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2. Einleitung

Die Verwendung von Urin als Matrix zum Nachweis des Konsums von Alkohol, Drogen oder Me-
dikamenten istim Bereich der forensischen Toxikologie seit vielen Jahren etabliert. Im Gegensatz
zu Blutproben sind Urinproben zwar potenziell manipulierbar, in der praktischen Anwendung im
Bereich der Abstinenzkontrolle iberwiegen jedoch die Vorteile von Urin als Untersuchungsmatrix.
Hierbei sind die besonders einfache Probengewinnung sowie die langere Nachweisbarkeit von

Substanzen im Urin von Relevanz.

Neben Blut und Urin kénnen Suchtstoffe bzw. deren Metaboliten auch in Haaren sowie in Mund-
hohlenflissigkeit, Hautausscheidungsprodukten und Fingernageln nachgewiesen werden [1]. Flr
den Bereich der Abstinenzkontrolle sind Urin und Haare die Matrices der Wahl. Insbesondere bei
Probanden mit fehlender Bereitschaft eines Konsumverzichtes bzw. bei schwerer Abhangigkeit

von Suchtstoffen besteht die Gefahr einer Manipulation der abgegebenen Probe [2—4].

In der vorliegenden Arbeit werden die wichtigsten Fallstricke im Bereich der forensisch-toxikolo-
gischen Urinabstinenzkontrolle genauer untersucht. Eine Abgrenzung zwischen einer méglicher-

weise manipulierten und einer verwertbaren Urinprobe gilt hierbei als Herausforderung.

In den folgenden Betrachtungen wird Urin als Untersuchungsmaterial sowie die Vorgehensweise
bei der Analyse beschrieben. Im Anschluss werden die Abstinenzkontrolle und damit einherge-
hende Herausforderungen dargestellt. Die Bedeutung von Kreatinin (Crn) als Verdiinnungsmar-
ker und mogliche Auswirkungen der Aufnahme von Cannabidiol(CBD)-Produkten auf die Betau-
bungsmittelanalytik werden in der Folge analysiert. Im letzten Teil sind die Ergebnisse der Publi-
kationen aufgefiihrt, welche in der Zusammenfassung diskutiert werden, bevor abschlieRend ein

Fazit iber die gewonnenen Erkenntnisse der vorgelegten Arbeit gezogen wird.
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2.1 Urin als Matrix zum Nachweis von Suchtstoffen

2.1.1 Die Bildung von Urin im menschlichen Korper

Urin entsteht durch Filtration des Blutplasmas in den Nieren und wird anschlieend ber die Harn-
wege ausgeschieden. Die Funktionen der Nieren betreffen u.a. die Regelung des Flissigkeits-
und Elektrolythaushalts, die Regulation des Blutdrucks und die Entgiftung des Kérpers, darunter
auch die Exkretion von Fremdstoffen. Die elementare Funktionseinheit der Niere ist das Nephron.
Eine menschliche Niere enthalt ca. 1 Million Nephra. Ein Nephron besteht aus dem Tubulusap-
parat und dem Nierenkdrperchen, welches sich wiederum aus Glomerulum und Bowman-Kapsel

zusammensetzt (Abb. 1).

Im Nierenkorperchen wird aus einem Kapillarnetzwerk das Blut filtriert und dieses Filtrat, der Pri-
marharn, in den Tubulusapparat abgeleitet. Im Tubulussystem werden Stoffe wie Wasser, Glu-
kose und Elektrolyte in das Blut rickresorbiert und sogenannte harnpflichtige Substanzen wie

Bowman-Kapsel Harnstoff, Ammoniak
Glomerolum

und Crn sezerniert

Vas und somit der End-

— afferens

harn gebildet. Die
proximaler

Tubulus Vas

— efferens

menschlichen Nieren
kdénnen etwa 120 ml

Blut pro Minute filtrie-

I ren. Der Endharn

—— Sammelrohr  fligRt (iber das Nie-

\ renbecken durch die

l distaler Harnleiter, wird in der
Tubulus

u Harnblase  gesam-

melt und letztlich

—_—

Henle-Schleife H Uber die Harnrohre

absteigender Ast

i ausgeschieden. Ein

aufsteigender Ast gesunder Erwachse-

Harnleiter
ner produziert taglich

N etwa 1-1,5 L Urin [5].

Abbildung 1: Aufbau des Nephrons (Modifiziert nach [5])

2.1.2 Von der Aufnahme eines Stoffes bis zur Ausscheidung in den Urin

Nach Aufnahme bzw. Absorption eines Suchtstoffes folgt eine Verteilung im Blut, im extravasalen
Raum und den Geweben. AnschlieRend wird die Substanz metabolisiert, Uber die Nieren filtriert
und zuletzt zu einem gewissen Teil in den Urin ausgeschieden. Die Absorption oral eingenom-
mener Stoffe erfolgt zu einem kleinen Anteil im Magen, zum Grofteil jedoch im Dinndarm. Auf-

grund der meist lipophilen Eigenschaften von Drogen bzw. Suchtstoffen ist deren Exkretion Gber



2 Einleitung 15

die Nieren nur mdglich, wenn sie so verstoffwechselt werden, dass eine gewisse Wasserloslich-
keit erreicht wird. Diese Biotransformation erfolgt mittels Enzymkatalyse in der Leber und kann in

zwei Phasen eingeteilt werden.

In Phase 1 finden Oxidation, Reduktion oder Hydrolyse statt, wodurch funktionelle Gruppen ein-
gefugt bzw. verandert werden. In der zweiten Phase werden endogene wasserldsliche Stoffe an
diese funktionellen Gruppen der Fremdsubstanz gebunden und erhéhen deren Wasserl6slichkeit
und damit die Exkretion Uber die Nieren. Diese Konjugation findet beispielsweise mittels Glucuro-

nidierung oder Sulfonierung statt [5].

Die Ausscheidungsrate eines Stoffes hangt mallgeblich von dessen Polaritat und Molekiilgrofie
ab. Die Nachweisbarkeitsdauer ist daher abhangig vom molekularen Aufbau der Substanz selbst,
aber auch, ob ein Einmal- oder Dauerkonsum stattgefunden hat, da regelmafiiger Konsum zur
Kumulation des Stoffes oder seiner Metaboliten im Kérper fihren kann [6,7]. Die kontinuierliche
Filtration der Droge und ihrer Metaboliten durch die Nieren aus dem Blutkreislauf geht mit einer
Aufkonzentrierung in der Harnblase einher. Daneben fiihren eine hohe Dosis, haufige Konsum-
frequenz, Lipophilie, temporare Speicherung in den Geweben, geringe Metabolisierungsraten
und ein ausgepragter enterohepatischer Kreislauf zu einer Verlangerung des Nachweisfensters
im Urin [8].
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2.2 Die Abstinenzkontrolle

Untersuchungen auf Sucht- bzw. Fremdstoffe in biologischem Material werden in verschieden
Bereichen durchgefiihrt. Zu nennen sind hierbei Dopinganalysen im Profisport, Drogenuntersu-
chungen am Arbeitsplatz sowie klinische Analysen bei Verdacht auf Intoxikationen, als Medikati-

ons-Compliance oder als Kontrollinstrument in Suchtklinken [9,10].

Im forensischen Bereich stellen die Analysen an Leichenasservaten, an Blutproben bei strafrecht-
lich relevanten Fragestellungen fiir die Polizei und an Abstinenzkontrollproben die Hauptaufga-
bengebiete dar [3]. Bei Abstinenzkontrollen kann man zwischen einmaligen Untersuchungen und
Programmen, die meist Uber einen Zeitraum von 6 bzw. 12 Monaten durchgeflihrt werden, unter-
scheiden. Diese Programme umfassen in erster Linie Abstinenzkontrollen im Rahmen einer Me-
dizinisch-Psychologischen Untersuchung (MPU) zur Wiedererlangung des Fihrerscheins, eine

Durchfiihrung als Bewahrungsauflage oder Kontrollen im Zuge von Sorgerechtskonflikten.

Eine Erhebung der Bundesanstalt fir Stralenwesen (BASt) hat gezeigt, dass ca. 70% der 86.000
MPU-Gutachten aus dem Jahr 2019 aufgrund von Alkohol- oder Drogenauffalligkeit im Strallen-

verkehr angeordnet wurden [11].

In den Empfehlungen der Fachgesellschaften ,Urteilsbildung in der Fahreignungsbegutachtung,
Beurteilungskriterien“ wird anhand der sogenannten CTU-Kriterien (chemisch-toxikologische Un-
tersuchung) der Ablauf eines Abstinenzprogrammes in der Fahreignungsdiagnostik festgelegt [3].
Abstinenzkontrollen auf Alkohol und Drogen kénnen laut den Kriterien prinzipiell durch Uberprii-

fung von Urin- oder Haarproben durchgefihrt werden.

2.2.1 Vergleich von Urin und Haaren als Matrices in der

Abstinenzkontrolle

Ob eine Abstinenzkontrolle mittels Uberpriifung von Haaren oder Urin durchgefiihrt wird, hangt
von verschiedenen Faktoren fir den Teilnehmer eines solchen Programmes ab. Beide Matrices

weisen sowohl Vor- als auch Nachteile auf.

Das Nachweisfenster bei Haaranalysen ist grofRer als das fur Urin. Findet die Einlagerung von
Fremdsubstanzen tber die Blutversorgung des Haarfollikels statt, erreichen die entsprechenden
Abschnitte erst nach etwa 10-14 Tagen die Kopfhautoberfliche. Neben der direkten Aufnahme
von Substanzen Uber das Blut ist die Ein-/Auflagerung von Fremdsubstanzen prinzipiell mdglich
Uber Talg, Schweil} oder eine direkte Stoffantragung durch Kontakt mit Kérperflissigkeiten, Stau-
ben oder Aerosolen. Prinzipiell sind Substanzen ab etwa zwei Wochen nach dem Konsum bis
mehrere Monate bzw. Jahre nachweisbar, abhangig von der Haarlange, wobei man von einer
durchschnittlichen Wachstumsrate des Kopfhaares von 1 cm pro Monat ausgeht. Im Urin hinge-
gen sind Fremdstoffe, abhangig von ihren physikochemischen Eigenschaften, der Konsumhau-
figkeit aber auch des pH-Werts des Urins, zwischen wenigen Stunden bis mehrere Tage nach

Konsum nachweisbar [1].
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Bei Abstinenzkontrollprogrammen mit Urin als Matrix erfolgt fiir den Teilnehmer ein zufalliges
Einbestellungsverfahren im Untersuchungszeitraum. Hierbei werden Erreichbarkeit und Flexibili-
tat gefordert, da die Urinabgabe spatestens am Tag nach Einbestellung erfolgen muss. Fur die
Untersuchung in Haaren ist aufgrund der retrospektiven Untersuchungsmaéglichkeit kein striktes

Verfahren zur Einbestellung notwendig.

Meist ist das Ziel eines Probanden der méglichst schnelle Abschluss des Abstinenzkontrollpro-
grammes, um beispielsweise den Fiuhrerschein wiederzuerlangen. Der Vorteil der Haaranalyse
liegt darin, dass man bei vorbestehender Abstinenz retrospektiv einen entsprechenden Beleg
erbringen kann. Allerdings sollte berlicksichtigt werden, dass Haare auch nach Abstinenz auf-

grund des zyklischen Haarwachstums noch nach Wochen positiv sein kénnen.

2.2.2 Manipulationen in der Abstinenzkontrolle

Sowohl Haare als auch Urin sind als Probenmaterial potenziell manipulierbar, wodurch das Er-
gebnis einer Analyse verfalscht werden kann. So kénnen z.B. haarkosmetische Behandlungen

den Gehalt an Substanzrickstanden reduzieren [12—16].

Bei Urin unterscheidet man zwischen in-vitro- und in-vivo-Manipulationen. Als in-vitro-Manipula-
tion einzuordnen ist die Zugabe reaktiver Chemikalien (z.B. Oxidationsmittel) zur Urinprobe, um
die zu detektierenden Drogenriickstdnde zu zerstéren oder zu maskieren [2]. Aulzerdem kann
versucht werden, anstelle einer eigenen Urinprobe einen drogenfreien Fremd- oder synthetischen
Urin abzugeben. Da eine Urinabgabe unter Sichtkontrolle stattfindet, wird hierfiir beispielsweise

eine ,Penisattrappe” eingesetzt [4].

In-vivo-Manipulationen beschranken sich auf eine Aufnahme von grof3en Flissigkeitsmengen,
ggf. mit Einnahme von Diuretika wenige Stunden vor der Urinabgabe. Hierbei wird versucht, die
Konzentration von méglicherweise vorhandenen Drogenrickstanden so stark zu verdunnen, dass
diese nicht mehr nachweisbar sind. Um solche Verdiunnungen zu erkennen, wird zusatzlich die

Crn-Konzentration im Urin bestimmt [3,10].

2.2.3 Verwertbarkeit einer Urinprobe

Um das Risiko von Manipulationen zu minimieren, werden Urinproben im forensischen Bereich
unter Sichtkontrolle abgegeben. Dieser Kontrollmechanismus dient vor allem dazu, in-vitro-Mani-
pulationen auszuschlieflen. In den CTU-Kriterien sind darUber hinaus Messgré3en zur Prifung
auf Probenverwertbarkeit definiert, um mdgliche Verfalschungen erkennen zu kénnen [3]. Ein

Auszug dieser Qualitatsmarker ist in Tabelle 1 dargestellt.

Der maR3gebliche Parameter zur Beurteilung der Verwertbarkeit einer Probe ist das Crn. Durch
die Konzentration von Crn in einer Urinprobe kénnen Hinweise auf eine mogliche Verdiinnung
erlangt werden. Die Bestimmung kann photometrisch oder massenspektrometrisch erfolgen (Ab-
schnitt 2.3.1).
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Tabelle 1: MessgréfRen zur Bestimmung der Urinprobe auf Verwertbarkeit (Modifiziert nach [3]).

MessgroRe

Normbereich

Grenzen der Verwertbarkeit

Zwingend erforderlich

Crn 26-217 mg/dl (Frauen) < 20 mg/dl

39-259 mg/dl (Manner)
Temperatur* 36-37 °C <32 °C oder> 39 °C
Optional

Spezifisches Gewicht

1,003-1,030 g/ml

< 1,003 g/ml

pH-Wert

4,6-8,0

< 4,0 oder > 9,0

Nitrite

bis ca. 125 ug/ml

> 500 pg/ml

*Messung unmittelbar nach Abgabe der Urinprobe



2 Einleitung 19

2.3 Kreatinin

2.3.1 Die Rolle von Kreatinin im menschlichen Korper

Crn ist ein inaktives Stoffwechselprodukt, das im Muskelgewebe aus Kreatin (Cr) und Phos-
phokreatin (PCr) gebildet wird. Die Funktion von Cr ist die Regeneration von Adenosindiphosphat
(ADP) zu Adenosintriphosphat (ATP) mittels enzymatischer Ubertragung einer Phospho-

rylgruppe, um die Muskelzellen kurzfristig bei intensiver Belastung mit Energie zu versorgen [17].

Etwa 2 % des im Muskel gespeicherten Cr wird jeden Tag in Crn umgewandelt, anschliel3end
Uber die Nieren filtriert und mit dem Urin ausgeschieden [18]. Crn gehort zu den sogenannten
harnpflichtigen Substanzen. Das sind Molekiile, wie auch Harnstoff und Harnsaure, die kontinu-
ierlich von den Nieren gefiltert und anschlieRend tber den Urin ausgeschieden werden missen.
Cr kann dem Korper durch Lebensmittel wie Fleisch, Fisch oder Nahrungserganzungsmittel zu-
gefuhrt werden. Daneben wird Cr in der Leber, Bauchspeicheldrise und den Nieren aus den
Aminosauren Arginin und Glycin synthetisiert [17] (Abb. 2). Der Cr-Gehalt in Fleisch liegt bei
ca. 5 g/kg (Rind, Schwein) und bis zu 10 g/kg in Fisch [19].

}a

A'rgini'n +Glycin ~*

AGAT

Guanidinoacetat

lAGAT

GAMT ]

AGAT: L-Arg:Gly-Amidinotransferase
GAMT: Guanidinoacetat-N-Methyltransferase
CRK: Creatinkinase Muskelgewebe

Abbildung 2. Bildung und Verstoffwechslung von Cr und Crn im menschlichen Kérper

2.3.2 Kreatinin als Verdinnungsmarker

Die Menge an Crn, welche mit dem Urin ausgeschieden wird, ist weitgehend abhangig von der
Muskelmasse einer Person [20,21]. Aufgrund der relativ konstanten Ausscheidungsrate Uber 24
Stunden ist Crn ein natzlicher Marker bei der klinischen Beurteilung der Nierenfunktion (24-Stun-
den-Sammelurin) und dient zudem im forensischen Bereich als Hilfsmittel zur Erkennung ver-

dinnter Spontanurinproben bei Drogentests.
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Bei einer Unterschreitung einer Crn-Konzentration von 20 mg/dl wird eine Probe in der Regel als
nicht verwertbar deklariert [3]. Der Proband hat dann die Méglichkeit, eine Ersatzprobe abzuge-
ben. Bei zweimaliger Unterschreitung dieser Entscheidungsgrenze innerhalb eines Abstinenz-
kontrollprogrammes hat dies den Abbruch des Programms zur Folge. Es bestehen jedoch starke
interindividuelle Unterschiede in der Ausscheidungsrate von Crn bei Spontanurinproben. Beson-
ders zu berucksichtigen ist hinsichtlich dieser Grenze, dass Personen mit einer geringen Muskel-

masse niedrige Crn-Konzentrationen aufweisen kénnen, auch ohne eine vorherige Verdiinnung.

In Publikation 1 wird unter Berlicksichtigung des Geschlechts und Gewichts der Versuchsperso-
nen die Crn-Konzentration im Urin nach Aufnahme verschiedener definierter Flissigkeitsmengen
hinsichtlich ihres zeitlichen Verlaufs bestimmt. Hierbei sollen Erkenntnisse dariiber gewonnen
werden, welche Menge an zugefihrter Flussigkeit vor einer Abstinenzkontrolle zu unauffalligen
Crn-Konzentrationen fiihrt und ob die Aufnahme von hohen Trinkmengen reproduzierbar in einer

Unterschreitung der Entscheidungsgrenze resultiert.

2.3.3 Methoden zur Bestimmung von Kreatinin

2.3.3.1 Photometrische Jaffé-Methode

Die Bestimmung von Crn anhand eines photometrischen Verfahrens erfolgt in der Regel auf ei-
nem Autoanalyzer, mit dem zeitgleich immunologische Vorteste auf gangige Drogen durchgefiihrt
werden. Bei dieser Methode, der sogenannten Jaffé-Reaktion, bildet sich aus dem im Urin ent-
haltenen Crn nach Zugabe von Pikrinsaure in alkalischer Lésung der rot gefarbte Janovsky-Kom-
plex (Abb. 3) [22]. Die Farbintensitat ist direkt proportional zur Crn-Konzentration und wird an-

schlielend photometrisch bestimmt.

OH

O,N NO,
H /NH O,N NO, 0
N— NaOH s

\N + -
o ~CH, oo Ly
Y

HN

Kreatinin (Crn) Pikrinsdure Janovsky-Komplex

Abbildung 3. Jaffé-Reaktion von Crn mit Pikrinsédure in NaOH-Lésung mit Bildung des Janovsky Komplexes

Die Jaffé-Reaktion ist jedoch nicht zu 100% spezifisch fur Crn. Mégliche Stérsubstanzen wie Glu-
kose, Ketonkorper, Cefazolin, Proteine oder andere stickstoffhaltige Verbindungen im Urin kén-

nen das Ergebnis beeinflussen [22—-24].
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2.3.3.2 Flussigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie
(LC-MS/MS)

2.3.3.2.1 Probenvorbereitung

Die Laboraufarbeitung von Urin fir die chromatische Bestimmung von Crn lasst sich in wenige
Arbeitsschritte unterteilen. Hierbei wird ein Anteil der Urinprobe nach Zugabe des deuterierten
internen Standards Crn-ds; und Pufferldsung, bestehend aus einer Mischung (1:1, V/V) von A
(Ammoniumacetat, Acetonitril und Ameisensdure in Wasser) und B (Ammoniumformiat und Amei-

sensauren in Methanol), abzentrifugiert und anschlieRend mittels LC-MS/MS analysiert.

2.3.3.2.2 Flussigkeitschromatographie (LC)

Die LC kann in Lésung befindliche Molekiile abhangig
von ihrer Grofle und Polaritat auftrennen. Ein Anteil
der aufgearbeiteten Probe wird hierfir auf die
Trennsaule injiziert. Anschlief3end wird mittels Pumpe Eluent

ein Eluent (mobile Phase) Gber die Trennsaule (stati-

onare Phase) transportiert. Hierbei handelt es sich e o . )
haufig um modifizierte Kieselgele mit Alkylketten. Die  pumpe orv\o ofv\o
\. J

Molekule interagieren hier mit dem Material in der

Trennsaule und werden nach ihren physiko-chemi-

™m
R

Injektor
schen Eigenschaften aufgetrennt. Bei Saulenmaterial . J
mit langkettigen Kohlenstoffverbindungen finden mit Trenn- f [ e ] A
lipophilen Molekulen starkere Wechselwirkungen statt  saule L -

und diese eluieren somit langsamer als vergleichs-
weise hydrophile Molekile. Nach Auftrennung wer-  petektor ‘M\
den die Substanzen in einem Detektor erfasst [25]. ~ g

Der schematische Aufbau des beschriebenen LC- Abbildung 4. Schematischer Aufbau eines
LC-Systems

~
J

Systems ist in Abb. 4 dargestellt.

2.3.3.2.3 Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)

Bei massenspektrometrischen Detektoren/Analysatoren werden Molekilionen unter Hochva-
kuum anhand ihres Masse-Ladungs-Verhaltnisses (m/z) detektiert. Der Probeneinlass in das MS
erfolgt bei LC-gekoppelten Systemen meist mittels Elektrosprayionisation (ESI). Die lonisierung
der Molekile findet bei der Durchfiihrung von ESI bereits in der flissigen Phase statt. Hierbei
wird die Analytldsung durch eine Sprihkapillare geleitet. An der Spitze dieser Kapillare wird eine
Spannung angelegt, wodurch ein Spriihnebel gleichgeladener Teilchen erzeugt wird. Der Einsatz
von Gas und Warme verstarkt die Verdampfung des Losungsmittels und verringert zudem die

TrépfchengréfRe. Dadurch kommt es zur Erhéhung der Ladungsdichte an ihrer Oberflache. Dies
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fuhrt zu einer AbstoRung (Coulomb-Explosion) und damit zu einem Zerfall in noch kleinere Tropf-
chen. Letztlich liegen die ionisierten Molekiile in der Gasphase vor und werden anschlief’end

massenspektrometrisch analysiert.

MS/MS-Gerate mit drei gekoppelten Quadrupolen werden als Tripel-Quadrupol-MS bezeichnet.
Durch Anlegen von Gleich- und Wechselstrom an den gegeniberliegenden Elektrodenstaben
eines Quadrupols werden diese auf das gleiche Potential eingestellt. Die Flugbahn eines lons
kann durch Einstellung eines bestimmten Potentials auf dessen m/z-Verhaltnis stabilisiert wer-

den. lonen mit niedrigerer bzw. héherer Masse werden dagegen ,aussortiert®.

Beim Tripel-Quadrupol-MS findet im ersten Quadrupol eine solche Vorselektierung von gesuch-
ten Molekilen eines bestimmten m/z-Verhaltnisses (Vorlaufer-lon) statt. Im Quadrupol 2 werden
die ionisierten Molekule durch ein Kollisionsgas (z.B. Stickstoff) fragmentiert. Diese Fragment-
lonen (Produkt-lonen) kénnen nun im Quadrupol 3 weiter aufgetrennt und anschlielend im De-
tektor gemessen werden. Die Signalintensitat ist direkt proportional zur Konzentration der ent-
sprechenden Substanz und wird in einem Chromatogramm auf der y-Achse gegeniiber der Rt

auf der x-Achse aufgetragen [26].

ES| “ H Kollisionsgas
|

':':‘t

. 0 1l I [ (

s 1) 0~ L0 0:-CQ Jr—>rvs
lonenquelle Quadrupol 1 Quadrupol 2 Quadrupol 3

Detektor
Vakuum Vakuum

Abbildung 5. Aufbau eines Triple-Quadrupol-MS (Modifiziert nach [26])

2.3.4 Messmethodenvergleich von Photometrie mit LC-MS/MS

Durch Kopplung der LC mit einem MS ist es moglich, ionisierbare Substanzen einer bestimmten
MolekllgréRe eindeutig anhand ihrer physiko-chemischen Eigenschaften zu identifizieren. Im
Falle der Bestimmung von Crn kénnen somit Einflisse potenzieller Stérsubstanzen ausgeschlos-
sen werden, anders als bei der Jaffé-Methode; die Selektivitat ist deutlich erhoht. Jedoch kann
die photometrische Jaffé-Methode vollstandig automatisiert im Zuge der immunologischen Vor-
untersuchungen einer Urinprobe durchgeflihrt werden. Dies reduziert die Anzahl an mdglichen
zufalligen Fehlern (beispielsweise bei der Probenaufarbeitung) und ist zudem vergleichsweise

kostenglinstig.
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In Publikation 2 wurde ein Messmethodenvergleich der beiden etablierten Methoden durchge-
fuhrt, unter besonderer Bericksichtigung von Crn-Konzentrationen im Bereich der Entschei-

dungsgrenze von 20 mg/dI.

2.3.5 Einfluss einer Kreatin-Aufnahme auf die Kreatinin-Konzentration im
Urin

Die mit dem Urin ausgeschiedene Crn-Konzentration ist abhédngig vom Hydrationsstatus, aber
auch von der Muskelmasse eines Individuums. Daruber hinaus wird in der Literatur die Auswir-
kung einer Aufnahme von Cr auf die Crn-Ausscheidung in den Urin diskutiert, da verschiedene

Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen gelangt sind [26—-29].

Aufgrund einer gut untersuchten Wirksamkeit von Cr auf die Kraftsteigerung ist es eines der be-
liebtesten Nahrungserganzungsmittel im Profi- und Amateursport, insbesondere im Fitnessbe-
reich [30]. Daneben ist bekannt, dass Cr in geléster Form, vor allem in leicht saurem Milieu zu
Crn abgebaut wird [31,32] (Abb. 6).

H
CH; O
e =HO o M NH
o N ~r
Y OH \
\
NH CHj
Kreatin (Cr) Kreatinin (Crn)

Abbildung 6. Cr-Konversion zu Crn

Der Einfluss einer definierten Aufnahme von Cr in Kombination mit einer kontrollierten, hohen
Flussigkeitsaufnahme wurde in Publikation 3 untersucht. Zudem sollte eine viertagige Inkubation
von Cr in Organgensaft bei Raumtemperatur zeigen, ob ausreichend hohe Mengen Crn gebildet
werden, welche bei oraler Aufnahme des Gemisches die Crn-Ausscheidung zusatzlich erhdhen.
Durch diese Experimente sollte gepruft werden, ob die Einnahme von Cr oder Crn eine Verdiin-

nung des Urins maskieren kann.
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2.4 Mogliche Risiken einer Aufnahme von Cannabidiol

241 Allgemein

A°-Tetrahydrocannabinol (THC) und Cannabidiol (CBD) sind die fiir die pharmazeutische Anwen-
dung meistverwendeten Cannabinoide. In der Cannabispflanze liegen sie in Form ihrer Vorstufen
als Tetrahydrocannabinolsaure-A (THC-A) und Cannabidiolsdure (CBD-A) vor [33]. Die wirksa-
men Formen THC und CBD werden durch Decarboxylierung, beispielsweise durch Hitzeeinwir-
kung, gebildet.

Im Gegensatz zu THC zeigt CBD keine euphorisierende bzw. rauscherzeugende Wirkung [33].
CBD wird therapeutisch zur Behandlung von bestimmten Epilepsieerkrankungen eingesetzt und
zeigt sich darliber hinaus auch als vielversprechende Therapieoption aufgrund seiner anxiolyti-

schen, anti-inflammatorischen und analgetischen Wirkungen [34-38].

In den letzten Jahren hat die weltweite kommerzielle Vermarktung von CBD-Produkten sowohl
im Einzelhandel als auch in Onlineshops stark zugenommen. Diese Produkte sind meist als Nah-
rungserganzungsmittel zugelassen und entziehen sich somit den strengen Kontrollmechanismen
von Arzneimitteln oder Medizinprodukten. Jedoch gelten CBD-Produkte mit einem THC-Gehalt
von Uber 0,2 % in Deutschland laut Betaubungsmittelgesetz (BtMG) als nicht verkehrsfahig und

dirfen somit nicht vertrieben werden [39].

2.4.2 Bildung von Tetrahydrocannabinol durch Cannabidiol-Aufnahme?

Immer wieder beteuern Personen, die positiv auf THC oder THC-Stoffwechselprodukte getestet
wurden, dass sie lediglich CBD-Produkte konsumiert haben. Einerseits besteht die Gefahr von

THC-Ruckstanden in CBD-Produkten, andererseits wird in der Literatur von der Mdglichkeit einer

Umwandung von CBD zu THC in saurer Lésung wie kunstlichem Magensaft berichtet (Abb. 7)
[40-42].

?

Magensaft

Cannabidiol (CBD) A®-Tetrahydrocannabinol (THC)

Abbildung 7. Umwandlung von CBD zu THC in der Magenséure?
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In-vitro-Experimente kamen jedoch nicht zu Ubereinstimmenden Ergebnissen und die Bildung
von THC wurde in in-vivo-Studien bisher kaum nachgewiesen. Lediglich bei Untersuchungen mit
Ratten wurde eine Umwandlung von CBD zu THC im Serum und Gehirn festgestellt [43]. Die
Umwandlung von CBD in THC durch in-vivo-Studien mit Menschen konnte bisher nicht aufgezeigt
werden [44—48].

Die begrenzte L3slichkeit von CBD in einem wassrigen Medium kann durch Verwendung eines
Tensids und/oder eines Losungsvermittlers deutlich verbessert werden. Fir Konsumenten von
oral applizierbaren CBD-Produkten in Kombination mit einem Emulgator oder Lebensmitteln mit
I6slichkeitsverbessernden Eigenschaften besteht somit die theoretische Mdéglichkeit, positiv auf
THC oder THC-Stoffwechselprodukte getestet zu werden.

In der vierten Veroffentlichung wurde ein in-vivo-Experiment unter optimierten Loslichkeitsbedin-
gungen fur CBD durchgefiihrt, um zu zeigen, ob unter diesen Bedingungen eine Umwandlung
von CBD zu THC in der Magensaure stattfindet. Hierbei sind sowohl Analysen im Blut als auch
Untersuchungen im Urin auf den THC-Hauptmetaboliten 11-Nor-9-carboxy-A9-THC (THC-
COOH) durchgefiihrt worden. Im Urin liegt die Entscheidungsgrenze fir THC-COOH kiinftig bei
7,5 ng/ml.
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3. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte dargelegt werden, dass Untersuchungen in der forensisch-to-
xikologischen Urinanalytik im Rahmen von Abstinenzkontrollprogrammen mit spezifischen Her-
ausforderungen einhergehen und Interpretationen von Analyseergebnissen mit Sorgfalt durchge-

fUhrt werden mussen.

Die Resultate von Publikation 1 zeigen einerseits, dass die Aufnahme von hohen Flussigkeits-
mengen unabhangig von Geschlecht und Gewicht zu einer deutlichen Reduktion der Crn-Kon-
zentration im Urin unterhalb der Entscheidungsgrenze fiihren kann. Andererseits kann bereits die
Flussigkeitsaufnahme von 0,5 Litern, besonders bei weiblichen Personen mit geringer Korper-
masse, eine Unterschreitung des Crn-Grenzwertes von 20 mg/dl im Urin zur Folge haben. Aus
diesem Grund wird empfohlen, dass vor einer Urinabstinenzkontrolle in den 1,5 bis 2,5 Stunden

vor Probenabgabe maximal 0,2 Liter Flissigkeit getrunken werden sollten.

Die zweite Verodffentlichung stellt einen Messmethodenvergleich fur die Bestimmung von Crn zwi-
schen der photometrischen Jaffé-Methode und dem LC-MS/MS-Verfahren dar. Insbesondere
Urinproben mit niedrigen Crn-Konzentrationen wurden hier mittels verschiedener graphischer
Auswertungen verglichen. Die Ergebnisse zeigen, dass beide Methoden in hohem MalRe Uberei-
stimmen und geeignet sind, Crn zuverlassig auch im niedrigen Konzentrationsbereich zu quanti-
fizieren. Bei Unterschreitung des Grenzwertes von 20 mg/dl wird empfohlen, die photometrische

Bestimmung mittels LC-MS/MS zu Uberprufen.

Bei der dritten Publikation konnte aufgezeigt werden, dass eine Aufnahme von Cr bzw. Crn in
Kombination mit einer hohen Trinkmenge die Crn-Konzentration im Urin erhdhen und dadurch
eine Verdinnung maskieren kann. Eine Inkubation von Cr in Orangensaft fuhrte im Experiment
zu einer teilweisen Umwandlung in Crn, welches bei Aufnahme wiederum zu einer zusatzlichen
Erhéhung der Crn-Konzentration im Urin fuhrte. Bei Verdacht auf Cr-Einnahme sollte daher zu-
satzlich eine Bestimmung von Cr im Urin oder alternativ des spezifischen Gewichts der Probe

durchgefiihrt werden.

In der letzten Verdffentlichung zeigte sich, dass die orale Einnahme von 400 mg CBD unter opti-
mierten Loslichkeitsbedingungen zu keinem Nachweis relevanter THC-Konzentrationen gefihrt
hat. Alle Serumproben wurden negativ auf THC und THC-Metabolite getestet. Lediglich in zwei
Urinproben eines Probanden wurde die Entscheidungsgrenze fur THC-COOH nach 6 und 12
Stunden geringflgig Uberschritten. Diese niedrigen THC-COOH-Konzentrationen kdnnen jedoch
auch durch Spuren von THC in CBD-Praparaten verursacht werden. Zwar kann eine Umwand-
lung geringer Mengen CBD zu THC im Magensaft nicht vollstandig ausgeschlossen werden, je-
doch resultieren daraus lediglich Urin-Konzentrationen im Spurenbereich. Daher erscheinen ne-
gative Folgen fur Teilnehmer eines Abstinenzkontrollprogrammes aufgrund einer Umwandlung
von CBD in THC im Magensaft unwahrscheinlich, insbesondere bei einer einmaligen Einnahme

einer empfohlenen Dosis eines handelsublichen CBD-Produktes.

Durch diese Untersuchungen konnte eine Empfehlung zur maximalen Flissigkeitsaufnahme vor

der Urinabgabe einer Abstinenzkontrolle abgeleitet und die Methodik zur Bestimmung verdiinnter
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Urinproben evaluiert werden. Zudem wurde erstmals in einer Studie aufgezeigt, dass die Auf-
nahme von Cr die Crn-Konzentration im Urin erhdhen und eine Verdiinnung maskieren kann.
Letztlich wurde durch eine in-vivo-Untersuchung dargestellt, dass keine relevante CBD-Umwand-
lung zu THC im menschlichen Magensaft stattfindet.

Die Ergebnisse dieser Arbeiten wurden sowohl in Vortragen als auch in Posterbeitragen auf na-

tionalen und internationalen Fachkonferenzen vorgestelit.
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4. Abstract (English)

This thesis has demonstrated that investigations in forensic toxicological urine analysis in the
context of abstinence control programs are accompanied by specific challenges, and that analyt-

ical results have to be interpreted with diligence.

On the one hand, results of publication 1 show, that the intake of high volumes of fluid can lead
to a significant reduction of the Crn concentration in urine below the threshold value of 20 mg/dI,
irrespective of gender and weight. On the other hand, a fluid intake of as low as 0.5 liters can as
well result in Crn values below this limit, especially in subjects with a low body mass. For this
reason, it is recommended that participants of a urine abstinence control program should drink a

maximum of 0.2 liters of fluid 1.5 to 2.5 hours before submitting a urine sample.

The second publication presents a method comparison between the photometric Jaffé and the
LC-MS/MS method concerning the determination of Crn. Urine samples with low Crn concentra-
tions were compared by applying several graphic assessments. The results show that both meth-
ods highly agree and are suitable to quantify Crn even at low concentration levels. If a photomet-

rically determined Crn value is below the threshold, confirmation by LC-MS/MS is recommended.

In the third publication, it was demonstrated that ingestion of Cr or Crn in combination with a high
volume of fluid intake can lead to an increase of the Crn concentration in urine thereby masking
a previous dilution. At acidic pH, as in orange juice, a partial conversion of Cr to Crn occurred at
room temperature leading to an additional increase in urinary Crn concentration upon ingestion.
Therefore, if a preceding Cr ingestion is suspected, an additional determination of Cr in urine or,

alternatively, of the specific gravity should be performed.

In the last publication, it has been shown that oral ingestion of 400 mg CBD under optimized
solubility conditions did not lead to the detection of relevant THC concentrations. All serum sam-
ples tested negative for THC and THC metabolites. Only two urine samples of one subject re-
vealed THC-COOH concentrations slightly above the threshold value. However, these low THC-
COOH concentrations may also be explained by trace amounts of THC in CBD products. Though,
the conversion of small amounts of CBD to THC in gastric juice cannot be completely excluded,
it results in trace amounts. Hence, negative consequences for participants of an abstinence con-
trol program due to the conversion of CBD to THC in gastric juice appear unlikely, especially in

case of a single intake of a recommended dosage of a commercially available CBD product.

Based on this research, a recommendation for maximum fluid intake prior to urine collection dur-
ing an abstinence control program was stated and the methodology for determining highly diluted
urine samples has been evaluated. In addition, for the first time, a study has demonstrated that
Cr ingestion can increase the Crn concentration in urine and therefore mask its dilution. Lastly,

an in-vivo-study revealed that no relevant CBD conversion to THC occurs in human gastric juice.

The results of this work have been presented by way of oral and poster presentations at national

and international conferences.
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