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Streszczenie

Cel pracy: Przedmiotem pracy bylo opracowanie i walidacja metody oznaczania syntetycznego kannabinoidu
AB-CHMINACA we krwi, a nastepnie jej weryfikacja w toksykologicznej praktyce sagdowo-lekarskiej.

Material i metody: Omoéwiono przypadek 41-letniego mezczyzny przyjetego do szpitala w zwigzku z planowanym
zabiegiem kardiochirurgicznym. Mezczyzna zmarl po 12 godzinach hospitalizacji. Na podstawie zebranego materiatu
dowodowego podejrzewano zatrucie AB-CHMINACA. Identyfikacje i oznaczenie AB-CHMINACA we krwi mezczy-
zny przeprowadzono przy uzyciu metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowg spektro-
metrig mas z wykorzystaniem jonizacji przez rozpylanie w polu elektrycznym (HPLC-ESI-MS-MS), po wczes$niejszej
ekstrakeji do fazy stale;j.

Wyniki: W prébee krwi mezczyzny oznaczono AB-CHMINACA w stezeniu 0,5 ng/ml.

Whioski: W interpretacji przypadku przyjeto, ze AB-CHMINACA nie miala bezposredniego wplywu na zgon, za
ktérego przyczyne uznano przewlekla niewydolno$¢ serca z powodu wady zastawkowej aorty zdekompensowanej za-
paleniem ptuc. Nie mozna jednak wykluczy¢ posredniego wpltywu efektéw ubocznych uzywania syntetycznych kan-
nabinoidéw na poglebienie procesu chorobowego, co doprowadzito do naglego zatrzymania krazenia w mechanizmie
asystolii.

Stowa kluczowe: przyczyna zgonu, opiniowanie sadowo-lekarskie, syntetyczne kannabinoidy, AB-CHMINACA,
HPLC-ESI-MS-MS.

Abstract

Aim of the study: The aim of this study was to develop and validate a method for the determination of the synthetic
cannabinoid AB-CHMINACA in blood, followed by its verification in forensic toxicological practice.

Material and methods: The case of a 41-year-old man admitted to hospital because of scheduled cardiac surgery
was discussed. The man died after 12 hours of hospitalization. Based on collected evidence, AB-CHMINACA poi-
soning was suspected. The identification and determination of AB-CHMINACA in the man’s blood was performed
by high-performance liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry using electrospray ionization
(HPLC-ESI-MS-MS), after prior solid phase extraction.
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Results: The concentration of AB-CHMINACA determined in the man’s blood sample was 0.5 ng/ml.

Conclusions: In the interpretation of the case, it was concluded that AB-CHMINACA had no direct effect on the
patient’s death, the cause of which was ascertained as chronic heart failure secondary to aortic valve disease, decom-
pensated by pneumonia. However, an indirect impact of side effects resulting from the use of synthetic cannabinoids
cannot be ruled out. They might have exacerbated the man’s disease process leading to sudden cardiac arrest caused
by asystole.

Key words: cause of death, medico-legal assessment, synthetic cannabinoids, AB-CHMINACA, HPLC-ESI-MS-MS.

Wstep

Wedlug danych opublikowanych przez Europej-
skie Centrum Monitorowania Narkotykdow i Narko-
manii (The European Monitoring Centre for Drugs
and Drug Addiction), zawierajacych omodwienie
i podsumowanie sytuacji narkotykowej w Europie,
syntetyczne kannabinoidy wcigz pozostajg najlicz-
niejsza grupa nowych substancji psychoaktywnych
(new psychoactive substances — NPS). Obok synte-
tycznych katynonéw s3 najczesciej konfiskowanymi
NPS. Od 2008 r. wykryto juz 179 nowych substancji,
z czego 24 zgloszono w 2015 r., 11 w 2016 1., a 10
w 2017 r. W 2015 r. najczesciej konfiskowanymi
syntetycznymi kannabinoidami byly: ADB-FU-
BINACA, AB-CHMINACA, UR-144, 5F-AKB-48
i ADB-CHMINACA,aw2016r.. MDMB-CHMICA,
AB-CHMINACA, UR-144, 5F-AKB-48 i AMB-FU-
BINACA.

Pod wzgledem struktury chemicznej stanowia
one bardzo zréznicowang grupe. Efekty ich dziatania
imituja efekty dzialania A°’-tetrahydrokannabinolu
(A>-THC) - gléwnej substancji aktywnej kono-
pi, odpowiedzialnej za dzialanie psychoaktywne.
Znaczne rozpowszechnienie syntetycznych kanna-
binoidéw jest bezposrednio zwigzane z wysokim
wskaznikiem uzywania konopi indyjskich. Szacuje
sie, ze wsrod dorostych Europejczykow (15-64 lat)
w ciagu catego Zycia wynosi on ok. 26,3% [1, 2].

Celem niniejszej pracy byto opracowanie i walida-
cja metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej
sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas z wykorzy-
staniem jonizacji przez rozpylanie w polu elektrycznym
(HPLC-ESI-MS-MS) oznaczania AB-CHMINACA we
krwi, a nastepnie jej weryfikacja w toksykologicznej
praktyce sagdowo-lekarskiej. Do analizy postuzyta prob-

Introduction

According to data published by the European
Monitoring Centre for Drugs and Drug Addic-
tion, which discuss and summarize the current
drug situation in Europe, synthetic cannabinoids
remain the largest group of new psychoactive sub-
stances (NPS). In addition to synthetic cathinones,
they are the most commonly confiscated NPS in
Europe. Since 2008, as many as 179 synthetic can-
nabinoids have been detected. A total of 24, 11,
and 10 new substances were reported in 2015, 2016
and 2017, respectively. In 2015, the most frequently
confiscated synthetic cannabinoids included ADB-
FUBINACA,AB-CHMINACA,UR-144,5F-AKB-48,
and ADB-CHMINACA, and in 2016 - MDMB-
CHMICA, AB-CHMINACA, UR-144, 5F-AKB-48,
and AMB-FUBINACA.

Synthetic cannabinoids represent a very diverse
group in terms of chemical structure. The effects
they induce imitate the activity of A°-tetrahydrocan-
nabinol (A’-THC), the principal active ingredient of
cannabis, responsible for its psychoactive proper-
ties. The observed high prevalence of synthetic can-
nabinoids is directly related to the high rate of can-
nabis consumption. In Europe, the rate of lifetime
cannabis use in the adult population (15-64 years
old) is estimated to be 26.3% [1, 2].

The aim of the study was to develop and vali-
date a method based on high-performance liquid
chromatography coupled with tandem mass spec-
trometry using electrospray ionization (HPLC-
ESI-MS-MS), dedicated to the determination of
AB-CHMINACA in blood samples, followed by the
verification of the method in forensic toxicological
practice, by analyzing a blood sample collected from
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ka krwi mezczyzny, u ktérego podejrzewano zatrucie
syntetycznymi kannabinoidami.

Opis przypadku

41-letni mezczyzna zostal przyjety do szpitala
w zwigzku z planowang operacjg kardiologiczng. Wcze-
$niej rozpoznano u niego infekcyjne zapalenie wsierdzia
na dwuplatkowej zastawce aortalnej oraz cigzka niedo-
mykalno$¢ zastawki aortalnej. Z dokumentacji medycz-
nej wynikalo, ze ok. tydzien przed zgonem u mezczyzny
wystapita afazja (przestal si¢ odzywac), wezwany zespot
ratownictwa medycznego nie stwierdzit jednak jakich-
kolwiek cech niewydolnosci krazeniowo-oddechowe;j
lub oznak udaru. Ponadto kilka dni przed hospitalizacja
mezczyzna zglosil sie na szpitalny oddzial ratunkowy
z utrzymujacymi si¢ od 7 dni objawami w postaci nud-
nosci, biegunki i wymiotow.

Podczas wywiadu lekarskiego przeprowadzone-
go w dniu przyjecia do szpitala pacjent na pytanie
o uzywki odpowiedzial, ze od ok. 20 lat pali fajke
(do 3 na dzien) i sporadycznie pije alkohol. Od chwi-
li przyjecia na oddziat byt stale monitorowany. Do-
znawal okresowych napadéw leku z towarzyszaca
hiperwentylacja (podobnych objawéw doswiadczat
w domu). Mezczyznie podano doustnie hydroksy-
zyne i relanium. Po ok. 12 godzinach od momentu
przyjecia do szpitala doszto do naglego zatrzymania
krazenia w mechanizmie asystolii i mimo natychmia-
stowego podjecia akeji reanimacyjnej pacjent zmarl.

Obraz sekcyjny uwidocznil wade lewego ujscia
tetniczego z niedomykalnoscia, drobne blizny poza-
walowe w mig$niu sercowym, zaznaczony przerost
serca i powigkszenie jego jam, zastoinowe prze-
krwienie $§ledziony i watroby, wolny ptyn w jamach
oplucnych, obrzgk ptuc oraz obrzek mézgu. W cza-
sie sekcji pobrano material biologiczny do badan hi-
stopatologicznych i toksykologicznych.

Badania histopatologiczne pobranych wycinkéw
wykazaly przekrwienie. W jednym z wycinkéw mies-
nia sercowego widoczny byl obszar dokonanej mar-
twicy wiokien, za$ w jednej z tetnic w polu wtdknienia
ujawniono zakrzep. Stwierdzono wystepowanie roz-
sianych martwic pojedynczych wiokien oraz przerost
czesci kardiomiocytéw. Badanie wycinkéw z migsnia
sercowego wykazalo ponadto ogniskowo wldknienie
srédmigzszowe i pola widknienia zastepczego, a tak-
ze obrzek podscieliska z pomnozeniem komorek jed-
nojadrzastych, miejscami formujacych skape nacieki.

a man suspected of poisoning with synthetic can-
nabinoids.

Case report

A 41-year-old man was admitted to hospital for
scheduled cardiac surgery after being diagnosed
with infective endocarditis on the bicuspid aortic
valve and severe aortic valve insufficiency. Based
on the patient’s medical records, approximately one
week before death, an emergency medical team was
called to the man because of aphasia (loss of speak-
ing ability). However, physical examination did not
show any symptoms of cardiorespiratory failure or
signs of stroke. In addition, a few days before hos-
pital admission the man reported to the emergency
department with symptoms of nausea, diarrhoea
and vomiting persisting for 7 days.

When the patient’s medical history was taken on
the admission day, in reply to the question about
stimulants he stated that he had smoked a pipe for
the past 20 years or so (up to 3 pipes a day) and occa-
sionally drank alcohol. After hospital admission the
patient was monitored on an ongoing basis. He ex-
perienced periodic anxiety attacks accompanied by
hyperventilation (similar symptoms had occurred
in the patient’s home). He was treated with oral hy-
droxyzine and relanium. Approximately 12 hours
after hospital admission the patient had a sudden
cardiac arrest caused by asystole. Despite immediate
resuscitation, the patient died.

Post-mortem examination revealed a defect of
the left arterial ostium with regurgitation, minor
post-myocardial infarction scars, marked cardiac
hypertrophy and enlargement of cardiac chambers,
congestive hyperaemia of the spleen and liver, free
fluid in the pleural cavities, pulmonary oedema and
marked cerebral oedema. During the post-mortem
examination, samples of biological material for his-
topathological and toxicological tests were also col-
lected.

Histopathological examinations showed conges-
tion. One of the cardiac muscle specimens revealed
an area of complete fibre necrosis. A thrombus was
seen in one of the arteries within the area of fibrosis.
Scattered foci of necrosis affecting individual fibres,
and hypertrophy of some cardiomyocytes, were also
shown. Furthermore, an examination of cardiac
muscle specimens demonstrated focal interstitial
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We wszystkich preparatach z pluc w $wietle peche-
rzykow widoczne byto nagromadzenie makrofagéw
zawierajacych brunatny barwnik. W podicielisku
miejscami wystepowaly niewielkie nacieki zapalne,
stwierdzono tez skapy wysiek wildknikowy obecny
ogniskowo w pecherzykach. Obraz sugerowal $rod-
miazszowe, zluszczajace zapalenie. W $wietle jedne-
go z duzych naczyn ujawniono zakrzep, zwrécono
réwniez uwage na ogniskowo pojedynczy zator ma-
terialem szpikowym oraz odczynowe proliferacje ko-
morek w naczyniach przegréd z obecnoscia komoérek
o morfologii megakariocytow. W zastawce aorty za-
obserwowano obraz zapalenia wsierdzia z wysickiem
wioknikowym i ziarning.

Podczas ogledzin miejsca zamieszkania mezczy-
zny w toku postepowania znaleziono dwa opako-
wania z napisem: ,,rzymskie medaliony Diana 1 g”
zawierajace susz roélinny. Analiza zabezpieczonego
materialu dowodowego wykonana w Laboratorium
Kryminalistycznym Komendy Wojewddzkiej Policji
w Kielcach wykazala obecnos¢ syntetycznego kan-
nabinoidu AB-CHMINACA w obu opakowaniach.

Jako ostateczng przyczyne zgonu lekarz medy-
cyny sagdowej podat przewlekia niewydolnos¢ serca
w konsekwencji wady zastawkowej aorty, zdekom-
pensowanej zapaleniem ptuc. Jego zdaniem brako-
walo podstaw, aby laczy¢ przyczyne zgonu z obec-
noscig NSP w postaci AB-CHMINACA we krwi
zmarlego.

Materiat i metody
Materiat biologiczny

Analizowany material stanowily:

« probka krwi pobrana z zyly udowej mezczyzny
w trakcie sekcji zwlok,

o probki krwi wolne od ksenobiotykéw wykorzysta-
ne do opracowania i walidacji metody analitycznej,
zakupione w Regionalnym Centrum Krwiodaw-
stwa i Krwiolecznictwa w Krakowie (n = 2) oraz
probki krwi sekcyjnej pobrane w Katedrze i Zakta-
dzie Medycyny Sadowej Collegium Medicum Uni-
wersytetu Jagiellonskiego w Krakowie (n = 3).

Wzorce i odczynniki chemiczne

W badaniach wykorzystano roztwory wzorcowe
AB-CHMINACA i UR-144-COOH-D; (jako wzo-
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fibrosis and areas of reparative fibrosis, and stromal
oedema with proliferation of mononuclear cells lo-
cally forming minor infiltrates. All lung specimens
revealed an accumulation of macrophages with
abrown content in the alveolar lumen. Small inflam-
matory infiltrates were found locally in the stroma.
Also, a slight fibrinous exudate was seen focally in
the alveoli. The findings are indicative of desquama-
tive interstitial inflammation. The lumen of one of
the great vessels revealed a thrombus, a single focal
bone marrow embolism, and reactive cell prolifer-
ation in the septal blood vessels with the presence
of cells exhibiting megakaryocytic morphology. The
aortic valve was shown to be affected by endocar-
ditis with fibrinous exudate and granulation tissue.

In the course of the investigative proceedings,
two packages labelled as “rzymskie medaliony Di-
ana 1 g’, containing a dried herbal blend, were iden-
tified during the examination of the mans apart-
ment. The collected evidence material was analyzed
at the Forensic Laboratory of the Provincial Police
Headquarters in Kielce, demonstrating the synthetic
cannabinoid AB-CHMINACA in both cases.

The final cause of death ascertained by the fo-
rensic medicine specialist was chronic heart failure
secondary to aortic valve disease, decompensated by
pneumonia. In his opinion there was no reason to
link the cause of the man’s death with the presence
of NSP (in this case AB-CHMINAC) in his blood.

Material and methods
Biological material

The analysed material included:

« asample of the patient’s blood collected from the
femoral vein during post-mortem examination,

» xenobiotic-free blood samples used for the deve-
lopment and validation of the analytical method,
purchased from the Regional Centre for Blood
Donation and Blood Treatment in Cracow (n=2),
and post-mortem blood samples collected at the
Department of Forensic Medicine, Jagiellonian
University Medical College in Cracow (n = 3).

Standards and chemical reagents

Standard solutions of AB-CHMINACA and
UR-144-COOH-D5 (used as the internal standard
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rzec wewnetrzny - IS) oraz 33 innych syntetycznych
kannabinoidéw stuzacych do oceny specyficznosci
metody: 5F-PB-22, A-834,735, AB-FUBINACA,
AB-PINACA, AKB-48 (APINACA), AM-2201,
AM-2233, AM-694, BB-22 (QUCHIC), HU-210,
JWH-018, JWH-019, JWH-073, JWH-081, 40OH-
-JWH-081, 50H-JWH-081, JWH-122, JWH-200,
JWH-203, JWH-250, JWH-251, JWH-398, MDMB-
-CHMICA,NM-2201,PB-22(QUPIC),PX-1,RCS-4,
TH]J-2201, UR-144, 4OH-UR-144, 50H-UR-144,
UR-144-COOH, XLR-11 (LGC Standards, Polska).

Zastosowano mrowczan amonu, kwas mréwko-
wy, kwas octowy, metanol (czysto$ci do LC-MS) oraz
weglan amonu (= 99,9%) (Sigma-Aldrich, Niemcy).

Do ekstrakgji do fazy stalej (SPE) postuzyly kolu-
mienki Bond Elut wypelnione niepolarnym ztozem
zelu krzemionkowego modyfikowanego faza okta-
decylowa C18 o masie 500 mg (Agilent Technolo-
gies, USA).

Badania przesiewowe

Badania przesiewowe obejmowaly analiz¢ préb-
ki krwi metodg immunoenzymosorpcyjng (enzyme
linked immunosorbent assay — ELISA) na obecno$¢
opiatéw, kokainy, amfetaminy i jej pochodnych,
kannabinoli, benzodiazepin, barbituranéw, tréjcy-
klicznych antydepresantéw i syntetycznych kanna-
binoidow (JWH-018, JWH-250, UR-144/XLR-11)
przy uzyciu testow Neogen (UK). Przebadano tez
krew pod katem obecnosci srodkéw farmakologicz-
nych o odczynie zasadowym, obojetnym i kwaso-
wym metoda HPLC-DAD w systemie MTSS (Merck
Tox Screening System, Merck, Niemcy).

Analize ilosciowa wykrytych lekéw przeprowa-
dzono zgodnie z procedurg stosowang rutynowo
w Pracowni Toksykologii Katedry i Zakladu Me-
dycyny Sadowej Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego.

Ekstrakcja w kierunku syntetycznych
kannabinoidéw

Probki krwi wykorzystane do opracowania i wa-
lidacji metody analitycznej oraz probke o objetosci
1 ml pobrang w trakcie sekcji wzbogacano dodatkiem
metanolowego roztworu IS UR-144-COOH-D, do
uzyskania koncowego stezenia 5 ng/ml krwi. Nastep-
nie dodano do nich 5 ml buforu weglanowo-amono-

- IS), and 33 other synthetic cannabinoids used for
the assessment of method specificity: 5F-PB-22,
A-834,735, AB-FUBINACA, AB-PINACA, AKB-48
(APINACA), AM-2201, AM-2233, AM-694, BB-22
(QUCHIC), HU-210, JWH-018, JWH-019, JWH-
073, JWH-081, 40H-JWH-081, 50H-JWH-081,
JWH-122, JWH-200, JWH-203, JWH-250, JWH-
251, JWH-398, MDMB-CHMICA, NM-2201, PB-
22 (QUPIC), PX-1, RCS-4, THJ-2201, UR-144,
40H-UR-144, 50H-UR-144, UR-144-COOH, and
XLR-11, were purchased from LGC Standards (Po-
land).

Ammonium formate, formic acid, acetic acid,
methanol (LC-MS grade) and ammonium car-
bonate (= 99.9%) (Sigma-Aldrich, Germany).

Bond Elut solid-phase extraction (SPE) columns
filled with a 500 mg bed of non-polar silica gel mod-
ified with the octadecyl (C18) phase sourced from
Agilent Technologies (USA).

Screening tests

Screening tests included an analysis of the man’s
blood samples by enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) to detect opiates, cocaine, amphet-
amine and its derivatives, cannabinols, benzodiaz-
epines, barbiturates, tricyclic antidepressants and
synthetic cannabinoids (JWH-018, JWH-250, UR-
144/XLR-11) using dedicated kits from Neogen
(UK). Furthermore, the blood samples were tested
for the presence of basic, neutral and acidic pharma-
cological agents by the HPLC-DAD method using
MTSS (Merck Tox Screening System) developed by
Merck (Germany).

A quantitative analysis of detected drugs was
carried out in accordance with the procedure which
is routinely employed at the Toxicology Laboratory,
Chair and Department of Forensic Medicine, Jagiel-
lonian University Medical College.

Extraction to identify synthetic
cannabinoids

Blood samples used for the development and val-
idation of the analytical method, as well as a blood
sample (1 ml) collected during the man’s post-mor-
tem examination, were spiked with a methanolic
solution of the UR-144-COOH-D, IS to achieve the
final concentration of 5 ng/ml of blood. Next, 5 ml
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wego o pH 9,3. Tak przygotowane probki mieszano
poprzez wytrzasanie, po czym odwirowywano z pred-
koscig 4500 rpm. Supernatant przenoszono na skon-
dycjonowane za pomocg 1 ml metanolu, 1 ml wody
i 1 ml buforu weglanowo-amonowego (pH = 9,3)
kolumienki SPE. Supernatant przepuszczano przez
ztoze pod dziataniem sily grawitacji, a nastepnie prze-
mywano dwiema porcjami buforu weglanowo-amo-
nowego (pH = 9,3) o objetosci 1 ml. Zloze suszono
przez 30 minut pod zmniejszonym ci$nieniem. Elucje
przeprowadzono 2 porcjami o objetosci 1 ml miesza-
niny metanolu i 1 M roztworu kwasu octowego w sto-
sunku 9 : 1 (v/v). Ekstrakty odparowywano do sucha
przy uzyciu koncentratora prézniowego. Suchg pozo-
stalo$¢ rozpuszczano w 0,1 ml mieszaniny fazy A i B
w stosunku objetosciowym 95 : 5 (v/v). Faze ruchoma
A stanowifa mieszanina 2 mM mréwczanu amonu
i 0,2% roztworu kwasu mrowkowego w wodzie (v/v),
a faze B mieszanina 2 mM mréwczanu amonu i 0,2%
roztworu kwasu mréwkowego w metanolu (v/v).

Rozdzielenie chromatograficzne

W badaniach wykorzystano chromatograf cie-
czowy (Shimadzu Corporation, Japonia) sklada-
jacy si¢ z nastepujacych modutéw: urzadzenia
do odgazowywania fazy ruchomej (model DGU-
-20A3R), podwdjnej pompy gradientowej (model
LC-20ADXR), automatycznego podajnika préobek
(model SIL-20ACXR), komory do termostatowania
kolumny (model CTO-20AC) i zaworu nastrzyko-
wego (model FCV-20AH2). Rozdzielenie prowa-
dzono w kolumnie chromatograficznej Kinetex
2,6 um Biphenyl 100 A (100 mm x 2,1 mm) (Pheno-
menex, USA), ktérg termostatowano w 40°C. Prze-
plyw faz ruchomych przez kolumne¢ chromatogra-
ficzng odbywat si¢ przy programowanym gradiencie
skladu faz ruchomych oraz natezenia przeplywu
(poczatkowo 95% fazy A i 5% fazy B przy natezeniu
przeplywu 0,4 ml/min, nastepnie udzial faz wzrastat
liniowo do 100% fazy B przy natezeniu przeplywu
0,6 ml/min w 8. minucie, po czym warunki te byty
utrzymywane przez 2 min). Objetos¢ nastrzyku na
kolumne chromatograficzng wynosita 5 pl.

Detekcja

W badaniach zastosowano kwadrupolowy tan-
demowy spektrometr mas LCMS-8040 (Shimadzu

Arch Med Sadowej Kryminol 2018; vol. 68: 266-280

portions of the ammonium carbonate buffer (pH =
9.3) were added to the samples. The samples thus
prepared were mixed by vortexing and centrifuged
at 4,500 rpm. The supernatant was transferred to
SPE columns conditioned with 1 ml of methanol,
1 ml of water and 1 ml of ammonium carbonate buffer
(pH = 9.3). The supernatant was passed through the
bed under gravity and then washed with two 1 ml
portions of ammonium carbonate buffer (pH = 9.3).
The bed was dried for 30 minutes under reduced
pressure. Elution was performed with two 1 ml por-
tions of a mixture of methanol and 1 M solution of
acetic acid at a ratio of 9 : 1 (v/v). The extracts were
evaporated to dryness using a vacuum concentrator.
The dry residue was dissolved in 0.1 ml of the mix-
ture of phases A and B in the volumetric ratio of 95 : 5
(v/v). The mobile phase A was a mixture of 2 mM
ammonium formate and 0.2% formic acid solution
in water (v/v), and phase B was a mixture of 2 mM
ammonium formate and 0.2% formic acid solution
in methanol (v/v).

Chromatographic separation

The tests were carried out using a liquid chroma-
tograph from Shimadzu Corporation (Japan) con-
sisting of several modules including a mobile phase
degassing unit (DGU-20A3R model), a dual-gra-
dient pump (model LC 20ADXR), an automatic
sample feeding device (model SIL-20ACXR), a col-
umn oven (model CTO-20AC), and an injection
valve (model FCV-20AH2). Separation was carried
out in a Kinetex 2.6 um Biphenyl 100 A (100 mm
x 2.1 mm) chromatography column (Phenomenex,
USA). The column was thermostated at 40°C. The
flow of the mobile phases through the chromato-
graphic column occurred at a programmed gradient
of mobile phase composition and flow rate (initially
95% of phase A and 5% of phase B at a flow rate
of 0.4 ml/min; next, the proportion of phases in-
creased linearly to 100% of phase B at a flow rate of
0.6 ml/min at 8 min; the conditions were maintained
for 2 min). The volume of sample injected into the
chromatography column was 5 pl.

Detection

Tests were performed with a LCMS-8040 tan-
dem quadrupole mass spectrometer from Shimadzu
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Corporation, Japonia), zaopatrzony w komore do jo-
nizacji przez rozpylanie w polu elektrycznym (ESI).
Urzadzenie pracowalo w trybie monitorowania re-
akcji rozpadu jonu macierzystego na wybrane jony
potomne (multiple reaction monitoring - MRM),
ktére wyznaczono metoda optymalizacji. Okreslo-
no czasy retencji (R) dla analitu i IS. Kontrole pa-
rametréw ukladu, gromadzenie oraz przetwarzanie
danych przeprowadzono za pomocg oprogramowa-
nia LabSolutions (Shimadzu Corporation, Japonia).
W tabeli I zestawiono szczegdtowe parametry ana-
lizy.

Walidacja

Aby oceni¢ selektywno$¢ metody, przeprowa-
dzono ekstrakcje i analize probek krwi wolnych od
ksenobiotykéw (n = 5), bez dodatku analitéw i IS.
Analizowano mozliwe interferencje w obszarach
elucji AB-CHMINACA czy IS pochodzace z matry-
cy biologiczne;j.

Specyficzno$¢ metody zbadano poprzez analize
mieszaniny 33 syntetycznych kannabinoidéw i ich
metabolitow w stezeniu 10 ng/ml kazdy.

Krzywa kalibracyjna zostala przygotowana na
podstawie analizy probek krwi wolnych od kseno-
biotykéw, z dodatkiem znanej ilosci AB-CHMI-
NACA. W tym celu probki krwi wzbogacano AB-
-CHMINACA w stezeniach: 0,05 ng/ml, 0,1 ng/ml,
0,2 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 2 ng/ml, 5 ng/ml
i 10 ng/ml oraz IS w stezeniu 5 ng/ml. Kazda préb-
ka kalibracyjna zostala przygotowana trzykrotnie.
Probki kalibracyjne poddano ekstrakeji SPE wedlug
opisanej wczesniej procedury.

Corporation (Japan), equipped with an electrospray
ionization (ESI) chamber. The mass spectrometer
operated in the mode of multiple reacton monitor-
ing (MRM) which was determined by optimization.
Retention times (R ) were calculated for the analyte
and for the IS. The monitoring of system parame-
ters, and the collection and processing of data, were
carried out using LabSolutions software (Shimadzu
Corporation, Japan). The parameters of analysis are
detailed in Table I.

Process validation

To assess the selectivity of the method, xenobiot-
ic-free blood samples (n = 5), without added analytes
and internal standards, were subjected to extraction
and analysis. Potential interferences from the bio-
logical matrix were evaluated in the AB-CHMIN-
ACA or IS elution areas.

The specificity of the method was assessed by
analyzing a mixture of 33 synthetic cannabinoids
and their metabolites at a concentration of 10 ng/ml
each.

The calibration curve was generated based on the
analysis of xenobiotic-free blood samples containing
a known amount of AB-CHMINACA. To this end,
the blood samples were spiked with AB-CHMIN-
ACA at the concentrations of 0.05 ng/ml, 0.1 ng/
ml, 0.2 ng/ml, 0.5 ng/ml, 1 ng/ml, 2 ng/ml, 5 ng/ml,
10 ng/ml, and the IS at a concentration of 5.0 ng/ml.
Each calibration sample was prepared in triplicate.
The calibration samples were subjected to SPE ex-
traction according to the previously described pro-
cedure.

Tabela I. Parametry fragmentacji AB-CHMINACA i wzorca wewnetrznego
Table 1. Fragmentation parameters of AB-CHMINACA and internal standard

Syntetyczny Wzér Jon Q,* (V) |Jon potomny Dysocjacyjna) Q,* (V) |Czas retencji
kannabinoid sumaryczny | macierzysty Production | energia Retention
Synthetic Molecular | Parent ion kolizji time
cannabinoid formula Dissociative (min)
collision
energy
v)
AB-CHMINACA | C,H,.N,O, 357 -25 241 -28 25 7.65
312 =17 =21
UR-144-COOH-D, |C,,H,,D.NO,| 347 -24 125 -22 -23 7.33
249 -26 -26
*napiecie na precie wstepnym / pre-rod voltage
QQNICAMD%
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Granice wykrywalnosci metody (limit of detec-
tion - LOD) wyznaczono jako najnizsze stezenie,
dla ktérego stosunek sygnatu do szumu (S/N),
liczonego jako wysokos$¢ piku dla zdefiniowanej
pary MRM o nizszej intensywnosci (357->312),
byt > 10. Jako granice oznaczalno$ci metody (limit
of quantitation - LOQ) przyjeto najnizsze steze-
nia, dla ktérych spelnione byly kryteria dla LOD
oraz dokladnos¢ metody miescita si¢ w granicach
80-120% rzeczywistego stezenia, a precyzja byta
< 15-25% RSD.

Precyzje i dokladno$¢ wewnatrz- i zewnatrzgru-
powa badano dla dwoéch stezen AB-CHMINACA:
0,75 ng/ml (QC)) oraz 7,50 ng/ml (QC,). Precyzje
i doktadnos¢ wewnatrzgrupowa wyznaczono dla
jednej serii, w pigciu powtoérzeniach dla QC,i QC,.
Precyzje i dokladnos¢ zewnatrzgrupowa wyznaczo-
no dla trzech odrebnych serii, w pieciu powtorze-
niach dla QC, i QC,. Doktadno$¢ metody zostata
wyrazona w postaci bledu wzglednego (%). Precyzje
metody wyrazono jako wspdlczynnik zmiennosci
(% RSD).

Odzysk, efekt matrycy i wydajno$¢ procesu
wyznaczono poprzez analize trzech serii probek, jak
opisano w pracy Matuszewskiego i wsp. [3].

Wyniki

W  badaniu selektywnosci i specyficznosci
metody analitycznej nie wykazano istotnych in-
terferencji w obszarach elucji AB-CHMINACA,
podobnie jak IS. Zakres roboczy krzywej kalibra-
cyjnej, o wspolczynniku determinacji (R’) wyno-
szacym 0,9895, okreslono na 0,2-10,0 ng/ml. LOD
i LOQ wyniosty odpowiednio 0,05 ng/ml i 0,20 ng/
ml. Wyniki precyzji wewnatrz- i zewnatrzgrupo-
wej zamieszczono w tabeli II. Wyznaczono réwniez
parametry zwigzane z procesem ekstrakeji analitu
i IS, tj. efekt matrycy, odzysk i wydajno$¢ procesu
(tab. III).

W badaniach przesiewowych prébki krwi mez-
czyzny uzyskano dodatni wynik testu ELISA na
obecnos¢ benzodiazepin, co potwierdzita pézniejsza
analiza w kierunku substancji z tej grupy. W wyniku
wielokierunkowej analizy toksykologicznej metoda
HPLC-ESI-MS-MS badanego materialu wykazano
obecno$¢ AB-CHMINACA oraz lekéw podanych
mezczyznie w trakcie hospitalizacji. Uzyskane wy-
niki zamieszczono w tabeli IV.

Arch Med Sadowej Kryminol 2018; vol. 68: 266-280

The limit of detection (LOD) of the method was
determined as the lowest concentration at which the
signal to noise ratio (S/N), calculated as the height
of the peak obtained for the defined MRM pair with
a lower intensity (357->312) was > 10. The limit of
quantification (LOQ) of the method was adopted as
the lowest concentrations for which the LOD crite-
ria were fulfilled, the accuracy of the method was
in the range of 80-120% of the actual concentration,
and the precision of the method was < 15-25% of
RSD.

Intra-day and inter-day accuracy and precision
were evaluated for two AB-CHMINACA concen-
trations: 0.75 ng/ml (QC,) and 7.50 ng/ml (QC).
Intra-day accuracy and precision were determined
for one batch, in five replicates, for QC, and QC,. In-
ter-day accuracy and precision were determined for
three separate batches, in five replicates, for QC and
QC,. The accuracy of the method was presented as
relative error (%). The precision of the method was
expressed as the coefficient of variation (% RSD).

Recovery, matrix effect and efficiency of the pro-
cess were determined by analyzing three batches of
samples, as described by Matuszewski et al. [3].

Results

The evaluation of selectivity and specifici-
ty of the analytical method did not demonstrate
significant interferences in the elution areas of
AB-CHMINACA and the IS. The working range
of the calibration curve, with the coefficient of de-
termination (R2) of 0.9895, was estimated at 0.2-
10.0 ng/ml. The LOD and LOQ were 0.05 ng/ml
and 0.20 ng/ml, respectively. The values of in-
tra-day and inter-day precision are listed in Ta-
ble II. In addition, parameters related to the pro-
cess of analyte and IS extraction were determined,
including the matrix effect, recovery and process
efficiency (Table III).

In the screening tests, the man’s blood samples
tested positive for the presence of benzodiazepines
by ELISA. The result was confirmed by a subse-
quent analysis to detect substances from this group.
A comprehensive toxicological analysis of the test
material by HPLC-ESI-MS-MS demonstrated the
presence of AB-CHMINACA and drugs adminis-
tered to the man during hospitalization. The results
are presented in Table IV.
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based on the example of AB-CHMINACA

Tabela 1. Wyniki precyzji i doktadnosci metody oznaczania AB-CHMINACA we krwi
Table 11. Accuracy and precision of the method used for determining AB-CHMINACA in blood samples

Stezenie Wewnatrzgrupowe (n = 5) Zewnatrzgrupowe (n = 15)
Concentration Intra-day (n =5) Inter-day (n = 15)
(ng/ml) Stezenie Doktadnosc Precyzja Stezenie Doktadnosc Precyzja
$rednie Accuracy Precision srednie Accuracy Precision
Average (%) (% RSD) Average (%) (% RSD)
concentration concentration
(ng/ml) (ng/ml)
0.75 0.55 -26 6 0.58 -23 12
7.50 5.84 -22 2 6.16 -18 13

Tabela 1. Efekt matrycy, odzysku i wydajnosci procesu metody oznaczania AB-CHMINACA we krwi (n = 5)
Table 111. Matrix effect, recovery and process efficiency of the method for determining AB-CHMINACA in

blood samples (n = 5)

Syntetyczny Stezenie Efekt matrycy Odzysk (Srednia) Wydajnos$¢ procesu
kannabinoid Concentration (Srednia) Recovery (average) ($rednia)
Synthetic (ng/ml) Matrix effect (%) Process efficiency
cannabinoid (average) (average)
(%) (%)

AB-CHMINACA 0.75 28-89 (57) 65-81 (69) 18-73 (40)

7.50 22-90 (52) 44-113 (75) 25-45 (34)
UR-144-COOH-D, 5.00 19-137 (59) 52-93 (66) 13-71 (36)

5.00 27-150 (63) 29-120 (67) 21-44 (31)

Tabela IV. Wyniki analizy toksykologicznej probki krwi sekcyjnej mezczyzny metoda HPLC-ESI-MS-MS
Table IV. Results of toxicological analysis of a male post-mortem blood sample by HPLC-ESI-MS-MS

Lp. Analit Stezenie
No. Analyte Concentration
(ng/ml)
1 AB-CHMINACA 0.5
2 Diazepam 26
3 Hydroksyzyna 320
Hydroxyzine
4 Cetyryzyna 160
Cetirizine
5 Hydrokortyzon 660
Hydrocortisone
6 Lizynopryl 28
Lisinopril
Dyskusja Discussion

AB-CHMINACA jest pochodng indazolu, ami-
dem kwasu indazolo-3-karboksylowego. Po raz
pierwszy zostala zsyntetyzowana przez firme Pfizer
w ramach badan nad potencjalnym zastosowaniem

AB-CHMINACA is a derivative of indazole, an
amide of indazole-3-carboxylic acid. It was first syn-
thesized by Pfizer as part of research on the potential
therapeutic applications of synthetic cannabinoids.
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terapeutycznym  syntetycznych kannabinoidow.
Zdolno$¢ wigzania AB-CHMINACA do receptora
kannabinoidowego typu 1 (CB)), opisana w paten-
cie z 2009 r., wynosi K. = 0,5 nM [4]. Tym samym
AB-CHMINACA wykazuje ok. 80 razy wieksze
powinowactwo do receptora CB, w poréwnaniu
z A°-THC (K = 40,7 nM) [5]. Tak duze powino-
wactwo AB-CHMINACA do receptora CB, wigze
sie ze zwiekszonym prawdopodobienstwem wysta-
pienia dzialan niepozadanych. Aktywacja recep-
tora CB, przez endokannabinoidy lub syntetyczne
ligandy moze wywolywa¢ efekty hemodynamiczne
i przyczynia¢ sie do choréb sercowo-naczyniowych.
W skrajnych przypadkach moze doj$¢ do zawalu
migsénia sercowego, kardiomiopatii, arytmii, udaru
i zatrzymania akcji serca [6].

Dzialania niepozadane syntetycznych kannabino-
idéw dotycza jednak nie tylko uktadu sercowo-naczy-
niowego. Ze strony uktadu nerwowego moga wystapi¢
takie objawy, jak pobudzenie, halucynacje, tagodna
afazja, sennos¢, niepokdj i ataki paniki oraz ostre psy-
chozy. Odnotowano réwniez dolegliwodci ze strony
uktadu pokarmowego: nudnosci, wymioty, biegunke,
suchos$¢ w jamie ustnej i nadmierne pragnienie [7].

Opracowano i zwalidowano metod¢ oznacza-
nia AB-CHMINACA w prébkach krwi. Wewnatrz-
i zewnatrzgrupowa precyzja wyrazona wspolczyn-
nikiem zmiennosci (% RSD) spelnila wymagane
kryterium (< 15-25% RSD). Uzyskane wartosci do-
kfadnosci nieznacznie przekraczaly granice przyje-
tego kryterium akceptowalnosci, tj. £20% (tab. II).

Odnotowano efekty matrycy gtéwnie w postaci
ttumienia sygnatu analitycznego. Odzysk dla wiek-
szo$ci ekstrahowanych probek krwi wynosil powy-
zej 50% zaréwno dla AB-CHMINACA, jakiIS.

Wielokierunkowe badania probki krwi mez-
czyzny wykazaly obecno$¢ diazepamu (26 ng/ml),
hydroksyzyny (320 ng/ml) oraz jej metabolitu -
cetyryzyny (160 ng/ml), ktére podano mezczyznie
w toku prowadzonych procedur medycznych (re-
lanium i hydroksyzyna), a takze hydrokortyzonu
(660 ng/ml) oraz lizynoprylu (28 ng/ml). Wszystkie
substancje wystepowaly na poziomach stezen tera-
peutycznych badz subterapeutycznych. Hydrokor-
tyzon jest lekiem o wlasciwosciach przeciwzapal-
nych i przeciwalergicznych, a lizynopryl nalezy do
grupy inhibitoréw konwertazy angiotensyny i jest
stosowany w leczeniu nadcisnienia tetniczego i nie-
wydolnosci serca.

Arch Med Sadowej Kryminol 2018; vol. 68: 266-280

The ability of AB-CHMINACA to bind to the can-
nabinoid receptor type 1 (CB)), as described in the
2009 patent, is K. = 0.5 nM [4]. Consequently, the af-
finity for the CB1 receptor exhibited by AB-CHMI-
NACA is approximately 80 times higher compared
to A’>-THC (K, = 40.7 nM) [5]. Such high affinity of
AB-CHMINACA for the CB1 receptor is associated
with an increased risk of adverse reactions. Activa-
tion of the CBI receptor by endocannabinoids or
synthetic ligands may induce haemodynamic effects
and contribute to cardiovascular diseases. In ex-
treme cases, myocardial infarction, cardiomyopathy,
arrhythmia, stroke and cardiac arrest may occur [6].

However, adverse reactions induced by synthetic
cannabinoids affect not only the cardiovascular sys-
tem. The substances may also interact with the nerv-
ous system, triggering symptoms such as agitation,
hallucinations, mild aphasia, drowsiness, anxiety
and panic attacks, and acute psychosis. Gastrointes-
tinal complaints have also been reported, including
nausea, vomiting, diarrhoea, dry mouth and exces-
sive thirst [7].

A method of AB-CHMINACA determination
in blood samples was developed and validated. In-
tra-day and inter-day precision expressed by the
coefficient of variation (% RSD) met the required
criterion (< 15-25% RSD). The accuracy values only
slightly exceeded the limit for acceptability criteria,
i.e. = 20% (Table II).

Matrix effects were observed mainly in the form
of attenuation of the analytical signal. Recovery ex-
ceeded 50% for both AB-CHMINACA and the IS in
the majority of extracted blood samples.

Comprehensive tests of the man’s blood sample
revealed the presence of diazepam (26 ng/ml), hy-
droxyzine (320 ng/ml) and its metabolite cetirizine
(160 ng/ml), which were administered during medi-
cal procedures (relanium and hydroxyzine), as well as
hydrocortisone (660 ng/ml) andlisinopril (28 ng/ml).
All the substances were identified at therapeutic
or subtherapeutic concentration levels. Hydrocor-
tisone is a drug used for its antiinflammatory and
antiallergic properties, and lisinopril is an angio-
tensin-converting enzyme inhibitor indicated in the
treatment of arterial hypertension and heart failure.

Initial screening tests failed to detect AB-CHMI-
NACA in a blood sample taken during the patient’s
post-mortem examination. Tests targeted at detect-
ing A’>-THC in biological material, standardized
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Wstepne badania przesiewowe nie pozwoli-
ty na wykrycie AB-CHMINACA w prébce krwi
pobranej w trakcie sekcji zwlok. Testy stuzace
wykrywaniu A’-THC w materiale biologicznym,
standaryzowane na jego metabolit 11-nor-9-kar-
boksy-A°-tetrahydrokannabinol (THC-COOH), nie
pozwalaja na detekcje syntetycznych kannabino-
idow [8, 9]. Ponadto komercyjnie dostepne testy
ELISA, ktére umozliwiaja wykrycie we krwi syn-
tetycznych kannabinoidéw, takich jak JWH-018,
JWH-250, UR-144/XLR-11, odnoszg si¢ do substan-
cji, ktérych nie odnotowuje si¢ juz jako skladnikow
czynnych tzw. dopalaczy. Stosowane obecnie sub-
stancje najczesciej nie sa wykrywane we krwi, dajac
wyniki falszywie negatywne.

Do analizy probki krwi zastosowano metode
HPLC-ESI-MS-MS. Stezenie AB-CHMINACA we
krwi pobranej podczas sekcji wynosito 0,5 ng/ml.
Opisane w literaturze stezenia AB-CHMINACA
w przypadkach klinicznych — w tym $miertelnych —
mieszczg si¢ w szerokim zakresie od 0,3-14,3 ng/ml.
Czesto dotycza one zatru¢ zlozonych, w ktérych
stwierdza si¢ tez obecnos¢ innych substancji o dzia-
taniu psychoaktywnym lub alkoholu etylowego.

W pracy Tyndalla i wsp. przedstawiono wyni-
ki z 2014 r. dotyczace 35 0s6b hospitalizowanych
w University of Florida Health Medical Center
w Gainesville po zazyciu syntetycznego kannabi-
noidu. Pacjenci w wieku od 14 do 58 lat, gtownie
mezczyzni, trafili do placowki leczniczej z obja-
wami zaburzen psychicznych, tachykardii, drga-
wek i halucynacji. Przebadano dostepny materiat
biologiczny (osocze, surowice, krew, mocz) 26 pa-
cjentdw oraz pozostalos¢ tzw. fajki wodnej jednego
z pacjentow. W materiale biologicznym pochodza-
cym od 15 pacjentéw stezenie AB-CHMINACA
wynosito < LLOQ (0,3) - 14,3 ng/ml, potwierdzo-
no tez obecnos¢ metabolitu M2 AB-CHMINACA.
Dodatkowo w 5 prébkach wykryto metabolity okre-
$lone jako M6 i M11. W prébkach moczu w zad-
nym przypadku nie wykryto AB-CHMINACA,
a jedynie metabolity. Analiza pozostalosci fajki
wodnej wykazata obecno$¢ AB-CHMINACA oraz
FUB-PB-22 [10].

W 33 przypadkach podejrzen prowadzenia po-
jazd6w z naruszeniem przepisoéw Peterson i Couper
odnotowali stezenia AB-CHMINACA we krwi kie-
rowcéow w granicach pomiedzy 0,6 a > 10 ng/ml.
W wiekszosci przypadkéw zaobserwowano oczo-

for its metabolite 11-nor-9-carboxy-A9-tetrahydro-
cannabinol (THC-COOH), are not suitable for the
detection of synthetic cannabinoids [8, 9]. In addi-
tion, commercially available ELISA tests designed
to detect synthetic cannabinoids, such as JWH-018,
JWH-250, UR-144/XLR-11, in blood samples refer
to substances that are not currently found as active
ingredients in “legal highs” The currently used sub-
stances are usually undetectable in blood, giving
false-negative results.

A blood sample taken from the man was analyz-
ed by HPLC-ESI-MS-MS. The man’s post-mortem
blood was found to contain the synthetic cannabi-
noid AB-CHMINACA at a concentration of 0.5 ng/
ml. AB-CHMINACA concentration levels reported
in the literature both in clinical and fatal cases vary
across a wide concentration range (0.3-14.3 ng/ml).
Such cases usually involve poisoning by multiple
substances, with the detected presence of other psy-
choactive substances or ethyl alcohol.

A study by Tyndall et al. presents the findings
obtained in 35 patients hospitalized at the Univer-
sity of Florida Health Medical Centre in Gaines-
ville in 2014 after taking synthetic cannabinoids.
The patients, aged 14 to 58 years, and predomi-
nantly male, reported to the medical centre with
symptoms of mental disturbances, tachycardia,
seizures and hallucinations. Samples of the avail-
able biological material (plasma, serum, blood,
urine) collected from 26 patients, and the re-
mains identified in one of the patient’s water pipe,
were examined. Biological material sampled from
15 patients was found to contain AB-CHMIN-
ACA at concentrations in the range < LLOQ (0.3)
-14.3 ng/ml. The presence of the AB-CHMIN-
ACA metabolite M2 was also confirmed. Addi-
tionally, metabolites identified as M6 and M11
were detected in 5 samples. Urine samples did not
reveal AB-CHMINACA in any of the cases stud-
ied, with only metabolites detected. An analysis of
the remains identified in the water pipe revealed
AB-CHMINACA and FUB-PB-22 [10].

Peterson and Couper reported on 33 suspect-
ed driving-under-the-influence cases in which
AB-CHMINACA detected in the drivers’ blood sam-
ples varied in concentration from 0.6 to > 10 ng/ml.
Symptoms observed in the majority of cases includ-
ed nystagmus, blurred speech, confusion, lack of co-
ordination/dexterity and lethargy [11].
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plas, niewyrazng mowe, dezorientacje, brak koordy-
nacji/zrecznosci i letarg [11].

AB-CHMINACA zostala zgloszona do Euro-
pejskiego Systemu Wczesnego Ostrzegania (Early
Warning System — EWS) w 2014 r. Od tego czasu
odnotowano 31 przypadkéw zgonéw powigzanych
z zazyciem tej substancji [2]. Pierwszy przypadek
$miertelny, w ktorym wykryto AB-CHMINACA
w materiale biologicznym, zostal opisany w 2014 r.
przez Hasegawe i wsp. Dotyczyl on 30-letniego mez-
czyzny, ktory zostal znaleziony martwy w samocho-
dzie. Znaleziono przy nim otwarte opakowanie z su-
szem ro$linnym o nazwie ,,Herbal Incense. The Super
Lemon”. Podczas sekcji zwlok pobrano do badan
toksykologicznych prébki licznych tkanek, w kto-
rych z wyjatkiem krwi i moczu wykazano obecnos¢
AB-CHMINACA. W tkance tluszczowej wykryto
ponadto syntetyczny kannabinoid 5F-AMB, a we
wszystkich pobranych do badan prébkach materia-
tu biologicznego oznaczono difenidyng. Za glow-
ng przyczyng $mierci uznano zatrucie difenidyna
z uwagi na jej duze stezenie w badanym materiale.
Autorzy zwrdcili uwage na mozliwg dystrybucje do
tkanki tluszczowej syntetycznych kannabinoidow,
ktére moga by¢ rozpuszczane w kwasach tluszczo-
wych ze wzgledu na ich duzg lipofilnos¢. Enzymy
odpowiedzialne za metabolizm syntetycznych kan-
nabonoidéw nie wystepuja w tkance tluszczowej
badz wystepuja w matych stezeniach, dlatego synte-
tyczne kannabinoidy s3 w niej magazynowane gtow-
nie w niezmienionej formie [12].

W pracy Gieron i Adamowicza opisano przypadek
30-letniego mezczyzny, ktéry zmart po wypaleniu su-
szu z opakowania NSP o nazwie ,Mocarz”. Zbadano
zabezpieczong krew, mocz oraz ociekliny z narza-
dow; stezenie AB-CHMINACA we krwi i moczu wy-
nosito odpowiednio: 1,5 ng/ml i 0,1 ng/ml. Zbadano
tez krew, mocz i ptyn z gatki ocznej pod katem zawar-
toéci alkoholu etylowego, uzyskane wyniki wynosily
odpowiednio 1,80%o, 2,78%o, 2,26%o [13].

Angerer i wsp. opisali przypadek 28-letniego mez-
czyzny, ktory zostal znaleziony martwy w swoim
mieszkaniu. Mezczyzna w rekach trzymat zapalnicz-
ke oraz ,,bongo”; w poblizu zwlok znaleziono réwniez
trzy opakowania (jedno puste, dwa nieotwarte) suszu
roslinnego o nazwie ,,Desert Premium Potpourri 2 g
Analiza krwi wykazala obecnos¢ AB-CHMINACA
w stezeniu 4,1 ng/ml. W znalezionym na miejscu
zdarzenia suszu roslinnym potwierdzono obecnos¢
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AB-CHMINACA was reported to the European
Early Warning System (EWS) in 2014. Since then,
a total of 31 deaths associated with the ingestion of
the substance have been recorded [2]. The first re-
ported fatal case involving AB-CHMINACA detect-
ed in biological material was described by Hasegawa
et al. in 2014. The case concerned a 30-year-old man
who was found dead in a car. An open package with
a dried herbal blend called “Herbal Incense. The Su-
per Lemon” was identified next to the body. Sam-
ples of multiple tissues were collected during the
post-mortem examination for toxicological tests. All
of them, except for blood and urine, were found to
contain AB-CHMINACA. In addition, the synthetic
cannabinoid 5F-AMB was detected in adipose tis-
sue, and diphenidine was found in all biological ma-
terial samples collected for testing. The main cause
of death was ascertained as diphenidine poisoning,
based on the high concentration of the substance
determined in the examined material. The authors
highlighted the possibility of synthetic cannabinoid
distribution into adipose tissue, where they can be
dissolved in fatty acids because of their high lipo-
philicity. Enzymes responsible for the metabolism
of synthetic cannabinoids are not found in adipose
tissue at all, or occur there at low concentrations.
Consequently, synthetic cannabinoids are stored in
adipose tissue mainly in unchanged form [12].

Gieron and Adamowicz reported a case of
a 30-year-old man who died after smoking a dried
herbal blend from a package of NSP called “Mocarz”.
Samples of blood, urine and organ fluids were ex-
amined, with the detected AB-CHMINACA con-
tent in blood and urine amounting to: 1.5 ng/ml and
0.1 ng/ml, respectively. In addition, blood, urine and
vitreous humour were tested for ethanol. The eth-
anol content was found to be 1.80%o, 2.78%o, and
2.26%o, respectively [13].

Angerer et al. described the case of a 28-year-
old man who was found dead in his apartment. The
man held a lighter and a “bong” in his hands, and
three packs (one empty, two unopened) of a dried
herbal blend called “Desert Premium Potpourri 2 g”
were identified near the body. Blood analysis re-
vealed AB-CHMINACA at a concentration of
4.1 ng/ml. Dried herbs identified at the scene were
also shown to contain AB-CHMINACA. Further-
more, the ethyl alcohol concentration determined
in the patient’s blood and urine samples was 1.45%o
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based on the example of AB-CHMINACA

AB-CHMINACA. Ponadto we krwi mezczyzny
oznaczono 1,45%o alkoholu etylowego, a w moczu
2,57%o. Jako ostateczng przyczyne zgonu medyk sa-
dowy przyjal zatrucie AB-CHMINACA w polacze-
niu z alkoholem etylowym [14].

W odniesieniu do zaraportowanych w pismien-
nictwie przypadkéw stezenie AB-CHMINACA
na poziomie 0,5 ng/ml nalezy uzna¢ za stosunko-
wo niskie. Nie jest jednak znany moment zazycia
przez mezczyzne AB-CHMINACA. Zgon nastapit
po ok. 12 godzinach od chwili przyjecia do szpita-
la. W szpitalu nie zabezpieczono zazyciowego ma-
terialu biologicznego do badan toksykologicznych,
sekcja zwlok zostata przeprowadzona 4 dni po zgo-
nie, za$ material do badan dostarczono do pracowni
toksykologii 3 miesigce po przeprowadzonej sekcji
zwlok. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze zaobserwo-
wane u mezczyzny objawy, w tym okresowe napady
leku z towarzyszaca hiperwentylacjg, ktore wystepo-
waly juz wczesniej, w domu, spotykane w przypad-
kach zatru¢ syntetycznymi kannabinoidami, byly
skorelowane ze znacznie wyzszym stezeniem AB-
-CHMINACA we krwi mezczyzny podczas jego ho-
spitalizacji, niz wykazano we krwi sekcyjnej [7, 15].

Hermanns-Clausen i wsp. przedstawili obserwa-
cje dotyczace wydtuzonego wystepowania objawdw
klinicznych u 34% pacjentéw znajdujacych sie pod
wplywem AB-CHMINACA lub MDMB-CHMICA.
U wigkszosci badanych dzialania niepozadane uste-
powaly jednak w ciggu 2-16 godzin [15]. Autorzy
cytowanej publikacji odnotowali rowniez wigksza
liczbe ostrych zatru¢ AB-CHMINACA i MDMB-
-CHMICA w poréwnaniu z przypadkami kliniczny-
mi zatru¢ syntetycznymi kannabinoidami z grupy
aminoalkiloindoli, takich jak JWH-018 [7, 15].

W opisywanym przypadku mezczyzna najpraw-
dopodobniej przyjat AB-CHMINACA jeszcze przed
zgloszeniem sie¢ do szpitala na planowany zabieg. Za-
obserwowane objawy, takie jak afazja, nudnosci, bie-
gunka i wymioty, mogty by¢ zwigzane z regularnym
przyjmowaniem syntetycznych kannabinoidéw [7].
Pacjent potwierdzit to w wywiadzie lekarskim, przy-
znajac, ze pali do trzech fajek dziennie. W odniesieniu
do znalezionych u niego dowodéw rzeczowych w po-
staci suszu roslinnego, w ktérym wykazano obecnos¢
AB-CHMINACA, mozna domniemywac¢, ze palone
fajki mogty zawierac substancje psychoaktywne.

AB-CHMINACA jest wykrywana u osob zy-
wych w bardzo duzym przedziale stezen, co moze

and 2.57%o, respectively. The final cause of death as-
certained by the forensic physician was poisoning
with AB CHMINACA in combination with ethyl
alcohol [14].

Compared to the cases reported in the litera-
ture, the AB-CHMINACA concentration of 0.5 ng/
ml in the presented case should be considered as
relatively low. However, the time when the man
took AB-CHMINACA remains unknown. Death
occurred approximately 12 hours after hospital ad-
mission. No ante-mortem biological material was
sampled from the patient for toxicological tests in
the hospital. The post-mortem examination was
performed 4 days after the man’s death. The test ma-
terial was delivered to the Toxicology Laboratory
3 months after the post-mortem examination.
Therefore, it cannot be ruled out that the symptoms
observed in the patient, including periodic anxiety
attacks accompanied by hyperventilation, which
had occurred previously in the patient'’s home, and
are noted in cases of synthetic cannabinoid poison-
ing, were correlated with a significantly higher con-
centration of AB-CHMINACA in the man’s blood
during hospitalization than detected in post-mor-
tem blood [7, 15].

Hermanns-Clausen et al. presented observa-
tions regarding the prolonged occurrence of clini-
cal symptoms in 34% of patients after the intake of
AB-CHMINACA or MDMB-CHMICA. However,
in the majority of patients adverse reactions sub-
sided within 2-16 hours [15]. The authors of the
cited publication also observed a greater number
of cases of acute poisoning with AB-CHMINACA/
MDMB-CHMICA, compared to clinical cases of
poisoning with synthetic aminoalkylindole cannab-
inoids such as JWH-018 [7, 15].

In the case under consideration, the man most
likely took AB-CHMINACA before reporting to
hospital for scheduled surgery. Symptoms observed
in the patient - including aphasia, nausea, diarrhoea
and vomiting — may be correlated with his regular
use of synthetic cannabinoids [7]. The man con-
firmed his habit during medical history-taking, ad-
mitting that he smoked up to three pipes a day. With
regard to the evidence found in the man’s apartment,
i.e. the dried herbal blend in which AB-CHMI-
NACA was detected, it can be presumed that the
pipes smoked by the patient might have contained
psychoactive substances.
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by¢ spowodowane faktem, ze uzytkownicy otrzy-
mujg produkt o réznej zawartosci substancji czyn-
nej. Moze to by¢ réwniez bezposrednig przyczyna
zatru¢ dopalaczami. Duzy przedzial stezen odnoto-
wywany dla AB-CHMINACA moze takze wynika¢
ze zjawiska tolerancji u osob czesto zazywajacych
NSP, a wigc przyjmujacych wieksze dawki AB-
-CHMINACA. Wyzsze stezenia AB-CHMINACA
we krwi odnotowywane w przypadkach klinicznych
w poréwnaniu z przypadkami zatru¢ ze skutkiem
$miertelnym moga by¢ spowodowane redystrybucja
posmiertng AB-CHMINACA [12].

Stosowanie syntetycznych kannabinoidéw, ta-
kich jak AB-CHMINACA, ma nieprzewidywalne
skutki dla zdrowia, konczace si¢ czgsto zgonem
zdrowych osoéb. Liczne publikacje lacza uzywanie
marihuany i/lub syntetycznych kannabinoidéw
z wieloma powaznymi dzialaniami niepozadanymi
na uklad sercowo-naczyniowy, w tym z udarem, za-
walem miesnia sercowego, kardiomiopatig, arytmia
czy zatrzymaniem akgcji serca [6]. Odnotowane ob-
jawy ze strony ukladu sercowo-naczyniowego spo-
wodowane zazywaniem AB-CHMINACA obejmuja
tachykardie, bradykardie i hipotensje. Co wiecej, nie
wykazano korelacji miedzy stezeniem AB-CHMI-
NACA w surowicy a ciezkoscig zatrucia [15]. Nawet
niewielka dawka AB-CHMINACA moze zatem pro-
wadzi¢ do nasilonych dzialan niepozadanych.

Nie mozna wykluczy¢, ze w opisanym przypadku
mezczyzny z dysfunkcja miesnia sercowego zazycie
AB-CHMINACA o potencjalnym dziataniu kardio-
toksycznym mogto poglebi¢ proces infekcyjnego za-
palenia wsierdzia na niedomykalnej dwuptatkowej
zastawce aortalnej, prowadzac do naglego zatrzyma-
nia krazenia w mechanizmie asystolii.

Autorzy deklarujq brak konfliktu intereséw.
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AB-CHMINACA is detected in living individu-
als across a very wide range of concentrations, which
may be attributed to the fact that users buy products
with varying content of the active ingredient. This
fact can also be a direct cause of poisoning with “le-
gal highs” The wide range of concentrations noted for
AB-CHMINACA may also be due to the development
of tolerance in people who use NSP regularly and,
therefore, tend to take higher doses of AB-CHMIN-
ACA. Higher blood concentrations of AB-CHMIN-
ACA noted in clinical situations, compared to cases of
fatal poisoning, may be caused by post-mortem redis-
tribution of AB-CHMINACA in the body [12].

The use of synthetic cannabinoids, such as
AB-CHMINACA, can result in unpredictable health
effects, often leading to death in healthy individu-
als. A number of publications have indicated a link
between the use of marijuana and/or synthetic can-
nabinoids and multiple severe adverse reactions af-
fecting the cardiovascular system including stroke,
myocardial infarction, cardiomyopathy, arrhyth-
mia or cardiac arrest [6]. Also, AB-CHMINACA
has been reported to cause a range of cardiovas-
cular symptoms including tachycardia, bradycar-
dia, and hypotension. Furthermore, no correlation
has been found between the serum concentration
of AB-CHMINACA and the severity of poisoning
[15]. Consequently, even a small dose of AB-CHMI-
NACA may trigger severe adverse reactions.

It cannot be ruled out that in the discussed case
of a man with myocardial dysfunction, the ingestion
of AB-CHMINACA, which has potentially cardio-
toxic effects, might have aggravated the process of
infective endocarditis on the insufficient bicuspid
aortic valve, ultimately leading to sudden cardiac
arrest due to asystole.
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