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Abstract

Es wird die Kombination einer vollautomatischen tgzace-Gaschromatographie mit ei-
nem Methanizer und einem Flammenionisationsdetegtd) als neue Methode fiur die Bestim-
mung von Carboxyhamoglobin (COHb) in postmortalémtoben vorgestellt. Ein roboterartiger
Autosampler wird fiir das reproduzierbare Misched Thermostatisieren (30 min bei 50°C) wah-
rend der Freisetzung von Kohlenmonoxid (CO) aus G@ltgesetzt. AuBer dem Pipettieren der
Blutproben und der Freisetzungslésung (Saponirg(f}sn 1M Schwefelsdure) werden alle weite-
ren Schritte vollautomatisch durchgefuhrt. Nach Headspace-Injektion und der gaschromato-
graphischen Trennung wird das CO unter Wassersfafiz durch einen Nickelkatalysator zu
Methan reduziert. Dieses wird dann mit Hilfe de® Fletektiert. Die Berechnung der COHb-
Sattigung der Probe erfolgt durch Bildung des Qamdin zu einer 100% CO-gesattigten Blutpro-
be:

COHb [%] = Peakflache (Originalprobe) - 100 / P&adtfe (CO gesattigte Probe)

Die Methode ist prazise, die Variationskoeffizientiegen bei 1,2 -5,0 % (Intraday) und 3,4 - 11%

(Interday). Innerhalb von 2,5 - 100% COHb weist Bliethode eine hervorragende Linearitat von

0,998 auf. Die Anwendbarkeit der Methode wurde Hudie Untersuchung an postmortal entnom-

menen Blutproben gezeigt. Die erhaltenen Ergebnmaselen mit denen der photometrischen

Standard-Bestimmung verglichen. Die vorgestellteHdde erweist sich insbesondere als vorteil-

haft bei der Untersuchung von Blutproben aus faubniandertem Probenmaterial oder Proben, die
durch thermischen Stress verandert wurde.

1. Einleitung

Endogenes Kohlenmonoxid wird beim katabolen Abbau von Ham produ-
ziert. Dies fuhrt zu einer COHb Untergrundsattigung von 0,4 - 0,7% imden
Menschen. CO ist ein ubiquitdr vorkommendes Produkt einer unvollstéandigen
Verbrennung von kohlenstoffhaltigen Materialien und héaufig Ursache von akzi-
dentellen Vergiftungen bei unsachgemaflien Heizprozessen im Haughna#r F



werden die Abgase von Automobilen, die bis zu 10% Kohlenmonoxid enthalten,
haufig und effektiv in suizidaler Absicht eingesetzt [1].

Die Affinitdt von Kohlenmonoxid zu Hamoglobin ist im Vergleich zu
Sauerstoff 220 mal hoher. Daher verdrangt es den Sauerstoff ausidendmit
Oxyhamoglobin und verandert die allosterische Struktur von Hadmoglobin derartig,
dass die Affinitat der restlichen Bindungsstellen fir Sauerstefétarkt wird.
Daraus resultiert, dass zum einen die Transportkapazitat des Blut®auerstoff
zurtickgeht und zum anderen die Freisetzung von Sauerstoff am Zielgesvebe
hindert wird. Ingesamt fuhrt dieser Vorgang zu einer fortschreitemtigpoxie
bzw. Hypoazidose.

In der forensischen Toxikologie wird u.a. regelhaft das Blut von Verbren-
nungsopfern auf den COHb-Gehalt hin untersuch. Sattigungsgrade von tber 50%
gelten als Beweis dafir, dass die primare Todesursache eineniamexidver-
giftung ist. Sattigungsgrade zwischen 10 und 50% zeigen, dass Rausht@ieg
wurde und das Kohlenmonoxid einen Beitrag zur Todesursache leistete und das
Opfer beim Ausbruch des Brandes noch am Leben war.

In Fallen, in denen der Grad der Sattigung unter 10% liegt, wird davon
ausgegangen, dass das Opfer beim Ausbruch des Brandes bereitsottevkairz
nach dem Ausbruch verstorben ist. Diese Information kann sowohl in eiagm zi
oder versicherungsrechtlichen Verfahren als auch in kriminalishsEhmittlun-
gen eine bedeutende Rolle spielen [1].

Als Standardmethode fur die COHb Bestimmung hat sich eine spektral-
photometrische Bestimmung etabliert, die dazu entwickelt wurde, deanpuaz
len Gehalt an Hamoglobin zu ermitteln, das sich mit CO zu COHlurden hat
[2]. Ein grofRer Nachteil dieser Methode besteht darin, dass sidegbei degra-
dierten oder postmortal erhobenen Blutproben ungenau ist, da sich ofichenso
Proben spontan Methamoglobin oder auch Sulfhdmoglobin bildet. Blutproben,
die grol3er Hitze ausgesetzt wurden, kbnnen dabei deutliche Verandertfaben e
ren, vor allem kann eine Thermo-Koagulation auftreten, die sich in esiggmfi-
kanten Abfall der Gesamtkonzentration an loslichem Hamoglobin und Amnftret
von Methdmoglobin aul3ert. Die Sicherheit einer Bestimmung kann erheblich
beeintrachtigt werden [3,4].

Aus diesem Grund ist es vorteilhafter, Techniken zu benutzen, die das
Kohlenmonoxid aus dem Blut freisetzen. So ist es moglich, dass B8 sat
einer hochselektiven gaschromatographischen Methode zu bestimmen. in diese
Arbeit wurde fur die CO Freisetzung die Methode ®&mdin & Larsson5] an-
gewandt, bei der Schwefelsdure und Saponin (oberflachenaktiver Stofhe-der
reits in geringer Konzentration eine Hamolyse verursacht) estejeserden. Die-
se wurde zum ersten Mal vollautomatisch mit einem roboterarAgémsampler
durchgefuhrt. Die gaschromatographische Analyse erfolgte mittktkel-
Katalysator und FID.



2. Material und Methoden

ProbenvorbereitungDie Vorbereitung der Blutproben erfolgte angeleantein Ver-
fahren vonSundin & Larssorj5]. Zur Herstellung der Freisetzungs-L6sung wardes g Saponin
aus Quillaja-Rinde in 473 ml dest. Wasser und 2Bafiwefelsdure (95-97%) geldst. Zur Proben-
vorbereitung wurden 400 pl Blut in ein 20 mL Heaalsylas pipettiert und das Glas sofort mit
einem Silikon/Teflon-Septum und einer magnetiscBéndelkappe verschlossen. 2 Kanulen wur-
den durch das Septum gestochen und 5 min mit &itkgespdlt. 800 pl Freisetzungs-Losung
wurden mit einer Insulinspritze durch das Septunzigegeben.

Zur Berechnung der COHb-Sattigung wurde ein weitérmben-Aliquot von 400 pl in
ein 20 mL Headspaceglas gegeben. 2 Kanilen wundean das Septum gestochen und die Probe
30 min mit Kohlenmonoxid und danach 5 min mit Ssiclf gespult. 800 pl Freisetzungs-Lésung
wurden danach mit einer Insulinspritze durch dgst8e hinzugegeben. Die Berechnung erfolgte
nach der Methode voman Damé& Daeneng6] nach folgender Formel: COHb [%] = Peakflache
(Originalprobe) - 100 / Peakflache (CO gesattigthP).

GC/FID-Methode Fur die Analysen wurde ein Agilent 6890 Gaschrimgeaph ver-
wendet (Agilent, Waldbronn, Deutschland). Das Systear mit einem CTC-Combi-PAL-
Autosampler ausgestattet. Die Proben wurden jevigilsnmin im Agitator des Autosampler zur
vollstandigen CO-Freisetzung geschuttelt (450 rgd@nach wurden 400 pl mit einer Headspace-
Spritze (beheizt auf 50°C) splitless injiziert @kfortemperatur 210°C). Die chromatographische
Trennung erfolgte an einer 50 m langen PLOT FuskchSSaule mit einem Innendurchmesser
von 0,53 mm und einer Beschichtung mit Molekuldrsien 5A (Varian). Als Tragergas diente
Helium mit einem konstanten Volumenstrom von 12mim/ Das Temperaturprogramm sah fol-
gendermaf3en aus: 80°C fir 5 min, 20°C/min bis 30@tCQ5 min. Der Nickelkatalysator wurde
bei 375°C mit 5 ml/min Wasserstoffzuschlag betrieligie FID-Detektortemperatur betrug 320°C.

Spektralphotometrische Methodé&ur Validierung der GC-Methode wurden alle Proben
auch mittels einer spektralphotometrischen Stamdatdode auf ihren COHb-Gehalt untersucht.
Verwendet wurde die Zweiwellenlangenmethode furkBpéphotometer ohne isosbestische Wel-
lenldnge in Anlehnung aHufner, Heilmeyer Schwerdund Schwemmef2]. Vergleichend analy-
siert wurden 20 Proben von forensischen Falledgeimen aufgrund eines entsprechenden Verdach-
tes postmortal Blut fiir eine CO-Hb-Bestimmung agser worden waren. Diese Proben wurden
aktuell, d.h. nach einer Lagerung bei 4°C nochrapkktralphotometrisch untersucht, bevor eine
gaschromatographische Analyse erfolgte.

3. Ergebnisse und Diskussion

Die oben angegebenen CO-Freisetzungsbedingungen wurden durch Op-
timierung der Temperatur des Agitators, sowie der benétigteisefizangszeit
ermittelt. Die Freisetzungszeit wurde zwischen 5 und 80 min makieine signi-
fikanten Unterschiede der CO-Ausbeute oder ein Trend konnten ermuételien.
Offensichtlich wird das Kohlenmonoxid schon nach kurzer Einwirkungszeit der
Saponin-Schwefelséure vollstandig freigesetzt. Der Einflul} desefizangstem-
peratur wurde zwischen 40 und 70°C untersucht. Auch hier konnte kein signifi-
kanter Einflu3 auf die CO-Ausbeute ermittelt werden. In derSamdin & Lars-
sonvorgeschlagenen Probenvorbereitung wird keine Temperierung wahrend der
Freisetzung vorgeschlagen, womit eine langere Freisetzungéagitvar [5]. Um



eine sichere Freisetzung bei guter Reproduzierbarkeit zu geistdm|ewurde
eine Freisetzungszeit von 30 min bei einer Temperatur von 50°C gewahlt.

Typische Chromatogramme von authentischen postmortal gewonnenen
Blutproben sind in Abb. 1 und Abb. 2 dargestellt. Der CO-Peak ist deutlssh a
gepragt. Peaks von Verunreinigungen sind nicht zu erkennen. Der Peak von rei-
nem Methangas kann anhand der unterschiedlichen Retentionszeit deutlich von
dem methanisierten CO-Peak unterschieden werden. Wegdeoh N erzeugen
ein Signal im Detektor bei den gewdahlten chromatographischen Bedimgunge
Peakreinheit und Selektivitat sind damit sichergestellt.
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Abb. 1: Chromatogramm einer authentischen PostmeBkitprobe mit einem COHB-
Gehalt von 2,0%
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Abb. 2: Chromatogramm einer authentischen PostmeBhitprobe mit einem COHB-
Gehalt von 90,6%

Wegen der hohen Sensitivitdt des Nickel-Katalysators war ediamdg
auch niedrige Gehalte von CO mit guter Genauigkeit zu bestimmerVdiati-
onskoeffizienten liegen bei 1,2 - 5,0% (Intraday) und 3,4 - 11% (Interdagsso
die Methode als auRRerordentlich prazise gelten kann (Tabelle 1). Die Lindaritat
Methode wurde durch die Untersuchung von Blutverdiinnungen mit variierendem
COHb-Gehalt (2,5 - 100%) gezeigt. Dabei wurde eine hervorragendddfiome
von 0,998 festgestellt. Die Validierungsdaten beweisen die Empfindlict8ei
lektivitdt und Reproduzierbarkeit des Verfahrens.

Tab. 1: Validierungsergebnisse

lcomb-sattigung 0,504 10%)| 40%] 100%
||Intraday—Prazision [%]| 1,245] 50| 2,3
||Interday—Prazision [%]| 3.479]| 7,0 11,0

Die Anwendbarkeit der Methode wurde durch die Untersuchung an
postmortal entnommenen Blutproben belegt. Die erhaltenen Ergebnissenwurde
mit denen der photometrischen Standard-Bestimmung verglichen. Einglugrte
einstimmung der Ergebnisse mit einer Korrelation von R=0,917 wurdelterzi
(Abbildung 3).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sich die vorgeditiitode
insbesondere bei Blutproben aus bereits in Zersetzung befindlichermiPeadbe



rial oder Proben, deren Hamoglobinzusammensetzung durch thermische Einwir
kung verandert wurden, als vorteilhaft erweist.

1001 |R=0,917
1 IN=20 e
p<0,0001

80 1

60

40

20 1

COHb [%] photometrisch

Lineare Regression
O LT 95% Konfidenzinterval

T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

COHb [%] gaschromatograpisch

Abb. 3: Korrelation der gaschromatographischen spektralphotometrischen Ergeb-
nisse von 20 Postmortem-Blutproben
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