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1 BEITRAG ZU DEN VEROFFENTLICHUNGEN

Im Folgenden wird der Eigenanteil der Promovendin an den jeweiligen Publikationen dargestellt.

1.1 BEITRAG zZU PUBLIKATION |

a-Pyrrolidinohexanophenone  (a-PHP) vs. a-pyrrolidinoisohexanophenone  (a-PiHP): A

toxicological investigation about plasma concentrations and behavior in forensic routine cases
Brueckner I., Welter-Luedeke J., Zangl A., Graw M., Paul L.D.
J Anal Toxicol, 2024, 48(5): 299-313. DOI: 10.1093/jat/bkae011

Der Eigenanteil der Promovendin umfasste neben einer Beteiligung an der Studienkonzeption die
eigenstandige retrospektive Datenerhebung aus authentischen Routine-Fallen, die Evaluation
der Plasmakonzentrationsbereiche sowie die Auswertung und Interpretation im forensisch-
toxikologischen Kontext. Ebenso fihrte die Promovendin die Literaturrecherche, die Erstellung
der Tabellen und Grafiken sowie das Verfassen des Erstmanuskripts selbststandig durch.
Dariiber hinaus war die Promovendin an der Uberarbeitung des Erstmanuskripts sowie am

Revisionsprozess beteiligt.

1.2 BEITRAG zU PUBLIKATION Il

Toxicological detection of the new psychoactive substances MDPHP and MDPHpP in human

urine_samples by elucidation of their urinary metabolites using gas chromatography—mass
spectrometry

Brueckner |., Welter-Luedeke J., Gutjahr-Ruhland C., Graw M., Paul L.D.

J Anal Toxicol, 2025. DOI: 10.1093/jat/bkaf026

Der Eigenanteil der Promovendin bestand neben einer Beteiligung an der Studienkonzeption aus
der eigenstandigen retrospektiven Datenerhebung aus authentischen Routine-Fallen, der
Identifizierung der unbekannten Substanzspektren und Aufklarung der Metaboliten sowie der
darauffolgenden Auswertung und Interpretation der Ergebnisse. Zudem flihrte die Promovendin
die Literaturrecherche, die Erstellung der Grafiken und das Verfassen des Erstmanuskripts
selbststéandig durch. Dariiber hinaus war die Promovendin an der Uberarbeitung des

Erstmanuskripts beteiligt und hat mafigeblich am Revisionsprozess mitgewirkt.
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2 EINLEITUNG

2.1 NEUE PSYCHOAKTIVE STOFFE

Bei neuen psychoaktiven Stoffen (NPS) handelt es sich umgangssprachlich um sogenannte
Designerdrogen, die synthetisch hergestellt werden und anschlielend als bisher unbekannte
Substanzen auf dem Drogenmarkt in Erscheinung treten. Laut European Monitoring Centre for
Drugs and Drug Addiction (EMCDDA) werden NPS zum Zwecke des europaischen Frihwarn-
und Risikobewertungssystems als Substanzen oder Zubereitungen definiert, welche nicht unter
internationale Abkommen zum Umgang mit Drogen und psychoaktiven Substanzen fallen, aber
hinsichtlich ihrer potenziellen gesundheitlichen und sozialen Risiken mit diesen vergleichbar sind
[1]. Auf dem Drogenmarkt werden sie haufig auch als ,Research Chemicals” oder ,Legal Highs*
bezeichnet [2, 3]. Das Ziel der NPS-Herstellung ist es, durch (geringfligige) Veranderungen der
Molekilstrukturen bekannter und bereits regulierter Suchtstoffe aktuelle gesetzliche Regelungen
wie das Betaubungsmittelgesetz (BtMG) zu umgehen, um als ,legal“ zu gelten [2, 4]. Unter das
BtMG fallen nur einzelne, explizit in dessen Anlagen aufgefiihrte Substanzen. Eine Aufnahme
einer neuen Substanz in die Anlagen beansprucht jedoch langere Zeit, was dazu fiihrt, dass in
diesem Zeitraum der Drogenmarkt mit vermeintlich ,legalen® NPS beliefert wird. Um diesem
.Katz-und-Maus-Spiel* entgegenwirken zu kénnen, wurde in Deutschland in Erganzung zum
BtMG das Neue-psychoaktive-Stoffe-Gesetz (NpSG) entwickelt. Im Gegensatz zum BtMG erfasst
das NpSG nicht nur einzelne Substanzen, sondern ganze Stoffgruppen [4], welche von einem
Grundgerist mit verschiedenen kombinier- und austauschbaren Substituenten ausgehen. Somit
wird ein breiteres Spektrum an Substanzen abgedeckt, um eine effektivere Einddmmung der
Verbreitung von NPS erzielen zu kdnnen. Derzeit umfasst das NpSG Stoffgruppen wie
Phenethylamine (einschlieRlich Cathinone), synthetische Cannabinoide, Benzodiazepine und
Tryptamine und wird zudem regelmaRig um neue Stoffgruppen erweitert [4]. Trotz der
MaRBnahmen, die den Entwicklungen des Drogenmarktes entgegenzuwirken versuchen, stellt
dessen Schnelllebigkeit ein Problem dar. Sobald eine Substanz einem bestehenden Gesetz
unterstellt wird, verschwindet sie haufig wieder vom Schwarzmarkt und wird durch eine neu
synthetisierte Substanz ersetzt, die die gesetzlichen Regelungen wiederum umgeht bzw.
umgehen soll. In Europa konnte seit 2008 ein starker Zuwachs an NPS beobachtet werden [1].
Bis Ende 2023 wurden Uber 950 NPS registriert, von denen 26 in besagtem Jahr das erste Mal
auf dem Drogenmarkt erschienen sind [5]. Weltweit wurden bis zum Jahr 2023 insgesamt 1240
NPS erfasst [6].

NPS koénnen haufig unkompliziert z. B. Uber Internetplattformen erworben werden, wobei die
Kosten hierflr oftmals geringer sind als fir herkémmliche Drogen. Dies, aber unter anderem auch
die Hoffnung auf fehlende Nachweisbarkeit in Ublichen Drogentests sind Aspekte, welche
Konsumierende dazu bewegen kdnnen, sich fir NPS zu entscheiden [1, 7]. Manche Personen
hingegen konsumieren solche Substanzen auch gezielt in der Hoffnung, neue Drogenwirkungen
zu erleben [1, 7, 8].

Trotz der Veranderungen chemischer Strukturen zum Zwecke der Gesetzesumgehungen sollen
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die grundlegenden Wirkmechanismen der jeweiligen bekannten Suchtstoffe jedoch mdglichst
beibehalten bzw. lediglich gering verandert werden [2, 3]. Im Gegensatz zu ,klassischen® Drogen
wie beispielsweise Amphetamin oder Cocain gibt es allerdings nur wenige bis keine
Erfahrungsberichte zu solchen Substanzen. Zudem sind kontrollierte humane Studien mit
Suchtstoffen und insbesondere mit neuen Designerdrogen in den meisten Fallen nicht existent
und auch ethisch nicht vertretbar. Daher sind Wirkungen sowie Nebenwirkungen fir
Konsumierende nur schwer einschatzbar.

Ungeachtet dessen werden NPS nach wie vor zahlreich auf dem Schwarzmarkt gehandelt [5, 6].
Betrachtet man z. B. die Gruppe der synthetischen Cathinone, so gibt es laut EMCDDA Hinweise
darauf, dass der Handel synthetischer Cathinone nach Europa zugenommen hat und dass diese
zusatzlich vermehrt in Europa produziert werden. Dies konnte zur Folge haben, dass synthetische
Cathinone auf dem europaischen Stimulantienmarkt zukinftig noch starker vertreten sein

werden [5].

2.2 SYNTHETISCHE CATHINONE

Cathinon (siehe Abbildung 1A) ist ein Inhaltsstoff des Khatstrauchs und strukturell eng mit
Amphetamin (siehe Abbildung 1B) verwandt, besitzt jedoch zusatzlich eine Ketogruppe in
B-Position. Das Kauen von Blattern des Khatstrauches war friiher vor allem im Osten Afrikas und
in sudlichen arabischen Gebieten verbreitet. Fir die hierbei auftretende psychostimulierende,
amphetaminahnliche Wirkung ist das Alkaloid Cathinon hauptverantwortlich [9, 10].

Einige von dieser Struktur abgeleitete Cathinone wurden erstmals im Rahmen pharmazeutischer
Forschung synthetisiert, wobei sie jedoch niemals als Medikament auf den Markt gebracht oder
nach Zulassung wieder aus dem Handel genommen wurden [11-14]. Eine Ausnahme stellt hierbei
Bupropion dar, ein heute noch existierender Arzneistoff mit einer Cathinon-Grundstruktur, der zur
Behandlung von Episoden einer depressiven Erkrankung zugelassen ist [15].

Abgesehen davon werden synthetische Cathinone hauptsachlich missbrauchlich verwendet.
Neben synthetischen Cannabinoiden z&hlen sie zu den am haufigsten vertretenen Substanz-
klassen der NPS [5, 6]. Auf dem Schwarzmarkt sind synthetische Cathinone umgangssprachlich
auch als ,Badesalze* bekannt [12, 16, 17]. Sie werden teilweise als ,legaler” Ersatz fir
Amphetamin, 3,4-Methylendioxymethamphetamin (MDMA, siehe Abbildung 1C) oder Cocain
angeboten, werden allerdings falschlicherweise auch als diese ausgegeben oder werden ihnen
beigemengt[1, 3, 5, 18]. Demzufolge kann ein ,Badesalz‘-Konsum durch Personen auch unbeab-

sichtigt und unwissentlich erfolgen.

2.2.1 ALLGEMEINE PHARMAKOLOGISCHE ASPEKTE

Unabhangig von der Art aufgenommener Stoffe — ob beispielsweise Drogen oder Arzneistoffe —

ist das Wirkprinzip eines systemisch wirkenden Stoffes im menschlichen Kérper gleich: nach
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Aufnahme eines Stoffes und gegebenenfalls Resorption in die Blutbahn gelangt dieser zum
entsprechenden Targetmolekil, dem Wirkort, um dort einen (gewunschten) Effekt zu erzielen [19,
20]. Die Aufnahme eines synthetischen Cathinons kann iber mehrere Wege stattfinden, oftmals
erfolgt die Applikation nasal, oral oder intravendés [21-23]. Aufgrund einer meist guten
Permeabilitat durch die Bluthirnschranke [24] kénnen synthetische Cathinone anschlieRend aus
dem Blut an ihren Wirkort im zentralen Nervensystem (ZNS) Ubertreten. Bedingt durch
unterschiedliche Molekulstrukturen kénnen sich synthetische Cathinone jedoch auch in ihren
Wirkmechanismen unterscheiden. So haben Studien gezeigt, dass synthetische Cathinone vom
Pyrrolidinophenon-Typ, wie z. B. a-Pyrrolidinovalerophenon (a-PVP) und 3,4-Methylendioxy-a-
pyrovaleron (MDPV), dhnlich wie Cocain als Inhibitoren an Monoamintransportern wirken und die
Wiederaufnahme der Neurotransmitter (NT) Dopamin (DA), Norepinephrin (NE) und Serotonin
(5-HT, 5-Hydroxytryptamin) aus dem synaptischen Spalt blockieren [24-29]. Im Gegensatz dazu
wirken andere synthetische Cathinone wie z. B. Mephedron (4-MMC, 4-Methylmethcathinon)
oder Methylon (MDMC, 3,4-Methylendioxymethcathinon) als Substrate an Monoamintransportern
und erhdéhen die Freisetzung von DA, NE und 5-HT in den synaptischen Spalt, ahnlich zu
Amphetamin [24-26, 30].

Demzufolge kénnen sich die Wirkungen nach Konsum verschiedener synthetischer Cathinone
unterscheiden. Problematisch ist hierbei, dass das Wissen der Konsumierenden Uber neue
Substanzen und deren Wirkungen oftmals begrenzt ist und auch in Userforen haufig nur wenige
Erfahrungsberichte zu finden sind. Konsumieren Personen wissentlich ,Badesalze®, werden
aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten zu Amphetamin und MDMA haufig vergleichbare
Wirkungen erwartet bzw. erhofft. Aufgrund der bereits erwadhnten NT-Erhéhung im synaptischen
Spalt und damit verbundener zentraler Erregung [19, 20] z&hlen hierzu beispielsweise Euphorie
und Empathie sowie gesteigerte Aktivitat, Energie und Produktivitat [22, 23]. Jedoch wurden auch
unerwiinschte Nebenwirkungen wie unter anderem Tachykardie, Hypertonie, Hyperthermie,
Agitation, Brustschmerzen und Krampfanfélle bis hin zu Todesfallen im Zusammenhang mit

synthetischen Cathinonen beobachtet [31-38].

Damit ein Stoff nach erfolgter Ein- bzw. Aufnahme wieder aus dem Koérper ausgeschieden werden
kann, werden insbesondere lipophile Stoffe im Korper verstoffwechselt und zu hydrophileren
Substanzen transformiert [19]. Hierbei werden zwei Metabolisierungsphasen unterschieden:
Phase-I-Reaktionen und Phase-II-Reaktionen. Bei der Phase-I-Reaktion werden Stoffe strukturell
verandert, indem sie oxidiert, reduziert oder hydrolysiert werden, wodurch sowohl eine
Inaktivierung als auch eine Aktivierung der Stoffe hervorgerufen werden kann. Bei der Phase-II-
Reaktion werden Stoffe, welche teilweise auch erst in Phase-I-Reaktion entstanden sein kdnnen,
an korpereigene Substanzen gekoppelt. Beide Phasen dienen der (erleichterten) renalen
Ausscheidung von exogen aufgenommenen Stoffen [19, 20]. Diesem Prinzip entsprechend wird
auch Cathinon im Kérper verstoffwechselt. Lediglich ein geringer Anteil wird unveréndert im Urin
ausgeschieden [39]. Zudem haben Studien Uber den Metabolismus synthetischer Cathinone

gezeigt, dass diese ebenfalls ausgepragten Stoffwechselprozessen unterliegen [40-44].
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Abbildung 1: Strukturformeln von A Cathinon, B Amphetamin, C MDMA, D a-PPP, E MDPPP

2.3 PYRROLIDINOPHENONE — EINE UNTERGRUPPE DER SYNTHETISCHEN
CATHINONE

Pyrrolidinophenone weisen die Grundstruktur von Cathinon auf und z&hlen daher zu einer
Untergruppe der synthetischen Cathinone. Sie besitzen als gemeinsames Strukturmerkmal einen
Pyrrolidinring, kénnen sich jedoch, wie hier am Beispiel von a-Pyrrolidinopropiophenon (a-PPP,
siehe Abbildungen 1D) und 3,4-Methylendioxy-a-pyrrolidinopropiophenon (MDPPP, siehe
Abbildungen 1E) gezeigt, hinsichtlich ihrer Substituenten am Benzolring unterscheiden oder auch
Variationen in ihrer Seitenkette aufweisen. Aufgrund ihrer engen strukturellen Ahnlichkeit zu
Amphetamin (siehe Abbildung 1D und 1B) und MDMA (siehe Abbildung 1E und 1C) liegt ein
ahnlicher Wirkmechanismus dieser Substanzen nahe. Eine in vitro Studie hat gezeigt, dass
MPDV neben einer sehr hohen Permeabilitat durch die Bluthirnschranke eventuell auch einem
aktiven Transportmechanismus unterliegt [24] und somit gut in das ZNS gelangen kann. Im ZNS
erhéhen Pyrrolidinophenone, wie bereits in Kapitel 2.2.1 erwahnt, die Konzentration an NTs im
synaptischen Spalt, indem sie als Wiederaufnahmehemmer von NTs wirken, vergleichbar mit
Cocain. Hier haben in vitro Studien gezeigt, dass sie potente Inhibitoren an Dopamin-
Transportern (DAT) und Norepinephrin-Transportern (NET) sind, jedoch nur eine geringe Potenz
zur Inhibierung von Serotonin-Transportern (SERT) aufweisen. Im Unterschied zu Cocain zeigen
sie eine starkere DAT- und NET-Inhibition, sind aber weniger potente SERT-Inhibitoren [26-29,
45]. Fur ihren Wirkmechanismus scheint ihr Strukturmerkmal, der Pyrrolidinring, von Bedeutung
zu sein [46]. Zudem wurde in in vitro Studien gezeigt, dass eine Verlangerung der Alkyl-
Seitenkette zu einer erhdéhten Potenz an unter anderem DATs fuhrt [27, 46]. Da sowohl
Drogenwirkung als auch Missbrauchspotential mit starkerer DAT-Inhibition zunehmen [27, 47,
48], kann davon ausgegangen werden, dass diese Effekte bei Pyrrolidinophenonen zumindest

vergleichbar, wenn nicht sogar starker ausgepragt sind als bei Cocain. Unter der Wirkung
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verschiedener Pyrrolidinophenone wurde haufig aggressives bis hin zu psychotischem Verhalten
beobachtet [31, 33, 49-54].

Bezliglich der Verstoffwechselung von Pyrrolidinophenonen wurde in diversen Studien
demonstriert, dass sie einem ausgepragten und komplexen Metabolisierungsprozess
unterliegen. Haufige metabolische Reaktionen sind beispielsweise Oxidierung des
Pyrrolidinrings, oxidative Ringdéffnung zur Bildung eines primaren Amins sowie Demethylenierung

mit anschlieRender Methylierung im Falle einer vorhandenen Methylendioxy-Gruppe [55-61].

Bereits im Arbeitskreis durchgefiihrte Studien haben gezeigt, dass Pyrrolidinophenone auch im
Raum Mdinchen vermehrt konsumiert werden [49, 50]. Aufgrund des erwdhnten Trends von
sténdig neu entwickelten NPS hat sich die hier vorgestellte Dissertation auf die Untersuchung der
vier neuartigen Pyrrolidinophenonene a-Pyrrolidinohexanophenon (a-PHP), a-Pyrrolidinoiso-
hexanophenon (a-PiHP), 3,4-Methylendioxy-a-pyrrolidinohexanophenon (MDPHP) und
3,4-Methylendioxy-a-pyrrolidinoheptanophenon (MDPHpP) fokussiert, um neue

wissenschaftliche Erkenntnisse fiir forensisch-toxikologische Untersuchungen zu erlangen.

2.31 a-PHP unD a-PiHP

a-PHP und o-PiHP sind zwei synthetische Designerstimulantien, die zur Gruppe der
Pyrrolidinophenone gehdren. Der strukturelle Unterschied der beiden Substanzen liegt in deren
Alkyl-Seitenkette: durch eine Verzweigung bei gleichbleibender Summenformel entsteht a-PiHP,
das Iso-Isomer von a-PHP (siehe Abbildung 2A und 2B). Die Substanz a-PHP, die im Jahr 2014
das erste Mal auf dem europaischen Schwarzmarkt in Erscheinung getreten ist [62], unterliegt in
Deutschland seit Januar 2021 dem BtMG [63]. Dahingegen wurde a-PiHP in Europa erstmals im
Jahr 2016 verzeichnet [64] und ist in Deutschland seit Juni 2023 dem BtMG unterstellt [65].

Im Zeitraum von 2017 bis 2023 sind a-PHP und a-PiHP zunehmend in humanen Blutproben der
Routinefélle des Instituts fir Rechtsmedizin der LMU Minchen nachgewiesen worden, weshalb
eine forensisch-toxikologische Evaluation beider Substanzen im Rahmen dieser Dissertation
erfolgte. Detailliertere Informationen zu diesen beiden Stimulantien kénnen Publikation |

entnommen werden.

A B

CH,
CH,

N N CH,

O O

Abbildung 2: Strukturformeln von A a-PHP und B a-PiHP
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2.3.2 MDPHP unpD MDPHpP

Bei den Substanzen MDPHP und MDPHpP handelt es sich ebenfalls um zwei synthetische
Designerstimulantien der Pyrrolidinophenone. MDPHpP weist eine um eine Methylgruppe
langere Alkyl-Seitenkette auf und ist somit ein Homolog zu MDPHP (siehe Abbildung 3A und 3B).
Wahrend MDPHP in Europa erstmals im Jahr 2014 gemeldet wurde [62], ist MDPHpP erst einige
Jahre spater, im Jahr 2019, aufgetreten [66]. Beide Substanzen sind derzeit nicht dem BtMG
unterstellt, unterliegen jedoch dem NpSG.

In humanen Urinproben der Routinefalle des Instituts fir Rechtsmedizin der LMU Minchen im
Zeitraum 2017 bis 2024 hat sich bei den Untersuchungen vermehrt der Verdacht eines
vorangegangenen MDPHP- und MDPHpP-Konsums ergeben, weshalb diese Proben vor dem
Hintergrund forensisch-toxikologischer Forschungsfragen hinsichtlich dieser Substanzen

analysiert wurden. Detailliertere Informationen zu diesen beiden Stimulantien sind in Publikation

Il zu finden.
A B
(0} (e}
o} 0 CH,

(] L |
O O

Abbildung 3: Strukturformeln von A MDPHP und B MDPHpP

2.4 FORENSISCH-TOXIKOLOGISCHER KONTEXT

Die forensische Toxikologie beschaftigt sich im Allgemeinen mit dem Nachweis (und der
quantitativen Bestimmung) von Giftstoffen wie z. B. von Drogen oder Arzneistoffen, sowie deren
Wirkungen vor dem Hintergrund verschiedener, rechtlicher Fragestellungen [67]. Dabei handelt
es sich neben Untersuchungen von Intoxikationen im Zusammenhang mit Todesfallen auch um
Untersuchungen von Materialien lebender Personen, die beispielsweise aufgrund von
Verkehrsdelikten, Kapitaldelikten oder Betdubungsmittelhandels strafrechtlich in Erscheinung
getreten sind. In diesen Fallen werden unter anderem Biomatrices wie Blut oder Urin von
Personen mit vorangegangenen Gesetzesversté3en untersucht. In Bezug auf Verkehrsdelikte
oder Kapitaldelikte sind Fragestellungen zur Fahrsicherheit oder zur Einsichts- und Steuerungs-
fahigkeit, umgangssprachlich auch Schuldféhigkeit, von Relevanz. Anhand gemessener
Plasmakonzentrationen von Arznei- und Suchtstoffen kann unter Einbeziehung relevanter
Falldaten wie z. B. der psychophysischen Symptomatik, eine mdgliche Beeinflussung durch
Arznei- und Suchtstoffe sowie deren Ausmal} eingeschatzt werden. Bei VerstoRen gegen das
BtMG spielen haufig Fragen zum generellen Konsumverhalten einer Person und damit auch
langer zurlckliegendere Ein- bzw. Aufnahmen von Arznei- und Suchtstoffen eine Rolle. Daher
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werden fir diese Zwecke bevorzugt unter anderem Urinproben untersucht. Um hierbei einen
entsprechenden Konsum feststellen zu kénnen, sind Kenntnis und Erfassung von Metaboliten
einer Substanz daher essentiell.

241 ANALYTISCHE NACHWEISMETHODEN

Zum Nachweis und der quantitativen Bestimmung von Substanzen in Blut- und Urinproben sind
chromatographische Verfahren gekoppelt mit (Tandem-)Massenspekirometrie gangige
Analysemethoden. Zunachst werden die Proben nach geeigneter Aufarbeitung in das
Analysensystem eingebracht. AnschlieRend werden die in den Proben enthaltenen Substanzen
in einem ersten Schritt aufgetrennt und nachfolgend identifiziert und gegebenenfalls quantifiziert.
Hierbei sind Flissigkeitschromatographie-Tandemmassenspektrometrie (LC-MS/MS) und Gas-
chromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) haufig verwendete Analysetechniken [68].

Bei der Analyse mittels LC-MS/MS werden Analyten getrennt, indem sie mithilfe einer flissigen
mobilen Phase Uber eine stationare Phase einer Trennsaule transportiert werden. Bei der
stationdren Phase handelt es sich haufig um modifizierte Kieselgele. Durch unterschiedliche
Wechselwirkungen zwischen den in der mobilen Phase befindlichen Analyten und der stationaren
Phase bedingt durch unterschiedliche physikochemische Eigenschaften eluieren die Analyten am
Ende der Saule zu unterschiedlichen Zeitpunkten, sodass eine Auftrennung erfolgt. Bei der
Elektronensprayionisation (ESI) werden die Analyten anschlieRend ionisiert und in die Gasphase
Uberfuhrt, wahrend die mobile Phase verdampft wird. Hierbei handelt es sich um eine weiche
lonisierungsmethode, welche zum Vorteil hat, dass die Analyten lberwiegend unfragmentiert
erhalten bleiben. AnschlieBend erfolgt die massenspektirometrische Analyse, haufig unter
Verwendung von drei gekoppelten Quadrupol-Massenanalysatoren. Dabei werden die geladenen
Analyten im Hochvakuum anhand ihres Masse-zu-Ladungsverhaltnisses (m/z) aufgetrennt und
detektiert. Im ersten Quadrupol werden die ionisierten Analyten in der Regel in ihrer
unfragmentierten Form in einem elektrischen Wechselfeld entsprechend ihrer m/z-Verhaltnisse
vorselektiert. Anschlieend findet in einem zweiten Quadrupol eine Fragmentierung der lonen mit
Hilfe eines Kollisionsgases statt, woraufhin in einem dritten Quadrupol eine erneute Selektion von
mindestens zwei Fragmentionen und deren Weiterleitung an den Detektor erfolgt [69]. Die
Identifizierung der Analyten erfolgt anhand von Retentionszeiten, Fragmentionen und deren
Peakflachen-Verhaltnissen zueinander. Die Quantifizierung findet Uber die Auswertung der
Peakflachen der Fragmentionen nach vorangegangener Kalibration statt.

Bei der GC-MS funktioniert die Trennung der Analyten adhnlich, es kommt jedoch eine gasférmige
mobile Phase zum Einsatz, welche zusammen mit den in die Gasphase Uberfiihrten Analyten
Uber eine stationdre Phase, haufig bestehend aus beschichtetem, hochreinem Quarzglas,
innerhalb einer Kapillarsaule transportiert wird. Hierbei werden die Analyten ebenfalls aufgrund
ihrer unterschiedlichen Interaktion mit der stationaren Phase entsprechend aufgetrennt. Die
anschlielende lonisierung der Analyten erfolgt oftmals mittels der ElektronenstofRionisation (EI).

Bei dieser Methode handelt es sich um eine sogenannte harte lonisationsart, da die Analyten
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unter Verwendung hoher Energie mit Elektronen ,beschossen“ werden und dadurch in viele
kleinere, teils charakteristische Fragmentionen zerfallen. Im Anschluss werden die Analyten
wieder beispielsweise in einem Quadrupol-Massenanalysator unter Hochvakuum entsprechend
ihres m/z-Verhaltnisses aufgetrennt und kénnen anhand ihrer Massenspektren identifiziert
werden [69].

Sowohl LC-MS/MS als auch GC-MS sind im Bereich der forensischen Toxikologie etablierte
Analysemethoden, um bekannte Arznei- und Suchtstoffe zu identifizieren und bei Bedarf auch zu
quantifizieren [70]. Ein Nachweis von unbekannten Substanzen wie im Falle von NPS ist
dahingegen aufgrund unbekannter Eigenschaften der Substanzen meist mit analytischen

Schwierigkeiten verbunden.

2.4.2 PROBLEMSTELLUNG IM HINBLICK AUF NPS

NPS stellen die forensische Toxikologie in vielerlei Hinsicht vor groRe Herausforderungen. Die
stetigen Veranderungen der strukturellen Eigenschaften von Designerdrogen erschweren eine
analytische Detektion dieser Substanzen, da Referenzmaterialien hierfir meist fehlen [71].
Dariiber hinaus sind NPS oft nur in niedrigen Konzentrationen in Biomatrices zu finden [68],
weshalb Analysemethoden sehr sensitiv sein missen. Neben der erschwerten qualitativen und
quantitativen Bestimmung von NPS spielen bei der Analyse von Biomatrices wie Blut und Urin
auch weitere Faktoren eine wichtige Rolle. Im Gegensatz zu zugelassenen Medikamenten mit
vorangegangenen klinischen Studien sind im Falle von NPS keine bzw. nur wenige Daten zu
Pharmakologie und Toxikologie existent, da bei Missbrauchsdrogen aus ethischen Griinden
keine kontrollierten humanen Studien durchgefiihrt werden konnen [72]. Demzufolge sind
Informationen zu Dosierung, Potenz, erwartenden Plasmakonzentrationsbereichen, Kinetik,
Wirkungen und Intoxikationserscheinungen bei Uberdosierung fiir solche Substanzen,
insbesondere flir Menschen, in den meisten Fallen nicht bekannt. Selbst bei erfolgreichem
qualitativem Nachweis einer Substanz in einer Blutprobe und einer erfolgten Quantifizierung ist
es daher schwierig, anhand der nachgewiesenen Substanzen auf eine Wirkung zu schlieen oder
aufgrund der gemessenen Plasmakonzentrationen eine Aussage uber den Grad der
Beeinflussung der Personen abzuschatzen. Zudem stellt ein begrenztes Zeitfenster zur Detektion
nach Konsum solcher Substanzen eine Schwierigkeit dar. Beeinflusst wird dies durch die
Eliminationshalbwertszeit von Stoffen, nach welcher die Konzentration eines Stoffes nur noch zur
Halfte vorliegt [19, 20]. Wahrend der Nachweis eines Stoffes im Blut je nach Halbwertszeit oft nur
Stunden bis maximal wenige Tage mdglich ist, kann er im Urin zwar l&nger erfolgen, allerdings
beeinflussen Halbwertszeiten dieses Detektionsfenster ebenfalls. Wie bereits in Kapitel 2.2.1
erwahnt, unterliegen vor allem lipophile Substanzen ausgepragten Stoffwechselprozessen.
Demzufolge wird die Muttersubstanz haufig nur in geringen Anteilen im Urin ausgeschieden. Die
Kenntnis des Metabolisierungsprozesses und der daraus resultierenden Metaboliten ist daher
unerlasslich, um eine ldentifizierung von Targetanalyten zu ermdglichen, anhand derer ein

vorangegangener Konsum von NPS nachgewiesen werden kann [73]. Dariber hinaus stellt die
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Detektion von Metaboliten in Urinproben einen wichtigen Anhaltspunkt bei der Bewertung einer
vorangegangenen Korperpassage eines Stoffes dar. Angesichts des Fehlens kontrollierter
humaner Studien liegen im Falle von NPS hierzu jedoch nur sehr begrenzte Daten aus
authentischen Urinproben vor. Folglich erweist sich der Nachweis eines NPS-Konsums in
humanen Urinproben oft als Herausforderung.

Vor diesem Hintergrund sind aktuelle Beobachtungen zu synthetischen Cathinonen als
bedenklich zu bewerten. Zum einen konnte laut EMCDDA ein eher neuer Trend zu einem
zunehmend gebrauchlicheren Konsum dieser Substanzen wahrgenommen werden, was
hinsichtlich der unbekannten gesundheitlichen Risiken ein Problem darstellt. Zum anderen konnte
in den Jahren 2022 und 2023 festgestellt werden, dass synthetische Cathinone immer haufiger
insbesondere MDMA-Produkten beigemengt wurden, was auf Fehldeklarationen und/oder
Verunreinigungen schlieBen lasst. Hinzu kommt, dass Stoffe oder Zubereitungen, welche
synthetische Cathinone enthalten, haufig ein optisch ahnliches Erscheinungsbild aufweisen wie
bekannte Drogen, was das Risiko eines unbewussten Konsums solcher Substanzen zusatzlich
erhéhen kann [5]. Zusammen genommen lassen diese Feststellungen vermuten, dass es in
Zukunft zu einem weiteren Anstieg von Fallen kommen kann, in welche synthetische Cathinone
involviert sind, was folglich zu einer Haufung der beschriebenen Problemstellungen in Bezug auf
diese Substanzen fiihren kann. Um genauere Erkenntnisse zu synthetischen Cathinonen zu

erlangen, sind daher forensische und klinische Untersuchungen von Bedeutung. [5]

2.5 ZIELSETZUNG

Aufgrund der unzureichenden Studienlage war das Ziel der hier durchgefihrten Arbeit die
Untersuchung unterschiedlicher Aspekte vier verschiedener neuartiger Pyrrolidinophenone im
forensisch-toxikologischen Kontext. Dies beinhaltete den analytischen Nachweis in humanen
Matrices inklusive der Evaluation von Plasmakonzentrationsbereichen sowie Untersuchungen
von (Aus)Wirkungen auf Konsumierende und von Metabolisierungsprozessen (siehe Abbildung
4). Hierzu wurden im Rahmen von Routineuntersuchungen Blut- und Urinproben von Personen
analysiert, welche zuvor gegen das Gesetz verstoflen haben, beispielsweise in Form von
Trunkenheit im Verkehr, Delikten wie z. B. (gefahrlicher) Koérperverletzung oder bei Verstden
gegen das BtMG/NpSG.

Die humanen Blutproben wurden routinemafig aufgearbeitet und vorrangig mittels LC-MS/MS
untersucht. Die Evaluation der Plasmakonzentrationsbereiche von a-PHP und a-PiHP erfolgte,
nachdem die Substanzen qualitativ und quantitativ bestimmt werden konnten. Anschlielsend
wurden die Ergebnisse unter Berlcksichtigung relevanter Falldaten wie unter anderem der
psychophysischen Symptomatik, anonymisiert ausgewertet, mit dem Ziel, mdgliche
Beeinflussungen der Konsumierenden durch die Wirkungen der beiden Substanzen zu
identifizieren. Durchfiihrung, Ergebnisse sowie Interpretation hierzu sind im Detail Publikation |
zu entnehmen.

Die humanen Urinproben wurden ebenfalls routinemafig aufgearbeitet und mittels GC-MS
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untersucht. Bei Verdacht auf einen MDPHP- oder MDPHpP-Konsum erfolgte im Anschluss die
anonymisierte Auswertung der Urinproben =zur Identifizierung der beiden Substanzen,
entsprechender Metabolite sowie der Targetanalyten. Durchfliihrung, Ergebnisse sowie

Interpretation hierzu finden sich detailliert in Publikation II.

‘f,c’m N @ / Nachweis und Quantifizierung \
NPS \ der NPS via LC-MS/MS
m « Evaluation der
@ —_— Plasmakonzentrationsbereiche I:> Publikation |
U * (Aus)Wirkungen auf

Konsumierende
Blutproben \ /
~

—1 /- Nachweis der NPS via GC-MS

@ ’ — | + Metabolitenaufklarung I:> Publikation Il

5 « ldentifizierung von Target-
Urinprobe \_ analyten )

Abbildung 4: Schematische Darstellung der durchgefiuihrten wissenschaftlichen Projekte sowie der daraus
resultierenden Publikationen. Nach vorangegangenem NPS-Konsum (1) verteilt sich diese Substanz im
Blut (2) um entsprechende Wirkungen zu erzielen und wird anschlieRend metabolisiert und lber den
Urin (3) ausgeschieden. Bei Begehung einer Straftat und anschlieRender Vorstellung im Institut fir
Rechtsmedizin wurden zugehdrige Blut- und/oder Urinproben entnommen, welche dann routinemafig
mittels chromatographisch-massenspektrometrischer Methoden untersucht wurden und unter Hinzuziehung
relevanter Falldaten analysiert und interpretiert wurden.

Far diese Abbildung wurden Grafiken von Server Medical Art (Servier: https://smart.servier.com/) verwendet

und teilweise modifiziert. Lizenziert unter CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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3 ZUSAMMENFASSUNG

In den hier durchgefiihrten Studien wurden humane Blut- und Urinproben von Personen nach
vorangegangenem NPS-Konsum untersucht, um neue wissenschaftliche Erkenntnisse Giber NPS

fur forensisch-toxikologische Untersuchungen zu erlangen.

Publikation | hat sich mit dem Nachweis von a-PHP und a-PiHP sowie der Ermittlung von Plasma-
konzentrationsbereichen in humanen Blutproben und anschlieRender Untersuchung der
(Aus)Wirkungen dieser Substanzen auf Konsumierende beschéftigt. In insgesamt 33
Blutplasmaproben aus dem Zeitraum 2017 bis 2021 wurde a-PHP nachgewiesen, wahrend in 8
Blutplasmaproben aus dem Zeitraum 2020 bis 2023 a-PiHP festgestellt wurde. Die Detektion und
Quantifizierung von a-PHP wurde hierflir vorrangig mittels einer validierten LC-MS/MS-Methode
durchgefiihrt, welche auch zur Detektion von a-PiHP genutzt wurde, wohingegen die
Quantifizierung von a-PiHP (ber die a-PHP-Kalibration erfolgte. Hierbei wurden fir a-PHP
Plasmakonzentrationen von ca. 0,75 ug/L bis 128 ug/L gemessen mit einem Mittelwert von
23,2 pg/L und einem Medianwert von 16,3 pg/L und fur a-PiHP von 7,33 pg/L bis 118 pg/L mit
einem Mittelwert von 44,7 ug/L und einem Medianwert von 33,7 ug/L. Bei der Betrachtung der
psychophysischen Symptomatik war das gezeigte Zustandsbild der betroffenen Personen von
aggressivem und/oder psychotischem bis zu lethargischem Verhalten sehr heterogen. Ein
wesentliches Hindernis bei der Herleitung einer Plasmakonzentrations-Wirk-Beziehung war unter
anderem ein ausgepragtes polytoxikomanes Verhalten der Konsumierenden, was auch einen
Beikonsum weiterer Pyrrolidinophenone, aber auch von Opiaten/Opioiden, Benzodiazepinen,
Pregabalin oder Alkohol umfasste. Nach Evaluation der einzelnen Falle ergaben sich in dieser
Studie jedoch Hinweise darauf, dass ein Konsum von a-PHP und o-PiHP, vergleichbar mit
anderen Pyrrolidinophenonen, zu aggressivem und psychotischem Verhalten fuhren kann. Dies
zeigte sich auch darin, dass es sich bei einer Vielzahl der begangenen Straftaten um
Gewaltverbrechen handelte.

Publikation Il hat sich mit dem Nachweis von MDPHP und MDPHpP sowie der Identifizierung von
Phase-I-Metaboliten in humanen Urinproben sowie von Targetanalyten befasst. Die Urinproben
wurden hierzu mittels GC-MS nach vorangegangener Hydrolyse von Phase-lI-Metaboliten und
anschlieBender Acetylierung untersucht. Hierbei konnten ausgehend von Referenzspektren der
Muttersubstanzen MDPHP und MDPHpP deren Phase-I-Metabolite identifiziert werden. Anhand
dieser Spektren konnten folgende Stoffwechselprozesse von MDPHP und MDPHpP abgeleitet
werden: Demethylenierung der Methylendioxygruppe mit anschlieRender Methylierung, Oxidation
des Pyrrolidinrings, N,N-bisdealkylierung des Pyrrolidinrings zum primaren Amin, Hydroxylierung
der Seitenkette sowie Kombinationen aus diesen Schritten. Darliber hinaus wurden fir beide
Substanzen in Abhangigkeit von den Auftretenshaufigkeiten Targetanalyten fir die
entsprechende Untersuchungsmethode bestimmt. Bei diesen handelt es sich neben den
Muttersubstanzen um Demethylenyl-methyl-MDPH(p)P, Oxo-MDPH(p)P, Demethylenyl-methyl-
oxo-MDPH(p)P und Demethylenyl-methyl-N,N-bisdealkyl-MDPH(p)P. Dementsprechend kann
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durch Extraktion der lonen, welche den Basispeak in den Massenspektren dieser Analyten
reprasentieren, ein typisches Chromatogramm nach MDPH(p)P-Konsum dargestellt werden.
Targetionen fir MDPHP sind demnach m/z 140, 154 und 86 und fur MDPHpP m/z 154, 168 und
100. Dies ermdglicht einen zuverlassigen Nachweis eines vorangegangenen Konsums beider

Substanzen in Urinproben.
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4 ABSTRACT (ENGLISH)

In this dissertation, human blood and urine samples of individuals, who had previously consumed

NPS, were analyzed to obtain new scientific findings for forensic toxicological investigations.

Research paper | dealt with the detection of a-PHP and a-PiHP, the elucidation of plasma
concentrations in human blood plasma samples, and a subsequent investigation of their effects
on consumers. In 33 blood plasma samples between 2017 and 2021, a-PHP was identified,
whereas in 8 blood plasma samples between 2020 and 2023, a-PiHP was detected. The detection
and quantification of a-PHP were primarily performed by a validated LC-MS/MS method. This
method was also used for the a-PiHP detection, but the quantification was performed via the
a-PHP calibration curve. The measured plasma concentrations for a-PHP ranged from
ca. 0.75 ug/L to 128 ug/L, with a mean of 23.2 ug/L and a median of 16.3 pg/L and for a-PiHP
from 7.33 pg/L to 118 ug/L, with a mean of 44.7 ug/L and a median of 33.7 pg/L. In assessing the
psychophysical symptomatology, the shown clinical behavior was quite heterogeneous and
involved aggressive and/or psychotic behavior as well as lethargic behavior. A substantial
hindrance in establishing a correlation between plasma concentrations and effects was, amongst
others, a distinctive poly-drug use of the individuals. This also included the consumption of other
pyrrolidinophenones as well as opiates/opioids, benzodiazepines, pregabalin, or alcohol.
However, after evaluating the individual cases, this study suggested that consumption of a-PHP
and a-PiHP, similar to other pyrrolidinophenones, can lead to aggressive and psychotic behavior.
This was further supported by the observation that the committed offenses were often violent

crimes.

Research paper Il dealt with the detection of MDPHP and MDPHpP and the investigation of their
phase-I-metabolites in human urine samples as well as the identification of target analytes. After
hydrolysis of phase-lI-metabolites and subsequent acetylation, the urine samples were analyzed
using GC-MS. Based on reference spectra of MDPHP and MDPHPpP, their Phase | metabolites
could be identified in this context. Derived from these spectra, the following metabolism steps
could be elucidated: demethylenation of the methylenedioxy moiety with a following methylation,
oxidation of the pyrrolidine ring, N,N-bisdealkylation of the pyrrolidine ring to its primary amine,
hydroxylation of the side chain and combinations of these. Depending on their occurrence
frequency, target analytes for both substances for the used analytical method were suggested.
These include, in addition to the mother substances, demethylenyl-methyl-MDPH(p)P, oxo-
MDPH(p)P, demethylenyl-methyl-oxo-MDPH(p)P, and demethylenyl-methyl-N,N-bisdealkyl-
MDPH(p)P. Accordingly, by extracting the ions that represent the base peak in the mass spectra
of these analytes, a typical chromatogram can be generated after MDPH(p)P consumption.
Therefore, the target ions for MDPHP are m/z 140, 154, and 86, and for MDPHpP, m/z 154, 168,
and 100. This enables a reliable detection of prior consumption of both substances in urine

samples.
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