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Abkirzungsverzeichnis

BtM Betaubungsmittel
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pentyl-6a,7,8,10a-tetrahydro- 6H-benzo[c]chromen-1-ol (IUPAC)
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1 Beitrag des Autors zu den Verdffentlichungen

1.1 Verdffentlichung 1

“Proof of active cannabis use comparing 11-hydroxy-A9-tetrahydrocannabinol
with 11-nor-9- carboxy-tetrahydrocannabinol concentrations”
Franz, Thomas; Skopp, Gisela; Schwarz, Gerlinde; Musshoff, Frank (2018)

In: Drug Testing and Analysis 10 (10), S. 1573-1578.
DOI: 10.1002/dta.2415

Die Arbeitsanteile der einzelnen Autoren der genannten Verotffentlichung sind in folgender
Tabelle dargestellt, der Beitrag des Autors dieser wissenschaftlichen Arbeit (Thomas Franz)
ist fettgedruckt.

Anteil der einzelnen Autoren

Franz, Thomas AB,CFG
Skopp, Prof. Dr. Gisela A E H
Schwarz, Gerlinde A H

Mufhoff, Prof. Dr. Frank A D EH

Experimente und Auswertung : ldee und Design

: Durchfihrung

. Datenanalyse

ol 0O|® | >

: Bereitstellung von Materialien

m

: Supervision

Manuskript F: Erstentwurf

G: Erstellen von Grafiken und Tabellen

H: interne Revision
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1.2 Verdffentlichung 2

“Determination of hydroxy metabolites of cocaine from hair samples and

comparison with street cocaine samples”

Franz, Thomas; Scheufler, Frank; Stein, Klaus; Uhl, Michael; Dame, Torsten; Schwarz,
Gerlinde; Sachs, Hans'; Skopp, Gisela; Musshoff, Frank (2018)

In: Forensic Science International 288, S. 223—-226.

DOI: 10.1016/j.forsciint.2018.04.007.

Die Arbeitsanteile der einzelnen Autoren der genannten Vero6ffentlichung sind in folgender
Tabelle dargestellt, der Beitrag des Autors dieser wissenschaftlichen Arbeit (Thomas Franz)
ist fettgedruckt.

Anteil der einzelnen Autoren

Franz, Thomas A,B,C,F,GH
Scheufler, Dr. Frank D

Stein, Dr. Klaus D

Uhl, Dr. Michael A, D

Dame, Torsten B, C

Schwarz, Gerlinde A H

Sachs, Dr. Hans A E

Skopp, Prof. Dr. Gisela A E H
Mufhoff, Prof. Dr. Frank A D E H

Experimente und Auswertung A: ldee und Design

w

: Durchfihrung

: Datenanalyse

OO0

: Bereitstellung von Materialien

m

: Supervision

Manuskript F: Erstentwurf

G: Erstellen von Grafiken und Tabellen

H: interne Revision
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1.3 Verdffentlichung 3

“Determination of hydroxy metabolites of cocaine in hair samples for proof of

consumption.”

Musshoff, Frank; Thieme, Detlef; Schwarz, Gerlinde; Sachs, Hans'; Skopp, Gisela; Franz,
Thomas (2018)

In: Drug Testing and Analysis 10 (4), S. 681-688.

DOI: 10.1002/dta.2317.

Die Arbeitsanteile der einzelnen Autoren der genannten Vero6ffentlichung sind in folgender
Tabelle dargestellt, der Beitrag des Autors dieser wissenschaftlichen Arbeit (Thomas Franz)
ist fettgedruckt.

Anteil der einzelnen Autoren

Mufhoff, Prof. Dr. Frank A, D E FH

Thieme, Dr. Detlef D

Schwarz, Gerlinde A H

Sachs, Dr. Hans A E

Skopp, Prof. Dr. Gisela E,H

Franz, Thomas A B,C F G,H

Experimente und Auswertung A: ldee und Design
B: Durchfihrung
C: Datenanalyse
D: Bereitstellung von Materialien
E: Supervision

Manuskript F: Erstentwurf
G: Erstellen von Grafiken und Tabellen
H: interne Revision
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1.4 Verdffentlichung 4

“Positive THC-COOH findings in hair samples negative for THC”

Musshoff, Frank; Skopp, Gisela; Franz, Thomas (2020)

In: Drug Testing and Analysis 12 (1), S. 156-158.
DOI: 10.1002/dta.2696.

Die Arbeitsanteile der einzelnen Autoren der genannten Vero6ffentlichung sind in folgender
Tabelle dargestellt, der Beitrag des Autors dieser wissenschaftlichen Arbeit (Thomas Franz)
ist fettgedruckt.

Anteil der einzelnen Autoren

Mufhoff, Prof. Dr. Frank A E F,H

Skopp, Prof. Dr. Gisela A E H

Franz, Thomas AB,CF GH

>

Experimente und Auswertung : ldee und Design

: Durchfihrung

. Datenanalyse

: Bereitstellung von Materialien

m|oO| O | @

: Supervision

T

Manuskript . Erstentwurf

G: Erstellen von Grafiken und Tabellen

H: interne Revision
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2 Einleitung

Die Analyse von Haaren zum Nachweis von Drogen und Medikamenten hat sich in den
vergangenen Jahren im Bereich der forensischen Toxikologie zunehmend etabliert. Allerdings
muss bei der Bewertung der Analysenergebnisse immer auch eine externe Kontamination der
Haare in Betracht gezogen werden. Zusatzlich Uber die Aufnahme von Substanzen aus der
Blutversorgung der Papille und des dermalen Plexus sowie Uber Talg/Schweild ist eine
Kontamination durch Rauch oder Staube bei Drogen, die Ublicherweise geraucht oder
geschnupft werden, in Betracht zu ziehen [1, 2].

Zur Differenzierung einer willkirlichen von einer passiven Exposition wurden in den
vergangenen Jahren verschiedene Arbeiten zum Nachweis von Drogenmetaboliten in Haaren
publiziert. Durch einen Nachweis von Metaboliten lasst sich eine Kdrperpassage belegen;
hierdurch kénnen Beurteilungen des Konsumverhaltens und der -intensitat, die sich lediglich
auf den Nachweis der Ausgangssubstanzen stitzen, objektiviert werden [3, 4].

Die vorliegende Arbeit beschéaftigt mit dem Nachweis von Metaboliten, insbesondere von
Cannabis und Cocain, in Haarproben.

Die Einleitung gibt einen Uberblick tiber die Analytik von Suchtstoffen in biologischem Material,
die Physiologie der Haare und den Stand der Technik zum Nachweis von Cannabinoiden und
Cocain in Haaren.

Im Hauptteil dieser Arbeit sind die Publikationen des Autors zu diesem Thema aufgefihrt.

In der Zusammenfassung werden die publizierten Ergebnisse diskutiert.

2.1 Untersuchung von Suchtstoffen in biologischem Material

Im Zusammenhang mit rechtlichen Fragestellungen bei Verstdllen gegen das
Betaubungsmittelgesetz (BtMG), bei der Beurteilung der Schuldfahigkeit (§ 20, 21 StGB), im
Familienrecht sowie bei Eignungsfragen im Bereich der Fahreignung, der beruflichen Eignung
oder des Waffen- und Gaststattenrechts sowie bei Bewahrungsauflagen ist die Untersuchung
von Suchtstoffen in biologischem Material ein wichtiges Diagnoseinstrument.

Fur forensisch-toxikologische Analysen von Suchtstoffen kommen verschiedene Matrices als
Untersuchungsmaterial in Betracht. Diese Matrices unterscheiden sich in der Art der
Probengewinnung (invasiv < nicht invasiv), des durch die Analyse Uberprifbaren Zeitraums
(Stunden/Tage/Monate) und der zu erwartenden Analyten (Muttersubstanz < Metaboliten)
(Abbildung 1) [5]. Seit vielen Jahren sind Analysen in den Matrices Blut, Urin und Haaren
etabliert; vermehrt werden jedoch auch alternative Materialien wie z.B. Speichel, Fingernégel

etc. eingesetzt.
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Analyten Nachweisfenster
Matrix Ausgangs- : Stunden Tage Wochen Monate
S - sl Metabolite
Urin - &
Speichel + 0 -
Schweily 0 3
Nagel + +

Abbildung 1: Analytenprofil und Nachweisfenster verschiedener Matrices (+ = nachweisbar, 0 = teilweise
nachweisbar, - = i.d.R. nicht nachweisbar)

2.1.1 Haaranalytik

Der Vorteil der Haaranalytik liegt in den, je nach verfligbarer Haarlange, relativ langen
Nachweisfenstern von bis zu mehreren Monaten, welche Rickschlisse auf das Ausmalf des
Konsums bzw. Anderungen im Konsumverhalten zulassen. Abhangig von den biochemischen
Parametern der Analyten wie z.B. ihres pKa-Wertes, ihrer MolekilgréRe, Lipophilie und
Melaninaffinitat sind je nach Substanz teilweise nur geringe Einlagerungsraten in das Haar zu
erwarten. Weiterhin liegt im Gegensatz zu anderen Untersuchungsmaterialien wie Blut oder
Urin die in eine Analyse einsetzbare Menge im mg-Bereich, weswegen hohe Anspriiche an
die Sensitivitat der Analysentechnik gestellt werden mussen. Um diesen Anspriichen gerecht
zu werden, haben sich hochleistungsflissigkeitschromatographische Verfahren mit
massenspektrometrischer Detektion (HPLC-MS) durchgesetzt [2].

2.1.2 Methodische Durchfiihrung einer Haaranalyse

Der schematische Ablauf einer Haaranalyse ist in Abbildung 2 dargestellt. Bei der Probenahme
wird dem Probanden eine etwa bleistiftdicke Haarstrédhne, vorzugsweise im Bereich des
posterior Vertex, entnommen und an das Untersuchungslabor versandt.

Zunachst erfolgt dann die Beschreibung der Haarprobe; hierbei werden Lange, Farbe, Textur
und Besonderheiten wie kosmetische Haarbehandlungen der Probe dokumentiert. Im
Anschluss daran wird die Haarprobe gemal der Fragestellung segmentiert und eingewogen.
Im nachsten Schritt werden verschiedene Waschschritte mit Losemitteln durchgefuhrt, um
Verunreinigungen, insbesondere aber von auf3en angetragene Drogenrickstande, moglichst
weitgehend zu entfernen.

Vor der Extraktion wird die Haarprobe mechanisch zerkleinert und anschlie3end meist mit
Losemitteln extrahiert; anstelle der Extraktion kann auch eine Hydrolyse unter weitgehender
Auflosung der Keratinisierten Faser erfolgen. Der Extrakt wird anschlielend weiter

aufgearbeitet; haufig reichen ein Eindampfen und Rekonstitution des Extraktes aus; bei
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besonderen Fragestellungen konnen weitere Aufarbeitungsschritte wie z.B. eine
Derivatisierung notwendig sein.
Nach der Aufarbeitung wird die Probe analysiert, hierzu werden in der Regel

chromatographische Verfahren mit massenspektrometrischer Detektion eingesetzt.

Beschreibung l_'\ Einwaage ::> Waschschritte L'\ Extraktpn& ’|:> Messung

der Haarprobe |—‘/ ’—\/ Aufarbeitung

Abbildung 2: Schematischer Ablauf einer Haaranalyse

2.1.3 Hochleistungsflissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie

2.1.3.1 HPLC

Mit Hilfe der HPLC lassen sich Stoffgemische anhand ihrer physiko-chemischen
Eigenschaften auftrennen. Hierzu werden wenige Mikroliter eines Stoffgemisches
(Probe/Extrakt) mittels eines Injektors in den Fluss eines Ldsemittelgemisches (Eluent),
welches von der HPLC-Pumpe gefordert wird, injiziert. Die injizierte Probe wird durch den
Eluenten zu einer Trennsaule transportiert, in welcher die in der Probe enthaltenen
Substanzen unterschiedlich starke Wechselwirkungen mit dem Fullmaterial der Trennséule
eingehen. Aufgrund dieser Wechselwirkungen eluieren die Substanzen zu unterschiedlichen
Zeiten (Retentionszeit) von der Trennséaule, so dass Stoffgemische auftrennt werden. Die
Trennsaule ist mit einem Detektor verbunden, welcher in Abhéngigkeit der Konzentration der
Substanzen elektrische Signale (Peaks) generiert. Die Aufzeichnung der Signale gegen die

Retentionszeit wird als Chromatogramm bezeichnet.

Pi:g_e Injektor }gb DTrennséuIe . b Detektorl ,\!

Abbildung 3: Schematischer Aufbau HPLC

2.1.3.2 Massenspektrometrie

| =5 atn /=
e

Ql a2 Q3 Detektor

lonen-
Quelle
Abbildung 4:Schematischer Aufbau eines Triple-Quadrupol Massenspektrometers

Die Massenspekirometrie ist eine Technik zur Bestimmung des Masse-zu-

Ladungsverhaltnisses (m/z) von lonen im Hochvakuum. In Kopplung mit der HPLC werden
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hierfar meist sogenannte Triple-Quadrupol-Massenspektrometer - 3
hintereinandergeschaltete Quadrupole - eingesetzt.

Ein Massenspektrometer lasst sich schematisch in die Komponenten lonenquelle,
Massenanalysator und Detektor (Registrierung des lonenstroms) unterteilen. In der
lonenquelle werden die im Eluenten befindlichen, geladenen Analyten im Falle der
Elektrospray-lonisierung (ESI) im elektrostatischen Feld in sehr kleine Tropfchen dispergiert;
durch Verdampfung des Ldsemittels schrumpfen die Trépfchen und zerfallen schlief3lich bei
Uberschreiten des Rayleigh-Limits. Durch Coulomb-Explosion entstehen Teilchen mit einem
Radius von nur wenigen Nanometern.

Dieses Gemisch verschiedenster lonen wird durch Anlegen von Potentialen in den lonenpfad
geleitet. Im ersten Quadrupol (Q1) werden die Molekulionen nach ihren Masse-Ladungs-
Verhéltnissen aufgetrennt. In einem weiteren Quadrupol (g2) - Kollisionszelle - kénnen die
Molekilionen durch St6Re mit einem Inertgas (z.B. Stickstoff, Argon) weiter fragmentiert
werden. Die hierbei entstehenden Fragmente werden in einem weiteren Quadrupol (Q3)
ebenfalls anhand ihres m/z-Verhaltnisses aufgetrennt. Durch Aufprall der lonen auf den
Detektor wandelt dieser die lonen in elektrische Signale um. Die Aufzeichnung der
Signalintensitat gegen das m/z Verhdltnis wird als Massenspektrum bezeichnet, welches
spezifisch fir jede einzelne Substanz ist.

In  Ergénzung hierzu kann bei

sogenannten QTrap-Massenspektro- [ ] ©
. PY ® 9
metern Q3 als lineare lonenfalle s ® . @
genutzt werden, in welcher [ ]
verschiedene Experimente
durchgefiihrt werden koénnen. Beim il Detektor

MS3-Experiment wird ein definiertes Abbildung 5: Schematischer Aufbau einer lonenfalle

lon aus der Kollisionszelle in der lonenfalle angereichert und zu Schwingungen angeregt.
Hierdurch stofl3en die einzelnen lonen gegeneinander wodurch sich weitere Fragmente dieser
lonen bilden. Diese Fragmente lassen sich nach ihrem Masse-Ladungs-Verhaltnis in den
Detektor Uberfiihren und ebenfalls in einem Massenspektrum darstellen, welches eine deutlich
hohere Spezifitat fir die einzelnen Substanzen aufweist. Die Signalintensitat der einzelnen

lonen ist proportional zu der Konzentration des Analyten.

2.2 Das menschliche Haar

In die Haaranalyse wird das keratinisierte Haar eingesetzt. Hierbei handelt es sich um sog.
trockene Hautanhangsgebilde mit einem Durchmesser von 53-80 um (Kopfhaare des
Menschen) [6].
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2.2.1 Morphologie

Strukturell sind keratinisierte Haare ein teilkristallines polymeres Netzwerk mit verschieden
funktionellen Gruppen. lhre Zusammensetzung besteht zu 65 — 95% aus Proteinen
(hauptsachlich Keratinen), 6 — 13% aus Wasser und 1 - 9% aus Lipiden [7, 6].

Das menschliche Haar zeigt einen typischen Aufbau in drei
konzentrische Regionen — Cuticula, Cortex und Medulla. Die Cuticula
besteht aus flachen, schuppenartig angeordneten, mehrlagigen, ca.
0,4 pum dinnen, ca. 35 um breiten und ca. 44 um langen Zellen, die
Schuppen aus einer vollstdndig verhornten Exocuticula und der
Endocuticula mit einer harten auf3eren und einer weniger
widerstandsfahigen inneren Schicht. Die Cuticula schitzt das Haar vor
physikalisch-chemischen Einflissen. Der Cortex ist aus parallel
angeordneten spindelférmigen Zellen aufgebaut, die ca. 100 um lang
und 3-5 um dick im Durchschnitt sind; er macht die gréRte Masse der ‘ -
Haarfaser aus. In den Cortex eingebettet sind die Melaningranula, die y

fir die Farbe des Haares verantwortlich sind. Dunkle Haare enthalten w
Abbildung 6: Aufbau
eines Haares

mehr Melanin als blonde; man unterscheidet Ph&do- und Eumelamine,
die rétlich bzw. braun gefarbt sind. Im Innern des Haares liegt der
Markkanal (Medulla), welcher aus weniger dicht gepackten Zellen besteht; menschliche Haare
enthalten nicht immer eine oder eine unterbrochene Medulla. Der Zellmembrankomplex
befindet sich zwischen den Cuticula- und Cortexzellen; es handelt sich um eine 20-38 nm

breite Netzwerkstruktur, die als ,Mortel“ die ganze Faser durchzieht [6].

2.2.2 Wachstum

Der Wachstumzyklus eines Haares
lasst sich in eine Anagen-, Katagen-
und  Telogenphase  unterteilen
(Abbildung 7) [7].

Haare werden in ca. 4 mm tiefen

taschenartigen Vertiefungen der
Dermis, den Haarfollikeln, gebildet.

An der Basis des Haarfollikels

(Papille) werden in der Anagenphase

—

den Haarmatrixzellen Uber die€ apbidung 7: Haarwachstumszyklen (a) Anagenphase, (b)

Blutversorgung alle zum Wachsen K@t@genphase, (c) Telogenphase

bendtigten Bausteine zur Verfigung gestellt. Durch Zellteilung werden in dieser Phase
kontinuierlich neue Zellen gebildet, wodurch das Haar nach auf3en wachst. Im spateren

Stadium verhornen (keratinisieren) die Zellen, der Zellkern wird abgebaut, die Zellen
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differenzieren in Cuticula-, Cortex- und Medullazellen, wobei diese durch den
Proliferationsdruck ihre typische Form erhalten.

An die Anagenphase (ca. 2-5 Jahre, genetisch determiniert) schlief3t sich die Katagenphase
(Dauer: wenige Tage) an, in welcher die Zellteilung im Follikel nach und nach eingestellt wird
und sich das sog. Kolbenhaar bildet. Dieses wird, umgeben von der au3eren Wurzelscheide,
bis zur Region unterhalb der Talgdriise hochgeschoben und verweilt dort wéhrend der
Telogenphase (Dauer: ca. 3 Monate). Hieran schliel3t sich eine erneute Anagen-Phase an,
durch welche das telogene Haar aus dem Bulbus geschoben wird und schlieRlich ausfallt.
Der Anteil der Haare in den verschiedenen Phasen unterscheidet sich je nach Haarart und
wird durch aufl3ere Faktoren wie z.B. Erndhrung, Hormonstatus, Medikation, Jahreszeit etc.

beeinflusst [7, 6].

Tabelle 1: Wachstumsraten verschiedener Haararten

Anteil
Dauer der
Haarart Wachstumsrate telogener
Anagenphase

Haare
Kopfhaar 0,2-0,5 mm/Tag 2 — 5 Jahre 7-9%
Achselhaare 0,28-0,44 mm/Tag 44 — 72 Wochen 54 - 58%
Schamhaare 0,3-0,39 mm/Tag 47 — 77 Wochen Ca. 54%
Barthaare 0,25 -0,29 mm/Tag 2 — 11 Wochen 24- 45%

Fur toxikologische Analysen sind Kopfhaare am besten geeignet, da diese die geringste
Variation bzgl. der Wachstumszyklen haben, wéhrend Kdérperhaare deutliche Unterschiede
bzgl. Wachstumsraten und Dauer der Zyklen aufweisen (Tabelle 1) [6]. Jedoch missen
Variationen der Wachstumszyklen bei der Beurteilung von Haarbefunden immer beriicksichtigt
werden, da z.B. telogene Haare aus einer vorangegangenen Konsumperiode nach kurzzeitiger

Abstinenz noch zu positiven Befunden fiihren kénnen.

2.2.3 Einlagerung von Fremdstoffen in Haare

Fremdstoffe kdnnen Uber verschiedene Wege in Haare ein- oder aufgelagert werden
(Abbildung 8).

Einer der Hauptwege ist die Einlagerung Uber die Blutgefal3e der Papille, in geringem Maf3e
auch Uber die Blutversorgung des dermalen Plexus. Hierbei werden zuvor aufgenommene
Substanzen Uber die Blutbahn zur Haarwurzel transportiert und dort wahrend der
Anagenphase in das entstehende Haar eingelagert. Die eingelagerten Substanzen werden
wahrend der Keratinisierung im Haar ,konserviert®, eine longitudinale Diffusion entlang der
Haarfaser findet nicht statt. Hierdurch ist es moglich, durch eine abschnittsweise Untersuchung
des Haares eine Substanzaufnahme zeitlich einzugrenzen, z.B. bei der Fragestellung einer

Beibringung von K.o.-Mitteln oder einer Anderung im Konsumverhalten. Die Einlagerung ist
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von zahlreichen Faktoren abhangig;
so werden lipophile und basische
Substanzen in héheren
Konzentrationen in Haare einlagert
als hydrophile oder saure
Substanzen. Weitere Faktoren fur
das Ausmalf der Einlagerung sind die
MolekilgréRe (grol3e Molekiile lagern
sich schlechter in Haare ein als
kleinere) und die Melaninaffinitat
einer Substanz (je starker desto mehr
Substanz wird ins Haar eingelagert)
[8, 6].

Neben der Einlagerung Uuber die
BlutgefaRe der Haut werden
Fremdstoffe auch Gber Schweil3 und
Talg an die Haare angetragen.
Fremdstoffe lassen sich schon

wenige Stunden nach ihrer Aufnahme

im Schweil nachweisen. wahrend die APbildung 8: Einlagerungswege von Fremdstoffen in Haare (a)
' Uber BlutgefaRe, (b) Uber Sebum, (c) uber Schweil3, (d)

Ausscheidung Uber Talg allerdings Kontamination durch Staube/Aerosole

bis zu 25 Tagen andauern kann.

Zusatzlich zu der Einlagerung Uber die Blutbahn bzw. Hautausscheidungsprodukten kénnen

Fremdstoffe auch von aufRen Uiber Rauch, Staube oder Aerosole an/auf die Haare gelangen.

Eine externe Kontamination ist vor allem bei Drogen, die geraucht werden oder feinstaubig

vorliegen, in Betracht zu ziehen. Diese lasst sich durch die Dekontaminierungsschritte nicht

kontrollierbar und auch nicht immer vollstandig entfernen, so dass z.B. bei Personen mit

engem Kontakt zu Konsumenten positive Haarbefunde resultieren kénnen.

Um positive Ergebnisse auch bei einer externen Kontamination mit der in foro erforderlichen

Sicherheit beurteilen zu koénnen, hat sich der Nachweis von Metaboliten etabliert. Diese

werden erst bei der Kdrperpassage gebildet, sodass der positive Nachweis der Metaboliten

die Korperpassage und somit die Aufnahme einer Substanz belegt.
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2.3 Nachweis von Cannabinoiden und Cocain in Haarproben

2.3.1 Methoden zum Nachweis von Cannabinoiden in Haarproben

2.3.1.1 Allgemeines

Die biogenen Cannabinoide sind in den krautartigen Pflanzen der Gattung Cannabis
(Cannabinaceae) enthalten. Im internationalen Sprachgebrauch werden unter Cannabis auch
rauscherzeugende Cannabiszubereitungen subsummiert. Nach Anlage | des BtMG qgilt
Cannabis als nicht verkehrsfahig, wenn der Gehalt des Cannabinoids (-)-A%trans-
Tetrahydrocannabinol (THC) 0,2 % Uberschreitet. Nach Anlage 11l des BtMG gilt Cannabis
jedoch als verkehrs- und verschreibungsfahig, sofern es aus einem fir medizinische Zwecke
bestimmten Anbau stammt oder in Fertigarzneimitteln verwendet wird. THC gilt nach Anlage
Il des BtMG als verkehrs-, jedoch nicht als verschreibungsfahig.

Cannabis zahlt weltweit zu der am haufigsten konsumierten, illegalen Droge. Laut Drogen- und
Suchtbericht 2019 gaben 31,9% der Deutschen zwischen 18 und 59 Jahren an, in ihrem Leben
Cannabis konsumiert zu haben. Bei 8,3 % fand ein Konsum innerhalb der letzten zwolf Monate,
und bei 3,4% innerhalb der letzten 30 Tage statt.

Bei jungen Erwachsenen im Alter von 18 bis 25 Jahren liegen die Pravalenzen bei 40,5%
(Lebenszeit), mit einem Konsum bei 22,0 % innerhalb der letzten 12 Monate und bei 9,2%
innerhalb der letzten 30 Tage [9]. Der Konsum erfolgt meist durch Rauchen des pflanzlichen
Materials als Marihuana (getrocknetes Kraut) oder Haschisch (Harz aus den Blitenstanden),
auch gemischt mit Tabak, in Form eines Joints. Seltener wird Cannabis in Form von Geback
oder Tee konsumiert. Aufgenommenes THC bindet an die kdrpereigenen Cannabinoid-
Rezeptoren, wodurch die gewlinschten Wirkungen erzielt werden.

Der medizinische Nutzen von Cannabis als Arzneimittel wird kontrovers diskutiert. Seitdem
der Gesetzgeber im Jahr 2017 die Verschreibung von Cannabisbliten als Arzneimittel
zugelassen hat, ist in den letzten Jahren ein deutlicher Anstieg der Verschreibungen zu
beobachten.

Neben THC enthalten Cannabispflanzen noch zahlreiche weitere Cannabinoide, darunter als
ersten Begleitstoff Cannabidiol (CBD), einen CB1-Rezeptorantagonisten. Die Verhaltnisse der
Cannabinoide zueinander variieren je nach Pflanzenart. In jlingster Zeit kommt
freiverkauflichen cannabisbasierten Nahrungsergdnzungsmitteln eine immer groRRere
Bedeutung zu. Diese Mittel zeichnen sich durch hohe Gehalte an CBD aus, ein THC Gehalt

von 0,2% darf bei diesen jedoch nicht tGberschritten werden.
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2.3.1.2 Metabolismus von THC

CH,

OH o OH

CYP2C9
CYP2C9, OH CYP2C19 OH
_cvpac1o, _cvpaad
HsC O HsC O H,C O
o CHj O CHj O

HsC THC THC-OH HaC
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Abbildung 9: Metabolismus von THC

Im pflanzlichen Material liegt THC hautséachlich in Form der Vorlaufersubstanz THC-Séaure A
vor. Beim Erhitzen wird diese decarboxyliert, wodurch das psychotrope THC bioverfligbar wird.
Bei der Korperpassage wird THC zunachst zum priméaren Metaboliten 11-Hydroxy- A®-THC
(THC-OH) und weiter zum 11-Nor-As-carboxy-THC (THC-COOH) verstoffwechselt. Die
Elimination aus dem Korper erfolgt tGberwiegend Uber den Stuhl und im Urin in Form des
Acylglucuronids der THC-COOH. Im Fettgewebe kann es bei wiederholtem Konsum zu einer
Anreicherung von Cannabinoiden kommen, wodurch sich insbesondere THC-COOH noch

sehr lange in Korperflissigkeiten nachweisen lasst [10-12].

2.3.1.3 Nachweis von Cannabis in Haarproben und dessen Fallstricke

In der Literatur sind viele Methoden zum Nachweis von Cannabinoiden in Haaren beschrieben.
Haufig wird die Haarprobe hierzu mit Losemittel extrahiert und das THC mittels
chromatografischer Verfahren nachgewiesen. Die zu erwartenden THC-Konzentrationen
liegen im niedrigen ng/mg Bereich [13, 14]. Die Society of Hair Testing (SoHT) schlagt in ihren
Richtlinien einen Grenzwert (cut-off) von 0,1 ng THC/mg Haar vor, ab welchem ein Befund als
positiv zu werten ist [15]. Die Beurteilungskriterien fur die Fahreignungsdiagnostik geben eine
Mindestanforderung an die Bestimmungsgrenze von 0,02 ng THC/mg Haar vor [16].

Durch diese Methoden kann jedoch lediglich der Umgang mit Cannabis belegt werden, da eine
externe Kontamination der Haare durch Rauch nicht ausgeschlossen werden kann. Auch
Ruckschliisse auf das Konsumverhalten lassen sich so nicht treffen, da ein Konsument sich
stets auch selbst ,berauchert®.

Der Nachweis eines Konsums und auch die Beurteilung des Konsumverhaltens kann nur
durch die quantitative Bestimmung der Metaboliten von THC, die eine Kérperpassage belegen,
erfolgen. Hierzu wurden in den vergangenen Jahren mehrere Methoden zum Nachweis der
THC-COOH in Haaren beschrieben [17-29]. Hierfir wird die Haarprobe meist alkalisch

hydrolysiert und nach weiteren Aufarbeitungs- bzw. Derivatisierungsschritten mittels
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chromatografischer Verfahren analysiert. Die Konzentrationen fiir die Metaboliten liegen hier
im pg/mg Bereich; die SoHT empfiehlt einen Grenzwert von 0,2 pg THC-COOH/mg Haar [15].
Aktuelle Messwerte koénnen mit dem geschilderten Konsumverhalten in bestimmten
Untersuchungskollektiven abgeglichen werden.

In Veroffentlichung 1 dieser wissenschaftlichen Arbeit wird eine routinetaugliche Methode zum
Nachweis des primaren Metaboliten THC-OH in Haaren beschrieben, der zuséatzlich zu THC-
COOH den Nachweis einer Kérperpassage stiitzt.

In Verdéffentlichung 4 dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass THC-COOH auch noch lange
Zeit nach einem Konsum in Haarproben nachweisbar sein kann, u.U. auch dann, wenn THC

selbst nicht mehr detektierbar ist.

2.3.2 Methoden zum Nachweis von Cocain in Haarproben
2.3.2.1 Aligemeines

Kokain wird durch Extraktion aus den Blattern der Cocapflanze (Erythroxylaceae) gewonnen,
Hauptanbaugebiet dieser Pflanze ist Stidamerika. Die Droge wird hauptsachlich in Form des
Cocain-Hydrochlorids geschnupft, allerdings ist auch ein Konsum durch Injizieren oder
Rauchen (Crack) bekannt.

Laut Drogen- und Suchtbericht gaben 4,4% der Deutschen zwischen 18 und 59 Jahren an, in
ihrem Leben bereits Kokain konsumiert zu haben. Bei 1,2% lag der Konsum keine zwolf
Monate zurlick. Bei den jungen Erwachsenen (18-25 Jahre) lag die Préavalenz bei 2,9%
(Jemalskonsum), bzw. 1,2% konsumierten die Droge innerhalb der letzten zwdlf Monate [9].
2.3.2.2 Metabolismus

Nach der Aufnahme wird Cocain im Korper zu den Hauptmetaboliten Benzoylecgonin,
Ecgoninmethylester und Ecgonin verstoffwechselt; der aktive Metabolit Norcocain entsteht in
geringem Umfang (Abbildung 10). Im Falle eines kombinierten Konsums von Kokain und
Alkohol bildet der Kérper zusatzlich Cocaethylen.

Aus Cocain bzw. seinen Metaboliten Benzoylecgonin und Norcocain werden weitere
Nebenmetaboliten durch Oxidation gebildet; hauptséchlich finden Hydroxylierungen am
Phenylrest des Molekiils sowohl in ortho-, meta- und para-Stellung statt. Zusatzlich sind auch
Hydroxylierungen an der Ecgoninstruktur beschrieben, diese finden aber zu einem noch

geringeren Anteil statt [30].
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Abbildung 10: Cocain Metabolismus

2.3.2.3 Nachweisverfahren fir Cocain in Haarproben und deren Fallstricke

In der Literatur sind zahlreiche Methoden zum Nachweis von Cocain und seinen Metaboliten,
vor allem Benzoylecgonin, in geringerem Umfang auch zu Norcocain und Cocaethylen, in
Haarproben beschrieben. Bei den meisten Methoden werden die Proben mit Lésemitteln
extrahiert und anschlieBend chromatografisch analysiert. Nach den Vorgaben der SOHT muss
ein Wert groer 0,5 ng Cocain/mg Haar als positiv bewertet werden [15], die
Beurteilungskriterien fur die Fahreignungsdiagnostik legen als Mindestanforderung an die

Bestimmungsgrenze eine Konzentration von 0,1 ng Cocain/mg Haar fest [16].
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Da Cocain-Hydrochlorid als sehr feines Pulver vorliegt, ist eine Kontamination von Haaren
durch Staub bereits beim Umgang mit Kokain sehr wahrscheinlich. Viele Arbeiten beschaftigen
sich daher mit der Abgrenzung eines Konsums von einer externen Kontamination. Neben
verschiedenen Methoden, die Cocainkonzentrationen in den Waschlésungen wiederholter
Waschprozeduren mit denen im Extrakt zu vergleichen, hat sich der Nachweis von Cocain-
Metaboliten als Konsumbeleg etabliert. So wurden z.B. fir Benzoylecgonin und Norcocain
Anforderungen an ihre Konzentrationsverhéaltnisse zu Cocain erstellt, um einen Konsum zu
belegen. Jedoch sind die diese Metaboliten - Benzoylecgonin kann durch spontane Hydrolyse,
Norcocain bei Aufreinigung des Rohextraktes mit Kaliumpermanganat und Cocaethylen bei
Verwendung von Ethanol als Extraktionsmittel entstehen - teilweise auch als Verunreinigungen
im StralRenkokain beschrieben, sodass deren Nachweis und auch scheinbar korrekte
Konzentrationsverhaltnisse den Konsum nicht zweifelsfrei beweisen kénnen [31, 32]. In der
jungeren Vergangenheit wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen Methoden zum Nachweis
von Hydroxymetaboliten des Cocains in Haaren publiziert [33, 34].

In Veroffentlichung 3 dieser wissenschaftlichen Arbeit wurde eine routinetaugliche Methode
zum Nachweis von Hydroxymetaboliten des Cocains in Haarproben etabliert; neben den
bereits zuvor in Haarproben beschriebenen Hydroxymetaboliten des Cocains gelang auch der
Nachweis von hydroxyliertem Benzoylecgonin und Norcocain, die den Beleg einer
Kdrperpassage zusatzlich stitzen.

In Veroffentlichung 2 dieser Arbeit wurden Stralenkokainproben auf die Anwesenheit von
Hydroxymetaboliten des Cocains Uberpriift. Hier konnten hydroxylierte Verbindungen des
Cocains als Verunreinigungen nachgewiesen werden. Hydroxylierte Verbindungen von
Benzoylecgonin bzw. Norcocain waren in den Stoffproben nicht nachweisbar. In dieser Arbeit
konnten daher Konzentrationsverhaltnisse der hydroxylierten Verbindungen beider Metabolite
zu Cocain erstellt werden, die die Abgrenzung eines Konsums von einer Kontamination

ermdglichen.
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3 Zusammenfassung

In den Veroffentlichungen im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit konnte gezeigt werden,
dass sich eine Untersuchung auf Metaboliten, die durch Oxidation von THC und Cocain,
Benzoylecgonin und Norcocain hervorgegangen sind, fir einen Konsumnachweis eignet.
Veroffentlichung 1 stellt zum ersten Mal eine praxistaugliche Methode zum Nachweis des
primaren THC-Metaboliten 11-Hydroxy-THC vor. Hierdurch ergeben sich weitere
Beweisanzeichen fir einen Konsum von Cannabis. In Vertffentlichung 4 konnte gezeigt
werden, dass THC-COOH auch mehrere Monate nach Konsum noch in den Haarproben
nachweisbar ist. Ein Grund konnte seine geringere Oxidationsempfindlichkeit gegeniber THC
sein.

Mit den Publikationen 2 und 3 konnte gezeigt werden, dass der Nachweis von hydroxylierten
Verbindungen des Cocains und seiner Metaboliten in Haarproben maéglich ist und sich somit
ein Konsum von einer Kontamination abgrenzen lasst. Dabei konnten neue Kriterien fir die
Abgrenzung eines Konsums von einer Kontamination definiert werden. Hierflir wurden sowohl
Metabolit/Cocain-Konzentrationsverhéltnisse als auch der Nachweis der nicht in
StralRencocain nachweisbaren Metabolite herangezogen.

Die entwickelten Methoden wurden erfolgreich auf ein grof3es Kollektiv mit verschiedensten
Fragestellungen angewendet, um ihre Eignung zum Konsumnachweis zu priifen. Gerade bei
Abstinenzfragestellungen kann der Proband durch die zusétzliche Analyse der Metabolite
gegebenenfalls exkulpiert werden.

Erganzend zu den Publikationen wurden in verschiedenen nationalen und internationalen
Konferenzbeitragen Nebenaspekte der hier vorgestellten Studien thematisiert (siehe Anhang
Q).
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4 Abstract

The present studies have shown that additional testing for metabolites being formed by
oxidation from THC, cocaine, benzoylecgonine or norcocaine in hair samples is suitable for
proving consumption.

Publication 1 presents for the first time a method the determination of the primary THC-
metabolite 11-hydroxy-THC which also proved suitable for routine use. This analyte gives
further evidence that cannabis has been consumed. Publication 4 shows that the secondary
THC-metabolite THC-COOH can be detected in hair samples even several months upon
cessation of drug use. A lower susceptibility of THC-COOH towards oxidative stress compared
to THC can be considered as a possible reason for this observation.

Publications 2 and 3 demonstrate that hydroxy-cocainics can be detected in hair samples, and
that identification of these metabolites enables to differentiate contamination from
consumption. Also, new criteria based on metabolite/cocaine concentration ratios could be
established, which, in connection with metabolites not being present in seized street cocaine
samples allow a distinction between use and contamination.

All methods have successfully been applied to a large number of hair samples addressing
different legal issues, to check their suitability regarding drug consumption. If abstinence is
guestioned additional testing for metabolites may exculpate an individual where appropriate.
In addition to publications 1-4, secondary aspects of the above mentioned investigations have
been presented on different national and international conferences (Appendix C).
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5 Veroffentlichung 1

“Proof of active cannabis use comparing 11-hydroxy-A9-tetrahydrocannabinol
with 11-nor-9- carboxy-tetrahydrocannabinol concentrations”
Franz, Thomas; Skopp, Gisela; Schwarz, Gerlinde; Musshoff, Frank (2018)

In: Drug Testing and Analysis 10 (10), S. 1573-1578.
DOI: 10.1002/dta.2415
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6 Veroffentlichung 2

“Determination of hydroxy metabolites of cocaine from hair samples and

comparison with street cocaine samples”

Franz, Thomas; Scheufler, Frank; Stein, Klaus; Uhl, Michael;, Dame, Torsten; Schwarz,
Gerlinde; Sachs, Hans'; Skopp, Gisela; Musshoff, Frank (2018)

In: Forensic Science International 288, S. 223—-226.

DOI: 10.1016/j.forsciint.2018.04.007.
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