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James Bäumler berichtet am 04.12.1998 anlässlich des 20jährigen Bestehens der GTFCh aus seinem reichen Erfahrungsschatz

Dieses Heft ist dem Gründungspräsidenten der GTFCh

Herrn Dr. phil. James Bäumler

zu seinem 80. Geburtstag gewidmet
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Toxichem Heft 1, Januar 1976. Redaktoren: Dr. J. Bäumler, Prof. M. Geldmacher und Prof. H. Raudonat. 

Das Toxichem wurde nach der Gründung der GTFCh am 04.12.1978 zum Mitteilungsblatt der Gesellschaft 

und 1984 in Toxichem + Krimtech umbenannt.

XIV. GTFCh-Symposium

14. bis 16. April 2005 in Mosbach (Baden)

Tagungspräsident: Rolf Aderjan

Tagungszentrum Alte Mälzerei, Alte Bergsteige 7, e-mail: info@maelzerei-de

Programm

Donnerstag, den 14. April 2005
Satellitensymposium

Rechtssicherheit und Rechtsgleichheit

beim Nachweis von Suchtstoffen

Legal certainty and equality before the law

in drugs of abuse testing
Die GTFCh dankt dem Bund gegen Alkohol und Drogen im Straßenverkehr e.V. in für die großzügige Unterstützung dieses Satellitensymposiums

	14:00 Uhr
	Eröffnung und Begrüßung - Opening and Welcome

	14:05 Uhr
	D.O. Bönke, Bundesministerium der Justiz, Berlin
Rechtssicherheit und Rechtsgleichheit in Straf- und Bußgeldverfahren wegen Alkohol und Drogen im Straßenverkehr? - Legal certainty and equality before the law in cases involving driving under the influence of alcohol or drugs?

	14:35 Uhr
	H. Schulze, Bundesanstalt für Straßenwesen, Bergisch-Gladbach
Erhebungen zu Anwendungen von Drogentest- bzw. Schnelltestverfahren - Inquiries about the use of rapid point of care testing of drugs

	15:05 Uhr
	W. Weinmann, Institut für Rechtsmedizin, Universitätsklinikum Freiburg
Wie beweissicher ist eine „Bestätigungsanalyse“? Anforderungen und praktische Beispiele - How evidencing is a confirmation analysis – requirements and practical examples

	15:35 Uhr
	G. Schmitt, R. Aderjan, Institut für Rechtsmedizin und Verkehrsmedizin, Universitätsklinikum Heidelberg
Grenzwert und Messunsicherheit: Was wissen wir nach einer Konzentrations​bestimmung über den wahren Drogengehalt in einer Blutprobe - Threshold   values and measurement uncertainty: a look at what we know about the true drug content in a blood sample after its quantitative determination

	16:00 Uhr
	Pause  - Break 

	Donnerstag, den 14. April 2005 - Satellitensymposium

	16:30 Uhr
	W. Winkler, Bundesgerichthof, Karlsruhe
Kriterien und Probleme der Festlegung der „Nicht-geringen Menge“ im Betäubungsmittelstrafrecht aus Sicht der obergerichtlichen Rechtsprechung - Criteria and problems concerning the determination of a „non-minor amount“ in the criminal law on drugs as viewed by the jurisdiction of the higher courts

	17:00 Uhr
	W.-R. Bork, Landeskriminalamt, Berlin
Rechtsicherheit und Rechtsgleichheit bei Untersuchung von Stoffen des Betäubungsmittel​gesetzes - Legal certainty and equality before the law in the analytical investigation of illicit drugs

	19:00 Uhr
	Orgelkonzert in der Stadtkirche Mosbach/Baden

	20:00 Uhr
	Empfang im Rathaus der Stadt Mosbach/Baden


Freitag, den 15. April   -  Samstag, den 16. April 2005

Hauptsymposium

Für die Unterstützung des Hauptsymposiums dankt die GTFCh folgenden Firmen, die auch auf der Industrieausstellung vertreten sind und Ihre neusten Produkte zu unserem Fachgebiet präsentieren. Besuchen Sie daher bitte auch die Indust​rieausstellung, die während der gesamten Tagung geöffnet ist.

Agilent Technologies GmbH; D-76337 Waldbronn

Applied Biosystems; D-64293 Darmstadt

Axel Semerau GmbH; D-45549 Sprockhövel

BIO-RAD GmbH; D-80939 München

Chromsystems Instruments and Chemicals GmbH; D-81243 München

Leco Instruments GmbH; D-41199 Mönchengladbach

LGC Promochem GmbH; D-46485 Wesel

Mahsan Diagnostika; D-21465 Reinbeck

Microgenics GmbH; D-94032 Passau

Perkin Elmer LAS GmbH; D-63110 Rodgau

Phenomenex Ltd. Deutschland; D-63741 Aschaffenburg

QSI  Quality Systems International; D-63225 Langen

Separtis AG; D-79639 Grenzach-Wyhlen

Shimadzu Deutschland GmbH; D-47269 Duisburg

Varian Deutschland GmbH; D-64289 Darmstadt

Von Minden GmbH; D-47441 Moers 

WICOM-GmbH; D 64646 Heppenheim

Freitag, den 15. April 2005

	8:45
	Eröffnung des Symposiums und Grußworte  - Opening of the Symposium and Welcome 

	9:00
	Der besondere toxikologische Fall - The special toxicological case-report

	V01
	B. Madea, F. Mußhoff, Bonn
Feststellung der Todesursache, insbesondere bei Intoxikationsfällen

	V02
	U. Lemm-Ahlers, H.-J. Birkhahn, Th. Grobosch, D. Lampe, Berlin
Vergiftung mit Convallaria majalis (Maiglöckchen)

	V03
	J. Beyer, F.T. Peters, H.H. Maurer, Homburg
Sechs Vergiftungsfälle nach intravenöser Injektion von mit Atropin versetztem Cocain

	V04
	K.M. Rentsch, Ch. Rauber-Lüthy, W. Baer, Zürich, Chur
Falsch diagnostizierte tödliche Vergiftung mit Herbstzeitlosen bei einem Kleinkind

	V05
	Th. Briellmann, F. Dussy, B. Podlewska-Walter, V. Dittmann, Basel
Tod nach der Einnahme von Amphetaminen

	V06
	C.A. Müller, H. Mahler, C. Fowinkel, Th. Daldrup, Düsseldorf
Tod durch Benzinintoxikation

	10:45
	Pause bis  11:15 Uhr

	V07
	F. Mußhoff, R. Dettmeyer, B. Madea, Bonn
Mord ohne Giftnachweis? Succinylcholin als potentielles Mordgift?

	V08
	F. A. Benomran, Dubai 
An Unusual Death Scene of Morphine Poisoning Fatality

	V09
	D. Rentsch, A. Japes, A. Berg, Rostock 
Unerwartete toxikologische Befunde nach nahezu 20 Jahren Grabzeit

	V10
	A. Rickert, K. Haarhoff, Th. Daldrup, Düsseldorf 
Betäubung mit Benzodiazepinen im Zusammenhang mit einem Tötungsdelikt, eine Fallstudie

	V11
	C. Franzelius, G. Rochholz, F. Westphal, H.W. Schütz, Kiel 
Tödliche Fentanyl-Pflaster? – Befunde im Fall einer Mischintoxikation bei Fentanyl- und Tramadolabusus

	12:30
	Mittagspause – Lunch Break

	13:30
	Posterausstellung - Diskussion mit Kaffeetheke 
Poster session  -  discussion and coffee bar

	P01
	B. Rießelmann, D. Waldmüller, S. Roscher, J. Tenczer, Berlin 

Tod nach body packing – Ein überraschendes Ergebnis einer Routinesektion

	P02
	E. Klug, M. Ganswindt, B. Rießelmann, V. Schneider, Berlin 

Intoxikation mit Tropanalkaloiden – Eine letale Vergiftung nach Genuss von Blättern der Engelstrompete

	P03
	D. Thieme, H. Sachs, München 

Nachweis der Beibringung von Clozapin durch Haaranalyse

	P04
	M. Villain, V. Cirimele, P. Kintz, Illkirch, France 

Multi-sectional hair analysis for Zolpidem. A key point in a drug-facilitated crime.

	P05
	C. Halter, S. Dresen, J. Lauer, F.M. Wurst, W. Weinmann, Freiburg, Basel 

Ethylphosphat - ein weiterer Alkoholkonsummarker neben Ethylglucuronid und Ethylsulfat wurde mit LC-MS/MS in Urin und Serum entdeckt

	P06
	M. Herbold, G. Schmitt, R. Aderjan, Walldorf, Heidelberg 

Erfahrungen zur Auswertung forensischer Ringversuche nach ISO 5725

	P07
	A. Japes, D. Rentsch, Rostock

The use of ADME simulations in forensic toxicology

	P08
	M. Szkutová, V. Habrdová, M. Balíková, M. Matoulek, Š. Svačina, Prague  

Parallel phentermine levels in blood serum and saliva collected by salivette

	P09
	P. Adamowicz, M. Kala, Krakow

Date-rape drugs – new trends in Poland

	P10
	M. Augsburger, F. Sporkert, C. Brossard, C. Giroud, O. Plaut, C. Staub, N. Donzé, Lausanne, Genève, Sion

Concentration and occurrence of drugs in blood of suspected impaired drivers in Western

	P11
	D.W. Lachenmeier, J. Emmert, T. Kuballa, G. Sartor, Karlsruhe, Buchs

Thujon - Ursache des Absinthismus?

	P12
	B. Reiter, B. Schopper, W. Vycudilik, Wien

Quantitative Bestimmung von Heroin, Monoacetylmorphin und Morphin in Straßenheroin

	P13
	T. Stimpfl, F. Erdmann, H. Krause, L. Kröner, K.J. Lusthof, A. Reiter, G. Rochholz, E. Schneider, J. Teske, W. Vycudilik, J.P. Weller, Wien, Giessen, Fürstenfeldbruck, Köln, Rijswijk, Lübeck, Kiel, Stuttgart, Hannover

Systematic toxicological analysis in tissue samples: Comparing different solid-phase extraction procedures to separate lipophilic drugs from the biological matrix.

	P14
	S.G. Walch, D.W. Lachenmeier, E.-M. Sohnius, B. Madea, F. Mußhoff, Karlsruhe, Bonn

Schnellbestimmung von Carboxyhämoglobin in Postmortem-Blut mittels vollautomatisierter Headspace-Gaschromatographie mit Methanisierung und FID

	P15
	V. Maresova, J. Chadt, Prague

Liquid-liquid extraction for screening spiked bovine serum for basic, neutral and acidic drugs 

by GC-MS

	P16
	K. Lachenmeier, J.Trafkowski, F. Musshoff, U. Stamer, F.F. Nauck, B. Madea, Bonn Bestimmung von Opioid-Analgetika in Haarproben mittels Flüssigchromatographie/Tandem-Massenspektrometrie (LC/MS-MS)

	P17
	J. Kempf, S. Dresen, W. Weinmann, Freiburg

Application of multi-target-screening (MTS) and multi-reaction-monitoring (MRM) with an LC-triple quadrupole/ linear ion trap (QTrap) for the detection of benzodiazepines from serum

	P18
	K. Libiseller, M. Pavlic, P. Grubwieser, W. Rab, Innsbruck

Problems of urine screening with the CEDIA buprenorphine assay in opiate maintenance therapy

	P19
	S. Dieckmann, M. Pütz, R. Dahlenburg, K. Bächmann, Marburg, Wiesbaden, Darmstadt
Chirales profiling illegaler Metamfetaminzubereitungen mittels Kapillarelektrophorese

	P20
	W. Römhild, U. Schmidt, H. Bartels, J. Weller, R. Sprung, M. Weise, R. Schöning, D. Krause 
Magde​burger 5-Städte Studie

Untersuchung von Bluten alkoholauffälliger Kraftfahrer auf BtM  (§ 24 a StVG)

	P21
	B. Güssregen, A. Hohl, T. Arndt, Ingelheim

Simultaneous detection of 20 of the most important abused benzodiazepines and/or their metabolites by LC-MS/MS.

	P22
	J. Schräder, F. Pragst, Berlin

Entwicklung und praktische Anwendung einer Screeningmethode für Benzodiazepine in Haarproben mittels GC-MS-NCI

	P23
	M. Yegles, R. Agirman, R. Wennig, Luxembourg 

GC-MS/NCI-Screening for benzodiazepines in oral fluid

	P24
	W. Lechowicz, P. Adamowicz, E. Chudzikiewicz, M. Kała. E. Pufal, M. Sykutera, W. Piekoszewski, K. Śliwka, Krakow

Assessment of medicinal drugs influence on drivers psychomotor performance

	P25
	J. Trafkowski, F. Musshoff, U. Stamer, F.F. Nauck, B. Madea, Bonn
Automated HPLC-MS/MS Analysis of 17 Opioids and their metabolites

	P26
	P. Anielski, D. Thieme, J. Grosse, R. K. Mueller, Kreischa

Hair analysis of several anabolic substances

	
	

	14:30
	Neues über synthetische oder biogene Rauschdrogen
News on synthetic or biogenic intoxicants

	V12
	F.A. Tarbah, Y. Barguil, C.A. Mueller, A. Rickert, D. Duhet, P. Cabalion, W. Weinmann,
Th. Daldrup, Dubai, Nouméa, Düsseldorf, Freiburg
Hair analysis for kavalactones and their metabolites after oral consumption of kava beverages using HPLC-DAD, LC-MS/MS and GC/TOF-MS

	V13
	A.H. Ewald, M. Weise, H.H. Maurer, Homburg, Halle
Untersuchungen zum Metabolismus und toxikologischen Nachweis der Designer-Droge 4-MTA in Humanurin mittels GC-MS-Techniken

	V14
	F.T. Peters, M.R. Meyer, G. Fritschi, H.H. Maurer, Homburg, Wiesbaden
Untersuchungen zum Metabolismus und zur toxikologischen Analytik der neuen Designer-Droge  4´‑Methyl‑α‑pyrrolidinobutyrophenon (MPBP) in Rattenurin mittels GC-MS-Techniken

	V15
	C. Huhn, M. Pütz, R. Dahlenburg, U. Pyell, Marburg, Wiesbaden
Sassafrasöle als Grundstoffe für die Herstellung synthetischer Drogen: Profiling mittels 
MEKC-UV/(UV)LIF

	V16
	C. Sauer, R. F. Staack, G. Fritschi, H.H. Maurer, Homburg, Wiesbaden
Untersuchungen zum Metabolismus der Designer-Droge PCEPA in Rattenurin mittels GC-MS-Techniken

	V17
	R. Dahlenburg, A. Rossmann, H.-L. Schmidt, Wiesbaden, Schweitenkirchen
Stabilisotopenuntersuchungen an Grundstoffen zur illegalen Herstellung von synthetischen Drogen (ATS) - Welchen Mehrwert bringen solche Analysen?

	16:00
	Mitgliederversammlung - Business Meeting 
Einladung – Invitation:  T+ K (2004) 71 (3): 174. Tagesordnung dieses Heft S. 8.

	19:00
	Festabend mit Verleihung des Jean-Servais-Stas-Preises und des Förderpreises für junge Wissenschaftler
Congress Dinner – Presentation of both, the 2005 laureate of the Jean-Servais-Stas Award and the winner of the GTFCh Young-Scientists-Award

Laudatio: G. Fritschi, Wiesbaden

Festvortrag: R. Wennig, Luxembourg: L’ affaire Violette Nozierès


Samstag, den 16. April 2005 

	8:30
	Neues über synthetische oder biogene  Rauschdrogen  ( Fortsetzung )
News on synthetic or biogenic intoxicants  (Continued)

	V18
	D.S. Theobald, E. Schneider, H.H. Maurer, Homburg, Stuttgart

Untersuchungen zum Metabolismus und toxikologischen Nachweis der Designer-Droge 2C I in Rattenurin mittels GC-MS-Techniken

	V19
	M. Pütz, B. Herrmann, N. Martin, R. Dahlenburg, U. Pyell, Marburg, Wiesbaden

Herkunft von MDMA-Vorläufersubstanzen: Radiocarbonanalyse von Safrol und Piperonylmethylketon

	V20
	V. Habrdova, F.T. Peters, D.S. Theobald, H.H. Maurer, Homburg
Screening auf und validierte Quantifizierung von Designerdrogen des Phenethylamin-Typs und Mescalin in humanem Blutplasma mittels GC-MS

	V21
	K.M. Rentsch, Zürich 
Schwere Intoxikation mit relativ tiefen Diphenhydramin-Konzentrationen

	V22
	H.-J. Birkhahn, T. Binscheck, D. Lampe, Berlin 
Alpha-Liponsäureintoxikation - Kasuistik und analytischer Befund

	V23
	E. Below, T. Papendorf, U. Hoffmann, Greifswald
Klinische und toxikologische Daten bei akuten Vergiftungen mit Parathion und Dimethoat

	V24
	F. Tarbah, A. Shaheen, Th. Daldrup, Dubai, Düsseldorf
Determination of dialkyl phosphates as stable degradation products of suspected OP intoxication

	V25
	S.W. Toennes, M. Wagner, S. Iwersen-Bergmann, G.F. Kauert, Frankfurt/Main
Der besondere Fall einer KO-Mittel-Beibringung: Bedeutung der Verzahnung von Ermittlung und toxikologischer Analytik

	10:30
	Pause - Break

	10:45
	Freie Themen  - Free Communications

	V26
	U. Hoffmann, Greifswald 
Toxicological relevance of the multidrug resistance protein MDR 1 and related transporters

	V27
	V. Cirimele, M. Villain, P. Kintz, Illkirch
Dioxins and furans determination in post mortem blood by gas chromatography-high resolution mass spectrometry

	V28
	T. Nadulski, F. Pragst, Berlin
Einfache und empfindliche Bestimmung der Cannabinoide THC, CBD und CBN im Haar durch Silylierung, Headspace-Festphasenmikroextraktion und GC-MS

	V29
	D. Zuba, W. Piekoszewski, Krakow

Forward estimation of alcohol concentration - Comparison of different calculation methods

	V30
	D. Lachenmeier, K. Lachenmeier, B. Madea, F. Mußhoff, Karlsruhe, Bonn
Multivariate Analyse der Begleitstoffgehalte in Blut und Urin zur Bestimmung der Marke der konsumierten Spirituose

	V31
	S. Iwersen-Bergmann, G. Kauert, Frankfurt
Benzodiazepine im deutschen Straßenverkehr - Ergebnisse einer bundesweiten Studie

	V32
	G. Rochholz, F. Westphal, H.W. Schütz, A. Leinenkugel, D. Gheorghiu, Kiel
Freies Morphin in Blut nach Mohnsamenverzehr - Bewertung der Ergebnisse einer Studie in Hinblick auf § 24a StVG

	V33
	C. Merckel, A. Ratzinger, F. Pragst, W. Bernhard, B. Aebi, Berlin, Bern
Nachweis von Tabakzusatzstoffen in Zigaretten mittels HS-SPME/GC-MS und ionen-selektiver Elektrode

	13:05
	Voraussichtliches Sitzungsende 

	
	


Tagesordnung der Mitgliederversammlung

Freitag, 15 April 2005 um 16.00 Uhr

Tagesordnung:

TOP 1
Feststellung der Beschlußfähigkeit

TOP 2
Anträge zur Tagesordnung

TOP 3
Genehmigung der Tagesordnung

TOP 4
Totengedenken

TOP 5
Genehmigung des Protokolls der Mitgliederversammlung vom 04. April 2003 in Mosbach, veröffentlicht in T+K 70(2): 121-123, 2003

TOP 6
Geschäftsbericht des Vorstandes

TOP 7
Bericht der Arbeitskreisvorsitzenden

TOP 8
Berichte aus den gemeinsamen Kommissionen mit der DGRM und DGVM

TOP 9
Wahl von Ehrenmitglieder

TOP 10
Bericht des Schatzmeisters / Festlegung des Mitgliedsbeitrages


TOP 11
Bericht der Kassenprüfer

TOP 12
Entlastung des Vorstandes

TOP 13
Bildung des Wahlausschusses gemäß § 10 Abs. 4 der Satzung 


TOP 14
Wahl von zwei Kassenprüfern und deren Vertretern

TOP 15
Wahl des Vorstandes

TOP 16
Verschiedenes

Abstracts – Satellitensymposium

	VS 1
	Rechtssicherheit und Rechtsgleichheit in Straf- und Bußgeldverfahren wegen Alkohol und Drogen im Straßenverkehr?
Legal certainty and equality before the law in cases involving driving under the influence of alcohol or drugs?

	D.O. Bönke

	Ministerialrat im Bundesministerium der Justiz


Straf- und Bußgeldverfahren wegen Alkohol und Drogen im Straßenverkehr belasten die deutsche Justiz ganz erheblich. Verfahren wegen Alkoholverstößen gehen jährlich in die Hunderttausende. Die „anderen berauschen​den Mittel“ schlagen zwar in dieser Bilanz nicht in gleichem Maße zu Buche, stellen aber ebenfalls ein Massen​problem dar.

Die Gewährleistung einer möglichst gleichmäßigen, einfachen und raschen Ahndung von Verkehrsverstößen ist für den Gesetzgeber seit Jahren ein zentrales Anliegen bei der Bewältigung dieses Massenproblems. Dem hat er durch die Schaffung eines differenzierten gesetzlichen  Instrumentariums in diesem Bereich Rechnung getragen. Insbesondere sieht die Bußgeldkatalogverordnung bei Verstößen gegen die 0,5 Promilleregelung und das Dro​genverbot des § 24a StVG Regelsanktionen vor, die eine gleichmäßige Sanktionierung gewährleisten sollen. Bei den Straftaten wegen Trunkenheit im Verkehr (§ 316 StGB) vollzieht die gerichtliche Praxis eine an Promille​werten orientierte Schematisierung.

Trotz dieser Bemühungen weisen aber die Verurteilungen im Einzelfall auch erhebliche Unterschiede auf, die aus der Verschiedenheit rechtlicher Instrumentarien, aber auch aus medizinischen und toxikologischen Gege​benheiten resultieren. Vor dem Hintergrund neuer Entwicklungen sollen in dem Vortrag die Grenzen der Rechts​sicherheit und Rechtsgleichheit aufgezeigt und Lösungsmöglichkeiten angesprochen werden.

	VS 2
	Drogentestung im Rahmen der Fahreignungsbegutachtung – Erhebung und Empfehlungen 

Drug-Testing and Assessment of Driver Aptitude – Investigation and Recommendations

	Horst Schulze, Michael Heißing

	Bundesanstalt für Straßenwesen, Brüderstraße 53, 51427 Bergisch-Gladbach


Due to the fact, that a growing number of people consumes psychoactive drugs, the number of causes for  toxi​cological analyses correspondingly increases. In case of questions concerning traffic legislation, the results of those analyses imply forensic significance. Among other things they play a major role in providing evidence of driving under the influence of drugs and in monitoring abstinence - thus the quality of driver aptitude assessment directly depends on the quality of the respective drug analysis.

To gain an overview on existing assessment practices BASt commissioned an investigation (questionnaire), during which it became clear that the general approach was very inconsistent. A number of institutes assigned for the assessment of driver aptitude use diverging methods, materials and process flows. Particularly, there was a difference in using non-instrumented, quick-screen-devices for monitoring of drug abstinence, as some insti​tutes apply these devices while the majority exclusively rely on instrumented test. Taking into account the possi​ble economical advantages a sufficient quality assurance system for those non-instrumented tests is however still missing at the momentary state. This led to the question, under which circumstances if at all the results of quick-screen-devices for drug testing may be utilised, as the current situation is not tolerable under aspects of  legal certainty and equal treatment.

A standard for the application of  drug-testing has to be specified, which will include methods, devices and proc​ess flows of drug analyses, as well as a framework to maintain all aspects of quality assurance. BASt will present recommendations for these issues.

	VS 3
	Wie beweissicher ist eine „Bestätigungsanalyse“? Anforderungen und praktische Beispiele 

How evidencing is a confirmation analysis? – Requirements and practical examples

	W. Weinmann 

	Institut für Rechtsmedizin, Albertstr. 9, 79104 Freiburg


Richtlinien zur Durchführung von forensisch-toxikologischen Analysen wurden von der GTFCh festgelegt [1]. Es wird unterschieden zwischen hinweisgebenden Analysen (Prüfart z.B. Immunoassay) und beweisender Ana​lyse (Prüfart: GC/MS). Die beweisende Analyse wird als Bestätigungsanalyse bezeichnet. Für Drogen im Blut (§24a StVG: Morphin, Codein, Cocain, Benzoylecgonin, Ecgoninmethylester, Amphetamin, Metamphetamin, MDA, MDMA, MDE, THC, 11-OH-THC, THC-COOH) wurden Qualitätsstandards für den Nachweis mit GC/MS festgelegt [2].

Die GC/MS Analyse im Einzelionen-Modus erfordert neben der chromatographischen Abtrennung von Matrix​bestandteilen und anderen Stoffen die Registrierung von drei substanzspezifischen Massen/Ladungs-Verhältnis​sen („Ionen“) und die Ermittlung der relativen Intensitäten von Fragment-Ionen [3]. Diese werden als Target- („Quantifier“) bzw. Bestätigungs-Ionen („Identifier“, „Qualifier“) bezeichnet. Der Einsatz von internen stabil​isotopenmarkierten (deuterierten) Standards ist Stand der Technik. 

Die Methodenvalidierung beinhaltet u.a. die Festlegung einer Bestimmungsgrenze und Nachweisgrenze eines Prüfverfahrens. Ab der Bestimmungsgrenze erfolgt eine Angabe eines quantitativen Konzentrationswertes, wel​cher sich aus der Intensität des Target-Ions und des deuterierten Standards nach einer Kalibration mit dotierten Proben ergibt; Voraussetzung für dies Angabe ist jedoch auch, dass die Nachweisgrenze überschritten ist, also die Nachweiskriterien zur Substanzidentifizierung eingehalten werden. Diese Nachweiskriterien sind die chro​matographische Trennung und die Anwesenheit der meist weniger intensiven Bestätigungs-Ionen mit einer vor​gegebenen relativen Ionenintensität. Diese Ausführungen werden anhand von praktischen Beispielen verdeut​licht. 

Auf neuere Prüfarten, wie z.B. Flüssigchromatographie-Tandem Massenspektrometrie (LC-MS/MS) lassen sich diese Kriterien unter Einbeziehung von EU-Richtlinien [4,5] übertragen; dies wird an Beispielen zum Nachweis von Drogen mit LC-MS/MS verdeutlicht [6].

Prüfverfahren, welche in der Fachpresse als „spezifisch“ und „selektiv“ bezeichnet werden (z.B. Nachweis von Analyten mit einem Ion mit GC/MS oder LC-MS, oder mit einem Ionen-Übergang mit Tandem-Mas​senspektrometrie) mögen in der klinischen Chemie oder in klinischen Studien nach umfangreicher Methodenva​lidierung einsetzbar sein, erfüllen jedoch nicht die geforderten Kriterien für die beweissichere Bestätigungsana​lyse.

[1]
Aderjan R et al.: Richtlinien der GTFCh zur Qualitätssicherung bei forensisch-toxikologischen Untersuchungen. Toxichem + Krim​tech 65(1): 18-24 (1998)
[2] 
Mußhoff F, Daldrup T, Aderjan R, v. Meyer L: Anhang B2: Qualitätsstandards für spezielle Analyten. Toxichem + Krimtech (2002) 69(1): 32)

[3]  
Aderjan R et al.: Anlage zu den Richtlinien der GTFCh zur Qualitätssicherung bei forensisch-toxikologischen Untersuchungen. Anhang A: Anforderung an einzelne Analysenmethoden. Toxichem + Krimtech 2000, 67, 13 –16.

[4] 
EU-Amtsblatt der Europäischen Gemeinschaften, 17.08.2002, 2002/657/EG

[5] 
Rivier L.: Criteria for the identification of compounds by liquid chromatography-mass spectrometry and liquid chromatography-multiple mass spectrometry in forensic toxicology and doping analysis. Anal. Chimica Acta 2002, 492, 69-82

[6] 
Maralikova B, Weinmann W.: Confirmatory analysis for drugs of abuse in plasma and urine by high-performance liquid chromatogra​phy–tandem mass spectrometry with respect to criteria for compound identification. J Chromatogr B, 811 (2004) 21–30

	VS 4
	Grenzwert und Messunsicherheit: Was wissen wir nach einer Konzentrations​bestimmung über den wahren Drogengehalt in der Blutprobe?

Threshold limit value and measurement uncertainty: What do we really know about the true value after the determination of a drug in blood? 

	Georg Schmitt, Rolf Aderjan

	Institut für Rechtsmedizin und Verkehrsmedizin, Universitätsklinikum Heidelberg


Introduction: According to the ISO 17025 competence requirements, a testing or calibration laboratory needs to evaluate measurement uncertainty for measurement and test results and report the uncertainty where relevant. Uncertainty starts to matter when results are close to a specified threshold limit value prescribed by legal regula​tions or jurisdiction. As a future consequence of the adjudication of the German Federal Constitutional Court (Bundesverfassungsgericht) on §24a II of the German Road Traffic Act (Straßenverkehrsordnung) and the ana​lytical proof of illicit drugs in blood sample, it seems necessary to ascertain whether or not a disclosed drug content in a blood sample was at or above a defined threshold limit value. 

Method: Measurement uncertainty is an unavoidable part for any measuring system. According to the guidelines given by „Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement“ (GUM) a unitary calculation of the meas​urement uncertainty is possible that defines the range of the values that could reasonably be attributed to the measured quantity. The most practical estimation of the measurement uncertainty consists in either the meas​urement of certified reference material or a combination of ring test results and the measurement of reference material. 

Discussion: By using the GUM, two influences can be combined: The estimated variance of  the random error which is influenced by statistical variations (within-laboratory reproducibility) and the estimated variance of the laboratory bias (trueness) which is influenced by systematic variations. Even if systematic variations can poten​tially be completely eliminated by corresponding efforts, they are statistically treated like accidental ones. Thus a combined measurement uncertainty (according to the internationally accepted GUM) must not necessarily pro​vide better results (nearer to the true value). On the other hand, the GUM offers the advantage to describe results unitarily by using the current international consensus method for estimating measurement uncertainty. However both, the interlaboratory comparability of results and estimated uncertainty will only then acceptable if identical components of uncertainty are considered. The latter can only be realized by composition of recommendations authorized by the relevant scientific society and community. 

Upshot: Measurement uncertainty is an unavoidable part of any measurement associated with a quantitative result. When uncertainty is evaluated and reported it indicates the level of confidence that the value actually lies within the range defined by the uncertainty interval. Therefore it is not possible to obtain a true value for a drug or any other quantitative determination. Measurement uncertainty needs to be considered whenever an analytical result is evaluated in relation to a given threshold limit value.
	VS 5
	Kriterien und Probleme der Festlegung der “Nichtgeringen Menge“ im Betäubungsmittelstrafrecht aus der Sicht der obergerichtlichen Rechtsprechung

Criteria and problems concerning the determination of a „not minor amount“ in the criminal law on drugs as viewed by the jurisdiction of the higher courts

	Walter Winkler

	Richter am Bundesgerichtshof,  Herrenstraße 45a, 76125 Karlsruhe


The German law on drugs (Betäubungsmittelgesetz) is based on the distinction between three different notions of the amount of drugs in order to allow differentiated sanctions against consumers and merchants.

The „normal“ amount constitutes a basic offence. A minor amount permits a stay of proceedings or an exemp​tion from punishment. A „not minor amount“ leads to an aggravation of the punishment, in particular to a higher minimum punishment or to the constitution of a graver offence (felony instead of normal offence).

These grave consequences require the determination of numerical limits by the jurisdiction of the higher courts. They are defined as the weight of the active agent of the respective substance. To that end, two steps are taken: The determination of an average consumer unit is followed by the multiplication by a factor of dangerousness, e.g. 150 for heroin and 500 for hashish. 

This process results in problems because judgements of the dangerousness of drugs, for example hashish, often differ a lot and because consumer habits as well as scientific assessment of the potential dangerousness change. Judges are occasionally very insufficiently acquainted with these non-legal facts. Additionally, the system of jurisdiction of the higher courts is little flexible and reacts sluggishly to factual changes. 

The determination of the content of active agent leads to practical problems. Therefore, judges of the trial courts occasionally feel urged to refrain from procuring an expert opinion. This raises the question whether or not it is possible to abstain from an examination at least of such drugs, which access the market as finished products and whose content of active agent does not vary significantly.

The author hopes that valuable ideas and thoughts will result from the discussion of the above-mentioned prob​lems. 

	VS 6
	Rechtssicherheit und Rechtsgleichheit bei Untersuchung von Stoffen des Betäubungsmittelgesetzes

Legal certainty and equality before the law in the analytical investigation of illicit drugs 

	Wolf-Rainer Bork

	Landeskriminalamt Berlin, Institut Polizeitechnische Untersuchungen, Tempelhofer Damm 41, 12101 Berlin 


Seit 1983 hat der BGH für die meisten Betäubungsmittel einen Grenzwert zur „nicht geringen Menge“ festgelegt. Dieser ergibt sich aus der zum Erreichen des Rauschzustands erforderlichen Konsumeinheit und einer an der Wirkstoffgefährlichkeit orientierenden Maßzahl. An Hand von aktuellen Beispielen wird ein Überblick über die festgelegten Grenzwerte gegeben und die Entwicklung einer „nicht geringen Menge“ erläutert.

Qualitätssicherung – Maßnahmen zur Festigung der Rechtssicherheit: Die bei der Bestimmung der Wirkstoffmenge in sichergestelltem Probenmaterial erzeugten Messwerte der Stoffe des Betäubungsmittel​gesetzes sind – wie jeder experimentell erzeugte Messwert – mit Unsicherheiten behaftet und setzen damit den angewandten Methoden Grenzen. Um Messunsicherheiten einzugrenzen werden seit den 80er Jahren in den toxikologischen Labors der Landeskriminalämter und des Bundeskriminalamts und seit 1997 auch europaweit im Rahmen der ENFSI Ringversuche zur Qualitätssicherung durchgeführt. Es wird die zeitliche Entwicklung der Qualität der Ringversuche dargestellt. 

Die nachweisbare Bestätigung der Erfüllung der Anforderungen der Norm DIN EN ISO/IEC 17025 und somit die Kompetenzbestätigung eines toxikologischen Labors ist mit einer Akkreditierung durch eine geeignete, anerkannte Akkreditierungsstelle verknüpft. Eine Abschätzung der Messunsicherheit wird gemäß ISO 17025 für alle Prüfverfahren innerhalb des Geltungsbereichs einer Akkreditierung verlangt. Die Werte der Messunsicherheiten und deren möglicher Ursachen verschiedener BtM werden vorgetragen.

Abstracts – Vorträge HAUPTSYMPOSIUM

	V1
	Feststellung der Todesursache, insbesondere bei Intoxikationsfällen

Determination of cause of death, especially in cases of intoxication

	B. Madea, F. Mußhoff

	Institut für Rechtsmedizin der Universität Bonn, Stiftsplatz 12, 53111 Bonn


The determination of the cause of death as a medical scientific basis for answering legal questions – and intoxications are generally followed by legal questions (autointoxication, intoxication by others, accidental intoxication, breach of supervisory duties) - requires a differentiated and multi-stage examination. Postmortem findings (morphological, toxicological, postmortem biochemical) have to be divided according to their duration and dignity into basic ailments, resulting state of health and final cause of death. Postmortem findings should correlate with the medical history reported in lifetime. If anamnesis is missing or anamnestic information is questioned – like in cases of intoxication by other persons – the anamnesis has to be reconstructed by postmortem examinations.

Special difficulties arise from multidimensional pathogenesis and in cases where the cause of death is a summation of individual phenomena. This might also be of importance in cases of intoxication. Thus, an orientation towards the so-called “dying types” (linear dying type, diverging dying type, con​verging dying type, complex dying type) which are derived from morphological and toxicological findings is advisable. These dying types have also been called a “thanatological bridge” between basic ailments and cause of death. A graduation of postmortem findings (developed by Richter in 1905) according to their dignity (findings that definitely explain death at a given time; findings which are suitable to explain death but not the isolated point of time of death; findings which are doubtful as cause of death) is also helpful. An orientation towards these schemes basically means to identify all findings in detail and then to weigh them up against each other regarding their importance. Thus, in cases of intoxication a complete morphological status (autopsy findings including histology) has to be carried out as well as chemical-toxicological examination of body fluids and tissues  - if necessary with identification of metabolites, identification of the way of the intoxication, discussion of chemical-toxicological findings taking into account pre-existing diseases, pharmacodynamics, concentration of the active substance etc.

	V2
	Intoxication with Convallaria majalis (Lily of the Valley)
Vergiftung mit Convallaria majalis (Maiglöckchen)

	U. Lemm-Ahlers, H.-J. Birkhahn, Th. Grobosch, D. Lampe

	Institute of Toxicology – Clinical Toxicology and Poison Information Centre Berlin


Two women (mother and daughter, 81 and 48 years old) believed to gather leaves of Allium ursinum (Bears garlic) in her own garden and consumed them as a salad. One day later, they were taken to an emergency department, both with similar symptoms of serious intoxication with cardiac glycosides. 

Blood of both patients were investigated in the clinical laboratory by immunoassays (CLIA from Bayer Diag​nostics) for digoxin and digitoxin. Initial plasma concentrations of digitoxin were 80 / 113 ng/mL, declining during the following days to 62 / 64 ng/mL, 45 / 38 ng/mL and finally 18 / 20 ng/mL (patient 1 / patient 2). No digoxin was detected by immunoassay. As none of the two patients had any medication with digitoxin or other cardiac glycosides, blood samples (collected 18 h after admission into hospital) were sent to our laboratory and a general unknown toxicological analysis was performed on HPLC-DAD (1): digitoxin was not detected (LOD 30 ng/mL). In contrast, the immunological results (FPIA from Abbott) were 45 / 63 ng/mL digitoxin, similar to that measured in the clinical laboratory.

The supposition was, that the patients (because of the great similarity) probably ingested leaves of Convallaria majalis instead of Allium ursinum. Convallaria majalis contains about 40 different cardiotonic glycosides, in particular convallatoxin. In the plasma (collected 18 h after admission to hospital) convallatoxin was measured at concentrations of 17 ng/mL (patient 1) and 13 ng/mL (patient 2) by LC/MS (methanole-precipitation; column: Waters Atlantis (20 x 2.1 mm, 3 µm; mobile phase: methanol/water-gradient, supplemented with 1 ml formic acid; SIM-mode (m/z): 573 (ESI (+), LOD: 1 ng/mL). In our laboratory in spiked plasma samples the cross-reactivity of the antibody of FPIA from Abbott with convallatoxin was 50%.

Serious intoxications with Convallaria majalis are very unusual. Due to the great structural similarity with digi​talis – glycosides an overdose can be detected by immunoassays for digitoxin from Bayer Diagnostics (CLIA, chemiluminescent assay) and from Abbott (FPIA, fluorescence polarization immunoassay). The quantification of convallatoxin can be performed with LC/MS. The difference between the concentrations measured by immuno​assay compared with those got by LC/MS is possible due to the fact, that much more glycosides than convalla​toxin are bound by the antibody.

1. F. Degel, W. Steiner, H.-J. Birkhahn, D. Lampe, U. Demme.  In Klinisch-toxikologische Analytik, Herausgeber W. R. Külpmann, WILEY-VCH Verlag, Weinheim 2002. 

	V3
	Sechs Vergiftungsfälle nach intravenösem Konsum von mit Atropin verschnittenem Kokain

Six Intoxication Cases after Intravenous Injection of Cocaine adulterated with Atropine

	Jochen Beyer, Frank T. Peters and Hans H. Maurer

	Department of Experimental and Clinical Toxicology, University of Saarland, D-66421 Homburg (Saar), Germany (hans.maurer@med-rz.uni-saarland.de)


Background: Intravenous injection of cocaine is a popular form of application among heavy drug users. Within one week, six patients with hallucinations, blurred visions, and a central anticholinergic syndrome were admitted to various hospitals. All were heavy drug users who concede intravenous abuse of cocaine. 

Methods: Blood plasma and urine samples as well as the used syringe from one case were submitted to the authors' laboratory for toxicological analysis. The samples were analyzed according to the authors’ standard toxicological analysis procedures (Maurer HH (2000) Methods for GC-MS. In: Pfleger K, Maurer HH, Weber A (eds) Mass spectral and GC data of drugs, poisons, pesticides, pollutants and their metabolites, part 4. Wiley-VCH, Weinheim, pp 3-241). Quantification of benzoylecgonine, cocaine, and atropine in plasma was performed by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) after solid phase extraction (according to Maurer HH, Tenberken O, Kratzsch C, Weber AA, Peters FT (2004) J.Chromatogr.A 1058:169) using benzoylecgonine-d3 and cocaine-d3 as internal standards. 

Results: The screening analysis of urine showed in all cases the presence of large amounts of cocaine (metabo​lites) and atropine. In five cases, small amounts of morphine, benzodiazepines, paracetamol, salicylic acid, and/or ethanol were also detected. The plasma concentrations of benzoylecgonine were below 100 ng/mL in four cases and in the other two, they were 513 and 1549 ng/mL, respectively. Cocaine concentrations were in all cases below 100 ng/mL. The atropine concentrations ranged from 4 to 31 ng/mL. The syringe contained cocaine, large amounts of atropine as well as small amounts of phenacetin.

Conclusions: The concentrations of atropine were above the therapeutic range in two cases and within the thera​peutic range in four cases. Thus, the patients' symptoms were attributable to atropine. The presented cases have shown that atropine was used as adulterant of cocaine and that intravenous injection of this mixture made medi​cal treatment necessary.

	V4
	Falsch diagnostizierte tödliche Vergiftung mit Herbstzeitlosen bei einem Kleinkind 

Misdiagnosed fatal meadow saffron poisoning in a toddler

	Katharina M. Rentsch1, Ch. Rauber-Lüthy2, W. Baer3,

	 1Institute for Clinical Chemistry, 2Division of Clinical Pharmacology and Toxicology, University Hospital, CH-8091 Zurich, 3Department of Pediatrics, Rätisches Kantonsspital Chur, Switzerland


Background: In Switzerland meadow saffron (colchicum autumnale) is a widespread plant throughout the country. In springtime its leaves can be mistaken for bear’s garlic (allium ursinum), which is collected for alimentary purposes. The mistake can lead to severe and fatal colchicine poisoning. 

Case: In august, a 3-year-old boy was admitted to the local hospital with dehydratation, tachycardia, somnolence and confusion. Two days before admission he started vomiting, had severe abdominal cramps and profound diarrhoea. His laboratory results indicated a metabolic acidosis, prerenal kidney insufficiency and liver failure with a tremendously elevated ammonia concentration (800 µmol/l; normal range < 33). The salicylate concentration at entry in the hospital was 0.4 mmol/l (therapeutic range: 0.4 – 2.2). Despite intensive medical treatment, the boy died 5 hours after admission. Based on the symptoms and the detection of salicylates in the patient’s blood the diagnosis of Reye syndrome was made. No postmortem examination was performed. 

One year later two fatal cases of mistaken meadow saffron leaves were reported in the newspapers. A relative of the child heard the news and remembered that the child was playing on grassland in the mountains and eating leaves, the day before the symptoms started. Meadow saffron was found at that time at the place where the boy was playing and the suspicion aroused that the boy might have eaten leaves of meadow saffron. A serum sample was still available and colchicine was quantified using HPLC mass spectrometry. The colchicine concentration was 7 µg/l (toxic > 5 µg/l). 

Conclusion: Colchicine poisoning usually occurs in springtime after intake of mistaken meadow saffron, but in higher altitude nature is behind as compared to lower places and plants regularly existing in spring can also be found in summertime. Colchicine must be considered as a differential diagnosis in cases of unexplained multi organ failure.

	V5
	Tod nach der Einnahme von Amphetaminen 

Death due to an intake of amphetamines

	Th. Briellmann, F. Dussy, B. Podlewska-Walter, V. Dittmann

	Institut für Rechtsmedizin, Pestalozzistrasse 22, CH-4056 Basel


A drug-party ended after 3 days when a 47 year old man came into the state of extreme agitation after having consumed a high dose of amphetamines. His 2 friends covered him with a blanket fixing it with a cable. They forced him to swallow carbamazepine and finally called the ambulance. But the man could not be saved. The body temperature measured 2½ hours after death was of 38.6 °C. The autopsy revealed a cerebral edema, congestion of the organs and damages of the myocardium.

Toxicological examination of the femoral blood revealed an amphetamine concentration of 510 µg/L, a MDMA concentration of 255 µg/L and a carbamazepine concentration of 1000 µg/L. Ketamine and traces of LSD were detected qualitativeley. The analyses were accomplished by GC-MS, HPLC-PDA and LC-MS. Amphetamine blood levels of the two surviving persons were determined as 230 µg/L and 20 µg/L respectively, the blood samples being taken 6 hours after death of their friend. In both blood samples traces of LSD were detected.

In the flat of one of the surviving persons large amounts of drugs and preparations of drugs were found. Worthy of note is hereby the seizure of Magnesium GHB, a GHB preparation not under control in the Swiss legislation.

In conclusion we suggest that the death occurred due to a hyperthermia and a heart failure caused by an overdose of amphetamine and MDMA. A judgement concerning the behaviour of the 2 persons at the time of death of their friend and concerning the preparation of Magnesium GHB did not occur yet.

	V6
	Death after accidental gasoline intoxication

Tod durch Benzinintoxikation

	C.A. Müller, H. Mahler, C. Fowinkel, Th. Daldrup

	Institut für Rechtsmedizin der Heinrich Heine Universität, Moorenstr. 5, 40225 Düsseldorf


Consequences of gasoline intoxications are slurred speech, disturbance of walk and lose one’s bearings in later phases delirium, cramps, the inability to breath and cardiac arrest are observed.

A male accidentally inhaled a high dose of gasoline by repairing a car in a garage. He was found dead sitting in a pit under the car. An oil sump partly filled with gasoline like solvent was also found there. Heart blood, liver, lung, urine, brain, myocardial muscle, gall, kidney and stomach were taken at forensic autopsy and stored under gas-tight conditions. Measuring has been performed by headspace gas chromatography. Validation of the method has been carrying out using commercial available gasoline. 

In all organs and body fluids numerous fugitive solvents usually being part of commercial technical gasoline were found. Only low concentrations were found in urine (2 mg/kg), in lung (33 mg/kg) and heart blood (42 mg/kg). High concentrations were found in liver (217 mg/kg) and above all in brain (317 mg/kg). The low concentrations in lung and heart blood can be explained by post mortal evaporation. 

Fatal gasoline intoxications with concentrations of 44 mg/kg [1] and 400 mg/kg [2] in brain are described. In consideration of the literature, the autopsy results and the toxicological results death by gasoline intoxication is likely. 

[1] Nelms RJ (junior), Davis RL, Bond J, Verification of fatal gasoline intoxication in confined spaces utilizing gas-liquid chromatography. Am J Clin Path 1979, 53, 641-646. 

[2] Carnevale A, Chiarotti M, De Giovanni N, Accidental death by gasoline ingestion. Am J For Med Path, 1983, 4, 153-157.

	V7
	Mord ohne Giftnachweis? Succinylcholin als potentielles Mordgift?

Homicide without detection of the poison? Succinylcholine as potential poison?

	F. Mußhoff, R. Dettmeyer, B. Madea

	Institut für Rechtsmedizin der Universität Bonn, Stiftsplatz 12, 53111 Bonn


A 35-yr-old woman was found dead by a mobile physician and paramedic rescue team at the bottom of a stair​way. Prolonged CPR was unsuccessful. A few minutes earlier, the team has been dispatched to the scene, a cou​ple’s home, by the woman’s husband, a trained anaesthesiologist. Due to his report he had found his wife uncon​scious and looking pale, with a slow and weak pulse that eventually faded. Before the alert, he himself had administered CPR, including tracheal intubation and bag ventilation using his own emergency equipment. Fur​thermore, he presented several electrocardiogram strips showing consecutive sinus bradycardia, asystole, and ventricular fibrillation, recorded before the team’s arrival, and he suggested that his wife’s blood pressure prob​lems possibly evoked her accident. After the woman was pronounced dead, police officers performed a workup and seized materials. They noted, that the dead woman’s husband might have tried to conceal one of the electro​cardiogram strips. Furthermore a succinylcholine vial was missing from the anaesthesiologist’s emergency case.

On forensic autopsy, some pulmonary edema, a scalp laceration, and findings consistent with intubation and CPR were seen, but no pathology indicating inflicted external force or explaining the woman’s death. Especially a lethal fall down stairs could be ruled out. Toxicological analysis revealed inconspicuous results, especially no succinylcholine or its degradation products were found in any specimens by using GC-MS or LC-MS/MS. For further interpretation three experts in toxicology and several anaesthesiologists were involved, only one of them excluded the possibility of an administration of succinylcholine, which is rapidly metabolised and degraded over succinylmonocholine to succinate. Further investigation revealed that electrocardiograms, previously stated from the accused to have been recorded personally from his wife during CPR, were faked, thus implying a criminal act.

Subsequently, the anaesthesiologist admitted to having killed his wife, without elaborating on the circumstances for legal reasons, and was sentenced to prolonged imprisonment. Toxicological problems concerning the analysis of succinylcholine will be discussed.

	V8
	An Unusual Death Scene of Morphine Poisoning Fatality

	Fawzi  A. Benomran

	Forensic Medicine Dept. Dubai Police General Headquarters; Box 39844 Dubai-UAE


This case report presents a morphine poisoning fatality in which circumstantial evidence made the police suspect homicide. Blood stains all over the scene of death, multiple incised wounds, bondage of the wounded right arm, used razor blades carefully placed on a small table, lack of any blood stains on the left arm and a digital wrist blood pressure measuring device applied to the left forearm. A used syringe was lying on the floor and a needle prick mark was seen on the left arm.

Autopsy revealed multiple rib fractures on the left side of the chest. Toxicological investigation revealed the presence of 1 mg of morphine per liter of blood.

The forensic medical examiner (author) was of the opinion that this was a case of accidental morphine overdose. Based on past experiences of fatalities of similar nature, it was suggested that the wrist wounds had been inflicted by his friends in a futile attempt to rid him of the poison! Rib fractures indicated some energetic, albeit unsuccessful attempts at resuscitation. Many of the previous morphine fatalities encountered by the author showed multiple incised wounds on the sole of the feet. This was the first case of its kind where the “resuscitation wounds” had been inflicted to the wrist rather than the usual place. The deceased’s friends were eventually found and confirmed the expert opinion that had already been put forward.  

	V9
	Unexpected toxicological findings after a post mortem interval of almost 20 years



	D. Rentsch, A. Japes, A. Berg*

	University of Rostock, Institute of Forensic Medicine, St.-Georg-Str. 108 a, 18055 Rostock

*Institute of Toxicology, Schillingallee 70, 18057 Rostock, Germany


Interpretation of toxicological findings from exhumation requires carefulness, since poisons may be transferred from or to the surrounding environment or may be to a greater or lesser extent degraded. In January 2003 an exhumation was ordered by the public prosecutor’s department of Rostock after an almost 20-year post mortem interval. The dead person was a well-known theatre manager from the former GDR. In connection with a critical historical review of his life's work suspicions of a non-natural death (homicide) or poisoning were arisen. 

As expected the cadaver was completely skeletonized and the casket was heavily degraded whereas clothes and shoes were relatively well preserved. The inside of the cranium contained loamy, amorphous material which was strongly positively tested for benzodiazepines by immunoassay (EMIT). After ultrasonic extraction with a mix​ture of acetone and methanol (1:1, v/v) diazepam (127 ng/g), traces of nordiazepam and an oxazepam metabolite (6-chloro-2-methyl-4-phenylquinazoline = oxazepam -CO2) were detected by GC-MS. The latter was clearly dominantly and could be identified by complete mass spectra. The oxazepam metabolite was additionally detected in material inside the pelvis and in material overlaying the bones from different parts of the skeleton.

Due to the lack of availability of a reference substance only estimations of relative concentrations by signal areas were possible. Highest contents of the oxazepam metabolite were found in the inner parts of the pelvis suggest​ing an ingestion of diazepam (or medazepam) about to death.

Furthermore organic persistent pesticides and their conversation products [1,1-dichloro-2,2-bis(p-chloro​phenyl)ethylene = DDE metabolite of DDT; pentachlorophenol, hexachlorobenzol] were present in the layer adherent to bones. It is probably assumed that these compounds are residues of wood preservatives (Hylotox® etc.) which were widely-used in the late GDR for protection of wooden caskets. Inorganic substances detected by AAS were basically in normal ranges.
Although the cause of death could be not clarified, these findings again underline the importance and value of exhumation even after long post mortem periods.

	V10
	Betäubung mit Benzodiazepinen im Zusammenhang mit einem Tötungsdelikt, eine Fallstudie

Intoxication by benzodiazepines in relation to a homicide, a case report

	A. Rickert, K. Haarhoff, Th. Daldrup

	Institute of Legal Medicine, Heinrich-Heine University, PO Box 10 10 07, D-40001 Duesseldorf, Germany


A 41 year old woman was found dead lying in the pond of her garden in the evening in august. The suspected husband pretended that they had a nice evening the day before and spoke about their divorce and the sell of the house. The police confiscated the drinking glass with water in the kitchen, on the terrace a drinking-cup filled with a blue liquid and white components and later in the kitchen a mortar with a pestle. The autopsy was performed one day after finding the body. The cause of death was a drowning. The body showed several haematomas caused by violence against the head, the neck, the chest and the shoulders. 

Toxicological results:

Femoral blood: alcohol 0,02 ‰, midazolam 40 ng/ml, flurazepam 180 ng/ml, N1-desalkylflurazepam 30 ng/ml, N1-hydroxyethylflurazepam 85 ng/ml. 

Gastric fluid: alcohol 0 ‰, bromazepam 1,2 mg/750 g, midazolam 5,35 mg/750 g, flurazepam 43 mg/750 g

Water of the drinking glass: midazolam, flurazepam 

Liquid of the drinking cup: midazolam, flurazepam, flunitrazepam

Mortar with pestle: midazolam, bromazepam, triazolam, alprazolam, metabolites/artefacts of flurazepam

Considering the toxicological results and the results of the autopsy we presumed a homicide by drowning after intoxication by a mixture of benzodiazepines.
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Tödliche Fentanyl-Pflaster? – Befunde im Fall einer Mischintoxikation bei Fentanyl- und Tramadolabusus
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 A 31-year-old female physician assistant was discovered dead in the morning after she had spent the night with her lover, a married medical practitioner. On the preabdomen two patches "Durogesic 50 µg/h" and "Durogesic 70 µg/h" were found in addition to traces of older remains of adhesive. At the location a bottle of tramadol solu​tion and "Imeson" tabletts (active ingredient: nitrazepam) were secured among a variety of different pharmaceu​ticals.

In the peripheral blood 27.9 ng/ml of fentanyl, 3336 ng/ml of tramadol, 230 ng/ml of nitrazepam and 20343 ng/ml of caffeine were determined.

To investigate whether the concentration of fentanyl is likely to have been caused by the applied patches alone, the remaining quantity of fentanyl in the patches was determined. According to our results about 5 mg of fen​tanyl had been released into the body (weight: 56.7 kg). Blood concentrations in the observed range can be explained either by an accelerated release of fentanyl from the patches (e.g. by warming them) or by accumula​tion of fentanyl from previously applied patches. An additional oral or intravenous uptake of fentanyl must also be taken into consideration.

Furthermore it had to be clarified if the deceased had been abusing the aforesaid opioids. For this purpose a 25 cm long hair strand cut into 6 segments was analyzed. Using d5-fentanyl and venlafaxin as internal standards concentrations of 0.10 – 0.27 ng/mg fentanyl and 7.2 – 101 ng/mg tramadol were found in the different segments showing an extensive long-term abuse of fentanyl and tramadol. There was no indication of third party fault. Considering all circumstances death was due to an accidental overdose.
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A simple, sensitive and reproducible method for the determination of kavalactones in human hair has been developed. Hair samples were collected from nine persons with different genesis (Caucasian, Melanesian, Indonesian and African). The kava consumption varied among those persons (single oral dose and mild, regular and heavy intake of kava beverage). The concentrations of the kavalactones in the human hair samples ranged between 0.2 and 25 ng/mg for kavain, 0.5 and 34 ng/mg for 7,8-dihydrokavain, 0.7 and 8 ng/mg for yangonin, 1 and 14 ng/mg for 5,6‑dehydrokavain (= desmethyoxyyangonin) and 0.9 and 6 ng/mg for the metabolite 12‑hydroxy-5,6-dehydrokavain (Met. 3). Methysticin, 7,8-dihydromethysticin and the metabolite 11-hydroxy-5,6-dehydrokavain (Met. 4) were detected but not quantified. Additionally 12‑hydroxykavain and 12-hydroxy-7,8-dihydrokavain were detected by LC‑MS/MS in one case. General unknown screening for other drugs as well as confirmation of the HPLC-DAD results were performed by GC/TOF‑MS.
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Studies on the metabolism and toxicological detection of the designer drug 4‑MTA in human urine using GC-MS techniques

	Andreas H. Ewald, Magdalene Weise+ and Hans H. Maurer
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Objectives: 4-Methylthioamphetamine (4-MTA), a designer drug of the amphetamine type, plays an increasing role on the illicit drug market. After some fatal poisonings with 4‑MTA, it was scheduled e.g. in the German Act of Controlled Substances. For toxicological detection, it is necessary to know its metabolites. Therefore the aim of our study was to identify those in human urine using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) techniques.

Methods: For the metabolism study, urine samples from poisoning cases were extracted after enzymatic cleavage of conjugates by liquid/liquid extraction (LLE) at pH 8-9 followed by acetylation or pentafluoropropionylation as well as at pH 4-5 followed by methylation. The metabolites were separated and identified by GC‑MS in the electron ionization and in the positive chemical ionization mode. For toxicological detection, the urine samples were extracted by LLE at pH 8-9 after acid hydrolysis of half of the sample followed by microwave-assisted acetylation.

Results and Discussion: 4-MTA is only poorly metabolized in humans. Besides 4‑MTA, five metabolites could be identified. The following metabolic steps can be postulated: side-chain (-hydroxylation leading to two diastereomers, ring hydroxylation, oxidative deamination followed by reduction to the corresponding alcohol and partial conjugation, and finally, side-chain degradation to 4‑methylthiobenzoic acid. 

Using our STA, mainly 4-MTA itself could be detected with a recovery of 69(2% (1000 ng/ml, n=5) and a limit of detection of 30 ng/ml. With the exception of 4‑methylthiobenzoic acid, all metabolites could also be detected in the STA. The sensitivity should be sufficient for confirmation of a 4-MTA intake.
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Studies on the metabolism and toxicological analysis of the new designer drug 4´‑methyl‑α‑pyrrolidinobutyrophenone (MPBP) in rat urine using GC-MS techniques
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Objectives: 4´‑Methyl‑α‑pyrrolidinobutyrophenone (MPBP) is a new designer drug, which has appeared on the illicit drug market. The aim of the presented study was to identify the MPBP metabolites in rat urine and to develop a toxicological detection procedure in urine using GC-MS.
Methods: For the metabolism study, urine samples from male Wistar rats, which had been administered a 20 mg/kg BW dose of MPBP nitrate, were extracted either directly or after enzymatic cleavage of conjugates using Isolute Confirm HCX cartridges. After derivatization by acetylation, methylation, ethylation, silylation, combined ethylation/acetylation, or combined methylationed/acetylation, the metabolites were separated and identified by GC–MS in the electron ionisation and in the positive chemical ionisation mode. For toxicological detection, a 1 mg/kg BW dose of MPBP nitrate was administered to rats and urine was collected over a 24 h period. The urine samples were cleaved and extracted as described above followed by silylation. For details see the paper on the metabolism of the related drug MPHP: Springer D, Peters FT, Fritschi G, Maurer HH (2003) J.Chromatogr.B Analyt.Technol.Biomed.Life Sci. 789:79.

Results and Discussion: Besides MPBP, six metabolites could be identified. The following metabolic steps can be postulated: oxidation of the tolyl methyl group to the corresponding carboxy compound, hydroxylation of the pyrrolidine ring followed by dehydrogenation to the corresponding lactam or reduction of the keto group to the 1‑dihydro compound. The carboxyoxo and the carboxydesaminooxo metabolites were partially excreted in conjugated form. 

The toxicological detection procedure focused on the carboxy metabolite. Assuming similar metabolism and dosages in humans, an intake of MPBP should be detectable via its metabolites in urine.
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Sassafras oils as precursors for the production of synthetic drugs: Profiling via MEKC-UV/(UV)LIF 
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The still high demand for Ecstasy among drug users in Germany encourages its clandestine production. The surveillance of the chemicals used for the synthesis of mainly MDMA (3,4-methylendioxymethamphetamine) as active substance is a major issue to break down supply chains and find suppliers. One of the most important precursors for MDMA is safrole, the major compound (up to 95%) found in the essential oils of sassafras albidum, cinnamomum camphora and ocotea pretiosa. 

 A micellar electrokinetic chromatography (MEKC) method was developed for the separation of their hydropho​bic constituents, such as safrole, eugenol, methyleugenol, α-asaron and trans-anethol. The run buffer consisted of borate (c = 7.5 mmol L-1), SDS (c = 60 mmol L-1), urea (c = 4 mol L-1), CaCl2 (c = 0.5 mmol L-1) and 20% (v/v) acetonitrile. The ten analytes and two internal standards were baseline separated at a high voltage of 30 kV within 12 minutes. UV- (λabs = 240 nm) and LIF-detection (λex = 266 nm) were used in tandem in order to quan​tify major and minor compounds simultaneously. The method validation included the determination of the de​tection limits (0.2-6.9 mg L-1), the linear working range and the repeatability using a mobility axis of migration time (UV: 0.1 - 0.7% RSD, LIF: 0.3 - 0.9% RSD) and peak area (UV: 1.8 - 7.9 % RSD, LIF: 9.5 - 10.5% RSD).

The constituents of several sassafras oils from clandestine laboratories were investigated. The safrole content was found to be 60-90%; minor compounds detected were mainly eugenol and methyleugenol. These as well as traces of non-identified substances afforded a fingerprint region with a clear recognition of two different pat​terns. The comparison with electropherograms from defined plant material enabled the correlation with their biological sources.
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Studies on the metabolism of the designer drug PCEPA in rat urine using GC-MS techniques
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Objectives: N-(1-Phenylcyclohexyl)-N-(3-ethoxypropyl)amine (PCEPA) is a phencyclidine–derived designer drug which has appeared on the illicit drug market and which shows pharmacological effects similar to ketamine. The aim of this study was to identify its metabolites in rat urine and to study their detectability within our stan​dard GC-MS screening procedure (STA). 

Methods: For the metabolism study, urine samples from male Wistar rates, which had been administered a 20 mg/kg BW dose of PCEPA, were extracted after enzymatic cleavage of conjugates by solid-phase extraction followed by acetylation or trifluoroacetylation. The metabolites were separated and identified by GC‑MS in the electron ionization and in the positive chemical ionization mode. For toxicological detection, a 0.1 mg/kg BW dose of PCEPA was administered to rats and urine was collected over a 24 h period. The urine samples were extracted by liquid/liquid extraction at pH 8-9 after acid hydrolysis of half of the urine sample, followed by microwave-assisted acetylation. 

Results and Discussion: Besides PCEPA, 13 metabolites could be identified. The following metabolic steps can be postulated: N-dealkylation, O‑deethylation, hydroxylation of the cyclohexane ring at positions 2, 3 or 4 of PCEPA, N-dealkyl PCEPA, or O‑deethyl PCEPA and finally, aromatic hydroxylation the O‑deethyl PCEPA partially followed by hydroxylation of the cyclohexane ring. All metabolites were partially excreted in conju​gated form. 

Using our STA, the main PCEPA metabolites could be detected in rat urine after a common dose. Assuming similar metabolism in humans, the STA should be suitable for proof of an intake of PCEPA in human urine. 
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The global production of ATS (amphetamine, methamphetamine and ecstasy), which has increased over the last decade, is estimated at around 520 tons in 2002. In regard to the threat posed by ATS the Council of the Euro​pean Union noted, that since synthetic drugs to a very large extent originate from clandestine laboratories within the Union, targeted actions in this field should be directed at all aspects of production and distribution of these drugs. One of the efforts should be directed at the illegal diversion of precursor chemicals. Understanding the source of the precursor which have been diverted to the clandestine production of ATS could provide the en​forcement agencies with important information for countering that trade.

Determination of the stable isotope content of the bioelements in foods has been established as importent ap​proach among the methodologies used for authenticity assessment. Contrary to drugs derived from plant extracts (e.g. cocaine) isotopic measurements can not provide information on geographical origin for synthetic drugs. In this case, isotopic ratios might be expected to depend on both precursors and synthetic way used. It is hypothe​sised that inconsistencies in the manufacturing process will produce a specific “fingerprint” for not just an indi​vidual product but individual batches of that product.

In this study we present a comprehensive examination of the δ2H, δ13C, δ18O and δ15N characteristics of phenylacetone (P2P / BMK), 3,4-methylendioxyphenylacetone (MDP2P / PMK) and ephedrine, three of the main precursor chemicals for the illegal production of ATS today, by isotope ratio mass spectrometry (IRMS) using elemental analysis (EA) in the “combustion” and “pyrolysis” modes. 

The study was performed on 30 samples of BMK (different manufacturers and batches), 15 samples of seized PMK and 10 ephedrine hydrochloride purchased from different producers.

The results obtained by multielement isotopie analysis show that such measurement can be an importent parameter for the comparison of different batches /seizures of precursor chemicals. It opens also the way for studies to investigate the evolution of vthe different isotopic abundances during drug synthesis.

	V18
	Untersuchungen zum Metabolismus und toxikologischen Nachweis der Designer-Droge 2C‑I in Rattenurin mittels GC-MS-Techniken
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Objectives: 2,5-dimethoxy-4-iodo-(-phenethylamine (2C‑I) is a new scheduled designer drug of the phenethyl​amine type playing an increasing role on the illicit drug market. The aim of this study was to identify its me​tabolites in rat urine and to study their detectability within our standard GC-MS screening procedure (STA). 

Methods: For the metabolism study, urine samples from male Wistar rats, which had been administered a 20 mg/kg BW dose of 2C‑I, were extracted after enzymatic cleavage of conjugates by liquid/liquid extraction (LLE) at pH 8-9 followed by trifluoroacetylation as well as at pH 4-5 followed by methylation and trifluoroace​tylation. The metabolites were separated and identified by GC‑MS in the electron ionization and in the positive chemical ionization mode. For toxicological detection, a 0.3 mg/kg BW dose of 2C‑I was administered to rats and urine was collected over a 24 h period. The urine samples were extracted by LLE at pH 8-9 after acid hy​drolysis of half of the urine sample, followed by microwave-assisted acetylation. For details see the paper on the metabolism of the related drug 2C-T-7: Theobald DS, Fehn S, Maurer HH (2005) J.Mass Spectrom. 40:in press.

Results and Discussion: Besides small amounts of 2C‑I, ten metabolites could be identified. The following metabolic steps can be postulated: O‑demethylation in position 2 or 5 of the aromatic ring followed by N-acety​lation or by deamination to the corresponding aldehyde, followed by oxidation to the corresponding acid or reduction to the corresponding alcohol. Another metabolic step was the deamination of the parent compound to the corresponding aldehyde, followed by oxidation to the corresponding acid or reduction to the corresponding alcohol. Most of the metabolites were excreted in conjugated form. 

Using our STA, 2C-I and its main metabolites could be detected in rat urine after a common dose. Assuming similar metabolism in humans, the STA should be suitable for proof of an intake of 2C‑I in human urine. 
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Today about 95 % of all Ecstasy tablets seized in Germany exclusively contain 3,4-methylenedioxymetham​phetamine (MDMA) as the controlled active substance. The most important precursor for the clandestine pro​duction of MDMA is piperonyl​methyl​ketone (PMK) which can be synthesised from safrole, the main component of sassafras oil. Analytical methods for the elucidation of the origin of PMK, safrole and other precursors for synthetic drugs can deliver valuable information for police intelligence. Besides the so-called ”chemical profil​ing”, based on chromatographic techniques, and stable isotope analysis (IRMS, SIRA, NMR), carbon-14 analy​sis is a suitable analytical tool on that score.

Liquid scintillation counting (LSC) procedures were developed for the determination of the carbon-14 content of safrole, PMK and other precursors of synthetic drugs. The main aim of the carbon-14 analyses is the unambigu​ous discrimination between precursors from artificial sources (produced from substances of petrochemical ori​gin) and precursors from plant sources (like essential oils).

For method development ”natural” and ”artificial” safrole and PMK samples were prepared. Natural safrol was obtained by distillation of essential oil of Sassafras albidum and subsequently converted into natural PMK in two steps. Artificial safrole was synthesised in three steps from pyrocatechol of petrochemical origin and partially converted to artificial PMK. In contrast to the complex sample preparation mostly employed with radiocarbon dating (sample conversion to benzene via CO2, Li2C2 and acetylene) direct LSC analysis of the precursor or an easily accessible derivative was employed for this work. Direct analysis of natural and artificial safrole utilising the Optiphase HiSafe 3 scintillator yielded counting rates in the carbon-14 window of 13,14 cpm and 3,92 cpm (only slightly above the background of 3,63 cpm). PMK was not suitable for direct analysis because of optical and chemical quenching as well as luminescence effects. Therefore, PMK samples were converted to LSC ana​lysable piperonylic acid by phase-transfer catalyst aided oxidation with KMnO4.
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Screening for and validated quantification of phenethylamine-type designer drugs and mescaline in human blood plasma by GC-MS

	Vilma Habrdova, Frank T. Peters, Denis S. Theobald, and Hans H. Maurer
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Objectives: In recent years, designer drugs of the so-called 2C series such as 2C‑D, 2C‑E, 2C‑P, 2C‑B, 2C‑I, 2C‑T‑2 and 2C‑T‑7 have entered the illicit drug market. Only scare data have been published about analyses of these substances in human blood and/or plasma. This paper describes a method for screening and simultaneous quantification of the above-mentioned compounds and their analogue mescaline in plasma.

Methods: After mixed-mode solid-phase extraction (HCX) of 1 mL of plasma and derivatization with heptafluorobutyric anhydride, the analytes were separated on an HP-5MS column (30 m x 0.25 mm I.D., 250 nm film thickness). For details see refs. [1, 2]. They were detected using an HP 5973 MSD operated in the SIM mode. 

Results and Discussion: The method was fully validated according to international guidelines. It was linear from 5 to 500 µg/L for all analytes except 2C‑T‑2 and 2C‑T‑7. Data for extraction efficiencies (83-103%), accuracy (-3.4-31.7% bias), repeatability (1.2-11.3% RSD), and intermediate precision (1.5-16.7% RSD) were within required limits with the exception of those for 2C-D at low concentrations and those for 2C‑T‑2 and 2C‑T‑7. The limit of quantification was 5 µg/L for all analytes. For details see ref. [2]. This assay allows simultaneous screening for all studied phenethylamine designer drugs in plasma as well as their validated quantification with the exception of 2C-T-2 and 2C-T-7.
[1] 
Peters FT, Schaefer S, Staack RF, Kraemer T, Maurer HH (2003). J.Mass Spectrom. 38:659-676.

[2] 
Habrdova V, Peters FT, Theobald DS, Maurer HH (2005). J.Mass Spectrom. 40:submitted.
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Case: A 42-year old patient was admitted unconsciously to the intensive care unit of our hospital after having severe tachycardia and ventricular fibrillation. The electro cardiogram showed a prolonged QT-interval. The patient’s history revealed a polytoxicomanic behavior and an HIV infection, which were treated with methadone and antiretroviral drugs, respectively.

Blood and urine was sent to the toxicological laboratory, which used drug-screening immunoassays, HPLC-UV (Remedi©) and GC-MS for the analysis. In urine benzodiazepines, methadone and metabolite as well as diphenhydramine could be identified. The quantification of diphenhydramine in the serum resulted in a concentration of 1249 nmol/l (therapeutic range: 98 – 392). This concentration was too low for the explanation of the patient’s severe symptoms. A review of the patient’s laboratory results revealed an albumin concentration of 16 g/l (normal range: 40 – 50). Therefore the free (“active”) diphenhydramine concentration was determined after filtration of the patient’s serum sample at 30’000g. The unbound concentration of diphenhydramine was 250 nmol/l, which corresponded to a protein binding of 84% (literature: 98 – 99%). In a patient with a normal albumin concentration this fraction would match to a total diphenhydramine concentration of 12’000 nmol/l, which easily could explain the patient’s symptoms. 

Conclusions: Usually toxicological laboratories determine the total concentrations of the different drugs and the interpretation is based on this data. As could be shown in this case, in patients with liver failure, the albumin concentration may be tremendously reduced and therefore, the free fraction of a highly protein bound drug may be highly elevated. 
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Intoxikation with alpha-lipoic acid - case reports and analytical results

	H.-J. Birkhahn, T. Binscheck, D. Lampe

	Institute of Toxicology – Clinical Toxicology and Poison Information Centre Berlin,  Oranienburger Str.285, D-13437 Berlin


Objective: Alpha-lipoic acid (ALA) is an OTC preparation used in the treatment of diabetic polyneuropathy or as antioxidative dietary supplement. Although ALA causes severe and even fatal intoxications only few pharma​cokinetic data have been published yet and almost nothing is known about its toxicokinetic properties. In this presentation clinical representation of four patients intoxicated with ALA are analyzed and toxicokinetic parameters are derived from two suicidal poisonings.  Material and Methods: The clinical courses of four patients, who ingested > 200 mg ALA per kg body weight and who were reported to poison information centres were monitored by follow-up reports. For toxicokinetic analysis plasma concentrations of ALA from a 69 year old male, who ingested ALA twice within four months in a dose of 340 mg/kg and 510 mg/kg respectively, were measured by RP-HPLC before, during and after haemodialysis until 72 hours after ingestion. Oral bioavailabil​ity, elimination half-life, volume of distribution and efficacy of haemodialysis were computed based on linear kinetics and compared to pharmacokinetic data published elsewhere.

Results: Quantitfication of ALA in plasma samples obtained from a single patient with an ingested   510 mg ALA per kg allowed estimation of a prolonged elimination half-life ranging from 80 to 160 min., which was not significantly reduced by high-flow haemodialysis. Estimated oral bioavailability in intoxication (26.7% at dose 340 mg/kg) did not significantly differ from that found under therapeutical dose (29.1% at dose 2.7 mg/kg), indicating a nonsaturable absorption of ALA with a substantial hepatic first-pass effectDiscussion: (a) Occur​rence and severity of symptoms are rather related to peak plasma concentration of ALA than to ingested dose. (b) Early gastric emptying and repeated application of charcoal/catharatic appear to be of major importance to reduce peak plasma concentration of ALA  and the occurrence of delayed absorption thus reducing severity and duration of symptoms. (c) Haemodialysis or haemofiltration are ineffective in enforced elimination of ALA, but may be lifesaving in ALA poisonings with severe lactate acidosis. 
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Organophosphate toxicity is the leading cause of morbidity and death in poisoning by the insecticides class agents. These substances inhibit both the acetylcholinesterase and pseudo-cholinesterase activities. The clinical symptoms of pesticide toxicity vary widely, ranging from the classic cholinergic syndrome to flaccid paralysis and intractable seizures. Intermediate syndrome and delayed neuropathy may occur in some patients. The course could be quite severe and may need intensive care management. The mainstreams of therapy are atropine, obidoxime, benzodiazepines, and supportive care. Patients who receive treatment would most often promptly recover from the acute toxicity. The toxicokinetics vary not only with the extent of exposure, but also with the chemical structure of the agent.

We report six cases of poisoning with parathion-ethyl and dimethoate. Two patients were admitted in the Intensive Care Unit (ICU) few hours after ingestion and survived. Organophosphate blood and urine levels were determined on admission and during hospitalisation. Both pesticides were rapidly distributed and slow elimination rate of the poisons was documented. In the case of parathion-ethyl the distribution half life estimated was t1/2=3.1 hours. The terminal half life was t1/2= 17.9 hours for parathion and t1/2= 30.4 hours for dimethoate. The serum pseudo-cholinesterase activity may be a useful prognostic parameter during the acute phase although it does not always show significant relationship to the severity of the intoxication. In our patients it was not measurable on the admission and recovered very slowly after 10-14 days. Initially, serum creatinine level was increased and declined in the latter course to the normal values. The C reactive protein concentration was markedly increased six days after poisoning and normalised in 14 days. The patients recovered in the ICU after 10-12 days, were transferred to the normal ward, to be discharged after three weeks. 

In the four patients who died, the post mortem investigations revealed very high levels of pesticides in the blood, ranging from 2.5-64 µg/ml and in the liver, ranging from 1.2–4.8 µg/ml for dimethoate. In the early stage of poisoning, the autopsies showed destruction of pancreas, hemorrhagic pulmonary oedema, dilatation of the cardiac ventricles and brain oedema.
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	F.  TarbahI, A. ShaheenI and Th. DaldrupII

	I  Dubai Police H.Q, Forensic Science Dept. P.O. Box 1493, Dubai, U.A.E

 II Institute of Legal Medicine, Heinrich-Heine-University, P.O. Box 10 10 07, D-40001 Duesseldorf, Germany


A reliable and sensitive analytical method for the determination of dialkylphsphates consequently was devel​oped. The aim was to search for organophosphates pesticides (OP) instability. 12 different pesticides (azin​phos ethyl, azinphos methyl, chlorovinphos, dichlorvos, etrimfos, pyrazophos, phosphamidon, bromophos ethyl, fen​thion, sulfotep, malathion and terbufos) were selected for this study. Fresh blood samples were spiked with 12 OP and stored for 5 min at room temperature and 90 h and 3 months at 4° C respectively. Results: No lost was observed on the concentration of dichlorovos and azinphos-methyl but 30-50% concentration reduction of the other OP was observed after 5 min store at room temperature. Dichlorovos was disappeared after 90 h. The other OP showed high degradation rate up to 3 months. On the other hand the following dialkyl phosphates were detected: Dimethylphosphate (DMP) was detected after 5 min stored at room temperature, diethylphosphate (DEP), O,O-dimethylthiophosphate (DMTP), O,O-diethylthiophosphate, O,O-dimethyldithiophosphate (DMDTP), and O,O-diethyldithiophosphate (DEDTP) were detected after 90 h and 3 month storage. For the detection of the dialkylphosphate compounds by GC/MS derivatisation with pentafluorobenzylbromide was required. 
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	Der besondere Fall einer KO-Mittel Beibringung: Bedeutung der Verzahnung von Ermittlung und toxikologischer Analytik

The special case of a sedative administration: importance of the interaction of investigation and toxicological analysis

	Stefan W. Toennes, Moritz Wagner, Stefanie Iwersen-Bergmann, Gerold F. Kauert

	Institut für Forensische Toxikologie, Zentrum der Rechtsmedizin, Kennedyallee 104, D-60596 Frankfurt/Main


Case: In a case of suspected arson with two persons being involved a blood sample of one suspect should be analyzed, who showed signs of central nervous depression. The urine sample was to be stored only. 

Material and method: The analysis of the blood sample using Mahsan enzyme immunoassays for drugs of abuse and benzodiazepines yielded negative results, likewise a screening for further psychoactive substances using HPLC-DAD. The responsible investigation officer informed us some weeks later that the suspect was in fact the victim of an extended suicide attempt. He had been “knocked out” by sedatives in a drink a few hours prior to being found. The residues of that drink in the glass had been analyzed by colleagues in the LKA who identified diazepam, flunitrazepam and levomepromazine. Consistently an analysis of the urine sample should be performed.

Results: By urinalysis the excretion of 7-aminoflunitrazepam and levomepromazine was detected confirming the suspicion of the administration of sedatives. Also the blood sample was reanalyzed using liquid-liquid extraction and HPLC with time-of-flight mass spectrometric detection (TOF). It was found, that in the blood sample effective concentrations of flunitrazepam and levomepromazine were present not detected with the HPLC-DAD methodology. Also diazepam was present in traces without its metabolite nordiazepam indicating a recent ingestion. The analysis using HPLC-MSD-TOF was very sensitive (LOD ca. 0.2 µg/l) and specific due to the usage of accurate masses. 

Conclusions: This case showed three points: (1) in criminal cases with suspicious or unclear circumstances a comprehensive analysis of all materials available in only one laboratory is recommended; (2) successful investigations in forensic cases nowadays require the availability of sufficiently sensitive and specific methods with modern and expensive analytical equipment; (3) the combination of HPLC with time-of-flight mass spectrometry turned out to be easy-to-use, robust, sensitive and highly selective in biological matrices. 
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	Toxicological relevance of the multidrug resistance protein MDR 1 and related transporters

	U. Hoffmann

	Institute of Pharmacology, Ernst-Moritz-Arndt University Greifswald,  Friedrich-Loeffler-Str. 23d, D-17487 Greifswald, Germany


The human multidrug resistance protein MDR1 (P-glycoprotein, P-gp, ABCB1) is a member of a subfamily of transport proteins and was originally identified on the basis of its elevated expression in cancer cells. However, it is now established that this transporter is also expressed in normal tissue with excretory function. One of the striking features is the structural diversity of substrates including various therapeutics as well as a number of toxic agents. Because MDR1 is found in the luminal membrane of the endothelial cells in the brain, many peptides, like endorphins, or opiates, like morphine, are transported across the blood-brain barrier by P-gp thereby influencing the analgesic action. The insecticidal avermectin is its substrate and if P-gp is blocked may accumulate in the brain so enhancing neurotoxicity. The organophosphorus insecticide chlorpyrifos stimulates the expression and the efflux of this transporter. Because of the overlapping substrate specifity between P-glycoprotein and cytochrome P 450 enzymes (e.g. CYP 3A4) many drug interactions involve both mechanisms. P-glycoprotein inhibition has greater impact on tissue distribution, particularly with regard to the brain than on plasma concentrations.

The related transporters multidrug resistance protein MRP1 (ABCC1), MRP2 (ABCC2), and MRP3 (ABCC3) have overlapping substrates specificities but different tissue distributions. They transport glutathione, glucuronide, and sulphate conjugated and unconjugated organic anions of toxicological relevance. Substrates include herbicides, tobacco specific nitrosamines, mycotoxins, heavy metals, and natural products. Because MRP´s transport conjugated compounds, co-expression with relevant phase-II enzymes as glutathione-S-transferases and UDP-glucuronyltranferases is assumed to be involved in their action. This transport process is also called phase III metabolism.

The hepatocellular bile acid transporter Ntcp (SLC10A1) is thought to be responsible for transportation of the lethal mushroom toxin (-amanitin into the liver cell. It is accepted that the efflux transporter limits the absorp​tion of orally administered drugs, promotes drug elimination, and protects various tissues, e.g. brain, against toxic xenobiotics. The active efflux is generally an important aspect of cellular detoxification.
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	 Dioxins and furans determination in post mortem blood by gas chromatography-high resolution mass spectrometry

	V. Cirimele, M. Villain, P. Kintz

	Laboratoire ChemTox, 3 rue Grüninger, Parc d’Innovation, F-67400 Illkirch Graffenstaden, France


 Dioxins and related compounds (furans) are persistent environmental contaminants that cause adverse biological effects. Their influence on humans is still unclear, except for the high dose exposure by accident. However, chronic exposure to these compounds seems to be involved in cancer, endocrine disruption and neurobehavioral effects. For several years, a large concern about the potential health risks of dioxins is emerging in Europe and United States.

Dioxin levels in biological specimens are extremely low and require very sensitive and specific methods of analysis. In this study, gas chromatography coupled to high resolution mass spectrometry was used to evaluate dioxin body burden of two women deceased from generalized cancer.

Fat fraction of blood specimens was obtained after precipitation with ethanol and extraction of both liquid and solid phases spiked with labeled 13C12-dioxin analogs. Organic phases were grouped, washed and evaporated to weigh the lipid content. Lipids were dissolved in hexane, hydrolyzed with concentrated sulfuric acid and discarded during water washes. Dioxins purification was achieved using three successive columns : silica, alumina/sodium sulfate and carbon/Celite columns. Finally, the toluene eluent was evaporated and the extract injected in the analytical system. After chromatographic separation, detection was achieved in single ion monitoring mode using a high resolution mass spectrometer operating in electron impact mode of ionization (40 eV, minimal resolution of 10 000). Dioxin levels were expressed in pg TEQ/g of fat as defined by the World Health Organisation. Quantification limits for each dioxin congener ranged from 2.5 to 12.0 pg/g fat, with a relative extraction recovery always higher than 60%.

Blood samples were obtained from people with cancer pathology, including 2 autopsy cases, 9 forensic cases on living persons and 2 clinical cases. Twelve from 13 blood samples showed dioxin concentrations ranging from 9.3 to 73.4 pg TEQ/g fat. These concentrations were largely lower than those observed after accidental releases, but in the ranges of those observed in the general European population (4.1 to 113.0 pg TEQ/g fat). In only one case, a higher concentration was observed (449.8 pg TEQ/g fat).

Therefore, it was not possible to correlate dioxin body burden of the subjects in the major cases (n=12) as a potential contributor of their cancer pathology. Nevertheless, knowledge of dioxin body burden in the French population would be of interest for an accurate interpretation of these results. In one case, the higher dioxin body burden was certainly a potential contributor in to the development of cancer pathology.
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	Einfache und empfindliche Bestimmung der Cannabinoide THC, CBD und CBN im Haar durch Silylierung, Headspace-Festphasenmikroextraktion und GC-MS 

Simple and sensitive determination of the cannabinoids THC, CBD and CBN in hair samples by silylation, headspace solid phase microextraction and GC-MS

	Thomas Nadulski and Fritz Pragst

	Institut für Rechtsmedizin, Charité - Universitätsmedizin Berlin, Hannoversche Str. 6, D-10115 Berlin


From a forensic as well as from a clinical point of view the sensitive determination of tetrahydrocannabinol (THC) in human hair samples becomes more and more important. Besides THC, the analytical evidence of the not psychoactive cannabinoids cannabidiol (CBD) and cannabinol (CBN) in human hair samples is an additional proof of exposure to cannabis products.

Therefore, a new, relatively simple and sensitive method for determination of the three compounds was developed, based on alkaline hair hydrolysis, liquid-liquid extraction, combined derivatization and headspace solid-phase microextraction (HS-SPME), and GC-MS-EI. The method was optimised with respect to the extraction solvent, temperature and time of SPME preincubation and extraction as well as type and volume of the derivatization reagent. After addition of D3-THC as internal standard, about 15 mg hair were dissolved in 0.5 mL 1 N NaOH and the analytes were extracted twice with 2 mL isooctane. The solvent of the organic phase was evaporated in a 5 mL headspace-vial and 10 µL of the derivatization reagent BSTFA were added. THC, CBD and CBN were detected directly from this mixture by HS-SPME and EI-GC-MS in SIM-mode with LOD’s of 0.02 ng/mg. 

The method was applied to hair samples collected in context of driving ability investigations and compared with the standard procedure based on derivatization by MeI and liquid injection EI-GC-MS. The THC concentrations obtained by both methods were in good agreement. In the HS-SPME method, matrix-effects were minimized leading to a lower LOD. Besides the more sensitive detection of THC, it is possible to determine CBD and CBN in one run together with THC which was not possible with the standard procedure.

Besides the confirmation of cannabis exposure the additional determination of CBD and CBN should also enable to distinguish between predominant marihuana and hashish abuse and from clinical THC ingestion since different cannabis products contain typical amounts and ratios of the three detected cannabinoids.
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	Forward Estimation of Alcohol Concentration – Comparison of Different Calculation Methods

	Dariusz Zuba, Wojciech Piekoszewski

	Institute of Forensic Research, Westerplatte 9, 31 033 Krakow, Poland


Forward projection of alcohol concentration is often performed when the driver that perpetrated the accident escaped from the place of crime and no blood specimen has been taken. In this situation a range of theoretical blood alcohol concentrations (BAC) at the time of the accident is computed as the result of drinking of a given amount of alcohol beverage by the suspect. The first and still the most popular calculation method is Widmark equation. The authors showed that the main source of uncertainty in forward projecton using Widmark formula is inter- and intraindividual variability of r coefficient, which is equivalent to the distribution volume used in pharmacokinetics. The disadvantage of Widmark’s r factor is that it is constant for males (0.7) and females (0.6) and does not take into consideration the differences of the physique. 

In the present work, the different methods of calculation of Widmark’s r factor and the distribution volume were compared. The study covered four empirical equations. Watson’s model and Forrest’s model are based on total body water volumes (TBW) and the body mass index (BMI), whereas Seidl, Jensen and Alt’s (SJA) model and Ulrich, Cramer and Zink’s (UCZ) model were developed by multiple regression analysis, where r coefficient is a function of body weight and height. 

The authors performed experiments with 74 volunteers, 23 females and 51 males, whose consumed alcohol in the form of vodka (0.7 g of alcohol per kg of body weight for males, and 0.6 g/kg b.w. for females). Samples of venous blood were obtained through an indwelling catheter before ingestion of alcohol and then in 15 minutes intervals timed from the end of drinking. Blood alcohol concentrations were determined by means of headspace gas chromatography.

According to the Widmark formula the consumed amount of alcohol should lead to the maximal BAC of 1.0 g/L. The measured maximal BAC was 0.70 ± 0.16 g/L in avarage.The theoretical alcohol concentration at time zero were calculated individually from pharmacokinetic equation assuming zero-order elimination model and it amounted to 0.90 ± 0.13 g/L in avarage. There was significant difference between results for males and females (0.93 ± 0.13 g/L and 0.83 ± 0.12 g/L, respectively). The BACs at time zero were compared with the values cal​culated according to the empirical models. The results showed very good agreement for UCZ model (mean dif​ference was 0.00 g/L, in 61% of the cases the empirical value was lower) and SJA model (0.01 g/L – 53%). For Watson’s and Forrest’s models, the results were slightly higher (0.06 g/L – 38% and 0.05 g/L – 41%, respec​tively) than obtained from the experimental data. The calculated theoretical maximal alcohol concentration were: 0.93 ± 0.06 g/L, 0.90 ± 0.06 g/L, 0.95 ± 0.06 g/L and 0.94 ± 0.06 g/L, respectively for UCZ, SJA, Watson’s and Forrest’s models. The values of Widmark’s r factor or the distribition volume, estimated using the mentioned models, were higher than proposed by Widmark, espacially for females, and the differences were statistically significant. 

The study showed that the calculations with use of Widmark’s constant r factors give the broader range of uncertainty compared to the models based on individual height, weight and age, and therefore the authors recomend the use of anthropological data in forward estimations. The results calculated from the models devel​oped by multiple regression analysis were in very good agreement with the experimental data, and from the models based on TBW and BMI – slightly overestimated. Regardless of the model used in calculations, when the results are used for forensic purposes, the uncertainty in the calculation must be known and reported. 
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	Multivariate analysis of volatile congeners in blood and urine samples to determine the brand of consumed spirit drinks

Multivariate Analyse der Begleitstoffgehalte in Blut und Urin zur Bestimmung der Marke der konsumierten Spirituose

	Dirk W. Lachenmeier1, K. Lachenmeier2, B. Madea2, F. Mußhoff2

	1 Chemisches und Veterinäruntersuchungsamt (CVUA) Karlsruhe, Weißenburger Str. 3, D-76187 Karlsruhe, Deutschland 

2 Institut für Rechtsmedizin der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn, Stiftsplatz 12, D-53111 Bonn, Deutschland


The analysis of volatile congeners of alcoholic beverages is regularly used as an efficient tool for examining claims of drinking after committed offences. In contrast to the relatively simple Widmark formula for calculation of the ethanol concentration backwards to the offence time, the concentrations for every single volatile congener have to be calculated using complex exponential type formulas. To examine the claims of alcohol consumption, the calculated values of the volatile congeners are usually compared with data from the literature. The aim of this study was to evaluate if multivariate statistic techniques could provide a simpler means of checking claims of drinking.

In a drinking trial, five participants consumed an amount of the same brand of German brandy calculated to reach 0.8‰ of blood ethanol concentration. Venous blood was taken at 30 min, 90 min, and 150 min after the drinks. Urine was taken three times after the drinks. In a second trial, the same participants consumed a second brand of German brandy under the same conditions.

The alcoholic beverages, blood and urine samples were analysed using validated standard gas chromatographic methods. Then Principal Component Analysis (PCA) was used to transform the original measurement variables of the alcoholic congeners into new variables called principal components (PC). By plotting the data in a coordi​nate system defined by the two largest principal components, it is possible to identify key relationships in the data as well as to find similarities and differences.

Using PCA, outlying samples of one participant were identified, which could be attributed to unstated drinking of other alcoholic beverages in non-compliance with the experimental design. A classification between the two brands of brandy was possible in the blood taken at 30 min and the urine taken in a short time interval after drinking. In conclusion, the determination of the brand of consumed spirit is possible if samples are obtained shortly after drinking. 

Besides, it was found during the trial that the expected values calculated after Bonte’s formula gave a better correlation to the analysed values if current analysis results of the spirit drinks were used rather than data from older standard references.
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	Benzodiazepine im deutschen Straßenverkehr - Ergebnisse einer bundesweiten Studie

Benzodiazepines in German road traffic  - Results of a nationwide study 

	Stefanie Iwersen-Bergmann and Gerold Kauert.

	Institut für Forensische Toxikologie, Zentrum der Rechtsmedizin,  Kennedyallee 104, D-60596 Frankfurt/Main


Objectives of the study: In the context of a study for the Bundesanstalt für Straßenwesen (BAST) a database was worked out containing results of  toxicological blood analysis (TBA) of motoring offences (timeframe 1998-2001). Whereas the frequencies of detection (FOD) increased for most drugs of abuse or stayed constant, the FOD for benzodiazepines decreased from 24% in 1998 to 11,1% in 2001. This investigation was done to clarify the reasons for this development.

Material and methods: The database contains the results of  25 laboratories in Germany doing TBA at motoring offences. 23 of these labs gave information about their methodology of toxicological analysis by questionnaire. 

Results: The part of analysis according to § 24a (2) StVG increased excessive but show considerable regional differences (0,7% -98,2% of the general orders). Evaluation of the questionnaires shows 9 labs of  23 not to analyze for benzodiazepines when an order for analysis according to § 24a (2) StVG is given. 

Benzodiazepines are the only group of psychoactive substances with a doubled FOD in traffic accidents compared to traffic offences without accident. They  rank second in FOD (28,7% benzodiazepines) after cannabis (41,9% FOD ) in this group. The evident decrease of FOD for benzodiazepines in traffic offences can be seen on the majority of the labs in general as not so pronounced at the traffic accidents (34,7% of the positive cases in 1998 to 21,3% in 2001). 

Conclusions: Results indicate the decrease in FOD for benzodiazepines to be due to the strong increase of orders for toxicological analysis according to § 24a (2) StVG as well as to epidemiological development. Benzodiazepines are not included in § 24a (2) StVG. The focus on drugs of abuse showed very good results in the detection of drivers under the influence of drugs of abuse but the legal drugs should be kept in mind. 
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	Freies Morphin in Blut nach Mohnsamenverzehr – Bewertung der Ergebnisse einer Studie in Hinblick auf § 24a StVG 

Free Morphine in Blood after Poppy Seed Consumption – Appraisal of Results of a Study with Regard to German Street Traffic Law (§ 24a StVG) 

	G. Rochholz, F. Westphal*), H.W. Schütz, A. Leinenkugel, D. Gheorghiu

	Institut für Rechtsmedizin, Universitätsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel, Arnold-Heller-Str. 12, 24105 Kiel, Germany

*) Landeskriminalamt Schleswig-Holstein, SG 432 (Betäubungsmittel/Toxikologie), Mühlenweg 166, 24116 Kiel, Germany


Aim of the study was to check whether the consumption of poppy seeds can result in measurable concentrations of free morphine in serum samples what can be punished on the basis of Street Traffic Law in Germany. Twenty subjects consumed as much poppy seeds as they could, preferably 100 – 200 g, either in form of a poppy seed mash with rice pudding or a poppy seed cake. The poppy seeds had a morphine content of 72.4 mg/kg (5 subjects) and 114.3 mg/kg (15 subjects) which corresponds to high but not the highest contents mentioned in literature (up to 294 mg/kg).

Blood samples were collected 1, 2, 4, 8, and 24 h after the end of the poppy seed consumption and analysed for the presence of free (and total) morphine by GC/MS.

All subjects had morphine-positive serum samples for at least 8 h after consumption. Only one subject having taken just 25 g of the poppy seeds was tested positive for merely 4 h. 1 h after the end of the intake six subjects showed serum concentrations of free morphine of more than 10 ng/mL (10.2 – 17.3 ng/mL), a value which is recommended as a threshold by the “Grenzwertkommission”. 2 h after the consumption four subjects, and 4 h after the intake three subjects showed morphine levels of more than 10 ng/mL. These subjects had consumed 100 - 200 g of poppy seeds corresponding to 2 – 4 pieces of commercially available cake. There was no direct proportionality between consumed amounts of poppy seeds and morphine serum levels, even when the amount of consumed morphine was brought into relation to body weight. In eight subjects free morphine was detectable in serum samples taken 24 h after consumption in concentrations between limit of detection (0.74 ng/mL) and limit of quantitation (2.82 ng/mL).
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	Nachweis von Tabakzusatzstoffen in Zigaretten mittels HS-SPME/GC-MS und inonenselektiver Elektrode 

Determination of Tobacco Additives in Cigarettes by HS-SPME/GC-MS and Ionselective Electrode

	C. Merckel1, A. Ratzinger1, F. Pragst1, W. Bernhard2, B. Aebi2

	1 Institut für Rechtsmedizin, Charité - Universitätsmedizin Berlin, Hannoversche Str. 6, D-10115 Berlin 

2 Institut für Rechtsmedizin der Universität Bern, Bühlstr. 20, CH-3012 Bern  


In the manufacturing of cigarettes, up to 25% by weight additives are added. These substances affect the smoking behaviour and are intended to increase the attractiveness of  the product, especially for young people and children. More than 600 additives are known, which include also complex mixtures like cocoa and licorice. The aim of this investigation was to screen commercial cigarettes for such additives, to quantify the important one of them and to interpret them with respect to toxicological effects.

Compounds with high and medium volatility were detected by a systematic qualitative analysis using headspace solid phase microextraction (HS-SPME) and GC-MS. The cigarette samples were extracted with water at acidic, neutral and basic pH followed by HS-SPME with a 65 µm CW-DVB-fiber and GC/MS. By library search using commercial spectra libraries 58 compounds were identified, between them benzylalcohol, 2-ethyl-1-hexanol, menthol, vanillin, tripropylenglycol, geranylacetone, anisaldehyde, anisalcohol, thymole, but also some amines such as pyridine, fururylamine, 3-methylbutanamine, phenylethylamine and 1-methylpyrrolidine. Some of these compounds were found in raw tobacco, the reference cigarette 2R4F and in cigarettes, others were only present in the cigarettes and were obviously added.

Altogether 71 different cigarette sorts from 8 countries were analysed. The quantitation was performed by extern calibration with 5 concentrations in tobacco matrix. After testing of 4 common brands from 5-8 different countries, regional differences in the additive profile of the cigarettes could be seen. As an example, the following concentrations were measured in the cigarettes: 2-ethyl-1-hexanol 0.06-12 µg/g, menthol 0.02-13.3 µg/g (in non-menthol-cigarettes) and 0.79 mg/g in a menthol-cigarette, indole 0.16-2.1 µg/g, pyridine 6.4-19.1 µg/g und benzylalcohol 6.6-16.7 µg/g.

Furthermore, it is known, that basic substances are used to alkalise the tobacco smoke in order to increase the amount of the free base form of nicotine in the smoke. Therefore, ammonium  ions and urea in the same cigarettes and tobacco samples were determined using an ammonium selective electrode. After an aqueous extraction of the cigarettes the ammonium concentration was directly measured and urea was enzymatically transformed into NH3 and then measured. As a result, between  0.15 and 3.7 mg/g ammonia and between 0.01 and 0.37  mg/g urea were determined. 

From the evaluation of the known toxicological properties follows that the additives themselves as well as their pyrolysis products increase the harmful properties of cigarette smoking.  
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	Tod nach body packing – Ein überraschendes Ergebnis einer Routinesektion 

Death after body packing – A surprising result of a routine autopsy

	Benno Rießelmann 1 , Delia Waldmüller 2 , Sonja Roscher 1 , Joachim Tenczer 1

	1 Landesinstitut für gerichtliche und soziale Medizin Berlin, Turmstraße 21 ( Haus L )10559 Berlin

2 Zolltechnische Prüfungs- und Lehranstalt Berlin, Grellstraße 18, 24  10409 Berlin


The number of deaths after body packing has decreased within the last years in Berlin. This effect can mainly be explained by improved police and customs investigation methods as well as better techniques of wrapping drug containing packings.

During a routine autopsy of the upper intestine segments of a 33 year old native African in the summer of 2004, 5 intact and 1 open body packing are found. There is also a ball of adhesive stripes in the small intestine. The stripes are of different length and measure a total of more than 20 m.

The intact packings consist of 10,0 to 10,4 g of a more or less white, pressed powder in two small plastic foils which are wrapped with several layers of adhesive stripes. Cocaine is detectable in the powder. The active ingredient averages 77,7 % cocaine-hydrochloride.

The following concentrations of foreign matter in femoral blood and hair result from chemical-toxicological investigations:

	
	femoral blood
	hair

	Cocaine
	3,2  mg/L
	4,8 ng/mg

	Benzoylecgonine
	3,8  mg/L
	0,8 ng/mg

	Methylecgonine
	1,7  mg/L
	0,4 ng/mg


Thoughts on the absorbed amount of cocaine and the proposed number of incorporated body packings will be discussed in depth.
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	Intoxication with tropanalkaloids – A lethal poisoning following ingestion of Angel’s trumpet leaves.

Intoxikation mit Tropanalkaloiden – Eine letale Vergiftung nach Genuss von Blättern der Engelstrompete

	Ernst Klug 1, Melanie Ganswindt 1, Benno Rießelmann 2, Volkmar Schneider 1, 2

	1 Institut für Rechtsmedizin der Charité – Universitätsmedizin Berlin,  Hittorfstraße 18  14195 Berlin

2 Landesinstitut für gerichtliche und soziale Medizin Berlin,  Turmstraße 21 (Haus  ) 10559 Berlin


An 18 years old man, in a confused state of mind, was found wandering on a street and transported by the fire department to the hospital. Due to his delirious condition he was restrained. On the way to a nearby psychiatric clinic, he suddenly required reanimation. An emergency doctor responded immediately and began reanimation, which was unsuccessful.

The results of the autopsy the following day revealed, other than signs of sudden death, no significant organ findings. However, the results of the toxicology test showed a Scopolamine level of 0,03 mg/L in the blood, as well as a concentration of 0,6 mg/kg of Scopolamine and 1,3 mg/kg of Atropin in liver tissue.

Friends of the deceased stated that they had all shared a tea brewed from the leaves of an Angel’s Trumpet plant. The toxicological aspects of this case are presented and discussed.

	P3
	Hair Analytical Evidence of the Administration of Clozapin

Nachweis der Beibringung von Clozapin durch Haaranalyse

	D. Thieme, H. Sachs

	Institute of Legal Medicine, Frauenlobstr. 7a, 80337 Munich, Germany

Forensic Toxicological Centre,  Bayerstr. 53,  80335 Munich, Germany


The neuroleptic clozapin was anonymously administered to a group of at least 24 victims. The application of the drug was intended to retard the respective people and was therefore given in the order of magnitude of therapeu​tic dosages. However, the drug was arbitrarily added to sugar bowls of a cafeteria and was taken up randomly. The individuals concerned complained about tiredness, weakness and dizziness over a period of several weeks and the offence became obvious after an accidental overdose resulting in the hospitalisation of  the person.

The following investigation was analytically based on hair tests, due to the time span between administration of drugs and its disclosure. The analyte was identified by LC-MS-MS after methanol extraction of the samples. Clozapin concentrations between 10 and  500 pg/mg were detected in hair of 24 (of a total number of 66) cases. These concentrations are in the lower range of levels, observed after therapeutic use of clozapin. However, these values do not exclude the possibility of  intoxications, because of the irregular administration schedule.

Profiling of hair samples permitted a rough estimation of the time period of administration, although hair sam​ples were collected 2 to 8 month later. 

The comparison of analytical results, obtained from an uncontrolled but similar incorporation, reveals potential and limitations of quantitative hair analysis and segmentation in particular.
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	Auf Zolpidem ausgerichtete Analyse in Haarabschnitten – Ein Schlüssel zu einem mit Drogen begangenen Verbrechen *)

Multi-sectional hair analysis for zolpidem.  A key point in a drug-facilitated crime.

	M. Villain, V. Cirimele, P. Kintz

	ChemTox, 3, rue Grüninger, 67400 Illkirch, France


In a drug-facilitated sexual assault, we consecutively received 3 hair strands of the victim collected 6 days, 6 weeks and 6 months after the event. According to the standard practice at ChemTox laboratory, we analyzed the hair specimen by LC-MS/MS, after segmentation, to test for benzodiazepines and hypnotics. Briefly, after decontamination, hair was cut into small pieces, incubated in phosphate buffer (pH 8.4), extracted by methylene chloride/diethyl ether (90/10, v/v) and analyzed by tandem mass spectrometry, using 2 transitions for each compound.

Method validation included linearity (0.5-50 pg/mg), repetability (CV=7.2 % at 20 pg/mg), recovery (70 %) and LOQ (0.5 pg/mg). The following results were obtained:

	Hair segment
	Zolpidem (pg/mg)

	0-2 cm
	1.9

	2-4 cm
	2.2

	4-6 cm
	5.6


Collected 6 days after the event, this hair strand does not represent the period of the event. However, it demonstrates an occasional intake of zolpidem before the event.

	Hair segment
	Zolpidem (pg/mg)

	0-2 cm
	68.0

	2-4 cm
	1.9

	4-6 cm
	2.8

	6-8 cm
	2.7


Collected 6 weeks after the offence, the first segment of this new strand is representative of the time of the crime. It indicates a massive exposure to zolpidem.

The judge in charge of the case wondered whether it was an increase in therapeutic use or a single massive exposure related to the offence

	Hair segment
	Zolpidem (pg/mg)

	0-1 cm
	1.2

	1-2 cm
	1.8

	2-3 cm
	3.9

	3-4 cm
	7.4

	4-5 cm
	18.5

	5-6 cm
	50.0


Hair collected 6 months after the event indicated that the victim did not increase her use of zolpidem since the period of the crime but that it was only a spot corresponding to the period of the event.

In conclusion, this case demonstrates the interest of multi-hair sampling to document a drug-facilitated crime at a specific time.
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	Ethyl phosphate: another marker for ethanol consumption besides ethyl glucuronide and ethyl sulfate– detected by LC-MS/MS in urine and serum

Ethylphosphat  - ein weiterer Alkoholkonsummarker neben Ethylglucuronid und Ethylsulfat wurde mit LC-MS/MS in Urin und Serum entdeckt

	Claudia Halter1, Sebastian Dresen1, Jörn Lauer1, Friedrich Martin Wurst2, Wolfgang Weinmann1

	1Institute of Forensic Medicine, University Hospital Freiburg, Albertstrasse 9, D-79104 Freiburg, Germany

2Psychiatric University Clinic, Wilhelm Klein Strasse 27, CH 4025 Basel, Switzerland


Determination and possible applications of ethyl phosphate, a direct ethanol metabolite will be elucidated in the presented study. Ethyl glucuronide (EtG) in serum and urine already is an accepted marker for ethanol consumption; ethyl sulfate (EtS) has only recently been published in urine samples. Both markers have been detected in serum simultaneously by LC-MS/MS with a Synergi Polar-RP column. Inclusion of the potential new marker ethyl phosphate (EtP) failed due to the lack of chromatographic and mass spectro​metric separation of EtS and EtP, which both have the same precursor ion (m/z 125), and a trace of the only fragment ion of EtP (m/z 79) is also present in EtS (m/z 80 and 79). 

Separation has been achieved by introducing ion exchange chromatography (aminopropyl- silica, “Luna Amino 150x2mm; 3µm”, Phenomenex). With gradient elution in normal phase mode (eluent A: acetonitrile; eluent B: 0,00025% NH4OH), EtS (tR = 3.1 min), EtG (tR = 8.8 min) and EtP (tR = 12.5 min) could be separated in one analysis run. EtG, D5-EtG and EtS were purchased, D5-EtS, EtP and D5-EtP have been synthesized by esterifica​tion reactions. The synthesized standards were diluted to an appropriate concentration and used without further purification or quantification. EtG and EtS were quantified as published recently [Dresen et al., J Am Soc Mass Spectrom 2004, 15, 1644 –1648], with the modification in LC-separation.

In a first series of experiments EtP was found in EtG- and EtS-positive serum samples from alcoholised subjects. EtG- and EtS-positive urine samples from patients lapsing during a rehabilitation program following alcohol withdrawal were also included in the experiments in addition to samples from controlled drinking experiments. 

EtP is a further marker for ethanol consumption in urine and serum, however it has not been detectable as long as EtG and EtS in urine samples.
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	Erfahrungen zur Auswertung forensischer Ringversuche nach ISO 5725

	Michael Herbold 1, Georg Schmitt 2, Rolf Aderjan 1, 2

	1 ARVECON GmbH, Walldorf 
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Introduction: For the first time forensic ring tests could be evaluated using the target standard deviation according to Horwitz as well as the reproducibility according to ISO 5725. In contrast to the empirical evaluation according to Horwitz the adaptation of the appraisal borders according to the ISO-norm considers the scatter of all participants. Following the jurisdiction of the German Federal Constitutional Court (Bundesverfassungs​gericht) concerning the analytical proof of THC in blood according to the §24a StVG and regarding proposed analytical threshold values the estimation of the measurement uncertainty should become more relevant.
Method: The results of the scientific sample C of the GTFCh ring test BTMF 3/03 and the scientific sample B of the GTFCh ring test BTMF 3/04 were available. In the first test the major substance groups (amphetamines, cannabinoides, opiates, cocaine metabolites) were included. The sample B of the ring test BTMF 3/04 contained only cannabinoides in the range of the detection limit merely. All participants had performed their analysis by means of mass spectrometry with duplicate measurements.

Results : BTMF 3/03: THC (9.8/45)* with a reproducibility lying approximately 1.9-fold above the single target standard deviation. THC-COOH (41.8/43)*, morphine (25.9/40) and benzoylecgonine (71.9/39)* with differences between the single target standard deviation (Horwitz) and the twofold reproducibility (-3 to 19%).  

BTMF 3/04: THC (1.12/41) * and 11-OH-THC (1.16/38)* with a single target standard deviation (Horwitz) lying approximately 1.4-fold above the reproducibility, THC-COOH (5.22/47) * with identical standard deviations. 

Discussion: The result of the ring test evaluation supports the practical experience that the determination of THC and 11-OH-THC is the most difficult analysis. However, it was confirmed that THC in low concentrations can be determined within acceptable ranges. The precision within individual laboratories was expectedly, better than the precision between laboratories. The appraisal criterion with addition or subtraction of the simple target standard deviation to the target value itself could be confirmed. 

For a serum sample spiked with 1 ng THC/mL the results show that the individual deviation of values from the consensus mean (bias) within the twofold standard deviation has a magnitude of ± 0,5 ng/mL. This can be used for the estimation of the uncertainty of measurements if calculated according to a GUM-based approach.

Conclusion: The ISO 5725 can be applied to proof for the comparability of results gathered with the target standard deviation according to Horwitz. Occasional ring tests using also the ISO-norm shall be sufficient. As a consequence of the jurisdiction of the German Federal Constitutional Court (Bundesverfassungsgericht) the declaration of the uncertainty of a measurement may become necessary. Ring tests would be a revisable base for its calculation.
* Comment: (mean value given as ng/mL / number of participants)  
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	The use of ADME simulations in forensic toxicology

	Ansgar Japes, Daniel Rentsch

	Institut für Rechtsmedizin, Universität Rostock


The determination of concentrations of forensic relevant drugs in blood or urine is standard for many substances. For some of them the analysis of hair became an established method. It allows an estimation of the temporal intake. These matrices allow conclusions of the concentrations in living organisms without disabling its functionality. On the other hand, only a single number without any surrounding information is obtained, resulting in a high degree of uncertainty in concentration and in time. The intake of a low dose after a short period can lead to the same result as a great dose a long time ago. In the case of blood and urine, a statement about continuous consumption is not possible without taking a look at metabolites.

By analysing tissue concentrations, an array of numbers I obtained, which can be associated with a concrete constellation of time-dose-relation.

In this work, valid analytical methods for the determination of the most popular drugs in organ matrix should be acquired, partly with use of new synthesized deuterium compounds. For interpretation, furthermore, the potency and use of tissue concentrations should be researched and compared with the results of an ADME simulation program (PK-Sim® distributed by BAYER Technology Service).

Although the determination of tissue concentrations can exclusively be used in PM-cases, it seems to be a powerful tool for the interpretation of the results in context with the case itself.
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	Vergleich der Phentermine-Konzentration in Blutserum und Speichel nach Speichelentnahme mit Hilfe einer Salivette 

Parallel phentermine levels in blood serum and saliva collected by Salivette

	M. Szkutová1, V. Habrdová1, M. Balíková1, M. Matoulek2, Š. Svačina2

	1st Medical Faculty, Charles University in Prague, 121 08 Prague 2, Czech Republic

1Institute of Forensic Medicine and Toxicology, 2Clinical Department of Endocrinology and Metabolism


For some years oral fluid samples have been attracting the attention for detection of psychoactive substances in impaired drivers for their non-invasive, dignified collection under direct observation and for expectation that saliva drug levels may reflect psychomotoric state of a driver more closely than in urine. Saliva outdoor drug testing has been developed and the results have been discussed e. g. in ROSITA studies. The psychostimulants, e. g. methamphetamine, belong to abused risky drugs noncompatible with safe driving. We have used the opportunity to study the partition of phentermine, the structural isomer of methamphetamine,   between blood and saliva in human patients under therapeutic treatment. 
Blood and saliva of patients on  therapy  with 15 mg phentermine p. o. daily were collected 2.5 hours after morning dose. For saliva collection two types of Sarstedt Salivette were used. During blood sampling the patients chewed a piece of plain Salivette for 3 min. Afterwards  they were asked to chew another Salivette  with citric acid for another 3 min.  Phentermine in samples was assayed by GC-MS validated methods.

The saliva sample volumes collected by chewing the both types of Salivette were sufficient but variable in the range 1 – 3 ml without significant differences in obtained volumes between two types of Salivette. The mean concentration ratio saliva/serum was 6.1 at the first saliva collection. After repeating the collection using Salivette with citric acid, the ratio saliva/serum dropped to 1.4. Even if the exact volume of oral fluid collected in the described way was beyond our control and varied  with impacts to concentration, this study has supported the idea that saliva can be convenient sample for detection of basic drugs reflecting serum concentration in parallel, with higher concentration than in serum  and therefore with broader detection window in time after the dose.
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	Date-rape drugs – new trends in Poland

	Piotr Adamowicz, Maria Kala

	Institute of Forensic Research in Cracow.


The recent increase in number of reports of drug facilitated sexual assaults has been observed in Poland. Date-rape drugs are used for the purpose of “drugging” unsuspected victims and raping them while under the influ​ence of the drug. In typical scenario date-rape drug is surreptitiously added by the perpetrator to the alcoholic beverage or soft drink of an unsuspecting person, and subsequently sexually assaulted while under the influence of this substance. 

Victim often has problems with remember the course of incident and is not reliable witness for justice. Many victims report the incident several days after the event. Indicating of presence date-rape drugs in biological fluids is unequivocal evidence of perpetration.  Analysis of biological fluids collected from victims of rapes for pres​ence of drugs was rare up to now.

The aim of this study is to show the use of date-rape drugs in Poland. Materials for this study were from the routine casework elaborated.

APCI-LC-MS methods were applied for screening of biological fluids (blood and/or urine) for amphetamine and its 6 analogues, and for 12 substances from benzodiazepine group and for quantification of the detected drugs. HPLC-DAD was used as a screening method for wide range of medicinal drugs and NCI-GC-MS for determina​tion of ketamine and its metabolite.

In 2000-2004, the materials taken from 33 persons sexually assaulted or perpetrators were analysed. In 2000 and 2002 not case of this kind was registered, in 2001 only two cases were recorded. After 2003 significant increase in this kind of cases was observed. Eleven and twenty cases involving date-rape were submitted to the Institute in 2003 and 2004, respectively. The most common substances detected in analysed materials were amphetamine (in concentrations ranged 10-85 ng/ml) and 9THC (0.36-1.4 ng/ml). Alcohol (0.27-2.3‰), MDMA (8-201 ng/ml) and benzodiazepines (oxazepam, nordazepam, estazolam) were also found in blood and urine specimens. 
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	Concentration and occurence of drugs in blood of suspected impaired drivers in Western Switzerland

	Marc Augsburger1, Frank Sporkert1*, Clarisse Brossard1 and Christian Giroud1 Olivier Plaut2 and Christian Staub2 Nicolas Donzé3
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Blood has been undoubtedly considered to be the only suitable specimen for the evaluation of driving impair​ment due to drug consumption. In order to gain more information about the type and the concentrations of drugs found in drivers suspected of driving under the influence of drugs (DUID), we analyzed 769 blood samples. All official DUID cases submitted by police or justice during a period ranging from 2002 to 2003 concerning living individuals were considered. This study included 703 men (91.4%) and 66 women (8.6%). The average age of the drivers was 30±11 years (minimum 16 and maximum 90). One or more psychoactive drugs were found in 88% of blood samples. For the majority of cases (56%), combinations (2 to 6) of psychoactive drugs were detected in blood. 

The most commonly detected drugs in blood were cannabinoids (57%, THC and/or THCCOOH), ethanol (52%), cocaine (17%), benzodiazepines (15%), amphetamines (6.9%), opiates (9.4%) and methadone (8.7%). Details of detected drugs, such as frequency, median  concentration and concentration ranges are listed in Table 1. 

Table 1: Fequency, median concentration and concentration ranges of detected drugs among 769 cases of DUID. 

	Substance
	Frequency [%]
	Median concentration in whole blood [μg/l]
	Range [μg/l]

	THC
	49
	3.2
	0.4 - 35

	Ethanol
	52
	0.82 g/kg
	0.10 – 3.33 g/kg

	Cocaine
	5
	50
	10 - 1900

	Benzoylecgonine
	12
	330
	10 - 8000

	Free Morphine
	8
	11
	1 - 1222

	Free Codeine
	5
	5.5
	1 - 270

	Methadone
	9
	110
	10 - 850

	MDMA
	6
	218
	10 - 2480

	Amphetamine
	4
	54
	10 - 183

	Midazolam
	5
	50
	10 - 250

	Diazepam
	2
	200
	80 - 630

	Nordazepam
	4
	280
	10 - 20000

	Oxazepam
	2
	380
	80 - 6000


Other drugs, such as lorazepam, zolpidem, mirtazapine, methaqualone were found in less than 1% of the cases. In Switzerland, the “zero-tolerance” law has been applied since January 2005 to a driver with a whole blood concentration over 15 μg/l for amphetamine, methamphetamine, MDMA, MDE, cocaine, free morphine, and 1.5 μg/l for THC, respectively, regardless of whether their driving capacity was impaired or not. Taking this new legislation into account, more than 50 % of the drivers included in this study would be prosecuted. 
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	Thujone - cause of absinthism?

Thujon - Ursache des Absinthismus?

	Dirk W. Lachenmeier1, J. Emmert2, T. Kuballa1, G. Sartor2
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Habitual abuse of the wormwood spirit absinthe was described in the 19th and 20th century as cause for the men​tal disorder “absinthism” including the symptoms hallucinations, sleeplessness, and convulsions. There exists a controversial discussion if thujone, a characteristic component of the essential oil of the wormwood plant Artemisia absinthium L., has been the cause for absinthism, or if it was caused only by chronic alcohol intoxica​tion or food adulterations. 
To ascertain if thujone may have caused absinthism, absinthes were manufactured according to historic recipes of the 19th century using commercial wormwood herbs of three different manufacturers as well as self-cultivated ones in a concentration of 6 kg/100 L spirit. In addition, an authentic vintage Pernod absinthe from Tarragona (1930), and two absinthes from traditional small distilleries of the Swiss Val-de-Travers were evaluated. A GC/MS procedure was applied for the analysis of α- and β-thujone with cyclodecanone as internal standard. The method was shown to be sensitive with LOD of 0.08 mg/L. The precision was between 1.6% and 2.3%. Linear​ity was obtained from 0.1-40 mg/L (r=1.000).
All analysed products after the recent annulment of the absinthe prohibition showed a thujone concentration below the maximum limit of 35 mg/L, including the absinthes manufactured after historic recipes, which con​tained not detectable or relatively low concentrations of thujone (mean: 1.3 ± 1.6 mg/L, range: 0-4.3 mg/L). Interestingly, the vintage absinthe also showed a relatively low thujone concentration of 1.3 mg/L. The Val-de-Travers absinthes contained 9.4 and 1.7 mg/L of thujone.
In conclusion, thujone concentrations as high as 260 mg/L, reported in the 19th century, may have been the result of inadequate analytical techniques. With regard to their thujone concentrations, the hallucinogenic poten​tial of vintage absinthes can be assessed being rather low because the historic products also comply to today’s maximum limits derived to exclude such effects. It may be deduced that thujone plays none, or only a secondary role in the clinical picture of absinthism.
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	Quantitative Bestimmung von Heroin, Monoacetylmorphin und Morphin in Straßenheroin

Quantification of Heroin, Monoacetylmorphine and Morphine in Seized Heroin Samples

	B. Reiter, B. Schopper, W. Vycudilik, 

	Department of Forensic Medicine, Sensengasse 2, A-1090 Vienna


Objective of the Study: The aim of our work was to develop an accurate and rapid quantitative method for the determination of heroin, monoacetylmorphine and morphine in street heroin samples which avoids common problems encountered with heroin determination such as hydrolyzation in the course of the clean up procedure.

Material and Methods: Pulverized sample material was dissolved in distilled methanol and subjected to ultra​sonic treatment. An aliquot is transferred into a vial, d3-morphine was added, the solvent removed in vacuo and the analytes redissolved in a 1:1 mixture of d6-acetanhydride and pyridine. After heating this reaction mixture it was subjected to GC-MS analysis. Evaluation of analysis was carried out by extracting the specific molecular ions of heroin (m/z 369), d3-heroin (m/z 372) obtained from monoacetylmorphine, d6-Heroin (m/z 375) obtained from morphine and the internal standard d9-heroin (m/z 378).

Results and Discussion: We developed a method for heroin determination based on acetylation rather than sily​lation since MSTFA showed considerable solvolysis on heroin. Transacetylation during sample treatment could be ruled out by comparison of the three major compounds her​oin, monoacetylmorphine and morphine with a street heroin standard from Lipomed (Switzerland).
The method turned out to be suitable for rapid routine analysis and linearity for heroin was achieved within our concentration range of interest (20ng -120ng/µl). Participation in an ENFSI collaborative study showed that this method was highly accurate for heroin quantification. Quality of acetic anhydride has considerable influence on the course of reaction.
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	Systematic toxicological analysis in tissue samples: Comparing different solid-phase extraction procedures to separate lipophilic drugs from the biological matrix.

Systematisch toxikologische Analyse von Gewebeproben: Vergleich verschiedener Festphasen Extraktionsverfahren zur Abtrennung lipophiler Arzneistoffe von der biologischen Matrix
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Objectives of the study: The aim of the study was to compare different solid-phase extraction procedures for a systematic toxicological analysis of post mortem tissue samples.

Material and methods: Lyophilized liver samples containing 200ng - 400ng free morphine per gram were extracted and analyzed in nine forensic laboratories using solid-phase extraction (SPE) with five different mixed-mode bonded silica sorbents and two different styrene copolymer sorbents produced by a wide variety of manufacturers.

Protein precipitation was avoided; some laboratories performed further clean-up via liquid-liquid extraction.
After appropriate derivatization, GC/MS was used to quantify morphine and determine the extraction-yield of the internal standard.

Results and discussion: Quantitative results for morphine corresponded well with the default values in most laboratories. The extraction-yield of the internal standard varied, though and, when expanded manual sample handling was necessary, lower recovery rates were found (in contrast to automated extraction procedures).

In respect to the systematic toxicological analysis of post mortem tissue samples, the basic extracts from mixed-mode bonded silica sorbents as well as the styrene copolymer sorbents showed good results, although the styrene copolymer- sorbents needed further clean-up via liquid-liquid extraction, making this procedure more time-consuming.

All acidic/neutral extracts contained large amounts of interferences and therefore were the most challenging in respect to systematic toxicological analysis.
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	Schnellbestimmung von Carboxyhämoglobin in Postmortem-Blut mittels voll​automatisierter Headspace-Gaschromatographie mit Methanisierung und FID 

Rapid determination of carboxyhaemoglobin in postmortem blood using fully-automated headspace gas chromatography with methanizer and FID
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 A new method, combining fully-automated headspace gas chromatography with methanizer and flame ionisa​tion detector (FID) is introduced to determine carboxyhaemoglobin (COHb) in postmortem blood samples. This highly automated procedure utilizes a robot-like autosampler for reproducible mixing and thermostating (30 min at 50°C) during carbon monoxide (CO) liberation of COHb. Apart from pipetting the blood sample and CO liberating solution (saponine (15 g/l) in 1 M sulphuric acid), all steps are performed without manual intervention. After headspace injection and gas chromatographic separation, the CO is reduced by a nickel catalyst to methane, which is then detected by using FID. The COHb saturation of the sample is calculated as percentage of a 100% carboxylated sample as follows: 

COHb [%] = Area (Original Sample) · 100 / Area (100% carboxylated sample)

The method was shown to be precise with coefficients of variation between 1.2 and 5.0%. Linearity was ob​tained from 2.5-100% COHb with excellent correlation of 0.998. 

The applicability of the procedure was proven by analysis of post mortem blood samples and the results were compared to those of the standard photometric procedure. The method is especially applicable when postmortem blood samples have decomposed or their haemoglobin composition has been changed by thermal stress. 
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	Flüssig-Flüssig Extraktion für das GC-MS-Screening von Rinderserum nach Zugabe von basischen, neutralen und saueren Drogen 

Liquid-Liquid Extraction for Screening Spiked Bovine Serum for Basic, Neutral and Acidic Drugs by GC-MS 
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Aims: The object of the study was to develop optimal liquid-liquid extraction technique for effective izolation of basic, neutral and acidic drug in blood. The main purpose was to determine optimal organic solvent mixture with the most powerfull efficiency of extraction.

Material and methods: A Finnigan MAT MAGNUM ion trap GC-MS with Varian 3400 GC fitted with SPI injector and A200S autosampler was used. The column  Rtx-5ms 30 m x 0.25 mm i.d. with a film 0.25 μm was used. Temperature conditions: 60 °C  for 1 min increased to 280 °C at 10 °C /min and held 20 min, for injector 60 °C for 6 s increased to 260 °C  at 100°C/min and held 3 min.  Carrier gas was helium 1 mL/min. The MS was operated in full scan mode.  The scan range was between 35 and 500 amu, scan speed 1 scan/s.

After addition of internal standards (0.5 mg/L trimipramine and hexobarbital) to 2 mL of bovine serum spiked with mixture of standards 5 mg/L phenobarbital, pentobarbital, methaqualone, mephentermine, benzocaine, codeine, haloperidol, quinine, strychnine and 25 mg/L morphine, the serum was made basic on pH 12.0 by addi​tion 1.0 mL 0.5 M NaOH and extracted by 4 mL organic solvent for basic and neutral analytes. After centrifuga​tion 3 mL organic layer were re-extracted into 1 mL 1 M HCl and freezed at –20 °C. An aqueous layer was made basic by addition of 1.5 mL 1 M NaOH and extracted with 4 mL organic solvent. After centrifufation 3 mL of the organic layer were dried. Final extract for basic and neutral  analytes was reconstituted in 100 μL ethylace​tate. Morphine and quinine were analysed after silylation. An aqueous layer from the initial extraction was acidi​fied with 1 mL 1 M HCl and extracted with 4 mL organic solvent for acidic analytes. After centrifugation 3 ml of organic layer were dried. Final extract for acidic analytes was reconstituted in 100 μL ethylacetate . 

Results and discussion: In order to determine the efficiency of the extraction, obtained values of recoveries were calculated for the standard substances 5 mg/L (25 mg/L for morphine). Each of the samples was prepared and analyzed six times. The spiked serum was tested by twelve selected organic solvent mixtures for extraction recoveries of basic and neutral drugs. Furthermore extraction recoveries of acidic drugs were studied by per​forming extraction tests with six types of organic solvent mixtures. The solvent mixtures for the former were as follows: ethylacetate, butylacetate, butylacetate:1-chlorbutane (1:1) ,ethylacetate:toluene(4:1), ethylacetate:ben-zene: yclohexane(1:2:2),ethylacetate:benzene: 1-chlorbutane(1:2:2), dichlormethane:1-chlorbutane:cyclohexane (1:2:2), acetone:chloroform   (1:9), toluen:dichlormethane (1:9), ethylacetate:1-chlorbutane:cyclohexane (1:2:2), toluene, 1-chlorbutane,cyclohexane (1:2:2), dichlomethane:isopropanol:ethylacetate (1:1:3). For the latter group ethylacetate, 1-chlorbutane, ethy​lacetate:1-chlorbutane (1:1), cyclohexane:1-chlorbutane (1:1), acetone:chloro-form (1:1), ethylacetate: toluene (4:1) were used. Obtained results of extraction recoveries will be discussed in the poster presentation. The ex​traction efficiency was evaluated on the basis of the recoveries of all substance of the mixture taken as a unit. Each of the samples was prepared and analyzed in triplicate. For basic and neutral drugs the mixture ethylace​tate:1-chlorbutane:cyclohexane (1:2:2) was chosen according to the best extraction recovery range 53-77%. For acidic drugs the mixture chloroform:acetone (9:1) with the best range of extraction results 55-65% was selected.
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Determination of analgesic opioids in hair samples using liquid chromatography/tandem mass spectrometry (LC/MS-MS)
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Liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry  (LC/MS-MS), is introduced to determine analgesic opioid drugs in hair samples. This procedure utilizes a simple methanolic extraction without further time-consuming sample clean-up. The evaporated extract can directly be used for further analysis. Chromatographic separation using a Phenomenex C12 MAX-RP column followed by electrospray mass spectrometry applying multiple reaction monitoring is used for selective and sensitive detection. 

The LC/MS-MS procedure was applied and validated for the simultaneous determination of bisnortilidine, nortilidine, tilidine, buprenorphine, codeine, oxycodone, fentanyl, norfentanyl, hydromorphone, morphine, normorphine, oxymorphone, methadone, piritramide, tramadol.
The method was shown to be sensitive with detection limits between 0.8 and 17.4 pg/mg hair matrix and precision between 3.1 and 14.9 % by the use of an internal standard technique. The coefficients of correlation of the calibration curves ranged between 0.993- 0.999. Compared to conventional GC-MS methods, the sensitivity could be significantly enhanced. LC/MS-MS in hair analysis has the degree of sensitivity and reproducibility demanded in clinical and forensic toxicology.

The applicability of the whole procedure was shown by analysis of authentic hair samples from patients receiving opioids for the treatment of cancer pain (fentanyl was detected in a concentration up to 292.4 pg/mg, tramadol in a concentration up to 612.0 pg/mg hair of one patient). 
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	Application of Multi-Target-Screening (MTS) and Multi-Reaction-Monitoring (MRM) with an LC-triple quadrupole/ linear ion trap (QTrap) for the detection of benzodiazepines from serum
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Aim: A screening method for 32 benzodiazepines and some metabolites, the benzodiazepine antagonist flumazenil and the three benzodiazepine-like substances zaleplon, zolpidem and zopiclon has been developed using liquid chromatography coupled with a triple quadrupole / linear ion trap mass spectrometer equipped with an ESI ion source. 

Experimental: The analytes were isolated from serum by liquid-liquid extraction and sepa​rated by a Polar RP 150 x 2mm column (Phenomenex). Gradient elution was performed using acetonitrile and formic acid. A Multi-Reaction-Monitoring (MRM) method with one charac​teristic transition per substance as “survey scan” and Enhanced Product-Ion (EPI) scans with three different collision energies (+20, +35, +50 eV) as “dependent scan” were coupled by Information Dependent Acquisition (IDA) and a new feature called Dynamic Background Substraction (DBS)  featured by the Analyst 1.4 software. If a predefined transition exceeds a given threshold, Enhanced Product-Ion scans are recorded, which are used for compound identification by library search. The Multi-Target-Screening offers three characteristics (retention time, characteristic fragmentation, library fit value) for identification with one sin​gle injection. 

Results: Plasma was spiked with 1, 5 and 10 ng/mL, respectively, of the benzodiazepines with low therapeutic concentrations (alprazolam, flunitrazepam, flurazepam, ketazolam, lor​metazepam, nitrazepam, triazolam) and 10, 50 and 100 ng/mL, respectively, of the other 31 benzodiazepines and other compounds. The therapeutic level of each studied analyt could be detected by MRM / IDA in serum and identified by library search.

Discussion: MTS is well suited for the detection of benzodiazepines in forensic cases with high specificity and identification by library search. Furthermore, other compounds can easily be included in the procedure.
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	Probleme bei der Urinanalyse mit dem Cedia Buprenorphin Assay in der Oipat-Substitutionstherapie

Problems of urine screening with the Cedia Buprenorphine assay in opiate maintainance therapy

	K. Libiseller, M. Pavlic, P. Grubwieser, W. Rabl

	Institut für Gerichtliche Medizin der Medizinischen Universität Innsbruck


Beside methadone and morphine also buprenorphine is used as a substitute for addiction treatment in Austria since 1999. Therefore there is also the need of a fast testing method for buprenorphine to control substitution patients as well as to detect potential illegal consumption. Microgenics has developed a CEDIA assay for immunological analysis which was released in 2004. 

We tested the new kit in combination with a Hitachi 902B on 600 urine samples collected from patients in opiate maintenance therapy. Analyses showed that 42.2 % of urine samples containing morphine were tested positive for buprenorphine (cut off 5 µg/l), but only 2.2 % of samples containing methadone.

To check cross reactivity of opiates with the CEDIA buprenorphine assay, blank urine samples were spiked separately with morphine, methadone, codeine and dihydrocodeine in concentrations between 25 and 1500 mg/l and tested for buprenorphine. Positive results were obtained at concentrations higher than 120 mg/l morphine, 320 mg/l methadone, 30 mg/l codeine and 60 mg/l dihydrocodeine. 

For routine screening cross reactivity with morphine has the greatest impact, as opiate maintenance therapy in Austria is performed to a substantial part with slow-release oral morphine. The prescribed doses lead to quite high morphine concentrations in urine, much higher than what would be expected in patients obtaining morphine for pain therapy. 

An easy and feasible way to use buprenorphine testing with CEDIA reagents also in opiate maintenance therapy could be the use of a second cut-off value, for example 30 µg/l, for urine samples that are tested positive for opiates.
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	Chirales Profiling illegaler Metamfetaminzubereitungen mittels Kapillar​elektro​phorese

Chiral profiling of illicit methamphetamine samples by capillary electro​phoresis

	S. Dieckmann 1, M. Pütz 2, R. Dahlenburg 2, K. Bächmann 3
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Methamphetamine is a synthetic drug which belongs to the central nervous system stimulating beta-phenylethyl​amines. It appears on the illicit drug market as meth​amphetamine powder (”Crystal”, ”Ice”) or as the so-called “Thai pills”, which are tablets containing only d-methamphetamine and caffeine. The most common synthetic route to produce illicit d-methamphetamine is the reduction of d-pseudoephedrine or l-ephedrine, which are often extracted from Ephedrae herba and from pharmaceutical formulations containing d-pseudoephedrine. In contrast, the use of achiral phenyl-2-propanone as precursor would lead to dl-methamphetamine. Therefore the enantio​selective determination of the active substance and impurities in illicit methamphetamine is important for intelli​gence purposes with respect to the identification of the used precursor and synthesis route.
GC, HPLC and CE have been used for the chiral analysis of beta-phenylethylamines. The main drawback of chiral GC is the pre-column derivatization step with chiral reagents and for chiral HPLC expensive columns with limited flexibility are required. Chiral analysis of beta-phenylethylamines by capillary electrophoresis has the advantage of yielding high enantiomeric resolution by simply adding polar cyclodextrines to the running buffer.

In this work a CE procedure was optimised for the chiral separation of five beta-phenylethylamines including amphetamine, methamphetamine, ephedrine, pseudo​ephedrine and norephedrine. The running buffer consisted of 25 mmol/L KH2PO4 and 25 mmol/L H3PO4 at pH 2,2 and 2,5 % (w/v) sulfated beta-cyclodextrine as chiral selec​tor. Enantiomeric separation of the five beta-phenylethylamines was achieved at 20°C within 30 minutes using a high voltage of -15 kV. Enantiomeric resolutions of up to 20 were attained, which are advantageous for the identi​fication of chiral trace components.

The chiral main and trace components of several seized methamphetamine samples and precursor samples were determined by chiral CE. It was possible to discriminate between different batches of “Thai pills” by comparing the trace amounts of l-ephedrine, d-pseudoephedrine and l-methamphetamine.
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The Magdeburg Five-City Study: Blood Check of Alcohol-Conspicious Drivers for Drugs of Abuse (§ 24a of the German Road Traffic Act) 

	W. Römhild1, U. Schmidt2, H. Bartels1, J. Weller3, R. Sprung4, M. Weise5, R. Schöning1, D. Krause1
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Objectives: Following an increase in drug offences also in the new German federal states after 1995, a four-city study was conducted in 1997/98 to additionally check the blood of alcohol-conspicious drivers for drugs of abuse in compliance with § 24 a of the German Road Traffic Act (StVG), and publish the results obtained [1]. The present five-city study of 2002 is aimed at studying the further development of offences by comparing the cities of Hannover and Göttingen in Lower Saxony with the cities of Magdeburg and Halle in Saxony-Anhalt and Leipzig in Saxony.

Materials and Methods: The above institutes collected the first 20 blood alcohol concentration samples in each month to obtain the required sera. The samples were analysed in the Department of Forensic Toxicology at the Magdeburg institute. Pretests for opiates, cannabinoides, cocaine metabolites and benzodiazepines were performed using CEDIA group reagents. The pretest for amphetamine-type designer drugs was performed after protein precipitation by means of zinc sulphate using FPIA reagents. As required by the Society for Toxicological and Forensic Chemistry (GTFCH), forensic evidence was furnished by employing GC/MS and LC/MS/MS techniques. A quantitative result above the analytical guide value as specified by the limit value commission was considered to be a positive result.

Results and Discussion: The table below depicts the positive results from 1,199 samples (January to December 2002):

	City
	n
	Total
pos.
	THC 
pos.
	Morphine 
pos.
	DD (AMP) 
pos.
	Cocaine 
pos.
	Benzodiazepines 
pos.

	
	
	N        %
	 n     %
	 N        %
	 N          %
	 N      %
	  N               %

	Göttingen
	240
	22     9.17
	13  5.42
	 2       0.83
	 3        1.25
	 0    0.00
	  7               2.92

	Halle
	239
	22     9.21
	15  6.28
	 0       0.00
	 5        2.09
	 0    0.00
	  4               1.67

	Hanover
	240
	21     8.75
	13  5.42
	 0       0.00
	 3        1.25
	 0    0.00
	  5               2.08

	Leipzig
	240
	12     5.00
	11  4.58
	 0       0.00
	 2        0.83
	 0    0.00
	  1               0.42

	Magdeburg
	240
	16     6.67
	11  4.58
	 0       0.00
	 2        0.83
	 0    0.00
	  3              1.25


Multiple consumers were included as one positive case under "Total". Considering the increase in drug offences, an increasing number is reported of alcohol-conspicious road users who additionally consume drugs of abuse. The share of cannabis in the 1997/98 studies compared to 2002 changed from 8.3% to 8.9% in Lower Saxony and from 3.5% to 7.9% in Saxony-Anhalt.

[1] U. Schmidt, W. Römhild, R. Sprung, D. Stiller, M. Wolf, D. Krause D, Blutalkohol 37 (2000), 119-125
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The detection and identification of drugs of abuse in complex matrices like urine is of high importance. The established methods use GC-MS with time consuming derivatization or LC-MS with intensive sample prepara​tion. We aimed at a simple, highly selective and cost effec​tive method to analyse 20 of the most important abused benzodiazepines including their metabolites by LC-MS/MS.

Deconjugation with b-glucuronidase and arylsulfatase of the benzodiazepines in urine is fol​lowed by an extrac​tion step with ethyl acetate. After removal of the organic phase the samples were reconstituted in MeOH (con​taining internal standard D5-diazepam 100 ng/ml), centri​fuged, transferred into 96 well plates and placed directly into the autosampler for analysis. 

Chromatographic separation was carried out using a Betasil C-18 column (Thermo Electron) and MeCN/MeOH/H2O gradient containing 0.1 % v/v acetic acid. We used a TSQ Quantum mass spectrometer with an ESI-interface in the positive ionisation mode. Optimal settings for the MRM excperiments were determined for each individual compound. To enable simulta​neous detection of 20 benzodiazepines with 2 MRM experi​ments per benzodiazepine, short dwell times and time dependent scan events have been used for the LC-MS/MS analysis. Spiked control material as well as blank urine samples are analysed in each batch to ensure the quality of the analysis. Limit of detection varies between 0,05 ng/ml (e.g. Flurazepam) and 0.5 ng/ml (Nordiazepam). We consider this method an important contribution to confir​matory analysis of benzodiazepines in urine.  
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Development and practical use of a screening method for benzodiazepines in hair by GC-MS-NCI
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Benzodiazepines are increasingly used and abused and have a considerable addiction poten​tial, particularly in combination with alcohol. Since it is a group of more than 20 drugs with very different doses and blood levels and with an extensive metabolism, the comprehensive retrospective detection of benzodiazepine consumption is still a problem. Therefore, a GC-MS-NCI screening method for its retrospective detection by hair analysis was developed. Zolpidem and zopiclone were included.

About 50 mg hair were washed with water, acetone and dichloromethane, cut to small pieces and, after addition of prazepam-D5 as internal standard, extracted with 1 ml of a solution con​taining 0.2 M thioglycolic acid and 8 M urea for 60 min at 60° C. The extract was cleaned by SPE using Chromabond Drug columns. After evapora​tion, the eluate was dissolved in ethyl acetate and divided into three parts which were (i) analysed without deri​vatization, or meas​ured after derivatization with (ii) N,O-bis(trimethylsilyl)trifuoracetamide/trimethylchlorsi-lane (BSTFA/TMCS), and (iii) hepta​fluorobutyric anhydride (HFBA). The measurements were performed at a Varian 1200 GC/MSMS in NCI-SIM mode with control of the characteristic ions of the following benzodi​azepi​nes or their derivatives: 

(i) Alprazolam, brotizolam, camazepam, clotiazepam, delorazepam, diazepam, estazolam, flunitrazepam, flur​azepam, ketazolam, medazepam, metaclazepam, midazolam, prazepam, tetrazepam, triazolam, (zopiclone).

(ii) -Hydroxyalprazolam, bromazepam, clonazepam, clorazepate, desmethylflunitrazepam, desalkylflur​azepam, 2-hydro​xyethylflurazepam, lorazepam, lormetazepam,-hydroxymid​azolam, nitra-zepam, nordazepam, 4-hydroxynordazepam, oxazepam, temazepam,-hy​droxytri​azolam.  

(iii) 7-aminoclonazepam, 7-aminoflunitrazepam, 7-aminonitrazepam

Insufficient detection was seen for chlordiazepoxide, clobazam, loprazolam, oxazolam and zolpidem. For quanti​fication (9 point calibration) further deuterated standards were included as far as available. The limits of detec​tion were between 3 pg/mg and 20 pg/mg with the exception of tetrazepam (1 ng/mg). 

The method was initially applied to hair samples of post-mortem cases with known previous intake of benzodi​azepines. Then, a series of samples was systematically screened without knowledge of benzodiazepine use. Fur​thermore, also some forensic cases were analysed. Until now, the following benzodiazepines or metabolites were detected: 7-aminoflunitraze​pam (5 cases, 0.035-0.431 ng/mg), diazepam (18 cases, 0,01-2,25 ng/mg), nordaze​pam (5 cases, 0.097-4.86 ng/mg), temazepam (3 cases, 0.012-0.089 ng/mg), oxazepam (1 case, 0.044 ng/mg), midazolam (2 cases, 0.27 and 4.96 ng/mg), 4-hydroxymidazolam (1 case, 0.56 ng/mg), -hydroxyalprazolam (1 case, 0.26 ng/mg), tetrazepam (2 cases, 7.5 and 77.6 ng/mg).  
The method proved to be suitable and sufficiently sensitive. There were no serious interfer​ences with matrix constituents. First experiments were performed to increase the sensitivity by use of the MS/MS technique. 
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	GC/MS NCI Screening von Benzodiazepines im Speichel

GC-MS/NCI screening for benzodiazepines in oral fluid

	M. Yegles, R. Agirman, R. Wennig

	Laboratoire National de Santé, Toxicologie, CRP-Santé, Université du Luxembourg


A project was started to gain more information on the actual benzodiazepines consumption patterns of patients treated in a methadone maintenance programme. Moreover, as so far to the best of our knowledge no screening method for benzodiazepines determination in oral fluid has been published, a sensitive and validated analytical method was developed. With this method the following benzodiazepines could be picked up: alprazolam, brom​azepam, clotiazepam, diazepam, flunitrazepam and 7-aminoflunitrazepam (7-AF), flurazepam, lorazepam, lor​metazepam, midazolam, nordazepam, oxazepam, prazepam, temazepam and triazolam.
In this study 103 oral fluid specimens collected over a 4 months’ period from 28 patients were analyzed. Extrac​tion was performed using solid phase columns (Chromabond C18ec). Due to the structure specific properties of benzodiazepines, two separate derivatisation procedures were necessary (TFA or BSTFA with 1 % TMCS) to optimize chromatographic properties. Quantification was performed by gas chromatographic-mass spectrometric methods operating in the negative chemical ionization mode. For the different benzodiazepines, the extraction yields varied between 76 and 100 %, LODs varied between 0.04 and 1.36 ng/mL and LLOQs varied between 0.12 and 4.08 ng/mL.

In this study, the lowest concentration found was 0.12 ng/mL (temazepam), and the highest concentration found was 607.20 ng/mL (bromazepam). Furthermore, taking into account the LLOQ of these GC/MS-NCI methods and the cut-off value of an available immunoassay kit (5 ng/mL for temazepam), depending on the structure of the drug a considerable amount of false negative results would be generated by immunoassays. 
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	Assessment of medicinal drugs influence on drivers psychomotor performance

	W.Lechowicz, P.Adamowicz, E.Chudzikiewicz, M.Kała. E.Pufal, M.Sykutera, W.Piekoszewski, K.Śliwka

	


Posturography is a method of quantifying balance. It is most applicable in situations where there is necessary to determine whether a disorder is getting better or worse. Disorder can appear as a result of psychotropic drugs intake. 

For estimation of balance changes in persons influenced by doxepin, estazolam and promazine posturography was used. Fifty healthy volunteers were examined for each drug. For each of them stabilograms were obtained when persons kept their eyes opened or closed. Using the Langevin equation, the diffusion matrix and the fric​tion coefficient were calculated. There was established that doxepin and estazolam at a therapeutic dose of 1 mg and 50 mg, respectively disturbed balance most significantly (p=0.013; p=0.047). 

It was shown by decreasing of the values of friction coefficient. These values were obtained when the volunteers kept their eyes closed. In the part of experiment when volunteers have their eyes opened only in case of doxepin influence friction coefficient was not quite statistically different (0.0584) as compared to the control group.

The balance changes were estimated at known concentrations of the drugs in blood and saliva samples. The drug concentrations were determined by LC-MS/APCI and GC-MS/NCI methods. Calculated correlation of saliva/blood concentrations were as follow: estazolam (R=0.734), doxepin (R=0.339) and promazine (R=0.104). Mean values of the ratio blood/saliva in peak concentration were as follow: estazolam (11.5), doxepin (2.0) and promazine (0.14). It was shown that values of friction coefficient decreased when persons kept their eyes closed.

Obtained results show that friction coefficient can be used as an indicator that allows us to assess if a persons is under the influence of a medicine that disturbs balance.
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Automated HPLC-MS/MS Analysis of 17 Opioids and their metabolites
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Aims: A highly automated assay for simultanous determination of combined opioides (buprenorphine, codeine, fentanyl, hydromorphone, methadone, morphine, oxycodone, oxymorphone, piritramide, tilidine, tramadol) and their metabolites (bisnortilidine, nortilidine, codeine- and morphine-glucuronides, norfentanyl, normorphine) in plasma and serum samples was developed and fully validated.

Experimental: Solid phase extraction was performed on a Rapid Trace Workstation from Zymark GmbH (Rues​selsheim, Germany), using Chromabond® C18ec-SPE-columns from Macherey-Nagel (Dueren, Germany), fol​lowed by HPLC-MS/MS analysis using a 1100 HPLC system (binary pump, degasser and autosampler) coupled with an Applied Biosystems (Darmstadt, Germany) API 2000 triple quadrupol mass spectrometer. Seperation was performed in 35 minutes on a Phenomenex C12 MAX-RP column (4 µm, 150 x 2 mm) using a gradient of ammonium formiate buffer (pH 3.5) an acetonitrile. In the majority of cases deuterated analogues were used as internal standards.
Results: Limits of detection were in the range of 0,1 ng/ml (fentanyl) and 7,8 ng/ml, intraday-, interday-  preci​sions and accuracies ranged from 3 to 21 % and absolute recoveries were between 40 and 90 %. Calibration was obtained over a range 5 ng/ml up to 50000 with coefficients of correlation higher than 0.994.

Discussion: The described assay for simultaneous determination of 17 different opioid analgesics and their metabolites achieved satisfactory validation data for selectivity, linearity, recovery, and reproducibility. The validation procedures followed guidelines of the GTFCH.

Method´s applicability was shown by analysis of 250 serum and plasma samples from patients under palliative care. Therapeutic drug concentrations seem to be higher in this patient group compared to data from the litera​ture.
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Rising interest of several horse breeders associations in hair analysis of anabolic agents initiated the development of a screening procedure. The possibility of long-term detection in hair would be the main advantage over blood and urine specimen.

Stallions are surveyed and selected for breeding by their physique and assessment of performance at the age of two years. Breeders have the intention to fulfil the requirements of the stallion licensing. For this reason the suspicion of a possible abuse of anabolic compounds arose and the control of substances available as veterinary medicine was envisaged, for example clenbuterol, nandrolone, testosterone and steroid esters (e. g. decanoate, propionate, phenylpropionate and dodecanoate of nandrolone and testosterone). 

Anabolics, in particular steroids, are characterised by poor incorporation into hair; therefore the analysis requires extensive sample preparation and sensitive detection methods. This contribution presents a screening procedure established to analyse anabolic agents in hair specimens.

After segmentation, decontamination and pulverisation of the hair strand the sample was prepared in two different ways. To detect melanin-linked clenbuterol 50 mg of the material was disintegrated under alkaline conditions. The solution was purified by solid phase extraction (cartridges: Oasis HLB, Waters) and the bis-TMS derivatives (MSTFA) were measured by GC-HRMS. 

Steroid compounds were analysed after methanol extraction of the hair samples, liquid-liquid-extraction with n-pentane and further purification using HPLC clean-up. Analyses of formed TMS-derivatives were carried out by GC-HRMS and GC-MS/MS, respectively.

Our investigations were focused on the monitoring of several substances and low detection limits with regard to efficient sample treatment (work, time, costs) and the limited amount of specimen. Importance was attached to achieve appropriate detection limits sensitive enough to analyse low concentrations in hair after possible administration of anabolics (LOD of clenbuterol: 0.9 pg/mg; nandrolone and testosterone: 0.3 pg/mg; detection limits of ester compounds in the range of 0.1 to 5.0 pg/mg).
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Akute Intoxikation mit Coumatetralyl

Simultane Bestimmung von 5 Superwarfarinen und 5 weiteren Vitamin K-Antagonisten in Humanserum mittels LC-ESI-MS

T. Grobosch*, B. Angelow, D. Lampe*,

*
Berliner Betrieb für Zentrale Gesundheitliche Aufgaben (BBGes), Institut für Toxikologie – Klinische Toxikologie und Giftnotruf Berlin, Klinische Toxikologie und Pharmakologie , Oranienburger Str. 285, 13437 Berlin. (Email: toxikologie@bbges.de)

Zusammenfassung

Ein 62-jähriger männlicher Patient erschien mit Symptomen wie Übelkeit und Erbrechen in einer Rettungsstelle, der nach eigenen Angaben in suizidaler Absicht einen Rattengiftköder eingenommen hatte. Eine Blutprobe des Patienten sowie ein Köderpräparat wurden zur Analyse in unser Labor geschickt. 

Die Analyse mittels LC-ESI-MS ergab eine Intoxikation mit Coumatetralyl. Die Konzentration im Plasma bei Krankenhausaufnahme lag bei 120 µg/L. In der vom Krankenhaus mitgelieferten Substanzprobe (Köder) wurde ebenfalls Coumatetralyl identifiziert.

Für den Nachweis und die Quantifizierung von Coumatetralyl wurde eine in unserem Labor erarbeitete LC-MS Methode verwendet. Dieses Analysenverfahren eignet sich zur simultanen Identifizierung und Quantifizierung von zehn indirekten Antikoagulantien in Humanserum. Erfasst werden fünf der z. Zt. in Deutschland als Roden​tizide zugelassene Superwarfarine (Brodifacoum, Bromadiolon, Difenacoum, Difetialon, Flocoumafen) sowie fünf weitere in der Nagetierbekämpfung eingesetzte Vitamin K-Antagonisten (Acenocoumarol, Coumatetralyl, Cumachlor, Phenprocoumon, Warfarin). Das Verfahren basiert auf einer sauren (pH= 4,2) Flüssig-Flüssig-Extraktion mit 1-Chlorbutan und anschließender Detektion mittels LC-ESI-MS. Die Trennung erfolgt auf einer Waters Atlantis dC18 Säule (2,0 x 20 mm, 3 µm) mit einem Gradientengemisch aus Methanol/0,1 % Ameisen​säure die Flußrate beträgt 0,6 ml/min, die Analysenzeit 5 Minuten. Die Bestimmungsgrenze liegt bei 10 µg/l (S/N: >10).

Einleitung

4-Hydroxycoumarine, abgeleitet vom Waldmeisteraromastoff Coumarin, und 1,3-Indandione bilden die Gruppe der indirekten Antikoagulantien (Abb. 1). Sie werden auch als Vitamin K-Antagonisten bezeichnet, da ihre Wirkung auf einer funktionellen Störung der Synthese von Vitamin K abhängigen Gerinnungsfaktoren beruht. Die Bildung der Gerinnungsfaktoren II, VII, IX und X sowie der Proteine C und S ist beeinträchtigt. Auf Grund der Halbwertzeit der bereits zirkulierenden Gerinnungsfaktoren tritt der gerinnungshemmende Effekt erst mit einer mehrtägigen Latenz nach Ingestion ein [1]. Coumarinderivate werden im Intestinaltrakt resor​biert, haben relativ lange Halbwertzeiten und weisen, soweit bekannt, eine hohe Plasma​eiweißbindung auf [3]. 

	4-Hydroxycoumarin 
	1,3-Indandion
	Vitamin K-Gerüst
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Abb. 1: Strukturverwandschaft zwischen Vitamin K und seinen Antagonisten

Einige Coumarinderivate gehen in die Muttermilch über [2]. Sie werden überwiegend als Metabolite (Glucuronide, Sulfate) mit dem Urin und den Faeces ausgeschieden [3].

Eine Reihe von Vitamin-K-Antagonisten werden therapeutisch als Antikoagulantien einge​setzt (Acecumarol, Phenprocoumon, Warfarin, s. Tab. 1). Der gleiche gerinnungshemmende Effekt wird zur Bekämpfung von Nagetieren genutzt [4, 5, 6]. Aufgrund zunehmender Resis​tenzausbildung verschiedener Rattenstämme gegenüber dieser Substanzgruppe, wurden die auch als "Antikoagulanzien der 2. Generation" (second-generation anticoagulants) bezeich​neten Superwarfarine entwickelt. Sie zeichnen sich durch hohe Wirksamkeit (Tab. 1, Spalte 3) bei geringen Dosen aus, sie haben lange Halbwertzeiten (Tab.1) und damit verbunden eine lange Wirkungsdauer [7, 8, 9, 10]. Mit wachsender kommerzieller Verbreitung der Superwar​farine stieg auch die Zahl der Intoxikationen bei Mensch und Tier [11]. Im Jahr 2004 wurden allein im Giftnotruf Berlin 110 Fälle mit Verdacht auf Antikoagulatieneinnahme registiert. 

Tab. 1: Pharmakologisch-chemische Kenndaten der Analyten nach [4, 13, 14]. m = männlich.

	Name
	Therapeutischer Bereich 

(µg/l)
	Eliminations-Halbwertszeit

	LD50 Ratte, oral

(mg/kg KG)

	Acenocoumarol
	30 - 90
	10 h
	-

	Cumachlor
	-
	-
	-

	Coumatetralyl
	-
	-
	ca. 30 (m)

	Phenprocoumon
	1000 - 3000
	120 –150 h
	-

	Warfarin
	300 - 3000
	37 – 50 h
	ca. 60-320 (m)

	Brodifacoum
	-
	-
	0,4 – 0,75 (m)

	Bromadiolon
	-
	26 – 58 h
	ca. 1 (?)

	Difenacoum
	-
	28 Tage
	ca. 2 (?)

	Difethialon
	-
	2 – 3 Tage
	0,6 (?)

	Flocoumafen
	-
	158 – 261 Tage
	ca. 0,25 (?)


[image: image13.png]ol



Die in Deutschland zugelassenen Fertigköderkonzentrationen liegen, je nach Substanz, zwi​schen 0,0025 und 0,79 %. Einige Köderpräparat-Beispiele mit dem Inhaltsstoff Coumatetralyl sind in Abbildung 2 dargestellt. 

Abb. 2: Coumatetralyl - Köderpräparat-Beispiele: Haferflocken, Paste, Pulver, Schaum (Fa. BAYER)

Es werden auch Kombinationspräparate, z. B. Racumin Plus Haferflockenköder (Couma​tetralyl und Colecalciferol) oder Celaflor bzw. Brumolin (Difethi​alon und Sulfachinoxalin) angeboten [12]. Die 1,3-Indandione wie Diphacinon, Pindon und Valon sind in Deutschland nicht zugelassen [12]. Mit dem Inhaltsstoff Coumatetralyl werden in Deutschland 18 Präpa​rate angeboten [13].

Das Vergiftungsbild ergibt sich, dem Wirkungsmechanismus entsprechend, bei Menschen und Tieren analog aus der gesteigerten Blutungsneigung, der Tod tritt durch Verbluten bzw. haemorrhagischen Schock ein [1, 4, 15, 16]. Gemäß Gefahrstoffverordnung ist der Wirkstoff als sehr giftig (T+) einzustufen [4, 17]. Die Toxizitätsdaten von Coumatetralyl bzw. Couma​tetralyl–haltigen Ködern bei verschieden Applikationarten für die Ratte sind in Tab 2 zusam​mengefaßt.

Tab. 2: Toxizitätsdaten von Coumatetralyl [4]

	Name
	LD50 Ratte (m)
oral

(mg/kg KG)
	LD50 Ratte (m)
dermal

(mg/kg KG)
	LD50 Ratte (m)
inhalativ

(mg/l)

	Coumatetralyl
	30, 15 (w)
	> 100
< 500, 250 (w)
	0,05 
(Staub)

	Racumin Pulver
	5000
	> 5000
	> 3,3

	Racumin Fertigköder
	> 5000
	> 5000
	-


m = männlich, w = weiblich
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Abb. 3: Vitamin K-Antagonisten, interner Standard

Wichtigster diagnostischer Parameter ist die INR (INR = International Normalized Ratio). Die INR ist, im Vergleich zum Quick-Wert, unabhängig von der wechselnen Empfindlichkeit der diagnostisch verwendeten Thromboplastin-Präparate. Zu den Sofortmaßnahmen bei Intoxika​tionen gehören Dekontamination und gegebenenfalls Antidotgabe (Vitamin K1). Bei akuten, lebensbedrohlichen Blutungen müssen die defizitären Gerinnungsfaktoren substituiert werden [1, 3]. 

Eine Reihe von Methoden zur Bestimmung von Vitamin K-Antagonisten in Tieren werden in der Literatur beschrieben [18-25]. Einige Arbeiten beschäftigen sich mit der Bestimmung von Einzelstanzen im menschlichen Material mittels HPLC-FL (26) sowie deren Metaboliten [2, 27] oder mit der Trennung und Detektion von Enatiomeren [27, 28]. Multikomponentenana​lysen in Humanmaterial (Anzahl der Wirkstoffe) basieren auf HPLC (4, 5) [29, 30], -FL [31], -UV/FL (5, 8) [32, 33], -DAD (13) [34], -APCI-MS (5) [35] sowie -ESI-MS-MS/IonTrap (3) [36], LC-TSP-MS (4) [37] oder GC-MS (4) [38].

Die von uns entwickelte Methode zur Bestimmung von Vitamin K-Antagonisten realisiert bei einfacher Extraktion und kurzer Analysenzeit ein breites Substanzscreening und hohe Selekti​vität durch die Verwendungen zweier Massen zur Identifizierung/Quantifizierung ohne vorhe​rige Derivatisierung. Die mit der Methode z.Zt. erfaßten Substanzen finden sich in Abb. 3 und Abb. 4. 
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Abb. 4: Vitamin K-Antagonisten (Superwarfarine)

Kasuistik

Ein 62-jähriger männlicher Patient erschien mit Symptomen wie Übelkeit und Erbrechen in einer Rettungsstelle. Nach eigenen Angaben hatte der Patient in suizidaler Absicht einen Rattengiftköder eingenommen. Die Anamnese ergab einen früheren Selbstmordversuch im Jahr 2003 ohne psychiatrische Weiterbehandlung. Eine Blutprobe des Patienten wurde zusammen mit einem blauen Köderpräparat (Abb.5) zur Analyse in unser Labor geschickt.

	[image: image16.wmf]Abb. 5: Köderpräparat des Patienten


Material und Methoden

Aufgrund der vermuteten Intoxikation mit einem Coumarinderivat wurden die Serumprobe sowie die Köder​probe mit der im folgenden dargestellten LC-MS Methode nach Flüssig-Flüssig-Extraktion (1-Chorbutan, Puffer pH = 4,2) analysiert. Zusätzlich wurde eine systematischen toxikologischen Analyse (STA) mittels HPLC-DAD durchgeführt [11].

Chemikalien

Kaliumdihydrogenphosphat (p.A.) und 1-Chlorbutan (p.A.) von FLUKA (Darmstadt), Aceton, Methanol (LC-MS-Chromasolv) und Ameisensäure (p.A) von Riedel de Haen (Seelze), Acenocoumarol von Novartis, Brodifa​coum, Cumachlor von Sigma-Aldrich (Seelze), Flocoumafen von BASF (Ludwigshafen), Phenprocoumon von Salutas (Magdeburg), Bromadiolon, Coumatetralyl, Difenacoum Difethialon und Warfarin von Ehrenstorfer (Augsburg). Der Interne Standard (IS) 7-Acetoxy-6-(2,3-dibromopropyl)-4,8-dimethylcumarin wurde von der Firma Sigma-Aldrich bezogen.

Puffer-Extraktionsgemisch 

Für den Puffer wurden 25 g wasserfreies KH2PO4 in 250 ml Wasser gelöst und durch ein 0,45 µm Filter filtriert (pH = 4,2). Das Extraktionsgemisch bestand aus 50 ml 1-Chlorbutan und 50 µl internem Standard (c=1 mg/ml in Aceton).

Probenaufarbeitung (Serum)

In einem 1,5 ml-Eppendorf-Gefäß, wurden 0,5 ml Plasma mit 0,1 ml KH2PO4–Puffer (pH=4,2) versetzt, 0,4 ml Extraktionsgemisch (1-Chlorbutan inkl. IS) hinzugefügt, 2 min geschüttelt und 2 min bei 10.000 g zentrifugiert. Vom Überstand wurden 0,2 ml in ein weiteres 1,5 ml-Eppendorf-Gefäß überführt und bei 30 (C im Stickstoff​strom eingedampft. Der trockene Rückstand wurde mit 0,12 ml Methanol aufgenommen und 50 µl in das LC-MS System injiziert.
Probenaufarbeitung (Köder)

In einem 1,5 ml-Eppendorf-Gefäß, wurden ca. 10 mg Köderpulver eingewogen (auf die Einwaage von Haferflo​cken und Nüssen wurde bewußt verzichtet), mit 1 ml Methanol versetzt, das Gemisch 10 min geschüttelt, 2 min bei 10.000 g zentrifugiert und ein Teil des Überstandes durch eine Cellulosenitratmembran (0,45 µm) filtriert und 5 µl in das LC-MS System injiziert.
Kalibrierung:

Für die Quantifizierung wurde eine 7-Punkt Kalibration (0, 5, 15, 25, 50, 150, 250 µg/l) durchgeführt. Alle Ka​librationen waren im geprüften Bereich linear (r > 0,99). Alle Kalibratoren lagern bis zur Verwendung bei -18 °C.

Für die Präzision wurden anhand von in-house Qualitätskontrollproben folgende VK-Werte bestimmt (Tag zu Tag, n=6, 100 µg/l): Acenocoumarol (5,2 %), Cumachlor (5,9 %), Coumatetralyl (4,8 %), Phenprocoumon (6,0 %), Warfarin (6,0 %), Brodifacoum (14,9 %), Bromadiolon (8,2 %), Difenacoum (8,4 %), Difethialon (11,7 %), Flocoumafen (14,2 %). Die Bestimmungsgrenze lag bei 10 µg/l; S/N 10).

LC-MS-Bedingungen 

LC-Parameter:

HPLC: binäres Pumpensystem (LC-10 ADVp), System Controller (SCL- 10 A), Lösungs-mitteldegasser (DGU-14 A), Autosampler (SIL-10 ADVp), Ofen (CTO-10 ASVp), UV-Detektor (SPD-6 A) (alles Shimadzu, Duis​burg). Als analytische Trennsäule wurde eine Atlantis C18 (2,1 x 20 mm, 3 µm, Firma: Waters) verwendet. Die Ofentemperatur betrug 40 °C. Mobile Phase: Laufmittel A: Methanol, Laufmittel B: Methanol/ 0,1 % HCOOH (10/90, v/v). Die Laufzeit des Gradienten betrug 5 min: 0 – 0,7 min: 95 % B, 0,7 – 1,1 min: 50 % B linear, 1,1 – 3,2 min: 6 % B linear, 3,2 –3,8 min: 6 % B, 3,8 – 4,2 min: 95 % linear. Die Flussrate der mobilen Phase lag bei 0,60 mL/min.

Für die Bestimmung von Colecaliferol (Vitamin D3) wurde folgender Gradient verwendet: Laufmittel A: Methanol, Laufmittel B: Methanol/ 0,1 % HCOOH (10/90, v/v). Die Laufzeit des Gradienten betrug 5 min: 0 – 0,7 min: 20 % B, 0,7 – 3,5 min: 6 % B linear, 3,5 – 3,7 min: 6 % B, 3,7 – 4,1 min: 20 % B linear, 4,1 – 4,2 min: 20 %. Die Flussrate der mobilen Phase lag bei 0,60 mL/min.

MS-Parameter:

Für die Massenspektrometrie diente ein MS-2010-System (Shimadzu). Die Messungen erfolgten mit dem ESI-Interface im positiven und negativen Modus. Als Nebulizer Gas wurde Stickstoff mit einer Flussrate von 4,5 l/min verwendet. Die Block- und CDL-Temperatur lag bei 300 °C. Alle anderen Einstellungen resultierten aus dem Standard-Tuning. Die Detektorspannung betrug 1,9 kV. Der Massendetektor arbeitete im SIM-Modus auf folgende Massen: (m/z(1)=(-)ESI, m/z(2)=(-)ESI: Acenocoumarol (353, 352), Brodifacoum (523, 521), Broma​diolon (527, 525), Cumachlor (343, 341), Coumatetralyl (292, 291), Difenacoum (445, 443), Difethialon (539, 537), Flocoumafen (543, 542), Phenprocoumon (280, 279), Warfarin (308, 307), IS (ESI(+):432). 

Die Bestimmung von Colecaliferol (Vitamin D3) erfolgte mittels APCI-Interface. Die Stickstoff-Flußrate lag bei 2,5 l/min, die Temperaturen bei 400°C (APCI) bzw. 300°C (CDL, Block) und die, Detektorspannung bei 1,9 kV. Der Massendetektor arbeitete im positiven SIM-Modus (m/z= 385).

Ergebnisse und Diskussion 

Die gewählten Analysenbedingungen erlauben eine schnelle Elution der angegebenen Sub​stanzen innerhalb von 5 min mit einer Nachweisgrenze von 10 µg/l. Die Rahmenbedingungen (Mobile Phase, Analytische Säule, ESI-Interface) entsprechen der üblichen LC-MS Konfigu​ration in unserem Labor und erfordern daher keine längeren Umrüstzeiten. 

Die Abb. 6 zeigt Beispiel-Chromatogramme der 10 etablierten Vitamin-K-Antagonisten (SIM-Modus, Standard, jeweils c = 100 µg/l). Um eine mögliche Misidentifikation zu ver​meiden, werden 2 Massen verwendet. Im Unterschied der Identifikation durch Fragmentie​rung in einem ersten Lauf und der Quantifizierung durch einen zweiten Lauf, wird durch unsere Vorgehensweise eine hohe Empfindlichkeit bei gleichzeitiger Identifizierung in einem Lauf realisiert, wobei die Masse [M-1 amu] eine höhere Empfindlichkeit aufweist.

Wie aus den Chromatogrammen zu erkennen, beträgt die Analysenzeit 5 min und die Peaks weisen eine akzeptable Symmetrie auf. Im Rahmen der Methodenvalidierung waren 12 ge​testete Leerplasmen von 6 unterschiedlichen Abnahmensystemen frei von den o.g. Coumari​nen. 

Die obere Bestimmungsgrenze von 250 µg/l (3 Dekaden) reicht aber für die Bestimmung von Phenprocoumon und Warfarin (therapeutischer Bereich bis 3000 µg/l) nicht aus, so dass für die Untersuchung dieser Substanzen entsprechend weniger Material eingesetzt bzw. mit Coumarin-freiem Leerplasma/-serum verdünnt werden muss. Die Präzision des Verfahrens ist geeignet, um bei geringer Analysenfrequenz zeitkritisch akzeptable Ergebnisse zu erzielen. 
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Abb. 6: SIM-Chromatogramme der 10 Vitamin K-Antagonisten (c=100 µg/l); Spur 1 und 2:(-)ESI
Serumprobe:

Der vermuteten Coumarinintoxikation entsprechend wurde die Patientenprobe mit dem be​schriebenen Analyseverfahren untersucht. Wie aus dem Chromatogramm (Abb. 7) zu erken​nen, wird der Wirkstoff sowohl über die Retentionszeit (2,0 min) als auch über die zwei Mas​sen (m/z: 292 und 291) eindeutig identifiziert. Die aktuelle Kalibrierungen waren für alle Analyten in dem Bereich 3(5) - 250 µg/l linear (r>0,998). Die Quantifizierung ergab eine Coumatetralyl-Konzentration von 120 µg/l. Die Kontrolle (Sollwert: 100 µg/l) ergab eine Konzentration von 94,7 µg/l und lag im geforderten Zielbereich von 80-120 µg/l (( 20% vom Sollwert). 

Zusätzlich wurde die Probe einem Screening auf basische Substanzen (HPLC_DAD) [39] unterzogen, wobei keine weiteren Substanzen identifiziert worden sind.

Köderprobe:

In der Köderprobe wurde über die Retentionszeit (2,0 min) und die zwei Massen (m/z: 291/292) der Wirkstoff Coumatetralyl ebenfalls identifiziert (Abb. 8). Es traten keine Stör​peaks auf. Beide Ergebnisse lassen auf einen coumatetralylhaltigen Rodentizidköder schlies​sen.

Um zu prüfen, ob es sich bei der Köderprobe um das Kombinationspräparat Racumin Plus Haferflockenköder handeln könnte, wurde eine methanolische Lösung der Rodetizid-Probe mittels LC-APCI-MS untersucht. Es ergab sich keinen Hinweis auf Chlolecaliferol.
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Abb. 7: Serumprobe des Patienten mit IS (SIM-Chromatogramm)
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Abb. 8: Köderprobe ohne IS (SIM-Chromatogramm)
Die Untersuchung der Gerinnungsparameter ergaben einen INR-Wert von 1,07 (Quick-Wert: 87 %), 20 h nach Aufnahme: INR 1,15 (Quick-Wert: 77 %), 33 h nach Aufnahme INR 1,02 (Quick-Wert:  96 %).

Bei einer gemessenen Coumatetralyl-Konzentration von 120 µg/l konnte in der Kontrollprobe 11 Tage nach Krankenhausaufnahme kein Coumatetralyl mehr nachgewiesen werden (LOQ: c < 10 µg/l). Dies weist entweder auf eine ausgeprägte Verteilungsphase oder eine Halbwerts​zeit < 2 - 3 Tage hin.

In der Literatur finden sich wenige Angaben zu Serumkonzentrationen bei Vergiftungen mit Rodentiziden auf Basis von Vitamin K-Antagonisten (µg/l): Coumatetralyl (-), Brodifacoum (630) [40], (731) [41], (710) [42], Bromadiolon (40) [43], Difenacoum (600) [44], (970,110) [15]. Mit einer Ausnahme haben alle Patienten überlebt. Bei dem verstorbenen Patienten lag eine Mischintoxikation mit Cyanid, Kohlenmonoxid, Methanol, Benzodiazepinen, Trizykli​schen Antidepressiva und Brodifacoum vor (163) [63].
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Kulturgeschichtliches zu Kieferngewächsen

(Herrn Professor Dr. Eberhard Lignitz zum 65. Geburtstag)

Rolf Giebelmann


Institut für Rechtsmedizin im Klinikum der Ernst‑Moritz‑Arndt​-Universität Greifswald, Kuhstraße 30, 

D‑17489 Greifswald

„Aber auch den Föhrenwald 

Laß ich mir nicht schelten, 

Wenn mein Jauchzen widerhallt, 

In den sonnerhellten!"

                                                              „Waldlied 11"

                                                               Gottfried Keller (1819‑1890)

Namensgeberin der Pflanzenfamilie Pinaceae ist die Gattung Pinus, Kiefer, im Althochdeut​schen kienforha, „Kienföhre". Es gibt etwa achtzig Pinus‑Arten als einhäusige, meist harzrei​che Nadelhölzer mit langen dreikantigen Nadeln, die selten einzeln, überwiegend  zu zweit bis fünft stehen. Samenreife erreichen sie im zweiten oder dritten Jahr. Die Bergkiefer, Pinus mugo ssp. pumilio, oder Latschenkiefer (Abb. 1) wird in strauchiger Wuchsform Latsche oder Legföhre genannt. Von Mai bis Juni bildet sie gelbe männliche Blüten in Kätzchenform aus. Die weiblichen werden zu Zapfen. Die Früchte sind nussartig und einseitig geflügelt. 
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Die Bergkiefer kommt in europäischen Hochländern vor. Durch Wasserdampfdestillation wird aus den frischen Nadeln und Sprossen das Latschenkiefernöl als farblose Flüssigkeit gewonnen. Hauptbestandteile sind -​ und ß‑Phellandren, Bornylacetat, ‑ und ß‑Pinen. Zur Anwendung des „Oleum pini pumilionis", des ätherischen Öls aus Bergkie​fernnadeln, schrieb Johann Ernst Oswald Schmiedeberg (1828‑1921): „Bei Lungenkrankheiten mit putridem Charak​ter lässt man seine Dämpfe inhalieren, damit es ... antisep​tisch wirkt..." 

Die Gemeine Kiefer, Pinus sylvestris, wird als Waldkiefer übersetzt und als Föhre gesehen. Die Kurztriebe führen paarweise blau‑ bis graugrüne Nadeln. Im Mai und Juni zeigen sich gelbe männliche und dunkelrote weibliche Blüten, aus denen hängende Kienäpfel entstehen. Die Gemeine Kiefer wächst in Teilen Asiens, in Europa und wurde in Nordamerika besonders auf Sandböden heimisch gemacht. Sie liefert die wichtigste Wirtschaftsholzart des Flachlan​des. Durch Verletzung der im unteren Teil astfreien Stämme gewinnt man aus den Exkretgän​gen den Kiefernrohbalsam in angehängten Gefäßen. Durch dessen Wasserdampfdestillation erhält man das Oleum Terebinthinae, das Terpentinöl. Schon Dioskorides (1.Jh.u.Z.) wusste aus Terebinthina‑Balsam Terpentinöl zu destillieren. Der Rückstand wurde nach der Stadt Kolophon Kolophonium genannt. Das Destillat bildet eine klare, farblose Flüssigkeit von har​zigem Geruch und kratzendem Geschmack.

Terpentinöl reizt die Haut und Schleimhaut. Als Inhalat wirkt es expektorierend. Resorption größerer Dosen führt zu Atmungsbeschleunigung, Hypertonie und gesteigerter Reflextätig​keit, dauernde Inhalation bei gewerblichem Umgang mit Terpentinöl zu starken Nierenschä​den. Die Schwarzkiefer, Pinus nigra, besitzt eine schwarzgraue Rinde und trägt ungestielte Zapfen. Ihre Heimat ist Südeuropa. Die Sumpfkiefer, Pinus palustris, wächst in Nordamerika und liefert das echte Pitchpineholz und das Pine Oil durch Extraktion mit Benzin. Die Gelb​kiefer, Pinus ponderosa, hat dieselbe Heimat. Sie kann 75 m hoch werden und trägt dicht benadelte Zweige. Die Weymouthskiefer, Pinus strobus, hat ihren Namen nach Weymouth in Massachusetts. Die botanische Benennung findet sich in Strobe als weitere Bezeichnung wie​der. Sie führt über einen langen Zeitraum eine glatte graugrüne Rinde. Die Zirbelkiefer, Pinus cembra, oder Arve im Alemannischen bevorzugt höhere Gebirge. Ihr Holz wird sehr geschätzt. Die Bezeichnung Zirbe oder Zirbel geht auf den althochdeutschen Namen zirbens für Fichtenzapfen zurück. Die Zirbelnuss als Samen dieser Kiefer ist essbar. Die Pinie, Pinus pinea, mit ihrer schirmartigen Krone gab der Pflanzenfamilie und ‑gattung den Namen, zu der auch die Pechkiefer, Pinus rigida, gehört. 

Die Grannen‑Kiefer, Pinus aristata, ist mit 4600 Jahren das älteste bekannte Lebewesen der Erde. Um die Isolierung und die chemische Strukturaufklärung der Inhaltsstoffe in den ätheri​schen Ölen der Kiefern und anderen Nadelbäume haben sich Johann Friedrich Adolf von Baeyer (1835‑1917), Nobelpreisträger für Chemie des Jahres 1915 in Anerkennung seiner Forschung über hydroaromatische Verbindungen, Otto Wallach (1847‑1931), Nobelpreisträ​ger 1910 für die Forschung über Riechstoffe und ätherische Öle, sowie Johann Wilhelm Fer​dinand Tiemann (1848‑1976) verdient gemacht. Die Isoprenregel, wonach Terpene Vielfache dieses Kohlenwasserstoffes sind, wurde 1922 von Leopold Ruzicka (1887‑1976), Nobel​preisträger 1939 für Arbeiten über Polyethylene und Polyterpene, aufgestellt. Biosynthe​tisch entstehen die Terpene über die Mevalonsäure. Die Phellandrene gehören z.B. zu ihren Monocyclen. 

Die Weißtanne, Abies alba, ist ein einhäusiger Vertreter einer rund vierzig Arten umfassenden Kieferngattung und gilt als höchster Baum Europas. Sie besitzt eine weißgraue Rinde, ihre Nadeln sind gescheitelt. Die Samenzapfen reifen im ersten Jahr und stehen aufrecht. Die Weißtanne wurde 2004 Baum des Jahres. Das ätherische Öl und die Extrakte aus den Nadeln oder den Zapfen als „Fichtennadelextrakt" enthalten Monoterpene. Verwendet werden sie in Salben für Einreibungen, in Inhalationslösungen zur Behandlung von Krankheiten der Atem​wege und als Badezusatz. Monoterpene als gewissermaßen dimeres Isopren haben die Sum​menformel von zehn Kohlenstoffatomen und achtzehn bis zwanzig Wasserstoffatomen, bei zweifach ungesättigten Verbindungen nur von sechzehn. Bei den monocyclischen n- Terpene ist p-Menthan der hypothetische Grundkörper. Das 1-Methyl-4-isopropyl-cyclohexadien oder Menthadien kommt als Racemat von (+)- und (‑)-Limonen im Terpentinöl vor. Es lässt sich über die Dimerisierung von Isopren synthetisieren. Das (‑)‑Limonen zählt zu den Bestandtei​len des Fichtennadelöls. Es hat seinen Namen nach dem zitronenartigen Geruch. Die Pinene gehören zu den bicyclischen Monoterpenen. Sie machen den Hauptanteil im Terpentinöl aus. Der wichtigste Vertreter der tricyclischen Diterpene ist die Abietinsäure, eine Dimethyl​isopropyl‑decahydro‑phenanthrencarbonsäure, als Hauptbestandteil im Kolophonium, aus dem sie durch Destillation gewonnen werden kann. Das Kolophonium dient der Geschmei​digkeit von Saiten und wurde nach William Shakespeare (1564‑1616) zum Necknamen für Geiger. Die Sibirische Tanne, Abies sibirica, liefert das „Sibirische Fichtennadelöl". In starker Überdosierung muss mit Hautreizungen durch die Terpene gerechnet werden. 

Die Silber‑ oder Edeltanne, Abies procera, hat ihre Heimat im westlichen Nordamerika. Sie wurde in Europa kultiviert. Gleichfalls in Nordamerika wächst die Balsamtanne, Abies bal​samae. Aus ihrer Rinde wird der Kanadabalsam gewonnen. Er ist eine farblose, klebrige Flüs​sigkeit mit angenehmen Geruch und bitterem Geschmack. Beim Stehen nimmt er eine gelbe bis grüngelbe Farbe an, bleibt aber durchsichtig klar und hat fast den gleichen Brechungsin​dex wie Kronglas. Daraus ergibt sich die Verwendung zum Kitten von Glasprismen und -lin​sen sowie zum Einbetten mikroskopischer Präparate. In der Medizin dient er für Pflaster. Die Gemeine oder Rotfichte, Picea abies, auch Rottanne genannt, vertritt eine weitere Gattung der Kieferngewächse. Ihre grünen vierkantigen Nadeln sind biegsam. 

Die etwa vierzig Fichten​arten sind immergrüne, einhäusige, flachwurzelnde Nadelhölzer. Die Samenzapfen hängen. Der althochdeutsche Name „fiohta" ist mit der griechischen Bezeichnung „peuke" für Fichte sprachverwandt. Die Stechfichte, Picea pungens, stammt aus Kalifornien. Sie wächst pyrami​denförmig bis zu einer Höhe von 35 m und trägt starre grau‑ bis blaugrüne Nadeln. An son​nige Stellen ist sie in hiesigen Breiten kultivierbar. Die Sitka‑Fichte, Picea sitchensis, wächst ebenfalls in Nordamerika. Sie ist unempfindlich gegen Seewind und deshalb in Küstengegen​den anzutreffen. 

Die schlanke, schnellwüchsige Serbische Fichte, Picea omorica, gibt ihre Heimat durch den deutschen Namen zu erkennen. Ihre dunkelgrünen Nadeln zeigen unterseits eine blausilbrige Farbe. Diese Fichtenart gilt gleichfalls als windfest und ist außerdem rauch​hart. Die Zuckerhutfichte, Picea glauca, wird in der Zuchtform „Conica" in Gärten und Grab​bepflanzungen 2 m hoch. Sie wächst sehr langsam und bildet einen schmalen Kegel. Aus der Rinde von Nutzholzfichten werden Gerbstoffe, Tannine, gewonnen. Es sind überwiegend farblose, amorphe Pulver, die in Wasser gut löslich sind und die Eigenschaft haben, Eiweiß​stoffe zu fällen. Für diesen Zweck dienen sie in der Ledergerberei. Die tierische Haut wird dadurch vor Fäulnis geschützt, bleibt geschmeidig und quillt in Wasser kaum. Im Kernholz von Kiefern ist Pinosylvin als 3,5‑Stilbendiol neben seinem Mono‑ und Dimethylether ent​halten. Es verhindert Fäulnis und wirkt dreißigfach stärker desinfizierend als Phenol. 

Von der Gattung Lärche, Larix, unter den Kieferngewächsen existieren zehn Arten sommergrüner Nadelbäume. Sie wachsen in der gemäßigten Zone der nördlichen Hemisphäre mit Spitzenhö​hen von 40 m. Ihre Blüten sind eingeschlechtlich. Die Europäische Lärche, Larix decida (Abb. 2), ist in den Alpen heimisch. Sie eignet sich mit ihrem kegelförmigen Wuchs für Park​anlagen und Gärten. Ihre Zweige stehen waagerecht, ihre Nadeln bilden dichte Büschel. Die kleinen Samenzapfen reifen im ersten Jahr. 

Beeindruckend ist die goldgelbe Herbstfärbung der Lärchen. Das Balsamum terebinthinae aus der Lärchenrinde hatte Dioskorides in seinem 76 bis 78 u.Z. verfassten Lebenswerk „De materia medica libri quinque" unter etwa eintau​send Medikamenten erwähnt. Das Lärchenter​pentin aus Larix decidua enthält Diterpensäuren und ätherisches Öl mit Pinen, Bomeol und anderen Terpenen. Letzteres ist als Droge obsolet, wird jedoch noch in Fertigarzneimitteln eingesetzt. Bomeol ist ein bicyclischer Monoterpe​nalkohol der Camphangruppe und wird in der (+)‑Form auch Borneocampher genannt. Die Sibirische Lärche, Larix sibirica, und die Japanische Lärche, Larix leptolepis, sind weitere Arten dieser Gattung. Das Genus Zeder, Cedrus, der Kieferngewächse umfasst vier Arten immergrüner Bäume mit lärchenartiger Benadelung. Bei den Griechen hieß ursprünglich jeder Nadelbaum „Kedros", Zeder, nach dem hebräischen Begriff für „Räucherholz" wie Balsam nach dem hebräischen „basam". Die Bezeichnung für die Zeder im Althochdeutschen war „cedarboum". Verarbeitet werden die Blätter und das Holz zum ätherischen Öl mit Borneol. Es entfaltet über die Haut expektorie​rende Eigenschaften. In therapeutischen Dosen resultie​ren keine Nebenwirkungen. Die Liba​nonzeder, Cedrus Libani, nutzte der Historiker Thiet​mar von Merseburg (975‑1018) als Metapher bei seiner Würdigung des Kaisers Otto d.Gr. (912‑973) und dessen Werk: „Stolz gleich Libanons Zedern erhob sich das Reich..." Aus der Atlaszeder, Cedrus atlantica, wird das Atlas‑Zedern‑Öl gewonnen und in Balsam verwendet. Zederncampher, Cedrol, ist ein Bestandteil.

Vor allem aus Indien wird das Öl der Himalajazeder, Cedrus deodara, geliefert. Es stammt auch aus Wurzelstrünken. Bessere Ausbeuten bringt eine Lösungsmittelextraktion. Inhalts​stoffe sind überwiegend Sesquiterpene wie das kristalline tricyclische Cedrol.

„Ein Tännlein, grünet wo, 

Wer weiß, im Walde; 

Ein Rosenstrauch, wer sagt, 

In welchem Garten? 

Sie sind erkoren schon, 

Denk es, o Seele, 

Auf deinem Grab zu wurzeln 

Und zu wachsen."

Aus: „Denk es, o Seele!"

                                                                         Eduard Mörike (1804‑1875)
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Aus den Arbeitskreisen

Sitzung des Arbeitskreises „Blutalkohol und Nachtrunk“ der GTFCh 
Rechtsmedizin Mainz, 26.04.2004 von 10:30 - 16:30 Uhr

Rolf Aderjan

Aktuelles zur Begleitstoffanalytik: Die Firma Perkin Elmer hat ein neues Analysengerät auf den Markt gebracht: „HS 40 Trap“. Begleitstoffe oder andere interessierende Substanzen werden in mehreren Extraktionsschritten zwischengespeichert und mittels Thermodesorption auf die Trennsäule abgeben. Ein Mitglied des AK will den HS 40 Trap testen.

Analysengeräte und Methoden: Die Ergebnisse einer Bestandsaufnahme liegen vor. Die Daten sollen publiziert werden. 

Homepage: Koordinator ist Herr Kaufmann, Mainz. 

Datenbank Begleitalkohole und Austausch von Getränkeproben: Herr Kaufmann wertete die Ergebnisse von Getränkeproben-Messungen aus. Die Analyse soll mit 6-Punkt-Kalibra​tion (einschließlich 0-Kalibrator), die Untersuchung der Getränkeproben soll für begleitstoff​arme Getränke unverdünnt bis 1:10 und für begleitstoffreiche Getränke 1:10 – 1:100 erfolgen. 

Validierung – Kalibratoren – Matrixeffekte: Selbst ein kommerzielles lyophilisiertes Leer​serum bereitet Probleme. Übereinstimmend wurden bei der Analyse Störpeaks festgestellt. Nach wie vor gibt es kein rundherum geeignetes Leerserum. Ergebnisse zweier Labors (Han​nover/ Dresden): die Matrix hat Einfluss auf die Analysenergebnisse. Vorgestellte Experi​mente zum Matrixeinfluss sollen in einem größeren Rahmen mit interessierten Labors des AK wiederholt werden: Vergleich von Wasser, Serum (frisch), Vollblut und ggf. Ultrafiltrat ein​schließlich einer Perchlorsäurefällung. Herr Gilg schlägt eine Kalibration bis einschließlich Propanol-1 mit Wasser, und für die anderen Begleitstoffe eine Eiweißfällung, Rinderserum oder Ultrafiltrat vor. 

Begleitalkoholanalyse nach Glucuronidspaltung: Erneut vertagt. 

Alkohol​kommission DRGM zur Doppelblutentnahme: Der Vorschlag der Alkoholkom​mission DGRM ist an den Vorstand der DGRM gegangen.

 Rechtsprechung: Zu diesem Thema standen keine Neuigkeiten zur Diskussion. 
Sitzung des AK Extraktion der GTFCh 

12.11.2004 in Frankfurt

Thomas Stimpfl

Vergleich Polymerphase / Mischphase zur Extraktion von Leberproben

Leberlyophili​sate, die 200ng bis 400ng Morphin pro Gramm Leber enthielten, wurden von verschiedenen Teilnehmern des Arbeitskreises (neun Labors) mittels Festphasen extrahiert. Dabei kamen fünf verschiedene Mischphasen und zwei Polymerphasen zum Einsatz.

In Hinblick auf die Wiederfindung von Morphin und den Einsatz solcher Extraktionsmateria​lien für die systematisch toxikologische Analyse wurden mit beiden Phasentypen gute Ergeb​nisse erzielt; die Polymerphasen benötigten jedoch eine zusätzliche Trennung der sauer/neutralen und basischen Fraktion mittels flüssig-flüssig Extraktion.

Problematisch erschien die nicht zielgerichtete Suche im sauer/neutralen Extrakt wegen der großen Zahl an Interferenzen. Weitere Untersuchungen sollen an Hirngewebe durchgeführt werden.

Extraktion von Arznei- und Betäubungsmitteln aus Serum mit Chlorbutan

Es wurde darauf hingewiesen, daß Methaqualon für die Ion-Trap GC/MS nicht sehr gut ge​eignet sei. Die Extraktion (Kochsalz-Lösung versus Serum) der 14 Wirkstoffe (Amiodaron, Brotizolam, Citalopram, Diazepam, Diphenhydramin, MPPH, Nortriptylin, Methylphenidat, Mirtazepin, Olanzapin, Promethazin, Propranolol, Thioridazin, Tramadol) soll in verschiede​nen Labors standardisiert durchgeführt werden um Vergleichsdaten zu erhalten.

Es besteht grundsätzliche Einigkeit, die schon vorhandenen Daten (siehe GTFCh-Homepage) um neue, relevante Substanzen zu erweitern.

Präsentation des AK Extraktion beim Mosbacher Symposium

Die Ergebnisse der laborübergreifenden Extraktionsversuche sollen in Mosbach auf einem Poster vorgestellt werden. (Poster P13, s. dieses Heft S. 37.) 

Verschiedenes

Herr Dr. Zörntlein wurde als neues Mitglied einstimmig in den AK Extraktion aufgenommen.

Neues Update der Massenspektrensammlung forensisch bedeutender Verbindungen (Designer Drugs 2004)

Folker Westphal

Landeskriminalamt Schleswig-Holstein, Mühlenweg 166, 24116 Kiel, Tel: 0431/160-4724, 

E-Mail dr.-folker.westphal@polizei.landsh.de

Wie bereits in den vorangehenden Jahren wurde auch für das Jahr 2004 von den Kollegen Rösner, Girreser, Junge, Fritschi und Stobbe der Landeskriminalämter Kiel, Hamburg und Hessen sowie vom Pharmazeutischen Institut der Universität Kiel eine Massenspektren​sammlung von Designerdrogen, Betäubungsmitteln, Medikamentenwirkstoffen und deren Metaboliten sowie chemischen Kampfstoffen erstellt. Seit der letzten Ausgabe 2003 sind 1400 neue Verbindungen dazu gekommen, sodass das Update derzeit 3547 Massenspektren von 2336 verschiedenen chemischen Verbindungen umfasst. Alle Spektren sind Full-Spektren (keine reduzierten Spektren), die zum größten Teil ab einer Masse von 30 Dalton aufgenom​men wurden. Neben den EI-Spektren wurden insbesondere bei Designerdrogen auch CI-Spektren aufgenommen, um eine sichere Identifikation dieser Verbindungen zu gewährleis​ten. Aus diesem Grunde wurden auch Spektren unterschiedlicher GC/MS-Systeme (Quadru​pol/Ion Trap) aufgenommen und besonders interessante Massenbereiche expandiert.

Mit Ausnahmen von sensiblen oder sehr seltenen Verbindungen wurden ausschließlich Spekt​ren in die Datensammlung aufgenommen, deren elektronisch überprüfte Qualität einen Qua​litätsindex oberhalb 900 (von maximal möglichen 1000) aufwies. Bei dieser Überprüfung1 werden die Massenspektren unter anderem auf unlogische Neutralverluste, auf die Überein​stimmung des Isotopenpatterns des Molekülpeaks mit dem theoretisch zu erwartenden Mus​ter, auf die Anzahl der Fragmente in Relation zum Molekulargewicht und andere Kriterien untersucht. Diese Überprüfung gewährleistet von Standardfehlern freie Massenspektren. Die besondere Stärke dieser Massenspektrensammlung liegt in der Fülle der Massenspektren von Designerdrogen und ihrer hohen Aktualität. So sind z. B. alle neu aufgetretenen Fluor- und Fluormethoxyamphetamine sowie viele Derivate von Designerdrogen und Medikamenten​wirkstoffen dazugekommen. Alle bis zum Jahre 2004 bekannt gewordenen Designerdrogen und zahlreiche bisher nicht aufgetretene eigens neu synthetisierte Derivate wurden erfasst.

Neben der Darstellung der Massenspektren wird die Strukturformel, der INN-Name der Ver​bindung, der UIPAC-Name, gegebenenfalls Synonyma, eine Referenz auf PiHKAL2 und THiKAL3, die Bruttoformel, die CAS-Nummer (soweit bekannt), das Molekulargewicht, das massenspektroskopische Molekulargewicht, ein berechneter Retentionsindex, die Indikation und die rechtliche Klassifizierung nach den deutschen, amerikanischen sowie nach den Betäubungsmittelgesetzen der UNO aufgeführt. Die Sortierung der Massenspektren nach ihrem Basispeak und ein ausführlicher Substanzindex gewährleisten eine leichte Identifikation der Verbindungen.

Die Massenspektrensammlung wird auch zukünftig weiter ausgebaut und in jährlichen Upda​tes veröffentlicht. Die Autoren sind an neuen Verbindungen daher sehr interessiert und wären für eine entsprechende Kontaktaufnahme (Tel. 0431-322427, p.roesner@t-online.de) dankbar. Ebenso werden Hinweise zur Fehlerkorrektur gern entgegengenommen. Ein Ausdruck der Sammlung kann unter obiger Kontaktadresse angefordert werden. Eine elektronische Version der Massenspektrensammlung in allen gängigen Bibliotheksformaten kann vom Wiley Verlag (http://eu.wiley.com/WileyCDA/WileyTitle/productCd-0471473561.html) bezogen werden. Der Aufbau der Massenspektrenbibliothek, die Qualitäts​sicherung und alle weiteren Berech​nungen erfolgten mit dem Programm Chemograph Plus Version 6.4 (www.Chemograph.de). 
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Buchbesprechung

The Medicinal Uses of Cannabis and Cannabinoids

Geoffrey W. Guy, Brian A. Whittlee, Philip J. Robson (Editors); 488 S., 67 Abbildungen und 26 Tabellen, Gebunden, Pharmaceutical Press , London-Chicago 2004, EUR 49,-- / sFr 78,40. ISBN 0-85369-517-2

Fritz Pragst

Neben der zunehmenden Verbreitung von Cannabis-Produkten als Rauschmittel ist in den letzten Jahren auch ein wachsendes Interesse an der kontrollierten medizinischen Nutzung zu verzeichnen. Vor dem Hintergrund der fortgesetzten, nicht-autorisierten Anwendung, etwa in Fällen von multipler Sklerose, hat die englische Regierung 1997 zur Klärung dieser Frage ein „House of Lords-Committee“ installiert, welches klinische Studien sowie Untersuchungen zu alternativen Applikationsformen empfahl. In der Folge wurde die 1998 gegründete englische Firma „GW Pharmaceuticals“ (Salisbury, Wiltshire, UK) mit derartigen Forschungen betraut. Die Herausgeber des vorliegenden Buches G. W. Guy (Executive Chairman), B. A. Whittle (Scientific Director) und P. J. Robson (Medical Director) besetzen führende Stellungen in GW Pharmaceuticals. Die Monographie besteht aus 14 Kapiteln, an denen neben den Heraus​gebern 13 weitere Autoren, vornehmlich aus Großbritannien, aber auch aus den USA und Neuseeland mitgewirkt haben. 

Die Geschichte von Cannabis als Medizin (E. Russo, 16 S.) geht wahrscheinlich auf eine Bylonische Kultur vor 7000 Jahren zurück, verläßliche Dokumentationen liegen jedoch erst von den Ägyptern und Sumerern um 2000 v. u. Z vor. Dieser Abschnitt gibt einen lückenlo​sen tabellarischen Überblick von der Urzeit bis zur Gegenwart. Der hemmende Einfluss der Gesetzgebung auf die Cannabis-Forschung wird beleuchtet. Eine ausführliche Beschreibung der Anatomie, des Wachstums und der Züchtung der medizinisch genutzten Cannabispflanze (37 S.) wird von D. Potter gegeben. Hier findet man Angaben über die Verteilung von THC und CBD in den verschiedenen Pflanzenteilen, zum Lebenszyklus und zur Geschlechtlichkeit der Cannabispflanze (die männlichen Pflanzen verwittern kurz nach der Pollenanbgabe), zur Cannabinoidproduktion in den mit Drüsen versehen Trichomen, zur ungeschlechtlichen Ver​mehrung über Setzlinge, zur Züchtung von Varianten mit hohem CBD-Gehalt (G5) und mit hohem THC-Gehalt (G1), zu optimalen Wachstumsbedingungen bei Treibhausproduktion, zur Phototropie und Photonastie, zur Qualitätssicherheit und Vermeidung von Schädlingsbefall. Das Cannabis-Züchtungsprogramm von GW Pharmaceuticals (E. de Meijer , 15 S.) ist auf Pflanzen mit einem medizinisch wünschenswerten und konstanten Cannabinoidprofil ausge​richtet. Dabei wird zwischen Pflanzen mit überwiegender THC, CBD, Cannabichromen (CBC) und Cannabigerol (CBG) unterschieden. Neben den bisherigen klassischen Züch​tungsmethoden werden im Ausblick auch Methoden der molekularen Züchtung durch geneti​sche Modifikation nicht ausgeschlossen. 

Eine Hypothese über die Coevolution von Cannabis und tierischen Cannabinoid-Rezeptoren (31 S.) wird von J. M. McPortland und G. E. Guy abgeleitet und mit der These „Coevolution macht eine gute Medizin“ als wichtiger Grund für die medizinische Nutzung von Cannabinoi​den herangezogen. Cannabinoid-Rezeptoren CB1 und CB2, Endocannabinoide sowie natürli​che und synthetische Cannabinoide als Liganden (R. Pertwee, 35 S.) bilden die Grundlage für die pharmakodynamische Behandlung dieser Substanzgruppe. Ausgehend von den endogenen Arachidonsäureabkömmlingen 2-Arachidonylglycerol, Anandamid und Arachidonylglyceryl​ether werden zahlreiche synthetische Agonisten und Antagonisten der CB-Rezeptoren vorge​stellt und Untersuchungen über deren Wirkung referiert. 

Das therapeutische Potential von Cannabis bei multipler Sklerose MS (D. Baker, 22 S.) besteht einerseits in der Erleichterung der Symptome (Schmerzen, Kontrolle der Blasenfunk​tion, Tremor, Spasmen), andererseits werden immunomodulierende Effekte (MS als Autoim​munerkrankung) und Neuroprotektion (Cannabinoide als Antioxidantien bei entzündlichen Ursachen) angeführt. Der Schwerpunkt in diesem Abschnitt liegt in der Auswertung experi​menteller Modelle der MS. Interaktionen und Wirkungen der natürlichen Cannabinoide (R. E. Musty, 40 S.) beruhen nicht nur auf dem in hoher Konzentration anwesenden THC sondern müssen auch die weiteren Wirkstoffe, vor allem CBD, aber auch Flavanoide und Terpene einbeziehen. Dabei ist für CBD neben eigenen Wirkungen auch dessen Modulation der Wir​kungen von THC aus vielen Studien bekannt. In diesem Abschnitt werden für die potentiellen Anwendungsgebiete Schmerzen, Depressionen, Alkoholabhängigkeit, Spasmen, Schizophre​nie, Epilepsie sowie antioxidative und entzündungshemmende Effekte in vitro Modelle (nur teilweise), Tiermodelle und Studien am Menschen referiert. Der Abschnitt über Metabolismus und Pharmakokinetik von Cannabinoiden (P. J. Robson, G. E. Guy, 24 S.) enthält neben den üblichen Angaben zum metabolischen Abbau auch Erkenntnisse zu den wesentlichen betei​ligten P450 Isoformen sowie deren Inhibierung oder Induktion. Rauchen, Injektion, orale und rektale Aufnahme werden vergleichend behandelt. 

Das Kapitel über klinische Studien mit auf Cannabis basierender Medizin (P. J. Robson, G. W. Guy, 40 S.) enthält zunächst einen Überblick klinische Beweise für das therapeutische Potential hinsichtlich antiemetischer Eigenschaften, multipler Sklerose und anderer neurologi​scher Erkrankungen, chronischer Schmerzen, Appetit und Körpergewicht, entzündliche Erkrankungen, Krampfanfälle, Asthma, Angst, Schlaflosigkeit und andere psychiatrische Probleme, Glaucom, Migräne, Hirn-Verletzungen und Tumoren. Außerdem werden die GW Pharmaceuticals Patientendatei und ein Applikationssystem für Cannabis-Extrakt vorgestellt. Letzteres beruht auf einem oromucosalen Spray. Letztlich werden wichtige Bedingungen bei der Planung von klinischen Studien angesprochen und zukünftige Richtungen der klinischen Forschung genannt. Im Kapitel Cannabis in der Behandlung chronischer Schmerzen (W. Not​cutt, 28 S.) wird die Rolle der Cannabinoid-Rezeptoren im Schmerz-Leitungssystem als theo​retische Grundlage beleuchtet. Die Wirkung wurde in vergleichenden Studien mit sublingua​ler Applikation von THC, CBD, THC:CBD 1/1 und Placebo demonstriert. 

Die problematische Seite der medizinischen Nutzung von Cannabinoiden wird in zwei Kapi​teln über die forensische Kontrolle von Cannabis (A. Allan, 27 S.) und über Cannabis und Fahrtüchtigkeit (D. Hadorn) behandelt. Zum letzteren Schwerpunkt wird ein umfassenser tabellarischer Überblick über die Literatur zu überlebten und tödlichen Unfällen unter Canna​bis, Simulator-Studien und Studien im wirklichen Straßenverkehr gegeben. Nach einem Überblick über die internationalen Gesetze zur Kontrolle von Cannabis (A. Mead, 57 S.) werden in einem abschließenden Kapitel die Risiken und Vorteile von Cannabis als Medizin (B. A. Whittle, G. W. Guy) zusammenfassend gewertet. 

Jedes der Kapitel ist mit umfassenden und aktuellen Literaturangaben versehen, und die Inhalte sind mit Abbildungen und Tabellen sehr gut illustriert. Das Buch besitzt insgesamt ein hohes wissenschaftliches Niveau, ist verständlich und interessant geschrieben und ist über die medizinischen Anwendungen hinaus auch allen zu empfehlen, die sich unter forensischem Aspekt mit Cannabis befassen.   

Buchbesprechung

Drogen und Straßenverkehr

Michael Hettenbach, Volker Kalus, Manfred R. Möller und Axel Uhle. Deutscher Anwaltverlag, Bonn 2004, 472 S., Paperback, ........... EURO ,-. ISBN 3-8240-0636-7

Fritz Pragst

Neben dem Alkohol sind in letzten Jahren Betäubungsmittel immer mehr in den Vordergrund bei verkehrsrechtlichen Fragestellungen gerückt. Dabei zeigt sich zunehmend die Komplexi​tät dieses Sachgebietes, bei dem sowohl der toxikologische Analytiker und Sachverständige als auch der involvierte Jurist der Anleitung und Hilfe bedarf. Mit diesem Buch haben sich die vier Autoren aus unterschiedlichem Gesichtswinkel dieser Problematik angenommen.

Michael Hettenbach (Rechtsanwalt in Ludwigsburg) behandelt im § 1 – Strafrecht und Ord​nungswidrigkeiten – auf ca. 120 S. die rechtlichen Bedingungen bei akuter Beeinflussung im Straßenverkehr.  Nach einem statistischen Vergleich der Häufigkeit von Drogen und Alkohol im Straßenverkehr und verfassungsrechtlichen Vorüberlegungen wird zunächst der § 24a Abs. 2 des StVG Wort für Wort interpretiert. Der Autor setzt sich kitisch mit zugrundeliegenden Gutachten auseinander und liefert Argumentationshilfen, mit denen beispielsweise gegen Bußgeldbescheide bei THC-Konzentrationen vorgegangen werden kann, und eine Checkliste, nach der sich aus anwaltlicher Sicht Angriffspunkte ergeben könnten. In ähnlicher Weise werden dann §§ 316 und 315c StGB unter Hinzuziehung von BGH- und OLG-Urteilen abge​handelt. Kritisch setzt sich der Autor anhand von Gutachten aus der Praxis mit der Position des Sachverständigen auseinander. Mit der Interpretation nach einem Drogenbefund „Damit sind die Voraussetzungen des § 24a als gegeben anzusehen“ überschreite dieser z. B. seine Kompetenz und versuche, dem Richter die Entscheidung vorwegzunehmen. Weitere Schwer​punkte in diesem ersten Teil sind polizeiliche Maßnahmen gegen Drogen (Verkehrskontrol​len, Befragungen und Vernehmungen, Belehrungspflicht, Entnahme von Blutproben bis hin zum Einsatz von Brechmitteln), die Entziehung der Fahrerlaubnis aus sonstigen Gründen, Strategien der Verteidigung bei Straf- und Ordnungswidrigkeitsverfahren und die anwaltliche Tätigkeit im Rahmen der MPU.  

Volker Kalus (Leiter der Führerscheinstelle bei der Fahrerlaubnisbehörde in Ludwigshafen) stellt im § 2 – Verwaltungsrecht – auf 112 S. die mit der Fahreignung zusammenhängenden Rechtsfragen vor. Grundlagen sind das Straßenverkehrsgesetz, die Fahrerlaubnisverordnung mit ihren Anlagen sowie die Begutachtungsleitlinien zur Kraftfahrereignung. Als Informati​onsquellen für die Auslösung eines Überprüfungsverfahrens werden Mitteilungen der Polizei, Eintragungen ins Verkehrszentralregister, Inhalte von Straf- und Bußgeldakten und andere Hinweise herangezogen. Die Überprüfungsmaßnahmen im Einzelnen sind im Überblick auf einen Fließschema auf S. 200 dargestellt und werden detailliert behandelt. Die Maßnahmen der Verwaltungsbehörde werden getrennt nach Cannabis und anderen Drogen und bei diesen wiederum nach Besitz und Konsum vorgestellt. Interessant ist die Diskussion um die Definiti​onen für einmaligen, gelegentlichen und regelmäßigen Konsum, wozu es verschiedene ober​gerichtliche Aussagen gibt. Regelmäßiger Konsum wird danach meist als täglicher oder fast tägliche Konsum angesehen und ist nicht zwingend dem gewohnheitsmäßigen Konsum gleichzusetzen, bei dem auch die Veränderung der Persönlichkeit im Sinne der Gewöhnung mit ins Spiel gebracht wird. Gelegentlich ist demnach alles, was nicht einmalig oder regelmä​ßig ist. Es werden Fallkonstruktionen ohne und mit Bezug zum Straßenverkehr besprochen, der Sonderfall Subutex/Methadon behandelt und Anforderungen an die Überprüfung durch ein fachärztliches Gutachten, durch Haaranalyse und durch Urinscreening gestellt. 

Manfred R. Möller (Forensischer Toxikologe GTFCh, Professor an der Universität des Saar​landes) vertritt im § 3 – Medikamente und Drogen, verkehrsmedizinisch-toxikologische Gesichtspunkte – auf 61 S. die toxikologische und analytische Position des Sachverständigen. Zunächst wird ein Überblick über die Medikamentengruppen gegeben, die als „andere berau​schende Mittel“ durch die oben genannten gesetzlichen Regelungen gemeint sind. Die illega​len Drogen werden in zentral dämpfende und stimulierende Substanzen unterteilt und in den bekannten Gruppen bezüglich ihres Vorkommens, ihrer allgemeinen und verkehrsmedizinisch relevanten Wirkungen sowie ihrer Toxikokinetik charakterisiert. Im Abschnitt über praktische Relevanz der Drogenerkennung im Straßenverkehr wird das Schulungsprogramm für Polizei​beamte hervorgehoben und die dort enthaltene Checkliste im Detail vorgestellt. Das Kapitel über toxikologische Untersuchungen ist entsprechend dem hauptsächlichen juristisch orien​tierten Zielleserkreis kurz gehalten, gibt aber u. a. einen schönen Überblick über die Beson​derheiten und die Nachweisdauer in den verschiedenen Probenmaterialien, deren Aussage​kraft und Einschränkungen für akuten und chronischen Konsum getrennt besprochen werden. Hier findet man auch die Entwicklung der Grenzwertdiskussion und Angaben zur momenta​nen Praxis der Bewertung quantitativer Analysenbefunde hinsichtlich drogenbedingter Fahr​untüchtigkeit. 

Axel Uhle (Diplompsychologe und Regionalleiter Rheinland-Pfalz-Saar bei der TÜF MPI GmbH) beschreibt in § 4 – Die Begutachtung drogenauffälliger Kraftfahrer – auf 51 S. schließlich die in diesem Zusammenhang geforderten ärztlichen und medizinisch-psychologi​schen Gutachten. Während das erste die Fragestellung nach der Einnahme von Drogen beant​worten soll, geht es beim zweiten um die charakterlichen Voraussetzungen nach Überwin​dung früherer Drogenprobleme, also um Veränderungsdiagnostik. Als Grundlage dienen die Begutachtungsleitlinen zur Kraftfahrereignung und zugehörige Kommentare. Die Beurtei​lungskriterien der VdTÜV werden ausführlich vorgestellt. Es werden die Stadien der Einstel​lungs- und Verhaltensänderungen der Probanden klar definiert. Sehr informativ sind die Aus​führungen über den Ablauf und Inhalt der Begutachtung mit der Beschreibung des typischen Ablaufes einer Fahreignungsbegutachtung. Der Autor weist in einer abschließenden Bemer​kung auf die oft völlig divergierenden Ergebnisse von Experten hin. Darin bestehe letztlich eine List der Vernunft, die zu einer Relativierung des Anspruches auf die absolute Wahrheit führe.  

Der 90 Seiten lange Anhang enthält in zum Inhalt des Buches relevanten Auszügen die Begutachtungs-Leitlinien zur Kraftfahrereignung, das Betäubungsmittelgesetz mit vollständi​gen Anlagen, das Gesetz über das Zentralregister und Erziehungsregister, die Fahrerlaubnis​verordnung FeV, das Gesetz über Ordnungswidrigkeiten OWiG, die oben zitierten Paragra​phen des Strafgesetzbuches und der Strafprozessordnung, das Straßenverkehrsgesetz und die Straßenverkehrsordnung. Das Stichwortverzeichnis fällt mit 5 Seiten leider sehr kurz aus.

Insgesamt ist das Buch aktuell, sehr informativ und aus der Praxis für die Praxis geschrieben. Die Kombination der Autoren ermöglichte eine vielseitige und zur Diskussion oder zum tiefe​ren Nachdenken anregenden Betrachtungsweise, wie sie an anderer Stelle nicht gefunden wird. Das Buch kann allen empfohlen werden, die in ihrer praktischen Tätigkeit mit Drogen oder Medikamenten im Straßenverkehr zu tun haben. 

Buchbesprechung

Forensic and Clinical Applications of Solid Phase Extractions

Michael J. Telepchak, Thomas F. August und Glynn Chaney. 370 Seiten, Human Press. Totowa, New Jersey  2004, Gebunden. $ 99,50. ISBN 0-86903-648-0

Fritz Pragst, Berlin

Die Extraktion von Blut- oder Urinproben im klinisch- oder forensich-toxikologischen Labor gehört zu den Arbeitsschritten mit den häufigsten und größten Fehlerquellen. Von den ange​wendeten Methoden steht heute die Festphasenextraktion (SPE) an vorderer Stelle. Die er​folgreiche Anwendung dieser Technik setzt aber die Kenntnis der Prinzipien und die exakte Einhaltung der Bedingungen voraus. Das vorliegende Buch der drei Autoren der Firma United Chemical Technologies  (Bristol, PA) kann hierfür als Anleitung dienen und soll die Fort​schritte auf diesem Gebiet widerspiegeln. 

Das Buch besteht aus 12 Kapiteln und 9 Anhängen. Im Kapitel 1 (Introduction to Solid Phase Extraction) werden nach einem historischen Überblick die Prinzipien der Extraktion von der Flüssig/flüssig-Methode über die Extraktion an Diatomäenerde bis zur Extraktion an gebun​denen Phasen vorgestellt, wobei die letztere etwas ausführlicher mit den verschiedenen Bin​dungsmechanismen, Endcapping, sowie Ionenaustausch-Mechanismen behandelt wird. Insbe​sondere werden die CLEAN SCREEN-Säulen als kopolymere Materialien mit Ionenaus​tausch- und hydrophobem Charakter eingeführt. Die Kapitel 2-4 beschäftigen sich mit der Herstellung und den Eigenschaften der Materialien auf Kieselgelbasis. Strategien für die An​wendung der SPE werden in Kapitel 5 an Beispielen behandelt: SPE als Filter zur Entfernung störender Matrixbestandteile bei der Bestimmung von GHB, selektive Adsorption von Gaba​pentin und eine allgemeine Methode zur Extraktion basischer Wirkstoffe von Acepromazin bis Verapamil. Auf zwei Seiten wird auf die zukünftige Entwicklungen der SPE eingegangen, wobei dieses auf die Immunoaffinitätsextraktion beschränkt bleibt.

Kapitel 6 beschäftigt sich mit der Optimierung der SPE. Dabei sind sowohl praktische Aspekte als auch strukturelle Faktoren der Analyte (Lipophilie, pK-Werte und Ionisierungs​zustand) von Bedeutung. Die Vorbereitung der Proben zur SPE ist Gegenstand von Kapitel 7. Hier werden die Besonderheiten von Urin, Blut, Haaren, Schweiß, Speichel, Meconium, Ge​websproben, Knochen, Okularflüssigkeit, Fruchtwasser, Finger- und Fußnägeln, Sebum und Währung teilweise mit konkreten Vorschriften vorgestellt. Troubleshooting (Fehlersuche) bildet mit Durchfluss-, Kontaminations- und Wiederfindungsproblemen den Inhalt von Kapi​tel 8. 

In den darauffolgenden Kapiteln 9-11 werden Methoden der Wirkstoffanalyse für forensische und klinische Analyse bis hin zum allgemeinen Wirkstoffscreening mit Hilfe von CLEAN SCREEN-Säulen beschrieben. Man findet konkrete Arbeitsanweisungen für die manuelle und die automatische Extraktion von Amphetaminen, Barbituraten, Benzodiazepinen, Cannabi​noiden, Cocain und Metaboliten, LSD, Opiate, PCP, ß-Blocker, Testosteron und andere ana​bole Steroide, Fentanyl und Analoga, Fluoxetin, Ketamin, Methadon, Nicotin und Cotinin, Psilocin, Tränengase (CS, CN und OC), tricyclische Antidepressiva sowie für das allgemeine Wirkstoffscreening von Blut und Urin. Den Abschluss bildet mit Kapitel 12 ein knapper Überblick über Derivatisierungen als Vorbereitung für die GC/MS-Messung. 

Die Anhänge enthalten u. a. Angaben zu den bei der Durchführung erforderlichen Reagen​zien, Vorschriften zur Präparation der Puffer und anderer Lösungen, eine sehr hilfreiche Liste von pK-Werten von ca. 600 Wirkstoffen, und den RapidTrace Operating Guide. Einige der Kapitel enthalten umfangreiche Literaturangaben, die jedoch keinen konkreten Textstellen zugeordnet sind. 

Insgesamt ist dieses Buch vor allem als eine SPE-Anleitung für die Praxis mit häufig im forensischen und klinischen Labor vorkommenden Wirkstoffen aufzufassen. Theoretische Zusammenhänge werden dabei durchgängig zum Verständnis der Wahl der Bedingungen her​angezogen, sie dominieren jedoch nicht. Spezielle Aspekte wie z. B. „on-line SPE“, „Restric​ted Access Materials“ oder Angaben zu weitere Methoden der Affinitäts-Extraktion fehlen völlig. Die Wert dieser Monographie liegt daher besonders in der Benutzung als Handbuch am Arbeitsplatz, wo der Einsteiger, aber auch der erfahrene Analytiker viel nützliche Details für die Durchführung seiner Probenvorbereitung entnehmen kann. 

Buchbesprechung

Giftpflanzen – Ein Handbuch für Apotheker, Ärzte, Toxikologen und Biologen 

Dietrich Frohne, Hans Jürgen Pfänder, 5., neu bearbeitete und erweiterte Auflage, 456 S., 388 farbige und 131 schwarzweiße Abbildungen, 116 Formeln und 20 Tabellen. Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart  2004, Gebunden. Euro 79,-. ISBN 3‑8047‑2060‑9

Fritz Pragst, Berlin

Schwere Vergiftungen durch Pflanzen gehören heute eher zu den seltenen Vorkommnissen. Dennoch steigt die Zahl der Anfragen bei den Giftinformationszentren nach wie vor an und betrug beispielsweise 2002 in Freiburg ca. 11000. Angaben über die wirkliche Giftigkeit vieler Pflanzen beruhen oft auf zweifelhaften Quellen, die unkritisch immer wieder übernommen wurden. Die Autoren haben mit dem nunmehr in der fünften Auflage erschienenen Standardwerk über Giftpflanzen eine umfassende Informationsquelle erstellt, in der die Literatur bis zur Gegenwart kritisch aufgearbeitet wurde, und die dem Arzt oder Toxikologen als wertvolles Hilfsmittel bei der Erkennung und Behandlung derartiger Intoxikationen durch Identifizierung der aufgenommenen Pflanzen, Vergleich der Symptome oder Angabe von Therapiemöglichkeiten dienen kann. 

Der speziellen Beschreibung einzelner Pflanzen oder Pflanzenfamilien sind zwei kurze allgemeine Kapitel vorangestellt, in denen u. a. Angaben zur Häufigkeit von Vergiftungen mit Pflanzen, das prinzipielle Vorgehen bei der Identifizierung der ingestierten Spezies, Maßnahmen zur Behandlung der Vergiftungen, Mechanismen der Giftwirkung auf die Haut sowie ein Überblick über toxikologisch bedeutsame Pflanzeninhaltsstoffe aufgeführt sind. Letztere umfassen ätherische Öle, eine Vielzahl von Alkaloiden, nicht proteinogene Aminosäuren, Cumarine und Furanocumarine, cyanogen Glycoside, Digitaloide, Gerbstoffe, Glucosinolate, Pflanzensäuren, Phenolabkömmlinge, Polyine, Proteine, Saponine und Terpene. Pilze und Algen wurden in dieses Buch nicht aufgenommen. 

Den Hauptteil des Buches bildet die Behandlung von 89 Pflanzenfamilien in der Reihenfolge der lateinischen Bezeichnungen von Aceraceae (Ahorngewächse) bis Zygophyllaceae (Jochblattgewächse). Zu jeder Familie werden nach Vorstellung der gemeinsamen Merkmale und Eigenschaften zwischen einer und zwanzig Einzelpflanzen teils einzeln, teils zu mehreren zusammengefaßt und in Unterabschnitten beschrieben. Beispielsweise werden von der großen Familie der Apiaceae (Doldengewächse), die in Mitteleuropa mit über 100 krautigen Arten vertreten ist, zunächst als wesentliche giftige Verbindungsklassen die Polyine und die Furanocumarine mit ihren toxischen Wirkungen und Wirkungsmechanismen einschließlich der Phytophotodermatitis beschrieben. Als besonders toxische Vertreter werden dann der Wasserschierling, der gefleckte Schierling, der Wiesen-Bärenklau und der Riesenbärenklau in getrennten Unterabschnitten ausführlich behandelt. Die Pflanzen werden durch Fotografien mit daneben stehender Angabe von Lebensraum/Verbreitung und charakteristischen Merkmalen (Größe, Wurzeln, Knollen, Blätter, Blüten, Früchte) vorgestellt. Diese werden zur besseren Identifizierung ergänzt durch miroskopische Aufnahmen und Zeichnungen der Epidermis von Fruchtwänden oder Blattunterseiten. Der Text enthält zu jeder Pflanze eine Vielfalt spezieller Informationen, u. a. die Angabe der hier speziell anwesenden Giftstoffe, detaillierte Kasuistiken von überlebten und letalen Vergiftungen, Zusammenfassung der Vergiftungssymptome und - mit hellgrün unterlegt – Therapiemaßnahmen. Häufig werden auch Vergiftungen bei Tieren beschrieben. Jeder Abschnitt ist mit einem Literaturverzeichnis von teilweise über 90 Zitaten versehen, die bis in die Gegenwart reichen. 

Das Buch besticht schon beim Durchblättern durch die sehr schönen Fotografien und beim näheren Durchlesen einzelner Kapitel durch die vielfältigen und interessanten Details, mit denen sich die Natur repräsentiert, und die von den Autoren akribisch zusammengetragen wurden. Erstaunlich sind z. B. die „Schießzellen“ der Dieffenbachia, mit denen aus Calciumoxalat bestehende Nadeln zusammen mit Oxalsäure und löslichen Oxalaten dem Angreifer in die Haut geschleudert werden. Unter Cannabaceae findet man beispielsweise, dass einige Rinder verendet seien, nachdem sie versehentlich mit einem Ballen Marihuana anstelle von Heu gefüttert worden seien. Vom Giftlattich ist andererseits bekannt, dass der nach Anschneiden austretende und eingetrocknete Milchsaft, der den Wirkstoff Lactucin enthält, als Opiumersatz angepriesen wird. Die Christrose (Schwarzer Niewurz) soll schon in der Antike als chemische Waffe eingesetzt worden sein, indem ihre Wurzeln in großer Menge dem Trinkwasser einer belagerten Stadt beigemischt wurden, wodurch die Verteidiger unaufhörliche Durchfälle bekamen und unterlagen. 

Das Buch besitzt einerseits großen Wert als Nachschlagewerk bei Pflanzenvergiftungen und sollte in jedem toxikologischen Labor vorhanden sein. Andererseits bietet es in seiner sehr ansprechenden äußeren Gestaltung und übersichtlichen Darstellung dem interessierten Leser auch eine entspannende Lektüre. 


Literaturhinweis

Doping - Methoden, Wirkungen, Kontrolle

Rudhard Klaus Müller, Originalausgabe, 128 S., Verlag C. H. Beck, München 2004, Euro 7,90. 

ISBN 3-406-50845-6 

Die Verwendung unredlicher Mittel, um die eigene Leistungsfähigkeit zu steigern oder im sportlichen Wettkampf unfaire Vorteile gegenüber seinen Konkurrenten zu erreichen, ist kein besonders neues, wenngleich in jüngerer Zeit häufiger berichtetes Phänomen, das keinesfalls nur im Spitzensport anzutreffen ist. Dieses Buch erläutert die Entwicklung des Dopings, beschreibt die wichtigsten Substanzen und Methoden mit ihren Auswirkungen und erklärt die Kontroll- und Nachweismöglichkeiten. 
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6. und 7. Oktober 2005

Institut für Rechtsmedizin der Medizinischen Hochschule Hannover

VORLÄUFIGES  PROGRAMM

	Geplante Themen:

	„HPLC / Time-of-flight Massenspektrometrie“ 

(Institut für Forensische Toxikologie Frankfurt)

	„Headspace-Gaschromatographie mit dem HS 40 trap“ 

(Institut für Rechtsmedizin Dresden)

	"Neue Anwendungen von HPTLC-Scannern in der toxikologisch-chemischen Analyse“

- Substanzidentifizierung mit Dioden-Array-Detektor

- Quantitative Bestimmungen mit internem Standard

   (Institut für Rechtsmedizin Jena)

	„Erfahrungen bei der Gehaltsabschätzung (Gehaltsbestimmung?) von Btm-Zubereitungen  mittels FT-NIR-Spektroskopie“

(Landeskriminalamt Niedersachen)

	„Tandem-Massenspektrometrie LC/MS/MS & QTrapTM Multi Target Screening Analyse“ (Institut für Rechtsmedizin Freiburg / Institut für Rechtsmedizin Hannover)

	„Ion-Trap GC/MS/MS“ 

(Institut für Rechtsmedizin Hannover)

	Industrieausstellung


TAGUNGSORT

Medizinische Hochschule Hannover, Carl-Neuberg-Str.1, 30625 Hannover,
Theoretische Institute II / Gebäude I6, Hörsaal R / Seminarräume / Labors Rechtsmedizin

Tagungsbeginn ist der 6.10.05 um 13:00 Uhr   (Begrüßung im Hörsaal R).

ANMELDUNG

Für Anmeldungen verwenden Sie bitte das unten abgedruckte Formular. Da die Teilnehmer​zahl begrenzt ist, empfehlen wir eine rasche Anmeldung; Anmeldeschluss ist der 31. August 2005.

TEILNAHMEGEBÜHR

Die Teilnahmegebühr beträgt 75 €, inbegriffen sind wie üblich Veranstaltungskosten, Work​shop​​dokumentation, Pausenversorgung und das gemeinsame Abendessen (vorbehaltlich einer hoffentlich guten Unterstützung der Veranstaltung durch Sponsoren). 

Bitte überweisen Sie den Betrag von 75 € bis 15. September 2005 an die

Medizinische Hochschule Hannover, Konto: 370371, Sparkasse Hannover, 
BLZ: 250 501 80, Verwendungszweck: Fonds 19283009

Teilnehmer aus anderen Ländern können die Gebühr ggf. im Kongressbüro bezahlen. Eine Bezahlung mittels Kreditkarten oder Schecks ist leider nicht möglich.
ÜBERNACHTUNG / HOTELS

Hotelbuchungen sind durch die Teilnehmer selbständig vorzunehmen. Ein Kontingent Hotel​zimmer in nahegelegenen Hotels wurde für Sie  reserviert. 

Ibis Hannover Medical Park **


30625 Hannover, Feodor-Lynen-Str. 1

Einzelzimmer : 64,00 € mit Frühstück


ca. 1000 m Fußweg 

Tel. 0511 95670

Parkplätze vorhanden (kostenfrei)

Novotel Hannover ***




30625 Hannover, Feodor-Lynen-Str. 1

Einzelzimmer 80,00 € mit Frühstück


ca. 1000 m Fußweg

Tel.  0511 95660

Parkplätze vorhanden (kostenfrei)

Mercure Hotel Atrium Hannover ****

30625 Hannover, Karl-Wiechert-Alle 68

Einzelzimmer zu 85,00 € incl. Frühstück

ca. 2100 m Fußweg, Buslinie 137 ab 

Tel. 0511 54070




Stadtfelddamm bis Med. Hochschule

Parkplätze eingeschränkt vorhanden

Abruf der Zimmerkontingente bitte bis zum 31.8.05 

(Kennwort: Medizinische Hochschule Hannover)
ANREISE

Mit der Stadtbahn (Üstra)

Linie U 4 von Garbsen über Kröpcke in Richtung Roderbruch; Haltestelle Medizinische Hoch​schule (entweder vom Hauptbahnhof 400 m zu Fuß zur Station Kröpcke oder mit den Linien U 1 / 2 / 8 (Messe) zwei Stationen bis zum Aegidientorplatz, dort auf gleicher Bahnsteigebene gegenüber umsteigen in Linie U 4).

Mit dem Auto

· Aus Richtung Kassel auf der A7 bis zum Autobahn-Dreieck Hannover-Süd fahren, weiter auf der A37 in Richtung Hannover. Die A37 geht in den Messeschnellweg über.

· Aus Richtung Hamburg auf der A7 bis zum Autobahn-Kreuz Hannover-Kirchhorst, weiter auf der A37 in Richtung Hannover.

· Aus Richtung Dortmund oder Berlin auf der A2 bis zum Autobahn-Kreuz Hannover-Buchholz, weiter auf der A37 in Richtung Hannover. 

Auf der A37 bzw. dem Messeschnellweg fahren Sie bis zum Weidetorkreisel und biegen dort in die Karl-Wiechert-Allee ein. Dann sind es nur noch wenige Minuten bis zur MHH.

Parkplätze sind auf dem MHH-Gelände in Institutsnähe grundsätzlich vorhanden aber kosten​pflichtig (ca. 4 € je Tag).

 

Weitere, aktuelle Informationen finden Sie auf unserer Homepage:

http://www.mh-hannover.de/institute/rechtsmed/

ANSPRECHPARTNER:

Dr. Jens-Peter Weller, Tel.: 0511- 532 4558, Email: weller.jenspeter@mh-hannover.de

Dr. Jörg Teske, Tel.: 0511- 532 4559, Email: teske.joerg@mh-hannover.de


Fax:  0511-532 5635

Wir werden uns nach Kräften bemühen, Ihnen einen gut vorbereiteten Workshop zu präsentieren und würden uns sehr freuen, Sie im Oktober in Hannover begrüssen zu können.

ANMELDEFORMULAR 


Workshop 2005 der GTFCH in Hannover 

6. und 7. Oktober 2005

Medizinische Hochschule Hannover 

Institut für Rechtsmedizin

„GTFCH Workshop“

Carl-Neuberg-Str 1

30625 Hannover



FAX:  0511 - 532 5635

(Bitte in Druckschrift ausfüllen!)

	Name/Titel:
	

	Vorname:
	

	Adresse:


	

	Telefon:
	

	Fax:
	

	E-Mail:
	


..........................................
...........................................................


Datum

Unterschrift

Personalia - Neue Mitglieder

Frau Patricia Anielski, Institut für Dopinganalytik und Sportmedizin, Dresdner Str.12, 

D 01731 Kreischa. Tel.: +49-35206-2060; Fax: +49-35206-20620; 

E-Mail: p.anielski@idas-kreischa.de


Herr Andreas H. Ewald, Abt. Experimentelle und Klinische Toxikologie, Universitätsklinikum, Geb. 46, D 66421 Homburg/Saar. Tel: +49-06841-16-26410; 

Fax: +49-06841-16-26415; E-Mail: andreas.ewald@uniklinik-saarland.de



Herr Dr. Hugo Neels, Ziekenhuis Netwerk Antwerpen (ZNA), Stuivenperg, 

Lange Beeldekensstraat 267, B 2060 Antwerpen. Tel. +32-32177804; Fax: +32-32177358; 

E-Mail: hugo.neels@zna.be

Herr Christoph Sauer, Abt. Experimentelle und Klinische Toxikologie, Universitätsklinikum Geb. 46, D 66421 Homburg/Saar. Tel.: +49-06841-16-26433; 

Fax: +49-06841-16-26415; E-Mail: christop.sauer@uniklinik-saarland.de


Neudruck des Mitgliederverzeichnisses

· Bitte aktuelle Daten mit dem Mitgliederverzeichnis 2003 vergleichen 

· Diese Seite kopieren und ausfüllen, nur Namen und Änderungen angeben!
· In jedem Falle umgehend an die Geschäftsstelle (Post oder Fax) zurücksenden, auch wenn keine Änderungen vorliegen!

Name, Vorname:.............................................................................Titel:.......................

       Die bisherigen Daten gelten unverändert*            Die Änderungen sind unten angegeben*: 

          *Zutreffendes ankreuzen
Dienstanschrift

Institution: ......................................................................................................................

Straße : ......................................................................................................................................

PLZ: ................... Stadt: ........................................................... Land: .......................................

Telefon: Landesvorwahl:......................Ortsvorwahl: ....................... Anschluß: ........................

Fax: Landesvorwahl: .......................... Ortsvorwahl: ........................ Anschluß: .......................

E.-Mail: .......................................................................................................................................

Hinweis: Diese Angaben werden im Mitgliederverzeichnis veröffentlicht!

Privatanschrift

Straße: ...........................................................................................................................

PLZ: .......................... Stadt: ..................................................................................................

Telefon: Landesvorwahl:............... Ortsvorwahl: ................ Anschluß: ......................... Fax:...............................................     

Hinweis: Ich bin damit einverstanden, daß auch die Privatanschrift in dem Mitgliederverzeichnis veröffentlicht wird*:        JA    /   NEIN

*  Nichtzutreffendes streichen
Korrespondenzadresse*:         Dienstanschrift          Privatanschrift

Bankverbindung  (Zur Überprüfung der Daten des Schatzmeisters)

Bank: ............................................................................. Konto Nr. : .........................................

BLZ: ................................................                                        

Rücksendung bitte umgehend an:

GESCHÄFTSSTELLE der GTFCh

KARL SCHMIDT, LANDGRABENSTRASSE 74, D-61118 BAD VILBEL

FAX: 06101-500781 
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Coumatetralyl
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Coumatetralyl








Um die Methode weiter auf Ihre Praxistauglichkeit zu testen, bitten wir um Zusendung von Proben bei Verdacht auf Ingestion der o. a. Vitamin K - Antagonisten. 


�Für die Analyse werden 0,5 ml Serum/Plasma benötigt.
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Abb. 1. Bergkiefer als Briefmarkenmotiv
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Abb. 2. Europäische Lärche als Briefmarkenmotiv
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