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2 Einleitung

Der Begriff Forensik (lat. forensis: zum Forum, Markt gehorig) hat seinen Ursprung aus dem R6-
mischen Reich und basiert auf den 6ffentlich zur Schau gestellten Gerichtsverfahren, Urteilsver-
kindungen und Bestrafungen. Heute werden unter Forensik zahlreiche Arbeitsgebiete verstan-
den, in denen systematisch kriminelle Vergehen identifiziert, analysiert und rekonstruiert wer-

den.'?

Eines dieser Gebiete ist die Forensische Toxikologie, die den Bezug der Vergiftungslehre zur
Rechtsprechung sowohl bei Lebenden als auch bei Verstorbenen herstellt.> Dabei sind stets das
Zusammenspiel aus Nachweisbarkeit von Fremdsubstanzen, die Beurteilung ihrer Wirkung unter
Berucksichtigung der Pharmakologie und individueller Fallumstande, als auch die rechtlichen
Grundlagen zu bertcksichtigen. In die Analysen werden verschiedenste biologische Matrizes wie
Kérperflussigkeiten, Haare und Organproben eingesetzt und gezielt auf Alkohol, Drogen, Medi-

kamente und andere (an)organische Substanzen untersucht.!2

Bei Verstorbenen werden chemisch-toxikologische Untersuchungen unter der Fragestellung ei-
ner Beeintrachtigung oder Intoxikation zum Zeitpunkt des Todes durchgefiihrt. Dabei gilt es, zwi-
schen vorsatzlicher Giftbeibringung, absichtlicher Selbstvergiftung oder unabsichtlicher Vergif-

tung zu unterscheiden."2

Angeordnet durch die Polizei oder Staatsanwaltschaft dienen Untersuchungen bei Lebenden dem
Nachweis berauschender Mittel bei einer Teilnahme am Stralenverkehr sowie bei Korperverlet-
zungs- oder Tétungsdelikten und anderen Straftaten zur Einschatzung der strafrechtlichen Ver-
antwortlichkeit. Weiterhin werden mithilfe spezifischer Analysen Fragen zur Eignung bezuglich
der Fahrerlaubnis, des Sorgerechts oder der Arbeitsplatzkontrolle beantwortet, die beispielsweise

von Verwaltungsbehdrden gefordert werden.?

Ethanol ist weltweit das am haufigsten konsumierte legale Rauschmittel und fihrte zum Teilgebiet
der Forensischen Alkohologie, welches sich mit dem Nachweis und der rechtlichen Bewertung
von Alkoholdelikten befasst. Neben der klassischen Bestimmung der Blutalkoholkonzentration
(BAK) kann auch das individuelle Trinkverhalten evaluiert werden. Im klinischen Umfeld werden
dabei vor allem indirekte Biomarker mittels einfacher Blutuntersuchungen bestimmt. Zu den klas-
sischen indirekten Markern gehdren dabei das Kohlenhydratdefiziente Transferrin, die Enzymak-
tivitaten der Gammaglutamyl-, Aspartat- und Alaninaminotransferasen sowie das mittlere korpus-
kuldre Volumen der Erythrozyten. Diese Aktivitdten sowie die weiteren biologischen Messgrofien
liegen bei UbermaRigem Alkoholkonsum sowie bei Alkoholkranken oberhalb des Normbereichs.
Dabei ist jedoch stets zwischen anderen krankheitsbedingten Einflissen auf den Messwert, der
durch Tumore, Hepatitis, Leberzirrhose oder eine Medikamenteneinnahme beeinflusst werden

kann, zu differenzieren.*

Forensische Fragestellungen werden inzwischen bevorzugt durch die Bestimmung von direkten
Alkoholkonsummarkern beantwortet. Diese entstehen nur nach Alkoholaufnahme im Koérper und
sind in den einzelnen Matrizes unterschiedlich lange nachweisbar. Zu den gelaufigsten direkten

Alkoholmarkern gehéren Ethylglucuronid (EtG) und -sulfat, Fettsdureethylester sowie
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Phosphatidylethanol (PEth). Das seit Jahren etablierte EtG, welches aus Ethanol und aktivierter
UDP-Glucuronsaure mithilfe von UDP-Glucuronyltransferasen gebildet wird, wird vorrangig in
Urin und Blut sowie in Haaren nachgewiesen. Dabei kann nur anhand der Konzentrationsbestim-
mung in Haaren das Trinkverhalten (Alkoholabstinenz, sozial akzeptierter und bermaRiger Alko-

holkonsum) einer Person wahrend der letzten Monate beurteilt werden.+?

In den letzten Jahren rickte PEth zur Klassifizierung eines vorangegangenen Alkoholkonsums
immer mehr in den Fokus. PEth beschreibt dabei eine Gruppe von abnormalen Phospholipiden,
welche in den Zellmembranen von Erythrozyten nach Ethanolkonsum akkumulieren. Im Gegen-
satz zu EtG in den Haaren (EtGn) reagiert PEth sehr schnell auf Konsumanderungen, was zu-

nachst bei Alkoholkranken in Entzugskliniken gezeigt werden konnte.*8

Ziel dieser Doktorarbeit war die Entwicklung einer Methode zur Bestimmung von insgesamt sie-
ben verschiedenen PEth-Homologen im Blut durch Hochleistungsflissigkeitschromatographie-
Tandemmassenspektrometrie (LC-MS/MS) und ihre Validierung nach den Richtlinien der Gesell-
schaft fur Toxikologische und Forensische Chemie (GTFCh). AnschlielRend wurde ihre Routine-
tauglichkeit im weiteren Verlauf belegt, unter anderem durch Ermittlung der Trinkmenge zur Uber-
schreitung des propagierten Grenzwertes zum Ausschluss einer Abstinenz. Weiterhin wurden
Konzentrationsschwankungen bei sozial angepasstem Trinkverhalten Gber einen langeren Zeit-
raum sowie die Stabilitdt von PEth in alkoholnegativen Blutproben unter unterschiedlichen Lage-

rungsbedingungen untersucht.
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Pharmakokinetik des Ethanols

Nach dem Konsum von alkoholhaltigen Getranken wird Ethanol zu etwa 95 % im Magen-Darm-
Trakt absorbiert. Spatestens 1 bis 2 Stunden nach dem letzten Konsum von ethanolhaltigen Ge-
nussmitteln erreicht die BAK ihren Maximalwert. In der sogenannten Absorptionsphase werden
rund 20 % des Ethanols Uber den Magen, der Hauptanteil Gber den Dinndarm aufgenommen.
Die Aufnahme Uber die Magenschleimhaut kann dabei durch verschiedene Faktoren gehemmt
oder beschleunigt werden. So verlangsamt beispielsweise eine fetthaltige Nahrung die Absorp-
tion, wahrend der Konsum von hochprozentigen oder kohlensaurehaltigen Getranken, wie zum

Beispiel Schaumwein, die Aufnahme beschleunigt.'27

Sobald der Alkohol Uber die Blutbahn die Leber passiert, wird Ethanol Uber die Alkoholdehydro-
genase (ADH, EC 1.1.1.1) zu Acetaldehyd abgebaut. Mit einer Plasmahalbwertszeit von 1,7 Mi-
nuten wird Acetaldehyd mittels Acetaldehyddehydrogenase (ALDH, EC 1.2.1.3) rasch zu Acetat
oxidiert. Beide Enzymreaktionen bendtigen NAD* als Cosubstrat. Die Metabolisierung des Etha-
nols verlauft weitgehend konzentrationsunabhangig, da diese Reaktion nullter Ordnung von der
Reoxidation von NADH + H* abhangig ist. Im letzten Schritt wird Acetat mittels Acetyl-CoA-Syn-
thase (ACS, EC 6.2.1.1) zu Acetyl-CoA umgewandelt, welches vor allem dem Citrat- und Fett-
saurezyklus sowie der Cholesterolsynthese als Substrat dient (Abbildung 1). Bei Normaltrinkern

werden zwischen 0,1 bis 0,2 g Alkohol pro Stunde abgebaut.

ADH ALDH ACS
Ethanol 7T> Acetaldehyd 7T Acetat 7T Acetyl-CoA
NAD* NADH NAD* NADH ATP  ADP +P,

Abbildung 1: Abbau von Ethanol und den daraus resultierenden Stoffwechselprodukten durch die Enyzme Alkoholdehyd-
rogenase (ADH), Acetaldehyddehydrogenase (ALDH) und Acetyl-CoA-Synthase (ACS) mithilfe der Abspaltung von Nico-
tinamidadenindinukleotid (NAD*) zu NADH+H"*, sowie von Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP).

Bei langerer, hoher Alkoholbelastung erfolgt der Abbau zusatzlich durch Cytochrom Paso 2E1
(CYP2E1), das auch als mikrosomales Ethanol-oxidierendes System (MEOS) bekannt ist. Da das
ADH-Enzymsystem durch die Abhangigkeit der Oxidation von NADH + H* in seiner Alkoholab-
baugeschwindigkeit limitiert ist, der Kérper sich aber vor etwaigen Alkoholvergiftungen zu schut-
zen versucht, erfolgt der Alkoholabbau nach Induktion des CYP2E1 in deutlich kiirzerer Zeit. Zu
einer solchen Induktion kann es nach einem taglichen Konsum von 40 g reinem Alkohol tber
einen Zeitraum von zwei Wochen kommen.8 Durch CYP2E1 wird bei der Ethanoloxidation eine
Vielzahl an Radikalen freigesetzt, die nachweislich fir Zellschdden und im spateren Verlauf fur

die typischen Hepatopathien bei Alkoholkranken verantwortlich gemacht werden.8?
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Wahrend der Metabolisierung des Ethanols wird die Ethylgruppe zu einem kleinen Prozentsatz
in Molekule — sogenannte direkte Alkoholkonsummarker — eingebaut. Diese sind in verschiede-

nen Kdrpermatrizes nachweisbar und ihre genaue Bildung wird in Abbildung 2 naher erlautert.

Unveranderte Ausscheidung
und weitere Nebenmetaboliten

A
Phosphatidylcholin Sulfotransferasen o g on
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Abbildung 2: Rund 95 % des aufgenommenen Ethanols werden mittels Alkoholdehydrogenase (ADH) oder zuséatzlich
durch das Cytochrom Py4so 2E1 (CP2E1) abgebaut. Darstellung modifiziert nach Hastedt °

Die Nachweisdauer einzelner direkter Alkoholkonsummarker ist abhangig von der konsumierten

Menge an Alkohol, der fir den Nachweis verwendeten Matrix und dem jeweiligen Marker selbst.

Seit Jahren ist die Bestimmung von EtG im Urin als auch in den Haaren zum Nachweis eines
kirzlich stattgefundenen Alkoholkonsums (Urin) und zur Evaluierung des Trinkverhaltens (Haare)
fester Bestandteil in der Fahreignungsdiagnostik. Die Uberwachten Zeitfenster liegen dabei im
Urin bei bis zu 48 Stunden. In den Haaren wird in der Regel ein Zeitraum von maximal drei
(Deutschland) oder sechs (Schweiz) Monaten nachgewiesen, wobei diese Beschrankung der gu-
ten WasserlGslichkeit des EtG und damit seiner Auswaschbarkeit aus den Haaren geschuldet ist.
Um die Alkoholabstinenz bei Uberpriifung der Fahreignung zu belegen, werden in der Regel al-
koholfreie Zeitrdume von mindestens sechs Monaten von der zustandigen Fuhrerscheinstelle

verlangt.*

In den letzten Jahren riickte immer mehr der ebenfalls direkte Alkoholmarker PEth als alternativer

Analyt zur Fahreignungsuberprufung in den Vordergrund.

3.2 Phosphatidylethanol (PEth)

Mithilfe des Cosubstrats Wasser wird aus Phosphatidylcholin unter Abspaltung von Cholin Phos-
phatidsaure gebildet. Diese Reaktion wird durch das Enzym Phospholipase D (PLD, EC 3.1.1.4)
katalysiert. PLD weist eine rund 250-fach héhere Bindungsaffinitat zu Ethanol als zu Wasser auf,
sodass bei Anwesenheit von Ethanol vorzugsweise PEth gebildet wird.'" Phosphatidylcholin be-
sitzt zwei Fettsdureketten mit unterschiedlichem Sattigungsgrad und Lange. Diese bleiben in dem
seit dem Jahr 1984 bekannten PEth erhalten und flhren zu einer Vielzahl von Homologen mit

unterschiedlichen Fettsauremustern. Davon wurden 48 verschiedene Homologe durch Gnann et
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al. 2010 beschrieben.'>'4 Die Benennung der einzelnen PEth-Homologe basiert auf den jeweili-
gen Fettsaureketten in sn1- und sn2-Position, welche die stereoisomerische Nummerierung (sn)
von Fettsduren festlegt. PEth 16:0/18:1 ist mit bis zu 46 % die am haufigsten auftretende PEth-
Variante.® Dieses Homolog enthalt einen Hexadecansaurerest in sn1-Position und einen Octade-

censaurerest in sn2-Position (Abbildung 3).4

/ o y CH«‘\; Methylgruppe
2 7 2%
2 . 0—P— 0" #—t—— Phosphat
5 | LA
x| e .
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T Y '
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Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung einer Lipiddoppelschicht mit dem strukturellen Aufbau von PEth 16:0/18:1

Neben PEth 16:0/18:1 ist PEth 16:0/18:2 mit bis zu 28 % das am zweithaufigsten vorkommende
PEth-Homologe.'®'7 Die Bestimmung weiterer PEth-Homologe kann sowohl zur Plausibilitats-
Uberprifung als auch zur weitergehenden Beurteilung eines vorrangegangenen Alkoholkonsums
genutzt werden. Die zuletzt genannte Anwendung ist jedoch noch nicht intensiv erforscht. Um
weitere Informationen Uber andere PEth-Homologe zu erlangen, wurde in dieser Dissertation eine
Methode entwickelt, die neben den zwei oben genannten Analyten auch die PEth-Homologe
16:0/20:4, 17:0/18:1, 18:0/18:1, 18:1/18:1 und 18:0/18:2 beinhaltet (Publikation I).

Generell wird PEth bei Anwesenheit von Ethanol in allen Zellmembranen gebildet und sofort
durch das Enzym Phosphatidylcholin-Phospholipase (EC 3.1.3.75) abgebaut. Dieser Abbau fin-
det in den Erythrozyten nicht statt, da dort das Enzym nicht vorkommt. Somit kommt es in der
Zellmembran der Erythrozyten zu einer Akkumulation von PEth.18-20 Bereits im Jahr 2013 wurde
erstmalig ein Schwellenwert zur Klassifizierung vorangegangen Alkoholkonsums durch Helander
und Hansson in Schweden vorgeschlagen. Dabei wurde eine Uberschreitung von
35 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut als Ausschluss einer Alkoholabstinenz empfohlen. Durch eine mo-
dernere und sensitivere Analytik konnte dieser Schwellenwert in den letzten Jahren auf
20 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut herabgesetzt werden.>2' Bei einem einmaligen Trinkereignis nach
vorangegangener, mehrwdchiger Alkoholabstinenz wurde Uberprift, ob mit Erreichen einer BAK
von durchschnittlich 0,80 %o eine Uberschreitung des 20 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut-Grenzwertes
einhergeht (Publikation I1).
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In Deutschland wurde PEth 16:0/18:1 in die 4. Uberarbeitete Version der Fahreignungsbeurtei-
lungen, welche im November 2022 erschien, implementiert. Dabei gibt es analog zu EtGn drei
Kategorien zur Charakterisierung eines vorangegangenen Alkoholkonsums (Tabelle 1).22

Tabelle 1: Empfehlungen zur Evaluierung des Trinkverhaltens mithilfe der Alkoholmarker Ethylglucuronid in den Haaren
(EtGh) und Phosphatidylethanol (PEth) im Blut

EtGy [pg/mg] PEth 16:0/18:1 [ng/mL]
Nachweiszeitraum 3 Monate 4 Wochen
Geringer Alkoholkonsum/-abstinenz <5 <20
Sozial akzeptiertes Trinkverhalten 5-30 20-210
UberméaRiger Alkoholkonsum > 30 > 210

PEth findet seit Jahren Anwendung zur Uberpriifung einer Alkoholabstinenz in Alkoholentzugs-
kliniken. Nach einer mehrwdchigen Abstinenz fallt dabei die PEth-Konzentration drastisch ab.23
25 Bei sozial akzeptiertem Trinken kann eine Alkoholabstinenz von 28 Tagen bereits zu einem
negativen PEth-Befund fiihren. Aus der raschen Bildung und dem beschriebenen Abfall resultiert
ein mittellanges Nachweisfenster, das wesentlich kiirzer als fir EtGn, aber deutlich langer als fur
EtG im Urin ist. Ein unregelmaRiger Alkoholkonsum oder eine Anderung der Trinkgewohnheiten
bei Gelegenheitstrinkern kénnte demnach zu nachschwankenden PEth-Konzentrationen fihren.
Um diese These zu priifen, wurde ein sechsmonatiges Monitoring von Personen mit sozial ak-
zeptiertem Trinkverhalten (Normaltrinker) durchgefihrt, bei dem die tagliche Trinkmenge doku-
mentiert und eine regelmalige Entnahme von Kapillarblut und Haaren durchgefiihrt wurden (Pub-
likation 111).

Die Bildung von PEth erfolgt bei Anwesenheit von Ethanol in der Blutprobe auch nach ihrer Ent-
nahme in der Venule. Somit ist eine Momentaufnahme der tatsachlichen PEth-Konzentration bei
aktuell alkoholisierten Probanden erschwert und kann zu falschlich erhéhten Ergebnissen fuhren.
Eine Uberprifung der Stabilitdt von Realproben, bei denen auch alkoholpositive Proben gelagert
wurden, fiihrte zu teils widerspriichlichen Aussagen.26-32 Da ein positiver Befund bei einer Alko-
holabstinenzkontrolle im Rahmen der Fahreignungstberpriifung zu einem Programmabbruch
fuhrt, bleibt die Frage nach der Stabilitdt von PEth-positiven, alkoholnegativen Proben ungeklart.
In der vierten Verdffentlichung wurde die Stabilitdt von zehn Blutproben, die Uber 60 Tage unter
unterschiedlichen Bedingungen gelagert wurden, unter Hinzuziehung des Stabilitatskriteriums

nach Stamm et al. lberpriift.33

3.3 Trockenblutproben (DBS)

Wahrend Trockenblutproben (Dried Blood Spots; DBS) vor allem aus dem Neugeborenenscree-
ning zur Detektion von Stoffwechselerkrankungen bekannt sind, werden sie seit 2021 von der
Welt Anti-Doping Agentur auch im Rahmen von Dopingkontrollen verwendet. In den letzten Jah-
ren wurden immer mehr Applikationen im Bereich des Therapeutic Drug Monitoring oder fur toxi-

kologische Fragestellungen basierend auf DBS publiziert.34% In dieser Arbeit wurde ebenfalls
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eine Methode entwickelt, die auf einer Extraktion der PEth-Homologen aus DBS basiert. Fiir die
Analysen auf PEth werden dabei lediglich 20 pL Blut bendtigt, welches nach Entnahme auf ein
Filterpapier (Whatman 903, Ahlstrdm, Bernstein, Deutschland) aufgetragen und nach vollstandi-
ger Trocknung weiterbearbeitet wird (Publikation I). Neben dem sehr geringen Probenvolumen
kann die Probengewinnung minimal-invasiv aus der Fingerbeere und somit aus Kapillarblut erfol-
gen. Die Filterkarten mit den getrockneten Proben kénnen platzsparend und ungekuhlt gelagert
werden. Auch ein Probenversand ist deutlich kostenglnstiger, da eine Umverpackung nicht er-
forderlich ist und kein Auslaufrisiko im Vergleich zu fliissigen Proben besteht. Zudem ist das In-
fektionsrisiko geringer als bei der Handhabung von Vollblut- oder Urinproben, da viele Viren ihre

Virulenz beim Trocknen der DBS verlieren.37:38

3.4 Hochleistungsflussigkeitschromatographie-

Tandemmassenspektrometrie

Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) beschreibt ein physikalisches Trennver-
fahren, bei dem unter hohem Druck Substanzgemische aufgetrennt werden. Nach der Proben-
aufarbeitung, bei der die gewlinschten Analyten extrahiert und durch Evaporation des Eluats auf-
konzentriert werden, wird das Analytgemisch mittels eines Eluenten (mobile Phase) durch eine
Trennsdule gedruckt. Diese Trennsdaule ist mit Partikeln spezifischer physikalischer Eigenschaf-
ten gefillt, welche als stationare Phase bezeichnet werden. Die Elution erfolgt in der Regel mittels
eines FlieBmittelgradienten, um eine effiziente und zeitsparende chromatographische Auftren-
nung zu gewahrleisten. Dabei treten Wechselwirkungen zwischen mobiler und stationarer Phase
sowie dem Analytgemisch auf, welche eine Substanztrennung zur Folge haben. Die Verweildauer
einzelner Substanzen ist dabei sowohl von der Affinitat der einzelnen Substanzen zu den Ober-
flachengruppen der stationaren Phase als auch von ihrer Wechselwirkung mit der mobilen Phase
abhangig. Dies beeinflusst gleichzeitig die Elution der einzelnen Substanzen aus der Trennsaule

und damit die Retentionszeit als substanzspezifischem Parameter.3%-41

Die in dieser Arbeit verwendete Trennsaule HyPurity C4 (50 mm x 3 mm, PartikelgroRe 5um,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) ist charakterisiert durch eine Umkehrphase aus Silicagel
mit C4-,Birstchen® auf der Oberflache, die eine geringere Hydrophobizitat als C8- oder C18-
Materialen besitzt und daher fir die Auftrennung hydrophober Analyten besonders geeignet ist.
Zur Auftrennung von Phosphatidylethanol wurde ein FlieRmittel basierend auf Acetonitril und so-

mit von polarem Charakter gewahlt.

Nach erfolgter Auftrennung der Substanzen gelangen diese nach Elektrospray-lonisation (ESI)
ins Massenspektrometer (MS). Hierbei werden die ionisierten Molekiile in der L6sung durch eine
Kapillare, an deren Ende eine Hochspannung angelegt ist, geleitet. FUr die Analyse der PEth-
Homologe werden positiv geladene Teilchen abgezogen, wahrend negativ geladene lonen am
Ende der Kapillare einen Taylor-Konus ausbilden, aus dem Troépfchen herausgeschleudert wer-
den. Durch Stickstoff als Trocknungsgas und hohe Temperaturen in der lonenquelle wird eine

Verdampfung des Losemittels aus diesen Tropfchen beginstigt. Durch die Abnahme der
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TropfchengréRe kommt es zu einer Zunahme der Ladungsdichte an deren Oberflache. Bei Errei-
chen des Raleigh-Limits zerplatzen die Mikrotrépfchen (Coulomb-Explosion). Durch das simul-
tane Verdampfen und Absaugen des Elutionsmittels liegen nach weiteren Coulomb-Explosionen
letztendlich nur noch geladene Teilchen in gasférmigem Zustand vor. Dieser Vorgang erfolgt bei
Atmospharendruck, wahrend im MS/MS-System Hochvakuum herrscht. Die geladenen Teilchen
fliegen nun in den ersten Massenanalysator, welcher aus vier parallel angeordneten Metallstaben
(Quadrupol) besteht, an die Gleich- und Wechselspannungen angelegt sind. Die lonen bewegen
sich nun entsprechend den Einstellungen auf instabilen oder stabilen Bahnen. Vorher definierte,
spezifische lonen kdnnen den Zwischenraum zwischen den Staben aufgrund einer stabilen Flug-
bahn passieren, werden bei ihrem Aufschlagen auf den Detektor detektiert und in digitale Signale

umgewandelt.39-41
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Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung eines Flussigkeitschromatographen (LC), gekoppelt mit einer Elektrospray-loni-
sationskammer (ESI) und dem Triple Quadrupol Massenspektrometer, bestehend aus zwei Quadrupol-Massenanalysa-
toren (Q1 und Q3), einer dazwischengeschalteten Kollisionszelle (q2) und dem Detektor (D)

In dieser Arbeit wurde ein Triple Quadrupol Gerat, bei dem drei Quadrupole hintereinanderge-
schaltet sind, verwendet (Abbildung 4). Im ersten Quadrupol erfolgt die Filterung eines oder meh-
rerer spezifischer lonen. Diese werden im zweiten Quadrupol nach Zusammenstof3 mit einem
Inertgas, hier Stickstoff, fragmentiert. Im dritten Quadrupol werden diese spezifischen Fragment-
ionen erneut herausgefiltert und anschlielend detektiert. Je nach Fragestellung stehen verschie-
dene Messmodi zur Verfiigung. Da die Masse von PEth und den zu detektierenden Homologen
bekannt war, konnte ein Product-lon-Scan mit anschlieiendem Multiple-Reaction-Monitoring ge-
nutzt werden. Dabei erfolgt im ersten Quadrupol die Selektion eines spezifischen Vorlauferions
der jeweiligen Masse/Ladung. Dieses wird im zweiten Quadrupol fragmentiert. Zur Quantifizie-
rung werden zwei spezifische Fragmente — Target und Qualifier — herangezogen. Nur Fragmen-
tionen, die vom Vorlauferion stammen, passieren den dritten Quadrupol. Ein PEth-Homolog gilt
als eindeutig identifiziert, wenn sowohl Target als auch Qualifier bei der gleichen Retentionszeit

detektiert werden und die Peakflachen im gleichen Verhaltnis zueinander stehen.3%-41
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4 Ergebnisse

4.1 Validierung einer Methode zur Detektion von sieben PEth-

Homologen

In der ersten Veroffentlichung dieser wissenschaftlichen Arbeit wurde eine routinetaugliche Me-
thode, die die Anforderungen an die Validierung von Analysenmethoden der GTFCh erfiillt, zum
Nachweis von insgesamt sieben verschiedenen PEth-Homologen aus DBS etabliert.4243 Dabei
wurden die Parameter Sensitivitat, Linearitdt, Genauigkeit, Stabilitdt, Matrixeffekte, Wiederfin-
dung, Carry-over und Grenzwerte gepruft und bestanden. Durch die damals aktuelle Corona-19-
Pandemie und der teilweise intensiven Verwendung ethanolhaltiger Desinfektionsmittel wurde
zusatzlich Uberprift, ob eine Bildung und Kumulation von PEth im Fingerkapillarblut nach exzes-
sivem Handedesinfizieren erfolgt. An der Studie nahmen zehn Probanden teil, von denen acht
Teilnehmer initiale PEth-Werte von unter 20 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut und zwei Teilnehmer
Werte Uber 210 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut und somit oberhalb der Grenze von sozial angepass-
tem Trinkverhalten aufwiesen. Wahrend dieser Studie durften keine zusatzlichen alkoholischen
Genussmittel konsumiert werden. Dabei konnte festgestellt werden, dass exzessives Handedes-
infizieren, welches 30-mal am Tag an funf aufeinanderfolgenden Tagen durchgefihrt wurde, we-
der zu einer zusatzlichen Akkumulation noch zu einer Uberschreitung des Cutoffs bei den acht
Personen mit PEth-Werten unter 20 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut fihrte.

4.2 Nachweis eines einmaligen moderaten Alkoholkonsums

In der zweiten Publikation wurde ein Trinkversuch beschrieben, bei dem 18 Probanden nach
dreiwdchiger Alkoholabstinenz innerhalb von 90 Minuten Alkohol konsumierten, um eine maxi-
male BAK von 0,80 %o zu erreichen. Es sollte ermittelt werden, ob durch die hierfur erforderlichen
Trinkmengen der Cutoff einer Alkoholabstinenz von 20 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut Gberschritten
wurde. AnschlieRend wurde wahrend der kontrollierten Abstinenz stiindlich Blut enthommen, um
die Konzentration der Alkoholabbauprodukte PEth und EtG mit der BAK zu vergleichen. Am
nachsten Tag erfolgte abermals eine einmalige Blutentnahme. Nur finf Teilnehmer Uberschritten
am Folgetag die 20 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut-Marke. Bei einer Absenkung des Grenzwertes
auf 10 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut konnte bei 16 Probanden der vorangegangene Alkoholkonsum
nachgewiesen werden. Zusatzlich konnten insgesamt funf weitere Homologe (PEth 16:0/18:2,
16:0/20:4, 18:0/18:1, 18:1/18:1 und 18:0/18:2) nachgewiesen werden. In allen Blutproben, auch

in den am Folgetag entnommenen, konnte EtG (> 3 ng/mL Blut) nachgewiesen werden.
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4.3 Konzentrationsschwankungen von PEth bei sozial

angepasstem Trinkverhalten Uiber sechs Monate

In der dritten Publikation wurde eine sechsmonatige Studie prasentiert, bei der 23 Probanden,
die regelmaRig Alkohol konsumierten, mithilfe der Social Media App Beer with me ihren taglichen
Alkoholkonsum beziiglich Art und Menge dokumentierten. Alle zwei bis vier Wochen erfolgte eine
Kapillarblutentnahme zur Bestimmung der PEth-Konzentrationen. Nach drei und sechs Monaten
wurde eine 3 cm lange, kopfhautnahe Haarstrahne entnommen, um den EtGu-Gehalt zu bestim-
men. Bei zwoIf Probanden stimmten die Konzentrationen der Alkoholkonsummarker mit dem
Trinkverhalten Uberein. Bei acht Probanden ergaben sich auffallige PEth-Konzentrationen
(> 20 ng PEth 16:0/18:0/ mL Blut), die jedoch unauffallig bezlglich ihrer EtGh-Werte (< 5 pg/mg)
waren. Bei einer Steigerung des Alkoholkonsums adaptierten sich die PEth-Konzentrationen
deutlich schneller als die EtGh-Werte. Dies lasst sich durch die Wachstumszyklen des Haares
erklaren, wahrend haarkosmetische Behandlungen wie eine Blondierung zu einer Degradation
von EtG im Haar und damit zu scheinbar diskrepanten Befunden flihrten. Zwei Probanden wie-
sen PEth-Konzentrationen von tber 210 ng PEth 16:0/18:0/ mL Blut, aber EtGn-Werte von unter
30 pg/mg auf (vgl. Tabelle 1). Griinde hierfiir kdnnten bei punktuellen, exzessiven Trinkepisoden
(,Binge drinking“) liegen. Eine Probandin lag trotz dokumentiertem Alkoholkonsum in funf von
sieben PEth-Analysen unter 20 ng PEth 16:0/18:0/ mL Blut; beide Haaranalysen verliefen eben-

falls negativ.

4.4 Stabilitat von PEth in alkoholnegativen Blutproben

In der vierten Publikation wurden Blutproben bei zehn aktuell alkoholnegativen Normaltrinkern
entnommen. Hieraus wurden 24 Aliquote & 100 pL Vollblut und 72 DBS & 20 uL je Blutprobe
angefertigt. Jeweils acht Vollblutaliquote und 24 DBS pro Blutprobe wurden anschlieend bei
-80°C, 4°C und 18°C Raumtemperatur fur insgesamt 60 Tage gelagert. Die initiale PEth-Bestim-
mung erfolgte am Tag der Probenahme, anschliefiend wurden jeweils drei DBS an den Tagen 1,
3,5,7,11,17, 25, 40 und 60 aufgearbeitet und vermessen. An den gleichen Tagen wurden drei
DBS aus den Vollblutaliquoten kreiert. Die daraus entstandenen 72 neuen DBS pro Probe wurden
am Ende der Studie in einem Lauf aufgearbeitet und analysiert. Insgesamt konnten fiinf verschie-
den PEth Homologe (16:0/18:1, 16:0/18:2, 16:0/20:4, 18:0/18:1, 18.0/18:2) initial detektiert wer-
den. Die Beurteilung der Stabilitat erfolgte anhand der kritischen Differenz.3% Alle Homologe, bis
auf PEth 16:0/20:4, erflllten das Stabilitatskriterium fir DBS und Vollblut bei einer Lagerung bei
-80°C. PEth 16:0/18:1 erflllte das Stabilitatskriterium in 9 von 10 Proben unabhangig von der
Lagerungstemperatur, sowohl im Vollblut als auch in den DBS-Proben fiir 60 Tage. Die initiale
Konzentration von PEth 16:0/20:4 sank um bis zu 42 % nach 7 Tagen, wenn die Proben in Form
von DBS gelagert wurden. Bei einer Lagerung als Vollblut sank die Konzentration auf bis zu
100 % bereits nach einem Tag. Bis auf zwei Ausnahmen waren die PEth-Homologe 16:0/18:2,
18:0/18:1 und 18:0/18:2 in Form von DBS bis zu 40 Tagen stabil.
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5 Zusammenfassung

In dieser Dissertation wurde eine Methode zur Detektion von insgesamt sieben Phosphatidyletha-
nol-Homologen (PEth 16:0/18:1, 16:0/18:2, 16:0/20:4, 17:0/18:1, 18:0/18:1, 18:1/18:1 und
18:0/18:2) in Trockenblutproben (DBS) mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie-Tan-
demmassenspektrometrie nach den Richtlinien der Gesellschaft fur Toxikologische und Forensi-
sche Chemie validiert. AnschlieBend wurde die Methode verwendet, um bisher offene Fragestel-

lungen beziglich PEth, insbesondere in der Fahreignung, zu beantworten.

PEth beschreibt eine Gruppe von abnormalen Phospholipiden, die nur bei Anwesenheit von Etha-
nol gebildet werden. Diese akkumulieren vorrangig in der Zellmembran von Erythrozyten, da hier
das Enzym Phosphatidylcholin-Phospholipase (EC 3.1.3.75), welches fiir den Abbau von PEth
verantwortlich ist, fehlt. Ein Unterschreiten von 20 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut wird fur die An-
nahme einer Alkoholabstinenz, und ein Uberschreiten von 210 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut fiir ein

nicht-sozial vertragliches Trinkverhalten empfohlen.

In der ersten Publikation wurde die erfolgreiche Validierung der Methode fir die Parameter Se-
lektivitat, Linearitat, Genauigkeit, Stabilitat, Matrixeffekte, Wiederfindung, Carry-over und Grenz-
werte erstmalig fir sieben PEth-Homologe vorgestellt. Zudem konnte gezeigt werden, dass bei
initial PEth-negativen Probanden ein exzessives Handedesinfizieren mit ethanolhaltigen Lésun-
gen nicht zu einer Uberschreitung des Grenzwertes von 20 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut fihrte.
Die zweite Publikation stellt einen einmaligen Trinkversuch mit 18 Probanden nach einem drei-
wadchigen Verzicht auf alkoholhaltige Genussmittel dar. Finf Probanden, die eine durchschnittli-
che BAK von 0,93 %0 aufwiesen, tberschritten am Folgetag des Trinkversuchs den Grenzwert
von 20 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut. Durch eine Kombination mit PEth 16:0/18:2 oder Ethylglucuro-
nid (EtG) in DBS konnte die Sensitivitat fur die Detektion eines vorangegangenem Alkoholkon-
sums auf 72,2 % bzw. 100 % gesteigert werden. In der dritten Verodffentlichung dokumentierten
23 Teilnehmer Uber sechs Monate ihren taglichen Alkoholkonsum, der oft deutlichen Schwankun-
gen unterlag, mittels einer Social Media App. In regelmaRigen Abstanden von zwei bis vier Wo-
chen wurde Kapillarblut fir die PEth-Analytik, nach drei und sechs Monate jeweils eine 3 cm
lange, proximale Haarstrahne fiir die EtG-Bestimmung entnommen. Wahrend 22 von 23 Proban-
den PEth-positive (> 20 ng PEth 16:0/18:1/ mL Blut) Ergebnisse erzielten, konnte der Alkohol-
konsum (> 5 pg EtG/ mg Haar) nur in 14 Haarproben nachgewiesen werden. Somit konnte ge-
zeigt werden, dass Anderungen im Trinkverhalten durch PEth schneller als durch EtGx angezeigt
werden. In der letzten Publikation wurde die Stabilitdt von zehn PEth-positiven, alkoholnegativen
Realproben bei unterschiedlichen Bedingungen untersucht. Dabei erfolgte die Lagerung sowohl
in Vollblut als auch in DBS bei Temperaturen von -80°C, 4°C und 18°C. Es konnte gezeigt wer-
den, dass PEth 16:0/18:1 in 9 von 10 Proben unabhangig von der Lagerungstemperatur sowohl
in DBS als auch in Vollblut iber 60 Tage stabil war. Insgesamt war PEth in DBS deutlich langer

als im Vollblut stabil.

Zusatzlich zu den Publikationen wurden die Ergebnisse dieser Arbeit auf nationalen und interna-

tionalen Fachkonferenzen vorgestellt.
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6 Abstract

In this doctoral thesis, a liquid chromatography/tandem mass spectrometry method to detect up
to seven phosphatidylethanol homologues (PEth 16:0/18:1, 16:0/18:2, 16:0/20:4, 17:0/18:1,
18:0/18:1, 18:1/18:1 und 18:0/18:2) in dried blood spots (DBS) was validated. The validation was
performed according to the guidelines of the German Society of Toxicological and Forensic
Chemistry. Thereafter, this method was applied to further investigate some open questions con-

cerning PEth, especially those regarding fitness-to-drive.

PEth describes a group of abnormal phospholipids being formed only when ethanol is present in
blood. PEth accumulates primarily in the cell membrane of erythrocytes due to the lack phospha-
tidylcholine-phospholipase (EC 3.1.3.75) being involved in the degradation of PEth. Concentra-
tions of < 20 or > 210 ng PEth 16:0/18:1/ mL blood are recommended when assessing teetotalism

or excessive alcohol consumption, respectively.

The first publication describes the successful method’s validation including tests for selectivity,
linearity, precision, stability, recovery, matrix effects, carry-over, and limits of detection of seven
PEth homologues. Moreover, it has been shown, that initial PEth-negative test subjects are not
endangered to surpass the lower threshold of 20 ng PEth 16:0/18:1/ mL blood by excessively
using an ethanolic hand sanitizer. The second publication presents a single drinking event of 18
participants after a three-week abstinence of alcohol. Five subjects with a mean blood alcohol
concentration of 0.93 %0 reached more than 20 ng PEth 16:0/18:1/ mL blood on the following day.
By combining both PEth 16:0/18:2 and ethyl glucuronide (EtG) in DBS, there was an increased
sensitivity to detect recent alcohol consumption of 72.2 % and 100 %, respectively. In publication
3, 23 participants documented their daily alcohol consumption revealing individual fluctuations via
a social media app. Capillary blood to detect PEth was collected periodically every two to four
weeks. After three and six months, a 3 cm long, proximal hair strand for the determination of EtG
was collected as well. Twenty-two out of 23 participants had positive PEth results (> 20 ng PEth
16:0/18:1/ mL blood), whereas only 14 participants had EtGn concentrations of more than
5 pg/mg. In contrast to EtG in hair, PEth showed a rapid adaption in its concentration when the
drinking behavior changes. In the last publication, the stability of PEth-positive, but ethanol-free
samples stored under different conditions was investigated. Storage was conducted both in whole
blood and DBS, and samples were stored at -80°C, 4°C and 18°C. Nine of ten samples passed
the stability criterion for PEth 16:0/18:1 for 60 days both in whole blood and DBS independent of
the storage temperature. Altogether, the stability criterion for PEth (16:0/18:1, 16:0/18:2,
16:0/20:4, 18:0/18:1, and 18:0/18:2) was passed longer by using DBS than whole blood.

The results obtained during these four publications were presented on both national and interna-
tional expert meetings.
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