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3,5-DIMETHOXYFENOL — MARKER INTOXIKACE TISEM CERVENYM

Stiibrny J.'2, Dogosi M., Shuparek Z.!, Toupalik P.3, Balaz P.3, Barto$ P.3

"Vojensky ustav soudniho Iékafstvi UVN, U vojenské nemocnice 1200, 169 02 Praha 6
2Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany, Tfebesska 1575, 500 01 Hradec Kralové
30ddéleni soudniho lékafstvi, Pardubicka krajska nemocnice, Kyjevska 44, 532 03 Pardubice

Souhrn

Pfi smrtelné intoxikaci tisem neni pitevni nalez charakteristicky. Na intoxikaci mize upozornit pfitomnost rostlinnych zbytki
v travicim traktu. Pfi poZiti odvaru z tisu vSak v travicim traktu rostlinné zbytky nalezeny nejsou. V tomto pfipadé muze na intoxikaci
tisem upozornit ndlez 3,5-dimethoxyfenolu v sekénim materidalu. Autofi tohoto ¢lanku popisuji prikaz a stanoveni 3,5-
dimethoxyfenolu u dvou pfipadl sebevrazedné intoxikace tisem. U obou pfipadu byla pouzita extrakce kapalina/kapalina a extrakce
na pevné fazi. Byly analyzovany extrakty ziskané z kyselého a bazického prostfedi. Extrakty z kyselého prostfedi byly methylovany,
z bazického prostiedi acetylovany. Analyza byla provedena metodou GC/MS. V krvi dvou smrtelné intoxikovanych osob byla
stanovena hladina 3,5-dimethoxyfenolu 82 ng/ml resp. 417 ng/ml. Pfitomnost 3,5-dimethoxyfenolu byla dale prokazana
v Zalude¢nim obsahu a v mogi.
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Summary

3,5-Dimethoxyfenol — Marker Intoxication with Taxus baccata

Autopsy findings of fatal intoxication with yew (Taxus baccata) are nonspecific. A presence of plant residues in the digestive tract can
signalize yew intoxication. If yew decoction is consumed, plant residues are not found. In such a case the intoxication can be
signalized by the presence of 3,5-dimethoxyphenol in biological material. Authors of this article describe the proof and quantification
of the 3,5-dimethoxyphenol in two cases of fatal intoxication with yew. In both cases the liquid/liquid extraction and solid phase
extraction was used. Extracts obtained from the acidic and basic environment were analysed. Extracts from the acidic environment
were methylated and the extracts from the basic environment were acetylated. The analyses were carried out by gas
chromatography/mass spectrometry. In the blood of both intoxicated persons the presence of 3,5-dimethoxyphenol was proved and
its concentration 82 ng/ml and 417 ng/ml was quantificated. In both cases the presence of 3,5-dimethoxyphenol was also proved in

the gastric contents and urine.
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Tis Cerveny (Taxus baccata), dfive hojny strom v pfirodé,
je dnes k vidéni hlavné v parcich a zahradach. Strom opfe-
deny povéstmi a ¢ernou magii byl dfive uzivan pfi pfipravé
¢arodéjnych lektvard. V Macbethovi potfebovala ¢arodéjni-
ce pfi pfipravé lektvaru kromé jinych ingredienci i ,jatra Zida
rouhace, kozi Zlu¢ a tisu prut, pfi mésici ufiznut‘. Znamé
byly ale i 1é¢ebné vlastnosti tisu. Avicenna se ve své praci
Medicamenta Cordialia zminuje o zklidriujicim plsobeni tisu
na srdce. Devét stoleti poté popisuje Tekol efekty pseudoal-
kaloidu taxinu na srde¢ni sval a prokazuje, ze taxin je blo-
katorem kalciového kanalu (8, 9). A praveé taxinu obsazené-
mu v tisu je pfipisovan hlavni toxicky ucinek této rostliny.

Pfi smrtelné intoxikaci tisem neni pitevni nalez charak-
teristicky. Na intoxikaci muze upozornit pfitomnost rostlin-
nych zbytk( v travicim traktu. Rostlinné zbytky jsou mak-
roskopicky i mikroskopicky uréeny a toxikologické
vySetfeni sekéniho materidlu je jiz cileno na prikaz latek,
které se v tisu vyskytuji. Pro tento typ analyzy byva uziva-
na tenkovrstevna chromatografie (TLC) (3, 7, 10) a dale
zlaty standard pro prikaz této intoxikace — kapalinova

chromatografie s hmotnostnim detektorem (LC/MS) (1, 2).
V pfipadé pouziti TLC byva porovnavan extrakt z jehlici
tisu s extraktem ze sekéniho materidlu a priikaz intoxikace
je zalozen na nélezu latek shodné povahy v obou extrak-
tech. Pfi pouziti metody LC/MS je prikaz intoxikace tisem
zalozen na nalezu a pfipadné kvantifikaci taxinu v sekénim
materiélu.

PFi poziti odvaru z tisu vS8ak v travicim traktu rostlinné zbyt-
ky nalezeny nejsou. V tomto pfipadé mulze na intoxikaci
tisem upozornit nalez 3,5-dimethoxyfenolu (DMF). Tento
fenol se v tisu vyskytuje jak ve volné formé, tak ve formé gly-
kosidu taxicatinu, ktery je typickou soucasti jehli¢i tisu. DMF
Ize v sekénim materidlu nalézt pfi hledani toxikologicky
vyznamné neznamé latky. V literatufe je popsan prikaz 3,5-
dimethoxyfenolu v biologickém materialu metodou extrakce
kapalina/kapalina s naslednou analyzou extraktu metodou
plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem (GC/MS)
(4) nebo kapalinové chromatografie s UV detektorem
(HPLC/UV) (6).

Autofi tohoto ¢lanku popisuji prikaz a stanoveni DMF
u dvou pfipadl sebevrazedné intoxikace tisem. U obou pfipa-
da byla pouzita extrakce kapalina/kapalina (L/L) a extrakce na
pevnou fazi (SPE). Extrakty byly analyzovany metodou
GC/MS.
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MATERIAL A METODIKA

POPIS PRVNIHO PRIPADU SMRTELNE
INTOXIKACE TISEM

Osmadvacetilety muz byl nalezen mrtvy ve sklepé rodinné-
ho domku. Soudné lékarskou pitvou téla zemrelého bylo zjis-
téno: akutni kataralni zanét jicnu s odlupovanim epitelu
(pozdéji bylo zji§téno, ze zemrely pozil odvar tisu s pfimeési
louhu), akutni povrchovy zanét zaludku, drt rostlinného mate-
rialu v zaludku a dvanactniku (v suchém stavu 3,6 g), krevni
vyronky v mékkych pokryvkach lebnich, pod poplicnici a pfisr-
de¢nikem, otok mozku, hemoragicky otok plic misty s krvace-
nim do alveold, pfekrveni parenchymatéznich organt, tekuty
stav krve.

K toxikologickému rozboru byla dodana krev, mo¢, Cast
tkané mozkové a plicni, ¢ast jaterni a ledvinné tkané a zalu-
decni obsah spolu s obsahem dvanactniku. V krvi a moci
byla prokazana pfitomnost 3,5-dimethoxyfenolu a 11-nor-A°-
tetrahydrokanabinol-karboxylové kyseliny. PFitomnost 3,5-
dimethoxyfenolu byla dale prokdzana v zalude¢nim a dva-
nactnikovém obsahu. V Zaludeénim obsahu a v moc¢i byla
metodou TLC prokazana pfitomnost latek shodné povahy
s latkami obsazenymi v tisu. Pfitomnost dalSi toxikologicky
vyznamné latky nebyla v dodaném sek&énim materialu proka-
zana (alkohol, toxické tékave latky, OPL nebo Iéky).

Morfologickym a anatomickym hodnocenim drté rostlinného
materialu nalezené v Zalude¢nim a dvanactnikovém obsahu
zemfelého bylo zjisténo, Ze jde o jehli¢i a drobné vétévky dre-
viny tisu Cerveného (hodnoceni provedeno RNDr. Dagmar
Novou).

POPIS DRUHEHO PRIPADU SMRTELNE
INTOXIKACE TISEM

Dvaadvacetilety muz byl nalezen mrtvy v aredlu psychiatric-
ké lécebny.

Soudné Iékarskou pitvou téla zemrelého bylo zjiSténo: télo
bez zevnich urazovych zmén, tmavé Cervenofialové posmriné
skvrny, mydridza, pfekrveni spojivek. Vnitfni prohlidkou byly
zjistény obecné znamky duSeni, dilatace pravé komory, pfi-
tomnost velkého mnozstvi zelenych jehliek v zaludku, méné
v tenkém stfevé — makroskopicky podezieni na rostlinu tis.
Histologickym vySetfenim myokardu zjistén edém intersticia
a ojedinéle zvysena eosinofilie myocytd.

Metodou LC/MS byla v krvi a Zalude¢nim obsahu prokaza-
na pfitomnost taxinu B, isotaxinu B a dalSich obsahovych latek
tisu (analyza provedena RNDr. M. Stankovou, Ph.D.). Meto-
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dou GC/MS byla v ki a zalude¢nim obsahu prokazana pfi-
tomnost 3,5-dimethoxyfenolu. Pfitomnost jiné toxikologicky
vyznamné latky nebyla v dodaném sekénim materialu proka-
zana (alkohol, OPL nebo Iéky).

Extrakce sekéniho materialu metodou L/L

Vzorky biologického materialu (mo¢, Zalude¢ni obsah, vzo-
rek jaterni a ledvinné tkané) byly zpracovany béznym postu-
pem uzivanym pro analyzu metodou TLC (extrakce z kyselé-
ho a bazického prostfedi do diethyletheru, véetné extrakce
mocového hydrolyzatu — kysela hydrolyza).
Extrakce krve a mocée metodou SPE

Krev a mo¢ (2 ml) byly extrahovany metodou SPE (Bond
Elut Certify) dle navodu vyrobce pro extrakci neznamé latky
(uprava vzorku 0,1 M fosfatovym pufrem pH 6, proplach kolon-
ky metanolem a fosfatovym pufrem, nadavkovani vzorku, pro-
plach kolonky vodou, 0,01 M roztokem kyseliny octové, vysu-
Seni kolonky a frakéni eluce nejprve kyselych a neutralnich
latek smési aceton:chloroform = 1 : 1 a déle bazickych latek
smeési octan ethylnaty: koncentrovany vodny roztok amoniaku
=98 : 2). Ziskané extrakty byly odpareny do sucha pfi pokojo-
vé teploté pod proudem dusiku.

Derivatizace extraktu ziskaného z kyselého prostredi

K odparku byl pfidan tetramethylamonium hydroxid (7 mg)
a dimethylsulfoxid (150 ml). Po promichani byla smés 2 minu-
ty ponechana v klidu a poté k ni byl pfidan methyljodid (10 ml).
Smés byla opét promichana a ponechana dvé minuty v klidu.
Ke smési byl pfidan 0,1 N roztok kyseliny chlorovodikové a po
promichani byla reakéni smés extrahovana smési hexan:
octan ethylnaty = 75 : 25. Organické vrstva byla oddélena
a odparena. Odparek byl rekonstituovan 50 pl octanu ethylna-
tého a 1 pl roztoku byl nadavkovan do GC/MS systému.

Derivatizace extraktu ziskaného z bazického prostredi

K odparku byl pfidan pyridin a anhydrid kyseliny octové.
Smés byla zahfivana na 80 °C po dobu dvaceti minut a odpa-
fena do sucha pod proudem dusiku. Odparek byl rekonstituo-
van 50 pl octanu ethylnatého a 1 pul roztoku byl nadavkovan do
GC/MS systému.

Kalibrace

Kalibratory byly extrahovany metodou SPE stejnym zplso-
bem jako vzorky. Bylo pouzito pét kalibracnich bodl o kon-
centraci 0, 100, 250, 500 a 750 ng/ml 3,5-dimethoxyfenolu
v séru. Jako vnitfni standard byl pouzit propofol o koncentraci
500 ng/ml. Kalibraéni kfivka byla linearni v celém rozsahu
pouzitych koncentraci. Limit detekce LOD = 50 ng/ml.

GC/MS analyza

PFistroj Thermo Trace DSQ, kolona HP-5MS-UI, 15 m/0,25
mm/0,25 mm, splitless 30 s, teplota nastfikového prostoru
220 °C, chromatograficka pec: pocate¢ni teplota 70 °C, kone€na
300 °C, teplota pfevodniku 250 °C, sledované ionty m/z 40-530.

Tab. 1. Sumarni tabulka vysledki analyzy sekéniho materialu z prvniho i druhého pfipadu sebevrazedné intoxikace tisem ¢ervenym

Material

Metoda extrakce

LL SPE

zaludeéni obsah

DMF prokazan v kyselém

i bazickém extraktu neprovedeno

» vzorek jaterni a ledvinné tkané
Pfipad I.

DMF neprokazan neprovedeno

krev

neprovedeno 82 ng/ml DMF v kyselém extraktu

mo¢

stopové mnozstvi DMF
v kyselém extraktu

stopové mnozstvi DMF
v kyselém extraktu

krev

neprovedeno 417 ng/ml DMF v kyselém extraktu

Pfipad II. . -
zaludeéni obsah

DMF prokazan v kyselém

i bazickém extraktu neprovedeno
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VYSLEDKY

DISKUSE

V extraktu mo€ového hydrolyzatu (kysela hydrolyza) nebyl
3,5-dimethoxyfenol prokazan. V tabulce 1 jsou uvedeny
vysledky ziskané analyzou extraktll z kyselého a bazického
prostredi.

Intoxikace tisem neni bézny, ale ani raritni zpusob otravy.
Pokud z anamnestickych nebo pitevnich udajl neni zfejmé, ze
se jednd o intoxikaci tisem, toxikolog hleda neznamou latku.
Problém u prikazu intoxikace tisem je pfedevsSim v tom, ze
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Obr. 1. Chromatogram methylovaného extraktu zalude¢niho obsahu (L/L, kysely extrakt)
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Obr. 2. Hmotnostni spektrum 3,5-dimethoxyfenolu, methylovaného 3,5-dimethoxyfenolu a acetylovaného 3,5-dimethoxyfenolu
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ucinné latky (pseudoalkaloid taxin B a isotaxin B) nejsou béz-
né dostupné, a proto je toxikologicka laboratof s nejvétsi prav-
dépodobnosti nema ,na skladé®“. Navic tyto latky nelze analy-
zovat metodou GC/MS pro jejich polaritu a nemoznost prevést
je bez rozkladu do plynného skupenstvi. Z tohoto divodu
nejsou v elektronickych knihovnach uvedena jejich CG/MS
spektra. PFi standardnim toxikologickém vySetfeni metodou
GC/MS je ale mozné v extraktu biologického materialu proka-
zat pritomnost doprovodnych latek, které se spolu s taxiny
vyskytuji v tisu. V literatufe popsany 3,5-dimethoxyfenol je
mozné zachytit, aniz bychom museli pouzit cilenou nebo jinak
specialni metodu analyzy. Jeho pfitomnost Ize v biologickém
materialu prokazat béznymi analytickymi postupy pouzivany-
mi v toxikologické laboratofi (extrakce kapalina/kapalina,
extrakce na pevné fazi, analyza metodou GC/MS nebo
HPLC/UV). Disocia¢ni konstanta pKa 3,5-dimethoxyfenolu je
rovna 9.34. Je vyhodnéjsi extrahovat tuto latku z kyselého
nebo neutralniho prostfedi. V pfipadé vysoké koncentrace
(zaludecni obsah) pfechazi i do extraktu bazického.

PFi analyze extraktd metodou GC/MS (obr. 1) je pfitomnost
aktivnino vodiku v molekule fenolu mirnou pfekazkou pro
zdarny prabéh chromatografického procesu. DMF Ize snadno
derivatizovat vy$e popsanymi zplsoby a tim nepfiznivé plso-
beni aktivniho vodiku odstranit. V pfipadé masivniho vyskytu
DMF (napf. Zalude¢ni obsah) nebude problém detekovat ten-
to fenol i bez derivatizace.

Hmotnostni spektrum DMF (obr. 2) je v knihovné NIST
vedeno pod nazvem Phloroglucinol dimethyl ether. Déle je
v této knihovné spektrum methylovaného derivatu DMF vede-
né pod nazvem Phloroglucinol trimethyl ether. V toxikologické
knihovné PMW (2. vydani) je uvedeno spektrum methylované-
ho DMF pod nazvem Phloroglucinol 3ME a acetylovaného
DMF pod nazvem Phloroglucinol 2ZMEAC.

Néalez DMF v sekénim materialu vSak nelze povazovat za
dikaz intoxikace tisem. DMF Ize nalézt i v jinych rostlinach,
napt. v ¢inské rizi Rosa chinensis, routé vonné Ruta graveo-
lens nebo v hroznovém vinu (5). Nalez DMF je v8ak silna
napovéda, kterym smérem se v dal$im patrani vydat.
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