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W niniejszej pracy przedstawiono przypadek śmierci 17-letniej dziewczyny M.F. 
Bezpośrednią przyczyną zgonu było gwałtowne uduszenie przez zagardlenie. Badania 
toksykologiczne pozwoliły na szersze wyjaśnienie sprawy, sugerując, że M.F. w chwili 
śmierci znajdowała się pod wpływem skojarzonego działania toksycznych stężeń 
difenhydraminy i alkoholu, co nie mogło pozostać bez związku z tragicznym przebiegiem 
wydarzeń towarzyszących zejściu śmiertelnemu. W pracy, oprócz kompleksowej 
interpretacji wyników badań toksykologicznych w aspekcie medyczno-sądowym 
przedstawiono obszerną dokumentację metodyczną, dowodząc przydatności metod 
chromatograficznych sprzężonych z spektrometrem mas (LC/MS, GC/MS) w identyfikacji 
wykazanych ksenobiotyków. 

This work presented the death of the 17-year old women M.F. The direct cause of death 
was violent strangulation. Toxicological investigation made possible a wider explanation 
of the case, sińce M.F. was under influence of associative action of diphenhydramine 
and ethanol which could not avoid having an influence on the tragic events accompany-
ing the death. Besides a comprehensive interpretation of the toxicological results in 
medico - legał aspect large methodic documentation has been presented which proves 
the usefulness of chromatographic methods coupled with spectrometry for identification 
of xenobiotics found. 
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WSTĘP 

Zatrucia lekami , jak in formują wspó łczesne statystyki s tanowią poważny 
problem w toksykologi i kl inicznej i sądowej (7). Jakkolwiek istnieją istotne różnice 
w podejściu do zatruć lekami kl inicystów i toksykologów sądowych , to na pewno 
oba kierunki są zbieżne co do oczek iwań anal i tycznych - oznaczeń leków 
w mater ia le b io logicznym zatrutych. Od wspó łczesnego anal i tyka w y m a g a się nie 
tylko identyf ikacj i prekursora, ale także możl iwych metabol i tów a nawet 
marke rów zatrucia (6, 7). Merytoryczny poz iom orzecznictwa sądowo- lekarsk iego 
zaś uzależniony jes t przede wszystk im od dostępu do nowoczesnej analityki 
inst rumenta lnej (9), w tym sensie gwarantu ją go metody chromatogra f iczne 
z de tekc ją m a s o w ą takie j ak LC/MS i GC/MS. 

Ce lem niniejszej pracy jest przedstawienie interpretacj i wyn ików badań 
toksykologicznych na tle przydatności LC/MS i GC /MS do identyfikacji leków i ich 
metabol i tów na przykładzie z łożonego preparatu antyh is taminowego, antychol i -
nerg icznego i antyalerg icznego Rodavan®, zawiera jącego d i fenhydraminę, 8-
chloroteof i l inę oraz kofeinę (16). I lustrację podjętego zagadnien ia stanowi 
przypadek zejścia śmier te lnego przez zagadlenie 17-letnej kobiety, będącej 
w chwil i śmierc i pod wp ł ywem tegoż preparatu i a lkoholu. 

OPIS PRZYPADKU 

W dniu 3.12.2001 r na polu w pobliżu mie jscowości R. znalez iono zwłoki 17 
letniej M.F. Zwłok i znajdowały się w bruździe pola ornego, w pobl iżu drogi polnej, 
ułożone na p lecach, częśc iowo przysypane ziemią. Denatka ubrana była 
w koszulkę z d ługimi rękawami i stanik, a od pasa w dół ciało było obnażone. 

Z zeznań św iadków i podejrzanych wynika, że M.F. w dniu poprzedza jącym 
zdarzenie około godz. 2 3 0 przyjechała do domu zna jomej . Wk ró t ce po tym 
między właśc ic ie lką mieszkania a M.F. doszło do sprzeczki . Oko ło godz. 4 M.F. 
zemdla ła , ale ocuci ła ją właścic ie lka mieszkania. Oko ło godz. 6 właścic ie lka 
mieszkan ia położyła się spać, podczas gdy M.F. miała spać w drug im pokoju. 
Kiedy właścic ie lka mieszkania obudzi ła się około godz. 1 0 - 1 1 zauważyła 
n ieobecność M.F. w mieszkaniu . Poszukiwania jej nie przyniosły rezultatu, 
następnego dnia jednakże ciało M.F. znalezione zostało na polu. 

Oględziny i sekcja zwłok wykazały: bruzdę na szyi, podbiegnięc ie k rwawe 
mięśni szyi, d robne wylewy krwawe języka, wybroczyny podspo jówkowe 
i podop łucnowe, l iczne wybroczyny krwawe w skórze twarzy. Ponadto stwierdzo­
no l iczne otarcia naskórka ca łego ciała nie wykazu jące cech zażyc iowości . 

Badanie histologiczne pobranych w czasie sekcj i zwłok wyc inków wykaza ło 
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drobne ogniska świeżych wy lewów krwawych w powierzchownej warstwie błony 
mięśn iowej oraz w obrębie migdałka językowego. 

Na podstawie przeprowadzonych badań, po zapoznaniu się z ak tami sprawy 
przyjęto, że przyczyną zgonu denatk i stało się uduszenie gwał towne przez 
zagardlenie wsku tek ucisku pętli na narządy jej szyi. Pozostałe obrażenia ciała 
denatk i , w postaci l icznych otarć naskórka powstały w wyniku urazów zadanych 
narzędz iem tępym lub tępokrawędz is tym, nie wykazywały one cech zażyc iowego 
powstania, część z nich miała charakter obrażeń powstałych w wyn iku pośmier t ­
nego przemieszczania zwłok. 

W czas ie sekcj i zwłok pobrano płyny ustrojowe i tkanki do badania toksykolo­
g icznego ce lem oznaczen ia a lkoholu oraz leków i narkotyków. 

MATERIAŁ I METODY 

Materiał 
a) Mater ia ł badany: płyny ustro jowe (krew tętnicza i żylna, płyn z gałki oka) 

i tkanki (wątroba i nerka), pobrane w czasie sekcj i zwłok zmar łe j M.F., prze­
prowadzonej w Zakładzie Medycyny Sądowej w Opolu. 

b) Mater iał badany - dowód rzeczowy: tabletka leku Rodavan®, zabezpieczonej 
przez Policję, a dos łaną w terminie późnie jszym, już po wykonan iu badań 
toksyko log icznych ce lem identyf ikacj i . 

c) Mater iał wzorcowy: wzorce chemiczne leków (d i fenhydramina, ch lor fenoky-
samina , ch loro fenamina) oraz wzorce biologiczne „ś lepe" tj. krew, mocz oraz 
homogenaty wątroby i nerki wzbogacone s tandardem d i fenhydraminy 
i ch lo ro fenaminy jako s tandardem wewnęt rznym, ce lem wykonan ia krzywych 
kal ibracyjnych do oznaczeń i lościowych. 

Ekstrakcja 
Próbki po 2g krwi tętniczej i żylnej, 1g płynu z gałki oka oraz po 1g homogenatów 

wątroby i nerki zmieszano z buforem 3 g TRIS (hydroxymetyloaminometan) pH 9.0, 
pozostawiono na łaźni ultradźwiękowej przez 15 minut. Próbki zmieszano następnie 
z 2 ml acetonitrylu celem przeprowadzenia odbiałczania, a następnie supernatant 
oddzielono, zmieszano z 10 ml octanu etylu, a fazy rozdzielono na separatorze typu 
Wha tman 1PS. Fazę organiczną odparowano w 40 °C w strumieniu azotu, suchą 
pozostałość rozpuszczono ponownie w 1000 ul fazy ciekłej. Objętość 10 ul ekstraktu 
nanoszono na kolumnę chromatograficzną celem identyfikacji składników. 

Analiza ilościowa i walidacja 
Anal izę i lościową d i fenhydraminy w badanych ekst raktach bio logicznych 

wykonano w oparc iu o krzywe kal ibracyjne tych związków, obc iążone mat rycą 
b io log iczną zgodn ie ze s tandardami s tosowanymi w procedurze eksper tyzy 
chemiczno- toksyko log iczne j (5). Stężenie nord i fenhydraminy oszacowano 
wzg lędem wzorców biologicznych di fenhydraminy. 
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Metody analityczne 
A. Chromatograf cieczowy 

Aparat Finnigan M A T (San Jose, USA) wyposażony w pompę grad ien tową 
Model T S P P 4000, w autosampler Model T S P AS 3000 (objętość nastrzyku 10 
ul). Rozdział chromatograf iczny przeprowadzano na ko lumnie L iChroCARD 
z wype łn ien iem Purospher RP d 8 , 1 2 5 - 3 mm I.D., 5 jjm rozmiar z iaren (Merck) . 
Faza ciekła: [A] - 0 , 1 % wodny roztwór kwasu mrówkowego i [B] 9 5 % acetonitrylu 
+ 5% fazy [A], Przepływ fazy 0.4 ml /min. p rogramowany następująco: 9 5 % [A] 
i 5% [B] przez 2 min. , male jąco do 3 0 % [A] i wzrasta jąco do 7 0 % [B] do 30 min. , 
a następnie po 2 min. sk ład faz zmienia ł się l iniowo by w 40 min. os iągnąć stan 
wyjściowy. 

Detekcja 
LCQ Spek t romet r masowy, pułapka j onowa (Finnigan MAT, San Jose , USA) 

wyposażony w źródło chemicznej jonizacj i pod c iśn ien iem a tmosferycznym 
(APCI) . Warunk i pracy A P C I : gaz jonizujący (azot) 60 p.s.i . i gaz pomocn iczy 
(hel) 10 p.s.i. temperatura źródła jonów 425 °C, podgrzewana kapi lara do 
temperatury 150°C, prąd korony 5 pA. W i d m a masowe anal izowanych 
ksenob io tyków mieści ły się w zakres ie skanowania pomiędzy 5 0 - 6 5 0 m/z w opcji 
jonizacj i dodatnie j , przy napięciu kapilary 4.0 V. 

B. Chromatograf gazowy 
Chromatogra f gazowy T R A C Ę Finnigan (San Jose, USA) . Zas tosowano 

ko lumnę kapilarną, RTX - 5 o długości 30 m, średnicy wewnętrzne j 0,25 m m . 
Rozdział odbywał się w zap rog ramowanym gradiencie temperatury: 0 -1 min -
80°C, 1-20 min At= 10°C/min, 2 2 - 2 5 min - 300°C. Przepływ helu przez ko lumnę 
wynosi ł 1 ml /min. Na ko lumnę nanoszono 1 pl roztworu metano lowego tabletki 
Rodavan®. 

Detekcja 
Spekt romet r mas Polaris Q Finnigan (San Jose, USA) z anal izatorem 

w postaci pułapki j onowe j . S tosowano jonizację e lektronową. Akwizyc ję danych 
prowadzono w opcj i moni torowania całkowi tego prądu j onowego w zakres ie 
war tośc i m/z 5 0 - 6 5 0 . 

WYNIKI I DYSKUSJA 

Przedmio tem badań niniejszej pracy jest przypadek zejścia śmier te lnego 
młodej kobiety, k tórego bezpośrednią przyczyną śmierc i były obrażenia ciała. 

Badanie chemiczne na zawartość alkoholu wykazało stężenie we krwi 2,6%o, 
a w moczu 3,2%o. W przeprowadzonej analizie wykazano di fenhydraminę i jej 
główny metabolit nordifenhydraminę. Wykazano ponadto obecność kofeiny i śladów 
8—chloroteofiliny. Wyniki analizy toksykologicznej przedstawiono w Tabeli I. 

Tabe la I. Wyn ik i badań toksykologicznych w badanym przypadku. 
Tab le I. Toxico logica l f indings in the examined case. 

Materiał 
Materiał 

Krew tętnicza 
Arterial Blood 

Krew żylna 
Vein blood 

Ciałko szkliste 
Vitreous humor 

Wątroba 
Liver 

Nerka 
Kidney 

Ksenobiotyk 
Xenobiotic 

(mg/1) 

Difenhydramina 
Diphenhydramine 

4,75 0,80 0,26 37,24 2,53 

Nordifenhydramina 
Nordiphenhydramine 0,72 0,14 0,08 3,79 0,32 

Kofeina 
Caffeine + + + + + 
8-chloroteofilina 
8-chlorotheophylline + + + + + 

Ryc. 1. Ch roma tog ram masowy całkowi tego prądu j onowego ekstraktu z krwi 
tętniczej denatk i Rt: 14,33, m/z 275 - ch loro fenamina, s tandard we ­
wnętrzny, Rt: 17,65, m/z - 242 nord i fenhydramina, Rt: 1 8 , 0 1 , m/z 256 -
d i fenhydramina) . 

Fig. 1. Mass ch romatog ram of total ion current f rom extract of arterial b lood of 
the v ict im Rt: 14,33, m/z 275 - ch lo rphenamine, internal s tandard , Rt: 
17,65, m/z - 242 nord iphenhydramine, Rt: 1 8 , 0 1 , m/z 256 -
d iphenhydramine. 

Na rycinach 1, 2 i 3 przedstawiono dokumentację analityczną w postaci chromato-
gramu krwi tętniczej denatki oraz widma masowe difenhydraminy i nordifenhydraminy 
otrzymane metodą LC/MS. Na chromatogramach wykazano ponadto obecność kofeiny 
a także nikłych pików wskazujących na obecność &W:hloroteofiliny. 
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Z uwagi na to, że d i fenhydramina oraz 8 - chloroteofi l ina wchodz i w skład 
mieszanin lekowych przeciw chorobie lokomocyjnej , wyniki anal izy toksykolo­
gicznej przemawia ły za tym, że M.F. mogła zażyć któryś z preparatów zawierają­
cych powyższe leki np. Av iomar in lub Benzhydraminum hydrochlor icum (Pliva, 
PL), dos tępne na polsk im rynku (14). 

W terminie późniejszym jednakże Prokuratura dosłała znalezione w miejscu 
zdarzenia tabletki celem identyfikacji. Przeprowadzona analiza metodami LC/MS 
i GC/MS wykazała, że w skład owej tabletki wchodziła chlorfenokysamina, 8-
chloroteofilina i kofeina. Składniki te tworzą preparat o działaniu antyhistaminowym, 
antycholinergicznym Rodavan® prod. firmy BOSNALIJEK dd Sarajewo (16). 

Na poniższej rycinie 4 a, b, c przedstawiono ch romatogram oraz w idma 
masowe uzyskane me todą LC/MS oraz na rycinie 5 - me todą G C / M S , będących 
wyn ik iem anal izy identyf ikacyjnej tabletki . 

Ryc. 2. Ch romatog ram i w idmo masowe di fenhydraminy w ekstrakc ie z krwi 
tętniczej denatk i . 

F ig. 2. Ch romatog ram and mass spect rum of d iphenhydramine in the extract 
of arterial b lood of the v ict im. 
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Ryc. 3. Ch roma tog ram i w idmo masowe nord i fenhydraminy w ekstrakc ie z krwi 
tętniczej denatk i . 

Fig. 3. Ch roma tog ram and mass spect rum of nord iphenhydramine in the extract 
of arterial b lood of the v ict im. 

M. Kłys i inni 
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Ryc. 4. Ch romatog ramy i w idma masowe sk ładników metano lowego roztworu 
Rodavan® A) ch lor fenoksyamina, B) kofeina, C) 8- chloroteof i l ina 
uzyskane me todą H P L C / M S - A P C I . 

Fig. 4. Ch roma tog rams and mass spectra of the componen ts of Rodavan® A) 
ch lo rphenoxamine B) caffeine C) 8- chlortheophyl l ine obta ined by 
H P L C / M S - A P C I . 
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Ryc. 5. Ch roma tog ram i w idma masowe chor fenoksyaminy i kofeiny uzyskane 
z metano lowego roztworu Rodavan® uzyskane me todą G C / M S - I T D . 

Fig. 5. Ch romatog ram and mass spectra of ch lo rphenoxamine and caffeine 
obta ined in methanol ic solut ion of Rodavan® by G C / M S - I T D . 

Jak prezentuje powyższa dokumentac ja , analiza wykonana metoda LC/MS 
wskazywała wprawdz ie na mieszaninę t ró jsk ładnikową tabletki Rodavan®, ale 
z uwagi na brak danych w polskich źródłach oraz brak biblioteki danych LC/MS 
nie udało się z identyf ikować g łównego składnika mieszaniny. Włączen ie drugiej 
metody G C / M S zawierającej obszerną bibl iotekę danych w idm masowych (NIST) 
pozwol i ło wyjaśnić obecność g łównego sk ładnika tj. ch lor fenoksyaminy. Obraz 
chromatograf iczny uzyskany tą me todą z kolei wskazywał na mieszaninę 
dwusk ładn ikową - ch lor fenokysamina z kofe iną (brak 8-chloroteofi l iny). 
W końcowym efekcie, obie zas tosowane metody pozwoli ły na poprawna^ 
identyf ikację badanej tabletki . 

Zebrane informacje (2) pozwala ją na ustalenie p rawdopodobnego przebiegu 
sz laków metabol icznych ch lor fenoksyaminy w tkankach, w wyniku czego 
dochodz i najp ierw do wytworzenia czynnej struktury d i fenhydraminy, która ulega 
dalszym przemianom metabol icznym według p roponowanego schematu 
przedstawionego na poniższej rycinie 6. 
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Ryc. 6. Przemiany metabol iczne ch lor fenoksyaminy. 
Fig. 6. Metabol ic pathways of ch lorphenoxamine. 
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Jak i lustruje powyższy schemat , d i fenhydramina ulega w organizmie inten­
sywnemu metabo l i zmowi , najpierw do nordi fenhydraminy, następnie do 
d inord i fenhydraminy i w końcu do kwasu d i feny lometoksyetanowego. Ostatnie 
produkty w łańcuchu biotransformacj i są wyn ik iem, desaminac j i i w końcowym 
ogniwie p rawdopodobn ie tworzą koniugaty z g l icyną i g lutaminą. Nie poznano 
natomiast i lościowych proporcj i z identyf ikowanych metabol i tów (4). 

P o m i m o tego, że d i fenhydramina jest lekiem o s tosunkowo niskiej toksyczno­
ści, to zatrucia op isywane są w piśmiennictwie (10). Zakres stężeń spotykany 
w ostrych zat ruc iach śmier te lnych zazwyczaj przekracza we krwi żylnej sekcyjnej 
10 mg/L, podczas gdy zakres stężeń terapeutycznych wyznaczono w przedziale 
0 .025-0 .11 mg/L, toksycznych zaś pomiędzy l iczbami 0 .2 -2 mg/l (14, 15). 
W badanym przypadku oznaczone stężenie 0.8 mg/L we krwi żylnej M.F. 
wskazu je na poz iom toksyczny leku. 

Z informacj i zawar tych w piśmiennictwie (14) wynika, iż w badanym przypad­
ku trzeba także brać pod uwagę możl iwość wystąpienia interakcji toksycznej 
pomiędzy d i fenhydramina a a lkoholem. Złe samopoczuc ie M.F. zano towane 
wed ług zeznań św iadków w mater iale ak towym, wynika jące ze synergis tycznego 
efektu toksycznego tych ksenobiotyków mogło mieć k luczowe znaczenie dla 
przebiegu wydarzeń , w wyniku których, w dotąd niewyjaśnionych okol icznośc iach 
doszło do śmierc i M.F. przez gwał towne uduszenie (zagardlenia przy użyciu 
pętli). 

D i fendydramina, j ak wskazu ją różne doniesienia ( 1 , 2, 5) ulega pośmier tnej 
redystrybucj i . Indeks redystrybucj i k rew tętnicza / krew żylna waha się w dość 
szerok ich gran icach: pomiędzy 0 .4 -6 .0 (1), a nawet 0 .8 -21 (5). W rozważanym 
przypadku poz iom di fenhydraminy we krwi tętniczej oznaczono 4.75mg/L, 
wyznacza jąc tym s a m y m wartość indeksu redystrybucji 5.9, co koreluje 
z wyn ikami zamieszczonymi w cytowanych donies ieniach. 

Rodavan® nie jest lekiem dostępnym na polsk im rynku, stąd też w p ierwszym 
etapie niesłusznie przyjęto hipotezę, że przyczyną zatrucia denatk i mógł być 
najbardziej popularny w Polsce preparat, zawierający pierwotnie d i fendydraminę 
jako prekursor (Aviomar in) , a nie jak później się okazało, jako strukturę 
przetworzoną w wyniku procesów metabol icznych. 

Stosowanie preparatów takich jak Av iomar in czy Benzhydraminum hydrochlo-
r icum (Pliva, PL) zawiera jących d i fenhydraminę w chorobie lokomocyjnej jest 
bardzo popularne. Leki te są także zażywane w innych rozmaitych dolegl iwo­
śc iach, w tym alergicznych. Aviomar in bywa ponadto s tosowany w celach nie 
medycznych do odurzania się (2). W latach poprzednich, w ciągu ostatniej 
dekady, w Zakładzie Medycyny Sądowej w Krakowie notowano 5 przypadków 
zgonów wskutek przedawkowan ia preparatu Av iomar in , jako efektu s tosowania 
tego leku w ce lach n iemedycznych (15). 

D i fenhydramina jest lek iem pierwszej generacj i o w łaśc iwośc iach antyhista-
minowych powodu jących jednakże antychol inergiczny i uspokaja jący efekt i j ako 
lek s tosowany w chorobie lokomocyjnej często uniemożl iwia prowadzenie 
s a m o c h o d u , wsku tek występowania z łego samopoczuc ia , obniża jącego nastrój . 
Z tego też wzg lędu na jnowsze prace (8) in formują o wprowadzen iu leku nowej 
generacj i levocetyryzyny, który jest wolny od tych właśc iwośc i . 
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Di fenhydramina w połączeniu z 8-ch loroteof i l iną są g łównymi sk ładnikami 
preparatów s tosowanych w łagodzeniu choroby lokomocyjnej . Dodanie do 
preparatu kofeiny, jak w preparacie Rodavan® podnosi efekt stymulujący 
ośrodkowy układ nerwowy (3). 

Nie ustalono do końca czy M.K. zażywała preparat Rodavan® w celach 
terapeutycznych czy też zażyła go pod p rzymusem wraz z a lkoho lem. Problem 
ten jednakże przekracza zakres kompetencj i biegłych. Ze wzg lędu zaś na 
t rwające w tej sprawie ś ledztwo, w prezentowanej pracy pominięto dyskus ję na 
temat szczegó łowego mechan izmu śmierc i przez zagardlenie. 

Niniejsza praca dowodzi , z jednej strony, przydatności informacj i wywiadu 
oraz wyn ików anal izy dowodów rzeczowych, przeprowadzonej równolegle 
z mater ia łem bio logicznym, co pozwala uniknąć nieścisłości w merytorycznej 
wymowie s tawianych wn iosków. Z drugiej strony zaś, jest dowodem na to, iż owa 
poprawność jest w znacznym stopniu de terminowana przez dostęp do odpo­
wiedniej metodyk i badawczej (LC/MS, GC/MS) . 

Wie loparamet rowa interpretacja wyn ików badań toksykologicznych zaś jest 
warunk iem wydania nie tylko poprawnej opinii o przyczynie śmierc i , ale 
gwarantu je możl iwe pełne wyjaśnienie przypadku na tle okol iczności śmierc i , cc 
jest n iezwykle ważne z p rawnego punktu widzenia. W badanym przypadku 
doszło do śmierc i młodej dz iewczyny w wyniku zagardlenia. Sko jarzone działanie 
leków i a lkoholu mogło w sposób znaczący przyczynić się do ograniczonej 
percepcj i M.F. przed śmiercią, w wyniku czego mogło dojść do aktu przemocy 
i śmierc i . 
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