Menge zu einem linearen Abfall der Ethanolkonzentration im Blut kommt. Ein
konzentrationsabhédngiger Abbau im Sinne einer Michaelis-Menten-Kinetik kann daher
nur bei geringen Blutalkoholkonzentrationen stattfinden (Crabb et al., 1987). Der leicht
exponentielle Verlauf bei sehr hohen Blutalkoholkonzentrationen hédngt mit der
unterschiedlichen Affinitdt von Ethanol zu den verschiedenen Enzymen, welche zur
Metabolisierung des Substrats fahig sind zusammen. Die Umsetzung zu Acetaldehyd
erfolgt im wesentlichen (80-90%) durch die Alkoholdehydrogenase, einem NADH-
abhéngigem, zinkhaltigem Enzym, das im Zytosol der Leberzelle sowie zu einem
geringen Anteil in Gehirn, Herz, Nieren, Muskulatur und dem Gastrointestinaltrakt
lokalisiert ist. Sowohl NADH- als auch Zink-Mangel wirken sich nachteilig auf die
Aktivitidt des Enzyms aus. Pyrazol ist ein spezifischer Inhibitor der ADH. Die breite
Substratspezifitit bedingt die Fahigkeit der ADH, auch andere Alkohole (Methanol,
Butanol, Propanol, Pentanol) umzusetzen. Die optimale Aktivitit liegt bei niedrigen
Ethanolkonzentrationen, d.h., bei einer Ky von 2 mM ist bei 0,5 0/00 bereits die
maximale Abbaugeschwindigkeit erreicht. Heute sind mehr als 10 verschiedene Formen
der ADH bekannt. Die genetische Determinierung findet {iber mindestens 5
verschiedene Genloci statt (ADH;-ADHS5), welche die dimeren Untereinheiten a, B, g, p,
x kodieren. Fiir die Untereinheit B gibt es 3 Allele (B;, B, B3), fiir die Untereinheit g 2
Allele (g;, g2). Dadurch kommt es zu einem genetischen Polymorphismus. Neben der
normalen ADH gibt es eine sogenannte atypische ADH, deren Untereinheit mindestens
ein B,-Monomer aufweist . Die beiden Isoenzyme kommen mit unterschiedlicher
Hiufigkeit in bestimmten Populationen vor und unterscheiden sich durch die Affinitét
zum Substrat, das pH-Optimum, ihre Primédrstruktur und die Aktivitdt (Berger et al.,
1974). Wéhrend bei Kaukasiern die ,,normale* ADH mit einem pH-Optimum von 10,5
iiberwiegt, ist bei den Asiaten hauptsdchlich die ADH mit der atypischen Einheit B3,
vertreten. Diese hat eine wesentlich hohere spezifische Aktivitit und ein pH-Optimum
von 8,5, das fast im physiologischen Bereich liegt (Crabb et al., 1987). Die ADH
erreicht ihre volle Aktivitdt im menschlichen Organismus im Allgemeinen erst ab dem
fiinften Lebensjahr, was auch die groBe Empfindlichkeit von Sauglingen und

Kleinkindern gegeniiber Ethanol erklrt.
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Abbildung 6

Abbauwege des Ethanols in der Leber im endoplasmatischen Retikulum (rechts oben), im Zytosol
(Mitte) und den Peroxisomen (links unten)

10-20% des Ethanolabbaus kann durch ein weiteres ethanoloxidierendes System, dem
im endoplasmatischen Retikulum der Leberzelle lokalisierten mikrosomalen ethanol-
oxidierenden System (MEOS) iibernommen werden. Erste Hinweise, dall es noch ein
zusédtzliches, unabhingiges Enzym geben miisse, lieferte die Beobachtung, daB3 es bei
mit Ethanol gefiitterten Ratten zu einer Proliferation des endoplasmatischen Retikulums
kam. Die Tatsache, da3 auch nach Hemmung der ADH durch Pyrazol in Kaninchen ein
weiterer Ethanolabbau stattfand, lieferte ebenfalls Hinweise hierauf (Fujimya et al.,
1989). Auch in bioptischem Material aus menschlicher Leber konnte das MEOS im
endoplasmatischen Retikulum nachgewiesen werden (Lieber und Decarli, 1970). Das
MEOS benoétigt die Anwesenheit der NADPH-abhédngigen Cytochrom-c-Reduktase,
Lecithin sowie Cytochrom P 450, und wird durch CO inhibiert. Die optimale Aktivitit
bei einer Ky von 10 mM liegt bei mittleren bis hohen Ethanolkonzentrationen,
hierdurch erkldrt sich auch der leicht exponentielle Verlauf der Blutalkoholkurve bei
hohen Blutalkoholkonzentrationen. Das pH-Optimum des MEOS liegt im
physiologischen Bereich (6,9-7,5). Im Gegensatz zur ADH ist die Aktivitit des Systems
bei Neugeborenen mit 75% bereits wesentlich hoher (Kiirzinger, 1981). Alkoholiker

weisen meist gegeniiber Menschen mit normalen Trinkgewohnheiten sowohl eine
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hohere Toleranz gegen eine hohe Blutalkoholkonzentration als auch eine grofere
Abbaurate von Ethanol auf (Bonnichsen et al., 1968). Eine Adaptation des MEOS
kommt hierfiir urséchlich in Frage (Lieber und Decarli, 1970; Onishi und Lieber, 1977).
Ein weiteres zum Ethanolabbau fahiges, in der Peroxisomen der Leberzelle lokalisiertes
Enzym ist das vom Cytochrom P-450 gesteuerte Hamprotein Katalase. Dieses Enzym
hat ein pH-Optimum von 5,5 und kann durch Natriumazid gehemmt werden. Die Rolle
der Katalase beim Ethanolstoffwechsel ist umstritten. Die Auffassungen reichen von der
Ansicht, da3 die Katalase bei der Ethanoloxidation in vivo praktisch keine Rolle spielt,
da das zur Ethanoloxidation benétigte Wasserstoffperoxid in der Leber nur in ganz
geringen Konzentrationen vorhanden ist (Teschke, 1985) bis zu einem Anteil am
Ethanolabbau von 25 % (Moikeha et al., 1972). Ebenfalls unterschiedlich sind die
Angaben iiber die optimale Aktivitit des Enzyms. Die Ky; wird mit Werten von 0,6 mM
bis zu 10 mM angegeben, man nimmt aber an, dal die Katalase ihre optimale
Wirksamkeit - wenn iiberhaupt- bei mittleren bis hoheren Ethanolkonzentrationen
erreicht (Kiirzinger, 1981). Das bei der Umsetzung des Ethanols durch die oben
angefiihrten Enzymsysteme entstehende, toxische Acetaldehyd wird durch ein in den
Mitochondrien  der Leber lokalisiertes Enzym, der NADH-abhingigen
Aldehyddehydrogenase zu Acetat abgebaut. Dieses Enzym existiert in zwei Varianten.
Die an die mitochondriale Matrix gebundene Form ALDH; hat bei einer Ky, von 0,001
mM eine sehr hohe Affinitidt zu Acetaldehyd, wéihrend die im Zytoplasma lokalisierte
ALDH; mit einer demgegentiiber 100-fach erhéhten Ky nur eine sehr geringe Affinitét
zu Acetaldehyd aufweist und bei dem Abbau von Acetaldehyd wahrscheinlich nur eine
geringe Rolle spielt. Individuen, die mit diesem Isoenzym ausgestattet sind (Orientalen,
Asiaten) leiden nach Alkoholgenuf3 unter dem akuten Aldehydsyndrom, welches sich in
hauptsichlich in Ubelkeit und Erbrechen, Flush, niedrigem Blutdruck und Kopfschmerz
duBert (Mallach et al., 1987). Eine Ubersicht iiber diesen Themenkomplex bietet die 20.
Mitteilung der deutschen Forschungsgemeinschaft fiir klinisch—toxikologische Analytik
(Gibitz und Schiitz, 1993).

3.1.2.5 Elimination

Die Elimination des Ethanols erfolgt zu 90-95% durch Metabolisierung in der Leber.
Der Rest wird unverindert tiber die Niere, die Schweillsekretion, die Muttermilch und
die Atemluft ausgeschieden (Oehmichen und Schmidt, 1984; Mallach et al., 1987).

Dabei kann ein statistisch signifikanter Unterschied des FEthanolabbaus zwischen
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Minnern und Frauen nicht gefunden werden (Kohlenberg-Miiller und Bitsch, 1990).
Die stiindliche Oxidationsrate ,,3 kann sowohl inter- als auch intraindividuell sehr
variabel sein, sie reicht von ca. 0,10/00/h bis 0,240/00/h. Durchschnittlich nimmt man eine
Abbaurate von O,ISO/OO/h an. Die Zufuhr von Glucose kann die stiindliche
Oxidationsrate steigern (Schmidt und Oehmichen, 1986). Minimale und maximale
Abbauraten haben in der forensischen Toxikologie bei der Riickrechnung auf die

Blutalkoholkonzentration zur Tatzeit Bedeutung (Schiitz, 1983).

3.1.3 Pharmakodynamik

3.1.3.1 Rauschwirkung

Alkohol ist ein zentralnervos wirksames Narkotikum. Das Ausmal} der Beeinflussung
durch Alkohol ist von endogenen und exogenen Faktoren abhidngig. Unter endogenen
Faktoren versteht man die unterschiedliche genetische Ausstattung der Individuen, z.B.
mit Enzymen. Als exogene Faktoren sind Erndhrungszustand, Alter, vegetative
Ausgangslage, Gesundheitszustand, Ermiidung und Interaktionen mit anderen
Substanzen zu nennen. Die Reaktion eines Individuums auf eine standardisierte
Alkoholmenge kann daher sehr unterschiedlich ausfallen. Symptome, die sich nach
Alkoholgenul3 einstellen sind sédmtlich auf eine mehr oder minder ausgeprigte

Intoxikation zuriickzufiihren.

Stadien der Alkoholintoxikation

* 0-0,5 0/00: Verdnderungen nicht auffillig, ab 0,3 0/00 allerdings bereits mit
speziellen Methoden nachweisbare Leistungsminderung

e 0,5 0/00-1,5 %00 Leichte Trunkenheit (Schwips), Euphorie, Kritikschwiche,
Nachlassen von kognitiven Fihigkeiten, Antriebssteigerung, Rededrang,
leichte Gleichgewichtsstérung, Sehstorung, verlangsamte Pupillenreaktion,
Nystagmus

e 1,5 %025 %0 Mittlere Trunkenheit (Rausch), Symptome des Schwips
verstirkt, zusétzlich Geh- und Sprachstérung, Distanzlosigkeit, Unein-
sichtigkeit

e 25 0/00-3 0/00: Schwere Trunkenheit (schwerer Rausch), Torkeln, Lallen,

Orientierungsstorung, Amnesie
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e iiber 3 %y : Schwerste Trunkenheit (schwerster Rausch) mit unmittelbarer
Lebensgefahr, Somnolenz bis BewuBtlosigkeit, Reflexlosigkeit, Gefahr des

Todes durch Atemldhmung, Unterkiihlung oder die Folgen einer Aspiration

Besonderes Interesse gilt bei der Alkoholwirkung der Fahrsicherheit. Von einer
strafbaren Alkoholbeeinflussung beim Fiihren eines Fahrzeugs ist dann die Rede, wenn
die Blutalkoholkonzentration des Betroffenen die Grenzwerte (1,1 %) erreicht oder ein
Gericht die relative Fahruntiichtigkeit (ab 0,3 %) feststellt ( zusdtzlich miissen dann
weitere Beweisanzeichen vorhanden sein; Ahndung durch Entzug der Fahrerlaubnis,
erhebliche Geldstrafe oder Freiheitsstrafe). Eine Ordnungswidrigkeit (wird mit Buf3geld
und Punktebewertung geahndet) liegt vor, wenn der Betroffene eine
Blutalkoholkonzentration zwischen 0,5 0/00 und 1,1 0/00 aufweist, ohne dal} eine relative
Fahruntiichtigkeit besteht. Wird der allgemeine Gefahrengrenzwert von 0,8 % erreicht,
wird zusétzlich zu Bufigeld und Punktebewertung ein Fahrverbot verhdngt. Ab einer
BAK von 1,6 % wird die Fahrerlaubnis erst nach einer medizinisch-psychologischen-
Untersuchung (MPU) wieder erteilt. Insbesondere ist beim alkoholisierten Fahrer die
aus der Antriebssteigerung bei gleichzeitiger Kritikschwiche resultierende Problematik
hervorzuheben. Die Antriebssteigerung flihrt dazu, dafl der Betroffene seine Fahigkeiten
iiberschitzt. Die gleichzeitig bestehende Kritikschwache macht es ihm aber unméglich,
seine Fehler zu erkennen. Ab einer Blutalkoholkonzentration von 2,5 0/00 1st eine
Schuldunfédhigkeit generell nicht ausschliebar. Dieses ist bei einer in diesem Zustand
begangenen  Straftat von  Interesse. = Da  Riickrechnungen  auf  die
Blutalkoholkonzentration zur Tatzeit allerdings meist ungenau sind, sollten auB3erdem
Schliisse iiber die BewuBtseinslage des Straftiters aus der Tat und den

Begleitumstinden gezogen werden (Schwerd, 1992).

3.1.3.2 Auswirkung chronischen Alkoholkonsums auf den Organismus

Der Metabolismus des Ethanols hat beim chronischen Alkoholkonsum toxische Effekte

auf fast alle Organe.
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3.1.3.2.1 Leber

Die alkoholischen Leberschdden umfassen Fettleber, Fettleberhepatitis, Leberfibrose
und Leberzirrhose. Die Schiadigung der Leber mufl auf verschiedene EinfluBgréfen
zurlickgefiihrt werden. Eine davon ist der vermehrte Anfall des toxischen Acetaldehyd.
Die Ursache hierfiir ist zunéichst in dem nur begrenzt vorhandenen Coenzym NAD" der
Aldehyddehydrogenase zu sehen. Das Acetaldehyd schiadigt nun wiederum unmittelbar
die Mitochondrien des Leberzellparenchyms, was den Abbau zu harmlosen Acetat noch
weiter verzogert. Die toxische Einwirkung besteht so lange, wie die zugefiihrte
Alkoholmenge die metabolische Kapazitit {ibersteigt. Die Schidigung des
Leberparenchyms auf diese Weise kann zu entziindlichen Verdnderungen und
nachfolgendem fibrotischen Umbau fiihren. Die Einlagerung von Triglyzeriden in das
Leberparenchym wird durch einen UberschuB von Acetat sowie dem zur Synthese
bendtigten NADH+H" verursacht. Auch eine Anhiufung von Glycerin-1-Phosphat
findet statt. Gleichzeitig werden Lipoproteine —wahrscheinlich infolge einer Stérung der
Synthese des Proteinanteils- vermindert an das Blut abgegeben, so daf3 Fette nicht aus
der Leber wegtransportiert werden konnen. Mit resultierender zunehmender
Fettspeicherung in der Leber (iiber 50% der betroffenen Zellen) entsteht eine Fettleber.
Die Leberzirrhose ist das Ergebnis einer so starken und irreversiblen (unter Umstédnden
iiber einen sehr langen Zeitraum erworbenen) Leberzellschidigung, dal mit dem
fortschreitenden fibrotischen Umbau ein Verlust der Leberfunktion eintritt (Renger,

1981).

3.1.3.2.2 ZNS
Jeder weil3, dal Alkoholmifibrauch zu Leberschiden fiihrt. Alkohol verursacht aber

auch besonders starke Schidden im Gehirn, - stidrker noch als andere Drogen.
Chronischer Alkoholmiflbrauch verdndert nicht nur die Dichte von Bindungsstellen
(Rezeptoren) fiir verschiedene Botenstoffe im Gehirn, sondern fiihrt auch zum massiven
Untergang von Gehirnzellen und damit zur schrittweisen Hirnatrophie, von der einige
Regionen (zum Beispiel Kleinhirnwurm) stirker betroffen sind als andere. Die
Ursachen fiir den Zelluntergang sind vielfdltig. Die unmittelbar schiadigende Wirkung
des Alkohols auf die Nervenzellen beeintrachtigt die Funktion wichtiger
Eiweilmolekiile im Gehirn. Auflerdem tragen Fehlerndhrung bei chronischem

Alkoholmifbrauch, Vitaminmangel, Verschiebungen des Séure-Basen- und
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Salzhaushaltes in Blut und Gehirn zur Schédigung des Gehirns bei. Zunichst stellen
sich  unspezifische  psychische  Storungen ein  (Konzentrationsstorungen,
Interessenverlust, Unzuverldssigkeit, Abbau zwischenmenschlicher Beziehungen,
mangelnde  Urteilsfahigkeit, Personlichkeitszerfall bis zu psychoorganischen
Syndromen). Es folgen morphologische Symptome (Hirnatrophie,
Lipofuszineinlagerung und Verdickung der weichen Hirnhéute). Letztlich kommt es zu
charakteristischen Krankheitsbildern, von denen nachfolgend die wichtigsten

besprochen werden.

3.1.3.2.2.1 Delirium tremens

Diese Erkrankung tritt hdufig nach einer Abstinenz auf, kann aber auch Folge einer
Erkrankung, einer Operation etc. sein. Reizbarkeit, Nervositit, Appetitlosigkeit und
Schlaflosigkeit konnen als Prodromi vorausgehen. Die lebensbedrohliche Stérung
manifestiert sich mit vorwiegend optischen Halluzinationen, Tremor, Kridmpfen und
vegetativer Entgleisung. Das Ende des Deliriums ist meist durch einen langen Schlaf

mit nachfolgendem Abklingen der Symptome gekennzeichnet (Poppe et al., 1981).

3.1.3.2.2.2 Korsakow-Syndrom

Die Prodromi des Korsakow sind dhnlich denen des Delirium tremens; hiufig geht
sogar ein solches voraus. Die Erkrankung ist gekennzeichnet durch Amnesie,
Orientierungsstorungen sowie Konfabulationen bei einer jovialen, sorglosen Stimmung.
Der korperliche Befund zeigt Kachexie, Schwiche, Leberinsuffizienz sowie die
typische Polyneuritis der unteren GliedmaBlen. Die Stérung kann sich zuriickbilden oder
einen organischen Hirnschaden (vorwiegend Verdnderungen im Dienzephalon und an

den corpora mamillaria) zuriicklassen (Poppe et al., 1981).

3.1.3.2.2.3 Wernicke-Syndrom

Es besteht eine enge Verbindung zum Korsakow-Syndrom. Der Beginn der Krankheit
kann &hnlich verlaufen. Das klinische Bild zeigt den klassischen Symptomentrias:
schwere BewuBtseinsstorung, Ophtalmoplegie und Ataxie. Diese Erkrankung kann sehr
schwer verlaufen und innerhalb weniger Wochen zum Tod fiihren. Ein organisches
Psychosyndrom bleibt als Residualzustand fast immer zuriick. Die morphologischen

Verdanderungen finden sich im Bereich des Aquiddukts, des Thalamus, des
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Hypothalamus sowie des Hirnstamms in Form akuter Blutungsherde (Poppe et al.,

1981).

3.1.3.2.2.4 Alkoholische Demenz

Die oben genannten Erkrankungen flihren zu diesem Endzustand, dem der chronische
Abbau des Hirngewebes zugrunde liegt. Die Symptome sind Urteilsunfahigkeit,
Triebhaftigkeit, sexuelle Enthemmung und soziale Unfdhigkeit. Bei weiterer
Intoxikation kommt es zu schweren neurologischen Stoérungen, Ausbildung unreifer

Reflexe und schlielich zum Tod (Poppe et al., 1981).

3.1.3.2.3 Peripheres Nervensystem

Die Beteiligung des peripheren Nervensystems duflert sich in von distal nach proximal
fortschreitenden Polyneuritiden, die sich zunéchst sensorisch, dann aber auch motorisch
bemerkbar machen. Auch das vegetative Nervensystem wird angegriffen,
Verdanderungen des Vasalva-Mandvers und des Schellong-Tests kdnnen beobachtet
werden. Auch hier kommen ursédchlich alimentdre Storungen und dadurch bedingter

Vitaminmangel in Frage (Poppe et al., 1981).

3.1.3.2.4 Herz

Mit Schidden am Herzen bei chronischem Alkoholabusus ist vornehmlich die
Alkoholkardiomyopathie gemeint. Klinisch fallen die Patienten zundchst durch
allgemeine Zeichen der Herzinsuffizienz sowie EKG-Verdnderungen im QRS- und T-
Bereich auf, spiter kommen tachykarde Rhythmusstorungen dazu, wobei sich die
Symptome der Herzinsuffizienz weiter verschlechtern. Ein plétzlicher Herztod ohne
vorausgehende Symptomatik ist ebenfalls mdglich. Bei der Obduktion findet man
schwere Verinderungen des Myokards (Hypertrophie, Odem mit fettiger Degeneration,
diffuse Narbendurchsetzung, maschendrahtartige Fibrose) bei weitgehend unauffilligen
Koronarien. Eine Abgrenzung der Alkoholkardiomyopathie von der kongestiven
Kardiomyopathie ist weder klinisch noch morphologisch méglich. Als Ursache fiir die
Erkrankung kommen verschiedene Faktoren in Frage. Neben der genetischen
Disposition werden kardiotoxische Effekte des Ethanolmetabolismus und eine
entziindliche Verdnderung der kleinen Gefde bei unauffilligen Koronarien diskutiert.

Eine durch den chronischen Alkoholkonsum bedingte Immunschwiche fiihrt auBerdem
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moglicherweise zu einer erhohten Anfilligkeit fiir Virusmyokarditiden (Miiller und

Pocher, 1981).

3.1.3.2.5 Blut/Knochenmark

Chronischer Alkoholkonsum beeinfluflt das hdmatopoetische System in vielfaltiger
Weise. Sowohl die Erythropoese als auch die Myelopoese und die Thrombopoese
werden gestort. Dies duflert sich in durch Vitamin Bj,- und Folsduremangel erklérbaren
Verdanderungen  (Megaloblastenandmie, = Thrombopenie)  sowie in  durch
Membranverdnderungen der Zellen resultierenden Storungen und in alkoholischer
Immunsuppression. Die Verdnderungen fiihren klinisch zu Andmien, Blutungsneigung,

erhohte Infektanfalligkeit und insgesamt geringerer Leistungsfahigkeit (Stobbe, 1981).

3.1.3.2.6 Gastrointestinaltrakt

Als Verdanderungen der Mundhohle durch chronischen Alkoholkonsum werden
Glossitis, Stomatitis und Papillenatrophie beschrieben, die aber auch durch alimentére
Faktoren (Vitaminmangel) bedingt sein konnten. Fiir die ebenfalls beobachtete Haufung
der Karzinome in diesem Bereich ist der AlkoholmiBbrauch als Ursache jedoch sehr
wahrscheinlich, zumal sie unabhidngig von einem gleichzeitigen Nikotinabusus
beobachtet wurde.

Bei den Verinderungen des Osophagus sind neben durch Motilititsstérungen und dem
daraus resultierenden Reflux verursachte entziindliche Verdnderungen das Mallory-
Weil-Syndrom sowie in Kombination mit Nikotin iiberproportional hiufig auftretende
Malignome zu nennen (Petzold, 1981). In Magen und Duodenum treten nach akutem
oder chronischen Alkoholkonsum gehduft Entziindungen auf, Erosionen mit zum Teil
starken Blutungen nach akutem GenuB3 von Alkohol, insbesondere Hochprozentigem,
sind moglich. In distalen Abschnitten des Diinndarms bewirkt Alkohol eine
Passagebeschleunigung. Die Resorption von Vitaminen, Fetten und Xylose wird

hierdurch vermindert.

3.1.3.2.7 Pankreas

Der Mehrzahl der Fille in denen klinisch eine akute Pankreatitis imponiert, liegt
tatsdchlich eine durch langjdhrigen Alkoholmif3brauch verursachte chronische
Pankreatitis zugrunde. Ursdchlich kommen metabolisch-toxische Faktoren ebenso wie

eine durch chronischen Ethanolkonsum induzierte Hyperfunktion der Azinuszelle mit
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Sezernierung eines kalzium- und eiweireichen Sekrets und resultierender Steinbildung
in Betracht. Sowohl das akute Krankheitsgeschehen als auch Komplikationen der
Pankreatitis (Pankreaspseudozyste, Behinderung des Gallenabflusses, pleuropulmonale
Komplikationen) konnen zum Tod fiihren. Weitere Folgeerscheinungen sind die
letztendliche exokrine und endokrine Pankreasinsuffizienz (Teichmann und Zastrow,

1981).

3.1.3.2.8 Alkoholembryopathie

Nicht nur das Gehirn von Erwachsenen wird durch Alkohol geschéddigt. Schon
ungeborenen Kindern werden durch Alkoholkonsum der Mutter wéhrend der
Schwangerschaft Gehirnschidigungen zugefiigt. Die Beeinflussung des Embryos durch
Ethanol fiihrt zu einer leichten bis ausgepriagten Fruchtschidigung, der sogenannten
Alkoholembryopathie I-III. Das Syndrom ist gekennzeichnet durch einen intrauterinen
und postnatalen Wachstumsriickstand, Mikrozephalie und geistige Retardierung. Die
typische Facies beinhaltet eine niedrige, gerundete Stirn, Ptosis, Epikanthus, kurzer
Nasenriicken, flaches Philtrum, schmales Oberlippenrot, vertiefte Nasolabialfalten,
tiefstehende Ohrmuscheln und Retrogenie. Die Diagnosestellung kann insbesondere bei
den leichteren Fillen ohne Kenntnis der Alkoholanamnese schwierig sein, bei schwer
betroffenen Kindern erkennt der erfahrene Kliniker die Erkrankung allerdings auf den

ersten Blick (Holtorf und Hinkel, 1981).

3.1.3.3 Interaktion zwischen Alkohol und Arzneimitteln

Die Kombination von Alkohol und Arzneimitteln kann zu einer additiven, iiberadditiven
und synergistischen Verstirkung entweder der Alkoholwirkung oder der
Medikamentenwirkung fithren. Gleichwohl ist jedoch auch eine unteradditive oder
antagonisierende Wirkung bis zur Unwirksamkeit moglich. Dabei ist meist die
Medikamentenwirkung betroffen. In Verbindung mit manchen Medikamenten (z.B.
Tolbutamid, Metronidazol, Sulfonamid, Griseofulvin) kann es bei Ethanolgenul3 zu
einer Disulfiram-dhnlichen (ALDH-Blockade) Reaktion kommen (Fraser, 1997)
AuBerdem kann Alkohol eine Verdnderung der Pharmakodynamik und/oder -kinetik der
anderen Substanz bewirken. Als mit Ethanol interagierende Substanzen kommen unter
anderem nichtsteroidale Antirheumatika, Analgetika vom Morphintyp, Antiepileptika,
Antihistaminika, Antihypertonika, Antidiabetika, Hypnotika, Sedativa, Narkotika,
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Lokalanésthetika, Muskelrelaxantien, Psychopharmaka, Steroide und Tuberkulostatika

in Betracht (Klinger, 1981; Schiitz, 1983; Weller, 1984).

3.1.4 Nachweismethoden

Der routinemidflige Nachweis von Ethanol in Korperfliissigkeiten fiir forensische
Fragestellungen kann im wesentlichen durch drei Analysemethoden erfolgen. Die
Ethanolkonzentrationen der Proben miissen in zwei voneinander unabhingigen
Verfahren gemessen werden. Dabei mul3 die gaschromatographische Bestimmung mit
mechanisierter Probenaufgabe und die Bestimmung nach der ADH-Methode jeweils
zweifach erfolgen, fiir die gaschromatographische Bestimmung ohne mechanisierte
Probenaufgabe oder das Widmark-Verfahren ist eine dreifache Untersuchung vonnéten.
Die MeBwerte diirfen bei Konzentrationen unter 1g/l nicht mehr als 0,1g/1 absolut, bei
Konzentrationen tiber 1g/1 nicht mehr als 10% des MeBwerts voneinander abweichen

(Schiitz, 1983).

3.1.4.1 Das Widmark-Verfahren

Bei diesem Verfahren werden die reduzierenden Eigenschaften des Ethanols ausgenutzt.
Bei der Auswertung wird der Anteil des nicht-reduzierten Kaliumdichromats einer
definierten, vorgegebenen Menge photometrisch bestimmt. Da auch zahlreiche andere
Substanzen reduzierende Eigenschaften besitzen, handelt es sich naturgemdfl um ein

unspezifisches, weder alkohol- noch ethanolspezifisches Verfahren.

3.1.4.2 Das Vidic-Verfahren

Das Vidic-Verfahren &dhnelt dem Widmark-Verfahren. Hierbei wird statt

Kaliumdichromat Vanadiumdichromat reduziert.

3.1.4.3 Das ADH-Verfahren

Das oben beschriebene enzymatische Verfahren ist alkoholspezifisch und wenn auch
nicht ethanolspezifisch, so haben doch Verbesserungen in den letzten Jahren eine
weitgehend stérungsarme Methode hervorgebracht. Dieses Verfahren ist Grundlage
vieler Alkoholtests, die von unterschiedlichen Herstellern angeboten werden und auf die
noch vergleichend in der Diskussion eingegangen wird. Eine Variation der ADH-
Methode stellt die REA-Methode (Radiative Energy Attenuation) dar. Hierbei erfolgt
nach der Umsetzung des Ethanols zu Acetaldehyd und NADH+H" ein weiterer Schritt,

in dem NADH+H" und ein Chromogen zu NAD" und einem Chromophor umgesetzt
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werden. Dem Reaktionsgemisch ist aulerdem eine stabile fluoreszierende Substanz
zugesetzt, ein Fluorophor. Je mehr Chromophor gebildet wird, desto mehr des
entstehenden Fluoreszenzlichts wird durch dieses absorbiert. Die Abnahme der
Strahlungsintensitdt wird mit einem Fluoreszenzpolarisationsimmunoassay erfafit und
ist ein MaB fiir die in der Probe enthaltene Alkoholkonzentration (Caplan und Levine,

1986).

3.1.4.4 Die Gaschromatographie

Diese ist die spezifischste aller Nachweismethoden. Neben der Identifizierung von
Ethanol ist der Nachweis anderer Alkohole und sogenannter Begleitstoffe moglich

(Machata, 1967).

3.2 Ergebnisse

3.2.1 Bestimmung der Prazision in der Serie

Untersucht wurde die Prizision in der Serie auf dem BM Hitachi 902, einem offenen
analytischen System.

Dazu wurden die 35 Plitze eines Probentellers komplett mit kommerziellen Kontrollen
bestiickt und deren Ethanolkonzentrationen in einer Analysenzeit von etwa 15 Minuten
bestimmt. Diese Messung wurde einmal mit einer wéafrigen Ethanolkontrolle und
einmal mit einer Serum-Ethanolkontrolle durchgefiihrt. Bei den Messungen der
niedrigeren, wélrigen Ethanolkontrolle ergab sich im Rahmen der Bestimmung der
Priazision in der Serie ein Variationskoeffizient von 1,542% und ecin
Konzentrationsabfall iiber die Analysenzeit von 1,77%, fiir die hoch konzentrierte
Serum-Ethanolkontrolle  ein  Variationskoeffizient von 0,728% und ein
Konzentrationsabfall {iber die Zeit von 3,167%.

Fiir die ermittelten Formelgeraden der beiden Trendlinien ergab sich kein relevanter
Unterschied in den Steigungen, sie waren beide leicht negativ (WaBrige
Ethanolkontrolle: y = -0,0005x + 1,0049 ; Serum-Ethanolkontrolle: y = -0,0006x +
1,6116). Die MeBwerte lagen allesamt innerhalb des fiir forensisch-toxikologische

Bestimmungen geforderten Bereichs (vergleiche Abbildungen 7 und 8).
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Abbildung 7

Bestimmung der Prézision in der Serie mittels einer wiirigen Ethanolkontrolle (1g/l) (gestrichelte

Gerade entspricht der Trendlinie)

35



=
0

=
\l

Ethanolkonzentration [g/l]
e P
a1 (o))

1,4 T T T T T T
1 6 11 16 21 26 31
Position
Mittelwert Xinax Xmin  Standardabweichung Variationskoeffizient
[9/1] [9/1] [9/1] [9/1] [%0]
1,601 1,625 1,581 0,012 0,728
Abbildung 8

Bestimmung der Prézision in der Serie mittels einer Serum—Ethanol-Kontrolle (1.6 g/l) (gestrichelte
Gerade entspricht der Trendlinie)
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3.2.2 Bestimmung der Prazision von Tag zu Tag

Die Bestimmung der Prédzision von Tag zu Tag auf dem BM Hitachi 902 erfolgte
mittels einer {liber den Zeitraum von 28 Tagen fortlaufenden Messung
(Doppelbestimmungen) einer hoher konzentrierten und einer niedriger konzentrierten,
wélrigen Ethanolkontrolle. dabei wurde den Erfordernissen entsprechend, also nicht
jeden Tag kalibriert. Fiir die hoher konzentrierte Ethanolkontrolle wurde hierbei ein
Variationskoeffizient von 0,5%, fiir die niedriger konzentrierte Kontrolle ein Wert von

0,72% ermittelt.
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Abbildung 9

Bestimmung der Préizision von Tag zu Tag mittels einer niedriger konzentrierten, wiBrigen
Ethanolkontrolle (0,8g/1)
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Abbildung 10

Bestimmung der Prézision von Tag zu Tag mittels einer hdher konzentrierten, walrigen Ethanolkontrolle (2g/1)
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3.2.3 Kalibrationsstabilitdt der Boehringer Mannheim Reagenzien

Die Priifung der Kalibrationsstabilitit erfolgte mit drei kommerziellen
Ethanolkontrollen unterschiedlicher Ethanolkonzentration der Firma Boehringer
Mannheim iiber einen Zeitraum von 14 Tagen. Es handelte sich dabei um zwei Serum-
Ethanolkontrollen und eine wifirige Ethanolkontrolle. Die Messungen wurden jeweils
als Dreifachbestimmungen ohne zwischenzeitliches Kalibrieren durchgefiihrt.

Bis zum 11. Tag der Messungen blieben die MeBergebnisse konstant, ab dann stiegen
sie jedoch bei allen Kontrollen leicht an. Der Variationskoeffizient betrug fiir die
niedriger konzentrierte Kontrolle 14,88%, fiir die mittlere, wéalrige Kontrolle 4,247%
und fiir die héher konzentrierte Ethanolkontrolle 2,72%.
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Zeit [d]
Mittl. Mittl.
Konz. [g/l] n Xmax [O/1]  Xmin [0/1]  Mittelwert  Stand.Abw. VK [%]
[9/1] [9/1]
0,232 27 0,365 0,235 0,28 0,042 14,88
1 27 1,016 1,163 1,059 0,045 4,25
1,614 27 1,628 1,774 1,663 0,045 2,72
Abbildung 11

Bestimmung der Kalibrationsstabilitdit der Boehringer Mannheim Reagentien mit hoher-(feingestrichelte
Linie), mittel- (durchgezogene Linie) und niedriger konzentrierten (breit gestrichelte Linie) Alkoholldsungen
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3.2.4 Kreuzreaktivitdt anderer niedermolekularer Alkohole mit der ADH-

Methode von Boehringer Mannheim

Aus kommerziellem Human-Leerserum und 100-fach verdiinnten, wéBrigen
Alkohollosungen (Ethanol, Methanol, 1-Butanol, 1-Propanol, Isopropanol, Isobutanol,
Isoamylalkohol und 2-Butanol) wurden jeweils Proben mit einer Konzentration von 1g/1
hergestellt. Zur gleichartigen Herstellung von Proben mit einer Konzentration von 4g/1
wurde eine 10-fach verdiinnte, wiBrige Stammlosung des jeweiligen Alkohols
verwendet. Die mit Ethanol hergestellten Proben dienten als Kontrolle zur
Objektivierung des Pipettierfehlers. Die Ermittlung der Kreuzreaktivitit der
verschiedenen Alkohole mit der ADH-Methode von Boehringer Mannheim erfolgte
jeweils in 3-fach-Bestimmungen auf dem BM Hitachi 902.

Fiir 1-Propanol ergab sich hierbei im Mittel eine Kreuzreaktivitit von 9,6% bei einer
Konzentration von 1 g/l und von 9,7% bei einer Konzentration von 4 g/l. Die
Kreuzreaktivitdt fiir 1-Butanol betrug im Mittel bei 1 g/l 2,8%, bei 4 g/l 2,7%. Die fiir
die tbrigen Alkohole ermittelten Kreuzreaktivititen waren so gering, dafl sie als

forensisch irrelevant betrachtet werden konnen.
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Abbildung 12

Kreuzreaktivitit verschiedener Alkohole mit der ADH-Methode von Boehringer Mannheim
(einfarbige Fliache entspricht der Alkoholkonzentration 1g/l; schraffierte Flache entspricht der
Alkoholkonzentration 4g/1)
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3.2.5 Vergleich verschiedener Methoden zur Ethanolbestimmung

Verglichen wurden die ADH-Methode von Boehringer Mannheim, die ADH-Methode
von Syva Co./Behring und Headspace-GC.

3.2.5.1 Vergleich von GC und der ADH-Methode von Boehringer Mannheim

Die mit der ADH-Methode von Boehringer Mannheim ermittelten MeBwerte zeigen
eine hohe Korrelation (R= 0,9976) mit den durch die gaschromatischen Methode

gewonnenen Werten.
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Abbildung 13

Vergleichende Untersuchung zur Bestimmung von Ethanol im Serum mittels Headspace-
Gaschromatographie und der ADH-Methode von Boehringer Mannheim
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3.2.5.2 Vergleich von GC und der ADH-Methode von Syva Co./Behring

Die mit der gaschromatischen Methode ermittelten MeBwerte zeigen eine hohe
Korrelation ( R= 0,9976) mit den durch die ADH-Methode von Syva Co./Behring

gewonnenen Werten.
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Abbildung 14

Vergleichende Untersuchung zur Bestimmung von Ethanol im Serum mittels Headspace-
Gaschromatographie und der ADH-Methode von Syva Co./Behring

3.2.5.3 Vergleich der Methode von Boehringer Mannheim und Syva Co./Behring

Auch der Vergleich der MeBwerte zweier ADH-Methoden von unterschiedlichen

Herstellern ergab eine gute Ubereinstimmung (R=0,9981).
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Abbildung 15

Vergleichende Untersuchung zur Bestimmung von Ethanol im Serum mittels der ADH-Methode von
Boehringer Mannheim und der ADH-Methode von Syva Co./Behring
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3.3 Diskussion

3.3.1 Headspace-Gaschromatographie

Die Headspace-Gaschromatographie zdhlt zu den spezifischen Nachweismethoden fiir
Ethanol mit hoher Prizision und Richtigkeit. Bei diesem Verfahren ist weder ein Zusatz
von Reagenzien noch eine Probenaufbereitung erforderlich. Der Nachweis ist bis zu
einer Konzentration von 0,01 g/l moglich, Linearitdt besteht bis zu einer Konzentration
von etwa 20 g/l. Fiir die Intrapriazision ergeben sich niedrige Variationskoeftfizienten
von 1,1% (0,5g/1), 1,1% (1,0 g/1) und 0,8% (2,5 g/1). Ethanol kann in der Probe anhand
seiner Retentionszeit einwandfrei identifiziert werden, auflerdem besteht die
Moglichkeit der Erfassung von anderen Substanzen in der Probe (Begleitstoffe,
Féaulnisalkohole). Die Bestandteile der Probenmatrix, die im Dampfraum der
Headspace-Gaschromatographie zum gréfften Teil fehlen, konnen zwar frithzeitig die
Qualitit der Trennsdule mindern, fiihren aber nicht zu fehlerhaften Ergebnissen bei der
Ethanolbestimmung (Pribilla und Schultek, 1980). Die zu friiheren Zeiten angewendete
Direkteinspritzung der Probe in den Gaschromatographen wurde aufgrund der schnellen
Verschmutzung der  Sédulen  weitestgehend  zugunsten der  Headspace-
Gaschromatographie verlassen. Beziiglich der Sdulen sind vorrangig Carbopack sowie
Hallcomidsdulen wegen der guten Auftrennung von 1- Propanol und Ethanol zu
empfehlen. Die Einfiihrung der automatisierten Analysensysteme, die eine Bestimmung
von bis zu 30 Proben hintereinander zulassen, bedeuten eine erhebliche Erleichterung in
der Laborroutine. Gegeniiber den anderen Analysenverfahren zur Ethanolbestimmung
ist die ldngere Analysendauer von mindestens 3- 4 Minuten pro Probe nachteilig. Die
Analysendauer verlidngert sich noch, wenn bei Faulnisblut gewartet werden muB, bis die
Féulnisalkohole n- Propanol und n- Butanol von der Sdule eluieren. Die bei der Analyse
erhaltenen MeBwerte miissen noch durch von der Probenmatrix abhéngige
Korrekturfaktoren dividiert werden (Vollblut: 1,08; Serum: 1,26; blutige Seren: 1,17).
Das benotigte Probenvolumen konnte inzwischen von 500 pl auf 100 pl reduziert
werden und liegt damit nur noch geringfiigig liber den bei anderen automatisierten
Analysesystemen bendtigten Mengen (Machata, 1967; Machata, 1970; Klug und
Schmidt, 1981; Schmidt, 1982; Macchia, 1995).
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3.3.2 Ethyl Alcohol Assay von Boehringer Mannheim

Der Boehringer Mannheim Assay hat einen niedrigen Cutoff von 0,1 g/l und ist {liber
den Bereich von 0-4 g/l linear. Die Intrapridzisionsdaten ergeben Variationskoeffizienten
von 1,542% fiir eine Konzentration von 1 g/l und 0,728% fiir eine Konzentration von
1,6 g/l. Die Interprizision liegt bei 0,72% fiir eine Konzentration von 0,8 g/l und bei
0,5% fiir eine Konzentration von 2 g/l. Damit werden dhnlich gute Prizisionsdaten
ermittelt, wie flir die Gaschromatographie. Auch in der Praxis liefert das Verfahren sehr
prizise Ergebnisse, so daB3 erneute Bestimmungen aufgrund zu hoher Abweichungen
zwischen den MeBergebnissen der verwendeten Verfahren nur selten erforderlich sind.
Bei der Prifung der Kalibrationsstabilitit der Boehringer Mannheim-Reagenzien
blieben die MeBergebnisse liber 11 Tage stabil, dann war ein leichter Anstieg aller
MeBwerte zu verzeichnen. Eine Kalibration ist also ungefahr alle 14 Tage zu empfehlen.
Im Routine-Betrieb hat sich allerdings gezeigt, dal nach einer gewissen
,Eingewohnungsphase® des Gerdts (BM Hitachi 902) die MeBergebnisse wesentlich

langer stabil bleiben. Dies zeigte sich auch bei den Ergebnissen unseres Labors im
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Abbildung 16

Ergebnisse des Ringversuchs der GTFCh 1/99 zur Bestimmung von Ethanol in Serum mit der ADH-
Methode (An dem Ringversuch nahmen 22 Labors teil; jeder Balken steht fiir eine Einzelbestimmung;
die beiden hellen Balken stellen die in unserem Labor mit der ADH-Methode von Boehringer
Mannheim ermittelten Ergebnisse dar. Die in der Abbildung eingezeichneten mit + 2 s/- 2 s
bezeichneten Linien entsprechen der Zielstandardabweichung )
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Ringversuch der GTFCh 1/99. Mit der ADH-Methode von Boehringer Mannheim
wurde  der  Ethanolgehalt einer  Serumethanolprobe  mit  unbekannter
Ethanolkonzentration bestimmt. Es erfolgte die zweimalige Untersuchung der Probe.
Die Ergebnisse beider Bestimmungen entsprachen dem Sollwert. Die Prizision und die
Richtigkeit der Messungen mit der ADH-Methode von Boehringer Mannheim wurden
damit als gut bewertet (vergleiche Abbildung 16).

Untersuchungen zur Kreuzreaktivitit haben lediglich fiir 1-Propanol und 1-Butanol
deutliche Kreuzreaktivititen von jeweils 9,7% und 2,8% gezeigt. Ein falsch-positives
Ergebnis wire hiermit allerdings nur bei einer Konzentration von 4 g/l 1-Propanol
(MeBergebnis: 0,35 g/1) moglich. Bei einer solchen Konzentration von 1-Propanol im
Blut, die nur durch orale Zufuhr von Losungsmitteln auftreten kann, wiirden allerdings
Krankheitserscheinungen auftreten, die ebenfalls die Handlungsfahigkeit oder
Verkehrstiichtigkeit erheblich einschrinken wiirden (Schiitz, 1983). Damit sind die
ermittelten Kreuzreaktivititen fiir die Praxis weitgehend bedeutungslos. Fiir die
restlichen untersuchten Alkohole konnten keine relevanten Kreuzreaktivititen ermittelt
werden. Der Test ist fiir Serumproben konzipiert, es ist aber auch mdglich,
abzentrifugierte Urinproben zu untersuchen. Eine Aufbereitung der Serumproben ist
nicht notwendig. Fiulnisblutproben sowie hdamolytische (alte) und extrem lipamische
Proben flihren sehr hédufig zu falschen MeBergebnissen oder Fehlermeldungen. Das
bendtigte Probenvolumen liegt bei 50-70 pl. Aber auch, wenn nur geringere
Probenmengen zur Verfiigung stehen, kann in einigen Féllen noch ein korrektes
MeBergebnis erhalten werden. Mit einer Anzahl von 35 Proben pro Teller und einer
Durchlaufgeschwindigkeit von 15 Minuten ist der Boehringer Mannheim Assay auf
dem BM Hitachi 902 wesentlich weniger zeitaufwendig als die Gaschromatographie
und andere ADH-Assays. Bei dem Vergleich des der Boehringer Mannheim Assays mit
Headspace-Gaschromatographie und dem EMIT® ETS® Plus Ethyl Alcohol Assay auf
dem Cobas Mira konnte eine gute Korrelation zwischen den MeBwerten aller Verfahren

festgestellt werden (BM/HSGC: 0,9976; Syva/HSGC: 0,9976; BM/Syva: 0,9981).

3.3.3 TD, REA® Ethanol Assay von Abbott

Der TD, REA® Ethanol Assay auf dem TDy-Analyzer hat ebenfalls einen niedrigen
Cutoff von 0,1 g/l, der MeBbereich ist aber nur von 0-3 g/ linear. Dies entspricht nicht
immer den Bediirfnissen eines forensischen Labors, zumal die Blutalkoholkonzentration

einen Wert von 3 g/l gar nicht so selten iiberschreitet und bei solchen Werten auch
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durchaus noch Handlungsfahigkeit bestehen kann (Jones, 1999). Liegt eine Probe
oberhalb des linearen Bereichs, so muf} sie verdiinnt werden, um die korrekte
Blutalkoholkonzentration ermitteln zu konnen. Dies bedeutet Zeitverlust und
Arbeitsaufwand. Fiir die Intraprézision und Interprédzision gibt es beziiglich der

Variationskoeffizienten in der Literatur unterschiedliche Angaben.

Autor Caplan und Levine | Jortani und Poklis | Mebs et al.

1986 1993 1996

Intraprazision

0,4 g/l: 4,97%
1,0 g/l: 3,83%
2,5 ¢g/1: 1,81%

1,5 g/l: 2,3%

0,5 g/l: 6,4%
2,0 g/1: 2,29%
4,0 g/1: 1,37%

Interprazision

0,4 g/l: 6,92%

0,5 g/l: 3,0%

0,8 g/l: 3,42%

1,0 g/l: 5,72%
2,5¢g/1:4,11%

1,0 g/l: 2,7%
2,5 g/l: 2,8%

1,0 g/l: 2,7%

Fiir die Korrelation der MeBwerte zwischen dem TD, REA®™ Ethanol Assay und der
Headspace Gaschromatographie konnten in der Literatur Korrelationskoeffizienten von
0,985 (Jortani und Poklis, 1993), 0,991 (Caplan und Levine, 1986) und 0,9977 (Mebs et
al., 1996) gefunden werden. Spezielle Interferenzen mit niedermolekularen Alkoholen
oder Ketonen wurden nicht gefunden (Jortani und Poklis, 1993). Geringfiigige
Interferenzen traten beziiglich dem Vorliegen von erhéhten Serumlactat- und LDH-
Spiegeln in Proben auf. Von 19 untersuchten Proben ergaben 5 ein falsch-positives
Ergebnis (Nine et al., 1995). Der TD, REA® Ethanol Assay benétigt lediglich ein
Probenvolumen von 50 pl, was bei den teilweise geringen Probenmengen von Vorteil
sein kann. Der Test ist einfach in der Anwendung und bendtigt keine weitere
Probenaufbereitung. Mit einer Durchlaufgeschwindigkeit von 20 Proben in 20 Minuten
bleibt er deutlich hinter dem Boehringer Mannheim Test auf dem BM Hitachi 902
zurlick, ist aber immer noch schneller als die Gaschromatographie (Caplan und Levine,
1986). Alt und Reinhardt fanden 1996, dal3 die gemessenen Werte bei dem TDy REA®
Ethanol Assay im Schnitt hoher lagen und stirkere Abweichungen nach oben und unten
aufwiesen als bei der Headspace-Gaschromatographie und herkoémmlichen ADH-
Verfahren. Hierbei wurden die zuldssigen Grenzen fiir forensische Fragestellungen

teilweise iberschritten.
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3.3.4 ALC Ethyl Alcohol Assay von Du Pont De Nemours

Der ALC Ethyl Alcohol Assay hat einen niedrigen Cutoff von 0,1 g/l und ist wie der
TDx REA® Ethanol Assay nur iiber den Bereich von 0-3g/l linear. Die Intraprizision
liegt bei 1,09% fiir eine Konzentration von 1 g/l und bei 1,74% fiir eine Konzentration
von 1,7 g/l. Die Interprézision liegt bei 1,56% fiir eine Konzentration von 1 g/, 1,41%
fiir eine Konzentration von 1,5 g/l und bei 2,4% fiir eine Konzentration von 2 g/l. Die
Priazision der Methode geniigt damit forensisch-toxikologischen Anforderungen.
Beziiglich der Kreuzreaktivitdt mit anderen niedermolekularen Alkoholen ergaben sich
erhebliche Interferenzen mit 1-Propanol (70%) und 1-Butanol (50%). Hadmolytische
oder lipdmische Seren konnen nur nach einer EnteiweiBBung einer Ethanolbestimmung
unterzogen werden, dies bedeutet einen weiteren Arbeitsschritt und somit Zeitverlust.
Das Probenvolumen fiir die Analyse mit dem Automatic Clinical Analyzer (ACA")
muf3 mindestens 0,15 ml betragen, bei ldngerer Analysendauer wird aufgrund der
Fliichtigkeit von Ethanol sogar eine Menge von 0,5 ml empfohlen. Ein so grof3es
Probenvolumen kann unter Umstdnden schwer bereitzustellen sein, insbesondere, wenn
das Material noch auf das Vorhandensein anderer Substanzen untersucht werden soll

(Gibitz und Schiitz, 1993).

3.3.5 EMIT® ETS® Plus Ethyl Alcohol Assay von Syva Co./Behring
Der EMIT® ETS® Plus Ethyl Alcohol Assay wird auf dem  geschlossenen

Analysensystem Cobas Mira eingesetzt. Mit einem Cutoff von 0,1 g/l und einem
linearen Bereich bis 6,5 g/l steht diese Variante der ADH-Methode, was die
diesbeziigliche Praktikabilitdt betrifft, nur hinter der Gaschromatographie zuriick. Fiir
die Prézision in der Serie ergeben sich Variationskoeffizienten von 6,1% (0,25 g/l),
5,8% (0,40 g/1), 3,7% (1,0 g/1), 3,5% (3,0 g/l) und 4,5% (5,0 g/1). Die Prézision von Tag
zu Tag liegt bei 4,9% (0,25 g/1), 5,0% (0,40 g/1), 4,3% (1,0 g/1), 3,3% (3,0 g/1) und
5,0% (5,0 g/l).Die MeBergebnisse des EMIT® ETS® Plus Ethyl Alcohol Assay stimmen
gut mit denen anderer Tests {iberein, so zeigt sich eine Korrelation von 0,984 zwischen
dem EMIT® ETS® Plus Ethyl Alcohol Assay und dem TDy REA® Ethanol Assay. Der
Korrelationskoeffizient zwischen dem EMIT® ETS® Plus Ethyl Alcohol Assay und der
Headspace Gaschromatographie liegt bei 0,971. Am besten ist die Korrelation mit dem
ALC Ethyl Alcohol mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,993. Interferenzen des

Tests mit anderen, niedermolekularen Alkoholen oder Ketonen wurden nicht beobachtet
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(Jortani und Poklis, 1992). Allerdings wurden Interferenzen mit LDH und Lactat beim
Vorliegen auBergewdhnlich hoher Serumspiegel festgestellt, die in der Regel nur bei
Personen auftreten, die unter einer schweren, konsumierenden Erkrankung (finale
Leberzirrhose, Leukdmien) leiden. Bei dieser Untersuchung war der EMIT® ETS® Plus
Ethyl Alcohol Assay am schwersten von dieser Problematik betroffen. Von 19 Proben
mit erhohten Serumlactat- und LDH-Spiegeln waren 17 MeBergebnisse positiv. In
keiner Probe lieB sich gaschromatographisch Ethanol nachweisen. Obwohl
wissenschaftlich interessant sind diese Ergebnisse fiir die Praxis von eher geringer
Bedeutung, da solche Félle im Routine- Alltag sicher die Ausnahme darstellen. Dies
wird noch verstdndlicher, wenn man bedenkt, dal 17 der 19 Proben wihrend Autopsien
gewonnen wurden und nicht etwa an vitalen Menschen, die z. B. am Stralenverkehr
teilgenommen haben (Nine et al., 1995; Winek und Wahba, 1996). Auch der EMIT®
ETS® Plus Ethyl Alcohol Assay benétigt ein Probenvolumen von 50-100 ul und liegt

damit im Bereich der meisten anderen Verfahren.
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4 Vergleichende Untersuchung zur Validitat neuer Verfahren

der LSD-Bestimmung in Korperflissigkeiten

4.1 Theoretische Grundlagen

4.1.1 Geschichtlicher Ruckblick

1938 gelang Albert Hofmann erstmalig die Synthese von LSD (es war die 25. Substanz,
die er herstellte, daher auch die urspriingliche Bezeichnung LSD-25). Die Substanz
entsprach jedoch nicht den Erwartungen, denn A. Hofmann hatte nicht mit einem
potenten Halluzinogen, sondern wegen der Ahnlichkeit von LSD mit dem damals als
Analeptikum eingesetzten Nikotinséurediethylamid mit einer Substanz gerechnet, die
eventuell als Atem- oder Kreislaufstimulans eingesetzt werden konnte. Obwohl fiir LSD
im Tierversuch eine Wirkung auf die Gebarmutter festgestellt werden konnte, wurden
zunichst keine weiteren wissenschaftlichen Untersuchungen {iber die Substanz
durchgefiihrt.

Fiinf Jahre spéter stellte A. Hofmann die Substanz mit der Vermutung, dal} sie vielleicht
doch wertvolle Wirkungen besédle, erneut her. Diesmal bekam er zufillig die
halluzinogene Wirkung von LSD am eigenen Leibe zu spiiren. Nun folgten zahlreiche
Tierversuche, die nétig waren, um Erkenntnisse tiber Pharmakokinetik und —dynamik,
aber insbesondere iiber die Toxizitit der Substanz zu erlangen. Die durch LSD
bewirkten psychischen Verdnderungen der Versuchstiere waren nicht gut beurteilbar.
Spater folgten dann Untersuchungen an schizophrenen Patienten einer Klinik fiir
Psychiatrie in Zirich und einer Kontrollgruppe von gesunden Probanden. Die
Annahme, LSD konne in der Psychotherapie von Nutzen sein, beruhte auf der
Vorstellung, da3 die Wirkung des Halluzinogens vergessene Erlebnisse in der Kindheit
wieder zuginglich machen wiirde. Etwa zehn Jahre nach der Entdeckung des LSD
wurde die Substanz in Amerika zur Rauschdroge Nummer 1. Die daraus resultierenden
Schwierigkeiten und unangenehme Popularitit, die sowohl ,, LSD-Jiinger*, als auch
unter dem Einflul der Droge begangene Straftaten und Suizide verursachten, bewegten
Sandoz 1966 dazu, die Abgabe von LSD zu sperren. 1971 wurde die Droge weltweit
verboten und in Deutschland auch im medizinischen Sektor nicht weiter verwendet. A.
Hofmann beschéftigte sich in der Zeit vor dem Verbot von LSD mit anderen
Halluzinogenen, so dem Psilocybin (Psilocybe mexicana = Teonacatl-Pilze) und dem
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Lysergamid (Ololiuqui). 1972 beendet er seine Tétigkeit bei Sandoz (Hofmann, 1997).
Heute gibt es neue Ansédtze, LSD als Therapeutikum zu Forschungszwecken, z.B. in der

Therapie des Alkoholismus einzusetzen (Mangini, 1998).

4.1.2 Pharmakokinetik

Das Wissen iiber den Stoffwechsel von LSD ist trotz intensiver Forschung sehr
begrenzt. LSD wird iiblicherweise in Dosierungen von 25-100 pg zugefiihrt, bei
Dosierungen iiber 200 pg ist die Gefahr des Auftretens eines Horror-Trips grofler. Die
letale Dosis fiir den Menschen wird bei etwa 150 mg vermutet, also dem etwa 500-600-
fachen der normalen Dosis (Geschwinde, 1985). LSD fiihrt weder zu einer psychischen
noch zu eine physischen Abhéngigkeit, bewirkt allerdings eine ausgeprigte

Toleranzentwicklung (Kunkel, 1971; Moffat et al., 1986).

4.1.2.1 Resorption

Nach peroraler Applikation und vollstindiger Resorption im Gastrointestinaltrakt wird
die hochste Plasmakonzentration (von etwa 4-6 pg/l bei einer Dosis von 2 pg/kg KQG)
etwa eine Stunde nach Einnahme erreicht. LSD verschwindet dann jedoch sehr schnell

aus der Blutbahn, um sich in ganzen Korper zu verteilen (Baselt, 1995).

4.1.2.2 Metabolisierung

LSD unterliegt einem ausgepriagten Metabolismus, dessen Wege noch wenig geklart
sind. Nur ungefdahr 1% der Droge wird unverdndert mit dem Urin ausgeschieden. Bisher
in  Urin von LSD-Konsumenten nachgewiesene Metaboliten sind Nor-LSD und
Konjugate von 13- und 14-Hydroxy-LSD (Lim et al., 1988; Nelson und Foltz, 1992)
sowie Iso-LSD (von dem allerdings vermutet wird, da3 es auch als Verunreinigung
bereits in von LSD-Konsumenten eingenommenen LSD-Trips enthalten sein kdnnte
(Clarkson et al., 1998)), Isonor-LSD, Lysergsdurcethylamid und Iso-
Lysergsédureethylamid (Cai und Henion, 1996). Ergebnisse aus Tierversuchen sowie in
vitro Versuche mit der Mikrosomenfraktion der Leber lassen allerdings vermuten, daf3
es noch eine Reihe anderer Stoffwechselprodukte gibt, die aber entweder nicht sicher
identifiziert werden konnten oder deren Ubertragbarkeit auf in vivo Verhiltnisse
fraglich ist. So wurden bei in vitro Experimenten sicher Lysergsdureethylamid und 2-
Ox0-LSD identifiziert (Cai und Henion, 1996). Bei neueren Untersuchung konnte mit

dem nicht konjugierten 2-Oxo-3-Hydroxy LSD ein weiterer Metabolit gefunden
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werden, der in 4-40fach hoherer Konzentration als LSD im Urin vorliegt und bis zu 96
Stunden erfafit werden kann und damit fiir den Nachweis des LSD-Abusus viel
geeigneter erscheint als die Muttersubstanz. Leider ist die Kreuzreaktivitit der
momentan vorhandenen Screeningmethoden mit 2-oxo-3-Hydroxy LSD gering
(EMIT®: 1,8%; CEDIA®: 1,7%; KIMS®: 11%)(Poch et al., 1999; Verstraete und Van de
Velde, 1999). Da die Identifizierung der wichtigsten Metaboliten im LSD-Stoffwechsel
fir die Entwicklung verldBlicher Nachweismethoden von groler Bedeutung sein

konnten, ist auf diesem Gebiet in Zukunft sicherlich mit weiteren Ergebnissen zu

rechnen.
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Metabolismus von Lysergsdurediethylamid

4.1.2.3 Elimination

Nur etwa 1-2% des LSD werden unverdndert mit dem Urin ausgeschieden. Da die
Halbwertszeit von LSD nur 3-5 Stunden betrigt, ist bereits nach kurzer Zeit damit zu

rechnen, daf} die Urinkonzentration unter 1 ng/ml abfillt, was den Nachweis von LSD
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aus den Korperfliissigkeiten in einem hohen Malle erschwert (Moffat et al., 1986;
Baselt, 1995).

4.1.3 Pharmakodynamik

4.1.3.1 Wirkungsmechanismus

Die genaue Bestimmung der Wirkungsweise von LSD ist nach heutigen Erkenntnissen
dhnlich komplex wie der Versuch, menschliches Verhalten insgesamt aufzuschliisseln.
Die beim GenuB3 dieser Droge ablaufenden Prozesse konnen auch nach aktuellen
Erkenntnissen nur ungefahr beschrieben werden und stiitzen sich zu grof8en Teilen noch
immer auf Vermutungen. Der Botenstoff Serotonin spielt bei diesen Vermutungen eine
groBe Rolle, denn das LSD-Molekiil besitzt eine auffillige Ahnlichkeit mit Serotonin.
Vom Botenstoff Serotonin wird angenommen, dafl er hemmend wirkt und somit das
Gehirn vor Reiziiberflutung schiitzt. Aufgrund der Ahnlichkeit der Molekiilstrukturen
wird nun vermutet, dafl sich LSD auf die Serotonin-Aktivititen- vermutlich als
Serotonin-Agonist bzw. als partieller Serotonin-Agonist an 5-HT;s-Rezeptoren (Estler,
1995) und an 5-HT;c- Rezeptoren (Burris et al., 1991) sowie als kompetitiver
Serotonin-Antagonist an 5-HT,x-Rezeptoren (Watkins und Newberry, 1996) bzw. als
partieller Agonist an 5-HT,s-Rezeptoren (Marek und Aghajanian., 1996) - im Gehirn
auswirkt. Ist dies der Fall, so kann davon ausgegangen werden, dal Halluzinogene wie
das LSD indirekte Auswirkungen auf die gesamte Verarbeitung von Sinneseindriicken
im Gehirn haben und auf diese Weise die traumédhnlichen Trancezustinde hervorrufen.
Es ist vorstellbar, dal eine Dysbalance des serotonergen-dopaminergen und des
glutamatergen-dopaminergen Systems fiir das klinische Bild der drogeninduzierten

Psychose verantwortlich ist (Vollenweider, 1998).

4.1.3.2 Wirkung

Die Wirkung von LSD beginnt 30-90 Minuten nach Einnahme der Droge und hélt etwa
5-14 Stunden an (Schneider et al., 1998). LSD beecinflult die zentralnervisen
Funktionen des Menschen. Das Rauscherlebnis unterliegt sowohl einer groflen
interindividuellen als auch intraindividuellen Schwankung. Auch scheinen Stimmung
und Gemiitszustand eine wichtige Rolle bei der Rauschwahrnehmung zu spielen.
Grundsitzlich kann das Erleben der Umwelt durch alle Sinne verdndert sein. Tatsache

ist, da die Einnahme von LSD im Allgemeinen zu bewul3t wahrgenommenen

53



Halluzinationen fiihrt, die sich in Art und Umfang nur schwer vorhersagen lassen. Alle
Farben sind von einer starken Intensitit, vor dem inneren Auge werden
kaleidoskopartige Bilderfolgen wahrgenommen. Die akkustischen Wahrnehmungen
sind nur selten verdndert, hidufig besteht nur eine Empfindlichkeit gegeniiber lauten
Geréduschen. Perspektiven und Dimensionen sowie das Zeitgefithl wéhrend des
Rausches scheinen veréndert. Konsumenten dieser Droge erzdhlen unter anderem von
traumartigen Zustdnden und Personlichkeitsverlusten wie dem Gefiihl ,,neben sich zu
stehen und von Sinnesverschiebungen wie der scheinbaren Fahigkeit, Farben horen
und Tone sehen zu kénnen. Der eigene Korper bzw. Teile von ithm scheinen fremd zu
sein, Korperformen stellen sich deformiert dar. Die Reflexe der Patienten sind deutlich
gesteigert, die Stimmungslage kann euphorisch bis expansiv sein.Es kommen aber auch
dysphorische Stimmungen bis zu sogenannten Horror-Trips vor, die von alptraumartiger
Natur sind (Bron, 1979). Albert Hofmann schreibt iiber seinen ersten Selbstversuch mit
LSD: ,Kaleidoskopartig sich verdndernd, drangen bunte, phantastische Gebilde auf
mich ein, in Kreisen und Spiralen sich 6ffnend und wieder schlieend, in Farbfontainen
zerspriithend, sich neu ordnend und kreuzend, in stindigem FluB3.* Kiinstler, die vor und
nach Ingestion von LSD ein Objekt darstellten, befanden die unter dem Drogeneinfluf3
gefertigten Werke als kiinstlerisch wertvoller und erkldrten, daB3 sie sich wéhrend des
Rausches kreativer und voller neuer Impulse gefiihlt hétten (Janiger und Dobkin de
Rios, 1989). Auch die Gefahr der Auslosung einer latenten Psychose bei wiederholtem
LSD-Gebrauch ist beschrieben worden (Bron et al., 1976). Bis zu fiinf Jahren nach dem
letzten LSD-Abusus kann es zu Flashbacks kommen, d.h., zu dem Rausch dhnlichen
Zusténden, allerdings ohne erneute Einnahme der Droge. Flashbacks sind positiv mit
der Héaufigkeit der Einnahme der Droge korreliert und treten bei Alkoholikern, die
gleichzeitig LSD-Abusus betreiben haufiger auf (Batzer et al., 1999). Es wird vermutet,
daf} dieser Effekt auf die toxische Schiddigung von 5-HT,-Rezeptoren zuriickzufiihren
ist. Hierbei treten auch EEG-Veridnderungen und eine Verkiirzung der Latenzzeit visuell
evozierter Potentiale auf (Abraham und Aldridge, 1993; Abraham und Duffy, 1996).
Zusidtzlich zu der psychischen Symptomatik kommt es zu Verdnderungen, die der
sympathomimetischen Wirkung entsprechen (Brechreiz, Schwindel, Kilte- oder

Hitzegefiihl, Mydriasis, Blutdrucksteigerung, Tachykardie).
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4.1.3.3 Therapie der LSD-Intoxikation

Die LSD-Intoxikation manifestiert sich haufig in Form eines Horror-Trips. Als
Therapie-Optionen kommen die Gabe von Benzodiazepinen (z.B. Lorazepam) und
Neuroleptika (z.B. Haloperidol) sowie beruhigendes Einwirken auf den agitierten

Patienten in Frage (Miller, 1992).
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olfaktorische) Halluzinationen

* Horror-Trips

« Flash-Backs, Post Halluzinogenic
Perceptual Disorder (PHPD)
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Abbildung 18

LSD-Wirkungen auf Auge, ZNS, Kleinhirn, glatte Muskulatur , DNA und Herz.
(Hesse, 1966; Kunkel, 1971; Abraham and Aldridge, 1993; Li und Lin, 1998; Halpern und Pope,
1999)
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4.1.4 Nachweisverfahren
4.1.4.1 Screeningmethoden

4.1.4.1.1 Immunoassays

Immunoassays sind heutzutage fester Bestandteil klinischer und forensisch-
toxikologischer Laboratorien. Mittels ihrer hohen Sensitivitit kann aus einer grofen
Menge Proben eine kleine Gruppe potentiell ,,positiver Proben herausgefiltert werden.
Dieses reduziert den Arbeitsaufwand im Labor erheblich, da ,,negative® Proben nach
dem Prinzip ,,In dubio pro reo* in der Regel nicht weiter untersucht werden miissen.
Dem Immunoassay liegt die Antigen-Antikorper-Reaktion zugrunde. Die Produktion
der meist monoklonalen Antikdrper erfolgt durch die Einbringung des an ein
hochmolekulares Triagermolekiil gebundenen relevanten Antigens in ein Versuchstier
oder eine Zellkultur. Die hdufig niedermolekularen Substanzen (Haptene), gegen die
Antikorper gebildet werden sollen, sind ohne dieses Tragermolekiil (z.B. Albumin)
nicht in der Lage, eine Immunantwort auszuldsen. Beziiglich des Funktionsprinzips der
Immunoassays gibt es unterschiedliche Ansidtze. Immunoassays, die keinen weiteren
Reinigungsschritt bendtigen werden als homogene Immunoassays bezeichnet. Sie sind
praktischer in der Anwendung, aber lediglich fiir die Detektion niedermolekularer
Substanzen geeignet. Bei den heterogenen Immunoassays werden die ungebundenen
Antigene ausgewaschen, sie sind fiir niedermolekulare und hochmolekulare Antigene
geeignet. Eine Variante der Immunoassays sind die Radioimmunoassays, bei denen das
Antigen radioaktiv markiert ist. Bei diesen heterogenen Immunoassays erfolgen die
Riickschliisse auf die in der Probe enthaltene Substanzkonzentration {iber die Messung
der nach dem Auswaschen noch vorhandenen Radioaktivitit. Eine weitere Variante
stellt der Enzymimmunoassay dar, bei dem das Enzym die Markierung darstellt. Mit
Enzym markiertes Antigen konkurriert mit freiem Antigen aus der Probe um eine
begrenzte Menge von Antikdrpern. Wird markiertes Antigen weitgehend an die
vorhandenen Antikorper gebunden -ist also wenig konkurrierendes, nicht-markiertes
Antigen in der Probe enthalten- so bleibt das Enzym inaktiv und setzt kein Substrat um.
Bei der Umsetzung von Substrat wird in der Regel NADH + H' produziert, welches
eine Extinktionsédnderung der Losung bei 340 nm bewirkt, die photometrisch bestimmt
werden kann. Eine relativ neue Methode ist die KIMS®-Methode von Roche, bei der in

Losung befindliche, mit LSD markierte Mikropartikel aus Latex und freies LSD um die
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Antikorper des Tests konkurrieren. Befindet sich kein LSD in der Probe, binden die
Antikorper an die LSD- markierten Mikropartikel, es kommt zur Agglutination.
Umgekehrt kommt es bei Vorhandensein von freiem LSD in der Probe nicht zur
Agglutination, da die in der Losung vorhandenen Antikorper bereits zum Teil mit dem
freien LSD konjugiert sind. Die agglutinierten Mikropartikel absorbieren Licht starker
als die nicht agglutinierten Mikropartikel. Es erfolgt eine Endpunktmessung, das heif3t,
es wird die Lichtabsorption zu Beginn der Messung und die Lichtabsorption nach
Abschluf3 der Reaktion festgestellt. Je stiarker die photometrisch erfafite Differenz der
beiden Werte ist, desto groBer ist die LSD- Konzentration in der Probe (Armbruster et

al., 1993).

4.1.4.2 Bestatigungsanalysen

41421 HPLC

Bei der Hochleistungs- oder Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) wird eine
mobile Phase unter hohem Druck durch die Sdule mit der stationdren Phase gepumpt.
Die stationdre Phase besteht in der zur Zeit am haufigsten eingesetzten Reversed-Phase-
HPLC aus unpolaren, chemisch gebundenen, nicht auswaschbaren also sehr stabilen
Materialien. Darin unterscheidet sie sich von der Verteilungschromatographie, bei der
die stationdre Phase eine geringere Stabilitit aufweist und von der
Adsorptionschromatographie durch deren polare stationdre Phase sowie die wesentlich
kleinere Probenkapazitéit. Bei der RP-HPLC werden wifrige, gepufferte Losungen mit
unterschiedlichen Anteilen organischer Losungsmittel als FlieBmittel verwendet. Bei
der HPLC konnen im Gegensatz zur GC auch thermolabile und hochmolekulare
Substanzen chromatographiert werden, bzw. niedrigere Nachweisgrenzen erreicht
werden. FEine  HPLC-Apparatur  besteht aus einem  oder  mehreren
FlieBmittelvorratsbehéltern und einer oder mehreren Hochdruckforderpumpen sowie
eventuell einem Mischer, je nachdem, ob man mit einem isokratischen System oder
Gradientensystem arbeiten mochte. Die weiteren Bestandteile sind gegebenenfalls ein
Pulsationsddmpfer, ein Druckmesser, ein Injektor (Probeneinlaf3), eine Vor- und eine
Trennsdule, ein oder mehrere Detektoren und einer Signalverarbeitungs- und
Dokumentationseinheit. Bei der RP-HPLC werden als Sdulenmaterial Octadecylsilan-
Phasen (ODS- Phasen, C18 Material) verwendet, bei denen durch Umsetzung mit

Trimethylchlorsilan die Anzahl der polaren Gruppen auf der Oberfliche weiter
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verringert werden konnen. Das Elutionsverhalten der Proben von der Sdule kann durch
Anderung der Temperatur, der FlieBgeschwindigkeit und des FlieBmittels erreicht
werden. Meist werden die Anderungen der Retentionszeiten durch Variation der
FlieBmittelzusammensetzung erreicht, da dies die grofite Effizienz zeigt und aulerdem
materialschonend ist. Bei der sogenannten  Gradientenelution  koénnen
FlieBmitteleigenschaften wihrend eines Probenlaufs verdndert werden. Dies erbringt
Vorteile bei der Chromatographie schwierig zu trennender Substanzen, ist aber auch

teurer und aufwendiger als die Verwendung isokratischer Systeme (Unger, 1989).

41.4.2.2 HPTLC

Bei der Hochleistungsdiinnschichtchromatographie (HPTLC) befindet sich die
iiblicherweise 250 pum hohe stationdre Phase aus Kieselgel, bzw. modifiziertem
Kieselgel, Aluminiumoxid, Cellulose oder Ionenaustauschern auf einem Glas-,
Polyester- oder Aluminiumtrdger. Das Kornspektrum betrégt in der Regel 2 — 10 pm.
Hierdurch wird eine hohere Trennstufenzahl erreicht als bei gewdhnlichen DC-Platten.
Die Trennung des Substanzgemisches wird nach Applikation der Probe an der Startlinie
durch Elution von der Schicht mit einem geeigneten FlieBmittel, welches ein reines
Losungsmittel oder ein Losungsmittelgemisch sein kann erreicht. Meist erfolgt die
Trennung durch Kapillarkréfte in einer Trogkammer, es sind aber auch vertikale- und
zirkulare- und nach Abdichtung auch Hochdrucktrennungen moglich. Die Trennung
kann einerseits linear, das heit mit einem einzigen Laufmittel, andererseits mit einer
zweidimensionalen Entwicklung erfolgen. Dabei wird die Probe zunichst in der einen
FlieBrichtung getrennt. Nach der Trocknung wird dann das FlieBmittel gewechselt und
nach Drehung der Platte um 90° erneut getrennt. SchlieBlich gibt es noch die
Moglichkeit einer echten Gradientenentwicklung mit bis zu 25 Entwicklungszyklen.
Die Identifizierung der Substanzen erfolgt unspezifisch mittels Detektion durch
Eigenfarbe, Bestrahlung durch UV-Licht, native Fluoreszenz oder spezifisch durch pra-
oder postchromatographische Reaktionen und photometrische Messungen sowie
schlieBlich durch die Laufhéhe, bzw. den R~Wert als mehr oder weniger
charakteristische StoffgroBe. Der R~Wert ergibt sich als Quotient aus dem Abstand des
Fleckmittelpunkts vom Start und dem Abstand der FlieBmittelfront vom Start und wird
durch Multiplikation mit 100 zum hR~ Wert. Die Reproduzierbarkeit des Re-Wertes
hidngt von vielen EinfluBgroBen (z.B. Temperatur, Substanzkonzentration,

KammergrofBle, u.s.w.) ab (Geiss, 1987). Die Standardisierung des Verfahrens konnte
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deutlich durch die Einfiihrung des korrigierten R-Wertes (hR¢-Wert) verbessert werden
(Galanos und Kapoulas, 1964; De Zeeuw et al., 1978). Mittels drei oder vier
mitlaufenden Referenzsubstanzen wird ein Mehrpunktkorrekturgraph ermittelt. Aus
diesem kann der hR¢-Wert einer unbekannten Substanz graphisch ermittelt werden. Die
rechnerische Ermittlung (Galanos und Kapoulas, 1964; De Zeeuw et al., 1978) ist mit

folgender Formel moglich:

R¢(X) = korrigierter R-Wert der unbekannten Substanz

R¢ (X) = gemessener R-Wert der unbekannten Substanz

A® =Rf(B)-Rf(A); Differenz der korrigierten Re-Werte des Referenzsubstanzenpaares

A =R;(B)-R¢ (A); Differenz der gemessenen R-Werte des Referenzsubstanzenpaares

R (B), Rf(A) = korrigierte R-Werte der Referenzsubstanzen

R¢ (B), Rf (A) = gemessene R~Werte der Referenzsubstanzen

A = Referenzsubstanz, die am nichsten unterhalb der unbekannten Substanz liegt

(liegt die unbekannte Substanz zwischen dem Startpunkt und der untersten

Referenzsubstanz, so ist der Startpunkt (Rf=0) als A zu betrachten)

B = Referenzsubstanz, die am nichsten oberhalb der unbekannten Substanz liegt (liegt
die unbekannte Substanz zwischen der obersten Referenzsubstanz und der

FlieBmittelfront, so ist diese (R{=100) als B zu betrachten)

41.42.3 CE

Das Prinzip der Kapillarelektrophorese (CE) beruht auf dem Transport der
Komponenten eines Gemischs durch eine mit Pufferlosung gefiillte Kapillare, an der
eine Gleichstrom-Hochspannung (20-30 kV, 200- 250 pA) angelegt wird. Bei den
Kapillaren kommen die in der Gaschromatographie verwendeten Quarzkapillaren in
Frage, sie haben meist einen Innendurchmesser von 75um und eine Lange von 20- 100
cm. Bei einer Kapillare mit einem Innendurchmesser von 75um und einer Linge von

100 cm betriigt das Innenvolumen ca. 5 pl. Um eine Uberladung zu vermeiden liegt das
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Probenvolumen daher im Nanoliterbereich. Der durch die groBe Léinge und den
geringen Querschnitt auBBergewohnliche hohe elektrische Widerstand bewirkt, dal nur
sehr wenig Wiarme wihrend des Trennvorgangs freigesetzt wird. AuBerdem kann
entstehende thermische Energie auch noch iiber die grofle Oberfliche der Kapillare
rasch an die Umgebung abgegeben werden. Die elektrophoretische Trennung beruht auf
der unterschiedlichen Beweglichkeit von geldsten Substanzen. Die Beweglichkeit
nimmt mit der Ladung der Teilchen zu und mit héherer Molekiilgrof3e sowie Viskositét
des Mediums ab. Die Geschwindigkeit des Flusses hdngt ebenfalls von der Ladung ab.
Negativ geladene Molekiile flieBen langsamer, als der elektroosmotische FluB zur
negativen Elektrode oder sogar in die entgegengesetzte Richtung zuriick zur positiven
Elektrode. Positiv geladene Molekiile flieBen aufgrund ihrer Anziehung schneller als
der elektroosmotische Flu3 zur negativen Elektrode, ungeladene Teilchen bewegen sich
mit der Geschwindigkeit des elektroosmotischen Flusses und werden daher in der Regel
kaum aufgetrennt. Die Kapillarelektrophorese stellt eine Verbindung der Vorziige der
HPLC und der Elektrophorese dar. Zur Detektion konnen alle in der HPLC geldufigen
Detektoren eingesetzt werden (Skoog und Leary, 1996; Piihler et al., 1999).

41.4.2.4 GC/MS
Siehe 2.2.2und 2.2.4

4.1.4.2.5 Fluoreszenzdetektion

Bei den oben genannten Verfahren sind unterschiedliche Detektionsverfahren mdoglich,
die die stoffspezifischen, physikalischen Eigenschaften der zu untersuchenden
Substanzen erfassen. In der HPLC werden am hiufigsten UV-, Fluoreszenz- und
elektrochemische sowie seit neuerem auch massenselektive Detektoren verwendet.
Beziiglich der Erfassung kleinster LSD-Mengen in Proben hat der Einsatz der
Fluoreszenzdetektion aufgrund der hohen Empfindlichkeit gute Erfolge gezeigt. Mit der
Fluoreszenzdetektion konnen Substanzen erfalit werden, die wie LSD eine ausreichende
native Fluoreszenz zeigen oder Substanzen, die mittels einer geeigneten Derivatisierung
in eine fluoreszierende Substanz umgewandelt werden konnen. Die durch Einstrahlung
von UV- Licht (Absorption) angeregte Substanz emittiert ldngerwelliges Licht
(Emission). Die erzeugte Fluoreszenz wird in einem Winkel von 90° gemessen (Unger,

1989).
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4.2 Ergebnisse

4.2.1 Bestimmung der Prazision in der Serie

Zur Bestimmung der Prézision in der Serie wurde zweimal die 10-fache Messung einer
Probe mit bekannter LSD-Konzentration durchgefiihrt. Die Darstellung des Ergebnisses
erfolgt durch Mittelwerte und Standardabweichung. Es ergab sich im Mittel ein

Variationskoeffizient von 7,87 %.
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Probenanzahl
Reihe N Xmax Xmin VK Mittelwert Standardabweichung
[ng/ml] [ng/ml] [9%6] [ng/mil] [ng/mi]
1 10 1,67 1,34 7,256 1,44 0,104
2 10 1,65 1,30 8,492 1,47 0,124
Abbildung 19

Bestimmung der Prézision in der Serie
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4.2.2 Bestimmung der Prazision von Tag zu Tag

Die Messungen zur Bestimmung der Prézision von Tag zu Tag erfolgten mittels zweier
kommerzieller Kontrollen iiber den Zeitraum von 18 Tagen. Dabei wurden jeweils
Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Fiir Konzentrationen im mittleren Bereich ergab
sich hierbei ein durchschnittlicher Variationskoeffizient von 13,55 %, fiir niedrigere von

9,977 %.

MelRwert [ng/ml]
E

0,25 T T T
1 6 Zeit [d] 11 16
Konz. Reihe n Xmax Xmin VK  Mittelwert Stand.Abw.
[ng/mil] [ng/ml]  [ng/ml] [%] [ng/ml] [ng/mi]
0,5 1 14 0,57 0,42 9,545 0,5 0,047
2 14 0,59 0,43 10,41 0,493 0,051
1,5 1 14 1,79 1,2 11,26 1,397 0,157
2 14 1,89 1,17 15,84 1,474 0,23
Abbildung 20

Bestimmung der Prézision von Tag zu Tag
(gestrichelte Linie entspricht der Probe mit mittlerer LSD-Konzentration; durchgezogene Linie
entspricht der Probe mit niedrigerer LSD-Konzentration)
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4.2.3 MelRgenauigkeit in hohen und niedrigen Konzentrationsbereichen

Fiir diese Bestimmung wurde eine Stammldsung aus mehrfach negativ getestetem
Humanurin und einer methanolischen LSD-Ldsung der Firma Promochem hergestellt.
Die verschiedenen Konzentrationen wurden durch weitere Verdiinnung der
Stammlosung mit Leerurin erhalten. Die erheblichen Schwankungen der MeBBwerte in

oberen Konzentrationsbereichen werden deutlich.
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Abbildung 21

Streubreite bei Messung niedriger und hoher LSD-Konzentrationen mit drei unabhingigen MeBreihen. In
der oberen Abbildung sind die Einzelwerte als Punktwolke dargestellt, in der unteren Abbildung als
Mittelwerte und Standardabweichung.
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4.2.4 Kalibrationsstabilitat der Boehringer Mannheim Reagenzien

Die Messungen wurden jeweils als Doppelbestimmungen iiber einen Zeitraum von 16
Tagen ohne zwischenzeitliches Kalibrieren durchgefiihrt. Hierzu wurden eine iiber- und
eine unter dem Cutoff liegenden Kontrolle der Firma Boehringer Mannheim verwendet.
Die MeBwerte blieben iiber einen Zeitraum von 14 Tagen stabil. Gegen Ende des

erfafiten Zeitraums sanken die Meflwerte etwas ab.

MeRRwert [ng/ml]
o
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o w
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»

' Tage [d] 0
Konz. Reihe n Xmax Xmin VK Mittelwert Stand.Abw.
[ng/ml] [ng/ml] [ng/mi] [9%6] [ng/mi] [ng/ml]
0,3 1 12 0,4 0,3 8,54 0,34 0,029
2 12 0,42 0,29 12,135 0,347 0,042
3 12 0,39 0,28 11,73 0,334 0,039
0,7 1 12 0,83 0,62 8,33 0,69 0,058
2 12 0,79 0,63 6,44 0,71 0,046
3 12 0,8 0,64 7,58 0,705 0,054
Abbildung 22

Priifung der Kalibrationsstabilitit der Boehringer Mannheim Reagenzien mit einer LSD-Kontrolle {iber
(gestrichelte Linie) und einer LSD-Kontrolle unter (durchgezogene Linie) dem Cutoff
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4.25 Kreuzreaktivitat verschiedener Substanzen mit dem CEDIA®DAU

LSD von Boehringer Mannheim

Die unten angegebenen Konzentrationen wurden mit mehrfach negativ getestetem

Humanurin und den einzelnen Reinsubstanzen hergestellt. Die Messungen wurden

jeweils als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Fiir die Untersuchung nicht strukturell

verwandter Substanzen standen teilweise aullerdem Urine von Personen zur Verfiigung,

die mit diesen Medikamenten behandelt wurden.

Mit LSD strukturell verwandte Substanzen

Substanz
LSD
Nor-LSD

Bufotenin

Ergometrin

Ergocryptin
Ergocristin

Harmin

Methysergid

N,N-Dimethyltryptamin

Serotonin

Abbildung 23

Untersuchte
Konzentration [ng/ml]

3
500
1000
2000
50000
100000
50000
5000
10000
50000
10000
100000
10000
100000
50000
100000
5000
10000
50000
50000
100000
50000
100000

Kreuzreaktivitat [%]

100
0
0,12
0,069
0,000066
0,000024
0,0017
0,0062
0,0053
0,0021
0
0
0
0
0,00003
0
0,0038
0,0038
0,0018
0,000141
0,000131
0,00006
0

Untersuchung zur Kreuzreaktivitit von mit LSD strukturell verwandten Substanzen mit dem CEDIA®DAU

LSD von Boehringer Mannheim
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Mit LSD nicht strukturell verwandte Substanzen

Konzentration ~ Kreuzreaktivitdt  yrin-Konz Metabolite in
[ng/mi] [%0] in tédlichen  Urinen dblicher
Fallen [na/ml Tagesdosis
Substanz [ng/ml]
Allopurinol 50000 0
Ambroxol 1000 0,031 1,87 ;1,04
10000 0,0098
Bromhexin 1000 0,006
10000 0,0027
Clozapin 10000 0 11000 0,03
50000 0,000032
Clozapin-N-oxid 10000 0
50000 0
Nor-Clozapin 10000 0
50000 0
Diltiazem 50000 0,0001 33000
Dopamin 50000 0
Doxepin 50000 0,00007 7500 0
Ethosuximid 50000 0 120000
300000 0
Glibenclamid 50000 0
Haloperidol 5000 0,0057 6600 0,03
10000 0,0048
50000 0,0021
Metamizol 10000 0
50000 0
4-Aminophenazon 10000 0
50000 0
Metoclopramid 10000 0,0005 0,08
50000 0,0049
Metoprolol 50000 0 66000 0
200000 0,000046
Oxazepam 50000 0 13000 0
Phenytoin 50000 0 <5000
Promethazin 50000 0,00002 10000
Tramadol 50000 0
Trimipramin 50000 0 0,09
Verapamil 50000 0
Zolpidem 50000 0 0

Abbildung 24

Untersuchung zur Kreuzreaktivitdt von mit LSD nicht strukturell verwandten Substanzen mit dem

CEDIA"DAU LSD von Boehringer Mannheim



4.2.6 Vergleich der CEDIA®-Methode und der EMIT®-Methode

Die auf dem Cobas Mira allesamt positiv ermittelten und anonymisierten Primardaten
stellte uns freundlicherweise das psychiatrische Krankenhaus Hadamar zur Verfiigung.
Die Ergebnisse konnten grofitenteils auf dem BM Hitachi 902 nicht bestétigt werden.
Die Proben wurden sowohl mit der CEDIA®-Methode als auch
gaschromatographisch/massenspektrometrisch analysiert. Dabei stellte sich heraus, daf3
alle auf dem BM Hitachi 902 positiv gemessenen Proben das Mukolytikum Ambroxol

enthielten. AuBBerdem wurden auch noch weitere Substanzen in den Proben gefunden.

Verqgleich von LSD-Bestimmung mitder CEDIA-Methode
(Boehringer Mannheim) und der EMIT-Methode

Cobas Mira Hitachi 902 GC/MS
Probennr. MeBwert [ng/ml] MeRBwert [ng/ml] andere Substanzen

1 1,00 0,23 Carbamazepin
2 0,75 0,04

3 0,72 0,06

4 1,56 0,04 Metamizol
5 1,02 0,04

6 0,98 0,00

7 0,57 0,06

8 1,40 0,00

9 1,09 0,20

10 1,41 0,00 Metamizol
11 2,09 0,42 Ambroxol
12 0,78 0,00 Methadon
13 1,11 0,06 Methadon
14 0,73 0,00

15 1,67 1,01 Ambroxol
16 2,22 0,25 Ambroxol
17 1,94 1,13 Ambroxol
18 1,54 0,60 Ambroxol
19 1,46 0,00

20 0,86 0,00

21 0,96 0,14 Ambroxol

Abbildung 25

Vergleich der EMIT®- und der CEDIA®-Methode; als positiv sind Werte ab 0,5 ng/ml zu interpretieren.
Die Proben wurden mit GC/MS auf weitere Substanzen untersucht.
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4.2.7 Stabilitat von LSD unter verschiedenen Bedingungen

Es wurde der EinfluB von sichtbarem Licht, der Temperaturverhdltnisse, der
Silanisierung und des Behéltermaterials untersucht. Die Stammldsung wurde aus
mehrfach negativ getestetem Humanurin und einer methanolischen LSD-Lésung von
Promochem hergestellt. Die statistische Auswertung der MeBergebnisse erfolgte mit
dem Wilcoxon-Test fiir Paardifferenzen bei zweiseitiger Fragestellung. Bei 0<0,1 wird
von einem schwach signifikanten Ergebnis gesprochen, bei 0<0,002 wird das Ergebnis

als hochsignifikant bezeichnet.

4.2.7.1 Einflul® der Lichtverhaltnisse

Ein Teil der Stammlosung wurde auf ein weilles und ein braunes Laborglasflischen
(silanisiert) aufgeteilt. Letzteres wurde aullerdem in lichtundurchldssiger Folie
eingewickelt. Um einen zusitzlichen Substanzverlust durch Temperatureinfliisse zu

vermeiden, wurden die Probenfldschchen im Winter bei Temperaturen von 0-4°C auf
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Abbildung 26

Abhéngigkeit von den Lichtverhiltnissen

(gestrichelte Linie entspricht der lichtgeschiitzten Probe; durchgezogene Linie entspricht der
dem Tageslicht ausgesetzten Probe; die beiden Geraden stellen die zugehorigen Trendlinien
dar)

dem Fensterbrett indirektem Tageslicht (ohne direkte Sonneneinstrahlung) ausgesetzt.
Der Abfall der LSD-Konzentration unter dem Einflu von Tageslicht war mit einem

Testwert von 0 hochsignifikant. Ein zusétzlicher Substanzverlust durch den Einflu3 von
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UV-Licht ist nicht moglich, da dieses das Glas der verwendeten Laborfldschen nicht

durchdringen kann (Neumiiller, 1977).

4.2.7.2 Einflul3 der Temperatur

Beide silanisierten Probenflischchen wurden gegen Lichteinfliisse geschiitzt. Eines
wurde im Kiihlschrank, das andere bei Raumtemperatur gelagert. Auch bei diesem
Versuch kam es zu einem hochsignifikanten Abfall der LSD-Konzentration der Probe,

die der Raumtemperatur ausgesetzt gewesen war (t=0).
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Abbildung 27

Temperaturabhéngigkeit
(gestrichelte Linie entspricht der gekiihlten Probe; durchgezogene Linie entspricht der der
Raumtemperatur ausgesetzten Probe; die beiden Geraden stellen die zugehorigen Trendlinien dar)
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4.2.7.3 EinflulR des Materials des Behaltnisses

Fiir diesen Versuch wurde ein Probenbehéltnis aus Polypropylen und ein silanisiertes
Laborglasflischchen gewdhlt. Die Gefidle wurden mit lichtundurchlissiger Folie
eingewickelt und im Kiihlschrank gelagert. Bei diesem Experiment ergab sich mit
einem Testwert von 24 kein signifikanter LSD-Konzentrationsabfall gegeniiber dem

Polypropylen. Das bedeutet, daBl Polypropylenflaschen gegeniiber silanisierten

Glasflaschen keinen Nachteil haben.
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Abbildung 28

Materialabhéngigkeit: Vergleich von Polypropylenflaschen und silanisierten Glasflaschen
(gestrichelte Linie entspricht der Probe in der silanisierten Glasflasche; durchgezogene Linie entspricht
der Probe in der Polypropylenflasche; die beiden Geraden stellen die zugehorigen Trendlinien dar)
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4.2.7.4 Einflul3 der Silanisierung

Beide Laborglasflischchen wurden gegen Licht- und Temperatureinfliisse geschiitzt.
Ein Gldschen wurde nicht silanisiert. Es ergab sich ein Testwert von 9, das heifit, einen
schwach signifikanten Konzentrationsabfall der Probe in dem nicht silanisierten
Flaschchen. Aus beiden Kurven lassen sich Trendlinien ermitteln. Bei diesen fallt eine
konstante Differenz iiber den gesamten Untersuchungszeitraum auf, die die Vermutung
zuldfit, dal es bereits von Anfang an zu einem Konzentrationsabfall in dem nicht
silanisierten Gldschen gekommen sein konnte. Dies liee sich dadurch erkldren, daf3
LSD sich an die freien Gruppen nicht silanisierter Glaswande bindet, was einen initialen
Konzentrationsabfall bewirken wiirde. Dieser wiirde nur solange fortschreiten, bis alle
freien Gruppen besetzt wiren, bzw. finde nicht statt, wenn die reaktiven Gruppen

vorher mit Silylgruppen besetzt worden wéren.
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MeRwert [ng/ml]
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Abbildung 29

Abhéngigkeit von der Silanisierung

(gestrichelte Linie entspricht der Probe in der silanisierten Glasflasche; durchgezogene Linie
entspricht der Probe in der nicht silanisierten Glasflasche; die beiden Geraden stellen die
zugehorigen Trendlinien dar)
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4.3 Diskussion

Grundsitzlich werden fiir die Detektion von LSD Screeningmethoden und
Bestdtigungsanalysen unterschieden. Screeningmethoden zeichnen sich durch eine hohe
Sensitivitdt aus, die optimalerweise das Problem falsch-negativer Resultate gar nicht
zuldfit, dabei aber moglichst wenig falsch-positive Ergebnisse produziert.
Bestdtigungsanalysen dagegen sollen eine so hohe Spezifitit besitzen, dafl falsch-
positive Ergebnisse nicht vorkommen, aber noch empfindlich genug sein, um einen
moglichst groen Teil der tatsidchlich positiven Proben auch herauszufinden.

Ziel der Arbeit ist es einerseits durch eigene Untersuchungen, andererseits durch
Informationen aus der Literatur die unterschiedlichen Methoden einander
gegeniiberzustellen, miteinander zu vergleichen und Vorteile sowie Nachteile der

einzelnen Verfahren aufzuzeigen.

4.3.1 Screeningmethoden

Auf dem Markt sind radioaktive und nichtradioaktive immunchemische
Nachweismethoden verschiedener Hersteller und unterschiedlicher Testprinzipien
(CEDIA®, EMIT®, KIMS®™) erhiltlich. Webb et al. sehen auBerdem HPLC mit
Fluoreszenzdetektion als  geeignete  Screeningmethode, nicht jedoch als
Bestdtigungsanalyse an. Diese Ansicht, die durch die geringere Spezifitit der Methode
gegeniiber HPLC/MS bzw. GC/MS begriindet wird, teilen auch andere Autoren (Lim et
al., 1988). Trotzdem wird dic Methode teilweise als Bestitigungsanalyse genutzt und

deshalb auch mit den anderen Bestétigungsanalysen besprochen.

4.3.1.1 Nichtradioaktive Immunoassays

Die beschriebenen Immunoassays konnen alle automatisiert und in der Regel mit einem
hohen Probendurchsatz bei geringem Zeitaufwand analysiert werden. In der Spezifitit
steht jeder dieser Immunoassays hinter den Radioimmunoassays zuriick, eine hohe
Sensitivitdt wird aber ebenfalls geboten. In der Literatur ist lediglich ein falsch-
negatives Ergebnis mit dem CEDIA® DAU LSD beschrieben worden. Die untersuchte
Probe enthielt in der Bestitigungsanalyse allerdings auch nur 0,26 ng/ml, der mit der
CEDIA®-Methode erhaltene Mefwert wurde mit 0,39 ng/ml MeBwert angegeben
(Verstraete et al., 1998). Fiir die Laboratorien, denen dic Anforderungen, die der
Betrieb einer RIA- Methode erfordert zu aufwendig sind, bieten die nichtisotopischen
Immunoassays eine zufriedenstellende Alternative. Der EMIT® II LSD zeigt in
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unterschiedlichen Untersuchungen grofere Probleme beziiglich falsch-positiver
Resultate. Urséchlich sind Kreuzreaktivitdten mit verschiedenen Medikamenten (diverse
Antidepressiva, diverse Neuroleptika, aber auch andere hdufig angewendete Substanzen
wie Metoclopramid, Labetolol und Verapamil (Meyer et al., 1996; Ritter et al., 1997)),
insbesondere solchen, die gehduft in der Psychotherapie und damit auch im
MafBregelvollzug  Anwendung finden. Da im MaBregelvollzug regelmifBig
Drogenscreening durchgefiihrt wird, kann es hierbei leicht zu Interferenzen kommen.
Ziel unserer Untersuchungen war -unter anderem- herauszufinden, ob der CEDIA®
DAU LSD zum LSD-Screening den Anforderungen eines forensisch-toxikologischen
Labors geniigt. Die ermittelten Prizisionsdaten (siehe Tabelle) liegen innerhalb der
Forderungen fiir forensische Fragestellungen. Bei der CEDIA®- Methode ist die
Prédzision des Assays bei geringeren Konzentrationen -also in dem Bereich, der beim
LSD-Nachweis von besonderem Interesse ist- hoher als bei groleren Konzentrationen.
Die Untersuchung zur Mefigenauigkeit in unterschiedlichen Konzentrationsbereichen
zeigt, dall im Subnanogramm-Bereich nur sehr geringe Abweichungen vorhanden sind.
In diesem Bereich sind also sehr prézise Ergebnisse zu erwarten.

Daher kann es auch sinnvoll sein, ein Resultat, das mit seinem MeBwert knapp unter
dem Cutoff liegt, weiter zu verfolgen. Die Stabilitit der CEDIA®-Reagenzien ist
ebenfalls zufriedenstellend. Es zeigt sich, daB nach etwa zwei Wochen eine
Verschlechterung der Prizision sowie ein Drift zu niedrigeren MeBergebnissen eintritt.
Wihrend der Laborroutine in den darauffolgenden Monaten zeigte sich allerdings, daf3
eine groBere Konstanz der MeBergebnisse bei wahrscheinlich —stabileren
Gerdtebedingungen auch tiber einen wesentlich lingeren Zeitraum zu erreichen war.
Eine Kalibration ist daher alle zwei bis drei Wochen, bzw. je nach Kontrollen zu
empfehlen. Die Untersuchungen zur Kreuzreaktivitit ergaben Interferenzen der
Methode mit verschiedenen, sowohl strukturell mit LSD verwandten, als auch
strukturell nicht mit LSD verwandten Substanzen. In der Praxis fiihrten alle bis auf
Ambroxol zu keinen falsch-positiven Ergebnissen. Die Kreuzreaktivitit zu Ambroxol
ist zwar nicht besonders hoch (abhingig von der Konzentration 0,01-0,03%), es wird
aber in so hohen therapeutischen Dosen eingesetzt, da dennoch falsch-positive
Ergebnisse auftreten. Besonders problematisch bei der Kreuzreaktivitdt mit dieser
Substanz ist die Tatsache, daB es sich bei Ambroxol (Mucosolvan®) um ein rezeptfrei

erhéltliches Mucolyticum handelt, das bei Erkdltungskrankheiten sehr hdufig eingesetzt
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wird (Rohrich et al., 1998). Bei der Messung einer Reihe von Proben, die mit der
EMIT®- Methode zu falsch-positiven Resultaten gefiihrt hatten, enthielten die drei
Proben (von einundzwanzig), die auch mit der CEDIA®-Methode falsch-positive
Ergebnisse lieferten alle Ambroxol, desweiteren mehrere Proben, deren MelBwerte zwar
unter dem Cutoff lagen, aber gegeniiber dem von Leerurinen erhoéht waren.
Gliicklicherweise 148t sich Ambroxol mit einem GC/MS-Scan ohne weiteres
nachweisen (siche Anhang), so dal man bei vielen falsch-positiven Ergebnissen
zumindestens einen Hinweis auf die Ursache der Interferenz bekommen kann. Ahnlich
spezifisch wie der CEDIA® DAU LSD ist der Abuscreen® OnLine LSD von Roche,
dieser Test weist aulerdem sehr gute Prézisionsdaten auf. Dieser Test kann genau wie
der CEDIA® DAU LSD auf den vollautomatischen Analysengeriten von Hitachi
durchgefiihrt werden. Das erhaltene MeBergebnis ist qualitativer Natur, das heil}t, es
wird lediglich zwischen positiven und negativen Ergebnissen unterschieden (Mc Nally
et al., 1996). Der Microplate EIA von Cozard Bioscience ist weniger spezifisch als die
anderen Untersuchungsverfahren. Er kann manuell oder vollautomatisch durchgefiihrt
werden, ist dafiir aber auch zeitaufwendiger als die anderen Immunoassays. Daher
scheint er weniger geeignet fiir den Laboralltag als der CEDIA® DAU LSD oder der
Abuscreen® OnLine LSD. Die nachfolgende Tabelle bietet eine Ubersicht iiber die

beschriebenen Verfahren.

74



Verfahren Abuscreen” CEDIA® DAULSD |EMIT" I LSD Microplate EIA
OnLine LSD Bocehringer Syva Co./Behring | Cozard Bioscience
Roche Diagnostics | Mannheim (EMIT) STC Diagnostics
(KIMS) (CEDIA)

Cutoff 0,5 ng/ml 0,5 ng/ml 0,5 ng/ml 0,5 ng/ml
nur qualitative semiquantitative
MeBergebnisse MeBergebnisse

Intraprazision | VK<2,5% VK 10,9-12,2% (Wu et | VK 6,3-10% VK 5,2-6,6%
(gemessene al., 1997) (Gemessene (Gemessene
Konzentrationen: | VK 6,2-11,2% Konzentr.: 0,3; 1,0 | Konzentr.: 0,375;

0,25;0,5;0,75; 1,0

(Verstraete et al., 1998)

ng/ml)

0,5; 0,625 ng/ml)

ng/ml) VK 7,9% (Meyer et al., 1996) | (Cassels und
(Mc Nally et al., (Wolfel et al., 1998) Craston, 1996)
1996) VK 2,9-3,8% (Meyer
VK<5% et al., 1996)
(Li etal., 1997)

Interprazision | VK<3% VK 13,8-22,8% VK 15,6-18,8% VK 5,2-6,6%
(gemessene (Wuetal., 1997) (Gemessene (Gemessene
Konzentrationen: | VK 8,6-12,6% Konzentr.: 0,3; 1,0 | Konzentr.: 0,375;

0,25;0,5;0,75; 1,0

(Verstraete et al., 1998)

ng/ml)

0,5; 0,625 ng/ml)

ng/ml) VK 10-13,5% (Meyer et al., 1996) | (Cassels und
(Mc Nally et al., (Wolfel et al., 1998) Craston, 1996)
1996) VK 6,9-15,6%
VK<5% (Meyer et al., 1996)
(Li etal., 1997)

Sensitivitat/ 1000 Proben 7 2259 Proben, 14 1898 Proben ca. 80 | 28 Proben, 6

Spezifitat

falsch-positive
Ergebnisse
(99,3%), keine
falsch-negativen
Ergebnisse

(Li etal., 1997)
Von 28 Proben 6
falsch-positive
Ergebnisse
(78,5%), keine
falsch-negativen
Ergebnisse

(Cody et al., 1997)

falsch-positive
Ergebnisse (99,4%),
keine falsch-negati-
ven Ergebnisse (Wu et
al., 1997)

Von 318 Proben ein
falsch-negatives
Ergebnis (Verstraete et
al., 1998)

28 Proben, 4 falsch-
positive (85%), keine
falsch-negativen
Ergebnisse(Cody et al.,
1997)

falsch-positive
Ergebnisse
(95,8%), keine
falsch-negativen
Ergebnisse
(Ritter et al., 1997)
Von 28 Proben 4
falsch-positive
Ergebnisse (85%),
keine falsch-
negativen
Ergebnisse

(Cody et al., 1997)

falsch-positive
Ergebnisse
(78,5%), keine
falsch-negativen
Ergebnisse

(Cody et al., 1997)
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4.3.1.2 Radioimmunoassays

Die Testergebnisse der Radioimmunoassays und Bestitigungsanalysen zeigen die
besten Ubereinstimmungen. Insbesondere der Coat A Count® LSD RIA zeigt eine sehr
niedrige Rate fiir falsch-positive Testergebnisse (Cody et al.,1997; Wu et al., 1997) und
auflerdem auch bei Proben von Serum, hdmolytischem Vollblut und Mageninhalt
befriedigende Prizision (Altunkaya et al., 1990). Der Abuscreen® LSD RIA schneidet
in dieser Hinsicht zwar schlechter ab, ist den nicht radioaktiven Immunoassays aber
ebenfalls iiberlegen (Cody et al.,, 1997). Nachteilig bei beiden Assays ist die
Notwendigkeit der Einhaltung bestimmter Sicherheitsvorschriften im Labor, die
kostspielige Entsorgung des radioaktiven Abfalls sowie die gegeniiber nichtisotopischen
Assays relativ geringe Lebensdauer der Reagenzien. Es bleibt abzuwarten, inwieweit
nichtisotopische Immunoassays sich im Rahmen der besseren Erkenntnisse tiber den
LSD-Metabolismus als empfindlicher in der Erfassung von LSD-Metaboliten (z.B. 2-
0x0-3-hydroxy-LSD) erweisen.

Verfahren Coat A Count” LSD RIA Abuscreen” LSD RIA
Diagnostic Products corporation Roche Diagnostics

Cutoff 0,5 ng/ml 0,5 ng/ml

Intrapréazision VK  7-12,5%, in  geringeren | Keine Angaben

Konzentrationen hdher (gemessene

Konzentr.: 0,2; 0,4; 1,0 ng/ml)

Interprazision VK  6-8,5%, in  geringeren | Keine Angaben
Konzentrationen hdher (gemessene
Konzentr.: 0,33; 0,67 ng/ml)
(Altunkaya und Smith, 1990)

Sensitivitat/Spezifitat Keine falsch-positiven, keine falsch- | Von 28 Proben 2 falsch-
negativen Ergebnisse (Cody et al., | positive Ergebnisse
1997) (93%), keine falsch-

Von 2259 Proben 10 falsch-positive | negativen  Ergebnisse
Ergebnisse (99,56%), keine falsch- | (Cody et al., 1997)
negativen Ergebnisse (Wu et al.,
1997)
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4.3.2 Bestatigungsanalysen

Die  zahlreichen  verschiedenen  Moglichkeiten zur  Durchfiihrung  einer

Bestitigungsanalyse ergeben sich aus der Kombination verschiedener Trenntechniken
(HPLC, HPTLC, GC, CE) mit unterschiedlichen Detektionsverfahren sowie diversen

Extraktionsverfahren . Aulerdem gibt es mehrere Moglichkeiten der Derivatisierung

und des Einsatzes von internen Standards (Abkiirzungen werden im Anhang erldutert):

Autor Trenntechnik | Extraktions- | Wiederfindung | Erfassungs- | Interner
verfahren grenze Standard

Bogusz etal., |HPLC/MS SPE 80% 0,5 ng/ml LAMPA

1998

Caiund HPLC/MS/MS IAE keine Angabe 0,025 ng/ml | keine Angabe

Henion, 1996

Francis und HPLC/FD ACU 80% 0,5 ng/ml keine Angabe

Craston, 1996

Francom et al., | HPLC/FD LLE 74% keine Angabe | Lysergol

1988

Harzer et al., HPLC/FD SPE 60-70% 0,5 ng/ml Extern.

1982 Standard

Lillsunde und | HPLC/FD SPE 50% keine Angabe |keine Angabe

Korte, 1991

Pochetal., LC/MS/MS LLE und SPE | keine Angabe 0,1 ng/ml LAMPA

1999

Rule und HPLC/MS IAE keine Angabe 0,5 ng/ml keine Angabe

Henion, 1992

Schmidt et al., | HPLC/FD LLE keine Angabe 0,5 ng/ml keine Angabe

1996

Webb et al., HPLC/FD IAE keine Angabe 0,5 ng/ml Methysergid,

1996 HPLC/MS LAMPA
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Blum et al., HPTLC LLE keine Angabe 0,4 ng/ml Methysergid
1990
Caiund CE/LC/MS/MS | SPE 45-74% 0,5 ng/ml Methysergid
Henion, 1996
Frost et al., CE/LIF LLE 60% 0,4-0,5 ng/ml | Methyl-
1997 ergometrin
Doherty, 1997 | GC/MS ohne / 0,25 ng/ml LAMPA
Extraktion
Francom et al., | GC/MS LLE 74% 0,5 ng/ml LSD-D;
1988
Hoey, 1991 GC/MS LLE und SPE | keine Angabe 0,4 ng/ml LAMPA
Limetal., GC/MS LLE mit 81% 0,05 ng/ml LSD-"H,,
1988 enzymatischer Methysergid
Hydrolyse (B-
Glucuronidase)
Musshoff et al., | GC/MS LLE 76% 0,1 ng/ml LSD-D;
1997
Nelson et al. GC/MS/MS LLE 65% 0,02 ng/ml LAMPA
1992
Papac et al., GC/MS LLE keine Angabe 0,1 ng/ml Methysergid,
1990 LSD-*H,,
Sun, 1997 GC/MS ohne / 0,005 ng/ml LSD-D;
Extraktion

Bei der Analyse von LSD-haltigen Proben mit HPLC besticht die einfache Handhabung

der Methode. In der Trennleistung der Gaschromatographie durchaus vergleichbar bietet

sie den Vorteil, dall Proben vorher weniger kompliziert aufbereitet werden miissen. Die

bei

der GC notwendige Derivatisierung,

die einen weiteren Schritt

in der

Probenvorbereitung mit der Gefahr des Substanzverlusts bedeutet, féllt hier weg. Auch

Metaboliten kdnnen problemlos mit MS detektiert werden (Poch et al., 1999). Die
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Kombination der HPLC mit Fluoreszenzdetektion als Bestdtigungsanalyse wird von
mehreren Labors eingesetzt (Harzer et al., 1982; Francom et al., 1988; Francis und
Craston, 1996; Schmidt et al., 1996). Die Spezifitit wird aber teilweise als
unzureichend bewertet (Webb et al., 1996), da als einzige Anhaltspunkte Retentionszeit
und ein bestimmtes Fluoreszenzverhalten dienen. Bei der massenselektiven Detektion
ist die Wahrscheinlichkeit duflerst gering, dal eine andere Substanz mit derselben
Retentionszeit auch das gleiche Massenspektrum aufweist. Daher wird in manchen
Labors die Kombination von HPLC und Fluoreszenzdetektion lediglich als selektivere
Screeningmethode angesehen, zur Bestétigungsanalyse jedoch eine Kombination mit
Massenspektrometrie eingesetzt (Webb et al., 1996). Die massenselektive Detektion
bietet den Vorteil, dal zum einen eine hohe Spezifitdt erreicht wird, zum anderen bietet
der SIM- Modus gegeniiber dem Full Scan eine groBere Empfindlichkeit mit deutlich
niedrigeren Nachweisgrenzen. Verbesserung in Hinsicht auf die Selektivitdt ist mit dem
Einsatz der Tandem-Massenspektrometrie durch einen weiteren Massentrennungsschritt
moglich. Hierbei konnen Komponenten mit unterschiedlichen Massen, aber gleicher
Retentionszeit selektiert werden. Nachteilig sind hierbei hohere Kosten, aullerdem ist
die Bedienung schwieriger und erfordert besser ausgebildetes Pesonal (Webb et al.,
1996). Die Problematik bei der gaschromatographischen Trennung beruht vornehmlich
auf den groflen Substanzverlusten, die ihre Ursache in der Temperaturempfindlichkeit
von LSD sowie der Adsorption von LSD am Sdulenmaterial haben. Ein weiterer
Nachteil ist die Notwendigkeit der Derivatisierung, die fiir eine bessere
Chromatographierbarkeit von LSD sorgt sowie Schutz vor thermischen Einfliissen
bietet. Gleichzeitig bedeutet sie aber einen weiteren Arbeitsschritt mit der Gefahr des
Substanzverlusts. Ohne Derivatisierung konnen bei der gaschromatographischen
Trennung die erforderlichen niedrigen Nachweisgrenzen nicht erreicht werden (Webb et
al., 1996).

Die Kapillarelektrophorese ist eine erst in jlingerer Zeit verwendete Methode. In der
Auflosung der Gaschromatographie gleichwertig, bietet sie den Vorteil einer sehr
geringen Analysendauer von acht Minuten pro Analysengang. Fiir die Detektion stehen
LIF sowie MS mit ausreichend niedriger Erfassungsgrenze zur Verfiigung, UV-
Detektion ist nicht sensitiv genug (Cai und Henion, 1996; Frost et al., 1997).

Die HPTLC und TLC wurden bei der Analyse von LSD-Zubereitungen in der

Vergangenheit hdufig -unter anderem als Schnelltest- eingesetzt. Bei dem Nachweis von
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LSD aus Korperfliissigkeiten ist der Einsatz der HPTLC allerdings selten und kann
beziiglich der Erfassungsgrenze von 1 ng/ml mit den anderen Methoden auch nicht
mithalten (Blum et al., 1990) oder wird von vorneherein nur als Screeningmethode

eingesetzt (Lillsunde und Korte, 1991).

4.3.3 Praanalytik

Die Voraussetzung fiir den Erfolg einer Bestdtigungsanalyse ist eine optimale
Priaanalytik. Allem voran ist die Probenaufbewahrung von Bedeutung, da LSD eine
gegeniiber verschiedenen Einfliissen auBerordentlich empfindliche Substanz ist. In der
vorliegenden Arbeit wurden alltdgliche Einfliisse aus dem Routinebetrieb wie Licht,
Temperatur und Adhédsion an unterschiedliche Materialien untersucht. Bei der
Exposition von LSD gegeniiber Tageslicht kam es zu einem exponentiellen Abfall der
LSD- Konzentration. Die Aufbewahrung der Proben in lichtgeschiitzten Behéltnissen ist
daher unbedingt zu empfehlen. Allerdings ist der Substanzverlust bei geringer
Intensitdt des Lichts ( weit vom Probenaufbewahrungsort entfernte Lichtquelle)
niedriger ( Li et al., 1998). Ein hochsignifikanter Abfall der LSD-Konzentration in
Urinproben konnte aulerdem bei der Exposition gegeniiber Raumtemperatur festgestellt
werden, so daB3 zumindestens eine Kiihlung der Proben bei 4° Celsius, bei der die LSD-
Konzentration lber mindestens vier Wochen stabil ist, bei lédngerer
Probenaufbewahrung sogar eine Tiefkiihlung bei —18° Celsius zu empfehlen ist. Der
Substanzverlust durch Adhdsion von LSD an nicht-silanisierten Glaswanden stellt sich
als ein signifikanter, initialer Abfall der LSD-Konzentration dar, das heif3it, sobald die
Bindungsstellen an der Glaswand gesittigt sind, findet ein weiterer Verlust nicht statt.
Eine Aufbewahrung von LSD-haltigen Urinproben in Polypropylenflaschen gegeniiber
silanisierten Glasflaschen hat in unseren Untersuchungen keine Nachteile gebracht, so
daBl davon ausgegangen werden kann, daB3 eine nennenswerte Adhision von LSD an
Polypropylenoberflachen nicht stattfindet und somit eine Aufbewahrung von LSD-
haltigen Urinproben in ithnen moglich ist.

Fir die Aufbereitung der Proben stehen grundsétzlich  verschiedene
Extraktionsverfahren =~ zur  Verfligung. @ Am  kostengiinstigsten  ist  die
Fliissigphasenextraktion. Das Problem ist hierbei den richtigen Kompromil3 zwischen
Reinheit des Extrakts und Wiederfindungsrate zu schlieBen. Je mehr Reinigungsschritte
enthalten sind, desto reiner wird zwar das Extrakt, aber desto groBer wird auch der

Substanzverlust. Bei der Festphasenextraktion ist die Wiederfindung unter Umstdnden
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zwar auch nicht besonders grof3, in der Regel erhdlt man dafiir aber ein vergleichsweise
reines Extrakt. Hohere Kosten miissen hierbei allerdings in Kauf genommen werden. In
letzter Zeit werden hdufiger immunchemische Extraktionsverfahren angewendet. Diese
erreichen meistens gleichzeitig hohe Wiederfindungsraten und sehr reine Extrakte, was
sich auch positiv auf die Haltbarkeit der Séulen der jeweiligen Trennmethode aufweist.
Bei der Kombination von HPLC und Fluoreszenzdetektion kann eine etwas bessere
Spezifitit erreicht werden, wenn die zu untersuchende Probe vorher mittels
Immunoextraktion aufbereitet wird. Trotzdem mufBl auf die relativ hohen Kosten
gegeniiber den anderen Extraktionsverfahren hingewiesen werden (Rule und
Henion.,1992; Cai und Henion, 1996; Francis und Craston, 1996; Webb et al., 1996;
Schneider et al., 1998;).

5 Zusammenfassung und Ausblick

Alkohol- und Drogenkonsum gehdren aufgrund der Konsequenzen fiir das soziale
Umfeld und der Gefahrdungsmoglichkeiten am Arbeitsplatz und im Verkehr zu den
grofiten sozialmedizinischen Problemen. Medizinisch besonders relevant sind au3erdem
mogliche Intoxikationen und daraus resultierende notfallmedizinische Diagnostik und
Therapie. Bei den Verfahren zur Bestimmung von Ethanol in Serum gibt es beziiglich
der Prézision keine groBen Unterschiede zwischen den meisten Assays. Lediglich der
TDx REA® Ethanol Assay liegt teilweise auBerhalb des festgelegten Grenzen fiir
forensische Fragestellungen (Alt und Reinhardt, 1996) und scheint daher im Rahmen
der forensischen Toxikologie weniger gut einsetzbar zu sein als die anderen Verfahren.
Die Spezifitidt der meisten Tests ist gut, nur der ALC Ethyl Alcohol Assay weist eine
erhebliche Storanfilligkeit gegeniiber 1-Propanol und 1-Butanol auf. Ebenfalls von
Interesse bei der Auswahl eines Verfahrens sind Praktikabilitit, Zeitaufwand, Kosten
und benoétigtes Probenvolumen. Am einfachsten in der Handhabung sowie am
giinstigsten beziiglich des Zeitaufwandes sind der EMIT® ETS® Plus Ethyl Alcohol
Assay von Syva Co./Behring und der Ethyl Alcohol Assay von Boehringer Mannheim.
Sie weisen einen ausreichenden Linearitdtsbereich (0,1-4 g/1) auf, so daf3 lediglich selten
vorkommende, in der Blutalkoholkonzentration noch dariiberliegende Proben verdiinnt
und erneut bestimmt werden miissen. Die mit diesen Assays gemessenen Werte liegen

innerhalb des fiir forensische Zwecke geforderten Bereichs. Gemeinsam mit dem TDy
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REA® Ethanol Assay von Abbott sind sie auch was das bendtigte Probenvolumen
angeht am glinstigsten. Der Vorteil der Headspace-Gaschromatographie liegt einerseits
in der hohen Prizision der Methode, andererseits in der hohen Spezifitit sowie der
Moglichkeit der Begleitstoffanalyse. Gerade in der forensischen Toxikologie wird die
Headspace-Gaschromatographie ungeachtet des relativ hohen Zeitaufwandes durch
keine andere Methode zu ersetzen sein.

Aufgrund der verbesserten Spezifitit (weniger falsch-positive Ergebnisse) finden
Immunoassays inzwischen auch beim LSD-Screening hiufige Anwendung. Ein
positives Screeningresultat hat allein aber noch keinen Beweiswert und muf3 daher,
insbesondere wenn forensische Fragestellungen vorliegen, einer Bestitigungsanalyse
zugefiihrt werden. Haufig werden positive Screeningergebnisse jedoch falsch
interpretiert oder wenig erprobte, storanfillige Verfahren zur Bestitigungsanalyse
verwendet. Unsere Untersuchungen zum CEDIA® DAU- Test fir LSD (Boehringer
Mannheim) ergaben insgesamt eine geringe Storanfilligkeit dieser Methode. Bei der
Bestimmung der Prézision in der Serie erhielten wir einen Variationskoeffizienten (VK)
von 7,83%. Die Bestimmung der Prézision von Tag zu Tag ergab einen VK von 9,85%-
13,3%. Bei den Untersuchungen zur Spezifitit fanden wir fiir folgende chemisch
verwandte Substanzen Kreuzreaktivititen: Nor-LSD, Ergometrin und Methysergid. Von
den chemisch nicht verwandten Substanzen zeigten vor allem Ambroxol, Bromhexin,
Diltiazem, Haloperidol sowie Metoclopramid Kreuzreaktivititen. Auller Ambroxol
fithrte jedoch keine dieser Substanzen zu Interferenzen im Sinne falsch-positiver
Ergebnisse. Der Vergleich des CEDIA® DAU LSD mit dem EMIT® II LSD (Syva
Co./Behring) zeigte die geringe Storanfilligkeit des CEDIA®- Tests. Von 21 falsch-
positiven Ergebnissen des EMIT®- Tests fanden wir mit dem CEDIA®- Test nur noch 3
Proben positiv; diese enthielten alle Ambroxol. Auch in der Routinediagnostik verlief
die LSD-Bestimmung weitgehend storungsfrei. Von inzwischen ca. 400 analysierten
Proben erhielten wir lediglich 3 falsch-positive Ergebnisse. Beziiglich der Prézision,
Spezifitit und Praktikabilitit ist der CEDIA® DAU LSD dem Abuscreen” OnLine LSD
(Roche) in etwa gleichwertig. Der Microplate EIA von Cozard Bioscience hingegen
schneidet, was die Spezifitdt angeht, schlechter ab. Wird der Test manuell durchgefiihrt
(gegebenenfalls von Vorteil, wenn eine vollautomatische Durchfiihrung einmal nicht
moglich sein sollte), so ist der Aufwand fiir den Test entsprechend hoher. Der Test kann

jedoch auch vollautomatisch durchgefiihrt werden, allerdings ist die Analysenzeit hoher
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als bei den anderen Verfahren. Die radioimmunchemischen Tests sind Interferenzen
gegeniiber am wenigsten storanfillig. Sie bergen aber den Nachteil, dal Abfille
gesondert entsorgt werden miissen, besondere Sicherheitsvorkehrungen getroffen
werden miissen und die Reagenzien flir die Tests schneller verfallen. Diese
Schwierigkeiten bedingen auch die hoheren Gesamtkosten der Radioimmunoassays.

Nur die chromatographischen Bestétigungsanalysen flir den Nachweis von LSD sind so
spezifisch, daB3 aufgrund des Drogennachweises strafrechtliche Konsequenzen moglich
sind. Auf diesem Gebiet konnten in den letzten Jahren verschiedene Methoden mit
ausreichender Empfindlichkeit etabliert werden. Es darf jedoch nicht vergessen werden,
wie schwer der Einsatz solcher komplizierter Verfahren im Laboralltag ist. LSD ist eine
auflerordentlich empfindliche Substanz, die sich sowohl unter dem EinfluB von
Tageslicht als auch hoher Temperaturen zersetzt. Aullerdem muf} insbesondere mit dem
Substanzverlust durch Adsorption von LSD an der Séulenwand beim Trennvorgang
gerechnet werden. Wegen der geringen Substanzmengen in der Probe muf3 das Extrakt
haufig stark aufkonzentriert werden. Dieses fiihrt zu der schnelleren Verschmutzung
und damit einer geringeren Lebensdauer der Saule. Fiir die Trennung LSD-haltiger
Substanzgemische eignet sich aufgrund der kalten Probenaufgabe die HPLC am besten.
In Kombination mit Fluoreszenzdetektion handelt es sich hierbei zwar um eine
kostengiinstige und einfach zu handhabende Methode, viele Autoren betrachten sie
jedoch als zu unspezifisch und lediglich zum Screening oder fiir nicht-forensische
Zwecke geeignet. Eines der grofiten Probleme des LSD-Nachweises ist die duflerst
geringe LSD-Konzentration in den Proben. Daher hat sich die Forschung der letzten
Jahre auch darauf konzentriert, Extraktionsverfahren zu entwickeln, die die gesuchte
Substanz mit moglichst hoher Ausbeute aus der storenden Probenmatrix separieren. Die
immunchemischen Extraktionsverfahren sind zwar teurer, bieten aber nicht nur eine
hohe Ausbeute an LSD, sondern in der Regel auch ein reineres Extrakt, als mit den
herkdmmlichen Verfahren (SPE, LLE) zu erreichen ist.

Unsere Erfahrungen mit dem immunchemischen Drogennachweis haben gezeigt, daf3
die Systeme teilweise erheblichen Qualitdtsschwankungen unterliegen. Deshalb ist es
besonders wichtig, die Untersuchungsergebnisse kritisch zu hinterfragen, schlieflich ist
der Nachweis des Drogenkonsums fiir den Betroffenen oftmals folgenschwer. Ziel sollte
es daher sein, vertrauenswiirdige, storungsarme Bestdtigungsanalysen zu entwickeln

und positive Screeningergebnisse in jedem Fall einer solchen Analyse zu unterziehen.
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7 Anhang

7.1 Abbildungen

Nachfolgend sind die Chromatogramme sowie das jeweilige Massenspektrum des Peaks
von Interesse der bei dem Vergleich von CEDIA®-Methode und EMIT®-Methode
untersuchten Proben (Nr.11, Nr. 15, Nr. 16, Nr. 17, Nr. 18, Nr. 21). Die Proben zeigten
bei beiden Methoden einen Wert an und enthielten chromatographisch Ambroxol.
Nachgewiesen wurde 2-fach acetyliertes Ambroxol mit einem Retentionsindex von
3165. Zum Vergleich ist auBerdem zundchst ein Alkane-Chromatogramm zur
Bestimmung der Retentionsindices nach Kovats sowie das Massenspektrum von

Ambroxol aus der Bibliothek dargestellt.

File : C:\HPCHEM\1\DATA\ALKANE.D
Operator : woelfel
Acquired : 15 Nov 97 2:44 pm using AcgMethod BIBLIO
Instrument : GC/MS Ins
Sample Name: Alkane in Hexane C 15 - 28
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Vial Number: 1
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File : C:\HPCHEM\1\DATA\261197\123.D

Operator :
Aequired : 26 Nov 97 1:53 pm using AcgMethod ALLGEM
Instrument : GC/MS 1Ins

Sample Name: 70135123
Misc Info :
Vial Number: 15
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File
Operator
~cquired
Instrument
Sample Name
Misc Info
Vial Number:

C:\HPCHEM\1\DATA\261197\929.D

27 Nov 97 10:02 am using AcgMethod ALLGEM
GC/MS Ins
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File : C:\HPCHEM\1\DATA\261197\156.D
Operator :

Acquired : 27 Nov 97 10:24 am using AcgMethod ALLGEM
Instrument : GC/MS Ins

Sample Name: 70139156

Misc Info
Vial Number: 13
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File : C:\HPCHEM\1\DATA\W1911.D
Operator : wolfel

Acquired : 19 Nov 97 11:23 am using AcgMethod ALLGEM
Instrument : GC/MS Ins

Sample Name: 70138486

Misc Info : scan

Vial Number: 2
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File

Operator
Acquired
Instrument

Sample

Misc Info
Vial Number

Name
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C:\HPCHEM\1\DATA\271197\161.D
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27 Nov 97

GC/MS Ins
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File
Operator
Acquired
Instrument
Sample Name
Misc Info
Vial Number

C:\HPCHEM\1\DATA\271197\440.D
woelfel

27 Nov 97 2:44 pm using AcgMethod ALLGEM
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7.2 Abkurzungen

ACU
ADH
ALDH
BAK
BSTFA
CE
CEDIA
EIA
EMIT
FD

FID
GC
GC/MS/MS
HPLC
HPTLC
IAE
KIMS
Km
LAMPA
LC

LIF
LLE
LOD
LOQ
LSD
MEOS
MS
MSTFA
PHPD
REA
RIA

Affinity Clean-Up

Alkoholdehydrogenase

Aldehyddehydrogenase
Blutalkoholkonzentration
Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide

Capillary Electrophoresis

Cloned Enzyme Donor Immuno Assay
Enzyme Immuno Assay

Enzyme Multiplied Immunoassay Technique
Fluoreszenzdetektor
Flammenionisationsdetektor
Gaschromatographie

Gaschromatographie/ Tandem-Massenspektrometrie
High Performance Liquid Chromatography
High Performance Thin Layer Chromatography
Immuno Affinity Extraction

Kinetic Interaction of Microparticles in Solution
Michaelis-Menten Konstante

Lysergic Acid Methylpropylamid

Liquid Chromatography

Laser Induced Fluorescence

Liquid- Liquid-Extraction

Limit of Detection

Limit of Quantitation

Lysergsdurediethylamid

Microsomal Ethanol Oxidizing System
Massenspektrometrie
Mono(trimethylsilyl)trifluoroacetamide

Post Hallucinogenic Perceptual Disorder
Radiative Energy Attenuation

Radioimmunoassay
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RP HPLC
SIM

SPE

T™S

VK

Kinax

Xiin

Reversed Phase HPLC
Single Ion Monitoring
Solid Phase Extraction
Trimethylsilyl
Variationskoeffizient
Maximalwert

Minimalwert

XXV



LEBENSLAUF

Silke Wolfel, geborene Petri, geboren am 2. Oktober 1973 in Reutlingen als Tochter
von Ernst-Jiirgen Petri und Margret Petri

1980 — 1993
Juni 1993
1996

1994 — 2000
1997 — 1998

Schulausbildung in Koblenz, Eschweiler und Flensburg

Abitur

Heirat

Studium der Humanmedizin:

Vorklinischer und klinischer Studienabschnitt an der Justus-Liebig-
Universitit Gieen

Praktika:

Krankenhaus Koblenz, Abt. Orthopédie
Krankenhaus Hamburg, Abt. Dermatologie
Krankenhaus Hamburg, Abt. Innere Medizin
Krankenhaus Leipzig, Abt. Innere Medizin

Fritzlar, Allgemeinmedizin

Praktisches Jahr im Kreiskrankenhaus Bad Hersfeld in den Bereichen
Allgemein- und Unfallchirurgie, Innere Medizin, Urologie

AbschluB: Dritter Teil der Arztlichen Priifung

Promotionsarbeit am Institut fir Rechtsmedizin bei Prof. Dr. rer. nat.
Harald Schiitz

XXVi



DANKSAGUNG

Diese Arbeit wurde am Institut fiir Rechtsmedizin der JLU Gieflen in der Abteilung fiir
forensische Toxikologie durchgefiihrt. Dem Leiter des Instituts, Herrn Professor Dr.

med. Weiler danke ich fuir die freundliche Aufnahme in das Institut.

Besonderen Dank mochte ich Herrn Prof. Dr. rer. nat. Harald Schiitz fiir seine
freundliche Unterstiitzung bei der Versuchsplanung und Analyse der Ergebnisse, sein
Verstidndnis und die konstruktive Kritik bei der Entwicklung der vorliegenden Arbeit
sowie flir sein offenes Ohr fiir alle Probleme, die im Verlauf der Arbeit aufgetreten sind,

aussprechen.

Mein Dank gilt auch Herrn Dr. rer. nat. Freidoon Erdmann. Er hat mit seiner Erfahrung

und Hilfsbereitschaft in allen Phasen dieser Arbeit zu ihrem Gelingen beigetragen.

Allen Mitarbeitern des Instituts, besonders Herrn Becker, Frau Rumpf und Frau Huhs,

danke ich fiir die gute Zusammenarbeit und freundliche Hilfe.

Meinem Mann Roman danke ich fiir seine groBe Geduld und seine liebevolle

Unterstiitzung wéhrend der Erstellung dieser Arbeit!

Die Reagenzien fiir den CEDIA® DAU LSD und den ETHYL ALCOHOL Assay sowie
weiteres Zubehor stellte uns freundlicherweise Boehringer Mannheim zur Verfligung.
Hierfiir, ebenso wie fiir die Hilfsbereitschaft und technische Unterstiitzung der

Mitarbeiter mein herzlicher Dank.

\/

XXVii



	Einleitung und Problemstellung
	Einleitung
	Problemstellung

	Gemeinsamer Material- und Methodenteil
	Material
	Probenmaterial und- lagerung
	Chemikalien und Reagenzien
	Geräte
	GC/MS
	BM Hitachi 902
	Cobas Mira


	Methoden
	Probenvorbereitung
	Extraktionsverfahren

	Gaschromatographie
	Aufbau eines Gaschromatographen
	Säulenmaterial
	Detektoren

	Headspace-Methode
	Massenspektrometrie
	Ionisationstechniken
	Trenntechniken

	ADH-Methode
	CEDIA® DAU LSD
	EMIT® DAU LSD

	Statistik
	Mittelwert und Standardabweichung
	Variationskoeffizient
	Korrelationskoeffizient
	Wilcoxon-Test für Paardifferenzen


	Vergleichende Untersuchung zur Validität neuer Verfahren der Ethanolbestimmung in Körperflüssigkeiten
	Theoretische Grundlagen
	Geschichtlicher Rückblick
	Pharmakokinetik
	Allgemeines
	Resorption
	Verteilung
	Metabolisierung
	Elimination

	Pharmakodynamik
	Rauschwirkung
	Auswirkung chronischen Alkoholkonsums auf den Organismus
	Leber
	ZNS
	Delirium tremens
	Korsakow-Syndrom
	Wernicke-Syndrom
	Alkoholische Demenz

	Peripheres Nervensystem
	Herz
	Blut/Knochenmark
	Gastrointestinaltrakt
	Pankreas
	Alkoholembryopathie

	Interaktion zwischen Alkohol und Arzneimitteln

	Nachweismethoden
	Das Widmark-Verfahren
	Das Vidic-Verfahren
	Das ADH-Verfahren
	Die Gaschromatographie


	Ergebnisse
	Bestimmung der Präzision in der Serie
	Bestimmung der Präzision von Tag zu Tag
	Kalibrationsstabilität der Boehringer Mannheim Reagenzien
	Kreuzreaktivität anderer niedermolekularer Alkohole mit der ADH-Methode von Boehringer Mannheim
	Vergleich verschiedener Methoden zur Ethanolbestimmung
	Vergleich von GC und der ADH-Methode von Boehringer Mannheim
	Vergleich von GC und der ADH-Methode von Syva Co./Behring
	Vergleich der Methode von Boehringer Mannheim und Syva Co./Behring


	Diskussion
	Headspace-Gaschromatographie
	Ethyl Alcohol Assay von Boehringer Mannheim
	TDx REA® Ethanol Assay von Abbott
	ALC Ethyl Alcohol Assay von Du Pont De Nemours
	EMIT® ETS® Plus Ethyl Alcohol Assay von Syva Co./Behring


	Vergleichende Untersuchung zur Validität neuer Verfahren der LSD-Bestimmung in Körperflüssigkeiten
	Theoretische Grundlagen
	Geschichtlicher Rückblick
	Pharmakokinetik
	Resorption
	Metabolisierung
	Elimination

	Pharmakodynamik
	Wirkungsmechanismus
	Wirkung
	Therapie der LSD-Intoxikation

	Nachweisverfahren
	Screeningmethoden
	Immunoassays

	Bestätigungsanalysen
	HPLC
	HPTLC
	CE
	GC/MS
	Fluoreszenzdetektion



	Ergebnisse
	Bestimmung der Präzision in der Serie
	Bestimmung der Präzision von Tag zu  Tag
	Meßgenauigkeit in hohen und niedrigen Konzentrationsbereichen
	Kalibrationsstabilität der Boehringer Mannheim Reagenzien
	Kreuzreaktivität verschiedener Substanzen mit dem CEDIA®DAU LSD von Boehringer Mannheim
	Vergleich der CEDIA®-Methode und der EMIT®-Methode
	Stabilität von LSD unter verschiedenen Bedingungen
	Einfluß der Lichtverhältnisse
	Einfluß der Temperatur
	Einfluß des Materials des Behältnisses
	Einfluß der Silanisierung


	Diskussion
	Screeningmethoden
	Nichtradioaktive Immunoassays
	Radioimmunoassays

	Bestätigungsanalysen
	Präanalytik


	Zusammenfassung und Ausblick
	Literatur
	Anhang
	Abbildungen
	Abkürzungen


