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Zusammenfassung

Das Alkoholentwdhnungsmittel Disulfiram, dessen Wirkung auf der Blockade der Aldehyddehydrogenase be-
ruht, wird in der Praxis nach wie vor hdufig eingesetzt. Der analytische Nachweis in Humanproben ist neben der
klinischen Bedeutung zur Compliance-Kontrolle auch von forensischem Interesse bei der Aufklérung von To-
desféllen, bei Féllen der heimlichen Beibringung oder zur Unterstiitzung von Abstinenzbehauptungen friiherer
Alkoholiker in Fiihrerscheinfragen. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit neben einem Literaturiiberblick die
methodischen Mdglichkeiten des Nachweises einer Disulfirameinnahme oder —beibringung durch Analyse von
Blut- und Haarproben anhand von vier Fallen untersucht. Disulfiram ist im Blut nicht stabil und wird reduktiv
sehr schnell zu N,N-Diethyldithiocarbamat und dann weiter zu CS, und Diethylamin abgebaut. S-Methylierung
des primdren Spaltproduktes fuhrt zu S-Methyl-N,N-diethyldithiocarbamat, das zu weiteren Metaboliten sulfoxi-
diert oder hydrolysiert wird. Wahrend in der Blutprobe eines Todesfalles Disulfiram nachweisbar war und die
Metabolite, insbesondere CS, gute analytische Ansatzpunkte bieten, gelang der Nachweis in Haarproben nicht.
Die Mdglichkeit, bei der Haarhydrolyse aus gespeicherten Disulfiram oder dessen Metaboliten freigesetztes CS,
fiir den Nachweis heranzuziehen, scheiterte, da bereits unbelastetes Haar unter diesen Bedingungen durch Abbau
von Cystin sehr hohe CS,-Werte lieferte.

1. Einleitung

Disulfiram (Bis-N,N-diethyldithiocarbamoyl-disulfid, Formel s. Abb. 1) ist seit tber 50 Jah-
ren in Deutschland zur Behandlung der Alkoholabhangigkeit zugelassen. Es wird in den letz-
ten Jahren wieder zunehmend zu Lasten der gesetzlichen Krankenkassen verordnet, wie die
Zahl von 1,1 Mio. Tagesdosen im Jahre 2005 zeigt [1]. Erfolge in der Anwendung werden vor
allem in multimodalen ambulanten Therapieprogrammen gesehen. Der Wirkungsmechanis-
mus beruht auf einer irreversiblen Hemmung der Aldehyddehydrogenase ALDH, die nach
Konsum von Alkohol zu einer Akkumulation von Acetaldehyd und in deren Folge zu einem
hochst unangenehmen vegetativen Symptomkomplex mit u. a. Flushsyndrom, Ubelkeit,
Erbrechen, Hypotonie und Tachycardie fuhrt. Die Wirkung nach héheren Alkoholdosen kann
durchaus lebensbedrohlich sein, wie in der Literatur beschrieben Todesfalle zeigen [2,3].
Diese Gefahr ist besonders hoch, wenn Disulfiram in gutgemeinter Absicht ohne Wissen des
Betroffenen von Angehérigen heimlich verabreicht wird, um ihn vom Trinken abzubringen.

Disulfiram (Antabus®) ist zur oralen Applikation vorgesehen, wobei nach einer Eindosie-
rungsphase eine Tagesdosis von 0,2-0,4 g empfohlen wird. Daneben hat es in der VVergangen-
heit auch Versuche gegeben, Disulfiram-Implantate einzusetzen [4-7]. Diese erwiesen sich
jedoch wegen geféahrlicher Nebenwirkungen als nicht empfehlenswert.

Die Compliance gegeniber Disulfiram wird als ausgesprochen gering eingeschatzt, wenn das
Medikament den Patienten zur freien Einnahme berlassen wurde. Analytische Untersuchun-
gen von Blut- und Haarproben auf diesen Wirkstoff sollten daher hauptséchlich der Compli-
ance-Kontrolle dienen. Darlber hinaus hat sie Bedeutung bei der Aufklarung von Todesféllen
oder zur Klarung von missbréuchlicher Beibringung bei unerwarteter Alkoholunvertraglich-
keit. In diesem Beitrag wird Uber vier Félle aus unserem Untersuchungsgut berichtet, bei de-
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nen der analytische Nachweis von Disulfiram erforderlich wurde, und tber die Schwierigkei-
ten, die bei der Analytik dieser Substanz aus biologischem Material auftraten.

2. Pharmakokinetik von Disulfiram

Die Pharmakokinetik von Disulfiram wurde grindlich untersucht [7-15]. Die Hauptreaktionen
sind in Abb. 1 dargestellt. Ungeféhr 90 % der oral aufgenommenen Substanz wird resorbiert.
Im Blut besitzt Disulfiram eine Halbwertszeit von im Mittel 7,3 h [14]. Es wird zunéchst re-
duktiv zum N,N-Diethyldithiocarbamat-Anion gespalten . Dieses Anion zerfallt anschlieRend
in Diethylamin und CS,. Alternativ wird es aber auch zum S-Methyl-N,N-diethyldithiocar-
bamat methyliert, welches durch Sauerstoffiibertragung weiter zum Sulfin oder zum Sulfoxid
umgewandelt wird. Folgende Halbwertszeiten wurden fur die Metabolite bestimmt [14]: N,N-
Diethyldithiocarbamat 15,5 h; S-Methyl-N,N-diethyldithiocarbamat 22,1 h; CS; 8,9 h;
Diethylamin 13,9 h.
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Abb. 1. Metabolismus von Disulfiram [34].

Abweichend hiervon wurde gefunden [15], dass Disulfiram in vitro in Blutproben bereits
innerhalb von ca. 4 min vollstandig reduktiv gespalten wird, und dass die gebildeten Anionen
spontan mit einer Halbwertszeit von ca. 70 min in CS; und Diethylamin zerfallen.

3. Literaturangaben zur Bestimmung von Disulfiram und dessen Metaboliten in
biologischem Material

Verschiedene auf Spektrophotometrie oder auf Atomabsorption des Kupferchelats von
Diethyldithiocarbamat beruhende Methoden wurden fir Urin und Blut beschrieben [16-22].
Ebenso wurden gaschromatographische Methoden fir Disulfiram [23], Diethyldithiocarbamat
[15,22], S-Methyl-N,N-diethyldithiocarbamat [15] und CS; [24] entwickelt. Weiterhin wur-
den HPLC-Methoden zu diesem Zweck eingesetzt [25-28]. Diethylamin wurde im Urin zur
Kontrolle der Disulfiram-Einnahme bestimmt [29,30]. Weiterhin wurde ein einfacher kolori-
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metrischer Atemtest auf CS, zur Compliancekontrolle der Disulfiramtherapie empfohlen
[31,32]. Schlieflich wurden N-Acetylcysteinkonjugate im Urin durch LC-MS-MS [33,34]
und CS; im Blut durch Headspace-GC-MS [35] bestimmt. 2-Thiazolidin-4-carbonséure wurde
als Indikator fir die Freisetzung von CS, herangezogen [36,37]. CS, wurde auch mit Hilfe
von 3,4-Dimercaptotoluol im Blut analysiert [38,39].

4. Fallbeschreibungen
Fall 1: Todesfall mit Disulfiram-Implantat

Der Ermittlungsakte war zu entnehmen, dass die 47jahrige Betroffene in der Nacht gegen
00.50 Uhr von ihrem Lebensgeféhrten tot in ihrer Wohnung aufgefunden worden sei, nach-
dem er sie am Morgen des vorangegangenen Tages letztmalig lebend gesehen habe. Sie habe
sich seit drei bis vier Tagen nicht wohl gefuhlt und die Medikamente Paracetamol und Grip-
poststad eingenommen. VVon Beruf sei sie Kinderarztin in einem Krankenhaus gewesen. Die
Obduktion habe eine Lungenentziindung ergeben. Im Gesélibereich habe man in zwei ca. 1
cm tiefen Wunden insgesamt 5 Tabletten festgestellt (Abb. 2). Das umgebende Gewebe sei
stark nekrotisch gewesen. Die systematische toxikologische Analyse ergab im Blut 0,02
ug/ml Nordazepam und 9,2 ug/ml Salicylséure. Eine alkoholische Beeinflussung lag nicht
vor. Im Haar (kopfnahes Segment 0-6 cm) wurden 0,32 ng/mg Cocain und 0,04 ng/mg Ben-
zoylecgonin bestimmt. Die Konzentration der Fettsdureethylester (Summe von Ethylmyristat,
Ethylpalmitat, Ethyloleat und Ethylstearat) im Haar lag mit 0,53 ng/mg nur leicht tiber dem
fur maRige Normaltrinker typischen Bereich (< 0,5 ng/mg).
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Abb. 2. Implantierte Disulfiram-Tabletten im Gesé&Rbereich der Betroffenen im Fall 1.

Durch Analyse der Tabletten mittels HPLC-DAD [40] wurde Disulfiram eindeutig identifi-
ziert. Es war daher zu klaren, ob dieser Wirkstoff zur Todesursache der Betroffenen beigetra-
gen haben konnte. Weiterhin sollte durch Haaranalyse gepriift werden, ob eine chronische
Applikation von Disulfiram erfolgt ist.

Fall 2: Todesfall eines trocknen Alkoholikers nach Ruckfall unter Disulfiram-Behandlung

Der polizeilichen Ermittlungsakte war zu entnehmen, dass der 68jahrige Betroffene als hilf-
lose Person auf einer Parkbank aufgefunden worden sei. Neben ihm habe ein teils geleerte
Flasche Wodka gestanden. Er sei durch einen Gefangenentransportwagen der Gefangenen-
sammelstelle zugefiihrt worden, habe zunédchst noch laut geschnarcht und sei nicht mehr an-
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sprechbar gewesen. Der hinzu gerufene Notarzt habe nach erfolglosen Reanimationsversu-
chen den Tod festgestellt. Der Betroffen sei trockner Alkoholiker und depressiv gewesen. Er
sei mit den Medikamenten Antabus, Acetylsalicylsaure, Mirtazapin, Opipramol, Zolpidem,
Metodura und Valproinséure behandelt worden. Zwei Tage vor seinem Tode habe er wieder
angefangen zu trinken. Die systematische toxikologisch-chemische Untersuchung mittels
HPLC-DAD, GC-MS und Immunoassay habe 34,9 png/ml Valproinsaure, 0,09 pg/ml Opipra-
mol, 4,4 png/ml Salicylsdure und einen positiven Befund fir Mirtazapin ergeben. Die Alko-
holbestimmung mittels Headspace-GC und ADH ergab 4,2 %0 im Blut und 3,3 %o im Urin.
Die Konzentrationssumme der Fettsaureethylester im Haar als Marker fir chronischen Alko-
holmissbrauch habe mit 4,06 ng/mg exzessives Trinkverhalten bestétigt. Es war zu kléren, ob
der Todeseintritt bei der hohen Alkoholkonzentration durch die Einnahme von Antabus be-
gunstigt wurde.

Fall 3: Vermutete heimliche Beibringung von Disulfiram durch Ehefrau

Der 43j&hrige Mann gab in der toxikologisch-chemischen Abteilung des Instituts fir Rechts-
medizin der Charité eine Untersuchung privat in Auftrag, da er vermutete, dass seine nun von
ihm getrennt lebende Ehefrau ihm in der letzten Zeit mehrfach ohne sein Wissen das Alko-
holentwoéhnungsmittel Antabus verabreicht habe. Er habe nur in diesen Fallen, nachdem er in
ihrer Anwesenheit alkoholische Getranke zu sich genommen habe, R6tung und Anschwellen
des Gesichts sowie starke Ubelkeit verspiirt. Da das letzte dieser Ereignisse schon einige Wo-
chen zurick lag, wurde von der Entnahme bzw. Abgabe von Blut- und Urinproben abgesehen
und es wurden lediglich drei Haarproben asserviert. Der Proband wurde daruber informiert,
dass bislang eine Methode zum Nachweis von Disulfiram im Haar nicht bekannt sei, und dass
es daher ungewiss sei, ob ein solcher Nachweis methodisch moglich ist.

Fall 4: Compliancekontrolle eines Entzugspatienten

Die Haarprobe eines Probanden mit bekanntem zuruick liegenden Alkoholmissbrauch wurde
zur Uberpriifung der behaupteten Abstinenz segmentweise auf Fettsdureethylester (FSEE)
untersucht. Der Proband wurde zur Unterstiitzung des Alkoholentzugs mit Disulfiram behan-
delt. Daher sollte versucht werden, zusatzlich zu den FSEE auch diesen Wirkstoff in den
Haarsegmenten nachzuweisen.

5. Experimentelles
5.1 Referenzsubstanzen und Reagenzien

Disulfiram wurde von der Firma Philopharm GmbH (Quedlinburg, Deutschland) zur Verfi-
gung gestellt. Thiram (Bis-N,N-dimethyldithiocarbamoyl-disulfid), das Methylanaloge von
Disulfiram, wurde von der Firma Promochem (Wesel, Deutschland) bezogen. Natriumdi-
methyldithiocarbamat, Natriumdiethyldithiocarbamat und Schwefelkohlenstoff stammten von
der Firma Fluka (Buchs, Schweiz).

S-Methyl-N,N-dimethyldithiocarbamat und S-Methyl-N,N-diethyldithiocarbamat wie folgt
hergestellt:

1 g Natriumdimethyldithiocarbamat bzw. und 1 ml Methyliodid wurden in 5 ml Isooctan 18
Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wurde filtriert. Die nach dem Eindampfen des
Losungsmittels und Uberschiissigen Methyliodids zurtickbleibenden Kristalle wurden aus
Methanol umkristallisiert. In gleicher Weise wurde das Ethylanaloge aus Natriumdiethyl-
dithiocarbamat synthetisiert. Beide Produkte wurden durch Massenspektrometrie identifiziert.
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5.2 Hochleistungs-Flussigchromatographie mit Photodiodenarray-Detektor (HPLC-DAD)

Alle Untersuchungen wurden mit einer Shimadzu-HPLC-DAD-Anlage unter den zur syste-
matische toxikologischen Analyse unter Nutzung der Datenbank ,,UV Spectra of Toxic Com-
pounds® verwendeten experimentellen Bedingungen durchgefuhrt. Die Details wurden an
anderer Stelle ausfihrlich beschrieben [40-42].

5.2 Headspace Gaschromatographie-Massenspektrometrie (HS-GC-MS)

Die HS-GC-MS-Messungen wurden mit einem Gaschromatographen HP6890N plus mit einer
Kapillarsdule HP5-MS inert und einem massenselektiven Detektor HP2973 MSD Agilent
GmbH, Waldbronn, Deutschland) in Kombination mit einem Multi-Purpose-Sampler MPS2
(Gerstel GmbH, Mihlheim/Ruhr, Deutschland) durchgefuhrt. Die Instrumente wurden durch
die Software ChemStation, Version D.00.01, Agilent) gesteuert. Trégergas war Helium
(Iml/min). Folgendes Temperaturprogramm wurde angewendet: 2 min bei 70°C, dann auf
300°C mit 15°/min.

6. Versuche zum Nachweis von Disulfiram und seinen Metaboliten im Blut durch
HPLC-DAD

Disulfiram erwies sich in der mobilen Phase (Phosphat-Puffer pH 2,3 / Acetonitril 33 : 67 v/v)
als stabil, so dass ein charakteristisches UV-Spektrum der Reinsubstanz erhalten wurde (Abb.
3a). Desgleichen l&sst sich auch das als innerer Standard vorgesehene Thiram unzersetzt mes-
sen. Die HPLC-DAD-Daten beider Substanzen sind bereits in der Datenbank enthalten [42].
Fur die Analyse in Blutproben wurde als Probenvorbereitung die 1 : 1 Proteinfallung mit
Acetonitril gewéhlt. 1 ml einer frisch entnommenen Blutprobe wurde mit 1 pg der Substanz
versetzt. Nach einigen Minuten wurde 1 ml Acetonitril hinzugeflgt, 1 min gevortext, zentri-
fugiert, der Uberstand abgetrennt und 50 pl zur HPLC injiziert. Fiir beide Substanzen wurde
nur ein Peak bei gleicher Retentionszeit (RRT = 1,16) erhalten, der nach Bibliothekssuche in
der Datenbank als CS, identifiziert wurde (UV-Spektrum s. Abb. 3b). Offensichtlich werden
beide Substanzen in Ubereinstimmung mit der Literatur [15] in der isolierten Blutprobe sehr
schnell reduktiv gespalten und weiter zu CS; und Diethylamin oder Dimethylamin abgebaut.

Die Instabilitat der als Zwischenstufen auftretenden Dimethyldithiocarbamat- bzw. Diethyl-
dithiocarbamat-Anionen wurde durch die Untersuchung der Natriumsalze bestatigt. Die lie-
ferten bereits in der sauren mobilen Phase nur noch den CS,-Peak. HPLC-DAD-Versuche mit
einem neutralen Acetonitril-Wasser-Gemisch (50 : 50, v/v) fihrten zu keiner Verdnderung,
und auch die mit diesen Natriumsalzen versetzten Blutproben ergaben nach Proteinfallung nur
den CS,-Peak. Eine Erfassung des Primarmetaboliten Diethyldithiocarbamat von Disulfiram
ist somit auf diesem Wege nicht mdglich.

Hingegen erwiesen sich beide S-Methyl-Verbindungen sowohl in der mobilen Phase als auch
in den Blutproben als stabil. Das UV-Spektrum des Disulfiram-Metaboliten S-Methyl-N,N-
diethyl-dithiocarbamat ist in Abb. 3c dargestellt. Neben CS; ist daher dieser Metabolit fiir die
Prufung auf Disulfiram-Einnahme durch HPLC-DAD geeignet.
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Abb. 3. UV-Spektren von

(@) Disulfiram, D083b, RRT = 0,736,
Mob. Phase B

(b) Schwefelkohlenstoff, C310, RRT =
(©) 1,159, mob. Phase A

(c) S-Methyl-N,N-diethyldithiocarbamat,
RRT = 2,395, mob. Phase A

in Phosphatpuffer pH 2,3 / Acetonitril 37 : 63
(v/v, B) bzw. 63 : 37 (viv, A).
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7. Untersuchung von Disulfiram und Metaboliten im Blut mittels GC-MS

Disulfiram konnte nicht unzersetzt durch GC-MS gemessen werden. Aus diesem Grunde und
wegen der Instabilitat des Wirkstoffs im Blut wurden vor allem die Metabolite untersucht.

S-Methyl-N,N-diethyl-dithiocarbamat ist aus Blut mit Dichlormethan extrahierbar und liefert
nach Injektion in Ethylacetat eine stabiles Massenspektrum (Abb. 4). Fir die Bestimmung im
SIM Modus wurden folgende Massen ausgewahlt: S-Methyl-N,N-diethyldithiocarbamat: m/z
163, 116 und 88; S-Methyl-N,N-dimethyldithiocarbamat (innerer Standard) 135, 88, 73.

Der primare Methabolit Diethyldithiocarbamat und dessen Methylanaloges sind wegen ihres
ionischen Zustandes nur nach Derivatisierung mittels GC-MS messbar. Als geeignetes Deri-
vatisierungsreagenz bot sich Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) an, durch das im Injektor
die entsprechenden S-Methylderivate entstehen. Blutproben wurden wie folgt aufgearbeitet:
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Abb. 4. Massenspektrum von S-Methyl-N,N-diethyldithiocarbamat

0,5 ml Blut wurden mit 0,5 ml Acetonitril versetzt, 1 min gevortext, zentrifugiert, 0,5 ml des
Uberstandes abgetrennt und im Stickstoffstrom bis zur Trocken eingedampft. Dann wurden
10 pl einer Losung von Natriumdimethyldithiocarbamat (1 mg/ml in Methanol) als innerer
Standard und 50 ul TMSH (0,25 M in Methanol, Firma Macherey-Nagel GmbH, Diren,
Deutschland) hinzugefugt. Hiervon wurde 1 ul ins GC-MS injiziert. Zu beachten ist, dass das
Methylierungsprodukt mit dem methylierten Metaboliten identisch ist, beide Substanzen kén-
nen nach dieser Methode also nicht getrennt bestimmt werden.

Zur Untersuchung der Stabilitat des Diethyldithiocarbamat-Anions im Blut wurden 5 ml einer
frisch entnommenen Probe mit 25 pl einer 1 png/ml Losung des Na-Salzes in  Methanol ver-
setzt. Von dieser Probe wurden in Abstanden von 30 jeweis 0,5 ml entnommen und nach dem
oben beschrieben Verfahren aufgearbeitet. Das Peakflachenverhéltnis das Analyten zum inne-
ren Standard ist in Abb. 5 dargestellt. Es zeigt sich, das bereits sofort nach dem Ansetzen (0
min) nur etwa 30 % der hinzugefiigten Konzentration erfasst werden. Nach 150 min waren
nur noch ca. 12 % erfassbar.
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Abb. 5. Ausbeute der Bestimmung von N,N-Diethyldithiocarbamat aus gespikten
Blutproben in Abhé&ngigkeit von der Zeit nach der Dotierung
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8. Versuche zum Nachweis von Disulfiram oder dessen Metaboliten im Haar

Zum Nachweis von Disulfiram oder dessen Metaboliten im Haar kam wegen der erforderli-
chen hohen Empfindlichkeit von den zur Verfigung stehenden Methoden nur GC-MS im
SIM-Modus in Betracht. Weiterhin war wegen der Instabilitat die Bestimmung des Wirkstoffs
selbst und des N,N-Diethylditiocarbamats wenig erfolgversprechend. Daher wurde versucht,
CS; als Endprodukt des Abbaus dieser Substanzen zum Nachweis heranzuziehen. Falls Disul-
firam oder N,N-Diethyldithiocarbamat im Haar eingelagert worden sind, sollte bei hydrolyti-
schem Haaraufschluss CS; durch Headspace-GC-MS nachweisbar sein.

Die Untersuchungen erfolgten mit Hilfe des MultiPurpose-Samplers MPS2 im Headspace-
Modus unter Verwendung von 10 ml Headspace Vials. Kapillarsdule und Temperaturpro-
gramm wurden wie im Abschnitt 5 beschrieben beibehalten. Da CS; unter diesen Bedingun-
gen eine sehr kurze Retentionszeit hatte, wurde das Solvent-Delay auf 0 min gesetzt. CS;
wurde Uber die Molmasse und den zugehoérigen Isotopenpeak m/z = 76 und 78 verfolgt. Als
innerer Standard zur Kontrolle der Headspace-Bedingungen wurde das in der Luft vorhande-
nen Argon (m/z = 40) herangezogen. Die Inkubationstemperatur betrug 45 °C und das
Headspace-Injektionsvolumen 0,5 ml. Der Injektionsmodus war splitless.

CS; wird in basischer Losung in erheblichem MaRe zurlickgehalten. Daher war es notwendig,
die Losungen zur Headspace-Bestimmung anzusduern. Das gleiche trifft fir biologische Ma-
terialien zu, in denen CS, im Neutralen und Basischen in erheblichem Mal3e unter Dithiocar-
bamatbildung an freie Aminogruppen gebunden ist [43,44].

Zur Kalibration wurden Bedingungen &hnlich des Haarauschlusses gewéhlt. 1 pl CS, wurde
in 1 ml Ethylenglycol geltst. Davon wurden 5, 10, 20, 50, 100 und 150 pl zu 1 ml 1 M
NaOH aufgefillt und in das Headspace-GefaR gegeben. Das Gefal3 wurde verschlossen und
bei 80°C 30 min inkubiert. Dann wurde mittels einer Spritze 1 ml 1 M HCI durch das Septum
hinzugefugt und unter den oben genannten Bedingungen die Headspace-Messung vorgenom-
men. Wie aus Abb. 6 ersichtlich ist, wurde eine lineare Kalibrationskurve erhalten. Ohne Zu-
gabe von HCI ergaben sich viel kleinere Peakflachen bei fehlender Linearitat.
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Abb. 6 Kalibrationskurve zur Bestimmung von CS, durch Headspace-GC-MS

Um zu dberprifen, in welchem Malie CS;, aus Disulfiram und dessen Metaboliten durch
NaOH unter den Bedingungen der Haarhydrolyse freigesetzt wird, wurden 10 pg der jeweili-
gen Substanz nach 30 min Reaktion mit 1 ml 1 M NaOH oder 1 ml 1 M HCI mittels HS-GC-
MS untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. Es bestatigt sich, dass die Mes-
sungen unter sauren Bedingungen vorgenommen werden mussen.
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Tabelle 1. Mengen an CS,, die unter basischen und sauren Bedingungen aus Disufiram und
dessen Metaboliten freigesetzt und mit HS-GC-MS bestimmt wurden.

Substanz CS,, pa/ug CS,, pa/ug
aus 1 M NaOH aus 1 M HCI
Disulfiram 0,7 32,6
Natrium-N,N-diethyldithiocarbamat 2,0 176,9
S-Methyl-N,N-diethyldithiocarbamat 6,6 170,5

Fur die Untersuchung der Haarproben lieferte folgende Verfahrensweise die besten Ergeb-
nisse: 100 mg Haar wurden im 10 ml Headspace Gefal? mit 1 mL 1 M NaOH versetzt und das
verschlossene Gefal3 30 min bei 80 °C erhitzt. Nach dem Abkthlen wurde 1 ml 1 M HCI inji-
ziert und die HS-GC-MS-Messung wie beschrieben durchgefiihrt. Es wurden zun&chst 7
Haarproben mit verschiedener Farbe von Probanden ohne Disulfiram-Einnahme untersucht.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt. Es ergaben sich Uberraschenderweise fir alle
Proben gut messbhare CS,-Konzentrationen.
Tabelle 2. Konzentrationen an CS,, freigesetzt beim Aufschluss von Haarproben

mit 1 M NaOH und anschlieender Zugabe von HCI von Probanden ohne
Disulfiram-Einnahme.

Proband Haarfarbe CS, im Haar, pg/mg
1 schwarz 324
2 dunkelbraun 367
3 dunkelbraun 390
4 grau (braun + weiR) 307
5 grau (dunkelbraun + weiR) 300
6 mittelblond 331
7 weil3 364

Diese Konzentrationen liegen erheblich tUber den in Tabelle 1 angegebenen Werten fiir den
Zusatz von 10 pg Disulfiram oder seiner Metabolite. Daher flhrte auch die Untersuchung von
diesen Haarproben nach Zugabe von 10 pg zu keiner signifikant feststellbaren Erhéhung der
Messwerte. Auf 100 mg Haar bezogen entsprechen 10 ug einer Konzentration von 100
ng/mg, die in Praxis auch sicher nie im Haar erwartet werden konnten.

Als Quelle fiir das CS; ist vor allem das Cystin des Keratins anzusehen. Wéhrend fir die Frei-
setzung bei der alkalischen Hydrolyse von Haar in der Literatur keine Angaben gefunden
wurden, ist die Bildung bei der Pyrolyse von Haar bereits bekannt [45,46].

Die Bestimmung von CS, im Haar erwies sich somit nicht als ein geeigneter Weg, um die
Einnahme oder Beibringung von Disulfiram zu beweisen. Insgesamt musste daher der Ver-
such, die Haaranalyse fur diese Zwecke zu nutzen, mit den zur Verfiigung stehenden Metho-
den aufgegeben werden.

9. Ergebnisse der Falluntersuchungen

Fall 1:

In der Blutprobe der Betroffenen konnte weder Disulfiram noch dessen Metabolite identifi-
ziert werden. In Ubereinstimmung mit der Literatur [6-8] ist die Wirkstoffabgabe aus solchen
Implantaten im nekrotisierten Gewebe viel zu klein um eine messbare und letztlich auch
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wirksame Blutkonzentration zu ermdglichen. Fir die Todesursache war der Wirkstoff somit
nicht relevant, insbesondere auch insofern nicht, als dass keine Blutalkoholkonzentration zum
Zeitpunkt des Todeseintritts festgestellt wurde. Die CS,-Konzentration im Haar lag im Be-
reich der anderen Haarproben und war, wie oben gezeigt, fur eine Aussage hinsichtlich einer
chronischen Einnahme von Disulfiram nicht relevant.

Fall 2:

Bei der Untersuchung der Blutprobe mittels HPLC-DAD nach Extraktion mit Dichlormethan
wurde eindeutig Disulfiram im Blut nachgewiesen. Das Chromatogramm in der mobilen
Phase B (Phosphatpuffer pH 2,3 Acetonitril 33 : 67 v/v) ist in Abb. 7 dargestellt. Die
Bibliothekssuche fiir den Peak bei 8,823 min ergab Disulfiram mit einer Similarity zum
Bibliotheksspektrum von 0,9997 und genauer Ubereinstimmung der Retentionszeit mit der
Referenzsubstanz. Die semiquantitative Bestimmung nach der Methode der Standardaddition
lieferte eine Konzentration von 0,085 pg/ml.
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Abb. 3. HPLC-DAD-Chromatogramm (CH,Cl,-Extraktion, mobile Phase B) der Blutprobe im Fall 2 und Ergebnis
der Bibliothekssuche furr den Peak bei 8,823 min.

Nach Literaturangaben [47] wurde 5 h nach einer einmaligen Einnahme von 500 mg 0,38
ug/ml gemessen. Patienten mit einer taglichen Dosis von 200 mg wiesen 12 h nach der Ein-
nahme Blutkonzentrationen von 0,27-1,43 ng/ml auf. Somit befindet sich der gemessene Wert
eher im unteren Bereich der therapeutischen Konzentrationen. Andererseits bleibt wegen der
Instabilitat in Blutproben ungeklart, ob die festgestellte Konzentration mit der zum Zeitpunkt
des Todeseintritts vorgelegenen Ubereinstimmte. Bei Patienten in Disulfiramtherapie begin-
nen die toxischen Symptome bereits bei einer Blutalkoholkonzentration von 0,1 %o und sind
bei 0,5 %o voll ausgeprégt [46]. Bei 1,2-1,5 %o tritt in der Regel Bewusstlosigkeit ein.

Insgesamt ist im vorliegenden Fall die Blutalkoholkonzentration von 4,2 %o schon fir sich
ausreichend, den Tod des Betroffenen herbeizufiihren, das zusétzlich nachgewiesene Disulfi-
ram sollte aber zumindestens eine den Todeseintritt beglnstigende Wirkung gehabt haben.

Fall 3 und Fall 4

Aufgrund der Probleme beim Nachweis von Disulfiram im Haar konnte mit den zur Verfu-
gung stehenden Methoden kein Beitrag zur Klarung dieser beiden Félle geleistet werden.
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