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Die praktischen Arbeiten zur Erstellung der vorliegenden Dissertation wurden im Zeitraum von 

Januar 2014 bis Dezember 2017 am Institut für Rechtsmedizin des Universitätsklinikums der 

Albert-Ludwigs-Universität Freiburg durchgeführt. 

 

Entsprechend des gemäß § 8 Absatz 3 der Promotionsordnung der Albert-Ludwigs-Universität für 

die Fakultät für Chemie und Pharmazie (vom 28.01.2016) gestellten Antrags vom 07.04.2017 

(bewilligten durch den Promotionsausschuss am 27.04.2017) wurde die vorliegende Arbeit als 

kumulative Dissertation abgefasst. Die der Dissertation zugrunde liegenden Originalarbeiten 

wurden in begutachteten, international anerkannten Fachzeitschriften publiziert und sind unter 

einer gemeinsamen wissenschaftlichen Fragestellung entstanden (siehe Kapitel 2  

„Ziele der Arbeit“). Die Publikationen sind in Kapitel 3 („Durchgeführte Studien“) aufgeführt, wobei 

zu jeder Veröffentlichung eine detaillierte Aufschlüsselung der individuellen Beiträge aller 

beteiligten Autoren als Fußnote angegeben ist. In Kapitel 4 („Abschließende Nachbetrachtung“) 

werden die wichtigsten Erkenntnisse aus den durchgeführten Studien in den Kontext der aktuellen 

wissenschaftlichen Literatur der jeweiligen Forschungsbereiche kritisch eingeordnet. Eine 

vollständige Auflistung aller während der Promotionszeit entstandenen Veröffentlichungen findet 

sich am Ende der vorliegenden Arbeit (siehe „Publikationen“). 
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handelt. Ich habe nur die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt und mich keiner 

unzulässigen Hilfe Dritter bedient. Insbesondere habe ich wörtlich oder sinngemäß aus anderen 

Werken übernommene Inhalte als solche kenntlich gemacht. Die Dissertation oder Teile davon 

habe ich bislang nicht an einer Hochschule des In- oder Auslands als Bestandteil einer Prüfungs- 
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Zusammenfassung 

Synthetische Cannabinoide (SC) sind eine der bedeutendsten Klassen der „Designerdrogen“ und 

werden in erster Linie wegen ihrer cannabisähnlichen Wirkung konsumiert. Die Vielzahl der 

einzelnen Wirkstoffe, die hohe Dynamik des SC-Marktes und die meist niedrigen Konzentrationen 

der Drogen in humanen Haar- und Urinproben stellen für den Nachweis einer Substanzaufnahme 

in der forensisch-toxikologischen Fallarbeit eine große analytische Herausforderung dar. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung analytischer Methoden für einen sicheren 

Nachweis der in Deutschland relevanten SC beziehungsweise deren Hauptmetaboliten in 

humanen Haar- und Urinproben. Da SC vor der renalen Ausscheidung in der Regel einer 

extensiven Biotransformation unterliegen, war die Identifizierung der Hauptmetaboliten neuer 

Substanzen für deren Nachweis in Urinproben notwendig. Darüber hinaus sollten die 

Möglichkeiten und Grenzen der Befundinterpretation hinsichtlich eines Konsumbeweises 

untersucht werden. 

Für die Analyse von Haar- und Urinproben wurde Flüssigkeitschromatographie gekoppelt mit 

Tandem-Massenspektrometrie eingesetzt (LC-MS/MS). Zur Identifizierung der Hauptmetaboliten 

neuer SC wurden Experimente mit humanen Lebermikrosomen (in vitro) und Analysen von 

Urinproben von SC-Konsumenten (in vivo) durchgeführt. Die Aussagekraft analytischer Befunde 

hinsichtlich eines Konsumbeweises wurde mittels Analyse authentischer Haar- und Urinproben, 

in vitro-Metabolismusstudien und verschiedener Stabilitätstests untersucht. 

Die Ergebnisse der durchgeführten Studien haben gezeigt, dass durch Haaranalysen das Ausmaß 

einer SC-Exposition abgeschätzt werden kann. Es wurde aber auch aufgezeigt, dass einige 

typische Phase-I-Metaboliten als Artefakte gebildet werden können. Dies bedeutet für die 

betroffenen Metaboliten eine erhebliche Einschränkung der Befundinterpretation und wirft die 

Frage auf, ob die allgemeine Akzeptanz von Metaboliten-Befunden in Haarproben als Beweis für 

eine systemische Substanzaufnahme berechtigt ist. Die durchgeführten Metabolismusstudien 

tragen durch die Beschreibung von Struktur-Metabolismus-Beziehungen zum besseren 

Verständnis der Phase-I-Biotransformation neuer SC bei. Durch die identifizierten Haupt-

metaboliten wurde der sichere Nachweis einer systemischen SC-Aufnahme durch die Analyse 

menschlicher Urinproben ermöglicht. Die entwickelten Nachweisverfahren für SC bzw. deren 

Metaboliten in humanen Haar- und Urinproben entsprechen dem aktuellen Stand von 

Wissenschaft und Technik hinsichtlich des erfassten Substanzspektrums und der erreichten 

Nachweisgrenzen. Beide Methoden können komplementär zur Beantwortung verschiedener 

klinischer und forensischer Fragestellungen eingesetzt werden, wobei der Einsatz schwer-

punktmäßig auf der SC-Abstinenzkontrolle liegt. 

Insgesamt tragen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wesentlich dazu bei, die Heraus-

forderungen der SC-Bioanalytik zu bewältigen und analytische Befunde korrekt zu interpretieren. 
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Abstract 

Synthetic cannabinoids (SCs) are one of the most important classes of ‘designer drugs’ and are 

commonly used for their cannabis-like psychoactive effects. The large number of substances, the 

high dynamic of the SC market as well as their generally low concentrations in hair and urine 

samples of drug users pose a great analytical challenge for the detection of an SC uptake in 

forensic-toxicological case work. 

The aim of this thesis was the development of analytical methods for the reliable detection of all 

SCs (or their major metabolites) relevant on the German drug market in human hair and urine 

samples. As SCs are usually subject to extensive biotransformation prior to renal excretion, the 

major metabolites had to be identified for new compounds to enable their detection in urine 

samples. Moreover, it was important to evaluate the possibilities and limitations for the 

interpretation of analytical results regarding a proof of consumption. 

Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) was applied for analysis of hair 

and urine samples. For the identification of the major metabolites of new SCs experiments with 

human liver microsomes (in vitro) and analysis of authentic urine samples of drug users (in vivo) 

were conducted. The value of a bioanalytical marker regarding a proof of consumption was 

assessed on the basis of results from analysis of authentic hair and urine samples, in vitro 

metabolism studies, and various stability tests. 

The results of the presented work demonstrated hair analysis to be a useful tool to prove an SC 

exposure. However, it was also shown that several commonly detected phase I metabolites of SCs 

can be formed as artefacts in relevant amounts. This means a serious limitation for the 

interpretation of affected findings. In addition, this finding challenges the general acceptance of 

metabolite findings in hair taken as a proof of drug consumption. The conducted metabolism 

studies revealed distinct structure-metabolism relationships, which increase the understanding of 

phase I biotransformation of new SCs. Targeting the newly identified major metabolites in urine 

analysis enables the reliable proof of systemic SC uptake. The developed methods comply with the 

current state of science and technology concerning the covered analytes as well as the reached 

limits of detection. Both bioanalytical assays can be used complementarily to answer clinical and 

forensic questions in the context of an (alleged) SC exposure/uptake, although one of the main 

applications can be seen in abstinence testing. 

In conclusion, the results of this thesis significantly contribute to overcome the challenges of SC 

bioanalysis and support the correct interpretation of analytical findings. 
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1 Einleitende Vorbetrachtung  
 

Im folgenden Kapitel wird die Ausgangssituation der vorliegenden Arbeit zu Beginn des Jahres 

2014 skizziert. Dazu werden Informationen zum Hintergrund der Forschung vermittelt, der Stand 

der Wissenschaft zusammengefasst (bis Januar 2014) und einige relevante Begrifflichkeiten 

bezüglich der durchgeführten Studien eingeführt. 

 



2 Einleitende Vorbetrachtung 

1.1 Forensische Toxikologie 

Die forensische Toxikologie („gerichtliche Vergiftungslehre“) ist ein multidisziplinäres Fachgebiet, 

dessen Hauptaufgabe es ist, Fragestellungen zur Giftwirkung von Substanzen auf den 

menschlichen Organismus zu klären, die im Zusammenhang mit gerichtlichen Verfahren stehen. 

Zu diesem Zweck wird sowohl ante mortem als auch post mortem gewonnenes humanes 

Probenmaterial mit Hilfe biologischer, chemischer und physikalischer Testverfahren hinsichtlich der 

qualitativen und quantitativen Anwesenheit von Giftstoffen untersucht und die Analysebefunde im 

Kontext mit den Umständen des Falles bewertet. Häufig steht der Nachweis bzw. Ausschluss einer 

Substanzaufnahme zur Beurteilung von Fahrtüchtigkeit, Schuldfähigkeit oder Gesundheits-

zustandes einer Person bzw. die Ermittlung einer ungeklärten Vergiftungs-/Todesursache im 

Mittelpunkt einer forensisch-toxikologischen Untersuchung.[1] 

1.2 Rauschdrogen 

Als Rauschdrogen werden gemeinhin psychoaktive Substanzen bezeichnet, die zur Erlangung von 

wahrnehmungs- oder bewusstseinsveränderten Zuständen eingenommen werden. Dabei ist die 

Abgrenzung zu Genussmitteln und Medikamenten häufig nur an Hand des Zieles der Einnahme 

dieser Substanzen möglich. Ein bekanntes Beispiel für ein Genussmittel mit hohem Missbrauchs-

potential sind ethanolhaltige Getränke [2]. Einige traditionelle, pflanzliche Heilmittel, welche zur 

Berauschung missbraucht werden können (z. B. psychoaktive Teile, Produkte oder Inhaltstoffe der 

Pflanzen Cannabis, Kokastrauch oder Schlafmohn), werden häufig als „illegale“ oder „klassische“ 

Rauschdrogen bezeichnet und unterliegen in Deutschland dem Betäubungsmittelgesetz (BtMG). 

Im Gegensatz zu diesen missbräuchlich verwendeten Substanzen wurden sogenannte „neue 

psychoaktive Stoffe“ (NPS) eigens zur Anwendung als Rauschdroge unter Umgehung rechtlicher 

Bestimmungen wie des BtMG entwickelt, weshalb man sie auch als „Designerdrogen“ bezeichnet. 

Unter dem Begriff NPS werden mehrere hundert Wirkstoffe zusammengefasst, die man nach ihrer 

Wirkung und chemischen Struktur weiter in Untergruppen einteilen kann. Als Leitstrukturen für die 

Entwicklung von NPS dienen meist klassische Rauschdrogen oder zugelassene Arzneimittel. Auch 

Wirkstoffe aus der pharmakologischen Forschung ohne Zulassung als Arzneimittel finden sich 

nicht selten – teils in abgewandelter Form – als Designerdrogen auf dem NPS-Markt wieder. Da 

das Inverkehrbringen und der Besitz dieser Substanzen in vielen Fällen zunächst keiner 

gesetzlichen Beschränkung unterliegt, hat sich auch die Bezeichnung „Legal Highs“ etabliert. Ein 

Beispiel hierfür sind die „synthetischen Cannabinoide“ (SC), die auf Grund ihrer cannabisartigen 

Wirkung („Cannabimimetika“) konsumiert werden.[3] Diese Wirkstoffgruppe ist für die vorliegende 

Arbeit von zentraler Bedeutung und soll im Folgenden eingehend beschrieben werden. 
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1.3 Synthetische Cannabinoide 

Im Zuge der Erforschung des Endocannabinoidsystems (siehe Kapitel 1.3.1) in den frühen 1990er 

Jahren wurden die Cannabinoidrezeptoren als vielversprechende pharmakologische Zielstrukturen 

für unterschiedliche Indikationen (z. B. Übelkeit, Tourette-Syndrom, Morbus Parkinson, Schmerz, 

Kachexie, Multiple Sklerose, Glaukom, Krebs, Diarrhöe oder Schlaganfall) identifiziert [4]. In den 

darauf folgenden Jahren wurden im Rahmen weiterführender pharmazeutischer Forschung eine 

Vielzahl von Cannabinoidrezeptoragonisten synthetisch entwickelt [5-32]. Für diese Wirkstoffklasse 

hat sich im allgemeinen Sprachgebrauch auch der kürzere Begriff „synthetische Cannabinoide“ 

etabliert. 

1.3.1 Endocannabinoidsystem und Wirkmechanismus 

Das Endocannabinoidsystem umfasst die Cannabinoidrezeptoren Typ-1 (CB1) 
[33] und  

Typ-2 (CB2) 
[34], deren endogene Agonisten sowie die Enzyme, welche an deren Biosynthese und 

Inaktivierung beteiligt sind. Beide Cannabinoidrezeptoren sind membranständige, Gi/0-Protein-

gekoppelte Rezeptoren. Die Einflüsse des Endocannabinoidsystems auf die physiologischen 

Prozesse des menschlichen Organismus sind äußerst komplex. So führt die Aktivierung von  

CB1- und CB2-Rezeptoren sowohl durch Inhibierung der Adenylatcyclase und der damit 

verbundenen Inaktivierung der Proteinkinase A als auch durch die Aktivierung der Mitogen-

abhängigen Proteinkinase zur Expressionsregulierung verschiedener Gene. Die Aktivierung von 

CB1-Rezeptoren im zentralen Nervensystem führt durch Inhibierung spannungsgesteuerter  

Ca2+-Kanäle und Öffnung einwärtsgerichteter K+-Kanäle zur Hemmung der Neurotransmitter-

freisetzung bei verschiedenen exzitatorischen und inhibitorischen Neuronen. CB1-Rezeptoren sind 

überwiegend im zentralen Nervensystem exprimiert und unter anderem assoziiert mit der 

Regulation kognitiver und emotionaler Funktionen („psychoaktive Wirkung“), aber auch mit 

Auswirkungen auf das Schmerzempfinden sowie kardiovaskuläre, gastrointestinale und 

respiratorische Funktionen. CB2-Rezeptoren sind dagegen hauptsächlich auf Blutzellen und in 

Geweben des Immunsystems lokalisiert. Eine Auswirkung auf Entzündungsprozesse und 

chronischen Schmerz wird diskutiert, der tatsächliche physiologische Zweck ist jedoch noch nicht 

vollständig verstanden.[4] 

1.3.2 Systematik der Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten 

Diese umfangreiche Substanzklasse kann in verschiedene Untergruppen unterteilt werden, von 

denen im Folgenden nur einige der gängigsten genannt werden sollen. Als „natürliche 

Cannabinoide“ werden alle in der Natur vorkommenden Agonisten der Cannabinoidrezeptoren 

bezeichnet. Darunter fallen sowohl endogene wie pflanzliche Cannabinoide. Von den endogenen 

Agonisten („Endocannabinoide“) sind Anandamid [35] und 2-Arachidonoylglycerol (2-AG) [36] am 

besten untersucht. Biosynthetisch leiten sich diese Substanzen vor allem von der Arachidonsäure 

ab. Unter den pflanzlichen Cannabinoiden ist der Wirkstoff Δ9-Tetrahydrocannabinol (THC) aus der 

Hanfpflanze (Cannabis) der bekannteste Vertreter. THC agiert sowohl am CB1- als auch am  

CB2-Rezeptor als partieller Agonist.[4] 

Die Pflanzencannabinoide werden auch zu den „klassischen Cannabinoiden“ gezählt, worunter 

ebenfalls synthetisch von THC abgeleitete Substanzen wie das 11-Hydroxy-Δ8-THC-dimethylheptyl 

(HU-210) fallen [37]. Abbildung 1-1 zeigt die chemischen Strukturen der genannten Vertreter 

natürlicher und klassischer Cannabinoide. 
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Abbildung 1-1. Chemische Strukturen der Endocannabinoide Anandamid und 2-Arachidonoylglycerol (2-AG), 
des Pflanzencannabinoids THC sowie des synthetisch von THC abgeleiteten klassischen Cannabinoids HU-210. 

 

Wie einleitend im Kapitel 1.3 bereits erwähnt, wurde eine Vielzahl synthetischer Cannabinoid-

rezeptoragonisten entwickelt, welche sich chemisch-strukturell deutlich von den natürlichen 

Cannabinoiden unterscheiden und wesentlich simplere Leitstrukturen aufweisen. Viele dieser 

Substanzen wirken als volle Agonisten an beiden Cannabinoidrezeptoren und weisen häufig um 

ein Vielfaches höhere Rezeptoraffinitäten und -aktivitäten auf.[37] In der vorliegenden Arbeit werden 

diese SC entsprechend Ihrer gemeinsamen Teilstrukturen in Untergruppen eingeteilt. Die 

verwendeten Bezeichnungen der Teilstrukturen orientieren sich an der chemisch-strukturellen 

Stoffgruppendefinition für SC des deutschen „Neue-psychoaktive-Stoffe-Gesetzes“ (NpSG)  

(siehe Kapitel 1.3.4) [38] und entsprechen der gängigen Praxis. Eine ähnliche Einteilung wird auch 

von der europäischen Überwachungsbehörde für Drogen und Drogensucht (engl.: European 

Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, EMCDDA) verwendet [39]. Abbildung 1-2 zeigt den 

schematischen Aufbau SC bestehend aus „Kernstruktur“, „Brücke“, „Brückenrest“ und „Seitenkette“ 

am Beispiel der Substanz „AM-2201“ ([1-(5-Fluorpentyl)-1H-indol-3-yl](naphthalen-1-yl)methanon). 

Einige der zu Beginn dieser Arbeit besonders relevanten Teilstrukturen sind in Tabelle 1-1 

aufgeführt. 

Viele der SC, die in „Legal High“-Produkten identifiziert wurden, zeichnen sich durch eine ähnliche 

Struktur wie die des in Abbildung 1-2 dargestellten AM-2201 aus. In den meisten Fällen beinhaltet 

die Struktur einen Indolring als Kernstruktur, eine N-Alkyl-Seitenkette, eine Carbonyl-Gruppe als 

Brücke und ein aromatisches Ringsystem als Brückenrest (z. B. 1-Naphthyl). Substanzen mit 

Indol-Kern, Carbonyl-Brücke und 1-Naphthyl-Brückenrest werden häufig unter dem Namen 

„Naphthoylindole“ zusammengefasst. Der Begriff „Aminoalkylindole“ (AAI) wird für alle Substanzen 

mit Indol-Kern und N-Alkyl-Seitenkette verwendet. 
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Abbildung 1-2. Schematischer Aufbau eines synthetischen Cannabinoids am Beispiel der Substanz AM-2201 in 
Anlehnung an die chemisch-strukturelle Stoffgruppendefinition des deutschen „Neue-psychoaktive-Stoffe-
Gesetzes“ (NpSG) 

[38]
. 

 

Mitte 2012 wurden erstmals SC in Kräutermischungen identifiziert, deren Grundstruktur durch 

einen Indazolring mit einer Carboxamido-Brücke, einem Valinamid-Brückenrest und einer variablen 

Seitenkette charakterisiert ist (Abbildung 1-3) [40]. Die Substanz „AB-FUBINACA“ (N-(1-Amino-3-

methyl-1-oxobutan-2-yl)-1-(4-fluorbenzyl)-1H-indazol-3-carboxamid) wurde zuvor in einem Patent 

von Buchler et al. beschreiben [8]. Wegen des Valinamid-Brückenrestes weisen diese neuen 

Substanzen ein chirales Zentrum auf (siehe Abbildung 1-3), wohingegen die SC, welche zuvor in 

Drogenzubereitungen nachgewiesen wurden, meist achirale Substanzen waren. Zwar wurde die 

absolute Konfiguration von AB-FUBINACA und AB-PINACA von Uchiyama et al. nicht  

untersucht [40], jedoch legen das von Buchler et al. beschriebene Syntheseverfahren und die gute 

Verfügbarkeit des Synthesegrundstoffes L-Valinamid nahe, dass überwiegend die (S)-Enantiomere 

der Substanzen auf dem Markt verfügbar sind. 

 

 

Abbildung 1-3. Chemische Struktur der (S)-Enantiomere der synthetischen Cannabinoide AB-FUBINACA und 
AB-PINACA. 
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Tabelle 1-1. Typische Strukturelemente synthetischer Cannabinoide bis zum Jahr 2014. Die verwendeten 
Bezeichnungen der Teilstrukturen orientieren sich an der chemisch-strukturellen Stoffgruppendefinition für 
synthetische Cannabinoide des deutschen „Neue-psychoaktive-Stoffe-Gesetzes“ (NpSG) 

[38]
. 
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1.3.3 Synthetische Cannabinoide als Rauschdrogen 

Im Jahr 2004 wurden vermutlich zum ersten Mal Produkte unter der Markenbezeichnung „Spice“ 

als vermeintlich natürliche und legale Alternative zu Marihuana auf dem europäischen Markt 

angeboten. Formell wurden die „Kräutermischungen“ (engl.: herbal mixtures) häufig als 

„Räuchermischungen“ (engl.: incense blends) verkauft (siehe Abbildung 1-4).[41] Ende 2008 gelang 

erstmals die Identifizierung mehrerer SC als psychoaktive Zusätze in dem getrockneten 

Pflanzenmaterial.[42-44] 

 

 

Abbildung 1-4. Typische „Spice“-Kräutermischung. 

 

Nach Angaben der EMCDDA stieg die Anzahl der auf dem europäischen Drogenmarkt 

identifizierten Wirkstoffe seit 2008 kontinuierlich an. Ende 2013 waren die SC mit 103 

verschiedenen Einzelsubstanzen die größte von der EMCDDA überwachte Wirkstoffklasse.[45] 

Obwohl inzwischen eine unüberschaubare Anzahl weiterer Produkte mit wechselnden 

Inhaltsstoffen und Produktnamen vermarktet wurden, hat sich die Bezeichnung „Spice“ als 

Szenename für SC-haltige Kräutermischungen bis heute gehalten. Das Rauchen von 

gebrauchsfertigen Kräutermischungen ist die gängigste Konsumform, allerdings werden SC unter 

anderem auch als „Reinsubstanzen“ in Pulverform (sog. „Research Chemicals“) angeboten  

(siehe Abbildung 1-5). 

 

 

Abbildung 1-5. Typisches „Research Chemical“. 
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Verglichen mit Cannabis ist die Prävalenz des SC-Konsums in der Gesamtbevölkerung niedrig. 

Beispielsweise ergab eine jährliche Befragung von Schülern (15-18 Jahre) in Frankfurt am Main im 

Jahr 2013 eine Lebenszeitprävalenz von 42 % für Cannabiskonsum und 5 % für einem Konsum 

von SC [46]. In einem Übersichtsartikel fassen die Autoren Fattore und Fratta die Cannabis-ähnliche 

Wirkung, vermeintliche Legalität, leichte Verfügbarkeit über das Internet zu einem relativ niedrigen 

Preis, ansprechende Aufmachung, Wahrnehmung als sicheres Rauschmittel und erschwerte 

Nachweisbarkeit in biologischem Probenmaterial mit herkömmlichen Drogentests als Hauptmotive 

für einen SC-Konsum zusammen [47]. Es ist daher zu erwarten, dass die Prävalenz in entsprech-

enden Teilpopulationen deutlich höher liegt. Beispielweise könnten Personen, die regelmäßig auf 

den Konsum klassischer Drogen getestet werden (z. B. Drogenabstinenzprogramme, „Workplace-

Drug-Testing“) oder einen erschwerten Zugang zu klassischen Drogen haben (Insassen von 

Justizvollzugsanstalten, Patienten in forensisch-psychiatrischen Kliniken), eine höhere Motivation 

für einen SC-Konsum haben. 

1.3.4 Rechtliche Situation in Deutschland 

Entsprechend § 1 Abs. 2 BtMG können die in „Legal High“-Produkten enthaltenen SC auf 

Empfehlung des Sachverständigenausschusses für Betäubungsmittel bei einem nachweislichen 

Gesundheitsrisikos in die Anlagen I-III des BtMG aufgenommen werden. Seit 2009 wurden 

mehrere SC in Anlage II („verkehrsfähige, nicht verschreibungsfähige Betäubungsmittel“) gelistet. 

Für den legalen Erwerb und die Abgabe dieser Substanzen ist dementsprechend eine 

Betäubungsmittelerlaubnis nach § 3 BtMG erforderlich. Für die Aufnahme neuer SC in die Anlagen 

des BtMG ist der Erlass einer Änderungsverordnung nach § 1 Abs. 2 BtMG (BtMGÄndV) 

notwendig, wodurch Einzelsubstanzen nur mit erheblicher zeitlicher Verzögerungen gesetzlich 

erfasst werden können.[48] 

Bis 2014 wurde der Handel mit SC, welche keine deklarierten Betäubungsmittel waren, in 

Deutschland behelfsweise über das Arzneimittelrecht (AMG) gesetzlich eingeschränkt. Da 

SC-haltige Produkte pharmakologisch aktiv sind, entsprachen sie formal der Definition eines 

„Funktionsarzneimittels“ nach § 2 Abs. 1 AMG und wurden juristisch als nicht zugelassene, 

bedenkliche Arzneimittel angesehen. Das Inverkehrbringen SC-haltiger Produkte konnte auf diese 

Weise strafrechtlich verfolgt werden.[49] 

Am 10.07.2014 entschied der Europäische Gerichtshof (EuGH) für ein vom Bundesgerichtshof 

vorgelegtes Verfahren jedoch, dass für Substanzen, „deren Wirkungen sich auf eine schlichte 

Beeinflussung der physiologischen Funktionen beschränken, ohne dass sie geeignet wären, der 

menschlichen Gesundheit unmittelbar oder mittelbar zuträglich zu sein, die nur konsumiert werden, 

um einen Rauschzustand hervorzurufen, und die dabei gesundheitsschädlich sind“, die 

Arzneimitteldefinition nicht greifen kann [50]. Dadurch verlor Deutschland – ebenso wie viele andere 

europäische Länder – ein wichtiges juristisches Mittel für die Kontrolle des NPS-Marktes. 

Erst am 26.11.2016 konnte diese Lücke durch das Inkrafttreten des „Neue-psychoaktive-Stoffe-

Gesetzes“ (NpSG) wieder größtenteils geschlossen werden. Im Gegensatz zur relativ langwierigen 

Unterstellung von Einzelsubstanzen unter das BtMG wurde in Anlage 2 des NpSG eine chemisch-

strukturell definierte Stoffgruppe für SC eingeführt. Durch die Beschreibung von „Kernstrukturen“ 

mit bestimmten Substitutionsmustern in Kombination mit bestimmten „Brücken“, „Brückenresten“ 

und „Seitenketten“ fällt der größte Teil der auf dem Markt befindlichen SC unter das neue Gesetz. 

Gleichzeitig sind präventiv synthetische Derivate bekannter SC eingeschlossen, wodurch die Um-

gehung des Gesetzes durch geringfügige chemisch-strukturelle Modifikationen erschwert wurde.[38] 
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1.3.5 Bedeutung in der forensischen Toxikologie 

Trotz der vergleichsweise geringen Prävalenz in der Gesamtbevölkerung ist mit steigender 

Popularität der SC auch deren Relevanz in der klinischen und forensischen Toxikologie gestiegen. 

Im Zusammenhang mit der Aufnahme von SC wurden der EMCDDA über die letzten Jahre eine 

Vielzahl schwerwiegender Intoxikationen berichtet [51]. Da die meisten intoxikierten Notfallpatienten 

sich unter symptomatischer Behandlung innerhalb von 24 Stunden erholen [52], ist eine analytische 

Abklärung der Ursache zwar nicht unbedingt notwendig, aber zusammen mit der Erhebung 

klinischer Daten äußerst wertvoll für das Verständnis der Wirkungsweise und spezifischer Risiken 

der Substanzen. Dagegen ist eine chemisch-toxikologische Untersuchung im Zusammenhang mit 

juristischen Fragestellungen oftmals unerlässlich. Dabei kann es sich beispielsweise um die 

Beurteilung der Zurechnungsfähigkeit und Straffähigkeit bei Ordnungswidrigkeiten oder Straftaten, 

den Verdacht auf eine ungewollte Beibringung oder eine unklare Todesursache handeln. Auch bei 

Drogenabstinenzkontrollprogrammen auf Grund gerichtlicher Auflagen oder im sucht-

therapeutischen Kontext muss immer häufiger auf einen SC-Konsum getestet werden. Für die 

beweissichere Beantwortung all dieser Fragestellungen ist ein analytischer Nachweis der 

Substanzen in biologischem Probenmaterial gefragt (siehe Kapitel 1.6). Dabei stellt die Vielzahl an 

Einzelsubstanzen, die hohe Dynamik des SC-Marktes und die niedrigen Konzentrationen der 

Substanzen (und deren Stoffwechselprodukte) in biologischen Proben hohe Anforderungen an die 

Testverfahren. Bei einem positiven Befund ergibt sich häufig die Frage nach dem zu Grunde 

liegenden Konsumverhalten und dem Zeitpunkt der letzten Drogenaufnahme. Jedoch ist die 

Interpretation der analytischen Befunde diesbezüglich häufig schwierig wegen des Mangels an 

pharmakologischen/toxikologischen Daten zu NPS. Die Frage, ob eine legale oder illegale 

Substanz konsumiert wurde, ist dabei zwar meist nachrangig, kann im Einzelfall aber von Interesse 

sein. 
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1.4 Metabolismus 

1.4.1 Allgemeine Grundlagen 

Um die Ausscheidung von körperfremden Stoffen wie Arzneistoffe oder Drogen zu fördern, bedient 

sich der menschliche Organismus verschiedener Enzymsysteme, welche über eine breite 

Substratspezifität verfügt. Überwiegend findet die Biotransformation dieser Xenobiotika in der 

Leber statt und führt zur Erhöhung der Wasserlöslichkeit der Substanzen und damit zur 

schnelleren Elimination über den Urin. Die verschiedenen metabolischen Reaktionen können dabei 

grob in zwei Phasen eingeteilt werden.[53] 

1.4.1.1 Phase-I-Metabolismus 

Die beteiligten Enzyme führen durch Oxidation, Reduktion, Hydrolyse oder Hydratisierung 

funktionelle Gruppen in das Molekül ein oder legen diese frei. Aus diesem Grund werden  

Phase-I-Reaktionen auch als „Funktionalisierungsreaktionen“ bezeichnet. Im oxidativen  

Phase-I-Metabolismus von Xenobiotika sind Cytochrom-P450-Enzyme (CYP) von zentraler 

Bedeutung, da sie durch die Einführung eines Sauerstoffatoms (Monooxidation) eine Vielzahl an 

Reaktionen katalysieren wie z. B. aliphatische und aromatische Hydroxylierung, Epoxidierung,  

N- und S-Oxidation, N- und O-Desalkylierung, Dehalogenierung.[53] Einige dieser metabolischen 

Reaktionen sind in Abbildung 1-6 am Beispiel des SC AM-2201 veranschaulicht. 

 

 

Abbildung 1-6. Typische Funktionalisierungsreaktionen im Phase-I-Metabolismus am Beispiel des synthetischen 
Cannabinoids AM-2201 (exemplarische Darstellung möglicher Phase-I-Metaboliten). 
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1.4.1.2 Phase-II-Metabolismus 

Die Konjugation von polaren endogenen Stoffen (z. B. Aminosäuren, Glucuronsäure, Glutathion, 

Acetyl-Reste, Sulfat-Reste) mit den funktionellen Gruppen von Xenobiotika (z.B. Amino-, Carboxy-, 

Hydroxy-, SH-Gruppen) wird durch verschiedene Transferasen katalysiert und erleichtert dadurch 

erheblich deren renale Elimination. Phase-II-Reaktionen werden daher auch als Konjugations-

reaktionen bezeichnet und erfordern gegebenenfalls eine vorangegangene Funktionalisierungs-

reaktion.[53] Abbildung 1-7 zeigt am Beispiel des SC AM-2201 die Bildung von Glucuronid-

Metaboliten durch die Uridindiphosphat-Glucuronosyltransferase (UGT)-katalysierte Bindung von 

Glucuronsäure an die zuvor durch Defluorierung und weitere Oxidation eingeführten Funktionen 

der Phase-I-Metaboliten. 

 

 

Abbildung 1-7. Bildung von Phase-II-Metaboliten durch Konjugation mit Glucuronsäure (Gluc.) am Beispiel des 
synthetischen Cannabinoids AM-2201 nach vorangegangener Funktionalisierung durch metabolische 
Defluorierung (Defluor.) und Oxidation (Ox.) (Phase-I-Metaboliten). 
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1.4.2 Modelle für Metabolismusstudien 

Sowohl im Sinne einer Evaluierung der pharmakologischen und toxikologischen Eigenschaften 

eines neuen (therapeutischen) Wirkstoffes als auch zur Identifizierung von Hauptmetaboliten als 

Zielanalyten für die Untersuchung biologischen Probenmaterials (siehe Kapitel 1.6.1) ist es von 

Interesse, die Biotransformation einer Substanz zu studieren. Während es für die fortgeschrittene 

Testung eines neuen Arzneimittels notwendig ist, entsprechende Daten im Rahmen klinischer 

Studien am Menschen zu erheben, muss für erste Studien mit neuen Wirkstoffen aus ethischen 

Gründen meist auf alternative Modelle zurückgegriffen werden. Hierzu stehen in vivo-Tiermodelle 

(z. B. Ratte) und verschiedene in vitro-Modelle zur Verfügung. Tiermodelle kommen zwar 

hinsichtlich der Komplexität des Organismus dem Menschen am nächsten, doch sind die Daten 

nicht uneingeschränkt auf den Menschen übertragbar. Außerdem ist sowohl die Etablierung als 

auch die Durchführung auf Grund tierschutzrechtlicher Bestimmungen mit hohen Kosten 

verbunden. Besonders für analytische Labore sind daher in vitro-Modelle meist zweckmäßiger. Die 

Verwendung humaner Hepatozyten, verschiedener Fraktionen aus der Ultrazentrifugation von 

Lebergewebe und rekombinant hergestellter Enzyme gehören zu den Standardassays. Von den 

genannten Optionen sind intakte Hepatozyten am besten geeignet, um den komplexen 

hepatischen Metabolismus abzubilden. Allerdings erfordert das Arbeiten mit dem Zellassay im 

Vergleich mit den übrigen genannten in vitro-Assays auch den höchsten apparativen und 

finanziellen Aufwand. Eine günstigere Alternative sind durch Ultrazentrifugation von Lebergewebe 

gewonnene Fraktionen. Die „S9-Fraktion“ wird nach Homogenisierung des Gewebes und 

Zentrifugation bei ca. 9.000 × g als Überstand gewonnen. Diese enthält sowohl cytosolische als 

auch membrangebundene Enzyme des endoplasmatischen Retikulums. Ein weiterer 

Zentrifugationsschritt bei ca. 100.000 × g trennt das Cytosol mit den darin gelösten Enzymen 

(Überstand) von den membranständigen Enzymen, welche in Membranvesikeln, den sogenannten 

Mikrosomen, im Sediment enthalten sind. Alle drei Fraktionen (S9, Cytosol, Mikrosomen) können 

für Metabolismusstudien eingesetzt werden, wobei Mikrosomen die meisten relevanten 

metabolischen Enzyme in der höchsten Konzentration enthalten. Wenn nur bestimmte 

metabolische Reaktionen untersucht werden sollen, wird in der Regel auf rekombinant hergestellte 

einzelne Enzyme zurückgegriffen. Das Ziel einer Studie und die vorhandenen Mittel sind daher 

ausschlaggebend für die Wahl des Models.[54] 

1.4.3 Synthetische Cannabinoide 

Zu Beginn dieser Arbeit waren bereits einige Metabolismusstudien zu verschiedenen SC in der 

wissenschaftlichen Literatur verfügbar. Die Untersuchungen wurden mit Hilfe rokombinanter 

Enzyme [55-57], Ratten-Lebermikrosomen [58-60], humaner Lebermikrosomen [56, 57, 61-65], humaner 

Hepatocyten [66, 67], Urinproben von Mäusen mit humanisierter Leber [61], Urinproben von  

Ratten [68, 69], humaner Urinproben [57, 62, 68-80] und humaner Blutproben [68, 69, 75] durchgeführt. 

Generell wurde gezeigt, dass alle untersuchten SC einer extensiven Biotransformation unterliegen. 

In menschlichen Urinproben waren die Muttersubstanzen in den meisten Fällen gar nicht oder im 

Vergleich zu deren Metaboliten nur in sehr geringen Intensitäten nachweisbar. Der beschriebene 

Phase-I-Metabolismus SC umfasste folgende metabolische Reaktionen: Hydroxylierung mit 

weiterführender Oxidierung zur entsprechenden Carbonyl- und Carbonsäure-Funktion, Bildung von 

Dihydrodiolen, N-Desalkylierung, oxidative Verkürzung der Alkylseitenkette, Dehalogenierung von 

5-Fluorpentyl-Seitenketten, O-Desmethylierung phenolischer Methylether, Dehydrierung und 

verschiedene Kombinationen dieser Reaktionen (vergleiche Abbildung 1-6 und Abbildung 1-8).  

Die an rekombinanten Cytochrom-P450-Isoenzymen durchgeführten Studien haben gezeigt, dass 

in der Regel mehrere Isoenzyme an der oxidativen Bildung der Phase-I-Metaboliten beteiligt sind. 

Es wurde ebenfalls gezeigt, dass die Biotransformation strukturähnlicher SC beispielsweise durch 

Defluorierung, Hydroxylierung und oxidativen Abbau der N-Alkylseitenkette zu gemeinsamen 

Metaboliten führen kann (Abbildung 1-8) [75, 77]. Chimalakonda et al. beobachteten die  
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CYP-katalysierte Bildung des defluorierten Metaboliten von AM-2201 [56], welche formal einer 

Hydrolyse der Kohlenstoff-Fluor-Bindung entspricht. Einer CYP-katalysierten Bindungsspaltung 

liegt jedoch am wahrscheinlichsten eine Oxidation des Kohlenstoffatoms mit nachfolgender 

Abspaltung von Flusssäure (HF) und anschließender Reduktion des reaktiven Aldehyds zum 

primären Alkohol zugrunde. Nicht bekannt ist bisher, welche Enzyme bei dem metabolischen 

Abbau der Alkylseitenkette beteiligt sind. Einige der gebildeten Phase-I-Metaboliten mit Hydroxy- 

und Carbonsäure-Funktionen unterlagen einer extensiven enzymatischen Konjugation mit 

Glucuronsäure (vergleiche Abbildung 1-7) [57, 66, 67, 78-81]. Für die SC „JWH-018“ (Naphthalen-1-yl(1-

pentyl-1H-indol-3-yl)methanon) und „JWH-073“ ((1-Butyl-1H-indol-3-yl)(naphthalen-1-yl)methanon) 

wurde beschrieben, dass verschiedene Isoformen der UGT sowohl in der Leber als auch im 

Intestinaltrakt zur Bildung der Glucuronide führen können [55]. Zudem zeigten einige Metaboliten 

von SC weiterhin eine Aktivität an den Cannabinoidrezeptoren und können somit zu einer 

Verlängerung der Wirkdauer beitragen [56, 82-84]. 

 

 

Abbildung 1-8. Gemeinsame Phase-I-Metaboliten der synthetischen Cannabinoide JWH-018, JWH-072 und  
JWH-073 gebildet durch metabolische Defluorierung (Defluor.) und Oxidation (Ox.) der Seitenkette. 
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1.5 Technologien zur Prüfung biologischen Probenmaterials 

Verschiedenste biologische, chemische und physikalische Verfahren finden Anwendung bei der 

Untersuchung biologischer Proben. Für die vorliegende Arbeit waren jedoch die an Flüssigkeits-

chromatographie gekoppelte massenspektrometrische Detektion und immunchemische Verfahren 

von zentraler Bedeutung. Beide Methoden sollen im Folgenden genauer erläutert werden. 

1.5.1 Massenspektrometrische Verfahren 

Mit der Realisierung der Kopplung von massenspektrometrischen Detektoren an chromato-

graphische Verfahren fand die Massenspektrometrie (engl.: mass spectrometry; MS) zunehmend 

Anwendung bei der Analyse von biologischem Probenmaterial. Heutzutage sind die Gaschromato-

graphie-Massenspektrometrie (GC-MS) und Flüssigkeitschromatographie-Massenspektrometrie 

(engl.: liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS) wichtige Analysemethoden in der 

forensischen Toxikologie. Die chromatographische Auftrennung der komplexen Stoffgemische 

kombiniert mit selektiven Massendetektoren ermöglicht den Nachweis vieler Substanzen in 

biologischen Proben in sehr niedrigen Konzentrationen. Es wird in dieser Arbeit vorausgesetzt, 

dass dem Leser die grundsätzlichen Funktionsweisen der Flüssigkeitschromatographie und 

Massenspektrometrie vertraut sind. Aus diesem Grund werden im Folgenden lediglich die für diese 

Arbeit relevanten Funktionen in Kürze erläutert, wobei die theoretischen Grundlagen aus dem 

Lehrbuch „Massenspektrometrie: Ein Lehrbuch“ des Autors Jürgen H. Gross zusammengefasst 

wurden [85]. 

1.5.1.1 Elektronenspray-Ionisation 

Die Elektronenspray-Ionisation (engl.: electrospray ionization, ESI) gehört zur Gruppe der 

Atmosphärendruck-Ionisationsmethoden und ist ein „sanftes“ Ionisationsverfahren, mit dem Ionen 

aus der flüssigen Phase in die Gasphase überführt werden und die daher häufig zur Kopplung von 

Flüssigkeitschromatographie und Massenspektrometrie eingesetzt wird. Man kann sich die 

Ionenbildung bei der ESI als einen dreistufigen Prozess vorstellen: (1) Indem die in Lösung 

befindlichen Analyten durch die sogenannte Sprühkapillare geleitet werden, an deren Spitze eine 

Spannung von mehreren tausend Volt anliegt, wird ein elektrisch geladener Sprühnebel erzeugt; 

(2) das Verdampfen von Lösungsmittel aus den Tröpfchen des Sprühnebels führt zur Erhöhung 

der Ladungsdichte an deren Oberfläche mit der Folge, dass diese in noch kleinere Tröpfchen 

zerfallen; (3) letztendlich wird die elektrische Ladung durch einen nicht vollständig geklärten 

Mechanismus auf die Analyten übertragen, wodurch die Entstehung vollständig desolvatisierter 

Ionen in der Gasphase abgeschlossen wird. Bei kleinen Molekülen (ca. 100 - 1.500 Da) führt dies 

meist zu einfach geladenen Molekül-Ionen, welche anschließend im Massenspektrometer 

analysiert werden können. Die Polarität der angelegten Spannung entscheidet darüber, ob die 

Moleküle eine positive oder negative elektrische Ladung erhalten. Man spricht daher von einer 

Ionisation im „positiven Modus“ wenn die Molekül-Ionen eine positive Ladung in Form eines 

Protons ([M+H]+) erhalten bzw. von einer Ionisation im „negativen Modus“ wenn die Moleküle 

durch Deprotonierung eine negative Ladung ([M-H]-) erhalten. 
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1.5.1.2 Triple-Quadrupol-Massenspektrometer 

Diese Geräte basieren auf klassischen Quadrupol-Massenanalysatoren (Q) (Abbildung 1-9). Die 

sich gegenüberliegenden Elektrodenpaare eines Quadrupols werden durch eine Gleichstrom- und 

eine Wechselstromkomponente auf dem gleichen Potential gehalten. Je nach Einstellung dieser 

Potentiale kann die Flugbahn eines Ions mit einem bestimmten Masse-zu-Ladungs-Verhältnis 

(engl.: mass-to-charge ratio, m/z) durch den Quadrupol stabilisiert werden, wobei Ionen mit 

anderer m/z „aussortiert“ werden. Der Quadrupol wirkt damit als ein Massenfilter. 

 

Abbildung 1-9. Schematischer Aufbau eines Quadrupol-Massenanalysators. Angepasst aus Literatur 
[85]

. 

Durch die serielle Schaltung von drei Quadrupolen (Triple-Quadrupol, QqQ) können gezielt 

„Produkt-Ionen“ (engl.: product ions) von vorselektierten „Vorläufer-Ionen“ (engl.: precursor ions) 

untersucht werden (Abbildung 1-10). Dabei dient der erste Quadrupol (Q1) zur Selektion von 

Vorläufer-Ionen, der zweite Quadrupol (q2) der stoßinduzierten Fragmentierung (Dissoziation) des 

Vorläufer-Ions (engl.: collision-induced dissociation (CID) oder auch collisionally activated 

dissociation (CAD)) mit Hilfe eines inerten Stoßgases (z. B. Stickstoff) und der dritte Quadrupol 

(Q3) der Selektion der entstandenen Produkt-Ionen. Dies hat zwei Vorteile: (1) Es werden 

Strukturinformationen über das Vorläufer-Ion erhalten und damit eine hohe Spezifität; (2) der 

Einsatz zweier Massenanalysatoren erhöht die Selektivität des Verfahrens, wodurch niedrigere 

Nachweisgrenzen erreicht werden können. Wegen der Aneinanderreihung der Massen-

analysatoren haben sich auch die Bezeichnungen „Tandem-Massenspektrometrie“ (engl.: tandem 

mass spectrometry, Tandem-MS) oder auch „Massenspektrometrie/Massenspektrometrie“  

(engl.: mass spectrometry/mass spectrometry, MS/MS) etabliert. Einige Geräte besitzen an Stelle 

eines einfachen dritten Quadrupols eine lineare Ionenfalle, welche für eine zusätzliche 

Ionenakkumulation und damit zur Erhöhung der Signalintensität eingesetzt werden kann. Da die 

drei Quadrupole unabhängig voneinander gesteuert werden können, stehen dem Anwender 

unterschiedliche Messmodi zur Verfügung. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene 

Messmodi eingesetzt, die im Folgenden in Kürze erläutert werden. Eine Übersicht über die 

verwendeten Messmodi und deren Anwendung bei den durchgeführten Studien bietet Tabelle 1-2. 

 

Abbildung 1-10. Schematischer Aufbau eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers. Angepasst aus Literatur 
[85]. 
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„Product Ion Scan“ (PIS). Bei diesem Messmodus wird der erste Quadrupol (Q1) so eingestellt, 

dass dieser Vorläufer-Ionen mit der gewünschten m/z passieren lässt. Im zweiten Quadrupol 

(Kollisionszelle, q2) erfolgt die Fragmentierung der selektierten Vorläufer-Ionen. Der letzte 

Quadrupol (Q3) lässt nacheinander in Scanzyklen alle entstandenen Produkt-Ionen innerhalb 

eines festgelegten m/z-Bereiches passieren (Abbildung 1-11). Auf diese Weise kann das gesamte 

Produkt-Ionen-Spektrum eines selektierten Vorläufer-Ions untersucht werden und Rückschlüsse 

auf dessen Melokülstruktur gezogen werden. Bei Geräten, deren letzter Quadrupol aus einer 

linearen Ionenfalle besteht, können die Produkt-Ionen vor der Detektion angereichert werden, 

wodurch eine höhere Signalintensität erreicht werden kann (enhanced product ion scan, EPI). 

Dieser Scanmodus wurde zur Strukturcharakterisierung von SC und deren Metaboliten eingesetzt. 

Abbildung 1-12 zeigt ein Produkt-Ionen-Spektrum am Beispiel von AM-2201. 

 

Abbildung 1-11. Schematische Darstellung der Funktion der drei Quadrupole (Q1, q2, Q3) während eines 
„Product Ion Scans“. Angepasst aus Literatur [85]. 

 

 

Abbildung 1-12. Das Produkt-Ionen-Spektrum von AM-2201 zeigt das unfragmentierte Molekül-Ion ([M+H]
+
) mit 

einem Masse-zu-Ladungs-Verhältnis (m/z) von 360 Da und dessen durch alpha-Spaltung zur Carbonylfunktion 
bevorzugt gebildeten Produkt-Ionen (m/z 127, 155, 232 Da). 
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„Multiple Reaction Monitoring Scan“ (MRM). Bei diesem Scanmodus fungiert der erste 

Quadrupol als Massenselektor für das m/z eines gewünschten Vorläufer-Ions. Dieses wird im 

zweiten Quadrupol unter definierten Bedingungen fragmentiert. Im dritten Quadrupol wird das m/z 

eines gewünschten Produkt-Ions selektiert. Das MS/MS detektiert somit im MRM-Modus einen 

sogenannten „Ionenübergang“ eines bestimmten Analyten (Abbildung 1-13). Bei einem  

Multi-Target-Screening-Verfahren wird eine Liste von Ionenübergängen (MRM) zyklisch 

nacheinander gemessen. Um die Signalintensitäten bei langen MRM-Listen zu erhöhen, werden 

die Ionenübergänge eines bestimmten Analyten nur innerhalb eines definierten Zeitfensters um 

dessen Retentionszeit herum gemessen (scheduled Multiple Reaction Monitoring; sMRM). Bei der 

Analyse komplexer Matrizes wie zum Beispiel biologische Proben werden im forensischen Kontext 

mindestens zwei Ionenübergänge je Substanz gemessen. Da eine Substanz unter definierten 

Fragmentierungsbedingungen immer ähnlich zerfällt, kann das Verhältnis seiner Produkt-Ionen-

Signale zueinander („Ionen-Verhältnis“, engl.: ion ratio) als zusätzliches Identifizierungskriterium 

herangezogen werden. Abbildung 1-14 zeigt am Beispiel von AM-2201 in einem Chromatogramm 

die im MRM-Modus gemessen Ionenübergänge vom Vorläufer-Ion ([M+H]+ = 360 Da) auf dessen 

drei prominentesten Produkt-Ionen (m/z 127, 155, 232 Da) (vergleiche Abbildung 1-12). Dieser 

Scanmodus wurde sowohl für Multi-Analyt-Methoden (Identifizierung und Quantifizierung) als auch 

für Metabolismusuntersuchungen (Vergleich der Peakflächen von Metaboliten) eingesetzt. 

 

Abbildung 1-13. Schematische Darstellung der Funktion der drei Quadrupole (Q1, q2, Q3) während eines 
„Multiple Reaction Monitoring Scans“. Angepasst aus Literatur [85]. 

 

Abbildung 1-14. Extrahierte Chromatogramme eines MRM-Scans von drei Ionenübergängen für die Substanz 
AM-2201. Die Verhältnisse der Peakflächen zueinander können als substanzspezifisches Identifizierungs-
kriterium herangezogen werden („Ionen-Verhältnisse“). 
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„Precursor Ion Scan“ (Prec). Bei diesem Scanmodus ist der erste Quadrupol so geschaltet, dass 

er in Scanzyklen nacheinander alle Vorläufer-Ionen eines festgelegten m/z-Bereichs passieren 

lässt. Diese werden in der Kollisionszelle unter definierten Bedingungen fragmentiert. Der letzte 

Quadrupol lässt darauf nur ein gewünschtes Produkt-Ion passieren. Auf diese Weise detektiert 

man alle Vorläufer-Ionen, die nach Fragmentierung ein bestimmtes Produkt-Ion abspalten 

(Abbildung 1-15). Dieser Scanmodus ist besonders geeignet, um unbekannte Moleküle mit 

ähnlichen Teilstrukturen zu identifizieren, beispielsweise Metaboliten eines neuen SC  

(Abbildung 1-16). 

 

 

Abbildung 1-15. Schematische Darstellung der Funktion der drei Quadrupole (Q1, q2, Q3) während eines 
„Precursor Ion Scans“. Angepasst aus Literatur [85]. 

 

 

Abbildung 1-16. Nach Inkubation von AM-2201 mit humanen Lebermikrosomen wurden in der Probe durch einen 
„Precusor-Ion-Scan“ die Vorläufer-Ionen der Muttersubstanz (Peak A) und mehrerer ihrer Metaboliten  
(Peaks B-E) detektiert, die unter den gewählten Bedingungen das Produkt-Ion m/z 127 bildeten. 
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1.5.1.3 Time-of-Flight-Massenspektrometer 

Das Prinzip dieses Massenanalysators besteht darin, dass Ionen mit unterschiedlicher Masse (m) 

nach Beschleunigung in einem elektrischen Feld eine feldfreie Driftstrecke unterschiedlich schnell 

passieren (Abbildung 1-17). Dabei gilt, je höher das m/z, desto länger ist die benötigte Flugzeit 

(engl.: time of flight; ToF). Dies macht man sich zu Nutze, um über die gemessene Flugzeit auf das 

m/z eines detektierten Ions zurückzurechnen. 

 

 

Abbildung 1-17. Schematischer Aufbau eines Time-of-Flight-Massenspektrometers. Angepasst aus Literatur 
[85]. 

 

Im Vergleich zu Triple-Quadrupol-Massenspektrometern messen moderne ToF-MS-Geräte mit 

wesentlich höherer Massenauflösung. Der Vorteil der hochauflösenden Massenspektrometrie 

(engl.: high resolution mass spectrometry; HRMS) besteht v. a. bei kleinen Molekülen darin, dass 

über die genaue Bestimmung der Masse eines Ions auf dessen elementare Zusammensetzung 

(molekulare Summenformel) geschlossen werden kann und damit mehr Strukturinformation 

gewonnen wird. Modernere ToF-MS verfügen oft zusätzlich über einen vorgeschalteten Quadrupol 

(qToF-MS) und bieten dem Anwender dadurch mehrere Messmodi. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurden drei verschiedene Messmodi eingesetzt, die im Folgenden kurz erläutert werden. Eine 

Übersicht über die verwendeten Messmodi und deren Anwendung bei den durchgeführten Studien 

bietet Tabelle 1-2. 

  

Beschleunigung Drift-Strecke

Detektor

m1 >   m2 >   m3

U

s0 s

Ionen-

quelle



20 Einleitende Vorbetrachtung 

„Full Scan“. In diesem Messmodus wird die genaue m/z aller Vorläufer-Ionen detektiert, die zu 

einem bestimmten Zeitpunkt in das Massenspektrometer eintreten. Ein großer Vorteil dieser 

Messung liegt in der Vollständigkeit des Datensatzes. Da das gesamt Ionen-Spektrum detektiert 

wird, kann der Datensatz auch retrospektiv erneut nach bestimmten Analyten durchsucht werden. 

Dies ist bei den zuvor beschriebenen MS/MS-Messmethoden nur eingeschränkt möglich, da durch 

die Selektion in den Quadrupolen nur ein Teil des vorhandenen Ionen-Spektrums aufgezeichnet 

wird. Abbildung 1-18 zeigt ein „Full Scan“-Massenspektrum mit dem SC AM-2201. Dieser 

Scanmodus wurde für ein Screening nach Vorläufer-Ionen unbekannter Metaboliten und die 

Bestimmung deren Molekülformeln eingesetzt. 

 

 

Abbildung 1-18. Messung einer Probe, welche die Substanz AM-2201 enthält, im „Full Scan“-Modus mit einem 
LC-qToF-MS. Im Gesamt-Ionen-Chromatogramm zeigt das synthetische Cannabinoid eine Retentionszeit von 
23,7 min (oben). Das Massenspektrum (unten) zeigt die m/z aller Vorläufer-Ionen, die nach einer Elutionszeit von 
23,7 min detektiert wurden. Das Vorläufer-Ion von AM-2201 ([M+H]

+
 = m/z 360) wurde in der höchsten Intensität 

detektiert. Durch die hohe Auflösung der gemessenen Massen können die wahrscheinlichsten Summenformeln 
der Verläufer-Ionen bestimmt werden. Die relative Abweichung der gemessenen Masse von der theoretisch 
berechneten Masse kann als Identifizierungskriterium herangezogen werden. 
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„Auto-MS/MS Scan“. Dieser Messmodus ist nur möglich, wenn das ToF-MS mit einem 

vorgeschalteten Massenselektor ausgestattet sind (z. B. qToF-MS). Für die automatische 

Aufnahme von Produkt-Ionen-Spektren (vergleiche Abbildung 1-11) wird ein auslösender 

Messwert (Trigger) gewählt. In dieser Arbeit wurde beispielsweise die Auto-MS/MS-Funktion mit 

dem Full-Scan kombiniert, so dass automatisch zu jedem Messpunkt des Full-Scans von den drei 

Vorläufer-Ionen mit den höchsten gemessenen Intensitäten ein Produkt-Ionen-Spektrum 

aufgenommen wurde. Abbildung 1-19 zeigt ein Auto-MS/MS-Spektrum der Substanz AM-2201. 

Dieser Scanmodus wurde alternativ zum Produkt-Ionen-Scan (PIS) mittels Tandem-

Massenspektrometer für die Strukturcharakterisierung von SC und deren Metaboliten eingesetzt. 

Zusätzlich ermöglicht der Auto-MS/MS-Scan mit qToF-MS die Bestimmung der Molekülformeln der 

Produkt-Ionen. 

 

 

Abbildung 1-19. Messung einer Probe, welche die Substanz AM-2201 enthält, im „Auto-MS/MS Scan“-Modus mit 
einem LC-qToF-MS. Im Gesamt-Ionen-Chromatogramm zeigt das synthetische Cannabinoid eine Retentionszeit 
von 23,7 min (oben). Das Massenspektrum (unten) zeigt die m/z aller Produkt-Ionen des Vorläufer-Ions mit  
m/z 360,1752 (vergleiche Abbildung 1-18). Durch die hohe Auflösung der gemessenen Massen können die 
wahrscheinlichsten Summenformeln der Produkt-Ionen bestimmt werden. Die relative Abweichung der 
gemessenen Masse von der theoretisch berechneten Masse kann als Identifizierungskriterium herangezogen 
werden. 
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„Broadband Collision-Induced Dissociation“ (bbCID). Bei diesem Messmodus werden alle 

Vorläufer-Ionen, die in das Massenspektrometer eintreten, unter definierten Bedingungen 

fragmentiert. Anschließend wird die genaue m/z aller entstandenen Produkt-Ionen detektiert. Der 

Vorteil dieser Messung liegt im Vergleich zu Produkt-Ionen-Spektren von selektierten Vorläufer-

Ionen in der größeren Vollständigkeit des Datensatzes. Der Nachteil ist, dass die detektierten 

Produkt-Ionen nicht zwangsläufig einem bestimmten Vorläufer-Ion zugeordnet werden können. 

Abbildung 1-20 zeigt ein bbCID-Spektrum mit der Substanz AM-2201. Dieser Scanmodus wurde 

für ein Screening nach Produkt-Ionen unbekannter Metaboliten und die Bestimmung derer 

Molekülformeln eingesetzt. 

 

 

Abbildung 1-20. Messung einer Probe, welche die Substanz AM-2201 enthält, im „bbCID Scan“-Modus mit einem 
LC-qToF-MS. Im Gesamt-Ionen-Chromatogramm zeigt das synthetische Cannabinoid eine Retentionszeit von 
23,7 min (oben). Das Massenspektrum (unten) zeigt die m/z aller Produkt-Ionen, die nach einer Elutionszeit von 
23,7 min detektiert wurden. Auch das unfragmentierte Vorläufer-Ion von AM-2201 ([M+H]

+
 = m/z 360) und dessen 

charakteristische Produkt-Ionen (m/z 127, 155, 232) wurden detektiert. 
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Tabelle 1-2. Übersicht über die verwendeten massenspektrometrischen Messmodi und deren Anwendung in den 
durchgeführten Studien. 

MS-Typ Scan- 
Modus 

Detektiertes 
Massenspektrum 

Anwendung 

MS/MS PIS Produkt-Ionen-Spektrum 
eines Vorläufer-Ions  

Struktur-Charakterisierung von 
Substanzen/Metaboliten 

 MRM Ionenübergänge 
von Vorläufer-Ionen  

Drogenscreening: Identifizierung und 
Quantifizierung, 
Metabolismusstudie: Abundanzvergleich 
von Metaboliten 

 Prec Vorläufer-Ionen eines 
Produkt-Ions 

Screening nach unbekannten Metaboliten 

qToF-MS Full Scan Alle Vorläufer-Ionen Screening nach unbekannten Metaboliten, 
Bestätigung der Molekülformeln der 
Vorläufer-Ionen 

 Auto-MS/MS Produkt-Ionen-Spektrum 
eines Vorläufer-Ions 

Struktur-Charakterisierung von 
Substanzen/Metaboliten  
(inklusive Bestimmung der Molekülformeln) 

  bbCID Alle Produkt-Ionen Screening nach unbekannten Metaboliten, 
Bestätigung der Molekülformeln von 
Produkt-Ionen 
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1.5.1.4 Validierung 

Analytische Methoden müssen vor deren Einsatz zur Prüfung biologischen Probenmaterials 

validiert werden, um deren Eignung sicherzustellen. In Deutschland werden im akkreditierten 

forensisch-toxikologischen Bereich in der Regel die Validierungsrichtlinien der deutschsprachigen 

Gesellschaft für Toxikologische und Forensische Chemie (GTFCh) angewendet [86]. Der 

Validierungsumfang muss dabei entsprechend dem analytischen Verfahren, dem zu 

analysierenden Probenmaterial und dem Zweck der Analytik rational angepasst werden. Im 

Folgenden sollen die wichtigsten Begrifflichkeiten in Bezug auf die Validierung quantitativer 

massenspektrometrischer Verfahren gemäß ihrer Definition in den GTFCh-Richtlinien kurz 

erläutert werden. In der Literatur finden sich weitere Definitionen dieser Begriffe, beispielsweise im 

„Compendium of Chemical Terminology“ der „International Union of Pure and Applied Chemistry“ 

(IUPAC) [87] oder im Leitfaden „Validation of Analytical Procedures“ des „International Council for 

Harmonisation“ (ICH) [88]. Dabei zeigen sich relevante Unterschiede in der Begriffsdefinition, den 

Vorgaben für die experimentelle Durchführung sowie den Akzeptanzkriterien, weshalb genaue 

Angaben zur Validierungsdurchführung unbedingt erforderlich sind. 

Selektivität und Spezifität. Die Begriffe Selektivität (engl.: selectivity) und Spezifität  

(engl.: specificity) sind in der Literatur nicht einheitlich definiert und nicht eindeutig voneinander zu 

trennen. Im Anhang B der GTFCh-Richtlinie wird Selektivität als „die Fähigkeit einer Methode, 

verschiedene nebeneinander zu bestimmende Analyten ohne gegenseitige Störungen oder 

Störungen durch andere endogene oder exogene Substanzen (Metaboliten, Verunreinigungen, 

Abbauprodukte, Matrix) zu erfassen und sie somit eindeutig zu identifizieren“ definiert [89]. Der 

Begriff der Spezifität wird in der Richtlinie nur auf einen Analyten bzw. eine Substanzklasse 

bezogen. Die Prüfung auf Selektivität/Spezifität erfolgt durch die Analyse verschiedener 

Leermatrixproben (engl.: blank samples), aufgestockter Leermatrixproben (z. B. mit internen 

Standards, relevanten Drogen bzw. Medikamenten) und authentischer Proben, welche potentiell 

interferierende Substanzen in hoher Konzentration enthalten. Leermatrixproben, die nur mit 

internen Standards aufgestockt wurden, werden als Nullproben (engl.: zero sample) bezeichnet.[89] 

Kalibrationsbereich. Der Kalibrationsbereich (engl.: calibration range oder nur range) ist ein 

selbst definierter Konzentrationsbereich, in dem mit hinreichender Präzision und Richtigkeit  

(siehe unten) quantifiziert werden kann. Dieser sollte bei massenspektrometrischer Detektion im 

linearen Bereich der Kalibrationsfunktion liegen und durch die Konzentrationen der niedrigsten und 

höchsten gemessenen Kalibrationsprobe (engl.: calibration sample) begrenzt sein. 

Linearität. Unter Linearität (engl.: linearity) wird der Teil des Kalibrationsbereichs verstanden, 

innerhalb dessen das gemessene Signal direkt proportional zur Konzentration des Analyten in der 

Probe ist. 

Genauigkeit. Hinsichtlich der Genauigkeit (engl.: accuracy) einer analytischen Methode gilt es, 

zwischen der Richtigkeit (engl.: trueness) (siehe unten) als Maß für den systematischen Fehler und 

der Präzision (engl.: precision) (siehe unten) als Maß für den zufälligen Fehler zu unterscheiden. 

Auch hier muss beachtet werden, dass die Begriffe Genauigkeit, Präzision und Richtigkeit in der 

Literatur teilweise unterschiedlich verwendet werden. Die Überprüfung erfolgt üblicherweise durch 

mehrfache Analyse von Kontrollproben (engl.: control samples) im unteren, mittleren und oberen 

Konzentrationsbereich der Kalibration. Kontrollproben werden durch Aufstocken von Leermatrix-

Proben hergestellt. 

Richtigkeit. Die Richtigkeit ist ein Maß für den systematischen Fehler einer Methode, der sich aus 

dem Abstand der Messwerte vom Sollwert ergibt. Die Richtigkeit wird üblicherweise als „Bias“ 

(Quotient aus dem Mittelwert der Messwerte und dem Sollwert) in Prozent ausgedrückt. 
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Präzision. Die Präzision ist ein Maß für den zufälligen Fehler einer Methode, der sich aus der 

Streuung einzelner Messwerte um den Mittelwert ergibt. Die Präzision wird meist als relative 

Standardabweichung (engl.: relative standard deviation, RSD) in Prozent angegeben.  

Die Präzision kann unter verschiedenen Gesichtspunkten bestimmt werden. Meist wird die 

Wiederholpräzision (engl.: repeatability, intra-day precision) als Maß für die Reproduzierbarkeit von 

Messergebnissen am selben Messtag und die tagesverschiedene Laborpräzision (engl.: inter-day 

precision) als Maß für die Reproduzierbarkeit von Ergebnisse an verschiedenen Messtagen 

getestet. 

Nachweisgrenze. Die Nachweisgrenze (engl.: limit of detection; LOD) gibt die Konzentration an, 

bei der ein bestimmter Analyt mit hinreichender Sicherheit identifiziert werden kann. Als 

Identifikationskriterien werden bei chromatographischen Verfahren mindestens die Retentionszeit 

und das Signal-zu-Rausch-Verhältnis (engl.: signal-to-noise ratio, S/N) herangezogen.  

Bei massenspektrometrischer Detektion wird darüber hinaus der Nachweis charakteristische 

Vorläufer-Ionen und Produkt-Ionen eines Analyten für die Identifizierung genutzt. Häufig wird eine 

niedrige Nachweisgrenze missverständlich als hohe Empfindlichkeit bezeichnet.  

Die Empfindlichkeit bzw. Sensitivität (engl.: sensitivity) einer Messmethode ergibt sich im 

eigentlichen Sinn jedoch aus der Steigung der Kalibrationsgeraden. 

Bestimmungsgrenzen. Die Bestimmungsgrenzen (engl.: limits of quantification; LOQ) bezeichnen 

die Grenzkonzentrationen, zwischen denen eine Quantifizierung eines Analyten mit hinreichender 

Genauigkeit gewährleistet werden kann. Es wird zwischen der unteren Bestimmungsgrenze  

(engl.: lower limit of quantification; LLOQ), welche die niedrigste quantifizierbare Konzentration 

angibt, und der oberen Bestimmungsgrenze (engl.: upper limit of quantification; ULOQ), welche die 

höchste quantifizierbare Konzentration angibt, unterschieden. 

Matrixeffekte. Jede Veränderung des Messsignals des Analyten durch Bestandteile der 

Probenmatrix wird als Matrixeffekt (engl.: matrix effect) bezeichnet. Dabei kann es sowohl zur 

Verstärkung (engl.: enhancement) als auch zur Unterdrückung (engl.: suppression) des Signals 

kommen. Bei massenspektrometrischen Verfahren können Matrixeffekte starke Auswirkungen 

haben, da bei der Ionisation die koeluierenden Substanzen um die elektrischen Ladungen 

konkurrieren. Zur Ermittlung der Matrixeffekte wurde in der vorliegenden Arbeit das von 

Matuszewski et al. vorgeschlagene Vorgehen angewendet [90]. 
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1.5.2 Immunchemische Verfahren 

Immunchemische Verfahren (engl.: immunochemical assay; IA) basieren auf der Bindung eines 

meist biotechnologisch hergestellten Antikörpers an den Zielanalyten nach dem klassischen 

Schlüssel-Schloss-Prinzip. Abhängig vom verwendeten Assay führt dies zu unterschiedlichen 

messbaren Signalen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei kompetitive homogene Enzym-

Immunoassays (engl.: competitive homogeneous enzyme immunoassay, HEIA®) der Firma 

Immunalysis evaluiert. Das Funktionsprinzip dieser IA beruht auf der Verdrängung eines 

enzymgekoppelten Analyten – der dem Zielanalyten in der Probe chemisch-strukturell gleich oder 

ähnlich ist – von der Bindungsstelle des Antikörpers. Die Freisetzung des enzymgekoppelten 

Analyten führt zur Aktivierung des Enzyms und damit zu einer enzymkatalysierten Farbreaktion, 

welche photometrisch gemessen wird (Abbildung 1-21). Das Messsignal ist im Idealfall direkt 

proportional zur Konzentration des Analyten in der Probe. 

 

Abbildung 1-21. Schematische Darstellung des Funktionsprinzips eines kompetitiven Enzym-Immunoassays. 

IA zeichnen sich durch kurze Messzeiten und einfache Handhabung aus. Da kommerzielle IA-Kits 

auf vollautomatisierten Geräten verwendet werden können, ermöglicht diese Technologie zudem 

eine kostengünstige Hochdurchsatzanalytik. Ein Nachteil der immunchemischen Verfahren besteht 

in unspezifischen Bindungen der Antikörper an Matrixbestandteile oder die Kreuzreaktivität  

(engl.: cross-reactivity) mit anderen Substanzen, wodurch falsch-positive Ergebnisse zustande 

kommen können. 

In der forensischen Toxikologie werden IA als hinweisgebende Testverfahren eingesetzt. Positive 

Ergebnisse müssen jedoch stets mit einer beweissicheren Methode (i. d. R. GC-MS oder LC-MS) 

bestätigt werden um falsch-positive Ergebnisse auszuschließen [86]. Teilweise wird die 

Kreuzreaktivität von Antikörpern ausgenutzt um nicht auf Einzelsubstanzen sondern auf ganze 

Stoffgruppen (z. B. Benzodiazepine) zu testen. Die entwickelten Antikörper binden dann 

charakteristische Teilstrukturen, in denen sich die Substanzen einer Stoffgruppe stark ähneln.  

Je größer die strukturelle Ähnlichkeit eines Stoffs mit dem „Antigen-Template“ ist, desto höher fällt 

in der Regel die Kreuzreaktivität aus. Wirkstoffe dieser Stoffgruppe mit größeren chemisch-

strukturellen Abweichungen vom „Antigen-Template“ zeigen meist niedrige Kreuzreaktivität und 

werden dementsprechend nur in höheren Konzentrationen oder gar nicht durch den IA erkannt, 

was zu falsch-negativen Analysenergebnissen führen kann. 

Die diagnostische Leistungsfähigkeit (engl.: diagnostic efficiency) eines IA kann durch die Analyse 

eines Probenkollektivs mit positiven und negativen Proben im Vergleich zu einer Referenzmethode 

ermittelt werden. Das Ergebnis der Vergleichsmessung wird üblicherweise in Form einer 

„Vierfeldertafel“ gegenübergestellt (Abbildung 1-22). Im Folgenden sollen die für diese Arbeit 

wichtigen Begrifflichkeiten für die Evaluierung von IA erläutert werden, wie sie auch in dem 

Übersichtsartikel von Fawcett beschrieben sind [91]. 
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„Richtig-Positive“ (engl.: true positives, TP): Anzahl der positiven Proben, die vom IA korrekt 

als positiv klassifiziert wurden. 

„Falsch-Positive“ (engl.: false positives, FP): Anzahl der negativen Proben, die vom IA 

fälschlich als positiv klassifiziert wurden. 

„Richtig-Negative“ (engl.: true negatives, TN): Anzahl der negativen Proben, die vom IA korrekt 

als negativ klassifiziert wurden. 

„Falsch-Negative“ (engl.: false negatives, FN): Anzahl der positiven Proben, die vom IA 

fälschlich als negativ klassifiziert wurden. 

„Sensitivität“ (engl.: sensitivity): Wird berechnet als das Verhältnis der Anzahl richtig-positiver 

Proben zur Summe der richtig-positiven und falsch-negativen Proben (Gesamtanzahl tatsächlich 

positiver Proben). Die Sensitivität entspricht damit der „Richtig-Positiv-Rate“ (engl.: true positive 

rate). 

„Spezifität“ (engl.: specificity): Wird berechnet als das Verhältnis der Anzahl richtig-negativer 

Proben zur Summe der richtig-negativen und falsch-positiven Proben (Gesamtanzahl tatsächlich 

negativer Proben). Die Spezifität entspricht damit der „Richtig-Negativ-Rate“ (engl.: true negative 

rate). 

„Genauigkeit“ (engl.: accuracy): Wird berechnet als das Verhältnis der Summe der richtig-

positiven und richtig negativen Proben zur Summe der Gesamtanzahl positiver und negativer 

Proben. Dieser Wert spiegelt wider, wieviel Prozent der Proben durch den IA korrekt klassifiziert 

wurden. Er ist ein Maß für die diagnostische Leistungsfähigkeit des Assays. 

„Toleranzgrenze“ (engl.: cut-off): Als Cut-Off wird ein Messwert des IA definiert (Cut-Off-Wert), 

unterhalb dessen die gemessene Probe als negativ zu bewerten ist bzw. oberhalb dessen als 

positiv. Der Cut-Off-Wert sollte so gewählt werden, dass er im optimalen Arbeitsbereich des IA 

liegt, bei dem also die meisten Proben korrekt klassifiziert werden. Die detektierten 

Konzentrationen sollten dabei dem Zweck der Analyse entsprechen, so dass der Substanz-

nachweis im praxisrelaventen Konzentrationsbereich (bzw. gesetzlich vorgeschriebene Grenzwert) 

gelingt. 

„Receiver-Operating-Characteristic“ (ROC)-Kurve. Nach Berechnung der Richtig-Positiv-Raten 

(Sensitivität) und der Falsch-Negativ-Raten (= „100 % minus Spezifität“) bei der Anwendung 

verschiedener Cut-Off-Werte können die Ergebnisse graphisch gegeneinander aufgetragen 

werden. Die Fläche unter der resultierenden Kurve (engl.: area under the curve; AUC) kann zur 

Bewertung der Leistungsfähigkeit eines IA herangezogen werden. Dabei gilt, je größer die AUC 

desto spezifischer und selektiver arbeitet der IA unter den gewählten Bedingungen. Eine Fläche 

von 0,5 entspricht einer reinen Zufallsverteilung zwischen der Klassifizierung „positiv“ und 

„negativ“. Der Punkt auf der ROC-Kurve, der am weitesten von der Diagonalen entfernt liegt, 

entspricht der maximalen diagnostischen Leistungsfähigkeit des IA. Abbildung 1-23 zeigt die  

ROC-Kurve eines IA mit hoher Sensitivität und Spezifität sowie die ROC-Kurve einer reinen 

Zufallsverteilung. 
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Abbildung 1-22. Einordnung der mittels Immunoassay ermittelten Analysenergebnisse (positiv oder negativ) im 
Vergleich zu der Verteilung positiver und negativer Proben, welche durch die Refernzmethode ermittelt wurde. 

 

 

Abbildung 1-23. „Receiver-Operating-Characteristic“ (ROC)-Kurven eines Immunoassays (grüne Linie) und einer 
reinen Zufallsverteilung (rote Linie). Der Punkt auf der grünen ROC-Kurve, der am weitesten von der Diagonalen 
entfernt liegt, entspricht dem Cut-Off mit der maximalen diagnostischen Leistungsfähigkeit unter den gewählten 
Bedingungen. 

  

Richtig-

Positive

Falsch-

Positive

Falsch-

Negative

Richtig-

Negative

Ergebnis

(Referenzmethode)

IA
 E

rg
e

b
n

is

(I
m

m
u

n
o

a
s
s
a

y
)

p
o

s
it
iv

n
e

g
a

ti
v

positiv negativ

0%

20%

40%

60%

80%

100%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

‘S
e

n
s

it
iv

it
ä

t’
 (

R
ic

h
ti

g
-P

o
s

it
iv

-R
a

te
)

‘1 – Spezifität’ (Falsch-Negativ-Rate)

Ideal immunoassay (AUC >> 0.5)

Random distribution (AUC = 0.5)

Immunoassay (AUC >> 0,5)

Zufallsverteilung (AUC = 0,5)

× Maximale 

diagnostische 

Leistungsfähigkeit



 Einleitende Vorbetrachtung 29 

1.6 Prüfung biologischen Probenmaterials 

Wie eingangs erwähnt ist die qualitative und quantitative Analyse von Inhaltsstoffen komplexer 

biologischer Matrizes wie beispielsweise Blut, Haar oder Urin in der forensischen Toxikologie von 

zentraler Bedeutung. Für diese Arbeit war insbesondere die Untersuchung menschlicher Haar- und 

Urinproben auf SC und deren Abbauprodukte zum Nachweis einer Drogenabstinenz bzw.  

-aufnahme von Interesse. Im Folgenden soll näher auf die Prüfung dieser beiden Matrizes 

eingegangen werden. 

1.6.1 Urinanalytik 

Nach der renalen Filtration wird der Urin in der Harnblase bis zu ihrer Entleerung gespeichert. 

Dieser Prozess führt dazu, dass exogene Stoffe und/oder deren Metaboliten im Urin meist in 

höheren Konzentrationen enthalten sind als im Blut und häufig auch über einen längeren Zeitraum 

nachweisbar sind. Aus diesem Grund ist Urin in verschiedenen Bereichen – besonders für 

Abstinenzkontrolluntersuchungen – von Interesse (z. B. gerichtliche Auflagen zur Drogen-

abstinenz, „Work-Place-Drug-Testing“, Dopingkontrollen). Auch bei einem Verdacht auf den 

Konsum oder die Beibringung schnell eliminierter Substanzen (z. B. γ-Hydroxybuttersäure (GHB)) 

und bei der Untersuchung von post mortem-Fällen kann ein verlängertes Nachweisfenster wertvoll 

sein. Ein erheblicher Nachteil der Urinanalyse ist, dass die gemessene Konzentration im Urin nicht 

mit der Blutkonzentration korreliert. Dadurch ist eine klare Interpretation hinsichtlich Aufnahme-

zeitpunkt, Aufnahmemenge und möglicher Beeinträchtigung selbst bei der Erhebung quantitativer 

Werte meist nicht möglich. Wie bereits im Kapitel „Metabolismus“ beschrieben wird die renale 

Ausscheidung durch die Biotransformation der aufgenommenen Substanzen gefördert. Besonders 

lipophile Stoffe unterliegen häufig einem extensiven Metabolismus, so dass die entsprechenden 

Muttersubstanzen im Urin meist nicht detektierbar sind. Ein Nachweis extensiv verstoffwechselter 

Substanzen muss daher meist indirekt über deren Metabolite geführt werden, was wiederum 

Kenntnisse über die Pharmakokinetik dieser Stoffe voraussetzt.[92] 

In Kapitel 1.4.3 wurde aufgezeigt, dass auch SC in der Regel nur über ihre Biotransformations-

produkte in Urinproben nachgewiesen werden können. Aus diesem Grund sind Metabolismus-

studien eine unverzichtbare Grundlage für den Nachweis von SC in Urinproben. SC-Metaboliten, 

welche für einen Nachweis in Urinproben herangezogen werden, sollten dabei die folgenden 

Kriterien erfüllen: (1) Sie sollten in möglichst hoher Konzentration über den Urin ausgeschieden 

werden (im Vergleich zu den übrigen Metaboliten des SC); (2) die relative Konzentration sollte 

einer möglichst geringen Schwankung innerhalb eines größeren Probenkollektivs unterliegen  

(im Verhältnis zu den übrigen Metaboliten des SC); (3) eine hohe Spezifität für das 

nachzuweisende SC sollte gegeben sein (der Metabolit sollte nicht auch von anderen, 

strukturähnlichen SC gebildet werden). Die Ermittlung optimaler Zielanalyten wird idealerweise 

durch die Untersuchung des Metabolitenspektrums eines SC in einem größeren Kollektiv 

authentischer Urinproben von SC-Konsumenten durchgeführt. Da beim Auftreten einer neuen 

Substanz häufig keine Urinproben von Konsumenten zur Verfügung stehen, können erste 

Erkenntnisse aus in vitro-Metabolismusstudien sehr wertvoll für die Entwicklung analytischer 

Nachweismethoden sein. Wie bereits erwähnt werden viele SC-Metaboliten als Konjugate  

(v. a. mit Glucuronsäure) renal ausgeschieden. Eine Konjugatspaltung (z. B. durch Inkubation mit 

β-Glucuronidase) führt zur Freisetzung der entsprechenden Phase-I-Metaboliten und kann bei der 

Probenaufbereitung eingesetzt werden, um deren Nachweis zu erleichtern. Bei der Interpretation 

analytischer Befunde muss berücksichtigt werden, dass manche strukturähnliche SC gemeinsame 

Metaboliten bilden können (siehe Kapitel 1.4.3). Gemeinsame Metaboliten können zwar als 

Zielanalyten zum Nachweis einer Gruppe strukturähnlicher SC genutzt werden [77], je nach 

Fragestellung kann der Nachweis substanzspezifischer Metaboliten jedoch notwendig sein, um 

differenzieren zu können, welche Substanz aufgenommen wurde. 
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In der Literatur waren zu Beginn dieser Arbeit bereits einige Methoden zum qualitativen und 

quantitativen Nachweis von SC-Metaboliten in menschlichen Urinproben mittels LC-MS [70, 78, 93-100] 

und eine Methode zum Nachweis mittels IA [101] beschrieben. Ein gemeinsames Problem vieler 

dieser Methoden ist, dass kein Konzept für die Erweiterung des Analytenspektrums beschrieben 

wurde, obwohl sich das Spektrum der relevanten SC durch den dynamischen Drogenmarkt ständig 

verändert. Die Testverfahren sind daher in ihrer publizierten Form meist innerhalb kurzer Zeit nicht 

mehr geeignet, um alle praxisrelevanten Stoffe nachzuweisen. Darüber hinaus kann die Prävalenz 

verschiedener SC regional deutlich variieren. Besonders die verzögerte Verfügbarkeit analytischen 

Referenzmaterials für die Hauptmetaboliten neuer SC erschwert es, Urinanalysemethoden 

entsprechend anzupassen. Die Referenzmaterialien sind zudem notwendig um Leistungs-

parameter der LC-MS-Methoden (z. B. Nachweisgrenze) und IA (z. B. Kreuzreaktivität) zu 

evaluieren (siehe Kapitel 1.5.1.4 und 1.5.2). 

1.6.2 Haaranalytik 

Wegen der festen und dauerhaften Struktur der Haare können darin eingelagerte Substanzen 

häufig noch Monate bis Jahre nach deren Aufnahme nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu 

sind die meisten Xenobiotika nur wenige Tage in Körperflüssigkeiten wie Blut oder Urin 

detektierbar. Dieses verlängerte Nachweisfenster ist in der forensischen Toxikologie besonders im 

Hinblick auf eine Abstinenzkontrolle interessant. Beispielsweise für die Kontrolle einer 

Alkoholabstinenz im Rahmen der medizinisch-psychologischen Untersuchung (MPU) für die 

Wiedererlangung der Fahrerlaubnis ist die Haaranalytik auf den Ethanolmetaboliten 

Ethylglucuronid (EtG) zur Laborroutine geworden. Aber auch eine Vielzahl anderer Drogen und 

Arzneistoffe lassen sich – teilweise sogar nach einer einmaligen Aufnahme – in Haaren 

nachweisen. Für die Einlagerung exogener Stoffe in die Haarstruktur werden verschiedene 

Mechanismen diskutiert (Abbildung 1-24). Während man zu Beginn von einer exklusiven 

Einlagerung über den Blutkreislauf in die Haarwurzel ausging, haben Untersuchungen gezeigt, 

dass auch die passive Diffusion aus umliegenden Geweben, Talg (Sebum) und Schweiß eine 

Rolle spielen können. Da der größte Teil des Haarschafts der äußeren Umgebung ausgesetzt ist, 

können auch äußerliche Substanzantragungen („externe Kontamination“) von der Haaroberfläche 

bis tief in die Haarstruktur eindringen. Nach ihrer Einlagerung kann eine Substanz 

unterschiedlichen Einflüssen unterliegen, die zur Reduzierung ihrer Konzentration im Haar führen 

können („Auswascheffekte“). Dazu zählen verschiedene Zersetzungsprozesse (z. B. chemisch 

durch Bleichen, UV-Strahlung) und Extraktionsprozesse (z. B. durch Behandlung mit Shampoo 

und anderen Kosmetika). Der Umfang, in dem die beschriebenen Einlagerungs- und Abbau-

/Extraktionsmechanismen zum Tragen kommen ist dabei von verschiedenen Faktoren wie 

beispielsweise den chemisch-physikalischen Substanzeigenschaften oder der Art der 

Substanzaufnahme abhängig. So wurde beispielsweise gezeigt, dass Kokain auf Grund seines 

basischen Charakters eine hohe Affinität zu den Haarpigmenten (Melanin) aufweist, wodurch die 

Einlagerung von Kokain in die Haarstruktur stark begünstigt wird. Dementsprechend kann die 

Interpretation der analytischen Befunde einer Haaruntersuchung schwierig sein. Das gilt 

insbesondere hinsichtlich der Unterscheidung zwischen einem aktiven Konsum, einer passiven 

Aufnahme oder einer externer Kontamination. Aber auch die Bewertung des Konsumverhaltens 

(gelegentlicher vs. chronischer Konsum) oder die Bestimmung des zeitlichen Verlaufs einer 

Substanzaufnahme durch die Analyse von unterschiedlichen Abschnitten einer Haarsträhne 

(segmentale Haaranalyse) werden durch die genannten Effekte erschwert. Der Nachweis von 

Stoffwechselprodukten einer Substanz in Haaren kann als indirekter Beweis für eine systemische 

Aufnahme dienen, sofern diese ausschließlich metabolisch gebildet werden. Da Metaboliten im 

Vergleich zu ihren Muttersubstanzen meist in wesentlich geringeren Umfang in der Haarstruktur 

vorhanden sind, stellt deren Nachweis oft hohe Anforderungen an die Nachweisgrenzen des 

Testverfahrens.[102] 
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Abbildung 1-24. Schematische Darstellung der Einlagerungsmechanismen von Substanzen in die Haarstruktur 
sowie deren Abbau- und Extraktionsprozesse. Angepasst aus Literatur 

[102]
. 

 

Zu Beginn dieser Arbeit war nur wenig Literatur über den Nachweis von SC und einiger ihrer 

Metaboliten in Haarproben mittels LC-MS verfügbar [103-106]. Zwar ist analytisches Referenzmaterial 

der Muttersubstanzen in den meisten Fällen schnell verfügbar, pragmatische Ansätze für die 

Erweiterung des Analytenspektrums der Testverfahren und der damit notwendigen Revalidierung 

sind allerdings bislang nicht vorgeschlagen worden. Hinsichtlich der Interpretation analytischer 

Befunde von SC und deren Metaboliten in Haarproben lagen zu Beginn dieser Arbeit sehr wenige 

Informationen vor. Kim et al. untersuchten die Einlagerung von JWH-073 und dessen Metaboliten 

in Abhängigkeit des Melaningehalts der Haare an Ratten, wobei keine Korrelation festgestellt 

wurde [105]. Hutter et al. beobachteten bei der segmentalen Analyse authentischer Haarsträhnen, 

dass die Konzentrationen der SC in den Haarsegmenten in der Regel vom kopfnahen Ende 

(proximal) zur Haarspitze (distal) hin ansteigen [104]. Es ergab sich keine zeitliche Korrelation der 

Befunde in den Segmenten mit den Angaben zum Konsumverhalten. Als mögliche Erklärung 

postulierten die Autoren eine überwiegende Einlagerung der Substanzen über eine externe 

Kontamination der Haare durch Nebenstromrauch. 
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2 Ziele der Arbeit 
 

Ziel der Arbeit war die Entwicklung LC-MS/MS-basierter Methoden für einen beweissicheren 

Nachweis aller im Zeitraum von 2014 bis 2017 in Deutschland relevanten SC, beziehungsweise 

deren Hauptmetaboliten, in humanen Haar- und Urinproben. Auf Grund der hohen Marktdynamik 

dieser Stoffklasse sollten dabei für beide Verfahren Konzepte für die schnelle Anpassung des zu 

detektierenden Analytenspektrums und für die damit notwendige Revalidierung etabliert werden. 

Da SC in der Regel extensiv verstoffwechselt werden, waren Metabolismusstudien zur 

Identifizierung der für den Nachweis in Urin geeigneten Hauptmetaboliten integraler Bestandteil 

der Entwicklung der Urinanalytik. Struktur-Metabolismus-Beziehungen sollten für SC des  

Valin- und tert-Leucin-Typs untersucht werden, um eine zuverlässigere Vorhersage und damit 

schnellere Identifizierung der geeigneten Hauptmetaboliten dieser bedeutenden neuen Stoffgruppe 

zu ermöglichen. Darüber hinaus sollten kommerziell verfügbare immunchemische Vortests auf 

deren Eignung zum Nachweis eines SC-Konsums in Urinproben evaluiert werden. 

Neben der Entwicklung eines Verfahrens zur Haaranalytik auf SC sollten die Möglichkeiten und 

Grenzen der Befundinterpretation hinsichtlich eines Konsumbeweises im Detail untersucht werden. 
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3 Durchgeführte Studien  
 

Im folgenden Kapitel werden die einzelnen Veröffentlichungen vorgestellt, die in der vorliegenden 

Doktorarbeit zusammengefasst wurden (kumulative Dissertation). Die Originalarbeiten sind unter 

einer gemeinsamen wissenschaftlichen Fragestellung entstanden (siehe Kapitel 2  

„Ziele der Arbeit“) und wurden in begutachteten, international anerkannten Fachzeitschriften 

publiziert. Zu jeder Publikation ist eine detaillierte Aufschlüsselung der individuellen Beiträge aller 

beteiligten Autoren als Fußnote angegeben. 
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3.1 Metabolismus und Nachweis durch Urinanalysen 

In den folgenden Kapiteln werden die durchgeführten Studien vorgestellt, welche sich mit dem 

in vitro- und in vivo-Metabolismus SC und dem Nachweis einer SC-Aufnahme in Urinproben 

beschäftigen. An erster Stelle werden Ergebnisse zu in vitro-Untersuchungen der Struktur-

Metabolismus-Beziehungen (engl.: structure-metabolism relationships) innerhalb der Struktur-

klasse der Valin- und tert-Leucin-Derivate vorgestellt (siehe Kapitel 3.1.1 und 3.1.2). Anhand 

zweier ausgewählter Beispiele – „MDMB-CHMICA“ und „5F-MDMB-PICA“ – werden Ergebnisse zu 

umfassenden in vitro- und in vivo-Metabolismusstudien sowie der Evaluierung geeigneter 

Hauptmetaboliten für den Nachweis in Urinproben beschrieben (siehe Kapitel 3.1.3 und 3.1.4). 

Darüber hinaus wurde die Biotransformation zweier Substanzen einer weiteren neuen 

Strukturklasse – den Cumyl-Derivaten – in vitro und in vivo untersucht (siehe Kapitel 3.1.5). 

Abschließend wird die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte LC-MS/MS-Screeningmethode zum 

Nachweis von SC-Metaboliten in Urinproben im Detail beschrieben und im Vergleich mit 

kommerziell verfügbaren immunchemischen Nachweisverfahren an einem Kollektiv authentischer 

Urinproben getestet (siehe Kapitel 3.1.6). 
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*Autorenbeiträge: Florian Franz erstellte das Studiendesign, unterstützte Hanna Jechle bei der Durchführung des  
HLM-Assays, entwickelte die LC-HRMS-Methode, wertete die LC-HRMS-Daten aus, interpretierte die LC-HRMS-Daten 
und erstellte das Manuskript. Hanna Jechle führte die Inkubation der Substanzen mit humanen Lebermikrosomen durch 
und unterstützte Florian Franz bei der Auswertung der LC-HRMS-Daten. Maurice Wilde und Laura M. Huppertz 
unterstützten Florian Franz bei der Entwicklung der HRMS-Methode und der computerbasierten Prozessierung der  
LC-HRMS-Daten. Verena Angerer erwarb die zu untersuchenden Substanzen und führte die analytische 
Charakterisierung nicht-zertifizierter Standards durch. Mitchell Longworth und Michael Kassiou synthetisierten die 
kommerziell nicht verfügbaren Substanzen und führten deren analytische Charakterisierung durch. Manfred Jung 
initiierte die Studie durch die Idee einer systematischen Studie zu Struktur-Metabolismus-Beziehungen. Volker Auwärter 
unterstütze Florian Franz bei der Ausarbeitung des Studiendesigns und der Interpretation der Daten. Alle Autoren 
unterstützten Florian Franz bei der finalen Ausarbeitung des Manuskripts. 

3.1.1 Struktur-Metabolismus-Beziehungen synthetischer Cannabinoide des  

Valin- und tert-Leucin-Typs 

 

Veröffentlicht in: 

Forensic Toxicology, 2019, vor dem Druck. (DOI: 10.1007/s11419-018-00462-x) 

Autoren*: 

Florian Franz, Hanna Jechle, Maurice Wilde, Verena Angerer, Laura M. Huppertz,  

Mitchell Longworth, Michael Kassiou, Manfred Jung und Volker Auwärter. 

 

In der folgenden Studie wird mit Hilfe humaner 
Lebermikrosomen und hochauflösender 
Massenspektrometrie erstmals systematisch 
der Zusammenhang zwischen den chemisch-
strukturellen Eigenschaften von SC des  
Valin- und tert-Leucin-Typs (n=32) und deren 
Phase-I-Biotransformation (Struktur-Metabolis-
mus-Beziehungen) untersucht. Abbildung 3-1 
zeigt die gemeinsame Grundstruktur der 
Substanzen mit den variablen Struktur-
elementen (X1, X2, X3. X4). Durch den 
Vergleich verschiedener Strukturanaloga mit 
den Intensitäten ihrer Phase-I-Metaboliten 
wurden Struktur-Metabolismus-Beziehungen 
identifiziert. Die endständige funktionelle 
Gruppe der Brückenreste (X1 = Amid vs. 
Methylester), die zusätzliche Methylgruppe der 
Brückenreste in Position X2 (Valin vs.  
tert-Leucin), die Art der Kernstruktur (Indol vs. 
Indazol) (X3 = C vs. N) sowie die Art der 
Seitenkette (X4 = Cyclohexylmethyl vs. Pentyl 
vs. 5-Fluorpentyl vs. 4-Fluorbenzyl) zeigten 
verschiedene Einflüsse auf das Ausmaß der 
metabolischen Dehalogenierung, Dehydrier-
ung, Bildung von Dihydrodiolen, Hydrolyse der 
Amidbrücke, Hydrolyse der endständigen 
funktionellen Gruppe, Hydroxylierung und 
N-Desalkylierung. Die Ergebnisse können zur 
Vorhersage relevanter Phase-I-Haupt-
metaboliten weiterer Vertreter dieser neuen 
Strukturklasse herangezogen werden und 

ermöglichen somit potentiell eine schnellere 
Anpassung von Screening-Methoden zum 
Nachweis von SC-Metaboliten in Urinproben. 
Darüber hinaus könnten die erhobenen Daten 
genutzt werden um beim Wirkstoffdesign 
gezielt die metabolische Stabilität zu 
beeinflussen. Eine Übertragbarkeit der 
Ergebnisse auf andere Strukturklassen kann 
generell in Betracht gezogen werden, bedarf 
jedoch im Einzelnen weitergehender Unter-
suchungen. Ebenso konnte ein bislang wenig 
genutztes Potenzial des humanen Leber-
mikrosomen-Assays für systematische 
Struktur-Metabolismus-Studien aufgezeigt 
werden, das im Vergleich zur Verwendung 
mehrerer rekombinanter Enzyme finanzielle 
und zeitliche Einsparmöglichkeiten bietet. 

 

Abbildung 3-1. Grundstruktur der untersuchten  
Valin-/tert-Leucin-SC mit den variablen Struktur-
elementen (X1, X2, X3. X4). 
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Aufgrund urheberrechtlicher Bestimmungen ist die Originalveröffentlichung nicht Bestandteil der 

Online-Veröffentlichung dieser Arbeit. 
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*Autorenbeiträge: Florian Franz entwickelte die LC-MS/MS-Methode zum Nachweis der Metaboliten, führte die 
experimentellen Arbeiten zur in vitro- und in vivo-Metabolismusstudie und thermischen Stabilität durch, interpretierte die 

LC-MS/MS-Daten und erstellte zusammen mit Björn Moosmann das Manuskript. Verena Angerer beschaffte das 
Damianakraut und unterstütze Florian Franz bei der GC-MS-Analytik. Simon D. Brandt, Gavin McLaughlin und  
Pierce V. Kavanagh synthetisierten die Referenzsubstanzen und führten deren analytische Charakterisierung durch.  
Björn Moosmann initiierte die Studie auf Vorschlag von Simon D. Brandt, erstellte das Studiendesign, unterstützte 
Florian Franz bei der Versuchsdurchführung zur thermischen Stabilität und erstellte zusammen mit Florian Franz das 
Manuskript. Volker Auwärter und die übrigen Autoren unterstützen Florian Franz und Björn Moosmann bei der finalen 
Ausarbeitung des Manuskripts. 

3.1.2 AB-CHMFUPPYCA-Stellungsisomere: In vitro-Phase-I-Biotransformation und 

thermische Stabilität 

 

Veröffentlicht in: 

Drug Testing and Analysis, 2017, 9(2), 311-316. (DOI: 10.1002/dta.1950) 

Autoren*: 

Florian Franz, Verena Angerer, Simon D. Brandt, Gavin McLaughlin, Pierce V. Kavanagh,  

Björn Moosmann und Volker Auwärter. 

 

Die untersuchten SC (3,5-AB-CHMFUPPYCA 

und 5,3-AB-CHMFUPPYCA) (Abbildung 3-2) 

zählen chemisch-strukturell zu einer neuen 

Strukturklasse, zu der nur wenige Daten in der 

Literatur verfügbar sind. Aufgrund ihrer 

außergewöhnlichen Kernstruktur ((4-Fluor-

phenyl)-pyrazol) fallen diese Substanzen 

bislang nicht unter das Neue-psychoaktive-

Stoffe-Gesetz (NpSG) und könnten daher in 

Zukunft eine hohe Relevanz auf dem 

deutschen Drogenmarkt erlangen. Mit Hilfe 

humaner Lebermikrosomen und Tandem-

Massenspektrometrie wurden in der folgenden 

Studie die Phase-I-Biotransformationen beider 

Isomere untersucht. Zusätzlich wurde durch 

Abrauchen von „Joints“ (präpariert mit beiden 

AB-CHMFUPPYCA-Isomeren) auf relevante 

Pyrolyseprodukte getestet. Im Phase-I-

Metabolismus der beiden Isomere wurden 

keine bedeutenden Unterschiede festgestellt. 

Die Hauptmetaboliten wurden jeweils durch 

Hydroxylierung der Cyclohexylmethyl-Seiten-

kette gebildet und stellen vielversprechende 

Zielanalyten für einen Nachweis in Urinproben 

dar. Beide Substanzen zeigten im Abrauch-

versuch eine relevante Amidpyrolyse. Das 

jeweilige Pyrolyseprodukt wurde ebenfalls 

metabolisch durch die Hydrolyse der 

endständigen Amidgruppe gebildet. Die 

erhobenen Metabolismus-Daten unterstützen 

forensische Toxikologen bei dem Nachweis 

einer Substanzaufnahme durch Urinanalysen. 

Die artefaktische Bildung der Hydrolyse-

metaboliten unter Abrauchbedingungen kann 

für die Befundinterpretation von großer 

Bedeutung sein, da deren alleiniger Nachweis 

in biologischen Proben (z. B. Haar) nicht als 

Beweis für eine systemische Substanz-

aufnahme gewertet werden kann. 

 

 

Abbildung 3-2. Chemische Strukturen der 
Stellungsisomere 3,5-AB-CHMFUPPYCA und  
5,3-AB-CHMFUPPYCA. 
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*Autorenbeiträge: Florian Franz initiierte die Studie nach dem ersten Nachweis der Substanz in Serumproben durch 
Verena Angerer, erstellte das Studiendesign, entwickelte die LC-MS/MS-Methode zum Nachweis der Metaboliten, führte 
die experimentellen Arbeiten zur in vitro- und in vivo-Metabolismusstudie und der thermischen Stabilität durch, 
interpretierte die LC-MS/MS-Daten und erstellte das Manuskript. Verena Angerer erwarb die zu untersuchenden 
Substanzen, führte die analytische Charakterisierung nicht-zertifizierter Standards durch, entwickelte die LC-MS/MS-
Methode zum Nachweis in Serumproben und quantifizierte MDMB-CHMICA in authentischen Serumproben.  
Björn Moosmann bestätigte die molekularen Summenformeln der von Florian Franz identifizierten Metaboliten mittels 
LC-HRMS und koordinierte die Bestimmung der EC50-Werte, welche von der Firma DiscoverX durchgeführt wurde. 
Volker Auwärter und die übrigen Autoren unterstützen Florian Franz bei der finalen Ausarbeitung des Manuskripts. 

3.1.3 MDMB-CHMICA: In vitro- und in vivo-Phase-I-Biotransformation,  

thermische Stabilität und Nachweis durch Analyse authentischer Urinproben 

 

Veröffentlicht in: 

Drug Testing and Analysis, 2017, 9(5), 744-753. (DOI: 10.1002/dta.2049) 

Autoren*:  

Florian Franz, Verena Angerer, Björn Moosmann und Volker Auwärter. 

 

MDMB-CHMICA (Abbildung 3-3) zählt zu der 

Gruppe der tert-Leucin-SC und ist vermutlich 

seit September 2014 sowohl in Deutschland 

als auch in anderen europäischen Ländern in 

vielen „Legal-High“-Produkten als Wirkstoff 

enthalten. Seitdem wurde eine Vielzahl von 

Vergiftungsfällen mit MDMB-CHMICA 

berichtet. In der folgenden Studie wird die 

Phase-I-Biotransformation des SC sowohl 

in vitro mit Hilfe humaner Lebermikrosomen 

als auch in vivo durch die Analyse humaner 

Urinproben untersucht. Insgesamt wurden  

31 verschiedene Metaboliten in humanen 

Urinproben nachgewiesen, wobei alle auch 

in vitro gebildet wurden. Sowohl Hydrolyse der 

endständigen Methylestergruppe als auch 

Hydroxylierung der Cyclohexylmethyl-Seiten-

kette führte zu den Phase-I-Hauptmetaboliten. 

Mit Hilfe der identifizierten Marker konnte in 

Urinproben aus der forensisch-toxikologischen 

Fallarbeit (n = 5717) zwischen Oktober 2014 

und November 2015 in 18 % der Fälle 

(n = 818) eine Aufnahme von MDMB-CHMICA 

nachgewiesen werden. Für die Interpretation 

analytischer Befunde ist bedeutend, dass 

durch die Hydrolyse der endständigen 

Methylestergruppe oder der Amidbrücke 

Metaboliten gebildet werden, die auch bei der 

Biotransformation einiger strukturähnlichen SC 

(z.B. ADB-CHMICA, BB-22) entstehen können. 

Abrauchversuche (analog zu Kapitel 3.1.2) 

zeigten eine relevante pyrolytische Spaltung 

der Amid- und Esterbindung. Die Bildung 

dieser Pyrolyseprodukte wurde auch durch 

metabolische Hydrolyse beobachtet. 

Entsprechend ist der alleinige Nachweis dieser 

Metaboliten nicht als Beweis für eine 

systemische MDMB-CHMICA-Aufnahme zu 

werten. Darüber hinaus wurde mit Hilfe eines 

cAMP-Assays für MDMB-CHMICA am 

humanen Cannabinoidrezeptor Typ 1 (CB1) ein 

EC50-Wert von 0,14 nM bestimmt, welcher 

erstmals die hohe Potenz dieser Substanz 

belegt (vergleiche JWH-018: EC50 = 1,1 nM). 

Die Ergebnisse der Studie ermöglichen den 

Nachweis der Substanz in Urinproben mittels 

LC-MS und helfen bei der korrekten 

Interpretation analytischer Befunde. 

 

Abbildung 3-3. Chemische Struktur von  
MDMB-CHMICA ((S)-Konfiguration). 
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#Diese Autoren haben zu gleichen Teilen an der Publikation mitgewirkt (geteilte Erstautorenschaft). 

*Autorenbeiträge: Lukas Mogler entwickelte die LC-MS/MS-Methode zum Nachweis der Metaboliten, führte die 
experimentellen Arbeiten zum in vitro- und in vivo-Metabolismus durch, interpretierte die LC-MS/MS-Daten und erstellte 
zusammen mit Florian Franz das Manuskript. Florian Franz initiierte die Studie, nachdem er zum ersten Mal Metaboliten 
der Substanz in Urinproben nachgewiesen hatte, erstellte das Studiendesign, besorgte das Referenzmaterial, 
koordinierte die Immunoassay-Kreuzreaktivitäts-Messung, unterstützte Lukas Mogler bei den experimentellen Arbeiten 
und der Dateninterpretation und erstellte zusammen mit Lukas Mogler das Manuskript. Daniel Rentsch identifizierte die 
Substanz in mehreren Kräutermischungen am Institut für Rechtsmedizin in Rostock. Verena Angerer identifizierte die 
Substanz in Kräutermischungen am Institut für Rechtsmedizin in Freiburg und führte die analytische Charakterisierung 
nicht-zertifizierter Standards durch. Georg Weinfurtner führte die Immunoassay-Kreuzreaktivitäts-Messungen im klinisch-
chemischen Labor des Bezirkskrankenhauses in Regensburg durch. Mitchell Longworth, Samuel D. Banister und 
Michael Kassiou synthetisierten die die Substanz 5F-MDMB-PICA und führten deren analytische Charakterisierung 
durch. Björn Moosmann bestätigte die molekularen Summenformeln der identifizierten Metaboliten mittels LC-HRMS. 
Volker Auwärter und die übrigen Autoren unterstützen Lukas Mogler und Florian Franz bei der finalen Ausarbeitung des 
Manuskripts. 

3.1.4 5F-MDMB-PICA: In vitro- und in vivo-Phase-I-Biotransformation und Nachweis durch 

Analyse authentischer Urinproben 

 

Veröffentlicht in:  

Drug Testing and Analysis, 2018, 10(1), 196-205. (DOI: 10.1002/dta.2201) 

Autoren*:  

Lukas Mogler#, Florian Franz#, Daniel Rentsch, Verena Angerer, Georg Weinfurtner,  

Mitchell Longworth, Samuel D. Banister, Michael Kassiou, Björn Moosmann und Volker Auwärter. 

 

In der folgenden Studie wird die erstmalige 

Identifizierung des tert-Leucin-SC 5F-MDMB-

PICA (Abbildung 3-4) in Kräutermischungen 

und humanen Proben im Jahr 2016 

beschrieben. Es wurde die Phase-I-Biotrans-

formation des SC sowohl in vitro mit Hilfe 

humaner Lebermikrosomen als auch in vivo 

durch die Analyse humaner Urinproben 

untersucht. Insgesamt wurden 12 verschie-

dene Metaboliten in humanen Urinproben 

nachgewiesen, wovon 11 auch in vitro gebildet 

wurden. Phase-I-Hauptmetaboliten wurden 

durch Hydrolyse der endständigen 

Methylestergruppe, Hydroxylierung am 

Indolring und verschiedene metabolische 

Modifikationen der 5-Fluorpentyl-Seitenkette 

(Defluorierung, Oxidation, Kettenabbau) 

gebildet. Zwei der Hauptmetaboliten wurden 

auch in glucuronidierter Form in Urinproben 

nachgewiesen. Für die Interpretation 

analytischer Befunde ist bedeutend, dass 

durch die Hydrolyse der endständigen 

Methylestergruppe oder Amidbrücke und durch 

hydrolytische Defluorierung Metaboliten 

gebildet werden, die auch bei der Biotrans-

formation anderer SC (z. B. 5F-ADBICA,  

5F-PB-22) entstehen können. Eine Vergleichs-

messung zeigte, dass gängige immun-

chemische Testverfahren 5F-MDMB-PICA-

Metaboliten in relevanten Konzentrationen 

nicht detektieren und daher als hinweis-

gebende Verfahren nicht geeignet sind. Die 

Ergebnisse der Studie ermöglichen den 

massenspektrometrischen Nachweis der 

Substanz in Drogenzubereitungen und 

humanen Urinproben und helfen bei der 

korrekten Interpretation analytischer Befunde. 

 

Abbildung 3-4. Chemische Struktur von  
5F-MDMB-PICA ((S)-Konfiguration). 
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#Diese Autoren haben zu gleichen Teilen an der Publikation mitgewirkt (geteilte Erstautorenschaft). 

*Autorenbeiträge: Verena Angerer initiierte die Studie, nachdem sie die Substanz 5F-Cumyl-PINACA in einem  
„C-Liquid“ nachgewiesen hatte, erwarb die „C-Liquids“, beschaffte die Cumyl-PINACA-Referenzsubstanz, führte die 
analytische Charakterisierung mittels GC-MS durch, koordinierte die Identifizierung mittels NMR-Analyse, entwickelte die 
LC-MS/MS-Methode zum Nachweis in Serumproben, quantifizierte Cumyl-PINACA in den Serumproben und erstellte 
zusammen mit Florian Franz das Manuskript. Florian Franz erstellte das Studiendesign für die Metabolismusstudie, 
entwickelte die LC-MS/MS-Methode zum Nachweis der Metaboliten, führte die experimentellen Arbeiten zur in vitro- und 
in vivo-Metabolismusstudie durch, interpretierte die LC-MS/MS-Daten und erstellte zusammen mit Verena Angerer das 
Manuskript. Björn Moosmann unterstützte Verena Angerer bei der Identifizierung von 5F-Cumyl-PINACA und 
koordinierte die Bestimmung der EC50-Werte, welche von der Firma DiscoverX durchgeführt wurde. Philippe Bisel führte 
die NMR-Analyse durch und interpretierte die NMR-Daten. Volker Auwärter und die übrigen Autoren unterstützen  
Verena Angerer und Florian Franz bei der finalen Ausarbeitung des Manuskripts. 

3.1.5 5F-Cumyl-PINACA und Cumyl-PINACA: In vitro- und in vivo- 

Phase-I-Biotransformation und Nachweis durch Analyse authentischer Urinproben 

 

Veröffentlicht in:  

Forensic Toxicology, 2019, 37(1), 186-196. (DOI: 10.1007/s11419-018-0451-8) 

Autoren*:  

Verena Angerer#, Florian Franz#, Björn Moosmann, Philippe Bisel und Volker Auwärter. 

 

Im Mittelpunkt der folgenden Studie steht die 

Strukturaufklärung des neuen „Cumyl-Typ“-SC 

„5F-Cumyl-PINACA“ (Abbildung 3-5), das in 

einer neuen Konsumform („C-Liquids“ zum 

Gebrauch in elektronischen Zigaretten) auf 

dem europäischen Markt identifiziert wurde. 

Ferner wurden mittels cAMP-Assay erste 

Daten zur außergewöhnlich hohen Potenz 

(EC50 = 0,06 nM) des unfluorierten Analogons 

„Cumyl-PINACA“ (Abbildung 3-5) am  

CB1-Rezeptor erhoben (vergleiche JWH-018: 

EC50 = 1,1 nM). Des Weiteren wurden 

umfangreiche Daten zur in vitro- und in vivo-

Phase-I-Biotransformation beider Stoffe sowie 

deren Nachweis in humanen Serum- und 

Urinproben erhoben. Die Hauptmetaboliten 

beider Substanzen wurden durch 

Hydroxylierung der N-Alkyl-Seitenketten 

gebildet. Hydrolytische Defluorierung von 

5F-Cumyl-PINACA führte zu gemeinsamen 

Metaboliten mit Cumyl-PINACA. Die 

Unterscheidung zwischen einer Aufnahme von 

5F-Cumyl-PINACA oder Cumyl-PINACA 

gelang jedoch über den Nachweis von 

5F-Cumyl-PINACA-Metaboliten mit intakter 

5-Fluorpentyl-Seitenkette, die in vergleichs-

weise hohen Intensitäten in den Urinproben 

detektiert wurden. In einem kontrollierten 

Selbstversuch konnte Cumyl-PINACA nach 

einmaliger oraler Aufnahme von 0,6 mg über 

17 Stunden in Serumproben nachgewiesen 

werden. Cumyl-PINACA-Metaboliten wurden 

bis zu 8 Tagen nach der Aufnahme in 

Urinproben des Probanden detektiert. Die 

Ergebnisse der Studie ermöglichen den 

Nachweis der Substanzen in Drogen-

zubereitungen sowie in humanen Serum- und 

Urinproben und helfen bei der korrekten 

Interpretation analytischer Befunde. 

 

Abbildung 3-5. Chemische Strukturen von  
5F-Cumyl-PINACA und Cumyl-PINACA. 
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*Autorenbeiträge: Florian Franz entwickelte die LC-MS/MS-Screeningmethode zum Nachweis der SC-Metaboliten in 
Urinproben, erstellte zusammen mit Volker Auwärter und Harald Ertl das Studiendesign für die Vergleichsstudien, 
koordinierte die Analysen der Urinproben, wertete die LC-MS/MS-Daten aus und erstellte das Manuskript.  
Verena Angerer erwarb die Referenzstandards, führte die analytische Charakterisierung nicht-zertifizierter Standards 
durch und erhob die Daten zur SC-Prävalenz im Rahmen der Routineanalytik auf SC in Serumproben. Hanna Jechle 
führte einen Großteil der Urinanalysen mittels LC-MS/MS durch und unterstützte Florian Franz bei der Auswertung der 
LC-MS/MS-Daten. Melanie Pegoro leistete Vorarbeiten bei der Entwicklung der LC-MS/MS-Screeningmethode und 
erhob im Rahmen der Routineanalytik quantitative Daten zu SC-Metaboliten in Urinproben im Zeitraum vor 2014.  
Harald Ertl erstellte mit Florian Franz und Volker Auwärter das Studiendesign für die Ermittlung der diagnostischen 
Leistungsfähigkeit der Immunoassays und führte im Labor Lademannbogen in Hamburg die Immunoassay-Analysen 
durch. Georg Weinfurtner führte die Immunoassay-Analysen der Urinproben aus der Prävalenzstudie im klinisch-
chemischen Labor des Bezirkskrankenhauses in Regensburg durch. David Janele, Christian Schlögl, Matthias Friedl, 
Stefan Gerl, Reinhard Mielke, Ralf Zehnle und Matthias Wagner koordinierten die kontrollierten Urinabgaben der 
Patienten an den teilnehmenden forensisch-psychiatrischen Kliniken. Björn Moosmann, und die übrigen Autoren 
unterstützen Florian Franz bei der finalen Ausarbeitung des Manuskripts. Volker Auwärter erstellte zusammen mit Florian 
Franz und Harald Ertl das Studiendesign und initiierte und koordinierte die Zusammenarbeit mit den forensisch-
psychiatrischen Kliniken. 

3.1.6 Synthetische Cannabinoide in Urinproben: Nachweis mittels LC-MS/MS und 

immunchemischer Assays 

 

Veröffentlicht in:  

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, 2017, 55(9), 1375-1384. 

(DOI: 10.1515/cclm-2016-0831) 

Autoren*:  

Florian Franz, Verena Angerer, Hanna Jechle, Melanie Pegoro, Harald Ertl, Georg Weinfurtner, 

David Janele, Christian Schlögl, Matthias Friedl, Stefan Gerl, Reinhard Mielke, Ralf Zehnle, 

Matthias Wagner, Björn Moosmann und Volker Auwärter. 

 

In der folgenden Studie wird eine umfassende 

LC-MS/MS-Methode zum Nachweis von 

Metaboliten von 45 SC in humanen Urinproben 

beschrieben (LOD < 1 ng/mL) und ein Konzept 

zur fortlaufenden Erweiterung des Analyten-

spektrums dieser Methode vorgeschlagen. Die 

Methode wurde angewendet um erstmalig 

Daten zur Prävalenz des SC-Abusus in 

forensisch-psychiatrischen Einrichtungen zu 

erheben und um die diagnostische Leistungs-

fähigkeit zweier kommerziell erhältlicher 

Immunoassays unter authentischen Beding-

ungen zu evaluieren. Bei der Analyse von 

Urinproben von 549 Patienten aus sieben 

verschiedenen forensisch-psychiatrischen 

Kliniken wurden mittels LC-MS/MS 8 % (n=42) 

der Patienten positiv getestet, wobei sich die 

Positivrate zwischen den einzelnen 

Einrichtungen stark unterschied (0 % – 25 %). 

Durch die immunchemische Analyse wurde 

dagegen keine der Proben positiv getestet. In 

einer zweiten Studie ergab sich für die 

kombinierte Nutzung beider Immunoassays 

nach Analyse von 100 positiven und  

100 negativen Proben eine diagnostische 

Leistungsfähigkeit von 51 %. Dieses Ergebnis 

kann durch eine mangelnde Kreuzreaktivität 

der verwendeten Antikörper zu neueren SC 

sowie durch zu hohe Cut-Off-Werte (10 bzw. 

20 ng/mL) hinsichtlich der meist niedrigen 

Metabolitenkonzentrationen in authentischen 

Urinproben erklärt werden. Die Studie zeigt, 

dass häufig verwendete Immunoassays auf 

Grund hoher Falsch-Negativ-Raten nicht als 

hinweisgebende Verfahren für SC-Abstinenz-

kontrollen geeignet sind. 
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3.2 Nachweis durch Haaranalysen 

In den folgenden Kapiteln werden die durchgeführten Studien vorgestellt, welche sich mit dem 

Nachweis SC und deren Metaboliten in Haarproben beschäftigen. Der erste Aufsatz stellt eine 

umfassende Methode zur semiquantitativen Analyse von Haarproben vor und diskutiert detailliert 

die Befunde aus der Untersuchung authentischer Proben über einen mehrjährigen Zeitraum  

(siehe Kapitel 0). In der zweiten Publikation wurde anhand eines Fallbeispiels untersucht, ob der 

Nachweis SC und deren Metaboliten einen Rückschluss auf das Konsumverhalten des Probanden 

zulässt, wobei erhebliche Einschränkungen bezüglich der Befundinterpretation aufgezeigt wurden 

(siehe Kapitel 3.2.2). 
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*Autorenbeiträge: Florian Franz entwickelte die LC-MS/MS-Methode zum Nachweis SC in Haarproben, erstellte 
zusammen mit Hanna Jechle und Merja A. Neukamm den Validierungsplan, führte zusammen mit Hanna Jechle die 
Validierung durch, erstellte mit Volker Auwärter ein Konzept für die Revalidierung, führte mit Hanna Jechle die 
Revalidierung durch und erstellte das Manuskript. Hanna Jechle führte zusammen mit Florian Franz die Validierung und 
Revalidierung der analytischen Methode durch, wobei sie den überwiegenden Teil der Validierungsversuche und der 
Datenauswertung bewältigte. Verena Angerer erwarb die Referenzstandards, führte die analytische Charakterisierung 
nicht-zertifizierter Standards durch, war zuständig für die Wartung des LC-MS/MS-Gerätes sowie der Analysemethode 
und erhob die Daten zur SC-Prävalenz im Rahmen der Routineanalytik auf SC in Serumproben. Melanie Pegoro leistete 
Vorarbeiten bei der Entwicklung der LC-MS/MS-Methode und erhob im Rahmen der Routineurinanalytik quantitative 
Daten zu SC in Haarproben in den Jahren 2012 und 2013. Volker Auwärter erstellte zusammen mit Florian Franz das 
Konzept für die Revalidierung. Merja A. Neukamm initiierte die Studie im Rahmen der notwendigen 
Methodenvalidierung, erstellte mit Florian Franz und Hanna Jechle den Validierungsplan und erhob im Rahmen der 
Routineanalytik quantitative Daten zu SC in Haarproben in den Jahren 2014-2016. Alle Autoren unterstützen Florian 
Franz bei der finalen Ausarbeitung des Manuskripts. 

3.2.1 Synthetische Cannabinoide in Haarproben 

 

Veröffentlicht in:  

Analytica Chimica Acta, 2018, 1006, 61-73. (DOI: 10.1016/j.aca.2017.12.029) 

Autoren*:  

Florian Franz, Hanna Jechle, Verena Angerer, Melanie Pegoro, Volker Auwärter und  

Merja A. Neukamm 

 

In der folgenden Studie wurde eine 

umfassende semiquantitative Methode zum 

Nachweis 72 relevanter SC in Haarproben 

validiert (LLOQ = 0,5 – 5,0 pg/mg). Für die 

fortlaufende Anpassung des Analyten-

spektrums wurde ein pragmatischer Ansatz 

hinsichtlich der erforderlichen Revalidierung 

vorgestellt und diskutiert. Dabei erwies sich die 

Teil-Revalidierung als angemessener Kompro-

miss zwischen Reduzierung des experi-

mentellen Aufwands und ausreichender 

Kontrolle der Leistungsparameter der 

Methode. Die Analyse von 294 authentischen 

Haarproben ergab eine Positiv-Rate von 55 % 

(163 Fälle positiv auf SC) und stellt damit den 

bisher größten verfügbaren semiquantitativen 

Datensatz zu SC in Haaren dar. Insgesamt 

wurden 52 verschiedene SC in einem breiten 

Konzentrationsbereich (< 1,0 – ca. 5.700 

pg/mg) in Haarproben nachgewiesen, wobei 

bis zu 17 verschiedene SC in einer Haarprobe 

detektiert wurden. Der zeitliche Vergleich mit 

den in Serumproben nachgewiesen SC deutet 

darauf hin, dass einige SC sehr lange in 

Haarproben nachweisbar sind. Im Kontext mit 

dem aktuellen Stand der Wissenschaft wurde 

diskutiert, dass ein SC-Befund in Haaren nicht 

als Beweis für eine systemische Aufnahme der 

Substanzen herangezogen werden kann und 

es wurde auf weitere Einschränkungen bei der 

Befundinterpretation hingewiesen. Für eine 

grobe Einordnung der SC-Konzentrationen in 

dem vorgestellten Kollektiv wurden die 

Kategorien „passive bzw. länger zurück-

liegende Exposition“ (unteres 75 %-Perzentil), 

„Hinweis auf intensive Exposition“ (oberes 

25 %-Perzentil) und „starke/kürzliche 

Exposition“ (Werte oberhalb des höchsten 

Kalibrators (150 pg/mg)) vorgeschlagen. Die 

erhobenen Daten können für die Analyse und 

Interpretation von SC-Befunden in Haarproben 

hilfreich sein. 
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3.2.2 Metaboliten synthetischer Cannabinoide in Haarproben 
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Die folgende Pilotstudie beschäftigt sich mit 

der Frage, ob der Nachweis verschiedener 

Metaboliten SC in Haarproben als Beweis für 

eine systemische Substanzaufnahme 

herangezogen werden kann. In der Haar-

strähne einer Entzugspatientin mit einer 

schweren SC-Abhängigkeit wurden unter 

anderem die SC AB-CHMINACA und 

5F-PB-22 (Abbildung 3-6) sowie einige ihrer 

Hauptmetaboliten nachgewiesen. Alle 

Substanzen zeigten eine ähnliche Verteilung 

über die Haarsträhne und wurden auch in 

distalen Haarsegmenten nachgewiesen, die in 

einem Zeitraum gewachsen sein mussten, 

welcher deutlich vor der Verfügbarkeit dieser 

SC auf dem Drogenmarkt lag. Durch 

Abrauchexperimente (analog zu Kapitel 3.1.2) 

wurde bewiesen, dass die Amid- und 

Esterhydrolysemetaboliten auch als Artefakte 

in relevanten Mengen pyrolytische gebildet 

werden können. Diese können potenziell mit 

dem Nebenstromrauch als Kontamination auf 

die Haaroberfläche gelangen. Zusätzlich 

wurde nach externer Kontamination von 

Haaren mit den Muttersubstanzen gezeigt, 

dass alle nachgewiesenen Metaboliten auch 

als Abbauprodukte in der Haarmatrix in 

relevanten Mengen gebildet werden. Für die 

Reaktionen wurde eine Zeit- und 

Temperaturabhängigkeit festgestellt. Neben 

der Hydrolyse von relativ labilen Amid- und 

Esterbindungen trat auch die hydrolytisch 

Spaltung der Fluor-Kohlenstoff-Bindung bei 

5F-PB-22 auf, für die eine Art katalytische 

Wechselwirkung mit bislang nicht 

identifizierten Bestandteilen der Haarmatrix 

(z. B. Melanin-Spezies) angenommen wird. 

Die Ergebnisse weisen auf eine potentielle, 

gegebenenfalls sehr praxisrelevante 

Einschränkung der generellen Aussagekraft 

von Metabolitenbefunden in Haaranalysen hin. 

Die Eignung eines Metaboliten für den Beweis 

einer systemischen Substanzaufnahme muss 

daher unter Berücksichtigung der 

verschiedenen Bildungs- und Einlagerungs-

mechanismen sorgfältigen geprüft werden. 

 

Abbildung 3-6. Graphische Zusammenfassung. 
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4 Abschließende Nachbetrachtung  
 

Im folgenden Kapitel wird kritisch überprüft, inwiefern die definierten Ziele (siehe Kapitel 2) durch 

die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Studien (siehe Kapitel 3) erreicht werden konnten. 

Darüber hinaus wird der Stand der Wissenschaft zum Zeitpunkt der abgeschlossenen Arbeit 

zusammengefasst und im Kontext mit den präsentierten Ergebnissen diskutiert. Aus dieser 

Nachbetrachtung werden Ansatzpunkte für weitere Studien abgeleitet, wodurch ein Ausblick auf 

mögliche Weiterentwicklungen des Forschungsgebietes gegeben wird. 
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4.1 Trend des „Spice-Phänomens“ 

Seit 2014 wurden der EMCDDA 76 neue SC und zahlreiche Vergiftungs- und Todesfälle im 

Zusammenhang mit einem SC-Konsum gemeldet [1]. Hinsichtlich der Konsummotivation und 

Prävalenz eines SC-Konsums haben sich im Zeitraum dieser Arbeit kaum Änderungen 

abgezeichnet. Beispielsweise ergab eine Befragung unter 15-18 jährigen Schülern in Frankfurt am 

Main im Jahr 2016 eine ähnliche Lebenszeitprävalenz (6 %) [2] für einen SC-Konsum wie die 

vergleichbare Studie im Jahr 2013 (5 %) [3]. Zudem wurde in Kapitel 3.1.6 am Beispiel von 

forensisch-psychiatrischen Kliniken gezeigt, dass die Prävalenz in bestimmten Teilpopulationen 

deutlich höher liegen kann. Zum Zeitpunkt der Untersuchung wurde bei 8 % von 549 Patienten aus 

insgesamt sieben verschiedenen Einrichtungen eine SC-Aufnahme nachgewiesen. Dabei wurden 

in einer Klinik sogar 25 % der Patienten positiv getestet. Die Relevanz dieser Wirkstoffklasse für 

die klinische und forensische Toxikologie ist dementsprechend nach wie vor hoch und die hohen 

Anforderungen an die Analytik sind unverändert. 

4.2 Chemisch-strukturelle Entwicklungen 

Neben einigen exotischen Strukturen, die kaum Verbreitung auf dem NPS-Markt gefunden haben, 

finden sich bestimmte neue Strukturmerkmale häufiger unter den seit Anfang 2014 gemeldeten 

SC. So verfügen 31 (41 %) der neuen Substanzen über einen von Valin bzw. tert-Leucin 

abgeleiteten Brückenrest. Hinsichtlich der Stereochemie dieser Strukturklasse finden sich in der 

neueren Literatur weitere Hinweise, welche die Annahme stützen, dass überwiegend die  

(S)-Enantiomere der Substanzen auf dem Markt verfügbar sind [4-7]. Mit den neuen  

„Valin/tert-Leucin“-SC kamen ebenfalls zum ersten Mal Substanzen mit 4-Fluorbenzyl- und 

Cyclohexylmethyl-Seitenketten auf den Markt (z. B. „AB-FUBINACA“ und „MDMB-CHMICA“). Dies 

führte dazu, dass einige „ältere“ Substanzen als Derivate mit den neuen Seitenketten vermarktet 

wurden (Abbildung 4-1). 

 

Abbildung 4-1. „Ältere“ synthetische Cannabinoide vom „Naphthoylindol-Typ“ (z. B. JWH-018) erschienen ab 
2014 als Derivate mit 4-Fluorbenzyl- und Cyclohexylmethyl-Seitenketten auf dem NPS-Markt. Diese Seitenketten 
traten erstmals bei neuen synthetischen Cannabinoide des „Valin/tert-Leucin-Typs“ auf (z. B. AB-FUBINACA 
und MDMB-CHMICA). 

AB-FUBINACA

N
N

NH
NH2

O

O

F

N

NH
O

O

O

MDMB-CHMICA

JWH-018

4-Fluorbenzyl-Derivat

„FUB-JWH-018“

N

O

F

JWH-018

N

O

JWH-018

Cyclohexylmethyl-Derivat

„NE-CHMIMO“

N

O



 Abschließende Nachbetrachtung 63 

 

Drei (4 %) der neu gemeldeten Substanzen beinhalten eine 3-(4-Fluorphenyl)-pyrazol-1,5-diyl- 

bzw. 5-(4-Fluorphenyl)-pyrazol-1,3-diyl-Kernstruktur („Pyrazole“). Der neu eingeführte Cumyl-

Brückenrest findet sich insgesamt bei 11 (14 %) der neu gemeldeten SC. Die Einführung von  

4-Cyanbutyl- (n = 2, 3 %), 5-Chlorpentyl- (n = 4, 5 %) und Tetrahydropyran-4-ylmethyl-Seitenketten 

(n = 2, 3 %), 1-Amino-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl- (n = 4, 5 %), Pyrrolidin-1-yl- (n = 2, 3 %) und 

Valinethylester-Brückenresten (n = 2, 3 %) sowie von 7-Azaindol-1,3-yl- (n = 3, 4 %), Carbazol- 

3,9-diyl- (n = 4, 5 %) und γ-Carbolin-1-on-2,5-yl-Kernstrukturen (n = 2, 3 %) stellen weitere 

interessante strukturelle Weiterentwicklungen dar. Besonders die neuen Kernstrukturen haben 

große Relevanz für den deutschen Markt, da sie, wie die „Pyrazol“-Kernstrukturen, derzeit nicht 

von der Stoffgruppendefinition für SC des NpSG eingeschlossen sind und damit keiner 

gesetzlichen Kontrolle unterliegen. Tabelle 4-1 fasst die neuen Strukturelemente zusammen, die 

bei mindestens zwei der seit 2014 neu gemeldeten SC auftraten. 
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Tabelle 4-1. Neue Strukturelemente, die bei mindestens zwei der seit 2014 der EMDCCA neu gemeldeten 
synthetischen Cannabinoide auftraten 

[1]
. 
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4.3 Nachweis durch Urinanalysen 

Bereits zu Beginn der Arbeit war bekannt, dass eine SC-Aufnahme durch Urinanalysen 

nachgewiesen werden kann, aber dies auf Grund der extensiven Biotransformation der Sub-

stanzen meist nur indirekt durch den Nachweis der Metaboliten gelingt. Sowohl die Ergebnisse der 

hier beschriebenen Studien (Kapiteln 3.1.3, 3.1.4 und 3.1.5) als auch Studien anderer Autoren [8-32] 

haben bestätigt, dass alle bislang untersuchten SC nur über deren Stoffwechselprodukte 

zuverlässig in Urinproben nachgewiesen werden können. Die Identifizierung der Hauptmetaboliten, 

welche für einen Nachweis geeignet sind, ist daher nach wie vor die wichtigste Grundlage für den 

spezifischen Nachweis von SC in Urinproben. 

4.3.1 Biotransformation neuer synthetischer Cannabinoide 

Neben den hier präsentierten Studien wurde seit 2014 eine Vielzahl weiterer Metabolismusstudien 

zu SC veröffentlicht. Die überwiegende Anzahl der Untersuchungen wurden mit humanen Leber-

mikrosomen [8, 11, 12, 16, 18, 19, 23, 26, 27, 29-31, 33-54], humanen Urinproben [8, 9, 11-24, 26-30, 35, 52, 54-57], humanen 

Hepatozyten [11, 31, 33-35, 37, 40, 41, 47, 57-67] und rekombinanten Enzymen [12, 38, 39, 42-44, 48, 49, 51, 56, 68] 

durchgeführt. Es wurden aber auch Studien mit Cunninghamella elegans [69, 70], Ratten-Leber-

mikrosomen [40, 41, 71], Ratten-Hepatozyten [40, 41, 47, 65], Leberschnitten von Ratten [72], Blutproben von 

Ratten [40, 41], Urinproben von Ratten [17, 40, 41, 71, 73], biologischen Proben von Schweinen [49], 

humanen Lungenmikrosomen [51], humanem Lebercytosol [39], der humanen Hepatoma-Zelllinie 

HepaRG [20] und humanen Serumproben [24, 32, 74] sowie in silico-Berechnungen [57, 60, 65, 72] 

beschrieben. 

4.3.1.1 Phase-I-Metabolismus 

Im Folgenden soll der aktuelle Stand der Forschung zur Phase-I-Biotransformation von neuen SC 

mit Bezug auf die neuen chemischen Strukturelemente zusammengefasst und diskutiert werden. 

Brückenreste. Ein Großteil der seit 2014 veröffentlichten Metabolismusstudien beschäftigt sich mit 

der Biotransformation verschiedener „Valin-/tert-Leucin“-SC [12-14, 21, 30, 33, 34, 45, 50, 51, 55, 57-59, 65, 75-77], 

was die große Bedeutung dieser Strukturklasse unterstreicht. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

wurde gezeigt, dass innerhalb dieser Strukturklasse – zusätzlich zu den bereits bekannten 

metabolischen Reaktionen (siehe Kapitel 1.4.3) – die Hydrolyse der endständigen Amid- bzw. 

Methylesterfunktion von großer Bedeutung ist (Kapitel 3.1.1, 3.1.2, 3.1.3, 3.1.4). Da durch die 

terminale Hydrolyse gemeinsame Metaboliten der Amid- und Esteranaloga gebildet werden 

(Abbildung 4-2), ist diese Reaktion für die Interpretation von analytischen Befunden in Urinproben 

von großem Interesse. 

 

Abbildung 4-2. Bildung gemeinsamer Metaboliten durch enzymatische Hydrolyse der endständigen Amid- und 
Methylesterfunktion von synthetischen Cannabinoiden am Beispiel der Strukturanaloga AB-FUBINACA und 
AMB-FUBINACA. 
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Entsprechend der in Kapitel 3.1.1 identifizierten Struktur-Metabolismus-Beziehungen ist der 

Einfluss dieses Stoffwechselweges jedoch stark von der Kombination verschiedener 

Strukturmerkmale der einzelnen Substanzen abhängig. Von anderen Autoren wurde bislang nur 

der Metabolismus einzelner Vertreter dieser Strukturklasse untersucht. Die relativen Intensitäten, 

mit denen die jeweiligen Hydrolyseprodukte gebildet wurden, stehen jedoch (unabhängig von den 

verwendeten Modellen) im Einklang mit den eigenen Beobachtungen. Dies untermauert die 

Gültigkeit der identifizierten Struktur-Metabolismus-Beziehungen und deren Nutzen für die 

Vorhersage metabolischer Profile. Thomsen et al. haben am Beispiel der Substanzen  

„AB-FUBINACA“ und „AB-PINACA“ gezeigt, dass die Carboxylesterase 1 (CES1) bei der ter-

minalen Amidhydrolyse eine wichtige Rolle spielt [51]. Es ist anzunehmen, dass auch die Hydrolyse 

der terminalen Methylester überwiegend durch die CES1 katalysiert wird. Der wissenschaftliche 

Beweis dafür wurde jedoch bisher nicht erbracht. Drei (10 %) der seit 2014 neu gemeldeten 

„Valin/tert-Leucin“-SC stellen homologe Derivate mit Ethylestern dar. Bislang liegen noch keine 

Metabolismusstudien zu diesen Wirkstoffen vor. Da bekannt ist, dass die Aktivität verschiedener 

Esterasen unter anderem von der Länge der veresterten Alkohole abhängig ist [78, 79], sollten die 

bisherigen Erkenntnisse für diesen Strukturtyp überprüft werden. Die terminale Hydrolyse könnte 

auch bezüglich der Inaktivierung dieser SC von großer Bedeutung sein. Buchler et al. haben für 

die Substanzen AB-CHMINACA (Patentbezeichnung: Compound 21) und ADB-CHMINACA 

(Patentbezeichnung: Compound 13) bzw. MDMB-CHMINACA Patentbezeichnung: 

Compound 129) in einem GTPγS-Bindungsassay gezeigt, dass die CB1-Rezeptoraffinitäten der 

Hydrolyseprodukte (Patentbezeichnungen: Compound 50 und Compound 206) drastisch reduziert 

sind [80]. Eine Studie von Longworth et al. zeigte eine signifikant reduzierte CB1-Rezeptoraktivität 

des Hydrolyseproduktes von ADB-PINACA verglichen mit der Muttersubstanz im verwendeten 

FLIPR-Membranpotenzial-Assay [81]. Beide Studien deuten darauf hin, dass die terminale 

Hydrolyse eine wichtige Rolle bei der Inaktivierung dieser Substanzen spielt. Allerdings steht eine 

Studie von Cannaert et al. im Widerspruch zu diesen Ergebnissen, da in dem verwendeten 

Bioassay ähnliche CB1-Rezeptoraktivitäten für die Hydrolyseprodukte von AB-CHMINACA und 

ADB-CHMINACA gemessen wurden im Vergleich zu den Muttersubstanzen [82]. Möglicherweise 

sind die widersprüchlichen Messergebnisse auf die Verwendung unterschiedlicher Messverfahren 

unter nicht vergleichbaren Bedingungen zurückzuführen. Eine systematische Untersuchung zu 

diesem Thema könnte nützliche Daten für die toxikologische Interpretation liefern. Obwohl es 

plausibel erscheint, dass überwiegend die (S)-Enantiomere der „Valin/tert-Leucin“-SC auf dem 

Markt verfügbar sind, muss berücksichtigt werden, dass die Ergebnisse der bisherigen 

Untersuchungen nicht notwendigerweise für die jeweiligen (R)-Enantiomere gültig sind. Es scheint 

daher allgemein sinnvoll die absolute Konfiguration chiraler SC in Drogenzubereitungen zu 

bestimmen und gegebenenfalls eine systematische Untersuchung der Unterschiede in der 

Biotransformation beider Konfigurationsformen durchzuführen. 

Kapitel 3.1.5 zeigt, dass die Einführung von Cumyl-Brückenresten zwar die Potenz der Wirkstoffe 

erhöhen kann, aber für die Biotransformation dieser Stoffe keine neuen Stoffwechselwege zu 

berücksichtigen sind. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen anderer Autoren, die 

sich mit der Biotransformation unterschiedlicher Subtanzen dieses Strukturtyps beschäftigt  

haben [8, 23, 26, 40, 53]. Anders verhält es sich mit der Verstoffwechselung von Substanzen mit 

Pyrrolidin-1-yl-Brückenresten. Am Beispiel der Substanz „5F-PY-PICA“ ([1-(5-Fluorpentyl)-1H-

indol-3-yl](pyrrolidin-1-yl)methanon) haben Mardal et al. gezeigt, dass der Pyrrolidin-Ring einer 

metabolischen Ringöffnung nach Oxidation in α-Position zum Stickstoff und anschließender  

N-Desalkylierung unterliegt (Abbildung 4-3) [47]. 
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Abbildung 4-3. Im in vitro-Versuch mit Hepatozyten führte die mehrfache enzymatische Oxidation am Pyrrolidin-
Brückenrest des synthetischen Cannabinoids 5F-PY-PICA zur Ringöffnung durch Hydrolyse und zur  
N-Dasalkylierung 

[47]
. 

Diese Studie zeigt, wie wichtig es ist, die möglichen Stoffwechselwege von Substanzen mit neuen 

Strukturmerkmalen detailliert zu untersuchen. Zu den neuen Subtanzen mit 1-Amino-1-oxo-3-

phenylpropan-2-yl-Brückenrest liegen aktuell noch keine Daten vor. Es bleibt zu hoffen, dass 

entsprechende Metabolismusstudien diese Lücke bald schließen werden. 

Brücken. Im Wesentlichen sind unter den neu gemeldeten SC die bereits bekannten Carbonyl- 

(n = 13, 17 %), Carboxamido- (n = 49, 64 %) und Carboxylester-Brücken (n = 11, 14 %) vertreten 

(Tabelle 1-1, Seite 6). Während zu Beginn dieser Arbeit schon einige Metabolismusstudien zu 

verschiedenen Substanzen mit Carbonyl-Brücken vorlagen, die zeigten, dass diese weitestgehend 

stabil gegenüber metabolischen Reaktionen sind [83-104], gab es nur eine Untersuchung mit einer 

Amidbrücken-Substanz [105] und keine Untersuchungen zu Substanzen mit Esterbrücken. Wie in 

den vorgestellten Studien gezeigt wurde, unterliegen Substanzen mit Esterbrücken einer 

extensiven Hydrolyse (Kapitel 3.1.3, 3.1.4). Dagegen werden Amidbrücken meist nur in geringem 

Umfang metabolisch hydrolysiert (Kapitel 3.1.1, 3.1.3, 3.1.4) (Abbildung 4-4). Die Untersuchung zu 

Struktur-Metabolismus-Beziehungen deutet darauf hin, dass Substanzen mit Indazol-

Kernstrukturen gegenüber Substanzen mit einer Indol-Grundstruktur einer stärkeren Spaltung der 

Brückenfunktion unterliegen könnten. Thomsen et al. hat auch für die Hydrolyse der Esterbrücken 

an drei SC („5F-PB-22“, „BB-22“ und „PB-22“) die CES1 als hauptverantwortliches Enzym 

identifiziert [51]. Welche Enzyme die Hydrolyse der Amidbrücke bei SC katalysiert, ist bislang 

unbekannt. Eine Studie von Cannaert et al. hat gezeigt, dass die Hydrolyse der Esterbrücken bei 

5F-PB-22 und PB-22 zu Metaboliten führt, die keine relevante CB1-Rezeptoraktivität besitzen [106]. 

Dies deutet darauf hin, dass die extensive metabolische Hydrolyse von Substanzen mit 

Esterbrücken von großer Bedeutung für deren pharmakologische Inaktivierung sein könnte. Auch 

für die Interpretation von Metabolitenbefunden in Urinproben ist diese Reaktion von Relevanz, da 

verschiedene SC durch die Hydrolyse von Amid- und Esterbrücken dieselben Spaltprodukte bilden 

können (Abbildung 4-4). 
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Abbildung 4-4. Durch enzymatische Hydrolyse der Amid- oder Esterbrücken können verschiedene synthetische 
Cannabinoide einen gemeinsamen Metaboliten bilden. 

 

Kernstrukturen. Die in Kapitel 3.1.2 vorgestellte Studie zu den Stellungsisomeren des  

„Pyrazol“-SC „AB-CHMFUPPYCA“ ist bislang die einzige zu dieser Strukturklasse, wobei typische 

metabolische Reaktionen beobachtet wurden, wie sie auch von „Valin-/tert-Leucin“-SC mit  

Indol- oder Indazol-Kernstrukturen bekannt sind. Lediglich die Bildung von Dihydrodiolen scheint 

bei den „Pyrazol“-SC kaum von Relevanz zu sein. Untersuchungen zur Biotransformation von 

Substanzen mit den „neuen“ Kernstrukturen („7-Azaindol“, „Carbazol“ und „γ-Carbolin“) waren nicht 

Bestandteil dieser Arbeit und wurden bislang nur in wenigen Forschungsartikeln behandelt [23, 53, 54]. 

Da Substanzen mit diesen Strukturelementen derzeit in Deutschland noch keiner rechtlichen 

Kontrolle unterliegen, ist anzunehmen, dass weitere Vertreter dieser Strukturklassen den  

NPS-Markt erobern werden. Eine systematische Untersuchung zum tieferen Verständnis der 

Einflüsse dieser Kernstrukturen auf das metabolische Profil SC ist daher von großer Dringlichkeit. 

Seitenketten. Die durchgeführte Studie zu Struktur-Metabolismus-Beziehungen (Kapitel 3.1.1) hat 

gezeigt, dass die Art der Seitenkette große Auswirkung auf das metabolische Profil eines SC 

haben kann. Während Alkyl-Seitenketten (5F-Pentyl-, Cyclohexylmethyl- und Pentyl-) einer 

extensiven Oxidation durch CYP-Enzyme unterliegen, sind 4-Fluorbenzyl-Seitenketten quasi inert 

gegen metabolische Modifikationen. Zudem wurde für alle Typen von Seitenketten  

CYP-katalysierte N-Desalkylierung beobachtet. Die in Kapitel 3.1.1 vorgestellte Studie hat gezeigt, 

dass das Ausmaß, mit dem die einzelnen SC einer N-Desalkylierung unterliegen, stark von 

bestimmten chemisch-strukturellen Eigenschaften der Substanzen mitbestimmt wird. Substanzen 

mit 4-Cyanbutyl-, 5-Chlorpentyl- und Tetrahydropyran-4-yl-methyl-Seitenketten waren nicht 

Gegenstand dieser Arbeit. Einige Arbeiten anderer Autoren haben den Metabolismus von 

Substanzen mit 4-Cyanbutyl- [65] und 5-Chlorpentyl- [8, 26, 53] Seitenketten untersucht. Analog zu der 

bekannten Defluorierung von Substanzen mit 5-Fluorpentyl-Seitenkette (Kapitel 1.4.3) wurde für 

diese Substanzen eine extensive Substitution der Nitrilgruppe bzw. des Chloratoms durch eine 

Hydroxygruppe beobachtet. Ebenfalls analog zu 5-Fluorpentyl-SC unterlagen die entsprechenden 

4-Hydroxypentyl- bzw. 5-Hydroxypentyl-Seitenketten weiteren Oxidationsreaktionen inklusive 

oxidativer Verkürzung der Seitenkette (Abbildung 1-8). Chimalakonda et al. haben am Beispiel der 
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Substanz AM-2201 gezeigt, dass die Defluorierungsreaktion oxidativ durch verschiedene  

CYP-Isoformen katalysiert wird [107]. Darüberhinaus haben Holm et al. bei weiteren 

Metabolismusstudien an AM-2201 die Dehalogenierungsreaktion auch an bislang nicht weiter 

identifizierten NADPH-unabhängigen Enzymen beobachtet [39]. Zudem wurde in derselben Studie 

beschrieben, dass die anschließende Oxidation der endständigen Alkoholgruppe durch 

cytosolische Alkoholdehydrogenasen zum entsprechenden Aldehyd und schließlich durch 

Aldehyddehydrogenasen zur Carbonsäure katalysiert wird (Abbildung 1-8, Seite 13). Eine analoge 

Verstoffwechselung für SC mit 4-Cyanbutyl- und 5-Chlorpentyl-Seitenketten ist zwar nicht belegt, 

scheint aber wahrscheinlich. Nicht geklärt ist bislang, wie die metabolische Verkürzung der 

Alkylseitenketten abläuft. Möglicherweise bietet eine weitere Oxidation in α- bzw. β-Position zur 

gebildeten Carbonsäure mit nachfolgender Elimination – wie sie aus dem Fettsäurestoffwechsel 

bekannt sind [108, 109] – einen Ansatzpunkt für weiterführende Untersuchungen. Die  

N-Desalkylierung, Hydrolyse bzw. Substitution von Halogen- oder Nitril-Gruppen und die oxidative 

Verkürzung der Alkylseitenketten sind von großer Relevanz für die Interpretation von Metaboliten-

Befunden bei der Analyse von Urinproben, da die Reaktionen zu gemeinsamen Metaboliten 

verschiedener SC führen können (Abbildung 4-5 und Abbildung 1-8). 

 

Abbildung 4-5. Durch enzymatische N-Desalkylierung (N-Desalkyl.) der Seitenkette können verschiedene 
synthetische Cannabinoide einen gemeinsamen Metaboliten bilden. 

 

4.3.1.2 Phase-II-Metabolismus 

Die entwickelte Urin-Screeningmethode beruht auf dem Nachweis von Phase-I-Metaboliten nach 

enzymatischer Konjugatspaltung mit β-Glucuronidase. Dementsprechend stand die  

Phase-II-Biotransformation von SC nicht im Fokus dieser Arbeit. Arbeiten anderer 

Forschungsgruppen haben jedoch bestätigt, dass auch viele Phase-I-Metaboliten der neuen SC 

Konjugationsreaktionen unterliegen. In den meisten Fällen wurden entsprechende Glucuronide 

nachgewiesen [8, 11-13, 19, 26, 33-35, 37, 40, 55, 58, 60-64, 66, 67, 71, 73]. Wenige Publikationen beschreiben auch 

den Nachweis von Sulfat- oder Cystein-Konjugaten [64, 67]. Dementsprechend ist es 

empfehlenswert, Urinproben vor der Analyse auf Phase-I-Metaboliten SC einer Konjugatspaltung 

zu unterziehen. 
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4.3.2 Humaner Lebermikrosomen-Assay 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde hervorgehoben, auf welche Weise der einfach durchzuführende 

und kostengünstige in vitro-Metabolimusassay mit humanen Lebermikrosomen erfolgreich 

eingesetzt werden kann, um die folgenden Herausforderungen bei der Urinanalytik auf SC zu 

bewältigen. 

Nicht-Verfügbarkeit authentischer Urinproben von Konsumenten. Besonders wenn noch 

keine Urinproben von SC-Konsumenten verfügbar sind, ist man für die Identifizierung geeigneter 

Zielanalyten auf Kenntnisse aus in vitro-Untersuchungen angewiesen. Der Vergleich der 

Lebermikrosomeninkubationen mit der Analyse von authentischen Urinproben in den Studien 

3.1.3, 3.1.4 und 3.1.5 hat gezeigt, dass unter den zwei mikrosomal gebildeten Metaboliten mit den 

höchsten Intensitäten mindestens einer ebenfalls unter den vier Phase-I-Metaboliten mit der 

höchsten Intensität in menschlichen Urinproben zu finden ist (nach Konjugatspaltung). Es wird 

daher empfohlen, mindestens zwei der mikrosomal gebildeten Hauptmetaboliten in eine 

Urinscreeningmethode aufzunehmen, bis diese Auswahl durch Daten aus Urinuntersuchungen 

optimiert werden kann. 

Nicht-Verfügbarkeit analytischen Referenzmaterials. Der beweissichere Nachweis eines  

SC-Konsums durch die Analyse biologischer Proben erfordert üblicherweise den Abgleich mit einer 

Referenzsubstanz. Auch für die Validierung eines Testverfahrens ist Referenzmaterial notwendig, 

um die notwendigen Kontrollproben herzustellen. Entsprechende Standards für Metaboliten neuer 

SC sind jedoch meist gar nicht oder nur mit erheblicher zeitlicher Verzögerung kommerziell 

erhältlich. Wie in den Kapiteln 3.1.3, 3.1.4 und 3.1.5 beschrieben wurde, stellt die Inkubation der 

wesentlich leichter verfügbaren Muttersubstanzen mit Lebermikrosomen eine pragmatische 

Zwischenlösung für dieses Problem dar. Auf diese Weise können Signale aus biologischen Proben 

durch einen Abgleich mit in vitro generierten Phase-I-Metaboliten verifiziert werden. Lediglich die 

Quantifizierung von Metaboliten und die Bestimmung entsprechender Validierungsparameter einer 

quantitativen Methode bleiben damit weiterhin problematisch. Für eine ökonomisch sinnvolle 

Isolierung als Referenzmaterial werden die Metaboliten von Lebermikrosomen in zu geringen 

Mengen gebildet (eigene unveröffentlichte Daten). In den präsentierten Studien konnten insgesamt 

zwischen 92 und 100 % der in Urinproben detektierten Phase-I-Metaboliten in vitro generiert 

werden, wobei alle der empfohlenen Konsummarker abgedeckt wurden. 

Gemeinsame Metaboliten strukturähnlicher Substanzen. Für die Interpretation von 

Metabolitenbefunden in Urinproben kann es relevant sein, ob der nachgewiesene Metabolit 

spezifisch für ein bestimmtes SC ist oder von mehreren strukturverwandten SC gebildet werden 

kann. Die Studien 3.1.3, 3.1.4 und 3.1.5 haben gezeigt, dass durch die Inkubation strukturähnlicher 

SC gemeinsame Stoffwechselprodukte identifiziert und deren Aussagekraft für die Interpretation 

von Urinbefunden bewertet werden kann. Zusätzlich zu den in Kapitel 1.4.3 beschriebenen 

Reaktionen wurde gezeigt, dass auch die metabolische Hydrolyse sowohl von Amid- und 

Esterbrücken als auch von endständigen Amid- und Esterfunktionen bei „Valin-/tert-Leucin“-

Substanzen zu Phase-I-Metaboliten führen kann, die von mehreren SC gebildet werden können 

(Abbildung 4-2 und Abbildung 4-4). Eine Arbeit von Thomsen et al. hat die Carboxylesterase 1 

(CES1) als besonders aktives Enzym bei der Katalyse dieser Reaktionen identifiziert [51]. 

Untersuchung von Struktur-Metabolismus-Beziehungen. In Kapitel 3.1.1 wurden erstmals 

klare Beziehungen zwischen chemisch-strukturellen Merkmalen der neuen „Valin-/tert-Leucin“-SC 

und deren Phase-I-Biotransformation mit Hilfe humaner Lebermikrosomen beschrieben. Zusätzlich 

konnten durch HLM-Inkubationen Unterschiede in der Metabolisierung von AB-CHMFUPPYCA-

Stellungsisomeren untersucht werden (Kapitel 3.1.2). Diese Struktur-Metabolismus-Beziehungen 
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ermöglichen es, gezielter nach vielversprechenden Zielanalyten zu suchen und Testverfahren mit 

reduziertem experimentellem Aufwand zu optimieren. 

Obwohl der humane Lebermikrosomen-Assay gut etabliert ist und für die Urinanalyse auf  

SC-Metaboliten ein vielseitig einsetzbares Werkzeug darstellt, könnten andere 

Metabolismusmodelle weitere Verbesserungen bringen. Die durchgeführten Studien haben 

gezeigt, dass die relativen Intensitäten der mikrosomal gebildeten Metaboliten teilweise deutlich 

von den relativen Intensitäten der in Urinproben detektierten Phase-I-Hauptmetaboliten abweichen 

können (nach Konjugatspaltung). Besonders durch mehrfache Reaktionen gebildete Phase-I-

Metaboliten können mikrosomal meist nur eingeschränkt generiert werden. Diesbezüglich könnte 

bei Verwendung der „S9-Fraktion“ oder mit humanen Hepatozyten eventuell ein noch ähnlicheres 

Metabolitenspektrum erzielt werden verlichen mit humanen Urinproben [110-112]. Eine rationale 

Kosten-Nutzen-Abwägung würde eine umfassende Vergleichsstudie hinsichtlich der vier 

genannten Gesichtspunkte erfordern. Eine weitere interessante Option wäre die Isolierung 

biologisch hergestellter Metaboliten neuer SC als Referenzmaterial im µg- bis mg-Maßstab. Einige 

Machbarkeitsstudien wurden beispielsweise mit Hilfe rekombinanter Escherichia coli [113], 

Schizosaccharomyces pombe [114] und Cunninghamella elegans [115] durchgeführt. Diese 

Vorarbeiten könnten genutzt werden, um eine entsprechend vereinfachte und robuste Realisierung 

für analytische Labore zu entwickeln. Zusätzlich wäre eine engere Zusammenarbeit zwischen den 

akademischen Forschungsgruppen und den kommerziellen Herstellern von Referenzmaterial 

wertvoll, um entsprechende Versorgungslücken in angemessenerer Zeit zu schließen. 

4.3.3 Testverfahren 

Im Zeitraum dieser Arbeit wurden verschiedene neue Testverfahren beschrieben, wobei der 

Nachweis mittels LC-MS-Methoden nach wie vor den „Goldstandard“ darstellt. Im Folgenden wird 

die am Institut für Rechtsmedizin Freiburg etablierte Screeningmethode anderen neuen  

LC-MS-basierten Methoden gegenübergestellt und es werden alternative Ansätze diskutiert. 

4.3.3.1 Nachweis mittels LC-MS 

Die in Kapitel 3.1.6 beschriebene Screeningmethode basiert auf einer Liste mit spezifischen 

Ionenübergängen für Phase-I-Hauptmetaboliten von SC, welche an einem Triple-Quadrupol-

Massenspektrometer im positiven Ionisationsmodus gemessen wird (+MRM Scan). Um zu 

gewährleisten, dass zu jeder Zeit die Metaboliten der aktuell relevanten SC erfasst werden, muss 

die MRM-Liste laufend angepasst werden. Die Entwicklungen des SC-Marktes wurden durch das 

regelmäßige Zusammentragen der vorhandenen Informationen aus der wissenschaftlichen 

Literatur, den Berichten an die EMCDDA und einschlägigen Internetforen, auf denen sich 

Drogenkonsumenten austauschen, überwacht (diese Daten wurden in kollegialer Zusammenarbeit 

erhoben und sind nicht Bestandteil dieser Arbeit). Die Relevanz neuer SC in Deutschland wurde im 

Rahmen der Promotionsarbeit von Verena Angerer durch die Analyse von „Legal-High“-Produkten 

und Serumproben überprüft [116]. Zur Identifizierung der optimalen analytischen Targets für die 

Urin-Sreeningmethode wurden im Rahmen dieser Arbeit Metabolismusstudien in vitro  

(HLM-Assay) und in vivo (humane Urinproben) wie in Kapitel 3.1 beschrieben durchgeführt. Der 

zeitaufwendige Prozess für die Identifizierung der Phase-I-Hauptmetaboliten neuer SC konnte 

durch die in Kapitel 3.1.1 präsentierte Studie zu Struktur-Metabolismus-Beziehungen wesentlich 

beschleunigt werden. Für Analyten mit kommerziellen Referenzstandards wurden 

Nachweisgrenzen abgeschätzt, die zwischen 0,01 und 0,5 ng/mL lagen. Als Positivkontrolle für 

Analyten ohne Referenzstandards wurde eine Kombination aus authentischen Urinproben von 

Konsumenten und HLM-Proben etabliert. Die verhältnismäßig unspezifische Probenaufarbeitung 

durch Flüssig-flüssig-Extraktion mit Acetonitril und Ammoniumformiat erleichtert die Anpassung der 

Methode um neue Analyten. 
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Seit Anfang 2014 wurden einige LC-MS-basierte Screeningmethoden zum Nachweis SC und 

deren Metaboliten in Urinproben beschrieben. Verglichen mit der im Rahmen dieser Arbeit 

entwickelte Methode liegen die Nachweisgrenzen anderer LC-MS/MS-Methoden in einem 

ähnlichen Bereich (0,01 - 1,0 ng/mL) [22, 24, 25, 117-133]. Jedoch umfassen diese Methoden auf Grund 

fehlender Referenzstandards selten aktuelle SC (z. B. vom „Valin- bzw. tert-Leucin-Typ“), wodurch 

deren routinemäßige Anwendung in der publizierten Form für die klinische und forensische 

Fallarbeit fragwürdig erscheint. Auch beschreiben die Artikel kein Vorgehen zur Erweiterung des 

Analytenspektrums. Im Hinblick auf die Aktualität des Analytenspektrums ist die hier präsentierte 

Methode den bislang veröffentlichten Ansätzen deshalb überlegen. Andere Autoren beschreiben 

hochauflösende LC-qToF-MS-Screeningverfahren zum Nachweis von SC-Metaboliten in Urin-

proben [134-142]. Typischerweise liegen die Nachweisgrenzen dieser Verfahren mit ca. 1 - 10 ng/mL 

etwas höher als die LC-MS/MS-basierter Methoden. Da in Kapitel 3.1.6 gezeigt wurde, dass die 

Analytkonzentrationen in Urinproben aus Abstinenzkontrolluntersuchungen häufig unter 1 ng/mL 

liegen, sind die LC-qToF-MS-Verfahren nicht optimal für diesen Einsatz. Ein großer Vorteil dieser 

Methoden liegt allerdings darin, dass das Analytenspektrum nahezu beliebig erweitert werden 

kann, ohne Einbußen hinsichtlich der Signalintensitäten in Kauf nehmen zu müssen und bereits 

aufgezeichnete Daten auch retrospektiv nach neuen Analyten durchsucht werden können. Zudem 

bietet die Bestimmung der genauen Masse eine weitere Dimension für die Identifizierung der 

Analyten in biologischen Proben. Diese Vorteile machen die HRMS-Methoden aktuell interessant 

für klinische Anwendungen, bei denen höhere Analytkonzentrationen zu erwarten sind. Sobald 

durch technische Weiterentwicklungen niedrigere Nachweisgrenzen erreicht werden können, 

könnte der Einsatz in allen Anwendungsgebieten der SC-Analytik möglich werden. 

4.3.3.2 Alternative Nachweisverfahren 

Einige Testverfahren wurden seit Anfang 2014 entwickelt, die als hinweisgebende Analysen 

eingesetzt werden können. Besonders im Bereich der immunchemischen Methoden wurden viele 

neue kommerzielle Lösungen angeboten, von denen einige in wissenschaftlichen Studien evaluiert 

wurden [134, 141, 143-148]. In diesen Studien wurden die untersuchten IA meist als geeignet für den 

Nachweis eines bestimmten Analytenspektrums in Urinproben bewertet. Die in Kapitel 3.1.6 

vorgestellte Vergleichsstudie hat jedoch an zwei Beispielen eindrücklich gezeigt, dass die IA für 

den Einsatz in Abstinenzkontrolluntersuchungen wegen hoher Falsch-Negativ-Raten nicht 

geeignet sind. Zum einen liegen die Nachweisgrenzen in der Regel zu hoch (> 1 ng/mL) und zum 

anderen besteht häufig keine oder nur eine unzureichende Kreuzreaktivität zu neueren SC  

(siehe auch Kapitel 3.1.4). Insbesondere die fehlende Kreuzreaktivität macht in Kombination mit 

der hohen Dynamik des SC-Marktes und der langen Entwicklungsdauer neuer IA deren Einsatz 

auch im klinischen Umfeld weitestgehend nutzlos. Bemerkenswert niedrige Nachweisgrenzen (0,2 

- 0,45 pg/mL) wurden in einer Studie bei der Analyse von aufgestockten synthetischen Urinproben 

mittels eines Sensorsytems auf Basis molekular eingeprägter Polymere („molecularly imprinted 

polymers“) erreicht [149]. Auf Grund des „Schlüssel-Schloss-Bindungsprinzips“ ergibt sich allerdings 

für diese Technik das gleiche Kreuzreaktivitäts-Problem wie für die immunchemischen Assays. 

Neue „molecularly imprinted polymers“ könnten jedoch wesentlich schneller entwickelt werden. 

Unter der Voraussetzung, dass entsprechende Sonden schnell genug verfügbar sind, wäre deren 

Anwendung als hinweisgebendes Verfahren prinzipiell denkbar. Ein vielversprechender Ansatz 

wurde von Cannaert et al. beschrieben [82, 106]. Dieser beruht auf der vorhandenen Aktivität vieler 

SC-Metaboliten an den Cannabinoidrezeptoren 1 und 2, die durch den entwickelten Bioassay 

gemessen werden kann. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden in Kooperation mit der 

belgischen Forschungsgruppe erste Machbarkeitsstudien durchgeführt, welche die Anwendbarkeit 

als hinweisgebendes Verfahren für ein Urinscreening belegen (die genannten Publikationen sind 

Bestandteil der Dissertation von Annelies Cannaert). Ob eine kommerzielle Umsetzung realisiert 

werden kann, müssen weitere Untersuchungen in der Zukunft zeigen. 
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4.3.4 Befundinterpretation 

Der Nachweis von SC-Metaboliten in Urinproben beweist zweifelsfrei die systemische Aufnahme 

eines SC. Um auf die aufgenommene Muttersubstanz zurückschließen zu können, müssen 

substanzspezifische Metaboliten nachgewiesen werden. Durch Hydrolyse von Amid- und 

Estergruppen (Abbildung 4-2 und Abbildung 4-4), hydrolytische Dehalogenierung (Abbildung 1-8, 

Seite 13), Hydrolyse von Nitril-Gruppen, oxidativen Abbau von Alkylseitenketten (Abbildung 1-8) 

und oxidative N-Desalkylierung (Abbildung 4-5) können mehrere SC gemeinsame Metaboliten 

bilden, welche als unspezifische Konsummarker angesehen werden müssen. 

Fragestellungen nach dem Aufnahmezeitpunkt, der Konsummenge oder der Konsumhäufigkeit 

können durch Urinanalysen im Normalfall nicht beantwortet werden und erfordern die Analyse von 

Blutproben sowie Daten zur Pharmakokinetik/Toxikokinetik der jeweiligen Substanz. 
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4.4 Nachweis durch Haaranalysen 

4.4.1 Testverfahren 

Die von Hutter et al. beschriebene Methode [150] zum Nachweis SC in Haarproben wurde im 

Rahmen dieser Arbeit optimiert und das Analytenspektrum umfassend erweitert  

(siehe Kapitel 0). Auch diese Methode basiert auf einer Liste spezifischer Ionenübergänge, die auf 

einem LC-MS/MS-System gemessen wird und fortlaufend überarbeitet werden muss. Die Auswahl 

der relevanten Analyten wird wie in Kapitel 4.3.3.1 beschrieben getroffen. Im Gegensatz zur 

Urinanalytik können SC in Haaren direkt als Muttersubstanzen detektiert werden und 

entsprechende Referenzstandards sind meist mit geringer zeitlicher Verzögerung erhältlich. 

Dementsprechend ist eine quantitative Analyse zwar möglich, jedoch erfordert die häufige 

Anpassung der MRM-Liste eine aufwendige Revalidierung des Testverfahrens. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurde ein pragmatischeres Konzept für die Revalidierung etabliert. Der Ansatz ist durch die 

Tatsache gerechtfertigt, dass für Fragestellungen, die eine Haaranalytik auf SC erfordern, in den 

meisten Fällen eine semiquantitative Einschätzung der Wirkstoffkonzentrationen ausreichend ist. 

Der Umfang der notwendigen Experimente konnte deutlich reduziert werden und ermöglicht es, die 

Revalidierung mit geringem Aufwand begleitend zur Routineanalytik durchzuführen. Die 

entwickelte Methode ermöglicht niedrige Bestimmungsgrenzen (0.5 - 10 pg/mg) aller relevanten 

SC in Haarproben und die semiquantitative Beurteilung einer SC-Exposition. Die Relevanz der 

verschiedenen SC wurde wie in Abschnitt 4.3.3.1 beschrieben bewertet. Für die uneingeschränkte 

Erweiterungsmöglichkeit des Analytenspektrums war die unspezifische methanolische 

Probenextraktion eine wichtige Grundlage. Durch die unspezifische Extraktion mussten allerdings 

teilweise hohe Matrixeffekte in Kauf genommen werden. 

Seit Anfang 2014 wurden mehrere LC-MS-basierte Methoden zum Nachweis von SC in 

Haarproben beschrieben. Niedrigauflösende massenspektrometrische Methoden zeigten 

unterschiedliche Nachweis- und Bestimmungsgrenzen im Bereich von 0,01 – 50 pg/mg [151-162]. Für 

hochauflösende Massenspektrometer wurden Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ab 10 pg/mg 

berichtet [163, 164]. In Kapitel 0 wurde durch die Untersuchung mehrerer hundert authentischer 

Haarproben gezeigt, dass die in Haaren nachgewiesenen SC-Konzentrationen in fast 70 % der 

Fälle unter 10 pg/mg lagen. Neben den in Kapitel 4.3.3.1 bereits erwähnten Vorteilen 

hochauflösender Massenspektrometer wäre bei Verwendung dieser Geräte auch die erforderliche 

Revalidierung nach Erweiterung des Analytenspektrums deutlich weniger aufwendig. Da die 

Anzahl der zu erfassenden Analyten bei qToF-Geräten keinen Einfluss auf die Nachweisgrenzen 

des Verfahrens hat, müssten neben den obligatorischen Selektivitäts-/Spezifitäts-Tests lediglich 

Revalidierungsparameter für die neu hinzugefügten Analyten bestimmt werden. In den meisten 

Fällen werden Haarproben zur Kontrolle einer Drogenabstinenz untersucht, weshalb  

LC-MS/MS-Geräte aufgrund der meist niedrigeren Nachweisgrenzen aktuell zu bevorzugen sind. 

Dennoch stellen hochauflösende Massenspektrometer eine vielversprechende Alternative dar, 

sobald technische Weiterentwicklungen niedrigere Nachweisgrenzen ermöglichen. 

4.4.2 Befundinterpretation 

In Kapitel 0 wurden umfassende Daten zu SC und deren Konzentration in authentischen 

Haarproben präsentiert. Der zeitliche Vergleich mit den in Serumproben nachgewiesen SC deutet 

darauf hin, dass einige SC sehr lange in Haarproben nachweisbar sind. Die Daten aus der 

Serumanalytik auf SC wurden im Rahmen der Doktorarbeit von Verena Angerer erhoben [116]. Der 

Konzentrationsbereich von SC in Haarproben reichte von weniger als 1 pg/mg bis ca. 5.700 pg/mg. 

Unter Berücksichtigung des aktuellen Wissenstandes wurden für die Interpretation der 

Konzentrationen in diesem Kollektiv die Kategorien „passive bzw. länger zurückliegende 

Exposition“ (unteres 75 %-Perzentil), „Hinweis auf intensive Exposition“ (oberes 25 %-Perzentil) 
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und „starke/kürzliche Exposition“ (Werte oberhalb des höchsten Kalibrators (150 pg/mg)) 

vorgeschlagen. In Kapitel 3.2.2 wurde anhand eines authentischen Fallbeispiels gezeigt, dass die 

segmentale Analyse einer Haarsträhne auf SC keine zuverlässigen Rückschlüsse auf den 

Konsumverlauf zulässt. Dementsprechend scheint eine Einlagerung der SC über die 

Blutversorgung der Haarwurzel nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Einer der durchgeführten 

Versuche hat bestätigt, dass durch externe Kontamination der Haare mit Substanzpulver große 

Mengen der SC dauerhaft in die Haarstruktur eingelagert werden können. Überraschenderweise 

waren in den Haarsegmenten der authentischen Haarprobe zwar typische Phase-I-

Hauptmetaboliten der detektierten SC nachweisbar, doch auch durch diese Befunde konnte der 

Konsumverlauf nicht plausibel rekonstruiert werden. Weitere Experimente haben schließlich 

gezeigt, dass die detektierten Metaboliten auch nach externer Kontamination temperatur- und 

zeitabhängig in der Haarstruktur als Abbauprodukte gebildet werden können (Abbildung 4-6). 

Während die Hydrolyse von Amid- und Esterbindungen in Haaren nachvollziehbar war, konnte für 

die beobachtete hydrolytische Defluorierung bislang keine plausible mechanistische Erklärung 

gefunden werden. Die Untersuchung einer katalytischen Interaktion mit Bestandteilen der 

Haarmatrix (z. B. Melanin) könnte weitere Erkenntnisse über diese relevante Abbaureaktion liefern. 

Die Amid- und Esterhydrolyseprodukte wurden ebenfalls unter Abrauchbedingungen pyrolytisch 

gebildet und könnten über den Nebenstromrauch auf die Haaroberfläche gelangen und von außen 

in die Haarstruktur eindringen (Abbildung 4-6). Die nachgewiesenen Phase-I-Metaboliten können 

folglich nicht als indirekter Beweis für eine systemische Aufnahme der SC gewertet werden. Es ist 

anzunehmen, dass diese Beobachtungen auch für andere SC und deren durch Hydrolyse von 

Amiden, Estern und Fluor-Kohlenstoff-Bindungen gebildeten Metaboliten zutreffen. Dies sollte 

jedoch in weiteren Studien genauer untersucht werden. 

 

 

Abbildung 4-6. Artefaktische Bildung typischer Phase-I-Metaboliten synthetischer Cannabinoide (z. B. 5F-PB-22 
und AB-CHMINACA) durch Pyrolyse beim Rauchen oder durch hydrolytischen Abbau in der Haarstruktur. 
Angepasst aus Literatur 

[165]
. 
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Seit Anfang 2014 haben einige Arbeiten anderer Autoren ebenfalls neue Erkenntnisse mit 

Relevanz für die Interpretation von SC-Befunden in Haarproben geliefert. Eine neue Studie von 

Kim et al. hat für weitere SC bestätigt, dass die Haarpigmentierung keinen bedeutenden Einfluss 

auf die Einlagerung der Substanzen in die Haarstruktur hat [152]. Zudem wurde beobachtet, dass 

die Konzentrationen der detektierten SC und deren Metaboliten von proximalen zu distalen 

Haarsegmenten hin ansteigen. Ein Einfluss von Sebum und Schweiß auf die Verteilung der 

Analyten entlang des Haarschafts wurde postuliert. Hutter et al. haben in einer Studie den 

Nebenstromrauch und die bloße Handhabung von Drogenzubereitungen als bedeutende Quellen 

für die externe Kontamination der Haare mit SC identifiziert [166]. Durch die Exposition mit 

Nebenstromrauch wurden dabei höhere Konzentrationen in den Haaren erzielt als durch das 

Handling der Produkte. Durch mehrmaliges Waschen der Haarproben konnten die 

Kontaminationen nicht ausreichend entfernt werden. Selbst nach einigen Wochen wurden 

Probanden mit längeren Haaren noch positiv getestet. Die höchsten Konzentrationen wurden auch 

in dieser Studie in den distalen Haarsegmenten gemessen. Die Studie zeigt damit eindrücklich, 

dass SC zu einem relevanten Anteil nach externer Kontamination durch Diffusion von der 

Haaroberfläche in die Haarstruktur eingelagert werden können. Auch Moosmann et al. 

beschreiben die Einlagerung relevanter Mengen SC durch den bloßen Umgang mit 

Kräutermischungen [167]. Zudem wurden unbeteiligte Personen positiv getestet, deren Haare 

vermutlich nur durch den Kontakt zu primär belasteten Personen kontaminiert wurden. Diese 

Ergebnisse heben nochmals deutlich die Problematik bei der Interpretation von 

Haaranalyseergebnissen hinsichtlich eines Konsumbeweises hervor. Auch eine Arbeit von  

Saito et al. befasst sich mit der externen Kontamination von Haar [155]. Ähnlich wie in Kapitel 3.2.2 

wurde von Sasaki et al. in einem Fallbeispiel beobachtet, dass die segmentale Haaranalyse keine 

plausiblen Daten zum Konsumverlauf lieferte [158]. Eine externe Kontamination durch 

Nebenstromrauch wurde als wahrscheinlichste Ursache postuliert. In guter Übereinstimmung zu 

den Ergebnissen der anderen Autoren wurde gezeigt, dass gezielte externe Kontamination nicht 

durch Waschprozeduren entfernt werden konnte. Dabei war die Absorption bei gefärbtem und 

gebleichtem Haar weniger stark ausgeprägt als bei naturschwarzem Haar. Zudem wurde Schweiß 

als potentielle Quelle für eine externe Kontamination der Haare identifiziert. Darüber hinaus 

konnten durch segmentale Haaranalysen keine Informationen hinsichtlich des Konsumverlaufes 

gewonnen werden. Ein Übersichtsartikel von Salomone et al. bietet ebenfalls einen detaillierten 

Überblick über die neuesten Entwicklungen [168]. 

Die Konsistenz der einzelnen Studien macht deutlich, dass ein SC-Nachweis in Haarproben keinen 

Beweis für die Aufnahme oder den Konsum von SC darstellt. Entsprechend stieg das Interesse an 

in Haaren nachweisbaren SC-Metaboliten als indirekter Beweis für eine systemische  

SC-Aufnahme. Einige Autoren gelang der Nachweis verschiedener SC-Metaboliten in 

authentischen Haarproben, welche als Konsummarker genutzt werden könnten [152-154, 169]. 

Betrachtet man die Ergebnisse dieser Studien jedoch unter Berücksichtigung der im Rahmen 

dieser Arbeit neu gewonnenen Erkenntnisse (Kapitel 3.2.2), so muss festgestellt werden, dass bei 

der überwiegenden Anzahl der beschriebenen Fälle eine artefaktische Bildung der detektierten 

Metaboliten durch Pyrolyse beim Rauchen oder durch Abbau in der Haarstruktur nicht 

ausgeschlossen werden kann. Entsprechende Stabilitätsstudien sollten dringend durchgeführt 

werden, um die zweifelsfreie Eignung der detektierten Metaboliten zum Nachweis einer 

systemischen Aufnahme zu überprüfen. 
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4.5 Fazit 

Die entwickelten LC-MS/MS-Methoden zum Nachweis SC bzw. deren Metaboliten in humanen 

Haar- bzw. Urinproben entsprechen dem aktuellen „Gold-Standard“ hinsichtlich Spezifität und 

Nachweisgrenzen. Ein Alleinstellungsmerkmal der Testverfahren liegt in der Aktualität des 

Analytenspektrums. Durch die semiquantitative Haaranalyse kann das Ausmaß einer  

SC-Exposition abgeschätzt werden. Eine systemische Aufnahme könnte durch den Nachweis von 

Metaboliten in Haarproben belegt werden, jedoch muss deren Eignung als Konsummarker kritisch 

geprüft werden. Die durchgeführten Untersuchungen haben verschiedene Wege aufgezeigt, durch 

die typische Phase-I-Metaboliten als Artefakte gebildet werden können und damit allgemein auf 

eine bislang stark unterschätzte Einschränkung der Aussagekraft nachgewiesener Metaboliten in 

Haarproben hingewiesen. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Metabolismusstudien 

haben zum besseren Verständnis der Phase-I-Biotransformation neuer SC beigetragen und waren 

eine essentielle Grundlage für die Identifizierung der analytischen Targets für den Nachweis einer 

SC-Aufnahme durch Urinanalysen. Das darauf aufbauend entwickelte, qualitative Testverfahren 

zur Detektion der Phase-I-Hauptmetaboliten von SC in Urinproben ermöglicht den Beweis einer 

systemischen SC-Aufnahme. Beide Methoden können komplementär zur Beantwortung 

verschiedener klinischer und forensischer Fragestellungen eingesetzt werden, wobei der Einsatz 

schwerpunktmäßig auf dem Gebiet der Abstinenzkontrolle liegt. Auch zur Erhebung 

epidemiologischer Daten zur Verbreitung von SC kann die Analyse von Haar- und Urinproben 

wesentlich beitragen. Insgesamt haben die durchgeführten Studien einige Lücken in der Literatur 

geschlossen, wichtige Erkenntnisse für die korrekte Interpretation analytischer Befunde in Haar- 

und Urinproben geliefert und dazu beigetragen bioanalytisch mit den rasanten Entwicklungen auf 

dem Designerdrogenmarkt mithalten zu können. Spannende Weiterentwicklungen könnten sich 

zukünftig ergeben durch neue hochauflösende Massenspektrometer, die niedrigere 

Nachweisgrenzen erreichen, sowie durch alternative in vitro-Metabolismusmodelle, die eine 

genauere Vorhersage des in vivo-Metabolismus erlauben oder die Gewinnung von 

Hauptmetaboliten als Reinsubstanzen ermöglichen. 
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5 Anhang  
 

Der folgende Inhalt besteht aus Rohdaten und ergänzenden Daten, die zum Zweck der 

vollständigen Nachvollziehbarkeit mit den in Kapitel 3 vorgestellten Publikationen als 

unterstützendes Material veröffentlicht wurden. 
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