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1. Einleitung

Laut Angaben des Statistischen Bundesamts Deutschland liegt Alkohol als Ursache fiir Un-
falle mit Personenschaden auf dem zweiten Platz, gleich hinter Fahren mit einer erhohten
Geschwindigkeit [1]. Nichtsdestotrotz ist die Zahl alkoholbedingter Unfille seit 1997 um
mehr als die Halfte zurlickgegangen und es wére wiinschenswert, wenn dieser Trend anhielte
[2]. Dies kann dadurch unterstiitzt werden, dass sowohl alkoholisierten Fiihrern von
Fahrzeugen als auch Alkoholikern, deren Blut eventuell zur Fahrzeit eine geringe
Alkoholkonzentration aufweist, die aber trotzdem eine Gefahr fiir den Strallenverkehr
darstellen, schnellstmoglich dem o6ffentlichen Verkehr entzogen werden. An dieser Stelle
kommen sogenannte Alkoholkonsummarker zum Einsatz. Es handelt sich hierbei zum einen
um korpereigene Stoffe, die durch Alkoholkonsum vermehrt gebildet werden (indirekte
Alkoholkonsummarker) oder um Metabolite, bei denen durch Alkoholkonsum ein Ethanolrest
in die Struktur eines anderen Molekiils eingebaut wird (direkte Alkoholkonsummarker).
Grundsidtzlich sind direkte Marker spezifischer, da bei indirekten Markern nicht
ausgeschlossen werden kann, dass fiir deren Erhohung anderweitige Ursachen zugrunde
liegen. Zu den direkten Markern zéhlen neben der BAK an sich (Nachweisbarkeit bis zu 36 h
nach Ende des Alkoholkonsums) das Ethylglucuronid und Ethylsulfat, die das Zeitfenster der
Nachweisbarkeit auf ca. 5 Tage (im Urin) erhdhen [3-4]. Biomarker fiir einen chronischen
Alkoholkonsum sind vorwiegend indirekte, wie z.B. die y-Glutamyltransferase und das
kohlenhydrat-defiziente Transferrin [5-8]. Als direkte Marker seien die Fettsdureethylester zu
nennen, die in Haaren auch noch nach Monaten nachzuweisen sind. Somit bleibt das
Phospholipid Phosphatidylethanol (PEth) der einzige bekannte Marker, der in Blut
nachweisbar ist und einen Alkoholiker als einen solchen identifizieren konnte.

PEth besteht aus einem Glycerolgrundgertist, an dem an sn-1 und sn-2 Position Fettsdurereste
und an Position sn-3 Phosphoethanol verestert ist. Gebildet wird es aus Phosphatidylcholin
(PC) mittels der Phospholipase D, die bei Alkoholabstinenz unter Wassereinfluss die
Spaltungsreaktion von PC in Phosphatidsdure und Cholin katalysiert. Falls allerdings Ethanol
in den Zellen vorhanden ist, kann dieses als Co-substrat anstelle von Wassermolekiilen
reagieren und PEth wird gebildet [9, 10]. Ethanol hat eine um ca. 1000-fach hohere
Substratspezifitét fiir die Phospholipase D als Wasser, ebenso wie andere kurzkettige Alko-
hole [11, 12], was zur Folge hat, dass es auch bei einer vergleichsweise niedrigen Konzentra-
tion von Ethanol zu einer Umsetzung kommt. PEth wird in den Zellmembranen von
Erythrozyten gebildet, wurde aber bereits auch in Leber und Hirn nachgewiesen [13].

Allerdings wird dieser Marker in Deutschland noch nicht routinemifig eingesetzt. Aufgrund
wenig empfindlicher Detektoren war es in den letzten Jahrzehnten noch nicht moglich, diesen
Marker in Blut von Gelegenheitstrinkern nachzuweisen. Dies hat sich in den letzten Jahren
gedndert: Es wurden neuere Methoden mit unterschiedlichen Detektoren entwickelt (u. a. aus
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Dried Blood Spots mit Tandem- und Time-of-flight-Massenspektrometrie (MS/MS und TOF-
MS)), mit denen niedrigere Nachweisgrenzen einhergingen [14-19]. Trotz der neueren
Entwicklungen gab es zu Beginn dieser Arbeit nur wenige Untersuchungen zu diesem Mar-
ker, insbesondere im Hinblick auf mogliche Unterscheidungskriterien zwischen Gelegen-
heitstrinkern und Alkoholikern. Diese herauszufinden war das Hauptziel dieser Arbeit.
Nebenher galt es weitere Homologe zu identifizieren (da es sich bei PEth nicht um ein einzi-
ges Molekiil handelt) und weitere Untersuchungen durchzufiihren, um diesen Marker fiir die
Detektion von riskantem oder {ibermiBigem Konsum in der Routinediagnostik zu etablieren.

2. Methoden
2.1. Extraktion

Aufgrund seiner Prdsenz in Erythrozyten wird PEth aus Vollblut analysiert. Es wurde eine
fliissig-fliissig-Extraktion durchgefiihrt, wobei zu 300 pL Blut 100 pL Boratpuffer pH 9 und
10 puL des internen Standards (10 pg/mL PBut/PProp) hinzupipettiert wurden. AnschlieBend
wurden 800 pL Isopropanol addiert, gevortext und zuletzt 1200 pL n-Hexan hinzugegeben.
Das Gemisch wurde 20 min iiber Kopf geschiittelt und im Anschluss 5 min bei 4000 g
zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde bei 40 °C unter einem Stickstoffstrom bis zur
Trockne eingedampft und in 150 pL Laufmittelgemisch aufgenommen. Dieses bestand aus
25% A und 75% B, A=2 mmolare Ammoniumacetatlosung, B=Methanol/Aceton; 95/5, v/v.
Um diesen z. T. unsauberen Extrakt aufzureinigen, wurde er durch Micro-Spin Filter gegeben.
Ein Aliquot von 20 pLL wurde zur Analyse auf die Sdule des HPLC-Systems gebracht.

2.2. LC-MSMS

Das Gemisch wurde mittels einer Agilent HPLC 1100 Serie auf einer Luna Phenyl Hexyl,
50 x 2 mm, 3 pm aufgetrennt und iiber eine Turboionspray-Quelle in ein Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer mit linearer lonenfalle (Q-Trap 2000) iiberfiihrt. Der bindre Gradient be-
gann mit 75% B, 0-3 min 75% B; 3-8 min, 75-95% B; 8-12 min, 95% B; 12-13 min,
95-75% B. Die Sdule wurde anschlieBend 2 min reequilibriert. Die Ofentemperatur betrug
40 °C und die Flussrate 0,4 mL/min.

In allen Messmethoden wurden die Analyten im negativen Modus unter folgenden Bedingun-
gen detektiert: DP: -60 V, EP: -9 V, Curtaingas: 20 psi, Collisionsgas: 5 psi, lon spray vol-
tage: -4200 V, Quellentemperatur: 400 °C, Ionengas 1: 40 psi, lonengas 2: 70 psi.

Ubergiinge der MRM-Methode: PEth 16:0/16:0: [M-H]- 675,5 = m/z 255,2 und 437,3; PEth
16:0/18:1: [M-H]- 701,5 = m/z 255,2 und 281,2; PEth 18:1/18:1: [M-H]- 727,5 = m/z 281,3
und 463,7; PProp 18:1/18:1: [M-H]-741,5 - m/z 281,2 und 477,3.

3. Ergebnisse und Diskussion

Die in den letzten Jahren entwickelten Analysenmethoden hatten den Nachteil, nicht sehr
sensitiv zu sein und verbrauchten grofle Mengen an Lésungsmittel fiir eine Blutextraktion. In
dieser Arbeit ist es durch eine Optimierung verschiedener Parameter gelungen, die
Extraktionsausbeute bei starker Dezimierung der Losungsmittelmenge zu steigern. Ebenso
wurde eine LC-MS/MS-Methode erstellt und optimiert [20]. Um diese hinsichtlich ihrer
Richtigkeit und Robustheit stetig zu iiberpriifen, wurde ein Ringversuch initiiert, an denen
mehrere Labore aus Europa, die diese Analyse durchfiihren, teilnahmen. Des Weiteren konnte
durch diverse Stabilitdtsuntersuchungen festgestellt werden, dass sich zur Lagerung von Blut-
proben eine Temperatur von +4 °C oder -80 °C am besten eignet.
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Ebenso wurde festgestellt, dass eine nachtrigliche Aufdotierung von Leerblutproben mit
Ethanol zu einer nachtriglichen Bildung von PEth fiihrt. Diese Bildung héangt stark von der
Umgebungstemperatur sowie von den Zusétzen in Blutmonovetten ab, in der das Blut gela-
gert wird. Erneut bestitigten sich die bereits erwédhnten Temperaturen von +4 °C oder
-80 °C als besonders giinstig. Diese Ergebnisse bestdtigen die Untersuchungen von Aradottir
et al. Sie stellten fest, dass es bei einer Temperatur von -20 °C zu einer vermehrten nachtrag-
lichen Bildung kommt [21]. Eine Erkldrung fiir dieses Phdnomen liegt moglicherweise in
einer Aktivierung der Phospholipase D [22, 23]. Als ideales Behéltnis erwies sich mit Ab-
stand eine Monovette mit Homocystein-Zusatz, in der sogar bei einer Aufdotierung auf 3 %o
bei den besagten Temperaturen keine Neubildung von PEth zu detektieren war. Dieser Aspekt
ist nicht zu vernachléssigen, da die Wahrscheinlichkeit, dass sich bei einer alkoholabhéngigen
Person Alkohol im Blut befindet, dulerst hoch ist. Somit kann das Risiko einer Verfélschung
des PEth-Gehalts nach Abnahme der Blutprobe erheblich reduziert werden und dadurch wird
eine Routineanwendung erst moglich.

Bis zur heutigen Zeit sind einige Studien hinsichtlich des Markers PEth in Blut von Alkoholi-
kern durchgefiihrt worden. Jedoch fehlte eine exakte Identifizierung der im Blut existenten
PEth Homologe, nicht zuletzt aus dem Grunde, weil die herkémmlichen Analysenmethoden
auller Stande waren, einzelne Homologe detektieren zu konnen.

In den ersten Studien wurde PEth mittels HPLC-ELSD (-evaporative light scattering detector)
nachgewiesen. Es handelt sich hierbei um einen Detektor, der relativ unspezifisch ist, da er
nur anhand des gebrochenen Lichts Signale aufnimmt, unabhéngig von der Grofle und Masse
des Molekiils [14, 15, 24]. Folglich ist es mit diesem Detektor auch nicht moglich, verschie-
dene Homologe simultan zu detektieren — es wird stets ein gesamt PEth gemessen. Dies ist
einer der Griinde, warum sich das Massenspektrometer (MS) als sehr vorteilhaft erweist. Es
erreicht zudem eine sehr viel hohere Spezifitit. Das Massenspektrometer wird in jiingerer
Vergangenheit vermehrt als Detektor zur PEth-Messung eingesetzt und es werden damit we-
nige einzelne Homologe quantitativ gemessen [16, 25]. Vergleiche zwischen LC-MS/MS
(HPLC gekoppelt mit einem Tandemmassenspektrometer) und HPLC-ELSD belegen, dass
die Nachweisgrenzen mittels MS wesentlich niedriger liegen und diese Methodik auch unter
diesem Gesichtspunkt geeigneter ist [26].

Durch Einsatz von LC-MS/MS gelang in dieser Arbeit eine Aufschliisselung von 48 PEth
Homologen in einem post-mortem Blut eines Alkoholikers und damit ergab sich die Moglich-
keit, die prozentualen Anteile der einzelnen Homologe nédher zu betrachten [27]. Es stellte
sich heraus, dass die vier am héaufigsten vertretenen Homologe 16:0/18:1, 16:0/18:2,
18:0/18:2 und 18:0/18:1 sind. Ein zugehdriges Chromatogramm ist in Abbildung 1 zu finden.
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Abb. 1. Extracted lon Chromatogram
der 4 Homologe mit den hdochsten
prozentualen Anteilen und dem
internen Standard PProp (IS), a: PEth
16:0/18:1 m/z 701,5-281,2, 255,2; b:
PEth 16:0/18:2 m/z 699,5-255,2,
279,2; c: PEth 18:0/18:2 m/z 727,5—
283,2, 279,2; d: PEth 18:0/18:1 m/z
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Das Vergleichen von Studien ist somit auch immer mit der Schwierigkeit verbunden, die
Detektoren miteinzubeziehen und gegebenenfalls Absolutwerte umzurechnen. Helander et al.
gehen davon aus, dass PEth 16:0/18:1 und PEth 16:0/18:2 anndhrend 60 % des gesamten
PEths ausmachen und berechnen daraus einen gesamt PEth-Wert [28].

Eine Abgrenzung zwischen Alkoholikern und Gelegenheitstrinkern lag in der Betrachtung der
absoluten PEth-Werte. Laut Literaturangaben bewegen sich die in Blut von Alkoholikern
gemessenen Werte von 2000 ng/mL bis zu 6000 ng/mL fiir das PEth-Homolog 16:0/18:1 [24,
25, 29]. Bei den Alkoholikern, die im Rahmen dieser Arbeit wihrend der Entwohnung beglei-
tet wurden, konnten Werte von 120 ng/mL bis 1990 ng/mL ermittelt werden. Diese teilweise
eher niedrigeren Werte resultierten aus der Tatsache, dass einige Patienten bereits einige Tage
abstinent lebten, bevor sie die Entwohnungstherapie begannen. Ein gro3es Problem bestand
aber in dem Mangel an PEth-Werten in Blut von Gelegenheitstrinkern. Bei Auswertung der
Blutproben von 78 Gelegenheitstrinkern wurde ersichtlich, dass bei einem groflen Teil kein
PEth vorhanden war. Die restlichen wiesen Werte bis zu 400 ng/mL auf. Um diese Werte ge-
nauer mit dem Trinkverhalten bzw. einer bestimmten Trinkmenge in Zusammenhang zu set-
zen, wurden verschiedene Trinkversuche (TV) durchgefiihrt. Dabei wurde eine definierte
Menge Alkohol innerhalb einer Stunde getrunken, um die PEth-Bildung und PEth-Eliminie-
rung zu untersuchen. Versuche iiber 5 Trinktage (11 Probanden) und 10 Trinktage (4 Proban-
den) wurden hierzu durchgefiihrt, bei denen jeweils eine Mindest-Blutalkoholkonzentration
von 1,00 Promille erwiinscht war [30]. Hierbei ergaben sich maximale PEth Werte bis zu
240 ng/mL (5 Tage TV, Abb. 2) und bis zu 510 ng/mL (10 Tage TV). Ein weiteres Resultat
dieser Trinkversuche war, dass sich PEth bereits eine Stunde nach Trinkbeginn in detektierba-
ren Mengen gebildet hatte. Damit konnte die allgemein vertretene These, dass PEth erst nach
wiederholtem Alkoholkonsum messbar ist, widerlegt werden.
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Abb. 2: Konzentrationsverldufe von PEth 16:0/18:1 wihrend eines 5-tdgigen Trinkversuchs
von 7 Probanden, Tag 1-5 Trinkperiode, Tag 6-21 Abstinenzperiode.

Zur Abrundung der Entwicklung der LC-MS/MS Methodik wurde ein deuterierter PEth-Stan-
dard synthetisiert. Hierfiir wurde Ds-Ethanol mit Phosphatidsdure, DMAP und DCC in
Dichlormethan gelost und 5 min bei 0°C, anschlieBend mehrere Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt und mittels semipraparativer HPLC aufgereinigt. Dieser kann zukiinftig fiir weiterfiih-
rende Arbeiten als interner Standard zur Quantifizierung mit LC-MS/MS eingesetzt werden.
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4. Konklusion

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurde ein “Cut-off”’-Wert von 800 ng/ml fiir
PEth 16:0/18:1 festgelegt. Dieser beinhaltet einen gewissen Abstand zwischen Gelegen-
heitstrinkern und Alkoholikern, ist aber auch niedrig genug, um mdglichst viele Alkoholiker
als solche zu identifzieren. Werte, die um den “Cut-off” liegen, sollten als starke Konsumen-
ten eingestuft werden, bei denen ein Test auf mogliches Suchtverhalten angebracht wire. Bei
PEth-Werten bis zu 600 ng/ml ist von einem gelegentlichen Konsum auszugehen. Der TV
tiber 10 Tage hinweg symbolisiert unseres Erachtens keinen gelegentlichen Konsum mehr,
allerdings galt es extreme Werte fiir einen solchen zu ermitteln. Zudem ergaben die Auswer-
tungen der Trinkversuche, dass es ein hohes Maf an interindividuellen Schwankungen hin-
sichtlich der gebildeten PEth-Konzentrationen gab. Weiterhin konnte eine Messung der
Enzymaktivitdt der PLD Aufschluss iiber die Bildungsgeschwindigkeit geben. In einem Pilot-
projekt trank ein Proband iiber vier Wochen dreimal pro Woche auf ca. ein Promille, mit dem
Ergebnis, dass 400 ng/ml PEth 16:0/18:1 nicht liberschritten wurden. Dies zeigt, dass zum
Erreichen hoherer PEth-Konzentrationen engere Trinkabstidnde oder eine hohere Alkoholisie-
rung notwendig sind. Das Homolog 16:0/18:1 eignete sich hierbei besonders zur Quantifizie-
rung, zum einen handelt es sich um eines der am hédufigsten vorkommenden PEth-Homologe,
zum anderen ist es eines der wenigen kommerziell erhéltlichen.
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