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2. Einleitung
2.1 Forensische Toxikologie

Die forensische Toxikologie beschaftigt sich mit dem Nachweis und der Quantifizierung von Be-
taubungsmitteln, Medikamentenwirkstoffen und Giften in verschiedenen Matrices und deren Be-
wertung im Zusammenhang mit rechtlichen Fragestellungen mit dem Ziel, mdglichst valide und
damit gerichtsverwertbare Ergebnisse und Aussagen zu erhalten.

Typische Fragestellungen ergeben sich im Zusammenhang mit VerstoRen gegen das Betau-
bungsmittelgesetz (BtMG), dem Stralenverkehrsgesetz (StVG) (z.B. § 24a) oder dem Strafge-
setzbuch (StGB) (z.B. §§ 20, 21, 315c oder 316). Daruber hinaus werden Analysen auch bei
Fragen im Familienrecht (z.B. Sorgerecht), Fahrerlaubnisrecht (z.B. Fahreignung), Waffen- und
Gaststattenrecht oder zur Uberpriifung von Bewahrungsauflagen beauftragt. Untersuchungen
von Proben bei Todesursachenermittiungen sowie von Opfern anderer Straftaten (z.B. gefahrli-
che Korperverletzung durch Substanzbeibringung; § 224 StGB) gehdren ebenfalls in den Aufga-
benbereich.

2.2 Nachweisbarkeit von Fremdstoffen in biologischen
Matrices

Die Wahl der richtigen Matrix fur eine forensisch-toxikologische Untersuchung richtet sich immer
nach der Fragestellung. Die Matrices unterscheiden sich in der Moglichkeit und Dauer der Nach-
weisbarkeit von verschiedenen Substanzen, der Probenahme und der Aussagekraft der Ergeb-
nisse.

Substanzen lassen sich je nach Aufnahmeweg (intravends, oral oder inhalativ) schon innerhalb
von Sekunden bis Minuten im Blut bzw. Serum nachweisen und verbleiben dort je nach substanz-
spezifischer Abbaugeschwindigkeit flr einige Stunden bis zu wenigen Tagen.! Anhand der Kon-
zentration der aktiven (Ausgangs-)Substanzen ist eine Aussage zur akuten Beeinflussung des
Probanden zum Zeitpunkt der Blutentnahme mdglich. Einige Zeit nach der Aufnahme sind vor
allem Metaboliten nicht nur im Blut, sondern vermehrt im Urin nachweisbar. Aufgrund der zeitver-
setzten Ausscheidung ist der Nachweis nach einmaliger Aufnahme einer Substanz im Urin fur ca.
einen bis mehrere Tage und damit deutlich langer als im Blut moglich, allerdings sind anhand der
Urinkonzentration keine Aussagen zur akuten Beeinflussung der Person mdéglich. Jedoch stellt
die Entnahme einer Urinprobe im Gegensatz zu einer Blutentnahme keinen invasiven Eingriff dar.
Je nach Dauer und Intensitat des vorangegangenen Konsums sowie den pharmakologischen
Eigenschaften der Substanz kdnnen Metaboliten auch noch bis zu mehreren Wochen im Urin
nachweisbar sein.’

Istin Blut und Urin kein Nachweis mehr mdglich, kdnnen aufgenommene Substanzen retrospektiv
noch in Haaren untersucht werden. Aufgrund der Einlagerung in die wachsenden Haare sind die
Substanzen vor weiterer Elimination geschitzt und somit nach einigen Tagen bis zu mehreren
Monaten nachweisbar. Auch hier stellt die Entnahme keinen invasiven Eingriff dar. Aus diesen
Grinden hat sich die Haaranalytik in der forensischen Toxikologie etabliert, um weiter zurtcklie-
gende Substanzaufnahmen zu untersuchen und ggf. zu belegen.? Als neuere, alternative Matrix
zu Blut eignet sich auch Speichel fir einen Nachweis zeitnaher Substanzaufnahmen’. Finger-
bzw. Zehennéagel stellen als weitere Hautanhangsgebilde eine alternative Matrix zu Haaren dar.?
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2.3 Das menschliche Haar

Bei Haaren handelt es sich um sogenannte trockene Hautanhangsgebilde. Bis auf die Handin-
nenfldchen und Fulisohlen ist nahezu der gesamte menschliche Kérper zumindest mit diinnen
und weichen Vellushaaren bedeckt; auf dem Kopf befinden sich bei haargesunden Erwachsenen
ca. 90.000-150.000 Terminalhaare.*

2.3.1 Morphologie und Aufbau

Menschliche Haare sind komplexe, teilkristallin orientierte, polymere Strukturen. Sie bestehen zu
65-95% aus Proteinen, hauptsachlich aus Faserproteinen (Keratine), zu 15-35% aus Wasser
und zu wenigen Prozenten aus Lipiden und Mineralien.*® Der von auBBen sichtbare Teil eines
Haares besteht aus abgestorbenen Zellen und wird als Haarschaft bezeichnet. Grundsatzlich
lassen sich morphologisch fiinf verschiedene Komponenten unterscheiden:*

Die auferste Schicht besteht aus flachen Cuticulazellen, welche sich gegenseitig mehrfach Uber-
lappen und so die charakteristische Schuppenschicht bilden. Die so entstehende Cuticula bildet
eine Schutzschicht gegenuber auleren Einflussen. Darunter folgt der Cortex, auch Haarfaser-
stamm genannt. Dieser besteht aus spindelférmigen Zellen, welche sich zu grélkeren Filamenten
und weiter zu Makrofibrillen biindeln und somit die faserartige Kernstruktur des Haares bilden.
Vor allem in Haaren mit groRem Durchmesser befindet sich ganz im Inneren noch eine zusatzli-
che Struktur, die Medulla. Dieses aus spezifischen Zellen und Proteinen gebildete Haarmark ver-
leiht dem Haar zusatzliche Stabilitat und sorgt durch Lufteinschlisse flir eine bessere Isolations-
fahigkeit. Diese drei konzentrisch angeordneten Elemente bilden die Hauptstruktur des Haares.
Eingebettet in den Cortex befinden sich die Melaningranula. Diese parallel zur Faserrichtung an-
geordneten Pigmentkérnchen enthalten Melanine und bestimmen somit die Farbe des Haares.
Hierbei unterscheidet man zwischen dem Eumelanin, welches hauptsachlich in schwarzen und
braunen Haaren enthalten ist, und dem Phaomelanin, welches in blonden bis rétlichen Haaren
dominiert. Das letzte Element ist der Zellmembrankomplex, welcher sich netzwerkartig zwischen
allen Zelltypen des Haares erstreckt, diese wie einen ,Kitt“ miteinander verbindet und flr zusatz-
liche Stabilitat sorgt.*

Cortex
Makrofibrillen

LIk Tz Cuticula
Cuticulazellen QU +1)
‘ N~
geschadigtes intaktes
Haar Haar

Abbildung 1: Aufbau eines menschlichen Haares (ohne Medulla) im durch Umwelteinflisse geschadig-
ten und intakten Zustand. (Zeichnung: Forensisch Toxikologisches Centrum GmbH)
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2.3.2 Haarwachstum

Das Haarwachstum kann in drei Phasen unterteilt werden, die mit Anagen-, Katagen- und Telo-
genphase bezeichnet werden.*

Wahrend der Anagenphase werden die Haare in Haarfollikeln gebildet, welche als taschenartige
Vertiefung ca. 4 mm in die Haut hineinragen. Uber die innerhalb des Follikels befindliche Haar-
wurzel ist das Haar fest in der Haut verankert. Am unteren Ende ist die Haarwurzel kolbenférmig
verdickt und wird als Haarzwiebel oder Bulbus bezeichnet. Dieser Teil umschliel3t die kegelférmig
hineinragende Haarpapille, welche ein ausgepragtes Gefali- und Nervengeflecht besitzt. In dem
Bereich zwischen Papille und Bulbus sitzen spezialisierte Haarmatrixzellen, die Trichozyten, wel-
che durch eine hohe Zellteilungsrate die eigentliche Haarsubstanz bilden. Die entstandenen Mat-
rixzellen werden nach oben geschoben, nehmen durch die ebenfalls im Bereich der Papille be-
findlichen Melanozyten Pigmente auf und verlangern sich. In der Keratinisierungs- und Aushar-
tungszone sterben die Zellen unter Verlust des Zellkerns und von Wasser ab und bilden den
fertigen Haarschaft. Aus Talgdrisen, die in den Follikel miinden, wird das Haar mit Sebum be-
netzt.* Wahrend dieser mindestens ca. 2-5 Jahre andauernden genetisch determinierten Phase
wachst das Kopfhaar kontinuierlich zwischen ca. 0,2-0,5 mm/Tag, was ein durchschnittliches
Haarwachstum von etwa 1,1 cm/Monat ergibt, wobei interindividuelle Schwankungsbereiche von
rund 0,6—-1,5 cm/ Monat angegeben werden.*®

In der sich anschlieenden, nur wenige Wochen andauernden Katagenphase wird die Zellteilung
und Keratinisierung eingestellt und das Haar von der Blutzufuhr abgekoppelt. Es verandert sich
zum sogenannten Kolbenhaar und wird bis zu einem Bereich unterhalb der Talgdriuse befordert.
Dort verweilt es wahrend der Telogenphase flr bis zu 6 Monate, bevor es ausfallt und sich ein
neues Haar ausbildet.*

Haarschaft f

Hautoberflache 4

R e E A A T s e S g T

Haarfollikel /
Haarwurzel j
(Teil des Haares ™
unterhalb der Haarzwiebel A
Hautoberflache) ke

bzw. Bulbus

Haarpapille »
anagenes Blutgefafe katagenes telogenes
Haar Haar Haar

Abbildung 2: Darstellung eines menschlichen Haares in den drei verschiedenen Wachstumsphasen mit
Bezeichnung der wichtigsten Strukturen. (Zeichnung: Forensisch Toxikologisches Centrum GmbH)
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Bei gesunden Personen befinden sich ungefahr 85-90% der Kopfhaare in der anagenen, nur
1-3% in der katagenen und ca. 7-9% in der telogenen Phase.* Die groRten Unterschiede bei
Korperhaaren wie Achsel- und Schamhaaren im Vergleich zu Kopfhaaren ergeben sich bei nur
geringflgig langsameren Wachstumsraten hauptsachlich durch eine viel kiirzere Anagenphase
(zwischen 44-77 Wochen), eine deutlich langere Telogenphase (zwischen 48-73 Wochen) und
einen hohen Anteil telogener Haare von uber 50%. Bei Barthaaren ist sowohl die Wachstumsrate
(ca. 0,25-0,29 mm/Tag) als auch der gesamte Wachstumszyklus (zwischen 2-11 Wochen) deut-
lich kirzer, bei einem Anteil von etwa 24-45% telogener Haare.*5

2.3.3 Einlagerung von Fremdsubstanzen

Die genaue Einlagerung von Substanzen in bzw. Antragung an Haare ist ein sehr komplexer
Vorgang, der bisher noch nicht vollstandig geklart ist. Am ehesten kénnen die Vorgange durch
eine Kombination verschiedener Prozesse erklart werden.

Der Haupteinlagerungsweg von aufgenommenen Substanzen erfolgt (ber die Blutversorgung
des anagenen Haarfollikels tber die Papille direkt in die sich entwickelnden Matrixzellen und die
Melanozyten bzw. Uber den papillaren Plexus. Aufgrund der anschlieRenden Dehydratisierung
und Keratinisierung sind die Fremdstoffe in dem sich entwickelnden Haar fixiert und werden als
Substanzbande entsprechend dem Haarwachstum mit transportiert.# Eine Riickdiffusion aus dem
Haar bzw. Langsdiffusion innerhalb des Haarschaftes sind nun nicht mehr ohne weiteres maoglich.
Da die Zellen Gber Membranen mit dem Blutsystem in Verbindung stehen, ist die Einlagerung
einer Fremdsubstanz abhangig von der jeweiligen Membrangangigkeit. So werden lipophile Sub-
stanzen mit hoher Melaninbindung, geringer Plasmaproteinbindung und einer Molekilgréfie von
<800 Da bis maximal ca. 1200 Da bevorzugt eingelagert.”® Aufgrund eines intrazellular leicht
sauren pH-Wertes in den Melanozyten erfolgt aufgrund des bestehenden pH-Gradienten vor al-
lem fUr basische Substanzen eine bevorzugte Einlagerung tber die Melaningranula in pigmen-
tierte Haare.*

Neben einer direkten Fremdstoffaufnahme aus dem Blut ist zusatzlich auch eine Aufnahme aus
dem interzellularen Flussigkeitssystem der Haut mdglich. Speziell im Bereich der Keratinisie-
rungszone kdnnen die noch nicht vollstandig differenzierten Zellen einfach Substanzen aufneh-
men. Aber auch nach der Keratinisierung kdnnen vor allem im intradermalen Bereich noch Fremd-
stoffe in das Haar gelangen.*

Aufgenommene Substanzen werden nach wenigen Stunden sowohl Uber den Schweil® und nach
ca. 2-3 Wochen auch Uber den Talg ausgeschieden. Auf der Kopfhaut befinden sich neben den
in die Haarfollikel miindenden Talgdriisen auch etwa 900 SchweiRdriisen pro cm?, sodass die
Haare zumindest kopfhautnah mit den ausgeschiedenen Substanzen versetzt werden.* Auch
hierlber ist eine Aufnahme mdglich.

Die Haare kdnnen daruber hinaus auch durch eine Antragung von auf3en mit Substanzen in Be-
ruhrung kommen, z.B. durch Aerosole wie Cannabisrauch oder pulverférmige Substanzen wie
Cocain. Bei einer derartigen Exposition spricht man von einer externen Kontamination der Haare,
bei der die Substanzen von aullen auf die Haare aufgelagert und zum Teil an- bzw. eingelagert
werden konnen.*

Eine schematische Ubersicht tiber die verschiedenen Einlagerungswege von Fremdsubstanzen
gibt Abbildung 3.
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Abbildung 3: Darstellung der verschiedenen Einlagerungswege von Fremdsubstanzen in ein menschli-
ches Haar. (Zeichnung: Forensisch Toxikologisches Centrum GmbH)

2.4 Forensisch-toxikologische Haaranalytik

Um mdglichst valide und reproduzierbare Ergebnisse bei forensisch-toxikologischen Fragestel-
lungen zu erhalten, sind bei einer Haaranalyse von der Probenahme bis zur Interpretation der
Ergebnisse bestimmte Vorgaben und Richtlinien einzuhalten.5%"

2.4.1 Entnahme und Aufbereitung von Haarproben

Aufgrund eines hohen Anteils anagener Haare und vergleichsweise langer und gleichmafiger
Wachstumsphasen des Kopfhaares werden Haarproben bevorzugt am Hinterkopf in der ,poste-
rior vertex“ Region entnommen. Hierzu werden etwa 2-3 Strohhalm-dicke Haarblndel fixiert und
mit einer Schere mdglichst gerade und kopfhautnah abgeschnitten. Die Haare sollten hierbei nicht
gegeneinander verrutschen und die verbleibende Resthaarlange nicht mehr als 1-3 mm betragen.
Nach Markierung der Schnittstelle werden die Proben in Aluminiumfolie verpackt und kénnen so
ohne weitere Vorkehrungen per Post verschickt und vor Licht und Feuchtigkeit geschitzt bei
Raumtemperatur ohne weiteres fur mehrere Jahre asserviert werden.
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Die Untersuchung beginnt mit der Bestimmung der Haarlange, Haarfarbe und Textur sowie der
Dokumentation einer offensichtlichen Haarbehandlung wie einer Coloration oder Bleichung. Im
Anschluss erfolgt die Segmentierung entsprechend dem Auftrag oder der Fragestellung und Ein-
waage der zu untersuchenden Abschnitte. In der Regel wird das proximale (kopfhautnahe)
3- bzw. 6 cm-Segment untersucht. Je nach verwendeter Methode liegt die Solleinwaage bei etwa
20-50 mg."? Zur Entfernung anhaftender Verschmutzungen, von Haartalg und insbesondere
moglicher Drogenriickstande, werden die Proben in mehreren Schritten mit wassrigen und orga-
nischen Losungsmitteln gewaschen. Die Proben werden dann entweder manuell mittels Scheren
oder maschinell in Kugelmuhlen zerkleinert, um flir die Extraktion eine moglichst groflte Oberfla-
che zu schaffen. Die Extraktion erfolgt nach Zugabe geeigneter Losungsmittel und interner Stan-
dards meist unter Einfluss von Warme und Ultraschall. Alternativ kann durch eine alkalische Hyd-
rolyse auch die Haarmatrix weitestgehend aufgelost werden, wodurch die Extraktionsausbeute
gesteigert wird, jedoch auch deutlich mehr Matrixbestandteile im Extrakt vorhanden sind. Je nach
Methode muss das Extrakt anschliel®end noch aufgereinigt, derivatisiert oder aufkonzentriert wer-
den, bevor es der Analyse zugefiihrt werden kann.?

2.4.2 Instrumentelle Analytik

Die bei der forensisch-toxikologischen Haaranalytik zu erwartenden Konzentrationen liegen im
unteren pg/mg- bis mittleren ng/mg-Bereich mit zu erreichenden Bestimmungsgrenzen zwischen
0,2 pg/mg und 0,1 ng/mg."® Aufgrund der damit verbundenen hohen messtechnischen Anforde-
rungen erfolgt die Analyse mittlerweile fast ausschliellich mittels hochsensitiver gekoppelter
chromatographisch-massenspektrometrischer Verfahren.

2.4.2.1 Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) ist ein Verfahren zur Aufreinigung und
Trennung von Stoffgemischen. Uber einen Probengeber wird ein Teil der fliissigen Probe (wenige
ML) in das System injiziert. Mittels Pumpen wird ein Lésungsmittelgemisch, die sogenannte mo-
bile Phase, durch diinne Kapillaren geférdert, wodurch die Probe durch eine Trennsaule trans-
portiert wird. Innerhalb dieser Saule befindet sich die sogenannte stationare Phase. Diese ist fest
und besitzt je nach Material und Modifizierung der Oberflache unterschiedliche chemische Eigen-
schaften und wird so gewahlt, dass die Analyten moglichst groe physikochemische Wechselwir-
kungen mit dieser eingehen. Durch einen standigen Ubergang der zu trennenden Komponenten
zwischen den beiden nicht mischbaren Phasen stellt sich eine bestimmte substanzspezifische
Verteilung ein. Durch eine Veranderung der Zusammensetzung der mobilen Phase kann dieser
Prozess zusatzlich innerhalb eines chromatographischen Laufes beeinflusst werden. Durch un-
terschiedliche Wechselwirkungen und Verteilungen zwischen den beiden Phasen erreichen die
verschiedenen Analyten getrennt von Matrixbestandteilen das Ende der Saule zu unterschiedli-
chen Retentionszeiten, die charakteristisch fur die jeweilige Substanz sind.

Die voneinander getrennten Analyten konnen nun mittels eines geeigneten Detektors nachge-
wiesen werden. Durch Auftragen der Signalintensitat gegen die Retentionszeit erhalt man ein
Chromatogramm. In der Haaranalytik wird als Detektor meistens ein Massenspektrometer ver-
wendet.
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2.4.2.2 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) ist ein Verfahren, mit dem ionisierte Molekule voneinander selek-
tiert, fragmentiert und deren exakte Masse und Haufigkeit bestimmt werden kénnen.

Bei einer Kopplung an eine HPLC missen die im Lésungsmittel meist schon ionisiert vorliegen-
den Analyten zuerst in der sogenannten lonenquelle des Massenspektrometers in die Gasphase
uberfuhrt werden. Bei der Elektrospray-lonisation (ESI) wird der Flissigkeitsstrom aus der HPLC
Uber eine dinne Metallkapillare, die sich in einer spitz zulaufenden Sonde befindet, in die Quelle
geleitet. An der Sonde liegt eine sehr hohe Spannung von etwa 5000 Volt an, wodurch die am
Ende entstehenden Tropfchen eine hohe Ladungsdichte haben. Durch seitlich angebrachte Hei-
zer wird die Flussigkeit in den Trépfchen verdampft. Wenn der zunehmende Ladungsiiberschuss
in den kleiner werdenden Trdpfchen das Rayleigh-Limit Uberschreitet, explodieren diese
(Coulomb-Explosion) bis einzelne lonen entstehen. Die so entstandenen lonen werden durch
eine entgegengesetzt polarisierte Spannung tber eine kleine Offnung in das Innere des Massen-
spektrometers hineingezogen. Damit die lonen ungehindert fliegen kénnen, herrscht im Inneren
ein Hochvakuum, welches Uber mehrere Pumpen standig gegeniber der nachstrémenden Atmo-
sphare aufrechterhalten wird.

Es gibt verschiedene Arten von Massenspektrometern, welche sich hauptsachlich durch das je-
weils genutzte physikalische Prinzip der lonenselektion unterscheiden. Zusatzlich gibt es wiede-
rum eine Reihe unterschiedlicher Messmodi, in denen die Gerate betrieben werden kdnnen. Im
Folgenden wird die Tandem-MS (MS/MS) mit einem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer im
sogenannten Multiple-Reaction-Monitoring (MRM)-Modus beschrieben (siehe Abbildung 4).

Die lonen werden hierbei mittels sogenannter Quadrupole (vier parallel zueinander angeordnete
Metallstabe) selektiert. Hierzu wird eine flur das nachzuweisende lon spezifische und alternie-
rende Gleich- und Wechselspannung an die Quadrupole angelegt. Durch die wechselnden An-
ziehungs- und AbstoRRungskrafte zwischen den Staben werden die lonen in eine oszillierende
Vorwartsbewegung versetzt. Auf diese Weise werden nur lonen mit einem bestimmten und vorher
ausgewahlten Masse-zu-Ladung-Verhaltnis (m/z) stabilisiert und verlassen durch eine kleine Lin-
sendffnung den 1. Massenanalysator, alle andere lonen werden abgelenkt. Die so selektierten
Vorlauferionen werden in einem weiteren Quadrupol beschleunigt und durch gezielte Kollision mit
Stickstoffmolekilen fragmentiert. Hierdurch erhalt man flr den Analyten charakteristische Bruch-
sticke, sogenannte Produktionen, welche in einem bestimmten lonenverhaltnis zueinander ste-
hen. In einem dritten Quadrupol (2. Massenanalysator) werden ein oder mehrere dieser Produkt-
ionen nacheinander selektiert und gelangen zum Detektor. Proportional zur Menge der auf den
Detektor auftreffenden Teilchen werden dort Elektronen freigesetzt, welche das Messsignal er-
zeugen. Der Detektor selbst kann also nur die Haufigkeit der zuvor selektierten und dadurch iden-
tifizierten lonen messen. Durch Auftragen der Signalintensitat gegen das m/z erhalt man ein Mas-
senspektrum.

Durch die Kombination der substanzspezifischen Retentionszeit und zweier charakteristischer
Massenlbergange von Vorlaufer- zu Produktion, welche zudem noch in einem bestimmten lo-
nenverhaltnis zueinander gemessen wurden, gilt eine Substanz als eindeutig nachgewiesen.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Triple-Quadrupol-Massenspektrome-
ters im MRM-Modus. (eigene Darstellung)

2.4.3 Interpretation und Grenzen von routinemaRig durchgefiihrten
Haaranalysen

Die Beurteilung und Interpretation einer Haaranalyse erfolgen anhand der nachgewiesenen Sub-
stanzen, ihrer Konzentrationen und der Lange sowie des Zustandes des untersuchten Haarseg-
mentes. Dabei sollten immer die physiologischen Grundlagen des Haarwachstums und mogliche
externe Einfliusse berucksichtigt werden.

Grundsatzlich gilt bei einem positiven Befund, dass der Konsum bzw. zumindest der Kontakt mit
der nachgewiesenen Substanz belegt ist. Vor allem die zuvor erwahnte Maoglichkeit einer exter-
nen Kontamination erschwert jedoch bei einigen Substanzen wie z.B. Cocain den sicheren Kon-
sumnachweis. In diesen Fallen kann durch den zusatzlichen Nachweis spezifischer Metaboliten
die Korperpassage und damit der Konsum belegt werden.™

Anhand der nachgewiesenen Substanzkonzentration in Haaren ist nur eine grobe Abschatzung
des Konsumverhaltens moglich. Die Einlagerungsrate und Verstoffwechselung von Substanzen
unterliegt einerseits interindividuellen Schwankungen, andererseits haben auch die Haarpigmen-
tierung sowie aultere Faktoren wie z.B. die Haarbehandlung einen Einfluss auf die nachweisbare
Konzentration. Anhand geeigneter Statistiken positiver Falle ist daher eine Beurteilung und Un-
terscheidung zwischen einem gelegentlichen, haufigeren oder intensiven Konsum maoglich.* 151

Weiterhin ist zu beachten, dass die gemessene Konzentration immer einen Durchschnittswert
Uber das jeweils untersuchte Haarsegment darstellt. Bei einem Abschnitt von z.B. 6 cm ist somit
eine Aussage uber den durchschnittlichen Konsum innerhalb der letzten ca. 6 Monate vor der
Probennahme méglich. Eine etwaige Anderung im Konsumverhalten oder gar eine Einstellung
des Konsums innerhalb des zu Uberprifenden Zeitraums kann daher nur durch die Untersuchung
kleinerer Segmente (z.B. in 1-cm Abschnitten) erkannt werden.51

Ein weiteres Problem bei der Interpretation ergibt sich durch das zyklusartige Wachstum der
Haare. Durch das Vorhandensein noch positiver telogener Haare kénnen entsprechende Haar-
segmente auch noch mehrere Monate nach einer Abstinenz ein positives Ergebnis zeigen, ob-
wohl im komplementéren Zeitraum kein Konsum mehr stattgefunden hat.'® Zusatzlich ergibt sich
durch die zuvor bereits beschriebenen inter- und intraindividuellen Unterschiede in der Wachs-
tumsgeschwindigkeit eine gewisse zeitliche Ungenauigkeit. Es besteht zudem die Mdglichkeit,
dass sich sowohl bei der Probenahme als auch beim Segmentieren einer Haarstrahne einzelne
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Haare gegeneinander horizontal verschieben, wodurch sich die zeitliche Aufldsung weiter ver-
schlechtert.® Durch die beschriebenen Einfliisse sind selbst nach einer einmaligen Substanzauf-
nahme positive Ergebnisse in mehreren Segmenten zu erwarten, jeweils in Abhangigkeit der
Segmentlangen und der Zeit zwischen Vorfall und Probenahme.®

Der Uberprifte Zeitraum kann daher anhand der untersuchten Segmente nur in einer Grélienord-
nung von mehreren Wochen bzw. Monaten abgeschatzt werden. Selbst bei einer sehr feinen und
technisch gerade noch praktikablen Segmentierung in 0,5-cm Abschnitten ist eine wochen- oder
gar tagegenaue Interpretation sowie die Abgrenzung bzw. Unterscheidung einzelner Aufnahmen
nicht moéglich. Abbildung 5 zeigt schematisch den Einfluss der Segmentlange auf das zeitliche

Auflésungsvermdgen einer Haaranalyse.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen der Segmentlange und dem zeit-
lichen Auflésungsvermdgen einer Haaranalyse unter idealen Bedingungen. (eigene Darstellung)

2.4.4 Einzelhaaranalytik

Aufgrund der steten Entwicklung immer sensitiverer Analysetechniken wurde auch der Nachweis
von Substanzen aus einzelnen Haaren mdéglich. Erste Ergebnisse wurden bereits 1981 publiziert,
wobei anfangs noch unsegmentierte Haare untersucht wurden. Die ersten Einzelhaaranalysen
mit Segmentlangen von 1 cm wurden 1990 durchgefihrt und in den Folgejahren wurde die Lange
der untersuchten Segmente stets verkleinert: von 2,5 mm (1993) Gber 1 mm (2015) bis hin zu
sub-Millimeter Segmenten (0,4 mm) im Jahre 2016. Einen zeitlichen sowie methodischen Uber-
blick gibt das Review von Kuwayama et al.?°

Die einzelnen Haare werden bei diesen Methoden entweder manuell oder mit Hilfe eines Mikro-
toms segmentiert und die Abschnitte anschlieRend separat in Lésemittel extrahiert (siehe hierzu
auch die Bilder in Anhang C). Die Analyse erfolgt dann in der Regel mittels HPLC-MS/MS. Eine
Alternative zur Segmentierung stellt die sogenannte Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisa-
tion-MS dar. Hierbei werden einzelne Haare mittels eines Laserstrahles abgescannt und die so
generierten Analytionen massenspektrometrisch detektiert. Auch wenn im Vergleich zur Segmen-
tierung rein technisch mittels des Lasers eine noch feinere longitudinale Auflésung maoglich ist,
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so handelt es sich im Vergleich zur HPLC-MS/MS um eine weniger sensitive, semiquantitative,
teure und daher nur selten eingesetzte Methode.?!22

Unabhangig von der Analysentechnik haben alle Methoden gemein, dass die Haarprobe nicht als
Bindel bzw. Strahne segmentiert und dadurch ein Durchschnittswert erhoben wird, sondern meh-
rere Haare jeweils individuell analysiert werden. Hiermit werden die zuvor genannten limitieren-
den Faktoren, welche bei der routinemaRig durchgefuhrten Haaranalytik auftreten, weitestgehend
umgangen: es kann bei der Segmentierung nicht zu einem Verschieben der Haare kommen, int-
raindividuelle Unterschiede im Haarwachstum sowie telogene Haare konnen erkannt und ent-
sprechend berlicksichtigt werden und eine feinere Segmentierung im unteren mm-Bereich ist re-
alisierbar. Folglich erhalt man je Einzelhaar ein individuelles Konzentrationsprofil mit einer deut-
lich héheren zeitlichen Auflosung im Vergleich zur Routine-Analyse. Hierdurch lassen sich neben
Anderungen im Konsummuster auch einmalige oder mehrmalige Aufnahmen erkennen und ggf.
sogar voneinander abgrenzen.??

Um Substanzen bereits nach einer einmaligen Aufnahme im Haar nachweisen zu kénnen, mus-
sen die analytischen Methoden eine sehr hohe Sensitivitat aufweisen. Neben der rein instrumen-
tellen Anforderung ergibt sich bei der Detektion mittels MS/MS auch ein methodisches Problem.
Bei umfassenden Screening-Methoden nimmt die Sensitivitat mit steigender Anzahl parallel zu
detektierender Analyten unter Bertcksichtigung einer ausreichenden Peak-Auflésung ab, da flr
jeden individuellen Massentiibergang entsprechend weniger Messzeit zur Verfigung steht. Die
bisher publizierten Methoden zur segmentalen Einzelhaaranalytik beschranken sich daher jeweils
meist nur auf wenige Analyten. Bei ihrer Anwendung in authentischen Fallen wurde zumeist im
Vorfeld mittels einer konventionellen Segmentanalyse ein Screening durchgefiuhrt, um die im je-
weiligen Fall relevanten Substanzen zu bestimmen. Die anschlieRende Einzelhaaranalytik wurde
dann mittels individueller HPLC-MS/MS-Methoden durchgefiihrt, welche nur diese Substanzen
erfassten.?*?* In anderen Fallen wurden Haarproben nach kontrollierten Einmalgaben untersucht,
sodass im Vorfeld bereits die zu erwartenden Substanzen bekannt waren und entsprechend spe-
zifische Methoden genutzt werden konnten.?>? Hierdurch ergeben sich insgesamt nur wenige
Studien fur Einzelhaarbefunde nach dokumentierter einmaliger Dosis fUr eine sehr begrenzte An-
zahl ausgesuchter Substanzen.

2.5 K.-o.-Mittel-Falle — Pravalenz, Substanzen und Nachweis

Als K.-o0.-Mittel werden im allgemeinen zentral wirksame Substanzen bezeichnet, welche geeig-
net sind, diese einer Person unbemerkt und unwillentlich zu verabreichen. Ziel ist es, die Person
in einen Zustand der Wehrlosigkeit zu versetzen, um anschlieRend ein Sexual- oder Eigentums-
delikt (Raub) vertben zu kénnen. Im internationalen Sprachgebrauch sind die Begriffe ,drug fa-
cilitated crime® (DFC) bzw. ,drug facilitated sexual assault® (DFSA) gebrauchlich. Auch ohne an-
schliellendes Delikt stellt allein die Verabreichung einer Substanz gegen den Willen einer Person
in Deutschland eine Straftat dar (§ 224 StGB).?’

Aussagen Uber die Haufigkeit von K.-o.-Mittel-Fallen sind schwierig, da es eine hohe Dunkelziffer
gibt. Betroffene kdnnen sich haufig nicht an den Vorfall erinnern, da es neben einer Bewusstlo-
sigkeit oder Bewusstseinstribung auch zu anterograder Amnesie kommen kann. Die Gescheh-
nisse werden meist erst zeitlich verzégert und mit Hilfe von beteiligten Bekannten rekonstruiert.
Opfer versplren zudem Verlegenheit oder Scham, sodass es meist erst deutlich spater oder gar
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nicht zu einer Anzeige bzw. einer (rechts-)medizinischen Untersuchung mit geeigneter Proben-
nahme kommt. Generell ist aber eine Zunahme gemeldeter Falle zu beobachten.?-3°

Es gibt Gber 100 potenziell geeignete Substanzen, welche als K.-o0.-Mittel genutzt werden kénnen.
Bei den Wirkstoffen kann es sich um Antipsychotika, Antidepressiva, Benzodiazepine, Hypnotika,
Opioide, aber auch illegale Betaubungsmittel, Alkohol (Ethanol) oder andere Substanzen han-
deln.?” Bei systematischen Untersuchungen von Fallen mit Verdacht auf Substanzbeibringung
zeigte sich, dass Ethanol mit einem Anteil von mehr als 30-40% die am haufigsten nachgewie-
sene Substanz war, gefolgt von Betdubungsmitteln wie Cannabis, Amphetaminen, Cocain und
Benzodiazepinen.?”283031 |n der Mehrzahl der Falle wurden zwei oder mehr Substanzen nachge-
wiesen, haufig in Kombination mit Alkohol.?83"

Bei Alkohol ist in den meisten Fallen von einem freiwilligen Konsum auszugehen bzw. wurde
dieser auch angegeben. Gerade in der Freizeit und beim Feiern wird Alkohol zum Teil auch be-
wusst mit anderen gangigen Rauschdrogen kombiniert, sodass nicht immer von einer unwissent-
lichen Beibringung auszugehen ist.?® Nicht auszuschlieRen ist jedoch, dass ein zunachst freiwil-
liger Konsum bewusst von einem Tater ausgenutzt und weiter aktiv geférdert wird, um den zu
erwartenden Kontrollverlust auszunutzen. Bei einem Nachweis nicht verordneter Medikamenten-
wirkstoffe, z.B. Hypnotika wie Benzodiazepine oder Z-Substanzen (Zolpidem, Zopiclon), ist allge-
mein jedoch nicht von einer freiwilligen Einnahme auszugehen. Diese Substanzen eignen sich
aufgrund ihrer geringen Dosierung und Wirkung als ideale K.-o.-Mittel, zudem kommt es gerade
in Kombination mit Alkohol zu einer Wirkverstarkung.?’

Bei einem entsprechenden Verdacht sollten zeitnah geeignete Proben entnommen werden, um
die aufgenommenen Substanzen nachweisen zu kdnnen. Hierbei ist vor allem im Urin, wie an-
fangs erwahnt, gegeniber Blut von einem langeren Nachweisfenster auszugehen. Da einige der
infrage kommenden Substanzen jedoch kurze Halbwertszeiten aufzeigen, ist bei einer verspate-
ten Probennahme ein Nachweis in diesen Matrices unter Umstanden nicht mehr moglich. Auf-
grund des deutlich langeren Nachweisfensters bietet sich daher gerade bei Verdacht auf K.-o.-
Mittel-Beibringung die Untersuchung einer Haarprobe an, welche etwa einen Monat nach dem
Vorfall enthommen werden sollte. Selbst bei einer einmaligen Aufnahme kann auf diese Weise
fUr eine Vielzahl von Substanzen haufig ein Nachweis erfolgen.3233

2.6 Gamma-Hydroxybuttersaure — ein kritischer Analyt

Eine besondere und speziell im Zusammenhang mit K.-o.-Mittel-Fallen haufig erwahnte Substanz
ist Gamma-Hydroxybuttersaure (GHB). Im allgemeinen Sprachgebraucht ist oftmals sogar spezi-
ell GHB gemeint, wenn von ,K.-o.-Tropfen die Rede ist. Die Evidenz tatsachlich auffalliger Be-
funde fir GHB wird bei diesem Kollektiv jedoch, wenn Uberhaupt, nur im unteren einstelligen
Prozentbereich angegeben.?8:3031

GHB ist eine naturlich in Sdugetieren vorkommende und somit endogene Substanz. Sie ist so-
wohl eine Vorstufe als auch ein Stoffwechselprodukt des Neurotransmitters Gamma-Aminobut-
tersaure und verflgt als Neuromodulator Gber dampfende Eigenschaften.*5 Mit steigender Do-
sierung kann GHB bei exogener Aufnahme angefangen von Euphorie und verminderter Hem-
mung, Uber Tragheit, Schlafrigkeit oder noch erweckbarer Bewusstlosigkeit bis hin zu einem tie-
fen Koma flihren.** Sowohl GHB als auch die beiden Vorlaufersubstanzen Gamma-Butyrolacton
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und 1,4-Butandiol, welche nach Aufnahme schnell zu GHB umgewandelt werden, flihren zu ei-
nem raschen Wirkeintritt.>* Aufgrund dieser Eigenschaften handelt es sich um geeignete K.-o.-
Mittel.

Die maximale Konzentration von GHB nach einer Einmalaufnahme wird bereits nach etwa 30
Minuten im Blut und etwa einer Stunde im Urin erreicht und die Eliminationshalbwertszeit betragt
nur etwa 0,5 Stunden.®3” Durch die rasche Metabolisierung werden in diesen Matrices in weniger
als 12 Stunden Konzentrationen erreicht, welche von endogenen Werten nicht mehr sicher abzu-
grenzen sind. Aufgrund der zuvor beschriebenen haufig grolen Zeitspanne zwischen Vorfall und
Probenahme ist die Mdglichkeit eines Nachweises entsprechend gering. Aufgrund des deutlich
ldngeren Nachweisfensters bietet sich auch hier die Untersuchung einer Haarprobe an. Hierbei
besteht jedoch grundsatzlich das gleiche Problem wie bei der Untersuchung auf GHB in Blut oder
Urin. Die exogene Aufnahme muss anhand der nachgewiesenen Konzentration sicher von endo-
genen Werten unterschieden werden kdnnen.

In verschiedenen Studien zur Erfassung endogener GHB-Werte im Haar konnte gezeigt werden,
dass die Konzentrationen meist unterhalb von 2 ng GHB / mg Haar liegen, wobei jedoch auch
Werte bis zu 12 ng/mg beobachtet wurden.**? Aufgrund der hohen Varianz endogener Konzent-
rationen wird bei Verdacht auf eine GHB-Beibringung daher empfohlen, die Haarstrahne in meh-
reren kurzen Segmenten von maximal 1 cm Lange zu untersuchen. Die individuelle GHB-Kon-
zentration wird dann als Basis verwendet, von der sich die Konzentration im zum Vorfall korres-
pondierenden Segment signifikant abheben soll.** Als ausreichend signifikant flr eine Abgren-
zung zu endogenen Werten werden hier je nach Quelle Erhéhungen im Verhaltnis zur Basiskon-
zentration von mindestens 3:1 bis hin zu 10:1 empfohlen. Bei der Untersuchung authentischer
Fallen werden diese zum Teil jedoch nicht erreicht.4447

Trotz des erfolgreichen Nachweises einer Beibringung von GHB in einzelnen Fallen*34448 pleibt
der sichere analytische Beweis einer einmaligen Aufnahme nach wie vor eine Herausforderung
fur die forensische Toxikologie, welche sich sicher auch in der geringen Anzahl an K.-o.-Mittel-
Fallen mit eindeutig erbrachtem Nachweis einer GHB-Aufnahme widerspiegelt.

2.7 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Anwendungsmaglichkeiten und den zusatzlichen Nutzen
der Einzelhaaranalyse im Bereich der forensischen Toxikologie ndher zu untersuchen.

In einem ersten Schritt sollte eine Methode zur Einzelhaaruntersuchung auf zentralwirksame Dro-
gen- und Medikamentenwirkstoffe entwickelt und etabliert werden. Hierzu gehérten die Imple-
mentierung eines geeigneten und praktikablen Verfahrens zur Einzelhaarsegmentierung und an-
schlieender Extraktion, die Optimierung einer mdéglichst sensitiven und umfassenden LC-
MS/MS-Screeningmethode sowie deren vollstandige Validierung. Die Anwendbarkeit dieser Me-
thode sollte dann an unterschiedlichen Haarproben von Fallen mit dokumentierten Einmalaufnah-
men verschiedener Wirkstoffe Uberprift werden. Anhand dieser Félle sollte sowohl Erfahrung bei
der Interpretation der Ergebnisse gesammelt als auch die Genauigkeit der Rlickrechenbarkeit auf
den Zeitpunkt der Einnahme getestet werden. Die Ergebnisse zu diesem Teilbereich der Disser-
tation sind in Verdéffentlichung 1 dargestellt.

Die Methode sollte dann nach Méglichkeit auch auf reale K.-o.-Mittel-Falle angewandt werden
und die Ergebnisse sollten als Interpretationshilfe flir die Begutachtung dieser Falle dienen. Die
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Veroffentlichungen 3 und 4 zeigen die Anwendbarkeit und den Nutzen der entwickelten Methode
anhand von zwei Fallberichten.

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte dann mithilfe der zuvor gesammelten Erfahrung gepruft wer-
den, ob das Verfahren auch auf die Untersuchung von Fallen mit vermuteter GHB-Aufnahme
Ubertragen werden kann. Hierzu musste zunachst eine separate Extraktions- und Analyseme-
thode entwickelt und validiert werden. Mit diesem Verfahren sollten dann sowohl Haarproben von
Personen ohne als auch mit vermuteter GHB-Aufnahme untersucht werden. Ziel war es zu uber-
prufen, ob aufgrund der hdheren zeitlichen Auflésung bei der Einzelhaaranalyse eine bessere
Unterscheidung bzw. Abgrenzung einer exogenen GHB-Aufnahme zu endogenen GHB-Werten
moglich ist. Die Ergebnisse dieser Fragestellungen werden in Veroffentlichung 2 dargestellt und
diskutiert.
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3. Zusammenfassung

Die Analyse von Drogen- und Medikamentenwirkstoffen in Haarproben ist ein wichtiger Teilbe-
reich der forensischen Toxikologie zur retrospektiven Uberpriifung einer Abstinenz oder zum
Nachweis eines Konsums. Durch eine segmentweise Untersuchung kann der zu Uberprifende
Aufnahmezeitraum naher eingegrenzt werden, wobei aufgrund verschiedener Einflussfaktoren
das zeitliche Auflosungsvermogen nur im Bereich von etwa einem Monat liegt. Durch die Unter-
suchung von Einzelhaaren nach Mikrosegmentierung kann die zeitliche Auflésung deutlich erhéht
werden. Die Anwendbarkeit und der zusatzliche Nutzen dieses Verfahrens bei der Begutachtung
forensisch-toxikologischer Fragestellungen wurde im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit
untersucht.

Veroffentlichung 1 stellt die Entwicklung und Validierung einer Methode zur Analyse von Einzel-
haaren in 2 mm-Segmenten dar. Das Screening umfasst hierbei 156 zentralwirksame Substan-
zen und erreicht Bestimmungsgrenzen von <1,25 pg pro Segment fur etwa 90% der Analyten.
Mittels dieser Methode wurden Haarproben von 15 verschiedenen Fallen nach einmaliger Ein-
nahme verschiedener Medikamente untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass sich eine Viel-
zahl der Substanzen nachweisen lie und sich hierbei jeweils ein charakteristisches, Peak-férmi-
ges Konzentrationsprofil zeigte. Der Nachweis niedrig dosierter Hypnotika und Opioide gelang
jedoch nicht immer. Um das den Aufnahmezeitraum reprasentierende Segment zu identifizieren,
erwies sich die Analyse von mindestens 10 Haaren je Fall aus statistischen Grinden als notwen-
dig. Es konnte ein Verfahren erprobt werden, um das individuelle Haarwachstum anhand von
zwei Haarproben mit unterschiedlichen Entnahmedaten zu bestimmen. Hierbei zeigte sich auch,
dass die Substanzen nicht immer im erwarteten Segment zu finden waren. Es stellte sich heraus,
dass bei der zeitlichen Rickrechnung sowohl die nach Probenahme am Kopf verbleibenden Stop-
peln und der intradermale Bereich der Haare berlcksichtigt werden mussen als auch unterschied-
liche Einlagerungswege der Substanzen. Die Ergebnisse konnten grofitenteils anhand der ver-
schiedenen Substanzeigenschaften sowie der physiologischen Grundlagen des Haarwachs-
tumszyklus erklart werden und liefern so wichtige Erkenntnisse fur zukunftige Anwendungen in
anderen Fallen.

In Verodffentlichung 3 konnte die Methode erfolgreich bei einem K.-o.-Mittel-Fall eines Kindes an-
gewandt werden. Durch die im Vorfeld durchgefiihrte segmentweise Routineanalyse der Haar-
probe konnten Spuren von vier zentral-dampfenden Wirkstoffen nachgewiesen werden. Erst
durch die deutlich héhere zeitliche Auflésung der Einzelhaaranalyse konnte gezeigt werden, dass
es sich um mindestens drei einzelne Vorfalle gehandelt haben muss. Mittels der Routineuntersu-
chung war eine solche Unterscheidung nicht méglich. Aufgrund der Ubereinstimmenden Konzent-
rationsprofile war sogar ersichtlich, dass die Substanzen hdchstwahrscheinlich jeweils zusam-
men verabreicht wurden. Die in Verdffentlichung 1 bereits festgestellte Schwierigkeit im Nachweis
von Benzodiazepinen bestatigte sich in diesem Fall, da nur drei der vier routinemafig detektierten
Substanzen mittels Einzelhaaranalyse gefunden werden konnten. Aufgrund der zuvor gesammel-
ten Erfahrung bei der zeitlichen Ruckrechnung konnte ein letzter Einnahmezeitpunkt von 117 £ 5
Tagen bestimmt werden, welcher sehr gut mit einem vermuteten Vorfall von 122 Tagen vor Pro-
bennahme Ubereinstimmte. Der dargestellte Fall demonstriert die hohe zeitliche Genauigkeit und
den zusatzlichen Informationsgewinn durch die Einzelhaaranalyse.
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Veroffentlichung 4 zeigt die Anwendung in einem vermuteten Dopingfall mit Amphetamin. Auf-
grund einer urspringlich positiven Urinprobe wurde auch eine segmentale Haaranalyse durchge-
fuhrt, bei der geringe Amphetaminkonzentrationen in mehreren Segmenten gefunden wurden,
welche mit einer einmaligen bis gelegentlichen Aufnahme zu vereinbaren waren. Zusatzlich
konnte auch die unwissentliche Einnahme eines mit Amphetamin kontaminierten Proteinpulvers
uber einen langeren Zeitraum die Befunde erklaren. Die zur Aufklarung notwendige hohe zeitliche
Auflésung und Rickrechnung auf die Einnahmezeitraume konnte nur mit der Einzelhaaranalyse
erreicht werden. Hierbei zeigten sich in allen Haaren auffallige Konzentrationsprofile mit zwei do-
minanten Konzentrationspeaks, welche auf mindestens zwei Aufnahmezeitpunkte hindeuten.
Das Zustandekommen der Profile war anhand der vorliegenden Informationen nicht vollstandig
erklarbar, eine einmalige Amphetaminaufnahme zum Zeitpunkt der Kontrolle konnte jedoch aus-
geschlossen werden. Auch wenn aufgrund der Fallumstidnde der Sachverhalt nicht vollstandig
geklart werden konnte, so lieferte die Einzelhaaruntersuchung wichtige zusatzliche Hinweise,
welche zur Urteilsfindung beitrugen.

Veroffentlichung 2 stellt die Moglichkeiten und Grenzen der Einzelhaaranalytik fir GHB dar. Es
konnte erstmals eine Methode entwickelt werden, um Konzentrationsprofile von GHB in segmen-
tierten Einzelhaaren aufzuzeigen. GHB-RUckstande aus der Produktion verschiedener Analysen-
gefalRe erschwerten die Methodenentwicklung. Dieses Problem konnte aber letztlich geldst und
die Methode vollstandig validiert werden. Die Sensitivitat war nicht hoch genug, um GHB in allen
untersuchten Proben nachzuweisen. Ab einer durchschnittlichen Konzentration von 0,3 ng GHB
/ mg Haar konnten bei verschiedenen Proben aber reproduzierbare Konzentrationsprofile erstellt
werden, welche die zuvor mittels Routineanalyse erhobenen Konzentrationsverlaufe widerspie-
gelten. Die bereits durch andere Arbeitsgruppen beschriebene héhere GHB-Konzentration im
kopfhautnahen Bereich konnte bei einem Teil der Falle bestatigt werden. Bei zwei Fallen konnte
eine vermutete einmalige Beibringung von GHB anhand der erhaltenen Einzelhaarergebnisse
nicht belegt werden. In einem Fall mit vermuteter mehrfacher GHB-Aufnahme zeigten sich auf-
fallige Profile mit mindestens zwei Konzentrationspeaks, welche auf eine exogene Aufnahme von
GHB schlieen lassen. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass der Nachweis von GHB auch
mittels Einzelhaaranalyse mdglich ist. Auch wenn die zeitliche Auflésung der Einzelhaaranalyse
die Routinemethode ubertrifft, so konnte eine bessere Unterscheidung bzw. Abgrenzung einer
einzelnen GHB-Aufnahme zu endogenen GHB-Werten bisher noch nicht eindeutig gezeigt wer-
den.

Im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit konnte die vielfaltige Anwendungsmadglichkeit der
Einzelhaaranalytik in der forensischen Toxikologie dargelegt werden. Die entwickelten Methoden
und erhaltenen Ergebnisse stellen wichtige Grundlagen und Erkenntnisse flir die Bearbeitung und
Interpretation zukunftiger Falle mit unterschiedlichsten Fragestellungen dar.
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4. Abstract (English)

The analysis of illicit drugs and pharmaceuticals in hair samples is an important part of forensic
toxicology for the retrospective verification of abstinence or evidence of consumption. By perform-
ing segmental hair analysis, the time period of an alleged drug use can more closely be specified.
Nevertheless, due to various influencing factors, the temporal resolution is restricted to about one
month but can be significantly increased through micro-segmental single hair analysis. The ap-
plicability and additional benefits of this procedure in the assessment of forensic toxicological
issues were examined as part of this scientific work.

Publication 1 presents the development and validation of a method for analyzing 2 mm segments
of individual hairs. The screening includes 156 centrally active substances and achieves limits of
quantification of £1.25 pg per segment for around 90% of the analytes. Using this method, hair
samples from 15 different cases following a single intake of various drugs were examined. Most
substances could be detected showing a characteristic, peak-shaped concentration profile. How-
ever, it was not always possible to detect low-dose hypnotics and opioids. In order to identify the
segment that corresponds to the period of intake analysis of at least 10 hairs per case proved
necessary for statistical reasons. A method could be tested to determine the individual hair growth
rate using two hair samples with different collection dates. It also became apparent that the sub-
stances were not always detected in the expected segment. It turned out that when calculating
the timepoint of administration, both the extra- and intradermal part of hair remaining on/in the
skin after sampling as well as different routes of incorporation have to be taken into account. The
results could be explained based on physico-chemical properties of the substances as well as on
the physiological basis of hair growth thus providing important insights for future application in
other cases.

In publication 3, the method was successfully applied to a child's knockout case. The routine
analysis of the hair sample carried out in advance on longer segments revealed traces of four
centrally depressant substances. Only through the significantly higher temporal resolution of sin-
gle hair analysis it could be shown that at least three individual incidents must have occurred.
Such a distinction is not possible using routine analysis. Due to the matching concentration pro-
files, it was even evident that the substances were most likely co-administered. The difficulty in
detecting benzodiazepines already noted in publication 1 was confirmed in this case, as only
three of the four substances routinely detected could be found by single hair analysis. Based on
the previously gained experience, a last intake could be calculated 117 £ 5 days ago, which cor-
responds very well with a suspected event of 122 days before sampling. The case presented
impressively demonstrates the high temporal accuracy and additional information gained through
single hair analysis.

Publication 4 shows the application in a suspected doping case involving amphetamine. Due to
an initially positive urine sample, a segmental hair analysis was carried out, showing low amphet-
amine concentrations in several segments, which were consistent with a single to occasional
intake. In addition, the unintentional consumption of amphetamine being present in a protein pow-
der over a longer period could also explain the findings. The higher temporal resolution and back-
calculation of the intake periods required for clarification could only be achieved by single hair
analysis. All hairs showed very characteristic profiles with two dominant concentration peaks,
indicating at least two points in time of an amphetamine intake. On the basis of the information
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available these findings could not be fully clarified, but a single amphetamine intake at the day of
the urine control could be ruled out. Even if precise details could not be fully clarified due to the
circumstances of the case, the results of single hair analysis provided important additional infor-
mation that contributed to the decision-making process.

Publication 2 presents the possibilities and limitations of single hair analysis for GHB. For the first
time, a method could be developed showing concentration profiles of GHB in segmented single
hairs. The presence of GHB residues from production in various laboratory vessels made method
development difficult but could finally be solved and the method fully validated. The sensitivity
was not high enough to detect GHB in all samples examined. For samples with an average con-
centration of at least 0.3 ng GHB / mg hair, reproducible concentration profiles could be obtained,
reflecting the concentration course obtained by using routine analysis. A higher GHB concentra-
tion in the area near the scalp, which has already been described by other working groups, was
confirmed in some of the cases. In two cases, a suspected single administration of GHB could
not be proven based on the results of single hair analysis. In a case with suspected multiple GHB
intake, there were noticeable profiles with at least two concentration peaks, pointing towards ex-
ogenous GHB intakes. It has been shown for the first time that the detection of GHB is also pos-
sible using micro-segmental single hair analysis. Even if the temporal resolution exceeds that of
the routine method, a better distinction or differentiation between exogenous GHB intake and
endogenous GHB values after single intakes could not yet be clearly demonstrated.

As part of this scientific work, the diverse applicability of single hair analysis in the field of forensic
toxicology could be demonstrated. The methods developed and the results obtained represent
important principles and information for processing and interpretation of future cases with a wide
variety of issues.
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Anhang C: Beispielbilder zur Einzelhaaranalytik

Bild 1: Arbeitsplatz fur die Segmentierung von Einzelhaaren. Zu sehen ist eine Glasplatte mit einem auf-
geklebten Streifen Millimeterpapier in der Mitte, zu dem parallel das Einzelhaar fixiert wird. Oben im Bild ist
die Lupenlampe zu erkennen, rechts liegen die Pinzetten und das Skalpell zum Schneiden, im blauen
Stander stehen die Vials fur die einzelnen Segmente.

Bild 2: Blick durch die Lupenlampe beim Aufbringen bzw. Fixieren eines Einzelhaares mithilfe zweier Pin-
zetten. Der transparente Streifen Tesafilm wurde mit der Klebeflache nach oben vor dem Millimeterpapier
auf der Glasplatte fixiert (im Bild nicht zu erkennen).
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ol

Bild 3: Blick durch die Lupenlampe beim Segmentieren eines Einzelhaares in 2 mm-Segmente mithilfe
eines Skalpells.

=0
Bild 4: Uberfilhrung eines 2 mm-Haarsegmentes (siehe schwarzer Kreis) in ein Vial fiir die Extraktion zur
Analyse auf Drogen und Medikamente.
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Bild 5: Blick durbh die Lupenlampe beim Uberfiihren eines 2 mm-Haarsegmentes (siehe schwarzer Kreis)
in ein Vial fur die Extraktion zur Analyse auf GHB.

Bild 6: Ein 2 mm-Haarsegment im Vial nach der Extraktion zur Analyse auf Drogen und Medikamente
(Extraktionsvolumen 30 pL).
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