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W niniejszej pracy przedstawiono przypadek $mierci 17-letniej dziewczyny M.F.
Bezposrednig przyczyng zgonu bylo gwattowne uduszenie przez zagardlenie. Badania
toksykologiczne pozwolity na szersze wyjasnienie sprawy, sugerujgc, ze M.F. w chwili
Smierci znajdowata sie pod wptywem skojarzonego dziatania toksycznych stezen
difenhydraminy i alkoholu, co nie mogto pozosta¢ bez zwigzku z tragicznym przebiegiem
wydarzen towarzyszgcych zejSciu Smiertelnemu. W pracy, oprocz kompleksowej
interpretacji wynikéw badan toksykologicznych w aspekcie medyczno-sgdowym
przedstawiono obszerng dokumentacje metodyczng, dowodzgc przydatnosci metod
chromatograficznych sprzezonych z spektrometrem mas (LC/MS, GC/MS) w identyfikacji
wykazanych ksenobiotykéw.

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, since 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 - legat 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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WSTEP

Zatrucia lekami, jak informujg wspodtczesne statystyki stanowig powazny
problem w toksykologii klinicznej i sgdowej (7). Jakkolwiek istniejg istotne réznice
w podejsciu do zatru¢ lekami klinicystéw i toksykologow sgdowych, to na pewno
oba kierunki sg zbiezne co do oczekiwan analitycznych - oznaczen Ilekow
w materiale biologicznym zatrutych. Od wspodtczesnego analityka wymaga sie nie
tylko identyfikacji prekursora, ale takze mozliwych metabolitow a nawet
markerdéw zatrucia (6, 7). Merytoryczny poziom orzecznictwa sagdowo-lekarskiego
za$ uzalezniony jest przede wszystkim od dostepu do nowoczesnej analityki
instrumentalnej (9), w tym sensie gwarantujg go metody chromatograficzne
z detekcjg masowa takie jak LC/MS i GC/MS.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie interpretacji wynikéw badan
toksykologicznych na tle przydatnosci LC/MS i GC/MS do identyfikacji lekéw i ich
metabolitow na przykiadzie ztozonego preparatu antyhistaminowego, antycholi-
nergicznego i antyalergicznego Rodavan®, zawierajacego difenhydramine, 8-
chloroteofiling oraz kofeing (16). llustracje podjetego =zagadnienia stanowi
przypadek zejscia $miertelnego przez zagadlenie 17-letnej kobiety, bedgcej
w chwili $mierci pod wptywem tegoz preparatu i alkoholu.

OPIS PRZYPADKU

W dniu 3.12.2001r na polu w poblizu miejscowosci R. znaleziono zwtoki 17
letniej M.F. Zwtoki znajdowaty sie w bruzdzie pola ornego, w poblizu drogi polnej,
utozone na plecach, czesciowo przysypane ziemig. Denatka ubrana byta
w koszulke z dtugimi rekawami i stanik, a od pasa w doét ciato byto obnazone.

Z zeznan $wiadkow i podejrzanych wynika, ze M.F. w dniu poprzedzajacym
zdarzenie okoto godz. 2:° przyjechata do domu znajomej. Wkroéotce po tym
miedzy wtascicielkg mieszkania a M.F. doszto do sprzeczki. Okoto godz. 4 M.F.
zemdlata, ale ocucita jg wtascicielka mieszkania. Okoto godz. 6 wtascicielka
mieszkania potozyta sie spa¢, podczas gdy M.F. miata spa¢ w drugim pokoju.
Kiedy wtascicielka mieszkania obudzita sie okoto godz. 10-11 zauwazyta
nieobecno$¢ M.F. w mieszkaniu. Poszukiwania jej nie przyniosty rezultatu,
nastepnego dnia jednakze ciato M.F. znalezione zostato na polu.

Ogledziny i sekcja zwitok wykazaty: bruzde na szyi, podbiegnigecie krwawe
miesni szyi, drobne wylewy krwawe jezyka, wybroczyny podspojéwkowe
i podoptucnowe, liczne wybroczyny krwawe w skorze twarzy. Ponadto stwierdzo-
no liczne otarcia naskérka catego ciata nie wykazujgce cech zazyciowosci.

Badanie histologiczne pobranych w czasie sekcji zwtok wycinkow wykazato
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drobne ogniska $wiezych wylewoéw krwawych w powierzchownej warstwie btony
miesniowej oraz w obrebie migdatka jezykowego.

Na podstawie przeprowadzonych badan, po zapoznaniu sie z aktami sprawy
przyjeto, ze przyczyng zgonu denatki stato sie uduszenie gwattowne przez
zagardlenie wskutek ucisku petli na narzady jej szyi. Pozostate obrazenia ciata
denatki, w postaci licznych otaré naskorka powstalty w wyniku urazéw zadanych
narzedziem tepym lub tepokrawedzistym, nie wykazywaty one cech zazyciowego
powstania, cze$¢ z nich miata charakter obrazen powstatych w wyniku posmiert-
nego przemieszczania zwtok.

W czasie sekcji zwtok pobrano ptyny ustrojowe i tkanki do badania toksykolo-
gicznego celem oznaczenia alkoholu oraz lekow i narkotykow.

MATERIAL | METODY

Materiat

a) Materiat badany: ptyny ustrojowe (krew tetnicza i zylna, ptyn z gatki oka)
i tkanki (watroba i nerka), pobrane w czasie sekcji zwtok zmartej M.F., prze-
prowadzonej w Zaktadzie Medycyny Sgdowej w Opolu.

b) Materiat badany - dowo6d rzeczowy: tabletka leku Rodavan®, zabezpieczonej
przez Policje, a dostang w terminie po6zniejszym, juz po wykonaniu badan
toksykologicznych celem identyfikacji.

c) Materiat wzorcowy: wzorce chemiczne lekow (difenhydramina, chlorfenoky-
samina, chlorofenamina) oraz wzorce biologiczne ,$lepe" tj. krew, mocz oraz
homogenaty watroby i nerki wzbogacone standardem difenhydraminy
i chlorofenaminy jako standardem wewnetrznym, celem wykonania krzywych
kalibracyjnych do oznaczen ilosciowych.

Ekstrakcja

Probki po 2g krwi tetniczej i zylnej, 1g ptynu z gatki oka oraz po 1g homogenatéw
watroby i nerki zmieszano z buforem 3 g TRIS (hydroxymetyloaminometan) pH 9.0,
pozostawiono na tazni ultradzwiekowej przez 15 minut. Probki zmieszano nastepnie
z 2 ml acetonitrylu celem przeprowadzenia odbiatczania, a nastepnie supernatant
oddzielono, zmieszano z 10 ml octanu etylu, a fazy rozdzielono na separatorze typu
Whatman 1PS. Faze organiczng odparowano w40 °C w strumieniu azotu, suchg
pozostato$¢ rozpuszczono ponownie w 1000 ul fazy ciektej. Objetosé 10 ul ekstraktu
nanoszono na kolumne chromatograficzng celem identyfikacji sktadnikow.

Analiza iloSciowa i walidacja

Analize ilosciowg difenhydraminy w badanych ekstraktach biologicznych
wykonano w oparciu o krzywe kalibracyjne tych zwigzkéw, obcigzone matryca
biologiczng zgodnie ze standardami stosowanymi w procedurze ekspertyzy
chemiczno-toksykologicznej (5). Stezenie nordifenhydraminy oszacowano
wzgledem wzorcow biologicznych difenhydraminy.
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Metody analityczne

A. Chromatograf cieczowy

Aparat Finnigan MAT (San Jose, USA) wyposazony w pompe gradientowg
Model TSP P 4000, w autosampler Model TSP AS 3000 (objeto$¢ nastrzyku 10
ul). Rozdziat chromatograficzny przeprowadzano na kolumnie LiChroCARD
z wypetnieniem Purospher RP d., 125-3 mm I.D., 5 jim rozmiar ziaren (Merck).
Faza ciekta: [A] - 0,1% wodny roztwor kwasu mrowkowego i [B] 95% acetonitrylu
+ 5% fazy [A], Przeptyw fazy 0.4 ml/min. programowany nastepujgco: 95% [A]
i 5% [B] przez 2 min., malejaco do 30% [A] i wzrastajgco do 70% [B] do 30 min.,
a nastepnie po 2 min. sktad faz zmieniat sie liniowo by w 40 min. osiggng¢ stan
wyjsciowy.

Detekcja

LCQ Spektrometr masowy, putapka jonowa (Finnigan MAT, San Jose, USA)
wyposazony w zrédto chemicznej jonizacji pod cisnieniem atmosferycznym
(APCIl). Warunki pracy APCI: gaz jonizujacy (azot) 60 p.s.i .i gaz pomocniczy
(hel) 10 p.s.i. temperatura zrodta jonow 425 °C, podgrzewana kapilara do
temperatury 150°C, prad korony 5 pA. Widma masowe analizowanych
ksenobiotykéw miescity sie w zakresie skanowania pomiedzy 50-650 m/z w opcji
jonizacji dodatniej, przy napieciu kapilary 4.0 V.

B. Chromatograf gazowy

Chromatograf gazowy TRACE Finnigan (San Jose, USA). Zastosowano
kolumne kapilarng, RTX - 5 o dtugosci 30 m, $rednicy wewnetrznej 0,25 mm.
Rozdziat odbywat sie w zaprogramowanym gradiencie temperatury: 0-1 min -
80°C, 1-20 min At= 10°C/min, 22-25 min - 300°C. Przeptyw helu przez kolumne
wynosit 1 ml/min. Na kolumne nanoszono 1 pl roztworu metanolowego tabletki
Rodavan®.

Detekcja

Spektrometr mas Polaris Q Finnigan (San Jose, USA) z analizatorem
w postaci putapki jonowej. Stosowano jonizacje elektronowg. Akwizycje danych
prowadzono w opcji monitorowania catkowitego prgadu jonowego w zakresie
wartosci m/z 50-650.

WYNIKI | DYSKUSJA

Przedmiotem badan niniejszej pracy jest przypadek zejscia $miertelnego
mtodej kobiety, ktérego bezposrednig przyczyng $mierci byty obrazenia ciata.

Badanie chemiczne na zawarto$¢ alkoholu wykazalo stezenie we krwi 2,6%o0,
aw moczu 3,2%o0. W przeprowadzonej analizie wykazano difenhydramine i jej
gtowny metabolit nordifenhydramine. Wykazano ponadto obecnos$¢ kofeiny i sladow
8—chloroteofiliny. Wyniki analizy toksykologicznej przedstawiono w Tabeli I.
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Tabela I. Wyniki badan toksykologicznych w badanym przypadku.

Table |. Toxicological findings in the examined case.
Materiat Krew tetnicza | Krew zylna | Ciatko szkliste | Watroba | Nerka
Materiat Arterial Blood | Vein blood | Vitreous humor Liver Kidney
Ksenobiotyk
/1
Xenobiotic (ma/1)
Difenhydramina 475 0.80 0,26 37,24 2,53

Diphenhydramine

Nordifenhydramina

Nordiphenhydramine 0.72 0,14 0,08 3.79 0.32
Kofei.na + + + + +
Caffeine

8-chloroteofilina + + + + +

8-chlorotheophylline

| Chiorfenamina (IS) KFEW_TE

’

| sy W

Nardifenhydramina

\ K——D{-’enhydramma

|
Kofeina | | \
8-chloroteofillina |

Ryc. 1. Chromatogram masowy catkowitego pradu jonowego ekstraktu z krwi
tetniczej denatki Rt: 14,33, m/z 275 - chlorofenamina, standard we-
wnetrzny, Rt: 17,65, m/z - 242 nordifenhydramina, Rt: 18,01, m/z 256 -
difenhydramina).

Fig. 1. Mass chromatogram of total ion current from extract of arterial blood of
the victim Rt: 14,33, m/z 275 - chlorphenamine, internal standard, Rt:
17,65, m/z - 242 nordiphenhydramine, Rt: 18,01, m/z 256 -
diphenhydramine.

Na rycinach 1, 2 i 3 przedstawiono dokumentacje analityczng w postaci chromato-
gramu krwi tetniczej denatki oraz widma masowe difenhydraminy i nordifenhydraminy
otrzymane metodg LC/MS. Na chromatogramach wykazano ponadto obecno$¢ kofeiny
a takze niklych pikéw wskazujgcych na obecnos¢ &W:hloroteofiliny.
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Z uwagi na to, ze difenhydramina oraz 8 - chloroteofilina wchodzi w sktad
mieszanin lekowych przeciw chorobie lokomocyjnej, wyniki analizy toksykolo-
gicznej przemawiaty za tym, ze M.F. mogta zazy¢é ktory$ z preparatéow zawierajg-
cych powyzsze leki np. Aviomarin lub Benzhydraminum hydrochloricum (Pliva,
PL), dostepne na polskim rynku (14).

W terminie podzniejszym jednakze Prokuratura dostata znalezione w miejscu
zdarzenia tabletki celem identyfikacji. Przeprowadzona analiza metodami LC/MS
i GC/MS wykazata, ze w sktad owej tabletki wchodzita chlorfenokysamina, 8-
chloroteofilina i kofeina. Sktadniki te tworzg preparat o dziataniu antyhistaminowym,
antycholinergicznym Rodavan® prod. firmy BOSNALIJEK dd Sarajewo (16).

Na ponizszej rycinie 4 a, b, c¢ przedstawiono chromatogram oraz widma
masowe uzyskane metodg LC/MS oraz na rycinie 5 - metodg GC/MS, bedacych
wynikiem analizy identyfikacyjnej tabletki.

M|

Ryc. 2. Chromatogram i widmo masowe difenhydraminy w ekstrakcie z krwi
tetniczej denatki.

Fig. 2. Chromatogram and mass spectrum of diphenhydramine in the extract
of arterial blood of the victim.
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Ryc. 3. Chromatogram i widmo masowe nordifenhydraminy w ekstrakcie z krwi

tetniczej denatki.

Fig. 3. Chromatogram and mass spectrum of nordiphenhydramine in the extract

of arterial blood of the victim.
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Ryc. 4. Chromatogramy i widma masowe sktadnikéw metanolowego roztworu
Rodavan® A) chlorfenoksyamina, B) kofeina, C) 8- chloroteofilina
uzyskane metodg HPLC/MS-APCI.

Fig. 4. Chromatograms and mass spectra of the components of Rodavan® A)
chlorphenoxamine B) caffeine C) 8- chlortheophylline obtained by

HPLC/MS-APCI.
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Ryc. 5. Chromatogram i widma masowe chorfenoksyaminy i kofeiny uzyskane
z metanolowego roztworu Rodavan® uzyskane metodg GC/MS-ITD.

Fig. 5. Chromatogram and mass spectra of chlorphenoxamine and caffeine
obtained in methanolic solution of Rodavan® by GC/MS-ITD.

Jak prezentuje powyzsza dokumentacja, analiza wykonana metoda LC/MS
wskazywata wprawdzie na mieszanine trojsktadnikowa tabletki Rodavan®, ale
z uwagi na brak danych w polskich zrédtach oraz brak biblioteki danych LC/MS
nie udato sie zidentyfikowa¢ gtownego sktadnika mieszaniny. Witgczenie drugiej
metody GC/MS zawierajgcej obszerng biblioteke danych widm masowych (NIST)
pozwolito wyjasni¢ obecno$¢ giéwnego sktadnika tj. chlorfenoksyaminy. Obraz
chromatograficzny uzyskany ta metodg z kolei wskazywat na mieszanine
dwusktadnikowa - chlorfenokysamina z kofeing (brak 8-chloroteofiliny).
W kohncowym efekcie, obie =zastosowane metody pozwolity na poprawna®
identyfikacje badanej tabletki.

Zebrane informacje (2) pozwalaja na ustalenie prawdopodobnego przebiegu
szlakéw metabolicznych chlorfenoksyaminy w tkankach, w wyniku czego
dochodzi najpierw do wytworzenia czynnej struktury difenhydraminy, ktéra ulega
dalszym przemianom metabolicznym wedtug proponowanego schematu
przedstawionego na ponizszej rycinie 6.
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Ryc. 6. Przemiany metaboliczne chlorfenoksyaminy.
Fig. 6. Metabolic pathways of chlorphenoxamine.
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Jak ilustruje powyzszy schemat, difenhydramina ulega w organizmie inten-

sywnemu metabolizmowi, najpierw do nordifenhydraminy, nastepnie do
dinordifenhydraminy i w koncu do kwasu difenylometoksyetanowego. Ostatnie
produkty w tancuchu biotransformacji sa wynikiem, desaminacji i w koncowym

ogniwie prawdopodobnie tworzg koniugaty z glicyng i glutaming. Nie poznano
natomiast ilosciowych proporcji zidentyfikowanych metabolitéow (4).

Pomimo tego, ze difenhydramina jest lekiem o stosunkowo niskiej toksyczno-
Sci, to zatrucia opisywane sg w piSmiennictwie (10). Zakres stezen spotykany
w ostrych zatruciach $miertelnych zazwyczaj przekracza we krwi zylnej sekcyjnej
10 mg/L, podczas gdy zakres stezen terapeutycznych wyznaczono w przedziale
0.025-0.11 mg/L, toksycznych za$ pomigdzy liczbami 0.2-2 mg/l (14, 15).
W badanym przypadku oznaczone stezenie 0.8 mg/L we krwi zylnej M.F.
wskazuje na poziom toksyczny leku.

Z informacji zawartych w pismiennictwie (14) wynika, iz w badanym przypad-
ku trzeba takze bra¢ pod uwage mozliwos¢ wystgpienia interakcji toksycznej
pomiedzy difenhydramina a alkoholem. Zte samopoczucie M.F. zanotowane
wedtug zeznan Swiadkow w materiale aktowym, wynikajagce ze synergistycznego
efektu toksycznego tych ksenobiotykéw mogto mie¢ kluczowe znaczenie dla
przebiegu wydarzen, w wyniku ktérych, w dotad niewyjasnionych okolicznosciach
doszto do $mierci M.F. przez gwattowne uduszenie (zagardlenia przy uzyciu
petli).

Difendydramina, jak wskazujg rézne doniesienia (1, 2, 5) ulega po$miertnej
redystrybucji. Indeks redystrybucji krew tetnicza / krew zylna waha sie w dos¢
szerokich granicach: pomiedzy 0.4-6.0 (1), a nawet 0.8-21 (5). W rozwazanym
przypadku poziom difenhydraminy we krwi tetniczej oznaczono 4.75mg/L,
wyznaczajgc tym samym warto$¢ indeksu redystrybucji 5.9, co koreluje
z wynikami zamieszczonymi w cytowanych doniesieniach.

Rodavan® nie jest lekiem dostepnym na polskim rynku, stagd tez w pierwszym
etapie niestusznie przyjeto hipoteze, ze przyczyng zatrucia denatki mégt byc
najbardziej popularny w Polsce preparat, zawierajacy pierwotnie difendydramine
jako prekursor (Aviomarin), a nie jak pozniej sie okazato, jako strukture
przetworzong w wyniku procesow metabolicznych.

Stosowanie preparatow takich jak Aviomarin czy Benzhydraminum hydrochlo-
ricum (Pliva, PL) zawierajacych difenhydramine w chorobie lokomocyjnej jest
bardzo popularne. Leki te sg takze zazywane w innych rozmaitych dolegliwo-
§ciach, w tym alergicznych. Aviomarin bywa ponadto stosowany w celach nie
medycznych do odurzania sie (2). W latach poprzednich, w ciggu ostatniej
dekady, w Zaktadzie Medycyny Sadowej w Krakowie notowano 5 przypadkow
zgonéw wskutek przedawkowania preparatu Aviomarin, jako efektu stosowania
tego leku w celach niemedycznych (15).

Difenhydramina jest lekiem pierwszej generacji o wtasciwosciach antyhista-
minowych powodujgcych jednakze antycholinergiczny i uspokajajacy efekt i jako
lek stosowany w chorobie lokomocyjnej czesto uniemozliwia prowadzenie
samochodu, wskutek wystepowania ztego samopoczucia, obnizajgcego nastréj.
Z tego tez wzgledu najnowsze prace (8) informujg o wprowadzeniu leku nowej
generacji levocetyryzyny, ktory jest wolny od tych wtasciwosci.
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Difenhydramina w potgczeniu z 8-chloroteofiling sg gtownymi skiadnikami
preparatow stosowanych w tagodzeniu choroby lokomocyjnej. Dodanie do
preparatu kofeiny, jak w preparacie Rodavan® podnosi efekt stymulujgcy
osrodkowy uktad nerwowy (3).

Nie wustalono do konca czy M.K. zazywata preparat Rodavan® w celach
terapeutycznych czy tez zazyta go pod przymusem wraz z alkoholem. Problem
ten jednakze przekracza zakres kompetencji biegltych. Ze wzgledu zas na
trwajgce w tej sprawie $ledztwo, w prezentowanej pracy pominieto dyskusje na
temat szczegdétowego mechanizmu $mierci przez zagardlenie.

Niniejsza praca dowodzi, z jednej strony, przydatnosci informacji wywiadu
oraz wynikéow analizy dowodow rzeczowych, przeprowadzonej rownolegle
z materiatem biologicznym, co pozwala unikngé niescistosci w merytorycznej
wymowie stawianych wnioskow. Z drugiej strony za$, jest dowodem na to, iz owa
poprawno$¢ jest w znacznym stopniu determinowana przez dostep do odpo-
wiedniej metodyki badawczej (LC/MS, GC/MS).

Wieloparametrowa interpretacja wynikéw badan toksykologicznych za$ jest
warunkiem wydania nie tylko poprawnej opinii o przyczynie $mierci, ale
gwarantuje mozliwe petne wyjasnienie przypadku na tle okolicznosci $mierci, cc
jest niezwykle wazne z prawnego punktu widzenia. W badanym przypadku
doszto do $mierci miodej dziewczyny w wyniku zagardlenia. Skojarzone dziatanie
lekow i alkoholu mogto w sposdb znaczgcy przyczyni¢ sie do ograniczonej
percepcji M.F. przed $miercig, w wyniku czego mogto dojs¢ do aktu przemocy
i $mierci.
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