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W dobie postepu nauk medycznych, nowoczesnych $rodkéw leczenia i zapobiegania
chorobom ciagle aktualne jest pytanie o sens uporczywego podtrzymywania wszelkimi
mozliwymi srodkami zycia 0séb, ktére w $wietle dzisiejszego stanu medycyny nie rokujg
szans na przezycie. Tematem artykutu jest zagadnienie ortotanazji, do kidrej zastosowa-
nia czesto dochodzi w praktyce medycznej, zwlaszcza w dziedzinie intensywnej terapii
i transplantologii. Praca przedstawia wyniki badan ankietowych przeprowadzonych wsrod
personelu medycznego i zestawionych z pogladami reprezentowanymi przez doktryne,
a dotyczacych ortotanazji.

In the age of progress of medical sciences, modern medicine, prevention and treatment
of diseases, it is still of importance to consider the sense of sustaining lives of patients
who, from the current medical point of view, are not expected to survive, even with the
best possible treatment. The paper focuses on the question of orthothanasia, which is
frequently applied in medical practice, particularly in the fields of intensive care and
transplantology. The paper presents results of a survey concerning the issue of
orthothanasia, conducted among medical personnel; the findings of the survey have
been confronted with the views represented by the doctrine concerning orthothanasia.
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Zagadnienia znajdujgce sig na pograniczu prawa i medycyny naleza nie od
dzi$ do najbardziej kontrowersyjnych, a trudnosci w dokonaniu jednoznacznej ich
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oceny zostaty uwidocznione oraz dodatkowo wzmocnione poprzez szybki rozwoj
nauk przyrodniczych, zwiaszcza medycznych, przy nie nadazajacym za nim
rozwoju prawa. Fakt ten dostarcza takze szeregu rozmaitych watpliwosci
interpretacyjnych, pozostajacych rowniez w zwigzku z posiadanym przez te
zagadnienia okreslonym wymiarem o charakterze etyczno - moralnym,
decydujacym o zajeciu konkretnej wobec nich postawy. Do takich wiasnie
kwestii, od wiekow wzbudzajacych spory wsrdd lekarzy, etykéw i prawnikow,
nalezy eutanazja. Widoczne w jej przypadku przemieszanie watkdw etyczno-
prawno-medycznych nie pozwala na rozgraniczenie poszczegolnych jej aspektow
i oznacza niemozno$¢ rozpatrywania jej z jednego tylko punktu widzenia.
Niniejsze rozwazania dotyczg ortotanazji, postrzeganej niekiedy jako odmiana
eutanazji (1, 8), w szczegolnosci dotycza one probleméw majacych miejsce
w praktyce, w dziedzinach intensywnej terapii oraz transplantologii. Zagadnienie
ortotanazji jest dzis niezwykle aktuaine — kiedy w dobie nowoczesnych $rodkow
leczenia i zapobiegania chorobom pojawia sie pytanie o sens ciagtego i czesto
agresywnego utrzymywania przy zyciu os6b nie rokujgcych zadnych szans na
przezycie.

1. Staly postep w naukach medycznych prowadzi do rozwigzywania wielu
probleméw, z jakimi boryka sie wspoéiczesna medycyna — wiele dawniej
nieuleczalnych chordb obecnie nie stanowi zagrozenia dla zycia cziowieka,
a rozwoj transplantologii stworzyt ogromne mozliwosci zastepowania niektérych
organow cziowieka przez przeszczepy i udoskonalit metody stosowane w celu
pokonania odpowiedzi immunologicznej organizmu biorcy. Wszystkie osiggniecia
nauk medycznych prowadza czy tez w swych zalozeniach majg prowadzi¢ do
zapewnienia jak najskuteczniejszych metod zwalczania choréb, ktére ciagle
jeszcze pozostajg nieuleczalne. Medycyna pozwolita na odréznianie procesow
odwracalnych od nieodwracalnych i stale zwigksza zasoby takich $rodkow
medycznych, dzieki ktorym mozliwy jest proces podtrzymywania zycia i oddalanie
momentu $mierci, jednakze ani ciggle doskonalona umiejetno$¢ podtrzymywania
krazenia, ani nowe srodki farmakologiczne i sposoby leczenia nie zawsze
doprowadzajg do w peini zadowalajgcych rezultatéw. Lekarze wprawdzie coraz
czesciej ratujg czlowiekowi zycie, potrafig je jednak utrzymywac nie przywracajgc
mu jednocze$nie sprawnosci organizmu pozwalajgcej na prowadzenie
samodzielnego zycia. Skutkuje to wzrostem liczby ludzi nieuleczalnie czy tez
przewlekle chorych, niezdoinych samodzielnie funkcjonowaé w spoteczenstwie
i wymagajacych statej opieki medycznej. Paradoksalne jest to, iz wspotczesna
medycyna — przedtuzajgc zycie — wydluzyta jednoczesnie proces umierania,
kiedy stan chorych bardziej przypomina wegetacje niz zycie ludzkie: zyjg oni
dzieki aparaturze utrzymujacej podstawowe funkcje organizmu, a jej odiaczenie
spowodowatoby szybki zgon. Ponadto postep w zakresie technologii medycznej,
ktory umozliwit przedtuzanie zycia ludzkiego i spowodowat lepsze mozliwosci
jego ratowania, postawit spoteczno$c lekarskg przed koniecznoscig rozwigzywa-
nia problemoéw, jakie wczesniej nie mialy miejsca. Okazalo sie bowiem, iz
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w pewnych sytuacjach zastosowanie aparatury medycznej przediuzajgcej zycie
wymaga podjecia decyzji, ktérego sposréd wielu chorych ratowaé za jej pomocsg.
Ow postep w zakresie aparatury z jednoczesnym ograniczeniem z zakresie
dostepnosci do niej nierzadko zmusza wigc lekarzy do wyboru pacjentdw, ktorzy
zostang poddani terapii. W takim wiasnie kontekscie problem ortotanazji
uwidacznia sie najczesciej.

Pojeciem przeciwstawnym do ortotanazji jest tzw. dystanazja. Mianem tym
okresla sie w literaturze utrzymywanie przy zyciu hieuleczalnie chorego przy
zastosowaniu nadzwyczajnych, przewaznie bardzo kosztownych i trudnych do
pozyskania $rodkow leczniczych. Zaprzestanie, a nierzadko samo tylko
ograniczenie ich stosowania, skutkuje najczesciej zgonem pacjenta. Wskaza-
niem do podejmowania dziatan dystanatycznych, majacych na celu przeciwdzia-
tanie rozwijajagcemu sig procesowi umierania, powinna by¢ potencjaina zdolnosc
do zycia (10, 13). Ograniczone ramy niniejszego opracowania nie pozwalajg
jednak blizej zapozna¢ sie z problematykg dystanazji, totez w kwestii tej nalezy
odestac¢ do odpowiedniej literatury (6).

2. De lege Iata brak jest przepisu, ktéry zawieratby definicje ortotanazji.
Pojecie to znane jest jednak zaréwno medycynie, jak i doktrynie prawa karnego,
ktore rozumiejg pod nim zaprzestanie przedtuzania zycia pacjenta, co do ktérego
w $wietle aktualnego stanu wiedzy medycznej istnieje niewatpliwe przekonanie
o niecelowosci dalszego utrzymywania go przy zyciu przy pomocy $rodkdw
okreslanych mianem nadzwyczajnych, co zwykle oznacza zezwolenie na postep
procesu umierania zdgzajacego do nieuchronnej $mierci (11, 12). Tak sformuto-
wana definicja zawiera w sobie dwie odrebne kwestie — mianowicie sposob
dokonywania ortotanazji oraz pojecie $rodkéw nadzwyczajnych. Co do
zagadnienia pierwszego — M. Tarnawski (13, 14) proponuje uwaza¢ za
ortotanazje jedynie takie postepowanie, ktére wigze sie z niepodjeciem
(zaniechaniem) stosowania odpowiednich $rodkdw. Natomiast zaprzestanie
stosowania $rodkéw nadzwyczajnych, a wiec np. odigczenie od aparatury
pacjenta, ktérego dalsze utrzymywanie przy 2zyciu uznano za niecelowe,
nalezatoby traktowac — zdaniem tego autora — jako przypadek eutanazji czynne;j.

Poglad ten mozna zakwestionowa¢. Ze wzgledu na réwnorzedne traktowanie
przez ustawe karng obydwu postaci zachowania sie czlowieka (dziatania
i zaniechania) przy przestepstwach skutkowych, gdy na sprawcy cigzy prawny,
szczegolny obowigzek zapobiegniecia skutkowi (art. 2 k.k.), trafniejsze wydaje
sie twierdzenie, iz ortotanazji mozna dokona¢ zaréwno w drodze dziatania, np.
poprzez czynne odigczenie pacjenta od aparatury medycznej, jezeli leczenie za
jej pomoca nie przynosi pozytywnych rezultatéw, jak rowniez poprzez zaniecha-
nie, np. niepodjecie leczenia wobec terminainie chorych, nie przytaczenie ich do
aparatury czy tez niepodawanie lekow.

Ponadto nie wydaje sie wiasciwe przyjmowanie za ceche wyrozniajacg
ortotanazje od innych przypadkow eutanazji tylko i wytgcznie kryterium sposobu
niepodtrzymywania zycia pacjenta. Rozumienie ortotanazji ograniczone poprzez
sposob jej dokonania tylko do zaniechania nalezy wrecz odrzuci¢, gdyz inaczej
taka sama w istocie sytuacja, w jakiej znajduje sie chory, cierpiacy czlowiek, nie
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rokujacy szans na przezycie, w zaleznosci od tego, czy w ogéle nie podjeto préby
leczenia (zaniechanie), czy tez probe taka podjeto (dziafanie), raz bedzie
potraktowana jako ortotanazja, a innym razem jako eutanazja czynna. Tymcza-
sem — jak wynika z definicji ortotanazji, decydujace znaczenie ma nieprzediuza-
nie zycia przy pomocy $rodkéw nadzwyczajnych. | jezeli aparatura, od ktorej
odtaczony zostat pacjent, czy tez inne zastosowane wobec niego $rodki,
posiadaja cechy pozwalajgce zaliczy¢ je do kategorii srodkéw nadzwyczajnych,
to zaprzestanie ich stosowania nalezy traktowac jako ortotanazje.

3. Czym zatem sg srodki nadzwyczajne, jakie muszg posiadaé cechy i jakie
spetniaé warunki, aby mogty byé czynnikiem decydujacym o potraktowaniu
danego zachowania jako ortotanazji? Za pomocg jakich kryteriow okresla¢
zwyczajnos¢ jednego i nadzwyczajnosé innego $rodka? Granica miedzy
Srodkami zwyczajnymi a nadzwyczajnymi jest bardzo piynna, trudno jest
jednoznacznie wskazac, kiedy dany $srodek moze zosta¢ uznany za nadzwyczaj-
ny. Pewne jest to, iz nie mozna przyzna¢ atrybutu nadzwyczajnosci danemu
Srodkowi in abstracto, ale trzeba w kazdym konkretnym przypadku decydowad
o zakwalifikowaniu go do kategorii nadzwyczajnych i w zaleznosci od okoliczno-
Sci raz moze on zostaé uznany za nadzwyczajny, a innym razem nie bedzie
podstaw do takiego jego okreslenia.

Z pewnoscig podstawowym czynnikiem decydujgcym o nadzwyczajnosci
danego $rodka medycznego jest kryterium pieniezne, tj. cena srodka oraz koszty
zwigzane z jego stosowaniem w leczeniu nieuleczalnie chorych oséb. Taki punkt
widzenia jest z pewnoscig bardzo drastyczny — moze on prowadzi¢ do instru-
mentalnego prima facie traktowania chorych przy umieszczeniu w centrum
problemu srodkdw leczniczych spetniajacych (lub nie) kryteria nadzwyczajnosci.
Jednakze niewiele jest os$rodkéw medycznych, ktére sg wyposazone
W niezbedny, a jednoczesnie drogi sprzet medyczny w ilosciach wystarczajacych
do zaspokojenia potrzeb wszystkich pacjentéw. Gliéwnie sg to kliniki w miastach
akademickich, z reguly sponsorowane przez duze zaktady przemystowe lub
roznego rodzaju fundacje, ewentualnie prywatne o$rodki medyczne. Natomiast
w szpitalach znajdujgcych sie w maltych osrodkach miejskich brakuje zwykle
wszystkiego: od $rodkéw higienicznych 1 podstawowych iekarstw poczawszy,
poprzez niewystarczajgca liczbe personelu i odpowiednio wyposazonych karetek
reanimacyjnych, na braku potrzebnej do ratowania zycia aparatury skofhczywszy.
Totez owo kryterium finansowe, przyjete za wyrézniajgce Srodki nadzwyczajne
od zwyczajnych, podyktowane jest trzezwym spojrzeniem na stan poiskiej stuzby
zdrowia i $wiadomos$cig miernego wyposazenia szpitali przy ogromnym
zapotrzebowaniu. Nalezy wyraznie powiedzie¢, ze dopoki poszczegoéine osrodki
medyczne ubogie beda w konieczny do pracy sprzet medyczny, dopéty bedzie
istniat przymus zezwalania na $mier¢ tych, ktérych nie ma czym leczyc,
i zwigzany z nim stale aktualny podziat srodkdéw medycznych na zwyczajne
i nadzwyczajne.

Kolejnymi wyznacznikami nadzwyczajnosci srodkéw medycznych sg rowniez,
obok kosztoéw nieodigcznie towarzyszacych ich stosowaniu, takze dostepno$é
oraz powszechnos¢ ich stosowania. Dany srodek medyczny jest dostepny wtedy,
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gdy jest stosunkowo tatwo osiagainy. Warunek ten jest spetniony, gdy z jego
zdobyciem nie sg zwigzane trudnosci natury finansowej, ani materialnej. Scisle
jest z tym skorelowana powszechno$¢ stosowania srodka — jezeli jest on
dostepny, nic nie stoi na przeszkodzie codziennemu jego stosowaniu. Jednakze
nie sposéb nie zauwazyé¢, ze powyzsze kryteria nadzwyczajnosci pozostajg
w Scistym zwigzku z kwestiami finansowymi: jezeli szpital bedzie dysponowat
srodkami na sfinansowanie leczenia przy pomocy danego aparatu, wowczas
bedzie on dostepny | powszechnie stosowany. Do $rodkéw nadzwyczajnych
naleze¢ bedg zatem — w zaleznosci od konkretnego stanu faktycznego — drogie
lekarstwa, specjalistyczny sprzet medyczny czy tego rodzaju zabiegi lecznicze,
ktérych zastosowanie wymaga wysokich nakladéw finansowych, przy czym nie
ma pewnosci, ze $rodki te w ogole zadzialajg i przyniosg pozadany skutek
w postaci poprawy stanu zdrowia pacjenta (6).

4. Ortotanazja staje sie codzienng koniecznoscig — do jej zastosowania
dochodzi niezwykle czesto, zwlaszcza w przypadkach niecelowosci leczenia
pacjenta wszystkimi mozliwymi $rodkami czy tez koniecznosci wybierania
sposréd kitku chorych tych, ktérych zycie bedzie sie podtrzymywac. Problem
ortotanazji uwidacznia sie takze w pewnym stopniu w dziedzinie transplantologii
—~ gdy trzeba zdecydowacé sie na dokonanie lub nie operacji przeszczepienia
niezbednego do zycia narzadu z ciata dawcy do organizmu biorcy.

Wystepowanie ortotanazji w praktyce medycznej potwierdzity badania ankieto-
we, przeprowadzone wsrdd lekarzy i pielegniarek w dwéch krakowskich szpitalach
{w trzecim nie wyrazono zgody na przeprowadzenie tego rodzaju badan). Wyboru
szpitali dokonano metodg losowg sposrod 15 szpitali w Krakowie, a nastepnie
kwestionariusze pytan rozdano lekarzom i pielegniarkom pracujgcym na uzgodnio-
nych z kierownictwem szpitali oddziatach. Ogétem przebadano 56 osob, w tym 30
lekarzy i 26 pielegniarek. Celem tychze badan byla préba poznania stosunku
personelu medycznego do eutanazji i zwigzanych z nig kwestii (w ankiecie
poruszony zostat m.in. problem ortotanazji), a w ich wyniku otrzymano szeroki
wachlarz pogladow lekarzy i pielegniarek dotyczacych tych zagadnien. Analiza
odpowiedzi udzielanych na pytania dotyczace kwestii ortotanatycznych pozwala na
potraktowanie uzyskanych wynikéw badan jako dajacych przyblizony obraz
pogladow personelu medycznego szpitali nie—onkologicznych.

Z przeprowadzonych badan jednoznacznie wynika, iz generalnie ankietowani
aprobowali przyspieszanie, przy zaistnieniu pewnych konkretnych okolicznosci,
S$mierci nieuleczalnie chorych oséb, wtasnie poprzez zastosowanie wobec nich
ortotanazji (cho¢ tylko niewielka cze$¢ badanych — 10% — przyznaia, iz w trakcie
wykonywania swego zawodu zdarzylo sie jej w jakis sposéb przyspieszy¢
nadejscie $mierci nieuleczalnie chorego pacjenta). 52% respondentow (29 0sdb)
opowiedziato sie przeciwko uporczywemu stosowaniu wobec nieuleczalnie
chorego nadzwyczajnych $rodkoéw leczniczych, jezeli nie niosg one ze sobg
choéby najmniejszych oznak poprawy stanu jego zdrowia (przy 35% — 20 0s6b —
deklarujacych stosowanie w takiej sytuacji sSrodkdéw nadzwyczajnych). Powyzsze
stanowisko bylo zajmowane zwiaszcza przez tych respondentdw, kidrzy
wykonywali zawodd lekarza; pielegniarki w wiekszym stopniu (50% ogéiu
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przebadanych pielegniarek) byly skionne nieustannie leczy¢ pacjenta przy
pomocy owych $rodkdw, takze wtedy, kiedy ich stosowanie nie powodowato
w jego organizmie zadnych zmian na lepsze. Zaznaczy¢ jednak trzeba, iz 1/5
pielegniarek zgodzita sie z pogladem, ze naktady przeznaczone na utrzymywanie
przy zyciu oséb nieuleczalnie chorych nalezatoby spozytkowa¢ w celu leczenia
ludzi, ktérym rzeczywiscie mozna pomoc.

5. Zgodnie z nowa definicjg $mierci bezpowrotne ustanie funkcji pnia moézgu
jest warunkiem koniecznym i wystarczajgcym dla rozumienia $mierci mozgu jako
calosci, a tym samym Smierci czlowieka. Totez wykazanie definitywnego
strukturalnego uszkodzenia mézgu, bedacego przyczyng zniknigcia funkcji pnia,
stanowi dowdd smierci mozgu jako catosci (16). Wynika stad, ze wobec os6b
z nieodwracalnie uszkodzonym pniem nie mozna rozwaza¢ zagadnienia
ortotanazji, gdyz odtaczenie od aparatury cziowieka juz zmarlego nie jest
ortotanazjg, ktéra — jak wynika z jej definicji — oznacza niepodtrzymywanie przy
zastosowaniu nadzwyczajnych $rodkéw leczniczych funkcji zyciowych cztowieka,
co do ktérego brak jest wprawdzie nadziei na jakgkolwiek poprawe stanu jego
zdrowia, ale przeciez cziowieka zyjacego. Zaznaczmy, ze W. Nasilowski
wskazuje na mozliwos¢ pojmowania ortotanazji jako rezygnaciji z podtrzymywa-
nia zycia na szczeblu narzgdowym, czy wrecz na szczeblu komorkowym, jednak
wydaje sie nie zgadzac z takim podejsciem. (6).

Natomiast mimo jednoznacznego okreslenia kryteridw, kiedy ma miejsce
$mier¢ cztowieka, w praktyce czesto istnieje problem innego rodzaju, dotyczacy
0osOb znajdujgcych sie w tzw. przetrwatym stanie wegetatywnym. Stan ten
charakteryzuje sie tym, iz przy dzialajgcym pniu moézgu sa zniszczone lub
znacznie uszkodzone funkcje kory mézgowej, powodujac tym samym pozbawie-
nie takie] osoby jakichkolwiek czynnosci psychicznych. Woéwczas pomimo
zachowania krgzenia i oddychania cztowiek jest pozbawiony — z reguly
nieodwracalnie — $wiadomosci i nic nie jest w stanie mu jej przywréci¢. Ponadto
czesto w celu zapobiezenia ewentualnej niedroznosci drdég oddechowych
i zaburzeniom w procesie oddychania, ktore doprowadzityby w koncu do
niedotlenienia moézgu i w konsekwencji do postepujacego jego obrzeku,
a nastepnie do jego $mierci, podigcza sie pacjenta do podtrzymujacego
oddychanie respiratora. Nierzadko réwniez dla utrzymywania przy zyciu takich
oséb wymagane sg S$rodki nadzwyczajne, ktére — podtrzymujgc funkcje
biologiczne organizmu — nie przywracajg mu jednak przytomnosci. Ankietowani
(9%) byli przeciwni stosowaniu ortotanazji wobec takich oséb, uzasadniajgc
swoje stanowisko przede wszystkim brakiem pewnosci, iz osoba pozbawiona
w danej chwili funkcji kory mézgowej nigdy ich juz nie odzyska. Totez — z uwagi
na ograniczenia metodyczne i diagnostyczne oraz staly postep nauk medyczny¢h
— postulowali oni w celu podtrzymywania funkcji organizmoéw tych o0séb
stosowanie wszystkich dostepnych $rodkow leczniczych (réwniez tych okreéla-
nych mianem nadzwyczajnych).

6. W kontekscie osob znajdujgcych sie w przetrwatym stanie wegetatywnym
uwidacznia sie natomiast zagadnienie, czym w istocie jest czlowiek. Bowiem czy
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w stosunku do tych oséb, nie potrafigcych mys$leé, nie bedgcych w stanie
nawigzaé z nikim jakiegokolwiek kontaktu, ludzi, ktérzy nie posiadajg swiadomo-
§ci swego istnienia, mozna stosowac pojecie ,cziowiek"? Pytanie takie jest
z pewnoscig niezwykle drastyczne, odbiera bowiem lezacemu na 16zku zywemu
organizmowi ceche odrézniajaca go od wielu innych istot zywych: pozbawia go
przeciez atrybutu cziowieczenstwa. Jednakze zycie to nie tylko oddychanie,
krazenie krwi czy odzywianie, to caly zespdt doznan zmysfowych i kontaktow
z otoczeniem mozliwych jedynie dzieki pracy kory mdzgowej, tego siedliska
wrazen i mysli, ktdére odrozniajg cztowieka od innych istot zywych. Dobitnym
przyktadem twierdzenia, iz Swiadomos$¢ stanowi konstytutywng ceche istnienia
czlowieka, jest posta wybitnego kosmologa Stephena Hawkinga, ktéry mimo ze
cierpi na nieuleczalng i wyniszczajgcg chorobe (stwardnienie zanikowe boczne),
przykuty do wodzka inwalidzkiego i pozbawiony mozliwosci poruszania sie oraz
moéwienia, z uporem Kontynuuje badania i przeciera nowe szlaki w nauce (4).
Przy ocenie cziowieczenstwa znaczenie ma przede wszystkim praca kory
moézgowej, warunkujgce] wszelkie istotne dla natury ludzkiej czynnosci
psychiczne, mianowicie zdolno$¢ nawigzywania kontaktdéw, swiadomg wole
trwania 2zycia, osobowo5¢ jednostki, zdolno$¢ rozumowania i pamieci itp.,
a wszystko to nie jest mozliwe bez istnienia swiadomosci. | jezeli to wlasnie takie
doznania psychiczne stanowig o istocie i tresci czlowieczenstwa, to osoba ze
zniszczong korg mézgowa (co jest przeciez nieodwracalne) jest — podobnie jak
osoba z obumarlym pniem - preparatem, zbiorem Zzywych ludzkich tkanek,
ktorych dotlenianie i odzywianie moze by¢ potrzebne ze wzgledu na to, ze stan
pozostatych narzadéw pozwala na ich wykorzystanie w drodze transplantacji (do
czego przyjdzie jeszcze powrocic). Totez usprawiedliwione moze by¢ w takich
sytuacjach wylaczenie zastosowanej aparatury | przyspieszenie $mierci
w przypadku takich zmian w modzgu, ktére wylaczajg wszelkie, nawet te
najmniejsze, przejawy zycia psychicznego; rozwazania te nie dotyczg natomiast
0s0b, co do ktoérych w ogdle wyklucza sie mozliwos¢ odtgczenia ich od aparatury
ze wzgledu na niestosowanie wobec nich postepowania kwalifikujgcego w celu
rozpoznania smierci pnia mdzgu (16). Jednakze w stosunku do oséb, u ktérych
nie mozna stwierdzi¢ ostatecznej smierci mdzgu, stosowanie ortotanazji musi
by¢ bardzo ostrozne i poprzedzone doktadnym przeanalizowaniem wszystkich
okolicznosci danego stanu faktycznego; akceptacja dla takich dziatan mogtaby
spowodowac przekonanie o braku potrzeby leczenia takich osdb.

7. Podobnie skomplikowane jest zagadnienie sytuacji pacjentéw, u ktérych
nie zostala stwierdzona $mieré moézgu, lecz ktérych stan w Swietle najnowszych
osiggnie¢ medycznych jest bardzo ciezki, a ich powrot do zdrowia praktycznie
niemozliwy. Dotyczy to zwlaszcza sytuacii, kiedy mimo zachowanych czynnosci
mozgu uszkodzenia pozostatych narzaddéw sa tak duze, ze ciggle utrzymywanie
takiego pacjenta przy zyciu za pomocg aparatury medycznej jest bezcelowe,
poniewaz jej stosowanie nie skutkuje chocby niewielka poprawa stanu zdrowia
chorego. Pojawia sie wowczas problem, czy wolno zaprzesta¢ stosowania
$rodkow nadzwyczajnych przediuzajacych zycie pacjenta, w szczegdlnosci czy
wolno odiaczy¢ takiego chorego od utrzymujacej go przy zyciu aparatury
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medycznej, zwlaszcza kiedy wiadomo, ze stosowanie tej aparatury jest
niezbedne do zachowania zycia pacjenta. W takich przypadkach zagadnienie
ortotanazji wigze sie czesto z celowoscia dalszego stosowania tzw. uporczywej
terapii. ,W stanach terminalnych lekarz nie ma obowigzku podejmowania
i prowadzenia reanimacji lub uporczywej terapii i stosowania $rodkéw nadzwy-
czajnych. Decyzja o zaprzestaniu reanimacji nalezy do lekarza i jest zwigzana
z oceng szans leczniczych" (5). Totez nalezatoby rozwazy¢, czy w stosunku do
takich oséb konieczne jest bezwzgledne podtrzymywanie ich zycia przy pomocy
Srodkéw nadzwyczajnych, ktérych stosowanie pocigga¢ moze za sobag — oprécz
kosztow — takze niepotrzebny bdl, lecz ktére jednoczesnie nie dajg zadnej
nadziei na poprawe. Takie dziatanie przediuzaloby jedynie umieranie, nie
przyczyniajgc sie do poprawy stanu zdrowia chorego, ktdry niezaleznie od tego,
czy zastosowano leczenie, czy tez od niego odstgpiono, musi wkrotce umrzec.
Zdaniem respondentow (11%), nie mozna jednak catkowicie rezygnowac
z jakiegokolwiek leczenia ludzi, ktérzy nie wykazujg nawet najmniejszych szans
na przezycie. Wprost przeciwnie, trzeba podejmowaé dziatania majace na celu
normalng opieke nad pacjentem, a przede wszystkim trzeba dotozy¢ wszelkich
staran, aby owe ostatnie chwile zycia byly dla umierajgcych jak najmniej bolesne
— stad postulat jednoczesnego usmierzania bolu pacjenta, przy zaprzestaniu
przediuzania zycia za wszelkg cene.

8. W badaniach poruszono problem stosowania srodkéw tagodzacych bol,
jednakze ze wzgledu na ograniczone ramy niniejszego opracowania pozostaje
jedynie zasygnalizowac fakt, iz ankietowani w przewazajacej wiekszosci (86% —
48 0sob) opowiadali sie za stosowaniem wobec nieuleczalnie chorych pacjentéw
srodkow znieczulajgcych, nawet gdyby w efekcie takich dziatan miat miejsce ich
szkodliwy wplyw na organizm pacjenta w postaci przyspieszania $mierci.
O pozytywnym stosunku personelu medycznego do fagodzenia bélu i cierpien
nieuleczainie chorych pacjentow przy pomocy lekdw mogacych niekorzystnie
wptyna¢ na ich organizmy Swiadczy liczba badanych wyznajacych taki poglad.
Tylko jedna osoba sposréd ankietowanych (pielegniarka) stanowczo wypowie-
dziala sie przeciwko stosowaniu analgetykow w stosunku do danego pacjenta,
jezeli powodowatyby one w jego organizmie niepokojgce zmiany lub wrecz
nasilaly wystepowanie symptomoéw smierci.

9. Zaprzestanie leczenia przy pomocy $rodkow nadzwyczajnych, ktére nie
niosg ze sobg szans na poprawe stanu zdrowia chorego i sg dla niego zbyt
ucigzliwe, nie powinno skutkowaé pociggnieciem do odpowiedzialnosci karnej
lekarza, ktory zastosowat ortotanazje. Analogicznie rezygnacja z tzw. uporczywej
terapii, czyli przedtuzania resztek zycia znajdujacego sie w agonii pacienta,
u ktorego nic nie jest w stanie zatrzymac procesu umierania, jest dziataniem
moralnie i prawnie zaakceptowalnym. Rezygnacja z zabiegdw, nie bedacych
adekwatnymi do realnej sytuacji chorego, ktorych skutkiem bytoby tylko
krotkotrwate i bolesne przediuzenie agonii, nastgpic moze oczywiscie po
dokonaniu przez lekarza obiektywnej oceny, czy skutki stosowania tych srodkéw
sg proporcjonalne do przewidywanej poprawy zdrowia. Jezeli ich stosowanie nie
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przynosi pozytywnych rezultatéw, a jedynie wydtuza wypetnione czesto bolem
i cierpieniem ostatnie chwile zycia pacjenta, mozna zrezygnowac z ich stosowa-
nia, a zachowanie takie nie moze by¢ utozsamiane z zabdjstwem cziowieka.
Takie postepowanie nie jest rownoznaczne z celowym zadaniem $mierci,
oznacza ono jedynie brak mozliwosci przeszkodzenia jej nadejsciu.

10. Pytania, jak nalezy postgpi¢ i czy mozna rezygnowac z dziatan dystana-
tycznych, nalezg do pytah szczegdinie trudnych w sytuaciji niedostatecznej ilosci
potrzebnych do wykonania danego zabiegu materiatdbw medycznych czy tez
braku potrzebnej do ratowania Zycia aparatury. Dylemat etyczno-morainy,
ktérego chorego ratowac¢, gdy mozliwosci niesienia pomocy sag ograniczone do
np. kilku chorych, a potrzebujacych jest wiecej, stwarzajg sytuacje zmuszajace
lekarzy do wyboru pomiedzy zyciem jednego a zyciem drugiego pacjenta. Coraz
trudniejsze staje sie w dobie obecnej wcielanie w zycie podstawowej zasady
deontologii lekarskiej, zgodnie z ktorg dobro chorego jest naczelnym prawem
(salus aegroti suprema lex), poniewaz na porzadku dziennym sa sytuacje kolizji
débr wielu pacjentow, sposrod ktorych lekarz moze uratowac tylko jednego.

Kwestia koniecznosci dokonania wyboru pomiedzy pacjentami w celu zakwa-
lifikowania kilku z nich do leczenia za pomocg $rodkéw nadzwyczajnych zostata
przez ankietowanych {ponad 74% — 41 osdéb) potraktowana w sposoéb jedno-
znaczny, mianowicie poddany badaniom personel medyczny generalnie
wypowiedziat sie przeciwko jakimkolwiek probom wartosciowania zycia
poszczegoélnych chorych. Tylko w nielicznych przypadkach (12% — 7 osoéb)
zdecydowano by sie na odigczenie od aparatury medycznej pacjenta z niktymi
szansami na poprawe zdrowia i przytaczenie donh lepiej rokujgcego. Respondenci
wychodzili bowiem z zalozenia, ze skoro kto$ juz raz otrzymat szanse skorzysta-
nia z jakiegokolwiek srodka nadzwyczajnego (problem ten dotyczyt gidwnie
aparatury medycznej podtrzymujgcej zycie nieuleczalnie chorych), to nie nalezy
go tego pozbawial. Zas wrecz barbarzynstwem (7% respondentdw) byloby
odfgczanie od aparatury chorych majacych chocéby minimalne szanse na
poprawe stanu swego zdrowia. Totez nawet gdyby dostarczona do szpitala
osoba miata zdecydowanie lepsze prognozy niz osoba juz korzystajgca
Z aparatury, to w przypadku braku dostatecznej liczby tychze aparatéw osoba ta
zostataby najprawdopodobniej pozbawiona mozliwosci leczenia za ich pomoca.

- Wydaje sig, iz w zwigzku z zagadnieniem wyboru pacjentéw nalezy oddzieli¢
od siebie dwie zasadnicze kwestie: ktdérego chorego (sposrdd kilku) podigczy¢ do
aparatury oraz czy chorego leczonego za jej pomoca mozna odigczyé
i przylgczyé don innego. Pierwsza sytuacja ewidentnie zmusza lekarzy do
dokonania oceny stanu klinicznego chorego i arbitralnego w istocie decydowania
o zyciu i Smierci. Jest rzeczg oczywistg, ze nie powinny one mie¢ miejsca
w codziennej pracy lekarza, jednakze w duzej mierze ich wystepowanie
w praktyce zwigzane jest z niedostatecznym wyposazeniem placéwek medycz-
nych w $rodki i materialy lecznicze. Stgd zapewne wynika postulatywny charakter
niektérych wypowiedzi ankietowanych, ktére nalezatoby skierowa¢ do oséb
administrujacych finansami szpitali, w celu zwigkszenia ilosci sprzetu medyczne-
go oraz poprawy warunkéw panujacych w szpitalach. Niemniej jednak, nawet
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przy najlepszym wyposazeniu szpitali, nie da sie wykluczyé mozliwosci
wystepowania sytuacji, kiedy lekarze beda zmuszeni zdecydowag¢, dla ktdrego
sposrod wielu pacjentdw przeznaczy¢ sprzet leczniczy lub diagnostyczny, ktéry
z pewnoscig nie wystarczy dla zaspokojenia potrzeb wszystkich nan oczekuja-
cych. Wowczas tym, co powinno kierowaé postepowaniem lekarskim i decydo-
wac o wyborze pacjenta, powinny by¢ tylko | wytgcznie kryteria medyczne, takie
jak: stadium choroby, rokowanie, szansa na przezycie itp. (3, 7) Zatem
niedopuszczalne jest jakiekolwiek wartosciowanie chorych z punktu widzenia
mozliwosci osiggniecia jakichs korzysci majatkowych czy osobistych w wyniku
zastosowania leczenia wobec konkretnego chorego.

Réznorakie dyskusje wzbudza rowniez drugie zagadnienie, dotyczace sytu-
acji, kiedy lekarz dysponujgcy ograniczong liczbg stuzgcych do ratowania zycia
aparatow staje przed koniecznoscig wyboru: czy pozostawi¢ aparat przy chorym
juz przytaczonym i odmowi¢ leczenia za jego pomoca choremu dostarczonemu
do szpitala pozniej, cho¢ majacemu wieksze mozliwosci przezycia, czy tez
odtaczy¢ pacjenta od aparatu (co spowoduje z pewnoscig jego Smierc)
i przytaczy¢ tego o wiekszych szansach. Potowa sposrod tych 74% ankietowa-
nych, ktérzy wypowiedzieli sie przeciwko odigczaniu pacjenta od aparatury,
sugerowata poszukiwanie owych brakujacych aparatéw leczniczych na innych
oddziatach danego szpitala w celu pozyczenia ich dla wiasnych pacjentéw,
ewentualnie przetransportowanie chorego, dla ktérego zabrakio aparatu, do
innego osrodka medycznego, jezeli mogtby uzyska¢ w nim pomoc. Przyczyng
takiego zachowania jest z pewnoscig nieche¢ personelu medycznego do
koniecznosci dokonywania oceny zycia ludzkiego.

Jednakze wydaje sie uzasadnione rowniez w stosunku do drugiego z rozwaza-
nych zagadnien przyjecie pewnych kryteridw pomocnych przy podejmowaniu decyzji
w takich sytuacjach. Jak juz wyzej wspomniano, jedynie kryteria o charakierze stricte
medycznym mogtyby by¢ decydujgcymi przy kwalifikowaniu poszczegoinych chorych
do leczenia np. przy pomocy respiratordw w sytuacji niedoboru tych ostatnich. Takie
sugestie zostaly wyrazone przez 3% respondentow ~ postulowali oni w tym celu
sformutowanie jednoznacznych kryteridw, w oparciu o ktdére mozna bytoby dokony-
waé wyboru pacjentow, przy czym wybdr powinien mie¢ miejsce dopiero po
dokiadnym przebadaniu chorych oraz po konsultacji z innymi lekarzami (tak 9%
ankietowanych). Wéwczas mozna bytoby odigczy¢ od aparatury podtrzymujacej zycie
pacjenta, co do ktérego — zgodnie z wyzej przedstawionymi zatozeniami — nie istniejg
zadne szanse na poprawe jego stanu zdrowia, a zachodzi potrzeba zastosowania
tejze aparatury wobec pacjenta bardziej potrzebujacego. Smier¢ odtgczonego jest tak
czy inaczej nieunikniona iwéwczas postepowanie lekarza polegajgce na ocenie
stanu faktycznego iskutkujgce decyzjg o odigczeniu jednego pacjenta na rzecz
innego, majgcego wigksze szanse na wyleczenie, jest usprawiedliwione i nie budzi
watpliwosci ani zastrzezen. Natomiast w sytuacji, gdy stan osoby korzystajace]
z aparatury nie jest tak jednoznaczny”, nie jest dopuszczalne odtgczenie jej, takze
wtedy, gdyby do szpitala przywieziono chorego majacego wieksze szanse na
przezycie czy tez chorego znajdujacego sie w gorszym stanie niz osoba podtgczona
do aparatury. Analogiczne stanowisko zostato zaprezentowane przez przedstawicieli
doktryny prawa (9, 17).
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11. Podstawowym obowigzkiem lekarza jest ratowanie zycia pacjenta zgodnie
ze wskazaniami wiedzy medycznej oraz przy zastosowaniu wszelkich dostepnych
mu metod i $rodkéw. Tymczasem w obydwu wyzej wyszczegolnionych
sytuacjach zachodzi wyrazna kolizja obowigzkéw, bedaca w gruncie rzeczy
raczej kolizjg dobr, z ktérych tylko jedno mozna chronié¢. Jednakze wskutek
niedoskonatoéci wyposazenia w materiaty lecznicze tylko jeden z tych obowigz-
kéw moze byé spetniony, co oznacza mozno$c¢ uratowania tylko jednego dobra.
Jesli lekarz posiada tylko niewielkg ilos¢ Srodkow medycznych, ktora
z pewnoscig nie wystarczy do uratowania wszystkich poszkodowanych, wéwczas
musi on dokona¢ wyboru, ktorego chorego bedzie ratowat najpierw. Owa kolizja
obowigzkow lekarskich ma réwniez miejsce W momencie koniecznosci
zdecydowania, czy nieuleczainie chorego pacjenta ratowa¢ za pomoca
aparatury, czy tez przeznaczy¢ jg dla ratowania innych, lepiej rokujgcych
chorych. Lekarz postawiony jest przed nieuchronnym dokonaniem wyboru
miedzy pacjentami, wskutek czego niemozliwe okazuje sie jednoczesne
wypetnienie cigzacych na nim obowigzkow wzgledem wszystkich pacjentow.
Totez wydaje sie uzasadnione rozpatrywanie tych przypadkow w $wietle art. 26 §
5 k.k., mowigcego o stosowaniu stanu wyzszej koniecznosci w wypadku, kiedy
sposrod wszystkich cigzacych na sprawcy obowigzkéw tylko jeden moze byc
speiniony. Poniewaz zgodnie z powszechnie przyjetym porzadkiem aksjologicz-
nym kazde zycie ludzkie ma jednakowa wartosc, nastepuje tutaj wypetnienie
obowiazku w stosunku do jednego dobra i jednoczesne niewypetnienie
obowiazku wobec innego dobra, przy czym kazde z tych dobr posiada te samg
wartosé. ,\W razie rownej wartosci pozostajacych w kolizji dobr nalezy wykonac¢
obowigzek w stosunku do tego dobra, ktérego szanse uratowania sg wieksze"
(2). Totez usprawiedliwione jest dziatanie lekarza, ktory zamiast usilnie
podtrzymywaé gasnace zycie jednego pacjenta pomaga temu, ktory lepiej rokuje.
W przeciwnym wypadku mogtoby doj$¢ do tego, ze ratujac cziowieka znajduja-
cego sie na granicy zycia i $mierci poSwigci sie zycie czlowieka, ktérego mozna
bylo uratowac.

Problem kolizji débr wielu pacjentow ma duze znaczenie w praktyce,
adecyzje o odiaczaniu pacjentéw od aparatury i przytaczaniu don innych
z wiekszymi szansami powinny by¢ dokitadnie przemysiane i przeanalizowane
oraz oparte na obiektywnej ocenie stanu zdrowia poszczegolnych chorych. Jesli
lekarz nie jest w stanie pomoc kazdemu, wéwczas nalezy — ufajac jego
doswiadczeniu, rozwadze | umiejetnosciom — pozostawi¢ mu podjgcie wiasciwej
decyzji. Decyzje te powinien podejmowac przede wszystkim zespot doswiadczo-
nych i $wiatlych lekarzy, majacy na uwadze wyeliminowanie jakichkolwiek bteddw
w diagnozowaniu chordb oraz wykluczenie ztej woli personelu medycznego, ktora
mogtaby skutkowaé réznego rodzaju naduzyciami.

12. W zwiazku z omawianymi dotychczas zagadnieniami pozostaje proble-
matyka zwigzana z przeszczepianiem narzadow. Osiggniecia w dziedzinie
transplantologii postawity problem zjawiska $mierci w zupetnie nowym $Swietle.
Smier¢ zaczeto traktowaé nie tylko jako zakonczenie zycia jednego ustroju, lecz
dostrzezono nowe mozliwosci dla narzadéw pochodzacych z organizmu dawcy
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W organizmie innego cztowieka.

Nie jest dopuszczalne przyspieszanie Smierci dawcy przeszczepu ze wzgledu
na interes biorcy — ,pobranie komorek, tkanek i narzgdow do przeszczepienia
jest dopuszczaine dopiero po stwierdzeniu trwatego i nieodwracainego
uszkodzenia pnia moézgu (Smierci mdzgowe))" (15). Reguta ta nie zostata
wypracowana dla celéw transplantologicznych, lecz dla wytyczenia rozsadnych
medycznie | nienagannych etycznie granic stosowalnosci intensywnej terapii.
.Ktadzie ona bowiem kres praktyce sztucznego wentylowania zwiok stosowanej
az do wystgpienia spontanicznego zatrzymania krazenia krwi", a jej skutkiem
ubocznym, ale bardzo istotnym ,jest mozliwo$¢ wczesniejszego wykorzystania
przez transplantologow narzaddw do przeszczepiania. Znajdujg sie one w chwili
ich eksplantaciji w znacznie lepszym stanie metabolicznym niz dotychczas" (16).
Zgodne z literg ustawy transplantacyjnej stanowisko takie zajete zostato przez
40% ankietowanych (22 osoby), mianowicie uzalezniali oni mozliwos¢ pobrania
od dawcy narzadu od stanu zywotnosci jego moézgu. Totez takze wtedy, gdy
organizm jest nieuchronnie ,skazany" na $mieré, nie mozna pobra¢ z niego
niezbednego do Zycia narzadu, jezeli nie zostanie stwierdzona $mier¢ mézgu
dawcy. Natomiast 27% ankietowanych (15 osdb) opowiedzialo sie zdecydowanie
za konieczno$cig dokonania operacji przeszczepu serca, jezeli takie zachowanie
daje pewnos¢ uratowania zycia biorcy przy braku analogicznej pewnosci, jezeli
chodzi o uratowanie zycia dawcy.

Nie powinny mie¢ miejsca zadne watpliwosci, jezeli chodzi o przerwanie
zabiegow reanimacyjnych i wykorzystanie narzaddéw pochodzgcych od cziowieka,
ktorego mozg nie zyje. Jezeli w takiej sytuacji istniataby konieczno$¢ podirzymy-
wania akcji serca w celu zachowania narzadéw w nalezytym stanie, woéwczas
lekarz powinien podejmowac wszelkie czynnoéci stuzace podtrzymaniu pracy
serca, jednakze motywem takiego zachowania powinna byc jedynie mozliwos¢
wykorzystania narzadéw dla uratowania zycia innemu cztowiekowi (takie
stanowisko zajeto 9% ankietowanych); mime ogromnego postepu w medycynie,
nie jest jednak mozliwe utrzymywanie ad infinitum w nalezytym stanie narzadéw
osoby, u ktorej nastgpita Smieré moézgu. Natomiast jezeli potencjalny dawca
narzadow, mimo ustania akcji serca wskutek choroby czy nieszczesliwego
wypadku | zatrzymania krgzenia, ma catkowicie zachowany centralny ukfad
nerwowy, nie mozna przerwaé stosowanych wzgledem niego zabiegéw
reanimacyjnych. Mimo iz jego narzady znakomicie nadawatyby sie do transplan-
tacji ze wzgledu na ich nalezyte ukrwienie, nie trakiuje sie takiej osoby jako
potencjalnego dawcy. Po spetnieniu wszystkich wymaganych warunkow mozna
pobra¢ narzady od osoby zmartej, ale dopdki cztowiek zyje, nalezy mu sie taka
sama ochrona, jak kazdemu innemu zdrowemu cztowiekowi.

13. Pozbawione racji byloby rozpatrywanie w kategoriach stanu wyzszej
koniecznoé$ci dziatania lekarza, ktéry pozbawia zycia, nawet $miertelnie chorego
pacjenta, w celu ratowania zycia innego cziowieka. Zastosowanie w tym
przypadku art. 26 § 5 k.k. nie jest mozliwe, gdyz w takiej sytuacji motywowanie
skrocenia zycia czlowieka kolizjg cigzacych na sprawcy obowigzkow, z ktérych
tylko jeden moze by¢ spetniony, nie wchodzi w rachube. O ile taka mozliwosé
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istniala w przypadkach uwarunkowanej brakami w materiatach medycznych
koniecznosci dokonania wyboru sposréd pacjentéw, z ktérych nie wszystkich
mozna uratowac, o tyle uzasadnianie przyspieszania $mierci cziowieka poprzez
koniecznosé pobrania od niego niezbednego do zycia narzgdu obowigzkiem
ratowania innej osoby jest niedopuszczaine. Przemawia za tym choéby wyrazny
przepis prawny, zgodnie z ktérym pobranie narzadu jest dopuszczalne dopiero
po stwierdzeniu smierci mézgowej. Zastosowanie ortotanazji skutkowaé bedzie
najprawdopodobniej rychlym zgonem pacjenta, czym innym jednakze jest
przerwanie uporczywej i bezskutecznej terapii wobec nieuleczalnie chorej osoby,
a czym innym wyjecie z jego organizmu narzadu i spowodowanie w ten sposob
jego smierci. W przypadku, gdy przestaje sie korzystac¢ ze $rodkéw nadzwyczaj-
nych nie przynoszacych pozytywnych rezultatdéw, pacjent umiera niejako
w sposoOb naturalny, natomiast przez pobranie np. serca z organizmu zyjacego
jeszcze dawcy, zabija sie cziowieka.

Odtaczajac pacjenta od aparatury, ktdrej stosowanie nie przynosito pozytywnych
rezultatdow i przeznaczajac jg dla innego chorego, lekarz przyspieszat wprawdzie
w pewien sposob smier¢ odigczonego, jednakze nie jest ona bezposrednim
skutkiem postepowania lekarza. Ow chory nie miat szans przezycia, totez
przerywano stosowanie wobec niego dziatan dystanatycznych, co dodatkowo byio
uzasadnione faktem oczekiwania na aparature ze strony innego pacjenta,
posiadajacego szanse na uratowanie zycia. Bezposrednig przyczyng $mierci nie
jest wobec tego samo odigczenie od aparatury, ale choroba wyniszczajaca
organizm pacjenta do tego stopnia, ze trzeba bylo — w celu opoznienia zejscia
$miertelnego — podtrzymywaé funkcje organizmu chorego poprzez stosowanie
aparatury medycznej. Dotyczy to przede wszystkim sytuacji, kiedy ortotanazja jest
podyktowana bezcelowoscig dalszego leczenia ioznacza zaprzestanie kontynu-
owania uporczywej terapii, ale rowniez mozna taki punkt widzenia odnies¢ do
sytuacji cziowieka trwale pozbawionego czynnosci kory moézgowej. Natomiast
inacze] trzeba oceni¢ wypadek, gdy bezpos$rednim powodem $mierci jest
interwencja lekarska, naruszajgca integralno$c¢ ciata poprzez pobranie z niego
organu. Nawet jezeli celem takiego dziatania bylo uratowanie zycia innemu
cziowiekowi, nie nalezy rozszerzaé mozliwosci pobierania narzadéw od jeszcze
2ywych osob poza uregulowania ustawowe.

Mozna byloby ewentualnie rozwazy¢ mozliwos¢ pobrania zdrowego serca od
pacjenta trwale odkorowanego, ale tylko i wylgcznie po catkowitym wykluczeniu
mozliwosci ponownego podjecia czynnosci przez kore mozgowa. Nie moze by¢
dopuszczalne pod presjg postepu w dziedzinie transplantologii, cho¢ niewatpliwe
wymaga on wielu ofiar, traktowanie kazdego chorego znajdujgcego sie
w przetrwatym stanie wegetatywnym jako potencjalnego dawcy narzadow,
a widoki na uzyskanie przeszczepu nie moga wpfywac na zaniechanie zabiegoéw
ratujgcych zycie. Zalegalizowanie pobierania narzgdéw od ludzi zyjacych
mogloby spowodowac ogélne przekonanie o braku koniecznosci leczenia
wszystkimi mozliwymi sposobami. Takie postepowanie lekarskie mogtoby
skutkowa¢ rowniez ostabieniem zaufania spofeczenstwa do lekarzy oraz
wzrostem mozliwosci réznego rodzaju naduzyé, nie majacych nic wspoélnego
z powofaniem lekarza jako obroncy zycia ludzkiego.
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Okreslono czestosci wystepowania alleli systeméw STR: LPL, F13B i HPRTB u 170 oséb
populacji Polski Poludniowej. DNA izolowano rutynowo z prébek krwi, oséb niespokrew-
nionych, obojga pici. Najczesciej wystepujacymi w uktadzie LPL sg allele 10 (40,1%), 11
(27,3%) i 12 (23,8%). W ukiadzie F13B najczestszym allelem jest 10 (44,7%) i 8
(26,5%). Dla uktadu HPRTB czestosé alleli 12 i 13 wynosi odpowiednio dla kobiet 37,8%
i 32,0% a u mezczyzn 35,4% 1 26,8%. Nie stwierdzono odchylen od prawa Hardy—
Weinberga. Podano obliczenia wspotczynnikow: ME, DP, PE, PM, PIC i wartosci
heterozygot dla badanych ukiadow.

Allele frequencies of LPL, F13B and HPRTB systems in 170 DNA samples were
determined. DNA was isolated from unrelated individuals of both sexes. The most frequent
alleles of the LPL system were 10 (40,1%), 11 (27,3%) and 12 (23,8%). The frequencies of
alleles 10 and 8 of the F13B system were 44,7% and 16,5% respectively. Allele 12 and 13
of the HPRTB system were most frequent in women 37,8% and 32,0% respectively and in
men were 35,4% and 26,8%. Distribution of LPL, F13B and HPRTB alleles in the South
Poland population do not deviate from the Hardy—Weinberg equation. Statistical
parameters ME, DP, PE, PM, PIC and heterozygosity were calculated.

Stowa kluczowe STR:LPL, F13B, HPRTB, czstos¢ alleli.
Key words: STR:LPL, F13B, HPRTB, allele frequencies.

Dotychczasowe wyniki badan nad ukfadami STR polimorfizmu DNA wskazu-
ja, ze okre$lanie ich jest niezwykle przydatne w sprawach identyfikacyjnych
w badaniu $laddéw biologicznych a takze w dochodzeniu spornego ojcostwa.
Przydatnos¢ ta wiaze sie $cidle z poznaniem wystepowania alleli badanych
ukfadéw wsrod ludnosci danej populacii.

Z tego wzgledu opracowano wyniki badan czestosci allleli trzech STR-loci
a mianowicie LPL, F13B i HPRTB (2, 6, 8) wsrdéd mieszkancow Polski Poludniowe;.
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MATERIAL | METODYKA

Do badan pobrano probki krwi od 170 osdb dorostych, w tym 86 kobiet i 84
mezczyzn, niespokrewnionych ze sobg, zgtaszajgcych sie do Katedry Medycyny
Sadowej CMUJ w sprawach o dochodzenie spornego ojcostwa. Po wyizolowaniu
DNA metodg nieenzymatyczng (5) przeprowadzono jednoczesng amplifikacje dla
systemow LPL, F13B i HPRTB, stosujgc reakcje multipieksowa przygotowang
z poszczegolnych primerdw firmy Promega. Produkty amplifikaciji rozdzielano na
6% zelach poliakrylamidowych stosujgc aparat SA 32 firmy BRL. Uzyskane
elektroferogramy barwiono metodg srebrzenia a fenotypy ustalano na podstawie
poréwnania z allelicznymi markerami firmy Promega.

Czestosci alleli a takze wartosci heterozygot byly obliczone dla kazdego
systemu STR, po sprawdzeniu czy nie wystepuje odchylenie od prawa Hardy-
Weinberga. Dla poszczegélnych systemow obliczono parametry wazne przy
wydawaniu opinii sgdowo lekarskich a mianowicie: wspotczynnik dyskryminaciji,
site wykluczeniowg uktadu, prawdopodobienstwo przypadkowej zgodnosci,
szanse wykluczenia i informatywnos$¢ polimorficznego uktadu (1, 3, 4, 7).

Uktad HPRTB jest zwigzany z picig w zwiazku z czym wszystkich mezczyzn
traktuje sie jako homozygoty i tym samym parametry dia potrzeb sadowych
dotyczgce tego uktadu zostaty obliczone tylko dia kobiet.

Homogennosc populacji byta testowana przy uzyciu komputerowego progra-
mu opracowanego przez G. Carmody (Carleton University, Ottawa, Canada).

WYNIKI | OMOWIENIE

W tabelach | — lll przedstawiono wyniki badan czestosci wystepowania alleli
dla 3 ukitadéw STR: LPL, F13B i HPRTB w populacji Polski Potudniowej. Nie
stwierdzono odchylenia standardowego od prawa Hardy—Weinberga ani przy
badaniu pojedynczych loci ani tez przy ich kombinacji.

Tabela |. Czestos¢ alleli w uktadzie LPL w populacji Poiski Poludniowej
Table |. Aliele frequency distribution for system LPL in the South Poland

population
Allel Czestosé
Frequency
9 0,070
10 0,401
11 0,273
12 0,238
13 0,012
14 0,000
15 0,000
16 0,006
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Tabela II. Czestosc¢ alleli w uktadzie F13B w populacji Polski Potudniowej
Table Il. Allele frequency distribution for system F13B in the South Poland

population
Czestosé
Alle! Frequency
6 0,082
7 0,000
8 0,265
9 0,200
10 0,447
11 0,006

Tabela lil. Czestos¢ alleli w uktadzie HPRTB w populacji Polski Potudniowej

Table Ill. Allele frequency distribution for system HPRTB in the South Poland
polulation
Czestosc Czestose
Allel Frequency Frequency
Kobiety Mezczyzni
Females Males
8 0,006 0,000
9 0,017 0,012
10 0,037 0,024
11 0,099 0,220
12 0,378 0,354
13 0,320 0,268
14 0,105 0,085
15 0,023 0,024
16 0,006 0,012

Najczesciej wystepujacymi allelami w ukiadzie LPL sg allele 10 (40,1%), 11
(27,3%) i 12 (23,8%) natomiast nie obserwowano alleli 14 i 15. W ukiadzie F13B
nie stwierdzono allela 7 a najczesciej wystepujacy jest allel 10 (44,7%).
W trzecim badanym systemie STR-HPRTB zaréwno u kobiet, jak i u mezczyzn
w wysokim procencie stwierdzono allel 12§ 13.

Obliczone wartosci dotyczace wystepowania heterozygot w badanej populacji
wynoszg dla uktadu LPL 0,738, F13B 0,690, dla HPRTB u kobiet 0,628
a teoretyczna warto$¢ oczekiwanych heterozygot dla tych systemow odpowiednio
0,703 -0,683 - 0,731.

W tabeli IV zestawiono parametry, ktore stanowig wazny element przy prze-
prowadzaniu badan i wydawaniu opinii sgdowo-lekarskich. Obliczone wspotczyn-
niki charakteryzujace polimorficzne ukiady wskazujg na ich przydatno$¢ do
badan identyfikacyjnych i mogg by¢ z duzym powodzeniem stosowane do badan
w hemogenetyce sgdowe;.
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Tabela V. Wspoélczynniki ME, DP, PE, PM i PIC dia uktadow LPL, F13B
i HPRTB
Table V. Statistical parameters ME, DP, PE, PM and PIC for systems LPL,
F13B and HPRTB
UKLAD ME DP PE PM PIC
SYSTEM
LPL 0,413 0,858 0,504 0,337 0,649
F13B 0,397 0,846 0,483 0,334 0,629
HPRTB 0,468 0,886 0,551 0,346 0,690
Kobiety
Females
tacznie 0,811693 0,997507 0,884862 0,711221
Total
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Fenotypy o—amylazy (AMY1) oznaczono W probkach sliny pochodzacych od 120
niespokrewnionych 0sob z rejonu Polski pétnocnej metoda izoelektroogniskowania w 5%
zelu poliakryloamidowym zawierajacym amfoline o zakresie pH 5,0-8,0 oraz ACES jako
separator. Do detekcji izoenzymow AMY1 zastosowano metode barwienia Zzelu
poliakrylamidowego roztworem azotanu srebra. W badanej populacii stwierdzono
obecnosé trzech allleli AMY1: AMY1*1, AMY1*2, AMY1*War wystepujacych z czestoscia
AMY1%1=0,942, AMY1*2=0,054, AMY1*War. = 0,004. Badana prébka populacyina
znajduje sie w stanie rownowagi opisanym pizez rGwnanie Hardy’ego—Weinberga.
Przydatno$¢ AMY1 do badan identyfikacyjnych w genetyce sadowej nalezy okresli¢ jako
niewielka.

Phenotypes of alpha—amylase were determined in a population sample of 120 individuals
from Northern Poland using the method of isoelectric focusing in a 5% polyacrylamide
gel containing Ampholine at pH5.0-8.0 and ACES as a separator. The AMY1 isoenzy-
mes were using silver nitrate. In the analysed population sample three alleles were
detected AMY1: AMY1*1, AMY1*2, AMY1*var present with a following frequencies:
AMY1*1=0,942, AMY1*2=0,054, AMY1*var. = 0,004. The analysed population sample
was in a Hardy—Weinberg equilibrium. Usefulness of the AMY1 system in forensic
practice is evaluated to be low.

Stowa kluczowe: o—amylaza, genetyka populacyjna, genetyka
sadowa, izoelektroogniskowanie.
Key words: o—amylase, population genetics, forensic
genetics, isoelectric focusing
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WSTEP

W przyrodzie wystepuja trzy rodzaje amylaz: «, 8 i y. Rdznig sie miedzy sobg
miejscem dziatania na czasteczki wielocukrow oraz produktami reakcji. o—Amylaza
jest endoezymem, tzn. enzymem hydrolizujgcym wewnetrzne wigzania o—1,4—
glukozydowe wielocukrow. Alfa—amylaza nalezy do biatek zbudowanych z dwéch
tancuchéw polipeptydowych o stosunkowo nieduzych masach czasteczkowych,
mieszczacych sie w granicach 45 — 60 tys. Da (16). Alfa— amylaza wystepuje
u cztowieka w narzgdach i ptynach ustrojowych. Najwyzszg aktywnos¢ wykazuje
sok trzustkowy i $lina, a nastepnie surowica krwi i mocz. Z narzgdéw, obok trzustki
i gruczotdw Sliniankowych (szczegdinie przyusznych), stosunkowo wysokg
aktywnoscig cechujg sie: watroba, nerki i pluca, a w dalszej kolejnosci: sledziona,
serce, miesnie szkieletowe i mdzg (1). U cztowieka wystepuja dwa typy a—amylaz :
sliniankowa i trzustkowa. Oba wykazujg wiele podobienstw zaréwno biochemicz-
nych jak i immunologicznych. W soku trzustkowym, surowicy krwi i w moczu
obserwujemy gtdwnie aktywnos¢é amylazy trzustkowej (AMY2), a w Slinie amylazy
sliniankowe] (AMY1). Badania genetyczne dowiodly, ze sg one produktami
translacji dwdch osobnych loci AMY1 i AMY2 na chromosomie 1 cziowieka (12).

Polimorfizm o—amylazy

Od diugiego czasu wiadomo, ze enzym ten wystepuje w wielu formach mole-
kularnych. Kamaryt i Laxova (6) w latach 60-tych jako pierwsi zaobserwowali
izoenzymy amylazy przy uzyciu elekiroforezy w zelu agarozowym. Jednak juz
wkrotce okazato sie, ze okreSlenie poczatkowo tylko dwoch izoenzymow:
trzustkowego 1 Sliniankowego bylo duzym uproszczeniem. Wprowadzajac
elektroforeze w zelu poliakryloamidowym (PAGE), Merritt i Kann (9) zaobserwowali
trzy roézne warianty AMY1 posréd 961 biatych Amerykandw, jednak czestos$c
wystepowania heterozygot AMY1 B,C i D stanowila tylko 1%, co nie wskazywato na
istnienie polimorfizmu AMY1. Dopiero zastosowanie techniki izoelektroogniskowa-
nia (IEF) w zelu poliakryloamidowym zdecydowanie polepszyto rozdziat izoenzy-
méw. Prace dotyczace polimorfizmu AMY1 przedstawili m.in. Pronk (11), Pronk i in.
(14), De Soyza (2), Kihnl i Tischberger (8) definiujac kolejno nowe allele: AMY R1-1
lub AMY2-1, AMY3—1, AMY4-1, AMY5-1. Aktualnie metoda IEF w zakresie pH 5,0—
8,0 umozliwia wykrycie siedmiu wystepujgcych fenotypow AMY1: AMY1-1, AMY2-1,
AMY5-1, AMY3~1, AMY4—1, AMY2-2, AMY3-3.

Obecnie wiadomo, ze heterogenno$¢ izoenzymdw o—amylazy jest uwarunko-
wana przez: a) dwa sprzezone loci genowe AMY1 i AMY2, b) wystepowanie alleli
obydwu loci nazwanych: AMY1-1, AMY1-2, AMY1-3 itd. i AMY2-A, AMY2-B itd.,
oraz przez potranslacyjne modyfikacje produktéw genu o—amylazy np. glikozylacje,
deglikozydacje, deaminacje. Dwa loci, AMY1 i AMY2 produkujg rézne allele (7),
ktore dziedziczone sg zgodnie z prawami Mendla, wyjatek stanowi recesywny allel
AMY1-R (8).
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MATERIALY | METODY

Badany materiat

Probki sliny pobrano od 120 zdrowych, niespokrewnionych osob obu pici
zamieszkujacych teren Gdanska. Materiat poddawano badaniu bezpo$rednio po
pobraniu i odwirowaniu (5 minut w 2000 rpm), lub po zamrozeniu w temperaturze
-20°C.

Oznaczanie fenotypow AMY1-izoelektroogniskowanie (IEF)

Celem ustalenia najlepszych warunkéw identyfikacji alleli AMY1 przeprowa-
dzono optymalizacje istotnych parametréw izoelektroogniskowania. Z uwagi na
fakt, ze izoenzymy AMY1 mieszczg sie w zakresie pH od 5,2 do 6,8 (8) nalezato
zmodyfikowaé warunki tak, by uzyska¢ mozliwie najlepszy rozdziat w tym
zakresie pH. W wyniku szeregu eksperymentoéw przyjeto zakres pH 4-8 oraz
ACES (4) jako separator modyfikujacy gradient pH na tyle, ze elektroforegramy
izoenzymow alfa—amylazy byty wyraznie czytelne. W ceiu uzyskania prostego do
interpretacji obrazu izoenzyméw AMY1 zastosowano inng niz powszechnie
uzywang metode detekcji izoenzymdw polegajgca na barwieniu Zeli poliakrylo-
amidowych roztworem srebra. Synchronizujac obraz po barwieniu na aktywno$¢
o—amylazy z barwieniem srebrem oraz znajgc rozmieszczenie innych biatek $liny
w badanym zakresie pH (5) uzyskano obraz nie budzacy watpliwosci interpreta-
cyjnych.

Prébki rozdzielano w 300 um zelu poliakryloamidowym (5% T, 3% C) zawie-
rajagcym 5% mieszanine (1:1 obj.) Ampholiny pH 5.0-7.0 i Pharmalytu pH 6.0-
8.0, 14% glicerol i 0.3% ACES jako separator. Anolit i katolit stanowita
odpowiednio 2% Ampholina pH 4,0-6,0 i 1 M NaOH. Zel preogniskowano
(Ultraphor LKB) przez ok. 45 min. rozpoczynajgc od 150 V do momentu
osiggniecia 550 V (przy parametrze statej mocy). Probki nanoszono w odlegtosci
2 cm od katody i ogniskowano przez 25 min. przy statym napieciu 550 V. Po tym
czasie ogniskowano dalej przez 75 min. poczawszy od 1200 V. Przez caly czas
elektroforezy uktad chiodzono cieczg o temp. 5°C.

Detekcja fenotypow AMY 1

Po zakonczeniu izoelektroogniskowania zele poliakryloamidowe barwiono
roztworem azotanu srebra wg zmodyfikowanej metody Weber'a i Osborna (15).

Obliczenia statystyczne

Poréwnania obserwowanych czestosci alleli AMY 1 pomiedzy poszczegolnymi
populacjami dokonano przy uzyciu programu komputerowego dostarczonego
przez dr G. Carmody’ego (10).
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WYNIKI | DYSKUSJA

Identyfikacja fenotypéw AMY1 w prébkach sliny metoda izoelek-
troogniskowania (IEF)

Optymalizacja rozdziatu AMY1 metoda IEF.

Fenotypy AMY 1 oznaczono w probkach sliny pochodzacej od niespokrew-
nionych i losowo wybranych oséb reprezentujacych poputacje Polski Pétnocne;.
Badajgc populacje Polski Poinocnej zaobserwowano nowy wariant AMY1
(Ryc. 1, sciezka 1). Wedlug autorow stwierdzony wariant AMY1, do tej pory nie
zostat opisany w zadnej badanej populacji. W obrazie elektroforetycznym AMY1
obserwuje sie, ze biatka kodowane przez najczestszy allel AMY1*1 posiadajg
najnizszy punkt izoelektryczny i wedrujg w strone anody najszybciej. Nieco
wyzszy punkt izoelektryczny cechuje izoenzymy kodowane przez AMY1*2.

IAMY 1*war

IAMY 12

AMY1*1

1 2 3 4 5

Ryc. 1. Elektroforegram rozdziatu metodg IEF trzech zaobserwowanych
fenotypow AMY 1. Sciezki od 1 do 5 przedstawiajg nastepujace fenotypy
AMY1: 1-wariant, 1-1, 21, 2—1, 2-2. Strzatki wskazujg miejsca
wystepowania allela AMY1*1, AMY1*2 oraz wariantu AMY1* 1-variant.

Fig. 1. Electrophoregram presents IEF separation of three observed AMY1
phenotypes. Lanes 1 to 5 present AMY1 phenotypes: : 1-variant, 1-1, 2-
1, 2-1, 2-2. Arrows indicate positions of common AMY1 alleles and
variant.
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Genetyka populacyjna AMY1

W grupie 120 osbb z obszaru Polski Pétnocnej stwierdzono obecnoscé trzech alleli
AMY1: AMY1*1, AMY1*2 i nowego nieopisanego do tej pory allela AMY1*war oraz
czterech fenotypow AMY1: AMY1-1, AMY2-1, AMY2-2, AMY1-1war z szeSciu
teoretycznie mozliwych.

Tabela | przedstawia rozkfad czestosci obserwowanych i oczekiwanych
fenotypow AMY1 oraz rozkiad czestosci genowych dla badanej populac.
Najczestszym fenotypem AMY1 w naszej populacji jest homozygota AMY1-1
pojawiajgca sie z czestoscig prawie 90%. Poza najczesciej wystepujacym
fenotypem AMY1-1 dla populacji Polski Péinocnej stwierdzono wystepowania
heterozygoty AMY2-1 z czestoscig 9,2%. Fenotyp AMY2-2 pojawiajacy sie
bardzo rzadko w populacjach europejskich oraz nowo odkryty wariant AMY1
wystepuje w badanej populacji z czestoscig 0,8%. W populacji Polski Poinocnej
stwierdzono obecnosé trzech alleli, z ktérych najbardziej powszechnym jest allel
AMY1*1 stanowiacy az 94,2% badanej populacji. Pozostate allele wystepuja
rzadziej ponizej 6% (AMY1*2 — 5,4%) a nowy allel AMY1*war z czestoscig 0,4%.
Badana populacja znajduje sie w stanie rownowagi opisanegj roéwnaniem
Hardy'ego—Weinberga (Tab. I). Obliczone wspétczynniki heterozygotycznosci
obserwowanej i oczekiwanej jak réwniez wspodiczynnik PIC wskazujg na
niewielkg przydatnos¢ locus AMY1 do badan identyfikacyjnych jednakze, ze
wzgledu na znaczne rdéznice w czestosci obserwowanych alleli pomiedzy
grupami etnicznymi AMY1 stanowi cenny marker antropologiczny.

Tabela I. Rozkiad obserwowanych i oczekiwanych czestosci fenotypdw AMY 1
oraz rozktad czestosci genowych w populacji Polski Pétnocne;.

Table |. Observed and expected frequency distribution of AMY1 phenotypes and
allele frequencies in a population from North Poland.

Fenotyp Wartos¢ obserwowa- | Wartos¢ oczekiwana | Czestos¢ genowa
Phenotype na Number expected Gene frequency
Number observed N (liczba fenotypow)
N(liczba fenotypow) % Yo
Number of phenoty- Number of phenoty-
pes pes
1-1 107 89,2 106,5 88,7 AMY1*1 = 0,942
1-2 11 9,2 12,2 10,2 AMY1*2 = 0,054
2-2 1 0,8 0,4 0,3 AMY1*War.=0,004
War. AMY'1 1 0,8 0,9 0,8
Suma 120 100 120 100 1
Total

x2=0.12; 0.7<P<0.8; d.f.=1; Hgpserwowana=0.100 (Hobserved); H  occekiwana =
0.126+0.030; (Hexpectea); PIC=0.105.

Przedstawione w niniejszej pracy czestosci alleli AMY1 sg zblizone do cze-
stosci obserwowanych dla innych populacji europejskich, m.in.: brytyjskiej (2),
niemieckigj (8), holenderskiej (11). Tabela Il wskazuje, ze najczesciej obserwo-
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wanym allelem w wyzej wymienionych populacjach, tak jak w populacji Polski
Pétnocnej, jest allel AMY1*1, ktéry wystepuje z czestoscig od 0,8906 do 0,942,
Drugim pod wzgledem czestosci jest allel AMY1*2, pojawiajgcy sie w wymienio-
nych populacjach europejskich z czestoscig 0,054-0,081. W populacji Polski
Pdtnacnej zidentyfikowany zostat rzadko wystepujacy wariant AMY1, ktéry jak
dotad nie zostat jeszcze nigdzie opisany. W populacji holenderskiej i brytyjskiej
zaobserwowano wystepowanie allela AMY1*3 z czestosciami 0,021-0,0375.
Podczas badan prowadzonych w populacji Polski Pétnocnej nie stwierdzono
allela AMY1*3.

Tabela Il. Poréwnanie czestosci alleli AMY 1 w roznych populacjach
Table Il. Comparison of AMY1 allele distribution in different populations

N Czestosé Czestosé Czestose Czestosc Inne | Pismie
Kraj Liczba (Frequen- (Frequen- (Frequen- (Frequen- | others | nictw
Country oséb cy) cy) cy) cy) Biblie
Number of AMY1*1 AMY1*2 AMY1*3 AMY1*4 graph
individuals
Holandia 1 43 0,919 0,081 - - (11)
The Netherlands
W Brytania 160 0,8906 0,0688 0,0375 0,031 2
United Kingdom
Mali (Bozo), Afryka 71 0,979 0,007 - - 0,014 (13)
Niemcy 170 0,909 0,07 0,021 - (8)
Germany
Holandia 2 144 0,91 0,06 0,03 - (13)
The Netherlands 2
Polska Pin. 120 0,942 0,054 - - 0,004
North Poland

Poréwnanie czestosci alleli AMY1*1 i AMY1*2 wystepujacych w badanej
populaciji z czestosciami obserwowanymi w populacji Niemiec, Wielkiej Brytanii,
Holandii nie wykazatlo znamiennych statystycznie roznic dla alleli AMY1*1
i AMY1*2 (tabela II).

Czestosci alleli dla populac)i europejskich sg rozbiezne z czestosciami
obserwowanymi dla populacji afrykanskiej, w ktorej najczesciej pojawia sie allel

AMY 1*1

(0,979) z czestoscig znacznie przewyzszajgcg obserwowang dla

populacji europejskich. Czestos¢ obserwowana allela AMY1*2 jest natomiast
duzo nizsza (13). Obok dwu powszechnie wystepujacych alleli AMY1*1 i AMY1*2
w populacji afrykanskiej zidentyfikowano wariant AMY1, ktory moze byc¢
charakterystyczny jedynie dla tej rasy. Cechuje sie on wystepowaniem izoenzy-
moéw o zblizonych punktach izoelektrycznych do produktow allela AMY1*1.

Tabela Il przedstawia pordéwnanie homogennosci rozktadu alleli AMY1
pomiedzy populacjg polskag a innymi krajami.
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Tabela lll. Poréwnanie homogennosci rozktadu czestosci alleli AMY1 pomiedzy
populacjg polska a innymi krajami.

Table Ill. Comparison of homgeneity of AMY1 allele frequency distribution in
Poland and other countries

Populacja X2 P
Population
PLxH (11) 1,1595 0,5970 + 0,0155
PLxM (13) 6,6525 0,0200 + 0,0044
PL x N (8) 7,1171 0,0510 + 0,0066

PL-Polska {Poland), H— Holandia (Netherlands) M—Mali (Afryka) Mali Africa, N—
Niemcy (Germany)

Poréwnujac homogennos$é rozktadu alleli AMY 1 stwierdzono znamienne
statystycznie réznice pomiedzy populacjg polska a populacjg afrykanskg (Mali)
(13). Réznic takich nie zaobserwowano natomiast poréwnujac populacje polska
z niemiecka (8) i holenderskg (11).
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Mutacje zaobserwowane w MLP i SLP wsrod
tercetow badanych w sprawach spornego
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testing
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Opiniowanie w sprawach spornego ojcostwa na podstawie badan polimorfizmu DNA typu
RFLP-VNTR (MLP, SLP) w cieciu najbardziej popularnymi enzymami restrykcyjnymi
utrudnia mozliwos¢ wystapienia mutacji. Typy mutacji mogg byé rézne, zawsze jednak
powodujg pojawienie sie nowej cechy, ktéra moze, ale nie musi by¢ dziedziczona. Praca
opisuje rodzaje mutacji zaobserwowanych w praktyce KMS SIAM i dyskutuje ich
charakterystyke z dostepnym pismiennictwem.

In this paper there were cases of heredity abberations in pairs described: the putative
father — the child. Authors have presented different kinds of mutation: length mutation,
restriction site mutation and pseudomutation. Last mutation has been explained by
existence of the cover, short fragment in the D16S309 locus in the pair: father—child. The
phenomenon has been detected by means of combined restriction and amplification
methods. Characteristics of the mutations were also presented, and at the same time
compared with the data of other authors.

Stowa kluczowe: polimorfizm DNA typu RFLP-VNTR, rodzaje
mutacji

Key words: RFLP-VNTR polymorphism of DNA, kinds of
mutations
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WPROWADZENIE

Polimorfizm DNA typu RFLP-VNTR badany z zastosowaniem prob jedno-
miejscowych {SLP) i wielomiejscowych (MLP) w cigciu réznymi enzymami
restrykcyjnymi jest szczegoélnie uzyteczny w opiniowaniu spraw spornego
ojcostwa (2,5,10,13,18). Stosujgc polimorfizm typu RFLP-VNTR w badaniach
spornego ojcostwa nalezy pamietaé, iz w regionach tych wystepuja nowe
mutacje, czyli spontaniczne zmiany, co prawda sporadyczne ale prowadzgce do
powstania nowych alleli (15) a w konsekwencji do dalszego zréznicowania
osobniczego. Maja réowniez istotne znaczenie we wnioskowaniu o pokrewien-
stwie. Henke i wsp. (8—-11), uwazajg, ze kazdy fragment, ktérego tozsamosci nie
mozemy wykaza¢ z zadnym z fragmentéw rodzicielskich jest fragmentem
mutacyjnym i w opiniowaniu odgrywa role podobng do tej, jaka przypisuje sie
genom zerowym w serologii klasyczne;.

Mutacje obserwowane przy stosowaniu MLP i SLP to zmiany dtugosci frag-
mentu polegajace na zmniejszeniu lub zwiekszeniu liczby jednostek repetytyw-
nych ( 9, 11) lub zmiany sekwencji DNA, naruszajace czyteinos¢ miejsca
restrykcyjnego, prowadzace do powstania nowego lub zniszczenia starego
(12,16). Wedtug Henke i wsp. (6) moze — cho¢ rzadko — wystgpi¢ réwniez
nalozenie sie obu rodzajéw mutacji ( 1:500000).

Czestos¢ mutacji obserwowanych w profilach préb wielomiejscowych nie
przekracza 1% w przeliczeniu na mejoze=gamete czy 0.04% w przeliczeniu na
fragment=lokus, przyjmujgc 26 fragmentéw DNA dla 1 osobnika (17). Rowniez
dia wiekszosci préb jednomiejscowych, powszechnie stosowanych czestos¢
mutacji nie przekracza 1%, z wyjatkiem lokus D1S7 (MS1).

Specyficzng mutacjg teoretycznie mozliwa jest ta, ktdéra prowadzi do przeciw-
stawnosci homozygotyczne] w parze rodzic—dziecko. Mozna jg tlumaczy¢ jako
zmiane zaistniatg w gamecie rodzicielskiej osobnika homozygotycznego, ktora
doprowadzita do powstania allelu tozsamego z jednym z dwu alieli drugiego,
heterozygotycznego rodzica (15). Powstaly po zaplodnieniu organizm jest
homozygota, ktdéra ma cechy przeciwstawne do mutujgcego, homozygotycznego
rodzica. Inng mozliwoscig ttumaczenia niezgodnosci rodzic—dziecko jest mutacja
typu ,niemego”; nastepuje taka zmiana miejsca restrykcyjnego w gamecie
jednego z rodzicow (dziedziczona przez dziecko), ze przestaje ono by¢ czytelne
dla stosowanych enzymow restrykcyjnych i w efekcie otrzymujemy 1 fragmento-
wy model dla danego lokus (przeciwstawnos¢ homozygotyczng w parze rodzic—
dziecko). Kolejna mozliwos¢ to delecja badz czesciowa delecja fragmentu DNA
i przekazanie okrojonego lokus dziecku, ktdre staje sie odmienne pod wzgledem
tej cechy od swego rodzica w danym miejscu polimorficznym (15). Dalszg
mozliwoscig wytlumaczenia przeciwstawnosci cech u jednego z rodzicoéw
i dziecka jest niemoznos¢ wykrycia drugiego fragmentu metodami tradycyjnie
stosowanymi w polimorfizmie RFLP-VNTR (restrykcja, blotting Southerna
i hybrydyzacja z odpowiednig proba), gdyz jest on ukrytym, zbyt krétkim
fragmentem (1,3,8,15). Chakraborty i wsp., (3) nazywajg go wrecz allelem
zerowym. Nalezy wtedy zastosowaé kolejno: inne enzymy restrykcyjne,
zmienione warunki elektroforezy i hybrydyzacji czy amplifikacje, by wyjasni¢
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zaistniate zjawisko (1,3,8,15). Nalezy doda¢, ze tego rodzaju przypadki nie tylko
utrudniaja opiniowanie spraw spornego ojcostwa ale rowniez pozornie zmieniajg
stosunek heterozygot do homozygot wystepujacy w danej populacji, czyli
informacje wazna, dotyczaca polimorfizmu danego lokus (1,3). Stosowane przez
hemogenetykow sadowo-lekarskich proby jedno- i wielomiejscowe charaktery-
zujg sie wysokg heterozygotycznoscia, satysfakcjonujacg dla ustalania
stosunkow pokrewienstwa miedzy badanymi osobami. O ile przy zastosowaniu
MLP mutacje nie wplywajg w sposob istotny na opiniowanie, o tyle przy SLP
moga prowadzi¢ do fatszywych wnioskéow (6,7,9,18).

Opisane powyzej zjawiska powoduja, ze w przeciwienstwie do serologii
klasycznej, ktora fatszywie wigczata mezczyzn, nie bedacych ojcami, polimorfizm
DNA typu RFLP-VNTR moze fatszywie wytacza¢ prawdziwych ojcow. Poréwna-
nie mozna rowniez przeprowadzic miedzy genem zerowym spotykanym
w klasycznej serologii a niemym typem mutacji (nowg mutacja, delecjg badz
czesciowa delecjg) w danym lokus w badaniu polimorfizmu DNA. Jedno i drugie
falszywie wytacza prawdziwych ojcow. Zas zbyt fatwe tlumaczenie abberacji
w parze pozwany—dziecko — mutacja moze by¢ powodem fatszywych wigczen
mezczyzn, nie bedacych ojcami (6,7,9,18).

Celem pracy bylo przedstawienie omawianego zagadnienia a w szczegolnosci
rodzajow i czestosci mutacji zaobserwowanych w praktyce KMS SIAM
w Katowicach.

MATERIAL | METODY

W niniejszej pracy poddano analizie 99 ekspertyz opracowanych w sprawach
spornego ojcostwa przez Katedre Medycyny Sadowej SIAM w Katowicach
w latach 1996—1998.

Stosowano powszechnie znane metody oznaczania polimorfizmu DNA typu
RFLP—VNTR i PCR-VNTR. Oznaczano: MLP (MZ1.3, 33.15, 33.6 w cigciu Hinf |
i Haelll), SLP (MS8, MS205, MS43a, MS31 w cigciu Hinfl, Haelll, Alul i Mbol),
D1S80, DQA1, Polymarker. We wszystkich tercetach, w ktorych wykazano
mutacje przeprowadzono ponadto badania serohematologiczne. W celu
wyjasnienia pozornej mutacji w lokus D16S309 (MS205) wykorzystano technike
PCR stosujgc primery A i B dla tego lokus otrzymane od J.A.L. Armoura
z Katedry Genetyki Uniwersytetu w Nottingham.

Mutacje, jej rodzaj i czestos¢ definiowano za Henke i wsp. (8-11) oraz
Schneiderem i wsp. (17). Prawdopodobienstwo ojcostwa liczono na podstawie
ukfadéw dajacych sie fenotypowac, korzystajac z programu Serolog ver. 1.1
autorstwa Berenta (KMS AM w Bydgoszczy).

WYNIKI | DYSKUSJA

Tabele | i Il przedstawiajg mutacje zaobserwowane odpowiednio w MLP i SLP
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oraz ich charakterystyke. Ryc. 1 to przyktad mutacji wykazanej w MLP u bliznigt
jednojajowych.

MW P D D M MW +

Ryc. 1. Mutacja w MLP (MZ1.3/Haelll) u blizniat jednojajowych.
Fig. 1. Mutation in monozygous twins in MLP (MZ1.3/Haelll).

Tabela !. Mutacje zaobserwowane w MLP (polimorfizm RFLP-VNTR).
Table . MLPs mutations (RFLP-VNTR polymorphism}.

Préba Liczba tercetow Liczba Czesto$¢ mutacji Prawdopodobien-
Probe Number of trios mutacji Mutation rate stwo
ojcostwa, %*
Enzym ($rednia liczba | Amounit of na mejoze na mejoze na | Probability
Enzyme fragmentdw) mutations per meiosis fragment of paternity, %*
{(mean number of per meiosis per
fragments) fragment
MZ1.3 41 (19) 3 0.0366 0.0019 1. 99.95
Hinf |, Hae i 2. 98.63
3. 95.55
33.15 41 (21) 1 0.0122 0.0006 1. 97.89
Hint I, Hae IIl
336 13(19) 2 0.0769 0.0040 1. 99.99
Hint |, Hae lll 2. 98.66
by 95 6 0.0316 0.0016 —

" — prawdopodobieristwo liczone bez MLP | SLP
— probability calculated without MLP and SLP
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Tabela !l. Mutacje zaobserwowane w SLP (polimorfizm RFLP-VNTR).
Table Il. SLPs mutations (RFLP—VNTR polymorphism).

Lokus Liczba Liczba Czestosc Prawdopodobienstwo | Zrddio mutacji
Locus tercetéw mutacji mutacji ojcostwa, %* Mutation origin Rodzaj mutacii
Mutation rate

(Préba) Number { Amounit of | na mejoze Probability Kind of mutation

{Probe) of trios mutations | per meiosis of paternity, %*

D5543 99 1 0.0050 99.95 + - dodatkowe

(MS8) miejsce restrykcji
additional
restriction site

D7S21 34 0 - - -~ - -

(MS31)

D12S811 75 0 - - ~ - -

(MS43a)

D16S309 79 1 0.0063 99.65 + - wydtuzenie

(MS205) fragmentu
fragment
elongation

+1 pozorna 99.97 + - pozorne
+1 pseudo przeciwstawne

homozygoty
pseudoopposite
homozygotes

:— prawdopodobienstwo liczone bez MLP i SLP
— probability calculated without MLP and SLP

Ryc. 2 i tabela 1l obrazuja zaobserwowang u dziecka zmiane dtugosci frag-
mentu odojcowskiego w lokus D16S309 w cieciu zaréwno Hinfl jak i Mbol.
Henke i Henke (11) nazywajg ten typ mutacji — odojcowska, gdyz blizszy
zmutowanemu fragmentowi dziecka jest fragment domniemanego ojca.
Dziedziczenie w tej parze w loci D12S11 i D7S21 w cieciu Hinfl i Mbol byfo
poprawne.

Tabela I!l. Dlugosci fragmentdw w lokus D16S302 po cieciu réZznymi enzymami
restrykcyjnymi i hybrydyzacji z prébg MS205.

Table 11l. D16S309 fragmént sizes after the cleavage with different restriction
enzymes and hybridization with MS205 probe.

Osoba Diugosé fragmentu, pz
Person Fragment length, bp
Hinf | Mbo |

Matka
Mother 2320, 2970 4590, 5290
Dziecko
Child 2320, 2530 4590, 4820
Domniemany ojciec
Putative father 2020, 2450 4290, 4720
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P DM P D MMW

Ryc. 2. Mutacja dtugosci w D16S309/Mbol (a) i D16S309/Hinfl (b).
Fig. 2. Length mutation in the locus D165309/Mbol (a) and D16S309/Hinfl (b).

Mutacje miejsca restrykcyjnego przedstawiong w tabelach It i VI opisano
szczegotowo w poprzednim doniesieniu (16).

Ryc. 3 i tabela IV dokumentujg obserwowane zjawiska pozornej mutacji
stwierdzonej u domniemanego ojca i dziecka w lokus D16S309 w cieciu Hinfl,
Mbol i Alul. Dziedziczenie w lokus D12S11 w cieciu Hinfl i Mbol bylo zgodne
z prawem Mendla. Natomiast po zastosowaniu metody PCR, w uzupeieniu
technik rutynowo stosowanych w badaniu polimorfizmu typu RFLP-VNTR,
uzyskano jednoznaczne wytlumaczenie abberacji w parze pozwany-dziecko.
Powodem niezgodnosci dziedziczenia byta obecnosé ,ukrytego” allelu (780pz),
uwidocznionego dopiero po zastosowaniu techniki PCR (ryc. 3d, tabela V).
Wedtug Armour'a (korespondencja prywatna) krétkie fragmenty czesciej
zdarzajg sie w populacji negroidalne;.

Prawdopodobienstwo ojcostwa obliczone w ,trojkach” z wykazanymi muta-
cjami jest bardzo rézne. W wielu przypadkach przekracza jednak 99.73% co
zgodnie ze stowng interpretacjg skali prawdopodobiefnstwa wg Schwidetzky'ego
jest ojcostwem praktycznie pewnym.

Poroéwnanie czestosci pojawienia sie mutacji w MLP w kilku regionach Polski
ukazuje tabela V. Zdecydowanie duzy — i odbiegajgcy od pozostatych — procent
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mutacji odnotowano w osrodku wroctawskim (4). Przekracza on znacznie
Cytowane w pismiennictwie czestosci mutacji (13,14). Tabela VI obrazuje z kolei
czestos¢ mutacji obserwowanych w analizie SLP, poréwnuje wyniki badan
wiasnych i dane z populacji europejskich. Mutacje w loci D5S43 i D16S309,

spotkane w praktyce KMS SIAM opisano réwniez w populacjach Europy (Anglia—
13, Niemcy — 10).

a.
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Pozorna mutacja w D16S309/Mbol (a), D16S309/Alul (b) i D16S309/Hinfl
(c). Ujawnienie ,ukrytego” fragmentu u dziecka i pozwanego po amplifi-
kaciji (d). Poprawne dziedziczenie w lokus D12S11 w cieciu Hinfl (e)
i Mbol (f) w badanym trio. M — matka, D — dziecko, P - domniemany oj-
ciec, MW — marker wielkosci, * — obraz fragmentéw DNA w lokus
D16S309 u dziecka uzyskany po zmieszaniu DNA oznaczonego metodg
restrykcji i hybrydyzacji (Hinfl-MS205) oraz amplifikaciji.
Pseudo—mutation in the locus D16S309/Mbot (a), D16S309/Alul (b) and
D16S309/Hinfl (c). Detection of the cover fragment in the child and puta-
tive father after amplification (d). Heredity In the D12S11 locus after Hinfl
(e) and Mbol (f) cleavage in the tested trio. M — mother, D — child, P —
putative father, MW — size marker, * — D16S309 fragments in child — mix
child’s DNA examined without and with amplification.
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Tabela IV. Dlugosci fragmentdw w lokus D16S309 i D12S11 po cieciu réznymi
enzymami restrykcyjnymi i hybrydyzaciji z prébami MS205 i MS43a

Table V. D16S309 and D12S11 fragment sizes after the cleavage with different
restriction enzymes and hybridization with MS205 and MS43a probes

Diugosc fragmentu (pz) D16S309 (MS205) D12811 (MS43a)
Fragment length (bp)
Osoba Hinf | Mbo | Alu | Hinf | Mbo |
Person
Matka 2050, 2370 | 4230, 4550 | 2020, 2330 5640, 7340 7360, 9200
Mother
Dziecko 2050, 780" | 4230,nb | 2020, 840" 7340, 8840 9200, 10580
Child
Domniemany ojciec 3210, 780" 5380, nb 3200, nb 5460, 8840 7070, 10580
Putative father

* — po amplifikacji z primerami A i B

* — after amplification with A and B primers
nb — nie badano

nb — not tested

Tabela V. Czestos¢ mutacji w MLP.
Table V. Mutation rate in MLP

Pismiennictwo Dobosz i wsp. | Kozioti wsp. (14) Obserwacije
Mutacje References (4) wlasne
Mutations This work
Liczba tercetow 1351 269 95
Number of trios
Liczba mutacji 259 9 6
Amount of mutation
Czestos¢ mutacji, % 9.6* 1.6™ 3.2
Mutation rate, %

* — 0g6inie dla préb MLP

* — generally for MLP probes

** — dla proby MZ 1.3 z enyzmami restrykcyjnymi Hinf | i Hae I
** — for MZ 1.3 probe after Hinf | and Hae Il cleavage

Nalezy ponadio zauwazy¢, ze kilkka cech mutacji takich jak: czesto$¢, jej
zaleznos$¢ od heterozygotycznosci uktadu, opisanych przez Alonso i wsp. (1),
Chakraborty'ego i wsp. (3) oraz Jeffreys’a i wsp. (13) zdecydowanie r6zni sie od
naszych obserwacji. By¢ moze nalezy to zjawisko ttumaczy¢ zbyt malg liczbg
analizowanych ,trojek”, w ktorych oznaczano polimorfizm DNA z wykorzystaniem
technik RFLP-VNTR. Zgodne sg natomiast spostrzezenia, ze czesciej wystepujg
odojcowskie niz odmatczyne mutacje, i ze czestos¢ mutacji w lokus D5S43
i D16S309 nie przekracza 1%. Nalezy rowniez podkres$li¢, ze wniosek koncowy
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plynacy z niniejszej pracy jest zgodny ze spostrzezeniami innych autoréw
(1,3,13), iz w przypadku abberacji dziedziczenia w parze pozwany—dziecko
nalezy, uwzgledniajgc wszystkie mozliwosci badawcze i interpretacyjne, wyjasnic¢
jednoznacznie zaistniate zjawisko, by nie popelni¢ btedu orzeczniczego.

Tabela V. Czgsto$¢ mutacji w SLP.
Table VL. Mutation rate in SLP.

Lokus Heterozygotyczno$¢ obserwowana, % Czestosé mutacji, %

Locus Observed heterozygosity, % Mutation rate, %

(Préba) Jeffreys i | Henke i wsp. obserwacje Jeffreys i Henke i wsp. | Obserwacje

{Probe) wsp. (13) (10} wiasne wsp. (13) (10} wiasne

this work this work

D5843 (MS8) 85.1 - 74.3 do 0.3 - 0.5
D7521 (MS31) 98.0 94.08 91.2 do15 0.99 -
D12S11 (MS43a) 95.9 94.57 90.7 do 0.3 0.10
D16S309 (MS205) — 96.40 96.5 — 0.43 0.6
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Stezenie glutaminianu w tkance modzgowej jako
odzwierciedlenie krétkiej awersyjnej stymulacji
bezposrednio przed smiercig

The concentration of glutamate in cerebral tissue reflects
short aversive stimulation before death

Katedra i Zaktad Medycyny Sadowej Akademii Medycznej w Gdansku
Kierownik: Prof. dr hab. R. Hauser

Praca prezentuje stezenie glutaminianu w pdlkulach mézgéw i kompleksach mézdzek—
most—rdzen przedtuzony u szczuréw poddanych stymulacji wzrokowej i stuchowej przed
$miercig jak i w grupie kontrolnej. Uzyskano statystycznie znamienne réznice w stezeniu
tego neurotransmitera w wyzej opisanych kompleksach po stresie trwajgcym 1 minute,
natomiast nie uzyskano statystycznie znamiennych wynikéw w tych kompleksach
u zwierzat stresowanych przez 10 minut, jak i w pétkulach. Wyniki te réznig sie od
wczesnej uzyskanych na modelu eksperymentalnym z uzyciem bodzcéw mechanicznych
(dotykowych). Sugeruje to, mozliwos¢ okreslenia rodzaju awersyjnej sensorycznej
stymulaciji, ktéra ma miejsce bezposrednio przed smiercia.

In this paper the concentration of glutamate in the brain hemispheres and the
complexes: cerebellum—pons—medulla oblongata of rats exposed to visual and acoustic
stimmulation before death and of control rats are presented. Statisticaly significant
differences in the concentration of this neurotransmitter were found in the above
mentioned complexes in stress lasting 1 min but not after stress of 10 min duration and
not in the hemispheres at all. These results differed from obtained in a previous
experimental model with mechanical stimuli applied. This suggests that it may be
possible to approach the pattern of aversive sensory stimulation which takes place a
short time directly before death.

Stowa kluczowe: szczury, centralny system nerwowy, emocjonalna
odpowiedz, glutaminian

Key words: rats, central nervous system, emotional response,
glutamate

W procesach emocjonalnych i poznawczych biorg udziat skiadowe uktadu
limbicznego, wzgorze, kora moézgu, prazkowie (8,11,14). W tworzeniu pamieci
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emocjonalnej zasadniczg role odgrywa ciato migdatowate (14). W tworzeniu
pamigci opisowej dominujgce znaczenie posiada zespét hipokampa (4). Oba
rodzaje pamieci przywolywane sg rownoczesnie. Dzieki wzajemnym potgczeniom
ciata migdatowatego, zespotu hipokampa oraz okreslonych pél kory nowej tworza
one w naszej swiadomosci jedno doznanie zapewniajac pod wplywem sytuacii
stresowej, spowodowanej uprzednio uwarunkowanym bodzcem zewnetrznym,
emocjonalng odpowiedz (9). Warunkowanie emocjonalnych reakcji byto
przedmiotem licznych badan. Stosowano w nich, oceniajac reakcje behawioralne
zwierzat, rézne modele eksperymentalne (13,18). OdpowiedZ lekowa ma miejsce
nie tylko w procesach zwigzanych z bodzcem warunkowym. Zachodzi ona takze
w nastepstwie dziatania bodZzcéw nieznanych, posiadajgcych charakter
awersyjnych bodzcdw bezwarunkowych (13).

W procesach poznawczych i emocjonalnych bierze udziat takze moézdzek
(11,15). Stwierdzono, ze niezaleznie od roli w ksztaftowaniu funkgcji motorycz-
nych, uczestniczy on w odbiorze bodzcow sensorycznych, tworzeniu koncentraciji
uwagi, pamieci krétkotrwatej, w podejmowaniu decyzji i dziatan (9). Posiada
zasadnicze znaczenie w nauczaniu warunkowym (4) .

Gitownym neuroprzekaznikiem dziatajagcym w transmisji pobudzajacej OUN
jest glutaminian. Aktywuje on receptory iGIUR (non—-NMDA i NMDA) i mGIuR
neuronow i astrocytow (10,12). W stymulacji receptoréw glutaminowych
kluczowa, posrednig role odgrywa tlenek azotu. Aktywujac rozpuszczalng cyklaze
guanylowg wrazliwg na tlenek azotu (nitric—oxide—-sensitive soluble guanylyl
cyclase — NOGC) wplywa na uwalnianie glutaminianu do przestrzeni synaptycz-
nej (9,10).

Wzrost stezenia glutaminianu w okreslonych strukturach OUN jest jednym
z molekularnych wyktadnikow reakcji lekowej. Stosujgc techniki mikrodializy
wykazano podwyzszony poziom glutaminianu w przestrzeni migdzykomorkowej
kory przedczotowej i hipokampa szczuréw draznionych bodzcami bélowymi (2).
Wozrost stezenia tego neuroprzekaznika stwierdzono takze w badaniach
posmiertnych tkanki moézgowej szczurdw poddanych awersyjnej stymulacji
stosowanymi {gcznie bodzcami mechanicznymi, wzrokowymi i stuchowymi
roznymi od tych powszechnie stosowanych w procedurach eksperymentalnych,
ale za to zblizonych do spotykanych w rzeczywisto$ci (10).

Celem pracy jest ocena stezen glutaminianu w pétkulach mézgoéw szczuréw,
wobec ktérych stosowano jedynie awersyjne bodzce wzrokowe i stuchowe.
Badania te uzupeiniono o pomiary stezen glutaminianu w kompleksach:
mozdzek—most—rdzen przediuzony.

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzano na 49 szczurach pici meskiej rasy Wistar, ktorych
masa wynosita 270 — 580 g a masa ich moézgéw 1,6 - 2,1 g. W czasie trwania
doswiadczen zwierzeta miaty zapewniony swobodny dostep do wody i standar-
dowej paszy. Wszystkie szczury umieraty w podobny sposéb, z tym, ze 25 z nich
podzielono na dwie grupy i poddano przed $miercig stymulacji sensorycznej
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trwajacej 1 minute (n=13) i 10 min (n=12). Kazdej grupie stymulowanych zwierzat
towarzyszyta grupa kontrolna. Szczury z grupy kontrolnej, w liczbie 2 na kazdy
eksperyment, umieszczano w pleksiglasowej klatce wilasnej konstrukgji
o wymiarach 55cmx40cmx7cm z ruchoma pokrywa, pozostawiajac je tam przez
noc na okres dwunastu godzin. Nastepnego dnia rano opuszczano pokrywe
w taki sposob, aby nie niepokoié zwierzat, po czym wpuszczano do klatki przez
przytwierdzone na state plastikowe weze znajdujacy sie w butli pod cisnieniem
dwutlenek wegla. Zgon nastepowat w ciagu minuty. Podczas catej tej procedury
zwierzeta nie widzialy eksperymentatoréw. W tym czasie obserwowano je przez
wizjer z sasiedniego pomieszczenia

Nastepnie zwierzeta natychmiast dekapitowano, otwierano ich jamy czaszko-
we, wyjmowano mozgi i sekcjonowano je na lodzie. Mozgi wszystkich zwierzat
zostaly podzielone na dwie czesci: 1. obie polkule 2. kompleks mozdzek—most—
rdzen przediuzony (oddzielone na wysokosci wzgorki dolne pokrywy srédmozgo-
wia — jadra mostu). Fragmenty te wazono i umieszczano w ciektym azocie,
stosujac pojemnik typu Dewar CP65 firmy Taylor—Wharton. Czas trwania catej
procedury od chwili zgonu zwierzecia do momentu umieszczenia tkanki w niskiej
temperaturze nie przekraczat pieciu minut.

Szczury poddawano dziataniu dwoch typow bodzecow sensorycznych: stuchowych i
wzrokowych; bodzce te stosowano jednoczesnie. Charakter zastosowanych bodzcéw
miat by¢ zblizony do tych opisywanych w przypadkach sadowo-lekarskich.

Pierwszy rodzaj bodzca uzyskiwano na dwa sposoby: uzywajgc dwoch
gwizdkéw akustycznych oraz poprzez pocieranie metalowym pretem o metalowg
kratke. Charakterystyka bodzcéow stuchowych byla mierzona przez analizator
akustyczny Swan 910. Zrédio dzwieku i mikrofon zostaty umieszczone w pokoju
dzwiekoszczelnym z pomijainym poziomem zaktécen zewnetrznych.

Pierwszy z owych gwizdkdw, z dwoma kulkami w komorze rezonansowej
produkowat gtéwng harmoniczng A przy czestotliwosci 2624 Hz o poziomie
akustycznym 100 dB. Druga harmoniczna B wykazywata wartos¢ poziomu
akustycznego 80 dB a trzecia harmoniczna C — 64 dB. Ostry koniec w spektrum
D byt zlokalizowany okoto 11 kHz. Maksymalny poziom zakresu wysokiej
czestotliwosci E wynosit okoto 60 dB. Taka wartos¢ poziomu akustycznego
obowigzywata dla czestotliwosci pomiedzy 14 kHz i 16 kHz.

Drugi gwizdek z jedng kulkg w komorze rezonansowej produkowat gidwna
harmoniczng A przy czestotliwosci 3840 Hz o poziomie akustycznym 107 dB.

Gwizdek ten generowat takze ultradzwieki na wysokim poziomie akustycz-
nym; dla przyktadu: przy czestotliwosci 22700 Hz $redni poziom akustyczny
wynosit 50 dB.

Pocieranie pretem o kratke generowalo dzwigk o stacjonarnym widmie
glognosci z gléwng czestotliwoscig 200 Hz na poziomie akustycznym réwnym 54
dB, ktore sptaszczalo sie w zakresie goérnych czestotliwoSci urzadzenia
analizujacego.

Bodzce wzrokowe byly generowane przez lampe stroboskopowa S 100
W z regulowang czestotliwoscig. Charaktersystyka tych bodzcow byta mierzona
przy pomocy standardowego fotometru fotoelektrycznego (Carl Zeiss Jena)
z detektorem uzywanym do fotometrii wzrokowej. Bodzce wzrokowe generowano
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z czestotliwoscig blyskoéw rowng 6 Hz. Srednia warto$é natezenia $wiatta
w punkcie oddalonym 30 cm od lampy wynosita 10000 Ix. Wartos¢ ta byla stata
Z mniejszym niz 5% odchyleniem.

Po okresie stymulacji klatke zamykano, napetniano jg dwutlenkiem wegla
a po Smierci szczurdw powtarzano procedure pobierania fragmentow potkul
mobzgu jak w przypadku zwierzgt kontrolnych.

OZNACZANIE STEZENIA GLUTAMINIANU

1 g tkanki mézgu homogenizowano recznie w 5 ml chiodzonego lodem
$rodowiska izolacyjnego zawierajacego: 20 Mm bufor Tris—Cl, pH 7,4 i 0,2 %
Triton X-100. Po homogenizacji dodawano 5 ml chfodzonego lodem 1 M HCIO,
i catos¢ intensywnie mieszano. Nastepnie homogenat byt wirowany przez 10
minut w 3000xg. Otrzymany osad pozostawiano do oznaczenia stezenia biatka,
ado 5 ml nadsgczu dodawano 0,6 ml 1,9 M K;PQO,, nastepnie mieszano
i wirowano przez 10 minut w 3000xg. Uzyskany nadsacz (50 pg) stosowano do
oznaczania stezenia glutaminianu przy pomocy dehydrogenazy giutaminianowej
i NAD w sposob opisany przez Bernta i Bergmeyera (3). Ujmujac te metode
pokrétce: do 0,6 ml buforu glicynowo-hydrazynowego (0.5 M glicyny + 0.4 M
hydrazyny, pH 9.0) dodano reagenty: 50 ug probki {albo 50 ug H,O $lepej préby)
uzyskanej jak opisano powyzej, 30 ul 33.5 mM ADP, 60 wl 27 mM NAD i 0.21 ml
H.O. Prébki mieszano i odczytywano absorbancje. Nastepnie dodawano 50
(4.5 U/ml) dehydrogenazy glutaminanowej i po 45 minutach ponownie odczyty-
wano absorbancje. Do obliczenia stezenia glutaminianu uzywano wzoru: A
A glutaminianu = A A probki — A proby Slepe.

Wozgledne odchylenie standardowe tej metody wynosito 2 % (3).

W celu oznaczania stezenia biatka, osad uzyskany w podany sposéb roz-
puszczano w 12 ml 1 M NaOH i rozcieficzano 10 razy wodg destylowang. 50 ul
takiego roztworu uzywano do oznaczania stezenia biatka metodg Petersona (16)
stosujac jako standard surowice wotowa,

Do poréwnania srednich z prob po sprawdzeniu, czy uzyskane pule wynikoéw
odpowiadajg rozktadowi normalnemu oraz czy ich wariancje sg réwne zastoso-
wano test “t”. Jako poziom istotnosci przyjeto 0,05.

WYNIKI

Stresowane zwierzeta w pierwszych sekundach stymulacji akustycznej
i optycznej wyraznie zamieraly (reakcja typu freezing) po czym wykazywaty
kilkusekundowe pobudzenie ruchowe (reakcja typu startle). W przebiegu dalszej
stymulacji zachowywaly sie spokojnie, m.in. wykazujac stereotypowa reakcje
,mycia sie” (reakcja typu grooming).
Tabela |. Stezenie glutaminianu (nmol /mg biatka) w pdtkulach moézgu
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i kompleksach mézdzek—-most~rdzen przediuzony u zwierzat podda-
nych 1 minutowe] stymulacji sensorycznej (S) i w grupie kontroinej
(N)

n — liczba osobnikéw , SD — odchyienie standardowe, P — poziom
istotnosci

Table 1. Concentration of glutamate (nmol /mg protein) in the hemispheres and
complexes: cerebellum—pons—medulla oblongata of animals subjec-
ted to sensory stimuli (S) for 1 minute and of those from the control
group (N).

n — number of individuals, SD — standard deviation, P —significance
level
Pétkule Kompleksy
Hemispheres Complexes
N S N S

n 12 13 12 13

$rednia 101.58 106.85 75.92 87.23

mean

SD 14.83 15.51 8.46 10.82

P > 0.05 0.02

Tabela 1. Stezenie glutaminianu (nmol / mg biatka) w podtkulach mozgu
i kompleksach mézdzek—most—rdzen przediuzony u zwierzat podda-
nych 10 minutowej stymulacji sensorycznej (S) i w grupie kontrolnej
(N)

n -~ liczba osobnikéw , SD — odchylenie standardowe, P — poziom
istotnosci

Table Il. Concentration of glutamate (nmol /mg protein) in the hemispheres and
complexes: cerebellum—pons—medulla oblongata of animals subjec-
ted to sensory stimuli (S) for 10 minute and of those from the control
group (N).

n - number of individuals, SD — standard deviation, P — significance
level
Potkule Komieksy
Hemispheres Complexes
N S N S

n 12 12 12 12

$rednia 116.58 128.25 89.92 90.08

mean

SD 14.56 26.56 22.38 11.23

P > 0.05 > 0,05

Nie wykazano statystycznie istotnych roznic miedzy stezeniami glutaminianu
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w potkulach mozgow szczuréw poddanych bodzcom sensorycznym przez 10 min.
i 1 min. i w pétkulach mézgow osobnikéw kontrolnych. Znamienny wzrost stezen
glutaminianu stwierdzono jedynie w kompleksach moézdzek—most-rdzen
przedtuzony po stymulacji sensorycznej trwajacej 1 min (P=0,02).

DYSKUSJA

Otrzymane wyniki réznig sie w sposoéb istotny od wynikéw badan autoréw,
w ktorych stosowano igcznie trzy rodzaje stymulacji awersyjnej: mechaniczng,
akustyczng i optyczng (10). Obserwowano wéwczas znamienny statystycznie
wzrost stezen glutaminianu wobec grup kontrolnych w potkulach mozgow
zwierzat stresowanych przez 1 min. (P=0.02) i 10 min. (P=0.001). W badaniach
prezentowanych obecnie bodzce mechaniczne pominigto a ograniczono sie
wytgcznie do bodzcow wzrokowych i stuchowych o parametrach identycznych jak
stosowane poprzednio (10). Istotnych statystycznie rdznic miedzy stezeniami
glutaminianu w pétkulach mozgdéw osobnikéw stresowanych i kontrolnych nie
wykazano, chociaz procedura zabijania zwierzat grupy kontrolnej gwarantowata
catkowity ich spokdj w momencie $mierci. Wykazywala ona zdecydowang
przewage nad zwykle stosowang dekapitacjg. Zestawienie otrzymanych wynikéw
z wynikami badan poprzednich (10) wskazuje na bezposredni zwigzek zmian
stezen glutaminianu w pokulach mézgdow jedynie z dziataniem bodzcow
mechanicznych. Ich charakter (wielokrotnie powtarzany, krotkotrwaty ucisk
tutowia wywierany ze $rednig sitg 3 N) odbiegat od powszechnie stosowanych
bodzcow boélowych. Podwyzszony poziom glutaminianu obserwowano in vivo
w przestrzeni pozakomorkowej kory przedczotowej i hipokampdw szczurow klutych
w ogon (2). Istniejg takze liczne publikacje dotyczace poémiertnej oceny stezenia
glutaminianu w mézgach szczurdéw poddanych procedurom stresowania (6,7)

Zmiany stezenia monoamin i ich metabolitow stwierdzano post mortem
w strukturach uktadu limbicznego i prazkowiu szczuréw draznionych m.in. pradem
elektrycznym (1,5). Czas zastosowanych procedur stresowania jest zdecydowanie
dluzszy niz ten, ktéry ma miejsce w naszym modelu eksperymentalnym.

W transmisji zachodzacej w drogach rdzeniowo-mézdzkowych, mostowo-
mozdzkowych oraz wewnatrzmozdzkowo istotng role odgrywa glutaminian
oddziatywujgcy wzajemnie z kwasem y—aminomastowym (GABA) (17).

Przedstawione badania wykazaty wzrost stezen glutaminianu w kompleksach
moézdzek—-most-rdzen przedtuzony po 1 min. stymulacji optycznej i akustycznej.
Nie obserwowano tego po stymuiacji trwajacej 10 min. Wyniki te mogq
wskazywaé na udziat okreslonych struktur mozdzku i/lub pnia mozgu
w odpowiedzi na bodzce wzrokowe i/lub stuchowe i na jej wygaszanie po
diuzszym okresie bodzcowania. Pobudzenie sensoryczne powoduje rozprze-
strzeniong aktywacje kory mozdzku (13,18). Mozdzek otrzymuje impulsy
wzrokowe z kory wzrokowej i ze srodmozgowia (13,18). W rdzeniu przediuzonym
i moscie zlokalizowane sg niektore skiadowe szlakow stuchowych (13,17,18).
Obserwowany wzrost stezen glutaminianu moze by¢ wiec wynikiem aktywacji
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wymienionych struktur w percepcji bodzcow wzrokowych i stuchowych. Przy
takim zatozeniu niezrozumialtym jest jednak brak w nich uchwytnych zmian
w stezeniach glutaminianu po stymulacji optycznej i akustycznej trwajacej 10
min. Moze mie¢ on zwigzek ze zjawiskiem blokowania impulsow pobudzajgcych
kore mozdzku przewodzonych przez widkna pngce (18).

Zastosowane bodzce wzrokowe i stuchowe mialy charakter bodzcow niewyuczo-
nych, awersyjnych. W pierwszych sekundach stymulacji akustycznej ioptycznej
obserwowano u szczuréw typowe wykladniki reakcji lekowej. W trakcie dalszego
bodZcowania zachowywaly sie one spokojnie. Gléwne szlaki moézdzku do—
i wyprowadzajace majg, poza korg ruchowa, potgczenia z polami czuciowymi kory
moézgu (15). Donosi sie o udziale robaka moézdzku w przyspieszeniu akcji serca
bedgcym jednym z elementow reakcji emocjonalnej (18). Nasuwa sie wiec
przypuszczenie, ze wzrost stezen glutaminianu w kompleksach mézdzek—most—
rdzen przedtuzony po 1 min. stresowania moze by¢ wyktadnikiem krotkotrwatego leku
na zastosowane bodzce awersyjne. Jego szybkie zanikanie moglo by¢ zwigzane
z habituacjg zwierzat do tych bodzcdw. Przypuszczenie to moze wydawal sie
watpliwe wobec stwierdzonego braku zmian stezen glutaminianu w pétkulach
moézgowych, w ktorych zlokalizowane sg wszystkie skiadowe ukfadu limbicznego.
Podwyzszenie poziomu glutaminianu obserwowano w potkulach mézgoéw szczuréw
w nastepstwie fgcznego stosowania stymulacji mechanicznej, optycznej i akustycznej
(10). Brak wzrostu stezenia neurotransmitera nie wyklucza jego zwigkszonego
poziomu w szczelinie synaptycznej i pobudzenia neuronéw (1,5). Z drugiej strony
obserwowane w tkance moézgowej zwiekszenie stezenia glutaminianu, zwigzane ze
wzrostem syntezy wewnatrzkomoérkowej, nie musi odpowiadaé wiekszemu jego
stezeniu w przestrzeni synaptycznej (1,6).

Ocena stezen glutaminianu i jego rozmieszczenia w wybranych strukturach
moézgow szczuréw po réznych okresach oddzielnego stosowania bodZzcow
sensorycznych: wzrokowych, stuchowych, mechanicznych bedzie przedmiotem
najblizszych badan biochemicznych i immunohistochemicznych.

Podziekowania:
Autorzy pragng podzigkowaé Prof. J. Swierczynskiemu z Katedry Biochemii
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Autorzy dokonali iloSciowe] oceny zachowania sie wybranych parametrow jadra
hepatocyta i jego ultrastruktury w watrobie szczurow poddanych przewlekiej intoksykacii
glikolem etylenowym. Badania morfometryczne przeprowadzono na analizatorze obrazu
firmy Kontron z pakietem programowym IBAS 2000. Ocene ultrastrukturaing dokonano
w mikroskopie transmisyjnym 10 CR firmy Zeiss. Przeprowadzone badania ujawnily, ze
w przewlektej intoksykacji glikolem etylenowym dochodzi do statystycznie znamiennego
wzrostu pola powierzchni i liczebnoéci zbrylet chromatyny jadrowej w hepatocytach.
Przeprowadzone badania ultrastrukturaine ujawnily ze dochodzi do zaburzen
w formowaniu jaderka i rozktadzie oraz zmianach w chromatynie jadrowe;.

The authors have made a quantitative evaluation of the behaviour of the hepatocyte
nucleus selected parameters and its ultrastructure in rat liver subjected to long—term
ethylene glycol intoxication. Morphometric examinations were carried out with Kontron
picture analyser with IBAS 2000 software. Ultrastructural analysis was undertaken with
the Zeiss 10 CR transmission microscope. The investigations revealed that in long—term
ethylene glycol intoxication there is a statistically significant increase of the area and
number of nucleus chromatin clumping in hepatocytes. Ultrastructural examination
showed disorders in nucleolus formation and distribution and changes in nuclear
chromatin.
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WSTEP

Przeprowadzone wczesniej badania nad procesami zachodzacymi w hepato-
cycie w przewlekltym zatruciu glikolem etylenowym (GE) ujawnily morfologiczne
wyktadniki zwyrodnienia, w tym gléwnie glikogenowego a ponadto rdznie
wyrazong martwice przewaznie rozptywng komorek watrobowych (15).

Analiza mikroskopowa, w tym szczegélnie dotyczaca jader hepatocytow
wykazata, ze ich chromatyna jest z reguty gruboziarnista i zageszczona przy
btonie jadrowej, co sprawiato wrazenie wakuolizacji tej struktury komorki. W tych
przypadkach, mimo poszukiwan nie ujawniono obrysoéw jgderek. Ocena zmian
w zakresie jgdra byta jednak bardzo obiektywna i sktonilo to nas do podjecia
proby rozbudowania badania jako$ciowego o ocene morfometryczng i ultra-
strukturaing,

MATERIAL | METODY

Doswiadczenie przeprowadzono na 80 szczurach obojga pici, szczepu
wsobnego Wistar — w wieku 5 miesiecy, o masie ciata 150-180 g. Zwierzeta
podzielono na grupe doswiadczalng (D) i porédwnawczg (K). Zwierzetom grupy
poréwnawczej podawano jedynie pasze granulowang "Murigan" oraz woda pitng
w dowolnej ilosci. Szczurom grupy D obok tej same] paszy podawano 1,25%
roztwér glikolu etylenowego w pojnikach. Stezenie GE zostato ustalone we
wstepnym badaniu pilotazowym. Zwierzeta usmiercano przez otwarcie klatki
piersiowej w znieczuleniu ogdinym, eterowym w 12, 14 i 16 tygodniu intoksykacii.
Wycinki z watroby do badan w mikroskopie swietlnym utrwalano w 7% roztworze
zobojetnionej formaliny a do badan w mikroskopie elektronowym w 3,6%
roztworze glutaraldehydu w 0,13 M buforze kakodylanowym o pH=7,2. Materiat
tkankowy do oceny histopatologicznej opracowano technikg parafinowg
w procesorze tkankowym Hipocenter (firmy Shendon). Uzyskane preparaty
barwiono hematoksyling i eozyng, wykonano odczyn PAS wg McManusa
z trawieniem diastaza. Z materiatu mrozakowego w preparatach zostat wykonany
odczyn na {tuszcze obojetne przy pomocy barwienia Oil Redem. Materiat do
oceny ultrastrukturalnej dotrwalano w 2% roztworze czterotlenku osmu
a nastepnie zatapiano w eponie. Preparaty do oceny krojono Ultramikrotomem
LKB-5 i kontrastowano automatycznie w urzadzeniu Ultrasteiner firmy LKB oraz
oceniano w mikroskopie elektronowym 10CR Zeiss.

Ocene ilosciowa jader hepatocytow w preparatach barwionych hematoksyling
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i eozyng prowadzono przy pomocy wiasnego algorytmu na analizatorze obrazu
firmy Kontron z pakietem IBAS 2000. Obrazy do analizy wczytywano z mikrosko-
pu przy powiekszeniu 100x obiektywem planapochromatycznym Zeiss
Z umieszczonym w drodze optycznej filtrem czerwonym. Po wstepnym przetwo-
rzeniu obrazu o wielu stopniach luminacji wydzielono obszar profili pojedynczych
jader hepatocytow. Segmentacje obrazu przeprowadzono poétautomatycznie
a nastepnie wydzielono automatycznie obszary jadra odpowiadajace zbryleniom
chromatyny jadrowej. Analizie poddano nastepujacy zestaw zmiennych
morfometrycznych:

pole profilu jadra (POLE JADRA), obwdd profilu jgdra (OBWOD JADRA),
wspotczynnik elipsoidalnosci (ELIP JADRA), odchylenie standardowe jasnosci
(STD JADRA).

Liczebnos¢ zbrylen chromatyny jadrowej (LICZ CHROM), pole profilu zbrylen
chromatyny jgdrowej (POLE CHROM), wspdiczynnik elipsoidalnosci profili
zbrylen chromatyny jadrowej (ELIP CHROM), odchylenie standardowe jasnosci
{STD CHROM).

Dtugoé¢ btony jadrowej (DEUGOSC).

W kazdym preparacie, w danym punkcie czasowym, dokonano oceny losowo
wybranych 10 hepatocytow. Uzyskane dane morfometryczne poddanc analizie
statystycznej z uzyciem typowych miar poloZzenia i rozproszenia: S$redniej,
odchylenia standardowego, mediany, pierwszego i trzeciego centyla. Do analizy
danych nominalnych i rangowych zastosowano test Anova wg Friedmana oraz
wspotczynnik  zgodnosci  Kendala. Nieparametryczne testy statystyczne
zastosowano po uprzedniej ocenie normalnosci rozktadéw testem Kruskala—~
Wallis’a oraz istotnosci réznic wariancji w probach testem F-Snedecora.
Wszystkie roznice przyjmowano za istotne statystycznie dla p<0,05.

OMOWIENIE WYNIKOW

A. Ocena mikroskopowo-swietina

Badaniem mikroskopowym w preparatach z watroby zwierzat poddanych
intoksykacji GE stwierdzono juz w 12 tygodniu obserwacji wzrost liczebnosci
zbrylen chromatyny z jednoczesnym jej rozproszeniem i grupowaniem sie
w poblizu blony jadrowej, co sprawiato wrazenie pustego lub zwakuolizowanego
jadra (ryc. 1). Powyzsze zmiany nasilaty sie w miare trwania doswiadczenia.
Sama chromatyna jgdrowa stawata sie coraz bardziej ziarnista i dobrze
wysycona.

B. Ocena morfometryczna

Wstepne analizy statystyczne nie wykazaly jednak, znamiennych statystycz-
nie roznic zmiennych morfometrycznych: POLE JADRA, OBWOD JADRA, ELIP
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JADRA i STD JADRA oraz ELIP CHROM, STD CHROM i DLUGOSC. Natomiast
ujawniono istotne statystycznie réznice w POLE CHROM pomiedzy grupami D
iK we wszystkich punktach czasowych (ryc. 2, 3, 4). Wykazano ponadto
znamienne statystycznie roznice w zakresie liczebnosci zbrylen chromatyny
(LICZ CHROM) w obrebie jadra hepatocytéw i ujawniono je we wszystkich
punktach czasowych (ryc. 5, 6, 7). Poréwnanie zmiennej pola powierzchni
zbrylen chromatyny (POLE CHROM) w jadrze komérkowym dla poszczegdinych
punktdw czasowych wykazata, ze $rednia powierzchnia tego parametru
morfometrycznego rosta pomiedzy 12, 14 i 16 tygodniem obserwagii. Najwiekszy
przyrost sredniego pola powierzchni zbrylen byt widoczny pomiedzy wartosciami
grupy D i K w 12 tygodniu do$wiadczenia. W kolejnych punktach czasowych
stwierdzono znamienne zmniejszenie rozrzutu wartosci pél powierzchni Zbrylen
(POLE-CHROM) wokét mediany (ryc. 5, 6).

3
E-S

&

Ryc. 1. Wycinek z watroby szczura grupy doswiadczalnej w 16 tygodniu
dos$wiadczenia. Obwodowe zageszczenie chromatyny w jadrze z pustymi
rzekomo—wodniczkowymi przestrzeniami. Barwienie HE, pow. 1 200 x.

Fig. 1. Experimental group rat liver specimen in 16 week of the experiment.
Peripheral concentration of chromatin in nucleus with empty pseudo

vacuolar areas. HE staining, enl. 1 200x.

Zmiennos¢ LICZ CHROM wskazywata nieco inny przebieg. Srednia liczeb-
nos¢ zbrylen chromatyny jadrowej w 12, 14 i 16 tygodniu do$wiadczenia byla
statystycznie znamiennie wieksza od stwierdzanych w grupie poréwnawcze;j.
W 14 tygodniu intoksykacji wielko$¢ tego parametru osiagneta najwigkszg
wartos¢, po czym malata , jednak w 16 tygodniu nadal byta wyzsza od wyjsciowej
z 12 tygodnia.
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Ryc. 2. Pola powierzchni zbrylen chromatyny jadrowej w 12 tygodniu

doswiadczenia.

Fig. 2. Surface area of chromatine clumps after 12-th week of investigation.
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Ryc. 3. Pola powierzchni zbrylers chromatyny jadrowej w 14 tygodniu

doswiadczenia.

Fig. 3. Surface area of chromatine clumps after 14-th week of investigation.
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Ryc. 4. Pola powierzchni zbrylen chromatyny jadrowej w 16 tygodniu

doswiadczenia.

Fig. 4. Surface area of chromatine clumps after 16—th week of investigation.
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Ryc. 5. Srednie liczebnosci zbrylen chromatyny w jgdrze komorkowym w 12
tygodniu doswiadczenia.
Fig. 5. Mean chromatin clump count after 12—th week of investigation.
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Ryc. 6. Srednie liczebnosci zbrylen chromatyny w jadrze komérkowym w 14
tygodniu doswiadczenia.
Fig. 6. Mean chromatin clump count after 14-th week of investigation.
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Ryc. 7. Srednie liczebnosci zbrylen chromatyny w jadrze komérkowym w 16

tygodniu doswiadczenia.

Fig. 7. Mean chromatin clump count after 16-th week of investigation.
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C. Ocena ultrastrukturalna

Przeprowadzone badania mikroskopowo—elektronowe wykazaly, ze w hepa-
tocytach grupy D w 12 tygodniu podawania glikolu etylenowego w obrebie jadra
sporadycznie ujawniaty sie zmiany typu ,nuclear bodies” i ,coiled bodies” (ryc. 8).
Dodatkowo w tym czasie obserwowano niekiedy brak odtwarzania jgderka
w specyficznych okolicach chromosomoéw (NOR). Wymienione wyzej przy opisie
materiatu doswiadczalnego w mikroskopie $wietinym zbrylenia chromatyny
jadrowej okazaly sie by¢ glownie nagromadzeniami ziarnistosci peri— (PG)
i interchromatynowych (IG). W elektronogramach z 14 i 16 tygodnia zatrucia nie
obserwowano juz zmian o typie ,nuclear’ i ,coiled bodies” a ziarnistosci
chromatynowe grupowaly sie zwykle w poblizu jgderka i zazwyczaj spostrzegano
ich wiecej anizeli w 12 tygodniu obserwacji (ryc. 9). Chromatyna zlokalizowana
obwodowo wokot blony jadrowej byta w tym czasie gestsza elektronowo i bardziej
zwarta (ryc. 10). W 16 tygodniu w wiekszosci hepatocytéw nie dochodzito do
formowania jaderka badz tez byto ono w formie resztkowej. Chromatyna jadrowa
byta reprezentowana przez skupione ziarnistosci peri— i intechromatynowe
(ryc. 11).

DYSKUSJA

W czasie przemian metabolicznych jakim ulega glikol etylenowy dochodzi do
jego utleniania przez dehydrogenaze alkoholowg do aldehydu glikolowego (3).
Badania ostatnich lat wykazaly, ze glikol etylenowy moze by¢ réwniez utleniony
do formaldehydu. W czasie tych reakcji dochodzi do uwolnienia nadtienku
wodoru o znanym potencjale uszkadzajgcym (4). Istnieje stosunkowo duzo
danych, ze anion ponadtlenkowy, powstajagcy w warunkach zwiekszonego
naptywu glikolu etylenowego do hepatocyta, moze by¢ odpowiedzialny za
niektére nastepstwa toksycznego dziatania GE i wystgpienia tzw. szoku
tlenowego (7). Uwolnienie aktywnych form tlenu (wolnych rodnikéw) odgrywa
szczegolnie wazng role w patogenezie zmian patologicznych wywotanych przez
GE (10, 11, 12). Prowadza one do destrukcji DNA, mRNA i rRNA a przeprowa-
dzona ocena w mikroskopie Swietinym, a zwlaszcza elektronowym catkowicie
potwierdza te doniesienia. Stwierdzono bowiem wyktadniki toksycznego
hamowania przemian gtéwnie rRNA, premRNA i RNA. Wiadomo, ze jaderko
w hepatocytach pojawia sie w telofazie w $cisle zdeterminowanych okolicach
chromosomow (tzw. NOR-ach). Proces odtwarzania jaderka rozpoczyna sie od
skupienia materiatu jaderkowego w twory okreslane jako ciatka przedjgderkowe
(PNB — ,prenuclear bodies”). Ciatka te gromadzg sie dookota NOR-Ow
i nastepnie przeksztatcajg sie w jaderko (1, 5). Brak odtwarzania jaderka
obserwowany sporadycznie w 12 tygodniu a w petni w 14 i 16 tygodniu
doswiadczenia swiadczy o hamowaniu na poziomie transkrypcji rRNA (2).

Obserwowane w kilku elektronogramach z grupy doswiadczalnej w 12 tygo-
dniu ciatka jaderkowe (NB) (6, 8) sg subkomoérkowym wykiadnikiem zaburzenia
przez GE syntezy RNA (14).
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Ryc. 8. W jadrze widoczne wyraznie
uformowane jaderko (NUC) oraz
zmiany o charakterze ,nuclear
bodies” (NB) i ,coiled bodies”
(CB). Elektronogram watroby
szczura grupy doswiadczalnej.
12 tydzien doswiadczenia. Pow.
30 000 x.

Fig. 8. Clearly formed nucleolus (NUC)
seen in the nucleus and changes
of uclear bodies (NB) and coiled
bodies (CB) nature. Experimen-
tal group rat liver electronogram,
12 week of the experiment. Enl.
30 000x

Ryc. 9. Elektronogram watroby grupy D
z14 tygodnia doswiadczenia.
Liczne ziarnistosci interchroma-
tynowe (IG) zgrupowane wokét
jaderka (NU).

Pojedyncze skupiska IG
w obszarze jgdra. Pow. 30 000
X.

Fig. 9. Group D liver electronogram
from the 14™ week of the ex-
periment. umerous interchroma-
tin granules (IG) grouped around
the nucleolus (NU). Single IG
clusters in the nucleus area. Enl.
30 000x.
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Ryc. 10. Elektronogram watroby grupy
D — 14 tydzien doswiadczenia.
Widoczne rzeznie uformowa-
ne jaderko (NU) z bardzo ge-
stymi elektronowo skupiskami
ziarnistosci  interchromatyno-
wych (1G). Pow. 30 000 x.

Fig. 10. Group D liver electronogram
- 14 week of the experi-
ment. Borderly formed nu-
cleolus (NU) with a very thick
electron concentration of in-
terchromatin  granules (1G)
seen. Enl. 30 000x.

Ryc. 11. Rozproszone ziarnistosci
inter— i perichromatynowe
bez formowania jgderka.
Szczur grupy D 16 tydzien
doswiadczenia. Pow. 25

000 x.
Fig. 11. Dispersed inter— and
perichromatin granules

without nucleolus forma-
tion. Group D rat, 16"
week of the experiment.
Enl. 25 000x.
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Jak wspomniano wyzej analiza elektronogramow wycinkéw z watroby grupy
doswiadczalnej wykazata gromadzenie sie w jadrze w nadmiernej ilosci
ziarnistosci peri— i interchromatynowych. Pojawienie sie zwiekszone] ilosci
ziarnistosci zwlaszcza perichromatynowych (PG) jest wyrazem toksycznego
hamowania transportu premRNA do cytoplazmy (13). Jak wykazaly badania
Krzyzowskiej-Grucy i wsp. (9) oraz Zborka (16) pod wplywem roznorodnych
czynnikéw zaburzajacych metabolizm komoérkowy moze dojs¢ do zwiekszenia sig
liczby takze ziarnistosci interchromatynowych (1G) a takze czesto dochodzi do ich
skupiania. Te ostatnie spostrzezenia obserwowano w 14 oraz 16 tygodniu
intoksykaciji.

WNIOSKI

Przeprowadzone badania wykazaly, ze podczas przewlektej intoksykacji
glikolem etylenowym dochodzi do jakosciowych i ilosciowych zmian w zakresie
chromatyny jadrowe;.

Przeprowadzone pomiary morfometryczne hepatocytéw wykazaty statystycz-
nie znamienny wzrost liczebnosci i pola powierzchni zbrylen chromatyny
jgdrowej.

Zastosowanie metod oceny morfometrycznej jest cennym uzupetnieniem
badan histopatologicznych szczegélnie przy braku mozliwosci wykonania badan
mikroskopowo-etektronowych.
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