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Zastosowanie analizy wybranych substancji psychoaktywnych

we wiosach dla celéw opiniowania sgdowo-lekarskiego.
Czesc¢ Il. Przypadki ztozonych zatru¢ Smiertelnych: heroina — kokaina —
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W pracy podjeto probe wykorzystania segmento-
wej analizy wtoséw w kompleksowych zatruciach
mieszaninami ksenobiotykéw: heroina — kokaina —
amfetaminy w aspekcie przyczyny smierci, jako wy-
niku ztozonych mechanizmoéw interakcji, powstatych
w okresie poprzedzajgcym zgon. Analizie poddano
dwa przypadki ztozonych zatru¢: heroina — kokaina
i heroina — kokaina — amfetaminy, udokumentowane
badaniami makro- i mikroskopowymi oraz komplek-
sowymi badaniami toksykologicznymi obejmujgcymi
analize klasycznego materiatu biologicznego (krwi
sekcyjnej) oraz alternatywnego (wtoséw). Do ozna-
czania opioidow, kokainy i jej metabolitu oraz amfeta-
min w tle matrycy biologicznej wltosow zastosowano
wysokosprawng chromatografie cieczowg sprzezona
ztandemowg spektrometrig mas z jonizacjg chemicz-
ng pod cisnieniem atmosferycznym (HPLC-APCI-MS-
-MS). Segmentowana analiza wioséw badanych przy-
padkéw wskazywata na dtugofalowe przyjmowanie
podobnych mieszanin substancji psychoaktywnych
oraz rozwinietg adaptacje uzaleznionych na mechani-
zmy interakcji, prowadzgcych jednakze stopniowo do
wielonarzgdowych zmian anatomopatologicznych,
a w konsekwenciji do zgonu.

The study represents an attempt at employing segmental
hair analysis in complex poisonings with xenobiotic

mixtures of heroine — cocaine — amphetamines in the
context of the cause of death as a consequence of
complex interaction mechanisms which occurred prior
to death. Two cases of complex poisonings: heroine —
cocaine and heroine — cocaine — amphetamines were
analyzed and documented with macro- and microscopic
examinations and complex toxicological examinations,
including the analysis of classic biological material, i.e.
samples of selective blood, and alternative material, i.e.
hair samples. Determinations of opioids, cocaine and
its metabolite and amphetamines in the hair biological
matrix were performed using high performance liquid
chromatography — atmospheric pressure chemical
ionization—tandem mass spectrometry (HPLC-APCI-MS-
MS). Segmental hair analysis of the investigated cases
indicated a prolonged intake of similar psychoactive
substances and a developed adaptation of the addicted
to interaction mechanisms, which, however, led
gradually to multiorgan anatomopathological changes,
and in consequence to death.

Stowa kluczowe: segmentowa analiza wiosow,
substancje psychoaktywne, interakcje, HPLC-
-APCI-MS-MS, ekspertyza medyczno-sgdowa
Key words: segmental hair analysis, psycho-
active substances, interactions, HPLC-APCI-
-MS-MS, medico-legal opinion
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WSTEP

Oficjalne dane, powstate w oparciu o eksper-
tyzy z zakresu toksykologii sgdowej, przepro-
wadzone w wielu krajach w Swiecie, wskazujg
na staty wzrost liczby przypadkowych zgonow
wskutek politoksykomanii, podczas gdy zgony
po przyjeciu jednej substancji utrzymujg sie na
podobnym poziomie [1, 2].

Spostrzezenia w tym zakresie wskazujg na to,
iz w populacjach réznych krajow swiata istniejg
rézne sposoby i zwyczaje zazywania substanciji
psychoaktywnych, w tym ich jakosciowych kom-
pozyciji, co moze prowadzi¢ do réznych, czesto
nieprzewidywalnych skutkow [3-8]. W Polsce,
w latach wczesniejszych, osoby uzaleznione
preferowaly zazywanie opioidow w potfgczeniu
z amfetaminami, czesto z dodatkiem lekow takich
jak benzodiazepiny czy nawet barbiturany [9-12].

Ostatnie lata jednakze przyniosty zmiany
w tym zakresie, do mieszanin wigczono koka-
ine, powielajgc w ten sposdb modele istniejgce
w innych krajach [3, 13].

Spowodowato to w naszym kraju serie zgo-
now przypadkowych, w wyniku powiktan wytwo-
rzonych w czasie dtugofalowego przyjmowania
ksenobiotykéw o réznym mechanizmie dziatania.

Z punktu widzenia naukowego zgony te stwo-
rzyty okazje do studiow nad lepszym poznaniem
mechanizmow dziatan skojarzonych w aspekcie
przyczyny smierci. Kompleksowe ujecie proble-
mu kieruje uwage na wieloparametrowg analize
obejmujgca badania makro- i mikroskopowe oraz
toksykologiczne materiatu po$miertnego. Ce-
lem mozliwie szerokiego wyjasnienia przyczyny
Smierci w interakcji toksykologia, oprocz materia-
tow podstawowych, jak krew i tkanki wykorzystuje
jeszcze wiosy, jako alternatywny materiat mogacy
stanowi¢ wazne ogniwo tgczgce okres zazyciowy
ze stanem po Smierci, w aspekcie zawartosci
ksenobiotykéw w organizmie ujawnionych w ba-
daniach posmiertnych.

W pracy podijeto probe wykorzystania seg-
mentowej analizy wtoséw w dwoch przypadkach
kompleksowych zatru¢ mieszaninami ksenobio-
tykow: heroina — kokaina — amfetaminy, w kon-
frontacji z badaniami makro- i mikroskopowymi
w aspekcie przyczyny smierci.

MATERIAL | METODA

Materiat biologiczny do badan ekspery-
mentalnych:
a) kosmyki wtosow pobrane w czasie sekcji
zwtok dwodch osob;
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b) wiosy kontrolne do opracowania i walidacji
metod analitycznych pobrane od siedmiu
wolontariuszy — nie przyjmujgcych sub-
stancji uzalezniajgcych.

Wzorce substancji psychoaktywnych i od-

czynniki chemiczne:

a) wzorce substancji psychoaktywnych oraz
wzorcow wewnetrznych (IS): morfina,
kodeina, 6-monoacetylomorfina, kokaina,
benzoiloekgonina, amfetamina, metamfe-
tamina, MDA, MDMA, MDEA, morfina-d,,
kodeina-d,, 6-MAM-d,, kokaina-d,, benzo-
iloekgonina-d,, amfetamina-d,, metamfeta-
mina-d,, MDA-d,, MDMA-d,, MDEA-d,;

b) rozpuszczalniki organiczne: acetonitryl,
metanol czystosci gradient HPLC (Merck,
Niemcy), aceton, n-heksan, octan etylu
czystosci cz.d.a. (POCh, Gliwice).

Wstepne przygotowanie prébek i segmentacija

Procedure przygotowania prébek poprzedzo-
no ogledzinami badanego materiatu pod kgtem
ewentualnych zanieczyszczen, charakterystycz-
nych dla materiatu sekcyjnego, ustalono takze,
ktory koniec kosmyka zostat sciety tuz przy
skorze gtowy. Poczynajgc od czesci potylicznej,
wigzano je biafg, grubg nicig w zaleznosci od
grubosci badanego kosmyka wtosow, co 1 lub
2 cm, a nastepnie cieto kosmyk na odpowiednie
segmenty jedno- lub dwucentymetrowe. Ko-
lejne segmenty oznaczono cyframi rzymskimi
poczawszy od potylicy, za$ ich dtugosc¢ cyframi
arabskimi. Kazdy element umieszczano w od-
dzielnej probowce o objetosci 50 ml.

Dekontaminacja

Do kazdej probowki o objetosci 50 ml zawie-
rajgcej segment odmierzano 10 ml n-heksanu
i odstawiano na 1 minute do fazni ultradzwie-
kowej. Po zdekantowaniu rozpuszczalnika
wtosy suszono na powietrzu. Po wysuszeniu
umieszczano je ponownie w probdwkach,
dodawano 10 ml acetonu i analogicznie, jak
w przypadku n-heksanu odstawiano do tazni
ultradzwiekowej, dekantowano aceton i suszo-
no na powietrzu.

Pulweryzacja
Suche probki wtoséw w miare potrzeby roz-

drabniano nozyczkami a nastepnie poddawano
procesowi mielenia w mtynku kulowym, o cze-
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stosci drgan 25 Hz, przez 20 min. Na wadze ana-
litycznej odwazano 20 mg zmielonych wiosow.

Ekstrakcja

Do probéwki o objetosci 1,5 ml zawierajgce;j
odwazong probke wiosow dodawano 20 ul
roztworu mieszaniny IS morfiny-d,, kodeiny-d,,
6-MAM-d,, amfetaminy-d,, metamfetaminy-d.,
MDA-d,, MDMA-d,, MDEA-d, w stezeniu 1 ng/mg
(tji. 20 ng w 20 ul) i 1 ml metanolu. Zabezpieczo-
ng parafiimem probke przed ubytkiem i zanie-
czyszczeniem, pozostawiano najpierw na tazni
ultradzwigkowej przez 60 minut w temperaturze
50°C, a nastepnie odstawiano na 17 godzin.
Po tym czasie probke mieszano na worteksie
i odwirowywano. Rozpuszczalnik organiczny
przenoszono do czystej 1,5 ml probowki za
pomocg pipety automatycznej i odparowywano
metanol w strumieniu azotu.

Analiza metodg HPLC-APCI-MS-MS

Analize opioidow, amfetamin oraz kokainy
i jej metabolitow w analitach przeprowadzono
z zastosowaniem metody wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej sprzezonej z tandemowg
spektrometrig mas w opc;ji jonizacji chemiczne;j
pod cisnieniem atmosferycznym (HPLC-APCI-
MS-MS).

Zastosowano chromatograf cieczowy sktada-
jacy sie z poczwérnej pompy gradientowej TSP
P4000, urzadzenia do odgazowywania fazy ru-
chomej SCM 1000 i automatycznego podajnika
probek TSP A3000 firmy FinnganMAT (San Jose,
USA). Rozdziat chromatograficzny analitéw
i ich IS prowadzono w kolumnie LiChroCART
z wypetnieniem Purospher RP-18e 125x3 mm
i wielkoécig ziaren 5 um z przedkolumng LiChro-
CART z wypetnieniem LiChrospher RP-18e 4 x 4
mm (Merck, Darmstadt, Niemcy). Faza ruchoma
A sktada sie z wody redestylowanej z dodatkiem
kwasu mrowkowego (1 ml kwasu mrowkowe-
go/1 | wody) i B z acetonitrylu. Fazy ruchome
przeptywaty przez kolumne chromatograficzng
w zaprogramowanym ukfadzie gradientowym
(rycina 19) ze statym natezeniem przeptywu
0,4 ml/min. Objeto$¢ nastrzyku na kolumne
chromatograficzng wynosita 10 ul.

Zastosowano spektrometr mas LCQ firmy
FinniganMAT (San Jose, USA) wyposazony
w analizator mas w postaci kwadrupolowej pu-
tapki jonowej z mozliwoscig pracy w trybie MS",
komore do chemicznej jonizacji pod cisnieniem
atmosferycznym (APCI) wraz z oprogramo-
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waniem Xcalibur. Spektrometr mas pracowat
w opcji tandemowej (MS-MS) w trybie jonow
dodatnich, monitorujgc wybrane reakcje (SRM,
selected reaction monitoring) jon macierzysty
m/z/jon potomny m/z. Zbieranie jonéw potom-
nych odbywato sie w opcji skanowania petnego
widma MS-MS (widmo jonoéw potomnych).

WYNIKI

W tabeli | zamieszczono wyniki badan po-
Smiertnych w dwoch przypadkach zgonoéw,
bedacych nastgpstwem skojarzonego dziatania
heroiny i kokainy — przypadek 1: A.G. oraz he-
roiny, kokainy i amfetamin — przypadek 2: M.R.
W tabeli tej zamieszczono takze istotne dane
dotyczgce okolicznosci smierci, jak rowniez
wyniki badan histologicznych dokumentujgcych
zmiany w narzgdach.

Analiza wywiadow w obu przypadkach wska-
zuje naich podobienstwo w zakresie zazywania
mieszanin narkotykow, zas diugoczasowe zazy-
wanie wyzej wymienionych mieszanin ksenobio-
tykow w okresie przyzyciowym, doprowadzito
do istotnych zmian anatomopatologicznych
w narzgdach, przede wszystkim w ukfadzie
oddechowym (heroina) i uktadzie sercowo-na-
czyniowym (kokaina, amfetaminy).

Stezenia morfiny i kokainy oraz ich metabo-
litbw w porownaniu z danymi z piSmiennictwa
[14-16] prezentujg relatywnie niskie wartosci
w konfrontacji z wystepujacymi w zatruciach
ostrych, wskazujgc rownoczesnie na zgony
w péznej fazie eliminaciji.

DYSKUSJA

W prezentowanych przypadkach mamy
do czynienia z kompleksowym i przewlektym
zazywaniem mieszanin heroiny i kokainy oraz
amfetaminy. Analiza segmentowa wtoséw
pozwolita na okreslenie minimalnego czasu
owego naduzywania, CoO W pierwszym przy-
padku moze wskazywac na okres okoto 8
miesiecy (analiza 4 segmentow wtosow, kaz-
dy o dtugosci 2 cm), a w drugim 10 miesiecy
(5 segmentow wioséw, kazdy o dtugosci 2
cm). Nie mozna takze wykluczy¢, iz okresy
naduzywania mieszanin narkotykow w obu
przypadkach byty diuzsze.

Wykazane w badaniu histopatologicznym
zmiany, przede wszystkim w ptucach i sercu,
znajdujg uzasadnienie w toksycznym dziataniu
heroiny oraz kokainy i amfetaminy. Wyniki badan
histopatologicznych same w sobie jednakze
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Tabela I. Wyniki kompleksowych badan analizowanych przypadkow zgonéw w mechanizmie interakciji.
Table I. Results of complex investigations of cases of death in interaction mechanisms.
Opis przypadkéw wraz z wynikami Stezenie narko- | S,(X) | Opiaty Amfetaminy Kokainowce
badan makro- i mikroskopowych tykow we krwi
Cases histories with results of Concentration Stezeni n h
macro- and microscopic investigation | of narcotics in o gzenie we wiosact

blood oncentration in hair

(mg/l) (ng/mg)
Przypadek 1 — M.R. M-0,08 S,(2) |6-MAM-5,45 M-0,21 |A-14,25 MDMA-12,25 |Ko-28,22
Zwtoki 29-letniego mezczyzny zna- | M3G-0,52 MDA-0,84 B-5,41
leziono w mieszkaniu. Brak zmian|M6G-0,04
o charakterze urazowym. Zatrucie | K-0,01 S,(2) |6-MAM-7,42 M-0,25 |A-13,25 MDMA-15,23 | Ko-29,11
mieszaning opiatow, kokainy i amfeta- | K6G-0,01 MDA-0,86 B-4,83
min. Badania histologiczne wykazaty
w miesniu sercowym umiarkowane | Ko-0,03 S,(2) |6-MAM-6,89 M-0,23 |A-13,28 MDMA-12,25 | Ko-25,42
przekrwienie, miejscami z niewielkimi|B-1,71 MDA-0,25 B-3,91
wybroczynami krwawymi, fragmentacja
widkien, w jednym z wycinkéw rozsia- | A-0,04 S,(2) |6-MAM-7,42 M-0,28 |A-10,28 MDMA-13,26 | Ko-24,25
ne skupiska widkien z obrazem tzw. | MDMA-1,20 MDA-0,66 B-4,51
martwicy z wezfami skurczu, obrzek | MDA-0,10
podscieliska, w ptucach przekrwienie, S.(2) |6-MAM-6,25 M-0,12 |A-10,25 MDMA-10,25 | Ko-21,23
obrzek, w jednym z wycinkéw ropne MDA-0,78 B-3,21
zapalenie oskrzeli, rozlewajgce sie rop-
ne odoskrzelowe zapalenie, w mézgu
przekrwienie mézgu i opon, rozsiane
krwinkotoki okotonaczyniowe i drobne
wybroczyny krwawe, w watrobie silne
przekrwienie, mieszane sttuszczenie
rozsianych hepatocytéw, nacieki z ko-
morek jednojgdrzastych i widknienie,
w nerce przekrwienie i cechy autolizy.
Przypadek 2 - A.G. M-0,16 S,(2) |6-MAM-0,72 - Ko-29,12
Zwtoki 21-letniej kobiety ujawnione | M3G-0,90 B-8,06
w mieszkaniu. Nieudana akcja reani- | M6G-0,09
macyjna. Brak zmian o charakterze | K-0,04 S,(2) |6-MAM-0,72 - Ko-29,12
urazowym poza punktowymi nakiu- | K6G-0,06 B-5,73
ciami w okolicach obu kostek. Zgon
w wyniku zatrucia mieszaning heroiny | Ko-0,06 S;(2) |6-MAM-1,11 - Ko-34,62
z kokaing. Badania histologiczne wyka- | B-3,54 B-5,21
zaty w mig$niu sercowym umiarkowane
przekrwienie, miejscami z niewielkimi S,(2) |6-MAM-1,82 - Ko-47,22
wybroczynami krwawymi, fragmentacja B-6,71

widkien, w jednym z wycinkéw rozsia-
ne skupiska wiékien z obrazem tzw.
martwicy z wezfami skurczu, obrzek
podscieliska, w ptucach przekrwienie,
obrzek, niewielkie ogniska niedodmy
i ostrego rozdecia, w rozsianych oskrze-
lach tres¢ ropna, ogniska ropnego od-
oskrzelowego zapalenia z komponentg,
krwotoczng, w mézgu przekrwienie
mozgu i opon, rozsiane krwinkotoki
okotonaczyniowe i drobne wybroczyny
krwawe, w watrobie silne przekrwienie,
mieszane sttuszczenie rozsianych he-
patocytow, w nerce przekrwienie.

S,(X) — numer kolejnego segmentu wtosdw poczawszy od potylicy diugos¢ (cm), M — morfina, M3G — 3 glukuronid morfiny,
6-glukuronid morfiny, K — kodeina, K6G — 6-glukuronid kodeiny, 6-MAM — 6-monoacetylomorfina, A — amfetamina, MDMA —
3,4-metylenodioksymetamfetamina, MDA - 3,4-metylenodioksyamfetamina, Ko — kokaina, B — benzoilekgonina

sg za mato charakterystyczne, aby samoistnie
mogly by¢ dowodem naduzywania wykaza-
nych w badaniu posmiertnym ksenobiotykow.
Komplementarne badanie wiosow ofiar doku-
mentuje toksykologicznie istote owych zmian,
wskazujgc na minimalny okres, w ktorym mogty

sie wytworzyc.

Analiza mechanizmu zejscia smiertelnego
podana w ogolnym zarysie w protokole sekcji
zwlok w obu przypadkach wskazuje na zgony
w wyniku powiktan. W wyniku przyjmowania
srodkow uzalezniajgcych mogfo dojs¢ do de-
presji osrodka oddechowego, spowodowanego
przez morfing (heroing) przy réwnoczesnym
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wzroscie zapotrzebowania natlen, wskutek pod-
niesienia cisnienia krwi i niedotlenienia miesnia
sercowego pod wptywem dziatania kokainy,
atakze pochodnych amfetaminy (MDMA, MDA)
(p.2-M.R.).

Analiza kompleksowych wynikow badan
posmiertnych kieruje zatem uwage opiniodaw-
cy przede wszystkim na mechanizm Smierci,
zwigzany z powiktaniami, wynikajgcymi z za-
zywania mieszanin narkotykow. Jakkolwiek
analiza toksykologiczna dostarcza istotnych
danych w postaci ilosciowej oceny mieszanin
narkotykOw w materiale posmiertnym, sugerujgc
~toksykologiczng” przyczyne zgonu, to jest ona
niewystarczajgca w formutowaniu przez medyka
sgdowego ostatecznej przyczyny zgonu.

W badaniach toksykologicznych istotng role
W ocenie czasu zgonu w odniesieniu do zazycia
dawki ksenobiotyku odgrywa analityka metabo-
litdbw, szczegdlnie istotna w przypadku morfiny
i kokainy. Badanie relacji pomiedzy morfing a jej
aktywng formg — 6-glukuronidu morfiny (M6G)
oraz nieaktywng — 3-glukuronidu morfiny (M3G)
wskazuje na tzw. zgony pozne, w kilkanascie
godzin po przyjeciu opioiddw, czyli w fazie ich
eliminacji z krwi. Do podobnych wnioskow do-
prowadza analiza stosunkow stezen kokainy do
jej nieaktywnego metabolitu benzoiloekgoniny
we krwi sekcyjnej badanych przypadkow, wska-
zujgc rébwniez na zgony pozne, w fazie eliminaciji
ksenobiotykow z krwi [17-22].

Studium pismiennictwa analizowanego za-
gadnienia w tej pracy wskazuje na doniesienia
obejmujgce ogolng analize zgonow w wyniku
zazywania rozmaitych mieszanin zwigzkow
psychoaktywnych [3-8], zwracajgcych uwage
na niebezpieczenstwo przypadkowych smierci
w mechanizmie interakcji w efekcie takiego
procederu.

Analiza prezentowana w niniejszej pracy jed-
nakze pozwala dostrzec ten problem bardziej
szczegotowo od strony mechanizmu, ktérego
elementy powstaty w wyniku kompleksowych
badan posmiertnych obejmujgcych oglad ma-
kro- i mikroskopowy w konfrontacji z analizg
toksykologiczna.
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