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Abstract

3,4-dimethylmethcathinone (3,4-DMMC) is a psychoactive, synthetic analog of the central nervous system stimulant cathinone.
In recent years, 3,4-DMMC has been abused as an alternative to controlled cathinones. As with other synthetic cathinones, the
recreational use of 3,4-DMMC can result in death. We present an autopsy case in which the cause of death was judged to be
3,4-DMMC poisoning. Other drugs or poisons that could have caused the death were not detected by our screening using gas-
chromatography-mass spectrometry. The deceased was a 31-year-old man with a history of drug abuse. Alkaline liquid-liquid
extraction and validated liquid chromatography-electrospray ionization-mass spectrometry were employed to quantify the drug

in whole blood. 3,4-DMMC was found in blood at the concentration of 3.31pg/ml.
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1. Introduction

In recent years, a growing number of poisonings
and even deaths after use of new psychoactive sub-
stances (NPS) — the so-called legal highs — have been
observed. The term “legal highs” refers to substitute
drugs, which, according to the Drug Addiction Coun-
teraction Act, are “substances of natural or synthet-
ic origin in any physical state or products, plants, or
fungi that contain such a substance, which are used
instead of narcotic drugs or psychotropic substances
or for the same purposes as narcotic drugs or psycho-
tropic substances whose production and marketing is
not regulated under separate regulations”. According
to the report of the Chief Sanitary Inspector on sub-
stitute drugs, 721 suspicions of poisonings with these
compounds were reported in 2013. Many of these
compounds are not regulated by the Drug Addiction
Counteraction Act and can be legally introduced into
the market. 3,4-dimethylmethcatinone (3,4-DMMC),
which is a psychoactive substance from the group of

synthetic derivatives of cathinone, was also in this
group of compounds (at the time of the research that
is the subject of this paper) (Figure 1; Kelly, 2011;
Locos, Reynolds, 2012). Synthetic cathinones are
structural analogs of cathinone (S-(-)-2-amino-1-phe-
nylpropane-1-one), an alkaloid with psychostimulant
action that is present in khat (Catha edulis, Valente,
Guedes de Pincho, Bastos, Carvalho, 2014).
According to the report of the European Monitor-
ing Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA),
3,4-DMMC first appeared in Hungary in 2010 (Euro-
pean Monitoring Centre for Drugs and Drug Addic-
tion, 2010). It is commercially available as a white
powder in portions of 0.5 g to 200 g, and preparations
under the names Vinshu, Puszan, Daksza, Viol S and
LOOP 3. Like other synthetic cathinones, 3,4-DMMC
is most frequently administered orally, intranasally or
intravenously. At the moment, there are practically no
data in the literature concerning the short- and long-
term effects of 3,4-DMMC. However, according to de-
scriptions posted on Internet forums, the effect of the
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administration of this substance is agitation, increased
activity, decreased appetite and anorexia, dry mouth,
blurred vision, tingling of the face, jaw clenching, and
bouts of cold. 3,4-DMMC at higher doses causes panic
attacks and tachycardia. The mechanism of action of
3,4-DMMC involves the inhibition of norepinephrine
and dopamine reuptake (Shima, Katagi, Kamata,
2013). The metabolic pathway of this compound runs
mainly via reduction of the carbonyl group to B-OH-
DMMC, and N-demethylation to 3,4-dimethylcathi-
none (DMC), which in the next step is converted to
B-OH-DMC (Shima, Katagi, Kamata, 2013; Tyrkko,
Pelander, Ketola, 2013).

O
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Fig. 1. The structure of 3,4-dimethylmethcathinone
(3,4-DMMC).

Cases of deaths after administration of cathinone
derivatives, such as mephedrone (Adamowicz, To-
karczyk, Stanaszek, 2013), methedrone (Wikstrom,
Thelander, Nystrom, Kronstrand, 2010), MDPV (Ad-
amowicz, Gil, Skulska, Tokarczyk, 2013; Wyman,
Lavins, Engelhart, 2013), pentedrone (Sykutera, Cy-
chowska, Bloch-Bogustawska, 2015), and methylone
(Cawrse, Levine, Jufer, Fowler, Vorce, et al. 2012;
Pearson, Hargraves, Hair, 2012) are described in the
literature. There is also limited information on the
concentrations of 3,4-DMMC in biological material
after administration of narcotic doses (Shima, Katagi,
Kamata, 2013; Toth, Kovacs, Arok, Varga, Kereszty,
2013) or doses that may be the cause of death (Usui,
Aramaki, Hashiyada, 2014).

Liquid chromatography with tandem mass detec-
tion (Shima, Katagi, Kamata, 2013; Usui, Aramaki,
Hashiyada, 2014), liquid chromatography/quadrupole-
time-of-flight mass spectrometry (Tyrkko, Pelander,
Ketola, 2013) and gas chromatography with mass de-
tection (Shima, Katagi, Kamata, 2013; Toth, Kovacs,
Arok, Varga, Kereszty, 2013) were used for the deter-
mination of 3,4-DMMC. In the present study, liquid
chromatography with electrospray ionization mass de-
tection and gas chromatography with mass detection
were applied for the determination of 3,4-DMMC.

The aim of this study was to present a case of
3,4-DMMC acute intoxication with fatal outcome.

2. Case history

The corpse of a 31-year-old man was found in the
bathroom on the floor. From information obtained, it
transpired that the man had been administering “legal
high” preparations for a few months, which had been
purchased on the Internet. At the scene, police secured
a syringe containing a small amount of liquid. Analy-
ses of the contents of the syringe carried out in a po-
lice laboratory showed the presence of 3,4-DMMC.
At the time of the corpse examination and autopsy,
which were conducted outside the local Department
of Forensic Medicine (ZMS), traces of intravenous in-
jections in the upper limbs were found, but injuries
and lesions explaining the cause of death were not re-
vealed. Biological material for histopathological ex-
amination was not secured.

Only a blood sample was secured during the autop-
sy and sent to the ZMS. Routine toxicological analy-
ses of the blood sample for ethyl alcohol content by
gas chromatography with the flame ionization detec-
tion method and headspace technique as well as for
narcotic and psychotropic substances from the group
of cannabinoids, opiates, amphetamines, cocaine,
and benzodiazepines by the enzyme-linked immu-
nosorbent assay ELISA with the use of Mahsan tests
were carried out. Screening chemical-toxicological
analysis was performed by gas chromatography-mass
spectrometry and liquid chromatography-mass spec-
trometry. The blood sample was also analysed for the
presence of 3,4-DMMC.

3. Material and methods
3.1 Biological material

Control blood (free of analytes) used for the devel-
opment and validation of the method was from LGC
Standards (Dziekanow Le$ny, Poland). The research
material also included ten different blood samples
originating from expert examinations routinely carried
out at the ZMS. These samples were used to test the
selectivity of the method and matrix effects. The blood
sample (from the autopsy) submitted for testing was
stored at —10°C until the time of analysis.

3.2 Reagents

Standards (3,4-DMMC, pentedrone, 4-methyl-
ethylcathinone, 3-metylethylcathinone, naphyrone,
buphedrone, butylone, MDPV, mephedrone, meth-
edrone, methylone, a-pvp and amphetamine-d5) were
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from Cerilliant (LGC Standards, Dziekanoéw Les$ny,
Poland). Methanol, dichloromethane and acetonitrile
HPLC grade, and trifluoroacetic acid (TFA, 99%) were
purchased from Sigma Aldrich (Poznan, Poland). So-
dium hydroxide (pure for analysis) was bought from
Avantor (Gliwice, Poland). Inspec®-Drogen-EIAs
immunoassay kits were from Mahsan (Reinbek, Ger-
many).

3.3 Samples preparation

50 pl of internal standard amphetamine-dS at
a concentration of 10 pg/ml was added to the blood
sample (1 ml) in a 7 ml polypropylene test tube. Then,
0.1 ml of 1 M NaOH and 3 ml of dichloromethane
were added to the sample. The sample was shaken for
20 min, centrifuged for 5 min, and then the organic
phase was transferred to vials and evaporated to dry-
ness under nitrogen at 25°C. The dry residue was dis-
solved in 200 pl of methanol.

3.4 Qualitative analysis by gas chromatography-
mass spectrometry

The analysis was conducted using a Shimadzu
GCMS-QP2010 Ultra gas chromatograph coupled
with a mass spectrometer (Kyoto, Japan). The gas
chromatograph was equipped with a split/splitless
injector maintained at a temperature of 250°C. Injec-
tion of samples (1 pl) was performed automatically in
splitless mode. Separation was achieved using a ZB-
SMS Guarded (30 m x 0.25 mm, 0.25 pm) capillary
column. A gradient temperature program was used
in the method. The analysis started at 80°C and this
temperature was maintained for 1 min. Then it in-
creased at a rate of 15°C/min to reach 200°C and then
10°C/min up to a temperature of 300°C. The final tem-
perature was maintained for 3 min. Helium flowing
through the column at 0.55 ml/min was used as a car-
rier gas. Electron ionization with energy of 70 eV was
used. The mass detector was operated in a total ion
current mode (m/z) 40—600 amu. Acquisition was per-
formed using GCMS Solution version 2.72 software.

3.5 Quantitative analysis by liquid
chromatography-mass spectrometry with
electrospray ionization (LC-ESI-MS)

An Agilent Technologies 1100 Series system
(Waldbronn, Germany) consisting of a liquid chro-
matograph equipped with a binary gradient pump, an
autosampler, a thermostat and a mass spectrometer
with electrospray ionization was used in the study.

The separation was carried out on an Eclipse XDB-C8
(150 mm x 4.6 mm, 5 pm from Agilent Technol-
ogies) chromatography column held at 25°C. The
mobile phase flowing through the column at a rate
of 0.4 ml/min consisted of a mixture of acetonitrile
and 0.1% aqueous trifluoroacetic acid solution (70:30,
v/v). The volume of injected sample was 10 ul. The
mass detector was operating under the following con-
ditions: fragmentor voltage — 70 V, capillary voltage
— 4000 V, nebulizing gas (N,) flow — 12 1/min, nebu-
lizing gas temperature — 250°C, nebulizer pressure
— 35 psi. Selected ions were monitored (SIM) at m/z
192 (ion selected for quantitative analysis) and 174 for
3,4-DMMC, and 141 for the internal standard (am-
phetamine-d5). The retention time of 3,4-DMMC and
the internal standard were 8.1 min and 5.6 min, re-
spectively. Data collection and analysis were carried
out using ChemStation version A 06.03 (Agilent Tech-
nologies) software.

3.6 Validation of the LC-ESI-MS method

Method validation was carried out according to Pe-
ters et al. (Peters, Drummer, Musshoff, 2007) and in-
cluded determination of the following parameters: lin-
earity, limit of detection (LOD), limit of quantification
(LOQ), precision, accuracy and selectivity. Recovery
(R) and matrix effects (ME) were also examined.

Methanolicsolutionsatconcentrationsof 100 png/ml,
10 pg/ml and 1 pg/mL were used for the prepara-
tion of the 3,4-DMMC calibration curve in blood. An
eight-point calibration curve was obtained by analyz-
ing blood samples to which 3,4-DMMC was added
to achieve concentrations of 10, 50, 100, 500, 1000,
2000, 3000 and 4000 ng/ml, respectively. 50 ul of the
internal standard solution (amphetamine-d5) at a con-
centration of 10 pg/ml was also added to each sample.
For each concentration level, three replicates was per-
formed. The calibration curve was plotted as the ratio
of the analyte peak area to the internal standard peak
area vs. analyte concentration. The calibration curve
showed a linear course in the tested concentration
range (104000 ng/ml). The coefficient of correlation
r was 0.99. The limit of detection (LOD), determined
as the concentration producing a detector signal three
times greater than the height of the noise (S/N = 3),
was 1 ng/ml. The lowest point of the calibration curve,
ie. 10 ng/ml, was assumed as the limit of quantifica-
tion (precision CV = 5.4%, accuracy expressed as rel-
ative error = —8.2%). The intraday precision (variation
within one day) was calculated from a series of five
replicates (n = 5) of analyses of blood samples at three
concentration levels: 50, 50, and 3000 ng/ml. Interday
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precision was calculated on the basis of results of three
measurements series, each consisting of five replicates
(n =3 x 5) of analyses of blood samples at three con-
centration levels: 50, 50, and 3000 ng/ml. The meas-
urement series were analyzed on three different days.
The precision was expressed as a percentage coeffi-
cient of variation (CV). Determined values of preci-
sion in the intraday series did not exceed 9.0%, and in
the interday series were not higher than 7.9%. Relative
error was assumed as a measure of accuracy.

The recovery was determined with the use of
5 different blood samples from expert examinations
routinely carried out at the ZMS. The recovery was
calculated by comparing: the peak area of the analyte
(4) obtained by the analysis of blood sample extracts
(n=15) to which 3,4-DMMC had been added prior to
extraction, with the peak area of the analyte (B) ob-
tained by the analysis of blood sample extracts (n = 5)
to which analyte was added after extraction. The re-
covery was calculated according to the formula R [%]
= (4/B) x 100. The recovery calculated in this way
reflects the real extraction efficiency, free from the in-
fluence of biological material.

The matrix effect was studied according to Ma-
tuszewski et al. (Matuszewski, Constanzer, Chavez-
Eng, 2003). For this purpose, 5 different blood samples
originating from expert examinations routinely car-
ried out at the ZMS were used. The matrix effect was
calculated by comparing the peak area of the analyte
(B) obtained by the analysis of blood sample extracts
(n = 5) to which analyte was added after extraction
with the peak area of the analyte (C) obtained by the
analysis of the methanolic solution of the analyte (n =
5). The matrix effect was calculated according to the
formula ME (%) = (B/C) x 100. There was no matrix
effect influencing the determination of 3,4-DMMC in
blood.

Ten different extracts of control blood samples
(originating from expert examinations routinely car-
ried out at the ZMS) without the addition of the ana-
lyte and the internal standard were analyzed in order
to evaluate the method selectivity. There was no in-

Table 2

fluence of biological matrix on the analytical signal
intensity in the elution areas of the analyte and the in-
ternal standard. The analysis also encompassed sam-
ples enriched with compounds likely to interfere with
3,4-DMMC, including pentedrone, 4-methylethyl-
cathinone, 3-methylethylcathinone, naphyrone, bu-
phedrone, butylone, MDPV, mephedrone, methedrone,
methylone, and a-pvp. Retention times and ions (m/z)
of the above compounds are shown in Table 1. There
was no influence of the presence of these compounds
on the 3,4-DMMC determination.

The validation parameters of the presented method
of determination of 3,4-DMMC are presented in Table
2. The obtained values of the validation parameters
confirmed the usefulness of this method for the deter-
mination of 3,4-DMMC in blood.

Table 1
Retention times and monitored ions (m/z) of com-
pounds potentially interfering with 3,4-DMMC

Compound Ion [m/z] fi{rit:rigloiﬁ]
Amphetamine (IS) 141 5.6
3,4-DMMC 192,174 8.1
Pentedrone 192, 174 7.4

3-methyl-N-ethylcathinone (3-MEC) 192, 174 7.3
4-methyl-N-ethylcathinone (4-MEC) 192, 174 7.1
178, 160 6.3
Buphedrone 178, 160 5.7
a-Pyrrolidinopentiophenone (a-PVP) 232,222 9.5

Mephedrone

Butylone 222,204 5.8
Methylone 208, 190 54
Methedrone 194, 176 5.7
Naphyrone 282 26.1
3,4-methylenedioxypyrovalerone

(MDPV) 276 9.8

Precision, accuracy, extraction efficiency and matrix effects data for 3,4-DMMC studied in blood

Spiked concentration Precision [RSD %] Accuracy [RE %) Extraction Matrix effects
1 o,

[ng/ml] Intraday (n =5) Interday (n=15) Intraday (n=15) Interday (n=15) efficiency R [%] - ME [%]

50 9.0 7.9 —4.8 -4.7 80.9 107.3

500 2.7 7.9 8.8 10.1 95.3 101.8

3000 1.8 3.3 0.5 1.1 98.0 102.1
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4. Results and discussion

The presence of 3,4-DMMC in the blood was re-
vealed as a result of studies conducted by the gas chro-
matography-mass spectrometry method. A chromato-
gram (Figure 2a) in which the chromatographic peak
at the retention time of 8.75 min corresponds to a mass
spectrum (Figure 2b) with major ions m/z 58, 77, 133,
105 and 103 was obtained using the GC/MS method.
The identification of the compound was performed by
comparing the retention time and the mass spectrum
of the obtained peak with the retention time and mass
spectrum of the 3,4-DMMC standard solution.

The concentration of 3,4-DMMC in the blood was
determined by liquid chromatography-mass spectrom-
etry with the electrospray ionization method. In the
blood sample submitted for analysis, the presence of
3,4-DMMC at a concentration of 3.31 ug/ml was re-
vealed. The chromatogram obtained as a result of the
analysis of the blood sample is presented in Figure 3.

The presence of ethyl alcohol as well as narcotic
drugs and psychotropic substances from the group of
cannabinoids, opiates, amphetamines, cocaine and
benzodiazepines was excluded in the analyzed blood
sample.

Due to the limited amount of data on concentration
ranges in cases of poisonings with new psychoactive
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Fig. 2. GC/MS chromatogram (a) and mass spectrum of 3,4-DMMC (b) extracted from the decedent’s blood.
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Fig. 3. Selected ion monitoring chromatograms by LC-MS for 3,4-DMMC extracted from the decedent’s blood sample. The ions
monitored were: m/z 141 for IS (1), m/z 192 (2) and 174 (3) for 3,4-DMMC.
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substances, the interpretation of obtained results can
be difficult. As indicated in the literature, the con-
centrations of these compounds in deaths are within
wide ranges. For example, in cases of death after the
administration of methedrone, the determined blood
concentrations of this compound were in the range of
9.6-13.2 pg/ml (Wikstrom, Thelander, Nystrom, Kro-
nstrand, 2010), and after the administration of methy-
lone, the concentrations of this compound in the blood
were from 0.56 to 3.3 pg/ml (Cawrse, Levine, Jufer,
Fowler, Vorce et al.; Pearson, Hargraves, Hair, 2012).

In the case of the death of a man reported by Usui
et al. (Usui, Aramaki, Hashiyada, 2014) the concentra-
tion of 3,4-DMMC in the blood was 27 pg/ml, and it
was almost ten fold higher than in the case described
in this paper. The concentration of this compound in
the urine was also determined, and it was 7 pg/ml.
Shima et al. (Shima, Katagi, Kamata, 2013) deter-
mined a concentration of 4.41 pg/ml in urine collect-
ed from an individual using 3,4-DMMC. Téth et al.
(Té6th, Kovacs, Arok, Varga, Kereszty, 2013) detected
the presence of 3,4-DMMC in the blood and urine of
a driver who was killed in a car accident. The concen-
trations were 53.2 ng/ml in blood and 199 ng/ml in the
urine. In this case, the concentration of 3,4-DMMC in
the blood was almost 70 times lower than the concen-
tration determined in the blood in the present study.
Bearing in mind the above data, it was assumed that
in the presented case, the cause of death of the man
was poisoning with 3,4-DMMC. Descriptions of pos-
sible symptoms of poisoning with particular cathinone
derivatives (Zawilska, Stomiak, Wasiak, Wozniak,
Massalski, 2013) were presented in the literature. The
similarity of the mechanism of action of these toxic
substances is pointed out.

According to the available data, it can be as-
sumed that in the present case the administration of
3,4-DMMC may have led to rapid fluctuations in
blood pressure and respiratory disorders. Available
sources indicate that synthetic cathinones in high dos-
es cause increased blood pressure, followed by myo-
cardial hypoxia and arrhythmia (cardiotoxic action),
and can lead to circulatory collapse (Dawson, Moffatt,
2012; Zawilska, Stomiak, Wasiak, Wozniak, Massal-
ski, 2013). The mechanism of death accepted by the
medical examiner — described as acute circulatory fail-
ure — is the logical consequence of such a course of
acute poisoning.

Histopathological findings are also important for
the confirmation of death by poisoning with new psy-
choactive substances, including cathinone derivatives.
Literature data show the presence of pathology in the
myocardium within cardiomyocytes in the case of

poisoning with cathinone derivatives (Sykutera, Cy-
chowska, Bloch-Bogustawska, 2015; To6th, Kovacs,
Arok, Varga, Kereszty, 2013). Unfortunately, in the
case described in this paper, biological material for
histopathological examination was not secured.

5. Summary

In the described case the concentration of
3,4-DMMC determined in the blood was 3.31 pg/ml
and indicated poisoning with a fatal outcome.

The application of gas chromatography-mass
spectrometry and liquid chromatography-mass spec-
trometry allowed the unequivocal identification of
3,4-DMMC in the blood based on retention times and
mass spectra.

The developed method for the determination of
3,4-DMMC can be successfully used for routine anal-
ysis of blood samples collected from individuals who
are suspected of administration of this substance.
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ZATRUCIE 3,4-DIMETYLOMETKATYNONEM ZE SKUTKIEM

SMIERTELNYM

1. Wstep

W ostatnich latach obserwowana jest rosnaca liczba
zatru¢, a nawet zgonow, po zazyciu nowych substancji
psychoaktywnych (NSP), tzw. ,,dopalaczy”. Terminem
dopalacze okreslane sg srodki zastepcze, ktore, jak wy-
nika z Ustawy o przeciwdzialaniu narkomanii, sg ,,sub-
stancjami pochodzenia naturalnego lub syntetycznego
w kazdym stanie fizycznym lub produktami, roslinami,
grzybami, zawierajacymi taka substancjg, uzywanymi
zamiast srodkéw odurzajacych lub substancji psycho-
tropowych lub w takich samych celach jak $rodki odu-
rzajace lub substancje psychotropowe, ktorych wytwa-
rzanie i wprowadzanie do obrotu nie jest regulowane na
podstawie przepisow odrgbnych”. Z raportu Gléwnego
Inspektora Sanitarnego w sprawie §rodkdéw zastepczych
wynika, ze w 2013 roku odnotowano 721 podejrzen za-
tru¢ tymi zwiazkami. Wiele z tych zwiazkow nie jest
kontrolowanych przez Ustawg o przeciwdziataniu narko-
manii i moze by¢ legalnie wprowadzane na rynek. W tej
grupie zwigzkéw (w chwili prowadzenia badan bgdacych
tematem niniejszej pracy) znajdowat si¢ réwniez 3,4-di-
metylometkatynon (3,4-DMMC), ktory jest substancja
psychoaktywna z grupy syntetycznych pochodnych ka-
tynonu (rysunek 1; Kelly, 2011; Locos, Reynolds, 2012).
Syntetyczne katynony to strukturalne analogi katynonu
(S-(-)-2-amino-1-fenylopropan-1-on), alkaloidu o dzia-
faniu psychostymulujacym, ktoéry wystepuje w czuwa-
liczce jadalnej (Catha edulis; Valente, Guedes de Pincho,
Bastos, Carvalho, 2014).

Jak wynika z raportu Europejskiego Centrum Mo-
nitorowania Narkotykow i1 Narkomanii (EMCDDA),
3,4-DMMC po raz pierwszy pojawit si¢ na Wegrzech
w 2010 roku (European Monitoring Centre for Drugs and
Drug Addiction, 2010). Jest dostgpny na rynku w postaci
biatego proszku w porcjach od 0,5 g do 200 g oraz jako
preparaty pod nazwami Vinshu, Puszan, Daksza, Viol
S, LOOP 3. Podobnie jak inne syntetyczne katynony,
3,4-DMMC najczgsciej przyjmowany jest doustnie, do-
nosowo lub dozylnie. W chwili obecnej praktycznie nie
ma danych literaturowych odnos$nie krotko- i dtugotermi-
nowych skutkow dziatania 3,4-DMMC. Natomiast we-
dlug opiséw zamieszczonych na forach internetowych,
efektem przyjecia tej substancji jest pobudzenie, zwiek-
szenie aktywnosci, zmniejszenie taknienia i jadtowstret,
sucho$¢ w jamie ustnej, zaburzenia widzenia, mrowienie
twarzy, szczekoscisk, napady zimna. W wigkszych daw-
kach 3,4-DMMC powoduje napady paniki oraz tachykar-
di¢. Mechanizm dziatania 3,4-DMMC polega na hamo-
waniu zwrotnego wychwytu noradrenaliny i dopaminy

(Shima, Katagi, Kamata, 2013). Szlak metaboliczny tego
zwiazku przebiega gldwnie poprzez redukcje grupy keto-
nowej do B-OH-DMMC, N-demetylacj¢ do 3,4-dimety-
lokatynonu (DMC), ktéry w kolejnym etapie ulega prze-
mianie do f-OH-DMC (Shima, Katagi, Kamata, 2013;
Tyrkkd, Pelander, Ketola, 2013).

W piSmiennictwie opisano przypadki zgondéw po
przyjeciu pochodnych katynonow, takich jak mefedron
(Adamowicz, Tokarczyk, Stanaszek, 2013), metedron
(Wikstrom, Thelander, Nystrom, Kronstrand, 2010),
MDPV (Adamowicz, Gil, Skulska, Tokarczyk, 2013;
Wyman, Lavins, Engelhart, 2013), pentedron (Sykutera,
Cychowska, Bloch-Boguslawska, 2015), metylon (Ca-
wrse, Levine, Jufer, Fowler, Vorce i in., 2012; Pearson,
Hargraves, Hair, 2012). Dostepne sa rowniez nieliczne
informacje o st¢zeniach 3,4-DMMC w materiale biolo-
gicznym po przyjeciu dawek odurzajacych (Shima, Kata-
gi, Kamata, 2013; T6th, Kovacs, Arok, Varga, Kereszty,
2013) czy dawek mogacych by¢ przyczyna zgonu (Usui,
Aramaki, Hashiyada, 2014).

Do oznaczenia 3,4-DMMC stosowano metod¢ chro-
matografii cieczowej z tandemowa detekcja mas (Shi-
ma, Katagi, Kamata, 2013; Usui, Aramaki, Hashiyada,
2014), metode chromatografii cieczowej ze spektrome-
trig mas oparta na pomiarze czasu przelotu jonow (Tyrk-
ko, Pelander, Ketola, 2013) oraz metode chromatografii
gazowej z detekcja mas (Shima, Katagi, Kamata, 2013;
Téth, Kovacs, Arok, Varga, Kereszty, 2013). W niniej-
szej pracy do oznaczenia 3,4-DMMC wykorzystano me-
tode chromatografii cieczowej z detekcja mas z jonizacja
przez elektrorozpylanie oraz metode chromatografii ga-
zowej z detekcja mas.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie przypadku
ostrego zatrucia 3,4-DMMC ze skutkiem $§miertelnym.

2. Opis przypadku

Zwloki 31-letniego mezczyzny znaleziono w tazien-
ce na podtodze. Z uzyskanych informacji wynikato, ze
me¢zezyzna od kilku miesigcy przyjmowat preparaty
typu ,,dopalacze” zakupione przez internet. Na miejscu
zdarzenia policja zabezpieczyla strzykawke zawierajaca
niewielkg ilo§¢ plynu. Badania zawartosdci strzykawki
przeprowadzone w laboratorium policyjnym wykazaty
obecnos¢ 3,4-DMMC. W czasie ogledzin 1 sekcji zwlok
przeprowadzone] poza tutejszym Zakladem Medycyny
Sadowej (ZMS), stwierdzono §lady po iniekcjach dozyl-
nych w obrebie konczyn gornych, nie wykazano jednak
obrazen i zmian chorobowych tlhumaczacych przyczyne
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zgonu. Nie zabezpieczono materialu biologicznego do
badan histopatologicznych. W czasie sekcji zwtok zabez-
pieczono jedynie probe krwi, ktora przestano do ZMS.
Przeprowadzono rutynowe badania toksykologiczne pro-
by krwi na zawarto$¢ alkoholu etylowego metoda chro-
matografii gazowej z detekcja plomieniowo-jonizacyjna,
technika analizy fazy nadpowierzchniowej (ang. head
space) oraz substancji odurzajgcych i psychotropowych
z grupy kannabinoli, opiatéw, amfetaminy, kokainy,
benzodiazepiny przy uzyciu immunoenzymosorpcyjnej
metody ELISA z wykorzystaniem testow firmy Mahsan.
Przesiewowa analize chemiczno-toksykologiczng prze-
prowadzono metoda chromatografii gazowej ze spek-
trometriag mas oraz metoda chromatografii cieczowej ze
spektrometrig mas. Probe krwi poddano réwniez bada-
niom ukierunkowanym na obecno$¢ 3,4-DMMC.

3. Material i metody
3.1 Materiatl biologiczny

Proéba krwi kontrolnej (wolnej od analitoéw) stosowa-
na do opracowania i walidacji metody pochodzita z fir-
my LGC Standards (Dziekanow Lesny, Polska). Mate-
riat do badan stanowilo rowniez dziesi¢¢ réoznych prob
krwi pochodzacych z ekspertyz rutynowo opracowywa-
nych w ZMS w celu sprawdzenia selektywnosci metody
i efektow matrycowych. Proba krwi przekazana do badan
do czasu wykonania analizy byta przechowywana w tem-
peraturze —10°C.

3.2 Odczynniki

Substancje wzorcowe (3,4-DMMC, pentedron, 4-me-
tyloetylokatynon, 3-metyloetylokatynon, nafyron, bu-
fedron, butylon, MDPV, mefedron, metedron, metylon,
a-pvp oraz amfetamina-d5) pochodzity z firmy Cerilliant
(LGC Standards, Dziekanéw Les$ny, Polska). Metanol,
dichlorometan oraz acetonitryl czysto$ci gradientowe;j
do HPLC, kwas trifluorooctowy (TFA, 99%) zostaty za-
kupione w firmie Sigma Aldrich (Poznan, Polska). Wo-
dorotlenek sodu (czysty do analiz) zakupiono w firmie
Avantor (Gliwice, Polska). Testy immunoenzymatyczne
Inspec®-Drogen-EIAs zakupiono w firmie Mahsan (Re-
inbek, Niemcy).

3.3 Przygotowanie probek do badan

Do préby krwi (1 ml) umieszczonej w polipropy-
lenowej probowce o pojemnosci 7 ml dodawano jako
wzorzec wewnetrzny 50 pl amphetaminy-dS o stezeniu
10 pg/ml. Nastepnie do probki dodawano 0,1 ml 1 M
NaOH i 3 ml dichlorometanu. Probg wytrzasano przez
20 min, nastgpnie wirowano przez 5 min, po czym faze

organiczng przenoszono do fiolek i odparowywano do
sucha w atmosferze azotu w temperaturze 25°C. Sucha
pozostato$¢ rozpuszczono w 200 pl metanolu.

3.4 Analiza jako$ciowa metoda chromatografii
gazowej ze spektrometrig mas

Analize przeprowadzono z wykorzystaniem chroma-
tografu gazowego sprzezonego ze spektrometrem mas
GCMS-QP2010 Ultra firmy Shimadzu (Kyoto, Japan).
Chromatograf gazowy posiadal dozownik typu z po-
dziatem/bez podziatu (ang. split/splitless) utrzymywany
w temperaturze 250°C. Nastrzyk probek (1 pl) dokony-
wano automatycznie w systemie bez podziatu. Rozdziat
prowadzono z uzyciem kolumny kapilarnej ZB-5MS
Guarded (30 m x 0.25 mm, 0.25 pm). W metodzie za-
stosowano gradientowy program temperaturowy. Ana-
liza rozpoczynata si¢ przy 80°C i ta temperatura byla
utrzymywana przez 1 min. Potem wzrastala z szybkoscia
15°C/min do wartosci 200°C, a nastgpnie 10°C/min do
temperatury 300°C. Temperatura koncowa byla utrzy-
mywana przez 3 min. Gazem nosnym byt hel, ktoérego
przeptyw przez kolumng¢ wynosit 0,55 ml/min. Zasto-
sowano jonizacj¢ elektronowa o energii 70 eV. Detek-
tor mas pracowal w trybie catkowitego pradu jonowego
(m/z) 40-600 amu. Akwizycja odbywata si¢ przy zasto-
sowaniu oprogramowania GCMS Solution w wersji 2.72.

3.5 Analiza ilo§ciowa metoda chromatografii
cieczowej ze spektrometrig mas z jonizacjg
przez elektrorozpylanie (LC-ESI-MS)

Do badan uzyto zestaw firmy Agilent Technologies
1100 Series (Waldbronn, Niemcy) sktadajacy si¢ z chro-
matografu cieczowego wyposazonego w binarng pompg
gradientowa, autosampler, termostat oraz spektrometr
mas z jonizacja przez elektrorozpylanie. Rozdziat doko-
nano w kolumnie chromatograficznej Eclipse XDB-C8
(150 mm x 4,6 mm; 5 um firmy Agilent Technologies)
utrzymywanej w temperaturze 25°C. Fazg¢ ruchoma
przeptywajaca przez kolumng¢ z nat¢zeniem przeplywu
0,4 ml/min stanowita mieszanina acetonitrylu i 0,1%
wodnego roztworu kwasu trifluorooctowego (70:30, v/v).
Objetos¢ dozowanej probki wynosita 10 pl. Detektor mas
pracowal w nastgpujacych warunkach: napigcie na frag-
mentorze — 70 V, napigcie kapilary — 4000 V, przeplyw
gazu rozpylajacego (N,) — 12 I/min, temperatura gazu
rozpylajacego — 250°C, ci$nienie nebulizera — 35 psi.
Monitorowano wybrane jony (SIM) o m/z 192 (jon wy-
brany do analizy ilosciowej) i 174 dla 3,4-DMMC oraz
141 dla wzorca wewngetrznego (amfetamina-dS). Czas re-
tencji 3,4-DMMC wynosit 8,1 min, a wzorca wewnetrz-
nego 5,6 min. Zbieranie i analiza danych odbywata si¢
przy zastosowaniu programu ChemStation w wersji
A 06.03 (Agilent Technologies).
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3.6 Walidacja metody LC-ESI-MS

Walidacja metody zostata przeprowadzona wedlug
Petersa i in. (Peters, Drummer, Musshoff, 2007) i obej-
mowata wyznaczenie nastgpujacych parametréw: linio-
wosci, granicy wykrywalnosci (LOD), granicy oznaczal-
nosci (LOQ), precyzji, doktadnosci i selektywnosci. Zba-
dano réwniez odzysk (R) i efekty matrycowe (ME).

Do przygotowania krzywej wzorcowej 3,4-DMMC
we krwi uzyto metanolowych roztwordw o stezeniach
100 pg/ml, 10 pg/ml oraz 1 pg/ml. O$miopunktowa
krzywa kalibracyjna otrzymano w wyniku analizy pro-
bek krwi, do ktérych dodano 3,4-DMMC w takich ilo-
Sciach, aby otrzymac roztwory o stezeniu odpowiednio
10, 50, 100, 500, 1000, 2000, 3000 i 4000 ng/ml. Do
kazdej probki dodawano rowniez 50 pl roztworu wzor-
ca wewngtrznego (amfetamina-d5) o stezeniu 10 pg/ml.
Dla kazdego poziomu stezen wykonano po trzy powto-
rzenia. Krzywa kalibracyjng wykreslono jako zaleznos¢
stosunku powierzchni piku analitu do powierzchni piku
wzorca wewnetrznego od stezenia analitu. Krzywa kali-
bracyjna wykazywata liniowy przebieg w badanym za-
kresie stezen (104000 ng/ml). Wspotczynnik korelacji
r wynosit 0,99. Granica wykrywalnosci (LOD) oznaczo-
na jako stezenie wywolujace sygnal detektora trzykrot-
nie wigkszy niz wysokos$¢ szuméw (S/N = 3) wynosita
1 ng/ml. Jako granicg¢ oznaczalno$ci przyjeto najniz-
szy punkt krzywej kalibracyjnej, tj. 10 ng/ml (precyzja
CV = 5,4%, doktadno$¢ wyrazona jako btad wzgledny =
—8,2%). Precyzje wewnatrzgrupows (zmienno$¢ w ciggu
jednego dnia) obliczono na podstawie serii pieciu po-
wtorzen (n = 5) analiz prob krwi na trzech poziomach
stezen: 50, 50 i 3000 ng/ml. Precyzja migdzygrupowa
zostata obliczona na podstawie wynikow otrzymanych
z trzech serii pomiarowych, kazda po pi¢¢ powtdrzen
(n = 3 x 5) analiz prob krwi na trzech poziomach ste-
zen: 50, 50 i 3000 ng/ml. Serie pomiarowe analizowano
w trzech réznych dniach. Precyzje wyrazono procento-
wym wspotczynnikiem zmiennosci (CV). Wyznaczone
warto$ci precyzji w seriach wewnatrzgrupowych nie
przekraczaty 9,0%, a w seriach mi¢dzygrupowych nie
byty wyzsze niz 7,9%. Jako miar¢ doktadnosci przyjeto
btad wzgledny.

Do wyznaczenia odzysku wykorzystano 5 réznych
prob krwi pochodzacych z ekspertyz rutynowo opraco-
wywanych w ZMS. Odzysk obliczono poprzez poréw-
nanie pola powierzchni piku analitu (4) otrzymanego
w wyniku analizy ekstraktow probek krwi (n = 5), do
ktorych dodano 3,4-DMMC przed ekstrakcja, z polem
powierzchni piku analitu (B) otrzymanego w wyniku
analizy ekstraktow probek krwi (n = 5), do ktdérych do-
dano analit po ekstrakcji. Odzysk obliczono wg wzoru
R [%] = (4/B) x 100. Obliczony w ten sposéb odzysk
odzwierciedlat rzeczywistg wydajno$é ekstrakcji, wolng
od wplywu materiatu biologicznego.

Badania efektu matrycowego przeprowadzono wg
Matuszewskiego i in. (Matuszewski, Constanzer, Chavez
-Eng, 2003). Do tego celu wykorzystano 5 roznych prob
krwi pochodzacych z ekspertyz rutynowo opracowywa-
nych w ZMS. Efekt matrycowy obliczono poprzez po-
réwnanie pola powierzchni piku analitu (B) otrzymanego
w wyniku analizy ekstraktow probek krwi (n = 5), do
ktérych dodano analit po ekstrakeji, z polem powierzch-
ni piku analitu (C) otrzymanym w wyniku analizy me-
tanolowego roztworu analitu (n = 5). Efekt matrycowy
obliczono wedtug wzoru ME [%] = (B/C) x 100. Nie
wykazano wplywu matrycy na oznaczanie 3,4-DMMC
we krwi.

Do oceny selektywnosci metody analizie poddano
ekstrakty dziesigciu roznych prébek krwi kontrolnych
(pochodzacych z ekspertyz rutynowo opracowywanych
w ZMS) bez dodatku analitu i wzorca wewngtrznego.
Nie stwierdzono wptywu matrycy biologicznej na in-
tensywnos$¢ sygnatu analitycznego w obszarach elucji
badanego analitu oraz wzorca wewngtrznego. Analizie
poddano rowniez probki wzbogacone w zwigzki mogace
interferowac z 3,4-DMMC w tym pentedron, 4-metylo-
etylokatynon, 3-metyloetylokatynon, nafyron, bufedron,
butylon, MDPV, mefedron, metedron, metylon, a-pvp.
Czasy retencji oraz jony (m/z) powyzszych zwigzkow
przedstawiono w tabeli 1. Nie stwierdzono wptywu obec-
nosci tych zwigzkoéw na oznaczenie 3,4-DMMC.

Parametry walidacyjne prezentowanej metody ozna-
czania 3,4-DMMC przedstawiono w tabeli 2. Uzyskane
wartosci parametrow walidacyjnych potwierdzity przy-
datno$¢ opracowanej metody do oznaczania 3,4-DMMC
we krwi.

4. Wyniki i dyskusja

W wyniku przeprowadzonych badan metoda chroma-
tografii gazowej ze spektrometria mas we krwi stwier-
dzono obecnos¢ 3,4-DMMC. Przy zastosowaniu metody
GC/MS uzyskano chromatogram (rysunek 2a), na kto-
rym pikowi chromatograficznemu przy czasie retencji
8,75 min odpowiadalo widmo mas (rysunek 2b) z glow-
nymi jonami m/z 58, 77, 133, 105 i 103. Identyfikacj¢
zwigzku przeprowadzono, poréwnujac czas retencji
i widmo mas uzyskanego piku z czasem retencji i wid-
mem mas wzorcowego roztworu 3,4-DMMC.

Stezenie 3,4-DMMC we krwi wyznaczono metoda
chromatografii cieczowej ze spektrometriag mas z joniza-
cja przez elektrorozpylanie. W nadestanej do badan pro-
bie krwi stwierdzono obecnos¢ 3,4-DMMC w stezeniu
3,31 pg/ml. Chromatogram otrzymany w wyniku analizy
proby krwi przedstawiono na rysunku 3.

W analizowanej probie krwi nie stwierdzono obec-
nosci alkoholu etylowego oraz substancji odurzajacych
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i psychotropowych z grupy kannabinoli, opiatéw, amfe-
taminy, kokainy oraz benzodiazepiny.

Z powodu niewielkiej liczby danych dotyczacych za-
kresow stezen w przypadkach zatru¢ nowymi substancja-
mi psychoaktywnymi interpretacja uzyskanych wynikow
moze sprawiac trudnosci. Jak wskazuja dane literaturowe,
stezenia tych zwigzkéw w przypadkach zgondw miesz-
cza si¢ w szerokich przedziatach. Na przyktad w przy-
padkach zgonow po przyjeciu metedronu we krwi stwier-
dzano stezenie tego zwigzku w granicach 9,6—13,2 pg/ml
(Wikstrom, Thelander, Nystrom, Kronstrand, 2010), a po
przyjeciu metylonu stezenie tego zwiazku we krwi wy-
nosito od 0,56 do 3,3 ug/ml (Cawrse, Levine, Jufer, Fow-
ler, Vorce i in.; Pearson, Hargraves, Hair, 2012).

W opisanym przez Usui i in. (Usui, Aramaki, Hashi-
yada, 2014) przypadku zgonu mezczyzny stezenie
3,4-DMMC we krwi byto prawie dzieigciokrotnie wyz-
sze niz w przypadku opisanym w niniejszej pracy i wy-
nosito 27 pg/ml. Oznaczono rowniez st¢zenie tego zwiaz-
ku w moczu, ktére wynosito 7 pg/ml. Shima i in. (Shima,
Katagi, Kamata, 2013) w moczu pobranym od osoby
przyjmujacej 3,4-DMMC oznaczyli stezenie 4,41 pg/ml.
Toéth 1 in. (Toth, Kovacs, Arok, Varga, Kereszty, 2013)
wykryli obecnos¢ 3,4-DMMC we krwi 1 w moczu kie-
rowcy, ktory zginat w wypadku samochodowym. Steze-
nie we krwi wynosito 53,2 ng/ml, a w moczu 199 ng/ml.
W tym przypadku stezenie 3,4-DMMC we krwi byto
prawie 70 razy nizsze od st¢zenia we krwi stwierdzone-
go w prezentowanej pracy. Majac na uwadze powyzsze
dane, przyjeto, ze w niniejszym przypadku przyczyna
zgonu me¢zezyzny bylo zatrucie 3,4-DMMC. W litera-
turze przedmiotu znane sg opisy mozliwych objawow
zatrucia poszczegdlnymi pochodnymi katynondéw (Za-
wilska, Stomiak, Wasiak, Wozniak, Massalski, 2013).
Wskazuje si¢ na podobienstwo mechanizmu dziatania
wymienionych substancji toksycznych.

Na podstawie dostgpnych danych mozna przypusz-
czaé, ze w rozwazanym przypadku przyjecie 3,4-DMMC
mogto doprowadzi¢ do wystgpienia gwaltownych wahan
ci$nienia t¢tniczego i zaburzen oddychania. Dostgpne
zrodta informuja, ze syntetyczne katynony w wysokich
dawkach, wywolujac zwigkszone cisnienie krwi, a na-
stepnie przez niedotlenienie mig$nia sercowego i arytmi¢
(dziatanie kardiotoksyczne), moga prowadzi¢ do zapasci
krazeniowej (Dawson, Moffatt, 2012; Zawilska, Stomiak,
Wasiak, Wozniak, Massalski, 2013). Mechanizm zgonu
przyjety przez lekarza sadowego okreslony jako ostra
niewydolnos$¢ krazenia stanowi logiczng konsekwencje
takiego przebiegu ostrego zatrucia.

Istotne znaczenie dla potwierdzenia zgonu w wyniku
zatrucia nowymi substancjami psychoaktywnymi, w tym
pochodnymi katynonéw, maja réwniez wyniki badan hi-
stopatologicznych. Z danych literaturowych wynika, iz
w przypadku zatrucia pochodnymi katynonow stwier-
dzano obecnos¢ patologii w migsniu sercowym w obre-

bie kardiomiocytow (Sykutera, Cychowska, Bloch-Bo-
gustawska, 2015; Téth, Kovécs, Arok, Varga, Kereszty,
2013). Niestety w opisanym w niniejszej pracy przypad-
ku nie zabezpieczono materialu biologicznego do badan
histopatologicznych.

5. Podsumowanie

W opisanym przypadku oznaczone we krwi stezenie
3,4-DMMC wynosito 3,31 pg/ml i wskazywalo na zatru-
cie ze skutkiem $miertelnym.

Zastosowanie chromatografii gazowej ze spektrome-
trig mas oraz chromatografii cieczowej ze spektrometriag
mas pozwolito na jednoznaczna identyfikacje 3,4-DMMC
we krwi w oparciu o czasy retencji i na podstawie widm
masowych.

Opracowana metoda oznaczania 3,4-DMMC moze
by¢ z powodzeniem stosowana do rutynowych analiz
prob krwi pobranych od o0sob, u ktorych zachodzi podej-
rzenie przyjecia tego zwiazku.
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