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lmmunohistochemical Identification of Drugs in Autopsy Material 

Summary. Drugs (barbiturates) could be qualitatively identified in formalin- 
fixed and in paraffin-embedded autopsy material, as well as in fresh-frozen 
unfixed tissue by using the PAP method. Sensitivity could be considerably 
increased by application of an additional antibody. The practical use of this 
kind of determination is the possibility of retrospective examination if more 
suitable material is not available. 
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Zusammenfassung. An formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem 
Autopsiematerial und an Kryostatschnitten wurden mittels PAP-Methode 
Arzneimittel (Barbiturate) qualitativ nachgewiesen. Die Sensitivitfit konnte 
durch einen zwischengeschalteten Antik6rper erheblich verstfirkt werden. 
Die praktische Bedeutung dieses Nachweises liegt in der M6glichkeit nach- 
trfiglicher Untersuchungen, wenn geeigneteres Material nicht zur Verftigung 
steht. 

Schliisselw6rter: Arzneimittelnachweis, in Autopsiematerial - Formalin- 
fixiertes Autopsiematerial, Arzneimittelnachweis 

Seit einigen Jahren werden Antik6rper auch bei der Bestimmung von zahlrei- 
chen Drogen und Pharmaka in K6rperflfissigkeiten, z.B. in Form des Enzym- 
immunoassay verwendet. Rubenstein, Schneider und Ullman publizierten 1972 
als erste einen homogenen Enzymimmunoassay zur Bestimmung yon Morphin 
im Ham. Zahlreiche andere homogene Assays ~ r  Betfiubungs-, Schlaf- und 
Beruhigungsmittel, Weckamine, kardioaktive Substanzen, Antibiotika, Anti- 
konvulsiva, Zytostatika, Antidepressiva und Antiasthmatika wurden seitdem 
entwickelt. 

Die von Sternberger et al. 1970 erstmals beschriebene Peroxydase-Antiper- 
oxydase-Technik wurde erfolgreich zum Nachweis von intrazellulfiren Immun- 
globulinen (Burns et al. 1974), von intrazellulfiren Antigenen in menschlichen 
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Leukozyten (Mason et al. 1975) und yon Immunglobulinen an Membranen und 
im Zytoplasma menschlicher Leukozyten (Mason et al. 1977) verwendet; 
aul3erdem gelangte sie mit verschiedenen Abwandlungen auch beim Nachweis 
von Viren (L6hler 1982) und yon Hepatitis-B-Antigenen (Huang 1975) zum 
Einsatz. Die auf3erordentlich hohe Sensitivitfit und Spezifitfit dieser Methode 
veranlaBte uns zu prfifen, ob Antik6rper gegen Arzneimittel, die routinemfiBig 
beim Emit-Test verwendet werden, auch bei der PAP-Technik zum Arznei- 
mittelnachweis in Geweben geeignet sind. 

Material und Methodik 

Es wurde formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes sowie tiefgefrorenes Nierenmaterial 
von Sektionsffillen mit toxikologisch gesicherter Barbituratvergiftung (Allo-, Amo-, Apro-, 
Brallo-, Buta-, Pheno- und Secobarbital meist kombiniert) verwendet. Das eingebettete 
Gewebe wurde zunfichst in Xylol entparaffiniert. Dann wurden in sfimtlichen Schnitten die 
unspezifischen (endogenen) Peroxydasen mit 0,3%iger HzOz-L6sung in Methanol (30 rain) 
blockiert. Nach 10-minfitiger Inkubation mit deaktiviertem Schweine-Normalserum (Verdfin- 
nung 1:5) erfolgte die Behandlung der Schnitte mit spezifischem Antiserum (Reagenz A- 
Emit-Dau/Barbiturat, Merck, Verdtinnung 1 : 50, 30 min). Als Sekundfir-AntikSrper wurde 
ein peroxydasemarkiertes Anti-Schaf-Serum vom Kaninchen verwendet (Dakopatts, Verdfin- 
nung 1:100, 30 rain); dann folgte die Inkubation mit Diamino-Benzidin-L6sung (pH 7,6, 
10 min). F/Jr die Gegenffirbung verwendeten wir saures Hfimalaun (5 min), die Schnitte wur- 
den in Eukitt eingedeckt. Zwischen den einzelnen Schritten lag jeweils ein Waschvorgang mit 
PBS-Puffer (pH 7,4). 

Zur Steigerung der Sensitivitfit wurde ein Teil der Schnitte zusfitzlich mit einem Anti- 
Kaninchen-Serum vonder Ziege als Tertiiir-Antik6rper (Behring, Verdfinnung 1 : 50, 30 min) 
und anschliel3ender Kopplung an PAP-Komplex (Dakopatts, 1 : 100, 20 rain) behandelt. 

Ergebnisse und Diskussion 

Die Abb. 1 und 2 zeigen im Vergleich zu der Negativkontrolle Abb. 3, dab 
Barbiturate in den Gewebsschnitten trotz Fixierung und Paraffineinbettung 
nachweisbar sind. Ahnliche Resultate ergeben sich auch bei Verwendung yon 
Kryostatschnitten. Wir haben beobachtet,  dal3 der im Vergleich zur tiblichen 
Methode zusfitzlich eingefOgte Inkubationsschritt mit Anti-Kaninchen-Immun- 
globulin und PAP vom Kaninchen die Empfindlichkeit der Methode erheblich 
verstfirkt. Damit gelingt der Nachweis von Butabarbital bei einer Serum- 
konzentration im oberen therapeutischen Bereich von 14mg/1 sowie bei toxi- 
schen bzw. letalen Serumkonzentrat ionen der anderen aufgeffihrten Bar- 
biturate (bei Phenobarbital: 88mg/1). Hinsichtlich der Spezifitfit dfirfte auf- 
grund der Anwendung gleicher Antik6rper ein Vergleich zum homogenen 
Enzymimmunoassay (Emit) yon Merck u .E .  m6glich sein, so dab bei positiver 
Reaktion ein wesentlicher Hinweis auf das Vorhandensein von Barbituraten 
gegeben ist. St6rm6glichkeiten liegen hierbei in erster Linie in Kreuzreaktionen 
der Antik6rper  mit Metaboliten anderer Arzneimittel oder gewebeeigenen 
Antigenen. Bekannt  sind falsch positive Reaktionen mit nicht strukturverwand- 
ten Verbindungen wie z.B. Metaqualon, Acetylsalicylsfiure oder Diazepam in 
h6heren Konzentrationen. Hierbei k6nnten auch Kreuzreaktionen mit sekun- 
dfiren und tertifiren Antik6rpern eine Rolle spielen. Um zuverlfissige Aussagen 
machen zu k6nnen, sind Kontrollen ohne Substrat bzw. Antik6rper unumgfing- 
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Abb. 1. Nierenrinde. Positiver Nachweis von Barbiturat im Interstitium 

Abb.2. Nierenmark. Positiver Nachweis von Barbiturat im Interstitium und Tubulusepithel 

lich. Unsere  Ergebnisse lassen den Schlul3 zu, daf3 ein qualitativer Nachweis 
eines Arzneimittels auch mittels PAP-Technik  sowohl in Frischgeweben, wie 
auch in Paraffin eingebetteten Geweben  mit den entsprechenden Einschr~in- 
kungen hinsichtlich der Spezifitfit m6glich ist, wenn ein geeignetes Antiserum 
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Abb.3. Nierenmark. Negativkontrolle/Barbiturat 

zur Verft igung steht. Diese M6glichkei t  des Nachweises von Arzneimit te ln  
kann  Bedeu tung  erlangen,  wenn ftir toxikologische Un te r suchungen  notwen-  
diges Material  nicht mehr  vo rhanden  ist, es sollte jedoch m6glichst  ftir die 
forensische Bewer tung  eine Bestfit igungsanalyse v o r g e n o m m e n  werden.  
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