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1. Einleitung

Bei verschiedensten Fragestellungen besteht der Bedarf, Alkoholkonsumgewohnheiten bzw.
eine Alkoholabstinenz analytisch zu {iiberpriifen. Eine Reihe von Verdffentlichungen be-
schreibt und vergleicht die verschiedenen Marker fiir unterschiedliche Einsatzgebiete [1-6].
Fiir eine retrospektive Einschitzung des Alkoholkonsums iiber einen Zeitraum von mehreren
Tagen bis Monaten ist unter anderem eine Quantifizierung der direkten Alkoholmarker
Ethylglucuronid (EtG), Ethylsulfat (EtS) [7-12] oder ausgewéhlter Fettsdureethylester
(FAEE) [12-16] in Haaren sowie in verschiedenen Kdorperfliissigkeiten geeignet.

EtG und EtS sind schwerfliichtige, wasserlosliche Phase-II-Metaboliten von Ethanol, die
durch eine katalysierte Konjugation des Alkohols mit UDP-Glucuronsdure [17] bzw. mit
aktiviertem Sulfat [18, 19] gebildet werden. Verschiedene analytische Methoden zur Detek-
tion und Quantifizierung von EtG und EtS in Urin, Serum oder Haaren wurden bisher ver-
offentlicht. Eine tabellarische Auflistung bisheriger Methoden ist in [20] bzw. in [21] zu
finden. In die Beurteilungskriterien [zur| Urteilsbildung in der Medizinisch-Psychologischen
Fahreignungsdiagnostik [22] wurde 0,1 mg/L als Grenzwert fiir EtG in Urin und 7 pg/mg fiir
Haare aufgenommen. Von der Society of Hair Testing (SoHT) wurden Grenzwerte von
7 pg/mg fiir den Ausschluss einer Abstinenz [23] und 30 pg/mg fiir den Nachweis eines
starken, chronischen Konsums [24, 25] empfohlen.

FAEE sind ebenfalls nach der Aufnahme von Alkohol in Haaren und verschiedenen Korper-
fliissigkeiten, wie z. B. Blut [26-30] oder Mekonium [31-34], gefunden worden. Pragst et al.
[14, 15, 35] entwickelten eine Dampfraum-Festphasenmikroextraktions-Methode (HS-SPME)
gekoppelt mit einer gaschromatographisch-massenspektrometrischen Analyse (GC-MS) zur
Quantifizierung von FAEE in Haaren und konnten damit nachweisen, dass die eingelagerten
Mengen der vier FAEE, Ethylmyristat, Ethylpalmitat, Ethyloleat und Ethylstearat proportio-
nal zur konsumierten Alkoholmenge sind. Fiir den Nachweis in Haaren wurden von der SOHT
Grenzwerte fiir die Summenkonzentration aus den vier genannten FAEE sowohl fiir den
Nachweis eines starken chronischen Konsums (0,5 ng/mg) [24, 25] als auch fiir den Aus-
schluss einer Abstinenz (0,2 ng/mg) postuliert [23]. Da erhohte FAEE-Konzentrationen auch
in den Haaren von strikt abstinenten Personen gefunden wurden, ist der Gebrauch als Ab-
stinenzmarker umstritten [16, 36-40].

Im Rahmen der Promotion wurden Methoden fiir die Quantifizierung von EtG und EtS in
Urin sowie von EtG bzw. FAEE in Haaren mit besonderem Schwerpunkt auf den unteren
Konzentrationsbereich optimiert und nach den Richtlinien der Gesellschaft fiir Toxikolo-
gische und Forensische Chemie (GTFCh) validiert [41, 42]. Neben routinemiBig
durchgefiihrten Analysen zur Fahreignungsbegutachtung wurden verschiedene Studien zum
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Nachweis von EtG und EtS in Urin nach der Aufnahme geringer Alkoholmengen in Form von
Wein und Bier bzw. alkoholhaltiger Lebensmittel sowie zum Vergleich der EtG- und FAEE-
Konzentrationen in Haaren aus Abstinenzuntersuchungen sowie von Patienten aus dem Alko-
holentzug durchgefiihrt.

2. Ergebnisse und Diskussion
2.1 EtG bzw. FAEE in Haaren

Ein empfindliches Fliissigchromatographie-Verfahren mit Tandem-Massenspektrometrie-
Kopplung (LC-MS/MS) mit einer Bestimmungsgrenze (4 pg/mg) weit unterhalb des aktuellen
Grenzwertes fiir Abstinenzuntersuchungen (7 pg/mg) wurde erfolgreich optimiert und nach
den Richtlinien der GTFCh validiert (siehe [21]). Eine erneute Optimierung der Methode -
erforderlich aufgrund eines vermehrten Auftretens von Storsignalen - wurde mit der Ent-
wicklung eines automatisierten Mahlverfahrens fiir die Haare verkniipft (siche [43]). Bei der
Validierung konnten sehr niedrige Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (1,7 pg/mg bzw.
2,3 pg/mg) sowie gute Ergebnisse fiir die Prizision, die Genauigkeit und die Matrixeffekte
mit Abweichungen von <5% erzielt werden. LC-MS/MS-Chromatogramme von aufgestock-
ten Haarproben in Hohe des Grenzwertes (7 pg/mg), analysiert mit beiden Methoden, sind in
Abbildung 1 zu finden. Erstmals durchgefiihrte, vergleichende Analysen von Haarproben im
gemahlenen oder geschnittenen Zustand konnten zudem zeigen, dass ein Mahlen der Haare zu
signifikant hoheren EtG-Konzentrationen mit einem durchschnittlichen Anstieg von 51%
fiihrte (siche [43]). Die groflen Variationen der Abweichungen (-5 — +181%) sind wahrschein-
lich auf die Inhomogenitit der Matrix zuriickzufiihren und verdeutlichen die Schwierigkeiten
von Haaranalysen.
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Abb. 1. LC-MS/MS-Chromatogramme von Leerhaaren aufgestockt mit EtG (7 pg/mg) analy-
siert mit der urspriinglichen Methode I sowie mit dem optimierten Verfahren II unter Einsatz
des automatisierten Malverfahrens.

Die Bestimmung eines zweiten, unabhingigen Parameters mit kontrdren Eigenschaften in
Bezug auf EtG kann eine deutliche Erh6hung der diagnostischen Genauigkeit eines Befundes
ermOglichen. Hierzu wurde ein Verfahren zum Nachweis der vier FAEE: Ethylmyristat,
Ethylpalmitat, Ethyloleat und Ethylstearat in Haaren mittels HS-SPME und GC-MS in An-
lehnung an die Methode von Pragst et al. [15], mit besonderem Augenmerk auf den unteren
Konzentrationsbereich, optimiert und validiert. Es konnten niedrige Nachweisgrenzen (0,016
— 0,025 ng/mg) sowie gute Resultate fiir die Prizision und Genauigkeit mit Abweichungen
<11% erreicht werden. Chromatogramme von Kinderhaaren sowie von einer positiven Real-
probe sind in Abbildung 2 dargestellt.
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Abb. 2. GC-MS-Chromatogramme von Kinderharen A sowie von einer Realprobe B mit einer
FAEE-Summenkonzentration (Ethylmyristat (C14), Ethylpalmitat (C16), Ethyloleat (D9-C18)
und (Ethylstearat C18)) von 0,26 ng/mg.

Im Rahmen einer Studie wurden daraufhin die EtG- und FAEE-Konzentrationen von 160 zu-
fallig ausgewdhlten Haarproben (proximale 3 cm) aus Abstinenzuntersuchungen verglichen
(siche [44]). Unter Beriicksichtigung der von der SoHT empfohlenen Grenzwerte [23]
(FAEE: 0,2 ng/mg, EtG: 7 pg/mg) wurden iibereinstimmende Einteilungen in 77,5% der Fille
gefunden. In 16,9% der Fille deuteten die FAEE-Konzentrationen auf einen héheren Alko-
holkonsum hin, in 5,6% die bestimmten EtG-Konzentrationen. Die groflere Zahl an FAEE
positiven Féllen ist wahrscheinlich auf die Mdglichkeit der externen Kontamination zuriickzu-
fiihren. Bei einer zusitzlichen Analyse von 73 Haarproben mit EtG-Konzentrationen im
grenzwertigen Bereich zwischen 4 und 10 pg/mg konnte eine #hnlich gute Ubereinstimmung
der EtG- und FAEE-Ergebnisse von 72,6% erzielt werden. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass EtG der verldsslichere Marker zu sein scheint. Eine Bestimmung der FAEE-Konzentra-
tion zur Absicherung ist jedoch auch bei Abstinenzuntersuchungen moglich. Eine lineare Ab-
héngigkeit zwischen den EtG- und FAEE-Konzentrationen bestand nicht.

In einer weiteren Studie wurden die EtG- und FAEE-Konzentrationen in 247 Haarsegmenten
von 73 Patienten im Alkoholentzug mit deren Selbstauskiinften verglichen. Ubereinstimmen-
de Ergebnisse von allen drei Parametern wurden in 43,9% der untersuchten Segmente gefun-
den. In 81,3% der Félle spiegelte mindestens einer der beiden Biomarker (EtG: 64,9%, FAEE:
59,3%) die Angaben zum Alkoholkonsum richtig wider. Die beste Ubereinstimmung (76,7%)
wurde fiir EtG bei einer Beschrinkung auf das proximale Segment gefunden. Ein Nachweis
von EtG im proximalen Haarsegment scheint daher am besten fiir den Ausschluss einer Ab-
stinenz geeignet zu sein. Eine direkte Korrelation zu den angegebenen Trinkmengen wurde
weder flir EtG noch fiir die FAEE gefunden. Mogliche Griinde hierfiir sind, neben den unter-
schiedlichen Eigenschaften beider Marker, die grolen Unsicherheiten bei subjektiven An-
gaben der Patienten zum eigenen Trinkverhalten.

2.2 EtG und EtS in Urin

Eine schnelle und einfache LC-MS/MS-Methode zum Nachweis von EtG und EtS in Urin mit
sehr niedrigen Bestimmungsgrenzen von 0,019 mg/L bzw. 0,015 mg/L wurde ebenfalls er-
folgreich optimiert und validiert (fiir Details sieche [20]). Eine hohe Sensitivitit war hierbei
entscheidend, da bei Urinen mit sehr niedrigen Kreatininkonzentrationen im Bereich von 20
mg/dL eine Normierung auf 100 mg/dL selbst bei EtG-Konzentrationen <0,02 mg/L zu einer
Uberschreitung des Grenzwertes (0,1 mg/L) fiihren kann. Durch eine Analyse von 171
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Urinproben mit bekannten EtG-Konzentrationen konnte zudem gezeigt werden, dass der zur
Verfiigung stehende klinisch-chemische Analyzer fiir eine semiquantitative Bestimmung von
EtG in Urin geeignet war. Mit einem Grenzwert von 0,08 mg/L konnten falsch negative Er-
gebnisse fast ausgeschlossen werden (Sensitivitit: 98,6%). Die zufriedenstellende Spezifitit
von 90% ermdglicht eine deutliche Verringerung der zeit- und kostenintensiven Bestitigungs-
analysen mittels LC-MS/MS.

Der in die zweite Auflage der Beurteilungskriterien [zur]| Urteilsbildung in der Medizinisch-
Psychologischen Fahreignungsdiagnostik [22] aufgenommene Grenzwert fiir EtG in Urin von
0,1 mg/L wird unter anderem aufgrund der widerspriichlichen Ergebnisse von Studien zum
Risiko von falsch positiven Ergebnissen durch den Konsum oder Gebrauch von alkoholhalti-
gen Lebensmitteln und Hygieneprodukten [45-50] fortwéhrend diskutiert. Durch die im Rah-
men dieser Arbeit durchgefiihrten kontrollierten Trink- und Essversuche mit alkoholhaltigen
Lebensmitteln konnte jedoch deutlich gemacht werden, dass ein Nachweis von EtG und EtS
hochstens nach einem iiberméBigen Konsum der getesteten Produkte (Apfelsaft, Traubensaft,
Weinsauerkraut, iiberreife Bananen und alkoholfreies Bier) und nur iiber einen sehr begrenz-
ten Zeitraum moglich ist (siehe [51]). Eine Uberschreitung des Grenzwertes von 0,1 mg/L
wurde nach der Aufnahme der groBten Alkoholmenge in Form von 2 — 3 L alkoholfreiem
Bier (7,1 — 10,7 g Alkohol) fiir maximal 13,0 h beobachtet (siche Abbildung 3). Kein EtG
konnte nach dem Konsum von 1 — 2 L Apfelsaft (0,3 — 0,6 g Alkohol) bzw. 1,5 — 2 L Trau-
bensaft (0,9 — 2,5 g Alkohol) im Urin gefunden werden. Eine Normierung der gemessenen
EtG-/EtS-Konzentrationen auf eine Kreatininkonzentration von 100 mg/dL (EtG100 bzw.
EtS100) ergab zwar deutlich glattere Konzentrationskurven und konformere Ergebnisse fiir
die unterschiedlichen Teilnehmer, hatte jedoch keine entscheidenden Auswirkungen auf die
maximalen Nachweisfenster. Gro3e Unterschiede wurden hingegen zwischen dem Konsum
von 2 — 3 L alkoholfreiem bzw. 0,33 L Bier gefunden, obwohl etwa die gleiche Menge Alko-
hol aufgenommen wurde. Dies deutet darauf hin, dass die Art des konsumierten Alkohols und
die damit verbundene aufgenommene Fliissigkeitsmenge einen groBlen Einfluss sowohl auf
die gemessenen Konzentrationen als auch auf die bestimmten Nachweisfenster haben.
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Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der gemessenen 1 sowie mit der Kreatininkonzentration normierten
2 EtG-Konzentrationen in Urin nach dem Konsum von 2 — 3 L alkoholfreiem Bier.

Ein weiterer ausgefiihrter Trinkversuch mit geringen aber im Alltag vorkommenden Mengen
Alkohol konnte zudem zeigen, dass selbst ein Grenzwert von 0,1 mg/L in Kombination mit
einer Einbestellungsfrist von 24 h nicht zum Nachweis einer strikten Abstinenz geeignet ist,
sondern nur zum Ausschluss dieser (siehe [52]). Nach einer Aufnahme von 8,2 g (0,1 L Wein)
bzw. 11,2 g (0,33 L Bier) Alkohol konnte EtG fiir maximal 22,0 h (EtG100: 23,5 h) bzw.
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23,5 h (EtG100: 23,5 h) nachgewiesen werden (siche Abbildung 4). Eine Absenkung des
Grenzwertes oder eine Verkiirzung der Einbestellungsfrist zur Verbesserung der Sensitivitét
wiren jedoch nicht praktikabel.
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Abb. 4. Verlauf der gemessenen a und Kreatinin normierten b EtG-Konzentrationen in Urin
nach Konsum geringer Mengen Alkohol in Form von Bier oder Wein.

Fiir EtS, das im Gegensatz zu EtG nur bei einer sehr hohen Belastung durch Bakterien im
Urin gebildet oder abgebaut wird [53-55], wurde ein moglicher Grenzwert von 0,05 mg/L
ermittelt. Dieser Wert steht in Ubereinstimmung mit dem gefundenen molaren Verhiltnis von
EtG und EtS (Median 2,3) und wurde nach dem Konsum von 16,4 bzw. 23,1 g Alkohol in
Form von Wein (0,1 L) oder Bier (0,66 L) fiir 21 — >28 h iiberschritten. Durch die Wahl des
Grenzwertes, der falsch positive Befunde unwahrscheinlich werden lésst, ist ein Beweis von
strikter Abstinenz jedoch ebenfalls nicht moglich. Dieser vorldufige Wert muss durch weitere,
groBere Studien statistisch bestitigt werden. Zudem muss beachtet werden, dass EtS auch
nach dem Konsum von EtS-haltigen Lebensmitteln, z. B. Traubensaft, im Urin zu finden ist.

3. Fazit

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen konnten weitere wichtige Er-
kenntnisse auf dem Gebiet der direkten Alkoholmarker EtG, EtS und FAEE liefern. Die
durchgefiihrte vergleichende Studie zur Analyse von geschnittenen bzw. gemahlenen Haaren
ergab, dass die Art der Haarzerkleinerung einen signifikanten Einfluss auf die bestimmten
EtG-Konzentrationen hat und somit der Einsatz von methodenabhéngigen Grenzwerten oder
die Einfiihrung einer standardisierten Methode erforderlich zu sein scheint. Aus den verglei-
chende Bestimmungen der EtG- und FAEE-Konzentrationen in Haaren aus Féllen zur Fahr-
eignungsbegutachtung resultierten iibereinstimmende Beurteilungen in knapp drei Viertel der
Félle und deutliche Hinweise dafiir, dass EtG, aufgrund der geringeren Wahrscheinlichkeit fiir
falsch positive Proben, den besser geeigneten Marker fiir Abstinenzuntersuchungen darstellt.
Eine FAEE-Bestimmung zur Absicherung von unklaren Befunden, ist zu empfehlen. Der
Vergleich von EtG- und FAEE-Konzentrationen in Haaren von Patienten wéhrend eines sta-
tiondren Entzugs mit deren Angaben zum Alkoholkonsum ergab eine maximale Uberein-
stimmung (76,6%) fiir EtG im proximalen Segment. Angesichts des Vergleiches mit subjekti-
ven und retrospektiv erfassten Trinkangaben ist dies ein zufriedenstellendes Resultat.

Die Ergebnisse der Trinkversuche veranschaulichten zum einen, dass ein Urin-Grenzwert von
0,1 mg/L in Kombination mit einer Einbestellungsfrist von 24 h nicht zum Beweis, sondern
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nur zum Ausschluss einer Abstinenz geeignet ist. Zum Anderen konnten sie zeigen, dass
falsch positive Urin-Befunde auf Grund eines Konsums von alkoholhaltigen Lebensmitteln
sehr unwahrscheinlich sind. Dass jedoch kurzzeitig sogar EtG-Konzentrationen > 0,5 mg/L
gemessen wurden, verdeutlicht die Relevanz einer ausfiithrlichen Aufkldrung der Teilnehmer
von Abstinenzprogrammen. Zudem indiziert die starke Abhidngigkeit der ermittelten Nach-
weisfenster von der Art des konsumierten Alkohols, dass aufwéndige Trink- und Essversuche
mit groBen Mengen alkoholhaltiger Lebensmittel nicht génzlich durch die Aufnahme einer
entsprechenden Menge Alkohol im Form von Spirituosen simuliert werden konnen.
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