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ABSTRACT: In the current work the authors present the case of a suicidal poison-
ing of a 21-year-old women A. B. with clomipramine, tianeptine and hydroxyzine.
The toxicological expert study executed with the HPLC/APCI/MS method, besides
standard materials used in classic toxicological expert studies such as blood, urine,
the liver or the kidney, also encompassed alternative materials, such as body fluids,
vitreous humour, labyrinthine fluid, the cerebrospinal fluid and hair. Analysis
showed the presence of medicines in the classical post-mortem material in concentra-
tions explaining the deadly poisoning with clomipramine, tianeptine and hydroxy-
zine. Analysis of the content of these medicines and of their metabolites enabled us to
reveal differences in terms of presence of metabolites in particular materials. The
presence of medicines in 12 ¢cm long segments of hair confirmed the fact known from
aninterview that A. B. was treated for depression during the last year with the medi-
cines revealed in the course of the expert analysis, which she finally took in a toxic
dose with suicidal intention.
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INTRODUCTION

In regard to social and cultural conditions of the present world, increas-
ing numbers of people suffer from depression, and so the popularity of
anti-depressive medicines is increasing. In parallel with the increase in de-
mand for these medicines in recent years one observes, as current statistics
show, a constantly increasing number of poisonings due to the use of psycho-
active substances, especially tri-cycle anti-depressive medicines [5, 6, 7]. Le-
thal poisonings with the suicidal intent often concern persons with depres-
sion, treated for longer time with medicines, which are finally taken in a le-
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thal dose leading to death [3]. Toxicological analysis aiming at detection,
identification and quantitative determination of xenobiotics in blood and
parenchymous organs obtained during the autopsy concerns the moment of
the decease, forming the basis for expert statements regarding its cause.

The observation of directions of the development of the toxicology points
on the interest with other kinds of the biological material used to the exper-
tise, such as vitreous humour, the cerebrospinal liquid or the labyrinthine
liquid. The possibility of determination of xsenobiotics in hair due to sensi-
tive and selective analytical methods, such as mass spectrometry in connec-
tion with liquid chromatography (LC/MS) whether gas (GC/MS), permits to
evaluate the history of taking of the medicines ante mortem that causes per-
ceiving a case in the wider medical and forensic aspect [2, 4, 9, 11, 14].

The aim of the current work is an attempt to present the history of taking
of anti-depressive medicines, settled on the ground of analyses of hair in the
collation with toxicological research of body fluids and of tissues. The illus-
tration of the undertaken problem is the case of a suicidal decease of
21-year-old women A. B., after taking a mixture of medicines: clomipramine,
tianeptine and hydroxyzine.

CASE REPORT

The body of 21-year-old A. B. was found in the orchard by the house, being
her residence. Near the body dummy packs after medicines: Coaxil, Ana-
franil SR, Hydroxyzinum, Aspirin and Panadol as well as empty bottles af-
ter alcohol were also found. From the interview an information was obtained
that A. B. was being given medical attendance on account of depression from
several years, and one and a half of the year ante mortem she undertook an
unsuccessful suicidal attempt, taking medicines.

The autopsy of the deceased was executed in the Department of Forensic
Medicine, Collegium Medicum, Jagiellonian University, Cracow. The result
of the autopsy of the deceased excluded changes of traumatic character and
originating from any sickness. In the stomach about 100 ml of the liquid con-
tent with whitish softened small parts, some of the shape of tablets, were es-
tablished.

In the histopathologic examination the congestion and beginning the
pneumonoedema, the scattered droplets-like steatosis of the liver, whereas
the myocardium, the kidney and the brain possessed the unamended struc-
ture were ascertained.

During the autopsy there were collected body fluids, segments of internal
organs and hair in order to perform a chemical and toxicological research for
the presence of alcohol, medicines and drugs.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

Reagents: acetononitrile, isopropanol, methanol, chloroform and ethyl
acetate and the deposit SPE C18 was bought from Merck (Darmstadt, Ger-
many), the matter for buffer TRIS and ammonium carbonate from Serva
(Heidelberd, Germany), trifluoroacetic acid from Fluka (Buchs, Switzer-
land).

The standard sample of tianeptine was obtained by diisopropyl ether ex-
traction from aqueous suspension of medicine Coaxil (Sever, France) and
the standard samples of prazepam, clomipramine, norclomipramine, hy-
droxyzine and cetyrizine originated from SIGMA (USA). Stock solutions of
the concentration of 1 mg/ml were prepared in methanol. There were exam-
ined body fluids (the venous blood, urine, vitreous humour, the cerebro-
spinal liquid, the labyrinthine liquid), segments of the internal organs (the
liver and the kidney) and hair of 12 cm in length.

The comparative materials were samples of blood, urine, the liver, the
kidney and hair received from bodies of persons that were not poisoned, ex-
amined post-mortem in the Department.

Methods

The pre-analysis

Samples of blood and urine of the deceased were subjected examinations
for the presence of ethyl alcohol with the method of gas chromatography (GC).
They showed ethanol in concentrations 0.7%o in blood and 1.1%o in urine.

An initial research was executed for urine of the deceased with the use of
the diagnostic test Tox/See, Multi-Drug Screen Panel (Bio-Rad, France),
which showed the presence of a medicine from the group tri-cycle of anti-de-
pressive medicines.

Identification

There were taken 5 ml portions of blood and urine, and then both were
added 5 ml portions of buffer TRIS of pH = 9.0. The blood sample was addi-
tionally processed with ultrasounds and depeptisation with the use of 7.5 ml
of acetononitrile. After centrifuging of samples the supernatant was col-
lected and an extraction was performed by shaking it with 30 ml of ethyl ace-
tate. After renewed centrifuging of samples the organic solvent was col-
lected and exuded with a separator Whatman 1PS (Maidstone, Great Brit-
ain). The evaporation was performed in the stream of nitrogen. Dry remains
were dissolved in 100 ul of methanol.
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The identification research was performed with the use of HPLC/APCI-
MS method in a screening system. In the course of the examinations of blood
and urine of the deceased there was established the presence of clomipra-
mine, norclomipramine, tianeptine, nortianeptine, tianeptine MC5, tianep-
tine MC3, hydroxyzine and its two metabolites — norhydroxyzine and
cetyrizine.

The quantitative analysis

The estimation of the concentration of the revealed during the identifica-
tion research xenobiotics was performed with HPLC-APCI/MS method bas-
ing on the experimental calibration curves determined for clomipramine
and norclomipramine, tianeptine (MC5 was evaluated in relation to tianep-
tine) and for hydroxyzine. The subject of the investigations were samples of
blood, urine, the liver and the kidney and alternative materials — the
cerebrospinal liquid, vitreous humour, the labyrinthine liquid and hair.
There were collected 2 ml samples of blood, urine, vitreous humour, the lig-
uid cerebrospinal, 0.4 ml of the liquid of labyrinthine (supplementing the
sample with a comparative urine to the volume of 2 ml) and for 2 g samples of
homogenates of the tissue of the kidney and the liver; then each of them was
added 40 pl of -glucuronidase with arylosulphataze.

The samples were enriched with the addition of prazepam (being the in-
ternal standard) in the concentration of 1 mg/l. 24-hour process of the enzy-
matic hydrolysis at temperature of 37°C was performed; at the end of the
process the samples were made to reveal pH = 9.0, adding to them 0.4 ml of
0.1 M NaOH and 2 ml of buffer TRIS.

The inspection of pH was carried out using indicator papers. After centri-
fuging the supernatant was collected and subjected to an extraction by shak-
ing with 12 ml of chloroform and isopropanol 3:1 v/v. After centrifuging the
sample was exuded with a Whatman separator and then evaporated in
a stream of nitrogen.

In the same manner the comparative material was processed; 2 ml sam-
ples of body fluids were enriched with the addition of clomipramine, nor-
clomipramine, tianeptine and hydroxyzine in concentrations 0, 0.25, 1.0 and
5.0 ug/ml, respectively and 2 g samples of the homogenates of tissue of the
liver and the kidney in concentrations 0, 0.25, 1.0, 5.0 and 50.0 ug/g as well
as prazepam in the concentration of 1.0 pg/ml or 1 ng/g.

Also an extraction of hair in the solid phase (SPE) was carried out. 12 cm
section of hair was divided in 4 segments of the length of 3 cm.

The process of decontamination of the hair was performed by shaking in
water, and then after drainage in isopropanol. Samples of hair were milled
in ball mill (Retsch 200 MM), then 50 mg samples of powdered hair were
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weighed and placed in glass containers. The acidic hydrolysis process was ef-
fected using 0.1 M HCI within 24 hours.

It proceeded at temperature of 57°C and at the end of it the samples were
neutralised with 1M NaOH and added 2 ml of the carbonate-ammonium
buffer of pH = 9.3. The supernatant collected after centrifuging was carried
in on the activated deposit C18-end (Merck, Germany) of small columns.

The analogous procedure was carried out for the comparative material.
Portions of 50 mg of powdered “blind” hair enriched with the addition of
clomipramine, norclomipramine, tianeptine and hydroxyzine in concentra-
tions 0.5, 1.0 and 2.0 ng/mg (ug/g), respectively and prazepam in the concen-
tration of 1.0 ng/mg (ug/g). Calibration curves were obtained, on the ground
of which suitable calculations were executed.

The analytical method

A liquid chromatograph Finnigan OF MATS (San Jose, United States)
equipped with a TSP P 4000 pump in the option of the gradient of the flow of
the phase and in an auto-sampler TSP 3000 ACE with a magnifying glass of
the volume of injection 10 pl. The separation realised in a column Purospher
RP 18, 125-3 mm I.D., the size of grains 5 um, with precolumn Lichrocard
4.4 mm L.D. filled with the deposit Lichrospher 60, of the size of grains 5 um
(Merck, Darmstadt, Germany). The liquid phase: phase A — 1% trifluoro-
acetic acid (TFA) in water and phase B — 90% of acetononitrile + 10% of
phase A. The flow of the phase 0.4 ml/min was programmed as follows: 5% of
A and 95% of B for 2 minutes incrementally to 70% of A and 30% of B for
30 minutes, after that for 2 minutes decrescently to 95 % of A and 5% of B for
8 minutes. The detection: a mass spectrometer LCQ with an ionic trap
(Finnigan OF MATS, San Jose, United States) equipped with the source of
chemical ionisation under the air-pressure (APCI). Working conditions of
APCI: carrying ionising gas (nitrogen) 60 psi and subsidiary feeding gas (he-
lium) 10 psi, the temperature of the source of ions 425°C, a capillary heated
up to the temperature of 150°C, current of the crown 5 pA. Mass spectra of
the analysed xenobiotics were situated in the range of scanning among
50—650 m/z in the option of the positive ionisation at the tension of capillary
4.0 V. Screening of spectra (SIM), taking into account retention times and
masses of the analysed substances.

RESULTS

In the course of the overall toxicological expertise the following xeno-
biotics were determined: clomipramine and norclomipramine, tianeptine
and its three metabolites: nortianeptine, tianeptine MC5 and MC3 and
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hydroxyzine and its two metabolites: norhydroxyzine and cetyryzine. It re-
mains in agreement with the fact of revealing wrappings of these medicines

by the deceased.
The determined in the course of the expertise metabolites of medicines

are consistent with theoretical schemes of metabolic tracks [10] which are
presented in Figures 1a, 1b and 1lc.
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Fig. 1a. The metabolism of clomipramine.

COOH

J)/( COOH
HN

HN
| o O Cl B-oxidation
N>\\
Hy
Tianeptine

®
%

(o]

g = <

& bz
7/
o

— N-dealkylation
T
[z}
- S0
o z\_\uo!;eplxo-g
o

Nortianeptine MC3
Fig. 1b. The metabolism of tianeptine.

Tables I and II, in which results of toxicological research representing the
concentrations of clomipramine, tianeptine and hydroxyzine were listed, ex-
plain the deadly poisoning. In the liver and the kidney significantly higher
concentrations of xenobiotics than in the remaining material were revealed.

Well visible are differences in the presence of metabolites in classic and
alternative material. The metabolites of tianeptine (nortianeptine and



82 M, Klys, S, Rojek, A, Moskata

o0
o, 5:1
C' Cetyryzine
Hydroxyzinum c'
L ()

Fig. 1c. The metabolism of hydroxyzine.

MC3) and hydroxyzine (norhydroxyzine and cetyryzine) in extracts of the al-

ternative materials, i.e. in vitreous humour, cerebrospinal and labyrinthine
fluids were not present.

TABLE I. RESULTS OF TOXICOLOGICAL EXAMINATIONS OF CLASSIC POST-MOR-
TEM MATERIAL OBTAINED FROM THE BODY OF A. B.

.. Concentration [ug/g]
Xenobiotic . .
Blood Liver Kidney
Clomipramine 1.64 164.96 72.60
Norclomipramine 0.23; 7.1% 7.56; 21.7*% 2.83; 25.7*
Tianeptine 8.35 115.56 107.49
Nortianeptine + + +
Tianeptine MC5 2.53; 3.3* 38.49; 3.0* 78.03; 1.4*
Tianeptine MC3 + + +
Hydroxyzine 0.66 13.23 14.49
Norhydroxyzine + + +
Cetyryzine 0.07 1.83 1.05

* The relative concentration of the precursor of the medicine to the metabolite.
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TABLE II. RESULTS OF TOXICOLOGICAL EXAMINATION OF BODY FLUIDS (ALTER-
NATIVE MATERIAL) OBTAINED FROM THE BODY OF A. B.

Concentration [ug/g]
Xenobiotic Cerebrospinal Vitreous Labyrinthine
fluid humour fluid
Clomipramine 1.12 0.39 0.24
Norclomipramine 0.14; 8.0* 0.06; 6.5* —
Tianeptine 0.56 0.70 1.62
Nortianeptine - — —
Tianeptine MC5 0.24; 2.3* 0.33; 2.1* 1.09; 1.5*
Tianeptine MC3 — — —
Hydroxyzine 0.20 0.09 0.43
Norhydroxyzine — — —
Cetyryzine — — —

* The relative concentration of the precursor of the medicine to the metabolite.
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Fig. 2f. Chromatogram and mass spectrum of norclomipramine in hair.

The analysis of hair, which analytical documentation was presented in
the form of mass chromatogram and of mass spectra in Figures 2a — 2f and
the results of the appropriate determinations in Table III, showed the pres-
ence of the same medicines in all four segments of hair about the total length
12 cm, asin the body fluids and tissues, at similar level of concentrations.

The obtained results proved taking of medicines during the period of
about 12 months ante mortem by A. B. The analysis showed a systematic in-
crease of the concentration of medicines along hair, beginning from bulbs.
This dependence was graphically represented in Figure 3.

In all kinds of the alternative material (Table II and III), except for the
labyrinthine liquid, the presence of the main metabolites of clomipramine
(norclomipramine) and tianeptine (tianeptine M5) was ascertained. How-
ever, in none of the alternative materials the presence of metabolites of
hydroxyzine was established.

Ratios of concentrations of the precursor to the metabolite for clomipra-
mine and tianeptine were listed in tables I, IT and III and one graphically
represented in Figure 4. It results from these lists that the content of
tianeptine in hair is significantly higher, especially in segments originating
from of the earlier period ante mortem, to the remaining material. For
clomipramine, however, these relations represent other dependence, show-
ing rather similar mechanism of passing to hair both the precursor and the
metabolite.



The use of alternative materials ... 87

TABLE III. RESULTS OF TOXICOLOGICAL EXAMINATION OF HAIR OBTAINED FROM
THE BODY OF A. B.

Concentration of medicines in hair [ug/g]

Xenobiotic
segment I | segment II | segment III | segment IV
Clomipramine 4.76 42.10 46.27 89.64
Norclomipramine | 0.48; 9.9% | 2.89; 14.6* | 3.54; 13.0* | 8.64; 10.4*
Tianeptine 1.89 6.54 9.69 14.88
Nortianeptine - - - -

Tianeptine MC5 | 0.15; 12.6* | 0.02; 32.7* | 0.32; 30.3* | 0.42; 35.4*

Tianeptine MC3 — — - _
Hydroxyzine 0.37 0.55 0.74 0.92

Norhydroxyzine - - - _

Cetyryzine — — - —

* The relative concentration of the precursor of the medicine to the metabolite.
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Fig. 3. Concentrations of the revealed medicines in four segments of hair of A. B.
DISCUSSION OF THE RESULTS

Although the considered case does not introduce any problem in the in-
terpretation of the results of toxicological research, it inspires an interest of
a toxicologist from the regard on the complexity of the poisoning. In the in-
terpretation of results of the expertise for forensic and medical purposes an
important meaning have high concentrations of the detected medicines and
their metabolites in the post-mortem material of the deceased and possible
interactions among them and with alcohol revealed in her organism.
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In described elsewhere lethal poisonings with clomipramine, tricycle
anti-depressive medicine, concentrations of the precursor were situated in
the range of 0.54—-3.3 pg/g and of the metabolite norclomipramine in the
range of 0.58—1.4 ug/g. Thus, one can accept that the concentration of the
medicine and of the metabolite in the examined case is included in the range
of concentrations encountered in deadly poisonings [1, 16].

Hydroxyzine, being an anti-histamine medicine, functions also reassur-
ingly and counterphobicly. In blood of the deceased A. B. 0.66 mg/l of this
medicine was determined that can indicate the toxic level [1, 16].

Tianeptine as an anti-depressive medicine of the serotoninergic activity,
increasing the escapement of serotonin in the pre-synaptic space, being con-
sidered as a safe medicine of a low toxicity [17]. Accessible data provide an in-
formation about single lethal poisonings in the mixture with other medi-
cine [10]. Tianeptine determined in blood of the deceased ten times exceeded
concentrations being detected during the therapeutic usage of the medicine
and was comparable with the level of the concentration established in a poison-
ing with tianeptine and tramadol as shown in the above mentioned work [10].

In the mechanism of the interaction to the foreground protrudes the syn-
ergetic activity of the shown in the course of the expertise medicines among
themselves and with alcohol. Clomipramine and hydroxyzine intensify the
synergetic effect for medicines influencing the central nervous system.
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Moreover, hydroxyzine intensifies the activity of anti-depressive medicines
[12, 17]. Thus, there are no doubts that in the sequence of the opinion on the
reason of the decease a forensic medic admitted the death of A. B. as result of
a complex activity of in their mutual interaction, including an interaction
with ethyl alcohol.

The analysis of hair showed the presence of the same medicines at simi-
lar level of concentrations, confirming data originating from of the interview
that A. B. took medicines on account of depression which at last she took in a
lethal dose. Concentrations of the established medicines in subsequent seg-
ments of hair (beginning from hair bulbs) presented values systematically
increasing (Figure 2). This can speak, on one hand, for reducing doses of the
accepted medicines nearer of the moment of the decease, on the other hand
can suggest a migration of xenobiotics in the structure of the hair from the
bulb toward the end of the hair. At the present stage of knowledge, with ref-
erence to the shown in the course of the expertise medicines, the explanation
of this matter in the manner rising no doubts is not possible [15]. The per-
formed analytical study suggests a less effective process of the embedding of
metabolites into hair in comparison to the precursors. In hair of A. B. there
were determined clomipramine and norclomipramine, tianeptine and one of
its three metabolites (tianeptine MC5), whereas metabolites of hydroxyzine
were not detected. The analysis of the alternative fluids showed in them the
presence of precursors of the medicines. The presence of metabolites in these
fluids presented a similar arrangement as in hair, except for the labyrin-
thine fluid, wherein only the metabolite of tianeptine — MC5 was detected.

Inspecting into the presented in Figure 4 coefficients, illustrating the ra-
tios of concentrations of precursors of clomipramine and tianeptine to their
main metabolites, one can observe differences in them for hair and the re-
maining material. In the case of clomipramine these differences are not
large, but for tianeptine the differences are clearly visible, presenting many
times higher values in hair than in the remaining investigative material.

This picture suggests that tianeptine more than its metabolites builds
into the structure of hair, while clomipramine and norclomipramine do this
in a similar degree. One-valued picture was received for hydroxyzine, be-
cause none of metabolites of hydroxyzine was detect either in hair, or in any
of the remaining alternative materials.

Process of the embedding of a xenobiotic into hair is dependent on many
factors, among other things on physical and chemical proprieties of given
substance and its metabolites. Among them the important role plays the
lipophility. In process of biotransformation usually originate more polar
compounds being more easily eliminated with urine, thus in many cases one
can observe in tissues higher concentrations of metabolites than of the
mother compound.
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With the opposite situation one deals in hair. Lipophilic substances more
easily come across membrane of a blood-vessel to the bulb of the hair and
penetrate the structure of hair. Thus, one can expect in hair the presence of
less polar compounds (precursors) in higher concentration than of polar
compounds (metabolites) [2, 4, 9, 11, 14, 15, 18].

It seems that the above-mentioned fragmentary theoretical data to some
extent explain the results of toxicological research concerning the described
case and presenting these relations. The metabolite of tianeptine MC5 (Fig-
ure 1b) originating by shortening of the side chain becomes more polar, but
probably to smaller extent than nortianeptine or tianeptine MC3 that were
not detected in hair.

In the matter of transfer of “nor-" metabolites of tricycle anti-depressive
medicines, e.g. norclomipramine, expressed their opinion other research-
ers [13], basing on their own observations. They evaluated the process of em-
bedding of these metabolites into the structure of hair as less effective in
comparison to the precursors of medicines.

Commenting the examined case in aspect of the selection of biological
material to toxicological evaluation, it is necessary to underline that the
greatest usefulness, aside from the classic material, offer hair. However, the
analysis of hair continually creates difficulties in the interpretation of re-
sults in many aspects, such as an evaluation of the stability of xenobiotic in
the place of its embedding into hair [12, 18]. Its usefulness for toxicological
expertise however is not being called in question that was surely proved by
the case presented in the work.

SUMMARY

The use of other alternative materials such as vitreous humour, the laby-
rinthine or cerebrospinal fluid, in addition to standard classic material for
toxicological analyses, undoubtedly extends the range of an expert study. It
seems, however, that these liquids have the greatest value as a material
with a poor biological matrix, suitable mainly for determinations of groups
of medicines and psychoactive remedies by methods of immuno-chemical
tests, in order to guide further stages of the expert study [8].

Hair, thanks to its unique physical and chemical properties, has unques-
tioned value as a source of information in toxicological, forensic and many
other types of research. An advantage of this alternative material is its sta-
bility, non-invasiveness of sampling and the lack of special requirements re-
garding its storage [15].

The analysis of alternative materials, such as hair or pure alternative
body fluids, in terms of usefulness for forensic purposes, enriched by the
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study of metabolites, has become possible thanks to the application of an ex-
tremely sensitive and selective method, i.e. liquid chromatography coupled
with mass spectrometry, e.g. in the option described in the examined case
(HPLC/APCI/MS).
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WYKORZYSTANIE MATERIALOW ALTERNATYWNYCH

W EKSPERTYZIE TOKSYKOLOGICZNEJ Z ZASTOSOWANIEM
METODY LC/APCI/MS DO OCENY PRZYPADKU
KOMPLEKSOWEGO ZATRUCIA SMIERTELNEGO LEKAMI:
KLOMIPRAMINA, TIANEPTYNA I HYDROKSYZYNA

Matgorzata KLYS, Sebastian ROJEK, Artur MOSKALA

WSTEP

Ze wzgledu na uwarunkowania spoteczne i kulturowe wspélczesnego §wiata de-
presja dotyka coraz wiecej ludzi, stad tez popularno$é lekéw antydepresyjnych
wzrasta. Réwnolegle do wzrostu popytu na owe leki w ostatnich latach obserwuje sie,
jak informuja wspodtczesne statystyki, stale wzrastajaca liczbe zatrué spowodowa-
nych uzyciem substancji psychoaktywnych, szczegdlnie tréjcyklicznych lekéw anty-
depresyjnych [6, 7, 8]. Zatrucia Smiertelne z intencja samobdjcza czesto dotycza oséb
dotknietych depresja, leczonych przez dtuzszy czas lekami, ktére — w konicu zazyte
w dawce $miertelnej — prowadza do $mierci [4].

Analiza toksykologiczna zmierzajaca do detekcji, identyfikacji i oznaczenia ilo$-
ciowego ksenobiotykéw we krwi 1 narzadach miazszowych pobranych w czasie sekcji
zwlok odnosi sie do chwili émierci, stanowiac podstawe orzeczenia o jej przyczynie.

Obserwacja kierunkéw rozwoju toksykologii wskazuje na zainteresowanie takze
innymi rodzajami materiatu biologicznego wykorzystywanego do ekspertyzy, takimi
jak ptyn z galki oka, plyn mézgowo-rdzeniowy czy ptyn btednikowy. Najwieksze
znaczenie po$rod materialéw alternatywnych maja jednakze wlosy. Mozliwo$é oz-
naczen ksenobiotykéw we wlosach dzieki czutym i selektywnym metodom analitycz-
nym, takim jak spektrometria mas w sprzezeniu z chromatografia cieczowa (LC/MS)
czy gazowa (GC/MS), pozwala ocenia¢ historie zazywania leku badz lekéow przed
$miercia, co sprawia, ze dany przypadek postrzega sie w szerszym aspekcie medycz-
no-sagdowym [3, 5, 10, 12, 14].

Celem niniejszej pracy jest proba przedstawienia historii zazywania lek6w anty-
depresyjnych, ustalona na podstawie analizy wtoséw w konfrontacji z toksykologicz-
nymi badaniami ptynéw ustrojowych i tkanek. [lustracje podjetego zagadnienia sta-
nowi przypadek samobdjczej Smierci 21-letniej kobiety, A. B., po zazyciu mieszaniny
lekéw: klomipraminy, tianeptyny i hydroksyzyny.

OPIS PRZYPADKU

Zwtoki 21 letniej A. B. ujawniono w sadzie przy domu, w miejscu zamieszkania.
Przy zwlokach znaleziono puste opakowania po lekach: Coaxil, Anafranil SR, Hy-
droxyzinum, Polopiryna SiPanadol oraz puste butelki po alkoholu. Z wywiadu uzys-
kano informacje, ze A. B. byta leczona z powodu depresji od kilku lat, a 1,5 roku przed
$miercia podjeta nieudana prébe samobdjcza, zazywajac leki. Sekcje zwlok zmarte]
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wykonano w Zakladzie Medycyny Sadowej Collegium Medicum Uniwersytetu Ja-
giellonskiego w Krakowie. Wynik badan sekcyjnych denatki wykluczyly zmiany
o charakterze urazowym i chorobowym. W zotadku stwierdzono okoto 100 ml ptynnej
tresci z biatawymi rozmiekajacymi czastkami, niektorymi o ksztalcie tabletek. W ba-
daniu histopatologicznym stwierdzono przekrwienie 1 rozpoczynajacy sie obrzek
pluc, rozsiane drobnokropelkowe stluszczenie watroby, natomiast miesien sercowy,
nerka i mézg posiadaty niezmieniong budowe.

W czasie sekeji zwlok pobrano plyny ustrojowe, wycinki narzadéw wewnetrznych
1 wlosy celem przeprowadzenia badan chemiczno-toksykologicznych na obecnos¢ al-
koholu, lekéw 1 narkotykow.

MATERIAL I METODY

Material

Odczynniki: acetonitryl, izopropanol, metanol, chloroform i octan etylu oraz ztoze
SPE C18 zakupiono w firmie Merck (Darmstadt, Niemcy), substancje do buforu
TRIS i weglanowo-amonowego w firmie Serva (Heidelberd, Niemcy), kwas trifluoro-
octowy w firmie Fluka (Buchs, Szwajcaria).

Wzorzec tianeptyny uzyskano przez ekstrakcje eterem diizopropylowym z wodne;j
zawiesiny leku Coaxil (Sever, Francja), natomiast wzorce prazepamu, klomipraminy,
norklomipraminy, hydroksyzyny i cetyryzyny pochodzily z firmy SIGMA (Stany Zjed-
noczone). Roztwory podstawowe o stezeniu 1 mg/ml przygotowano w metanolu.

Badano ptyny ustrojowe (krew zylna, mocz, ciatko szkliste gatki oka, ptyn mézgo-
wo-rdzeniowy, ptyn btednikowy), wycinki narzadéw wewnetrznych (watroba, nerka)
oraz kosmyk wloséw o dtugosci 12 cm.

Materiat kontrolny stanowity krew, mocz, watroba, nerka i wtosy pobrane od 0os6b
niezatrutych, sekcjonowanych w tutejszym zakladzie.

Metody

Analiza wstepna

Krew 1 mocz denatki poddano badaniom na obecno§é alkoholu etylowego metoda
chromatografii gazowej (GC). Wykazaty one etanol w stezeniach 0,7%. we krwi
11,1%o0 w moczu.

Wstepne badania wykonano, badajac mocz zmarlej z zastosowaniem testu dia-
gnostycznego Tox/See, Multi-Drug Screen Panel (Bio-Rad, Francja), ktory wykazal
obecno§é leku badz lekow z grupy tricyklicznych lekow antydepresyjnych.

Identyfikacja

Pobrano po 5 ml krwi i moczu, a nastepnie dodano do préb po 5 ml buforu TRIS
o pH = 9,0. Krew dodatkowo poddano dzialaniu ultradzwiekéw i1 odbiatczaniu
z uzyciem 7,5 ml acetonitrylu. Po odwirowaniu préb zbierano supernatant i prowa-
dzono ekstrakcje 30 ml octanu etylu przez wytrzasanie. Po ponownym odwirowaniu
préb zbierano rozpuszczalnik organiczny 1 sgczono na separatorze typu Whatman
1PS (Maidstone, Wielka Brytania). Odparowywanie prowadzono w strumieniu
azotu. Suche pozostalo§ci rozpuszczano w 100 pl metanolu.
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Badania identyfikacyjne prowadzono z zastosowaniem metody HPLC-APCI/MS
w systemie skryningu. W toku badan wykazano we krwi i moczu denatki obecnos$é
klomipraminy, norklomipraminy, tianeptyny, nortianeptyny, tianeptyny MC5, tia-
neptyny MC3, hydroksyzyny ijej dwoch metabolitéw —norhydroxyzyny i cetyryzyny.

Analiza ilosciowa

Ocene stezenia wykazanych w badaniu identyfikacyjnym ksenobiotykéw prze-
prowadzono metodg HPLC-APCI/MS w oparciu o wyznaczone w drodze eksperymen-
tu krzywe kalibracyjne dla klomipraminy i noklomipraminy, tianeptyny (MC5 oce-
niano wzgledem tianeptyny) oraz dla hydroksyzyny. Badaniu poddano krew, mocz,
watrobe 1 nerke oraz materialy alternatywne — pltyn moézgowo-rdzeniowy, ptyn
z galki oka, ptyn btednikowy oraz wlosy.

Pobrano po 2 ml krwi, moczu, ciatka szklistego gatki oka, plynu mézgowo-
rdzeniowego, 0,4 ml ptyn btednikowego (uzupetniajac probe moczem kontrolnym do
objetosci 2 ml) oraz po 2 g homogenatéow tkankowych nerki i watroby; nastepnie
dodano do nich po 40 pl -glukuronidazy z arylosulfatazg. Préby wzbogacano
dodatkiem prazepamu (stanowiacego standard wewnetrzny) o stezeniu 1 mg/l.
Prowadzono 24-godziny proces hydrolizy enzymatycznej przebiegajacy w temperatu-
rze 37°C; po zakonczeniu préby doprowadzano do pH = 9,0, dodajac do nich 0,4 ml
0,1 M NaOH 1 2 ml buforu TRIS. Kontrole pH prowadzono przy uzyciu papierkow
wskaznikowych. Po odwirowaniu zbierano supernatant, ktoéry poddawano ekstrakcji
z wytrzgsaniem 12 ml chloroformem iizopropanolem 3:1 v/v. Cato$é po odwirowaniu
saczono na separatorze typu Whatman, a nastepnie odparowywano w strumieniu
azotu.

Analogiczne postepowano z materialem kontrolnym; 2 ml préby ptynéw ustro-
jowych wzbogacano dodatkiem klomipraminy, norklomipraminy tianeptyny
1 hydroxyzyny w stezeniach odpowiednio 0, 0,25, 1,0, 5,0 pg/ml oraz 2 g préby
homogenatéw tkankowych z watroby i nerki w stezeniach 0, 0,25, 1,0, 5,0, 50,0 pg/g
oraz prazepamu w stezeniu 1,0 pg/ml lub 1 pg/g. Otrzymano krzywe kalibracyjne,
z ktérych dokonano obliczen stezenia lekow.

Przeprowadzono réwniez ekstrakcje wloséw na fazie stalej (SPE). 12 cm odcinek
wloséw podzielono na 4 segmenty o dtugosci 3 cm. Prowadzono proces dekontamina-
cji przez wytrzasanie w wodzie, a nastepnie po ich osuszeniu w izopropanolu. Probki
wloséw mielono w mtynie kulowym (Retsch MM 200), po czym do naczyniek szkla-
nych odwazano po 50 mg sproszkowanych wlosow. Prowadzono przez 24 h proces hy-
drolizy kwaénej przy uzyciu 0,1 M HCI. Przebiegal on w temperaturze 57°C, a po jego
zakonczeniu probki zobojetniano 1 M NaOH 1 dodano do nich 2 ml buforu weglano-
wo-amonowego o pH = 9,3. Supernatnat zebrany po odwirowaniu nanoszono na
zaaktywowane zloze C18-end (Merck, Niemcy) kolumienek.

Analogiczne postepowanie prowadzono z materialem kontrolnym. Porcje po
50 mg sproszkowanych wloséw ,$lepych” wzbogaconych dodatkiem klomipraminy,
norklomipraminy, tianeptyny i hydroksyzyny w stezeniach odpowiednio 0,5; 1,0;
2,0 ng/mg (ug/g) oraz prazepamu w stezeniu 1,0 ng/mg (ug/g). Otrzymano krzywe
kalibracyjne, na podstawie ktérych dokonano odpowiednich obliczen.
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Metoda analityczna

Chromatograf cieczowy: aparat Finnigan MAT (San Jose, Stany Zjednoczone)
wyposazony w pompe TSP P 4000 w opcji gradientu przeptywu fazy oraz w auto-
sampler TSP AS 3000 z lupa o objetoéci wstrzykiwania 10 ul. Rozdzial przepro-
wadzono na kolumnie Purospher RP 18, 125-3 mm I.D., 5 pm rozmiar ziaren,
z przedkolumnag Lichrocard 4, 4 mm I[.D. wypelniong zlozem Lichrospher 60, o roz-
miarze ziaren 5 pm (Merck, Darmstadt, Niemcy). Faza ciekla: faza A — 1% kwas
tréjfluorooctowy (TFA) w wodzie i faza B — 90% acetonitrylu + 10% fazy A. Przeptyw
fazy 0,4 ml/min programowano nastepujaco: 5% A195% B przez 2 min wzrastajaco do
70% A130% B przez 30 min, potem po 2 min malejaco do 95 % A15% B przez 8 min.

Detekcja: spektrometr masowy LCQ z putapka jonowa (Finnigan MAT, San Jose,
Stany Zjednoczone) wyposazony w zZrodlo chemicznej jonizacji pod ciénieniem atmos-
ferycznym (APCI). Warunki pracy APCI: gaz noény jonizujacy (azot) 60 psi i gaz po-
mocniczy zasilajacy (hel) 10 psi, temperatura Zrédta jonow 425°C, podgrzewana kapi-
lara do temperatury 150°C, prad korony 5 pnA. Widma masowe analizowanych kseno-
biotykéw miescily sie w zakresie skanowania pomiedzy 50—650 m/z w opcji jonizacji
dodatniej przy napieciu kapilary 4,0 V. Przeprowadzono przesiewanie widm (SIM),
bazujac na czasach retencji 1 masach analizowanych substancji.

WYNIKI

W toku calosciowej ekspertyzy toksykologicznej oznaczono nastepujace ksenobio-
tyki: klomipramine i norklomipramine, tianeptyne 1ijej trzy metabolity: nortianepty-
ne, tianeptyne MC5 1 MC3 oraz hydroksyzyne ijej dwa metabolity: norhydroksyzyne
icetyryzyne. Potwierdza to fakt ujawnienia przy denatce opakowan po tych lekach.

Wykazane w toku ekspertyzy metabolity lekow sg zgodne z teoretycznymi sche-
matami szlakéw metabolicznych [11], ktére sa przedstawione narycinach 1a, 1bilc.

Tabele 11 II, w ktorych zamieszczono wyniki badan toksykologicznych przedsta-
wiajacych stezenia klomipraminy, tianeptyny i hydroksyzyny, ttumacza zatrucie
$miertelne. W watrobie 1 nerce wykazano istotnie wyzsze stezenia ksenobiotykow
w poréwnaniu z pozostalym materiatem.

Zauwazalne sa réznice w obecno$ci metabolitow w materiale klasycznym 1 alter-
natywnym. Nie wykazano obecno$ci metabolitéw tianeptyny (nortianeptyny i MC3)
oraz hydroksyzyny (norhydroksyzyny i cetyryzyny) w ekstraktach materiatéw alter-
natywnych, tj. w ciatku szklistym oka, pltynie mézgowo-rdzeniowym i ptynie bledni-
kowym.

Analiza wloséw, ktorej dokumentacje analityczna przedstawiono w postaci chro-
matogramu masowego 1 widm masowych na rycinach 2 a—f, a wyniki oznaczen w ta-
beli III, wykazala obecno$é tych samych lekéw, jak w ptynach ustrojowych i tkan-
kach we wszystkich czterech fragmentach wloséw o sumarycznej dtugoséci 12 cm ina
podobnym poziomie stezen, jak w pozostalym materiale. Wyniki dowodza zazywania
lekéw przez okres okoto 12 miesiecy przed $miercig przez A. B. Analiza wykazala sys-
tematyczny wzrost stezenia lekéw na catej dtugo$ci wloséw, poczawszy od cebulki.
Przedstawiono te zaleznoéé graficznie na rycinie 3.

We wszystkich rodzajach materiatu alternatywnego (tabela I1 1 I1I), z wyjatkiem
plynu btednikowego, stwierdzono obecno$¢ gtéwnych metabolitow klomipraminy
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(norklomipraminy) i tianeptyny (tianeptyny M5). Nie wykazano natomiast obecnos-
ci metabolitéw hydroksyzyny w zadnym z materiatéw alternatywnych.

Stosunki stezen prekursor/metabolit dla klomipraminy i tianeptyny zamieszczo-
no w tabelach I, IT 1 IIT oraz przedstawiono graficznie na rycinie 4. Wynika z tych wy-
kazow, ze zawarto$¢ tianeptyny we wlosach jest znaczaco wyzsza, zwlaszcza w seg-
mentach pochodzacych z wezeéniejszego okresu przed $émiercig, w poréwnaniu z po-
zostalym materialem. Dla klomipraminy relacje te przedstawiaja inna zalezno$c,
wskazujac raczej na podobny mechanizm przechodzenia do wtoséw zaréwno prekur-
sora, jak 1 metabolitu.

DYSKUSJA WYNIKOW

Jakkolwiek rozwazany przypadek nie przedstawia wiekszego problemu w inter-
pretacji wyniku badania toksykologicznego, to wzbudza on zainteresowanie toksyko-
loga ze wzgledu na kompleksowo§¢ zatrucia. W interpretacji wynikow ekspertyzy dla
celow orzecznictwa sadowo-lekarskiego znaczenie maja wysokie stezenia wykrytych
lekéw 1 ich metabolitéw w materiale sekcyjnym ofiary oraz mozliwe interakeje po-
miedzy nimi i alkoholem ujawnionym w organizmie denatki.

W udokumentowanych zatruciach §émiertelnych klomipramina, tréjpierscienio-
wym lekiem antydepresyjnym, stezenia prekursora mieécily sie w zakresie
0,54-3,3 pg/g, a metabolitu norklomipraminy w zakresie 0,58-1,4 pg/g. Mozna wiec
przyjaé, ze stezenie leku 1 metabolitu w badanym przypadku zawiera sie w prze-
dziale stezen spotykanych w zatruciach Smiertelnych [1, 17].

Hydroksyzyna, bedac lekiem antyhistaminowym, dziata takze uspokajajaco
iprzeciwlekowo. We krwi zmartej A. B. ujawniono 0,66 mg/1 tego leku, co moze wska-
zywaé na poziom toksyczny [1, 17].

Tianeptyna jako lek antydepresyjny o dzialaniu serotoninergicznym, zwiek-
szajacym wychwyt serotoniny w przestrzeni presynaptycznej, uwazana jest za lek
bezpieczny, o niskiej toksycznosci [18]. Dostepne dane informuja o pojedynczych za-
truciach $émiertelnych w mieszaninie z innym lekiem [11]. Tianeptyna oznaczona we
krwi denatki kilkadziesiat razy przekraczala stezenia oznaczone podczas terapeu-
tycznego stosowania leku 1 byla poréwnywalna z poziomem stezenia oznaczonym
w zatruciu tianeptyna 1 tramadolem wykazanych w wyzej cytowanej pracy [11].

W mechanizmie interakcji na pierwszy plan wysuwa sie synergistyczne dzialanie
wykazanych w toku ekspertyzy lekow miedzy sobg oraz z alkoholem. Klomipramina
1 hydroksyzyna nasilaja efekt synergistyczny dla lekéw dziatajacych na o$rodkowy
uklad nerwowy. Hydroksyzyna ponadto nasila dziatanie lekéw antydepresyjnych
[13, 18]. Nie wzbudza wiec watpliwoéci fakt, ze w sekwencji opinii o przyczynie
$mierci medyk sadowy przyjal zgon A. B. w wyniku kompleksowego dziatania wielo-
lekowego w interakcji, w tym z alkoholem etylowym.

Analiza wloséw wykazala obecno$é tych samych lekéw na podobnym poziomie
stezen, potwierdzajac dane pochodzace z wywiadu, ze A. B. zazywata leki z powodu
depresji, ktore ostatecznie przyjela w dawce émiertelnej. Stezenia wykazanych
lekéw w kolejnych segmentach wloséw (poczawszy od cebulki wlosa) przedstawiaty
wartosci systematycznie wzrastajace (rycina 2). Moze to przemawiaé, z jednej strony,
za zmniejszajacymi sie dawkami przyjmowanych lekéw blizej momentu $mierci,
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z drugiej strony moze sugerowaé migracje ksenobiotykdéw w strukturze wlosa w kie-
runku od cebulki do konca wlosa. Na obecnym etapie wiedzy, w odniesieniu do wyka-
zanych w toku ekspertyzy lekéw, wyjasnienie tej kwestii w sposéb nie budzacy
watpliwosci nie jest mozliwe [16].

Przeprowadzone badania analityczne wskazuja na mniej efektywny proces wbu-
dowywania sie we wlosy metabolitow w poréwnaniu z prekursorami. We wtosach
A. B. zostaly oznaczone klomipramina i norklomipramina, tianeptyna i jeden spo$-
réd trzech metabolitow (tianeptyna MC5), natomiast metabolity hydroksyzyny nie
zostaty wykryte. Analiza plynéw alternatywnych wykazata w nich obecno$¢ prekur-
sorow lekéw. Obecnos$é metabolitéw w tych ptynach przedstawiala podobny uktad
jak we wlosach, z wyjatkiem pltynu btednikowego, w ktérym wykryto jedynie metabo-
lit tianeptyny MC5.

Analizujac przedstawione na rycinie 4 wspolczynniki, obrazujace stosunek ste-
zen prekursoréw klomipraminy i tianeptyny do ich gtéwnych metabolitéow, zauwaza
sie réznice w tych wielkoéciach we wtosach 1 pozostalym materiale. W przypadku klo-
mipraminy réznice te sa niewielkie, natomiast dla tianeptyny réznice sa wyraznie
widoczne, przedstawiajac we wlosach wielokrotnie wyzsze warto§ci w poréwnaniu
z pozostalym materialem badawczym.

Obraz ten sugeruje, ze tianeptyna — bardziej niz jej metabolity — wbudowuje sie
w strukture wlosa, natomiast klomipramina i norklomipramina czynia to w podob-
nym stopniu. Jednoznaczny obraz otrzymano dla hydroksyzyny, gdyz metabolitow
hydroksyzyny nie wykryto we wlosach, jak zreszta i w pozostaltych materiatach alter-
natywnych.

Proces wbudowywania sie ksenobiotyku we wlosy jest zalezny od wielu czyn-
nikéw, m.in. fizykochemicznych wtasciwoséci danej substancji i jej metabolitéw.
Wsérdd nich wazna role odgrywa lipofilno§é. W procesie biotransformacji powstaja
w wiekszoS$ci bardziej polarne zwiazki, ktére sa latwiej wydalane z moczem, stad tez
w wielu przypadkach obserwuje sie w tkankach wyzsze stezenia metabolitéw niz ma-
cierzystego zwiazku. Z odwrotna sytuacja mamy do czynienia we wlosach. Subs-
tancje lipofilne tatwiej przechodzg przez membrane naczynia krwiono$nego do ce-
bulki wlosa i wnikaja do struktury wlosa. Z tego tez wzgledu mozna sie spodziewaé
obecnos$ci we wlosach zwiazkéw mniej polarnych (prekursoréw) w wyzszym stezeniu
niz zwiazkow bardziej polarnych (metabolitéw) [2, 3, 5, 10, 12, 15, 16].

Wydaje sie, ze powyzsze fragmentaryczne dane teoretyczne w pewnym stopniu
tlumacza wyniki badan toksykologicznych dotyczacych opisywanego przypadku
1 przedstawiajacych te relacje. Metabolit tianeptyny MC5 (rycina 1b) powstaty przez
skrécenie tanicucha bocznego staje sie bardziej polarny, ale by¢ moze w mniejszym
stopniu niz nortianeptyna czy tianeptyna MC3, ktére nie zostaly wykryte we
wlosach. Analizujac metabolizm hydroksyzyny, przy podobnych zatozeniach mozna
wyciagnaé podobne wnioski thumaczace brak metabolitéw we wlosach.

W kwestii przechodzenia metabolitow ,nor-” tréjcyklicznych lekéw antydepresyj-
nych, w tym norklomipraminy, wypowiadali sie inni badacze [14], opierajac sie na
swoich obserwacjach. Ocenili oni proces wbudowywania sie w strukture wlosa tych
metabolitéw jako mniej efektywny w poréwnaniu z prekursorami lekéw.

Komentujac badany przypadek pod katem doboru materiatu biologicznego do
oceny toksykologicznej, trzeba podkresli¢, ze najwieksza przydatnosé oprocz mate-
riatu podstawowego (klasycznego) oferuja wtosy. Jednakze analiza wlosow wciaz
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stwarza trudnosci w interpretacji wynikow w wielu jej aspektach, jak chociazby przy
ocenie stabilnoéci ksenobiotyku w miejscu wbudowywania sie do wtosa [2, 13]. Przy-
datnos¢ dla toksykologicznej ekspertyzy medyczno-sadowej jest jednak niekwestio-
nowana, czego dowodzi zapewne przedstawiany w niniejszej pracy przypadek.

PODSUMOWANIE

Zastosowanie do analizy toksykologicznej innych materialéw alternatywnych ta-
kich ptyn z galki oka, ptyn btednikowy czy mézgowo-rdzeniowy obok standardowego
materiatu klasycznego niewatpliwie poszerza zakres ekspertyzy. Wydaje sie jed-
nakze, ze najwieksza wartos¢ przedstawiaja te ptyny jako materiat z uboga matryca
biologiczna, stluzacy gléwnie do oznaczen grup lekéw i érodkéw psychoaktywnych
metodami testéw immunochemicznych, celem ukierunkowania dalszych etapéw
procedury ekspertyzy [9].

Wilosy, dzieki swoim unikalnym wtaéciwo$ciom fizykochemicznym, przedsta-
wiajg niekwestionowana warto$¢ jako zZrédto informacji w badaniach toksykologicz-
nych, kryminalistycznych i wielu innych dziedzinach. Zaleta tego materiatu alterna-
tywnego jest jego trwalo§é, nieinwazyjno$é pobierannia oraz brak szczegblnych wy-
mogéw co do jego przechowywania [16].

Natomiast analiza materiatéw alternatywnych, takich jak wlosy czy czyste alter-
natywne plyny ustrojowe, w aspekcie przydatnosci do celéw ekspertyzy toksykolo-
gicznej, wzbogacona badaniami metabolitéw, stala sie mozliwa dzieki zastosowaniu
wysoce czulej 1 selektywnej metody, jaka niewatpliwie jest metoda chromatografii
cieczowe] sprzezone]j ze spektrometrem masowym, takze w opcji opisanej w badanym
przypadku (HPLC-APCI/MS).



