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Zusammenfassung

Ein 62-jahriger mannlicher Patient erschien mit $tomen wie Ubelkeit und Erbrechen in einer Rettstajke,
der nach eigenen Angaben in suizidaler AbsichtreRattengiftkdder eingenommen hatte. Eine Blutprdés
Patienten sowie ein Kdderpraparat wurden zur Arailysinser Labor geschickt.

Die Analyse mittels LC-ESI-MS ergab eine Intoxikatimit Coumatetralyl. Die Konzentration im Plasn& b
Krankenhausaufnahme lag bei 120 pg/L. In der voanKenhaus mitgelieferten Substanzprobe (Kéder) evurd
ebenfalls Coumatetralyl identifiziert.

Fiar den Nachweis und die Quantifizierung von Cowtnatyl wurde eine in unserem Labor erarbeiteteNLE-
Methode verwendet. Dieses Analysenverfahren eigiogt zur simultanen Identifizierung und Quantifizieg

von zehn indirekten Antikoagulantien in Humansertriasst werden funf der z. Zt. in DeutschlandRdslen-
tizide zugelassene Superwarfarine (Brodifacoum,ntaiolon, Difenacoum, Difetialon, Flocoumafen) sewi
funf weitere in der Nagetierbek&mpfung eingese¥dtamin K-Antagonisten (Acenocoumarol, Coumatetkraly
Cumachlor, Phenprocoumon, Warfarin). Das Verfahbesiert auf einer sauren (pH= 4,2) Flussig-Flissig-
Extraktion mit 1-Chlorbutan und anschlieRender R@a mittels LC-ESI-MS. Die Trennung erfolgt auher
Waters Atlantis dC18 Saule (2,0 x 20 mm, 3 um) emem Gradientengemisch aus Methanol/0,1 % Ameisen-
saure die FluRrate betragt 0,6 ml/min, die Analgsén5 Minuten. Die Bestimmungsgrenze liegt beild|
(SIN: >10).

Einleitung

4-Hydroxycoumarine, abgeleitet vom Waldmeisteraromastoff Coumanth,1,3-Indandione
bilden die Gruppe der indirekten Antikoagulantien (Abb. 1). Sie werden asiéfitaimin K-
Antagonisten bezeichnet, da ihre Wirkung auf einer funktionellen Sta@en&ynthese von
Vitamin K abhéngigen Gerinnungsfaktoren beruht. Die Bildung dem@angsfaktoren II,
VII, IX und X sowie der Proteine C und S ist beeintrachtigt. Auir@ der Halbwertzeit der
bereits zirkulierenden Gerinnungsfaktoren tritt der gerinnungshemnigfede erst mit einer
mehrtagigen Latenz nach Ingestion ein [1]. Coumarinderivate wardémtestinaltrakt resor-
biert, haben relativ lange Halbwertzeiten und weisen, soweit bekemet hohe Plasma-
eiweil3bindung auf [3].
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Abb. 1: Strukturverwandschaft zwischen Vitamin kKdwseinen Antagonisten
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Einige Coumarinderivate gehen in die Muttermilch Uber [2]. Siedereriberwiegend als
Metabolite (Glucuronide, Sulfate) mit dem Urin und den Faeces ausgeschieden [3].

Eine Reihe von Vitamin-K-Antagonisten werden therapeutisch atkdagulantien einge-
setzt (Acecumarol, Phenprocoumon, Warfarin, s. Tab. 1). Der glgatrenungshemmende
Effekt wird zur Bekampfung von Nagetieren genutzt [4, 5, 6]. Aufgrundrrueader Resis-
tenzausbildung verschiedener Rattenstimme gegentber dieser Subptszgiurden die
auch als "Antikoagulanzien der 2. Generatiosgcpond-generation anticoagulantsg¢zeich-
neten Superwarfarine entwickelt. Sie zeichnen sich durch hohe Wkkgaffiab. 1, Spalte
3) bei geringen Dosen aus, sie haben lange Halbwertzeitbri]and damit verbunden eine
lange Wirkungsdauer [7, 8, 9, 10]. Mit wachsender kommerzieller ¥itubg der Superwar-
farine stieg auch die Zahl der Intoxikationen bei Mensch und Tigr [h Jahr 2004 wurden
allein im Giftnotruf Berlin 110 Falle mit Verdacht auf Antikoagulatieneinnamegistiert.

Tab. 1: Pharmakologisch-chemische Kenndaten delyfemanach [4, 13, 14]. m = mannlich.

Name Therapeutischer Eliminations-Halbwertszeit LDs, Ratte, oral
Bereich (mg/kg KG)
Gl
Acenocoumarol 30-90 10 h -
Cumachlor - - -
Coumatetralyl - - ca. 30 (m)
Phenprocoumon 1000 - 3000 120 -150 h -
Warfarin 300 - 3000 37-50h ca. 60-320 (m)
Brodifacoum - - 0,4 —0,75 (m)
Bromadiolon - 26 -58h ca.1(?)
Difenacoum - 28 Tage ca.2(?)
Difethialon - 2 -3 Tage 0,6 (?)
Flocoumafen - 158 — 261 Tage ca. 0,25 (?)

Die in Deutschland zugelassenen Fertigkdderkonzentrationen liegeacheSubstanz, zwi-
schen 0,0025ind 0,79 %. Einige Koderpraparat-Beispiele mit dem Inhaltsstoff Cietraly!
sind in Abbildung 2 dargestellt.

Abb. 2: Coumatetralyl - Koderpraparat-Beispieleféttocken, Paste, Pulver, Schaum (Fa. BAYER)
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Es werden auch Kombinationspraparate, z. B. Racumin Plus Haferflockenkimena-
tetralyl und Colecalciferol) oder Celaflor bzw. Brumolin (Difetlon und Sulfachinoxalin)
angeboten [12]. Die 1,3-Indandione wie Diphacinon, Pindon und Valon sind in Deutschland
nicht zugelassen [12Mit dem Inhaltsstoff Coumatetralyl werden in Deutschland 18 Prapa-
rate angeboten [13].

Das Vergiftungsbild ergibt sich, dem Wirkungsmechanismus entspréclei Menschen
und Tieren analog aus der gesteigerten Blutungsneigung, derift@itch Verbluten bzw.
haemorrhagischen Schock ein [1, 4, 15, 16]. GemalR3 Gefahrstoffverordndeg Wirkstoff
als sehr giftig (T+) einzustufen [4, 17]. Die Toxizitatsdaten vonr@atetralyl bzw. Couma-
tetralyl-haltigen Kédern bei verschieden Applikationarten fur di#geRsind in Tab 2 zusam-
mengefalit.

Tab. 2: Toxizitatsdaten von Coumatetralyl [4]

Name LD Ratte (m) LDso Ratte (m) LDso Ratte (m)
oral dermal inhalativ
(mg/kg KG) (mg/kg KG) (magll)
Coumatetralyl 30, 15 (w) > 100 0,05
<500, 250 (w) (Staub)
Racumin Pulver 5000 > 5000 > 3,3
Racumin Fertigkoder > 5000 > 5000 -

m = mannlich, w = weiblich
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Abb. 3: Vitamin K-Antagonisten, interner Standard
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Wichtigster diagnostischer Parameter ist die INR (INR = Inteznal Normalized Ratio). Die
INR ist, im Vergleich zum Quick-Wert, unabhangig von der wechsdimepfindlichkeit der

diagnostisch verwendeten Thromboplastin-Praparate. Zu den SofortmaRnadingoxika-

tionen gehoren Dekontamination und gegebenenfalls Antidotgabe (VitahiBei akuten,

lebensbedrohlichen Blutungen missen die defizitdren Gerinnungsfaktdostituiert werden
[1, 3].

Eine Reihe von Methoden zur Bestimmung von Vitamin K-Antagonistemere werden in

der Literatur beschrieben [18-25]. Einige Arbeiten beschaftiggnnsit der Bestimmung von
Einzelstanzen im menschlichen Material mittels HPLC-FL &8yie deren Metaboliten [2,

27] oder mit der Trennung und Detektion von Enatiomeren [27, 28]. Multikomponentenana
lysen in Humanmaterial (Anzahl der Wirkstoffe) basieren auf €14, 5) [29, 30], -FL [31],
-UV/FL (5, 8) [32, 33], -DAD (13) [34], -APCI-MS (5) [35] sowie -E¥MS-MS/lonTrap (3)

[36], LC-TSP-MS (4) [37] oder GC-MS (4) [38].

Die von uns entwickelte Methode zur Bestimmung von Vitamin K-Armiesgen realisiert bei
einfacher Extraktion und kurzer Analysenzeit ein breites Substaerseg und hohe Selekti-
vitat durch die Verwendungen zweier Massen zur Identifizierureyi@fiizierung ohne vorhe-
rige Derivatisierung. Die mit der Methode z.Zt. erfal3ten Substdinzeen sich in Abb. 3 und
Abb. 4.
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Abb. 4: Vitamin K-Antagonisten (Superwarfarine)
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Kasuistik

Ein 62-jahriger mannlicher Patient erschien mit Symptomen wiglkglt und Erbrechen in
einer Rettungsstelle. Nach eigenen Angaben hatte der Pitisnizidaler Absicht einen
Rattengiftkoder eingenommen. Die Anamnese ergab einen friherenn®ethsersuch im
Jahr 2003 ohne psychiatrische Weiterbehandlung. Eine Blutprobe des dpatveumtde
zusammen mit einem blauen Kdderpréparat (Abb.5) zur Analyse in unser Laldockfesc

Abb. 5: Koderpraparat des Patienten

Material und Methoden

Aufgrund der vermuteten Intoxikation mit einem Cauinderivat wurden die Serumprobe sowie die Koder-
probe mit der im folgenden dargestellten LC-MS el nach Flussig-Flissig-Extraktion (1-Chorbutarffe?

pH = 4,2) analysiert. Zusatzlich wurde eine systésohen toxikologischen Analyse (STA) mittels HPD&D
durchgefuhrt [11].

Chemikalien

Kaliumdihydrogenphosphat (p.A.) und 1-ChlorbutarA(p von FLUKA (Darmstadt), Aceton, Methanol (LC-
MS-Chromasolv) und Ameisenséaure (p.A) von RiedeHden (Seelze), Acenocoumarol von Novartis, Bredifa
coum, Cumachlor von Sigma-Aldrich (Seelze), Flocaten von BASF (Ludwigshafen), Phenprocoumon von
Salutas (Magdeburg), Bromadiolon, Coumatetralylfe@acoum Difethialon und Warfarin von Ehrenstorfer
(Augsburg). Der Interne Standard (IS) 7-Acetoxy2@&¢dibromopropyl)-4,8-dimethylcumarin wurde vonr de
Firma Sigma-Aldrich bezogen.

Puffer-Extraktionsgemisch

Fur den Puffer wurden 25 g wasserfreies,R8,in 250 ml Wasser geldst und durch ein 0,45 pm Filtereft
(pH = 4,2). Das Extraktionsgemisch bestand aus I50-@hlorbutan und 50 pl internem Standard (c=1mhdp
Aceton).

Probenaufarbeitung (Serum)

In einem 1,5 ml-Eppendorf-Gefal3, wurden 0,5 ml Rksnit 0,1 ml KHPO,—Puffer (pH=4,2) versetzt, 0,4 ml
Extraktionsgemisch (1-Chlorbutan inkl. IS) hinzuggtf 2 min geschuttelt und 2 min bei 10.000 g zkgiert.
Vom Uberstand wurden 0,2 ml in ein weiteres 1,55mpendorf-GefaR uberfihrt und bei 3D im Stickstoff-
strom eingedampft. Der trockene Rickstand wurdeOmi2 ml Methanol aufgenommen und 50 ul in das LC-
MS System injiziert.
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Probenaufarbeitung (Koder)

In einem 1,5 ml-Eppendorf-Gefal3, wurden ca. 10 migéfpulver eingewogen (auf die Einwaage von Haferfl
cken und Nussen wurde bewul3t verzichtet), mit Methanol versetzt, das Gemisch 10 min geschigettjn
bei 10.000 g zentrifugiert und ein Teil des Uberdts durch eine Cellulosenitratmembran (0,45 phmefit
und 5 ul in das LC-MS System injiziert.

Kalibrierung:

Fur die Quantifizierung wurde eine 7-Punkt Kalilwat(0, 5, 15, 25, 50, 150, 250 pg/l) durchgefuhtte Ka-
librationen waren im gepriften Bereich linear (0,99). Alle Kalibratoren lagern bis zur Verwendungj -18
°C.

Fir die Prazision wurden anhand von in-house iiskontrollproben folgende VK-Werte bestimmt (Tag z
Tag, n=6, 100 ug/l): Acenocoumarol (5,2 %), Cumaciib,9 %), Coumatetralyl (4,8 %), Phenprocoumag (6
%), Warfarin (6,0 %), Brodifacoum (14,9 %), Bromaldhn (8,2 %), Difenacoum (8,4 %), Difethialon (124},
Flocoumafen (14,2 %). Die Bestimmungsgrenze ladlBqig/l;S/N10).

LC-MS-Bedingungen

LC-Parameter:

HPLC: bindres Pumpensystem (LC-10 ADVp), Systemt@der (SCL- 10 A), Lésungs-mitteldegasser (DGU-
14 A), Autosampler (SIL-10 ADVp), Ofen (CTO-10 ASYpJV-Detektor (SPD-6 A) (alles Shimadzu, Duis-
burg). Als analytische Trennsaule wurde eine Ata@t18 (2,1 x 20 mm, 3 um, Firma: Waters) verwenDét
Ofentemperatur betrug 40 °C. Mobile Phase: Lauéhift Methanol, Laufmittel B: Methanol/ 0,1 % HCOOH
(10/90, v/v). Die Laufzeit des Gradienten betrugit: 0 — 0,7 min: 95 % B, 0,7 — 1,1 min: 50 % Belam, 1,1 —
3,2 min: 6 % B linear, 3,2 -3,8 min: 6 % B, 3,8,2 #fin: 95 % linear. Die Flussrate der mobilen Rhag bei
0,60 mL/min.

Fur die Bestimmung von Colecaliferol (Vitamin D3)umde folgender Gradient verwendet: Laufmittel A:
Methanol, Laufmittel B: Methanol/ 0,1 % HCOOH (10/9/v). Die Laufzeit des Gradienten betrug 5 nfin:
0,7 min: 20 % B, 0,7 — 3,5 min: 6 % B linear, 3,3,% min: 6 % B, 3,7 — 4,1 min: 20 % B linear, 4,4,2 min:
20 %. Die Flussrate der mobilen Phase lag bei 86@nin.

MS-Parameter:

Fur die Massenspektrometrie diente ein MS-2010e8yqtShimadzu). Die Messungen erfolgten mit dem ESI-
Interface im positiven und negativen Modus. Als Neter Gas wurde Stickstoff mit einer Flussrate vhB
I/min verwendet. Die Block- und CDL-Temperatur lagi 300 °C. Alle anderen Einstellungen resultieers
dem Standard-Tuning. Die Detektorspannung betr@gk¥, Der Massendetektor arbeitete im SIM-Modus auf
folgende Massen: (m/z(1)=(-)ESI, m/z(2)=(-)ESI: Aceoumarol (353, 352), Brodifacoum (523, 521), Baem
diolon (527, 525), Cumachlor (343, 341), Coumatglti@92, 291), Difenacoum (445, 443), Difethial(@®i39,
537), Flocoumafen (543, 542), Phenprocoumon (289),2Varfarin (308, 307), IS (ESI(+):432).

Die Bestimmung von Colecaliferol (Vitamin D3) erté mittels APCl-Interface. Die Stickstoff-Flul3rdde bei
2,5 I/min, die Temperaturen bei 400°C (APCI) bz@03C (CDL, Block) und die, Detektorspannung beik\9
Der Massendetektor arbeitete im positiven SIM-Mo@u&g= 385).

Ergebnisse und Diskussion

Die gewahlten Analysenbedingungen erlauben eine schnelle Eluticendegebenen Sub-
stanzen innerhalb von 5 min mit einer Nachweisgrenze von 10 pg/l. bredR@edingungen
(Mobile Phase, Analytische Saule, ESI-Interface) entsprecheiibtiehen LC-MS Konfigu-
ration in unserem Labor und erfordern daher keine langeren Umristzeiten.

Die Abb. 6 zeigt Beispiel-Chromatogramme der 10 etabliertenm¥itd&-Antagonisten
(SIM-Modus, Standard, jeweils ¢ = 100 pg/l). Um eine moglichsiddntifikation zu ver-
meiden, werden 2 Massen verwendet. Im Unterschied der Identifikdiat Fragmentie-
rung in einem ersten Lauf und der Quantifizierung durch einen zwedaf) Wwird durch
unsere Vorgehensweise eine hohe Empfindlichkeit bei gleichzeitigetifizierung in einem
Lauf realisiert, wobei die Masse [M-1 amu] eine hohere Empfindlichkeit astfwe
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Wie aus den Chromatogrammen zu erkennen, betragt die Analysemzieitund die Peaks
weisen eine akzeptable Symmetrie auf. Im Rahmen der Methoatbenalg waren 12 ge-
testete Leerplasmen von 6 unterschiedlichen Abnahmensystemeorfrden 0.g. Coumari-
nen.

Die obere Bestimmungsgrenze von 250 pg/l (3 Dekaden) reicht abee feestimmung von
Phenprocoumon und Warfarin (therapeutischer Bereich bis 3000 pg/l)anghso dass fur
die Untersuchung dieser Substanzen entsprechend weniger Maiagabketzt bzw. mit
Coumarin-freiem Leerplasma/-serum verdinnt werden muss. DisiBrédes Verfahrens ist
geeignet, um bei geringer Analysenfrequenz zeitkritisch akzeptable Esgelani erzielen.
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Abb. 6: SIM-Chromatogramme der 10 Vitamin K-Antaggen (c=100 pg/l); Spur 1 und 2:(-)ESI

Serumprobe:

Der vermuteten Coumarinintoxikation entsprechend wurde die Ratpobe mit dem be-
schriebenen Analyseverfahren untersucht. Wie aus dem Chromatoghdshm/} zu erken-
nen, wird der Wirkstoff sowohl tber die Retentionszeit (2,0 min)wdh @ber die zwei Mas-
sen (m/z: 292 und 291) eindeutig identifiziert. Die aktuelle Kalibngen waren fir alle
Analyten in dem Bereich 3(5) - 250 ug/l linear (r>0,998). Die ri@itiaierung ergab eine
Coumatetralyl-Konzentration von 120 pg/l. Die Kontrolle (Sollwert: 1@@)pergab eine
Konzentration von 94,7 ug/l und lag im geforderten Zielbereich von 80-12QH23P6 vom

Sollwert).

Zusatzlich wurde die Probe einem Screening auf basische Sulosi@ReC_DAD) [39]
unterzogen, wobei keine weiteren Substanzen identifiziert worden sind.

Koderprobe:

In der Koderprobe wurde Uber die Retentionszeit (2,0 min) und die z\wesévi (m/z:

291/292) der Wirkstoff Coumatetralyl ebenfalls identifiziert (Abb. B3. traten keine Stor-
peaks auf. Beide Ergebnisse lassen auf einen coumatetrapghaRiodentizidkéder schlies-
sen.

Um zu prifen, ob es sich bei der Koderprobe um das KombinationsprapauehiR&lus
Haferflockenkéder handeln kénnte, wurde eine methanolische Lésung deiziRieBetbe
mittels LC-APCI-MS untersucht. Es ergab sich keinen Hinweis auf Chlolexaslif
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Abb. 7: Serumprobe des Patienten mit IS (SIM-Chrtogr@amm)
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Abb. 8: Koderprobe ohne IS (SIM-Chromatogramm)

Die Untersuchung der Gerinnungsparameter ergaben einen INRAvel,07 (Quick-Wert:
87 %), 20 h nach Aufnahme: INR 1,15 (Quick-Wert: 77 %), 33 h nach Aufnahmd IR
(Quick-Wert: 96 %).

Bei einer gemessenen Coumatetralyl-Konzentration von 120 pg/l kondés Kontrollprobe
11 Tage nach Krankenhausaufnahme kein Coumatetralyl mehr nactegewiesien (LOQ:

c <10 pg/l). Dies weist entweder auf eine ausgepragteiegsphase oder eine Halbwerts-
zeit < 2 - 3 Tage hin.

In der Literatur finden sich wenige Angaben zu Serumkonzentratiogsieviergiftungen mit
Rodentiziden auf Basis von Vitamin K-Antagonisten (ug/l): Counsiet(-), Brodifacoum
(630) [40], (731) [41], (710) [42], Bromadiolon (40) [43], Difenacoum (600) [44], (970,110)
[15]. Mit einer Ausnahme haben alle Patienten Uberlebt. Bei destovieenen Patienten lag
eine Mischintoxikation mit Cyanid, Kohlenmonoxid, Methanol, BenzodiazepinenyKiliri
schen Antidepressiva und Brodifacoum vor (163) [63].
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Um die Methode weiter auf lhre Praxistauglichkeit z  u testen, bitten wir um Zusendung von
Proben bei Verdacht auf Ingestion der o. a. Vitamin K - Antagonisten.

Fir die Analyse werden 0,5 ml Serum/Plasma benétigt




