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Vergleichende Morphinbestimmung an Gehirnteilen 
mitte|s kombinierter GC/MS 

Eine M6glichkeit zur Eingrenzung der Uberlebenszeit* 

W. Vycudilik 

Institut ftir gerichtliche Medizin der Universit~it Wien, 
Sensengasse 2, A-1090 Wien, 13sterreich 

Comparative Morphine Determination in Brain Segments by GC/MS 
A Means of Determining the Survival Time 

Summary. Comparison of the morphine concentrations in the medulla ob- 
longata and the cerebellum provides information on the interval between 
morphine administration and death. If this period is short, the ratio of 
CMea : Ccereb is below 1. The ratio is above 1 if a number of hours have passed 
at least. The balance of the morphine concentrations is achieved within a 
few hours. Results have been achieved by gas chromatography/mass spec- 
trometry analysis in about 100 autopsy cases. 

Key words: Morphine determination in brain segments, GC/MS - Time of 
survival after application of morphine alkaloids 

Zusammenfassung. Die vergleichende Morphinbestimmung in der Medulla 
oblongata und im Cerebellum erlaubt einen Hinweis auf die Zeitspanne zwi- 
sehen Morphinaufnahme und Todeszeitpunkt. Das Konzentrationsverh~ilt- 
nis CMed. :Ccereb. ist kleiner als 1, wenn diese Zeitdifferenz kurz ist; liegen 
zwischen Aufnahme und Tod zumindest viele Stunden, ist der Quotient gr6- 
get als 1. Eine Gleichverteilung der Morphinkonzentration entsteht im Ver- 
lauf yon wenigen Stunden. Die Ergebnisse basieren auf der Untersuchung 
von etwa 100 Obduktionsf~illen; die Morphinkonzentrationen wurden mit- 
tels GC/MS bestimmt. 

Schliisselwiirter: Morphinbestimmung in Gehirnteilen, GC/MS - Oberle- 
benszeit nach Zufuhr von Morphinalkaloiden 

* Auszugweise vorgetragen auf der 65. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft far Rechts- 
medizin in St. Gallen, 9.-13.9.1986 
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Einleitung 

Der qualitative und quantitative Nachweis von Morphin ffihrt zur Frage nach 
dem Zeitpunkt der Alkaloidzufuhr und deren toxikologischer Wirkung. Die 
kombinierte Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS) erweist sich 
wegen der hohen Nachweisempfindlichkeit und Spezifitgt ftir forensische Un- 
tersuchungen als besonders geeignet (Baselt 1978; Drost et al. 1984; Maurer et 
al. 1984; Paul et al. 1985). 

Wenn niedrige Morphinkonzentrationen oder konkurrierende Todesursa- 
chen vorliegen, ist die Interpretation der Analysenwerte besonders schwierig. 
Die vergleichende Morphinbestimmung in verschiedenen Kompartimenten und 
die Konzentrationsverhfiltnisse zwischen Morphin und seinen Metaboliten kOn- 
nen einen Hinweis auf die Verweildauer im Organismus geben. Von Meyer 
(1982) hat die Konzentrationsverh~iltnisse zwischen Lunge und Blut, 
bzw. Lunge und Leber bestimmt und auf die MOglichkeit verwiesen, den akuten 
Rauschgifttod vom Tod nach langer 121berlebenszeit zu unterscheiden. 1986 prfi- 
sentierten Spiehler und Brown am TIAFT-..Kongress in Gent Ergebnisse, die 
belegen, dab eine Korrelation zwischen der Uberlebenszeit und dem Verh~iltnis 
der Morphin- und Morphin-3-glucoronidkonzentration im Blut besteht. In Ob- 
duktionsf~illen, deren Vorgeschichte auf die m6gliche Morphineinnahme hin- 
weist, untersuchen wir seit 1981 nicht nut Blut, Ham, Gallenfltissigkeit und Le- 
bergewebe, sondern auf die leicht darstellbaren Gehirnteile Medulla oblongata 
und Cerebellum. 

Zu prtifen war, ob ein Zusammenhang zwischen dem Konzentrationsver- 
h~iltnis des Morphins in beiden Gehirnteilen und der Oberlebenszeit besteht. 
AuBerdem erschien uns wichtig, den Morphinspiegel in den verschiedenen Ge- 
hirnteilen mit den Konzentrationen in anderen Organen und K6rperflfissigkei- 
ten zu vergleichen. 

Material und Methoden 

Zu Beginn dieser Untersuchungen war die quantitative Bestimmung auch mittels EMITR-dau 
(E. Merck) durchgeftihrt worden; sowohl wegen der MOglichkeit nicht vorhersehbarer Kreuz- 
und St0rreaktionen, als auch der - i m  Vergleich zu massenspektrometrischen Werten - gro- 
Ben Differenzen der Resultate, war EMIT ftir diese Aufgabe nicht geeignet. Daher wurde 
ausschlieglich die kombinierte GC/MS angewendet. 

Im Zuge der quantitativen Bestimmung yon Morphin im biologischen Untersuchungsgut 
wurde auch ein ftir den Spurenbereich nicht unbetr~ichtlicher Morphingehalt in handels-tibli- 
chert pharmazeutischen Nalorphinzubereitungen festgestellt: 1 gg Nalorphin enthielt ca. 1 bis 
0,5 ng Morphin (1000-500 ppm). Zur Verbesserung des Signal-Rausch-VerhNtnisses ist daher 
eine Reinigung des Handelsprodukts unerl~iBlich. 

Um Komplikationen beim Vorliegen yon Nalorphin im Untersuchungsgut zu vermeiden, 
wurde 3-O-n-Pentylmorphin auf seine Tauglichkeit als innerer Standard ftir die quantitative 
Analyse mittels GC/MS geprtfft. Die Isofierung dieses Derivats erfolgt mit einfachen Hilfs- 
mitteln, wie Diinnschicht- oder S~iulenchromatographie, bis zur notwendigen Reinheit. 

Probenvorbereitung 
Ausgangsmaterial ~ r  die Analyse stellen Kleinhirn und Medulla oblongata dar. Die Medulla 
wird zur G~inze verarbeitet, vom Kleinhirn gelangt ein aliquoter Teil der Hemisphfiren zur 
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Untersuchung. Das Gewebe (ca. 10 g auf 100 ml Puffer) wird in Phosphatpuffer pH 7,4 mit ei- 
nem Ultraturrax homogenisiert, zentrifugiert (104 g) und die L6sung durch ein Sieb mit der 
Maschenweite 1ram yon den groben und aufschwimmenden Zellresten abgetrennt. Aus die- 
ser w~issrig kolloidalen L6sung werden nach Zugabe des internen Standards (10 ~tl einer L6- 
sung von 2,5 mg Pentylmorphin pro Milliliter Chloroform) die niedermolekularen organi- 
schen Substanzen durch Adsorption an gereinigtem 1) Amberlite XAD-4-Harz (ca. 5 g) iso- 
liert. 50 ml Ethylacetat Isopropanol (9:1v/v) eluieren die adsorbierten organischen Substan- 
zen yore garz.  

Das Eluat wird - zusammen mit 0,5 ml 10%iger wgssriger Weinsgure - i m  Rotavapor 
yore L6sungsmittel befreit, und der wfissrige Rtickstand sauer und basisch getrennt. Die basi- 
sche Fraktion (bzw. ein aliquoter Teil) wird mit 50 gl N-Methyl-N-(trimethylsilyl)-trifluorace- 
tamid (MSTFA) bei 80°C 20 min derivatisiert. Davon werden jeweils 0,8 gl ,,splitless" in die 
Kapillars~iule injiziert. 

Gaschromatographie/Massenspektrometrie 

Die gaschromatographische Trennung effolgt auf einer 25 m langen, mit Methylpolysiloxan 
(HP Ultraphase) belegten Quarzkapillare, deren innerer Druchmesser 0,31mm betr~igt. Sie 
ist tiber eine Quarzkapillare mit innerem Durchmesser von 0,1mm mit einem doppelfokusie- 
renden Massenspektrometer MAT 112 (70eV, positives EI-Spektrum) direkt gekoppelt. Die 
gaschromatographisch/massenspektrometrischen Daten werden von einem Integrator 3390A 
von Hewlett Packard bzw. von einem LABCOM.1 Computer (MSS-G.B.) ausgewertet. Das 
Molektilion von Morphin-bis-trimethylsilylether der Masse M/e 429 wird mit einer Genauig- 
keit der Massenbestimmung yon + 10 ppm bei einer Aufl6sung von 1500 detektiert. Die Ofen- 
temperatur des Gaschromatographen wird yon 200°C auf 280°C mit einer Aufheizrate von 
20°C/min. programmiert. Die Temperaturen von Einspritzteil und Transferleitung sind auf 
280°C eingestellt, Die Str6mungsgeschwindigkeit des Tr~gergases Helium betr~igt 1,5 ml/min. 
Zur quantitativen Auswertung werden die Peakfl~ichen yon Standards entsprechender Kon- 
zentration mit den Flfichen der zu untersuchenden Proben verglichen (Abb. 1). 
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Abb.  1. Eichkurve znr Bestimmung von Morphin mittels Einzelionenregistrierung der Masse 
m/e 429 (Q = Verh~iltnis der Peakflfiche von Morphin und 3-n-Pentylmorphin) 

1 Die Reinigung diese k~iuflichen Produkts umfasst die Extraktion am Soxhlet Extraktor mit 
Aceton, sowie die Enffernung dieses L6sungsmittels vom Harz dutch kontrollierte Destilla- 
tion aus einer wfissrigen Suspension 
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Synthese des 3-O-n-Pentylmorphin (7,8-Didehydro-4,5-epoxy-3-n-pentoxy-17- 
methylmorphinan-6-o# Vycudilik 1977; Dabre 1978) 

200 Mikromol Morphin (56rag) werden in einem Gemiseh aus 4ml N,N-Dimethylacetamid, 
lml Methanol und 80 gl einer 24%igen, methanolischen Tetramethylammoniumhydroxidl6- 
sung (w/v) gel6st. Nach Zugabe von 400 mg n-Pentyliodid wird das Reaktionsgemisch 10 rain 
lang am Vortexrtihrer gemischt, danach die Reaktion durch Eingiel3en in kaltes Wasser ge- 
stoppt und das Reaktionsprodukt mit 20 ml Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird 
mit wenig Natriumsulfat (wasserfrei) getrocknet, das L6sungsmittel am Rotavapor abdestil- 
liert und der Rtickstand auf einer Kieselgelsfiule (3 cm x 20 cm; Kieselge160, 0,2-0,5 ram) mit 
Chloroform/Ethanol 80:20 (v/v) gereinigt. Der Rf-Wert yon 3-O-n-Pentylmorphin betrggt 
0,42; der Wert yon Morphin, dem Ausgangsmaterial, 0,12. 

Ergebnisse 

Die gaschromatographische Trennung auf einer 25 m langen Quarzkapillare er- 
gibt bei 260°C folgende Retentionsindices (Tabelle 1): 

Das EI-Massenspektrum yon 3-O-n-Pentylmorphintrimethylsilylether 
(Abb. 2) zeigt intensive Bruchstticke der Massen 429 (M + 2), 399 (M - 28) und 
371 ( M -  56), die auch jeweils in den Spektren der Trimethylsilylether von 
Morphin, 6-Acetylmorphin und Codein dominieren (Tabelle 2). 

Me13ergebnisse yon den Gehirnteilen 

Seit 1981 sind nach diesem Verfahren an die hundert  Gehirne untersucht wor- 
den. 62 Beobachtungen sind hinsichtlich des zeitlichen Ablaufes hinreichend 
dokumentiert .  Eine Auswahl dieser anamnestisch gut belegten F~ille findet sich 
in den Tabellen 3-5.  Von den verbleibenden 40% des Untersuchungsgutes ist 
der Zei tpunkt  der Alkaloidzufuhr unbekannt.  

Die massenspektrometrisch gemessenen Konzentrat ionen von unkonjugier- 
tern Morphin in Medulla und Cerebellum liegen in der Mehrzahl der F~ille unter 
0 ,1ppm 2. lm selben Bereich finden sich die Morphinkonzentrat ionen im Blut 

Tabelle 1. Retention der TMSi-Derivate (SE-30, 
260°C) 

Von: Se- RR RI 
kunden 

Dihydrocodein 236 0,48 2438 
Codein 270 0,55 2505 
Oxyco don 299 0,60 2553 
Morphin 305 0,62 2563 
6-Acetylmorphin 334 0,67 2606 
Hydromorphon 345 0,70 2621 
Nalorphin 393 0,79 2679 
3-O-n-pentylmorphin 495 1,00 2781 

z Einzelwerte (gerundet) reichen bis in den rnittleren ppm-Bereich, ppm: part per million 
(z.B. lgg/g), ppb: 10-3ppm 
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A b b .  2. EI-Massenspektrum (70 eV) des 3-O-n-Pentyl-6-O-trimethylsilyl-morphins 

Tabelle 2, EI-Fragmente der TMSi-Derivate 

Von: Nominelle Masse 

429 399 371 285 235 

Dihydrocodein 
Codein 
Oxycodon + 

Morphin + 

6-Acetylmorphin 

Hydromorphon + 

Nalorphin 
3-O-n-pentylmorphin + 

+ 
+ + 
+ + 

+ + 
+ 

+ + 

+ + + 

Tabelle 3. Beispiele ft~r F~ille mit einem Quotienten 
CMed/Ccereb. < 1 

Fall Morphinkonzen- Quo- 12Iber- 
tration in ppb tient lebens- 

zeit (h) 
Me- Cere- Blut 
dulla bel- 

lum 

Ch 491/82 50 500 500 0,1 0,5 
Ch 1464/83 110 260 300 0,4 0,5 
Ch 26/86 10 15 14 0,7 0,5 
Ch 412/86 350 460 1700 0,7 < 1 
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Tabelle 4. Beispiele fiir F~ille mit einem Quotienten 
CMed./Ccereb. > 1 

Fall Morphinkonzen- Quo- ISlber- 
tration in ppb tient lebens- 

Me- Cere- Blut zeit (h) 
dulla bellum 

Ch 1349/81 20 10 10 2 > 48 
Ch 901/82 60 10 70 6 > 24 
Ch 1208/82 7 2 n.n. 3 > 6 
Ch 104/84 20 2 20 10 > 20 
W.I. 20 3 - 6 100 
H.H. 120 30 - 4 20 

n.n., nicht nachweisbar 

Tabelle 5. Beispiele fiar F~ille mit einem Quotienten 
CMed./Cc~reb. n~iherungsweise ~ 1 

Fall Morphinkonzen- Quo- 0-ber- 
tration in ppb tient lebens- 

Me- Cere- Blut zeit (h) 
dulla bellum 

Ch 227/84 60 40 7 1,5 1,5 
Ch 932/84 250 260 - 1 1,5 
Ch 1119/85 50 30 60 1,6 1-5 
P.J. 100 125 - 0,8 <2 
E.N. 440 430 - 1 1 

(Abb .  3). Erwartungsgemfil3 werden  die Konzen t ra t ionen  bei l~inger zurticklie- 
gender  Morph inapp l ika t ion  niedriger  und k6nnen  auch unter  die Erfassungs-  
grenze yon  l n g / g l  sinken. 

Die statistische Auswer tung  der  toxikologischen Befunde  wird nach Einbe-  
z iehung wei terer  B e o b a c h t u n g e n  Gegens tand  ktinftiger Arbe i t en  sein. 

D i s k u s s i o n  

Die absolu ten  Konzen t ra t ionswer te  in den un te rsuchten  Gehirnte i len - wie 
auch im Blut  - sind sehr variabel  und  im Hinbl ick auf  eine E ingrenzung  der 
l )ber lebensze i t  nicht  gent igend aussagekr~iftig. 

Nach  Quot ien tenb i ldung  der  Morph inkonzen t r a t i onen  in Medul la  und  
Kleinhirn lassen sich drei G r u p p e n  unterscheiden:  

CMed./Ccereb. < 1 
CMed/Ccereb. ~ 1 
CMed./Ccereb. > 1 
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Abb. 3. H~iufigkeitsverteilung der absoluten Morphinkonzentration in Medulla obl., Cere- 
bellum und Blut (100 ppb = 100 ng/g) 

Das Verh~iltnis CMed./Ccereb. liegt unter 1, wenn die Zeitspanne zwischen der 
Morphinaufnahme und dem Todeszeitpunkt kurz ist, d.h. entsprechend der 
Vorgeschichte bzw. den Zeugenaussagen weniger als eine Stunde betragen hat. 
Aus dem untersuchten Kollektiv ist etwa ein Viertel der F~ille dieser Gruppe 
mit perakutem Verlauf zuzuordnen. In Tabelle 3 sind vier F~ille zusammenge- 
fagt, deren Vorgeschichte durch Zeugenaussagen hinreichend dokumentiert 
ist. 
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Betr~gt die Zeitspanne zwischen Morphinhaufnahme und Todeseintritt zu- 
mindest viele Stunden, liegt alas Verh~iltnis tier Morphinkonzentrationen ~iber 1. 
Repr/~sentative und ausfiihrlich belegte F/alle sind in Tabelle 4 dargelegt. Bei ih- 
nen fehlt zumeist ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen Morphinauf- 
nahme und Tod. 

Einer Gleichverteilung der Morphinkonzentrationen in Medulla und Klein- 
him entspricht das Verh~iltnis um 1 und stellt sich im Verlauf von wenigen Stun- 
den ein. In Tabelle 5 sind einige F/ille zusammengestellt, deren Zeitverlauf 
dutch Zeugenaussagen oder Krankengeschichten zu belegen war. 

Die Ergebnisse lassen sich mit Hilfe pharmakologischer Rezeptormodelle 
interpretieren: Simon und Mitarbeiter stellten schon 1973 eine unterschiedliche 
Verteilungsdichte von Morphinrezeptoren in den beiden Gehirnteilen fest (Hil- 
ler et al. 1973). Spfiter wurden die regionale Verteilung im Gewebe und die un- 
terschiedlichen Eigenschaften der Rezeptoren untersucht (Simon 1984). Im Ce- 
rebellum ist die Zahl der spezifischen Morphinrezeptoren sehr niedrig, doch 
lassen sich dort auch andere Rezeptoren ~ihnlicher Art in grol3er Zahl nachwei- 
sen (Maurer et al. 1983). 

Spiehler et al. konnten 1978 mittels RIA keinen Zusammenhang zwischen 
den absoluten Morphinkonzentrationen in bestimmten Gehirnteilen und der 
lJberlebenszeit finden. Sie versuchten eine Korrelation mit interindividuellen 
Durchschnittswerten, ohne die Verteilung innerhalb des individuellen Gehirns 
zu berticksichtigen. Mullis et al. haben 1979 die zeitliche Konzentrations~inde- 
rung von Morphin im Rattengehirn nach subcutaner Injektion ermittelt und ei- 
nen biphasischen Verlauf festgestellt. Pare et al. (1984) vermuteten eine Ab- 
h~ingigkeit vonder  Morphinkonzentration im Gehirn und der Oberlebenszeit. 

Abbildung 4 zeigt eine einfache schematische Darstellung, die auf der An- 
nahme von mindestens zwei Rezeptoren unterschiedlicher Spezifit~it beruht: in 

(~Med. 

Ccereb. 

. . . . . . . . . . . . .  ~ o  

[ ]  I obl. 

~ Med. ~J ~ ® ® !Cereb 

~ Cereb. 

. J  -=b 

korz mittellang 
<~lh> (einige Stmlden> 

i 

lang Oberleloenszeit 
wiele Stundem 

Abb. 4. Schematische Morphinverteilung auf die Kompartimente Medulla obl. und Cere- 
bellum in Abh~ingigkeit yon der Uberlebenszeit. [] Stereospezifische Morphinrezeptoren, © 
unspezifischer Rezeptor, • Morphin (alkaloid) 
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Tabelle 6. Morphin- und 6-Acetylmorphinverteilung in 
Medulla und Cerebellum in F~illen yon Heroinzufuhr 

Fall Konzentra- Kommentar 
tionsverh~ilt- 
nisse 

QMo QAcMo 

Ch 587/85 1,4 1,0 Heroinapplikation 
einige Stunden 
l)berlebenszeit 

Ch 891/85 0,5 20 Morphinapplikation 
nach Heroininjektion 

Ch 946/85 0,6 0,6 Heroininjektion 
kurze Zeitspanne 

Ch 1119/85 1,6 1,7 Heroinapplikation 
einige Stunden 
l~lberlebenszeit 

Ch 26/86 0,7 1,5 Morphinapplikation 
nach Heroininjektion 

QMo: Verh~iltnis der Morphinkonzentration in Me- 
dulla und Cerebellum 

QAcMo: Verh~iltnis der 6-Acetylmorphinkonzentration 
in Medulla und Cerebellum 

der Medulla sind stereospezifisch bindende Morphinrezeptoren in relativ hoher 
Verteilungsdichte nachgewiesen; das Kleinhirn enth~tlt eine groge Zahl anderer 
Rezeptoren, die Morphinalkaloide unspezifisch binden. Im Stadium der Anflu- 
tung und kurz danach ist die Konzentration im Cerebellum h6her als in der Me- 
dulla. Nach dem Ausgleich der Konzentration in einem welter gespannten Zeit- 
rahmen entsteht neuerlich eine ungleiche Verteilung: die Morphinkonzentra- 
tion ist dann in der Medulla gr613er als im Kleinhirn. Eine zeitabh~ingige, un- 
gleiche Konzentrationsverteilung ist auch bei 6-Acetylmorphin, einem Metabo- 
liten yon Heroin, zu beobachten. Bei unterschiedlichen Verh~iltnissen lN3t sich 
so eine zu verschiedenen Zeiten erfolgte Morphin- und Heroinapplikation un- 
terscheiden (Tabelle 6). 

Dartiber hinaus erm6glicht die chemische Untersuchung der Medulla auch 
dann noch den Nachweis einer Morphinaufnahme, wenn die Konzentration im 
Blut bereits unter die Nachweisgrenze abgesunken ist. Der Morphin-Rezeptor- 
Komplex im Gehirn stellt ein Kompartiment h6herer Konzentration dar. 

Zur toxikologischen Interpretation sollten unseres Erachtens nicht nur die 
Absolutwerte, sondern auch das VerhNtnis der Konzentrationen in den beiden 
Gehirnteilen herangezogen werden. Auf  diese Weise ist die individuell unter- 
schiedliche Rezeptordichte berticksichtigt. 
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