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Zusammenfassender Uberblick

1. Zusammenfassender Uberblick

1.1 Einleitung und Zielsetzung

Das Biiro der Vereinten Nationen fiir Drogen- und Verbrechensbekdmpfung (engl. United Nations Office
on Drugs and Crime, UNODC) definiert ,,Neue psychoaktive Substanzen® (NPS) als Missbrauchsdrogen,
welche weder in reiner Form noch als Zubereitung durch das ,Einheitsabkommen iiber die
Betdubungsmittel” (engl. Single Convention on Narcotic Drugs) von 1961 noch iiber die ,,Konvention
iiber psychotrope Substanzen® (engl. Convention on Psychotropic Substances) von 1971 kontrolliert
werden und eine Gefahr fiir die 6ffentliche Gesundheit darstellen konnen [1]. Das Attribut ,,Neu® bedeutet
dabei nicht, dass diese Substanzen zeitnah zum Auftreten auf dem Drogenmarkt neu entwickelt wurden
- ganz im Gegenteil, viele der Substanzen wurden bereits Mitte bis Ende des 20-igsten Jahrhunderts
synthetisiert und haben in den letzten 15 Jahren eine Renaissance als Rauschdroge erfahren. So hat
beispielsweise Alexander Shulgin, der auch als ,,Godfather of Ecstasy* bekannt ist, ab Ende der 1970-
iger iiber 230 psychoaktive Substanzen (v. a. Phenethylamine und Tryptamine) synthetisiert [2, 3], von
welchen viele zu Beginn des 21. Jahrhunderts, als Alternative zu herkdmmlichen Missbrauchsdrogen, auf

dem Drogenmarkt gehandelt wurden.

Die neuen Substanzen werden durch Modifikationen der chemischen Struktur von Wirksubstanzen
klassischer Rauschdrogen (bspw. Amphetamin, Ecstasy (3,4-Methylendioxy-N-methylamphetamin,
MDMA), Cocain, Tetrahydrocannabinol) sowie von Arzneistoffen (bspw. Benzodiazepine und Opioide)
,designed. Die ,,Europdische Beobachtungsstelle fiir Drogen und Drogensucht™ (engl. European
Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, EMCDDA) teilt die NPS in folgende Substanzgruppen
ein: synthetische Cannabinoide, Cathinone, Phenethylamine, Arylcyclohexylamine, Opioide,
Benzodiazepine und in Substanzen, welche sich keiner der genannten Gruppen zuordnen lassen [4]. In
der folgend dargestellten Abbildung (Abbildung 1.1) werden die Anzahl der von der EMCDDA neu
registrierten NPS innerhalb ihrer Gruppen im Zeitraum von 2005 bis 2018 dargestellt. Bis Ende 2018
wurden iiber das EU-Friihwarnsystem der EMCDDA mehr als 730 NPS registriert [5]. Im Zeitraum von
2009 bis 2014 gab es ecinen stetigen Zuwachs an Neuregistrierungen [5]. Um der Masse an NPS
entgegenzuwirken, wurden weltweit rechtliche Regulierungs- und KontrollmaBinahmen getroffen. So
konnte beispielsweise bis 2016 der Umgang mit NPS in Deutschland solange nicht bestraft werden, bis
der konkrete Wirkstoff durch eine Anderungsverordnung in die Positivliste des Betdubungsmittelgesetzes
(BtMG) aufgenommen wurde. In Folge dessen ,hinkte™ der Gesetzgeber der Masse an neuentwickelten

NPS stetig hinterher. Dies wurde in Deutschland erst mit Einfiihrung des Gesetzes ,,Neue-psychoaktive-
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Stoffe-Gesetz* (NpSG, Inkrafttreten am 26. November 2016) gedndert. Dem NpSG unterfallen — im
Unterschied zum BtMG - ganze Stoffgruppen (Phenethylamin abgeleitete Verbindungen,
Cannabimimetika/synthetische Cannabinoide, Benzodiazepine, N-(2-Aminocyclohexyl)amid abgeleitete
Verbindungen und Tryptamin abgeleitete Verbindungen (Inkrafttreten der letzten Anderung: 18. Juli
2019)). Moglicherweise in Folge dieser seitens der europdischen Regierungen ergriffenen Mafinahmen
zur Bekdmpfung des Umgangs mit NPS sowie durch Kontroll- und StrafverfolgungsmaBnahmen, die in
China gegen Labore eingeleitet wurden, welche derartige neue Substanzen herstellen, wurde ab dem Jahr

2016 ein Riickgang bei der Registrierung neuer NPS verzeichnet [5].
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Abbildung 1.1: Anzahl und Kategorien der dem EU-Frithwarnsystem erstmals gemeldeten neuen psychoaktiven
Substanzen, 2005-2018 [5].

Die in der Abbildung 1.1 aufgefiihrten Substanzgruppen unterscheiden sich in ihren pharmakologischen
Wirkungen. Substanzen aus den Gruppen der Cathinone und Phenethylamine induzieren den direkten
oder indirekten Anstieg von Neurotransmittern (Dopamin, Noradrenalin und Serotonin) im synaptischen
Spalt [6-8]. Auch Arylcyclohexylamine [9, 10] sowie einige Substanzen aus der Gruppe ,,andere
Substanzen* (welche sich unter anderem in die Gruppen der Tryptamine [11], Piperazine [6, 12] und
Piperidine [13, 14] unterteilen lassen) konnen einen Einfluss auf das serotonerge oder dopaminerge
System ausiiben. Die genannten Substanzgruppen werden im Folgenden als ,,synthetische Stimulanzien*

(inklusive der klassischen Stimulanzien) bzw. ,,NPS Stimulanzien* zusammengefasst.

In einer Studie von Johnson und Johnson [15], welche im Zeitraum von Dezember 2012 bis April 2019
in den USA durchgefiihrt wurde, gaben Befragte (n=113) folgende Konsummotivation fiir NPS
Stimulanzien (hier Cathinone) an: Neugierde (79 %), Gefallen an der Wirkung (53 %), Erforschung des

Geistes (52 %), Vermeidung eines positiven Drogentestes (26 %), Unterstiitzung des Wachbleibens
2



Zusammenfassender Uberblick

(22 %) und Verbesserung des sexuellen Erlebnisses (21 %). In der Literatur sind aber auch Fallbeispiele
aufgefiihrt, bei denen Konsumenten in suizidaler Absicht offenbar bewusst auf NPS zugegriffen haben
bzw. bei denen NPS in Korperfliissigkeiten von Personen, welche sich suizidiert haben, nachgewiesen
wurden [16-19]. Die Konsumenten beziehen NPS hauptsichlich {iber das Internet bzw. ,,Darknet™, wo
diese Substanzen in farbenprachtiger Aufmachung zum Verkauf angeboten werden. Oftmals werden NPS
unter Pseudonymen (bspw. Kréuter- oder Réuchermischungen, Pflanzendiinger, Badesalz oder
Raumlufterfrischer) bzw. mit unzureichender oder fehlender Kennzeichnung gehandelt [20]. Selbst bei
einer vorliegenden Kennzeichnung kdnnen die Konsumenten, im Hinblick auf die Illegalitit des Handels
sowie die fehlende Qualitatskontrolle, nicht auf die Richtigkeit der Informationen vertrauen [21]. So
konnen NPS beispielswiese mit anderen Substanzen gestreckt, verschnitten und/oder verunreinigt sein.
Problematisch ist ebenfalls, dass Wirkstoffgehalte hdufig nicht spezifiziert sind oder innerhalb und
zwischen den ,,Chargen® stark schwanken [20]. Da es dadurch fiir den Konsumenten schwierig bis gar
unmoglich sein kann, die Substanzen fiir den gewiinschten Effekt addquat zu dosieren (insbes. bei
hochpotenten Substanzen), bergen NPS ein hohes Gefahrenpotential fiir Uberdosierungen. Im Gegensatz
zu den klassischen Rauschdrogen besitzen NPS zudem hiufig eine hohere Rezeptorbindungsaffinitit [7,
12, 22, 23], was zu einer hoheren Potenz der Substanzen fithren kann. Zusammenfassend ergeben sich
eine komplizierte Risikobewertung sowie ein erhohtes Potential flir Vergiftungen [24]. Es ist daher nicht
uberraschend, dass in der Literatur eine Vielzahl von Notfallaufnahmen und Todesfdllen von

Konsumenten synthetischer Stimulanzien beschrieben sind [25-27].

Der analytische Nachweis von NPS in biologischen Proben spielt daher fiir klinische und forensische
Fragestellungen eine wichtige Rolle. Die NPS-Analytik hat in der klinischen Chemie vor allem bei der
Abklarung von akuten NPS-Intoxikationen einen hohen Stellenwert. Bei klinischen Fragestellungen liegt
der Fokus auf einer schnellen Analytik, bei welcher eine genaue Quantifizierung haufig von
untergeordneter Bedeutung ist [28]. Indikationen zur NPS-Analytik in der forensischen Toxikologie
stellen u. a. das Feststellen des Drogenkonsums im Kontext von Straftaten oder Gerichtsverfahren, die
post-mortem-Toxikologie zur Aufklirung der Todesursache, sowie die Abstinenzkontrolle bei
Fahreignungsbegutachtungen dar [28]. Die Relevanz bei der Fahreignungsdiagnostik wird u. a. durch
eine Studie von Hutter et al. [29] unterstrichen, welche darauf hinweist, dass im Rahmen von
Abstinenzprogrammen in nicht unerheblichem Ausmal} auf den Konsum von NPS (hier synthetische
Cannabinoide) zuriickgegriffen wird. Da die Ergebnisse im Zusammenhang mit der forensischen
Toxikologie gerichtsverwertbar sein miissen, werden an die Analysemethoden strenge
Qualitdtsanforderungen gestellt, welche in spezifischen Richtlinien festgehalten werden (Richtlinien der

Gesellschaft fiir Toxikologie und Forensische Chemie (GTFCh)) [28].
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Den NPS kommt aber nicht nur eine klinische und forensische Relevanz zu - einige werden aufgrund
ihrer Wirkeigenschaften auch missbrauchlich beim Leistungssport konsumiert. So werden Substanzen
mit stimulierenden Eigenschaften beispielsweise missbrauchlich eingesetzt, um den Energieumsatz zu
erhohen oder die Ermiidung zu verzdgern [30]. Cannabis-Produkte (inkl. synthetischen Cannabinoiden)
konnen aufgrund ihrer sedierenden Wirkung bei gefahrlichen Sportarten (bspw. Downhill Radfahren)
eingesetzt werden, um die Risikobereitschaft zu erhdhen [31]. Aus diesem Grund sind bereits einige
dieser Substanzen bzw. ganze Substanzgruppen in die Verbotsliste (engl. Prohibited List) der Welt-Anti-
Doping-Agentur (engl. World Anti-Doping Agency, WADA) aufgenommen worden [32]. Dabei werden
die Stimulanzien in dieser Liste zusétzlich in ,,nicht spezifizierte Stimulanzien® (bspw. Amphetamin,
Methamphetamin) und in ,,spezifizierte Substanzen (bspw. Cathinone und Analoga, MDMA) unterteilt.
Bei verbotener Anwendung von Substanzen aus der Gruppe der ,,nicht spezifizierten Substanzen® im
Rahmen von Wettkdmpfen fordert die WADA eine zweijdhrige Sperre [33, 34]. Im Gegensatz dazu kann
die Anwendung von Substanzen aus der Gruppe der ,,spezifizierten Substanzen* bei Wettkdmpfen zu
reduzierten Sanktionen (z. B. Disqualifikation vom Wettkampf und eine Sperre unterhalb von 2 Jahren)
filhren, da diese Substanzen aufgrund ihrer leichten Verfligbarkeit und weiten Verbreitung in

medizinischen Produkten unter Umsténden unbeabsichtigt eingenommen worden sein kdnnen [33, 34].

In Anbetracht dessen war es Ziel dieser Arbeit, Methoden zum Nachweis von synthetischen Stimulanzien
in biologischen Matrices zu entwickeln sowie die Relevanz synthetischer Stimulanzien bei Verstorbenen
im Grofiraum Koln aufzuklaren. Dabei hatte insbesondere die Erfassung einer moglichst hohen Anzahl
an synthetischen Stimulanzien aus verschiedenen Substanzgruppen sowie moglichst niedrige
Nachweisgrenzen (engl. Limit of Detection, LOD) hochste Prioritit. Die wissenschaftlichen Ergebnisse
werden in den vier Artikeln der kumulativen Arbeit eingehend erldutert. Als ein weiterer Schwerpunkt
der Arbeit wurde die Standardaddition unter Anwendung der QUEChERS-Methode (Akronym fiir Quick,
Easy, Cheap, Efficient, Rugged, Safe (schnell, einfach, giinstig, effizient, robust, sicher)) im Vergleich
zur Festphasenextraktion bei postmortal gewonnenen Proben mit dem Ziel der Untersuchung der

Organverteilung und der postmortalen Umverteilung ausgewéhlter NPS angewandt.

Der erste Artikel dieser Arbeit beschreibt die Entwicklung sowie Validierung einer voll automatisierten
in-line Festphasenextraktion-Fliissigchromatographie-Tandem-Massenpektrometrie-Methode (engl.
Solid-Phase Extraction-Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, SPE-LC-MS/MS) zum
Nachweis von 74 synthetischen Stimulanzien im Serum sowie deren Anwendung auf Realfille.
Blutserum ist in der forensischen Toxikologie die bevorzugte Probenmatrix, wenn es um die Beurteilung
der akuten Substanzbeeinflussung geht. Im Rahmen der Methodenentwicklung wurden fiir die Extraktion
"Instrument Top Sample Prep"-Kartuschen (ITSP™) mit unterschiedlichen Sorbentien hinsichtlich ihrer
Wiederfindung verglichen. Die Validierung der Methode erfolgte nach den Richtlinien der GTFCh.

4
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Der zweite Artikel befasst sich mit der Relevanz des Konsumverhaltens von Stimulanzien aus der Gruppe
der NPS bei Verstorbenen im Grofiraum Koln. Hierzu wurde die im ersten Artikel beschrieben in-line
SPE-LC-MS/MS-Methode zum Nachweis von 97 synthetischen Stimulanzien im Urin weiterentwickelt
und nach den Richtlinien der GTFCh validiert. Mit der entwickelten, auf Urin abgestimmten Methode
wurden anschlieBend Urinproben (bzw. bei Nichtvorhandensein Nierenhomogenate) von 268
Verstorbenen (Alter zum Zeitpunkt des Versterbens: 12 bis 35 Jahre) im Rahmen der durch die
Staatsanwaltschaft beauftragten Todesursachenfeststellung im Zeitraum von Januar 2011 bis Mai 2017
untersucht. Da die Substanzen in der Niere aufkonzentriert werden, werden im Urin hohere
Substanzkonzentrationen und langere Nachweiszeiten als im Blut erreicht, weswegen Urin bevorzugt fiir
eine Screeninganalyse verwendet wird. In Anbetracht des Umstandes, dass ein Riickschluss auf die
Wirkstoffkonzentration der Substanz im Blut zum Zeitpunkt des Versterbens aus Urinproben nicht
moglich ist, wurden bei positiven NPS-Fillen (sofern vorhanden) noch die dazugehdrigen Blutproben

analysiert.

Der dritte Artikel beschreibt die Organverteilung der Stimulanzien Methylendioxypyrovaleron (MDPV),
a-Pyrrolidinopentiophenon (a-PVP), Methoxetamin und 4-Methylethcathinon (4-MEC) bei zwei
Verstorbenen. In diesem Zusammenhang wurden zwei verschiedene Probenvorbereitungsmethoden zur
Extraktion der genannten Analyten aus Korperfliissigkeiten und Geweben getestet. Bei den
Extraktionsmethoden handelt es sich um ITSP™-SPE und QuEChERS. Die QuEChERS-Methode wurde
urspriinglich fiir die Pestizidanalytik von pflanzliche Lebensmittel entwickelt [35] und wurde im Rahmen

dieser Arbeit fiir die Anwendbarkeit in der forensischen Toxikologie getestet.

In einem vierten Artikel werden die Organverteilung eines synthetischen Stimulans -
3-Fluorphenmetrazin (3-FPM) - sowie zweier Designer-Benzodiazepine — Diclazepam und Pyrazolam —
ermittelt, um ndhere Erkenntnisse zur postmortalen Umverteilung (engl. post-mortem redistribution
(PMR)) dieser Substanzen zu gewinnen. Fiir die Probenaufarbeitung wurden die beiden
Extraktionsmethoden ITSP™-SPE und QuEChERS verwendet. Um eine bessere Einschéitzung zur PMR
treffen zu konnen, wurde das Verteilungsverhiltnis (C/P-Ratio) von Herz- (C) zu Femoralblut (P) der

jeweiligen Substanzen bestimmt.

In den folgenden Abschnitten wird nun ein Uberblick iiber die in den einzelnen Artikeln relevanten

Hintergriinde, Experimente und Ergebnisse gegeben.
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1.2 Ubersicht iiber den ersten Artikel

Die rasante Entwicklung und schnelle Verbreitung der NPS fiihrt zu analytischen Herausforderungen
hinsichtlich Identifizierung und Quantifizierung. Sensitive und selektive Methoden werden benétigt, um
Konzentrationen einer moglichst hohen Anzahl an NPS im unteren pg/L-Bereich im Blutserum
nachweisen zu konnen. Im Jahr 2015 gab es gerade einmal zwei in internationalen Zeitschriften
veroffentlichte Methoden zum Nachweis von NPS Stimulanzien in Blutseren. Wohlfahrt et al. [36]
veroffentlichen im Jahr 2010 eine LC-MS/MS-Methode zum semi-quantitativen Nachweis von 35 NPS
aus den Stoffgruppen der Phenethylamine, Cathinone, Tryptamine und Piperazine aus 1 mL
Probenvolumen. Die chromatographische Methode besitzt eine Gesamtlaufzeit von 15 min. Die
Nachweisgrenzen der Substanzen lagen in einem Bereich von 1 bis 5 pg/L. Swortwood et al. [37]
publizierten 2013 eine weitere LC-MS/MS-Methode, welche fiir die Bestimmung von 32 NPS aus den
Stoffgruppen der Cathinone, Phenethylamine, Piperazine und Tryptamine validiert wurde, wobei 27
Analyten die Validierungskriterien erfiillten. Hier wurde ebenfalls ein Probenvolumen von 1 mL Serum
eingesetzt. Die chromatographische Methode besitzt eine Gesamtlaufzeit von 11 min. Mit der Methode

konnten Nachweisgrenzen im Bereich von 0,01 bis 0,1 pg/L erzielt werden.

Das erste Projekt beschreibt die Entwicklung und Validierung einer voll automatisierten in-line SPE-LC-
MS/MS-Methode zum Nachweis von 95 synthetischen Stimulanzien aus Blutseren mit einem
Probenvolumen von 150 pL. Bei der Substanzauswahl wurden nach ausfiihrlicher Literaturrecherche alle
zum damaligen Zeitpunkt (Februar 2015) in Deutschland kommerziell erhéltlichen Referenzsubstanzen
von synthetischen Stimulanzien (insgesamt 69 NPS Stimulanzien) aus den Substanzgruppen der
Cathinone, der Phenethylamine, der Arylcyclohexylamine, der Tryptamine, der Piperazine, der
Piperidine, der Pyrrolidine, der Aminoindane sowie der Arylalkylamine in der Methodenentwicklung
beriicksichtigt. Neben den NPS wurden die fiinf klassischen Stimulanzien Amphetamin,
Methamphetamin, 3,4-Methylendioxy-N-methylamphetamin (MDMA), 3,4-Methylendioxyamphetamin
(MDA) und 3,4-Methylendioxy-N-ethylamphetamin (MDEA) in die Methode aufgenommen. Durch eben
diese Moglichkeit, auch klassischen Stimulanzien zu quantifizieren, erhdlt die Methode fiir die
Routineanalytik in forensischen Instituten eine zusétzliche Attraktivitit, da NPS Stimulanzien einerseits
oft in Kombination mit klassischen Stimulanzien aufgenommen werden [25, 38] und andererseits die
klassischen Stimulanzien in Deutschland eine hohe Lebenszeitpravalenz besitzen und aktuell immer noch
—im Gegensatz zu NPS — am hdufigsten konsumiert werden [5]. Ebenfalls wurden die, in der Clubscene
populédren und auch hiufig in Kombination mit synthetischen Stimulanzien konsumierten Substanzen
Ketamin [39, 40] und Methylphenidat [41] in die Methode integriert. Nach der abgeschlossenen

Validierung wurde die Methode hinsichtlich der Detektion von 21 ,,weiteren* NPS Stimulanzien — welche
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nach der Beendigung der Validierung als Referenzsubstanzen erhéltlich waren — tiberpriift und fiir die

qualitative Erfassung dieser Analyten validiert.

Mittels der entwickelten und optimierten Methode konnen 89 Substanzen, inklusive -einiger
Strukturisomere, in einem Zeitraum von 5,5 Minuten aufgrund ihrer unterschiedlichen Retentionszeit
und/oder ihres unterschiedlichen Fragmentierungsmusters nachgewiesen werden. Die Strukturisomere
3-MeO-PCP und 4-MeO-PCP sowie 2-FMA und 3-FMA konnen aufgrund ihrer gleichen Retentionszeit
sowie ihres identischen Fragmentierungsmusters mit der entwickelten Methode nicht voneinander
getrennt werden und miissen in der Routineanalytik als Summenparameter angegeben werden. Falls
fallspezifisch die genaue Aufkldrung der Strukturisomere erforderlich ist, wiren weitere gezielte
Methoden erforderlich.

Die Methode wurde fiir 74 Substanzen hinsichtlich Selektivitit, Linearitdt, Nachweisgrenze,
Bestimmungsgrenze, Genauigkeit, Labor- und Wiederholprézision, Matrixeffekt, Wiederfindung und
Stabilitét (Stabilitiat aufgearbeiteter Proben, Einfrier-/Auftaustabilitit) nach den Richtlinien der GTFCh
validiert. Es wurden Nachweisgrenzen zwischen 0,2 und 4,0 ug/L sowie eine Bestimmungsgrenze von
5,0 pg/L fiir alle Substanzen im Serum ermittelt. Die Wiederfindung der meisten Analyten (93 %) lag bei
iiber 50 %. Die Validierungskriterien, inklusive Linearitit, Matrixeffekt sowie Genauigkeit und
Prézision, wurden von 62 Analyten vollstindig erfiillt. Die 21 ,,weiteren* NPS Stimulanzien, welche nur
qualitativ mit der Methode erfasst werden, wurden hinsichtlich Selektivitidt und Nachweisgrenze nach
den Richtlinien der GTFCh validiert. Hier wurden Nachweisgrenzen im Bereich zwischen 0,4 und
1,6 pg/L bestimmt. Im Vergleich mit verdffentlichten Fallberichten erscheinen die ermittelten
Nachweisgrenzen der meisten NPS Stimulanzien im Serum als angemessen. Fiir Substanzen der Gruppe
2C-X-NBOMe (Untergruppe der Phenethylamine, hier 25B-NBOMe und 25H-NBOMe) wurden in der
Literatur in Fallberichten Konzentrationen im Blut bzw. Serum unterhalb der in der hier beschriebenen
Methode ermittelten Nachweisgrenzen bestimmt [42, 43]. Zukiinftig muss die Methode fiir diese

Analyten optimiert bzw. weiterentwickelt werden, um niedrigere Nachweisgrenzen zu erreichen.

Die fiir Serum entwickelte und validierte Methode zeigte sich auch fiir die Bestimmung von synthetischen
Stimulanzien in Vollblut als geeignet. Dies wurde durch in Vollblut angesetzte Qualititskontrollen, deren
Konzentrationen mittels in Serum angesetzter Kalibration berechnet wurden, {iberpriift. Die entwickelte
Methode wurde anschlieBend erfolgreich auf 28 Proben (20 Seren und 8 Vollblutproben) aus forensischen

Routinefdllen angewandt, bei denen in sieben Proben NPS Stimulanzien nachgewiesen werden konnten.

Es ist zu erwarten, dass auch weitere NPS aus den oben erwihnten Substanzgruppen aufgrund ihrer
dhnlichen chemischen Strukturen mit der SPE-LC-MS/MS-Methode extrahiert und analysiert werden

konnen. Aufgrund der rasanten Entwicklung und des Inverkehrbringens neuer NPS ist es wichtig, neue
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Substanzen stindig nachzupflegen. Es muss allerdings beachtet werden, dass bei Integration neuer
Analyten in eine bereits bestehende LC-MS/MS-Methode ebenfalls die Anzahl an MRM-Ubergiinge
erhoht wird. Dies fiihrt zu einer Reduzierung der Messzeit je MRM-Ubergang (engl. dwell-Time),
welches mit einem Verlust an Empfindlichkeit einhergeht. Aufgrund dessen sollte im Falle der Aufnahme
neuer Substanzen in eine bereits bestehende Methode eine Revalidierung in Betracht gezogen werden.
Um eine Revalidierung zu umgehen, kdnnen die neuen NPS mit einer neuen massenspektrometrischen
Methode (bei gleicher Extraktionsmethode und gleicher chromatographischer Methode) analysiert

werden. Letztere Option wurde fiir die 21 ,,weiteren* Analyten gewahlt.

Im Vergleich zu den zum Publikationszeitpunkt der eigenen Methode bereits veroffentlichten Multi-
Target-Methoden zum Nachweis von NPS Stimulanzien im humanen Serum der Arbeitsgruppen
Wohlfarth et al. [36] und Swortwood et al. [37] bietet die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode
relevante Weiterentwicklungen beziehungsweise Neuerungen. Die voll-automatisierte in-line SPE-LC-
MS/MS Methode besitzt aufgrund der Verschachtelung von Probenaufarbeitung sowie Analyse eine
Gesamtzykluszeit von 11 Minuten. In gerade einmal 150 pL. Probenvolumen koénnen 95 synthetische
Stimulanzien nachgewiesen werden. Die Methode wurde fiir 74 Substanzen nach den Richtlinien der
GTFCh voll-validiert, wobei 62 Analyten alle Kriterien erfiillten und somit quantitativ im Blutserum
bestimmt werden konnen. Fiir alle 95 Analyten wurden Nachweisgrenzen im Bereich von 0,2 und

4,0 ug/L bestimmt.
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1.3 Ubersicht iiber den zweiten Artikel

Das NPS ein ernstes Gesundheitsrisiko bergen, wird durch eine Vielzahl an Kasuistiken, welche in der
Literatur beschrieben werden, verdeutlicht [26]. Laut den Statistiken des Bundeskriminalamtes gab es in
den Jahren von 2012 bis 2017 185 Todesfille in Deutschland, bei denen die Todesursache mit dem
Konsum von NPS in Zusammenhang gebracht wurde [44-50]. Aufgrund der schwierigen analytischen
Erfassbarkeit von NPS und da nicht immer eine forensisch-toxikologische Untersuchung (inklusive NPS)
zur Aufklarung der Todesursache durch die Staatsanwaltschaft angeordnet wird, ist von einer weitaus
groBeren Dunkelziffer auszugehen [51]. Prdvalenz-Studien zum Konsumverhalten von NPS-
Konsumenten bzw. zur Todesursachenermittlung bei moglicher NPS-Intoxikation wurden u. a. in Polen
durch die Arbeitsgruppe Adamowicz et al. [38] und in GroBbritannien durch die Arbeitsgruppe Elliott
und Evans [25] durchgefiihrt. Beide Arbeitsgruppen untersuchten Korperfliissigkeiten bzw. Gewebe von
sowohl lebenden als auch verstorbenen Personen. Adamowicz et al. [38] konnte in den biologischen
Matrices von 98 Lebenden (9,3 %) und 14 Verstorbenen (1,3 %) NPS nachweisen (ngesamt = 1058). Elliott
und Evans [25] wiesen in 203 Fallen NPS nach, wobei die Gesamtanzahl der untersuchten Fille nicht
aufgefiihrt wird. In 7 % der NPS positiven Félle wird vermutet, dass NPS todesursdchlich bzw. am

todesursichlichen Geschehensablauf mitbeteiligt gewesen sind [25].

Um eine Aussage iiber die Relevanz des Konsumverhaltens von Verstorbenen hinsichtlich NPS
Stimulanzien im Grofiraum Koéln tétigen zu konnen, wurden in 268 Fillen Urinproben — und, falls nicht
vorhanden, Nierenhomogenate - von Verstorbenen im Alter von 12 bis 35 Jahren untersucht. Hierfiir
wurde die im ersten Artikel beschriebene Methode fiir die Analyse von 97 synthetischen Stimulanzien
im Urin weiterentwickelt und validiert. Die Untersuchung der Urinproben (bzw. Nierenhomogenate)
erfolgte innerhalb einer erweiterten systematischen toxikologischen Untersuchung (STA), welche von
der Staatsanwaltschaft zur Aufkldrung der Todesursache angeordnet wurde. Bei einem NPS-Nachweis
im Urin wurde zusidtzlich zur routineméfigen Analytik auf andere relevante Substanzen noch die
dazugehdrige Blutprobe untersucht (sofern vorhanden), um auch eine Aussage iiber die Beeinflussung
durch NPS zum Zeitpunkt des Versterbens treffen zu konnen. Eine mogliche postmortale Umverteilung
der Substanzen wurde dabei nicht beriicksichtigt. Ferner ist zu beachten, dass das NPS-Screening
ausschlieflich auf synthetische Stimulanzien beschrankt wurde. Eine Untersuchung auf weitere NPS-
Substanzklassen (z.B. synthetische Cannabinoide, Designer-Benzodiazepine, Designer-Opioide) erfolgte

nur bei einem konkreten Verdacht (z.B. Auffinden einer bestimmten Substanz am Sterbeort).

Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte in 50 der 268 Fille (19 %, 74 % ménnlich) eine Aufnahme
von Stimulanzien bestétigt werden. In 33 dieser Félle (12 %, 76 % ménnlich) wurden konventionelle
Stimulanzien und in 17 Féllen (6 %, 71 % minnlich) NPS Stimulanzien (teils in Kombination mit

konventionellen Stimulanzien) nachgewiesen. Letztere 17 Fille werden innerhalb des zweiten Artikels
9
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ausfiihrlicher dargestellt. Zudem wurden vier dieser Falle bereits in drei weiteren Publikationen detailliert
beschrieben [52-54]. Artikel 3 [52] und 4 [54] dieser Dissertation beschreiben die Untersuchung der
Organverteilung von drei der vier Fille. In acht der 268 Falle konnte Ketamin nachgewiesen werden.
Ketamin ist zwar kein NPS, wird aber hdufig zusammen mit synthetischen Stimulanzien aufgenommen
und wurde deshalb in die Analysenmethode integriert. Da keine Informationen vorlagen, ob Ketamin im
Krankenhaus als Narkosemittel verabreicht wurde und da in diesen Féllen keine NPS-Stimulanzien

nachgewiesen werden konnten, wurde auf eine weitergehende Betrachtung dieser Félle verzichtet.

Innerhalb der untersuchten Jahre wurden im Jahr 2013 die meisten NPS-positiven Fillen detektiert (2011:
1 Fall, 2012: 3 Falle, 2013: 8 Fille, 2014: kein Fall, 2015: 2 Fille, 2016: 1 Fall, Mai 2017: 2 Falle). Bei
allen NPS-positiven Fillen konnten weitere konventionelle Drogen und/oder andere NPS und/oder
Medikamentenwirkstoffe nachgewiesen werden. In der héufigsten Kombination lagen die NPS
Stimulanzien mit konventionellen Stimulanzien (bspw. Amphetamin und MDMA) vor (8 der NPS
Stimulanzien-positiven Félle), gefolgt von Antidepressiva/Neuroleptika (7 Félle), (exklusive Designer-
Benzodiazepine; 6 Fille), Opioiden (6 Fille), Cannabis (4 Fille), Cocain (2 Fille) und Designer-

Benzodiazepinen (1 Fall).

In zwei Fillen waren ausschlieBlich NPS Stimulanzien nachweisbar. In sechs Féllen konnten drei oder
mehr NPS detektiert werden. In fiinf Féllen konnte aufgrund einer anschlielenden Blutuntersuchung
bewiesen werden, dass NPS entweder todesursichlich oder von toxikologischer Relevanz beim
Versterben gewesen sind. In zwei Féllen waren NPS Stimulanzien innerhalb einer Polyintoxikation von
geringerer Bedeutung. In drei Féllen ist aufgrund des Sachverhalts davon auszugehen, dass die Drogen

in suizidaler Absicht aufgenommen wurden.

Para-Methoxymethamphetamin (PMMA) konnte in acht der 17 Félle im Zeitraum von 2011 bis 2013
nachgewiesen werden und ist somit das am héufigsten nachgewiesene NPS innerhalb dieser Studie. In
drei Fillen war zusétzlich die Substanz para-Methoxyamphetamin (PMA) nachzuweisen, wobei es sich
hier um den Metaboliten von PMMA handeln diirfte. Die gehdufte Prisenz von PMMA in diesem
Zeitraum wird auch durch die Arbeitsgruppen Vevelstad et al. [55] und Nicol et al. [56] belegt. Vevelstad
et al. [55] beschricben 12 PMMA-Intoxikationen mit tddlichem Ausgang sowie 22 PMMA-
Intoxiaktionen mit nicht-tddlichem Ausgang, welche sich in dem Zeitraum zwischen Juli 2010 und Januar
2011 in Norwegen ereigneten. Nicol et al. [56] dokumentierten eine Serie von 27 PMMA-Intoxikationen

mit todlichem Ausgang im Zeitraum zwischen Juni 2011 und April 2012 in Kanada.

Wihrend die Arbeitsgruppen Elliott und Evans [25] (Zeitraum der Studie: 2010 bis 2012) sowie
Adamowicz et al. [38] (Zeitraum der Studie: 2012 bis 2013) in den Landern Grof3britannien bzw. Polen

eine von Jahr zu Jahr stetig steigende Anzahl an NPS beobachteten, wurde in der vorliegenden Studie ab

10
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2013 eine riickldufige Anzahl an positiven Féllen beobachtet. Neben den regionalen Unterschieden muss
allerdings beriicksichtigt werden, dass die zitierten Arbeitsgruppen Proben (hauptséchlich Blut und Urin)
sowohl von Lebenden als auch von Verstorbenen untersucht haben. Des Weiteren waren die methodisch
erfassten NPS nicht génzlich deckungsgleich. Die von der Arbeitsgruppe Adamowicz et al. [38]
entwickelte Methode erfasst(e) 143 NPS (inklusive syntetischer Cannabinoide); die von der
Arbeitsgruppe Elliott and Evans [25] enwicklete Methode erfasst(e) mindestens 26 NPS (eine genaue
Anzahl wird nicht genannt; inklusive synthetischer Cannabinoide). Wie bereits in den Studien von Elliott
und Evans [25] sowie Adamowicz et al. [38] beschrieben, belegt auch diese im Rahmen der Dissertation
durchgefiihrte Studie, dass NPS-Konsumenten haufig noch weitere Substanzen (anderen Rauschdrogen,

Sedativa und Psychopharmaka) aufnehmen.

Im Rahmen der hiesigen Studie gilt es zu beachten, dass gegebenenfalls etwaige neuartige, nicht in der
Methode integrierte, NPS nicht detektiert worden sein konnen. Eine mogliche Aufnahme dieser

Substanzen wire somit iibersehen worden.

11
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1.4 Ubersicht iiber den dritten Artikel

Da keine klinischen Studien zu NPS durchgefiihrt werden, sind folgende Daten fiir eine
Risikoabschitzung von hoher Relevanz: Fallberichte/-serien, die auf analytisch bestitigter Verwendung
beruhen; freiwillige Humanstudien, in denen mogliche akute toxikologische Wirkungen bewertet werden;
Informationen von Giftinformationszentren; Benutzerberichte aus Internet-Diskussionsforen [57]. Fiir
viele NPS ist die Datenlage zu Fallberichten/-serien allerdings sehr sparlich [57]. Eine mogliche Ursache
hierfir konnte sein, dass in vielen forensischen Laboratorien gegebenenfalls keine addquaten

Nachweismethoden fiir NPS vorhanden sind.

Im ersten Teil des dritten Projekts wurde die Organverteilung von drei verschiedenen NPS Stimulanzien
bei zwei Verstorbenen untersucht. Dabei handelt es sich um die Substanzen Methylendioxypyrovaleron
(MDPV), 4-Methylethcathinon (4-MEC) und Methoxetamin (MXE). Bei einem Verstorbenen wurde
zudem die Organverteilung des NPS Stimulanz o-Pyrrolidinopentiophenon (a-PVP) analysiert. Die
ermittelten Daten sollen zukiinftig die Interpretation von &hnlich gelagerten Intoxikationsfillen

unterstiitzen.

Die Substanzen MDPV, 4-MEC, MXE und a-PVP wurden innerhalb eines mutmaflichen Doppelsuizides
von einem Parchen (A: ménnlich, 27 Jahre alt; B: ménnlich 28 Jahre alt) aufgenommen. Beide
Verstorbene wurden in einem stark faulnisverdnderten Zustand in ihrer Wohnung aufgefunden. Folgende
Matrices wurden innerhalb der Organverteilung untersucht: Femoralblut (nur vom Verstorbenen A),
Herzblut (nur vom Verstorbenen B), Urin (nur vom Verstorbenen B), Herzbeutelfliissigkeit,
Gallenfliissigkeit, Mageninhalt, Gehirn, Leber, Lunge, Niere und Muskel (Psoas). Eine mogliche
postmortale Umverteilung konnte nicht beurteilt werden, da von dem Verstorbenen A nur
Femoralvenenblut (P) und von dem Verstorbenen B nur Herzblut (C) vorhanden und somit eine
Berechnung des Verhiltnisses der Substanzkonzentrationen im Herzblut und Femoralblut (C/P-Wert)

nicht mdglich war.

Im Zusammenhang mit der Bestimmung der Organverteilung wurden in einem zweiten Teil dieses
Projektes zwei verschiedene Extraktionsverfahren — ndmlich eine QUEChERS-Methode und eine SPE-
Methode - miteinander verglichen. Bei der QUEChERS-Methode handelt sich um eine Methode, welche
erstmals im Jahr 2003 urspriinglich im Zusammenhang mit der Extraktion von Pflanzenschutzmitteln aus
pflanzlichen Lebensmitteln verdffentlicht wurde [35]. In den letzten 11 Jahren hat diese Methode
allerdings auch vereinzelt Anwendung in der forensischen Toxikologie gefunden [58-61]. Aufgrund
postmortaler Verdnderungen unterscheiden sich Proben (Korpergewebe und Korperfliissigkeiten) von
Verstorbenen sehr stark von Proben Lebender und stellen eine Herausforderung in der forensischen

Analytik dar. QuEChERS-Methoden, die auch bei komplexen Lebensmitteln (z. B. fettreiche
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Nahrungsmittel [62-64]) zur Anwendung kommen, kénnten eine Alternative zu klassischen SPE- oder
fliissig/fliissig-Extraktionsverfahren bieten. Um eine Aussage iiber die Effizienz und Effektivitdt der
QuEChERS-Methode in der forensischen Toxikologie treffen zu kdnnen, wurde diese mit einer ITSP-
SPE-Methode hinsichtlich Genauigkeit (Vollblut; n =3, 4-MEC = 100 pg/L, MXE =100 pg/L, MPDV
=100 pg/L, a-PVP =20 pg/L), Wiederfindung und Matrixeffekte (Vollblut, Leber, Niere und Gehirn;
n=2; 4-MEC =100 pg/L, MXE = 100 pg/L, MPDV =100 pg/L, a-PVP =20 pg/L),
Losungsmittelverbrauch, Zeitaufwand sowie Anzahl der manuell durchgefiihrten Arbeitsschritte
verglichen. Die Extraktion mittels der QuEChERS-Methode erfolgte mit leichten Modifikationen nach
dem Protokoll von Hasegawa et al. [58]. Die Extraktion der NPS mittels ITSP-SPE wurde bereits im
ersten Teil dieser Arbeit vorgestellt [65]. Die Organgewebe wurden vor der ITSP-SPE-Extraktion mit
Phosphatpufter (0,1 M) zerkleinert und homogenisiert. Fiir die Konzentrationsbestimmungen der NPS
innerhalb der Organverteilung wurde bei beiden Extraktionsmethoden das Standardadditionsverfahren
gewihlt, um den Einfluss von Matrixeffekten gering zu halten. Da die Zusammensetzung von Proben von
Verstorbenen aufgrund von Zersetzungsprozessen von Fall zu Fall erheblich variieren kann, sind
Validierungsstudien in der ,,post-mortem Analytik® nicht zweckdienlich [66]. Aufgrund dessen ist die
Standardaddition, bei welcher die Kalibrierung und Quantifizierung in der Probenmatrix des jeweiligen
Falls durchgefiihrt wird, der ,,goldene Standard* bei den chemisch-toxikologischen Untersuchungen von

Organgeweben und Korperfliissigkeiten Verstorbener.

Die Substanzen 4-MEC, MDPV und MXE konnten in allen gesammelten Geweben und
Korperfliissigkeiten des Verstorbenen A nachgewiesen werden. Zudem war o-PVP in einigen
Korperfliissigkeiten und Geweben nachweisbar. Der Verstorbene A wies folgende Femoralblut-
Konzentrationen auf: 97 ug/L 4-MEC, 396 pg/L MDPV, 295 png/lL MXE und 4 pg/L a-PVP mittels
QuEChERS; 118 ng/L 4-MEC, 342 ng/L MDPV, 385 pg/L MXE und 4 pg/L a-PVP mittels ITSP-SPE.
Bei der Organverteilung zeigte sich bei dem Verstorbenen A, dass fiir MDPV die Konzentrationen in den
Korpergeweben hoher als in den Korperfliissigkeiten (Femoralblut und Herzbeutelfliissigkeit) gewesen
sind. Fiir 4-MEC wurden die niedrigsten Konzentrationen in den Koérpergeweben Leber und Niere
nachgewiesen. Es muss beriicksichtigt werden, dass 4-MEC eine instabile Substanz ist [67] und aufgrund
von Reaktions- und Zerfallsprozessen die Moglichkeit besteht, dass zum Sterbezeitpunkt in allen
Matrices hohere Konzentrationen vorlagen. Fiir MXE wurden in der Herzbeutelfliissigkeit sowie in den
Korpergeweben dhnliche Konzentrationen festgestellt; im Femoralblut wurde die niedrigste MXE-
Konzentration nachgewiesen. Im Vergleich zu Literaturdaten (beziiglich Intoxikationen) sind die
ermittelten Konzentrationen von 4-MEC, MDPV und MXE im Femoralblut als hoch zu bewerten,

weshalb bei eingeschrinkter Beurteilbarkeit wegen starker Féaulnisverdnderung und einer fehlenden
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konkurrierenden Todesursache am ehesten davon auszugehen ist, dass die Person A an einer

Polyintoxikation mit NPS verstarb.

Bei dem Verstorbenen B konnten ebenfalls in allen Matrices 4-MEC, MDPV und MXE nachgewiesen
werden (mit Ausnahme von MDPV in Herzblut extrahiert mit ITSP-SPE). a-PVP war in keiner der
untersuchten Matrices nachweisbar. Bei dem Verstorbenen B ergaben sich folgende
Herzblutkonzentrationen: 8 pug/L 4-MEC, 3 ng/LL MDPV und 2 pg/L MXE mittels QuEChERS; 8 ug/L
4-MEC und 1 pg/L MXE mittels ITSP-SPE. Bei dem Verstorbenen B zeigten sich keine
Blutkonzentrationen der NPS, die geeignet wiren, zweifelsfrei den Tod erkldren zu kénnen. Da in der
Néhe des Verstorbenen B allerdings leere Insulin-Pens aufgefunden wurden, besteht der Verdacht, dass
dieser sich mit Insulin suizidiert hat, zumal auch hier bei eingeschrinkter Beurteilbarkeit infolge von
Faulnis sich keine anderweitige Todesursache abgrenzen lieB. Eine Aufnahme von Insulin lie8 sich
allerdings durch Analysen der Deutschen Sporthochschule Kdln weder im Blut noch im Urin des
Verstorbenen nachweisen. Ein fehlender Nachweis kann aber auch auf die fortgeschrittenen

Leichenverénderungen zuriickzufiihren sein.

Grundsétzlich sind beide Extraktionsmethoden fiir die Extraktion von NPS Stimulanzien aus
Korpergeweben und -fliissigkeiten geeignet. Beide Methoden zeigten bei der Aufarbeitung von dotiertem
Blut eine ausreichende Genauigkeit mit einer geringen Abweichung zum Sollwert (innerhalb + 15 %).
Relevante Vorteile der QuEChERS-Methode zeigten sich in den hoéheren Wiederfindungsraten
(QuEChERS: > 55 %; ITSP-SPE: > 28 %) und den niedrigeren Matrixeffekten (QuEChERS: innerhalb
Akzeptanzbereich (£25%), ITSP-SPE: teils aullerhalb des Akzeptanzbereichs). Ein wesentlicher
Nachtteil der QUEChERS-Methode besteht in den hohen Verdiinnungsfaktoren (Verdiinnungsfaktor
Korperfliissigkeiten 1 zu 22), wodurch die Problematik gegeben ist, dass sehr niedrige Konzentrationen
trotz suffizienter Wiederfindung moglicherweise nicht mehr nachgewiesen werden kénnen. Bei der
QuEChERS-Methode fallt zudem ein hoher Losungsmittelverbrauch an, da die Gewebeproben gemal
dem verwendeten (und teilweise optimierten) Standardprotokoll mit 9 mL Acetonitril homogenisiert
werden [58]. Die einzelnen Arbeitsschritte sind bei der QUEChERS-Methode relativ einfach gehalten, da
sie nur aus pipettieren, mischen auf einem Vortex-Gerat und zentrifugieren bestehen, allerdings ist die
Methode, bedingt durch die manuell durchzufiihrenden Schritte, zeitaufwéandiger (ungefdhre Dauer fiir
eine Probe: 15 min) und anféllig fiir menschliche Fehler. Ein wesentlicher Vorteil der ITSP-SPE ist die
Automatisierbarkeit der Extraktionsmethode und die damit verbundene Zeitersparnis beim Laborpersonal
sowie die Vermeidung von menschlichen Fehlern innerhalb der Arbeitsabldufe. Einzig das Pipettieren
und Mischen von Probe, internem Standard (und ggf. Standardadditionslosung) und Puffer in einem
kleinen Gefal3 (sogenanntes Vial) muss hdndisch durchgefiihrt werden (ungefdhre Dauer fiir eine Probe:

1 min). Die anschlieBende automatische Extraktion dauert acht Minuten. Ein weiterer Vorteil ist der sehr
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geringe Losungsmittelverbrauch, der pro Arbeitsschritt nur 100 pL Losungsmittel betrdgt, und die
Methode somit umweltfreundlich macht. Ein relevanter Nachteil der ITSP-SPE ist der sehr diinne
Durchmesser der Spritzennadel (¢ 1,46 mm), welche fiir die Aufarbeitung von Korperfliissigkeiten
standardmiBig eingesetzt wird, wodurch es aber zu Verstopfungen bei der Aufarbeitung viskoser
Fliissigkeiten (bspw. Galle, Mageninhalt) kommen kann. Alles in allem ist die QuEChERS-Methode in
der forensischen Toxikologie eine attraktive Alternative zur Extraktion von Organgeweben oder von
Proben, die aufgrund starker Zersetzung (aufgrund des Faulniszustandes) zu stark matix-belasteten

Extrakten bei der Anwendung klassischer Verfahren fiihren.
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1.5 Ubersicht iiber den vierten Artikel

Haufig spiegelt die ermittelte postmortale Konzentration eines Wirkstoffes nicht die Konzentration zum
Zeitpunkt des Todes wider, da innerhalb der Zeitspanne zwischen Todeseintritt bis zur Probenahme
bereits postmortale Umverteilungsprozesse (engl. post-mortem redistribution (PMR)) sowie chemische
Verdnderungen des Wirkstoffes stattgefunden haben kdnnen. Ein wichtiger Faktor zur Beurteilung der
postmortalen Umverteilung ist das Konzentrations-Verhéltnis zwischen Herz- und Femoralblut (C/P-
Wert) [68]. Es wird angenommen, dass bei Lebenden die Konzentration von Substanzen im Blut an allen
zentralen und peripheren Stellen gleich ist [69]. Wenn der C/P-Wert von dieser Einheitlichkeit abweicht,
ergibt sich der Hinweis, dass postmortale Verdnderungen stattgefunden haben. Aufgrund anatomischer
Gegebenheiten unterliegt das Herzblut eher postmortalen Konzentrationsverdnderungen als Femoralblut,
da es von den (fiir viele Substanzen) typischen Wirkstoffdepots, wie Gastrointestinaltrakt, Lungen, Leber
und Myokard, umgeben ist [70]. Wirkstoffkonzentrationen im Femoralblut, welches aus der
Oberschenkelvene gewonnen wird, unterliegen dahingegen aufgrund der rdumlichen Distanz zu den
konzentrationsreichen Organen und Geweben weniger der postmortalen Umverteilung. Daher wird fiir
die Beurteilung der Wirkstoffkonzentration zum Sterbezeitpunkt bevorzugt Femoralblut eingesetzt. Es
sei allerdings darauf hingewiesen, dass bei Vorliegen hoher Konzentrationen der Wirkstoffe bzw. deren
Metaboliten in einer (vornehmlich prall-gefiillten) Harnblase die Substanzen in die umliegenden
BlutgefaBe diffundieren und somit die Konzentrationen im Femoralblut erhohen kdnnen [71]. Wenn bei
der toxikologischen Analyse aufgrund mangelnder Verfiigbarkeit von Femoralblut auf Herzblut
zurlickgegriffen werden muss - bspw. beim Versterben von Kleinkindern oder bei starker
Korperzerstorung —ist es umso wichtiger, dass die ermittelten Herzblutkonzentrationen kritisch betrachtet

und mogliche postmortale Umverteilungsprozesse beriicksichtigt werden.

Im vorliegenden Fall wurde ein 27-Jahre alt gewordenen Mann im stark faulnisverdnderten Zustand in
kopfiiber-kniender Position in seinem WG-Zimmer aufgefunden. Letztmalig wurde er sechs Tage zuvor
lebend gesehen. In seinem Zimmer wurden diverse Plastiktiitchen mit den Kennzeichnungen
“Diclazepam 2mg”, “Pyrazolam”, “3F-Phenmetrazine”, “1-(2-fluorophenyl)propan-2-amine” und
“Aristo Pharma Emesan Diphenhydraminhydrochlorid” sichergestellt. Ein weiteres Plastiktiitchen wies
keine Kennzeichnung auf. In den Tiitchen konnte jeweils die deklarierte Substanz nachgewiesen werden;
das nicht gekennzeichnete Tiitchen enthielt ebenfalls 3-Fluorophenmetrazin (wie “3F-Phenmetrazine”).
Die Analyse von Femoralblut und Urin erwies, dass die Person vor ihrem Versterben Diclazepam,
Pyrazolam, 3-Fluorophenmetrazin (3-FPM), 2-Fluoramphetamin (2-FA), 2-Fluormetamphetamin
(2-FMA), Amphetamin, Methiopropamin und Diphenhydramin aufgenommen hat. Weiterhin konnten die

aktiven Metaboliten von Diclazepam, ndmlich Delorazepam, Lormetazepam und Lorazepam im
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Femoralblut und im Urin nachgewiesen werden. Da die Datenlage zu Intoxikationsfillen fiir die
Substanzen 3-FPM, Pyrazolam und Diclazepam nur spérlich ist, wurde innerhalb des vierten Projektes
dieser Arbeit die Organverteilung (Matrices: Femoralblut, Herzblut, Herzbeutelfliissigkeit,
Zerebrospinalfliissigkeit, Urin, Gallenfliissigkeit, Gehirn, Leber, Lunge, Niere, Muskel (Psoas) und
Mageninhalt) sowie die postmortale Umverteilung ebendieser Substanzen inklusiver der Metaboliten von

Diclazepam untersucht.

Diclazepam, Delorazepam, Pyrazolam und 3-FPM konnten in allen untersuchten Matrices nachgewiesen
werden; Lormetazepam und Lorazepam waren lediglich nicht im Mageninhalt nachweisbar. Dass
Delorazepam in einer relativ hohen Konzentration im Mageninhalt (ca. 210 pg/L) nachweisbar war, ist
vermutlich auf eine erhdhte Permeabilitidt der Magenwand sowie auf die passive Diffusion des — im
Gegensatz zu Lormetazepam und Lorazepam - generell in allen untersuchten Geweben und
Korperfliissigkeiten in  wesentlich hoheren Konzentrationen vorliegenden Delorazepams
zurlickzufiihren. Im Vergleich zu den Korperfliissigkeiten Femoralblut, Herzblut, Herzbeutelfliissigkeit
und Zerebrospinalfliissigkeit konnten in den Organen Leber, Lunge und Niere sowie im Mageninhalt
(400 mL viskose Fliissigkeit, pH 4,0) hohere Konzentrationen an Diclazepam, Pyrazolam und 3-FPM
nachgewiesen werden. Die genannten Organe bzw. der Gastrointestinaltrakt fungieren héufig als
bevorzugte Wirkstoffdepots fiir Xenobiotika im menschlichen Organismus [72]. Dahingegen konnten nur
niedrige Konzentrationen im Femoral- und im Herzblut nachgewiesen werden. Aufgrund der gering
geflillten Harnblase (50 mL) ist im vorliegenden Fall nicht davon auszugehen, dass die nachgewiesenen
Wirkstoffe bzw. Metaboliten in relevanten Konzentrationen von der Harnblase in das Femoralblut
diffundiert sind [71].

Es zeigte sich, dass Pyrazolam (C/P = 1), 3-FPM (C/P =0,9) sowie Diclazepam (C/P = 1) und dessen
Metaboliten Lormetazepam (C/P = 0,7) und Lorazepam (C/P = 1) nicht zu einer erhohten postmortalen
Umverteilung neigen, da das C/P-Verhiltnis < 1 betrug. Fiir die Substanzen Lorazepam und 3-FPM wird
dies auch durch weitere Literatur bestétigt, welche fiir Lorazepam C/P-Werte von 0,8 bis 1,76 [73, 74]
und fiir 3-FPM einen C/P-Wert von 1,08 [75] angaben. Fiir die Substanzen Diclazepam, Lormetazepam
und Pyrazolam wurden bis zum Zeitpunkt der Veroffentlichung dieser Publikation keine C/P-Werte in
der Literatur angegeben. Fiir Delorazepam wurde ein C/P-Wert von 2,5 ermittelt, woraus sich
schlussfolgern ldsst, dass Delorazepam zur postmortalen Umverteilung neigt. Dies wird durch die im
Muskel (430 pg/L) und im Mageninhalt (ca. 210 pg/L, absolut 84 pg) ermittelten Konzentrationen
gestiitzt. Limitierend bei den ermittelten C/P-Werten ist, dass die Bestimmung an nur einem Verstorbenen

durchgefiihrt werden konnte.

Die im Femoralblut bestimmten Konzentrationen von Diclazepam (c¢c=1 ug/L), Delorazepam

(¢ =100 pg/L), Lormetazepam (¢ = 6 ug/L), Lorazepam (¢ = 22 pg/L), Pyrazolam (¢ = 28 ug/L), 3-FPM
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(c=10 pg/L), 2-FA (ca. ¢=89 ug/L), 2-FMA (Hinweis), Amphetamin (ca. c¢=21 pg/L) und
Methiopropamin (c = 2.2 ug/L) sind im Vergleich zu Literaturwerten fiir sich genommen als eher niedrig
einzustufen. Als Todesursache wurde — in Verbindung mit den Ergebnissen der Obduktion - eine
positionelle Asphyxie beschrieben, welche dahingehend verursacht wurde, dass sich der Verstorbene
aufgrund der sedierenden Wirkeigenschaften der Benzodiazepine nicht mehr selbststidndig aus seiner

positionellen Lage befreien konnte.
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1.6 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung und Validierung einer in-line SPE-LC-MS/MS-
Methode zum Nachweis von 74 synthetischen Stimulanzien aus Serum- und 76 synthetischen
Stimulanzien aus Urinproben. Dotierte Serum- und Urinproben zeigten bei der Methodenentwicklung bei
den gleichen Extraktionsbedingungen (u. a. SPE-Material, Wasch- und Elutionslésung) die héchsten
Wiederfindungsraten fiir ausgewidhlte Analyten verschiedener Substanzgruppen, weswegen letztendlich
beide Matrices mit der gleichen SPE-Methode extrahiert werden kénnen. Die in-line SPE-LC-MS/MS-
Methode lauft voll automatisiert ab — ausschlieBlich das Pipettieren der Probe sowie einer Pufferlosung
und des internen Standards erfolgt hindisch. Aufgrund des hohen Automatisierungsgrades betrédgt die

Gesamtzykluszeit 11 Minuten.

Es konnten Nachweisgrenzen von bis zu 4 pug/L im Serum und im Urin fiir die meisten Analyten erreicht
werden. Im Vergleich mit in der Literatur verdffentlichten Fallberichten sind diese Nachweisgrenzen fiir
die Analytik von den meisten der hier einbezogenen NPS Stimulanzien ausreichend. Einzig fiir die beiden
Substanzen aus der 2C-X-NBOMe-Gruppe (25B-NBOMe (LOD im Serum: 0,4 pg/L) und 25H-NBOMe
(LOD im Serum: 0,4 ug/L) [65]) werden in der Literatur Serum- bzw. Blut-Konzentrationen unterhalb
der - fiir die entwickelte Methode - bestimmten Nachweisgrenzen (bis Faktor 4 niedriger) angegeben [42,
43]. Zukiinftig sind hier weitere Optimierungsschritte notwendig, um fiir diese Substanzen niedriger

Nachweisgrenzen zu erhalten.

Die entwickelte Methode zeichnet sich durch eine zusétzliche Attraktivitét fiir die Routineanalytik aus,
da sie neben NPS auch die herkommlichen Stimulanzien (Amphetamin, Methamphetamin, MDMA,
MDA, MDEA) erfasst. Die herkommlichen Stimulanzien besitzen laut EMCCDA immer noch eine hohe
Lebenszeit- bzw. 12-Monatspriavalenz [5]. Zudem werden NPS Stimulanzien auch haufig in Kombination
mit herkdmmlichen Stimulanzien eingenommen [25, 38]. Dies geht u. a. auch aus der innerhalb dieser
Arbeit durchgefithrten Studie zur Relevanz des Konsumverhaltens von NPS Stimulanzien bei
Verstorbenen im GroBiraum Koln, in welcher bei 48 % der NPS-positiven Féllen auch herkdmmliche

Stimulanzien nachgewiesen werden konnten, hervor [76].

Bei der Methode zum Nachweis von NPS aus Urin muss beriicksichtigt werden, dass ausschlieBlich die
urspriinglichen Muttersubstanzen in die Methode aufgenommen wurden. Metaboliten dieser Substanzen
wurden nicht mit in die Methode integriert. Laut Literatur werden die meisten Substanzen der innerhalb
dieser Arbeit fokussierten Stoffgruppen zwar metabolisiert, sind bei einer relevanten Aufnahme aber
dennoch im Urin nachweisbar (Metabolismus-Studien bzw. Kasuistiken [77-83]). Fiir einige Substanzen
war der Metabolismus zum Zeitpunkt der Methodenentwicklung noch nicht bekannt bzw. es ging aus

Kasuistiken nicht hervor, ob die Muttersubstanz im Urin nachweisbar gewesen wire. Zu diesen
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Substanzen gehdren 3-Fluorotropacocain (3-FBT) und 4-Acetoxy-N-methyl-N-ethyltryptamin (4-AcO-
Met). Neue Erkenntnisse zeigen, dass die Substanz 4-Fluoro-38-Tropacocain komplett und das Epimer
4-Fluoro-3a-Tropacocain nur zu etwa 10 % im menschlichen Plasma hydrolysiert werden [84]. Erste
Experimente - welche im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrt wurden - zeigten, dass das Tryptamin
4-AcO-Met im menschlichen Serum wahrscheinlich ebenfalls nahezu vollstindig verstoffwechselt wird
[65]. Um auch die Aufnahme dieser Substanzen sicher im Urin nachweisen zu konnen, miissen die
Hauptmetaboliten in die analytischen Methoden integriert werden. Gleiches gilt fiir die Hauptmetaboliten
weiterer neuer Substanzen, die (zukiinftig) auf dem Drogenmarkt erhéltlich sind und deren urspriingliche
Muttersubstanzen nicht mehr im Urin nachweisbar sind. Es sind daher Studien zur Aufklarung des

Metabolismus von neuen Substanzen unerlésslich.

Es werden jahrlich neue NPS Stimulanzien auf dem europdischen Drogenmarkt registriert. Es ist
deswegen unabdingbar die Analysenmethoden kontinuierlich zu aktualisieren, soll heilen neue
Substanzen in die Methode einzupflegen. Es ist allerdings zu beachten, dass sich mit steigender Anzahl
der Analyten in einer Methode ebenfalls die Anzahl der MRM-Uberginge erhoht. Dies fiihrt zu einer
Reduzierung der Messzeit je MRM-Ubergang, wodurch es zu einem Verlust an Empfindlichkeit kommt.
Zur Vermeidung dessen, kann die Zykluszeit (engl. cycle time) erhoht werden, was allerdings wiederum
mit einer unerwiinschten Verschlechterung der chromatographischen Daten (Reduzierung der
Datenpunkte pro Peak) einhergeht. Aufgrund dessen sollte im Falle der Aufnahme neuer Substanzen in
eine bereits bestechende massenspektrometrische Methode eine Revalidierung in Betracht gezogen
werden. Um eine Revalidierung zu umgehen, konnen die neuen NPS mit einer neuen
massenspektrometrischen Methode analysiert werden. Diese Option wurde fiir 46 weitere Analyten
gewdhlt, wobei im Jahr 2016 21 und im Jahr 2018 25 weitere Analyten in eine zweite LC-MS/MS-
Methode integriert wurden (bei gleichen Extraktions- und chromatographischen Bedingungen). Somit
werden momentan 120 synthetische Stimulanzien im Serum und 122 synthetische Stimulanzien im Urin
mittels zweier massenspektrometrischer Methoden erfasst. Da — wie bereits erwéhnt - die Integration
neuer Substanzen in eine bestehende Methode mit Verlusten der Empfindlichkeit oder
chroamtographischen Informationen einhergehen kann, ist es fraglich, in wie weit die derzeit
routinemifBig angewandten MRM-Methoden bei einer immer groer werdenden Anzahl an NPS
zukiinftig anwendbar bleiben. Neue Messmethoden, wie beispielsweise die ,,Data Dependent
Acquisition” (DDA), kénnen hier eine Alternative zur klassischen Targetanalytik (z. B. mittels MRM-
Methoden) darstellen. Die DDA ist ein massenspektrometrisches Verfahren, bei der in Abhéngigkeit
eines Messergebnisses zugleich weitere Experimente angeschlossen werden [85]. Beispielsweise konnen
bei dem DDA-Verfahren eine Fullscan (,,Survey“-Scan)-Methode mit einer Product-lon-Scan

(,,Dependent““-Scan)-Methode innerhalb eines chromatographischen Laufs gekoppelt werden [86].
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Die entwickelte und validierte in-line SPE-LC-MS/MS-Methode wurde erfolgreich in der
Routineanalytik im Institut fiir Rechtsmedizin der Uniklinik K&In etabliert. Momentan wird die Methode
bei NPS-Verdachtsfiallen sowie als Screening-Methode bei Leichenasservaten eingesetzt. Weitere
mogliche Einsatzgebiete der Methode wéren innerhalb der Abstinenziibberwachung, wie sie
beispielsweise innerhalb einer Medizinisch-Psychologischen Untersuchung (MPU) gefordert werden
kann, oder bei der Uberwachung von mdglichen DopingverstoBen. Einige Konsumenten sind sich
bewusst, dass NPS bei einem routineméfigen Drogenscreening nicht erfasst werden und greifen aufgrund
dessen bewusst auf NPS zuriick [29, 87]. Hutter et al. [29] haben in einer Studie 495 negativ auf
11-Nor-9-carboxy-A’-Tetrahydrocannabinol (THC-COOH, inaktiver Metabolit von
Tetrahydrocannabinol (THC)) getestete Urinproben aus dem Jahr 2012 sowie 87 Haarproben aus dem
Jahr 2010 aus der Fahreignungsdiagnostik aus verschiedenen Regionen Deutschlands hinsichtlich
synthetischer Cannabinoide untersucht. Dabei waren 231 der Urinproben von Probanden, welchen die
Fahrerlaubnis aufgrund von Auffilligkeiten mit THC entzogen wurde. Die weiteren Urin- und
Haarproben wurden rein zuféllig ausgewdhlt. Ca. 6 % der Urinproben waren positiv auf Metaboliten von
mindestens einem synthetischen Cannabinoid und ca. 11 % der Haarproben waren positiv auf mindestens
ein synthetisches Cannabinoid. Ob die von Hutter et al. [29] beschriebene Substitution eines
Cannabiskonsums durch synthetische Cannabinoide in der Drogenabstinenzkontrolle auch bei der
Substitution eines Konsums von herkommlichen Stimulanzien durch NPS Stimulanzien eine nicht zu

unterschitzende Rolle spielt, muss in weiteren Studien untersucht werden.

Eine innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrte Studie belegt bereits, dass dem Konsum von NPS
Stimulanzien im GroBraum Koln eine relevante Bedeutung zukommt. Innerhalb der Studie wurden
Urinproben (falls nicht vorhanden Nierenhomogenate) von 268 Personen im Alter von 12 bis 35 Jahren,
welche im Zeitraum zwischen Januar 2011 bis Mai 2017 verstarben, untersucht. Es konnte in 17 (6 %)
der untersuchten Fille (n = 268) die Einnahme von NPS Stimulanzien bestétigt werden. In fiinf Fillen
konnte aufgrund einer anschlieBenden Blutuntersuchung bewiesen werden, dass die NPS entweder
todesursdchlich oder von toxikologischer Relevanz beim Versterben gewesen sind. In allen positiven
NPS-Féllen konnte die Aufnahmen mehrere Substanzen mit einer Wirkung auf das zentrale
Nervensystem (weitere NPS und/oder klassische Rauschdrogen und/oder Medikamentenwirkstoffe)
nachgewiesen werden. Auffillig hoch war die Anzahl der positiven Falle fiir die Substanz PMMA.
PMMA wurde in acht Féllen in den Jahren zwischen 2011 und 2013 nachgewiesen. Aus der Literatur
geht hervor, dass in diesem Zeitraum auch in anderen Léndern ein gehéduftes Aufireten von PMMA-
Intoxikationen, teils mit tddlichem Ausgang, beobachtet wurde [55, 56]. In den Jahren nach 2013 wurden
in den Urinproben (bzw. Nierenhomogenat) der Verstorbenen im Grofraum Koln kein PMMA mehr

nachgewiesen.
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Eine Limitation der Studie zur Erfassung des Konsums von NPS Stimulanzien ist, dass aufgrund der
Vielzahl an NPS die Moglichkeit besteht, dass nicht alle auf dem Markt illegal gehandelten NPS
Stimulanzien in die entwickelte Methode integriert gewesen sind. Ursdchlich hierfiir kann auch sein, dass
zum Zeitpunkt der Methodenentwicklung kein Referenzstandard zur Verfiigung stand. Folglich hétte eine
NPS-Aufnahme iibersehen werden konnen. Eine retrospektive Datenauswertung ist mit der entwickelten
Methode nicht moglich. Als Alternative zu den klassischen LC-MS/MS-basierten MRM-Methoden
werden in einigen forensischen Instituten bereits hochauflésende Massenspektrometrie-Systeme
eingesetzt, die genau diesen Vorteil der retrospektiven Datenauswertung bieten. Die hochauflésenden
Massenspektrometer (z. B. Orbitrap, Fouriertransformation-lonenzyklotronresonanz-
Massenspektrometer (FT-ICR-MS), Flugzeitmassenspektrometer) sind allerdings im Vergleich zu
niedrigauflosenden Massenspektrometern (z. B. Triple-Quadrupol) kostenintensiver und weisen bei der
zielgerichteten Analyse eine weniger gute Empfindlichkeit auf, weswegen die Verwendung insbesondere

von Triple-Quadrupol-Massenspektrometern die géngige Praxis in forensischen Laboren darstellt.

Innerhalb dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Extraktionsmethoden, namentlich die im ersten Teil
dieser Arbeit vorgestellte Festphasenextraktion flir Serum sowie eine QuEChERS-Methode hinsichtlich
ihrer Effektivitdt und Effizienz miteinander verglichen. Die QUEChERS-Methode wird standardméBig
fiir die Bestimmung von Pflanzenschutzmitteln in pflanzlichen Lebensmitteln eingesetzt. Beide
Methoden zeigten sich als geeignet fiir die Extraktion von NPS in geringen Konzentrationen aus
Korperfliissigkeiten und Organgeweben. Aufgrund der leichten Durchfiihrbarkeit der QuEChERS-
Methode - sowie die im Vergleich zur Festphasenextraktion - sehr guten Ergebnisse hinsichtlich
Wiederfindung und Matrixeffekten, ist die QUEChERS-Methode eine gute Alternative zu den bereits in

der forensischen Toxikologie routineméafBig eingesetzten Extraktionsverfahren.

Ferner wurde die Organverteilung von den NPS Stimulanzien 4-MEC, MDPV, MXE, a-PVP und 3-FPM
sowie von den Designerbenzodiazepinen Pyrazolam und Diclazepam (inklusive der Metaboliten
Delorazepam, Lormetazepam und Lorazepam) untersucht. Von 3-FPM, Pyrazolam und Diclazepam
(inklusive Metaboliten) wurden weiterhin die C/P-Werte bestimmt, um Hinweise iiber eine mogliche
postmortale Umverteilung zu erhalten. Da zu diesen Substanzen bis dato nur wenig Literatur zu
Intoxikationen vorliegt, konnen die erhaltenen Erkenntnisse iiber die Organverteilung sowie die

postmortale Umverteilung fiir die Beurteilung todlicher Vergiftungen von erheblichem Wert sein.
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Trotz der seit 2015 sinkenden Anzahl an Neuregistrierungen von NPS bleibt die Verfiigbarkeit der
Substanzen weiterhin hoch. Im Jahr 2017 wurden circa 64000 Sicherstellungen iiber das EU-
Friihwarnsystem gemeldet, wobei die Stoffgruppen der synthetischen Cathinone und der synthetischen
Cannabinoide den grofiten Anteil ausmachten [5]. In vielen europdischen Lindern wurden die
vorhandenen ,,Drogengesetzgebungen ausgeweitet oder angepasst sowie spezifische neue
Rechtvorschriften konzipiert, um neuen psychoaktiven Substanzen entgegenzuwirken [88]. Dennoch
werden NPS im Internet auf (frei zugidnglichen) Webseiten zum Verkauf angeboten (Stand Januar 2020).
Es stellt sich in Hinblick auf die (mdglicherweise) hohe Eignung zur Beeintrachtigung der Fahrsicherheit
und Steuerungsfahigkeit die Frage, ob Ermittlungsbehdrden die Analysen von NPS stirker in den Fokus
riicken sollten. Eine Analyse auf NPS erfolgt oftmals nur, wenn konkrete Hinweise beziiglich deren
Konsums vorliegen. Aufgrund der teilweise hohen Gefdhrlichkeit von NPS kénnen diese Substanzen
einen — im Vergleich zu ihren herkdmmlichen Pendants - nicht minder schweren Einfluss auf

Fahrsicherheit bzw. Steuerungsfahigkeit ausiiben.
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2. Abschliefende Zusammenfassung

Das EU-Frithwarnsystem der Europdischen Beobachtungsstelle fiir Drogen und Drogensucht
(EMCDDA) hatte bis Ende 2018 mehr als 730 neue psychoaktive Substanzen (NPS) registriert. Mit
vermehrtem Aufkommen der NPS im Jahr 2005 wurden die forensische Toxikologie sowie die klinische
Chemie aufgrund des uniibersichtlichen und schnelllebigen Drogenmarktes vor grofle Herausforderungen
hinsichtlich der analytischen Nachweisbarkeit und der Interpretation der Analysenbefunde gestellt. Um
mogliche NPS-Intoxikationen sowie einen Substanzmissbrauch im Rahmen von Abstinenz- und
Dopingkontrollen aufzudecken oder den Grad der Beeinflussung zu einem bestimmten Vorfallszeitpunkt
bzw. dem Zeitpunkt des Versterbens beurteilen zu konnen, werden robuste und sensitive
Analysenmethoden zum qualitativen und quantitativen Nachweis von NPS in biologischen Matrices

benotigt.

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit beschreibt die Entwicklung einer voll automatisierten in-line
Festphasenextraktion-Fliissigchromatographie-Tandem-Massenpektrometrie-Methode (in-line SPE-LC-
MS/MS) zur Bestimmung von 95 synthetischen Stimulanzien im Blutserum. Diese Methode wurde nach
forensisch-toxikologischen Richtlinien validiert und auf ihre Anwendbarkeit bei Realproben mit
Verdacht auf eine entsprechende Substanzbeeinflussung getestet. In sieben von 28 Verdachtsfillen
konnten NPS nachgewiesen werden. Die Methode wurde erfolgreich am Institut fiir Rechtsmedizin der
medizinischen Fakultdt der Universitit zu Koln in die Routineanalytik etabliert und wird durch die

Aufnahme neuer Analyten kontinuierlich aktualisiert.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Pravalenz von NPS-Stimulanzien und ihrer Relevanz
als Todesursache bei Verstorbenen im Grofiraum Kdln. Zu diesem Zweck wurde die im ersten Teil dieser
Arbeit beschriebene Methode flir die Anwendung im Urin optimiert und ebenfalls nach den forensisch-
toxikologischen Richtlinien validiert. Im Rahmen der gerichtlich beauftragten Todesursachenfeststellung
wurden im Zeitraum von Januar 2011 bis Mai 2017 die Urinproben (bzw. bei Nichtvorhandensein
Nierenhomogenate) von 268 jungen Verstorbenen (< 35 Jahre) im Hinblick auf eine Aufnahme von
Stimulanzien, insbesondere NPS, systematisch untersucht. Insgesamt 17 Félle (6%) wurden positiv auf
NPS getestet. Eine anschlieBende Untersuchung der Blutproben (falls vorhanden) der Verstorbenen mit
positivem NPS-Befund im Urin ergab, dass NPS in fiinf Fallen todesursdchlich oder von toxikologischer
Relevanz beim Versterben gewesen sind. In zwei weiteren Fillen wurden NPS innerhalb einer
Polyintoxikation nachgewiesen, wobei die bestimmten Konzentrationen allerdings auf eine

untergeordnete Bedeutung fiir den todesursédchlichen Geschehensablauf hinwiesen.
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Der dritte Teil beschreibt die Untersuchung der Organverteilung, welche bei zwei Verstorbenen, die die
Stimulanzien Methylendioxypyrovaleron (MDPV), a-Pyrrolidinopentiophenon (a-PVP), Methoxetamin
(MXE) und 4-Methylethcathinon (4-MEC) eingenommen hatten, durchgefiihrt wurde. In diesem
Zusammenhang wurden zwei verschiedene Extraktionsmethoden — namentlich eine QuEChERS-
Methode (Akronym fiir Quick, Easy, Cheap, Efficient, Rugged, Safe (schnell, einfach, giinstig, effizient,
robust, sicher)) und eine automatisierte Festphasenextraktion (SPE) - hinsichtlich Geschwindigkeit der
Analyse, Benutzerfreundlichkeit, Effizienz und Sicherheit miteinander verglichen. Beide Techniken
zeigten sich flir die Extraktion von NPS in geringen Konzentrationen aus Korperfliissigkeiten und
Organgeweben als geeignet. Die SPE-Methode ist umweltfreundlicher (geringer Verbrauch an
Losungsmitteln) und zeigte Vorteile hinsichtlich Geschwindigkeit und Automatisierbarkeit. Die LC-
MS/MS-Untersuchungen zeigten fiir die Analyten MDPV, a-PVP, MXE und 4-MEC, welche mittels
QuEChERS aufgearbeitet wurden, nur geringe Matrixeffekte und hinreichende Wiederfindungsraten
(>50 %). Die Ergebnisse legen nahe, dass der QUEChERS-Ansatz eine gute Alternative fiir die Extraktion
von Substanzen aus Geweben in der forensischen Toxikologie darstellen kdnnte. Insbesondere aufgrund
der limitierten Datenlage zu Intoxikationsfallen mit den Substanzen MDPV, MXE, 4-MEC und a-PVP
konnen die ermittelten Untersuchungsergebnisse zur Organverteilung zukiinftig hinsichtlich der

Bewertung von Intoxikationen mit ebendiesen Substanzen von groflem Wert sein.

Im vierten und letzten Teil der Arbeit wurden die Organverteilung sowie die postmortale Umverteilung
(einschlieBlich der Bestimmung des Verteilungsverhiltnisses (C/P-Ratio) von Herz- (C) zu Femoralblut
(P)) des synthetischen Stimulans 3-FPM sowie der Designer-Benzodiazepine Pyrazolam und
Diclazepam, inklusive dessen Metaboliten, bei einem Verstorbenen untersucht. Da zu diesen Substanzen
nur wenige Kenntnisse {iber post-mortem Konzentrationen sowie zur postmortalen Umverteilung
vorliegen, konnen die generierten Daten eine niitzliche Grundlage fiir die zukiinftige Beurteilung dhnlich

gelagerter Intoxikationen darstellen.
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3. Abstract

As of the end of 2018 the EU Early Warning System of the Furopean Monitoring Centre for Drugs and
Drug Addiction (EMCDDA) was monitoring more than 730 new psychoactive substances (NPS). From
2005 onwards, with the increasing emergence of NPS and the accompanying diversity and swift
development drug market, forensic toxicology and clinical chemistry faced major challenges with regard
to the analytical detectability and interpretation of analysis results. Robust and sensitive analytical
methods for the qualitative and quantitative determination of NPS in biological matrices were therefore
needed in order to reveal NPS intoxication and substance abuse in abstinence and doping checks, or to

evaluate the degree of influence at a specific time of incident or time of death.

The first part of this work describes the development of a fully automated in-line solid-phase extraction-
liquid chromatography-tandem mass spectrometry (in-line SPE-LC-MS/MS) method for the
determination of 95 synthetic stimulants in serum. This method was validated according to forensic-
toxicological guidelines and was tested by application to samples where there was suspicion of drug
influence. Seven out of the 28 samples were determined positive for NPS consumption. The method was
successfully incorporated into routine analytical procedures at the Institute of Legal Medicine, Faculty of

Medicine, at the University of Cologne, and is continuously updated by inclusion of new analytes.

The second part of this work centres on the prevalence of NPS stimulant use, and its relevance as cause
of death amongst individuals in the greater Cologne area. For that purpose, the method described in the
first part of this work was optimized and validated according to the forensic-toxicological guidelines for
application in urine. On behalf of public prosecutors, in the period between January 2011 and May 2017,
urine-specimens (or, in cases where urine was not available, kidney tissue) from 268 young (< 35 years)
deceased individuals were systematically investigated with regards to stimulants, especially NPS. A total
of 17 cases (6%) were tested positive for NPS. A subsequent investigation of blood samples (if available)
of the deceased with positive NPS urine results showed that, NPS could be assigned as the leading cause
of death, or of toxicological relevance, in the cause of death in five cases. In two cases, NPS was judged

to be a component of a multidrug poisoning, but of minor relevance.

The third part of the work describes an organ-distribution investigation, which was carried out on two
deceased who consumed methylenedioxypyrovalerone (MDPV), a-pyrrolidinopentiophenone (a-PVP),
methoxetamine (MXE) and 4-methylethcathinone (4-MEC). In this context, two different extraction
methods were compared with each other — a QuUEChERS (acronym for quick, easy, cheap, effective,
rugged and safe) approach and an automated solid phase extraction — comparisons focused on the
“swiftness” (speed of analysis), easiness (ease of use), efficacy and safety. Both techniques were suitable

for the extraction of NPS at low concentrations in body fluids and tissues. The SPE method was more
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environmentally friendly (low consumption of solvents) with advantages such as rapidity and automation.
Almost no matrix effects and sufficient recoveries (>50%) were observed on the analytes of interest
(MDPV, a-PVP, MXE and 4-MEC) when analyzed by LC-MS/MS with the QUEChERS method. The
results suggest that the QuEChERS approach could be an attractive alternative method for organ
preparations in forensic casework. Especially due to the limited data, the insights gained into the post-
mortem distribution of MDPV, MXE, 4-MEC and a-PVP will be of considerable value for the future

assessment of fatal intoxications involving the aforementioned substances.

The fourth and last part of this work centres on the investigation surrounding a fatality of a young man,
particularly the organ distribution and post-mortem redistribution (including determination of the heart
blood/peripheral blood) ratio of the designer stimulant 3-fluorophenmetrazine (3-FPM) and the
benzodiazepines pyrazolam as well as diclazepam and it’s metabolites delorazepam, lorazepam, and
lormetazepam. As knowledge of post-mortem concentrations and redistribution effects of NPS is limited,

the results will be beneficial in expanding the current knowledge of these NPS.
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4. Anhang

4.1 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1: Anzahl und Kategorien der dem EU-Frithwarnsystem erstmals gemeldeten neuen

psychoaktiven Substanzen, 2005-2018 [5].
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4.2 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ng Mikrogramm

uL Mikroliter

ACN Acetonitril

AMG Arzneimittelgesetz

BtMG Betidubungsmittelgesetz

bzw. beziehungsweise

C18 Silica-basierte Octadecylphase

CE Kollisionsenergie

DAD Diodenarraydetektor

DMSO Dimethylsulfoxid

EMCDDA Europdische Beobachtungsstelle fiir Drogen und Drogensucht (European
Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction)

ESI Elektrospray-lonisierung

et al. und andere

etc. et cetera

FID Flammenionisationsdetektor

FV Fragmentorspannung

g Gramm

GC Gaschromatographie

GABA y-Aminobuttersdure

GC-MS Gaschromatographie-Massenspektrometrie

gef. gegebenfalls

GTFCh Gesellschaft fiir Toxikologie und Forensische Chemie

h Stunde

HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

HRMS Hochauflésende Massenspektrometrie

inkl. inklusive

ISTD Interner Standard

ITSP Instrument Top Sample Preparation

IUPAC Internationale Union fiir reine und angewandte Chemie (I/nternational Union of

Pure and Applied Chemistry)
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LC
LOD
LOQ

ng
MDA
MDEA
MDMA
ME
MeOH

mg

MPU
MRM
MS
MS/MS

N

ng
NPS
NpSG

Q2
QC-Proben
QuEChERS
SIN

Liter

Flissigchromatographie

Nachweisgrenze (Limit of Detection)

Bestimmungsgrenze (Limit of Quantification)

Verhéltnis Masse zu Ladung

Milliliter

Nanogramm

3,4-Methylendioxyamphetamin
Methylendioxyethylamphetamin
3,4-Methylendioxymethamphetamin

Matrixeffekt

Methanol

Milligramm

Minute

Medizinisch-Psychologische Untersuchung

Multiple Reaction Monitoring

Massenspektrometer

Tandem-Massenspektrometrie
Masse-zu-Ladungs-Verhiltnis

Stickstoff

Nanogramm

Neue Psychoaktive Substanzen
Neue-psychoaktive-Stoffe-Gesetz

»Vorlauferion® (Precursor lon)

postmortale Umverteilungsprozesse (Post-Mortem Redistribution)
Korrelationskoeffizient

Wiederfindung

Regressionskoeffizient

Relative Standardabweichung (Relative standard deviation)
Ion, das zur Berechnung des Analysenergebnisses herangezogen wird (Quantifier)
Ion, das zur Bestétigung der Identitit des Analyten mitgemessen wird (Qualifier)
Qualitédtskontrollproben

quick, easy, cheap, effective, rugged, safe
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (Signal to Noise ratio)
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SPE Festphasenextraktion (Solid-Phase Extraction)

STA systematische toxikologische Analyse

ti2 Halbwertszeit

THC A’-trans-Tetrahydrocannabinol

ToF Flugzeitmassenspektrometer (Time-of-Flight mass spectrometer)

tr Retentionszeit

u. a. unter anderem

UNODC Biiro der Vereinten Nationen fiir Drogen- und Verbrechensbekdmpfung (United
Nations Office on Drugs and Crime)

WADA Welt Anti-Doping Agentur

z. B. zum Beispiel
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