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Abstract

Aim: Biomarkers of alcohol abuse have been in the focus of the scientific work of the author during
the last 2 decades. The aim of the report is to give an overview about and an assessment of the diag-
nostic validity of those parameters suggested to be used as biomarkers of alcohol (ab)use with focus
on those currently used as such.

Methods: The data from the literature, starting approx. in the middle of the last century, and data from
own studies, e. g. on carbohydrate-deficient transferrin, ethylglucuronide, as well as the so-called
“classical alcohol abuse markers” AST, ALT, y-GT, and MCV have been reviewed systematically,
checked for redundancy, condensed and presented in some review articles and book chapters. These
have been again condensed for this presentation.

Results and Discussion: Alcohol abuse and alcohol addiction cause considerable consequential
damage for both the individual and society. In Germany, the follow-up costs of alcohol misuse are
estimated to be several ten billion Euro. This is the reason why there has been an intense ongoing
search for valid markers of alcohol abuse and alcohol dependency. Such markers can be divided into
so-called Trait- and State-markers. Trait-markers, e. g. platelet monoaminoxidase activity or specific
alleles of the D2-dopamine receptor gene, are time-independent indicators, which (should) point to a
genetic predisposition for the development of alcohol dependency. Until now, trait-markers have not
gained much acceptance due to limited analytical robustness and/or diagnostic accuracy. State-markers
are time-dependent parameters which (should) indicate an (increased) alcohol consumption. Such
markers are usually divided into those of acute or recent alcohol use and those of chronic alcohol
abuse. The demands for being a valid State-Marker are very high. In the final analysis, a maximum
diagnostic specificity and sensitivity is needed, very often being mutually exclusive. Valid markers of
acute or recent alcohol intake are ethanol, ethylglucuronide and ethylsulfate in blood and urine. These
parameters are well-established and are standard parameters of a clinical and toxicological laboratory.
Congener analysis, e. g. methanol, is common in forensic labs and adds valuable information. A wide
range of parameters has been proposed for the detection of chronic alcohol abuse. Most of them have
not proven analytical robustness and/or sufficient diagnostic accuracy, e. g. the “liver enzymes” ALT
and AST and the mean corpuscular volume of erythrocytes. Both show low diagnostic accuracy and it
is no longer acceptable to use these parameters for the diagnosis of chronic alcohol abuse. Relatively
new parameters like fatty acid ethyl esters (FAEE) in hair and phosphatidyl ethanol (PEth) in blood,
showed in first reports an acceptable diagnostic accuracy. However, it is too early to make a final
judgement about analytical robustness, diagnostic specificity and sensitivity and about the additional
diagnostic information provided by these parameters in comparison with well established markers.
Those markers are carbohydrate-deficient transferrin (CDT) and serum activity of y-glutamyl trans-
ferase (y-GT). CDT is considered to be the most specific marker of chronic alcohol abuse so far. In
fact, increased CDT values are almost specific for chronic alcohol abuse whereas, due to limited diag-
nostic sensitivity, normal CDT results do not rule out alcohol abuse. Parallel analysis of serum y-GT
and ethylglucuronide in hair can increase the diagnostic sensitivity.

Conclusion: Laboratory markers of alcohol abuse provide valuable information regarding the indivi-
dual alcohol consumption. They should, however, not be used alone but should always be interpreted
within the context of the clinical (or case) background including if possible a structured questionnaire.
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1. Einleitung

Wichtet man die Suchtproblematik in Deutschland nach der Zahl der betroffenen Personen
insgesamt, steht der problematische Gebrauch von Pharmaka mit Suchtgefahr mit 20 Mio be-
troffenen Personen, davon 1,4 Mio Abhingigen, an erster Stelle. Es folgt der Nikotinkonsum
mit ca. 16,6 Mio Rauchern, davon 3,8 Mio abhédngigen Rauchern. An dritter Stelle liegt der
Alkoholmissbrauch mit 9,5 Mio Personen mit riskantem Alkoholkonsum, d. h. >12 g Etha-
nol/Tag fiir Frauen bzw. >24 g Ethanol/Tag fiir Ménner, davon 2 Mio mit Alkoholmissbrauch
und 1,3 Mio mit Alkoholabhingigkeit nach DSM IV. Erst dann folgt der Drogenkonsum mit
ca. 2,4 Mio Cannabiskonsumenten, davon 0,38 Mio mit missbrauchlichem Konsum und 0,22
mit Cannabisabhingigkeit. Andere Drogen werden von 0,64 Mio Personen konsumiert, davon
0,27 Mio mit riskantem Konsum und 0,17 Mio mit Drogenabhingigkeit (alle Angaben unter
www.dhs.de, letzte Abfrage 22. Mirz 2011).

Bertiicksichtigt man dagegen nur die Fallzahlen der Abhéngigen innerhalb der verschiedenen
Suchtstoffgruppen, dominiert die Nikotinabhingigkeit (3,8 Mio), gefolgt von vergleichbaren
Fallzahlen fiir Pharmaka (1,4 Mio) und Alkohol (1,3 Mio). Die individuell sozialen und ge-
samtgesellschaftlichen Folgekosten des Substanzmissbrauchs sind enorm. Sie wurden fiir den
Alkoholmissbrauch allein (ohne Nikotinbeteiligung) fiir das Jahr 2007 auf ca. 10,0 Mrd. di-
rekte Kosten (Ressourcenverbrauch durch Behandlungskosten, Sachschdden/Verkehrsunfille
und Rettungsdienste/Gesundheitsschutz) sowie weitere 16,7 Mrd. indirekte Kosten (Ar-
beitsausfall, vorzeitiger Tod, Frithberentung etc.) geschétzt [1].

Sucht in Deutschland

Nikotin 16,6 Mio Raucher
3,8 Mio Abhéingige

Nikotin
Alkohol Alkohol 9,5 Mio riskant (>12/24 g je Tag)
2,0 Mio Missbrauch (DSM-1V)

1,3 Mio Abhéngige (DSM 1V)

Pharmaka 20 Mio Problemgebrauch
(Suchtgefahr) 1,4 Mio Abhiingige

Drogen 2,4 Mio Cannabis
/ Pharmaka 0,38 Mio Missbrauch
Progen ...0:22 Mio Abhéingige

0,64 Mio andere Drogen
0,27 Mio Riskanter Konsum

Daten der Deutschen Hauptstelle fiir Suchtfragen, 0’ 17 Mi() Abh ﬁn gige
www.dhs.de, ketzte Abfrage 22. Mérz 2011

Abb. 1. Verteilung der Abhdngigkeitsfélle in Deutschland (Zahlenangaben s. Text).

Hieraus erwichst der grofle Bedarf an KenngroBen des Alkoholkonsums, die, je nach Frage-
stellung, einen riskanten, missbrauchlichen oder chronisch erhohten Alkoholkonsum sensitiv
und spezifisch anzeigen sollen. Abbildung 2 fasst einige Grundforderungen an eine solche
Kenngrofle zusammen.
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Abb. 2. Anforderungen an eine ideale KenngroBe des Alkoholkonsums.

Kenngrofen des Alkoholkonsums kdnnen nach verschiedenen Kriterien systematisiert wer-
den. Ein in der toxikologischen Literatur hdufig angewandtes Prinzip ist die Unterteilung in
,Direkte*-Marker, d h. unmittelbar mit Ethanol und seinen Metaboliten in Zusammenhang
stehende Kenngrofen und ,,Indirekte*“-Marker, d. h. aus der Wirkung von Ethanol und seinen
Metaboliten und/oder aus dem Alkoholkonsum resultierende Parameter.

Eine in der klinisch-chemischen Literatur angewandte Klassifikation ist die in sog. State- und
Trait-Marker, wobei sich State-Marker, wie in Abb. 3 gezeigt, nach dem Zeitfaktor zwischen
Alkoholkonsum und noch gegebener Nachweismoglichkeit weiter untergliedern lassen.

Kenngrofien des Alkoholkonsums

/\

State-Marker Trait-Marker
zeit- und zustandsabhingig zeit- und zustandsunabhéngig
‘Nnetisch, lebenslang)
Kurzzeit-Marker Langzeit-Marker
T~ |
Akut Kiirzlich Zuriickliegend/chronisch
Stunden 14 Tage 1 Woche — Monate

Abb. 3. Klassifizierung der Kenngrofen des Alkoholkonsums unter zeitlichem Aspekt.

Obwohl Trait-Marker seit Jahrzehnten als mogliche Kenngro3en des Alkoholkonsums, der
Alkoholabhéngigkeit und als Indikatoren fiir ein erhohtes individuelles Risiko zur Entwick-
lung einer Alkoholabhingigkeit diskutiert werden, haben diese flir die Routinediagnostik nach
wie vor keine Bedeutung. Sie sollen deshalb nachfolgend nicht weiter beriicksichtigt werden.

Die groBBe Mehrheit der bisher vorgeschlagenen und auch alle derzeit in der Diagnostik einge-
setzten KenngroBen des Alkoholkonsums sind State-Marker. Sie werden ausschlieBlich in
biologischen Matrices wie z. B. Blut, Urin und Haaren bestimmt und deshalb nicht selten als
Biomarker des Alkoholkonsums bezeichnet. (Anmerkung: Der von Chirurgen mitunter
scherzhaft angegebene Alkoholmissbrauchs-Marker ,,Knochenbriiche* wire danach kein
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Biomarker, aber dennoch ein State-Marker). Abbildung 4 zeigt eine Auswahl der historischen
und aktuellen Biomarker, von denen sich die meisten wegen mangelnder diagnostischer Aus-
sagekraft und/oder wenig routinetauglicher Analytik nicht dauerhaft in der Routinediagnostik
etablieren konnten. Sie lassen sich in 4 Gruppen untergliedern, die aus der Leberschadigung
hervorgehenden KenngréBen (oben links), direkt mit Ethanol und seinen Metaboliten verbun-
dene KenngroBen (oben rechts), indirekt mit der Wirkung von Ethanol(metaboliten) verbun-
dene Parameter des Aminosdure-/Protein-, Lipoprotein- und Kohlenhydratstoffwechsels
(unten links) und der direkte Nachweis von leichtfliichtigen Begleitstoffen (Alkohole,
Aldehyde etc.) alkoholischer Getrinke (unten rechts).

* Alaninaminotransferase, ALT (s) * Azetaldehyd (s, e)
* Aspartataminotransferase, AST (s) * Azetaldehyd-Amin-Addukte (u)
« AST/ALT-Quotient (s) * Azetaldehyd-Héamogl.-Addukte (b)
* mitochondriale AST, mAST (s) * AK gegen Azetaldehyd-Addukte (s)
+ mAST/AST-Quotient (s) * Azetat (s, p)
* y-Glutamyltransferase (s) * Ethanol (b, s, u)
* EtG, EtS, EtP (s, u, h)
« Aldehyddehydrogenase (e) ? * Fettsdureethylester, FAEE (b, h)
« 0-NH,-n-Buttersiure (p) ° * Phosphatidylethanol, PEth (b)
* o-NH,-n-Buttersdure/Leuzin-Ratio (p) * AK gegen Phosphatidylethanol (s)

* Apolipoproteine Al und II (s)

* Carbohydrate-deficient Transferrin, CDT (s)
* Dolichole (u)

« HDL (s)

* 3-Hexosaminidase (s)

* 5-Hydroxytryptophol, 5-HTOL (u)

* 5-HTOL/5-HIES-Quotient (u)

* Mittleres Erythrozytenvolumen, MCV (b)

* Begleitstoffe (Methanol etc.)

Abb. 4. Historische und aktuelle Biomarker des Alkoholkonsums. Die Mehrheit hat sich we-
gen unzureichender diagnostischer Aussagekraft und/oder unpraktikablem analytischen Auf-
wand als Routineparameter nicht durchsetzen konnen. In Klammern sind die iiblichen Pro-

benmatrices notiert: b - Blut, e - Erythrozyten, h - Haare, p - Plasma, s - Serum, u — Urin
(Details in [2,3]).

2. Routineparameter mit mangelnder diagnostischer Aussagekraft
2.1. ,Leberenzyme*
2.1.1. Alanin-Aminotransferase-Aktivitiat (ALT, GPT)

Die ALT ist ein nahezu ubiquitér, d. h. in allen Organen, vorkommendes Enzym. Die hochste
Aktivitét findet sich in der Leber (und der Niere), weshalb die Serumaktivitit der ALT haupt-
sdchlich durch die mit dem physiologischen Zelluntergang aus den Hepatozyten austretende
ALT bestimmt wird. ALT wird deshalb zu den ,klassischen Leberenzymen® gezéhlt und
(noch immer) allgemein als Kenngrof3e des Alkoholmissbrauchs genutzt.

Dabei wird haufig libersehen, dass die ALT in signifikanten Mengen auch in Myokard- und
Skelettmuskel, Pankreas, Milz und Lunge vorkommt und dass deshalb auch Erkrankungen
dieser Organe zu pathologischen Serum-ALT-Aktivitdten fiihren konnen (Abb. 5).
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In Erythrozyten liegt eine ca. 7fach hohere ALT-Aktivitit als in Serum vor [4], weshalb
Hémolyse (z. B. durch Transport von unzentrifugierten Proben in ein externes Labor oder bei
Erythrozytenzerfall in alten Blutproben) zu einem starken Anstieg der ALT-Serumaktivitét
und damit zu falsch-positiven Befunden bzgl. Alkoholmissbrauch fiihren kann.

Die Halbwertszeit der ALT im Blut betrdgt 47+10 h. Unter Raumtemperatur tritt ein Aktivi-
tatsverlust von bis zu 40%/Woche, bei 4°C von noch immer 20%/Woche ein [4]. Das kann zu
falsch-negativen Befunden bzgl. Alkoholmissbrauch fiihren.

2.1.2. Aspartat-Aminotransferase (AST, GOT)

Die AST ist ein im menschlichen Organismus nahezu ubiquitir vorkommendes Enzym mit
hochsten Aktivitdten in Myokard- und Skelettmuskel, Leber und Niere. Signifikante Mengen
finden sich jedoch auch in Pankreas, Milz und Lunge. AST findet sich in ca. 15fach hoherer
Aktivitit in den Erythrozyten [4], weshalb auch schon leichte Hamolyse (s. ALT) zu
signifikant erhohten AST-Aktivitdten im Serum fiithren kann. Himolyse und Erkrankungen
der hier genannten Organsysteme (Abb. 5) reduzieren die diagnostische Spezifitit der AST
als Biomarker des Alkoholkonsums und bergen ein erhebliches Risiko fiir falsch-positive
Befunde bzgl. Alkoholmissbrauch.

Die AST-Halbwertszeit betrdgt im Blut 17+5 h. Bei Raumtemperatur sind Blutproben 4 Tage
stabil, bei Kiihlschranktemperatur wird ein Aktivitdtsverlust von 12%/Woche angegeben [4].
Die wichtigsten Ursachen fiir erhohte AST- und ALT-Aktivitdten fasst Abb. 5 zusammen.

Erhéhte AST (GOT) Erhéhte AST und ALT (GPT)
* Myokardinfarkt * Hepatitis

* Traumata, Post operationem * toxische Leberschidigung

* Muskeldystrophien » Stauungsleber/R echtsherzinsuftizienz
« akute Pankreatitis * Leberzirrthose, Primér Bilidre Cirrhose
* Lungenembolie * Cholestase und Lebertumore

* Nieren- und Himinfarkt * Makroenzyme

* Leistungs-/Ausdauersport * Mononucleose

» Myocarditis * Pharmaka (Heparin, Statine,

* Herzmassage und Defibrillation Antiepileptika, ...)

» Strahlenschdden * Hiimolyse

* i.m.-Injektion, Stiirze, Tritte, ... * Alkoholabusus

* Insektenstiche

» Himolyse

Abb. 5. Ursachen fiir erhohte AST- und ALT-Serumaktivititen (Auswahl).

Fazit: Die ,,Leberenzyme AST (GOT) und ALT (GPT) sind von einer Vielzahl von vom in-
dividuellen Alkoholkonsum unabhingigen physiologischen und pathologischen Zustinden
beeinflusst. Sie sind deshalb keine validen Kenngro3en des Alkoholkonsums. Fiir eine foren-
sisch belastbare Bewertung von AST- und ALT-Serumaktivitidten in Begutachtungen miissen
die hier genannten Ursachen fiir falsch-positive Befunde differentialdiagnostisch ausgeschlos-
sen werden. Da dies mit vertretbarem Aufwand und hinreichender Sicherheit nicht gewéhr-
leistet werden kann, miissen diese Parameter als fiir die Alkoholmissbrauchsdiagnostik obso-
let und fiir begutachterliche Zwecke als ungeeignet zuriickgewiesen werden.
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2.2. Mittleres Volumen der Erythrozyten (MCV)

Das mittlere korpuskuldre Volumen der Erythrozyten (mean corpuscular volume of erythro-
cytes) galt lange Zeit als Kenngrof3e eines chronischen Alkoholkonsums. Die unstrittige man-
gelnde diagnostische Spezifitit und Sensitivitit haben eine Abkehr vom MCV als Biomarker
des Alkoholkonsums eingeleitet. So fiihren einerseits in-vivo Vitamin-B12- und/oder Fol-
sduremangel (iatrogen, resorptiv), hdmatologische Tumore, makrocytidre Andmien, Retikulo-
zytose, Transfusionen, Pharmaka, Kontrazeptiva und Rauchen neben Alkoholabusus
(Mangelerndhrung — Vitaminmangel — Erythropoese gestdort — MCV1) zu einem erhdhten
MCYV, andererseits (und dies wird zumeist vollig auBer Acht gelassen!) aber auch die in-vitro
Aufbldhung der Erythrozyten durch Sauerstoffmangel in der EDTA-Blutprobe zu patholo-
gisch erhohten MCV-Werten. Gleichzeitig bedingt die Lebensdauer der Erythrozyten von
durchschnittlich 120 Tagen (Halbwertszeit ca. 60 Tage) ein sehr trages Ansprechen auf Alko-
holabusus und damit eine geringe diagnostische Sensitivitdt des MCV. Proben zur MCV-Be-
stimmung sind bei Raumtemperatur nur ca. 6h, bei 4°C 24h stabil [4].

Fazit: Das mittlere Erythrozytenvolumen (MCV) ist kein valider Biomarker des Alkohol-
konsums. Die Bestimmung und Interpretation des MCV zur Diagnostik des Alkoholmiss-
brauchs ist als obsolet zu bewerten und strikt zuriickzuweisen.

2.3. y-Glutamyltransferase (y-GT, GGT) in Serum

Die y-GT ist ein im menschlichen Organismus nahezu ubiquitdr vorkommendes Enzym. Seine
groBite Menge findet sich in der Leber, die hochste spezifische Aktivitit (pro Gramm
Organmasse) in der Niere [4]. y-GT kommt nicht in den Muskelzellen und Eyrthrozyten vor,
was einen nicht unbedeutenden Vorteil fiir die diagnostische Spezifitit der y-GT im Vergleich
zu ALT und AST bedeutet. So entfallen alle Muskelerkrankungen und Hamolyse als
Ursachen fiir y-GT-Erh6hungen und damit falsch-positive Befunde bzgl. Alkoholmissbrauch.

Erhohte y-GT-Serumaktivitdten finden sich vor allem bei hepatobilidren Erkrankungen, d. h.
Erkrankungen, die zu einer Abflussstorung der Gallensduren fiihren. Pathobiochemisch wird
eine Stimulation der y-GT-Synthese durch die aufgestauten Gallensduren als urséchlich
betrachtet. Dabei beschrankt sich der Ursachenkreis nicht nur auf die Leber selbst, sondern
umfasst auch von der Leber primér unabhingige Erkrankungen und Zusténde, die sich auf den
Gallenabfluss negativ auswirken konnen. Abbildung 7 stellt die wichtigsten Ursachen von
erhohten Serumaktivititen der y-GT zusammen.

Erhohte y-GT

* Cholestase, Hepatitiden, Fettleber, Leberfibrose, Lebercirrhose

» Autoimmunerkrankungen der Leber (z. B. Primér Bilidre Cirrhose)
* Leberstauung, Lebertumore

* Pankreatitis, Pankreastumore

* Langzeitmedikation mit Antikonvulsiva, Sedativa u. a.

* Prostatakarzinom

* Orale Kontrazeptiva, Schwangerschaft

* v-GT Makroenzyme

* Intoxikationen (z. B. CCl,)

* Alkoholabusus

Abb. 7. Ursachen fiir erhohte y-GT-Serumaktivitdten.
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Die Halbwertszeit der y-GT betrégt fiir ihre wasserlosliche Form 9h, fiir die an HDL und LDL
gebundene 20h. Dyslipoproteindmien kdnnen also zu einer verlangsamten Abklingrate der -
GT nach Organschéddigung beitragen [4].

Fazit: Die y-GT-Serumaktivitét ist primdr eine KenngroBe der Cholestase und kein valider
Biomarker des Alkoholkonsums. Im Vergleich zu den vorgenannten Parametern zeigt die -
GT eine hohere diagnostische Spezifitidt und im Vergleich zum CDT (s. u.) eine hohere diag-
nostische Sensitivitdt. Werden im Begutachtungsprozess die o. g. Ursachen fiir erhohte y-GT-
Aktivititen ohne Alkoholabusus ausgeschlossen, kann die Bestimmung der y-GT als leicht
zugangiger, kostengiinstiger klinisch-chemischer Parameter wertvolle Zusatzinformationen
liefern und z. B. pathologische CDT-Werte absichern.

3. Routineparameter mit hinreichender diagnostischer Aussagekraft
3.1. Begleitstoffe

Die Bestimmung der Begleitstoffe (Methanol, Aceton, 2-Propanol) ist eine etablierte Methode
zum Nachweis einer akuten oder sehr kurzfristig zuriick liegenden Alkoholaufnahme. Bei
Einsatz einer validen massenspektrometrischen Analysenmethode ist der Nachweis von
Begleitstoffen analytisch und diagnostisch (begutachterlich) ein spezifischer und sensitiver
Nachweis eines kurzfristig zuriick liegenden Alkoholkonsums. Zu Details sei auf die
Originalliteratur verwiesen (z. B. Toxichem Krimtech 2011;78(1):16-22). Im klinisch-
chemischen Labor ist die Begleitstoffanalyse bisher kaum etabliert.

3.2. Ethanol (Blut)

Die Blutethanolbestimmung (Blutalkohol) ist eine Standardmethode des toxikologisch-
rechtsmedizinischen Labors. Die Richtlinien der GTFCh zur Blutalkoholbestimmung sind
unter www.gtfch.org zu finden.

3.3. Ethylglukuronid (EtG) und Ethylsulfat (EtS)

Ethylglukuronid und Ethylsulfat entziehen sich einer einfachen Klassifikation als Akut-,
Kurzzeit- oder Langzeitmarker des Alkoholkonsums, da sie sowohl als Kurzzeitmarker (Blut
und Urin) als auch als Langzeitmarker (Haare) eingesetzt werden konnen. Sie sind als quan-
titativ unbedeutende Nebenprodukte des Ethanolstoffwechsels (Konjugation von Ethanol mit
Glukuron- bzw. Sulfonsdure) direkte Marker des Alkoholkonsums.

Aus Sicht des Autors miissen kritische Fragen zur Nachweisbarkeitsdauer von EtG im Urin
gestellt werden. In Abgrenzung zur kurzen Nachweisbarkeitsdauer von wenigen Stunden fiir
Ethanol im Urin, wird diese fiir EtG gewohnlich mit 3-4 Tagen angegeben, ohne dass eine
dosis- und trinkmusterabhéngige Bewertung erfolgt.

Tatsdchlich lagen in Trinkversuchen mit 200 mL Rotwein (=19 mg Ethanol) innerhalb 15 min
nach 2 Tagen Alkoholabstinenz und einer Standardmahlzeit von einer belegten Scheibe Brot
bereits alle EtG-Werte schon nach 24 h wieder unter der Entscheidungsgrenze von 0,1 mg/g
Kreatinin (oder 0,1 mg/L) (Abb. 8). Damit miissen Reaktionszeiten von mehr als 1 Tag, z. B.
zwischen Einbestellung zur und tatséchlicher Urinabgabe innerhalb der Fahreignungsbeurtei-
lung oder Urinkontrollen zur Riickfallsdiagnostik nach dem Wochenendurlaub eines Patienten
in der Entzugsbehandlung hinterfragt werden.
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Abb. 8. Verlauf der EtG-Konzentration (CEDIA, Microgenics) im Urin nach einer kontrol-
lierten Aufnahme von 19 g Ethanol (einer nicht untypischen Alkoholmenge im Riickfall von
Personen im sog. betreuten Wohnen).

Unabhingig hiervon sind EtG und EtS als valide Kenngro3en eines Alkoholkonsums zu be-
werten. Sie finden in der toxikologisch-forensischen und in der klinisch-chemischen Analytik
(Immunoassayscreening + Massenspektrometrie-Bestédtigung) breite Anwendung. Sie haben
erheblich zur Verbesserung der Diagnostik und Begutachtung durch Uberbriickung der Liicke
zwischen Biomarkern des akuten und chronischen Alkoholkonsums beigetragen.

Einzelheiten zu Prianalytik, Analytik und Interpretation von EtG und EtS sind in den Beitra-
gen VS-03 und VS-05 des Satellitensymposiums und in den Vortrags- und Posterabstracts P-
20, P-21, P-22, V-32 und V-39 des XVIL.-GTFCh-Symposiums zu finden (Abstracts in Toxi-
chem Krimtech 2011; Heft 2; einige Vollbeitridge in diesem Proceedingsband).

3.4. Kohlenhydrat-defizientes Transferrin (CDT)

Kohlenhydrat-defizientes Transferrin ist per definitionem die Summe der N-Glykan-defi-
zienten Transferrin-Isoformen Asialotransferrin, Monosialotransferrin und Disialotransferrin,
wobei Disialotransferrin als die quantitativ bedeutendste CDT-Isoform den Hauptteil der
CDT-Fraktion bildet, Asialotransferrin nur unter starkem chronischen Alkoholmissbrauch
nachweisbar ist. Monosialotransferrin ist weder qualitativ noch quantitativ von praktischer
Bedeutung. Vereinfacht kann CDT deshalb auch als die Summe aus Disialotransferrin und
falls nachweisbar Asialotransferrin interpretiert werden [5].

CDT ist keine Kenngrofle des akuten, einmaligen oder in groflen zeitlichen Abstéinden wie-
derholt stattfindenden Alkohlexzesses. Es ist eine KenngroB3e des chronischen Alkoholmiss-
brauchs (ein indirekter Langzeitmarker nach o. g. Nomenklatur).

Als minimale Ethanolmenge, die zum Anstieg von CDT fiihrt, werden 50-80 g EtOH/Tag an
mindestens 7-10 aufeinander folgenden Tagen angegeben [5]. Diese fithren durch Ethanol-
bzw. Acetaldehyd-Wirkung zu einer gestorten Synthese der N-Glykane [Transferrin ist ein
Glykoprotein mit einer Aminosadurekette und 2 an ihr angelagerten Kohlenhydratketten (= N-
Glykane)] (Abb. 9).
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CDT = Asialo- + Disialotransferrin

,;,hormales Transferrin:

Tetrasialotransferrin
Fe3t Fe3*
quantitativ bedeutendste

CDT-Isoform:

Fes+ Fe3+ Disialotransferrin
zweitwichtigste CDT-Isoform

Asialotransferrin

Fe3* Fe3*

Abb. 9. Wichtige Transferrin-Isoformen [deren Bezeichnung sich an der Zahl der endsténdi-
gen Sialinsdure (= Neuraminsdure)-Resten (rote Punkte) orientiert]. Die quantitativ bedeu-
tendste Form ist unter physiologischen und zumeist auch pathologischen Bedingungen Tetra-
sialotransferrin 70-80% des Gesamttransferrins. Unter chronischem Alkoholabusus sind er-
hohte Mengen von Disialotransferrin und bei schwerem Missbrauch zusitzlich Asialotrans-
ferrin nachweisbar (Abb. 10).

CDT mit HPLC (Referenzmethode )

Normalbefund Pathologischer Befund
T /] | T EJ | |
M 4 | uzJ_ 4 |
I 12 ! Iy 0 23 | >
11 0 23| \ /\ I 2_1 i ‘r l\‘“ [
: VAN 1 YA
L_OQ VL OO
) i e T T T ™ * L i A L e
S T T e o 2 4 6 8 10 12
Retentionszeit [min] Retentionszeit [min] Recipe CDT on-line

2-Tf < 3-Tf, kein 0-Tf 2-Tt> 3-Tf, 0-Tf an- oder abwesend

Abb. 10. Transferrin-Isoformenmuster bei normalem Alkoholkonsum und schwerem chroni-
schen Alkoholabusus (unverdffentlichte Chromatogramme aus dem Labor des Autors).

Der Median der unter Normalkonsum gemessenen CDT-Werte liegt bei 0,9% CDT. Die
Mehrheit der pathologischen CDT-Werte ist >1,7% und < 3,0%. Werte zwischen 3-10% sind
durchaus iiblich, Werte dariiber schon selten, als Extremwerte wurden fiir 2 Patienten Werte
von 40-48% CDT gemessen. Dabei zeigte 1 Patient bereits bei der Blutentnahme (die spitere
Ethanolmessung ergab 2 Promille) Entzugssymptome (unveroffentlichte Ergebnisse).
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Aus forensischer Sicht sind falsch-positive Befunde bei fortgeschrittenen Lebererkrankungen
(Cirrhose, chronische Hepatitiden) von Bedeutung. Bei Einsatz physiko-chemischer Analyse-
verfahren wie HPLC (Empfehlung der IFCC Arbeitsgruppe zur CDT-Standardisierung) oder
Kapillarelektrophorese werden genetische Transferrin-Varianten vom sonst iiblichen Trans-
ferrintyp (C-Variante) abgetrennt und visualisiert (Abb. 11) und damit als Ursachen fiir
falsch-negative Befunde (B-Varianten; relativ hdufig mit ca. 1-3 innerhalb 100 Analysen)
oder falsch-positive Befunde (D-Varianten; in Europa extrem selten, im Labor des Autors 2x
detektiert innerhalb von ca. 100.000 Analysen) ausgeschlossen.

In der Kritik steht berechtigt die z. B. im Vergleich zur y-GT schlechtere diagnostische Sen-
sitivitdit des CDT (im Mittel Frauen 50%, Méanner 70%), was nicht selten zur volligen Ableh-
nung des CDT als Biomarker des Alkoholkonsums fiihrt(e). Dabei muss beachtet werden,
dass die o. g. ,,Alternativen” ALT, AST und MCV eine signifikant schlechtere diagnostische
Spezifitdt haben und damit nicht nur zur Beantwortung forensischer Fragestellungen zum
Alkoholkonsum einer Testperson ungeeignet sind.

In der Begutachtung von CDT-Werten muss beachtet werden, dass CDT auch unter lebens-
langer Abstinenz nicht ,,Null-Werte* (nicht nachweisbar) erreicht und statt dessen immer
(auch schon bei Kleinstkindern) Disialotransferrin nachweisbar ist.

Genetische Transferrin-B-Varianten
Homozygot C Heterozygot CB (Trinker)

J ._;-_? %g\ ELFB: i

L oc 2c3c| 5B/
11 0B~ 2B |

0 2 4 6 8 o 1(I) I I12 I 0 2 4 6 8 10 12
Retentionszeit [min] Retentionszeit [min] Re;ipe CDT on-line
- Eingipfliges 4-Tf - Zweigipfliges 4-Tf \
- Alle CDT-Fraktionen erfasst - 2B-CDT nicht erfasst. CDT|]

Abb. 11. Genetische Transferrin-Varianten stellen sich gewdhnlich durch ein 2-gipfliges
(mitunter nur an der Spitze gespaltenes) Tetrasialotransferrin-Signal (4-Tf) dar. Sie kdnnen
dadurch leicht erkannt werden. Eine valide CDT-Bestimmung ist dennoch nicht moglich, da
wie gezeigt CDT- und nicht-CDT-Isoformen koeluieren [z. B. hier Disialotransferrin-B
(CDT) mit Trisialotransferrin-C (nicht-CDT)].

Die immer wieder aufgeworfene Behauptung, dass sich CDT innerhalb von 14 Tagen norma-
lisiert, d. h. unter den heute iiblichen Graubereich von 1,75-2,50% fillt, sind falsch und aus
begutachterlicher Sicht kritisch. Stattdessen ist unter Abstinenz eine Halbwertszeit von 10-14
Tagen beschrieben worden [5], die schon bei CDT-Ausgangswerten von 10% die gemachte
Angabe widerlegen und bei CDT-Werten bis zu iiber 40% zu theoretischen Normali-
sierungszeitspannen von mehreren Monaten fiihren.
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Zusammenfassend ldsst sich zum CDT feststellen: CDT ist der derzeit spezifischste Biomar-
ker eines chronischen Alkoholmissbrauchs. Seine unbefriedigende diagnostische Sensitivitit
kann nicht eine vollige Abkehr von diesem Parameter begriinden, da die dann héaufig wieder
herangezogenen ,,Alternativen” AST, ALT und MCV zu einem dramatischen Verlust in der
diagnostischen Spezifitét fiihren wiirden. Der Wert des CDT als spezifischer Biomarker des
chronischen Alkoholmissbrauchs ldsst sich vereinfacht wie folgt zusammenfassen: Ein er-
hohtes CDT ist nahezu beweisend fiir chronischen Alkoholabusus. Ein normales CDT schlief3t
chronischen Alkoholmissbrauch nicht aus.

4. Ausblick

Von den noch relativ neuen, noch unvollstdndig validierten Parametern sollen abschlieend
Phosphatidylethanol, PEth (b) und die Fettsdureethylester, FAEE (h) einer kritischen Be-
trachtung unterzogen werden.

4.1. Phosphatidylethanol (PEth)

Phosphatidylethanol wird in den Zellmembranen aus Phosphatidylcholin und Ethanol durch
eine Phospholipase D-katalysierte Reaktion gebildet. Normalerweise hydrolysiert dieses En-
zym Phosphatidylcholin zu Phosphatidsdure und Cholin. Da Ethanol aber eine im Vergleich
zu Wasser etwa 1000fach hohere Affinitdt zur Phospholipase D besitzt, wird in Gegenwart
von Ethanol die Bildung von Phosphatidylethanol bevorzugt [6].

Blut, als leicht zugéngiges und zellreiches Probenmaterial, scheint fiir die PEth-Analytik ge-
radezu pradestiniert. Tatsdchlich beruhen alle derzeit beschriebenen Verfahren auf der Ex-
traktion der Lipidfraktionen aus Vollblut, d. h. zum tiberwiegenden Teil aus den Membranen
der Erythrozyten. Die entsprechenden Methoden sind hinreichend beschrieben, einschliefSlich
der anschlieenden qualitativen Detektion oder quantitativen Bestimmung der PEth-Fraktio-
nen mittels HPLC oder LC-MS [6].

Als kritisch ist zu bewerten, dass PEth eine Gruppe von mindestens 48 Subspezies reprasen-
tiert [6]. Dies wirft nicht nur Fragen nach der Standardisierung der PEth-Bestimmung auf. Sie
wiren durch Auswahl eines oder mehrerer geeigneter Standards, einheitlicher Definition des
PEth und Ausarbeitung entsprechender Richtlinien zu PEth-Bestimmung 16sbar. Viel drén-
gender ist die Frage, ob ggf. interindividuelle Verschiebungen in der PEth-Synthese mit Aus-
bildung variierender PEth-Subspecies-Muster bestehen. Dies wiirde einer Standardisierung
nach dem beschriebenen Prinzip zu wider laufen. Patienten mit verstdrkter Synthese von je-
nen in der PEth-Definition enthaltenen PEth-Species wiirden dann gegeniiber solchen Patien-
ten mit verstirkter Synthese von aus der PEth-Definition ausgeschlossenen PEth-Species, be-
nachteiligt.

4.2. Fettsdureethylester, FAEE (h)

Fettsdureethylester werden sehr schnell aus Ethanol und Fettsduren (nicht nur freien, sondern
auch in Triglyzeriden, Lipoproteinen und Phospholipiden gebundenen Fettsduren) durch eine
Reihe von Enzymen gebildet. Sie sind bereits kurz nach Ethanolaufnahme im Blut nachweis-
bar und konnen damit in dieser Matrix als Kurzzeit-Marker einer Alkoholaufnahme betrachtet
werden. Uber das Sebum (Talg) werden FAEE in die Haare eingelagert. Die FAEE-
Konzentration in Haaren gilt deshalb als Kenngrofe eines ldnger zuriickliegenden oder
langfristig erhdhten Alkoholkonsums (chronischer Alkoholmissbrauch) [7,8].
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Die Society of Hair Testing hat in einem Konsensuspapier Richtlinien fiir die Analytik und
Interpretation von FAEE als Langzeit-Marker des Alkoholkonsums erstellt [9]. Danach sind
FAEE in Haaren sensitiv gegeniiber Haarbehandlung bei basischem pH, beeinflusst durch
Kosmetika, aber nicht durch die natiirliche Haarfarbe. Als Analysenmethode wird eine
Headspace GC-MS mit SPE Mikroextraktion unter Verwendung deuterierter FAEE-Standards
vorgeschlagen. Zielanalyte sind Ethylmyristat, Ethylpalmitat, Ethyloleat und Ethylstearat.
Chronisch exzessiver Alkoholkonsum wird angenommen, wenn die FAEE-Konzentration
>0,5 ng/mg im 0-3 cm oder >1 ng/mg im 0-6 cm Segment des proximalen Kopfhaars ist.

Die Bildung von FAEE aus Fettsduren und Kosmetik-Ethanol [10] ist kritisch. Falsch-positive
Befunde bzgl. Alkoholmissbrauch konnten hieraus resultieren. Eine Kombination von EtG in
Haaren (das von Kosmetik-Ethanol unbeeinflusst ist) und FAEE in Haaren konnte eine ver-
besserte diagnostische Richtigkeit bewirken (personliche Mitteilung von Auwdrter, Freiburg).

4.3. Antikorper gegen PEth

Antikorper gegen PEth wurden jiingst als Biomarker des Alkoholkonsums vorgeschlagen.
PEth-IgM, -IgA und —IgG waren bei starkem Alkoholmissbrauch vermindert [11]. Dies iiber-
rascht kaum, da Alkoholiker nicht selten eine reduzierte Immunantwort entwickeln. Zudem
stellt sich die Frage, ob ein reduzierter Immunstatus, z. B. durch Immunsuppression nach
Transplantation oder durch genetische Immundefekte, nicht Ursache fiir niedrige PEth-Anti-
korper-Konzentrationen und damit falsch-positive PEth-Antikdrper-Befunde bzgl. Alkohol-
missbrauch sein konnen.
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